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Obsah
Cílem studie bylo charakterizovat účinek dávky 
a  typu luteolytika Cloprostenol na luteolytickou 
odpověď mléčného skotu během studie synchronizace 
ovulace při různých fyziologických charakteristikách 
a  charakteristikách estrálního cyklu. Na dvanácti 
nelaktujících kravách a  111 laktujících kravách byly 
provedeny tři experimenty. V  prvním experimentu byly 
krávy synchronizovány tak, aby měly jen 5,5 až 6 dní staré 
žluté tělísko (CL), když jim v rámci studie synchronizace 
ovulace byl podán prostaglandin F2α (PGF2α). V druhém 
experimentu byly krávy synchronizovány tak, aby měly 
v době léčby PGF2α alespoň 14 dní staré žluté tělísko a další 
CL v  případě, že odpověděly na první GnRH v  rámci 
synchronizace ovulace. Navíc v  každém experimentu 
dostávaly krávy buď standardní nebo dvojitou dávku CLO 
jako luteolytickou terapii. Ve třetím experimentu byly 
krávy blokovány paritou a rozděleny na tři skupiny podle 
druhu luteolytické terapie během studie synchronizace 
ovulace: 500 µg d,l-CLO, 150 µg nebo 300  µg d-CLO. 
V prvním experimentu měla dávka d-CLO vliv (p = 0,08) 
na počet zvířat s plnou luteolýzou, v experimentu II však 
tento vliv pozorován nebyl (p > 0,1). Při srovnání obou 
experimentů v druhém z nich dosáhlo plné luteolýzy víc 
zvířat než v prvním (87% vs 58%,; p = 0,007). Ve třetím 
experimentu dosáhlo plné luteolýzy 87,1%, 84,4% a 86,2% 
laktujících dojnic plné luteolýzy a 37,8%, 36,8% a 36,1% 
krav bylo po léčbě gravidních. Údaje odpovídají dávkám 
CLO 500 µg lg d,l-CLO, 150 a 300 µg d-CLO v uvedeném 
pořadí (p > 0,05).

Úvod
Jedním z  hlavních faktorů studií s  cílem synchronizace 
ovulace u  mléčného skotu je úspěšné vyvolání úplné lu-
teolýzy. Toho se nejlépe dosáhne podáním exogennního 
nativního prostaglandinu F2α (PGF2α) nebo jeho syntetic-
kých analogů (PGF) za přítomnosti jednoho nebo více re-
sponzivních žlutých tělísek (CL). Analogy PGF se od sebe 
liší potenciálem zprostředkovat luteolýzu a také svými po-
ločasy. Cloprostenol (CLO) je běžné luteolytikum PGF po-
užívané pro vyvolání luteolýzy u skotu a koní. Má (oxyAR) 

funkci snižující metabolismus (Bourne et al. 1980); proto 
je odolnější proti endogennímu metabolismu a má mno-
hem delší poločas (asi 3 hodiny; Reeves 1978) než nativní 
PGF2α (7–8 min; Kindahl et al. 1976). Komerčně jsou do-
stupné dvě formy CLO: nejsilnější je d-CLO, pravotočivý 
isomer hroznového CLO (d,l-CLO), se známou trojnásob-
nou silou oproti čistě hroznové formě (Král 1988).

Výrobcem doporučená luteolytická dávka d-CLO (2 ml 
Genestran®, aniMedica GmbH) a CLO (Estrumate®, MSD 
animal health) je 150 a 500 µg, v uvedeném pořadí. Tato 
dávka je určena pro dojnice se „zralým“ neboli respon-
zivním žlutým tělískem (corpus luteum, CL). Klasicky je 
za prahové stáří responzivního žlutého tělíska CL pova-
žováno 5 dní (Beal  et al. 1980). Na základě této znalosti 
se PGF2α podle původního protokolu studie synchroniza-
ce ovulace Ovsynch podává 7 dní po první terapii GnRH 
(Pursley  et  al. 1995), aby předpokládané stáří žlutého 
tělíska CL v okamžiku léčby PGF bylo asi 5,5–6 dní. Bez 
ohledu na toto hodně dojnic plné luteolýzy během studie 
synchronizace ovulace nedosáhne. Ve velké studii v terénu 
(Martins et al. 2011) dosáhlo během studie synchronizace 
ovulace 20 % laktujících dojnic neúplné luteolýzy (proge-
steron >0,5 ng/ml 72 hod. po podání doporučené dávky 
CLO). Dojnice s  neúplnou luteolýzou mají menší nadě-
ji na graviditu po načasovaném umělém oplodnění (AI) 
po naplnění protokolu synchronizace ovulace Ovsynch 
(Souza  et  al. 2007; Brusveen  et  al. 2009; Martins  et  al. 
2011) bez ohledu na pozitivní ovulační odpověď na po-
slední podání GnRH (Bello et al. 2006).

Přirozená rezistence žlutého tělíska na exogenně vyvo-
lanou luteolýzu během prvních 5 dní cyklu u přežvýkavců 
byla podrobně studována (Tsai and Wiltbank 1997, 1998; 
Mamluk et al. 1999; Silva 1999; Skarzynski a Okuda 1999; 
Levy et al. 2000; Sayre et al. 2000), a přece její příčiny ne-
jsou dosud plně objasněny. Možným vysvětlením je sní-
žená dostupnost endotelinu-1 (Levy et al. 2000) a zvýšená 
dostupnost prostaglandinové dehydrogenázy (Silva 1999) 
v případě mladých žlutých tělísek CL ve srovnání se zralý-
mi tělísky. Endotelin-1 je proteinový vazokonstriktor a ste-
roidogenní buněčný modulátor produkovaný buňkami 
endotelu v reakci na PGF, který působí na produkci pro-
gesteronu u skotu (Girsh et al. 1996), zatímco prostaglan-
dinová dehydrogenáza (PGDH) metabolizuje PGF na jeho 
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neaktivní formu, 15-keto- PGF2α (Silva 1999). Je logické 
předpokládat, že podání vyšší dávky exogenního PGF2α 
nebo cloprostenolu by do jisté míry vyrušilo antiluteolytic-
ký účinek pramenící ze zvýšené dostupnosti PGDH a sní-
žené koncentrace ET-1 ve fázi nezralého žlutého tělíska 
CL. Nedávno bylo prokázáno, že zvýšení dávky PGF může 
posílit luteolytickou odpověď nelaktujících dojnic s nezra-
lým žlutým tělískem ve srovnání s dojnicemi, kterým byla 
podána standardní dávka (Valldecabres-Torres et al. 2012, 
2013). Avšak tyto posledně zmíněné studie nezkoumaly 
účinek zvyšování dávky PGF během synchronizace ovula-
ce. Navíc pečlivé studium výsledků těchto a dalších studií 
(Santos et al. 2010; Ribeiro et al. 2012) upozorní na poten-
ciální vlivy dalších faktorů na modulaci luteolytické odpo-
vědi dojnic na různé dávky PGF. Kromě stáří nejmladšího 
žlutého tělíska v okamžiku podání PGF a  individuálních 
rozdílů mezi zvířaty mohou mít vliv tyto faktory: stav lak-
tace, typ CLO a přítomnost dalších žlutých tělísek společně 
s primárním tělískem v okamžiku léčby PGF (den estrální-
ho cyklu). Přímé srovnání bohužel kvůli různosti designu 
studí a metody progesteronového testu není možné.

Cílem této studie bylo charakterizovat účinek dávky 
a typu luteolytika CLO na luteolytickou odpověď mléčné-
ho skotu během studie synchronizace ovulace při různých 
fyziologických charakteristikách a  charakteristikách es-
trálního cyklu.

Materiály a metody
Zvířata a hormonální léčba
Tato studie byla realizována v  období od října  2011 do 
března  2012 na výzkumném statku veterinární fakulty 
Univerzity CEU Cardenal Herrera (experiment I a II) a od 
února 2012 do června 2012 na komerčním statku chova-
jícím mléčný skot (experiment III). Všechny procedury 
byly provedeny v souladu s Pokyny k péči o zvířata a jejich 
využívání ve výzkumných studiích španělského Minister-
stva zemědělství a byly schváleny Výborem péče o zvířata 
Univerzity CEU Cardenal Herrera.

