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Vysledky metody ovum pick-up ve vztahu k energetické
bilanci dojnic

Souhrn

Diplomova prace se vénuje vysledkim metody ovum pick-up (OPU) ve vztahu k
energetické bilanci dojnic. V prvni ¢asti prace porovnava vysledky jinych zahraniénich studii
tykajici se této problematiky. Popisuje fyziologii samici pohlavni soustavy a poté uvadi do
problematiky negativni energetické bilance po oteleni a jejim nasledném vlivu na schopnost
tvorit folikuly. Prace dale popisuje vliv krmné ddvky na plodnost, uspésnost OPU a uvadi
priklady jejiho zvySeni jako napf. stimulace folikulostimulaénim hormonem, pocty a
frekvence odbérd, ¢i vybér nejvhodnéjsi kategorie dojnic. Nasledné se prace zabyva
celosvétovym problémem tepelného stresu a jeho negativnim vlivem na plodnost.

Dojivost, reprodukéni schopnost, dobry zdravotni stav a nendchylnost na mastitidy
jsou zakladni kameny kvalitniho chovu dojného skotu. Existuji vSak rGzné biotechnologcké
metody, které zlep3uji miru zabrezavani. V Ceské republice metoda ovum pick up (aspirace
oocytl) neni ptilis vyuzivana.

Do méreni této studie bylo vybrano 65 dojnic holstynského skotu na prvni laktaci,
z nich se odebralo 59 dojnic. Vysledky byly vyhodnoceny metodou ANOVA. Vysledky
odkazuji na trend, kdy pfi vyssi produkéni uZitkovosti klesd reprodukéni uzitkovost. To je
zpUsobené vysokymi energetickymi ndroky na produkci mléka. Dojnice se tak dostdvaji do
negativni energetické bilance. Dojnicim s dennimi nadoji do 25,43 kg bylo odebrano 11,48
folikull, kdezto u dojnic s dennim nadojem od 25,43 kg do 29,81 kg byl celkovy pocet
odebranych folikuld nizsi (9,03 folikuld na OPU). S nadoji nad 29,81 kg bylo odebrano 9,93
folikulG. Experiment vyhodnocuje efekt denniho nddoje a primérného poméru tuku a
bilkovin v mléce do 1. vyplachu.

Namérené hodnoty (pocet Zlutych télisek, celkovy pocet folikull, pocet folikul(i nad
0,5 cm a vytéZnost) slabé negativné koreluji s dennimi nadoji, ale vysledky nebyly prikazné.
Kromé folikull o prliméru do 0,5 cm slabé pozitivné korelovaly, ale opét vysledky nebyly
prakazné. Ovsem byl pozorovan trend pfi zvySujici se denni uzitkovosti klesa vytéZnost a

pocet odebranych folikull, coz bylo potvrzeno i v porovnani poméru tuku a bilkovin. Rozdil



byl u aspirovanych folikuld o priiméru do 0,5 cm, kdy tyto folikuly produkovaly dojnice
s pomeérem tuku a bilkovin nad 1,51 v porovnani s dojnicemi s nizsim pomérem.

Se stdle se zvysujici uZitkovosti je nutné se zaméfit i na zlepSeni reprodukce.
Biotechnologické metody umozniuji Iépe vyuzit reprodukéni potencidl dojnic a nadsledné také

zvysit vytéZnost nadpriimérnych zvirat.

Klicova slova: fije, oocyt, dojnice, vajecniky, laktace



The results of the ovum pick-up methody in dairy cows in
relation to their energy bilance

Summary

This thesis compares the results of the ovum pick-up (OPU) in relationship to the
energy bilance in dairy cows. In the first part it compares the results of other foreign studies.
It described the effects of physiology of the female reproductive system and then introduces
the issue of negativ energy bilance after calving and its effecton the ability to production a
follicles. The thesis then describes the effect of the ration on fertility, success OPU and gives
examples of increase reproduction, such as stimulation with follicle-stimulating hormone,
frequency of samples ort he selection of the most suitable category of dairy cows. The thesis
deals with the global problém of heat stress and its negative effect on fertility.

Milk yield, reproduction, good health and resistence of mastitis are the cornerstones
of quality dairy cattle breed. However there are biotechnological method that improve
conception rates. In Czech republic the ovum pick-up method (aspiration of oocytes) is not
used widely.

65 Holstein dairy cows on the first lactation were selected for the measurement of
this study. 59 of them were aspirated. The results were evaluated by the ANOVA method.
The results refer a trend of decrease reproduction with higher productoin efficiency. This is
due to the high energy requirements for milk production. Thus dairy cows reach a negative
energy bilance. 11,48 follicles were collected from dairy cows with daily milk yield to 25,43
kg. While less folicles (9,03 per OPU) were collected from dairy cows with daily milk yield
25,43-29,81 kg. 9,93 follicles were collected from dairy cows with milk yield over 29,81 kg.
The experiment evaluates the effects of the daily milk yield and the average of fat and
protein in milk to the first OPU.

The measured values (number of corpora lutea, total number of follicles, number of
follicles over 0,5 cm and yield) were weakly negatively correlated with daily lactations but

the results were not conclusive. Except for follicles with a diameter up to 0,5 cm, they were



weakly positively correlated but the results were not conclusive, too. However, a trend was
observed as the yield and number of oocytes collected decreased with increasing daily
production. Which was also cinfirmed in the comparison of the ratio of fat and protein. The
differences was for aspirated follicles up to 0,5 cm. These follicles produced dairy cows with
a fat and protein ratio above 1,51 compared with cows with lower ratio.

With increase milk yield it is important to focus on improving th reproduction.
Biotechnological methods make it possible to utilize reproductive potential of dairy cows, as

well as higher than average animals.

Keywords: period, oocyte, dairy cow, ovaries, lactation
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1 Uvod

Chov dojeného skotu méa v Ceské republice dlouholetou tradici. V 70. a 80. letech byly
malé chovy skotu rozesety po celé Ceské republice. V poslednich letech dojny skot
zaznamenal velky progres. Rapidné se zvysila uzitkovost a optimalizovaly se podminky chovu,
kdy je kladen dlraz na welfare zvirat. Kraviny jsou vzdusné a oteviené, dojnice jsou ustdjeny
na volno a proti tepelnému stresu jsou v objektech vétraky.

Ovsem pfi vyssi uZitkovosti se snizuje reprodukéni schopnost, jelikoZ jsou po oteleni
kladené vysoké energetické naroky na produkci mléka. Dojnice se tak dostavaji do negativni
energetické bilance (Matoba et al. 2011). Nasledkem toho ztraceji na vdze a hire
zabrezdvaji, ¢imz se prodluZuje laktace a mezidobi. Rentabilita zacina klesat vlivem vyssiho
inseminacéniho indexu, zhorsené kvality mléka ke konci laktace, diky zvySenému poctu
somatickych bunék.

Biotechnologické metody zlepsuji reprodukci, a tak se v poslednich letech uvadéji do
praxe po celém svété. Metoda ovum pick-up aspiruje oocyty z vaje¢niku darkyné (Oikawa et
al.2016). Tato metoda zvysSuje vytéznost reprodukce, jelikoz z jedné dojnice jsme schopni
aspirovat vice oocytu a tim sniZit generacni interval vysokoproduk¢nich dojnic.

Prace vyhodnocuje vysledky metody ovum pick-up ve vztahu k negativni energetické
bilanci dojnic po oteleni a porovndava je se zahrani¢nimi studiemi.
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem diplomové prace bylo vyhodnotit vysledky metody OVUM PICK-UP. Od predem
vybranych dojnic na prvni laktaci byly odebrany oocyty, na zdkladé kterych se porovndvalo
mnozZstvi a jejich kvalita. Prace porovnavala vysledky aspirace oocytl ku prabéhu
energetické bilance dojnic po oteleni a vyhodnotila hypotézu, ve které predpokladame, Ze
pfi negativni energetické bilance po oteleni, bude pocet odebranych oocytl nizsi.
Energeticka bilance je po oteleni zapornd, tudiz prace porovndvala vytéZnost OPU pfi
rozdilné uzitkovosti.
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3 Literarni reserse

3.1 Charakteristika plemene

@

o4 P\

Obrdzek 1 upraveno podle Svaz chovatelii hol§tynského skotu CR, z.s. 2024. O plemeni. Svaz chovatelii holstynského skotu
CR, z.s. Available from https://www.holstein.cz/cz/o-plemeni (accessed January 2024)

HolStynsky skot je jedno z nejrozsSifenéjSich plemen na svété. Jedna se o plemeno
s vysokou mléénou uZitkovosti. Pochazi z Némécka (oblast: Friska, Slesvicko-Holtynska).
Chova se po celém svété, ale zejména v Severni Americe, Evropé a Austraii. Typické zbarveni
je Cerno-bilé a vmalém procentu recesivné homozygotni cerveno-bilé zbarveni tzv. red
holdtyn. Maji velky télesny ramec. V Ceské republice je vsoudasnné dobé& nejvice
zastoupenym plemenem dojného skotu. V kontrolnim roce 2021/2022 cinil podil 60,8 %
z celkového stavu dojenych krav. V kontrole uzitkovosti (KU) bylo evidovano celkem 209 046
krav holStynského skotu véetné krizenek z pfevodného kfizeni. Z toho bylo Cistokrevnych
Cernostrakatych holstynskych krav 179 301 a 5 891 Cervenych holstynskych.
Vyska dospélych krav v kfizi: 151 — 155 cm
Hmotnost dospélych krav: 680 — 720 kg
Vék pfi prvnim oteleni: 23 — 27 mésicl
Mezidobi: 394 dni (KU 2021/2022)
Primérna uzitkovost v CR: 10 544 kg, 3,87 % tukku a 3,38 bilkovin (KU 2021/2022) (Svaz
chovatel(l hol$tynského skotu CR, z.s. 2024)
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Pocet krav celkem a krav holstynského plemene

véetné krizenek v KU
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Obrdzek 2 upraveno podle Svaz chovatelii holstynského skotu CR, z.s. 2024. O plemeni. Svaz chovateli holstynského skotu
CR, z.s. Available from https://www.holstein.cz/cz/o-plemeni (accessed January 2024)

Vyvoj uzitkovosti a obsahu mlécnych slozek
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Obrdzek 3 upraveno podle Svaz chovatelii holstynského skotu CR, z.s. 2024. O plemeni. Svaz chovateld holstynského skotu
CR, z.s. Available from https://www.holstein.cz/cz/o-plemeni (accessed January 2024)
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3.2 Fyziologie pohlavni soustavy

Samici pohlavni soustava se sklada z vnéjsich (vulva, poSevni predsin a klitoris) a
vnitfnich (pochva, déloha, vejcovody a vajec¢niky) organa.

Hlavni funkci samici pohlavni soustavy je vytvaret folikuly a nasledné prostredi, ve
kterém je uhnizdéné vajicko schopno se vyvijet.

3.2.1 Vnéjsi organy

Vulva je tvorena stydkou Stérbinou, ktera je ohrani¢ena stydkymi pysky.
Postévacek je zakryt nejspodnéjsi ¢asti vulvy. Ma topofivou tkan a senzitivni nervové
zakoncéeni. Jednd se o samici rudimentarni analog penisu.

3.2.2 Pochva

Pochva spojuje délohu s vulvou a slouzi pro prijem samciho penisu béhem kopulace. Je
vystlana sliznici s vrstevnatym dlazdicovym epitelem. Na rozhrani mezi pochvou a posevni
predsini Usti mocova trubice.

3.2.3 Déloha

Déloha se sklada z krcku, téla a dvou rohU. Kréek délohy je hladkosvalovy svérac, ktery
je oevné uzavien s vyjimkou fije a porodu. Hlen viditelny pfi Fiji je sekretem Zlazovych
poharkovych bunék a zabranfuje proniknuti infekcez vaginy do délohy. Déloha je vystlana
bohaté Zlaznatou sliznici (endometrium). Zldzy jsou roztrouseny po celém endometriu
s vyjimkou prezvykavcl, kterym vznikaji vybézky houbovitého tvaru (karunkuly). Ty zajistuji
spojeni s obaly plodu a jsou nezldznaté.

Myometrium je stfedni svalova vrstva déloznni stény a skldda se z hladkosvalovych
bunék. Béhem brezosti hypertrofuje. Jeho hlavni funkci je napomahat pfi vypuzovani plodu
pfi porodu.

Serdzni povrch délohy (perimetrium) prechdzi ze zavésného Ustroji délozniho okruzi
(mesometrium) a je tvoreno tenkou vrstvou pobfisnice. Mesonetrium vytvari zavés u nebrezi
délohy. Gravidni déloha se zvétsuje a jeji hlavni oporu poskytuje brisni sténa.

3.2.4 \Vejcovody

Vejcovod je parova zvinéna hladkosvalova trubice vystlana sliznici, ktera pfivadi vajicka
od vajeéniku do pFisluiného dé&loiniho rohu. Dochazi zde k fertilizaci vaji¢ek spermiemi. Cast
vejcovodu, ktera priléha kvajecniku, se rozsifuje a vytvafri infundibulum neboli nalevku
vejcovodu. Zndlevky vycnivaji tfasné a jejich funkci je namérovanni vajicka do vejcovodu pfi
ovulaci.
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3.2.5 Vajecniky

Vajecniky jsou parové Zlazy, ve kterych se vyvijeji vajicka a produkuji hormony. Jsou
zavéseny na vlastnim okruzi (mesovarium) v dutiné bfisSni za pravou a levou ledvinou.
Volnéjsi zavéseni umoznuje snadnou manipulaci pfi rektalni palpaci u krav a u klisen.

Na povrchu maji epitelovou vrstvu. Pod ni je bélavy obal (tunica albuginea). Jedna se
o kolagenni vazivo, které pokryva cely vajec¢nik. Pod bélavym obalem je korova vrstva
obsahujici velké mnozZstvi folikuld v rdzném stadiu vyvoje. Dren je umisténa centrdlné a
obsahuje ridké kolagenni vazivo, krevni a lymfatické cavy a nervy.

