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In vitro produkce embryi u masného skotu
— moderni nastroj pro zrychleni genetického
pokroku a zvyseni efektivity chovu

Doc. Ing. Jifi Sichta¥, Ph.D., EmbryoLab s.r.o.

1. Uvod

In vitro produkce embryi (IVPE)
predstavuje moderni a efektivni
nastroj pro Slechténi masného sko-
tu, ktery nachdzi stdle Sirsi uplat-
néniv chovech po celém svété. Di-
vody jsou nasnadé: IVPE umoznuje
rychlejsi geneticky pokrok, efek-
tivni reprodukci vysoce kvalit-
nich zvirat a lepsi vyuziti dostup-
ného plemenného materialu.

Oproti konven¢nimu embryo-
transferu (tedy vyplachu embryi
po superovulaci darkyné) ma IVPE
nékolik klicovych vyhod. Jednak
lze ziskat oocyty i od jalovic nebo
krav s reprodukénimi problémy,
které jinak selhavaji v tradi¢nim
prirozeném ¢i hormondlné fize-
ném cyklu. Ddle je proces méné
invazivni a umoZznuje opakovany
odbér oocytl s minimalnim vli-
vem na zdravi darkyné. V nepo-
sledni radé je IVPE metodou, ktera
efektivné vyuzivad sexované sper-
ma, ¢imZ umoznuje planované po-
hlavi potomstva, coZ je v masném
sektoru - zejména s ohledem na
preferenci bykd — velkym prino-
sem.

2. Kroky procesu in vitro pro-
dukce embryi u masného skotu

Vybér darkyné

Uspéch in vitro produkce embryi
zatind vybérem spravné darky-
né. Nejde jen o genetiku, ale i o
aktudlni zdravotni a metabolicky
stav zvifete. Optimdlni darkyné
by méla byt v dobré télesné kon-
dici (BCS mezi 3-3,5), bez znamek
chronického zdnétu nebo repro-
dukénich poruch a méla by byt
pripadné schopnd reagovat na
hormondlni stimulaci ridstu foli-
kuld.

Z hlediska véku a reprodukcéniho
statusu se jako vhodnéjsi darkyné
vétSinou ukazuji kravy. Maji vys-

$1 vyvojovou kompetenci oocytil
nez jalovice, coz se projevuje vys-
$im poctem ziskanych kvalitnich
embryi. Jalovice se vSak vyuZiva-
ji v ptipadech, kdy je poZadovano
urychleni genetického pokroku
v ramci velmi mladé linie, nebo
pokud se jednd o mimoradné cen-
né zvire jeSté pred zapojenim do
prirozené plemenitby. U jalovic je
vSak tfeba pocitat s niz8i vytéz-
nosti embryi. V praxi je pri vybeé-
ru jalovic potfeba dbét na jejich
somatickou vyspélost — doporucu-

je se vybirat jedince s hmotnosti
alespon 65-70 % ocekavané dospé-
1é hmotnosti. Jalovice by nemély
byt ve fazi intenzivniho rustu,
aby nebyl metabolismus prilis
zatizen. Idedlni vékové rozmezi
darkyné jalovice je cca od 12-20
meésicl véku, ktera je ve vyborné
nutriéni i zdravotni kondici. Du-
leZité je také, aby mély jasné sta-
noveny geneticky pfrinos pro chov
— napriklad pochdzely z rodin
s nadstandardnimi produkénimi
a rGstovymi parametry.

Aspirace vajicek u jalovice plemene Wagyu. Ddrkyné musi byt vZdy umis-
téna ve fixacni kleci, aby se minimalizoval pohyb zvirete. Poté je do pochvy
umisténa ultrasonografickd sonda ve specidlnim drZdku s drdzkou pro
jehlu.

