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I. CIL METODIKY

Ceska republika podepsala deklaraci o uchovavani genetickych Zivoci$nych zdrojil (GZZ), kterd se vztahuje
predevsim na hospodarskd zvifata. Ministerstvo zemédélstvi ustanovilo "Ndarodni referenéni stredisko
uchovani a vyuziti genetickych zdrojd" pro genetické zdroje zvirat (NS) a povérilo Vyzkumny Ustav Zivocisné
vyroby Uhfinéves (VUZV) spravou uvedeného stiediska. Obecna pravidla a doporuéeni pro uchovavani GZZ
jsou vypracovdna pod hlavickou FAO (Food and Agricultural Organisation of the United Nations) a EAAP

(European Association for Animal Production).

Cilem predkladané prace je ndvrh pravidel pro uchovavani a vyuzZivani zamrazenych pohlavnich bunék
v chovu GZZ koni, aby populace vzniklé nové ze zamrazenych bunék mély dostate¢nou velikost a byly
Zivotaschopné.

NavrZena pravidla vychazeji z mezinarodnich doporuceni a zadkonitosti populacni genetiky. Vstupnimi udaji
jsou velikosti domacich populaci a pocty jedincl sjiz zamrazenymi pohlavnimi burikami a Uspésnost
biotechnologie reprodukce. Vystupni Udaje a propocty jsou pro nékolik moznosti a odpovidaji pfiblizné
stavu chovu starokladrubskych koni (STKL).

II. VLASTNi POPIS METODIKY
1. Uvod

Pfedevsim ekonomické tlaky vedou k selekci a rozvoji vysoce vykonnych plemen, kterd se pouZivaji
v intenzivnich zplsobech chovu a vyroby. SniZzuje se vyznam mistnich plemen s nizsi uZitkovosti a
vykonnosti (lower output), ale pfizplsobenych mistnim podminkdm a s niZzSimi naroky (lower input).
Dusledkem je nezadouci vymirani plemen. Byly opakované zpracovany smérnice, napiiklad FAO (1998) pro
zachranu a udrzeni ohroZenych plemen a vydany knihy a pfiru¢ky s metodickymi zdsadami pro praci s GZZ
(Jakubec a kol., 2012, Oldenbroek a kol., 1999). Ochrana GZZ vyZaduje propracovany organizaéni systém
pro fizeni dobfe pracujiciho selekéniho programu a plemenitby. S tim souvisi pocitacové vedeny informacni
systém pro prObéziny peclivy sbér, zpracovavani a pravidelnd vyhodnocovani udaji o sledovanych
vlastnostech, zdravi, plodnosti, molekularné-genetickych Udajich a plvodech zvifat, ktery slouzi ke
genetickému hodnoceni jedincll a populaci a je podkladem pro selekéni a chovatelska rozhodnuti.

Cilem je zachovat co nejvétsi genetickou rozmanitost chovanych druhl a plemen zvitat pro zajiSténi
dostatecné vyzivy lidstva, s vyloucenim rizika v nejistych budoucich podminkach. Budouci podminky mohou
klast jiné naroky na chovana zvirata jednak z hlediska urovné uzitkovosti, ale i pfizplsobivosti ménicimu se
podnebi, odolnosti vici nakazam, s pravidelnou reprodukci a zamérenim na odlisné (specialni) trzni vyrobky
z chovu zvitat.

Geneticka proménlivost uvnitf Zivoc¢isného druhu je z 50 % dana rozdilnostmi mezi plemeny. Ztrata kazdého
plemene je proto nenahraditelna. OvSsem plemena uvnitf Evropy jsou do zna¢né miry pfibuzna, mnohdy jde
o stejné plemeno chované v dalsi zemi pod jinym nazvem. S plemenem jako jednotkou je proto treba
pracovat v souhrnu celé populace, bez ohledu na statni hranice. Ochrana GZZ je celospoleéenska, nikoliv
pouze narodni (Oldenbroek a kol., 1999, Vostry a kol., 2011a).

Pokud z ekonomickych dlivodl nelze udrzet viechna plemena, déla se mezi nimi na zakladé vice ukazatell
vybér. Témito ukazateli jsou napfiklad schopnost prizplisobeni budoucim novym podminkdm, nositelstvi
jedinecnych a ekonomicky duleZitych vlastnosti, kulturné-historickd hodnota a geneticka jedinecnost.
Jednim z duleZitych ukazatel(l jsou genetické vzdalenosti mezi plemeny (Czernekova a kol., 2006, Jandurova
a kol., 2005, Kasarda a kol., 2016, Vostra-Vydrova a kol., 2016a) a uchovavana by méla byt ta plemena,
ktera se geneticky vyznamné lisi. S tim souvisi i posouzeni, kteti jedinci do daného plemene patfi.

Nejvhodnéjsim zplisobem zachovani daného plemene je nalézt zplUsob jeho chovatelského vyuZiti za
stavajicich hospodarskych podminek. To se Casto nedafi, proto se pfistupuje k umélym opatfenim pro
zachranu ohrozZenych plemen. Jedna se o chov plvodnim zplsobem a v plivodnich vyrobnich podminkach
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(in situ), nebo chov v ndhradnich podminkach (ex situ) a zamrazovani pohlavnich bunék. V chovatelském
provozu se pouzivaji vSechny uvedené zpUlsoby spolecné.

Ve vSech ptipadech je cilem zachovani vnitroplemenné genetické proménlivosti. Ta je ovlivnhéna selekci,
migraci, mutacemi, ndhodnym genetickym driftem a narlstem koeficientu pfibuzenské plemenitby (Fx).
Pozornost je tfeba vénovat vSem témto pripadim.

Narlst Fx za generaci (AFx) a geneticky drift souvisi s rozsahem populace, ktery byva vyjadfovan efektivni
velikosti (Ne). Parametry - AFx za generaci a Ne jsou na sobé zavislé a Ize je navzdjem prepocitdvat. U obou
udaj jsou sledovany jednak "realizované" hodnoty, v jakém stavu populace ve skutecnosti je a dale
predpovéd vyvoje do budoucna. S témito dvéma pfistupy souvisi i odliSné metodické ndstroje. Hodnoty Fx a
Ne zdavisi na zpUsobu fizeni plemenitby. U hospodarskych zvifat se neuplatfiuje ndhodné (panmiktické)
priparovani. Chovatel do plemenitby zasahuje, je proto tfeba vénovat pozornost vybéru rodi¢ovskych par
a organizaci plemenitby, aby primérny Fx v daném plemeni byl co nejmensi. Zaroven se doporucuje, aby
kazdy plemenik byl pouzit na co nejvétsi pocet plemenic a kazda plemenice byla pfi opakované plemenitbé
zapusténa jinym plemenikem. Tedy i co nejvétsi pocet plemenikd na plemenici a tim i co nejvétsi pocet
proménlivosti. To zdrovern znamena udrZet dostatecné velké Ne, s velkym poctem jak plemenic, tak velkym
poctem plemenik( zapojenych v plemenitbé, ktefi jsou co nejméné pfibuzni. Za nejmensi udrzitelny rozsah
Ne je povazovano Ne = 50 reprodukéné schopnych a pouZitych jedincll za generaci (ne nutné v kazdém
chovném roce). Tato hodnota odpovida AFx = 0,01 (narlst o 1 % za generaci). Fx a Ne je tfeba stanovovat
vhodnymi metodickymi postupy (Oldenbroek a kol., 1999).

Pro stanoveni Fx lze pouZit rodokmenové zaznamy, nebo molekularné-genetické udaje (Langlois, 2005,
Ollivier a kol., 2005, Vostry a kol., 2011b). V obou ptipadech Ize postupovat nékolika metodami, je tfeba
zvolit tu, kterd nejlépe odpovida zplsobu chovu a plemenitby u daného plemene a dostupnym udajlm. P¥i
praci s rodokmenem je, mimo pouZité metody, daleZity i pocet generaci predkl (Vostra-Vydrova a kol.,
2016b). Pocet generaci predkd, ktery se obvykle vyuZiva v bézné plemenarské praci a pfi dovozech ze
zahrani¢i, je z hlediska prace v GZZ a pro stanoveni Fx a Ne nedostadujici. V oteviené populaci a pouze 4 a?
5 generacich znamych predkd, je shoda, mérena korelaci, mezi rodokmenovymi udaji a skutecnou
pribuznosti na zdkladé molekularné-genetickych SNP markérd pfiblizné 0,60 az 0,70 (Pribyl a kol., 2012).
Zatimco v uzaviené populaci a hlubokém rodokmenu, prekryvajicim nékolik staleti, je korelace pfiblizné
0,95 (Bauer a kol., 2016). Proto predevsim v populacich s nedostatecnymi rodokmenovymi zaznamy, by Fx a
pribuznost mezi jedinci (Rxy) mély byt stanovovany zdsadné podle molekuldrné-genetickych SNP udaju.
Drive pouzivané mikrosatelity nejsou vhodné, nebot je jich pro vyjadreni stavu celého genomu a vazeb mezi
zvitaty maly pocet.

