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ZVYSEl}Ii EFEKTIVNOSTI EMBRYOTRANSFERU )
U HOLSTYNSKYCH DOJNIC VYUZITIM HODNOCENI JEJICH
TELESNE KONDICE

Abstrakt:

Cilem metodiky je vyhodnotit vyznam embryotransferu u dojnic v kontextu poctu
realizovanych vyplacht a prenosti embryi na urovni narodniho i mezinarodniho
porovnani; popsat postupy hormonalni pripravy a vyhodnotit odezvu krav s odlisnou
télesnou kondici na synchronizaci a superovulaci definovanou poctem a kvalitou
ziskanych embryi. Podrobny souhrn a aktualizace informaci usnadni rozhodovani
chovatelt, zda embryotransfer vyuzivat ve své plemenarské praci a spravné cely proces
organizovat s cilem optimalizace poctu a kvality ziskanych embryi. Z toho vyplyvajici
dalsi cil je umoznit vyuzitim zédkladnich faktort nasledné dosazeni vyznamnéjsiho
genetického zisku v kvalité chovanych zvifat a jejich uzitkovych vlastnostech véetné
zvySeni efektivity této nakladné biotechnologické metody. Na zakladé vysledku
muzeme konstatovat, Ze nejlepsi vysledky vykazovala skupina darkyn s télesnou
kondici (BCS) v hodnotach 3 - 3,75, pti mlé¢né uzitkovosti odpovidajici praméru
sledovaného stdda, tedy nadoji 3000 az 4000 kg mléka za prvnich 100 dnii laktace.

Klic¢ova slova:
Embryotransfer, biotechnické postupy, superovulace, kondi¢ni skore, uzitkovost,
skot



INCREASING OF EMBRYOTRANSFER EFFECTIVENESS
IN HOLSTEIN COWS USING THEIR BODY CONDITION
EVALUATION

Abstract:

The aim of the methodology is to evaluate the importance of embryo transfer in dairy
cows in the context of the number of completed irrigation and transfer of embryos
at the level of national and international comparisons. Further aim is to describe
hormonal preparation procedures and evaluate the response of cows with different
body condition on the synchronization and super ovulation defined by the number
and quality of embryos. Detailed summary and updates of information help breeders
decide whether to use embryo transfer in their breeding work and properly organize
the entire process in order to optimize the number and quality of the embryos. The
next aim resulting of it is to enable achieve more significant genetic gain and utility
parameters in the quality of livestock as well as increase the efficiency of this expensive
biotechnical method by the use of the basic factors. Based on the results, we can
conclude that the best results showed a group of donors with body condition (BCS)
in values 3 - 3.75, when the milk yield corresponded of the average milk yield of the
observed herd, thus yielding 3000 — 4000 kg of milk for the first 100 days of lactation.

Key words:
Embryo transfer, biotechnological processes, super ovulation, condition score, yield,
cattle
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I. CILMETODIKY

Cilem metodiky je vyhodnotit vyznam embryotransferu u dojnic v kontextu poctu
realizovanych vyplacht a pfenosti embryi na trovni narodniho i mezinarodniho
porovnani; vypracovat prehled postuptt hormonalni ptipravy a také vyhodnotit
odezvu krav s odlisnou télesnou kondici na synchronizaci a superovulaci definovanou
poctem a kvalitou ziskanych embryi. Podrobny souhrn a aktualizace informaci
usnadni rozhodovani chovatel, zda embryotransfer vyuzivat ve své plemenarské
praci a spravné cely proces organizovat s cilem optimalizace poctu a kvality ziskanych
embryi. Z toho vyplyvajici dalsi cil je umoznit vyuzitim zakladnich faktorti nésledné
dosazeni vyznamnéj$iho genetického zisku v kvalité chovanych zvifat a jejich
uzitkovych vlastnostech vcetné zvyseni efektivity této ndkladné biotechnologické
metody.



II. VLASTNI POPIS METODIKY

1. Soucasny stav a vyznam ET

Metoda prenosti embryi zasahuje do procesu reprodukce a $lechténi prevazné
u vysokouzitkovych jedinct. Hlavnim cilem embryotransferu je produkovat vice
potomstva od vynikajicich rodi¢ovskych part pti soucasném zkraceni genera¢niho
intervalu. Vyuzivani pfenosu embryi ve $lechténi prinasi realny geneticky zisk a tim
i ekonomicky efekt pro chovatele i dané plemeno.

Pfenos embryi v souvislosti s rozvojem dal$ich biotechnologii - metod OPU (zisk
oocytll z ovarii Zivych darkyn), identifikace pohlavi, IVP metod (metody in vitro)
bude i nadale piisobit pozitivné z hlediska $lechténi, zejména u dojenych plemen
skotu. Zhorsené reprodukéni parametry $pickovych dojnic souvisejici se zménami
vnitintho prostfedi organismu zpusobenymi metabolickou zatézi, je mozné
eliminovat pravé metodami produkce embryi. Ziskand embrya od vysokouzitkovych
krav Ize s vysokou tspésnosti uchyceni embrya prenést do jalovic. Narozené jedince -
jalovi¢ky lze ispé$né odchovat a zaradit do dal$iho chovu.

Vyuzivani ET u dojenych plemen je zaméfeno na genetické zvySovani urovné
chovanych plemen, zkraceni genera¢niho intervalu, moznost zisku embryi od jalovic
nezatizenych produkci jesté pred zarazenim do klasického reprodukéniho procesu.

Pocet pienosii embryi skotu md ve svété trvale stoupajici tendenci, v Ceské
republice v§ak pocty provedenych prenosti klesaji od roku 2004 a vyplachii od roku
2006.

V roce 2011 bylo v CR vyplachnuto pouze 82 dérkyn, coz je o 1128 méné oproti
roku 2006. Pocet prenosti se radikalné sniZil, v roce 2004 bylo provedeno v CR 6427
prenost, v roce 2011 to bylo pouze 182. Doslo také ke snizeni primérného poctu
prenosuschopnych embryi z vyplachu, v roce 2011 jsou uvadéna pouze 3,4 embrya
na darkyni, zatimco v roce 2004 to bylo 5,4 (Annual Meeting A.E.T.E., 2005 -
2012). Uvedené snizeni efektivnosti embryotransferu muze souviset se zvysujici
se uzitkovosti dojnic v CR, ale se snizujicim se poctem vyplachéi embryi mize
teoreticky také dochdzet ke zhorSovani praktickych zku$enosti reprodukénich
technikd, s touto reprodukéni biotechnologickou metodou.

