Ceska zemé&délska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra chovu hospodarskych zvirat

Fakulta agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdrojti

Vyuziti metody ovum-pick up v chovu dojnic

Bakalarska prace

Autor prace: Nikola MareSova
Obor studia: Chovatelstvi

Vedouci prace: doc. Ing. Ludék Stadnik, Ph.D.

© 2022 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou bakalarskou praci " Vyuziti metody ovum-pick up v chovu dojnic”
jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho bakalarské prace a s pouzitim odborné
literatury a dalSich informacnich zdroja, které jsou citovany v praci a uvedeny v seznamu
literatury na konci prace. Jako autorka uvedené bakalarské prace dale prohlasuji, ze jsem

v souvislosti s jejim vytvorenim neporusila autorska prava tretich osob.

V Praze dne 22.4.2022




Podékovani

Rada bych touto cestou podekovala doc. Ing. Lud’kovi Stadnikovi, Ph.D. za odborné

vedeni, za pomoc a rady pfi zpracovani této prace.



Vyuziti metody ovum-pick up v chovu dojnic

Souhrn

Bakalarska prace byla zpracovéana formou literarni reSerSe a jeji uvod byl vénovan
rozboru plemene holstynského skotu jakozto nejvyznamnéjsiho plemene dojného skotu. V dalsi
Casti byly charakterizovany zaklady biologie a fyziologie reprodukce krav, v¢etné faktoru ji
ovlivilyjicich a v€etné zminky o problémové reprodukci u vysokouzitkovych krav. Déle byly
popsany zakladni principy fizeni reprodukce a Slechténi dojného skotu. V zavéru prace byly
rozebrany vybrané biotechnologické metody vyuzivané v reprodukeci a §lechténi skotu. Byly to
uméla inseminace, synchronizace fije, embryotransfer a superovulace, produkce embryi
v podminkach in vitro (IVP) a nakonec transvaginalni aspirace oocytd neboli ovum-pick up
metoda (OPU). Cilem této bakalafské prace bylo tuto metodu charakterizovat, zpracovat
prehled o jejim vyuzivani a vypracovat také metodiku odbéru.

Ovum-pick up je neinvazivni a opakovatelna technika odbéru oocytu od zivych darcu.
Spolecné s IVP jde o velmi efektivni zpusob, jak vyuzit geneticky cenné jedince ke §lechténi.
Pfi rutinnim odbéru dvakrat tydné po dobu nékolika tydni az mésica lze ziskat az nékolik
desitek prenosuschopnych embryi. O jejim vyuziti a vyznamu sveéd¢i fakt, ze v roce 2020 bylo
metodou ovum-pick up odebrano celosvétove 4 120 754 oocytu, ze kterych se nasledné ziskalo
1 132 773 ptenosuchopnych embryi, coz je pies tfikrat vice nez zisk embryi ze systému MOET
— superoovulaci a embryotransferem. V podminkach Ceské republiky metoda oviem zatim
nebyla zavedena do praxe.

Klic¢ova slova: reproduk¢ni biotechnologie, holstynsky skot, slechténi, reprodukce, IVP,

embryotransfer



Utilisation of the ovum-pick up method in the dairy cattle
breeding

Summary

The bachelor thesis was written in the form of a literature search and its introduction was
devoted to the analysis of the Holstein breed as the most important breed of dairy cattle. In the
next part, the basic biology and physiology of reproduction of cows were characterized,
including the factors affecting it and including the mention of problematic reproduction in high
producing cows. Furthermore, the basic principles of reproduction management and breeding
of dairy cattle were described. Finally, selected biotechnological methods used in cattle
reproduction and breeding were discussed. These were artificial insemination, heat
synchronization, embryo transfer and superovulation, embryo production under in vitro
conditions (IVP) and finally transvaginal oocyte aspiration or ovum-pick up method (OPU).
The aim of this bachelor thesis was to characterize this method, to provide an overview of its
use and to develop a collection technique.

Ovum pick up is a non-invasive and repeatable technique for oocyte retrieval from live
donors. Together with IVP, it is a very efficient way to use genetically valuable individuals for
breeding. With routine collection twice a week for several weeks to months, up to several dozen
transferable embryos can be obtained. Its use and importance is evidenced by the fact that in
2020, 4 120 754 oocytes were collected worldwide by the ovum-pick up method, which
subsequently provided 1 132 773 transferable embryos, which is more than three times higher
than the embryo gain from the MOET system - superovulation and embryo transfer. However,
the method has not been put into practice in the Czech Republic for now.

Keywords: reproductive biotechnology, holstein cattle, breeding, reproduction, IVP,

embryotransfer
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1. Uvod

Reprodukce je klicova vlastnost jak pro chov skotu, kde hraje vyznamnou roli
pro produkci, tak v jeho Slechténi. Skute¢nost, ze skot je uniparni zvife a ma dlouhy generacni
interval (Stupka et al. 2013) je limitujicim faktorem pro rozsahlé Sifeni geneticky cennych
jedinca. Nejoptimalnéjsi pro zabezpeceni reprodukéniho procesu a plné vyuziti reprodukénich
schopnosti skotu je komplexné zpracovany systém fizené reprodukce vcetné Sirokého
vyuzivani biotechnickych metod reprodukce (Kudla¢ & Holy 1984). Aplikace biotechnologii
v oblasti reprodukce a §lechténi hospodaiskych zvitat pfinasi nové moznosti, jak zintenzivnit
selekéni tlak (Machatkova et al. 2021), zefektivnit vyuziti pohlavnich bun€k geneticky cennych
jedinca a urychlit geneticky zisk (Machatkova et al. 2016). V soucasnosti existuje né€kolik
biotechnologickych metod vyuzivanych v reprodukci, nékteré z nich jsou béznou soucasti
chovatelské praxe. Naptiklad umela inseminace se v soucasné dobé pouziva u vice nez 90 %
vSech pohlavné dospélych samic mlécného skotu v zemich s vyspélymi Slechtitelskymi
programy (Comizzoli et al. 2000; Comizzoli & Holt 2014). Metody jako jsou embryotransfer
¢i produkce embryi v podminkach in vitro (IVP) jsou vyuzivany ve Slechtitelskych stadech.
Odbér oocytu od zivych darkyn pomoci transvaginalni aspirace neboli ovum-pick up (OPU)
metody se v zahrani¢i stava rutinni soucasti plemenaiské prace. Galli et al. (2003) zmitiuje, ze
tato metoda je nejpruznéjsi a nejopakovatelnéjsi technika produkce embryi od zivych darkyn.



2. Cil prace

Cilem této bakalarské prace bylo pomoci literarniho prehledu charakterizovat metodu
ovum-pick up (OPU), zhodnotit jeji pfinos a zpracovat jeji metodiku. Dale pak vypracovat
prehled nékterych bézné€ vyuzivanych biotechnologickych metod ve Slechténi skotu a zhodnotit
vyznam téchto metod pro zvyseni kvality Slechténi na urovni stada a populace.



3. Literarni reSerse

3.1 Holstynsky skot

U pavodnich primitivnich plemen skotu staila produkce mléka pouze pro tele.
Dlouhodobym chovatelskym tusilim se podarilo prodlouzit laktaci krav a zvysit produkci mléka
tak, aby bylo k dispozici také jako potravina pro ¢lovéka. Modernéjsi postupy Slechtitelské
prace pak umoznily u jednotlivych plemen vyslechtit dokonalejsi zaméfeni a specializaci
na mléCnou uzitkovost. V soucasné dobé tak muzeme registrovat a rozdélovat plemena skotu
na mlé¢na, masna a plemena s kombinovanou uzitkovosti (Bouska et al. 2006). V evropskych
podminkach ma nejvétsi vyznam chov dojného skotu, protoze kolem 40 % z celkové spotieby
bilkovin potravin zivo€isného puvodu je zde lidskou populaci zkonzumovano v mléce a
mléénych produktech (Urban et al. 1997). Pro dobrou ekonomiku zemédélskych podnika je
dulezité dosazeni dobrych vysledki jak v mlécné uzitkovosti, tak také v reprodukci (Bezdicek
& Louda 2015). Proto nas nejvice z praktického i ekonomického hlediska zajima narozeni
telete, protoze az po oteleni dochazi k tvorbé mléka, které u dojnic ziskdvame dojenim. Mezi
nejvyznamnéj§i plemena patfi holstynsky skot, dale pak jersey, ayshire, brown swiss ¢i
montbeliarde (Stupka et al. 2013).

3.1.1.1  Vyznam plemene

Holstynsky skot je nejrozsifenéjsi sveétové plemeno, které odvozuje svij puvod
z populace Cernostrakatého skotu severozapadni Evropy. Toto vyznamné plemeno bylo
intenzivné Slechténo v podminkach Severni Ameriky na funkéni mlécny uzitkovy typ vétSiho
télesného ramce a uslechtilosti. Vzniklo tak plemeno, které nema v produkci mléka konkurenci.
Dalsi §lechténi tohoto plemene se stava celosvétovou zalezitosti (Bouska et al. 2006).

V soucasnosti je holStynské plemeno nejvice proslechténé mlééné plemeno a jeho
populace je nejpocetnéjsi z kulturnich plemen (Stupka et al. 2013). Zaroveii je to populace
s nejvétsi uzitkovosti, vyznamnou roli ma i pti zvelebovani mnoha mistnich plemen i pfi vzniku
plemen novych (Urban et al. 1997).

Holstynsko-friské plemeno ma bezesporu dominantni postaveni ve svétové populaci
dojného skotu, nebot se na ni podili vice nez jednou tfetinou. Celosvétova populace
hol§tynského plemene a holsStynizovaného Cernostrakatého skotu ptedstavuje celosvétove
70-80 milionu krav. D4 se predpokladat, ze expanze tohoto plemene bude nadale pokracovat
(Bouska et al. 2006). Holstynsky skot vCetné kiizenek je v souc¢asné dobé nejvice zastoupenou
plemennou skupinou dojeného skotu v Ceské republice s podilem 60 % z celkového stavu
dojenych krav. Koncem kontrolniho roku 2018 bylo v kontrole uzitkovosti evidovano celkem
207 998 krav holstynského skotu vCetné kiizenek z prevodného kfizeni (Svaz chovateld
holstynského skotu CR 2019).

V prabéhu uplynulych desetileti se holstynské plemeno stalo nejvyznamnéjs$im dojenym
plemenem skotu s jednostrannym zaméfenim na mlécnou produkci. Bezesporu se tak stalo diky
intenzivnimu Slechténi na mlécnou produkci, velmi dobré pfizplisobivosti k rozmanitym
podminkam chovu, zlepSovani podminek vnéjsiho prostiedi, pfedev§im vyzivy a celkového
managementu stad (Motycka et al. 2005).



3.1.1.2  Charakteristika

Jednd se o rané plemeno velkého té€lesného ramce. Télesny ramec je obdélnikovy
s hlubokym a prostornym hrudnikem, svalstvo je malo vyvinuté, koncetiny suché, vemeno
prostorné a silné zlaznaté. Zbarveni plemene hol§tyn se vyskytuje ve dvou variantach.
Dominantni varianta je Cernostrakaté zbarveni s Cernou hlavou a bilymi odznaky. Recesivni
homozygoti tvoii cca 3-10 % populace a maji Cervenostrakaté zbarveni (Stupka et al. 2013).
Pro tato zvifata se vzilo oznaCeni Cerveny hol§tynsky skot a v poslednich desetiletich jsou
vyuzivand k zuSlechtovani zejména strakatych kombinovanych plemen (Motycka 2005).
Zvitata jsou zivého temperamentu, jsou rand s dobrymi reprodukcnimi vlastnostmi a snadnym
telenim. Charakteristicka je velka kapacita téla, ktera umoziuje konzumaci velkého mnozstvi
objemnych krmiv a dobrou konverzi na produkci mléka. Zvifata maji vynikajici adaptabilitu
na podminky technizovanych staji v CR, jsou inteligentni, vynikaji mléénou produkci a snadno
se doji (Svaz chovatelt holstynského skotu CR 2019).

Vyska v ktizi je u dojnic tohoto plemene 145-153 cm a ziva hmotnost 650-700 kg (Stupka
et al. 2013). Sambraus (2006) uvadi, ze u dojnic se vyska v kohoutku pohybuje okolo 144-148
cm a vaha pak v rozmezi 650-700 kg. U byka je pak vyska v kohoutku 155-165 cm pfi vaze
1000-1200 kg.

3.1.1.3 Stav a vyvoj plemene

Cilem chovateld holstynského plemene v CR jsou zvifata s vysokou mléénou uzitkovosti
a dobrou urovni funkcnich vlastnosti jako je plodnost, zdravi a funk¢ni utvareni zevnéjsku.
Funk¢ni zevnéjSek je charakterizovan vhodnym utvarenim télesnych partii, zejména vemene
a koncetin, coz umoziiuje bezproblémovy chov zvifat v rozsifenych systémech technologie
ustgjeni a dojeni. Vyznamna je také produkce zivotaschopnych telat, odolnost proti mastitidam
a dalsim onemocnénim (Motycka et al 2005).

V souladu s predpoklady koncepce se vyvijela uzitkovost holstynskych krav. Primérna
uzitkovost holstynskych krav se zvysila, zastavil se pokles primérné tu¢nosti mléka a doslo
k mirnému zvyseni obsahu bilkovin. Mezidobi u ¢istokrevnych holstynskych krav s ukon¢enou
laktaci se zkratilo o nékolik dni. Pomérné ptiznivy vyvoj ma veék pfi prvnim oteleni, ktery se
pohybuje v hranicich obvyklych pro veétSinu zahrani¢nich populaci (Svaz chovatelt
holstynského skotu CR 2019). Vyvoj stavii a ukazateld vykonosti v CR je znazormnén v Tabulce
1, uzitkovost a pocty dojnic ve svétovych chovech jsou znazornény v Tabulce 2.
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Tabulka 1: Vyvoj ukazatelit vykonnosti holstynského skotu v CR od roku 1995

Ukazatel 1995 | 2000 | 2005 | 20100 | 2015 | 2020 | 300
P&éiﬁ;ﬁvszlz cheltc‘;e 227381 | 218657 | 228981 | 204347 | 212597 | 209 234 -18 147
Uzitkovost (kg) 4651 6490 | 7887 8785 9 546 10 226 +5 557
Tuénost (%) 4,26 4,13 3,86 3,74 3,78 3,90 0,36
Tuk (kg) 198 268 305 329 361 399 +201
Bilkoviny (%) 3,23 3,31 3,26 3,27 3,34 3,41 +0,18
Bilkoviny (kg) 150 215 257 288 319 349 +199
Vekpfiprvnimoteleni | 0,5 | 700 | 2701 | 2507 | 2504 24/17 411
(m¢ésic/dny)
Mezidobi (dny) 398 405 423 419 412 400 +2
Cel"iiv"t(“k"g‘;iitk"“’“ - - 24407 | 26560 | 28175 | 30324 | +5917%*
*holstynského skotu **y porovnani s rokem 2005
Upraveno podle: Svaz chovatel holstynského skotu CR (2020)
Tabulka 2: Vyvoj ukazateli vykonnosti hol§tynského skotu v zahranici
Pocet krav
Zemé “lf(‘)‘l‘;f;;asﬁtlf;‘“ MIéko |y e | Tu g | BlkOViny | Bilkoviny
skotu (kg) (%) (kg)
Belgie - 8459 401 340 3,36 285
Kanada 902 900* 10 939 4 435 3,26 359
Kolumbie 14 000 000 6790 3.8% 401% 3.0% 264
Chorvatsko 33 681% 8 342 4.1% 342% 3.4% 284
Diénsko 389 118* 9222 4,12 380 3,52 325
Finsko 141 072% 10 761 421 - 3,53 -
Francie 2192 594 8181 3,99 327 3,34 273
Némecko 2 190 603 9621 3,99 384 3,40 327
Mad’arsko - 10 448 3,66 382 3,33 348
Irsko 1571 199 6809 4,15 280 3,57 242
Ttilie 1 400 000* 10 382 3,79 394 3,35 348
Japonsko 831 200 9851 3,89 383 3,27 322
Litva 177 337 9679 4,28 414 3,39 328
Mexiko 1 305 000* 9431 3,41 322 3,18 300
Novy Zéland 1 609 346* 4492 4,47 199 3,77 169
Polsko 1 849 353+ 8943 3,97 355 3,33 298
Portugalsko 127 083 9948 3,74 371 3,31 329
Slovensko 68 662 9730 3,84 373 3,34 325
Spanélsko 795 000* 10 686 3,72 398 3,23 346
Svédsko 138 400* 10 787 4,14 447 3,51 379
Svycarsko** 135 000* 8817 4,03 355 3,27 288
Svycarsko*** 135 000* 9053 401 363 3,25 294
Nizozemsko 1178 882* 9563 4,29 410 3,52 337
Velk Britdnie 1 600 000* 10115 4,07 408 3,27 329
USA 8 030 000* 12 431 3,86 480 3,11 387
*odhadnuto  **dle Svycarské plemenné knithy ~ ***dle asociace Holstein Switzerland

Upraveno podle: World Holstein Friesian Federation (2021)
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3.1.1.4  Chovny cil a lechtitelska prace CR

Cilem Slechténi holstynského skotu zustava systematické zlepSovani celkové rentability
chovu v podminkach CR na zakladé genetického zlepSovani vlastnosti zvifat. Systematické
Slechténi a soucasné vytvareni vhodnych podminek chovu smétuje k ziskani bezproblémové
a rentabilni dojnice s dostateCnou vykonnosti a dlouhovékosti. Konkrétni pozadavky lze
vyjadfit nasledujicimi parametry (viz Tabulka 3) hlavnich ukazatelt s tim, Ze v jednotlivych
chovech se mohou odliSovat v souladu s jejich vyrobnimi podminkami a ekonomickymi
potfebami (Svaz chovateld holstynského skotu CR 2019).

Tabulka 3: Chovny cil ¢eského hol$tynského skotu

Ukazatel Prvotelky Dospélé kravy
Dojivost v normované laktaci 9 000 a vice kg 10 000 a vice kg
Obsah bilkovin 3,40 % a vice 3,40 % a vice
Tucnost 3,90 a vice 3,90 a vice
Primérny pocet ukoncenych laktaci - 3,5

Celozivotni uzitkovost 35 000 kg a vice

23 az 27 mésicu -

VEk pfri oteleni

Mezidobi do 400 dnu
Vyska v kiizi 145 - 149 cm 151 -155cm
Zuva hmotnost 580 - 600 kg 680 — 720 kg

Upraveno podle: Svaz chovatel hol3tynského skotu CR (2019)

Slechtitelsky program neni ale smérovan jen na fenotypovou uroveii produkce, ale
pfedevSim na genetické zlepSovani ekonomicky vyznamnych vlastnosti. V souladu
s celosvétovym vyvojem bylo Slechténi zaméfeno na souhrnny genotyp, tj. zlepSovani vice
znakl na zaklade souhrnného selekéniho indexu na ekonomické bazi. Souhrnny selekéni index
holstynského skotu SIH je hlavnim selekénim ukazatelem u byku i krav (Svaz chovatelti
holstynského skotu CR 2019).

3.2 Reprodukce v chovu dojnic

Reprodukce vyrazné ovliviiuyje ekonomiku chovu skotu (Urban et al. 1997). Jeji
ekonomicky vyznam spocivd v produkci telat a v hormonalni stimulaci navazujici laktace
(Burdych et al. 2004). Vynikajici reprodukéni vykonnost je rozhodujici pro rentabilitu chovu
dojného skotu (Kudlac & Holy 1984, Berry et al. 2014), proto musi byt uroven reprodukce
v poptedi zajmu kazdého chovatele (Urban et al. 1997).

Plodnost skotu je po mlééné uzitkovosti nejvyznamnéjsi uzitkovou vlastnosti. Za idealni
se povazuje ziskani jednoho zdravého telete od kravy za rok. Dobré plodnosti krav odpovidaji
délka inseminacniho intervalu do 75 dnt, bfezost po prvni inseminaci nad 50 %, inseminacni
index do 1,5, délka servis periody do 100 dnt a délka mezidobi do 385 dnu. Pii vysoké
uzitkovosti 1ze tolerovat prodlouzeni mezidobi na 400 dnti spolu s adekvatnim prodlouzenim
inseminacniho intervalu a servis periody (Bucek et al. 2020).