Pokud se pocty jedincli béhem generaci méni, s N; jedincll za generaci i, oCekdvana heterozygotnost v
generaci t (H,) vyjadrena relativné k heterozygotnosti v zakladni generaci (H,) je:

(1)

ProtoZe se jedna o harmonicky prdmér, vyplyvaji ze vztahu dva dulezité zavéry:
1) Nejvétsi Ne vznikne tehdy, kdyZz N; ma stejnou velikost populace pres vSechny generace.
2) Ne je vyrazné ovlivnéna snizenim poctu jedincl i v pouze jedné generaci.

Z toho vyplyva, Ze vznikly efekt hrdla lahve (bottleneck), ktery jednou zpUsobil zvyseni hodnoty pfibuzenské
plemenitby, nemUze byt v uzavienych populacich nahrazen pozdéjsim zvysenim velikosti populace. A to z
toho divodu, Ze cetnost moZznych budoucich mutaci je i ve velkych populacich nizka.



Genetické zalozZeni, které podminuje genetickou rozmanitost, je v bunécném jadru na chromozomech, ale i
mimo jadro v cytoplazmé na mitochondriich. Jak hodnoceni nejaderné DNA mitochondrii, tak samostatné
hodnoceni pohlavniho chromozomu Y je vhodné pro posuzovani genetického pfenosu vylucné z materské,
¢i otcovské strany (Cunningham, 2005, Czernekova a kol., 2013, Kavar a kol., 2005). Rovnéz tyto udaje by
mély byt vzaty v Uvahu pfi ochrané genetické proménlivosti a sestavovani rodi¢ovskych para.

Jediné skutecné uchovani plvodnich genotypl je zamrazovanim bunék, nebo embryi, nebot kazda ,ziva“
populace podléha trvalé zamérné a prirodni selekci. Zamrazeny by mély byt bunky od co nejstarsich jedincl
— pokud mozino zakladateld. Chov Zivych populaci je vSak nutny, nebot dochazi k postupnému
pfizpisobovani plemene ménicim se podminkam prostfedi. Pfi uchovavani pouze zamrazenych bunék by
mohlo dojit i ke stavu, Ze po rozmrazeni nebudou v novych podminkach ,geneticky stafi” jedinci Zivotni
(Oldenbroek a kol., 1999).

Pro zamrazovani pripadaji v Uvahu embrya (zarodky), samic¢i pohlavni buriky - vajicka (oocyty), samdi
pohlavni burky - inseminacéni davky (/D) a vzorky tkani, které by v budoucnu mély byt vyuZitelné pro oZiveni
a obnovu populaci. Nejjednodussi je uchovavani ID, jeho nedostatkem je vSak neuchovdani mitochondrialni
Casti DNA. Zatimco vajicka a embrya umoznuji obnovu plné genetické vybavy jedinc.

Dulezity je cil zamrazovani. Pokud jsou uchovavany pouze ID a cilem je obnova plemene v budoucnosti,
potom bude potieba velky podet inseminacnich davek po velkém poctu co nejméné pribuznych jedinct na
opakované poziti pfi nékolikageneracnim prevodném kfizeni na matkach jiného plemene. Nové obnovené
plemeno bude vsak nést mitochondriadlni DNA matek jiného plemene, pouZitych pfi kfiZzeni a ne pivodniho
ochranovaného plemene. Pokud je cilem zamrazovani podpora chovu Zivé populace, je potieba
inseminacnich dadvek mnohem méné. V tomto pfipadé se predpokladd, Ze pravidelné (kazdy rok) je urcity
podil matek v GZZ inseminovan plemeniky z predchozich generaci a prib&iné se obnovuje zdsoba
inseminacnich davek od novych plemenikli. Podobné se pracuje i se zamrazenymi vajicky a embryi
(Oldenbroek a kol., 1999).

Pro uchovani GZZ je ddlezitd Ne za generaci. Do jedincl se zapocitavaji i jedinci zastoupeni pouze
zamrazenymi burikami. Celd populace se sklada z ¢asti Zivych jedincl a c¢asti zamrazenych. Zamrazovani —
napftiklad ID by méli byt predevsim jedinci, ktefi nejsou pouZivani v plemenitbé Zivé populace a jsou se Zivou
populaci co nejméné pribuzni (Jakubec a kol., 2012, Oldenbroek a kol., 1999).

Narlst Fx a velikost Ne vyjadfuje stav za generaci. Pfi pouZiti zamrazenych bunék, naptiklad /D a embryi, Ize
chovatelsky prodlouZit generaéni interval a tim uvnitf generaéniho intervalu sniZit pfirdstek AFx za
jednotku casu (za jeden rok). Tim Ize dosahnout za zvoleny ¢asovy Usek, napfiklad 100 let, nizsi celkovy
narlst Fx. ProdlouZeni generac¢niho intervalu lze dosahnout pouzitim v plemenitbé ,geneticky starych”
jedincll, napriklad narozenych pred ctvrt stoletim (Jakubec a kol., 2012, Oldenbroek a kol., 1999) a to jak
inseminacnich davek, tak zamrazenych vajicek a embryi. Dale inseminace zamrazenymi ID umoziuje vybér
z vétSiho poctu plemenikl, vhodnéjsi sestavovani rodicovskych par( a zaméreni cile Slechténi na ,staré”
jedince, ktefi vice odpovidaji ptivodnimu typu chované populace (Miller a Miiller, 2017).

Uspésnost inseminace klisen je ovlivnéna fadou €initeld a na Usp&$ném zabrezavani se podili jak klisna, tak
hiebec. Klisna ovliviiuje vysledek plemenitby z mnoha stran, avSak pokud ma byt reprodukce koni Uspésna,
jeden z nejdulezitéjsich cinitell je vék klisny. Z mnohych prehled(l, napf. Morris a Allen (2002), vyplyva
idedlni vék pro reprodukci klisen do 14 let s tim, Ze zvysujici se vék je v zaporné korelaci s reprodukéni
vykonnosti, protoZe je sniZzeno zabrezavani a zvysuji se ztraty brezosti (napf. Allen a kol., 2007). Z pohledu
hiebce se jedna predevsim o kvalitu Cerstvé odebraného a rozmrazeného ejakuldtu. BohuzZel ne kazdy
hiebec je schopen dat tak kvalitni sperma, aby se mohl zaradil do inseminace. Spravny vybér vhodného
hiebce do inseminace je tedy naprosto zdsadni krok, ktery ovliviiuje zabrezavani klisen. Hrebce lze proto
rozdélit do dvou skupin: 1/ okamzitd inseminace Cerstvym ejakuldtem nebo pfirozena plemenitba, 2/
inseminace chlazenou ¢i mrazenou inseminacni davkou.

V chovu STKL se povétSinou pouzivala pfirozena plemenitba. Zabfezdvani STKL klisen po pfirozené
plemenitbé se v letech 2006-2009 pohybovalo okolo 40% a celkova natalita pfes 50 % (Sichtaf, 2017). Je
znamo, Ze zabfezavani po pfirozené plemenitbé je obecné lepsi neZ po inseminaci a pohybuje se napfiklad
u anglického plnokrevnika kolem 54-60 % (Morris a Allen, 2000, Allen a kol., 2007). Ztraty brezosti se
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v pfipadé pfirozené plemenitby u tohoto plemene pohybuji okolo 17%, pficemz Zivé hiibé porodi 83%
klisen z téch, u kterych nedoslo ke ztraté brezosti. Pro jasnou ptredstavu Ucinnosti pfirozené reprodukce dle
vysledkd vyse uvedenych studii mizZe poslouZit priklad, kdy je zapusténo 100 klisen, 60 z nich zabfezne, 10 ztrati
hiibé v pribéhu brezosti a Zivé hiibé porodi z celkového poctu 100 zapousténych klisen zhruba 40 klisen.

Plemena CMB, H, SN a STKL jsou zafazena do GZZ Ceské republiky a je nutné uchovat geneticky materidl
vhodny pro =zachovani a prfipadné obnoveni populaci téchto plemen. Vzhledem krozsiteni
biotechnologickych metod reprodukce koni v poslednich desetiletich, lze dlouhodobé uchovavat spermie,
vajicka a embrya (Loomis a Squires, 2005, Hinrichs, 2013).