V soucasné dobé odpovidaji u nas pouzivané technologické postupy a vybaveni
svétovému standardu a i dosahované vysledky v uplynulych letech byly srovnatelné
s chovatelsky vyspélymi zemémi. I pres klesajici pocty prenosti embryi, stile tato
metoda predstavuje z hlediska genetického prinosu vyznamnou biotechnologickou
metodu v chovu skotu.



Podle udaji Evropské spole¢nosti pro prenosy embryi (A.E.T.E.) bylo v roce
2011 provedeno v Evropé 23480 vyplachti darkyn a 121490 nechirurgickych prenost
embryi. V ramci Evropy se pocty provedenych vyplachtl a pfenost stéle zvysuji.

Stav metody prenosti embryi u skotu v CR komentuje ve své praci PETELIKOVA
(2008) - aktivita ET v roce 2007 v porovnani s rokem 2006 byla méné dspésna.
Doslo nejen k poklesu poctu prenosti embryi, ale i ke snizeni po¢tu vyplachovanych
darkyn, zejména u mlé¢nych plemen, k nizsimu poctu ziskanych prenosuschopnych
embryi a k poklesu poctu uloZenych zmrazenych embryi. Divodem tohoto stavu
mize byt skutecnost, ze se zménila dota¢ni politika statu ve vztahu k realizaci ET.
Neékteri chovatelé prestali s ohledem na vysoké naklady tuto metodu pouzivat,
proto je nezbytné optimalizovat nejen technologické postupy, ale i vybér darkyn
s cilem maximalizovat efektivitu embryotransferu vyjadfenou predev$im poctem
prenosuschopnych embryi.

Tab. 1 Prehled poétu provedenych ET v CR (1983 - 2011)

Rok Pocet darkyn Pocet prenosit
1983 120 72
1985 1070 2553
1990 3064 11182
1995 1189 3833
2000 1027 4928
2001 1036 4930
2002 1321 5901
2003 1073 5920
2004 1184 6427
2005 1151 5575
2006 1210 6075
2007 1002 5880
2008 469 2245
2009 255 1725
2010 229 1213
2011 82 182
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Tab. 2 Podrobny prehled rozsahu a vysledki ET 2006 - 2011 - Ceska republika

Ukazatel 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Pocet darkyn (vyplachit) 1210 1002 469 255 229 82
Pocet ziskanych embryi 13357 | 10589 5072 2966 2365 455
- vhodnych k prenosu 6383 5451 2654 1556 1180 275
Primér na darkyni 5,3 5,4 5,7 6,1 51 3,4
Pocet prenosi 6075 5880 2245 1725 1213 182

Pro potiebu praktického vyuzivani ET byly vypracovany komplexni technologické
postupy a v CR je dostatek kvalifikovanych specialistt schopnych tyto postupy
zajistit. Vysledky v letech 2007-2010 jsou srovnatelné s témi, které jsou dosahovany
v chovatelsky vyspélych zemich. V tab. 3 jsou pro srovnani uvedeny vysledky ET
ve vybranych evropskych zemich, které kazdy rok zvefejiuje organizace AETE.
Hodnoty dokumentuji standardni uroven primérného poctu ziskanych embryi
na darkyni pfi mezindrodnim porovnani i vyrovnané pocty darkyn (vyplachit)
v jednotlivych zemich béhem sledovaného obdobi. Vyjimkou jsou pouze vysledky
CR, ve které pribézné klesa pocet vyplachnutych dérkyn a také vyrazné klesl pocet
ziskanych embryi na darkyni (z 6,1 embrya v roce 2009 na 3,4 embrya v roce 2011).
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Tab. 3 Vysledky ET ve vybranych evropskych zemich ( Zdroj: IETS 2011)

Ukazatel CR | Aus | DEU | FRA | ITA | POL
2002
Pocet darkyn (vyplachi) 1321 84 2567 6797 1078 72
Pocet ziskanych embryi 12187 1525 23693 66031 15428 497
- vhodnych k prenosu 5945 883 14099 37725 7576 289
Priimér na darkyni 4,5 10,5 5,49 5,55 7,03 4,01
Pocet prenost 5901 776 10141 32720 6504 345
2007
Pocet darkyn (vyplachi) 1002 170 2430 5753 2350 16
pocet ziskanych embryi 10589 1848 28012 54733 24660 97
- vhodnych k pfenosu 5451 1084 16305 31282 13144 72
Priimér na darkyni 54 6,4 6,7 54 5,6 4,5
Pocet prenosil 5880 857 13929 33827 12153 253
2008
Pocet dérkyn (vyplacht) 469 138 5856 2089 27
Pocet ziskanych embryi 5072 1588 30755 55356 19803 178
- vhodnych k prenosu 2654 1096 17377 31841 12224 91
Pramér na darkyni 5,7 7,9 5,4 59 3,4
Pocet prenost 2245 715 15149 27403 14697 165
2009
Pocet darkyn (vyplacht) 255 118 2445 o 1922 76
Pocet ziskanych embryi 2966 1290 26504 ‘§ 18367 659
- vhodnych k prenosu 1556 883 16098 _i:; 11341 432
Priimér na darkyni 6,1 7,5 6,6 2; 59 5,7
Pocet prenost 1725 585 15724 12506 494
2010
Pocet darkyn (vyplachi) 229 o 5714 2039 86
Pocet ziskanych embryi 2365 “§ 23572 50680 18856 729
- vhodnych k pfenosu 1180 = 14596 29585 11035 510
Priimeér na darkyni 51 é 5,2 54 59
Pocet prenost 1213 15553 29155 11625 510
2011
Pocet darkyn (vyplachi) 82 37 2215 5665 2103 84
Pocet ziskanych embryi 455 24055 50660 19680 644
- vhodnych k pfenosu 275 162 14780 29966 476
Pramér na darkyni 34 4,4 6,7 5,3 6,2 5,7
Pocet prenost 182 147 16295 29747 13451 450
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V tab. 4 a 5 jsou uvedeny polty a uspésnost provedenych vyplachi embryi
v Evropé a dalsich svétadilech. Vysoké pocty ET jsou provadény v Severni Americe
(51735 vyplachii a 253671 pienosti embryi). Uvedené hodnoty dokumentuji vysoky
vyznam ET jako metody umoznujici intenzifikaci reprodukéniho procesu i slechténi
dojnic.