3.2.6 Proestrus

Folikulostimulaéni hormon stimuluje rast folikulG (@ 10 mm). Na vaje¢niku pokraduje
regrese zlutého téliska. Zvysuje se privod krve do pohlavnich organt, dochazi ke zdureni a
silné proliferaci sliznic vyvodnych cest, uvolfuje se délozni kréek a z vulvy zacind vytékat
fidky hlen. Toto obdobi trva 2 dny. (Burdych et al. 2021)

Proestrus zacind zahajenim luteolyzy a konci zahdjenim fije a ndrlQstu gonadotropin
realising hormonem a luteinizacnim hormonem. V tomto obdobi zaroven klesa progesteron.
Nedostacujici luteolyza je pri¢inou snizené plodnosti zejména u umélé inseminace. Zvyseni
estradiolu béhem proestru zavisi na pfritomnosti, velikosti a funkci dominantniho folikulu.
Nedostate¢nd hladina estradiolu miZe omezit plodnost a zvysit zmetdni napfiklad u krav
s nizkym BCS nebo u krav v tepelném stresu (Wiltbank et al. 2014).

Sekundarni priznaky fije definoval Sveberg et al. (2011) jsou jimi Cichani ke genitaliim,
opirani brady o zad, pokus o skok, skakani na plemenice a flémovani.

3.2.7 Estrus

Estrus neboli fije trvd 12 aZz 36 hodin, béhem nichz je na vaje¢niku dokoncena regrese
Zlutého téliska, folikul dorostl do Graafova folikulu, ktery ma primér 15 az 25 mm. Aktivni
chovani plemenice prechazi do pasivniho, kdy na sebe necha skdkat ostatni zvirata — stadium
ochoty casto oznacované jako ,standing heat” neboli reflex nehybnosti. Plemenice ma
zvysenou teplotu, snizenou chut ke krmivua z vulvy vytéka Ciry hlen o vyssi viskozité. V tuto
dobu se z adenohypofyzy vyplavuje luteinizani hormon, ktery dokonduje zrani Graafova
folikulu (Burdych et al. 2021).

Snizena koncentrace estradiolu u krav zkracuje trvani fije v porovnanni s jalovicemi
(Martins & Pursley 2016).

Mira detekce Fije je u krav 36 % a 70 % u jalovic. Tento velky rozdil Ize pficist zménam
v hladiné estrogenu, prostfedi a také tomu, Ze krdvy jsou ndchylnéjsi na tepelny stres
v porovnani s jalovicemi. OvSem detekce fije je u krav zvySovana pomoci programu Ovsynch
(Martins & Pursley 2016).
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Ovsynch je protokol pro synchronizaci vyvoje folikull na vajecnicich. ZpUsobuje ovulaci
a umoznuje inseminaci. Tento program predpoklddd, Ze prvni aplikace gonadotropin
releasing hormonu (GnRH) vede k ovulaci ovaridlniho folikulu a ndsledné k rozvoji Zlutého
téliska. U&innost aplikace GnRH se pohybuje mezi 66 % a 85 %. Zavisi véak na fazi zrani
folikulu (Nowicki et al. 2017).

3.2.8 Metestrus

Na misté prasklého Graafova folikulu je prasklina, kterd je vyplnéna krvi. Na tomto
misté zacind rlst Zluté télisko a nasledné dochazi k produkci progesteronu. Hlen vytékajici
zvulvy je lepkavy a muZe byt koufové kalny. Ovulované vajicko se dostdva z nalevky
vejcovodu do vejcovodu, kde dochazi k oplozeni. Na zacatku této faze je moiné jesté
plemenici inseminovat, ovsem pozdéji se pravdépodobnost zabfeznuti snizuje. Druhy aZ treti
den po skonceni estru se objevuje poestralni krvavy vytok a ten mlze prispét k hodnoceni
spravnosti momentu inseminace. Pokud plemenice nezabrezla, méla by pfijit dalsi fije za 18
dni po krvi.

Metestrus trva 4 dny.

3.2.9 Diestrus

Toto obdobi trvajici £14 dni je typické aktivitou progesteronu. Na vaje¢niku roste Zluté
télisko, které od 8. do 15. dne cyklu dosahuje velikosti 10-30 mm v pradméru. Dale se v té
sttejné dobé vyskytuje na vaje€niku tzv. meziovulacni folikul. Tento folikul podléhd atrezii,
ale mohou se objevit ptiznaky nepravé fije kolem 10. dne cyklu. Pokud nedojde k oplozeni
prichazi z délohy kolem 18. dne cyklu signdl v podobé prostaglandinu F2 alfa (PGF2a), ktery
pUsobi na zanik Zlutého téliska. Nasledkem toho se zvySuje hladina FSH, na vaje¢niku zacina
rast novy folikul a cely cyklus se opakuje. (Burdych et al. 2021)

Koncentrace progesteronu béhem diestru je u krav polovi¢ni nez u jalovic. Tento
vyrazny rozdil je oravdépodobné kvuli vétSim folikulim a vyskytu dvojitych ovulaci ve
srovnani s jalovicemi. S tim souvisi i vétsi pramér Zlutého téliska (Martins & Pursley 2016).

3.3 Vyvoj folikulu na vajecniku

U skotu se béhem ovaridlnich cykll nepretrzité rekrutuji skupiny folikuld s vyvojem
dvou nebo tfi dominantnich folikulG na cyklus. Nicméné se pouze jeden dominantni folikul
vyviji az do ovulace v posledni folikularni viné, zatimco se ostatni folikuly stavaji atretickymi
béhem faze rlstu (Da Silva et al. 2019).

Folikuldarni dominance je spojena se snizenim koncentrace FSH v plazmé. Nasledné
podrizené folikuly prerusuji svdj rast, stavaji se atretickymi a produkce novych folikull je
blokovana. Tim se sniZuje pocet a kvalita plivodné aspirovanych folikul(i (Da Silva et al.
2019).

Folikulogeneze je komplexni proces, ktery zahrnuje tvorbu a vyvoj primordialnich
folikull az do stadia preovulacnich folikul(l. Obdobi potfebné pro k dosazeni tercidlniho
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stadia z primordidlniho folikulu se pohybuje od 80 do 100 dnU (preantralni faze) a obdobi
potfebné pro tercidrni folikul k dosazeni predovulacniho stavu (antralni faze) je 42 dnu
(Gardinal et al. 2016).

Folikularni tekutina poskytuje vyZivujici mikroprostfedi pro vyvoj oocyt tim, Ze jim
umoznuje pfistup krdznym Zivinam a hormonim, které jsou produkovany z okolnich
somatickych bunék. Folikuldrni tekutina je produkt obou sloZzek krevni plazmy, které
prochazeji pres krevni folikularni bariéru a sekrety z granuldézy a theca bunky (Hailay et al.
2019).

Aby bylo mozné poutZit Zivotaschopnou gametu pro oplodnéni, musi oocyt dokon¢it
fadu kritickych procest béhem prechodu z primordialniho stadia az do preovulac¢niho stadia.
Tyto zmény zahrnuji proliferaci a diferenciaci cytoplazmatickych organel, syntézu a
skladovani mRNA a proteinli potfebnych k fizeni pocatecni bunky v cyklu embryogeneze,
dale je nutné obnoveni a dokonceni meidzy a dokonceni epigenetickych modifikaci. Jeden
z epigenetickych procest je preprogramovani genomu, ke kterému dochazi béhem ristu
oocytu. Tento proces zahrnuje preprogramovani materského genomu prostrednictvim
metylace DNA diferencidlné methylovanych oblasti, k vyvolani exprese malé skupiny gen
znamé jako imprintované geny (O'Doherty et al. 2014).

Kvalita oocytu se zlepSuje béhem rudstu folikulu, ale velikost folikulu negativné
koreluje s mirou zotaveni u krav a jalovic (Viera et. al 2014).

3.4 Negativni energeticka bilance

Selekce dojivosti u dojnic v poslednich 70 letech vedla k vyraznému zvySeni dojivosti a
k soucasnému snizeni plodnosti. U vysokodojnych plemen je mira oteleni jalovic mezi 55 % a
60 %. U krav v laktaci se snizuje na 35-40 %. Jednou z hlavnich pficin snizené plodnosti je
poporodni negativni energetickd bilance (NEB) béhem rané laktace. NEB byla
zdokumentovana jako nejvyznamnéjsi dlivod klesajici plodnosti (Hailay et al. 2019).

Dojnice obvykle vstupuji do stavu NEB po porodu, kdy energetické poZadavky
organismu pro produkci mléka prevysuji energeticky prijem, coz je jedna z nevyhod spojena
s normovanou laktaci (305 dni), kdy je kladen ddraz na zabfeznuti v dobé, kdy jsou dojnice
ve vrcholné laktaci, ktera se ¢asto shoduje s NEB (Matoba et al. 2011).

Folikularni prosttedi oocytu je klicové pro jeho spravné zrani a ziskani epigenetickych
znak(. Laktujici kravy vlivem NEB vykazuji alternativni metabolicky profil spojeny
s fenotypovymi zménami tykajici se folikulogeneze a ovulace, coz vede ke Spatné kvalité
oocytu (Poirier et al. 2020).

Metabolicky profil dojnic v laktaci je charakterizovan nizSimi koncentracemi
progesteronu a estradiolu a zvySenou koncentraci neesterifikovanych mastnych kyselin a b-
hydroxybutyratu, coZ je spojovano se suboptimdlnim folikuldrnim mikroprostredim, které
ohroZzuje kvalitu oocytl a vede k selhani zabreznuti (Viera et. al 2014).
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To potvrzuji Matoba et al. (2011) ktefi uvedli Ze, NEB po oteleni koreluje s intervalem
obnoveni ovulacni aktivity po porodu a s tim spojené snizené koncentrace inzulinu, IGF-I a
glukdzy oproti zvySené koncentraci NEFA a BHBA spojeny s poruchou reprodukéni vykonnosti
(Matoba et al. 2011).

Faktory prostredi, jako je teplotni stres, zhorsuji nasledky NEB u vysoce uZitkovych
dojnic zménou biochemickych vlastnosti koncentrace ve folikularni tekutiné dominantnich
folikull (Hailay et al. 2019).

Vyuzitim hmotnostni spektrometrie plynovou chromatografii k posouzeni hladin
metabolitl folikularni tekutiny byly zjistény vyssi koncentrace NEFA a B-hydroxybutyratu a
nizsi koncentrace glukdzy, inzulinu a IGF-I u laktujicich krav ve srovnani s nelaktujicimi
krdvami a jalovicemi. Navic suplementace NEFA béhem zrani oocytl in vitro méla negativni
vliv na zrani, fertilizaci, Stépeni, miru blastocyst a pocet bunék pozdniho apoptického kumulu
(Hailay et al. 2019).

Rana laktace tedy negativné ovliviiuje kvalitu oocytli a endokrinni ¢innost u mlééného
skotu vlivem NEB (Matoba et al. 2011).

Podminky, kterym je oocyt vystavovan v tomto bodé laktace, mohou byt dulezitéjsi
neZ ty bezprostredné pred inseminaci (Matoba et al. 2011).

Pfi obdobi tfech tydn( pred porodem a tfech tydnd po porodu dochazi
k metabolickym a hormonalnim zménam, které zvysuji naroky na Ziviny pro produkci mléka.
Nicméné kapacita DMI zaostdva za energetickymi pozadavky, a tak se béhem rané laktace
kravy dostavaji do negativni energetické bilance. Negativni energeticka bilance se vyznacuje
mobilizaci télesnych rezerv se zvySenim neesterifikovanych mastnych kyselin, které narusuji
reprodukéni ¢innost (Gardinal et al. 2016).

Hailay et al. (2019) prokdzali souvislost mezi metabolickym stavem a extracelularnimi
vezikuly spjatymis mikro RNA profily ve folikularni tekutiné po porodu.

Extraceluldrni vezikuly jsou velké molekuly nesouci informace uvolnéné jak
z prokaryotickych, tak z eukaryotickych bunék. Tyto vezikuly byly detekovany v ridznych
biologickych tekutinach vcéetné tekutin z nosni sliznice, mozkomisniho moku, materského
mléka, slin, pupecni tekutiny, moci, plodové vody, folikularni tekutiné skotu a spermatu.
Extracelularni vezikula je obecny termin zahrnujici nékolik typl vezikul (exozomd,
mikrovezikul, apoptickych vackl). Exozomy se tvofi z internalizovanych endocytarnich vacku,
zatimco ektozomy jsou vSudypfitomné vezikuly uvolnéné z plazmy. Extracelularni vezikuly
hraji zasadni roli v komunikaci mezi burikami a nesou obrovské mnozZstvi protein(, lipidd,
MRNA a mikroRNA, které mohou byt dodany do jinych bunék a fungovat v nich.

Nékolik potencialnich miRNA jsou identifikatory negativniho energetického stavu a
zaroven jsou potencialnimi biomarkery pro prechod do pozitivni energetické bilance.

Nepfiznivé metabolické prostredi vyvolané laktaci méni metabolicky, steroidogenni a
transkriptomicky profil ovaridlnich folikuld béhem jejich vyvoje. Ve srovnani s nelaktujicimi
krdvami maji dojnice po oteleni vyssi koncentrace nasycenych mastnych kyselin, jako je
kyselina palmitova a stearova, nizsi koncentrace n-3 polynenasycenych mastnych kyselin,
vy$Si hladiny glycinu a L-glutaminu a nizsi hladiny L-alaninu a oxoprolinuvé folikuldrni
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tekutiné. Toto zménéné prostredi u laktujicich krav bylo spojeno se snizenou syntézou
estradiolu a progesteronu dominantniho folikulu pfi diferenciaci respektive luteinizaci
(O’Doherty et al. 2014).