U  experimentu I  a  II (na výzkumném univerzitním 
statku) bylo využito celkem 12 nelaktujících holštýnských 
krav. Jejich stáří se pohybovalo mezi 2,5 a 11 roky (průměr-
ný věk zvířat byl 5,3 ± 2,1 let). Pět těchto krav ještě nebylo 
teleno a  sedm již bylo teleno několikrát. Na začátku stu-
die krávy měly cyklus a nevykazovaly zjevné děložní nebo 
vaječníkové abnormality potvrzené ultrazvukem. Zvířata 

byla krmena vojtěškovým senem a  obilným koncentrá-
tem v  krmné dávce vypočtené jako udržovací pro nedo-
jené krávy. Průměrné skóre tělesné kondice bylo 3,5 ± 0,6 
(rozsah od 2,5–4, stupnice od 1–5), a průměrná hmotnost 
630 ± 49 kg (rozsah 550–690 kg).

V experimentu III (který probíhal na komerčním stat-
ku chovajícím mléčný skot) bylo celkem použito 111 laktu-
jících holštýnských krav. Z toto 43 dojnic prodělalo 1 tele-
ní, 36 dvě telení, 17 tři telení a 15 víc než 3 telení. Dojnice 
byly dojeny třikrát denně a ustájeny ve vystlaných kotcích. 
Statek měl v době pokusu celkem 600 dojnic s průměrnou 
denní produkcí mléka 33 kg na dojnici.

Všechny dávky PGF (d-CLO; Genestran® aniMedica 
GmbH, 48308 Senden, Německo nebo d,l-CLO, Estru-
mate®; MSD Animal Health, 28027 Madrid, Španělsko) 
a GnRH (0,01 mg buserelin: 2.5 ml Buserelin®; aniMedica 
GmbH, 48308 Senden, Německo) byly podávány injekč-
ně jednodávkovou injekční stříkačkou do poloblanitého 
nebo  pološlašitého svalu 3,5 cm dlouhými jehlami tloušť-
ky 18  G. Vyšetření dělohy a  vaječníků bylo provedeno 
rektálním ultrazvukovou sondou (Sonosite 180 Vet Plus; 
BCF Ultrasound Australasia, Nunawading, Vic., Austrálie) 
vybavenou 8MHz lineárním převodníkem (experiment 
I a II) a rektální palpací (experiment III).

Design experimentů
V rámci experimentu I a  II byl účinek dávky d-CLO ur-
čen u nelaktujících dojnic ve dvou fázích estrálního cyklu: 
V  prvním experimentu byly krávy synchronizovány tak, 
aby měly jen 5,5 až 6  dní staré žluté tělísko (CL) v  oka-
mžiku podání PGF v rámci studie synchronizace ovulace. 
Stáří žlutého tělíska dojnic v experimentu I v době podá-
ní d-CLO bylo vypočteno ze skenů prováděných každých 
12 hodin od podání GnRH do okamžiku ovulace. V dru-
hém experimentu byly krávy synchronizovány tak, aby 
měly v době experimentu >12 dní staré primární žluté tě-
lísko a další CL ve stáří 5,5–6 dní. Oba experimenty vyu-
žily přesahového designu, kdy každá dojnice prodělala dva 
po sobě jdoucí cykly (obr. 1). V jednom z těchto cyklů byla 
synchronizace ovulace vyvolána PGF v dávce buď 150 µg 
d-CLO (standardní dávka: 2 ml Genestran®) nebo 300 µg 
d-CLO (dvojitá dávka: 4 ml Genestran®). Podání dvoji-
té či standardní dávky bylo určeno náhodným výběrem. 
V rámci každého experimentu byla ponechána doba 2 týd-
nů mezi po sobě následujícími cykly na vyloučení před-
chozí dávky z těla. Mezi experimentem I a II bylo ponechá-

Fig. 1. Representative layout of treatments in cows of Experiments I and II. In each experiment, all cows were used during two consecutive cycles 
(1st and 2nd Ovsynch). In the first cycle, every cow received either 150 or 300 lg of d-cloprostenol as the PGF of Ovsynch. In the second cycle, 
every cow received the opposite dose. A resting period of 2 months was allowed between Experiment I and II

cows’ individual variation, the following factors might
be implicated: lactation status of cows, type of CLO and
the presence of an accessory CL along with the primary
CL at the time of PGF treatment (day of the oestrus
cycle). Unfortunately, because of differences in the
experimental design and progesterone assay method
between studies, direct comparisons are not possible.
The objective of this study was to characterize the

effect of dose and type of CLO on the luteolytic
response of dairy cattle during the Ovsynch protocol
under different oestrus cycle and physiological
characteristics.

Materials and Methods
Animals and hormonal treatments

This trial was conducted from October 2011 to March
2012 at the Veterinary School Research Farm of the
Universidad CEU Cardenal Herrera (Experiments I and
II) and from February 2012 to June 2012 at a commer-
cial dairy farm (Experiment III). All animal procedures
were handled in accordance with the Spanish Depart-
ment of Agriculture Guide for Care and Use of Animals
in Research, and they were approved by the Animal
Welfare Committee of the Universidad CEU Cardenal
Herrera.
For Experiments I and II (research and teaching

farm), a total of 12 non-lactating Holstein cows were
used. The age ranged from 2.5 to 11 years (mean age of
5.3 � 2.1 years). There were five nulliparous and seven
multiparous cows. At the beginning of the trial, all cows
were cyclic and had no apparent uterine or ovarian
abnormalities confirmed by ultrasonography. The cows
were fed alfalfa hay and cereal concentrate ration
calculated for a maintenance diet for dry cows. The
mean body condition score was 3.5 � 0.6 (range 2.5–4,
scale 1–5), and the mean weight was 630 � 49 kg (range
550–690 kg).
For Experiment III (commercial dairy farm), a total

of 111 lactating Holstein cows were used in the trial.
There were 43, 36, 17 and 15 cows with 1, 2, 3 or more
than 3 parturitions, respectively. Cows were milked
three times a day and were housed in bedded packs. The
farm had a total of 600 lactating cows with a daily
average milk yield of 33 kg per cow during the trial.
All the PGF (d-CLO; Genestran� aniMedica GmbH,

48308 Senden, Germany or d,l-CLO, Estrumate�; MSD
Animal Health, 28027 Madrid, Spain) and GnRH
(0.01 mg buserelin: 2.5 ml of Buserelin�; aniMedica
GmbH, 48308 Senden, Germany) injections were admin-
istered with single-dose syringes in semimembranosus or

semitendinosus muscles with 18-gauge 3.5-cm needles.
Examination of the uterus and ovaries was performed by
rectal ultrasonography with an ultrasound scanner
(Sonosite 180 Vet Plus; BCF Ultrasound Australasia,
Nunawading, Vic., Australia) equipped with an 8-MHz
linear-array transducer (Experiments I and II) and by
rectal palpation (Experiment III).