Tab. 4 Prehled rozsahu a vysledkii ET v Evropé v obdobi let 2009 - 2011

Pocet vyplachnutych
Rok darkyn vhodnych embryi | vhodnych embryi/
darkyni

2009 16856 94148 5,82

2010 17694 117913 6,66

2011 23480 108711 4,6

Pocet provedenych prenost

Rok celkem cerstvych embryi | zmrazenych embryi
2009 90270 39142 51074

2010 109414 48555 60859

2011 121490 48856 72634

Zdroj: IETS 2011

Tab. 5 Pfehled rozsahu a vysledkii ET ve svétovém méritku v roce 2010

Svétadil vyplachtt | vhodnych Pocet pfenesenych embryi
embryi cerstvych | zmrazenych celkem
Afrika 1515 9738 4685 3730 8415
Asie 12986 131718 34148 53590 87738
Evropa 17694 117813 48555 60859 109414
Severni Amerika 51735 338540 106400 147271 253671
Jizni Amerika 12263 77643 47353 24205 71558
Oceanie 8458 56775 21895 37870 59765
Celkem 104651 732227 263036 327525 590561

Zdroj: IETS 2011
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2.  Faktory limitujici vyuziti embryotransferu

Biotechnologie se vyuzivaji v chovu skotu k dosazeni vyssitho poctu potomstva
azlep$eni genotypu (GALLI et al., 2003). Embryotransferem (ET) je mozné dosdhnout
lepstho vyuziti dojnic, dosdhnout geneticky pokrok a zkratit genera¢ni interval
(DOHY, 1999). Poslednich 30 let byl embryotransfer slibnym ndstrojem pro produkci
embryi a zlepSovani genetického potencialu u riznych druht zvifat (MERTON et
al., 2003). Embryotransfer nabizi mnoho vyhod v chovu hospodatskych zvitat, nabizi
také moznost zvysit celkovou miru pokroku ve $lechténi pro zvySeni produktivity
(GREVE et al., 2005).

Hodné let bylo uspé$né vénovano vyzkumu novych technologii v ramci
embryotransferu, zatimco zakladni postup superovulace prosel za poslednich 20 let
jen mélo zménami. Nejvétsi problém v ramci ET je nespolehlivost superovula¢ni
reakce, jejiz $iroka variabilita vyrazné zvysSuje naklady ET (SZABARI et al., 2008),
protoze pro ziskani potfebného poctu embryi je nutné pripravit riizny, zpravidla
vyrazné vétsi pocet darkyn.

Stale nejsou uplné znamy faktory, které vedou k variabilité zisku embryi. Tyto
vlivy zahrnuji typ gonadotropinu, jeho davkovani, délku aplikace i pouziti dalsich
hormont v superovulaénim schématu. Déle se na projevu vlastnosti podileji
faktory vnitfni a vnéjsi (ALVAREZ, 1994; KAFI a MCGOWAN, 1997). Mezi vnitfni
faktory patfi genetika (plemena a jednotliva zvifata, ktera jsou vice ¢i méné citliva
na gonadotropin), fyziologické vlastnosti (vék, folikularni dominance, pfitomnost a
kvalita populace folikulii v dobé superovulace, piipadné opakovani superovulace),
stav vyzivy (télesnd kondice a deficity nebo pfemira zivin); podminky vnitfniho
prostredi (vaje¢nikd, délohy a vejcovodu). K vnéjsim faktortim patfi pouzivani
riznych komerénich pripravka folikulostimulaéniho hormonu (FSH) a jejich
davkovani, zptisob podani, ro¢ni obdobi, vék plemenic, jejich historickd reprodukéni
vykonnost a také rtizné fizeni reprodukce plemenic (BREUEL et al.; 1991, ALVAREZ,
1994; KAFI a MCGOWAN, 1997).

V poslednich letech je ve vztahu k plodnosti dojnic vénovana velkd pozornost
hodnoceni télesné kondice jako vyznamného faktoru fizeni vyzivy, zdravotniho
stavu, rovné reprodukce, dlouhovékosti a celkové ekonomiky chovu skotu.

Nepfiznivy ucinek délky obdobi negativni energetické bilance (NEB) a jeji
hloubky, prebytku proteinti, deficitu vitamind, toxického vlivu mocoviny a dalsich
metaboliti na plodnost krav je véeobecné znam. NEB se odrazi ve zméné télesné
kondice (BCS - body condition score) v prvni fazi laktace, coZ se v kone¢ném
disledku projevi negativnim dopadem na plodnost. Metoda bodového hodnoceni
télesné kondice charakterizuje vyzivny stav kazdého jedince ve stadé a postihuje
individualni variabilitu vyuziti Zivin. Pro chovatele pak muze tato metoda slouzit
jako vhodna pomicka pro usmérnovani vyzivy stada i jednotlivych zvifat. Vztah
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mezi bodovym hodnocenim kondice a vlastni hmotnosti zvitat neni linearni, protoze
stejnou hmotnost miize mit kréva velka a kostnatd, ale také mala a zavalita.

Nedostatky v krmné davce negativné ovlivni také vyvoj ovaridlnich folikuld.
Z dietetického hlediska jsou problematické hlavné dojnice s vysokymi pozadavky
na pifijem krmiva, u kterych je dilezity soulad potieby pfijmu energie, mlécné
uzitkovosti a télesné kondice tak aby byly zachovany potfebné mechanismy
folikulogeneze zabezpecujici normalni prubéh reprodukénich cykli.