Pro optimalizaci plodnosti je nutné zajistit aby krdvy mély BCS vétsi nez 2,5 (Carvalho
et al. 2014).

Kravy se vraceji do pozitivni energetické bilance kolem 41. dne po oteleni (Poirier et
al. 2020).

3.4.1 Mastné kyseliny

[ Kontrolnf skupina
5 - Il Lnéné seminko
Oséja
ElNenasycené mastné
4 - kyseliny

Degenerativni oocyty
P
Lh

3517 60+7
Ovum pick-up

Obrdzek 4 upraveno podle Gandra JR, Verdurico LC, Mingoti RD, Takiya CS, Gardinal R, Vendramini THA, Barletta RV, Visintin
JA, Rennd FP. 2017. Whole flaxseed, rax soybeans, and calcium salts of fatty acids supplementation for transition cows:
follicle development and embryo quality. Italian Journal of Animal Science 16:538-545.
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Ovum pick-up
Obrdzek 5 upraveno podle Gandra JR, Verdurico LC, Mingoti RD, Takiya CS, Gardinal R, Vendramini THA, Barletta RV, Visintin

JA, Rennd FP. 2017. Whole flaxseed, rax soybeans, and calcium salts of fatty acids supplementation for transition cows:
follicle development and embryo quality. Italian Journal of Animal Science 16:538-545.

3.4.2 Krmna davka

Nutriéni faktory mohou plsobit na mnoha urovnich hypofyzarni osy vajecnik(l a
hypotalamu, coz se mlzZe prfimo odrazet na reprodukéni ¢innosti. Kromé toho akutni ci
chronické zmény ve vyzivé, nebo zmény télesného stavu mohou zménit uvolfovani a syntézu
reprodukénich hormond, kvalitu oocytu a rast folikul( (Sales et al. 2015).

Takové zmény mohou podporovat nerovnovahu nékterych metabolitd a hormonu
jako jsou napt. inzulin, IGF-I a leptin (Sales et al. 2015).

Po 60. dnu oteleni snizilo krmivo s nadmérnou energetickou hodnotou pocet
blastocyst u krav Bos indicus. Naopak u Bos taurus tato krmnd davka neméla zadny vliv na
produkci blastocyst (Sales et al. 2015).

Ovsem studie Baruselli et al. (2012) prokazala i u Bos taurus sniZzeni poctu blastocyst
60dni po podavani vysokoenergetické krmné davky. Koncentrace glukdzy v plazmé a
folikularni tekutiné a také koncentrace inzulinu byly vy$si u krav s vysokoenergetickou
krmnou davkou.

S ¢imZ nekoresponduje pozdéjsi pozorovani Baruselli et al. (2016), kdy nezjistili Zadné
interakce mezi ucinky plemene (Bos indicus x Bos taurus) a energetické Urovné krmné davky
na kvalitativni (Zivotaschopné oocyty, stupen a index kvality oocyt() a kvantitativni (ziskané
oocyty) proménné. NEB zplsobend nizkym pfijmem susiny vede ke sniZzeni koncentrace
inzulinu, glukdzy a IGF-1, coz ovliviiuje vyvoj folikull a nasledné vede ke snizeni po¢tu oocytu
ziskanych od krav béhem teplejsiho obdobi (Takuma et al. 2010).

20



3.5 Metody

Programy umeélého oplodnéni poskytuji organizovany pfistup ke zvySeni vyuziti umélé
inseminace, genetickému pokroku a zlepSeni reprodukéni schopnosti mléc¢ného skotu.
Uspé&ch biotechnologii zavisi na vyvoji ovaridlnich folikuld a jejich manipulaci. Koneény rast
folikulu a jeho primér jsou klicové faktory, které mohou vyznamné ovlivnit kvalitu oocyt(,
ovulaci, prostfedi délohy a ndasledné vysledky brezosti. PouZiti superovulace nasledované
umeélou inseminaci je technika, ktera generuje vétsi pocet embryi na darkyni. Tyto techniky
vyuZivajici prfenos embryi jsou nastroji Sifici vysokou genetickou kvalitu a zlepsujici
reprodukéni vykonnost (Baruselli et al. 2012).

3.5.1 ICsl

ICSI je metoda vytvarejici embrya pomoci pfimé aplikace spermii do ooplazmy. U
skotu patfi mezi vyhody efektivni vyuZiti spermii pro zlepSeni genetiky stada a vyuzivani tak
nadprimérnych zvitat. Ddle lze ICSI pouzit k ziskani embryi s mensim poctem spermii.
Oikawa et al. (2016) uvadi, Ze imobilizace spermii tésné pred injekci pomoci kombinace
piezo-mikromanipuldtoru a aktivace ethanolem ¢tyfi hodiny po ICSI je uzZite¢nd pro vytvareni
blastocyst. ICSI oproti konvenénimu IVF vloZi spermie pfimo do ooplazmy bez nutnosti
akrozomové reakce.

Obecné, kdyz spermie vstoupi do ooplazmy, disulfidové vazby v jadre hlavicky
spermie zac¢nou byt redukovany glatathionem. Po sniZeni disulfidovych vazeb v protaminech
jsou nahrazeny histony. Nasledné membrana spermii zmizi a vytvori se sam¢i pronukleus a
splyne se samicim pronukleus. Ve srovnani nékolika jinych druhl (¢lovék, mys a kiecek) je
byci spermie stabilnéjsi a nemize snadno dekondenzovat v oocytu. Nékteré chemikalie jako
je heparin, kofein a vapenné ionty jsou schopny zvysit propustnost membrany spermii.
Ztohoto duvodu se béiné pouzivaji pfi IVF. Naopak dithiothreitol vykazuje snizeni
protaminovych sulfidi vdzanych na hlavicku spermie. Tudiz predbézné oSetreni spermii vyse
uvedenymi chemikaliemi mlZe napomahat vyvoji embryi ziskanych metodou ICSI (Oikawa et
al 2016).

3.5.2 OPU-IVF

OPU-IVF umoziiuje odbér oocytl z vajecnikl darkyn s nizkou gonadotropinovou
odpovédi. Rychlost vyvoje embrya se vSak pomoci této metody vidy nezlepsi a problémem je
nizka mira Uspésnosti (Oikawa et al. 2016).

Aktualné je 36,5 % embryi produkovanych in vitro (Baruselli et al. 2012).
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3.53 ET

Embryotransfer (ET) je Siroce vyuZivan v chovech skotu jako nastroj pro zlepSovani
genetiky stdda. OvSem nutnost superstimulacni lécby zUstavd velkym omezenim.
Alternativou ET je produkce embryi in vitro (IVEP). Tato biotechnologie umozniuje produkci
velkého mnozstvi embryi od darkyn s vysokym genetickym potencidlem béhem zkraceného
obdobi. RovnéZ umozZnuje pouZiti sexovanych spermii bez podstatného ohroZeni embryi
(Oliviera et al. 2016).

3.54 LOPU

Laparoskopicka aspirace oocytl je alternativa klasického OPU a je vyuZivdna zejména
u mensich hospodarskych zvifat napf. ovce, kozy. Divodem je jejich maly télesny ramec
v porovnani se skotem. Hlavnim zajmem je urychleny geneticky zisk prostfednictvim
exponencidlni reprodukce samic vynikajici produktivity a genetické hodnoty. LOPU-IVEP je u
malych preZvykavci vyuzivanéjsi nez mnohocetnd ovulace a pfenos embryi (MOET). Zejména
kvlli Spatnym vysledkim superovula¢ni odpovédi, nedostatku oplodnéni a predcasné
luteolyze (Baldassarre 2021).

LOPU je minimdlné invazivni a ukazal se jako velmi bezpecny, konkrétné bez
intraoperacnich komplikaci ani nasledk s narusenim reprodukéni budoucnosti zvifat. U
prepubertdlniho skotu bylo provedeno mezi 6 a 9 LOPU béhem 3-4 mésicd a zadna
z jalovicek neméla v dospélosti problémy produkovat vice embryi pomoci OPU nebo
zabreznout (Baldassare 2021).

Technologie LOPU-IVEP k produkci ,telat z telat” byla navrZzena na pocatku 90. let 20.
stoleti s ¢etnymi publikacemi ukazujici vysoké vytézky oocytl z jalovicek ve véku 2-6 mésicu.
Tento zajem ovSem zanikl diky nemozZnosti predpovédi kvality zvifete a velmi Spatné
vyvojové kompetenci téchto oocytl v porovnani s oocyty z dospélych krav. Nyni zadjem zase
vzrlistad a to diky genomickym testlim, které jsou schopny odhalit potencial zvifete v raném
véku (Baldassare 2021).

Boni (2012) ukazal nékolik vyhod LOPU v porovnani s OPU: aspirace primarné
povrchovych folikulll; pfimy pohled na vajecnik a postup odsavani; sniZzené riziko poranéni
vajecnikd. Ovéem OPU umoznilo shromazdit vyrazné vyssi podil oocytl stupné 1, které
vedou k vy$Simu Stépeni nez u LOPU.

3.5.5 IVEP

Opakovany odbér oocytl transvagindlné ultrazvukem ftizenou folikularni punkci
(OPU), implicitné spojenou s produkci embryi in vitro (IVEP), se staly alternativni a
konkurenceschopnou oproti superovulaci pfi produkci embryi u skotu. Lze ji Uspésné
aplikovat bez ohledu na reprodukéni stav darkyné napt. brezi; acyklicka; zvifata s infekci
genitalniho traktu a necitlivd na superovulaéni stimulaci. Na rozdil od ostatnich metod je
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mozné od jednoho zvifete odebrat vice oocytu. Limity aplikace OPU zUstavaji kvali nizSi mite
zabrezdvani produkovanych embryi nebo neoptimalni spoluprace mezi praktiky OPU a IVF
laboratofi (Boni 2012).

PFi pouZiti této metody se vybiraji zvifata s vysokou zootechnickou hodntou, protoze
se maximalizuje reproduk¢ni schopnost stada (Berling et al. 2022).

Usp&3na realizace IVEP zavisi na mnoha faktorech véetné genetického potencidlu
darkyné, podtlaku béhem aspirace, typu jehly béhem odbéru oocytd (OPU) a poctu folikuld.
Tyto faktory mohou ovlivnit kvalitu odebranych oocytl, Uspéch zrani in vitro ¢i nasledny
vyvoj embryi (Oliviera et al.2016).

Samice tak mlze vytvorit v priméru 36 potomku za rok, zatimco ptirozené byl jen 1
potomek (Berling et al. 2022).

V severni Americe pouZiti IVEP vzrostl pravdépodobné diky zlepSeni genetiky,
reprodukéni vykonnosti a poméru pohlavi potomkd, které lze touto metodou dosahnout.
Brazilie IVEP primarné vyZivad u Bos Indicus kvuli vétSimu poctu antrdlnich folikul( nez u Bos
Taurus. Ovsem v poslednich letech se vyufziti IVEP zvySilo i u mlé¢ného skotu (Oliviera et al.
2016).

3.6 Prabéh OPU

V roce 1988 byla transvaginalné ultrazvukem fizend aspirace oocytl poprvé zavedena
holandskym tymem. Tito vyzkumnici prokazali, Ze opakovany odbér oocytli pomoci OPU je
mozné provadét bez ohroZeni zdravi a reprodukéni cinnosti. V této studii bylo OPU
provadéno jednou tydné u deseti krav. Z36 vykonU bylo ziskdno ze 197 propichnutych
folikul( 54 oocytl. Primérnd navratnost byla 27,4 % a 1,5 oocytu/kréva (Boni 2012).

Pfed kaidym zakrokem byly z konecCniku odstranény vykaly a perinedlni oblast
vycisténa vodou a 70% ethanolem. Pro lepsi provedeni, snizeni peristaltiky a nepohody kravy
dostavaly epiduralni anestezii (Cavalieri et al. 2018).

Ovarialni folikuly byly aspirovany jedendcti japonskym kravam v 7-dennich intervalech
pomoci transvagindlniho ultrazvukové navadéného zafizeni vybaveného 7,5 MHz konvexni
sondou a nerezovym jehlovym voditkem. K penetraci vagindlni stény a ovarialni tkané byla
pouzita echogenni jehla dlouhd 60 cm pro aspiraci folikulGd. Obsah folikull byl odsat do
jednocestné hadi¢ky za pouzZiti konstantniho odsavaciho tlaku 100 mmHg. Folikuldrni
aspiracni tekutiny byly shromaidovany v 50 ml kuZelovych centrifugacnich zkumavkach
zahfatych na 30 °C pomoci ohfivace zkumavek. Aspiracnim médiem byl fyziologicky roztok
pufrovany fosfaitem doplnény 10 IU/ml heparinu sodného a 0,05 mg/ml gentamicinu.
Aspirovany byly pouze folikuly o priméru > 2 mm. Po odsati byl pouzit Em-Con filtr
k oddéleni jakychkoli krevnich sloZek a odebrdni oocytl z aspiratu folikularni tekutiny
(Oikawa et al. 2016).
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Bezprostfedné po OPU byly oocyty vysetieny a klasifikovany podle jejich morfologie
(pocet vrstev, oocyt kumularni-komplex a vzhled cytoplazmy z hlediska barvy, homogenity a
integrity) (Cavalieri et al. 2018).

Podil oocytl obklopen kompaktnimi kumuly a in vitro produkovanymi blastocystami
postupné klesal pfi zvySovani podtlaku. Ovsem faktory jako je opacny tlak pfitomny ve
vaginé a pobfisnici zhorsuji vyhodnoceni optimalniho vakua pro oocyty. Také uhel a ostrost
jehly ovliviiuje obnovu oocytll. Vétsi ndvratnost je pfi pouziti dlouhych jehel (Boni 2012).