V koniské reprodukéni praxi vidy dochazi k selekci hiebcl pro zafazeni do inseminace, a to na zdkladé
zhodnoceni kvality Cerstvého, chlazeného a kryokonzervovaného ejakulatu. Tento zplsob ovsem nelze
v plné mite uplatnit u hfebctd plemen patficich k ohrozenym druh@m nebo do GZZ (Roldan a kol., 2006).
Vysledek inseminace je tedy, z pohledu hiebce zafazeného do GZZ, znaéné ovlivnén kvalitou ejakuldtu po
rozmrazeni. U kvalitnich kryokonzervovanych ID by po rozmrazeni méla pohyblivost spermii vpfed za
hlavickou dosahovat alespont 30%. Tento parametr je vSak znacné ovlivnén plemennou pfislusnosti a
individualitou hrebce. Naptiklad rozmrazené spermie STKL hiebcl dosahovaly primérné pouze 13 a 23%
pohyblivosti, v zavislosti na Fedidlech pouZitych ke kryokonzervaci ejakuldtu (Sichtaf a kol., 2017).
Zabrezavani klisen v reprodukéni sezéné se po inseminaci kvalitni kryokonzervovanou ID pohybuje
v rozsahu 50-90% (Loomis, 2001). Z tohoto Udaje ale nelze odvozovat, kolik bylo pouZito /D a jak dlouho
(kolikrat) byla klisna inseminovana, neZ zabfezla. Parametr s mnohem vétsi vypovidaci hodnotou je
zabrezdavani klisny na fijovy cyklus (na osemenéni je témér vidy pouzita pouze jedna ID béhem fije). Zde se
jiz dostavame na hodnoty zhruba 30-50% (Sieme a kol., 2003, Vidament, 2005).

V CR bohuzel nejsou Ufedné dostupné celostatni Udaje o zabfezavéani klisen (na rozdil od skotu) po
inseminaci kryokonzervovanou ID. Z vySe uvedeného lze odvodit pfiblizny potfebny pocet ID na zabteznuti
klisny a porod Zivého hribéte. V pfipadé 40% zabfezavani po inseminaci jednou /D béhem jednoho fijového
cyklu potrebujeme 2,5 ID na zabreznuti klisny. Z dlivodu kratké Zivotaschopnosti kryokonzervovanych
spermii po rozmrazeni, lze béhem jednoho cyklu pouzit k inseminaci i vice ID. P¥i vyuzZiti dvou a vice ID
béhem jedné fije se viak zabfezavani klisen zvysi zhruba o 10% (Vidament a kol., 1997). Aby bylo dosazeno
po kryokonzervované ID ohiebeni 64% klisen ze zabrezlych (Vidament, 2005), pocet /D potiebnych
k vyprodukovdni jednoho Zivé narozeného zvifete ini zhruba 3,4 ks.

V dneéni dobé je sice nejvice vyuZivanou metodou reprodukce koni v CR inseminace, oviem mohou se
vyskytnout pfipady, kdy neni vhodné nechat zabfeznout geneticky hodnotnou klisnu a ,vyblokovat” ji tak
na zhruba rok z reprodukéniho procesu. Vtomto pfipadé lze vyuZit ve svété hojné vyuZivanou metodu
embryotransferu. Tento proces zahrnuje inseminaci klisny, vyplach embrya z délohy a prenos takto
ziskaného embrya do klisny pfijemkyné. Timto zplsobem ziskané embryo od matky darkyné se ovsem
nemusi ihned prenést, ale Ize jej pomérné ucinné kryokonzervovat (embrya se povétsinou mrazi pomoci
vitrifikace) a uchovat ho tak po nékolik desitek let.

Embryotransfer je pomérné narocny, vyZaduje velmi zkusené pracovniky, s odpovidajicim vybavenim, cozZ
zvySuje financni narocnost této metody. Na ziskdni jednoho embrya je zapotrebi vyplachnout klisnu
nejméné dvakrat (McCue a Squires, 2015), pficemz zabrezavani po prenosu vynikajicich ¢erstvych embryi se
pohybuje kolem 70% a procento ohiebenych klisen pfijemkyn se pohybuje kolem 64% ze vsech
prenesenych embryi (Panzani a kol., 2016). V pfipadé dlouhodobého uchovani embryi Ize vyuzit vitrifikace.
Po prenosu takto dlouhodobé uchovanych embryi Ize oekdvat zabrezavani kolem 65 % (McCue a Squires,
2015) s tim, Ze v 64% pFipadl se po pFenosu narodilo Zivé h¥ibé&. V podminkéach CR uverejnili Miiller a Miiller
(2016) 53% zabrezavani, kdy v 50% se po prenosu vitrifikovanych embryi narodilo Zivé hfibé.

Velmi zajimava metoda asistované reprodukce u koni je ¢im dal vice se rozsifujici tvorba embryi
v laboratornich podminkach. V takovém pfipadé je nutné odebrat vajicka z vajecnikll klisny. Ktomu Ize
vyuzit vajecnikl odebranych post mortem, nebo Ize opakované odebirat vajicka z Zivé darkyné. | kdyz se
jedna, ve svétovém méfitku, o pomérné vyuzivanou metodu, o Uspéchu rozhoduje nékolik Cinitell. Prvnim
je vybér darkyné. Vzhledem k plsobeni rGznych vlivii nelze odebrat vajicka u jakékoliv klisny, nicméné
zhruba 70% klisen je mozné do takového programu zaradit (Hinrichs, 2012) a UspéSnost odbéru vajicek
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z vajecnikll Zivych darkyn se pohybuje mezi 20-90% (Colleoni a kol., 2007). Po ziskani vajicek je nutné tyto
v laboratornich podminkach prebrat a pouze vhodna nechat dozrat do faze, kdy jsou schopna oplozeni (do
této faze se dostane 50-70% z odebranych vaji¢ek). Vzhledem k tomu, Ze u koni nelze pouzit ,,normalni“
oplozeni v laboratornich podminkach, vyuziva se specialniho pfistroje (mikromanipulator), kdy je jedna
jednotlivd spermie vybrana a injikovana do jednoho vajicka. Zde je nutné zdUraznit, Ze ne kazdy hrebdi
ejakulat Ize pouzit. Studie autort Hererra a kol. (2012) uvadi, Ze pouze dva ze sedmi hiebcl bylo moziné
pouzit pro Uspésné "mikromanipulacni" oplodnéni a tvorbu embryi v laboratornich podminkdach. Autofi
dodavaiji, ze kazdy ejakulat kazdého hiebce by mél byt pro tuto metodu nejdfive otestovan. Vyse uvedenym
zpUsobem lIze z injikovanych vajicek vyprodukovat 5-40 % pouZitelnych embryi (Colleoni a kol., 2007). Jak je
z vySe uvedeného patrné, uéinnost produkce embryi v laboratornich podminkdach je velmi proménliva a to
predevsim vzhledem k extrémnim rozdilim mezi darkynémi vaji¢ek a darci spermatu (Galli a kol., 2014).

Pro produkci embryi vlaboratornich podminkach lze ovSem vyuzit i vitrifikovand vajicka. V humanni
asistované reprodukci je vyuZiti vitrifikovanych vajicek pomérné béiné (Cobo a Diaz, 2011), ovsem u koni
jsou prozatim dvé studie, ze kterych si lze udélat obrazek o Uspésnosti metody. Po vitrifikaci dvaceti péti
vajicek Castecné dozralych v laboratornich podminkach se po prenosu Sesti zdravych embryi, vzniklych
oplozenim a vyvojem v laboratofi, podafila objevit srdecni ¢innost u ¢tyf embryi, coZz je UspéSnost 16%
(Maclellan a kol., 2010). Dalsi studie méla odlisny pfistup. Vitrifikovana byla nedozrald vajicka. Ze
sedmdesati dvou vaji¢ek bylo pfeneseno pét embryi (Uspésnost 7%) a po prfenosu viech embryi se narodilo
jedno htibé (Ortiz-Escribano a kol., 2017).

2. Navrh postupu uchovavani

2.1. Pribuznost a genetickd proménlivost

Vzrlistem pribuznosti mezi jedinci uvnitf populace a s tim spojenym vzristem koeficientu pfibuzenské
plemenitby (Fx) v ndslednych generacich, stoupd na chromozomech pocet lokusl, které se stavaji
homozygotni. Tim dochdzi k poklesu genetické proménlivosti a vyssimu vyskytu letalnich vad. Sledovani
pribuznosti jedincl zafazovanych do plemenitby je proto velmi duleZité. Pribuznost mezi jedinci x a y je
vyjadrovana koeficientem pribuznosti (Wright, 1969)

R . 20,5n1+n2(1+FA)
XV [P A+Fy) |

)

nebo koeficientem aditivni pfibuznosti (Falconer a Mackay, 1996)

axy = X057 (L +Fy), ©)
kde n,, n, - PoCty generaci z otcovy a z matciny strany ke spole¢nému predku,
Fa, Fx, Fy, — Koeficient pfibuzenské plemenitby spole¢ného predka, prvého a druhého
rodice.
Koeficient aditivni pfibuznosti (Qyy) je roven dvojndsobku plvodového koeficientu fxy (Malécot, 1948). Je

odlisny od koeficientu pribuznosti (Ryy) dle Wrighta. Koeficient 0y, vychazi z matice aditivni pfibuznosti A,
ktera se rovnéz pouziva ve statistickych postupech BLUP - animal model. Pocitacové programy, vseobecné

pozivané na stanoveni pfibuznosti, pracuji pravé s hodnotami Qy,. Shoda mezi Oy, a Ry, je pouze tehdy,
jestlize jedinci x a y nejsou sami vysledkem pfibuzenské plemenitby. Pokud jsou x a y vysledkem
pfibuzenské plemenitby, dosahuji uvedené koeficienty rozdilné hodnoty, v nékterych pripadech az krajni

hodnoty, kdy napfiklad Ryy = 0,15 odpovida Gy, = 0,30.
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V delsim sledovaném obdobi za vice generaci a ndhodném pfipafovani, se hodnoty vzajemné pfibuznosti
mezi jedinci a koeficienty pfibuzenské plemenitby v populaci navzajem ustaluji a mezi primérnou hodnotou