Nesoulad mezi pfisunem Zivin a jejich potfebou narusi vnittni prostfedi dojnic
vcetné jejich metabolizmu. Tento nesoulad nasledné ovliviiuje také pohlavni funkce
a jejich regula¢ni mechanizmy hypotalamo-hypofyzarniho-ovarialniho systému.
Dochazi k poruse syntézy a sekrece gonadotropnich releasing hormont (GnRH)
a gonadotropint hypofyzy - folikulostimula¢niho (FSH) a luteiniza¢niho hormonu
(LH), coz vede k poruchdm metabolizmu steroidnich hormont vaje¢niki a zhorseni
plodnosti dojnic. Vysoké hladiny proteini mohou negativné ovliviiovat sekreci
progesteronu a zvy$ovat obsah mocoviny v krvi a tim toxicky ptsobit na vyvijejici
se embryo. Rozhodujici vliv na plodnost dojnic a vyvoj embryi a plodti mé adekvatni,
vyvazena a toxicky nezdvadna KD.

Opozdény nastup ftije zpusobeny naptiklad vysokou produkci mléka anebo
prodlouzenim obdobi negativni energetické bilance u krav s nizkymi, ale i vysokymi
hodnotami BCS je spojeny se zménami v metabolizmu a endokrinnim stavu krav.
Zmény metabolizmu a endokrinniho stavu spojené s vysokou anebo nizkou hodnotou
télesné kondice krav nasledné vedou ke zménam dynamiky ovarialnich folikuld,
ovliviiuji vyvoj a kvalitu oocyttl, zmény sekrece LH, ukonceni vyvoje Zlutého téliska
a tim také snizuji az nuluji koncentraci progesteronu v krvi.

Poruchy tvorby zlutého téliska (CL) a jeho nedostate¢na funkéni aktivita u krav
s nizkou (BCS 1 a 2) a vysokou (BCS 4 a 5) hodnotou télesné kondice a zkracené
lutedlni faze (zluté télisko s kratkou Zzivotnosti) mohou zpusobovat neplodnost.
Zluté télisko u téchto dojnic produkuje nizké hladiny progesteronu, které nedokazi
potlacit luteolyticky efekt prostaglandinii. Tyto vztahy byly prokazany u spontannich
synchronizovanych ovaridlnich cyklt. Existuje predpoklad, Ze superovulace jako
soudast pripravy dojnice na ET uvedené vztahy zvyraziiuje a zvySuje vyznam
dostupnosti energie v organismu dojnice pro optimalni pribéh pripravy na ET
véetné zvySeni poctu a zlepSeni kvality ziskanych embryi. Vysledky superovulace
se vyznacuji velkou variabilitou, kterd je ddna fadou faktort s vétsim ¢i mensim
vyznamem. Obecné plati, ze darkyné musi byt ve vyborné kondici, aby jejich
regula¢ni endokrinni mechanizmy zvladly nefyziologickou situaci pfi superovulaci
(PETELIKOVA, 2004), néro¢néjsi na dostatek energie, jejimz rychlym zdrojem jsou
napt. zasoby podkozniho tuku vyjadfené télesnou kondici.

Pochopeni faktord, které se podileji na produkci embryi je dulezité pro efektivni
zootechnické i ekonomické vyuziti embryotransferu (SILVA et al., 2009). Proto je
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cilem vyhodnotit odezvu krav na synchronizaci definovanou poc¢tem a kvalitou
ziskanych embryi a superovulaci ve vztahu k rozdilnym urovnim télesné kondice
s cilem maximalizovat efektivitu této ndkladné biotechnologické metody.

2.1 Vyuziti ET u dal$ich hospodarskych zvirat

Prasata

V chovu prasat je situace vyuziti embryotransferu ponékud jina. Odli$nosti jsou
dany rozdily v reprodukénich schopnostech a fyziologii a dle pak obtiZzemi spojenymi
s druhovou odli$nosti pfezvykavcl a prasat. U skotu je mozné ziskdvat embrya
nechirurgickym  transcervikalnim vyplachem déloznich roht, nechirurgickou
transcervikalni cestou prenaset embrya, bez problému je uchovavat a konzervovat
pfi nizkych teplotach a v tomto stavu je transportovat na velké vzdalenosti. U prasat
je nezbytné pro ziskavani embryi provést laparoskopicky chirurgicky odbér a dtive
pouze chirurgicky zptsob prenosu, i kdyZz dnes se jiz experimentalné propracovava

vvvvv

kryokonzervace embryi prasat. Touto otdzkou se vyzkum stéle zabyva.

Ovce, kozy

U ovci je uplathovan podobny zptsob indukce superovulace jako u skotu.
Nejbéznéji pouzivanym prepardtem pro vyvolani superovulace u ovci byl diive
pregnant mare serum gonadotropin (PMSG). V 80. letech se dostaly na trh komer¢ni
preparaty obsahujici FSH (napf. FSH-P).

Zakladni chirurgicky postup odbéru a prenosu embryi ovci vypracovali
v padesatych letech ROWSON et al. (1971). NELLENSCHULTE a NIEMANN (1992)
popsali odbér a prenos ov¢ich embryi metodou laparoskopie. STEYN et al. (1993)
porovnali metodu laparoskopie s chirurgickou metodou a zjistili, ze chirurgickd
metoda neptiznivé ovlivnila fertilitu v nasledujicich reprodukénich cyklech.

Radu let byla ov¢i embrya ziskavédna metodou chirurgického vyplachu - v soucasné
dobé je k odbéru pouzivana metoda laparoskopickd. K odbéru a uchovavani ovcich
embryi jsou pouzivana rizna média. Embrya by méla byt prenesena do kvalitniho
kultiva¢niho prostfedi co mozna nejdrive po odbéru a lze je v nich uchovat po nékolik
hodin pfi laboratorni teploté za predpokladu, Ze je vyloucena kontaminace média.
K pfenosu jsou pouzivana obvykle 3 az 7-denni embrya. Podobné jako u skotu
(RTHA, 1993) je podle nazoru nékterych odborniki vitrifikace povazovana za mozny
zpusob nahrady vyuzivani nakladnych programovatelnych kryogennich jednotek
v praktickych podminkdch (http://biostasys.com/Controller.html).
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3. Postup pripravy zvirat

Priprava darkyn a prijemkyn vychdazi z obecnych principti a zahrnuje nasledujici
postup:

o vybér darkyn a synchronizace jejich pohlavniho cyklu

. superovula¢ni oSetfeni

«  synchronizaci pohlavnich cykla pifjemkyn (ffje v den inseminace darkym)

o  inseminaci a reinseminaci darkyn

o 7.den po 1. aplikaci insemina¢ni davky vyplach a odbér embryi a prenos

¢erstvych embryi prijemkynim, popfipadé zamrazeni embryi.