V porovnani tfi jehel srlznymi priméry (18; 19 a 21 G) sruznymi hodnotami
podtlaku je nejvhodnéjsi jehla o priiméru 18 G (Boni 2012).

Citlivost ultrazvukového zafizeni predstavuje vyznamny parametr pro ucinnost OPU.
PFi porovnani linedrniho pole s mechanickym viceihlovym sektorem (MAP) se MAP ukdzal
jako vhodnéjsi. Je schopen vizualizovat mensi folikuly a tim byl ziskan vétsi pocet oocytl
(14,2 x 7,4) (Boni 2012).

3.7 Tepelny stres

Zména klimatu je celosvétovy problém a negativné ovliviuje produkci i reprodukci
skotu. Na skot puUsobi pfimo i nepfimo. Pfimé ucinky zahrnuji vzestup teploty, kolisani
fotoperiody i srazek. Nepfimé ucinky negativné ovliviuji kvalitu krmiva a jeho mnoiZstvi,
mensi dostupnost vody a vys$si nachylnost k nemocem. VysSi teplota spolu s vlhkosti
zplsobuje tepelny stres skotu, ktery ma Sirokou $kdlu Skodlivych dopad( napf. snizeny rast,
snizena produkce mléka, mensi prirGstky a narusena reprodukce (Angel et al. 2018).

Tepelny stres je definovan jako soucet vnéjSich podnétl zpUsobujici zvySeni télesné
teploty a ndslednou odezvu organismu. Nadmeérné zvyseni teploty vede k vyCerpani energie
potfebné pro laktaci a rist a mlzZe vést ke zhorSeni Zivotnich podminek, snizené kvalité
Zivota a v extrémnich pripadech i smrt. Fyziologické projevy dojnic pti tepelném stresu jsou
zrychlené dychani, poceni, snizena dojivost a reprodukéni vykonnost jak je vidét na Obr. 6
(Polsky & von Keyserlingk 2017).
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Obrdzek 6 upraveno podle Polsky L, von Keyserlingk MAG. 2017. Invited review: Effects of heat stress on dairy cattle
welfare. Journal of Dairy Science 100:8645-8657.

Skot, vystaveny vysokym teplotam a relativni vihkosti, mGze mit poruchy homeostazy,
které negativné ovliviuji jak produkéni, tak i reprodukéni vykonnost. Bos taurus je méné
odolnéjsi viici tepelnému stresu v porovnani s Bos indicus, vzhledem k jejich nizsi schopnosti
odvadét teplo do okoli a vysokym metabolismem vysoce produkénich krav. V diskedku toho
maji oocyty nizsi schopnost generovat blastocysty (Berling et al. 2022).

Holstynsky skot mda schopnost odvadéni tepla odpafovdnim omezenou jeho relativné
nizkym pomérem plochy povrchu téla kjeho télesné hmotnosti a jeho nedostatecné
vyvinuté potni Zlazy a kratka, husta srst také pfrilis nepomahadji organismu pfi tepelném
stresu (Liu et al. 2019).

U dojnic vystavenych tepelnému stresu je snizena funkce nékterych tkani a organd, coz
brani v syntéze proteinli a hormonu spojenych s reprodukci (Liu et al. 2019).

Touto problematikou se zabyvali Wolfenson et al. Jiz v roce 1995, ktefi prokazali, Ze
pocet dominantnich folikuld u krav zatiZzenych tepelnym stresem zacal klesat dtive nez u krav
ve chladnéjsich podminkach.

Tepelny stres (TS) ma velky vliv na celkové rocni ekonomické ztraty v USA v rozmezi
od 1,69 do 2,36 miliardy dolartd (Berling et al. 2022).

TS se muze vyskytnout ve vSech klimatickych padsmech. Regiony v Kanadé a na severu
Spojenych statd maji sice kratké teplé léto , ale v téchto oblastech dobytek byt fyziologicky
adaptovan na podminky tepelného stresu, coz zvifatim ztéZuje vyrovnani s TS. Nicméné
dojnice v tropickych a subtropickych pasmech zaZivaji prodlouzené obdobi TS, a proto se
nemohou tak rychle zotavit z negativnich Gc¢inkd jako dojnice v mirném podnebi (Becker et
al. 2020).
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Za poslednich 60 let se sniZila mira zabrezdvani u vysokoprodukénich krav na 55-35%
(Schiller et al. 2014).

Tento pokles pravdépodobné souvisi s fyziologickymi zménami, zménami
v managmentu chovu a zvySeni mlécné uZitkovosti. Oviem v obdobi tepelného stresu mira
zabrezavani klesa pod 35 % (Becker et al. 2020).

Pereira et al. (2013) méfili rektalni teplotu béhem umélé inseminace a zjistili, Ze pfi
naméreni rektdlni teploty nad 39,1 °C se procento zabreznuti snizuje z 21 % na 15 %.

Atrian & Shahryar (2012) popsali nékolik bodu, které ovliviiuje tepelny stres a mezi
nimi byli i zmény hladiny hormon( vtéle a Spatnd reprodukéni vykonnost a deprese
plodnosti:

a) Zmény hladiny hormon( v téle
Dobytek, ktery v teplém klima chova na pastvinach, kde neni dostatek stinu,
ma nizsi hladinu estrogenu. Dal$i hormonalni zmény vedly k nizsi mife poceti.
b) Spatna reprodukéni vykonnost a deprese plodnosti
Jalovice, které jsou vystaveny tepelnému stresu, maji obvykle vyrazné
zpozZdéni rdstu a zpozdéni prvni ovulace. S tim Uzce souvisi zvySovani télesné teplota.

Ve studii Cizmeci et al. (2022) rozdélili dojnice do 3 skupin, kdy ve skupiné 1 byla
teplota < 10 °C, ve skupiné 2 10-25 °C a ve skupiné 3 > 25 °C. Na OPU byl pocet oocytl 8,72;
6,32 a 6,85 ve skupinach 1; 2 a 3 v tomto poradi. Pocet Zivotaschopnych oocytl na OPU byl
6,83 (skupina 1), 4,64 (skupina 2) a 4,65 (skupiny 3) jak je vidét v tab. 1.

Tabulka 1 upraveno podle Cizmeci SU, Ding DA, Yesilkaya OF, Ciftgci MF, Takci A, Bucak MN. 2022. Effects of Heat-Stress on
Oocyte Number and Quality and In Vitro Embryo Production in Holstein Heifers. Acta Scientiae Veterinariae 50:1870
https://doi.org/10.22456/1679-9216.122371

Okolni teploty <10°C 10-25 C >25 °C
OPU 18 25 26
Pocet oocytli celkem 157 158 178
Oocyty na OPU 8,72 6,32 6,85
Zivotaschopné oocyty na OPU 6,83 4,64 4,65
Pocet blastocyst na OPU 1,39 0,64 0,81
Cetnost blastocyst % 20,33 13,79 17,36

3.8 Uspésnost

Usp&38na realizace IVEP zavisi na mnoha faktorech véetné genetického potencidlu
darkyné, podtlaku béhem aspirace, typu jehly béhem odbéru oocytd (OPU) a poctu folikuld.
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Tyto faktory mohou ovlivnit kvalitu odebranych oocytl, Uspéch zrani in vitro ¢i nasledny
vyvoj embryi (Oliviera et al.2016).

Jak kvalita, tak kvantita aspirovanych oocytli jsou zdakladnimi faktory uspéchu
produkce embryi. Nejkomercnéjsi programy (OPU/IVP) provadéji folikuldrni aspiraci
v ndhodny den estralniho cyklu a vSechny folikuly viditelné ultrazvukovym vysetfenim jsou
propichnuty. Aspirace folikuld byly provedeny 3 — 5 dni po objeveni estru nebo v ranych
fazich vzniku folikull, kdy jsou folikuly mensi, coz vede k lepsi obnové a vétsi kvalité oocytl
(Cavalieri et al. 2018).

Velikost folikulu muaze ovlivnit Uspéch IVEP po OPU. Napf. u krav v ndhodny den
estralniho cyklu, byly oocyty velké 8 mm a vice klasifikovany jako zdravéjsi nez ty které byly
mensi nez 7 mm. Kravy, kterym byl podavan p-FSH, mély vétsi podil stfednich folikul( (6-10
mm) nez kravy z kontrolni skupiny. Z toho vyplyva, Ze hormonalnim oSetfenim pred OPU lze
dosahnout idedIniho stadia folikull pro IVEP(Oliviera et al. 2016).

Ovsem pritomnost Zlutého téliska redukuje ovarialni oblast dostupnou pro folikularni
vyvoj a brzdi folikularni aspiraci (Sales et al. 2015).

Oliviera et al. (2016) zjistili, Ze pramérny pocet embryi na darkyni a rychlost vyvoje
oocytl na blastocysty byli vyssi u folikulG odebranych v ristové fazi.

Béhem péti mésich se ve 3-4 dennich intervalech aspirovaly oocyty. Po celou dobu
nebyly pozorovany zadné Skodlivé ucinky. Vysledky se mezi jednotlivymi oocyty od jednoho
zvitete neliSily, coZ naznacuje, Ze Ize provadét tuto biotechnologii dlouhodobé (Boni 2012).

Coz potvrzdili i Takuma et al. (2010), kdy opakované OPU béhem prvniho trimestru
brezosti nemélo skodlivé ucinky na vyvoj plodu.

Ovsem nadmérné zvySeni koncentrace inzulinu v krvi, hlavné u dojnic pozdéji
v laktaci, negativné ovliviiuje kvalitu oocytl (Baruselli et al. 2016).

Stejné jako u krav svysokym BSC muze byt in vitro vyvojova kompetence oocytu
ohrozena. Vlivem hyperinzulinémie, periferni rezistence na inzulin a IGF-I mohou
interferovat transport glukézy v burikdch embrya a zvysit vyskyt apoptézy (Bruselli et al.
2012).

U&innost OPU zavisi na rychlosti zotaveni, kterou ovliviiuje nékolik faktord napf.
superstimulace zvitat, typ jehly, frekvence vpichu, faze estrdlniho cyklu, podtlak aspirace a
zkuSenost technika. Navzdory pokroku v OPU procento produkce blastocyst je stéla nizka
(25-35 %). Oocyty pochazejici z OPU vykazuji nizsi morfologickou kvalitu ve srovnani s oocyty
ziskanych aspiraci z jatecnych vajecnikd (Balboula et al. 2022).

Embrya, kterd tak dosahuji kompaktni moruly 5. den, stadia blastocysty 6. den a
expandované blastocysty nebo vyssSiho stadia 7. den, maji vétsi Sanci na zabreznuti
(Demetrio et al. 2022).

Dale agar neovliviiuje vyvoj embryi ziskanych pomoci OPU. Proto pocet

predpokladanych zygot na kapku agaru mize byt hlavnim urcujicim faktorem vyvoje a
nasledné Uspésnosti (Deb et al. 2011).
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Obrdzek 7 upraveno podle Demetrio D, Demetrio C, Oliviera M,
Reis R, Santos R. 2022. From oocyte to calf: practical aspects of

bovine in vitro embryo production. Clinical Theriogenology
14:193-201.

V kulturach vicendsobnych embryi urcuje hustota a vzddlenost mezi embryi Gcinnost
vyvoje. Pfinos kultivace vice embryi je pravdépodobné zplsoben sekreci embryotrofnich
faktor(i embryi béhem jejich vyvoje (Deb et al. 2011).

3.8.1 Den aspirace oocyttl

Nejvétsi pocet odebranych folikull byl béhem tretiho az ¢tvrtého dne estrdlniho cyklu
v porovnani s odbéry mezi devatym a desatym dnem, nebo béhem 15. a 16. dne estralniho
cyklu (Boni 2012).

Aspirace oocytl ve 14dennich intervalech neovlivnily pocet folikuld pfitomnych ve
vajeCnicich na rozdil od 7denniho intervalu. Postupné folikularni aspirace podporuji
mechanické poskozeni, které vede ke zménam ovarialniho parenchymu (degenerace, fibrdza
nebo adherence), nebo steroidogeneze oocytld a metabolické zmény (zvySeni lokalnich
zanétlivych faktord). Ovsem pfi 1l4dennim intervalu mezi OPU se nesniZovaly pocty
rekrutovanych folikul(i (Sales et al. 2015).

Coz potvzuje i Boni (2012): aspirace dvakrat tydné prindsi vyssi pocet
Zivotaschopnych oocytl a prenosnych embryi nez aspirace jednou tydné.

Faze tijového cyklu v dobé OPU ovliviiuje rychlost zotaveni, kvalitu oocytl a IVP. Vyssi
mira obnovy byla pozorovdna, pokud bylo OPU provedeno v blizkosti folikularni viny
(Baruselli et al. 2012).

Boni (2012) navrhl aplikaci OPU dvakrat tydné pti zvySené frekvenci folikuldrnich vin a
naslednou zastavou estralniho cyklu, zrani folikull a ovulaci. Jakmile odbér vzorkd pomoci
OPU prestal, do 6 dnli probéhla ovulace. Avsak nasledné zvyseni frekvence odbér(i nebylo
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pfinosné. ZpUsobilo to snizeni poctu propichnutych folikull, i kdyz byla zaznamendna vyssi
rychlost zotaveni a vétsi kvalita oocytu.

RGzné intervaly vzorkovani pomoci OPU, tj. 1)dvakrat tydné; 2)kazdych pét dni;
3)jednou tydné; 4)kaidych deset dni; 5)jednou za dva tydny, ziskali embrya do stadia
blastocysty z: 1) 23,1 %; 2) 15 %; 3) 10,9 %; 4) 4,9 %; 5) 29 %. Tyto vysledky naznacuji, Ze pfi
rozdilnych intervalech OPU je vyvojovy potencial folikul(i od téZe darkyné také rozdilny (Boni
2012).