Priprava darkyné na odbér vajicek
— Ovum Pick Up (OPU)

Hormondlni stimulace je klicem
k maximalizaci vynosu a kvality
oocytu. Nejcastéji pouzivané pro-
tokoly u masného skotu zahrnuji:

e Kratky protokol: GnRH (den
0), jednorazové FSH (den 1,5),
OPU (den 3)

e Protokol s vice davkami FSH:
FSH 2x denné po dobu 3-4
dnt

e FSH + coasting: pauza 24-30
hodin bez hormont zvysSuje
kvalitu oocytl

e Bezstimulace: ekonomicka
alternativa, ale s nizsi vytéz
nosti

OPU lze pri hormondalni priprave
provadét kazdych 10-14 dni bez
negativniho vlivu na plodnost.
Aspirace oocytl z darkyné

Odbér oocytti (OPU) se provadi
transvagindlné pod ultrasonogra-
fickou kontrolou. Zvire je nejprve
bezpecné fixovano ve fixaéni kleci
aobvykle dostava epiduralnianes-
tezii, aby byl zdkrok bezbolestny.
Po diikladném ocisténi se do vagi-
ny se zavede ultrazvukovd sonda s
vedenim pro aspirac¢ni jehlu. Ova-
ridlni struktury jsou pomoci rek-
talni manipulace pritlaceny k ult-
razvukové sondé a zobrazeny na
ultrazvukovém pristroji. Aspirace
se provadi jednordzovou jehlou,
napojenou na aspiracni systém s
nastavenym pod tlakem. Nasata
folikularni tekutina je transpor-
tovdna do sbérné zkumavky s
pfedem ohratym médiem. Aspi-
rované vajicko musi byt neustale
v témeér sterilnim prostredi a ne-
smi se s nim manipulovat hrubé a
vystavovat ho kolisani teploty.

Laboratorni zpracovani oocytt

V laboratofi jsou oocyty tridé-
ny dle kvality pod mikroskopem
anasledné kultivovany ve special-
nim médiu 22-24 hodin. Kvalitni
vybaveni (lamindrni box, mikro-
skopy, inkubdtory s kontrolova-
nou atmosférou) a zkuSeny per-
sondl jsou pro uspésnou produkci
embryi nezbytné. Inkubace oocy-
tl probihd v fizené atmosfére, vlh-
kosti a teploté a cilem je dosaZzeni
oplozeni schopné faze.

Vajicka se od ddarkyni ziskdavaji v nezralém stavu, ve kterém se nedaji
oplodnit spermii. Proto se zhruba 24 hodin od aspirace inkubuji ve speci-
dlnim prostredi inkubdtoru. Mira dozrdni se hodnoti podle expanze bunék
obklopujicich vajicko (Cernd tecka).

In vitro oplozeni

Po ,dozrdni“ se oocyty oplodiiuji
spermatem, které je nejprve se-
lektovano pomoci gradientni cen-
trifugace a poté se pridava v ur-
Cité koncentraci k oocytim. Zde
je nutné podotknout, Ze ne kazdy
byk je vhodny pro IVPE. Spravna
priprava spermatu a optimaliza-
ce podminek jsou v tomto pripadé
zasadni. Proto je chovatelim do-
porucovano premyslet nad vicero
variantami bykd, kdyby se po gra-
dientni centrifugaci nevyselekto-
valy pouZitelné spermie

Denudace, kultivace embryi a je-
jich nasledny prenos nebo kryo-
konzervace

Denudace neboli ,,oholeni“ kumu-
larnich bunék obklopujicich oocyt
probihd v zavislosti na pouzitém
protokolu 15-20 hodin po oplodné-
ni. Embrya jsou poté kultivovana
az do dne 7.-8. dne. Pokud ma cho-
vatel dostatek synchronizovanych

nahradnich matek (prijemkyrn
embrya), je mozné je tentyZ den
prenéset cerstvd. Prenos se pro-
vadi do ipsilateralniho délozniho
rohu a zkuSenost technika trans-
feru vyznamné ovliviiuje uspés-
nost brezosti.