Podle Burdycha et al. (2004) je zakladnim ukazatelem dobré reprodukce stada stav, kdy
od jedné kravy dostaneme do roka jedno tele, kdy uzitkové plemenice daji za zivot 4-6 telat pfi
plnohodnotnych laktacich a kdy vyfazovani plemenic pro poruchy plodnosti neptfesahne 15 %
z celkového poctu brakovanych plemenic.
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Kontinualni a pravidelné probihajici pohlavni funkce a cely reprodukéni proces jsou
zékladem pro uplatnéni vSech uzitkovych vlastnosti a jejich plné vyuziti u plemenic.
Uvédomeéni si této skuteCnosti zakonit€ vyustuje v nutnost organizovat a pecCovat
o rozmnozovani na takové urovni a v takové intenzité, aby se reprodukce stala konstantnim
faktorem a zabezpecCovala planovanou produkci telat v kazdém zemédélském podniku a v celém
chovu skotu (Kudlac¢ & Holy 1984).

3.2.1 Zaklady biologie a fyziologie reprodukéni soustavy samic

Biologické zaklady uzitkovosti hospodarskych zvitat spocivaji v anatomické stavbé téla,
fyziologickych funkcich jednotlivych organovych soustav a dédiCnosti téchto vlastnosti.
Protoze veskera produkce hospodafskych zvifat je vazana na jejich reprodukci, je nutné tyto
zaklady zminit (Urban et al. 1997).

Samici pohlavni organy jsou specializovanym ustrojim téla, které svym morfologickym
utvarenim a funkci slouzi k uskutecriovani nejdualezitéjSich fazi reprodukce a ziskani potomstva
jako zékladniho predpokladu zachovani druhu. Vytvareji se v nich samici pohlavni buiky —
vajicka a steroidni pohlavni hormony (Dolezel et al. 1977).

K pohlavni dospélosti, tedy k zacatku produkce pohlavnich bunék, dochazi u jalovic
ve véku cca 9 mésict. Nastup pohlavni dospélosti je ovlivnén plemenem, hmotnosti, vyzivou
a dalSimi faktory. Jalovice v§ak zac¢indme zapoustét az po dosazeni tzv. chovatelské dospélosti,
kdy bfezost neznamena pro plemenici ani plod riziko. Obecnym predpokladem chovatelské
dospélosti je dosazeni 2/3 z zivé hmotnosti v dospélosti, rand plemena jako je holStynsky skot
tuto hmotnost dosahuji v 13-14 mésicich. Pfi prvnim oteleni by ziva hmotnost plemenice méla
predstavovat 3/4 zivé hmotnosti v dospélosti (Stupka et al. 2013).

Pohlavni Gstroji samic se déli na vnitini a vnéjsi. K vnitinim pohlavnim organiim patfi
parové pohlavni zlazy — vajecniky a véts§i ¢ast vyvodnych pohlavnich cest — dva vejcovody,
déloha a pochva. K vnéjs§im pohlavnim organiim patii poSevni piedsin a vulva (Dolezel et al.
1977), Marvan et al. (1992) pak zatazuje mezi vnéj§i pohlavni organy samic i pos§tévacek.

3.2.1.1  Pohlavni organy

Vajecnik je parova pohlavni zlaza samic, kde dochazi k tvorbé vajicek a pohlavnich
hormont, tedy estrogent a progesteronu. U kravy je malé velikosti, tvarem pfipominajici
$vestku. Hmotnost dosahuje az 20 grama (Jelinek et al. 2003). Povrchovou vrstvu vaje¢niku
tvoti vrstva korova, centralné je pak ulozena drefi, zakladem obou je vazivové stroma (Sova et
al 1981). Ve vazivovém stromatu kiry jsou rozmistény hlavni strukturalni soucasti vajecniku,
a to vajeCnikové vacky — folikuly. Zraly — tercialni neboli Graaftuv folikul predstavuje posledni
vyvojové stadium vajecnikového vacku. Vajecnik nema zadny zvlastni vyvod a vaje¢né buiky
se z n¢j na povrch uvolriuji prasknutim dozralého folikulu — ovulaci. U jednorodych zvitat, jako
je skot, dozrava a praska zpravidla jen jeden folikul (Marvan et al. 1992). Vyskyt dvojcat
u skotu je vétSinou podminén ovulaci dvou folikull, jednovajecna dvojc¢ata jsou velmi vzacna.
U dojnic se vyskyt dvojcat mize pohybovat mezi 3-6 %, trend vyskytu se statisticky zvysuje
(Smith 2011). Po ovulaci se na vajecniku v misté prasklého folikulu zacne vyvijet kompaktni
utvar s endokrinni funkci — zluté télisko, které produkuje progesteron. Pokud bylo vajicko
oplozeno a uhnizdi se v déloze, Zluté t€lisko se siln€ zvétuje a zhstava na vajeCniku témér
po celou dobu biezosti. Pokud nedojde k nidaci vajicka, zluté télisko zanika (Urban et al. 1997).
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Vejcovod je parova svalova a sliznicni trubicka tloust’ky stébla, u kravy dlouhd 20-30 cm
(Marvan et al. 1992). Vede od vaje¢niki do dé€loznich rohd, volny piedni konec je otevien
do bfisni dutiny a k vaje¢niku naléha rozsifenou ¢asti — nalevkou vejcovodu (Sova et al 1981).
Ta slouzi k zachyceni ovulované vaje¢né buiky a k jejimu premisténi do délohy (Marvan et al.
1992). V pocatecnim useku vejcovodu dochdzi k dozravani a naslednému oplozeni oocytu
(Jelinek et al. 2003).

Déloha je silnosténny duty organ, slouzici k vyvoji nového jedince z oplozeného vajicka
az do narozeni mladéte. Déloha hospodarskych zvirat se sklada ze tii zakladnich casti. Je to
kaudalné umistény délozni krcek, ktery dopiedu prechazi v dé€lozni télo, na které kranialné
navazuji dva délozni rohy (Marvan et al. 1992). Prezvykavci maji jednoduchou dvourohou
rozdelenou délohu, kterd ma jednotné télo rozdéleno prepazkou, zasahujici témér az ke krcku
(Sova et al 1981). Délozni rohy jsou u kravy v dospélosti dlouhé 35-45 cm, kaudalné na né
navazuje délozni télo, které je dlouhé jen 3 cm. Dé€lozni kréek spojuje délozni télo s pochvou.
Ma charakter tuhého valcovitého utvaru, je dlouhy 8-12 cm a jeho stfedem prochazi uzky kanal,
ktery se fyziologicky otvira pouze pii porodu a v obdobi fije (Marvan et al. 1992). Dé€lozni sténa
se sklada ze tfi vrstev, sliznice, svalové vrstvy a serozy. Sliznice obsahuje ¢etné tubulozni zlazy,
které u prezvykavci vytvari vyvysené hrbolky — karunkuly, v poctu 80-120, na které se
v biezosti prichycuji kotyledony placenty (Sova et al 1981). Primérna délka biezosti je
280-285 dni (Ball & Peters 2004).

Pochva jako vlastni kopula¢ni organ je ulozena v panvi. Vlastni pochvu a poSevni predsin
oddéluje panenska blana — hymen (Sova et al 1981), ta je vytvorena u mladych samic, které
jesté neparily, u starSich samic se nevyskytuje (Marvan et al. 1992). Na ventralni strané poSevni
predsing se nachazi také vyusténi mocové roury (Sova et al 1981).

Vulva je tvofena u samic domacich zvifat dvéma stydkymi pysky. V jejich ventralni
spojce je postévacek, coz je vyvojovy zbytek po zékladu samciho pyje (Sova et al 1981).

3.2.1.2  Pohlavni cyklus

Pohlavni funkce jsou fizeny jak nervové, tak hormonalné. Zakladem celého velmi
komplikovaného systému je hormonalni kaskdda na ose hypotalamus — hypofyza — gonady.
Tato kaskada predstavuje v podstaté uzavieny funkcni okruh, kde hypotalamus udava celé
soustave rytmus a usmeérnuje aktivitu hypofyzy. Hypofyza danou informaci zesiluje do podoby,
jakou jsou schopny zachytit pohlavni zlazy. Ty na tento podnét reaguji produkci ptislusného
steroidniho hormonu, ktery pusobi na pohlavni organy, nervovou aktivitu i celkovy
metabolismus organismu. Hladiny produktd gonad i hypofyzy registruje zpétné hypotalamus a
podle situace upravuje svou signalizaci smérem k hypofyze (Bouska et al. 2006). Hormonalni
kaskada je znazornéna na Obrazku 1.
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Obrazek 1: Schéma rizeni pohlavnich funkci
Zdroj: Riha et al. (1999)

Hypotalamus je soucasné vyznamna nervova struktura stfedniho mozku. Do sekrecni
aktivity hypotalamu se tedy promita i fada nervovych podnétt. Praveé pies hypotalamus dochazi
k utlumu pohlavnich funkei pfi hladovéni, bolesti, strachu, ¢i jinych formach stresu, uplatiiuji
se pres n¢j 1 pozitivni stimulace svételnym rezimem, flushingem nebo zarazenim plemenika
do skupiny plemenic. U samic hypotalamus fidi cely systém v pravidelnych cyklech.
Vysledkem jsou pravidelné se stfidajici zmény na pohlavnich organech a v sexualni aktivité
samice, oznacované jako pohlavni nebo téz fijovy cyklus (Bouska et al. 2006).

Obdobi mezi zacatkem jedné a zacatkem pfisti fije se nazyva estralni, nebo také pohlavni
cyklus. Kravy a jalovice jsou polyestricka zvifata (Louda et al. 2008), jeden estralni cyklus
u kravy trva v pruméru 21 dni (Jelinek et al. 2003). Cely estralni cyklus se podle zmén
na pohlavnich organech a zmén chovani v prubéhu pohlavniho cyklu déli na 4 obdobi (Louda
et al. 2008).

Proestrus (obdobi pred tiji) — Louda et al. (2008) zminuje, ze proestrus trva v primeéru
3 dny a to 18.-20. den cyklu. Marvan et al. (1992) souhlasi, ze tato faze trva zpravidla 3 dny,
ale podle n& zahrnuje 19.-21. cyklu. V této fazi zacCinaji pusobit estrogeny, které zpusobuji
zménu chovani kravy. Plemenice zacinad byt neklidnd, je pozorna, pokousi se skakat na jiné
kravy, snizuje se nadoj mléka. Vulva je zarudla a vytéka z ni cervikalni hlen (Stupka et al.
2013). Priznaky zménéného chovani kravy probihaji bez ochoty k pafeni. Je patrna zvySena
tonizace a kontrakce délohy (Louda et al. 2008).

Estrus (tije) — je doba ochoty k pafeni. Toto obdobi byva ozna¢ovano jako 0. den cyklu
a trva 12-36 hodin. Plemenice na sebe necha skakat ostatni kravy, z pohlavnich organt vytéka
sklovity hlen, jehoz taznost se prodluzuje. Kréek délozni se otevira, nastava reflex nehybnosti,
ktery trva 7-10 hodin (Louda et al. 2008). Zvite je neklidné, ztraci zajem o krmivo a odpocinek,
oCichava ostatni a zvySuje se jeho pohybova aktivita (Bouska et al. 2006). Nejdulezit€jsim
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jevem této faze je ovulace, k niz dochazi za 6-16 hodin po odeznéni zevnich pfiznaka fije.
(Marvan et al. 1992). Kudla¢ & Holy (1984) a Jelinek et al. (2003) se shoduji, ze k ovulaci
dochazi v priméru za 8 hodin po odeznéni piiznakt fije. Obdobi estru je optimalni dobou
pro provedeni inseminace a nejlepSich vysledkt se dosahuje, kdyz je plemenice inseminovana
ke konci tohoto obdobi. Plemenice s detekovanou fiji rano se zapoustéji tentyz den, zvifata
s detekovanou fiji odpoledne se inseminuji druhy den rano (Stupka et al. 2013). U skotu se
relativné Casto vyskytuje ticha fije, kdy vnéjsi pfiznaky estru nejsou vibec zaznamenany,
agkoliv cyklus ovarialnich a hormonalnich zmén normaln& probiha. Cetnost takovych piipadt
se zvySuje s nepiizni zivotnich podminek zvirat a nizkou kvalitou oSetfovatelské péce (Bouska
et al. 20006).

Metestrus (obdobi po fiji) — nasleduje po ovulaci od 1. do 4. dne cyklu (Louda et al.
2008). Marvan et al. (1992) uvadi, ze trva zpravidla 4 dny béhem 3.-6. dne cyklu. Béhem této
faze se zacina na vajeCniku vyvijet zluté télisko, které¢ produkuje progesteron. Postupné mizi
pfiznaky fije na pohlavnich organech, plemenice se uklidiiuje. U krav byva pozorovan krvavy
vytok 2 dny po skonceni fije (Louda et al. 2008).

Diestrus (obdobi pohlavniho klidu) — trva od 5. do 18. dne cyklu, pohlavni organy
i chovani plemenice jsou beze zmén (Louda et al. 2008). V pribéhu této faze se na vajecniku
zvétSuje zluté télisko, a to piiblizn€ do 12. dne cyklu (Marvan et al.1992). Pokud plemenice
zabftezla, zluté télisko pretrvava, perzistuje a zabrariuje nastupu nové fije. V pripadé, ze nedoslo
k zabtfeznuti, 14. — 15. den cyklu délozni sliznice zacina produkovat protoglandin F2a, ktery
svymi luteolytickymi ucinky navodi regresi zlutého téliska (Louda et al. 2008). Po diestru
nastupuje u polyestrickych zvirat znovu proestrus (Marvan et al.1992).

3.2.2 Faktory ovliviiujici reprodukci

Reprodukce patii mezi znaky, které jsou ovlivnény jak genetickymi vlivy, tak také vlivy
vnéjSiho prostiedi. Proto ji zafazujeme mezi kvantitativni znaky, které jsou typické také tim, ze
Slechténi v této oblasti je Casové mnohem narocnéjsi (Bezdicek & Louda 2015). Urcit presné
podil dédicnosti a zevniho prostfedi na formovani plodnosti je vSak velmi obtizné. Ukazuje se,
ze plodnost je predevsim ovliviiovana a nejméné z 80 % urCovana existencnimi podminkami
zvirat, tj. pfedev§im pasobenim faktord vnéjsiho prostredi (Kudlac et al. 1977).

Také podle Loudy et al. (20006) je plodnost jako uzitkova vlastnost s nizkym koeficientem
dédivosti nejvyraznéji ovliviiovana vnéjSim prostredim. Mezi nejzavaznéjsi faktory vnéjsiho
prostfedi ovliviiujici plodnost hospodarskych zvifat pocitame vyzivu, klimatické podminky,
zpusob chovu a exploatace zvifat, stafi, napadeni mikroorganismy nejriznéjsiho druhu,
organizace reprodukcniho procesu a jiné (Kudlac et al. 1977).

Velky vyznam otazce dédicnosti pfislusi v souvislosti s vyskytem nékterych dédi¢né
podminénych vyvojovych anomalii na pohlavnim ustroji samic, zptisobujicich subfertilitu nebo
uplnou sterilitu. Tyto poruchy jsou zpravidla podminény monogamné a pii nespravné
organizaci reprodukéniho procesu mohou svou frekvenci vazné€ ohrozovat celé chovy (Kudla¢
et al. 1977).
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3.2.3 Stav plodnosti

Vyskyt poruch plodnosti se v prub&hu poslednich 30 let postupné zvySuje, a to predevsim
u mlécnych krav v zavislosti na zvysSujici se uzitkovosti (Hofirek et al. 2009). To pfinasi
zvySené pozadavky pfedevsim na v€asny monitoring moznych reprodukénich a zdravotnich
problému (Bezdicek & Louda 2015). Na zakladé analyz rozsahlych datovych soubort lze
konstatovat, ze je zfejmy antagonisticky vztah mezi mléénou produkci a reprodukci u mlééného
skotu (Dematawewa & Berger 1998; Hansen 2000).

Podle Loudy et al. (20006) je rychly narast mlééné uzitkovosti u dojnych plemen skotu
v poslednich padesati letech jednim z hlavnich faktor ovliviiujici reprodukéni vykonnost krav.
Lze konstatovat, ze nedostatecné geneticky fixovana adaptace organizmu na vysokou mlécnou
uzitkovost a s tim spojenou metabolickou zat€z se projevuje u plemenic zhor§enim ukazatela
reprodukce a stupné zdravi.

Negativnimi trendy pii vzrastu dojivosti byly vyrazné zhorSeni reprodukénich ukazatelt
a zkraceni dlouhovékosti, coz ma nesporné negativni ekonomické dopady. Napftiklad
prodlouzeni servis periody o cirka 26 % z 99 dni (rok 1990) na 125 dni (rok 2003) a zkréaceni
produk¢niho veéku krav cirka o 33 % nezfidka pod dvé laktace (Hanus et al. 2006). Také podle
Rihy et al. (2000) pii zvy$ovani uzitkovosti dochazi Gasto ke snizovani schopnosti zvifat
k reprodukci. Poruchy v reprodukci se vétSinou neprojevi u vSech zvitat, ale u cca 10-15 %
stada. Sledovanim trend( zabfezavani krav ukazuje, ze v roce 1951 se bfezost po prvni
inseminaci podle fady autord pohybovala v priméru kolem 55-65 %. V souCasné dobé se
bfezost po prvni inseminaci po spontanni fiji pohybuje od 35-45 % (Louda et al. 2006).

Louda et al. (2006) dale zminuje, ze zakladnimi faktory ovliviiujici zabfezavani jsou
podle Weigla (2003) management a vnéjsi prostiedi, které se podili na zabfezavani az 96 %,
dale pak genetické predpoklady dojnice, které se podili na zabtezavani priblizné 3 %, a nejméné
se na zabfezavani podili plemenik, ktery prostiednictvim inseminacni davky ovliviiuje
zabfeznuti jednim procentem. ZhorSené ukazatele plodnosti negativné ovliviiuji ekonomické
ukazatele vyroby mléka a v chovech s neuspokojivou plodnosti z¢asti nebo zcela eliminuji
ekonomické ptinosy zvySovani uzitkovosti krav (Burdych et al. 2004).

3.3 Rizeni reprodukce a principy $lechtitelské prace

Soucasné poznatky o biologickych zakonitostech reprodukcnich funkci ukazuji, ze
nejoptimalnéj§i pro zabezpeCeni reprodukéniho procesu a plné vyuziti reprodukcnich
schopnosti skotu je komplexné zpracovany systém fizené reprodukce vcetné Sirokého
vyuzivani biotechnickych metod reprodukce. Jejich prostfednictvim jsou dany veskeré zaklady
k diislednému planovani, pravidelné realizaci a uc¢inné kontrole reproduk&niho procesu pii jeho
soucasné intenzifikaci (Kudla¢ & Holy 1984).

3.3.1 Zakladni principy Slechténi skotu
Slecht&nim skotu rozumime cilené zlep§ovani genofondu populace skotu u sledovanych
vlastnosti v pozadovaném smeéru. Toho je dosahovano zamérym vybérem jedinci vhodného
genetického zalozeni pro dané vlastnosti do dalsi generace (Skladanka et al. 2014). Cilem
Slechténi je zadouci zména genetického zalozeni piisluSnych vlastnosti zvifat, které souvisi
s ekonomikou jejich chovu (Stupka et al. 2013). Slechténi je ekonomicky velmi efektivni
¢innost, ktera ovliviiuje ekonomiku chovu hospodarskych zvitat na celostatni tirovni. Podstatou
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Slechténi je dosahovani genetického zisku, ktery se kumuluje ve sledu generaci a pretrvava do
budoucna. Slechténi je nepfetrzity proces, ktery je v zavislosti na novych poznatcich védy
a meénicich se podminkach chovu pribézné upresnovan (Piibyl 1997).

Zakladni principy plemenaiské prace v Ceské republice jsou upraveny zakonem
€. 154/2000 sb., neboli plemenaisky zadkonem a provadécimi vyhlaSkami. Primarni
zodpovédnost za Slechténi daného plemene nesou dle zakona uznana chovatelska sdruzeni, tzv.
svazy chovatelt, které vedou plemenné knihy a urcuji zakladni pravidla realizace pfislusného
Slechtitelského programu (Stupka et al. 2013).

Zakladem Slechténi je pak selekce, tedy vybér zvirat, které co nejvice odpovidaji
stanovenému chovnému cili (Stupka et al. 2013), Bouska et al. (2006) ale uvadi, ze zakladem
Slechténi je genetické hodnoceni zvitat. Pribyl (1997) zmitiuje, ze odhad plemenné hodnoty
v navaznosti na kontrolu uzitkovosti je zdkladem pro vybér do plemenitby, a tedy soucasné
1 zakladem Slechténi hospodarskych zvirat. Na zaklad¢ selekce zvirat je dosahovan geneticky
zisk.