3.8.2 Vliv plemene

Plemeno mlze mit vyznamny vliv na Uspésnost programu OPU-IVP. HolStynsky skot
produkuje kvalitnéjsi oocyty nez danské ¢ervené a bilé kravy. Nicméné v tropickém prostredi
na pastvinach Aberdeen Angus byly odebrany vétsi pocty oocytl, které vykazovaly vétsi in
vitro kompetence nezZ holstynské kravy. Lepsi vysledky také prokazal skot Bos indicus. Jejich
zvySeny pocet antralnich folikul( silné koresponduje se zvysenym poctem oocytl vhodnych
pro IVP (Baruselli et al. 2012).

Mezi reprodukénimi biotechnologiemi byla za velmi dllezitou povazovana produkce
embryi in vitro. U&innost této metody byla vy$$i u masnych plemen skotu nez u mlé¢nych
plemen. Synchronizace folikuldrnich vin a superstimulace pred OPU muze byt alternativa ke
zlepseni ucinnosti této biotechnologie u mlé¢nych plemen (Da Silva et al. 2019).

Jersey prijemkyné, které dostaly embryo po 65 dnu laktace mély vyssi UspéSnost
zabreznuti (54,8 %) nez ty, které ho dostaly do 65 dne (46,7 %). A pfijemkyné na prvni a
druhé laktaci mély vyssi Cetnost zabreznuti (56,6 %) oproti dojnicim na treti a ¢tvrté laktaci
(46,1 %) (Demetrio et al. 2022).

V roce 2020 bylo v RuAnn a Madox preneseno 4 088 embryi holstynského skotu, coz
vedlo k 1952 zabreznutim (48 %) zjiSténych pred 40. dnem brezosti. Vysledkem bylo 1 578
Zivé narozenych telat (81 %). VétsSina abortl nastala v prvnim trimestru brezosti (Demetrio et
al. 2022).

3.8.3 Zlepseni kvality oocyti

Synchronizace folikularni viny darkyn pfed OPU zvySuje efektivitu produkce embryi in
vitro. Darkynim, které podstoupili hormonalni stimulaci, se zvysila reprodukéni vykonnost.
Nasledkem hormondlni synchronizace byl poCet embryi o 7,3 % vyssi nez u darkyn bez
hormondlni stimulace (Cavalieri et al. 2018).

Synchronizace darkyn umoznila aspirovat vice homogennich folikuli ve vztahu
k velikosti a vyvojové fazi, coz podporuje obnovu kompetentnéjsich oocytd. Ovsem mira
zabreznuti byla u kontrolni skupiny krav a u krav s hormonalni stimulaci podobna. U IVF
embryi se pohybovala od 33 % do 36 %. V komerénim mérfitku se pro IVF aspiruji oocyty
v ndhodny den estrdlniho cyklu. PFi téchto odbérech je prakticky nemozné rozlisit folikuly,
které se vyvijeji a ty, které podstupuji atrézii. Tim se snizuje ucinnost oocytu jejich kvalita a
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nasledna produkce embryi. Naproti tomu pfi synchronizaci darkyn je mozné urcit nejlepsi
dobu pro aspiraci folikull, které jsou v rlistové fazi (Cavalieri et al. 2018).

U darkyn, které podstoupily hormonalni stimulaci, byla lepsi mira konverze embryi a
zabreznuti ve vztahu ke kontrolni skupiné (Cavalieri et al. 2018).

ZvySeni obnovy oocytl lze dosdhnout kroucenim jehly ve folikulu. Tato technika
vykazala 30% navratnost diky lepSimu oddéleni oocytu kyretazi folikularni stény béhem
aspirace (Boni 2012).

3.8.3.1 Stimulace FSH

Oliviera et al. (2016) zjistili, Ze superstimulace FSH nezlepSila kvalitu oocyt(
odebranych metodou OPU. HolStynské dojnice byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupiné
bylo poddno 6 davek FSH po 40 mg v rozmezi 12 hodin. Aspirace oocytl byla provedena 44
hodin po posledni davce FSH. Pocet odebranych oocytu a jejich Zivotaschopnosti se nelisili
mezi skupinami.

Ziskani vyvojového potencialu oocytl souvisi s ristem folikull. Vzhledem k tomu, Ze
tyto geny souviseji s transkripci a regulaci bunééného cyklu, stimulace exogennim FSH by
mohla umoznit akumulaci vétSiho mnozstvi messengeru, coz by vedlo k zachovani kvality
oocytu pred OPU (Viera et. al 2014).

Aplikace FSH muZe byt pouzita jako alternativa k obnové oocytll prostiednictvim
odbéru, aby se minimalizovaly negativni ucinky vyplyvajici z usazovani dominantniho
folikulu. FSH tudiz oddaluje vybér dominantniho folikulu, stejné jako atrézii, a tim se zvySuje
pramér folikult (Da Silva et al. 2019).

Stimulace p-FSH zvysila primérny pocet stfedné velkych folikull, ale nizsi vytéznost
snizila celkovy pfinos superstimulace (Viera et. al 2014).

| Oliviera et al. (2016) potvrzuje Ze, superstimulace FSH zvysila pocet velkych folikull
v rUstové fazi, ale zaroven také snizila rychlost vyvoje blastocyst z téchto folikulG. Nicméné
by superstimulace méla byt kombinovdna s obdobim ,coastingu” (doba mezi posledni
davkou FSH a OPU). Po dobu 48 hodin se produkovalo vice folikuld 5-10 mm neZ pfi 33
hodinach pred OPU. OvSsem ptidani LH 6 hodin pfed OPU vedlo ke zvySené produkci
blastocyst v oocytech odebranych po 33 hodinach, ale ne v oocytech odebranych po 48
hodinach (Oliviera et al. 2016)

Prestoze se FSH podili na kvalité oocytl, ve studii Da Silva et al. 2019 nedoslo
k Zadnému vyraznému zvysSeni po¢tu nebo procenta Zivotaschopnych oocytU.

Ovsem Boni (2012) pfi hormonalni stimulaci pomoci PMSG s cilem zlepsit kvalitu
folikulG vyrazné zvysil pocet aspirovanych folikull. Na druhou stranu stimulace snizila
hodnotu ndvratnosti. U brezich krav, kterym bylo poddvdno 40 mg p-FSH bylo zjisténo
nejvyssi procento Zivotaschopnych oocytl v porovnani s brezimi dojnicemi, kterym bylo
aplikovano 20 mg p-FSH, ¢i v porovnani s nestimulovanymi dojnicemi (Boni 2012).
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Jalovice, kterym byl poddvdn p-FSH, ve srovnani sjalovicemi bez hormonalni
stimulace produkovaly vice folikuld. Navzdory témto pozitivnim ucink(m byl pocet blastocyst
podobny v obou skupinach (Baruselli et al. 2016).

Jedna ze strategii pro zlepSeni ucinnosti OPU je stimulace vajec¢nikl pomoci
gonadotropin(. Vyssi poCty oocytl byly ziskany od stimulovanych krav Bos taurus. IVP se
zlepsilo, kdyz bylo OPU provedeno po synchronizaci folikularnich vin ( pomoci P4+E2 nebo
folikuldrni ablace). Navic doslo ke zlepSeni IVP pfi pouZiti FSH ve ctyfech stejnych ddvkach
dvakrat denné v dobé vzniku folikularni viny. V tomto pfipadé bylo OPU provedeno 24 hodin
po posledni davce FSH (Baruselli et al. 2012).

Uc¢innost produkce embryi in vitro se mé&fi z hlediska kvality, kterd odraii procento
embryi a miru zabreznuti. Nizkd ucinnost byla pricitdna nizké kompetenci hovézich oocytl
z antrdlnich folikul podrobenych nucenému zrani in vitro. Nicméné, navzdory pouZzitim FSH
u jedné skupiny krav plemene Girolando byla mira produkce embryi in vitro podobnd jako u
krav kterym FSH podavan nebyl (Da Silva et al. 2019).

FSH se oproti PMSG musi aplikovat dvakrat denné po dobu 4-5 dnd, coz je pro dojnice
stresuijici, jelikoZ je to vyZaduje Castéjsi injekce a zvySuje se tak i mnoZstvi prace a naklady.
PMSG je komplexni glykoprotein obsahujici kyselinu sialovou. Jeho podavani stimuluje
sekundarni folikuly ke kvalitnéjsimu vyvoji folikularnich oocytl (Son et al. 2022).

Po aplikaci FSH Blondin et al. 2012 zjistili, Ze mezi 44 a 68 hodinach odebrali
nejkvalitné&jsi folikuly pro produkci embryi a to folikuly od 7 mm do 10 mm. Pro folikuly nad
10 mm je naro¢né se po aspiraci zotavit. Tyto folikuly se nejvice tvofily 92 hodin po stimulaci
FSH.

3.8.4 Kuvalita oocytll v zavislosti na kategori krav

Predpubertalni darkyné méli nizsi rychlost Stépeni a nizsi miru blastocyst ve srovnani
s dospélymi kravami. CoZz dokazuje nizkou kompetenci pro in vitro produkci embryi
(prepubertalni: 0,0 %; pubertdlni: 9,7 %; dojnice: 28,6 %; nelaktujici kravy: 32,7 %). Z toho
vyplyva, ze nejefektivnéjsi kategorie pro IVP jsou nelaktujici kravy (Baruselli et al. 2016).

Viera et al (2014) nezjistili Zddné vyznamné interakce mezi stimulaci p-FSH a fazi
laktace darkyné. Celkovy pocet aspirovanych folikul( byl podobny, avsak kravy stimulované
p-FSH mély nizsi podil malych a velkych folikull a vyssi podil stfednich folikuld, jak je
znazornéno na obrazku 8 a 9. Zaroven stimulované kravy produkovaly vyssi procento oocytl
vhodnych ke kultivaci. A v porovnani laktujicich a zaprahnutych krav ty nelaktujici
produkovaly vyssi pocet blastocyst a prenosuschopnych embryi.
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Baruselli et al. (2016) vyhodnotili 3 kategorie jalovic (prepubertalni, pubertdlni a brezi
jalovice), z nichZ se brezi jalovice ukazali jako efektivnéjsi. Sice pubertalni jalovice mély vétsi
pocet ziskanych oocytl, ale mira Stépeni a byla srovnatelnd s brezimi jalovicemi. Ovsem brezi
jalovice mély vétsi pocet produkovanych embryi na OPU.

IVEP uclinnost byla nizsi u laktujicich dojnic HolStynského skotu ve srovnani se
zaprahnutymi krdvami nebo masnymi plemeny skotu. Bylo prokazano, Ze obdobi rlstu
oocytu a sloZzeni RNA je zdsadni pro udrieni prvnich nékolika bunécnych cykl(i ¢asného
vyvoje embrya (Viera et. al 2014).
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Dojnice na konci laktace jsou ndachylnéjsi kinzulinové rezistenci, kterd snizuje
Zivotaschopnost oocytl béhem IVP (Baruselli et al. 2016).

Metabolicky profil laktujicich dojnic je charakterizovdn nizSimi koncentracemi
progesteronu a estradiolu a zvySené koncentraci NEFA a BHBA. Tento metabolismus je
spojeny se suboptimalnim folikularnim mikroprostfedim ohroZujici kvalitu oocytd a
naslednému selhani zabreznuti. Za preferované darce lze tedy povazovat nelaktujici kravy
z divodu vyssi vytéznosti embryi na OPU. Nelaktujici kravy produkovaly vice blastocyst (41,9
%) nez dojnice (13,4 %) a vice prenositelnych embryi (Baruselli et al. 2016).

Reprodukéni trakt po porodu laktujicich krav mUZe byt méné schopny podporovat
rozvoj embrya neZz u nelaktujich krav dasledkem nizsi koncentrace progesteronu v déloze
(Rizos et al. 2010).

3.8.5 Kuvalita oocytli v zavislosti na tepelném stresu

Zvysujici se teplota prostredi je jeden z divod snizujici se reprodukéni vykonnosti. Pri
tepelném stresu dochazi ke zpomalenému vyvoji folikull, produkce steroidnich hormon( a
expresi genl (Takuma et al. 2010).

Rychlost produkce embryi in vitro pomoci OPU klesd, kdyZ jsou oocyty odebrany kravam,
které byly dfive vystaveny tepelnému stresu (Takuma et al. 2010).

Oocyty odebrané béhem letnich mésict maji snizenou schopnost vyvinout se do stadia
blastocysty. Kravy byly vystaveny tepelnému stresu a to teplotdm 38,8 °C a 80% relativni
vlhkosti béhem dne a 30,8 °C a 80% relativni vlhkosti béhem noci na 28 dni. Ve srovnani
s krdvami z termoneutralni zény, tepelny stres zvysil vyskyt ovarialni folikuldarni kodominance
a snizil koncentraci P4. Ackoli tepelny stres nemél zadny vliv na rychlost Stépeni, vyvoj
blastocyst byl snizen. U&inky tepelného stresu se projevovaly az 105 dni po jeho ukonéeni
(Baruselli et al. 2012).

Nelaktujici kravy ve chladnéjsim obdobi produkovaly kvalitnéjsi oocyty nez pfi vyssich
teplotach. Nicméné sezonni vlivy nebyly pozorovany u brezich krav stejné jako pomér oocytl
1. a2.fadu (Takuma et al. 2010).