Pokud neni mozné vyprodukova-
na embrya prenést do prijemkyn,
pristupuje se k jejich zamrazeni
neboli kryokonzervaci. Hlavnim
cilem této procedury je zachovat
bunécnou strukturu a funke-
nost embrya a déale pak zastavit
metabolické procesy. Nejcastéji
pouzivané metody jsou pomalé
zmrazovani a vitrifikace. Pomalé
zmrazovani je vyhodnéjsi z po-
hledu prace technikt na farmaéch,
protoZe se takto pripravena em-
brya rozmrazuji podobné jako
inseminacni ddvka. Na druhou
stranu je vitrifikace k embry-
im Setrnéjsi, ovSem vyzaduje jizZ
manipulaci pod mikroskopem
a rychlou a bezchybnou praci pri
prenosu.
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V pritbéhu celého procesu in vitro
produkce se s embryi opakované
manipuluje. Rychlost zpracovani,
Cistota a teplota prostredi ma zd-
sadni vliv na mnoZstvi vyproduko-
vanych blastocyst.

3. Pocty produkovanych embryi
a srovnani vysledki mezi kon-
vencni a sexovanou ID

Primérné pocty vyprodukova-
nych embryi jsou velmi variabil-
niajsou ovlivnény mnoha faktory
(viz. niZe). Obecné se da rici, Ze
z jednoho odbéru se ziska pra-
mérné 9,5 oocytl. U konvenc¢niho
spermatu vznika 4-5 blastocyst, u
sexovaného 2-4, dle kvality byka.
Blastocyst rate u krav je vySsi nez
u jalovic. Jak jiz bylo zminéno, vy-
bér vhodného byka a kvalita la-
boratorniho zpracovani zdsadné
ovliviiuji vytéZnost embryi. Kro-
mé toho promlouva do uspésnos-
ti celého procesu i individualita
darkyné.

4. Faktory ovliviiujici blastocyst
rate a post-transfer vysledky

Mezivnitfnifaktory, které ovliviuji
uspésnost vyvoje embryi do stadia
blastocysty, patfi predevsim kvalita
oocytl, faze folikuldrniho vyvoje,
hormondlni profil ddrkyné, genetic-
ké predispozice a vék. Mladsi jalovi-
ce mohou mit vyssi pocet folikuld,
alejejich oocyty Casto vykazuji nizsi
vyvojovou kompetenci ve srovnani
s dospélymi kravami. Studie uka-
zuji, Ze blastocyst rate byva vyssi u
krav nez u jalovic (napft. 46,5 % vs.
33,4 %)

Z hlediska vnéjsich faktord hraji
kli¢ovou roli laboratorni podmin-
ky: kvalita a sloZeni kultivacni-
ho média, technické zpracovani
embryi a schopnosti persondlu.
Dal8im kli¢ovym faktorem je pie-
devSim u masnych stad schopnost
chovateli dohlédnout na piipra-
vu piijemkyné embryi. V exten-
zivnich chovech je to nejcastéjsi
divod nezabfeznuti, protoZe pri-
jemkyné musi byt ve stejné fazi
reprodukéniho cyklu jako em-
bryo, tzn. 7.-8. den po ovulaci.
O bezchybné préci technika trans-
feru jiZ bylo psano. Pokud se v ce-
lém procesu in vitro produkce
embryi sejde vSe tak jak ma, 1ze po
prenosu Cerstvych embryi dosdh-
nout 50-60 % a po pfenosurozmra-
zenych embryi cca 40 %.

5. Urychleni genetického pokro-
ku pomoci IVPE - pripad zacina-
jiciho chovatele

Zacinajici chovatel masného skotu
Casto Celisituaci, kdy mé k dispozi-
ci pouze omezeny pocet kvalitnich
zvirat a potrebuje rychle vybudo-
vat zadkladnu stdda s poZadovany-
mi znaky (traits) - napriklad vyso-
kou jateCnou vytéznosti, konverzi
krmiva, klidnym temperamentem
nebo bezrohosti.

Pri pouziti klasické inseminace
lze od jedné kravy (pfi optimél-
nim ro¢nim intervalu teleni) zis-
kat v priméru 1 tele ro¢né. Pokud

ma chovatel napf. 3 kvalitni kra-
vy, mizZe béhem 5 let ziskat pti-
blizné 15 potomku. Z téchto zvirat
je tteba ndsledné znovu selektovat
pouze nejlepsi jedince pro dalsi
reprodukci. Geneticky pokrok je
tedy pomaly a rozmnoZeni stdda
do pozadovaného poctu trva mno-
ho let.