Fx v populaci a primérnou aditivni pfibuznosti A xy je vztah
Fx = C_lxylz (4)
Veli¢inu G yy Ize vyuZit pro pfiblizné stanoveni efektivni velikosti populace (Ne) (Lacy, 1995, Maignel a kol., 1996)

Ne ~t/ C_I’XY , (5)

kde t - Ekvivalent Uplnych generaci predki

Geneticky rozptyl vychozi populace nepfibuznych zvifat s nulovym koeficientem pribuzenské plemenitby (0260)
se v populaci s pfibuzenskou plemenitbou v zavislosti na hodnoté Fx sniZzuje na geneticky rozptyl (O‘ZGF)

0%k = (1 - Fx) O%o (6)

Zévislost genetického rozptylu O% v % na Fx je uvedena v tabulce 1. V tabulce jsou uvedeny i primérné

hodnoty za populaci pro @y a pfiblizné hodnoty efektivni velikosti populace (Ne), stanovené podle (5). Jak
vyplyva z tabulky, pfi Fx = 0,05 (5 %) je efektivni velikost populace Ne = 151 jedincQ. Jestlize Fx stoupl na Fx
= 0,15, efektivni velikost populace klesla na Ne = 50,33 jedincl a genetickd proménlivost v populaci poklesla
na 85 % plvodni hodnoty v populaci nepfibuznych jedincd. Nad tuto hodnotu Fx jiZz populace nedosahuje
hodnot Ne = 50 a je vysoce ohroZena. Pfirozeny vyvoj v ni nezadrZitelné vede k ndahodnému zvySovani poctu
geneticky homozygotnich lokust, postupné ztraté plvodnich vlastnosti a zaniku plemene. Jestlize primérny
Fx v populaci dosahl hodnoty Fx = 0,5 (50 %), klesl geneticky rozptyl na 50 % stavu ve vychozi populaci
nepribuznych jedincl a efektivni velikost populace dosdhla pouze Ne = 15,10 jedincu, bez ohledu na pocet
jedincl skutecnych.

L FRT . 2 L. . v . Ly
Tab. 1. Genetické proménlivosti O gr v % v zavislosti na pfibuzenské plemenitbé.

Primérna hodnota Pramérna hodnota Priblizna
koeficientu pfibuzenské | aditivniho koeficientu GZGF hodnota
plemenitby (Fy) pfibuznosti (ayy) ! % Ne 2
0 0 100

0,05 0,1 95 151,00

0,10 0,2 a0 75,50

0,15 0,3 85 50,33

0,20 0,4 80 37,75

0,25 0,5 75 30,20

0,30 0,6 70 25,17

0,35 0,7 65 21,57

0,40 0,8 60 18,88

0,45 0,9 55 16,78

0,50 1,0 50 15,10

! Koeficient aditivni p¥ibuznosti (ayy), je odlisny od koeficientu pribuznosti dle Wrighta (Ryy). Shoda mezi ayy
a Ryy je pouze tehdy, jestliZze jedinci x a y nejsou sami vysledkem pribuzenské plemenitby.

2 stanoveno podle koeficientu aditivni ptibuznosti a ekvivalentu uplnych generaci predkd (Lacy, 1995,
Maignel a kol., 1996), ktery u STKL dosahuje t = 15,1 generaci (Vostra-Vydrova, 2016).
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Plemenitbu je tfeba organizovat tak, aby z generace na generaci co nejméné narUstala vzajemna pribuznost
mezi jedinci. NarUst pribuznosti souvisi s velkosti populace. Pfi velkém poctu jedincli obojiho pohlavi
zapojenych v plemenitbé, je vétSi mozZnost pfipafovat neptibuzné jedince, ve sledu generaci stfidat na
populaci plemenic vétsi pocet otcovskych linii a plemenik( a tim zpomalit narust pribuznosti.

Ve sledu generaci se vzajemnd pribuznost mezi jedinci projevuje narlstem koeficientu pribuzenské
plemenitby. NarUst Fx v populaci z generace na generaci (AFx) odpovida vztahu

AFx =1/2Ne ©)

S narlistem pribuznosti a koeficientu pribuzenské plemenitby souvisi pokles genetické proménlivosti za

generaci (AGZG). Vztah mezi zménou (Ubytkem) genetické proménlivosti za generaci v % a efektivni
velikosti populace od Ne = 20 do 200 je uveden na obrazku 1.

AGZG = GZGO / 2Ne (8)

Obrazek 1. Ubytek genetické proménlivosti v % za generaci (A0” s ) v zavislosti na efektivni velikosti
populace (Ne).

2,5 \
2 \
1,5

0,5 \

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

SniZovani genetické proménlivosti v zdvislosti na velikosti populace probihd podle kfivky. Pfi efektivni
velikosti populace Ne = 20 €ini ztrata genetické proménlivosti za generaci 2,5 %, pfi Ne = 50 ¢ini ztrata 1 %,
pfi Ne = 100 cini ztrata 0,5 % a pfi Ne = 200 Cini ztrata genetické proménlivosti za generaci 0,25 %. Vétsina
odbornikl se shodla, Ze pokles genetické proménlivosti za generaci AGZG =1 % je prijatelny a tudiz Ne > 50
je dostatecné.

2.2. Velikost soucasnych populaci

Pro vybranda plemena koni byly vypocteny efektivni velikosti populaci (tabulka 2), které odpovidaji

dosahovanym hodnotam Qyy a Fx, a které souvisi rovné? se zplisoby vyuZivani jedincd v plemenitbé. Dale
jsou uvedeny pocty jedincl v populacich, pfirlstky koeficientu pribuzenské plemenitby za generaci (AFx) a
ekvivalent uplnych generaci predkd (t). Hodnoty vypoctld vychazeji z jedincl zapsanych v plemennych
knihach (PK), ktefi jsou schopni reprodukce a mohli by byt zarazeni do plemenitby (nikoliv z poctu jedincl v
plemenitbé pouzitych). Jednd se pouze o jedince chované v CR, bez zohlednéni zastupcli tychz plemen
v zahrani¢i. U plemen slezsky norik (SN), ¢eskomoravsky belgik (CMB) a hucul (H) je nizsi pocet zndmych
generaci predkd. Efektivni velikosti populaci jsou proto pravdépodobné nadhodnocené a pribuznosti a
koeficient pribuzenské plemenitby podhodnocené. Pfi hlubSich rodokmenech by wvysSly hodnoty
vérohodnéjsi.
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RGzné koeficienty uvedené v tabulce vedou k ¢asteéné odlisSnym zavérim. Za nejspravnéjsi zplsob
stanoveni efektivni velikosti populaci povaZzuji autofi hodnotu stanovenou na zakladé aditivni pribuznosti
mezi jedinci (NeC), nebot zohledriuje jak vzajemnou pfibuznost jedinc, tak jejich vybérové a
nerovnomeérné vyuZivani v plemenitbé. Nerovhomérné vyuzivani v plemenitbé rovnéz zpUsobuje, Ze u
skutec¢nych populaci v tabulce 2 neni v dané generaci dodrzen vztah (4).

Tab. 2. Velikosti vybranych populaci GZZ v CR °.

Plemeno | Hiebcu Klisen Pomér Ner Nec Fx AFx Ayxy t
pohlavi

STKL 56 551 1:10 52 45 0.13 0.010 0.21 15
STKL-B 28 264 1: 9 62 53 0.11 0.008 0.25 16
STKL=V 28 287 1:10 45 40 0.14 0.011 0.34 15
SN 44 454 1:10 95 80 0.05 | 0.005 | 0.12 9
¢mB 61 895 1:14 101 88 0.04 0.005 0.09 10
H 20 481 1:24 54 60 0.05 0.009 0.12 7

® Potty bez zahrnuti jedincC v zahranidi.

Kde: STKL — celé plemeno starokladrubského koné, STKL—B — samostatné bélousi starokladrubského koné, STKL—V —
samostatné vranici starokladrubského koné (Vostra-Vydrova a kol., 2016a), SN — slezsky norik (Vostra-Vydrova a kol.,
2016b), CMB — eskomoravsky belgicky kir (Vostra-Vydrova a kol., 2016b), H — hucul (Vostra-Vydrova a kol., 2015),
NeF — efektivni velikost populace na zdkladé pfirlstku koeficientu pribuzenské plemenitby (Gutiérrez a kol., 2008),
NeC — efektivni velikost populace na zakladé pfirlstku aditivni pfibuznosti (Cervantes a kol., 2011), Fx — koeficient
ptibuzenské plemenitby, AFx — primérny prirGstek koeficientu pribuzenské plemenitby, ay, — primérny koeficient
aditivni pribuznosti mezi jedinci, t — ekvivalent kompletnich generaci predkd (Lacy, 1995, Maignel a kol., 1996).