Berling et al. (2022) zjistili, Ze kravy vystavené tepelnému stresu 30 dni pfed aspiraci
produkovaly nejméné oocytl. Rozdélili krdvy do 4 skupin podle data aspirace. Skupina
vystavena tepelnému stresu 90 dni pred OPU nevykazovala snizenou produkci oocytl stejné
jako skupina, kterd byla v tepelném stresu aZ v den aspirace. OvSem snizenda produkce
oocytl byla zaznamendna ve skupiné krav podléhajicim tepelnému stresu 60 dni pred
aspiraci, jak je vidét na obrazku 10.
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Zivotaschopné oocyty pfi OPU

Zivotaschopné
oocyty

Obrdzek 10 upraveno podle Berling F, de Castro FC, dos Santos Oliviera AC. 2022. Influence of heat stress on in vitro oocyte and
embryo production in high-yielding Holstein cows. Ciéncia Animal Brasileira https://doi.org/10.1590/1809-6891v23e-71852E
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4 Metodika

Aspirace oocytl z vajecniku dojnic je biotechnologickou metodou, kterd se ve svété
stdva rutinni soucasti plemenarské prace ve $lechtitelskych stadech. V podminkdch CR
prozatim nebyla metodika rozpracovdna a zavedena do praxe. Diplomova prdce vyhodnoti
vysledky aspirace oocytl z vajecnikd dojnic (mnozstvi, kvalita) v zavislosti na pribéhu jejich
energetické bilance po oteleni.

Do experimentu pro odbéry oocytl byli vybrany kravy na prvni laktaci pfiblizné mezi 40-
80 DIM v riizném metabolickém stavu, ktery byl posuzovan podle poméru tuku a proteinu
(T/P) mezi 25-35 DIM (primér poméru T/P z 22 dojeni). Do testu se vybralo 65 prvotelek,
stim Ze 6 zvifat nebylo odebranych kvali cystickym dtvariim na vajecnicich nebo jinym
zdravotnim problémim. Nakonec se hodnoceni zucastnilo 59 dojnic od 36 do 82 DIM
(prdmér 60,11 DIM). Vybrané dojnice byly odebrané dvakrat s tydennim intervalem mezi
odbéry. Dohromady se uskutecnilo 5 odbérovych obdobi (prosinec 2020, kvéten 2021,
listopad 2021, kvéten 2022 a fijen 2022).

Odbéru oocytl predchazelo sonografické vysetreni na zakladé kterého se pokracovalo
s odbérem, nebo byla dojnice vyfazend. Pfi sonografickém vySetfeni taktéz probéhl popis
nalezu na obou vajecnicich (pfitomnost Zlutého téliska, mnozstvi a velikost folikull, cysty).
Dojnicim vhodnym pro odbér se aplikovala lokalni anestezie (Lidokain). Nasledné se rektalné
lokalizovaly vajecniky a pres pochvu byla zavedena ultrasonografickd sonda zakoncena
odbérovou jehlou, ktera byla napojena na vakuovou pumpu. Jehlou se propichla sténa
pochvy a vajecnik s folikuly se lokalizoval pomoci sonografie. Po zavedeni jehly do vaje¢niku
a vyhledani folikulu se zacali aspirovat oocyty. Pfes hadicku se odebrané oocyty dostaly do
50 ml plastové odbérové zkumavky, v které bylo 10 ml média BoviPlus (OPU recovery
médium, Minitube, USA). Po vyjmuti sondy s jehlou z dojnice se hadicky proplachly recovery
médiem BoviPlus (OPU recovery médium, Minitube, USA) pro zabezpeceni prechodu
odebranych oocyt(i do odbérové zkumavky. Po kazdém odbéru se vyménila souprava — jehla,
hadicka a zkumavka.

Médium s odebranymi oocyty se odstfedilo pres sito pro izolaci oocytli a zbaveni se
krevnich elementl. Oocyty na situ se proplachly BoviPlus médiem (OPU recovery médium,
Minitube, USA). Pipetou se oocyty ze ze sita prenesly do holding média (oocyte holding
medium, TL HEPES, Minitube, Némecko) pro mikroskopické pozorovani (teplota 25-30 °C).
Ndsledné se spocitaly odebrané oocyty z kazdé kravy pomoci stereomikroskopu, které se
nasledné prenesli do epondorfovych zkumavek s holding médiem (oocyte holding medium,
TL HEPES, Minitube, Némecko). Po ukoncéeni odbéru zvitat na farmé se odebrané oocyty
prenesly do laboratofe (Ustav Zivocidné Fyziologie A Genetiky Akademie véd CR, Libéchov)
pfi teploté okolo 30 °C pro dalsi vyhodnoceni oocyta.
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4.1 Charakteristika SZP Lany

Pokus byl proveden v produkénim prostiedi komercni farmy va stfedoceském kraji.
Skolni zemédélsky podnik Lany se ve stfedisku Ruda zamé&fuje na chov hol$tynského skotu.
Nachazi se v suché, mirné teplé bramborarské oblasti (412 m n. m.) Velikost produkcniho
stdda je okolo 480 kusu s primérnou denni uZitkovosti 33,4 kg a uzitkovosti za laktaci 9967
kg. Primér DIM stada je 190 dni. Dojeni probiha dvakrat denné v rybinové dojirné 2x12 mist.
Pratok pro automstické ukonceni dojeni je nastaveny na 0,5 kg min™. Pulzaéni pomér je
60:40 s 55 cykly za minutu s pod tlakem 43 kPa.

Kompletni krmna smés se sklada ze silaze, sendze, je¢ného Srotu minerdlnich doplika
a melasy v rozdilném poméru pro jednotlivé skupiny rozdélené podle faze laktace. Krmeni se
zakladd dvakrat denné po dojeni a béhem dne je pravidelné pfihrnovano automatickym
robotem.

Dojnice jsou ustdjeny v hale s lehacimi boxy ve tfech fadach nastylanymi separatem
s pfistupem k elektrickému drbadlu. Hnojné chodby jsou shrnovany automatickymi lopatami.
Ostatni kategorie krav jsou na hluboké podestylce.

Odchov telat probiha do dvou mésict véku ve venkovnich individualnich boudach. Poté
se presouvaji do skupinové odchovny do stfediska v Novém Straseci.

4.2 Sbér dat

Data o dojnicich vtestu (poradi laktace, DIM, datum oteleni) a o sledovani
reprodukcnich parametrech (dny do dostaveni cyklu po odbéru, pocet cykli k zabfeznuti po
vyplachu, zabreznuti, Uspésnost zabreznuti, pocet Fiji do zabfeznuti, inseminaéni interval,
servis perioda, prvni estrus po oteleni, interinseminacni interval, inseminacni index) byly
zjiStované ze zootechnické dokumentace. Data o mléku byly dostupné z kazdého dojeni
v laktaci diky ,,in-line real-time” analyzérem (Afifarm verze Afilab with software Afifarm 4.1;
Afimilk; Afikim; Israel)a taktéz s kontrolou uzitkovosti vykonanou pred a po odbéru (nadoj,
protein %, protein kg, tuk %, tuk kg, laktéza %, pocet somatickych bunék, mocovina). Data a
analyzy se zpracovaly a urcily se sledované parametry (pomer T/P mezi 25-35 DIM, minimum
T/P do 1. vyplachu, maximum T/P do 1. vyplachu, primér T/P do 1. vyplachu, primérny
denni nadoj do 1. vyplachu v kg, priimérnd konduktivita do 1. vyplachu v mS -m-1, nadoj
v den vyplachu v kg, T/P v den vyplachu, tuk v den vyplachu v %, protein v den vyplachu v %,
konduktivita v den vyplachu mS -m-1).

4.3 Statistické vyhodnoceni

Pro stati stické vyhodnoceni vysledkd byl pouZzit program SAS 9.4 (SAS © 9.4, 2013). Pro
stanoveni zdkladnich parametr( souborl byla vyuzita procedura UNIVARIATE. Pro stanoveni
vzajemnych korelaci byla vyuZita procedura CORR. Pro vlastni vyhodnoceni bylo uvazovano,
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Ze vSechny proménné maji normalni rozdéléni. Pro vlastni vyhodnoceni efektl bal pouzita
procedura GLM, s ndslednym detailnim vyhodnocenim pomoci Tukey-Kramerova testu. Pro
statistické vyhodnoceni byly vramci hodnoceni metabolického stavu vyuZity pramérné
poméry T/P od oteleni do prvni aspirace (resp. v den vyplachu). Tento efekt byl rozdélen do
skupin <1; 1 az 1,15 a >1,15 (resp. v den aspirace <1,051; 1,05 az 1,151 a >1,151). Efekt
pramérného nadoje byl taktéz rozdélen do tfi skupin <25,43 kg; 25,43 az 29,81 kg a > 29,81
kg (resp. v den aspirace <25,81 kg; 25,81 az 30,21 kg a >30,21 kg). Modelova rovnice pro
vyhodnoceni reprodukénich parametr( obsahovala efekty skupiny primérného poméru T/P,
skupiny primérného nadoje a linedrni regresi na DIM pfi odbéru.

Modleva rovnice ma nasledujici tvar:

yiik = L+ skT/Pi + skNAD; + b1*(DIM) + eij

kde:

Yijk = zavislé proménné (vytéZnost, pocet Zlutych télisek, pocet folikull celkem, pocet folikull
do 0,5 cm, pocet folikuld nad 0,5 cm);

U = primérna hodnota zavislé proménné;

skT/P; = fixni efekt it skupiny primé&rného poméru tuk/protein v mléce od oteleni do prvni
aspirace (j<1,n=20;j=1-1,15 n=75;j>1,15, n = 32);

skNAD; = fixni efekt j* skupiny prdmérného nadoje od oteleni do prvni aspirace (j < 25,43 kg,
n=42;j=25,43az29,81 kg, n=42;j>29,81 kg, n=43);

b1*(DIM) = linedrni regrese na dny v mléce pfi aspiraci oocytu;
eijk = nahodna chyba.

Pro stanoveni prukaznosti byly vyuzity nasleduji drovné: P < 0,05, P < 0,01, P < 0,001.
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4.3.1 Zakladni statistiky

V tab. 2 je prehled sledovanych faktor(.

Tabulka 2 Zdkladni statistiky sledovanych parametri

proménna n min. max. x S S.e. V (%)
pocet oocytu 107 0 12 1,7 1,86 0,18 109,61
pocet zlutych télisek | 120 0 3 0,89 0,62 0,06 69,42
pocet folikulu 102 0 31| 987  456| 045 462
celkem

folikuly do 0,5 cm 94 0 30 8,32 4,65 0,48 55,94
folikuly nad 0,5 cm 94 0 12 2,11 1,98 0,2 94,04
vytéZnost 104 0 12 2,21 1,97 0,19 89,04
prumérny pomér

T/P do 1. vyplachu 127 0,91 1,55 1,1 0,13 0,01 11,44
prumérny denni

nadoj do 1. 127 14,42 46,12 27,44 4,99 0,44 18,18
vyplachu

Vysvétlivky: n = poCet méreni; min. = minimum; max. = maximum; X = aritmeticky pramér; s
= smérodatnd odchylka; s.e. = stfedni chyba aritmetického priiméru; V = koeficient variace

Tabulka 3 predklddd sledované parametry v jednotlivych odbérovych obdobi
(prosinec 2020, kvéten 2021, listopad 2021, kvéten 2022 a fijen 2022).

Tabulka 3 Zdkladni statistiky v zavislosti na poctu porodd

Rok | proménna n| min.| max. x s| s.e.| V(%)

pocet oocytii 17 0 3| 1,06| 1,03|0,25| 97,18
pocet Zlutych télisek 27 0 3| 0,85| 0,77|0,15| 90,37
pocet folikulu celkem 9 1 5| 3,78| 1,86|0,62| 49,13
pocet folikulu do 0,5 cm 1 4 4| 4,00 , , ,
pocet folikulu nad 0,5 cm 1 1 1| 1,00 , , ,
2020 | yytéznost 13 1 4| 2,00| 0,91|0,25| 45,64
DIM odbéru 28| 45| 73|59,57| 8,83|1,67| 14,82
prumérny pomér T/P do 1. 28| 1,01| 1,55| 1,18| 0,15(0,03| 12,74
vyplachu
prumérny denni nadoj do 1. 28(14,42 |36,57|26,63| 5,40|1,02| 20,26
vyplachu
pocet oocytii 39 0 4| 1,13| 1,20|0,19| 106,01
pocet Zlutych télisek 41 0 2| 0,95| 0,55/0,09| 57,35
pocet folikulu celkem 41 0 17| 8,78| 3,62|0,56| 41,18
2021 pocet folikula do 0,5 cm 41 o| 15| 6,78| 3,57(0,56| 52,71
pocet folikulu nad 0,5 cm 41 0 7| 2,05| 1,94|0,30| 94,49
vytéznost 39 0 7| 2,00| 1,75|0,28| 87,36
DIM odbéru 47| 36| 82(62,62(12,17|1,78| 19,44
pramérny pomér T/P do 1. 47| 0,91| 1,28| 1,07| 0,08/0,01| 7,73
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vyplachu
prumérny denni nadoj do 1. 47|18,04|46,12|28,48| 5,53(0,81| 19,40
vyplachu
pocet oocyti 51 0 12| 2,35| 2,26|0,32| 96,10
pocet zlutych télisek 52 0 2| 0,87| 0,60({0,08| 68,76
pocet folikulu celkem 52 3 31(11,79| 4,38|0,61| 37,12
pocet folikulu do 0,5 cm 52 0 30| 9,62| 5,05|0,70| 52,51
pocet folikulu nad 0,5 cm 52 0 12| 2,17| 2,05|0,28| 94,14
2022 | yytéznost 52 0| 12| 2,42| 2,30|0,32| 94,73
DIM odbéru 52| 44| 76|58,08| 8,10|1,12| 13,95
prumérny pomeér T/P do 1. 52| 0,91| 1,47| 1,09| 0,13|0,02| 12,00
vyplachu
prumérny denni nadoj do 1. 52(20,43 |35,08|26,94| 4,12(0,57| 15,28
vyplachu

Vysvétlivky: n = poet méfeni; min. = minimum; max. = maximum; X = aritmeticky prdmér; s
= smérodatnd odchylka; s.e. = stfedni chyba aritmetického priiméru; V = koeficient variace; T
= tuk; P = protein
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5 Vysledky

5.1 Vliv primérného poméru tuku a proteinu v mléce na hodnocené
parametry

Metodou ANOVA byl hodnocen vliv poméru tuku a bilkovin v mléce na vytéinost,
pocet Zlutych télisek, celkovy pocet folikulll, pocet folikul(i do 0,5 cm a pocet folikuld nad 0,5
cm (viz tab. 3). Dojnice byly rozdéleny do tfi skupin dle poméru tuku a bilkovin v mléce (<1,0;
1,0-1,51; >1,51)

Tabulka 4 ukazuje, Ze nejvyssi vytéznosti (3,02) dosahovaly zvifata ve skupiné <1,0.
Naopak dojnice zafazené do skupiny 1,0 — 1,51 vykazovaly nejnizsi hodnoty (1,92), pticemz
ve skupiné s nejvyssim pomérem tuku a bilkovin byla vytéZnost 2,29.