3.1 Hormonalni osetfeni darkyn

3.1.1. Synchronizace fije

ROWSON et al. (1971) dokazal, ze synchronizaci fifje u krav béhem jejich
lutedlni faze lze navodit aplikaci prostaglandinu F2a (PGF2a). V dal$ich letech byly
vyrobeny analogy, které jsou v porovnani s pfirodnim prostaglandinem G¢innéjsi.
Predpokladem efektivniho vysledku jsou cyklujici plemenice, aplikace musi byt
provedena v dobé, kdy m4 zluté télisko (corpus luteum, CL) receptory na PGF2a.
Uvadi se jako vhodny termin od 5. do 17. dne cyklu. Aplikace je uc¢innd, pokud byla
detekovana fije a ovulace byla potvrzena zji§ténim CL. Rije se dostavi za 3-4 dny, kdy
se provadi inseminace.

Vysledky synchronizace fije preparaty PGF2a pro ucely prenosu embryi je mozné
shrnout asi takto:
o oSetfeni zvifat je jednoduché,
o nastup fje je cca 36 az 72 hodin po aplikaci u¢inné latky,
o oSetreni prostaglandinem umoziuje inseminaci v pfedem stanovené dobé¢,
tj. 72 hodin
o zabrfezavani po inseminaci v synchronizované fiji je srovnatelné s fertilitou
po inseminaci ve spontdnni fiji.

Podle nazoru fady nasich i zahrani¢nich autort Siroké pouziti PGF2a a jeho

syntetickych analogi vyfeSilo uspokojivé otazku synchronizace cyklu darkyn
a prijemkyn.
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3.1.2. Superovulace

Superovulacni oSetieni

S cilem regulovat cyklus fije zvitat, byly do soudasné doby u dejenych
plemen i plemen masného typu skotu pouZity rizné gonadotropiny v kombinaci
s progesteronem nebo PGF2a. Superovulace vyzaduje aplikaci pripravkil na bdzi
gonadotropint schopnych imitovat efekt folikul-stimula¢niho hormonu (FSH).
Dulezité je, aby hormony piisobily del$i dobu a umoznily rust folikulti a dozrani
oocytt, coz je zdkladnim predpokladem tuspésného oplodnéni.

Uspésnd superovulace je v soucasné dobé limitujicim faktorem pro $iroké
uplatnéni prenost embryi u skotu. K vyvolani superovulace se v nasich podminkach
nejcastéji pouzivd FSH, preparat Folicotropin (Spofa Praha, CR) a v poslednich letech
preparat Pluset (Bioniche Animal Health, Spanélsko). Jedné se o ptirodni preparat
ziskany extrakci veprovych nebo ov¢ich hypotyz. Zakladnim principem je stimulace
folikularniho systému podanim vyssich davek FSH, nez jsou jeho endogenni hladiny
(RIHA, 1990). Polyovulace darkyn (superovulace) je prozatim hlavnim zdrojem
vhodnych embryi k pfenosu, i kdyz se vyuzivaji dalsi postupy, jako je napt. ziskavani
ovaridlnich oocytd, jejich kultivace a zrani v podminkach in vitro, oplozeni in vitro
a jejich dalsi kultivace do prenosuschopného stadia.

Tab. 6 Pfiklad harmonogramu superovula¢niho o$etfeni (GALLI et al., 2003)

Ukon | Davkovani a ¢asovy rozpis
Darkyné
1. Gynekologické vySetteni
2. Aplikace Oestrophanu (OE) 3ml
3. Kontrola fije
4. VYSETRENTI CL (corpus luteum)
Réno: 6-8 hod. Vecer: 18-20 hod.

5 Aplikace Plusetu (FSH) 2ml 2ml
6 Aplikace FSH 1,5ml 1,5ml
7. Aplikace FSH + OE (3ml) Iml Iml + OE
8 Aplikace FSH 0,5ml
9 Inseminace 8-10 hod. 18-20 hod.
10. Inseminace celkem 4 x 7-9 hod. 14-16 hod.
11. ODBER EMBRYI 1000 ml transfermedium, 5ml OE
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3.1.3. Priprava prijemkyn

Piiprava prijemkyn vychazi z toho, Ze estralni cyklus prijemkyné musi byt
synchronizovany s cyklem darkyné, tedy prijemkyné ma byt v fiji v den inseminace
dérkyné. Rije u ptfjemkyn pred pfenosem muize byt bud spontanni, nebo indukovand
prostaglandinem. OSetfeni PGF2a se provadi bud 7. - 17. den po zndmé tiji nebo pri
rektalnim/sonografickém zjisténi pfitomnosti CL na vaje¢niku.

4. Metodicky postup vyplachu embryi

Nechirurgicky odbér embryi se provadi vzdy 7. den po 1. aplikaci insemina¢ni
dévky (RTHA et al., 1988) vyplachem kranialnich &4sti déloznich roht 300ml
komer¢niho vyplachovactho media (Bioniche Animal Health, Spanélsko).
V poslednich letech se vyuziva dvoucestny nebo tficestny katetr. Nasledujici obrazky
dokumentuji vybrané faze vyplachu a hodnoceni embryi.