Z tabulky 2 vyplyva, Ze skutec¢nd velikost populace (pocty hrebcl + pocty klisen) je ptiblizné 5,5 az 13,5 x
vétsi, nez efektivni velikost populace (Ne). Ne vyjadiuje pocet pro dokonaly stav rovhomérného zapojeni
vsech jedincl v plemenitbé a rovny pocet podle pohlavi. Pro zajisténi stejné velké efektivni populace a tim
stejné Uspésné ochrany GZZ, by bylo proto mozno, pfi jiné organizaci plemenitby a jiném stupni vzajemné
pribuznosti, chovat podstatné mensi pocty jedincl. Populace STKL maji (porovnani hodnot Fx v tabulkach 1
a 2) priblizné 86 az 89 % genetické proménlivosti z plvodnich hodnot uvnitf vychozich populaci (ztraceno az
14 % genetické proménlivosti) a za generaci ubyva pfiblizné 1 % proménlivosti (obrazek 1).

2.3. Pocty v soucasnosti uloZenych bunék

NH Kladruby n. Labem mé uloZeny /D od 19 STKL hfebcd - bélou$d a vranikd (Sancova, 2017). Primérny
pocet davek na plemenika je 30, s rozpétim od 1 do 150 ID. Pro NS jsou uchovavany /D plemen CMB, H, SN
a STKL a v soucasnosti jsou odebirana vajicka STKL. Znamé udaje jsou souhrnné uvedeny v tabulce 3
(Pikousova, 2017). Davky jsou odebirany od roku 2002 do soucasnosti. VétSinou se jedna o davky
plemenik, ktefi byli zaroven pouzivani v plemenitbé.

Tab. 3. Pocty v soucasnosti uchovadvanych ID pro NS (Pikousova, 2017).

Pocet ID ID ID Zasoba ID
Plemeno Y L e oy oy .

hiebcl primér nejméné nejvice celkem
CMB 12 54 1 103 648
H 6 57 35 100 342
SN 11 63 25 100 693
STKL * 38 56 4 104 2128

* Dohromady pro bélouse a vraniky.
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2.4. Uspésnost oZiveni

Pfi pfirozené plemenitbé STKL je Uspésnost zabrezavani pfi jednotlivych pripusténich priblizné 40% a
celkova natalita pres 50 % (Udaje z let 2006-2009). V soucasnosti jsou rozpracované postupy pro uchovavani
zamrazenych ID, vajicek a embryi. Biotechnologické metody prodélavaji trvaly vyvoj, ktery spéje jednak k
vySSi Uspésnosti prace s biologickymi vzorky a ke snizovani ceny za ukony. Pfedevsim prace se zamrazenymi
ID (SichtaF a kol., 2017) a zamrazenymi embryi (Miiller a Miiller, 2016) je zvladnuta Gsp&sné. Prace s vajicky
vybaveni a laboratorniho zazemi (inkubator, mikromanipuldtor s mikroskopem), navic je zapotrebi
specialné vyskoleného a velmi zruéného €lovéka. Tento postup neni v chovu koni v CR b&Zné nabizen,
nicméné je na hrané vyzkumu a zavedeni do praxe (Sichtaf, 2017). V Evropé (napf. Itdlie, Holandsko) i ve
svété se vsak jednd o pomérné béziny zplsob reprodukce koni. Chovatelské sluzby poskytované v této
oblasti v CR jsou lacin&jsi ne? od zahrani¢nich laboratofi.

Uspé&&nost celého postupu inseminace mrazenou /D zavisi na kvalité odebranych vzork( pfed zamrazenim,
Zivotaschopnosti po rozmrazeni, UspéSnosti inseminace, uhnizdéni embrya a zdarném ukonceni brezosti
porodem zdravého hfibéte. V prdméru lze ocekavat, Ze na narozeni hfibéte STKL jsou potieba 4 ID.
V ptipadé prace s vajicky, je minimalni pocet vitrifikovanych vajicek 6 a vice, které se po rozmrazeni oplodni
pomoci mikromanipuldtoru. Pro oplozeni vajicka v laboratornich podminkach je obecné pocitano s1 ID.
Nicméné pokud je ID zpracovana v podobé pejet, Ize ji nastfihat na 6-10 kusl a jednotlivé pouZzit. Pfi vyuZiti
zamrazenych embryi pro produkci jednoho hribéte je obecné podéitdno nejméné se tremi prenosy.
Uspésnost oziveni je souhrnné uvedena v tabulce 4.

Dale je tfeba pocitat, ze z narozenych htibat je po Uspésném odchovu, s pfihlédnutim k chovatelskym
hlediskim, pftiblizné 1/2 klisen schopna pro zafazeni do chovného stada (Novotnd, 2017, Petfik, 2017,
Zlumov, 2017). To je podminéno predchozi Fizenou plemenitbou, aby se zabranilo zbyte¢nému narozeni
vysoce pfibuznych jedincl, z nichZ jen jeden bude nasledné pokracovatelem v plemenitbé. Bez fizené
plemenitby by se zafazoval z odchovanych hfibat nizsi podil. V tabulce 4 uvddéné pocty uvaZuji s pomérem
pohlavi narozenych hfibat 1 : 1.

Tab. 4. Hruby odhad poétu zamrazenych ID, vajicek a embryi potfebnych na narozeni zdravého hribéte a
odchov klisny a jeji zafazeni do plemenitby.

Inseminacnich davek Vajicek Embryi
Na narozené hribé 3-4 6 a vice 3 a vice
Na odchovanou klisnu 16 24 12

> Na oplodnéni vaji¢ek inseminaéni davka. Pokud mozno na vaji¢ka od jiné plemenice ID jiného plemenika,
aby byla zachovéana co nejvétsi geneticka proménlivost. Kolik darkyn, tolik nejméné plemenikd.

2.5. Potiebné pocty na obnovu plemene

V budoucnosti mlze nastat pfipad, Ze bude nutno celé plemeno obnovit ze zamrazenych bunék a embryi.
To vyzaduje dlouhodobé uchovavat takové mnozstvi bunék, aby obnova byla moznd a aby obnovena
populace byla Zivotaschopnda. To znamen4, aby po obnové dosahovala Ne >= 50 a plemenitba v obnovené
populaci byla organizovana tak, aby se uvedena efektivni velikost populace udrzela i nadale.

Soucasné populace jsou na urovni Fx podle tabulky 2. Nové obnovované populace pod tuto hodnotu
neklesnou, naopak je tfeba poditat pfi tvorbé nové generace s narlstem AFx oproti generaci darct bunék.
Genetickd proménlivost nové generace zavisi na pribuznosti mezi jedinci, od nichz byly buniky odebirany. P¥i
nepfibuznych jedincich a nizkém Fx darcl je moZno obnovou vytvofit vétsi efektivni populaci, pfi
pfibuznych darcich a s vy$sim Fx je mozno obnovou vytvofit pouze populaci s mensi efektivni velikosti. Déle
Ne obnovované populace zavisi na predpokladaném pomeéru pohlavi v chovu pouzivanych zvifat u nové
vzniklé populace.
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V tabulce 5 jsou uvedeny pocty zvifat za generaci v plemenitbé podle Fx a Oxy darci a podle poméru
pohlavi u obnovené populace, které zajisti nejméné Ne = 50 za generaci. Dale potifeby bunék na vznik této
nové populace. Jedna se o pocet ID pfi 4 generacich pfevodného kfiZeni, aby bylo dosazeno podilu gen(
plGvodniho plemene 93,75 %, nebo o pocty pfi obnové pomoci oplodnénych vajicek a o pocty pfi obnové
plemene pomoci pfenosu embryi. Obnova plemene pomoci prevodného kfizeni je vzhledem k délce
generac¢niho intervalu velmi dlouhodobd a jak bylo vySe uvedeno, vtakto vzniklé populaci je
mitochondridlni DNA od podkladového matefského plemene a ne z plvodni populace, kterou hodlame
obnovit.

PFi pouziti na obnovu populace zamrazenych vajicek, nebo embryi, mélo by na jednu darkyni byt pouzito
pokud mozino pouze takové mnozstvi, které zaruli zarfazeni do populace pravé jedné dcery —
pokracovatelky. Pfi vétSim poctu na darkyni by stoupla vzdjemna pfibuznost mezi jedinci budouci generace,
coz je nezadouci.

Tab. 5. Pocty jedincl za generaci v plemenitbé v obnovené populaci pro zajisténi nejméné Ne = 50 a pocty
potrebnych ID, vajicek, nebo embryi pro obnovu populace podle poméru pohlavi v obnovené

populaci a podle priimérnych hodnot Fx a Gxy darca.