Oviem ve skupiné 2 vyssi pocet Zlutych télisek (0,97) v porovndni se zbylymi dvéma
skupinami (0,79).

Celkovy pocet folikult byl nepatrné vyssi ve skupiné 3 (10,61) neZ ve sk. 1 (10,38). Sk. 2
méla celkovy pocet folikul(i nejmensi (9,45).

Rovnéz pocet folikuld do 0,5 cm nejvyssi u sk. 3. Mezi sk. 1 (7,77) a sk. 2 (7,99) byl
maly rozdil, ale folikuly nad 0,5 cm byly nejvice zastoupeny ve sk. 1 (2,7) v porovnani se sk. 2
(2,12) a sk. 3 (1,56). Coz graficky zndzoriiuje i obrazek 11.

Tabulka 4 vliv priimérného poméru tuku a bilkovin v mléce na hodnocené parametry

ytéZnost ;z:szh ::I;f:m folikulydo | folikuly nad
efekt skupina LSM £ e 0,5 cm LSM 0,5 cm LSM
SELSM télisek LSM | celkem LSM + SELSM + SELSM
+ SELSM + SELSM
10,38 +
<1,0 (1) 3,02+£0,44 [0,79+£0,142 | 1,023 7,77 £1,071 |2,7 £0,453
primérny pomér T/P |1,0-1,51 1,92 +
do vyplachu (2) 0,258 0,97 £0,076 |9,45+0,586 |7,99+0,646 |2,12+0,273
2,29 + 10,61
>1,51 (3) 0,385 0,79+£0,111 | 0,946 9,53+1,032 (1,560,436

Vysvétlivky: T = tuk; P = bilkoviny; LSM = priimér opraveny o metodu nejmensich ¢tvercy;
SELSM = standardni chyba priméru opraveného o metodu nejmensich ¢tverct
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Vliv prdmérného poméru tuku a bilkovin v mléce na
hodnocené parametry
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e=@==\ytéZnost pocet Zlutych télisek pocet folikulli celkem

pocet folikul(i do 0,5 cm ==@==pocet folikult nad 0,5 cm

Obrdzek 11 vliv priimérného tuku a bilkovin v mléce na hodnocené parametry

5.2 Vliv primérného nadoje na hodnocené parametry

Metodou ANOVA byl taktéZ hodnocen vliv primérného nddoje dojnic rozdélenych do
tfi skupin podle nadoje (<25,43; 25,43 — 29,81; >29,81), na vytéznost, pocet Zlutych télisek,
celkovy pocet folikull, pocet folikull do 0,5 cm a pocet folikult nad 0,5 cm (viz tab. 5).

Dojnice s denni uZitkovosti 25,43 — 29,81 kg dosahovaly vytéZnosti 2,62. Podobné
vysledky mély zvifata s prlmérnym nadojem nizsim nez 25,43 kg (2,52). Naopak pfi nadoji

Pocet Zlutych télisek je obdobny ve vSech trech skupinach ( sk. 1 = 0,87; sk. 2 = 0,8;
sk.3=0,87).

Sk. 1 méla jak nejvyssi celkovy pocet folikull (11,48) tak i pocet folikullli do 0,5 cm
(9,22). Naproti tomu sk. 2 méla nejméné celkovych folikull (9,03) a folikult do 0,5 cm. Sk. 3
méla celkem folikull 9,93 a folikuld do 0,5 cm 8,38.

Nejvyssi pocet folikuld nad 0,5 cm byl u dojnic ve druhé skupiné (2,27), zatimco
dojnice s nejniz§im nadojem mély vyssi pocet téchto folikuld (2,2) néz dojnice s nejvyssim
nadojem (1,9).
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Tabulka 5 vliv priimérného nddoje na hodnocené parametry

vy pocet . . . | pocet pocet
. vyteznost ) ivch pocet folikuld | ¢ 16 do | folikulii nad
efekt skupina LSM + . celkem LSM +
SELSM télisek LSM SELSM 0,5cmLSM |0,5cm LSM
+ SELSM + SELSM + SELSM
2,52+
<25,43 (1) 0,327 0,87+0,1 11,48 +0,827 |[9,22+0,865 |2,2+0,366
pramérny nadojdo | 25,43 - 2,62+
vyplachu 29,81 (2) 0,376 0,8+0,112 |9,03+0,84 7,690,931 (2,27 £0,393
2,08 £
>29,81 (3) |0,338 0,8710,1 9,930,764 8,38+0,835 |1,9+0,353

Vysvétlivky: LSM = primér opraveny o metodu nejmensich ¢tvercli; SELSM = standardni
chyba priméru opraveného o metodu nejmensich ¢tvercta

Na obrazku 12 je graficky znazornéna tabulka 5. Kdy vidime trend vysSich dosazenych

vy,

Vliv primérného nadoje na hodnocené parametry
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Obrdzek 12 Vliv primérného nddoje na hodnocené parametry

5.3 Korelace

V tabulce 6 jsou vzajemné korelace primérného denniho nddoje do 1. vyplachu
s hodnocenymi parametry (pocet Zlutych télisek, celkovy pocet folikull, pocet folikult do 0,5
cm, pocet folikult nad 0,5 cm, vytéZnost).

Pocet Zlutych télisek slabé negativné koreluje (r = -0,083) s primérnym dennim
nadojem.
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Stejné tak mizZeme v tabulce vidét slabou negativni korelaci u celkového poctu folikult
(- 0,021), poctu folikult nad 0,5 cm (-0,138) a vytéznosti (-0,042).

Kromé slabé pozitivni korelace poctu folikuld do 0,5 cm (0,058) zde pozorujeme trend
negativni korelace (¢im nizsi produkéni uzitkovost, tim vyssi reprodukéni uzitkovost).

Tabulka 6 korelace priimérného denniho nddoje s hodnocenymi parametry

Pocet  Zlutych | Pocet  folikulli | Pocet folikuli do | Pocet  folikulli | VytéZnost
télisek celkem 0,5cm nad 0,5 cm

Primér | r P r P r P r P r P
ny
denni

nadoj
do 1.
vyplach

-0,083 | 0,369 | -0,021 | 0,833 0,058 0,581 | -0,138 | 0,185 | -0,042 | 0,672

u

Vysvétlivky: r = korelacni koeficient ; P = statisticka prikaznost

Korelace v tabulce 7 ukazuji vztah mezi primérnych pomérem tuku a bilkovin v mléce
do vyplachu a hodnocenymi faktory. Pocet Zlutych télisek slabé negativné koreluje (r = -
0,013).

Celkovy pocet folikull (r = -0,078), pocet folikul(i do 0,5 cm (r = -0,035), pocet folikult
nad 0,5 cm (r = -0,049) a vytéZnost (r = -0,078) také slabé negativné koreluiji.

Ani zde nemame statisticky prikazné vysledky.

Tabulka 7 korelace primérného poméru T/P s hodnocenymi parametry

Pocet Zlutych | Poéet  folikulli | Pocet folikull do | Pocet  folikuld | VytéZnost

télisek celkem 0,5cm nad 0,5 cm
Primérn | r P r P r P r P r P
y pomér
T/P do
, -0,013 | 0,892 | -0,078 | 0,434 | -0,035 | 0,741 | -0,049 | 0,639 | -0,087 | 0,381
vyplach
u

Vysvétlivky: T = tuk; P = protein; r = korela¢ni koeficient; P = statisticka prlikaznost

| v tabulce 8, kterd popisuje vztah DIM odbéru s hodnocenymi parametry pozorujeme
slabé negativni korelaci, kromé vztahu mezi DIM odbéru a poctu Zlutych télisek (r = 0,028).

Ostatni parametry celkovy pocet folikull (r = -0,119), pocet folikull do 0,5 cm (r = -
0,053), pocet folikuld nad 0,5 cm (r = -0,1) a vyteznost (r = -0,035) koreluji negativné a
vSechny hodnoty v tabulce jsou statisticky nepriikazné.
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Tabulka 8 korelace DIM odbéru s hodnocenymi parametry

Pocet Zlutych | Pocet  folikulli | Pocet folikulli do | Pocet  folikulli | VytéZnost
télisek celkem 0,5cm nad 0,5 cm

DIM r P r P r P r p r p
odbéru 0,028 0,759 -0,119 | 0,233 -0,053 | 0,612 -0,1 0,336 -0,035 | 0,724

Vysvétlivky: DIM (days in milk)= den laktace; r = korela¢ni koeficient; P = statistickd

prakaznost
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6 Diskuze

Cilem prace bylo vyhodnotit vysledky metody ovum pick-up a ovéfit zda pfi negativni
energetické bilanci bude niZsi pocet odebranych oocytl. Hailay et al. (2019) popsal NEB jako
nejvyznamnéjsi diivod ovlivnéni plodnosti.

Metabolicky a oxidacni stres ¢asné po porodu ma dlouhodobé ucinky na funkci
granuléznich bunék v preovulaci, coz negativné ovliviiuje kvalitu odebranych oocytd u
vysokoprodukcnich dojnic (Walee et al. 2022) a dale s tim silné koreluji nadmérna mobilizace
tuku a vysokd mira ztraty BCS (Sakaguchi 2011).

Vysledky prace odkazuji na jisty trend, ktery ukazuje, Ze pfi nizsi produkéni uzitkovosti
jsou reprodukéni vysledky lepsi. Tento fakt nejvice pozorujeme u porovnani primérného
nadoje, kdy dojnicim s dennim nadojem do 25,43 kg bylo celkem odebrano nejvice folikult
(11,48). Podobnych vysledkt dosdhli i Matoba et al. (2011), ktefi odebrali v prlméru na
jednu aspiraci oocytt 11,0 * 4,8 folikuld.

Nejvice folikult (11,48 + 0,83) bylo odebrano od dojnic s denni uzitkovosti do 25,43
v porovnani s dojnicemi pfi uzitkovosti nad 25,43 kg z tohoto lze usoudit, Ze uZitkovost
negativné ovliviiuje tvorbu folikuld na vajecnicich. Naproti tomu Snijders et al. (1999)
uvadéji, Ze uroven produkce mléka nemad zadny vliv na kvalitu oocytld. OvSsem studie Buckley
et al. (2003) prokdzala pozitivni spojitost mezi reprodukéni vykonnosti a dojivosti. Vztahem
mezi dojivosti a reprodukci se zabyval i Morton (2001). Nenasel sice Zadny vztah mezi témito
faktory, ale popsal vztah, kdy pfi vétSim obsahu mlécné bilkoviny na pocatku laktace byla
podstatné lepsi reprodukéni vykonnost. To potvrzuji i nase vysledky, kdy pfi poméru tuku a
bilkovin nad 1,51 bylo odebrano nejvice folikul(i 10,61 + 0,946. Pokud budeme brat v ivahu
velikost folikul( pak tyto vysledky nejsou tak jednoznacné, jelikoz od této skupiny pochazelo
nejnizsi mnozstvi folikuld nad 0,5 cm (1,56 + 0,436). Yaakub et al. (1997) uvadi Ze Spatna
kvalita oocytll byla zaznamenana u krav s vysokou produkci mléka a slabym fyzickym stavem.

Toto tvrzeni rozsitil Aysan et al. (2011). Pfi produkci nizsi nez 5000 kg mléka za laktaci
bylo procento vhodnych embryi 68,64 % ve srovnani s kravami o uZitkovosti mezi 5000 a
7000 kg (57,46 %) a pri produkci nad 7000 kg za laktaci (51,09 %), coz by byl nas ptipad. To
by by mohl byt namét pro dalsi studii. Nicméné v rozporu s témito vysledky je studie Yaniz et
al. (2008), ktery vyvraci negativni vliv vysoké uZitkovosti na plodnost. V tomto experimentu
byly zvoleny nepravidelné odbéry pti kterych byl vyssi celkovy pocet folikull a malych
folikulG. Obdobné vysledky zjistili i Sales et al. (2016) , kdy velké a stfedni folikuly byly
pozorovany spise u pravidelnych tydennich aspiraci. Tento vysledek jesté rozsitila Imai et al.
(2006), ktefi uvedli, Ze odbéry dvakrat tydné vynesly o polovinu méné oocytl a nasledné i
procento oocytll vyvinutych do stadia blastocyst bylo nizsi. Boni (2012) analyzoval rUst
folikulG pfi kontinudlnich odbérech 2x tydné po dobu tfech mésicli. Pocet folikull se od
téchto dojnic pohyboval od 7,8 £ 2,5 do 19,2 * 6. Pfi naslednych omezenych odbérech se po
dobu tfi mésicd pocty zvysily na 11,8 + 4,7 a 16,4 + 6,5. Pokud bychom tyto vysledky
porovnali s vysledky naseho experimentu z roku 2022, byl pocet folikul(i 11,79 + 4,38 budou
obdobné i pti nepravidelnych odbérech. Tyto rozdily intervald mohly ovlinvnit dalsi
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proménné jako napf. klimatické podminky, stres zvifat, rozdilnost krmnych davek,
metabolicky stav aj.