3.3.1.1 Genetické hodnoceni zvirat
Plemenna hodnota

Podle Pfibyla (1997) je plemenna hodnota zékladem Slechténi hospodaiskych zvifat.
Pojmem plemenna hodnota se rozumi odhad genetického zalozeni jedince pro odchylku
v uzitkové vlastnosti od pruméru vrstevniku. Jedna se o odhad, pfestoze se vyuziva soudobé
nejlepsi dostupné techniky jak laboratorni, tak vypocetni, nebot’ nikdy neni Uplna jistota
spravného verdiktu (Pfibyl 1997). Skutecnou genetickou hodnotu zvifete pro uzitkovou
vlastnost totiz zjistit nelze, odhadnout vSak lze genetickym zalozenim plsobeny rozdil
v uzitkovosti u jedinci ve srovnatelnych chovatelskych podminkach. Tento rozdil je
vyjadfovan praveé plemennou hodnotou (Bouska et al. 2006).

Plemenna hodnota je tedy relativni ¢islo neboli odchylka, ktera se vztahuje pouze k t€m
vrstevnikiim a k té populaci, ve kterém byla odhadnuta. Pfi odhadu plemenné hodnoty se
vychazi z testace a kontroly uzitkovosti. Jedinec je porovnavan ke stejné€ starym vrstevnikim
chovanych ve stejnych podminkéach (Ptibyl 1997). Na projevu uzitkovosti se nejvice podili asi
ze 60 % systematické Cinitele chovatelského prostiedi, dale 30 % nahodné prostiedi a na
aditivné-genetické zalozeni zbyva pfiblizné 10 %. Odhad PH proto spociva piedev§im
v ,,0Cisténi“ tdaju kontroly uzitkovosti od vlivi prostiedi (Bouska et al. 2006). Cilem je
odhadnout rozdily v genetickém zalozeni jedinct co nejpiesnéji.

Na zaklad€ rozdilu uzitkovosti od pruméru uzitkovosti vrstevnika (D) 1ze PH zjednodusené
stanovit podle:

PH=b.D,
kde: PH — plemenna hodnota jedince
D — rozdil uzitkovosti od vrstevnikt
b — (regresni) koeficient pro piepocet odchylky uzitkovosti na plemennou hodnotu.

Pomoci regresniho koeficientu je rozdil uzitkovosti pfepocten na genetickou hodnotu.
Hodnota regresniho koeficientu se odviji od poctu naméfenych uzitkovosti, na poctu vrstevnika
a dédivost dané vlastnosti (Pfibyl 1997). Tento zpusob stanoveni PH je ale v praxi tézko
proveditelny, nebot’ na uzitkovost soubézné pasobi velky pocet Ciniteld. V poslednich letech se
stala standardem metoda ,,BLUP* a jeji forma ,,individualni model jedince (animal model).
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Tato metoda vede k feSeni velkych soustav rovnic, pomoci kterych je pfi odhadu plemenné
hodnoty zohlednén vliv chovatelského prostredi a soucasné jsou vyuzity veskeré piibuzenské
vztahy mezi zvitaty. To vyznamné upfesiiuje odhad PH, coz se projevuje v zefektivnéni celého
procesu Slechténi. Lze takto stanovit PH vSech zvifat bez ohledu na vek, tfeba 1 praveé
narozenych (Ptibyl 1997).

Jiz od roku 1997 jsou v na$i republice pocitany plemenné hodnoty znakd mlécné
uzitkovosti za pouziti animal modelu, tedy modelu, ktery do vypoc¢tu zahrnuje jak vysledek
porovnani rozdili mezi jedinci, tak také zohledriuje i vliv pfibuznych, jak predka, tak potomka
(Lorenc 2002). Prednost animal modelu spociva v tom, ze je mozno odhadnout plemennou
hodnotu jedinci na zakladé informaci o uzitkovosti jejich rodi¢i. Animal model se stal
nejucinnéj§im nastrojem k odhadu PH (Jakubec et al. 1999). V soucasné dob¢ je vétSina
narodnich odhadii plemennych hodnot v chovatelskych zemich pro rizna hospodaiska zvirata
zalozena na tomto modelu (Skladanka et al. 2014).

Selekéni index

Selek¢éni index slucuje jednotlivé plemenné hodnoty do souhrnného ukazatele.
Do selek¢niho indexu jsou kombinovany plemenné hodnoty takovym zplisobem, aby byl co
nejpresné€ji predpoveézen souhrn genetickych hodnot jedince. Tato hodnota byva vyjadiena
ve finan¢nich pfinosech pro chovatele (Bouska et al. 2006). Selek¢ni index shrnuje vice
selektovanych vlastnosti do jednoho Ccisla (Jakubec et al. 2010), vyjadifuje souhrnnou
chovatelskou hodnotu zvifat, kde plemenna hodnota pro kazdou vlastnost je nasobena
ekonomickou hodnotou této vlastnosti. Tim je vyjadienai ekonomicka vyhodnost pro chovatele
(Piibyl 1997).

V chovu dojnic doslo k odklonu od jednostranného Slechténi na mlécnou produkci
a soucasnym cilem je vyvazené Slechténi a celkovy geneticky zisk. K dosazeni tohoto cile se
vyuziva selekéni index. Souhrnny selekéni index pro holStynsky skot byl zaveden do rutinni
praxe v roce 2004 pod nazvem index SIH (Motycka et al. 2005). Souhrnny selek¢ni index STH
je zalozen na ekonomické bazi a je sestaven tak, aby pln€ vyhovoval ceskym podminkam a byl
tak vhodnym nastrojem pro Slechténi holstynského skotu. Proto je dle potieby zdokonalovan
a upravovan podle aktualnich doporuceni. V roce 2020 doslo k mirné upravé vah produkénich
znakd STH (Svaz chovateld holstynského skotu CR 2020). Aktualni hodnota SIH je znazornéna
na Obrazku 2.
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SIH
Produkce 49 %, Exteriér 24%, Funkcni znaky 27%
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% bilkovin, 5,5%
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Obrazek 2: Souhrnny selekéni index hol$tynského skotu
Zdroj: https://www.holstein.cz/cz/slechteni#slozeni-sih

SB, 7%

Genomické hodnoceni
V soucasné dobé dochdzi k mohutnému rozvoji molekularni genetiky a jejimu

konkrétnimu uplatnéni ve Slechtitelské praci. V chovu skotu tak mizeme pozorovat uplatnéni
napfiklad genomické selekce, ktera umoziuje uplatnéni pozitivnich gent, a tak zintenzivnéni
selekce v raném veku (Jakubec et al. 2010). Genomicka selekce predstavuje zasadni pokrok ve
Slechténi skotu (Skladanka et al. 2014). Je to metoda, ktera kombinuje informace z tradi¢nich
plemennych hodnot s informacemi zjis§ténymi z DNA (Ondrakova 2015). V kazdém pfipadé je
uziteCnym nastrojem ve §lechténi zvifat, ktery je ale potfeba vyuzivat se znalosti jeho prednosti,
ale 1 omezeni. Dokéaze zptesnit rodokmenovou hodnotu mladych zvifat jiz v jejich velmi raném
véku a tedy diive, nez dochazi k vybéru do plemenitby (Ondrakova 2015).

Genomicka selekce je zalozena na odhadu plemennych hodnot, které byly ziskany
s vyuzitim genotypovani celého genomu zvirat (Skladanka et al. 2014). Pii genomickém
hodnoceni se vyuziva bodovych mutaci tkz. SNP (Single nukleotide polymorphism), neboli
jednonukleotidovych polymorfismt v genomu skotu. U té€ch se mizeme pokusit stanovit jejich
rozdilny vliv a tim odlisit genetickou hodnotu jednotlivych zvitat. Téchto bodovych mutaci se
v DNA nachéazi velké mnozstvi, hovoii se asi o 25-30 milionech SNP v genomu skotu
(Ondrakova 2015). Jednotlivé SNP se genotypizuji, jejich efekty jsou odhadovany v modelu
a vysledna plemenna hodnota jedince je ziskana souctem jednotlivych efektt (Skladanka et al.
2014).

Jedna z nejvétSich vyhod genomické selekce je, ze dokaze odhadnout plemenou hodnotu
u praveé narozenych telat, nebo dokonce i u embryi (Niemann & Seamark 2018). Pti vyuziti
genomické plemenné hodnoty je mozné znacné zredukovat generacni interval (Skladanka et al.
2014). Genomika dava selekci nové moznosti. Vypoctené genomické plemenné hodnoty slouzi
k rané selekci jalovic a vybéru zvifat pro dalsi chov. Chov holstynského skotu se tak dostava
na vys$i genetickou uroven v pomérneé kratkém ¢ase a generacni interval se vyrazné zkracuje.
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Genomicka selekce umoziuje nejen zvysSeni parametrt uzitkovosti, ale 1 zlepSeni exteriéru
a zdravotnich ukazatela zvirat a stada (Jelinkova 2021).

Od zavedeni genomiky se geneticky zisk v holStynské populaci vice nez zdvojnasobil.
Genomika pomohla zpfesnit selekci, zvysSit jeji intenzitu pii zachovani variability a zkratila
generaéni interval (Svaz chovateld holstynského skotu CR 2017). Porovnani genomickych
plemennych hodnot a uzitkovosti za laktaci nabizi Obrazek 3.

Porovnani GPH a uzitkovosti za laktaci (305 dni)
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Obrazek 3: Porovnani genomickych plemenych hodnot a uzitkovosti za laktaci
Zdroj: Jelinkova (2021)

Nevyhodou vyuziti genomické selekce muze byt zvySeni inbreedingu. V populaci
holstynskych krav se zavedenim genomické selekce zvySil inbreeding na trojnasobek.
Konkrétné z 0,10 % rocné pied zavedeni genomizace v letech 2003 az 2008, azna 0,31 % ro¢né
v letech 2013 az 2018 po zavedeni genomického hodnoceni (Hoskova et al. 2020). S pfichodem
genomické selekce doslo k rapidnimu meziro¢nimu nartstu koeficintu pfibuznosti, v Severni
Americe 0 0,33 % a celosvétove 0,36 %. Genomicka selekce totiz pfinasi intenzivni vyuzivani
top genomickych byka a kratsi genera¢ni interval, coz piispiva ke kazdorocnimu zvySovani
koeficintu ptibuznosti v populaci (Ondrakova 2015).

Na druhou stranu piidani vétSiho poCtu genotypovanych krav do referenc¢nich populaci
mlécného skotu ma potencial zvysit geneticky zisk a snizit pfibuzenskou plemenitbu bez ohledu
na velikost referenéni populace (Thomasen et al. 2020). Vyuziti genomickych informaci
k fizeni populace je pro chovatele dojnic velkou pfilezitosti, jak urychlit genetické zlepSovani
a minimalizovat dopady spojené se zvysenou urovni piibuzenské plemenitby (Howard et al.
2017).

3.3.1.2  Selekce
Ve Slechténi je selekce klicovym nastrojem (Jakubec et al. 2010). Selekci jsou do
plemenitby zafazeni pouze jedinci s vysokou plemennou hodnotou, ktefi ve sledovanych
vlastnostech vysoce pievysuji své vrstevniky (Piibyl 1997). Selekci jedinci pro dalsi
plemenitbu nemizeme provadét piimo na zakladé fenotypu, ktery je zjiStovan kontrolou
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uzitkovosti, ale na zakladé deédicného zalozeni jedince, které je definovano plemennou
hodnotou (Jakubec et al. 1999).

Utinnost selekce, ktera se zpravidla méii dosazenym genetickym ziskem, zavisi na
intenzité selekce a na jeji presnosti. U skotu se intenzita selekce lisi podle kategorie rodica,
které se déli na otce plemennych bykd, matky plemennych bykua, otce krav a matky krav.
Nejveétsi intenzita selekce je mozna u nejméné pocetné kategorie, tedy u otcti plemennych bykt
a nejmensi u nejpocetnési kategorie, tedy matek krav — dojnic (Stupka et al. 2013). Vyznam
jednotlivych tuseku selekce zavisi na vysi plemenné hodnoty a délce generacniho intervalu
piislugného tseku. S tim souvisi i vhodnost investic do jednotlivych usekd selekce. Usek
prenosu gent od matek na dcery ma téméf zanedbatelny vliv na zuSlechtovani stad a plemene.
Nejvétsi podil zlepSovani je pres plemeniky (Bouska et al. 2000), viz. Tabulka 4.

Tabulka 4: Vyznam tseku selekce vyjadieny v procentech

(%)
Otcové plemeniku 39
Otcové dcer 26
Matky plemeniku 32
Matky dcer 3

Zdroj: Bousek et al. (2006)

Rodice plemenikd, tedy matky a otcové bykt musi spliiovat piisna kritéria vybéru, a proto
by mély patfit mezi 1-2 % nejlépe ohodnocenych rodi¢t umisténych podle PH na vrcholu
zebticku (Pribyl 1997).

Selekce otcu plemeniku

Presnost odhadu PH je u nich vysoka, takze pfesnost selekce je rovnéz velmi vysoka.
Intenzita selekce je velmi vysoka, nebot’ pro produkei synti jsou vyuzivani pouze celosvétove
nejlepsi plemenici daného plemene (Urban et al. 1997). K produkci syni by méli byt vyuziti
byci ze skupiny nejlepsiho 1 % z hodnocenych populaci. Pii vybéru otci byku je nutné
zohlednit zjisténé nositelstvi nezadoucich gent nebo sledovanych dédicnych vad (Svaz
chovateld holstynského skotu CR 2019).

Selekce matek plemeniku
Presnost selekce je pomérné vysoka. Intenzita selekce je velmi vysoka, protoze je

vyuzivano 1-3 % nejlepSich plemenic v populaci, a jsou vyuzivana selek¢ni kritéria
zohledriujici vice vlastnosti (Urban et al. 1997). Napriklad u domaci populace holstynského
skotu je zakladni selekCni kritérium pro vybér matek plemeniki selek¢éni index SIH
a genomicky selek¢ni index gSIH. Na skladbé matek bykt se podileji vSechny dostupné zdroje
— domaci populace jalovic a krav, jalovice a kravy narozené z dovezenych embryi z prednich
zahrani¢nich holStynskych populaci a jejich dcery, pfip. vnucky. Na produkci by¢ka pro
plemenitbu se budou i nadéale podilet plemenice narozené z importovanych embryi (Svaz
chovatelt holstynského skotu CR 2019). Matky plemeniki je vhodné zapustit $pi¢kovym
komplexné provéfenym plemenikem, svysokou PH ve vSech sledovanych vlastnostech
a vysokou spolehlivosti. Je zde velka pravdépodobnost, Ze potomstvo takto vybranych rodicu
bude opét velmi kvalitni (Ptibyl 1997).
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Dalsi dvé kategorie, tedy selekce otcti a matek dcer, jiz v daleko vétsi mife ovliviuji
jednotlivi chovatelé daného plemene (Urban et al. 1997). Slechtitelské chovy bez navaznosti na
chovy uzitkové, které od nich odebiraji geneticky material nemaji opodstatnéni (Ptibyl 1997).

Pienos selektovanych znakiu — dédicnost, dédivost a korelace

Pfi vybéru konkrétnich selek¢nich znakt je nutné brat v potaz stanoveny chovny cil.
Selektované znaky musi mit dostatecné vysokou dédi¢nost, tim 1ze ocekavat uspokojivou miru
selek¢éniho efektu (Urban et al. 1997). VétSina hospodaisky dualezitych vlastnosti je ovlivnéna
velkym poctem gent malého ucinku, jejichz poCet nezname a nevime, kde jsou presné€ na
chromozomech umistény, jejich pusobeni na uzitkovost se s¢ita (Bouska et al. 2006). Mira
genetického zlepSeni je rozhodujici mérou zavisla na podilu aditivniho pisobeni genti na
celkové promeénlivosti znaku a charakterizuje miru dédivosti dané vlastnosti (Motycka et al.
2005). Rozmezi nejéastéji publikovanych hodnot koeficient(i heritability (h?) u holstynského
skotu uvadi Tabulka 5.

Tabulka 5: Koeficinety heritability vybranych znaku u holStynského skotu

Znak h? Znak h?
Dojivost 0,2-0,3 | Hmotnost krav v dospélosti | 0,4-0,6
Produkce tuku 0,2-0,3 | Vyska v kohoutku 0,4-0,6
Produkce bilkovin 0,2-0,3 | Brezost 0,0-0,1
Procento tuku 0,5-0,6 | Zabfezavani 0,0-0,1
Procento bilkovin 0,5-0,6 | Délka mezidobi 0,0-0,2
Perzistence laktace 0,2-0,5 | Délka zivota 0,1-0,3
Dojivost na vrcholu laktace | 0,2-0,4 | Konverze krmiv 0,3-0,4
Dojitelnost 0,3-0,6 | Odolnost proti mastitidam 0,2-0,3
Délka biezosti 0,3-0,5 | Celkovy zevnéjSek 0,1-0,3
Porodni hmotnost telat 0,3-0,5 | Obsah somatickych bun¢k 0,1-0,2
Dlouhovykonnost 0,2-0,3 | Obtiznost porodu 0,0-0,1

Zdroj: Motycka et al. (2005)

Dalsi zasadou je zvazeni genetickych korelaci mezi vlastnostmi, na které chceme zvirata
selektovat. Selekce jedné vlastnosti muze ovliviiovat selekci jiného znaku. Bud dojde
k pozitivni nebo negativni reakci. Posledni zasadou §lechténi je vybér pouze nejnutnéjsich
selektovanych znakt, protoze se zvySujicim se poctem selektovanych znakt se odezva selekce
snizuje (Urban 1997). Vybér zvifat podle ur¢itého znaku se neprojevuje pouze zmeénou tohoto
znaku, ale 1 zménou dalSich vlastnosti, které jsou se znakem ve vztahu, tzn. existuje mezi nimi
geneticka zavislost neboli korelace, ktera miize mit kladnou nebo zapornou hodnotu.

O zarazeni znaku jako selekcniho kritéria v ramci piislu§ného Slechtitelského programu
vSak nerozhoduji pouze hodnoty genetickych parametrd, ale také moznost a nakladnost
sledovani a hodnoceni znaku a jeho ekonomicka hodnota nebo vztah k ekonomice chovu
(Motycka et al. 2005).
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3.3.2 Rizeni reprodukce v chovatelskych stadech

Rizenou reprodukci skotu se rozumi systematicka kontrola a ovliviiovani pohlavnich funkci
jalovic a krav v pozitivnim slova smyslu a zaméfeni na rychlou, kontinualni a potfebam vyroby
odpovidajici produkci zdravych telat (Kudlag & Holy 1984). Rizeni stada pak piedstavuje
soubor opatieni, procesti a rozhodnuti, ktera vytvareji podminky chovu a produkce zvirat.
V sirsim slova smyslu se za soucast fizeni stada poklada i sSlechtitelska prace ve stade.

Slechténi stada pak sleduje zlepSovani genetického zalozeni zvifat z hlediska jejich
produk¢nich a funkénich vlastnosti, které pifimo nebo nepfimo souvisi s ekonomikou chovu.
Cilem S$lechtitelské prace ve stadé dojnic je dosazeni co nejvyssi efektivnosti chovu
prostfednictvim zlepSovani plemenné hodnoty chovanych zvifat pomoci selekce a kombinace
rodicu dalSich generaci potomka, predevsim jalovic pro obmeénu stada nebo nakupem chovnych
zvitat nebo zarodkt (Bouska et al. 20006).

Je nutné si uvédomit, ze pro dobré chovatele skotu existuje pouze jedina cesta
zabezpecujici prosperitu, a to neustalé zlepSovani genetického potencialu stad a jeho racionalni
vyuzivani (Urban et al. 1997). Vramci chovu hospodarskych zvifat je pro chovatele
nejefektivnéjsi §lechtitelska prace, nebot jeji jak kratkodoby, tak dlouhodoby efekt je
ekonomicky mnohem vyhodnéjsi nez vlastni produkce. Jednotlivy chovatel ovliviiuje §lechténi
predevsim nakupem chovnych zvifat a vybérem plemenika pro své stado (Pibyl 1997).

3.3.2.1  Selekce ve stadé
Cilem selekce je vybeér nejvhodnéjsich zvitat k reprodukci stada z hlediska dosazeni co
nejvétsiho genetického zisku ve sméru k chovnému cili s co nejmensimi naklady, jednoduse
feCeno, co nejvetsiho ekonomického efektu (Bouska et al. 2006). Selekcni program predstavuje
soubor organizacnich opatieni, kterd prostfednictvim fizené plemenitby zajist'uji zvySovani
genetické urovné chovaného plemene. Vychozim bodem je stanoveni selek¢niho cile, aby byl
v souladu s ekonomickymi potiebami chovatelt (Ptibyl 1997).