Pomér Pocet Pocet klisen |  Jedincd Pfevodné | Vajicek ®’ Embryi ’
pohlavi hfebcu celkem kfizeni ID
1) fx=0,15, axy=0,30, Ne=50,33, AOZG =0,99 %
1:1 25,17 25,17 50,33 1611 604 302
1:2 18,87 37,75 56,62 2416 906 453
1:5 15,10 75,50 90,59 4832 1812 906
1:10 13,84 138,41 152,25 8858 3322 1661
1:20 13,21 264,23 277,44 16910 6342 3171
2) fx=0,10, axy=0,20, Ne=75,50, AGZG =0,66 %
1:1 37,75 37,75 75,50 2416 906 453
1:2 28,31 56,63 84,94 3624 1359 680
1:5 22,65 113,25 135,90 7248 2718 1359
1:10 20,76 207,63 228,39 13288 4983 2492
1:20 19,82 396,38 416,78 25368 9513 4757
3) Fx=0,05, axy=0,10, Ne=151,00, Ac’c=0,33%
1:1 75,50 75,50 151,00 4832 1812 906
1:2 56,63 113,25 169,88 7248 2718 1359
1:5 45,30 226,50 271,80 14496 5436 2718
1:10 41,53 415,25 456,78 26576 9966 4983
1:20 39,64 792,75 832,39 50736 19026 5913

® Na oplodnénf vaji¢ek inseminaéni dévka. Pokud mozno na vaji¢tka od jiné plemenice ID jiného plemenika,
aby byla zachovéana co nejvétsi geneticka proménlivost. Kolik darkyn, tolik nejméné plemenikd.

7 Na darkyni takovy pocet vajicek, nebo zarodkd, aby zajistil zatazeni do chovu pouze jedné dcery —
pokracovatelky (nikoliv vice) + rezervu, nebot kazda dcera nemusi zabfeznout.

Vstupnimi Udaji jsou zvolené Fx a Oxy darcl bunék, které predurcuji Ne nové vzniklé populace podle tabulky
1. Dale jsou vstupnimi Udaji potfebné pocty bunék na vznik jedince, ktery bude moci byt zafazen do
plemenitby podle odstavce 2.4. a tabulky 4. Souvislost mezi Ne a skutecnou velikosti populace - pocty v
plemenitbé pouzivanych plemeniki a plemenic v budouci populaci vyplyva ze vzorce
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Ne =4 Nm Nf / (Nm + Nf) , (9)
kde:  Nm - Pocet samcu v plemenitbé za generaci,
Nf - Pocet samic v plemenitbé za generaci.

Pomoci uvedeného vzorce jsou stanoveny pocty plemenik(l a pocty plemenic, které udrzi u nové vzniklé
populace Ne v naslednych generacich na té Urovni, na jaké pfi rozmrazeni vznikla.

V tabulce jsou uvedeny hodnoty pro aditivni pfibuznost darcd 10, 20 a 30 % a pomeéry pohlavi jedincl
pouzivanych v plemenitbé od 1 : 1 do 1 : 20. SamcUl byva pouZivano podstatné méné nez samic. Vzhledem k
poméru pohlavi narozenych htibat priblizné 1 : 1, musi se narodit dvojnasobny pocet hfibat, nez kolik je
potiebnych jedincl ¢etnéjsiho pohlavi (klisen) pro zarazeni do plemenitby.

V tabulce jsou uvedeny 3 moZnosti:

1) Populace vznikla z darcd bunék, ktefi maji mezi sebou navzajem priimérnou aditivni pfibuznost axy
= 0,30 (30 %), coz priblizné odpovida stavu plemene STKL (tabulka 2). S tim souvisi primérny koeficient
pfibuzenské plemenitby 0,15 (15 %), efektivni velikost populace 50,33 jedinc( a ztrata 0,99 % genetické
proménlivosti za generacni interval.

V zavislosti na zplsobu vyuZivani jedincll této nové populace v plemenitbé (pomér poctu hiebcl k poctu
klisen), je tfeba mit 25,17 az 264,23 klisen a 13,21 az 25,17 hrebcl. Celkem je v populaci 50,33 az 277,44
jedinc(. Stejné velika efektivni velikost populace (Ne) a tim i stejny stupen ochrany, miZe proto byt
udrZovana pfi velmi rozdilnych poctech skutecnych jedincl. Plemenic v plemenitbé byva obvykle vice neZ
plemenik(. Pfi vysokém poctu plemenikd, priblizné vyrovnaném s poctem plemenic, mlze byt skutec¢na
populace pomérné mala. Jak vyplyva z adajd, pfi poméru pohlavi jedinch v plemenitbé 1 : 20 musi byt
ochraniovana populace pfiblizné 5x vétsi, nez pfi poméru pohlavi 1 : 2 (277,4 : 56,62 jedincl). S malym
poctem plemenik( vznikaji velké rodiny pribuznych polosourozenct, pfi velkém poctu plemenik( je mnoho
malych skupin polosourozencli a primérna pribuznost navzdjem uvnitf celé populace je nizsi. S velikosti
populace souvisi i naklady na obnovu populace a kazdoro¢ni naklady na provoz. Jedna se proto predevsim o
ekonomickou optimalizaci velikosti ochrafiované populace, nebot z genetického hlediska vyse uvedenych 5
zpUsobU podle poméru pohlavi zajistuje stejny stupen ochrany.

Podle jednotlivych mozZnosti je na obnovu populace potreba od 1611 do 16910 /D, nebo od 604 do 6342
vajicek, nebo od 302 do 3171 embryi.

2) PFi nizsi vzdjemné aditivni pribuznosti darca bunék Gxy = 0,20 lze docilit vyssi efektivni velikost
obnovené populace Ne = 75,50 a tim i mensi ohroZeni populace. V tomto pfipadé jsou nizsi pramérné
hodnoty Fx = 0,10 a Ao’s = 0,66 %. V zavislosti na poméru pohlavi jedinci v plemenitbé bude celkova
skutecna velikost populace od 75,50 do 416,78 jedincy.

Podle jednotlivych moZnosti je na obnovu populace potfeba od 2416 do 25368 /D, nebo od 906 do 9513
vaji¢ek, nebo od 453 do 4757 embryi.

3) PFi jesté nizsi aditivni pribuznosti darcl bunék axy = 0,10 bude efektivni velikost obnovené
populace dosahovat Ne = 151 jedincll, to znamena jesté vétsi stupen jistoty zachrany populace. U darcl
bunék bude Fx = 0,05 a Ad’s = 0,33 %. Podle zplsobu pouZiti v plemenitbé budou celkové pocty skute¢nych
jedincli od 151 do 832,39.

Podle jednotlivych moZnosti je na obnovu populace potieba od 4832 do 50736 /D, nebo od 1812 do 19026
vajicek, nebo od 906 do 5913 embryi.

Jak vyplyva z tabulky, pfi aditivni pfibuznosti darct bunék 0,30 a pfi poméru pohlavi 1 : 10 je tfeba na
obnovu populace prevodnym kfizenim 8858 ID, nebo 3322 vajicek, k jejichz oplodnéni budou pouZzity
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spermie z uchovdavanych ID, nebo 1661 embryi. S uvedenymi pocty jsou spojeny celkové naklady nutné pro
zajiSténi biotechnologickych metod reprodukce.

Obnova populace v bézném provozu bude pravdépodobné spojenim uvedenych tfech mozZnosti. Jak bylo
vySe uvedeno, prevodné kfizeni je bez pfenosu mitochondridlni DNA.

2.6. Poti'ebné pocty na priibézné pouZivdni v plemenitbé

Doporucovanym zpGsobem plemenitby v GZZ je spojeni pfirozené plemenitby s pouZitim oZivenych
zamrazenych embryi a pohlavnich bunék, vétSinou ID (Jakubec a kol., 2012, Oldenbroek a kol., 1999). To
umoznuje prekryv vice generaci, pouZit vyssi pocet plemenikl a vhodnéjsi sestavovani rodicovskych parl
jak podle pribuznosti, tak podle typu zvifat. Rodicovské pary by mély byt sestavovany pres generace. ID,
vajicka a embrya by méla pochazet od co nejstarsich jedinct, aby doslo k prodlouzeni generacniho intervalu
a pokud mozno od jinych, neZ byli pouZivani v plemenitbé Zivé populace.