Experimental design

In Experiment I and II, the effect of dose of d-CLO was
determined in non-lactating cows under two different
oestrus cycle conditions: In Experiment I, cows were
synchronized so that they only had a primary CL (and
no accessory CL) of 5.5–6 days old at the time of PGF
of Ovsynch. The age of the CL of cows from Experiment
I at the time of d-CLO was calculated by scanning the
cows every 12 h from the administration of GnRH to
the moment of ovulation. In Experiment II, cows were
synchronized so that they had a primary CL (>12 days
old), in addition to an accessory CL (5.5–6 days old). In
both experiments, the study followed a crossover design
with each cow having two consecutive cycles (Fig. 1). In
one of each cycle, the PGF treatment of Ovsynch was
either 150 lg of d-CLO (standard dose: 2 ml of Gene-
stran�) or 300 lg of d-CLO (double dose: 4 ml of
Genestran�). Whether a cow was administered the
double or the standard dose in the first cycle was chosen
randomly. Within each experiment, a ‘wash-out’ period
of 2 weeks was allowed between consecutive cycles. A
resting period of 2 months was allowed between
Experiment I and II. Cows were not inseminated.
The number of ovulations, subsequent number of CL

and diameter of the three largest follicles were recorded
at the time of each examination. Ultrasound examina-
tions to detect ovulation were performed twice daily, so
that the age of the CL was known within 12 h accuracy.
Ultrasound examinations started at the time of the
GnRH administrations (first and second) and continued
until the detection of ovulation. The diameter of the
three largest follicles was obtained once a day, during
the morning scan. They were obtained by two measure-
ments taken at right angles with the electronic callipers
when the image of the follicle was frozen at its
maximum size. The diameter of the dominant follicle
(DF) at the time of the second GnRH of Ovsynch
was confirmed to be the future ovulating follicle
retrospectively.
Blood samples to measure progesterone concentration

were obtained on daily basis from the tail vein imme-
diately before and 1, 2 and 3 days after the d-CLO

Presynch Presynch

Experiment I
n = 12

PGF−14d−PGF− 2d −GnRH−7d− d-CLO −2d−GnRH  14d wash-out   PGF−14d−PGF− 2d −GnRH−7d− d-CLO −2d−GnRH  

Experiment II PGF−14d−PGF− 12d −GnRH−7d− d-CLO −2d−GnRH  14d wash-out   PGF−14d−PGF− 12d −GnRH−7d− d-CLO −2d−GnRH

n = 12
Presynch Ovsynch 150/300 µg d-CLO

Ovsynch 150/300 µg d-CLO

Presynch

Ovsynch 300/150 µg d-CLO

Ovsynch 300/150 µg d-CLO

Fig. 1. Representative layout of treatments in cows of Experiments I and II. In each experiment, all cows were used during two consecutive cycles
(1st and 2nd Ovsynch). In the first cycle, every cow received either 150 or 300 lg of d-cloprostenol as the PGF of Ovsynch. In the second cycle,
every cow received the opposite dose. A resting period of 2 months was allowed between Experiment I and II
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no klidové období 2 měsíců. Krávy nebyly inseminovány.
Počet ovulací, následný počet žlutých tělísek a průměr 

tří největších folikul v rámci každého vyšetření byly zazna-
menány. Ultrazvukové vyšetření pro zjištění ovulace bylo 
prováděno dvakrát denně, aby bylo možno stáří žlutého 
tělíska určit s přesností 12 hodin. Ultrazvuková vyšetření 
byla zahájena v době podání GnRH (první a druhé) a po-
kračovala až do zjištění ovulace. Průměr tří největších 
folikul byl měřen jednou denně během ranního ultrazvu-
kového vyšetření. Průměr byl vypočten ze dvou měření 
v  pravém úhlu elektronickým posuvným měřítkem a  se 
zmrazením obrazu folikulu v maximální velikosti. Průměr 
dominantního folikulu (DF) v době podání druhé dávky 
GnRH pro synchronizaci ovulace byl zpětně potvrzen jako 
budoucí ovulující folikul.

Každý den byly odebírány vzorky krve pro zjištění kon-
centrace progesteronu z  ocasní žíly těsně před podáním 
d-CLO a 1, 2 a 3 dny po podání (PGF Ovsynch). Účinek 
standardní (150 µg) a dvojité (300 µg lg) dávky d-CLO na 
stupeň luteolýzy (indikovaný změnou koncentrace proge-
steronu v periferním oběhu) byl určen těsně před podáním 
PGF a 1, 2 a 3 dny po něm.

Experiment III měl testovat účinek dávky a typu CLO 
na luteolytickou odpověď laktujících dojnic na komerč-
ním statku chovajícím mléčný skot. Po normálním otelení 
(neasistované telení bez následných klinických komplikací 
v šestinedělí) byla každá dojnice blokována paritou a přes-
nou rotací zařazena do jedné ze tří léčebných skupin podle 
podání PGF v rámci synchronizace ovulace: skupina 1 do-
stala 500 l µg d,l-CLO (2 ml Estrumate®), skupina 2 150 µg 
d-CLO (2 ml Genestran®) a skupina 3 300 µg d-CLO (4 ml 
Genestran®). První dávka GnRH v programu synchroniza-
ce ovulace (dvě podání GnRH 7 dní před a 2 dny po léč-
bě PGF) byla podána 47–54 dní po začátku laktace (DIM) 
u  krav po více teleních a  87–95 DIM u  krav po prvním 
telení. Všechny krávy byly 20 po druhé dávce GnRH pro 

synchronizaci ovulace inseminovány. Vzorky krve byly 
odebrány těsně před léčbou PGF a  v  době AI (3  dny po 
PGF). Diagnóza gravidity byla provedena rektální palpací 
40–47 dní po umělé inseminaci (AI).

Pro určení luteolytického účinku léčby PGF byly pro 
analýzu použity pouze krávy s  aktivním žlutým tělískem 
(progesteron >1 ng/ml) v době ošetření.

Určení hladiny progesteronu
V  rámci všech experimentů byly odebrány vzor-
ky krve z  ocasní žíly do 5 ml heparinizovavých zku-
mavek. Zkumavky byly ihned vloženy do odstředivky 
a  odstřeďovány po dobu 10  minut rychlostí 2000  ×  g. 
Jednotlivé dávky plazmy byly uskladněny při teplotě 
–20 °C pro pozdější určování. Koncentrace progesteronu 
v plazmě byly ve všech vzorcích měřeny jednou enzyma-
tickou imuno-analytickou sadou (Demeditec Diagnostics 
GmbH, Kiel-Wellsee, Německo) o  citlivosti 0,04 ng/ml 
a variačním koeficientem v rámci sady 5 %. Podle koncen-
trací progesteronu v krvi krav 3 dny po podání PGF byla 
úplná luteolýza rozdělena na dva stupně: krávy s hladinou 
progesteronu od 1 do 0,5 ng/ml a krávy s koncentrací pro-
gesteronu <0,5 ng/ml.

Statistická analýza
Všechna data byla testována z  hlediska normality. Data, 
která nebyla normálně rozdělena, byla hierarchizována. 
Sekvenční data (koncentrace progesteronu) byla analyzo-
vána obecným lineárním modelem variance s opakováním 
pro ošetření autokorelace mezi sekvenčním pozorováním 
stejných kusů v den 0, 1, 2 a 3 po podání PGF v rámci expe-
rimentu I a II (Systat 13®; Systat Software Inc., Chicago, IL, 
USA). Model zahrnoval dva fixní faktory: dávku d-CLO 
(dvě množství: 150 a 300 lg d-CLO) a číslo experimentu 
(dvě čísla: I a II). Pokud byl účinek dávky (standardní nebo 
dvojité) nebo pořadí experimentu (I  nebo II) významný 

Table1.Oestruscyclecharacteristicsofnon-lactatingdairycows

aDose of d-cloprostenol (150 lg: 2 ml Genestran; and 300 lg: 4 ml Genestran) administered as the PGF of Ovsynch.
bPercentage of cows ovulating after the second PGF administration of the pre-synchronization protocol (two PGF injections 14 days apart) in 
cows from Experiment II. The interval from last PGF treatment to ovulation varied from 3 to 7 days.
cPercentage of cows ovulating after the first GnRH administration of Ovsynch.
dInterval (in days) from ovulation after the last PGF of pre-synchronization in Experiment II and after the first GnRH of Ovsynch in Experiment 
I to administration of d-CLO of Ovsynch.
eInterval (in days) from ovulation after the first GnRH in cows from Experiment II to administration of d-CLO of Ovsynch.
fNumber of corpora lutea at the time of the d-CLO administration of Ovsynch.
gPlasma progesterone concentration at the time of d-CLO administration of Ovsynch.
hDiameter of the ovulatory dominant follicle at the time of the second GnRH of Ovsynch.
iPercentage of cows ovulating following the final (second) GnRH administration of Ovsynch.
Pooled: within each Experiment, d-CLO dose data were pooled so that a statistical analysis could be performed between Experiments I and II.
Within column, different letters (a, b) indicate significant difference in follicle diameter (p < 0.05).