V souladu s chovnym cilem si chovatel s ohledem ke kvalité stada stanovi selekcni
kritéria, podle nichz bude vybirat byky a plemenice pro reprodukci. Jako selekéni kritérium
muize byt zvolen jeden nebo vice znakd. V souvislosti se snizovanim ucinnosti selekce
s rostoucim poctem znaku je nejvhodnéjsi pouziti souhrnného selekéniho indexu (Bouska et al.
2006).

Mira genetického zlepSeni stada je pfimo umérna intenzité a presnosti selekce uplatnéné
predevsim pii vybéru bykil pro inseminaci chovanych plemenic a nepfimo tumeérna délce
generacniho intervalu (Bouska et al. 2006). Genetického zlepSeni stada mizeme dosahnout
vhodnym vybérem krav a bykt (Lorenc 2002). Na vybrané plemenice se urci vhodni plemenici
a pro stado se pfipravi tzv. pfipafovaci plan (Stupka et al. 2013).

Selekce byku dcer

Cesta genetického zlepSeni pomoci selekce bykt je vyznamnéjsi, rychlejsi a efektivnéjsi,
protoze technologie zmrazovani a uchovavani inseminacnich davek spolu s technologii umélé
inseminace a pokrocilymi metodami kontroly deédi¢nosti umoziuji vyvijet enormni tlak
na zvySovani genetického zisku a vyuzivani téch nejlepsich plemenika (Lorenc 2002).

Vlastni vybér plemenikli k inseminaci plemenic ve stadé se fidi zvolenym cilem
na zaklad¢ analyzy stada a podle zaméteni chovu. K omezeni nezadouciho ptusobeni inbreedni
deprese je nutné pii vybéru rodiCovskych pard zohlednit koeficient pfibuznosti
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u predpokladaného potomstva, ktery by nemél prekroc€it 12,5 % (Svaz chovateld holstynského
skotu CR 2019).

Pti Slechténi stada je vybér plemenikii rozhodujicim faktorem pro zajisténi potiebného
genetického pokroku. Zde rozhodujeme v nejvyssi mife o budouci genetické urovni stada, tedy
o vlastni vysi realizovaného selek¢éniho zisku ve stadé (Urban et al. 1997).

Selekce matek dcer
Vzhledem k tomu, e dojnice zistavaji v CR ve stadé v praimé&ru necelé tii laktace, lze pii

uspésnosti odchovu 80 % ziskat za zivot kravy maximalné jednu otelenou jalovici. Ta ma ale
od své matky jen 50 % gent a do naslednych generaci se podily pfedavanych gena stale puli
(Bousek et al. 20006). Proto je vysledny efekt selekce na tomto useku nejnizsi (Bousek et al.
2006; Svaz chovatel holstynského skotu CR 2019).

I prestoze vyznam selekce na tomto useku je nizky, chovatel by mél znat kravy, které pati
mezi nejlepsich 5 % krav ve stadé (Lorenc 2002).

3.3.2.2  Obrat stada

Zakladni stado krav je kazdorocné obnovovano, to znamena dopliiovano o vysokobftezi
jalovice, které nahradi vytazené dojnice (Stupka et al. 2013). Podle Bouska et al. (2006) je
odchov jalovic od krav zakladniho stdda rozhodujicim nastrojem reprodukce stada. Tato
potieba obnova stada je dana tim, ze skot je uniparni a méa dlouhy generacni interval (Stupka et
al. 2013).

Dobre fungujici obrat stada zabezpeci po cely rok pravidelny piisun dostatku jalovic,
takze si chovatel bude moci dovolit vyfazovat plemenice i z jinych divodi nez z divodu
zdravotnich (Lorenc 2002). K zabezpeCeni reprodukce stada je tfeba dostateCny pocet
narozenych telat, tj. ve stadé musi byt dostateCna natalita (Stupka et al. 2013).

Pii zabezpeCovani obratu zékladniho stada je vyznamna intenzita obratu, tedy
procenticky podil vyfazovanych krav. V jednotlivych podnicich je velice rozdilny a v dojenych
stadech se pohybuje v Sirokém rozpéti asi 18 % az 40 %. Za intenzivni obrat zakladniho stada
lze povazovat obmeénu stada okolo 35 %. Mezi vyhody takového obratu lze oznacit rychlejsi
zvySovani genetického zakladu ve stadé pro pozadovanou produkci. Soucasné je nutno
poukéazat i na nedostatky intenzivniho obratu stada. Snizuje se dlouhovekost stad a nevyhodou
jsou také vysoké odpisy na obnovu zékladniho stada, protoze naklady na odchov jalovice
od narozeni az do prvniho oteleni jsou prevedeny do kategorie dojnic. Pti zkraceni doby chovu,
tedy i nizsi celozivotni uzitkovosti, je krava zatizena stejnym nakladem na odchov jalovice,
jako krava dlouhoveka, s vysokou celozivotni uzitkovosti a tim je vy§sim podilem zatizen také
kazdy litr vyprodukovaného mléka (Stupka et al. 2013).

3.3.3 Vyvoj slechténi skotu

Slecht&ni skotu, jeho G&innost i zam&feni byly béhem predchoziho pulstoleti ovlivnény
predev§im rutinnim rozSifenim biotechnickych metod a aplikaci statisticko-matematickych
metod pifi odhadu plemennych hodnot zvifat na zakladé udaju od velkého poCtu potomstva
hodnocenych zvirat.

Jednozna¢én€ nejvyznamnéjsi bylo rozSifeni umélé inseminace, které kromé omezeni
pfenosu chorob umoznilo nesrovnatelné vysS$i intenzitu selekce a zpresnéni genetického
hodnoceni na zakladé provéfovani bykd podle potomstva. Vyznamnou roli sehrava také
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od 70. let minulého stoleti rutinné vyuzivana superovulace a prenos embryi. Technologie
MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer) ptispéla predevsim ke zkraceni genera¢niho
intervalu a zpfesnéni selekce na zakladé vétsiho poctu potomku krav.

Schémata tzv. nukleovych stad s juvenilni nebo adultni variantou podle véku zvitfat
pii selekci a véku plemenic pii ziskavani a prenosu jejich zarodka, piinesla fadu §pickovych
plemenika a potencialnich matek byka a jsou dosud predevs§im v oteviené formé vyuzivana
jako soucast uspésnych Slechtitelskych programu. Vyssi efektivnost Slechténi 1ze také ocekavat
od dalsiho rozvoje biotechnickych a molekularné genetickych metod (Motycka et al. 2005).

3.4 Biotechnologické metody v chovu skotu

Asistovana reprodukce neboli biotechnologie reprodukce predstavuje ovliviiovani
reprodukénich funkci zvifat v podminkach in vivo nebo manipulace s gametami a embryi
v podminkéch in vitro s cilem kontroly a fizeni vyuzivani genetického potencialu a reprodukce
zvirat (Hofirek et al 2009). Hlavnim cilem vyuziti reprodukéni biotechnologie u mlécného
skotu je zvySeni produkce, reprodukéni vykonnosti a miry genetického zlepSeni (Bedasa et al.
2017). Rada biotechnologickych postupi se dnes jiZ uplatiiuje b&zn& v praxi. Slouzi napiiklad
ke zvySeni efektivnosti produkce, jsou vyuzivany rovnéz pro zachovani genovych rezerv a také
k zvySovani kvality produkce (Skladanka et al. 2014).

Aplikace biotechnologii v oblasti reprodukce a Slechténi hospodarskych zvirat prinasi
nové moznosti, jak zintenzivnit selekéni tlak (Machatkova et al. 2021). Vyvoj novych
a ucinngjSich metod reprodukénich biotechnologii umoziujicich efektivng§i vyuziti
pohlavnich bun€k geneticky cennych jedincl je jednim ze zakladnich predpokladi rychlého
dosazeni specifickych cili v chovu skotu. Na zakladé efektivnéjsi produkce sam¢ich i samicich
gamet a mezinarodni vymény genetického materialu 1ze urychlit geneticky zisk, zlepsit kvalitu
stavajicich zivocisnych produkti (Machatkova et al. 2016), rozsifit kombinace rodi¢ovskych
paru a orientovat populaci zvifat pozadovanym smérem pomoci specifickych slechtitelskych
strategii (Machatkova et al. 2021). Reprodukéni technologie mohou také byt pouzity
ke kontrole reproduk¢nich onemocnéni, pokud jsou presné dodrzovany postupy a protokoly
(Madan 2002).

V prabéhu let se objevilo mnoho metod fizeni reprodukce. Uméla inseminace
a konzervace spermatu jsou vyznamné a hojné vyuzivané technologie. Hodnoceni oplozovaci
schopnosti spermii, sexovani spermii, synchronizace fije, superovulace, pfenos embryi (ET)
a in vitro produkce embryi (IVP) jsou dalSimi technikami, které mohou zlepsit reprodukcni
ucinnost (Madan 2002). Vedle inovace dnes jiz rutinné pouzivanych biotechnologii, jako jsou
uméla inseminace a systém MOET (Multiple Ovulation and Embryo Transfer), je nezbytné
zaClenit do procesu Slechténi skotu technologicky naro¢néj§i metody, predev§im metodu
OPU/IVP/ET a kombinovat je s dalSimi metodami, jako je selekce darcii gamet na zakladé
genomiky a sexovani spermii (Machatkova et al. 2016).

Reprodukéni biotechnologie jiz vyrazné zvysuji uzitkovost doméacich zvifat (Niemann &
Seamark 2018). Naptiklad produkce embryi pomoci MOET nebo OPU/IVP a néasledna
kryokonzervace vedla k transportu Spickové genetiky po celém svéte, a tim ke globalizaci
Slechtitelskych programii. Pfeprava embryi je jednodussi, levnéjsi a umoziuje lepsi fizeni rizika
prenosu chorob ve srovnani s prepravou zivych zvitfat (Wagtendonk-de Leeuw 2006). Také
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uméla inseminace, moderni metody odhadu plemenné hodnoty a novéji 1 genomicka selekce
prispély k rychlému genetickému pokroku v chovu mlééného skotu (Hoskova 2020).

3.4.1 Provozné vyuzivané reprodukeni biotechnologie

Prakticky dopad fizené reprodukce a vyuzivani biotechnickych metod spoc¢iva kromé
zlepSeni vysledkd a zvySeni efektivnosti reprodukcniho procesu i ve zjednoduSovani péce a
uspore pracovnich sil, jmenovité pii detekci fije, vytvareni turnusi a provadéni turnusoveé
inseminace, ve vytvareni podminek pro frontalni inseminaci, pribéh synchronizovanych
porodi apod. Samoziejmym piedpokladem zavadéni a systematického vyuzivani systému
fizené reprodukce vcetné reprodukcni biotechniky je plné respektovani biologickych
zakonitosti a fyziologickych zvlastnosti pohlavnich funkci a celého reprodukéniho procesu u
skotu. Rizena reprodukce nenahrazuje nedostatky v chovu a vedeni reprodukéniho procesu,
nepiinese uzitek a nesplni ocekavani, jestlize je provadéna neodborné, povrchné a
nesystematicky bez zfetele na biologické zakonitosti v prabéhu reprodukénich funkei (Kudlac
& Holy 1984).

34.1.1 Uméld inseminace
Biotechnické opatieni, které vice nez 50 let slouzi chovatelim ke zlepSovani stad, je
inseminace skotu. Vyvoj technologie inseminace spolu se zdokonalovanim metod odhadu
plemenné hodnoty umoznily vypracovani a realizaci modernich dlouhodobych selekénich
programd (Riha et al. 1999). V soudasné dobé se umé&la inseminace pouziva u vice nez 90 %
vSech pohlavné dospélych samic mlécného skotu v zemich s vyspelymi Slechtitelskymi
programy (Comizzoli et al. 2000; Comizzoli & Holt 2014).
Az do zavedeni um¢lé inseminace v prvni poloviné dvacatého stoleti byl pokrok v selekci
a Sifeni vynikajicich genotypi konvencnimi §lechtitelskymi postupy velmi pomaly (Niemann
& Seamark 2018). Rozsifeni umélé inseminace skotu po druhé svétové valce znamenalo pro
Slechténi zakladni zménu. Postupné se snizil poCet potiebnych bykt na zajist ovani reprodukce
stad a mohl byt zna¢né zvysen selekcni tlak na kvalitu zafazovanych bykt do plemenitby, zvysil
se také pocCet potomkd od Spickovych byka (Louda et al. 2008). Selekce byka podle
objektivnich ukazateld plemenné hodnoty pfispéla k rychlému zvySovani kvality bykt
pusobicich vinseminaci a promitala se nasledné i do kvalitativniho zlepSovani samici populace.
Neni zvlastnosti, ze dokonale provéfeny byk metodou animal model, tj. odhadem plemenné
hodnoty na vSechny vlastnosti a znaky, ma v populaci 100 000 i vice potomstva (Riha et al.
1999).

Zavadéni umélé inseminace bylo zpocatku pomalé, ale dramaticky se zrychlilo po vyvoji
metod pro konzervaci spermatu, po snizeni rizika pfenosu pohlavnich nemoci zafazenim
antibiotik, a pfedevS§im po vyvoji ucinnych postupti zmrazovani a kryokonzervace spermii
v poloving€ dvacatého stoleti (Niemann & Seamark 2018). Také podle Loudy et al. (2008) byl
dalsi krok ve zmén¢ technologie inseminace, ktery od zakladu zménil postupy Slechténi skotu,
zavedeni technologie hlubokého zmrazovani spermatu. Technologie hlubokého mrazeni
spermatu a vypocetni techniky umoznila rozvo; modernich metod kontroly dédi¢nosti
a realizaci Slechtitelskych programu.

Vyhody umélé inseminace jsou ziejmé — tispora nakladu na chov byku, vyssi bezpecnost
prace, vyuzivani kvalitn€jSich byka a rychlejsi provéreni mladych byku, tedy rychlejsi postup
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Slechtitelské prace a omezeni prenosu infekénich chorob, zejména pohlavnich nédkaz (Bouska
et al. 2006). Ball & Peters (2004) uvadéji, ze problém s detekci fije je limitujicim faktorem
umélé inseminace ve stadech skotu. Také Sichtaf (2018) zmifiuje, Ze i kdyZ je inseminace
zvladnuta metoda plemenitby, presna predikce ovulace je v praxi stale hlavni prekazkou.

Rutinni odbér spermatu od byka dojnych plemen zacina az po jejich osvédceni zpravidla
okolo Sesti let véku. Veétsina odbért spermatu se provadi piivedenim byka k ejakulaci pomoci
umélé vaginy, ktera je konstruovana tak, aby simulovala kravskou vaginu (Ball & Peters 2004).
Mezisténa umélé vaginy je naplnéna vodou o takové teploté, aby pii odbéru uvnitt vaginy
doséahla 38-40 °C. Pred pouzitim se umela vagina vymaze sterilni vazelinou a mezi stény se
dofoukne vzduch tak, aby tlak €inil pfiblizné 530 kPa. Uméla vagina je opatfena jednorazovym
sbéraCem, ktery slouzi pro sbér ejakulatu (Louda et al. 2007). Obvykle je odbér provadén
pii vzeskoku byka na atrapu, jako napf. na vola, nefijici se kravu nebo jiného byka, ktery
vzeskok umozni. Byci jsou také nékdy cviceni na vzeskok na umélé fantomy, které mohou
nahrazovat zivé atrapy. Vétsina byka je odebirana asi dvakrat tydné béhem jejich produkcniho
zivota, ktery obvykle trva 5-6 let. Pokud je ejakulat odebiran pftili§ Casto, tak se jeho objem a
kvalita snizi pfi kazdé ejakulaci (Ball & Peters 2004).

Hodnoceni a zpracovani odebraného ejakulatu se provadi ve specializované laboratofi,
zékladni vySetfeni ejakulatu musi byt zahajeno do 10 minut po odbéru, celkové hodnoceni
spermatu je vicestupfiové. Hodnoceni a zpracovani ejakulatu provadi laborant specialista.
Zakladni charakteristiky ejakulatu u byka odebiranych na inseminacni stanici: objem ejakulatu
3-12 cm3, koncentrace spermii 0,8-2 x 106 v mm?®, celkova produkce spermii v ejakulatu
5-15 x 109, aktivita — progresivni pohyb vpifed za hlavickou 45-75 % 1 vice, pH 6,4-7,
patologické spermie do 5 vyjimecné az 20 % (Louda et al. 2007). Ejakulat slouzici k vyrobé
inseminacnich davek je zkouman a provéfovan predepsanymi laboratornimi zkouskami. Na
jejich zaklade se poté stanovi stupeni fedéni (Louda et al. 2008).

Jako zékladni parametry kvality se také hodnoti konzistence, kterd by méla byt husta a
zrnita, barva by meéla byt mlécna az smetanova, zadpach by mél pripominat Cerstvé nadojené
mléko a hodnoti se také pritomnost ptimési, kterych musi byt sperma prosté. Sperma vyhovujici
pozadavkiim se poté fedi specialnimi fedidly, které spermiim zajis§tuji vyzivu a ochranu.
Nasledné se zchladi a po nekolika hodinéach stabilizace se zmrazi na finalni teplotu tekutého
dusiku -196 °C. Inseminacni davky se v soucasnosti zmrazuji do formy pejet, které jsou
na povrchu oznafené jménem a registrem byka, mistem a datem své vyroby (Bouska et al.
2006). Pro bézné chovatelské tucely lze nyni z jednoho ejakulatu byka vyrobit v pruméru
200-300 inseminacnich davek, které se uchovavaji zmrazené po neomezenou dobu (Comizzoli
et al. 2000; Comizzoli and Holt 2014).

Pfed samotnou inseminaci se musi pejety sinseminacni davkou rozmrazit. Pejeta se
rozmrazi ve vodni lazni o teploté asi 35 °C, minimalni doba rozmrazovani u pejet o objemu
0,25 ml je 7 vtefin a 15 vtefin u pejety o objemu 0,5 ml. Pejeta, které se poté odstiihne zataveny
konec, je nasazena do inseminacni aparatury. Doba od rozmrazeni do inseminace nesmi
prekrocit 15 minut (Burdych et al. 2004). Inseminace by méla byt provedena co nejpiesnéji
v obdobi fije, kdy ma hlen délozniho krcku a délohy nejvétsi baktericidni ucinky, tento hlen
navic zvySuje zivotaschopnost spermii. Nejvhodnéjsi ¢as pro inseminaci za¢ina 10 az 15 hodin
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po za&atku pravé fije (Riha et al. 2004). Pfedpokladem maximalni Grovné zabiezavani je, aby
plemenice byly inseminovany v prubéhu druhé poloviny fije, takze asi 6-10 hodin po zjisténi
ptiznaku fije (Hofirek et al. 2009). Stupka et al. (2013) zminuje, ze plemenice s detekovanou
fiji rano se zapoustéji tentyz den, zvifata s detekovanou fiji odpoledne se inseminuji druhy den
rano. Nezachycena nebo §patné urcena fije ma za nésledek, ze se inseminace bud’ neprovede
viibec, anebo se provede v nespravny &as, coz zplisobuje zna&né ekonomické ztraty (Riha et al.
2004).

Samotnad inseminace se Vv souCasnosti provadi metodou rektalni. Inseminator
do rozevienych stydkych pyskt zasune inseminacni katetr, poté druhou ruku zasune do rekta
plemenice a rukou v rektu se snazi nasunout délozni kréek na konec katetru, ktery je jiz
v pochvé zavedeny. Inseminacni davka je deponovana do kranialni ¢asti kr¢ku, na rozhrani
kr¢ku a délohy. V pripadé, kdy se provadi opakovana inseminace a biezost plemenice nejde
vyloucit, se katetr zavadi pouze do poloviny dé€lozniho kré¢ku. Pokud jsou vnéjsi pfiznaky fije
patrné jesté 8-12 hodin po prvni inseminaci, je potieba provést reinseminaci (Bouska et al.
2006).