V zavislosti na dlouhovékosti ¢ini obnova stada klisen priblizné 12 az 15 % jedinc(, coZ souvisi s kvalitou
ro¢niku hfibat (Muller a Miiller, 2017, Novotna, 2017, Petfik, 2017, Zlumov, 2017). Pfi Gspé$né plemenitbé
Ize v zavislosti na zabfezavani (odstavec 2.4.) rocné odchovat a zaradit do chovu na 100 matek pfiblizné
12,5 dcer. Stav reprodukce je tedy na hrané udrZitelnosti stavl zvifat. Predpokladame zafazeni do
plemenitby priblizné ve 4 letech a prvé hiibé v 5 letech. Obnova stdda 15 % predstavuje prezivani do
dalsiho roku 85 % klisen z pfedchoziho stavu, v prliiméru doZiti 6,4 reproduk¢nich rokd a pfiblizny primérny
vék klisen pti ohifebeni 11,41 rokd. Tento Udaj priblizné odpovida stavu u STKL, kde podle skupin zvifat a
zpUsobu vyuZivani v plemenitbé je generacni interval (L) u klisen od 9,10 do 10,47 rok( a celkovy L,
spolecné pro plemenice i plemeniky, od 10,37 do 11,30 rok( (Vostra-Vydrova, 2016). Obnova stada 12 %
predstavuje prezivani do dalSiho roku 88 % klisen z predchoziho stavu, v priiméru doZiti 7,69 reprodukénich
rok( a pfiblizny prdmérny vék klisen pfi ohfebeni 12,69 rok.

S vékem pocet jedincl klesa, v dusledku pribéZzného vyrazovani na zakladé zdravotniho stavu a zamérného
zasahu chovatele. UvaZovali jsme stejny podil vyfazovani u vSech vékovych skupin. Pfiblizna vékova skladba
stada klisen je pro obnovu stdda 12 % uvedena v tabulce 6. Pfi uvedeném modelovém propoctu je do véku
15 let vice neZ 3/4 klisen. Na posledni skupinu, 24 a vice, zbyva 8,81 % klisen.

Tab. 6. Vékova skladby stada klisen, pfi obnové 12 %.

Vék rokl Podil % Napocet % Vék rok Podil % Napocet %
5 12,00 12,00 15 3,34 75,49
6 10,56 22,56 16 2,94 78,43
7 9,29 31,85 17 2,59 81,02
8 8,18 40,03 18 2,28 83,30
9 7,20 47,23 19 2,00 85,30
10 6,33 53,56 20 1,76 87,07
11 5,57 59,13 21 1,55 88,62
12 4,90 64,04 22 1,37 89,98
13 4,32 68,35 23 1,20 91,19
14 3,80 72,15 24 8,81 100,00

V tabulce 7 jsou Udaje, které odpovidaji moZnosti kazdoro¢niho zafazeni do chovu vySe uvedené 1/2
z narozenych htibat a obnové stada 12 % podle tabulky 6, efektivni velikosti populace Ne = 50,33, Fx=0,15

a Gxy = 0,30 (mozZnost (1)) a pomér pohlavi jedinct v plemenitbé 1 : 5 a 1 : 10 podle tabulky 5. Tento stav
odpovida pfiblizné stavu STKL podle tabulky 2. V umélé plemenitbé predpokladdame pouZiti pouze
zamrazenych bunék a embryi, s vyuZitim plemennych zvifat (hfebcl i klisen) z predchozi generace. Tudiz u
nich bude generacni interval dvojnasobny, neZ je soucasny stav u Zivé populace, u hiebcl 24,29 rokd : 12,15
roktm a u klisen 20,90 rok( : 10,45 rokim (Vostra-Vydrova, 2016). Hodnota Ne a od ni odvozena hodnota
AFx se vztahuje ke generaci. Prodlouzenim generacniho intervalu dojde k rozdéleni AFx na vice let a tim ke
snizeni AFx za jednotku casu (za rok) (Jakubec a kol., 2012, Oldenbroek a kol., 1999).
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Tab. 7. Potfeby zamrazenych /D, nebo vaji¢ek a embryi v umélé plemenitbé rocné a délky generacniho
intervalu (L) u populace s pomérem pohlavi jedincl v plemenitbé 1 : 5, nebo 1 : 10, primérnou
aditivni pfibuznosti vSech jedinct Gxy = 0,30 a efektivni velikosti populace Ne = 50,33. Odpovida
moznosti (1) z tabulky 5.

Uméla ID ID + zarodky
plemenitba L L celkem | Potieba L L celkem | Potfeba® | Potieba
% hrebct ID klisen vajicek embryi

Pomé pohlavil:5,
1A) Velikost populace klisen 75,50, Rocné zafazovanych klisen 9,06

0 12,15 11,30 0 10,45 11,30 0 0
10 13,36 11,90 14,50 11,50 12,43 21,74 10,87
20 14,57 12,21 28,99 12,54 13,56 43,49 21,74
40 17,03 13,73 57,98 14,63 15,82 86,98 43,49
80 21,86 16,16 115,97 18,81 20,34 173,95 86,98

Pomé pohlavil: 10,
1B) Velikost populace klisen 138,41, Rocné zarazovanych klisen 16,69

0 12,15 11,30 0 10,45 11,30 0 0
10 13,36 11,90 26,70 11,50 12,43 40,06 20,03
20 14,57 12,21 53,41 12,54 13,56 80,11 40,06
40 17,03 13,73 106,82 14,63 15,82 160,22 80,11
80 21,86 16,16 213,63 18,81 20,34 320,45 160,22

®Na oplodnéni vajicek jiné klisny ID jiného plemenika, aby nevzristala pribuznost uvnitf budouci generace.

Klisny jsou béhem generace do chovného stdda zafazovdny postupné a neni nutné chovat celou populaci
najednou. Cilem je od kazdé klisny odchovat a zaradit do chovu pravé jednu dceru-pokracovatelku. Pfi
vy$Sim poctu dcer v chovu na matku, by vzristala pfibuznost v populaci a sniZzovala by se tim jeji efektivni
velikost. Proto po ziskani dcery jiz neni matka v GZZ potfeba a mGzZe se natrvalo prevést do bé?ného chovu
mimo ochranu GZZ. Je viak tfeba poéitat s pFipady, 7e kazda klisna nemusi zabfeznout, proto pro udrzeni
velikosti populace se uréitému podilu klisen s vice dcerami nelze vyhnout.

Uvazujeme podil inseminace v nékolika moznostech na 0, 10, 20, 40, nebo 80 % klisen. Nebo ve stejnych
pomérech pouZzit spolec¢né inseminaci i prenosy rozmrazenych a oplodnénych vajicek a embryi. Jde tudiz
soubézné o prodluzovani generacniho intervalu. Bud jednostranné ze strany otclU pfi pouZiti pouze
inseminace, nebo oboustranné ze strany otcl i matek pfi spoleéném poutZiti inseminace a prenosu
oplodnénych vajicek a zarodkd.

Oplozenad vajicka a zarodky mohou byt preneseny i do jakychkoliv zdravych klisen- pfijemkyri jiného plemene
mimo GZZ, které jsou podobného télesného rdmce, jako je GZZ. S vyuZitim téchto biotechnologickych postupd
Ize proto sniZit velikost Zivé chované populace GZZ, ktera vyZaduje penézni podporu.

V tabulce jsou uvedeny 2 moznosti.

1A) Pomér pohlavi v chované populaci 1 : 5, ¢emuz odpovida celkova skutecna populace klisen 75,50 ks

a rocné je nutno nahrazovat ubytek 9,06 klisen. Nepouziji-li se biotechnologické postupy umélé plemenitby,
je generacni interval 11,30 rokad.

P¥i pouziti umélé inseminace na 1/10 populace, prodlouzi se pramérny L plemenik( z 12,15 na 13,36 let a
celopopulaéni L z 11,30 na 11,90 let. Pfi rozsahu umélé inseminace 80 % se prodlouzi primérny L u
plemenik(i na 21,86 let a u celé populace na 16,16 let.

PFi soub&zném poutZiti inseminace i pfenosu embryi se pridmérny L u klisen prodluzuje z 10,45 aZ na 18,81
let a celkovy L z 11,30 na 20,34 let pti rozsahu biotechnologii 80 %.

Podle jednotlivych moZnosti je potfeba ID od 0 do 115,97, pfipadné potieba vajicek do 173,95, nebo embryi
do 86,98.
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1B) Pomér pohlavi v chované populaci 1 : 10, é¢emuzZ odpovida celkova skutecna populace klisen 138,41
a rocné je nutno nahrazovat Ubytek 16,69 klisen. Generacni intervaly jsou stejné jako v ¢asti (A), ale jsou
nutné vyssi pocty klisen pro udrzeni stejné efektivni velikosti populace.

Podle jednotlivych moZnosti jsou potieby ID do 213,63, pfipadné potieby vajicek do 320,45, nebo embryi
do 160,22.

2.7. Vytvareni zasoby

Plemena GZZ jsou ohroZena politickymi rozhodnutimi, ekonomickym stavem, zdjmem chovateld a
nepredvidatelnymi havariemi a zdravotnim nebezpe&im. Zivé populace by proto méla byt chovana na vice
mistech a rovnéz zasoby zamrazenych bunék by mély byt skladovény na vice mistech.