Obr. 1 Princip vicecetného katetru pro vyplach embryi

vzduchovy ventil pro nafouknuti
manZety utésiiujici déloini roh

tificestny kanial
vyplachovaciho katetru
ﬁﬂlﬂtvur -
zavadéni
Vi vyplachovaciho| 4

tésnici manZety zabranujici média
_—vytékiani vyplachovaciho média
otvory pro odtok vyplachovaciho

média a embryi
¢ . niadoba na zachyceni

otvor pro zavedeni vyplachovaciho ]

média do kraniilni &sti délozniho ;F‘El:.',.“l:’:;q'?"““ﬂm média

rohu
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Obr. 2 Vyplach embryi
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Obr. 4 Prohledavani vyplaskové tekutiny pod stereomikroskopem

K prenosu jsou nejvhodnéjsi vyvojova stadia: kompaktni morula, casna

blastocysta a blastocysta.
Nejcastéji pouzivana kritéria pro zafazeni embryi do vyvojovych stadii:

oocyt — neoplozené vajicko - vaje¢na bunka pred oplozenim, charakteristicka
homogennim stavem ooplazmy

zygota — Gtvar po oplozeni

casna morula - 4. az 5. den po oplozeni, tGtvar o 16 az 32 bunkach s patrnymi
jednotlivymi blastomerami

morula - 5. den; embryo o vice nez 32 bunkach, u kterého jsou patrny
jednotlivé blastomery (Obr. 5)

pozdni nebo-li kompaktni morula - 6. az 7. den, jednotlivé blastomery
nelze rozeznat

Casna blastocysta - 7. den, za¢ind se tvorit prvotni dutina - blastocel,
blastomery embrya se diferencuji na embryoblast a trofoblast, buné¢ny obsah
nevypliuje prostor zény pellucidy

blastocysta - 7. az 8. den, blastocelova dutina je zfejma

expandovana blastocysta — 8. az 9. den, diferenciace bunék ukoncena,
trofoblast jednovrstevny.

blastocysta po opusténi ZP - ,hatching® blastocysta (Obr. 6)
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Klasifikace a kritéria vybéru embryi skotu na zakladé:

a) morfologickych vlastnosti

b) chronologické vyvojové posloupnosti (deset stadii, znac¢eni mezinarodnim
¢iselnym kodem 1-9)

c) kvality embrya (4 stupné kvality, zna¢eni mezindrodnim ¢iselnym kédem
1-4)

Obr. 5 Morula

Obr. 6 Blastocysty
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5. Metodické postupy prenosu embryi

Ziskana embrya jsou po urceni stadia rozdélena na embrya urcena k prenosu
a ke zmrazeni. Zmrazovani embryi probihda podle stanoveného metodického
postupu.

5.1 Postupy prenosu cerstvych embryi

Cerstva embrya jsou pienesena do recipientek, které byly v priibéhu hormonalni
ptipravy synchronizovany a jsou ve stejné fazi ovaridlniho cyklu jako darkyné.
Embrya se pro transport naplni do pejet po jednom (komeréni médium, Bioniche
Animal Health, Spanélsko). Po transportu se embrya pienasi do ipsilaterdlniho
délozniho rohu k vaje¢niku s dostate¢né vyvinutym CL.

6. Vlastni vysledky

6.1 Sledovani vlivu télesné kondice dojnic na vysledky
provedeného embryotransferu

6.1.1. Metodické postupy vlastni prace

V letech 2011 a 2012 byl sledovan vliv télesné kondice na zisk a kvalitu ziskanych
embryi pti vyuziti ET. Bylo hodnoceno celkem 64 vyplacht 58 holstynskych dojnic
realizovanych na farmé Ruda (SZP Lény). Plemenice zatazené do pifpravy na ET
byly v 1. az 5. laktaci pfi primérném poradi laktace 1,9. Jejich télesna kondice pii
ET se pohybovala v rozpéti 2,0 az 5,0 bodu s primérnou hodnotou 2,85 bodu.
Vyplachy embryi byly realizovany v priméru 142. den laktace. VSechny dojnice
byly pfed zahdjenim pripravy na ET sonograficky vySetfeny a zafazeny do schématu
hormonalniho oSetfeni v pripadé nédlezu zlutého téliska, predchozich dobrych
reprodukénich vysledki a pozadované aktualni télesné kondice.

Hodnoceni kondi¢niho skore

Kondi¢ni skére v experimentu hodnotil zootechnik chovu pred provedenim
vyplachu s presnosti na 0,25 bodu dle metodiky hodnoceni BCS pro hol$tynské
dojnice - viz obr. 7.
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Obr. 7 Hodnoceni télesné kondice (BCS) podle Edmonsona a kol. (1989)

7

1,0 - vyhublost, 2,0 - tendence k vyhubnuti, 3,0 - optimdlni télesnd kondice,
4,0- tendence k pretucnént, 5,0 - pretucnélost
Superovulac¢ni osetfeni

Aplikované superovulaéni oSetfeni zahrnovalo u sonograficky klinicky
zjisténych cyklujicich zvitat (den 0) synchronizaci pohlavnich cyklu jednou aplikaci
prostaglandinu (Oestrophan, lé¢iva Praha) v davce 0,5 ug PGF2a. Po kontrole vyvoje
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zlutého téliska (CL, 3. den) byly darkyné od 13. do 16. dne pohlavniho cyklu o$etfeny
preparatem folikulostimulujiciho hormonu FSH Pluset po 3 dny rano v 7.00 a veler
v 19.00 hodin, 4. den pak jen rano v 7.00 hodin. Souc¢asné pak 15. den byl rano i vecer
opakované aplikovan Oestrophan s cilem indukce fije.

Aplikovany harmonogram pfipravy darkyn a pfijemkyn pro ET

(Synchronizace fije 1 aplikaci Oestrophanu - zdkladnim predpokladem efektu je
pritomnost CI)

Priprava darkyn
Den osetieni | Datum Réano Vecer
0 Vysetfeni na CL +
Oestrophan 2ml

3 Kontrola fije

12 Vysetieni velikosti a vyvoje CL

13 Aplikace Pluset (3 ampule) Aplikace Pluset (3 ampule)
7 hod. 19 hod.

14 Aplikace Pluset (2 ampule) Aplikace Pluset (2 ampule)
7 hod. 19 hod.

15 Aplikace Pluset (1 ampule) Aplikace Pluset (1 ampule)

+ aplikace 2ml Oestrophanu | + aplikace 2ml Oestrophanu

7 hod. 19 hod.

16 Aplikace FSH (1 ampule)
7 hod.

17 Inseminace (12 hod. Reinseminace 18-19 hod.

po ptiznacich fije); v 8 hod.