treatment (PGF of Ovsynch). The effect of the standard
(150 lg) and double (300 lg) doses of d-CLO on the
degree of luteolysis (indicated by changes in progester-
one concentration in peripheral circulation) was deter-
mined immediately before and 1, 2 and 3 days after the
PGF treatment.
Experiment III was designed to test the effect of dose

and type of CLO on the luteolytic response of lactating
dairy cows in a commercial milking farm. Following
normal parturition (unassisted calving and without
ensuing clinical complication within the first post-
partum period), each cow was blocked by parity and
assigned by strict rotation to one of three treatment
groups according to the PGF administration of
Ovsynch: group 1 received 500 lg of d,l-CLO (2 ml
of Estrumate�), group 2 received 150 lg d-CLO (2 ml
of Genestran�) and group 3 received 300 lg d-CLO
(4 ml of Genestran�). The first GnRH of the Ovsynch
programme (two administrations of GnRH 7 days
before and 2 days after the PGF treatment) was
initiated 47–54 days in milk (DIM) in multiparous cows
and 87–95 DIM in first-calving cows. All cows were
inseminated 20 h after the second GnRH of Ovsynch.
Blood samples were obtained just before the PGF
treatment and at the time of AI (3 days after PGF
treatment). Pregnancy diagnosis was performed by
rectal palpation 40–47 days after AI.
To determine the luteolytic effect of the PGF treatment,

only cows with an active CL (progesterone >1 ng/ml) at
the time of treatment were used in the analysis.

Progesterone determination

In all experiments, blood samples were obtained from
the tail vein in 5 ml heparinized tubes. The tubes were
immediately centrifuged during 10 min at 2000 9 g.
Aliquots of plasma were stored at �20°C for later assay
determination. Concentrations of plasma progesterone
from all samples were measured in a single assay, using
enzyme immunoassay kits (Demeditec Diagnostics

GmbH, Kiel-Wellsee, Germany) with a sensitivity of
0.04 ng/ml and an intra-assay variation coefficient
of 5%. According to the progesterone concentrations
of cows 3 days after PGF treatment, full luteolysis was
classified into two degrees: cows with a progesterone
concentration between 1 and 0.5 ng/ml and cows with
progesterone concentration <0.5 ng/ml.

Statistical analyses

All data were tested for normality. Data not normally
distributed were ranked. Sequential data (progesterone
concentration) were analysed by a general linear model
of variance with a repeated statement to account for
autocorrelation between sequential observations of
same individuals taken at 0, 1, 2 and 3 days after PGF
treatment in Experiment I and II (Systat 13�; Systat
Software Inc., Chicago, IL, USA). The model included
two fixed factors: dose of d-CLO (two levels: 150 and
300 lg d-CLO) and number of experiment (two levels: I
and II). If an effect of dose (standard vs double) or
Experiment (I vs II) was significant or approached
significance, data were examined further by Student’s
t-test.
Frequency data (percentage of cows with full luteol-

ysis and first AI pregnancy rate) were analysed by chi-
square or Fisher’s exact test. Finally, the effect of
d-CLO dose and experiment on the diameter of the DF
at the time of the final GnRH of Ovsynch were
calculated by 2-sample t-test.
A probability of p < 0.05 indicated that a difference

was significant, and probabilities between p > 0.05 and
p < 0.1 indicated that a difference approached signifi-
cance. Data are presented as mean � SEM, unless
stated otherwise.

Results
The oestrus cycle characteristics of cows from Experi-
ment I and II are shown in Table 1. The DF diameter at

Table 1. Oestrus cycle characteristics of non-lactating dairy cows

Dosed-

CLO (ml)a n

Pre-synchronization

ovulation (%)b
1st GnRH

ovulation (%)c
Primary CL’s

age at PGFd

Accessory CL’s

age at PGFe

Nº of
CLf

P4 at PGFg

(ng/ml)

DF at final

GnRH (mm)h
Final GnRH

ovulation (%)i

Ex I 2 12 N/A 100.0 5.5 � 0.1 N/A 1.1 7.3 � 1.4 15.3 � 0.5a 100.0

4 12 N/A 100.0 5.5 � 0.1 N/A 1.1 7.2 � 1.1 14.6 � 0.5a 100.0

Pooled 24 N/A 100.0 5.5 � 0.1 N/A 1.1 7.2 � 0.8 14.9 � 0.3a 100.0

Ex II 2 12 100.0 66.7 14.8 � 0.3 5.5 � 0.0 1.6 7.4 � 1.1 12.9 � 0.5b 100.0

4 12 100.0 75.0 14.5 � 0.2 5.4 � 0.1 1.8 7.0 � 1.0 12.3 � 0.5b 100.0

Pooled 24 100.0 70.8 14.7 � 0.2 5.5 � 0.0 1.7 7.2 � 0.7 12.7 � 0.3b 100.0

aDose of d-cloprostenol (150 lg: 2 ml Genestran�; and 300 lg: 4 ml Genestran�) administered as the PGF of Ovsynch.
bPercentage of cows ovulating after the second PGF administration of the pre-synchronization protocol (two PGF injections 14 days apart) in cows from Experiment

II. The interval from last PGF treatment to ovulation varied from 3 to 7 days.
cPercentage of cows ovulating after the first GnRH administration of Ovsynch.
dInterval (in days) from ovulation after the last PGF of pre-synchronization in Experiment II and after the first GnRH of Ovsynch in Experiment I to administration

of d-CLO of Ovsynch.
eInterval (in days) from ovulation after the first GnRH in cows from Experiment II to administration of d-CLO of Ovsynch.
fNumber of corpora lutea at the time of the d-CLO administration of Ovsynch.
gPlasma progesterone concentration at the time of d-CLO administration of Ovsynch.
hDiameter of the ovulatory dominant follicle at the time of the second GnRH of Ovsynch.
iPercentage of cows ovulating following the final (second) GnRH administration of Ovsynch.

Pooled: within each Experiment, d-CLO dose data were pooled so that a statistical analysis could be performed between Experiments I and II.

Within column, different letters (a, b) indicate significant difference in follicle diameter (p < 0.05).
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nebo se rozdíl významnosti blížil, byla data dále zkoumána 
Studentovým t-testem.

Údaje o početnosti (procento dojnic s plnou luteolýzou 
a počet gravidit po umělé inseminaci AI) byly analyzovány 
× 2  testem nebo Fisherovým exaktním testem. A koneč-
ně účinek dávky d-CLO a pořadí experimentu na průměr 
dominantního folikulu DF v okamžiku posledního GnRH 
v rámci synchronizace ovulace byl vypočten t-testem dvou 
vzorků.

Pravděpodobnost p < 0,05 znamenala statistickou vý-
znamnost rozdílu a pravděpodobnost v rozmezí p > 0,05 
a p < 0,1 znamenala, že se rozdíl blížil statistické význam-
nosti. Data jsou uváděna jako průměr SEM, pokud není 
uvedeno jinak.

Výsledky
Charakteristiky estrálního cyklu dojnic z  experimentu 
I a II ukazuje tabulka 1. Průměr dominantního folikulu DF 
v okamžiku druhého podání GnRH se pro jednotlivé dáv-
ky významně nelišil (15,3 ± 0,5 mm pro standardní dávku 
oproti 14,6 ± 0,5 mm pro dvojitou dávku; Tabulka 1). Na 
druhé straně zvířata z experimentu I (bez ohledu na dávku 
CLO) vykazovala větší (p < 0,01; tabulka 1) průměr DF 
(14,9 ± 0,3 mm) v době druhé dávky GnRH oproti zvířa-
tům zařazeným do experimentu II (12,7 ± 0,3 mm).

V  rámci experimentu I  všechna zvířata ovulovala po 
prvním podání GnRH a proto měla v době ošetření d‑CLO 
jediné žluté tělísko CL. V  experimentu II byly všechny 
dojnice úspěšně synchronizovány, proto měly v době syn-
chronizace ovulace podáním PGF žluté tělísko ve stáří 
14,8 ± 0,3 v případě standardní dávky a 14,5 ± 0,2 dní v pří-
padě dvojité dávky (tabulka 1). Celkově 70,8 % (17/24) zví-
řat z experimentu II odpovědělo ovulací na první GnRH 
synchronizaci ovulace (8/12 v  případě standardní dávky 

a 9/12 v případě dvojité dávky; tabulka 1). Přítomnost dal-
šího žlutého tělíska (odpověď ovulací na první GnRH syn-
chronizace ovulace) neměla vliv na luteolytickou odpověď 
na léčbu PGF (bez ohledu na dávku CLO): 15 ze 17 (88 %) 
dojnic s primárním a dalším žlutým tělískem dosáhlo úpl-
né luteolýzy 3 dni po podání PGF (progesteron <0,5 ng/
ml) ve srovnání s 6 ze 7 (86 %) krav pouze s primárním 
tělískem CL (p > 0,05).