Ume¢la inseminace zustava nejrozsifenéjsi a nejvice pouzivanou technologii a stale hraje
usttedni roli v §ifeni cenné samci genetiky po celém svété. V souCasnosti se pouziva ve vétsing
chovti hospodaiskych zvirat, predev§im u dojného skotu, kde se v zemich s modernimi
Slechtitelskymi postupy vice nez 90 % mlécného skotu produkuje pomoci umeélé inseminace
(Niemann & Seamark 2018). Inseminace hospodatskych zvirat predstavuje 1 v souc¢asné dobe
nejefektivnéjsi zpusob prenosu pozadovanych nejlepSich genetickych vlastnosti a informaci
do populace daného druhu, plemene, nebo chovu. Do inseminace jsou vybirani potomci rodica
s ovéfenym puvodem s nejvyssi plemennou hodnotou pro pozadované uzitkové znaky u daného
plemene, vychazejici ze strategie Slechtitelského programu (Louda et al. 2008). Je mozno bez
nadsazky fici, ze inseminaci se zvysilo vyuziti pifirozeného samciho potencialu. V samici
populaci se vSak pokrok nedostavil, naptiklad u skotu celozivotni produkce dosahovala trvale
3 a7 4 telat (Riha et al. 1999).

3.4.1.2  Synchronizace Fije a ovulace

Nejvétsiho rozsiteni z fady biotechnickych metod ovliviiyjicicich neurohumoralni fizeni
reprodukéniho cyklu dosahla synchronizace fije a ovulace (Riha et al. 1999). Do terminu
synchronizace spadaji vSechna biotechnologicka opatieni, kterd maji u skupiny zvifat navodit
fije v dopfedu naplanovaném a co mozna nejkratSim ¢asovém useku (Skladanka et al. 2014).
Vyuzivani raznych metod synchronizace fije v chovech skotu je bézné a velmi Ccasté.
Nejcastéjsim davodem k pouziti této metody je nizka uroven detekce fije, a tak potfeba
usmérnéni ovulace do presného terminu, ktery umoziuje predem nafasovanou inseminaci
zvirete (Hofirek 2009). Synchronizace fije je moznost jak zefektivnit detekci fije a pii pouziti
protokolt pro zpfesnéni doby ovulace dokonce nutnost detekce fije odpada. To je nespornou
vyhodou, protoze vizualni vyhledavani fijicih krav je Casov€ velmi narocné a muize byt i
pomérné problematické. V poslednich 50 letech se snizilo procento krav, které vykazuji reflex
nehybnosti z 80 na 50 % a taktéz se zkratila samotna doba, kdy je mozné pomoci tohoto reflexu
kravy detekovat z 15 na 5 hodin (Sichtat 2018).
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Pii vyvoji této biotechnické metody bylo nutné vychazet ze znalosti pomérd pfi
pfirozené fiji a ovulaci. Do fizeni fije a ovulace zasahuji releasing hormony hypothalamu
(GnRH), gonadotropni hormony hypofyzy (FSH, LH), specifické ovarialni hormony (estrogen,
inhibin, progesteron), a sekretoricka Cinnost délohy (prostaglandin F 2 alfa-PGF 2 alfa).
Uplatiiuji se pozitivni i negativni zpétné vazby (Riha at al. 1999). Pii ovliviiovani pohlavniho
cyklu a fije je zakladnim predpokladem zachovani pfirozeného sledu hormonélnich zmén
a reakci organismu souborné oznacovanych jako ,,count down“. Konkrétné jde o nenaruSeni
kaskady zmén v hormonalnich hladinach vedoucich k nastupu fije a ovulace (Kudla¢ & Holy
1984). Pti synchronizaci fije se count down uskuteciiuje u jednotlivych plemenic nebo celych
skupin plemenic po podani u¢innych farmak tak, aby se fije dostavila v ur&itém &ase (Riha et
al. 1999).

Samotnou synchronizaci je mozné provést prodlouzenim nebo zkracenim lutealni faze
a docilit tak, aby konec luteédlni faze a posléze nastup folikularni faze prob&hl u vybrané skupiny
dojnic soucasné. Jedna se o dvé skupiny farmak, ktera specificky zasahuji do lutealni faze
estralniho cyklu. Progesteron a progestageny fazi prodluzuji tim, ze brzdi po dobu svého
pusobeni nastup folikularni faze estralniho cyklu. A naopak hormon PGF 2 alfa a jeho analogy
lutealni fazi estralniho cyklu zkracuji tim, ze pusobi regresi zlutého téliska, pokles hladiny
progesteronu a tim podminuje nastup folikularni faze estralniho cyklu (Urban et al., 1997).

Metody synchronizace zalozené na prodlouzeni lutealni faze vyuzivaji pfirozenych nebo
syntetickych steroidnich hormond ze skupiny gestagent. Jejich podavani simuluje plnou
funk¢nost zlutého téliska a brzdi nastup folikularni faze (Urban et al. 1997). Gestageny
prodluzuji luteani fazi estralniho cyklu tak, aby u vSech oSetfenych zvifat mohlo dojit
k piirozené regresi zlutého téliska (Riha et al. 1999). K synchronizaci fije gestageny se pouziva
cela fada analogl progesteronu tzv. progestagenli. Zpusoby podani gestagenu se rtzni. Je
mozno je podavat v krmné davce, v podkoznich implantech, nebo v poSevnich tamponech.
Osetfeni gestageny je Casto dopliiovano na zacatku oSetfeni estradiolem nebo na konci oSetteni
je aplikovan PGF 2 alfa. Také se v nékterych ptipadech podava na konci oSetfeni PMSG, ktery
stimuluje folikularni zrani a ovulaci (Riha et al. 1999). Po preruseni aplikace gestagent dochazi
k nahlému poklesu jejich hladiny, coz vyprovokuje fidici hormonalni centra k indukci nové fije
(Bouska et al. 2006). Vysledky ukazuji, ze je dosahovano vyssiho synchroniza¢niho efektu a
e nastup ovulace je exaktn&jsi neZ pii pouziti PGF 2 alfa (Riha et al.1999). Podle Sichtare
(2018) tije pii uziti vaginalnich inserti nastupuje u témeér 90 % plemenic za 36-72 hodin po
ukonc¢eni hormonalni terapie. Soucasné ale doporucuje po vyjmuti insertu, ktery se zpravidla
aplikuje 7-12 dni, aplikovat luteolytikum k rozrusSeni zlutého téliska. Pokud se totiz zacalo
s aplikaci insertu v rané fazi lutealniho vyvoje, fyziologické zluté té€lisko mohlo pretrvat. Urban
et al. (1997) ale zmirnuje, ze aplikace steroidnich hormonu zvifatim uréenym pro produkci
zivocisnych produktt je vzdy spojovano s moznosti urcitych zdravotnich rizik pro spotiebitele
produktt. 1 ztéchto divoda se pro synchronizaci fije u skotu vyuziva spiSe druhé metody
zalozené na zkraceni lutealni faze.

Metoda zalozend na zkraceni lutedlni faze vyuziva schopnosti nékterych latek
ze skupiny prostaglandini narusit funkci zlutého téliska. Aplikace prostaglandinu navodi
piedCasnou regresi plné funkéniho zlutého téliska a umozni tak ¢asné€jsi nastup folikularni faze,
fije a ovulace (Urban et al. 1997). Po regresi zlutého téliska dojde k poklesu hladiny
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progesteronu a nasledn& k akceleraci ristu a zrani dominantniho folikulu (Sichtai 2018). PH
synchronizaci fije pomoci PGF 2 alfa je predpokladem efektivniho vysledku cyklujici
plemenice a aplikace musi byt provedena v dobé, kdy ma zluté télisko receptory na PGF 2 alfa
(Riha et al. 1999). Proto je vhodné, aby plemenice byla pied aplikaci prostagladinu vysetiena
rektalni palpaci nebo sonograficky na pfitomnost zlutého teliska. VySetfeni je nutné doplnit
také detekci brezosti, protoze béhem biezosti miZe podani prostogladinu zpusobit zmetani, ¢i
predcasny porod (Urban et al. 1997). Prostaglandin v jedné aplikaci byva podavan v injek¢ni
formée do svalu a pokud je podan v lutealni fazi, tedy mezi 4. az 17. dnem pohlavniho cyklu, 1ze
odekavat nastup fije za 48, ale &astéji az za 72 hodin po injekci (Urban et al. 1997). Riha et al.
(1999) uvadi, ze vhodny termin je od 5. do 17. dne cyklu a fije se poté dostavi za 3 az 4 dny,
kdy je vhodné plemenici inseminovat. Podle Sichtafe (2018) je idealni 8.-16. den aplikace.
Systém jedné aplikace je ucinny tehdy, byla-li detekovana fije a ovulace byla potvrzena
zjisténim zlutého téliska. Zejména u vysokouzitkovych krav mlé¢nych plemen se doporucuje
pracovat vzdy s detekci fije. V piipadg, ze se detekce fije neprovadi, je vypracovan systém dvou
aplikaci, a to po 11 dnech. Je vSak znamo, ze ani pii pouziti dvou aplikaci se nedostavi fije
u 100 % oSetrenych cyklujicich plemenic. Také nastup fije neni u vSech plemenic soucasny,
proto je doporu¢ovan systém dvou inseminaci v dob& 72 a 96 hodin po aplikaci (Riha et al.
1999). Urban et al. (1997) uvadi, ze fije se dostavuje dva az tfi dny po druhé injekci.
Zabtezavani jak u jednorazové, tak u opakované aplikaci se pohybuje kolem 45-50 %, u jalovic
asi 70 % (Sichtat 2018).

Celkové je mozno fici, ze 1 kdyz synchronizace fije plemenic skotu je bézné€ pouzivana,
neni zndm ani jeden systém, ktery by byl efektivni ve vSech situacich. V kazdém ptipadé lze
indukovat fiji, v pfipad€ skupinového chovu synchronizovat fiji a tim lze dosahnout uspory
asu v disledku snizené &etnosti detekce fije (Riha et al. 1999). Synchronizace fije umoziiuje
snizit pracnost a poCet pracovniki potiebnych k vybéru fijicich se zvifat pii sou¢asném zkraceni
potiebné doby kjejich inseminaci, umoziiuje také tvorbu turnust, skupinovou vyzivu,
progresivnéj§i a racionalnéjsi vyuziti umélé inseminace, stabilizuje vysledky inseminace
a efektivitu celého reprodukcniho procesu (Kudla¢ & Holy 1984).

Kromé postupt modifikujicich nastup fije byly vyvinuty i protokoly zpiesnéni doby
ovulace, nebot” problém s nizkou uspésSnosti detekce fije vyvolava potiebu usmérnéni ovulace
do presného terminu, ktery umoziuje pfedem nacasovanou inseminaci. Principem protokolt
modifikujicich ¢as ovulace je synchronizace folikularniho vyvoje, vyvolani regrese zlutého
téliska, dale nasleduje indukce ovulace a provedeni inseminace v pfedem uréeném Casovém
horizontu. Obecné lze fici, ze v protokolech synchronizujici ovulaci se pro kontrolu folikularni
rastové dynamiky a regulace estralniho cyklu vyuzivaji pfipravky na bazi GnRH,
prostaglandinu F2 alfa, progesteronu a piipadné estradiolu (Sichtat 2018).

Podle Sichtaie (2018) je nejb&zngjsi synchronizaéni protokol Ovsynch, ktery se sklada
ze tii injekci GnRH, PGF2a a nasledné znovu GnRH. Jako prvni je aplikovan GnRH, za 7 dna
poté prostaglandin, za 2-3 dny GnRH, a do 24 hodin nasleduje inseminace. I pfesto, ze prvni
davka GnRH muze byt aplikovana v libovolné fazi cyklu, je doporucovano zahajit
synchronizaci za pritomnosti zlutého téliska v prvni poloviné lutedlni faze, tedy 5.—11. den
cyklu (Cech 2012). Podle Sichtate (2018) je kazdopadn& nutné, aby v piipadé prvniho podani
GnRH v libovolné fazi cyklu byl na ovariu pritomen dominatni folikul vétsi nez 10 mm. Druha
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aplikace GnRH se pak provadi v intervalu 48—72 hodin po oSetfeni prostaglandinem, nejlépe
vSak za 56 hodin. Tento postup zarucuje vysokou miru ovulace do 24 hodin po inseminaci,
kolem 90 % krav (Cech 2012). Podle Sichtate (2018) je inseminace ¢asovana do obdobi 12-16
hodin po druhé aplikaci GnRH a 45-65 % krav ovuluje. Vasconcelos et al. (1999) ale zjistil, ze
po druhé aplikaci GnRH ovoluvalo celkové 87 % krav.

V soucCasné dobé je pro zefektivnéni reprodukce popsana fada programu
presynchronizace, synchronizace i resynchronizace a jejich rizné modifikace. Vybér spravného
protokolu zavisi na mnoha faktorech, ovS§em vzdy by se mély vyuzivat u reprodukéné zdravych,
tedy cyklujicich krav (Sichtai 2018). Podle Skladanky et al. (2014) patii mezi dalsi
synchroniza¢ni programy napfiklad Pre-Synch, CIDR, PRID, Co-Synch a Re-Synch.

Synchroniza¢ni programy zavadi systém do feSeni reprodukce, muzou byt vyuzity
pii 1écbé problematickych anovulatornich plemenic a diky nim se zvySuje pocet
inseminovanych krav, a tim index bfezosti, tj. poCet bfezich krav za urcité obdobi (Skladanka
et al. 2014). Dalsi indikace k pouziti synchronizace fije v chovech skotu predstavuje
synchronizaci pohlavniho cyklu mezi darkyni a piijemkyni v ramci transferu embryi (Hofirek
et al 2009).

3.4.2 Embryotransfer a superovulace

Po prvnim uspéSném pienosu savCich embryi v roce 1890 trvalo piiblizné 60 let, nez byl
zaznamenan vyznamny pokrok v zékladni technologii pfenosu embryi (ET) u skotu (Hasler
2014). Intenzivni rozvoj embryotransferu nastal po zavedeni nechirurgického pfenosu embryi
v poloving 70. let 20. stoleti (Skladanka et al. 2014). Technologie pak pokrocila natolik, ze bylo
mozné podporovat zalozeni komercnich programi ET v nékolika zemich. Dnes jsou dobfe
zavedené a spolehlivé techniky zahrnujici superovulaci, ziskdvani a pfenos embryi,
kryokonzervaci a in vitro fertilizaci celosvétové vyuzivany ve stovkach, ne-li tisicich
komer¢nich podnicich v mnoha zemich (Hasler 2014).

Metoda prenosi embryi zasahuje do procesu reprodukce a Slechténi, pevné misto nasla
i pii zdokonalovani genofondu populaci & jednotlivych stad (Riha et al. 1999). Hlavnim cilem
embryotransferu je produkovat vice potomstva od vynikajicich rodiCovskych para
pii soucasném zkraceni generacniho intervalu. Vyuzivani pfenosu embryi ve Slechténi pfinasi
realny geneticky zisk a tim 1 ekonomicky efekt pro chovatele i dané plemeno. Vyuzivani ET
u dojenych plemen je zaméfeno na genetické zvySovani urovné chovanych plemen, zkraceni
generacniho intervalu, moznost zisku embryi od jalovic nezatizenych produkci jesté pred
zafazenim do klasického reprodukéniho procesu (Stadnik et al. 2013). Technologie je nejvice
vyuzivana u matek byka, s cilem ziskat vétsi pocet syni do plemenitby (Louda et al. 2008).

Vyvolani viceCetné ovulace hormonalnim oSetfeni donorky, jeji inseminace a vyplach
1 pfenos ziskanych embryi do synchronizovanych pfijemkyni dnes patfi k bézn€ pouzivanym
metodam Slechténi (Machatkova 2006). Vzhledem k tomu, Ze embrya skotu ziskana in vivo
mohou byt promytim zbavena specifickych patogent, jsou idealnim prostiedkem pro pienos
genetiky zvirat po celém svéte (Bo & Mapletoft 2018).

Charakteristickym rysem metody ET je jeji komplexnost, zahrnuje totiz n€kolik dil¢ich
postupti (Riha et al. 1999). Piiprava vychazi z obecnych principd a zahrnuje vybér darkyn
a synchronizaci pohlavniho cyklu, superovulacni oSetfeni, inseminaci a reinseminaci,
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synchronizaci pohlavnich cykld pfijemkyn na vyvojové stadium embrya a 7. den po
1. inseminaci odbér embryi a prenos Cerstvych embryi (Stadnik et al. 2013).
Vybér darkyn

Jednim z nejdulezitéjSich krokd embryotransferu je selekce jedinct, ktefi se budou
prenosu ucastnit — darkyn a pfijemkyn. Darkyni se zpravidla stava krava vysoké genetické
hodnoty, pfijemkyni naopak plemenice s podprimérnou vlastni uzitkovosti nebo plemenice,
ktera je potomkem kravy s uzitkovosti pod prumérem stada (Hofirek et al. 2009). Vybér darkyn
pro reprodukci vlastniho stdda provadi sam chovatel, pro ucely celopopulacniho Slechténi
urcuje kritéria chovatelsky svaz. V kazdém ptipadé vybrané darkyné musi spliiovat dané
zdravotni podminky, dilezity je vybér podle vynikajicich reprodukénich funkci. Celkoveé musi
byt darkyné ve vyborné kondici, aby jeji regulacni endokrinni mechanismy zvladly
nefyziologickou hormonalni stimulaci. Velky vliv na efektivnost ET ma také reprodukcni
management v chovu, dulezita je presna detekce fije a nezbytné je predchazet jakymkoliv
stresovym situacim (Riha et al. 1999). Zakladni podminkou pro provedeni a efektivitu odb&ru
je superovulace darkyné (Kudla¢ & Holy 1984).

Superovulace

Narust folikulu na vajecniku a jeho ovulace jsou fizeny hormony ze skupiny
gonadotropinti, vyluCovanych do krve z podvésku mozkového. Uméle zvySené hladiny
gonadotropint v téle plemenice mohou navodit rust viceCetné populace folikula a jejich ovulaci
— superovulaci (Urban et al. 1997). Superovulace tedy oznacuje uméle vyvolany rust, zrani
a ovulaci vétsiho poctu folikult nez pii ptirozené fiji (Hofirek et al. 2009). Piirozené v kazdém
estralnim cyklu ovuluji jeden az dva oocyty. Naproti tomu v piipadé superovulace je to az
20 oocyti (Riha et al. 1999).

Superovulace vyzaduje aplikaci pfipravkd na bazi gonadotropini schopnych imitovat
efekt folikul-stimulacniho hormonu (FSH). Dulezité je, aby hormony pusobily delsi dobu
aumoznily rast folikuld a dozrani oocytt, coz je zakladnim predpokladem uspésného oplodnéni
(Stadnik et al. 2013). Nejcastéji se pro ucely superovulace pouzivaji gonadotropiny ze séra
biezich klisen (PMSG) nebo hypofyzarni folikuly stimulujici hormon (FSH). Gonadotropin je
podéavan zvifeti injekEné€ uprostied lutealni faze estralniho cyklu, za optimalni je povazovano
obdobi mezi 8. az 12. dnem cyklu (Urban et al. 1997). Podle Rihy et al. (1999) je vhodna doba
k oSetfeni mezi 9. az 13. dnem cyklu, optimaln¢ vSak 11. den a pred zahajenim oSetfeni je nutné
diagnostikovat pfitomnost zlutého téliska na ovariu.

PMSG staci podat v jedné davce, ma dlouhy polocas biologické aktivity a koluje v krvi
zvitete dostatecné dlouho, aby navodil rast folikult (Urban et al. 1997). Nevyhoda dlouhého
polocasu rozpadu je, ze ma za nasledek tvorbu cyst, coz ma negativni dopad na oplozenost
oocytll, motilitu vejcovodu a kvalitu ziskanych embryi (Riha et al. 1999).

FSH ma polocas biologické aktivity podstatné kratsi, a proto byva podavan injekéné
dvakrat denné po dobu &tyf az péti dnd (Urban et al. 1997). Casta aplikace je pro zvifata
zdrojem stresu, na ktery hlavné€ vysokouzitkova zvifata velmi citlivé reaguji. Preparaty s FSH
se vyrabi extrakci vepfovych a ovéich hypofyz (Riha et al. 1999).

Pro ovulaci folikulll je nezbytné lutealni fazi prerusit, proto byva 48 hodin po aplikaci
PMSG nebo zaroveti s patou davkou FSH podavéan synteticky analog prostaglandinu. Riji 1ze
oekéavat spie za 48 nez za 72 hodin po podani prostaglandinu (Riha et al. 1999).