Oproti tomu pfi pouZiti in vitro
produkce embryilze od jedné kva-
litni darkyné ziskat i 4-5 embryi
kazdé dva tydny. Za rok tak mize
jedna krava poskytnout pres 100
embryi, z nichZ je mozné dosah-
nout 40-60 % brezosti. V pripadé
vyuziti vice prijemkyn (i z bézné
populace) 1ze tedy velmi rychle
vybudovat staddo s jednotnou a vy-
soce kvalitni genetickou zdklad-
nou. Pfi spravném planovani je
mozné rozmnozit zdkladni linii
do desitek jedincti béhem pouhych
dvou let.

Tato strategie umoznuje:

* vyrazné zkrdceni generacniho
intervalu,

» urychleni fixace Zaddoucich
znakl v chovu,

o vySSitrznihodnotu zvitat jiz od
prvni generace.

IVPE se tak ukazuje jako mimorad-

neé efektivni ndstroj praveé pro nové

a progresivni chovy, které chtéji

,haskoCit do pokrocilého Slechté-

ni“ bez nutnosti ¢ekat na pomalou

prirozenou expanzi stada.
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Vsechny rusivé prvky jako stiny, kaluZe, kandlové mriZe, predmety na
zemi Ci ostré zatdcky by mély byt odstranény — skot se téemto prekdZkam
vyhybd, coZ miiZe vést ke zpomaleni pohybu nebo panice.

6. Prodej embryi jako néastroj
zhodnoceni Spickové genetiky

Prodej embryi predstavuje vy-
znamny nastroj pro zhodnoce-
ni Spickové genetiky v chovech
masného skotu. Ceny embryi se
lisi podle plemene a kvality ge-
netického materidlu. Napriklad
embrya plemene wagyu dosahuji
cen 850-950 USD za kus, zatimco
embrya plemen aberdeen angus
a limousine se mohou prodavat
azza 70-90 tisic K¢ za kus. Prodej
embryi tak mliZe vyznamneé zvy-
§it pfijmy chovu a vyuZit genetic-
ky potencidl nad ramec vlastni
produkce masa.

7. Vyhody vyuZziti systému in
vitro produkce embryi oproti
klasickému embryotransferu v
chovu masného skotu

In vitro produkce embryi pfed-
stavuje pomyslnou $picku pyra-
midy pouzivanych biotechnologii
v asistované reprodukci skotu.
Zatazeni IVPE do systému cho-
vu je dobré dikladné rozmyslet
a pripadné ji doplniovat i klasic-
kym embryotransferem (ET),
ktery ma v reprodukci masného
také své misto. Vyuziti IVPE pfi-
nasi oproti klasickému embryo-
transferu fadu vyhod, které maji
prakticky i ekonomicky dopad na
provoz chovli masného skotu.

Hormonadalnilécba: ET versus
IVPE

Jednim z hlavnich rozdilG mezi
klasickym ET a IVPE je zpisob
ziskavani oocytli nebo embryi
a s tim souvisejici potfeba hor-
mondalni stimulace darkyné. V
ramci klasického embryotrans-
feru je nutnd intenzivni supersti-
mulace pomoci hormondalnilééby
- typicky aplikace FSH (folikuly
stimulujiciho hormonu) po dobu
nékolika dni. Tento proces nejen
Ze zvySuje ndklady a narocnost
manipulace, ale také zatéZuje or-
ganismus kravy a mize mit ved-
lej§i ucinky, napriklad zmény v
cyklu €¢i vykyvy hormondlnich
hladin.

Naproti tomu in vitro produk-
ce embryi umoznuje ziskavat
oocyty 1 bez superstimulace,

tedy z prirozené rostoucich fo-
likuld. U masného skotu je cas-
td praxe provadét tzv. ,bezsti-
mulovanou OPU“ pri které se
oocyty odebiraji bez nutnosti
pfedchozi hormondlni pripra-
vy. Tim se IVPE stdvd méné in-
vazivni a SetrnéjSi metodou.
V pripadech, kdy je cilem maxi-
malizace poctu kvalitnich oocy-
t, 1ze pouzit i mirnou stimulaci,
kterd je vSak méné ndrocnd nez
klasicka superstimulace u ET.