Koncentrace progesteronu 1–3 dny po podání PGF ne-
byly ovlivněny dávkou d-CLO (p > 0,05; obr. 2 a 3). Avšak 
víc zvířat z experimentu I (p = 0,08) dospělo k plné luteo-

the time of the second GnRH did not differ significantly
between dose groups (15.3 � 0.5 mm vs 14.6 � 0.5 mm
for the standard and double dose groups, respectively;
Table 1). On the other hand, cows from Experiment I
(regardless of dose of CLO) had a larger (p < 0.01;
Table 1) DF diameter (14.9 � 0.3 mm) at the time of
the second GnRH than did cows of Experiment II
(12.7 � 0.3 mm).
In Experiment I, all cows ovulated after the first

GnRH administration and therefore had a single CL at
the time of d-CLO treatment. In Experiment II, all cows
were pre-synchronized successfully and therefore had a
primary CL at the time of the PGF of Ovsynch aged
14.8 � 0.3 and 14.5 � 0.2 days for the standard and
double dose groups, respectively (Table 1). Overall,
70.8% (17/24) of cows from Experiment II had an
ovulatory response to the first GnRH of Ovsynch (8/12
and 9/12 for the standard and double dose groups,
respectively; Table 1). Whether a cow had an accessory
CL (ovulatory response to the first GnRH of Ovsynch)
did not influence the luteolytic response to the PGF
treatment (regardless of dose of CLO): 15 of 17 (88%)
cows with primary and accessory CL had full luteolysis
3 days after PGF treatment (progesterone <0.5 ng/ml),
compared with 6 of 7 (86%) cows with only a primary
CL (p > 0.05).
The progesterone concentration 1–3 days after PGF

treatment was not affected by dose of d-CLO (p > 0.05;
Figs 2 and 3). However, more cows of Experiment I
tended (p = 0.08) to have full luteolysis after treatment
with double dose of d-CLO (67%) compared with cows
treated with the standard dose (33%; Table 2). In
Experiment II, there was no difference in terms of
percentage of cows with progesterone concentration
below 1 or 0.5 ng/ml between different doses of d-CLO
on any day after PGF treatment (p > 0.1; Table 2). In
contrast, the progesterone concentration was affected
(p = 0.06) by Experiment (regardless of dose of d-CLO):
cows of Experiment II had a greater decrease (p < 0.05;

Fig. 4) in progesterone concentration 1–3 days after
PGF treatment than cows of Experiment I.
There was no effect of day-by-dose interaction on

progesterone concentration (p > 0.05; Figs 2 and 3), but
there was a day-by-group (Experiment I vs II) tendency
on progesterone concentration (p < 0.1; Fig. 4). This
was indicated by an increase (rebound) in progesterone
concentration in cows of Experiment I between 2 and
3 days post-treatment, compared with a gradual decrease
in progesterone concentration from 0 to 3 days (mini-
mum concentration) post-treatment in cows of Experi-
ment II.
In Experiment III, the percentage of lactating cows

with full luteolysis was not affected by either dose of

Table 2. Effect of dose of d-CLO and experiment on luteolysis in non-
lactating dairy cows

Groups P4 < 1 ng/ml P4 < 0.5 ng/ml

Experiment

Dose

d-CLO D1 D2 D3 D1 D2 D3

Ex I 2 ml 2/12

17%

4/12

33%

6/12

50%

1/12

8%

1/12

8%

4/12

33%

4 ml 5/12

42%

8/12

67%

8/12

67%

0/12

0%

2/12

17%

7/12

58%

p-value 0.1 0.08 NS NS NS NS

Ex II 2 ml 4/12

33%

9/12

75%

10/12

83%

0/12

0%

2/12

17%

10/12

83%

4 ml 7/12

58%

10/12

83%

11/12

92%

0/12

0%

3/12

25%

10/12

83%

p-value NS NS NS NS NS NS

Ex I Pooled 7/24

29%

12/24

50%

14/24

58%

1/24

4%

3/24

12%

11/24

46%

Ex II Pooled 11/24

46%

19/24

79%

21/24

87%

0/24

0%

5/25

21%

20/24

83%

p-value 0.1 0.01 0.007 NS NS 0.004

Dose of d-CLO: 150 lg (2 ml of Genestran�) and 300 lg (4 ml of Genestran�)

of d-cloprostenol.

P4: Plasma progesterone concentration 1 day (D1), 2 days (D2) and 3 days (D3)

after treatment with the standard (2 ml) or double (4 ml) dose of d-CLO.

NS, not significant (p > 0.05).
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Experiment I

Fig. 2. Mean � SEM plasma concentration of cows from Experiment
I, 0 to 3 days after treatment with 150 lg (2 ml of Genestran�) or
300 lg (4 ml of Genestran�) of d-cloprostenol. The probabilities for
the effect of dose (group, G), day (D) and day-by-dose interaction
(G*D) on the progesterone concentration are shown
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Fig. 3. Mean � SEM plasma concentration of cows from Experiment
II, 0–3 days after treatment with 150 lg (2 ml of Genestran�) or
300 lg (4 ml of Genestran�) of d-cloprostenol. The probabilities for
the effect of dose (group, G), day (D) and day by dose interaction
(G*D) on the progesterone concentration are shown
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the time of the second GnRH did not differ significantly
between dose groups (15.3 � 0.5 mm vs 14.6 � 0.5 mm
for the standard and double dose groups, respectively;
Table 1). On the other hand, cows from Experiment I
(regardless of dose of CLO) had a larger (p < 0.01;
Table 1) DF diameter (14.9 � 0.3 mm) at the time of
the second GnRH than did cows of Experiment II
(12.7 � 0.3 mm).
In Experiment I, all cows ovulated after the first

GnRH administration and therefore had a single CL at
the time of d-CLO treatment. In Experiment II, all cows
were pre-synchronized successfully and therefore had a
primary CL at the time of the PGF of Ovsynch aged
14.8 � 0.3 and 14.5 � 0.2 days for the standard and
double dose groups, respectively (Table 1). Overall,
70.8% (17/24) of cows from Experiment II had an
ovulatory response to the first GnRH of Ovsynch (8/12
and 9/12 for the standard and double dose groups,
respectively; Table 1). Whether a cow had an accessory
CL (ovulatory response to the first GnRH of Ovsynch)
did not influence the luteolytic response to the PGF
treatment (regardless of dose of CLO): 15 of 17 (88%)
cows with primary and accessory CL had full luteolysis
3 days after PGF treatment (progesterone <0.5 ng/ml),
compared with 6 of 7 (86%) cows with only a primary
CL (p > 0.05).
The progesterone concentration 1–3 days after PGF

treatment was not affected by dose of d-CLO (p > 0.05;
Figs 2 and 3). However, more cows of Experiment I
tended (p = 0.08) to have full luteolysis after treatment
with double dose of d-CLO (67%) compared with cows
treated with the standard dose (33%; Table 2). In
Experiment II, there was no difference in terms of
percentage of cows with progesterone concentration
below 1 or 0.5 ng/ml between different doses of d-CLO
on any day after PGF treatment (p > 0.1; Table 2). In
contrast, the progesterone concentration was affected
(p = 0.06) by Experiment (regardless of dose of d-CLO):
cows of Experiment II had a greater decrease (p < 0.05;

Fig. 4) in progesterone concentration 1–3 days after
PGF treatment than cows of Experiment I.
There was no effect of day-by-dose interaction on

progesterone concentration (p > 0.05; Figs 2 and 3), but
there was a day-by-group (Experiment I vs II) tendency
on progesterone concentration (p < 0.1; Fig. 4). This
was indicated by an increase (rebound) in progesterone
concentration in cows of Experiment I between 2 and
3 days post-treatment, compared with a gradual decrease
in progesterone concentration from 0 to 3 days (mini-
mum concentration) post-treatment in cows of Experi-
ment II.
In Experiment III, the percentage of lactating cows

with full luteolysis was not affected by either dose of

Table 2. Effect of dose of d-CLO and experiment on luteolysis in non-
lactating dairy cows