33



Superovulaci lze provadét u darkyn embryi opakované, schopnost darkyn reagovat
opakované na superovulaéni stimulaci je ale individualni (Riha et al. 1999). Opakovana
superovulacni 1écba jalovic nebo krav ma vedlejsi ucinky na plodnost (vznik cystickych
syndromq, potiZe se zabfeznutim) a na vazy vemene, které mohou u vystavnich zvitat povolit
a zhorsit morfologii. U mladych jalovic muze superovulac¢ni 1éCba zpusobit nadmérny
predCasny vyvoj vemene, ktery muze ohrozit budouci vystavni moznosti darkyné (Galli et al.
2003). Pi1 superovulaci je tieba vzdy predpokladat velkou variabilitu superovulacni odpovédi,
odpovéd’ darkyii nemusi byt vzdy dostateéna (Riha et al. 1999). U né&kterych donorek nelze
vyvolat odpovidajici odezvu na hormonalni preparaty, u jinych dochazi po opakované stimulaci
ke snizeni odezvy, zhorSeni kvality ziskanych embryi nebo prodlouzeni doby potiebné pro
zaclenéni donorky zpét do reprodukce (Machatkova 2006). Pomérné vysoka pracnost oSetreni
a témér 100% variabilita vysledka stavi superovulaci do role nejslabsiho a nejméné stabilniho
&lanku metody (Riha et al. 1999). Podle Loudy (2001) 15 az 20 % potencialnich darkyii
nereaguje na provedenou superovulaci. Polyovulace darkyn (superovulace) je prozatim
hlavnim zdrojem vhodnych embryi k prenosu (Skladanka et al. 2014). Usp&ina superovulace
je limitujicim faktorem pro Siroké uplatnéni prenost embryi (Hofirek et al. 2009; Stadnik et al.
2013; Skladanka et al. 2014).

Synchronizace cykli a inseminace

Presna synchronizace pohlavniho cyklu darct a pfijemctu je dal§im limitujicim
faktorem, protoze pro pfijeti pfenaseného embrya délohou piijemce a dal§i normalni vyvoj
embrya je nezbytné, aby u darce i ptijemce embryi byla stejna faze ovarialniho cyklu, aby
u obou zvifat bylo d€lozni prostfedi odpovidajici stafi prenaseného embrya (Hofirek et al.
2009).

V fiji je nezbytné vénovat velkou pozornost inseminaci a reinseminaci darkyin. Ta by
méla byt provedena kvalitnim semenem v optimalnim stadiu fije, nejcast&ji 12 az 24 hodin
po zacatku fije (Urban et al. 1997). Doba a pocet inseminaci superovulované darkyné rozhoduje
o poctu oplozenych oocytu. Nastup fije 1 nasledna ovulace probiha u superovulované darkyné
vétsinou diive. Vzhledem k tomu, ze dochazi k viceCetné ovulaci vzdy v pribéhu delsiho
casového obdobi, je tfeba provadét opakované reinseminaci (Louda 2001). Reinseminace se
tedy provadi ve dvanactihodinovych intervalech tak dlouho, dokud neodezni posledni ptiznaky
fije. Obvykle se inseminuje 3x v intervalu dvanacti hodin (Hofirek et al. 2009).

Vyplach a prenos embryi

Na zacatku metody byly vyplachy i pfenosy embryi provadény metodou chirurgickou
po celkové anestézii zvifat. Intenzivni rozvoj embryotransferu nastal az po zavedeni
nechirurgického prenosu embryi (HegediiSova at al. 2010). Bylo zjiSténo, ze nechirurgickym
vyplachem se ziskava 70 az 90 % embryi od superovulovanych darkyn. Pro nejvétsi zisk embryi
je rozhodujici vybaveni a zru¢nost pracovniku, ale také den vyplachu po inseminaci s ohledem
na umisténi embryi v samiéim pohlavnim traktu (Riha et al 1999).

Odbér embryi se provadi 7. den po prvni inseminaci darkyné, kdy se pfevazna cast
embryi nachazi v kranialni tfetiné rohu délozniho ve stadiu moruly az blastocysty. Pred
vyplachem je tfeba posoudit troven odpovédi na superovulaci (Hofirek et al. 2009). Palpaci se
zjist'uje pocet zlutych télisek na vajecnicich, darkyné s odpovédi jedna az dvé CL se zpravidla
nevyplachuji (Riha et al. 1999). Piiprava darkyné k odb&ru embryi spodiva v jeji fixaci
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a provedeni epiduralniho znecitlivéni (Hofirek et al. 2009). Technik poté zavadi vyplachovaci
katetr déloznim krckem pies télo délozni do rohu dé€lozniho. Katetr se fixuje v rohu déloznim
latexovym balonkem naplnénym pfiméfenym mnozstvim vzduchu. Vyplachuje se horni Cast
rohu délozniho vymezena fixaénim balonkem. Vyuziva se komer¢ni medium, medium je
vpousténo do rohu délozniho a po proplachnuti je vyplasek filtrovan (Skladanka et al. 2014).
Podle Mertona et al. (2003) 1ze o¢ekavat praimérné pét prenositelnych embryi na jeden vyplach.
Boland et al. (1991) zmiruje, ze v primeéru se ziska Ctyfi az Sest kvalitnich prenositelnych
embryi z jednoho odbéru.

Ziskana embrya jsou po urCeni stadia rozdélena na embrya urend k pfenosu a
ke zmrazeni. K pfenosu jsou nejvhodnéjsi embrya ve vyvojovych stadiich kompaktni morula,
asna blastocysta a blastocysta. Cerstva embrya jsou pienesena do recipientek, které byly
v prabéhu hormonalni pfipravy synchronizovany a jsou ve stejné fazi ovarialniho cyklu jako
darkyné (Stadnik et al. 2013). Pocty zabieznuti po ET jsou Castecné zavislé na tom, zda je
nastup fije u piijemkyn synchronni s nastupem fije u darkyné embrya, rozdil by nemél byt vice
nez 24 hodin (Hasler et al. 1987). Pfi pfenosu jsou embrya ulozena v plastovych trubickach,
samotny pienos se provadi pres délozni Cipek pomoci del§i verze aparatury pouzivané
pro umélou inseminaci. Pouziva se i podobna technika, jen se vice dba na to, aby nedoslo
ke kontaminaci inseminacni pistole v pochvé. Embryo je také ulozeno co nejhloubéji do délohy
(Ball & Peters 2004). Embrya se pfenadi do ipsilaterdlniho délozniho rohu k vajecniku
s dostate¢né vyvinutym zlutym téliskem (Stadnik et al. 2013).

Metoda embryotransferu zahrnuje i manipulaci s embryi, jejich izolaci, hodnoceni,
dekontaminaci, kratkodobé a dlouhodobé uchovavani, zmrazovani a vitrifikaci. (Riha 1999)
Burdych et al. (2004) zmifiuje, ze metoda pienosu embryi umoziuje také mikrochirurgické
déleni embryi, stanovovani pohlavi embryi, tvorbu chymér a produkci transgennich
a klonovanych embryi.

MOET - Multiple Ovulation and Embry Transfer

Superovulace a embryotransferu vyuzivaji Slechtitelské programy MOET (Multiple
Ovulation and Embry Transfer, tj. mnohonasobna ovulace a embryotransfer) (Riha et al. 1999).
Systémy MOET vychazeji ze selekce uvnitf elitnich stad — nuklel, vytvorenych z nejlepsich
zvifat z vlastnich, ptipadné i cizich populaci. Tyto systémy kombinuji moznosti prenosu embryi
s vyhodami malého chovného stdda a umoziuji intenzivni vyuzivani nejlepSich samcich
i samicCich zvifat, vytvoreni vybranych stad, testovani zvifat a vypracovani piipafovacich plana
s vyuzitim pfenosu embryi. Zavedeni systémi MOET piinasi moznost zvySeni genetického
zisku diky zkraceni generacniho intervalu, zvySeni genetické urovné nukleovych stad,
objektivni kontrolu uzitkovosti a uUrovné chovu a moznost usnadnéni aplikace novych
biotechnologickych metod v reprodukci a Slechténi. Nevyhodou pak zastava nizsi intenzita
selekce, snizeni presnosti odhadu plemenné hodnoty a vysoka ekonomicka naro¢nost (Safus
2001).

Vysledky a vyuzivani

Diky metodé embryotransferu je mozné produkovat vice potomstva od vynikajicich
plemenic. Je mozno ziskat embrya od jalovic, stejné tak jako od starSich krav, které by z riznych
divodu nebyly schopny telata donosit. Pomoci ET je mozno dosahnout produkce identickych
a neidentickych dvojcat, produkovat telata masnych plemen skotu od krav mlé¢nych plemen
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s nizkou uzitkovosti a pomérné rychle vybudovat specializovana ¢istokrevna stada z malého
poctu importovanych jedinci. Zanedbatelné neni ani zvySeni pfijmu z prodeje embryi.
Planovité a zamérné provadény pifenos embryi maximalné zkracuje ¢as nutny k vyhodnocovani
bykt kontrolou dédi¢nosti. Vyuzivani ET v modernich a kvalitnich genetickych programech
Slechténi ma za nasledek realny geneticky zisk a tim i nesporny ekonomicky efekt (Riha et al.
1999).

Vysledky embryotransferu jsou vSak velmi variabilni, tfetina darkyni nereaguje na
superovulaci, dalsi tfetina produkuje v priméru jedno az tfi embrya a pouze jedna tietina
skuteéné superovuluje a poskytuje velky pocet embryi (Boland et al. 1991). Riha et al. (1999)
uvadi, ze ro¢né lze ziskat opakovanou superovulaci od jedné donorky az 25 embryi. Pramérné
je to vSak 10 embryi na donorku (Machatkova et al. 2016).

Technologie pfenosu embryi je dnes nedilnou soucasti modernich koncepci Slechténi
skotu a je Siroce vyuzivana po celém svété (viz Tabulka 6 a 7). Prestoze technologie prenosu
embryi umoziuje lepsi vyuziti samiciho genetického potencialu nez uméla inseminace, stale se
pouziva pouze u 1-2 % nejlepSich plemenic (Niemann & Seamark 2018). Pfenos embryi
v souvislosti s rozvojem dalSich biotechnologii bude i nadale plsobit pozitivné z hlediska
Slechténi, zeyména u dojenych plemen skotu (Stadnik et al. 2013).

Tabulka 6: Pocet odbéru embryi v podminkach in vivo v letech 2014 a 2020 celosvétové
dle oblasti

Odbér in vivo
Prenositelna et Prenositelna Hotsi
Oblast Vyplachu embrva embryi na | Odbért embrva embryi na
y odbér y odbér
2014 2020

Afrika 794 5782 728 359 2763 77
Asie 0 0 - 0 0 0
Evropa 22 408 137 998 6.16 20 430 126 491 6.19
SO 58 934 397 306 6.74 31291 196 704 6.29
Amerika
Oceanie 1326 5204 3.04 883 2211 4779
Lz 11204 68 154 6,08 5428 31559 581
Amerika
Celkove 94 666 614 464 6.49 58 391 361 728 6.19

Upraveno podle: IETS (2015), IETS (2020)
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Tabulka 7: Pocet prenosu embryi v podminkach in vivo v letech 2014 a 2020 celosvétové

dle oblasti
Prenos embryi in vivo
Prenos Prenos . Prenos Prenos .
Oblast cerstvych zmrazenych LY cerstvych mrazenych EIEy
tvy, y celkem tvyc zmraze },,C celkem
embryi embryi embryi embryi
2014 2020
Afrika 4455 944 5399 1224 1450 2674
Asie 0 0 0 0 0 0
Evropa 59 546 63 434 122 980 44 362 48 449 92 811
Severni 107 700 163646 | 271346 | 62016 106710 | 168 726
Amerika
Oceanie 2391 2180 4571 1374 2393 3767
Jizni 27 868 32 418 60286 | 10367 16 325 26 692
Amerika
Celkové 201 960 262 622 464 582 119 343 175 324 294 670

Upraveno podle: IETS (2015), IETS (2020)

Ceska republika patfila v roce 2000 mezi dvanact nejlepsich evropskych zemi podle
poctu embryi ziskanych a pifenesenych v podminkach in vivo (IETS 2001). Obrazek 4
znazoriiuje vyvoj poltu vyplachd a pienosti embryi in vivo v letech 2000-2015 v Ceské

republice.

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2015
pocet vyplachG embryi 1027 1321 1184 1210 469 229
pocet prenost embryi 4928 6808 6339 6032 2757 1213 161 27 5

34 4 8

Obrazek 4: Vyvoj poc¢tu vyplachu a pirenosu embryi in vivo v letech 2000-2015

v Ceské republice

Zdroj dat: IETS (2001), IETS (2003), IETS (2005), IETS (2007), IETS (2009), IETS (2011),
IETS (2013), IETS (2015), IETS (2016)
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3.4.3 Produkce embryi in vitro (IVP) a in vitro fertilizace (IVF)

Historicky je nazev embryi produkovanych v laboratofi spojen s prvnimi pokusy
o oplozeni vajicka spermiemi laboratornich zvifat, které byly provadény “ve skle”, coz
v latinském piekladu znamena vyraz in vitro (Riha et al. 1999). Produkce embryi in vitro je
u skotu alternativni biotechnologickou metodou, kdy miizeme ziskat geneticky cenna embrya
predevs§im od vysokouzitkovych krav, které nejsou schopné reprodukce pomoci konvencnich
biotechnik (Hofirek et al. 2009). Pojem produkce embryi in vitro (IVP) obecné oznacuje proces
ziskavani embryi mimo télo matky. Zahrnuje in vitro maturaci (IVM) a in vitro fertilizaci (IVF)
oocytu a in vitro kultivaci (IVC) embryi. Oocyty je mozné odebirat od zivych darkyn, kdy jiz
prodélaly maturaci in vivo, nebo se oocyty ziskavaji také z jateCnych vajecnika, které vyzaduji
maturaci in vitro (Andrlikova et al. 2018).

Prvni tele vyprodukované ze systému IVM-IVF-IVC se narodilo v roce 1987. V zahranici
je IVP v posledni dobé nedilnou soucasti Slechtitelskych programt v chovu skotu a je bézné
vyuzivana v komer¢ni sféfe spolecn€ s transferem embryi, kde jsou pfednostné vyuzivany
oocyty odebirané od zivych darkyn (Andrlikova et al. 2018). Ziskavani oocytd za podminek in
vivo aspiraci oocytu z folikuli u zivych zvifat a nasledna in vitro produkce embryi vyrazné
zvysuje vyuziti genetického potencialu vybranych zvirat (Hofirek et al. 2009). Metody pfipravy
embryi skotu v systému in vitro paifi mezi reprodukéni biotechnologie, které piispivaji
k efektivnéjSimu vyuzivani gamet geneticky cennych jedinct a zvySuji produkci potomstva
od rodicu zarazenych do Slechtitelskych programti (Machatkova et al. 2021). Fertilizace oocyta
a ptiprava embryi in vitro (IVF) také umoziuje vyznamné omezit pouzivani hormonalnich
preparati (Machatkova 2006). IVP poskytuje chovatelim skotu zejména v mlékarenském
prumyslu nové moznosti, jak prekonat neplodnost a zvysit rozsifeni zvitat s vysokou genetickou
hodnotou (Wrenzycki 2018). V nasich podminkach se IVP bézné v praxi neprovadi (Andrlikova
et al. 2018).

Utinnost metody produkce embryi in vitro ovliviiuje fada faktord. Je to predevsim
celkovy a reproduk¢ni stav darkyné, kvalita oocyti, média, postupy pro zrani a fertilizaci
oocytu, i techniky kultivace embryi (Hofirek et al. 2009).

Odbér oocytu

Oocyty lze ziskat jak za podminek in vitro, tak za podminek in vivo. Odbér oocytt in
vitro je provadén po poradzce zvitete, zatimco u in vivo metody se jedna o odbér z zivych darkyn
(Hofirek et al. 2009).

Pti ziskéavani za podminek in vitro jsou vajeniky odebirany po porazce zvirete (Hofirek
et al. 2009). V tomto pfipad€ je IVP jedinou moznosti, jak ziskat embrya od cennych darca
urCenych k porazce, vyrazenych z diivodu sterility, nebo jinych diivoda (Lazzari & Galli 1993).
VajeCniky odebirany po porazce zvifete musi byt transportovany do laboratote, k tomu mize
slouzit n€kolik postupi. Hofirek et al. (2009) uvadi moznost vajecniky ulozit do média
Dulbecco obohaceného antibiotiky pii teploté 37 °C. Hasler et al. (1997) zase uvadi moznost
transportovat vajeCniky z jatek umisténim odebranych vajecniki do plastového sacku bez
kapaliny a pfepravit je v izolované bedné, pfi teploté¢ 28 °C. Sanbuissho & Threlfall (1989)
vajecniky do 10 minut po usmrceni darkyné vlozil do fyziologického roztoku o teploté 37 °C,
kde byly nejvyse 3 hodiny pied samotnym odbérem oocyti. Obecné jsou oocyty velmi citlivé
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na teplotu, proto je dulezité peclive sledovat teplotu béhem odbéru a transportu (Galli et al.
2003).

Zakladnimi technikami pro odbér oocytl z ovarii vyfazenych krav jsou aspirace pomoci
vakua, disekce folikulti nebo totalni disekce ovarialniho kortexu (Machatkova et al. 2009).

Aspirace oocyti s folikularni tekutinou z folikuld je nejjednodussi postup. Oocyty se
odebiraji z folikult o velikosti 2-8 mm pomoci tenké jehly a injekéni stiikacky, nebo za pouziti
aspiracni pumpy (Hofirek et al. 2009). Hlavni vyhodou aspirace je moznost odbéru oocytu
z folikul pozadované velikosti a stupné atresie. Nevyhodou je niz§i pocet oocyti ziskanych na
donorku a vétsi Casova narocnost (Machatkova et al. 2009).

Disekce folikulll je pracné€jsi metoda, ktera spocCiva v preparaci jednotlivych folikult
a jejich nasledného nafiznuti specialnim skalpelem. Tento zpusob poskytuje oocyty excelentni
kvality (Hofirek et al. 2009).

Totéalni disekce ovarialniho kortexu neboli tzv. slicing, je metoda, pfi niz je povrch
vajecniku nafezavan rovnobézné pomoci ziletek a vytékajici folikularni tekutina s oocyty je
oplachovana médiem do Petriho misky (Hofirek et al. 2009). Vyssi pocet oocytu ziskanych na
donorku v relativné kratSim Case je hlavni prednosti techniky totalni disekce, tato metoda vsak
neumozuje selekci jednotlivych folikult (Machatkova et al. 2009).

Pocet oocyta ziskanych na donorku post mortem je vysoce variabilni, vétSinou kolisa
mezi 5 az 50, stejné jako kvalita a relativni vyvoj embryi je velmi rozdilny (0-66,6 %). Primérné
je mozno izolovat 25 oocytti na donorku a pii vhodné kombinaci rodi¢t 1ze post mortem ziskat
prumérné 5 prenosuschopnych embryi (Machatkova et al. 2016). Galli et al. (2003) ve své praci
zmifiyje, ze podle Lazzari & Galli (1996) vysledky z hlediska produkce embryi souviseji
i s davody porazky darkyné. Vysledek je obvykle slaby (jedno az dvé embrya na darkyni) u
zvirat jiz uhynulych nebo u zvifat nachazejicich se v kritickém celkovém zdravotnim stavu.
V pripadé porazky zdravych darkyn je vysledek mnohem lepsi s primérnou produkci Sesti nebo
vice pfenositelnych embryi na darkyni.

Odbér oocytu in vivo, tedy od Zivnych zvifat, je vyhodny diky moznosti opakovaného
odbéru, pripadné dalsiho vyuziti darca v reprodukci. Diive pouzivané chirurgické metody byli
nahrazeny zejména metodami punkce folikul pomoci laparoskopie nebo ultrazvuku (Hofirek
et al. 2009).

Obecnym zavérem ale je, ze laparoskopicky pfistup k odbéru oocytd je pomérné
komplikovany a vyzaduje specialni prostfedky a sterilni operacni postupy, stejne jako zklidnéni
nebo celkovou anestezii. Invazivni povaha laparoskopie omezuje Cetnost jejiho provadéni
a muze vést ke vzniku jizev a srasti (Gordon 2003).

Ultrazvukem navadény odbér oocytli je méné invazivni, snizuje stres zvifete a je snadnéji
prizpusobitelny pro pouZiti na farmé nez jiné metody (Gordon 2003). V soucasnosti je nejcastéji
pouzivanou metodou odbéru oocytl transvaginalni ultrazvukova punkce neboli OPU (ovum
pick up) (Hofirek et al. 2009). Tato metoda bude podrobné rozebrana v samostatné kapitole
3.4.4.