18 Reinseminace v 8. hod. Reinseminace v 15-16 hod.
24 Vyplach embryi
Inseminace

Od 17. dne probihala inseminace vSech sledovanych dojnic podle stejného
¢asového harmonogramu, ktery zahrnoval inseminaci rano mezi 8.00 a 9.00
a reinseminaci odpoledne mezi 18.00 a 19.00. Dalsi reinseminace pak byly
realizovany 18. den rano v 8.00 a odpoledne mezi 15.00 a 16.00. V$echny dojnice byly
inseminovany stejnym insemina¢nim technikem za pouziti insemina¢nich davek 1
plemenného byka vyrobenych v 1 $arzi.
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Odbér a hodnoceni embryi

Nechirurgicky odbér embryi byl provadén vzdy 7. den po 1. aplikaci insemina¢ni
dévky obvyklym zptsobem (RIHA et al., 1988, PETELIKOVA 2004) vyplachem
kranialnich ¢asti déloznich roht 300 ml média doplnéného Krebs-Ringer fosfatus 1%
inaktivovaného bovinniho séra (BOS, Bioveta, Ivanovice na Hané, CR). Embrya byla
izolovana z vyplaskové tekutiny pod stereomikroskopem a morfologicky hodnocena.

Pouzité statistické metody pro vyhodnoceni vysledki

P1i zpracovavani vysledki byl pouzit program Excel, verze 2000. Pfi hodnoceni
vlivii na pocet a kvalitu embryi byla pouzita metoda GLM (general linear models).
Statistické hodnoceni pocti ziskanych embryi celkem a vhodnych k pfenosu bylo
provedeno pomoci zobecnénych linedrnich modelt se smiSenymi efekty v prostredi
statistického programu R verze 2.9.1., v knihovné Ime4, verze 0.999375-31.

6.1.2. Vysledky

Zisk a kvalita embryi u dojnic dle zjisténé uzitkovosti je uvedena v tab. 7
a znazornéna obr. 8. Nejvyss$i pocty celkem vyplachnutych a ziskanych embryi
vhodnych k prenosu byly zjistény u dojnic se zjisténymi hodnotami kontroly
uzitkovosti za 100 dnt laktace (KU 100) mezi 3000 - 4000kg - 5,24 embrya celkem
a 3,52 embrya vhodného k prenosu. Rozdily vii¢i ostatnim skupinam predstavovaly
1,45 az 2,16 embrya celkem a 1,2 az 1,52 embrya schopného prenosu. Hodnoty
poctl neoplozenych a degenerovanych embryi byly ve vSech skupinach relativné
vyrovnané.
dnti laktace nad 4000kg - 3,08 embrya celkem a 2,0 embrya vhodna k prenosu.
Stejné tak byly detekovany nizsi pocty embryi celkem i prenosuschopnych u dojnic
s podpriimérnou dojivosti (do 3000 kg mléka).
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Tab. 7 Vliv mlé¢né uzZitkovosti na zisk a kvalitu embryi

Vyplachnuto
KU 100 celkem neoplozenych degenerovanych vhodnych
(kg)
do 3000 (n=19)
LSM 3,79 0,26 1,21 2,32
SE 4,21 0,56 2,04 2,75
3000 - 4000 (n=27)
LSM 5,24 0,29 1,25 3,52
SE 5,01 0,53 2,44 2,77
nad 4000 (n=17)
LSM 3,08 0,33 0,75 2,00
SE 3,34 0,65 1,06 2,70

LSM - priimér nejmensich Ctvercii, statistickd hodnota poctu ziskanych embryi
SE - stedni chyba LSM

Obr. 8 Vliv mlécné uzitkovosti dojnic na zisk a kvalitu embryi

Vliv uiitkovosti na zisk a kvalitu embryi

Ecelkem
mvhodnych

KU do 3000 KU 3000 _ 4000 KU nad 4000

Vyznam hodnoceni télesné kondice se ukazal pti sledovani vlivu kondice na zisk
a kvalitu embryi (Tab. 8 a Obr. 9). Sledovana zvifata byla rozdélena podle ur¢ené
kondice do tfi skupin - dojnice s télesnou kondici do 2,75 bodu (n=36), kondici 3,0
- 3,75 bodu (n=18) a kondici 4,0 -5,0 bodli (n=10). Nejvyssi zisk a kvalita embryi
byla zjisténa u skupiny s kondici 3,0 - 3,75 bodu - 5,82 embrya celkem a 4,06 embrya

vhodného k pfenosu - tab. 8. Rozdily vi¢i ostatnim skupinam se pohybovaly v rozpéti
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1,43 az 4,42 v poctu celkem vyplachnutych embryi a 1,38 az 2,86 prenosuschopnych
embryi. Coz v % vyjadreni predstavovalo o 32,6 % az 204 % vy$si pocet embryi celkem
a 51,5% az 70,4% vyssi pocet embryi vhodnych k prenosu. Vzhledem k vysoké
variabilité vSak byly, i pfes jednoznacnou tendenci, rozdily zji$tény jako neprikazné
(P>0,05).

Tab. 8 Vliv télesné kondice darkyn na zisk a kvalitu embryi

Vyplachnuto
Télesna celkem neoplozenych degenerovanych vhodnych
kondice
do 2,75 (n=36)
LSM 4,39 0,35 1,32 2,68
SE 4,53 0,61 2,36 2,57
3-3,75 (n=18)
LSM 5,82 0,35 1,41 4,06
SE 4,59 0,61 2,09 2,97
4,0 - 5,0 (n=10)
LSM 1,40 0,00 0,18 1,20
SE 1,96 0,00 0,40 1,87

LSM - priimér nejmensich Ctvercii, statistickd hodnota poctu ziskanych embryi
SE - sttedni chyba LSM

Obr. 9 Vliv télesné kondice darkyné na zisk a kvalitu embryi

Vliv kondice darkyné na zisk a kvalitu embryi

Ecelkem
B vhodnych

Kondice do 2,75 Kondice 3-3.75 Kondice 4-5
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Vysledky dale naznacuji, Ze spodni hranici télesné kondice vhodné pro
reakce na superovulaci, coz dokumentuje o 20 az 40 % nizsi podil vyplachnutych
zvifat, pfi soucasném niz§im poctu ziskanych, resp. pfenosu vhodnych embryi.
Obdobna situace je pak patrna v pripadé embryotransferu realizovaného u dojnic,
jejichZ télesna kondice dojnic prekrocila hodnotu 4 bodi. Obdobné vysledky byly
védeckymi pracemi potvrzeny ve vztahu ke klasickym reprodukénim vysledkim
a tato zjisténi byla statisticky vyznamna (P<0,05). Relativné nizky pocet sledovanych
dojnic a realizovanych vyplacht, ktery vsak predstavoval podil 79,2 % vsech vyplacht
provedenych v celé CR v roce 2011, zpiisobil vysokou variabilitu vysledkii. Nicméné,
lze predpokladat, Ze zjisténé tendence maji biologicky a fyziologicky podklad a lze je
vyuzit pti vybéru vhodnych darkyn.