Groups P4 < 1 ng/ml P4 < 0.5 ng/ml

Experiment

Dose

d-CLO D1 D2 D3 D1 D2 D3

Ex I 2 ml 2/12

17%

4/12

33%

6/12

50%

1/12

8%

1/12

8%

4/12

33%

4 ml 5/12

42%

8/12

67%

8/12

67%

0/12

0%

2/12

17%

7/12

58%

p-value 0.1 0.08 NS NS NS NS

Ex II 2 ml 4/12

33%

9/12

75%

10/12

83%

0/12

0%

2/12

17%

10/12

83%

4 ml 7/12

58%

10/12

83%

11/12

92%

0/12

0%

3/12

25%

10/12

83%

p-value NS NS NS NS NS NS

Ex I Pooled 7/24

29%

12/24

50%

14/24

58%

1/24

4%

3/24

12%

11/24

46%

Ex II Pooled 11/24

46%

19/24

79%

21/24

87%

0/24

0%

5/25

21%

20/24

83%

p-value 0.1 0.01 0.007 NS NS 0.004

Dose of d-CLO: 150 lg (2 ml of Genestran�) and 300 lg (4 ml of Genestran�)

of d-cloprostenol.

P4: Plasma progesterone concentration 1 day (D1), 2 days (D2) and 3 days (D3)

after treatment with the standard (2 ml) or double (4 ml) dose of d-CLO.

NS, not significant (p > 0.05).
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Fig. 2. Mean � SEM plasma concentration of cows from Experiment
I, 0 to 3 days after treatment with 150 lg (2 ml of Genestran�) or
300 lg (4 ml of Genestran�) of d-cloprostenol. The probabilities for
the effect of dose (group, G), day (D) and day-by-dose interaction
(G*D) on the progesterone concentration are shown
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Fig. 3. Mean � SEM plasma concentration of cows from Experiment
II, 0–3 days after treatment with 150 lg (2 ml of Genestran�) or
300 lg (4 ml of Genestran�) of d-cloprostenol. The probabilities for
the effect of dose (group, G), day (D) and day by dose interaction
(G*D) on the progesterone concentration are shown
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the time of the second GnRH did not differ significantly
between dose groups (15.3 � 0.5 mm vs 14.6 � 0.5 mm
for the standard and double dose groups, respectively;
Table 1). On the other hand, cows from Experiment I
(regardless of dose of CLO) had a larger (p < 0.01;
Table 1) DF diameter (14.9 � 0.3 mm) at the time of
the second GnRH than did cows of Experiment II
(12.7 � 0.3 mm).
In Experiment I, all cows ovulated after the first

GnRH administration and therefore had a single CL at
the time of d-CLO treatment. In Experiment II, all cows
were pre-synchronized successfully and therefore had a
primary CL at the time of the PGF of Ovsynch aged
14.8 � 0.3 and 14.5 � 0.2 days for the standard and
double dose groups, respectively (Table 1). Overall,
70.8% (17/24) of cows from Experiment II had an
ovulatory response to the first GnRH of Ovsynch (8/12
and 9/12 for the standard and double dose groups,
respectively; Table 1). Whether a cow had an accessory
CL (ovulatory response to the first GnRH of Ovsynch)
did not influence the luteolytic response to the PGF
treatment (regardless of dose of CLO): 15 of 17 (88%)
cows with primary and accessory CL had full luteolysis
3 days after PGF treatment (progesterone <0.5 ng/ml),
compared with 6 of 7 (86%) cows with only a primary
CL (p > 0.05).
The progesterone concentration 1–3 days after PGF

treatment was not affected by dose of d-CLO (p > 0.05;
Figs 2 and 3). However, more cows of Experiment I
tended (p = 0.08) to have full luteolysis after treatment
with double dose of d-CLO (67%) compared with cows
treated with the standard dose (33%; Table 2). In
Experiment II, there was no difference in terms of
percentage of cows with progesterone concentration
below 1 or 0.5 ng/ml between different doses of d-CLO
on any day after PGF treatment (p > 0.1; Table 2). In
contrast, the progesterone concentration was affected
(p = 0.06) by Experiment (regardless of dose of d-CLO):
cows of Experiment II had a greater decrease (p < 0.05;

Fig. 4) in progesterone concentration 1–3 days after
PGF treatment than cows of Experiment I.
There was no effect of day-by-dose interaction on

progesterone concentration (p > 0.05; Figs 2 and 3), but
there was a day-by-group (Experiment I vs II) tendency
on progesterone concentration (p < 0.1; Fig. 4). This
was indicated by an increase (rebound) in progesterone
concentration in cows of Experiment I between 2 and
3 days post-treatment, compared with a gradual decrease
in progesterone concentration from 0 to 3 days (mini-
mum concentration) post-treatment in cows of Experi-
ment II.
In Experiment III, the percentage of lactating cows

with full luteolysis was not affected by either dose of

Table 2. Effect of dose of d-CLO and experiment on luteolysis in non-
lactating dairy cows

Groups P4 < 1 ng/ml P4 < 0.5 ng/ml

Experiment

Dose

d-CLO D1 D2 D3 D1 D2 D3

Ex I 2 ml 2/12

17%

4/12

33%

6/12

50%

1/12

8%

1/12

8%

4/12

33%

4 ml 5/12

42%

8/12

67%

8/12

67%

0/12

0%

2/12

17%

7/12

58%

p-value 0.1 0.08 NS NS NS NS

Ex II 2 ml 4/12

33%

9/12

75%

10/12

83%

0/12

0%

2/12

17%

10/12

83%

4 ml 7/12

58%

10/12

83%

11/12

92%

0/12

0%

3/12

25%

10/12

83%

p-value NS NS NS NS NS NS

Ex I Pooled 7/24

29%

12/24

50%

14/24

58%

1/24

4%

3/24

12%

11/24

46%

Ex II Pooled 11/24

46%

19/24

79%

21/24

87%

0/24

0%

5/25

21%

20/24

83%

p-value 0.1 0.01 0.007 NS NS 0.004

Dose of d-CLO: 150 lg (2 ml of Genestran�) and 300 lg (4 ml of Genestran�)

of d-cloprostenol.

P4: Plasma progesterone concentration 1 day (D1), 2 days (D2) and 3 days (D3)

after treatment with the standard (2 ml) or double (4 ml) dose of d-CLO.

NS, not significant (p > 0.05).
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Fig. 2. Mean  SEM plasma concentration of cows from Experiment I, 
0 to 3 days after treatment with 150 lg (2 ml of Genestran) or 300 lg 
(4 ml of Genestran) of d-cloprostenol. The probabilities for the effect 
of dose (group, G), day (D) and day-by-dose interaction (G*D) on the 
progesterone concentration are shown

Fig. 3. Mean  SEM plasma concentration of cows from Experiment 
II, 0–3 days after treatment with 150 lg (2 ml of Genestran) or 300 lg 
(4 ml of Genestran) of d-cloprostenol. The probabilities for the effect 
of dose (group, G), day (D) and day by dose interaction (G*D) on the 
progesterone concentration are shown

Table 2. Effect of dose of d-CLO and experiment on luteolysis in non-
lactating dairy cows

Dose of d-CLO: 150 lg (2 ml of Genestran) and 300 lg (4 ml of Gene-
stran) of d-cloprostenol.
P4: Plasma progesterone concentration 1 day (D1), 2 days (D2) and 
3 days (D3) after treatment with the standard (2 ml) or double (4 ml) 
dose of d-CLO. NS, not significant (p > 0.05).
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lýze po léčbě dvojitou dávkou d-CLO (67%) v porovnání 
se skupinou, které byla podána standardní dávka (33  %; 
Tabulka 2). V experimentu II nebyl rozdíl v procentu zví-
řat s koncentrací progesteronu pod 1 nebo 0,5 ng/ml mezi 
jednotlivými dávkami d-CLO žádný den po podání PGF 
(p > 0,1; Tabulka 2). Naproti tomu byla koncentrace pro-
gesteronu ovlivněna (p = 0,06) počtem experimentů (bez 
ohledu na dávku d-CLO): dojnicím z experimentu II byl 
naměřen vyšší úbytek (p < 0,05; obr. 4) koncentrace proge-
steronu 1–3 dny po podání PGF než v případě krav z ex-
perimentu I.