Pocet izolovanych, morfologicky kvalitnich oocyti ma rozhodujici vyznam pro zisk
embryi (Machatkova 2006).
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Hodnoceni oocyti
Oocyty se po odbéru hodnoti a selektuji na zakladé comulus-oocyt komplexu. Buriky
kumulu se podili na zrani oocytu, zajistuji jeho nutricni pozadavky a zprostiedkovavaji i fadu
dulezitych signald piichazejicich z oocytu (Riha et al. 1999). Pro hodnoceni oocytd se pouziva
nékolik systému, vétSina zavisi na vizualnim subjektivnim hodnoceni laboratorniho pracovnika.
Ten klasifikuje oocyty na zakladé kompaktnosti a mnozstvi okolnich folikularnich bunék
a dalSich morfologickych znakd, které jsou viditelné svételnym mikroskopem (Gordon 2003).
Naprtiklad Andrlikova et al. (2018) pouzila ve své praci klasifikaci kumulus oocytarnich
komplexti modifikovanou podle Leibfrieda a Firsta (1979), viz. Tabulka 8 a Obrazek 5.

Tabulka 8: Klasifikace kumulus oocytarnich komplexu

Trida Vlastnosti oocytu Vlastnosti kumularnich bunék

I Tmava, rovnomérmné jemn¢ granulovana, Kompaktni, cely oocyt obklopujici minimalné
kompaktni ooplasma petivrstevny kumulus

I Tmava, rovnomérmné jemn¢ granulovana, Kompaktni, cely oocyt obklopujici mén¢ nez
kompaktni ooplasma petivrstevny kumulus

1 Rovnomémé, kompaktné jemné granulovana Kumularni buriky obklopuji minimalné
ooplasma, ale obsahujici i vétsi granula polovinu zony pellucidy
Abnormalné velké ¢i malé oocyty; siln¢

v deformované oocyty; ooplasma s velkymi Kumulus bez kumularnich bungk ¢i s ¢astecné
granuly; vyrazné rozdily v kompaktnosti nebo uplné expandovanym kumulem
ooplasmy

Zdroj: Andrlikova (2018) podle Leibfrieda a Firsta (1979)

Obrazek 5: Tridy kumulus oocytarnich komplexu
Zdroj: Andrlikova (2018)

Napriklad Machatkova et al. (2018) pro nasledné zrani pouzila pouze oocyty

s ukonCenym rastem (130 pum), bez vyraznéjSich defekti v cytoplazmeé, obklopené intaktni

zonou pellucidou a coronou radiatou a nejméné jednou vrstvou bunék kumulu.

Maturace (IVM)

Nezavisle na tom, z jak velkych folikulti jsou oocyty izolovany, vzdy jsou na urovni jadra
1 cytoplazmy nezralé, proto musi byt kultivovany ve zracim médiu (Machatkova et al. 2009).
Zrani neboli maturace oocytl je biologicky proces, pii kterém se primarni oocyt v profazi 1.
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meiotického déleni méni na haploidni sekundarni oocyt (Hofirek et al. 2009). Pti zrani in vivo,
nékolik hodin pfed prasknutim folikulu a ovulaci, pln€ vyvinuty oocyt v preovula¢nim folikulu
obnovuje meiozu na zakladé signali spojenych se zvySenou koncentraci luteinizacniho
hormonu a postupuje z profaze prvniho meiotického déleni do metafaze II. Tento proces zrani
transformuje primarni oocyt ve zraly sekundarni oocyt (Gordon 2003). Ten jiz obsahuje
kompletni buné€nou vybavu potfebnou pro oplozeni a nasledny rany embryonalni vyvoj. Zrani
oocytu je charakterizovano zménami na jadfe, v cytoplazmé a na kumularnich burikach
(Hofirek et al. 2009).

Odebrané oocyty jsou prenaSeny do propiraciho média, které obsahuje 10 % kravského
fijového séra a odtud do tzv. zracitho média (Hofirek et al. 2009). Existuje n¢kolik komerénich
médii vyuzivanych pro zrani oocyti. Obvykle se jedna o média s pufrovanymi bikarbonaty
obsahujici zakladni fyziologicky roztok s pfidavkem pyruvatu, laktatu a glukézy. Obvykle je
meédium doplnéno sérem nebo albuminem se stopovym mnozstvim antibiotik, pfipadné také
o aminokyseliny, vitaminy, puriny a dalsi latky, v podobnych koncentracich jako se nachazeji
v séru (Gordon 2003).

Machatkova et al. (2018) pro zrani pouzila médium TCM-199 doplnéné 0,2 mM pyruvatu
sodného, 5 % ECS, gonadotropiny a antibiotiky. Médium je nejdiive ekvilibrovano po dobu 1
hodiny, kdy je pfidano mitochondrialni stimulans L-carnitin v koncentraci 2,5 mM a nasledné
je opét ekvilibrovano po dobu 2 hodin. Oocyty zraji pii teploté 38,5 °C, v atmosféie s vysokou
vzdu$nou vlhkosti a 5 % CO3, po dobu 24 hodin.

Za optimalnich podminek zrani vice nez 90 % oocyti dosahne metafaze II. Pied
oplozovaci fazi muzou byt kumularni buriky ¢astecné odstranény (Galli et al. 2003).

Fertilizace (IVF)

Oplozeni je slozity proces, jehoz vysledkem je spojeni spermie a oocytu, coz predstavuje
zatatek piemény oocytu v embryo. Usp&$né oplodnéni skotu in vitro (IVF) vyzaduje vhodnou
pfipravu obou gamet, jakoZz i pfiznivé kultiva¢ni podminky (Gordon 2003). Pii fertilizaci tedy
dochazi ke spojeni haploidnich rodiovskych pohlavnich bunék a naslednému vzniku
kvalitativné nového jedince s diploidnim poctem chromozomu (Hofirek et al. 2009).

Rozhodujicim kritériem pifi vybéru bykt pro produkci embryi je jejich plodnost
v inseminaci. Nezbytnym piedpokladem pro oplozeni in vitro je ziskani motilnich spermii
s neporusenou cytoplazmatickou membranou a intaktnim akrozomem, které je nutno izolovat
z Cerstvého nebo zmrazeného spermatu (Machatkova et al. 2009). NejcCastéji se pro oplozeni
pouziva sperma komer¢né zmrazené. Vice nez 90 % plemenika lze pouzit pro oplozeni po
upraveé koncentrace spermatu na individualni hodnotu vhodnou pro kazdého byka, ne vSichni
plemenici vSak poskytuji dobrou vytéznost embryi (Galli & Lazzari 1996). Pro zjisténi
oplozovaci schopnosti mize byt sperma byku testovano na oocytech odebranych od jatecnych
krav (Galli et al. 2001). Vzhledem k tomu, ze pocet oocytd ziskanych od geneticky cennych
donorek je limitovan, je mozné vyuzivat pro fertilizaci oocytd in vitro (IVF) sexované
inseminacni davky a pfipravit embrya pozadovaného pohlavi. Nicméné dosud provedené studie
potvrzuji, ze sexované inseminacni davky vykazuji niz$i kvalitu z hlediska koncentrace,
motility, funkéniho stavu akrozomu a fertilizaéni schopnosti spermii ve srovnani s davkami
konvenénimi (Machatkova et al. 2019).
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Oocyty jsou po maturaci preneseny ze zraciho média do specialniho oplozovaciho média
nejméné 30-45 minut pred prikapnutim spermatu. Toto médium obsahuje faktory k podpoie
kapacitace a motility spermii (Hofirek et al. 2009). Napfiiklad Gordon (2003) zmiiuje
oplozovaci média TALP, SOF ¢i Fert-CDM médium. K vyvolani kapacitace spermii jsou
fertilizacni média dopliiovana kofeinem, Ca ionophorem a predevsim heparinem. Spermie byka
s vyssi afinitou k heparinu maji lepsi schopnost prode€lat akrozomalni reakci a vazat se na zonu
pellucidu, coz koreluje s jejich plodnosti (Machatkova et al. 2009).

V ptipadé mrazeného spermatu jsou pejety v 39 °C po dobu 10 sekund rozmrazeny a je
odebrano 100 pl spermatu, které se v konickych zkumavkach tzv. podvrstvi pod 1 ml média
stimulujici kapacitacni proces (Hofirek et al. 2009). Piredpokladem pro uspéSnou fertilizaci
oocytu v systému in vitro je dostatek motilnich spermii schopnych prod¢lat akrozomalni reakci,
které je nutno separovat z komercnich inseminacnich davek (Machatkova et al. 2021).
Pohyblivé spermie mohou byt separovany od fedidla nékolika zpisoby. Béznou metodou je
,,swim up® technika a také metoda centrifugace na diskontinualnich Percollovych gradientech.
(Galli & Lazzari 1996). Pomoci obou technik lze ziskat populaci se 70 az 90% podilem
motilnich spermii a s intaktnim chromozomem (Machatkova et al. 2009).

Po separaci spermii od fedidla a zji$téni koncentrace spermatu jsou oocyty inseminovany
tak, aby vysledna koncentrace byla 1 000 000 aktivnich spermii v 1 ml oplozovaciho média.
Oplozovaci proces in vitro, tedy inkubace pohyblivych spermii spolu se zralymi oocyty,
probiha po dobu 20 hodin v fizené atmosféie (Hofirek et al. 2009). Galli & Lazzari (1996)
zmifuje spole¢nou inkubaci oocytil a spermatu v oplozovacim médiu po dobu 18-24 hodin pfi
teploté 38,5 °C a atmosfére s 5 % COa.

Pokud jsou morfologicky kvalitni oocyty oplozeny spermiemi provéfenych byku
s odpovidajici schopnosti a je pouzita vhodna rodiCovskd kombinace, je podil embryi
vyvijejicich se z fertilizovanych oocytu relativné vysoky (25-35 %) (Machatkova 2006).

Kultivace IVC)

Po dozrani bovinniho oocytu a oplozeni in vitro, je poslednim krokem kultivace embrya
do stadia blastocysty, kdy muze byt embryo bud’ preneseno do Cekajici prijemkyné, nebo
kryokonzervovano (Gordon 2003). Kultivace embryi je proces, kdy v umélych podminkach
probihé rany vyvoj zarodku od oplozeného vajicka-zygoty az po morulu ¢i blastocystu (Hofirek
et al. 2009).

Pro rast zygot muze byt pouzit jeden ze tfi systémd. V prvnim systému mohou byt
oplozené oocyty transportovany do vejcovodi doCasného piijemce, napiiklad ovce nebo kralika
(Eyestone et al. 1987). Rana embrya jsou prenesena chirurgickou cestou do podvazanych
oviduktd docasnych pfijemkyn (Machatkova et al. 2009). Po 4-5 dnech, resp. 6 dnech po
inseminaci, jsou embrya odebrana, roztfidéna a nasledné mrazena nebo transportovana
(Eyestone et al. 1987). Tento zpusob kultivace pouzivaji predev§im spolecnosti s komerénim
zaméfenim, protoze ziskavaji vysSi podil zmrazitelnych embryi. Nevyhodou tohoto
kultiva¢niho postupu jsou vyssi pracnost 1 finanéni naklady (Machatkova et al. 2009).

Druhy a tfeti systém vyuziva kultivace v syntetickych kultivacnich médiich (Machatkova
et al. 2009). Embrya musi z média ziskavat vSechny ziviny, jakmile jsou zasoby z oocytu
vycCerpany a také musi byt chranéna pfed moznymi toxickymi vlivy (Gordon 2003).
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Médium piedstavuje definovany roztok mineralnich soli upravujicich pH a osmoticky
tlak, stopovych prvka, aminokyselin, glukozy, pyruvatu a krevniho séra. Dlouhy pobyt raného
embrya v podminkach in vitro vyzaduje takové kultivacni podminky, aby se co nejvice
pfiblizovaly prostiedi vejcovodu a délohy. Chemicky definovana kultivacni média jsou proto
obohacovana embryotrofnimi latkami, jako je napt. dezaktivované fetalni teleci sérum nebo
sérovy albumin. Vyvojova schopnost ranych embryi se zvySuje pouzivanim tzv. kokultivace se
somatickymi burikami, jako jsou kumularni buriky, epitelialni buiiky vejcovodu aj. Vyuziva se
rovnéz médii, kterd neobsahuji somatické buiiky, ale pouze latky jimi secernované (peptidy,
rastové faktory apod.) (Hofirek et al. 2009).

Ve druhém systému jsou zygoty kultivovany spolu se somatickymi buiikami (epitelialni
bunky vejcovodu, granuldzové buriky, jaterni buriky buvolt ¢i potkantl) v roztoku TCM 199
nebo v roztoku B2 Menezo s 10 % séra nebo 1 % albuminového bovinniho séra (BSA) pfi
38,5°Cv 5 % CO2.

Ve tfetim systému jsou zygoty kultivovany v prostém médiu bez podpory somatickych
bunék. Prostym médiem se v tomto piipadé rozumi synteticka vejcovodova tekutina neboli SOF
(Synthetic Oviductal Fluid) (Tervit et al. 1972) doplnéna sérem (Walker et al. 1992) nebo BSA
a aminokyselinami (Gardner et al. 1994). Podle Machatkové et al. (2009) je médium doplnéno
pouze bovinnim sérovym albuminem nebo polyvinylalkoholem, inkubace pak probihd v
atmosfére s 90 % N2, 5 % 02 a 5 % CO2. Rosenkrans & First (1994) zmifuje inkubaci pfi
38,5°Cv5 % CO2a5 % O2. Tato kultivace dosud nepfinasi ocekavané vysledky, na druhou
stranu, pln¢ definovana média jsou nezbytna pro studium faktord regulujicich vyvoj embryi
(Machatkova et al. 2009).

V in vitro kultivacnim systému probiha produkce blastocyst hlavné 7. den po oplozenti,
pokud 0. den je den oplozeni. U in vivo kultivacnich systému (napi. vejcovod ovci) dochazi
k formovani blastocyst jiz 6. den (Galli & Lazzari 1996). Podle Machatkové et al. (2021) se
embrya vyvijeji po dobu 7-8 dni do stadii Casné az expandujici blastocysty, kdy mohou byt
pouzita pro embryotransfer nebo kryokonzervaci.

Vysledky a vyuzivani

Pokud jde o ucinnost IVP, ptiblizné 80-90 % nezralych hovézich oocytl projde jadernym
zranim in vitro, priblizné 80 % projde oplozenim, 30-40 % se vyvine do stadia blastocysty a
pfiblizn€ 50 % prenesenych embryi navaze a udrzi biezost (Wrenzycki et al. 2007; Galli et al.
2014; Lonergan et al. 2016). Vyvoj IVP embryi po embryotransferu je srovnatelny s vyvojem
embryi po superovulaci. Po pfenosu kvalitnich embryi 1ze dosdhnout u pfijemkyni 50 %
bfezosti s 10% embryonalni mortalitou (Machatkova et al. 2016).

Choulostivym problémem v produkci embryi in vitro je vyskyt abnormalit u mlad’at, mezi
které patii vyss§i embryonalni imrtnost a prerostlé plody (Thompson et al. 1994). U ovci bylo
prokazano, Ze nadmeérna velikost plodu po pfenosu embryi vyvinutych in vitro byla zptisobena
pritomnosti séra béhem kultivace embryi (Thompson et al. 1994). Galli et al. (2003) zmitiuje,
ze vétSina popsanych telat se syndromem velkého plodu byla vysledkem spolecné kultivace
s jaternimi burikami granuldzy nebo buvolich potkani anebo vysokym obsahem séra nebo
vysokym obsahem BSA a pochazela z nékolika prenosi provedenych pievazné
za nekontrolovanych podminek vyzkumnymi laboratofemi. V komercnich programech, kde
jsou podminky vice kontrolované a kde se pouziva bud’ kultivace in vivo v ov¢im vejcovodu,
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nebo systém SOF, bez vysoké hladiny séra nebo BSA, je vice nez 95 % biezosti normalnich a

vyskyt syndromu velkého plodu je nizsi.

Produkce embryi skotu v podminkéach in vitro (IVP) nasla jiz své nezastupitelné misto
v chovatelsky vyspélych zemich (Machatkova et al. 2019). Cetnost vyuzivani metody
znazoriuje Tabulka 9.

Tabulka 9: Produkce embryi v podminkach in vitro v letech 2014 a 2020 celosvétové dle

oblasti
Produkce embryi in vitro
Oblast Ziskané Pienositelna | Pfenosu Ziskané | Pfenositelna Pienosu
oocyty embrya celkem oocyty embrya celkem
2014 2020

Afrika 20976 5081 1372 16 793 4977 4159
Asie 0 0 0 0 0 0
Evropa | 121199 17 062 13972 | 195859 47470 35 352
Severni | 15 726 206 326 93123 | 2394280 | 578995 339716
Amerika
Ocednie | 30695 6502 3431 57 053 14 345 14 571
Jizni 853 125 357479 | 251683 | 1500571 | 500397 474 145
Amerika
Celkové | 1848721 | 592450 | 365625 | 4193804 | 1156422 | 878181

Zdroj dat: IETS (2015) a IETS (2020)

V Ceské republice probéhly v roce 2014 odbéry od 35 darkyti post mortem, pii kterych
se ziskalo 526 oocytd a nasledné 223 embryi v podminkach in vitro (IETS 2015).

3.4.4 Transvaginalni aspirace oocytu — ovum pick-up (OPU)

ProtoZze je produkce embryi z oocytt ziskanych z ovarii krav post mortem limitovana a je
urena pouze pro vyrazené, geneticky cenné donorky, pro ziskani oocytd od reprodukcné
zdravych donorek byla vyvinuta metoda transvaginalni aspirace oocytt (OPU — ovum-pick up)
za pomoci sonografie (Riha et al. 1999, Machatkova 2006). Opakovan4 transvaginalni aspirace
oocytd (OPU) a nasledna fertilizace oocytt in vitro (OPU/IVF) je jednim z nejefektivnéjSich
zpusobu, jak vyuzit geneticky cenné jedince k systematickému $lechténi skotu (Machatkova et
al. 2018). Galli et al. (2003) zminuje, ze metoda ovum pick up je nejpruznéjsi
a nejopakovatelnéjsi technika produkce embryi od zivych darkyn.

V roce 1988 nizozemsky tym vedeny M. C. Pietersenem provedl poprvé odbér oocyta in
vivo pomoci transvaginalni aspirace folikul pod ultrazvukovou kontrolou u skotu (Boni 2012,
Gordon 2003). Metoda byla pivodné vyvinuta pro pouziti v lidské asistované reprodukci
a 1écbé neplodnosti (Meiyu et al. 2013). Moznost punkce a odbéru nezralych folikula z
vajecniku zivych darkyn oteviela nové perspektivy v programech reproduk¢ni biotechnologie.
Samici gamety mohou byt totiz k dispozici pro produkci embryi in vitro (IVP) béhem delSiho
casového obdobi, coz je v piipadé zisku oocyti post mortem nemozné (Bols & Stout 2018).

Odbér oocytu
Ovum pick up je neinvazivni a opakovatelna technika (Riha et al. 1999; Machatkova et
al. 2016, Bols & Stout 2018), kterou lze pouzit k odbéru oocyti s hormonalni stimulaci nebo
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bez ni (Bols & Stout 2018). Pivodni postup OPU nezahrnuje zadnou hormonalni stimulaci.
Rutinng se provadi dvakrat tydné (Meiyu et al. 2013; Bols & Stout 2018), coz umoziuje ziskat
maximum oocytd vhodné kvality pro produkci embryi v daném casovém intervalu. Odbér
dvakrat tydn€ je nejziskovéjsi, protoze pii odsati vSech viditelnych folikult v procesu OPU se
nevyviji zadny dominantni folikul, ktery jinak zpusobuje regresi a degeneraci ostatnich
folikult, jako pfi odbéru jednou tydné (Meiyu et al. 2013). Goodhand et al. (1999) zjistil, ze
aspirace dvakrat tydné oproti aspiraci jednou tydné zdvojnasobila pocet pfenositelnych embryi
vyprodukovanych za tyden. NejlepSich vysledkd se dosahuje, kdyz se mezi jednotlivymi
sezenimi OPU dodrzuje interval 3 a 4 dnli nebo 2 a 5 dni (Merton et al. 2003). Vzhledem k
tomu, ze dominantni folikul vznika pfiblizné 3 dny po odbéru oocytl, zabrani zejména
2 a 3 denni intervaly tomu, aby dominantni folikul negativné ovlivnil vyvojovou kompetenci
oocyti z menSich folikuld (Wagtendonk-de Leeuw 2006). Oocyty lze od pozadovanych
donorek odebirat opakované po obdobi nékolika tydni nebo mésict (Riha et al. 1999; Hofirek
et al. 2009; Machatkova et al. 2016). Machatkova (2000) upiesiiuje, ze opakovanou aspiraci l1ze
provadét po dobu tii az Sesti mésicu.