Po vysokém pfijmu krmiva, kdy dojnice mély pfirGstky 950 g/den, se nasledné pfijem
omezil a na zacatku tohoto obdobi se reprodukéni Cinnost zlepSila. Vliv krmné davky, jeji
sloZzeni a mnoizstvi, nebyl v tomto experimentu zapocitan. Dalsi vyzkum by tedy mohl vzit
v Uvahu i tuto skutecnost.

Tepelny stres ovliviiuje vSechen skot chovany pro mléko a stava se tak celosvétovym
problémem (Angel et al 2018). Dojnice vystavené 30 - 60 dni pfed OPU tepelnému stresu
produkovaly méné Zivota schopnych oocytll nez ty, které tepelnému stresu byly vystaveny
v den aspirace ¢i 90 dni pred ni (Takuma et al. 2010). Pri teploté do 10 °C byl pocet folikult
na OPU 8,72 v porovnani s teplotami v rozmezi 10 — 25 °C = 6,32 a s teplotou nad 25 °C =
6,85. Nase statistiky ukazuji progres v zavislosti roku. Ovsem v prosinci 2020 byla pridmérna
teplota 2,67 °C a tento mésic se odebral 1,06 oocytu na OPU. V roce 2021 se odbéry
uskutecnily v kvétnu a v listopadu, kdy v kvétnu byla primérna teplota 13,78 °C a v listopadu
5,18 °C. Za cely kalendarni rok byla pramérna teplota 10,15 °C. V tomto roce bylo odebrano
1,13 oocytu na OPU. V porovnani s rokem 2022 bylo ziskano 2,35 oocytt na OPU, kdy OPU
bylu provedeno v kvétnu s primérnou teplotou 17,25 °C a v fijnu s primérnymi 11.94 °C a
celoro¢nim priimérem 11,2 °C. Naproti tomu Cizmeci et al. (2022) ziskali celkem nejvice
oocytl od krav, které byly vystaveny teplotdm nad 25 °C. Tyto vysledky by mohly byt
srovnatelné s nasimi, pokud ale porovname ostatni Udaje jejich studie jako jsou: oocyty na
OPU; Zivotaschopné oocyty; pocet blastocyst na OPU; cetnost blastocyst, uvidime wvyssi
hodnoty u krav, které byly vystaveny méné jak 10 °C. Tyto vysledky potvrzuji i Berling et al.
(2022) a Liu et al. (2019), kteti dokladaji, Ze vysokoprodukéni dojnice Bos taurus v porovnani
s Bos indicus maji nizsi schopnost odvadét teplo do okoli. Tim je zatiZzena i reprodukce a
snizuje se schopnost generovat blastocysty z aspirovanych oocytu. Jelikoz teploty v nasem
experimentu nebyly méfeny pfimo na misté, jsou tyto hodnoty pouze orientacni. V roce
2022 bylo odebrano nejvice oocytl, coZ by mohlo mit za nasledek nabyvajici zkuSenosti
postupem experimentu.

Pokud se zaméfime na problematiku hormonu, kterd pfimo ovliviiuje reprodukéni
schopnost, zjistime, Ze jiné studie (Cavalieri et al. 2018) a Boni (2012) dokazuji zvySeny pocet
embryi z aspirovanych oocytll pfi hormonalni synchronizaci fijového. Synchronizace darkyn
tak umoznuje aspirovat vice homogennich folikuld ve vztahu k velikosti a vyvojové fazi, coz
podporuje obnovu kompetentnéjSich oocytll. Je tedy moziné, Ze pfi pouziti hormondlni
synchronizace by byl pocdet oocytl vyssi nez vtomto experimentu bez hormonaini
synchronizace. Jednu ze synchronizaci pouzili Da Silva et al. (2019). Aplikovali FSH jako
alternativu k obnové oocytli pfi aspiraci. Blondin et al. (2012) odebrali po aplikaci FSH
nejkvalitnéjsi folikuly pro produkci embryi. Folikuly velké 7-10 mm se po aspiraci rychle
zotavuiji.

Viera et al. (2014); Oliviera et al. (2016); Baruselli et al. (2016) s FSH neméli tak dobré
vysledky. Stimulace FSH rovnéZ zvysila pocet stredné velkych folikull, ale jejich nizsi
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vytéznost snizila prinos této superstimulace. Ovsem pfi aplikaci LH 6 hodin pfed OPU byla
vétsi mira blastocyst.

Dal$i moZnou synchronizaci rozpracoval Boni (2012). Jedna o synchronizaci PMSG, pfi
které zvysil pocet aspirovanych folikul(l. PMSG zaroven sniZzuje miru stresu oproti FSH. A to
zejména kvali nizSim poctim aplikacim, coz snizuje i mnoZstvi prace a naklady (Son et al.
2022). Baruselli et al. (2012) stimuloval vaje¢niky pomoci goandotropin(.

Studie Lopez et al. (2005) popisuje vztah s kodominantnimi folikuly. Dojnice s
kodominantnimi folikuly produkovaly vice mléka (47,9 + 1,0 kg/den) neZ kravy s jednim
dominantnim folikulem (37,8 + 0,7 kg/den). Tyto vysledky naznacuji ovlivnéni spise
kodominanci nez endokrinnim prostfedim.

V porovnani s jinymi plemeny je celkovy primér poctu folikull Bos Indicus (8,12 +
3,29) srovnatelny s vysledky Boni (2012), ktery odebral 8,0 + 2,7 folikuld od holStynskych
krav. Porovnaval vsak jesté vliv plemene Gir od kterych aspiroval 12,1 + 3,9 folikulG. Nejvétsi
pocet folikulll ziskal od kfizenek holstynského skotu (1/2) a Gir (1/2). Dalo by se to vysvétlit
nizsi uzitkovosti plemene Gir, kdy dojnice nepotrebuji tolik energie na tvorbu mléka. Tato
»Zbytkovad“ energie se tim padem vyuZije v reprodukci. Baruselli et al. (2012) porovnava
riznd plemena v kvalité oocytl. Holstynsky skot ma kvalitnéjsi oocyty odebrané metodou
OPU nezZ dansky skot, ovsem kravy plemene Aberdeen Angus, v tropech na pastvinach, mély
kvalitnéjsi oocyty nez holstynské dojnice. Z tohoto pokusu lze vyvodit, Ze tepelny stres nema
vliv na kvailtu oocytl v porovnani s plemenem. Pfi tomto pokusu je nutné brat v potaz, ze
masné plemeno Aberdeen Angus nema tak velké energetické naroky jako mlécné plemeno
Holstynsky skot. Da Silva et al. (2019) rovnéZ pozoroval kvalitu oocytl, pficemz léipe cvysly
masné kravy. Tudiz hormonalni synchronizace by tyto rozdily mohla vyrovnat.

V dal$im vyzkumu by bylo dobré zaradit do sledovanych parametr( ovlivnéni krmnou
davkou reprodukéni Cinnost, jelikoZz negativni energeticka bilance je jeden z nejzasadnéjsich
problému ovliviiujici dojnice po oteleni. S NEB spojeny pokles hormon( jako napt. IGF-,
inzulin, které snizuji produkci folikulG jak dokazuje studie Sales et al. (2015). Jelikoz se
produkce mléka v poslednich letech rapidné zvysila a trend velkych konvencnich chova tlaci
podniky ke stale vysSi dojivosti, je metoda ovum pick-up jedna z variant, jak zlepsit
reprodukci u takto vysokouZitkovych zvifat. Dojnice po oteleni maji nedostatek glukdzy,
trudiz jejich organismus zacind metabolizovat tukové zasoby za vzniku neesterifikovanych
mastnych kyselin a betahydroxybutyrat, coZ jsou ukazatele NEB. Tyto ukazatele maji
negativni vliv na folikulogenezi (Hailay et al. 2019). Dle téchto vysledk(i by pro OPU byly
idedlni kategorie dojnic ¢tvrty mésic po oteleni, ¢i pfidavat suplement s obsahem glukézy do
krmné davky, jak doklada Gardinal et al. (2016). Nicméné Baruselli et al. (2012) pti podavani
vysokoenergetické krmné davky sledoval snizeny pocet blastocyst. Takuma et al. (2010)
potvrdil vysledky Sales et al. (2015), Ze snizeny pfijem suSiny vede ke smiZeni poc¢tu oocytl
pfi teplejSim obdobi, coz je spekulativni zda tyto vysledky ovliviiuje nizky pfijem susiny nebo
tepelny stres.

V této navaznosti by bylo dobré vyuzit hormonalni |é¢bu pro zvySeni reprodukéni
¢innosti napr. superstimulaci FSH, jak dokladaji Viera et al. (2014); Da Silva et al. (2019);
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Oliviera et al. (2016); Baruselli et al. (2016). Z ekonomického hlediska by tato stimulace
znamenala dalsi vstupy, ale diky vSem biotechnologickym metodam se nejenze zlepsuje
reprodukéni Cinnost, ale zaroven se zvySuje Urovén zvifat, diky vybéru nadpridmérnych
darkyn.

Vhodna volba darkyn muaZe znacné ovlivnit UspéSnost OPU. Podle Baruselli et al.
(2016) jsou nejvhodnéjsi zaprahnuté krdvy, které nejsou negativné ovlivnéné produkci
mléka. K podobnym vysledkiim dospél i Viera et al. (2014). Z prepubertalnich, pubertdlnich a
brezich jalovic vyhodnotil Baruselli et al. (2016) a jako nejvhodnéjsi se ukazaly brezi jalovice,
které mély vétsi pocet produkovanych embryi na OPU. Zaroven Viera et al. (2014)
porovnaval laktujici kravy s nelaktujicimi a masnymi plemeny. Laktujici kravy mély nizsi
vysledky neZ ostatni kategorie krav. Baruselli et al. (2016) rovnéZz porovnaval jalovice, dojnice
a kravy stojici na sucho, kdy u jalovic byla vytéZznost 9,7 %, u dojnic 28,6 % a u krav stojicich
na sucho 32,7 %.

Do dalSiho méreni je tfeba zahrnout i jiné kategorie krav. Dojnice, které dokoncily rist, a
tak nevyuZzivaji energii na vyvin a produkci mléka zaroven, dale dojnice v riznych fazich
laktace s rlznymi energetickymi naroky, kravy stojici na sucho ¢i kravy jalové. Nejlepsi
vysledky by podle dostupnych studii mely mit kravy stojici.

Vysledky experimentu ukazuji a koresponduji s mnoha predeSlymi studiemi, Ze
produkéni uzitkovost negativné ovliviiuje reprodukéni ¢innost. Jak uz bylo zminéno, dojnice
folikulG v porovnani s dalSimi dvéma skupinami. To potvrzuji i korelace, kdy kromé poctu
folikuld do 0,5 cm (slabd pozitivni korelace: r = 0,058) nabyvaly negativnich slabych hodnot.
Tak tomu bylo i u korelaci primérného poméru tuku a bilkovin v mléce. DIM v den odbéru
poukazuje na slabou pozitivni korelaci vici poctu Zlutych télisek. Ostatni hodnocené
parametry, taktéz slabé negativné koreluiji.

Vyhodnoceni experimentu poukazuje na negativni zavislost mezi uzitkovosti a
reprodukci. Je tedy nutné se zamérit na dostupné varianty zlepSovani reprodukce jako jsou
zminéné biotechnologické metody (FSH stimulace, kategorie krav — nelaktujici kravy méli
lepsi vysledky neZ ostatni kategorie krav napf. jalovice, laktujici kravy atd. (Baruselli et al.
2016), i optimalizovani podminek chovu.

Navazujici experiment by mél zahrnout také stres dojnic, kterému jsou vystaveny na
dojirné, pfi socialnich vztazich, konkurenci u krmného stolu nebo pti zdravotnich potizich.
Jelikoz OPU bylo provadéno po rannim dojeni, mohl stres pfi dojeni ovlivnit i vysledky
aspirace v experimentu.
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7 Zavér

Cilem prace bylo vyhodnotit, zda pfi vyraznéji negativni energetické bilanci bude
pocet odebranych oocytd nizsi. Ackoli korelace vychazeji slabé negativné, nebyly zjistény
statisticky vyznamné vysledky, kde by se prokdazala statisticka prikaznost.

Experimentu se Ucastnilo 65 dojnic na prvni laktaci, ale 6 z nich nebylo aspirovano
kvali cystickym Utvarim na vajecnicich nebo kvali jinym zdravotnim problémudm. Dojnicim
s nizsi uzitkovosti do 25,43 kg/den bylo odebrano nejvice folikuld, ale dojnice, které mély
denni nddoje mezi 25,43 a 29,81 kg, dosahovaly vyssi vytéZnosti, jelikoZz produkovaly vétsi
pocet folikuld nad 0,5 cm. Vysledky tedy odkazuji na trend: ¢im vyssi produkce, tim nizsi
reprodukce. Biotechnologické metody jsou logisticky naro¢néjsi. Pokud se bude uZitkovost
nadéle zvy$ovat, je nutné rozvinout biotechnologické metody i v CR.

Vzhledem k tomu, Ze vysledky nejsou prikazné, je moiné, Ze byla vybrana jedna
kategorie zvirat a to prvotelky s podobnymi laktacnimi dny, tudiz vysledky neni mozné
porovnat s ostatnimi kategoriemi krav, které v jinych studiich mély lepsi vysledky naof.
Baruselli et al. (2016)

Uspésnost ovliviiuje mnoho faktord, kterym je tfeba vénovat pozornost. Jednim
z nejdllezitéjsich vlivh je kvalitni krmna davka. Dalsi faktory jako je hormonalni stimulace
¢i tepelny stres mohou znaéné ovlivnit reprodukéni schopnost. MozZnosti jak rozsifit
vysledky by bylo vhodné zaradit v navazujici studii dalsi kategorie krav, pracovat
s dostupnymi synchronizacnimi programy a zabyvat se tepelnym stresem, ktery
celosvétové ovliviiuje reprodukéni schopnosti dojnych plemen.
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