7. Zavér a doporuceni pro praxi

Metoda prenost embryi zasahuje do procesu reprodukce a $lechténi prevazné
u vysokouzitkovych jedincti. Hlavnim cilem embryotransferu je produkovat vice
potomstva od vynikajicich rodi¢ovskych parti a zkratit genera¢ni interval. Na zakladé
vysledktt mazeme konstatovat, ze nejlepsi vysledky vykazovala skupina darkyn
s télesnou kondici (BCS) v hodnotach 3 - 3,75, pfi mlé¢né uzitkovosti odpovidajici
pruméru sledovaného stdda, tedy nadoji 3000 az 4000kg mléka za prvnich 100
dnti laktace. Otazkou ziistava, jaky podil geneticky nadprimérnych dojnic bude
spliovat uvedené kritéria, kterd vyznamné pozitivné ovliviiuji pocet vyplachnutych
a prenosuschopnych embryi a tim celou ekonomickou efektivitu metody.
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III. Srovnani ,novosti postuptu“

V metodice jsou uvedeny nové, vlastnimi vysledky vyzkumné ovérené
metodické postupy a predevsim vysledky vybranych sledovanych vlivii na uspésnost
embryotransferu a jeho vyuziti v chovatelské praxi. Uvadéné informace jsou
vysledkem vyzkumné ¢innosti autort a vysledkem systematického studia védecké
literatury v biotechnickych metod v reprodukci hospodarskych zvifat, umoziuji
zpfesnéni systému organizace embryotransferu ve vysokouzitkovych stadech s cilem
zajisténi vyssi efektivity celého procesu, kterd je nezbytna vzhledem k relativné vysoké
nékladovosti embryotransferu jako celku.

IV. Popis uplatnéni metodiky

Metodika bude vhodnou pomtickou pro zemédélské podnikatele, konkrétné
chovatele dojného skotu, pro pracovniky ve $lechténi skotu a pro uplatnéni
progresivnich technologickych postupti v reprodukci skotu s cilem jejiho
zefektivnéni.

Predlozena publikace poskytne informace pracovnikim $lechtitelskych
organizaci, poradciim, chovatelim, pracovnikiim v Zivoc¢i$né vyrobé. Vysledky jsou
také vyuzitelné v procesu pritbézného vzdélavani a v pedagogické ¢innosti.
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V. Ekonomické aspekty

Podle zakona ¢. 110/1997 Sb., o potravinach a zakona ¢. 154/2000 Sb., o $lechténi,
plemenitbé a evidenci hospodarskych zvifat a o zméné nékterych souvisejicich
zékonti (plemenatsky zdkon), ve znéni pozdéjsich predpisii je CMSCH, a. s. pravnicka
osoba povéfend ministerstvem zemédélstvi k vykonu ¢innosti podle jednotlivych
bodt § 23c. Jmenovité podle odstavct 1 a 2 a §7 je povinna poskytovat chovatelim
a opravnénym osobam udaje, zpracovavat, zverejilovat a evidovat vysledky. V souladu
s doporu¢enim Rady vlddy pro vyzkum uvadime, ze CMSCH, a. s. nevytvati témito
¢innostmi zisk, ale poskytuje $iroké chovatelské verejnosti co nejobjektivnéjsi udaje
a vyhodnocenim celostatnich databazi vytvari podklady pro prokazani kvality
plemenarské prace chovatelii. Efektivni $lechténi zvifat je podminéno zvy$enim
genetického a nasledné ekonomického zisku a na druhé strané i asporou nékladt
chovatele, které vychdazi z vyuzivani kvalitniho plemenného materidlu. Pfinos
metodiky spoc¢iva v detailnim vyhodnoceni vztahu télesné kondice k vytéznosti
prenosuschopnych embryi, coz vyznamné ovliviwuje efektivitu vyuziti nakladd, které
s organizaci embryotransferu souviseji. Hlavnim cilem embryotransferu je produkovat
vice potomstva od vynikajicich rodicovskych parti a zkratit genera¢ni interval.
PrestoZe je obecné potencidl embrytransferu uznavan, podrobnym ekonomickym
hodnocenim se prozatim nikdo nezabyval. Pfipadny geneticky zisk lze odvodit
od rozdild primérné plemenné hodnoty zvifat do embryotransferu zatrazenych.
Vzhledem ke zvyseni genetického zisku je dosazeno nasledného ekonomického
pfinosu ze ziskaného plemenného materidlu i fenotypového projevu uzitkovych
vlastnosti. Podle Kvapilika et al. (2012) doslo v roce 2011 k zvy$eni primérné
dojivosti krav (fenotyp) o 224 litry mléka a 3,2 % (na 7 128 litrt). Konkrétni navy$eni
prameérné dojivosti samoziejmé zavisi na kvalité darkyn, resp. relaci jejich uzitkovych
vlastnosti vii¢i priméru stada ¢i populace. Uzivatelem dané metodiky mohou byt
chovatelské organizace a prostfednictvim nich véechny podniky a chovatelé zapojeni
do slechténi.

Pii vybéru darkyn dle doporucenych ukazatelti je mozné dosdhnout zvyseni
vytéznosti pfenosuschopnych embryi o 1,38 az 2,86, v procentickém vyjadfeni pak
0 51,5% az 70,4%. Uroveri nakladi na hormondlni piipravu darkyné zahrnujicich
cenu pripravkd i veterinarnich ukond, spotfebu insemina¢nich davek a materidlu
pottebného pro realizaci vyplachu, véetné jeho pracovni naro¢nosti se pohybuje
v rozpéti cca 7000 az 8000K¢ na 1 prenosuschopné embryo. Uvedené % zvyseni
vytéznosti embryi tak predstavuje prfimy ekonomicky potencidl definovaného
postupu vybéru vhodnych darkyn.
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