Nektera schémata aspirace zahrnuji i hormonalni stimulaci darkyn (Hofirek et al. 2009).
Podle Mertona et al. (2003) pouziti hormonalni pre-stimulace mtize zvysit pocet folikulti. Podle
Vieira et al. (2014) superstimulace pfed OPU vedla k vyznamnému zvySeni produkce blastocyst
u holstynskych darkyn. Cavalieri et al. (2018) zjistil, ze synchronizaci ovarialni folikularni viny
u darkyn se umoznilo aspirovat homogenngjsi folikuly ve vztahu k velikosti a fazi vyvoje, coz
podpoftilo ziskani kompetentnéjSich oocyti. Také prumérny pocet zabfeznuti byl vySsi
u piijemkyn, které obdrzely embrya ze synchronizované skupiny, ve srovnani s kontrolni
skupinou. Aby doslo k synchronizaci, darkynim byl aplikovan progesteronovy implantat,
estradiol benzoat a prostaglandin v ndhodny den fijového cyklu a po péti dnech probéhla OPU.
Synchronizované darkyné pak vykazovaly vyssi pocet embryi (5.9 £ 0.5 vs. 4.5+ 0.4) a vySssi
miru produkce embryi (45,8 % vs. 38,5 %) nez nesynchronizované darkyné (Cavaliery et al.
2018). Nicméné i pres to, ze hormonalni pre-stimula¢ni schémata mohou vést k vy$simu
vytézku embryi na kravu na jeden odbér OPU, vytézek embryi na jednotku Casu na kravu
nemusi byt vysSi, protoze hormondlni pre-stimulaci lze provadét pouze jednou tydné
(Wagtendonk-de Leeuw 2006).

Darkyné oocyti

Jako darkyné nejcastéji slouzi cyklujici kravy ¢i jalovice a aspirovat lze i prepubertalni
jalovicky nebo bfezi zvifata (Hofirek et al. 2009). Darkyni muze byt zvife prakticky
v jakémkoliv fyziologickém stavu a vSech vékovych kategorii, od dvoumeési¢nich telat po velmi
staré jedince. Nevhodna jsou pouze zvitata, ktera prekrocila prvni trimestr biezosti, dale jedinci
v poporodnim obdobi, u kterych jesté nedoslo k obnoveni ovarialni aktivity a zvifata s tézkou
ovarialni hypoplasii (Galli et al. 2001).

Vedle moznosti vyuzit tuto metodu v dobé plného reprodukéniho zdravi donorky je
uvedeny zpusob ziskavani oocytt vhodny pro cyklujici, reprodukéné problémové kravy, které
nezabiezavaji po inseminaci, neodpovidaji na hormonalni oSetfeni nebo neprodukuji
prenosuschopna embrya. Pii spravné aplikaci metody a opakované punkci folikult dochazi
k aktivaci folikularniho vyvoje, ponévadz kazda z provedenych aspiraci oocytd vyvolava na
ovariich pfirozené folikularni viny bez toho, ze by negativné ovlivnila dal§i reprodukéni
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schopnost donorky (Machatkova 2006). OPU muze mit vlastni terapeuticky ucinek na neplodné
darkyné, zejména ty, které jsou postizeny ovarialnimi cystami (Galli et al. 2001).

Darkynémi oocyti mohou byt i telata ve véku piiblizné 2 az 3 mésict. Pro efektivni odbér
bez vedlejsich tginkd je viak nutné provést laparotomii v celkové anestezii. Rezem se obnazi
vajeCniky a oocyty se ziskaji aspiraci folikuli. Mlada telata jsou z pohledu chovatelskych
spolecnosti idealnimi darkynémi, protoze pouziti pfedpubertalnich zvifat jim umoziuje zkratit
interval mezi generacemi, a tim urychlit proces genetického zlepSovani (Galli et al. 2001).
Timto pfistupem je mozné dosahnout genera¢niho intervalu 11 mésici. Pro dosazeni
konzistentnich vysledkt v tomto véku je nutné stimulovat vaje¢niky gonadotropiny (Galli et al.
2003).

Podle Fry et al. (1998) lze oocyty ziskat uz z pétimésiCnich telat za pouziti
transvaginalniho pfistupu fizeného ultrazvukem. Odbér trval priblizné 10-15 min a nemél zadné
zjevné ucinky na naslednou reproduk¢ni vykonnost zvirat. Je dalezité udrzovat takovou uroven
vyzivy, aby bylo dosazeno piiblizn€¢ 100 kg zivé hmotnosti pred odbérem, tato velikost zvitete
totiz umoziuje obsluze manipulovat s vaje¢niky per rectum. Vzhledem k tomu, ze vajeCniky
jsou ve veéku 5 mésict velmi malé, je nutné je hormonalné stimulovat, aby doslo k rastu folikult
do velikosti vhodné pro aspiraci.

Dalsi pozitiva a pripadna negativa metody

Metoda OPU ma nékolik vyhod, napfiklad je méné traumatizujici pro zvifata a méné
invazivni nez jiné systémy a ma vysoky stuperni opakovatelnosti (Bols et al. 1995). Galli et al.
(2001) podotyka, ze odbér se provadi s minimalnim stresem pro darce. Diky metodé OPU je
mozna také produkce embryi od neplodnych krav nebo donorek s neuspéSnou superovulaci
a roz§ifeni kombinaci rodi¢ovskych part oplozenim oocytd spermiemi vice bykt (Machatkova
2006). Kazdou davku oocyti lze pouzit k inseminaci s jinym bykem, coz zvySuje pocet
moznych genetickych kombinaci (Merton et al. 2003). Fertilizace odebranych oocyti nékolika
byky je vyhoda, ktera maximalizuje geneticky zisk a minimalizuje inbreeding (Wagtendonk-de
Leeuw 2006).

Vyhodou metody OPU/IVF je také to, ze bez jakékoliv aplikace hormonti donorce 1ze
oocyty ziskat dvakrat tydné€ po dobu nékolika mésict, a to dokonce i v 1. trimestru biezosti
darkyné (Machatkova et al. 2016). To, ze pouziti hormont neni u této metody nutné je velmi
dilezita vyhoda zejména pro mladé jalovice, u nichz mize stimulace gonadotropiny zpusobit
edém mlécné zlazy a syndrom ovarialnich cyst. Pfipadné pro vystavni kravy, u nichz maze
opakovana superovulace zpusobit uvolnéni vazi vemene (Galli et al. 2003).

Machatkova et al. (2016) pii porovnani naklada na superovulaci a OPU/IVF gzjistila, ze
se uSetii na hormonalni stimulaci, na insemina¢ni davce (jedna mista dvou) i na poctu ziskanych
embryi. Po superovulaci se ziska primérné deset embryi za rok, zatimco pii OPU/IVF se ziska
az 30 embryi. Pouziti OPU bude neocenitelné pii rychlém rozSifovani vzacnych genua
a poskytne zaklad pro pokrocilejsi technologie, jako je klonovani a transgenetika (Meiyu et al.
2013).

OPU/IVP ve srovnani s MOET vyzaduje sofistikovanéj§i a nakladnéjsi laboratorni
prostfedi. Naklady na jedno embryo OPU/IVP jsou piiblizné dvakrat vyssi nez naklady na
embrya MOET (Wagtendonk-de Leeuw 2000).
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Existuji dukazy, Ze vytéznost blastocyst po IVM, IVF a in vitro kultivaci (IVC) oocyta
ziskanych OPU muze byt nizsi nez u oocytu ziskanych z jateCnich vajecnik (Donnay et al.
1996). Oocyty odebrané pomoci OPU mohou byt obklopené omezenym poctem vrstev
kumularnich bungk a mohou mit niz8i vyvojovou kompetenci. Cast tohoto problému maze byt
zpusobeno ztratou kumularnich bunék v prubéhu aspirace (Palma & Brem 1995).

Gordon (2003) ve své praci zminuje, ze nékolik autord uvadi, ze OPU lze provadét
dvakrat tydné€ po dobu nékolika tydni, aniz by to mélo nezadouci vedlejsi ucinky na plodnost
darcovského zvirete (Gibbons et al. 1994a,b,c, 1995; Bucher et al. 1996; Dolman et al. 1995;
Goto et al. 1995; Lansbergen et al. 1995; Menard et al. 1995; Hepburn and MacMillan 1996;
Boni et al. 1997; Broadbent et al. 1997a,b; Hanenberg and Van Wagtendonk-De Leeuw 1997;
Kurokin 1998; Hashimoto et al. 2000a; Park, S.J. et al. 2000). Figueiredo et al. (2020) podotyka,
ze (Kruip et al. 2014; Stangl et al. 1999; Petyim et al. 2000; Shalev et al. 2001; Viana et al.
2003; Kelada & Ghani 2007; Fouks at al. 2019) zase upozoriiuji, ze metoda OPU byla spojena
s 1ézemi reproduk¢niho traktu, jako jsou ovaridlni adheze a abscesy u lidi, krav a ovci. Kromé
toho byl rozsah ovarialnich 1ézi u krav pozitivné korelovan s potem OPU procedur. Léze
spojené s OPU méni nejen morfologii, ale i funk¢énost reprodukénich organd s meéfitelnymi
dopady na nasledné fyziologické déje a vysledky plodnosti. Naptiklad u holstynskych plemenic
byly popsany nepravidelné intervaly mezi fijemi, pokud byly darkyné podrobeny proceduram
OPU, ve srovnani se stejnymi zvifaty, u kterych nebyl odbér oocyti provadén (Stubbings &
Walton 1995). Potencial vzniku abscesti na vajeCnicich muze byt spojen se zavleCenim
patogent béhem odbéru. Ztraty plodnosti pozorované u darci nebyly spojeny se zvySenym
vyfazovanim (Figueiredo et al. 2020)

Vysledky a prehled vyuzivani

Utinnost metody je zavisla na individualité donorky, technickém vybaveni tymu, pouzité
metodé punkce a aspira¢nim schématu (Machatkova 2006). Pocet oocytii odebranych zvifeti
beéhem jednoho sezeni OPU zavisi na fadé technickych a biologickych faktort (Merton et al.
2003). Podle Meiyu et al. (2013) patii mezi dilezité faktory, které ovliviiuji uspésnost OPU a
kvalitu oocytl také zkuSenosti operatéra a individualni rozdily darkyn jako je vek, reprodukéni
faze a individualni reakce. Podle Mertona et al. (2003) je mozné pfi dvou OPU tydné
vyprodukovat pfiblizn€ 150 embryi za rok, z nichz by se mé&lo narodit pfiblizn€ 70 telat,
vysledky se vSak pohybuji od 10 do 30 % pienositelnych embryi ze zpracovanych oocytu.
Vytéznost oocyti na odbér se pii schématu dvakrat tydné bez hormonalni prestimulace
u jednotlivych darkyn vyrazné a opakovang lisi. Pohybuje se od 0 do 26 oocytt na odbér a od
0,5 do 15 oocyti na kravu, pficemz obvykle 20 % oocytu je nekvalitnich (Wagtendonk-de
Leeuw 2006). Podle Machatkové (2000) 1ze pfi transvaginalnim odbéru oocytll z ovarii zivych
donorek dosahnout asi 60% tspésnosti, to znamena pii punkci 10-12 folikulti aspirovat asi Sest
az sedm oocytd na jednu donorku. Po fertilizaci t€chto oocytu je primérné ziskano 1,5 embrya.
Galli et al. (2001) zmiruje, ze Ize na jeden odbér ziskat v priméru 8 az 10 oocytl s primérnou
produkci 2 prenositelnych embryi. Kruip et al. (1994) ziskal priméme 13 vhodnych oocytti
tydné na kravu, coz znamenalo 16 % zivotaschopnych blastocyst a celkem 2,1 embrya na kravu
tydn€. BEéhem 6 mésict by tedy mohla metoda pfinést vice nez 50 embryi.

Celosvétove Severni a Jizni Amerika dohromady produkuji vice nez 80 % embryi skotu
na celém svété (Figueiredo et al. 2020). V Evropé miZeme zaznamenat velmi vyznamné
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zvySeni vyuziti metody OPU/IVP/ET. Zatimco podil embryi ziskanych metodou OPU/IVP
predstavoval v roce 2006 pouze 39,2 % z poctu prenosuschopnych IVP embryi, v roce 2016
predstavoval vice nez 91,9 % z pienosuschopnych IVP embryi. A&koliv se Ceska republika
vyznamné podili na vyvoji metod reprodukénich biotechnologii a tyto metody po tfadu let
uspesné aplikuje v chovech skotu, patii v souasné dobé& mezi staty s relativné nizkou produkci
prenosuschopnych embryi a provedenych embryotransferi ve srovnani s chovatelsky
vyspélymi staty (Machatkova et al. 2016).

Tabulka 10: Produkce embryi metodou ovum-pick up v letech 2014 a 2020
celosvétové dle oblasti

Produkce embryi metodou OPU
) . Ptenositel . . Prenositelna
Oblast Darkyné Oocyty nd embrya Déarkyné Oocyty embrya
2014 2020

Afrika 1359 20 976 5081 366 12 898 4301
Asie 0 0 0 0 0 0
Evropa 9710 83 785 15 693 13606 | 174543 42 101
S 43 452 812468 | 206139 | 123033 | 2388472 | 578205
Amerika
Oceanie 3250 30 549 6436 2720 57 044 14 341
Jizni 71327 861100 | 356960 | 81932 | 1458546 | 483587
Amerika
Celkové | 129098 | 1808878 | 590359 | 223620 | 4120754 | 1132773

Zdroj dat: IETS (2015) a IETS (2020)

V Ceské republice prob&hl v roce 2012 jeden odb&r pomoci OPU metody, pii které se
ziskalo 12 oocytl a nasledné 2 embrya (IETS 2013).

3.44.1 Metodika
Vybaveni

Systém OPU se sklada ze tii hlavnich soucasti: ultrazvukového skeneru s pfislusnym
snimacem (sondou), aspiracni pumpy a systému vedouci jehly napojeny na zkumavku pro odbér
oocytu. Snimac¢ a vodic€ jehly jsou bézné konstruovany jako jedna opera¢ni jednotka, aby bylo
mozné piesné manipulovat s jehlou zvenci kravy a zaroveti privést snimac do t€sného kontaktu
s vajecniky. Jehla je spojena s vakuovou pumpou silikonovou nebo teflonovou hadickou tak,
aby byl obsah folikult aspirovan, jakmile je prostfednictvim vakuové pumpy vyvinut aspiracni
tlak (Bols & Stout 2018) pomoci podtlaku nastavenym mezi 60 a 80 mmHg (Cavaliery et al.
2018). Folikularni tekutina a oocyty se shromazd’uji do sbérného zafizeni umisténého mezi
jehlou a pumpou. Timto zafizenim pro odbér oocyti muze byt bézny embryofiltr nebo
jednoducha Falconova trubice (Bols & Stout 2018). Zatizeni pro odbér je zobrazeno na Obrazku
6.

Andrlikova et al. (2018) doporucuje pied odbérem piedem pfipravit desinfekéni
ptipravek na kizi, lokalni anestetikum, injek¢ni jehly (18G) a strikacky (5 ml, 20 ml), rektalni
rukavice, sonograficky gel, bunicitou vatu, fyziologicky roztok na oplach a provazek na fixaci
ocasu. Na voziku by méla byt pfipravena podtlakova pumpa, vyhiivaci kontejner s nadobkami
pro obér o objemu 50 ml, naddobka s médiem, sonograficky pfistroj, drzak s ultrazvukovou
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sondou, vodic jehly, aspiracni jehly a stojan s 50 ml nadobami na proplach aspira¢niho systému,
jedna prazdna a jedna s lihem.

Obrazek 6: Zatizeni OPU v demontovaném stavu (A), zafizeni smontované a
ptipravené k pouziti (C, D). Detail punkcni jehly pfipojené k silikonové hadicce (B).
a) Intravaginalni rukojet’ b) mechanicky vice thlovy sektorovy snimac ¢) navadéci systém
jehly d) filtr pro odbér oocytd
Zdroj: Bols & Stout (2018)

Priprava darkyné

Pfed odbérem je nutné fixovat darkyni ve fixacnim zafizeni (Galli et al. 2003;
Andrlikova 2018). Galli et al. (2003) doporucuje také mirnou sedaci donorky. Bols et al. (1995)
zminuje sedaci pomoci detomidin hydrochloridu 10 mg/ml intraven6zné v davce 0,1 ml na
100 kg télesné hmotnosti, ktery kromeé sedativniho uc€inku usnadfiuje i trans rektalni manipulaci
s vajeCniky tim, ze uvoliuje stfeva. Nasledn¢ je nutné odstranit vykaly z konecniku (Cavaliery
et al. 2018), ocas vyvazat tenkym provazkem (Andrlikova et al. 2018) a perinealni oblast o¢istit
vodou a desinfikovat 70% etanolem. Pro lepsi provedeni techniky a sniZeni peristaltiky stiev
a nepohodli zvifat se aplikuje pfed odbérem epiduralni anestezie (Cavaliery et al. 2018). Pred
samotnou aplikaci je misto pro epiduralni anestezii vyholeno a desinfikovano. Nasledné je
aplikovano 3,5 ml 2% procainu (Andrlikové et al. 2018). Cavaliery et al. (2018) zmifiuje pouziti
4 ml 2% lidocainu.

Aspirace oocytu

Pred aspiraci se odbérovd nadobka oznaci usnim cCislem zvifete a na dno nadobky je
aspirovano malé mnozstvi média (Andrlikova et al. 2018). Poté je do pochvy zaveden drzak
obsahujici sondu a vodi¢ jehly. Drzék je fixovan jednou rukou, tak aby ultrazvukova sonda
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mifila kranio-dorzalné vlevo nebo vpravo od delozniho ¢ipku, podle toho, z které strany se
budou oocyty odebirat. Pomoci druhé ruky per rectum operator fixuje vajecnik a pfitlacuje jej
k ultrazvukové sondé (Bols & Stout 2018). Mezi aktivni plochou sondy a vaje¢nikem je jen
poSevni sténa a vSechny funkc¢ni struktury ptitomné na vajecniku se zobrazuji na obrazovce
pristroje. Do vodice je zasunuta punk¢ni jehla, ktera se pres sténu pochvy vede do jednotlivych
folikula (Hofirek et al. 2009). Jakmile jehla pronikne do folikulu, aspiracni pumpa je aktivovana
pomoci nozniho pedalu a folikularni tekutina s oocyty je shromazd’ ovana do odbérové nadoby
s médiem (Bols & Stout 2018). Béhem aspirace operatér postupné otaci vajecnikem a jehlu
vede do jednotlivych folikult (Hofirek et al. 2009) viz Obrazek 7. Andrlikova et al. (2018)
doporucuje aspirovat vSechny folikuly vét§i nez 3 mm. Po aspiraci je nutné odbérovou nadobku
co nejrychleji prepravit do laboratofe pro vyhledani a zpracovani oocytd (Andrlikova et al.
2018).

Obrazek 7: Schématické znazornéni odbéru oocytu metodou ovum-pick up
Zdroj: Mlejnkova v praci Andrlikové et. al (2018).
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4. Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo pomoci literarniho piehledu charakterizovat metodu
ovum-pick up (OPU), zhodnotit jeji pfinos a zpracovat jeji metodiku. Tato metoda odbéru
oocytd v kombinaci s naslednou produkci embryi v podminkach in vitro (IVP) ma nékolik
vyznamnych pozitiv. Diky moznosti odebirat oocyty dvakrat tydné po dobu nékolika tydnu ¢i
mésict od Sirokého spektra moznych donorek, bez nutnosti hormonalni stimulace a konecné
s dobrym vyslednym ziskem embryi ma tato metoda potencidl nahradit superovulaci.
Z ptilozenych dat je ziejmé, ze se metoda OPU/IVP dostava do popiedi celosvétového zajmu
v chovatelsky vyspé&lych zemich, zatimco vyuziti systému MOET oslabuje. V Ceské republice
vyuziti MOET také vyznamné oslablo, ale na posileni produkce embryi in vitro se tato
skuteénost neodrazila. Metoda OPU/IVP ma ale potencialni vyuziti i v podminkach Ceské

Metodu ovum-pick up bych doporucila pro dalsi intenzivni vyuzivani, jelikoz je
vyhodna jak z hlediska poctu ziskanych oocytti a nasledné embryi, tak je i diky malé invazivité
vhodna z hlediska welfare krav. Pfesto bych doporucila dikladné sledovani zdravotniho stavu
donorek a dikladné dodrzovat pravidla asepse pii samotném odbéru, jelikoZ metoda OPU byla
spojena i se vznikem ovarialnich adhezi ¢i abscest u lidi, krav a ovci. V tomto sméru Ize také
doporucit dalsi vyzkum a tato rizika nasledné snizit na minimum.
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