Pro obnovu plemene je tfeba pfi poméru pohlavi 1 : 5 a mozZnosti (1)(tabulka 5) 4832 ID. Pro prlibéiné
kazdorocni pouZzivani v plemenitbé a pouziti inseminace na 20 % klisen, moZnost (1)(A)) (tabulka 7) je tfeba
28,99 ID. Priibéiné spotfebovavané zamrazené buriky budou nahrazovany nové odebranymi od vybranych
jedincl a vybranych rodicovskych par(, pokud mozno od téch, ktefi nebyli pouzivani v plemenitbé a jsou
s ostatni populaci co nejméné pribuzni.

Od kaZzdého plemenika by méla byt uchovavana ,nedotknutelnd” zasoba, kterd mize byt pouZita jen se
schvédlenim NS a zdsoba na pribéiné pouZivani v plemenitbé. Velikost nedotknutelné zasoby souvisi
srozvojem biotechnologickych metod a mohlo by stadit 30 /D na plemenika a podle jedinecnosti
rodiCovského paru, aby byla jistota, Ze se podafi odchovat pokracovatele linie a rodiny, alespon dva jedince
kazdého pohlavi (Mdller, Mdller, 2017).

ID by mély byt skladovany od co nejvétsiho poctu co nejméné pribuznych jedincli, aby se uchovala co
nejvétsi genetickd proménlivost. Pohlavni buriky a zarodky by mély byt uchovany z kazdé linie, ovérené
podle chromozomu Y a kazdé rodiny, ovérené podle mitochondridlni DNA (Cunningham, 2005, Kavar a kol.,
2005). Rodiny by mély byt zastoupeny i pti uchovavani pouze /D plemenikl (Oldenbroek a kol., 1999). ID by
mély byt uchovavany nejméné od takového poctu plemenikd, jak je velka skute¢nd populace, v tomto
pfipadé 90,59 jedincli (tabulka 5). Pfi nizsim poctu jedinc nutné vznikaji skupiny pfibuznych jedincq,
stoupa primérna pribuznost a snizuje se efektivni velikost populace Ne.

Obdobnym zplsobem lze vypocditat i potfeby pfi samostatném pouZiti vajicek, nebo embryi.

Cilové pocty uchovavanych bunék lIze odvodit pro rlizné zplsoby plemenitby podle predchozich tabulek.
Pro zplsob uvedeny v tomto odstavci jsou cilové pocty shrnuty v tabulce 8.

Tab. 8. Cilové pocty uchovavanych bunék a jedincl podle moznosti 1A), pti pouziti priilbézné umélé
plemenitby na 20 % plemenic. Hfebcl za generaci v plemenitbé 15,10, klisen za generaci v
plemenitbé 75,50, zafazovanych plemenic ro¢né 9,06.

ID Vajicek Embryi
Bunék zasoba celkem 4861 1855 928
Uchovavanych jedincl celkem 90,59 90,59 90,59
Bunék na jedince 53,66 20,48 10,24
Pouzitych bunék ro¢né 28,99 43,49 21,74
Chovanych plemenic 75,50 60,40 60,40

V chovatelském provozu lze pfedpokladat spolec¢né pouziti vSech tfech moZznosti uvedenych v tabulce a tim
i prislusné podily uvadénych poctd. Pri pouziti vajicek a embryi je mozno v GZZ chovat méné jedinctl, nebot
jako prijemkyné mohou byt pouZzity klisny jinych plemen s lacinéjsim zplsobem chovu. Pfi pravidelné
kazdoroéni umélé plemenitbé bude priibéZzné doplfiovana zdsoba od takového poctu jedincl, jaky se
pouziva kazdoro¢né v umélé plemenitbé.
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2.8. Doklady o uloZeni a uvolnéni k pouZiti.

GZZ jsou pod spravou NS a jejich zachovani je v celospole¢enském zajmu. O vytvéienych zésobdch
zamrazenych bunék a zarodk( bude pribézné vytvaren protokol zahrnujici plivod, datum a misto odbéru a
zpracovani, doloZenou kvalitu a mnoZstvi uchovévanych bunék. Udaje budou soustiedény u chovatelské
organizace a v databazi GZZ.

Tvorba zasob bunék a zarodk( a jejich uvolnéni pro pouZiti v plemenitbé souvisi s fizenim plemenitby v
ramci celého GZZ, aby byla zaji$téna Zivotaschopnost ochrafiované populace. Rozhodnuti o tvorbé zasob a
jejich uvolnéni pro plemenitbu podléha rozhodnuti chovatelského sdruZeni a rady NS a je pro chovatele
zavazné.

3.Zaver

Dlouhodobé uchovani pohlavnich bunék a zarodkl by mélo zajistit budouci moZnou obnovu plemene a
pribézné fizeni plemenitby v Zivé populaci GZZ. To znamena dosahnout efektivni velikosti populace alespor
Ne =50 jedincll, cemuZ odpovidaji vySe uvedené pocty jedinct skutecnych.

Poéty ID by mély dosdhnout za kazdé plemeno alespori Udaju podle odstavce 2.7., tj. 4861 ID od 91
plemenik( s navysenim ,koeficientem bezpecnosti“ 1,3, celkem na plemeno 6320 ID. V soucasnosti je
uloZeno spolecné pro STKL vraniky a bélouse 2128 /D (tabulka 3), coZ je priblizné 17 % pozadovaného
mnozstvi na kazdé plemeno.

Zamrazeni by méli byt zastupci vSech linii plemenik( ovérenych podle chromozomu Y a zastupci vSech rodin
matek ovérenych podle rozborl mitochondrialni DNA. V minulosti byli do nékterych linii a rodin zafazovani
z chovatelského hlediska i jedinci, ktefi z téchto linii a rodin nepochazeli, zevnéjSkem se podobali, ale
geneticky neodpovidaji (Czernekovd, 2013). Ti by méli byt z hlediska prace v GZZ zafazeni ke svym
plGvodnim liniim a rodinam. V soucasnosti je zamrazeno spolecné pro bélouse a vraniky 38 jedincl. Pokud
bude s bélousi a vraniky pracovano jako se samostatnymi populacemi, je nutno uchovat buriky od 181
jedincl. V soucasnosti je uchovano 21 % z poZzadovaného poctu jedinci. Neposuzovali jsme ale vzdjemnou
pfibuznost jedinc(, kterd mize chovatelska rozhodnuti zna¢né zmeénit.

Uchovavat by se mély bunky predevsim od jedinc(, ktefi nejsou pouzivani v plemenitbé Zivé populace, jsou
navzajem mezi sobou a k Zivé populaci co nejméné ptibuzni. Pfi vysoké vzajemné pribuznosti darcli bunék,
ktefi by v budoucnu méli byt pouziti pro obnovu plemene, nad axy > 0,30, nebo priimérném koeficientu

pfibuzenské plemenitby Fx > 0,15, jiz nelze udrzet efektivni velikost populace Ne na hodnoté Ne >= 50, ale
poklesne a populace je vazné ohroZzena (tabulka 1).

Hodnoty Qxy a Fx je tfeba stanovovat vhodnymi metodami a s dostatecnym poctem generaci predkd, nebo
pomoci molekularné-genetickych udaja.

Pro pribézné vyuzivani v plemenitbé Zivé populace by se mély pouzivat pfedevsim zamrazené inseminacni
davky plemenik( z predchozich generaci.

Prace se zamrazenymi burikami a zarodky v GZZ podléhd schvaleni Radé Narodniho centra pro genetické
zdroje zvirat.

Uvedené vypocty odpovidaji pfiblizné stavu chovu STKL. Pro jiné vstupni Udaje Ize zde uvedenym postupem
hodnoty prepocitat pro jiné zplsoby chovu a jiné Urovné ochrany ohroZzeného plemene.
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III. SROVNANI NOVOSTI NAVRZENYCH POSTUPU

Pravidla pro uchovani zamrazenych vzorkil pro fizeni plemenitby GZZ zatim nebyla v CR
vypracovana. Jedna se o novy navrh.

IV. POPIS UPLATNENI

Zakladni uZivatelé v CR jsou chovatelskd organizace, NH a Narodni centrum pro genetické zdroje zvifat,
které metodicky usmérfiuje chov GZZ podle schvaleného narodniho programu (MZe, 2012).

Navriené metodické postupy mohou vyuzit i dalSi uZivatelé z chovatelskych organizaci a vyzkumnych
pracovist pfi praci s uchovavanim bunék a jejich naslednym vyuZitim v plemenitbé i u ostatnich plemen a
druh( zvitat.

V. EKONOMICKE ASPEKTY

Metodika slouzi predevsim Narodnimu referencnimu stfedisku uchovani a vyuziti genetickych zdrojd, NH
Kladruby nad Labem a chovatelskym organizacim, které jsou povéfeny fizenim chovu GZZ konf pro celou CR.
Tyto organizace nevytvaii zisk a jejich &innost je podporovana pFispévkem od MZe. Zajem uchovat GZZ je
celospolecensky, s moznym hospodaiskym vyznamem rovnéz celospolecenskym v budoucnosti (za dlouhé
obdobi), v zavislosti na probihajicich zménach klimatickych, hospodarskych a spolecenskych podminek.
Ekonomicka hlediska nelze nyni vyjadfit.
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