Počet dní po podání neměl vliv na koncentrace proge-
steronu ve vztahu k interakci dávek (p > 0,05; obr. 2 a 3), 
ale rozdíl mezi jednotlivými dny byl pozorován z hlediska 
léčených skupin (experiment I oproti II) (p < 0,1; obr. 4). 
To se projevilo zvýšením koncentrace progesteronu u zví-
řat z  experimentu I  mezi 2. a  3. dnem po podání, v  po-
rovnání s postupným poklesem koncentrací progesteronu 

mezi dny 0 a 3 (minimální koncentrace) po podání u zvířat 
zařazených do experimentu II.

V  experimentu III nebylo procento laktujících dojnic 
s plnou luteolýzou ovlivněno ani dávkou d-CLO ani typem 
CLO: 87,1 %, 84,8 % a 86,2 % krav s hladinou progesteronu 
<1 ng/ml a 61,3 %, 66,7 % a 79,3 % krav s hladinou proge-
steronu <0,5 ng/ml 3 dny po podání 500 lg d,l-CLO, 150 
a 300 lg d-CLO, v uvedeném pořadí (p > 0,05). A koneč-
ně jednotlivými luteolytickými terapiemi nebyl významně 
ovlivněn ani počet gravidit po první umělé inseminaci AI: 
37,8 %, 36,8 % a 36,1 %, pro d, l-CLO, d-CLO standardní 
dávku a d-CLO dvojitou dávku.

Pravděpodobnost gravidity dojnic nebyla ovlivněna 
stupněm luteolýzy po podání PGF (p > 0,05; Tabulka 3): 
14,6  % krav s  částečnou luteolýzou (koncentrace pro-
gesteronu >1 ng/ml) bylo úspěšně uměle inseminováno 
a u 14,3 % po umělé inseminaci gravidita nenastala.

Diskuse
Výsledky této studie ukazují, že hlavním omezujícím 
faktorem provedení vyvolané luteolýzy je den estrální-
ho cyklu (neboli délka doby pod vlivem progesteronu), 
v němž je dávka léčiva podána, a nikoliv stáří nejmladšího 
žlutého tělíska, jak se obecně myslelo. V  experimentu II 
byla všechna zvířata přibližně ve 14. dni estrálního cyklu 
(s  primárním žlutým tělískem 14  dní starým), když do-
stala PGF pro synchronizaci ovulace. U těchto dojnic byla 
zaznamenána relativně vysoká luteolytická odpověď na 
dávku PGF (celkem 87 % dojnic dosáhlo plné luteolýzy do 
3 dnů od podání léčby, s koncentrací progesteronu <1 ng/
ml). Tato pozitivní luteolytická odpověď nebyla ovlivněna 
přítomností dalšího žlutého tělíska stáří 5,5 dní v okamži-
ku podání přípravku. Naopak v případě dojnic v 5.–6. dni 
estrálního cyklu (experiment I) byla luteolytická odpověď 
na podání PGF horší (jen 58 % krav dosáhlo poklesu kon-
centrace progesteronu <1 ng/ml). V  protikladu k  obecně 
panující domněnce stáří nejmladšího žlutého tělíska v oka-
mžiku podání PGF nemělo vliv na luteolytickou odpověď 
krav z  experimentu I  a  II, kdy stáří nejmladšího žlutého 
tělíska bylo u zvířat z obou experimentů podobné.

Důvod, proč den cyklu ovlivnil luteolytický dopad po-
dání PGF, zůstává nejasný. Dřívější výzkumy prokázaly, že 
nejdůležitějším limitujícím faktorem kompletní luteolýzy 
je stáří žlutého tělíska (Rowson et al. 1972; Inskeep 1973; 

d-CLO or type of CLO: 87.1%, 84.8% and 86.2% of
cows with progesterone <1 ng/ml and 61.3%, 66.7%
and 79.3% of cows with progesterone <0.5 ng/ml 3 days
after treatment with 500 lg d,l-CLO, 150 and 300 lg
d-CLO, respectively (p > 0.05). Finally, the first AI
pregnancy rate did not differ significantly amongst
luteolytic treatments: 37.8%, 36.8% and 36.1%, for d,
l-CLO, d-CLO standard and d-CLO double dose,
respectively.
The likelihood of pregnancy of lactating cows was not

affected by the degree of luteolysis following PGF
treatment (p > 0.05; Table 3): 14.6% and 14.3% of
cows with partial luteolysis (progesterone concentration
>1 ng/ml) at the time of AI became pregnant or were
diagnosed as non-pregnant, respectively.

Discussion
The results of the present study show that the main
limiting factor for completion of induced luteolysis is
the day of the oestrus cycle (or length of time under
progesterone influence) on which the luteolytic treat-
ment is administered and not the age of the youngest CL
as is commonly believed. In Experiment II, all cows
were approximately on Day 14 of their oestrus cycle
(with a primary CL of 14 days old) at the time of the

PGF of Ovsynch. These cows had a relatively high
luteolytic response regardless of the PGF dose (overall
87% of cows had full luteolysis by 3 days post-
treatment, with progesterone concentration <1 ng/ml).
This positive luteolytic response took place despite the
presence of an accessory CL of 5.5 days old at the time
of treatment. In contrast, cows on Day 5–6 of their
oestrus cycle (Experiment I) showed an inferior luteo-
lytic response to the administration of PGF (only 58%
of cows had progesterone concentration <1 ng/ml).
Contrary to common belief, the age of the youngest
CL at the time of PGF did not appear to influence the
luteolytic response of cows from Experiment I and II, as
the age of the youngest CL was similar in cows from
both experiments.
The reason why the day of the cycle had an effect on

the luteolytic outcome of the PGF treatment remains
unclear. Previous research has shown that the most
important limiting factor to completion of luteolysis is
the age of the CL (Rowson et al. 1972; Inskeep 1973;
Henricks et al. 1974; Beal et al. 1980; Valldecabres-
Torres et al. 2012). However, in cows from Experiment
II, the presence of an older CL at the time of PGF
treatment appeared to override the luteolytic resistance
of the younger accessory CL. In a recent experiment, as
little as 20% of cows underwent full luteolysis when a
single standard dose of d-CLO was administered 4.5–
5 days post-ovulation (Valldecabres-Torres et al. 2012).
It is not surprising that in the present study, full
luteolysis only occurred in 50% of cows, treated with a
standard dose of d-CLO 5.5 days post-ovulation
(Experiment I). Thus, it appears that 5- to 6-d-old CL
is in the ‘borderline’ in terms of sensitivity to exogenous
PGF (Shaham-Albalancy et al. 2000; Beltman et al.
2009). In contrast, the development of a newly formed
accessory CL under high progesterone concentration
might allow somehow for a more rapid acquirement of
sensitivity to exogenous luteolysis, as it was the case in
cows of Experiment II. However, the authors are not
aware of any scientific evidence confirming this hypoth-
esis, and therefore it may only remain as speculation.
Further research including administration of exogenous
progesterone in different cows should be carried out to
confirm this hypothesis. On the other hand, these results
should be interpreted with caution due to the relatively
small sample size of Experiments I and II and should be
confirmed in a larger trial.
Lactating cows (Experiment 3) appeared to have a

similar luteolytic response (approximately 85% of cows
with full luteolysis) to that of non-lactating cows from
Experiment II (87%). Although, cows from Experiment
III were not pre-synchronized, they received the original
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Fig. 4. Mean � SEM plasma concentration of cows from Experiment
I and II, 0–3 days after d-cloprostenol administration. Within each
experiment, progesterone data from both d-cloprostenol dose groups
(2 and 4 ml) were pooled. The probabilities for the effect of
Experiment (group, G), day (D) and day-by-group (Experiment)
interaction (G*D) on the progesterone concentration are shown. An
asterisk (*) indicates that the mean difference in progesterone
concentration between cows from Experiment I and II was signif-
icantly different on a given day