Z pohledu welfare zvitati ekono-
miky chovu je tedy absence nebo
omezeni hormondlni stimulace
vramciIVPE jednoznaénouvyho-
dou. Kromé toho je moZné odebi-
rat oocyty castéji neZ embrya po
superstimulaci - OPU lze prova-
détkazdychcca7az10dni, zatim-
co mezisuperstimulaénimi cykly
v ET je tfeba zachovavat delsi in-
tervaly (minimdalné 4-6 tydnd).
MozZnost odbéru oocytld od bre-
zich krav

Dalsi vyraznou vyhodou IVPE je
moznost odbéru oocytl i od bie-
zich matek, a to pfedevSim v prv-
ni tretiné brezosti (do 3. mésice).
Zatimco v klasickém ET lze em-
brya ziskat pouze od nebrezich,
cyklujicich krav, IVPE tuto ome-
zenost prekonava.

Tato vlastnost je obzvlasté dtle-
Zitd v masném chovu, kde byva
klicovd co nejkrat3i neproduk-
tivni fdze mezi porody. Umozné-
ni odbéru oocytli béhem brezosti
tak otevirad prostor pro vyrazné
efektivnéjSi vyuZziti geneticky
cennych krav. Z jedné darkyné
1ze b8hem roku ziskat nejen po-
tomka z prirozeného nebo in-
seminaéniho pripousténi, ale
zaroven i desitky embryi pro-
stfednictvim IVPE. Vzhledem
k tomu, Ze superstimulace je
béhem brezosti kontraindiko-
vana, je IVPE jedinou redlnou
metodou pro produkci embryi
z brezich krav.

UdrzZeni calving intervalu

V chovu masného skotu je z hle-
diska reprodukéni efektivity
dilezité udrzet calving interval
(interval mezi porody) v rozum-
nych hodnotdch, idedlné kolem

365 dni. Klasicky ET vSak casto
zplsobuje prodlouZzeni tohoto
intervalu, protoZe béhem supers-
timulacni pripravy a synchroni-
zace prijemkyn je ddrkyné mimo
produkéni cyklus a muze hiaie
zabfezdavat. Tento vypadek mulzZe
trvat 1-2 mésice, coz z dlouhodo-
bého hlediska znamend sniZeni
rotni produkce potomstva na
urovni stada.

Naopak IVPE nabizistrategii, kte-
ra umoznuje kombinovat béZnou
reprodukci a produkci embryi.
Krava mizZe byt inseminovédna
a soucasné odevzdavat oocyty,
coZz minimalizuje vypadky v za-
brezavani. Diky tomu se vyrazné
sniZzuje riziko prodlouZeni cal-
ving intervalu. V dtsledku toho
lze z kazdé krdvy ziskat vySSi po-
Cet potomkl roc¢né bez nutnosti
kompromisti mezi reprodukci a
produkci embryi.

8. Zavérecné shrnuti ¢lanku

In vitro produkce embryi pfed-
stavuje pro chovatele masného
skotu vyznamny ndstroj k dosa-
Zeni rychlejSiho genetického po-
kroku, efektivnéjsi reprodukce a
zvySeni ekonomické rentability
celého chovu. Tato metoda umoz-
nuje efektivné vyuzit geneticky
potencidl elitnich matek a otcd a
produkovat velké mnozstvi em-
bryi i od jalovic ¢i krav (brezi,
s urcitymi reprodukénimi ome-
zenimi nebo brzy po porodu).

Diky kombinacitechnické preciz-
nosti, laboratorni profesionality
a dobrého managementu lze do-
sahovat stabilnich vysledkd, jak
v produkci embryi, takivndasled-
né brezosti po embryotransferu.
Vyznamnym benefitem je moz-
nost komercéniho prodeje nad-
byte¢nych embryi, ktery dokaze
znatelné navysit prijmy chovu
a vyuzit hodnotu genetiky nad
ramec vlastni produkce masa.

IVP tak neni pouze technologic-
kou novinkou v CR, ale raciondl-
nim rozhodnutim pro kazdého
chovatele, ktery chce systematic-
ky budovat konkurenceschopny
a vynosny chov masného skotu
v souladu s trendy moderniho ze-
meédélstvi.
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