Table 3. Effect of degree of progesterone concentration and luteolysis on the likelihood of pregnancy in lactating dairy cows

Future

pregnancy

status n

P4 concentration

at PGF (ng/ml)

Cows with

P4 < 1 ng/ml

at PGF

Cows with

P4 < 0.5 ng/ml

at PGF

P4 concentration

at AI (ng/ml)

Cows with

P4 > 1 ng/ml

at AI

Cows with

P4 > 0.5 ng/ml

at AI

Negative 70 4.6 � 0.5a 14/70

20%a

11/70

15.5%a

0.92 � 0.2a 10/70

14.3%a

23/70

32.9%a

Positive 41 6.5 � 0.9a 4/41

9.7%a

3/41

7.3%a

0.76 � 0.2a 6/41

14.6%a

11/41

26.8%a

Within column, different letters (a, b) indicate significant difference.
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d-CLO or type of CLO: 87.1%, 84.8% and 86.2% of
cows with progesterone <1 ng/ml and 61.3%, 66.7%
and 79.3% of cows with progesterone <0.5 ng/ml 3 days
after treatment with 500 lg d,l-CLO, 150 and 300 lg
d-CLO, respectively (p > 0.05). Finally, the first AI
pregnancy rate did not differ significantly amongst
luteolytic treatments: 37.8%, 36.8% and 36.1%, for d,
l-CLO, d-CLO standard and d-CLO double dose,
respectively.
The likelihood of pregnancy of lactating cows was not

affected by the degree of luteolysis following PGF
treatment (p > 0.05; Table 3): 14.6% and 14.3% of
cows with partial luteolysis (progesterone concentration
>1 ng/ml) at the time of AI became pregnant or were
diagnosed as non-pregnant, respectively.

Discussion
The results of the present study show that the main
limiting factor for completion of induced luteolysis is
the day of the oestrus cycle (or length of time under
progesterone influence) on which the luteolytic treat-
ment is administered and not the age of the youngest CL
as is commonly believed. In Experiment II, all cows
were approximately on Day 14 of their oestrus cycle
(with a primary CL of 14 days old) at the time of the

PGF of Ovsynch. These cows had a relatively high
luteolytic response regardless of the PGF dose (overall
87% of cows had full luteolysis by 3 days post-
treatment, with progesterone concentration <1 ng/ml).
This positive luteolytic response took place despite the
presence of an accessory CL of 5.5 days old at the time
of treatment. In contrast, cows on Day 5–6 of their
oestrus cycle (Experiment I) showed an inferior luteo-
lytic response to the administration of PGF (only 58%
of cows had progesterone concentration <1 ng/ml).
Contrary to common belief, the age of the youngest
CL at the time of PGF did not appear to influence the
luteolytic response of cows from Experiment I and II, as
the age of the youngest CL was similar in cows from
both experiments.
The reason why the day of the cycle had an effect on

the luteolytic outcome of the PGF treatment remains
unclear. Previous research has shown that the most
important limiting factor to completion of luteolysis is
the age of the CL (Rowson et al. 1972; Inskeep 1973;
Henricks et al. 1974; Beal et al. 1980; Valldecabres-
Torres et al. 2012). However, in cows from Experiment
II, the presence of an older CL at the time of PGF
treatment appeared to override the luteolytic resistance
of the younger accessory CL. In a recent experiment, as
little as 20% of cows underwent full luteolysis when a
single standard dose of d-CLO was administered 4.5–
5 days post-ovulation (Valldecabres-Torres et al. 2012).
It is not surprising that in the present study, full
luteolysis only occurred in 50% of cows, treated with a
standard dose of d-CLO 5.5 days post-ovulation
(Experiment I). Thus, it appears that 5- to 6-d-old CL
is in the ‘borderline’ in terms of sensitivity to exogenous
PGF (Shaham-Albalancy et al. 2000; Beltman et al.
2009). In contrast, the development of a newly formed
accessory CL under high progesterone concentration
might allow somehow for a more rapid acquirement of
sensitivity to exogenous luteolysis, as it was the case in
cows of Experiment II. However, the authors are not
aware of any scientific evidence confirming this hypoth-
esis, and therefore it may only remain as speculation.
Further research including administration of exogenous
progesterone in different cows should be carried out to
confirm this hypothesis. On the other hand, these results
should be interpreted with caution due to the relatively
small sample size of Experiments I and II and should be
confirmed in a larger trial.
Lactating cows (Experiment 3) appeared to have a

similar luteolytic response (approximately 85% of cows
with full luteolysis) to that of non-lactating cows from
Experiment II (87%). Although, cows from Experiment
III were not pre-synchronized, they received the original
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Fig. 4. Mean � SEM plasma concentration of cows from Experiment
I and II, 0–3 days after d-cloprostenol administration. Within each
experiment, progesterone data from both d-cloprostenol dose groups
(2 and 4 ml) were pooled. The probabilities for the effect of
Experiment (group, G), day (D) and day-by-group (Experiment)
interaction (G*D) on the progesterone concentration are shown. An
asterisk (*) indicates that the mean difference in progesterone
concentration between cows from Experiment I and II was signif-
icantly different on a given day

Table 3. Effect of degree of progesterone concentration and luteolysis on the likelihood of pregnancy in lactating dairy cows

Future

pregnancy

status n

P4 concentration

at PGF (ng/ml)

Cows with

P4 < 1 ng/ml

at PGF

Cows with

P4 < 0.5 ng/ml

at PGF

P4 concentration

at AI (ng/ml)

Cows with

P4 > 1 ng/ml

at AI

Cows with

P4 > 0.5 ng/ml

at AI

Negative 70 4.6 � 0.5a 14/70

20%a

11/70

15.5%a

0.92 � 0.2a 10/70

14.3%a

23/70

32.9%a

Positive 41 6.5 � 0.9a 4/41

9.7%a

3/41

7.3%a

0.76 � 0.2a 6/41

14.6%a

11/41

26.8%a

Within column, different letters (a, b) indicate significant difference.
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Fig. 4. Mean  SEM plasma concentration of cows from Experiment I 
and II, 0–3 days after d-cloprostenol administration. Within each ex-
periment, progesterone data from both d-cloprostenol dose groups (2 
and 4 ml) were pooled. The probabilities for the effect of Experiment 
(group, G), day (D) and day-by-group (Experiment) interaction (G*D) 
on the progesterone concentration are shown. An asterisk (*) indicates 
that the mean difference in progesterone concentration between cows 
from Experiment I and II was significantly different on a given day

Within column, different letters (a, b) indicate significant difference.

Table 3. Effect of degree of progesterone concentration and luteolysis on the likelihood of pregnancy in lactating dairy cows
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Henricks  et  al. 1974; Beal  et  al. 1980; Valldecabres- To-
rres et al. 2012). Avšak u zvířat zařazených do experimentu 
II se ukázalo, že přítomnost staršího žlutého tělíska v době 
podání PGF překonala rezistenci mladšího dalšího tělís-
ka proti luteolýze. V nedávném experimentu pouze 20 % 
dojnic dospělo k plné luteolýze po podání jedné standard-
ní dávky d-CLO 4,5–5  dní po ovulaci (Valldecabres-To-
rres et al. 2012). Není proto překvapující, že v naší studii 
k plné luteolýze došlo u 50 % dojnic ošetřených standardní 
dávkou d-CLO 5,5 dní po ovulaci (experiment I). Proto se 
zdá, že stáří žlutého tělíska 5 až 6 dní je hraniční ve smyslu 
citlivosti na exogenní PGF (Shaham-Albalancy et al. 2000; 
Beltman  et  al. 2009). Naproti tomu vývoj nově vytvoře-
ného žlutého tělíska za vysoké koncentrace progesteronu 
nějak umožňuje rychlejší vývoj citlivosti na exogenně vy-
volanou luteolýzu, jak tomu bylo v případě dojnic z expe-
rimentu II. Avšak autorům tohoto článku není znám žádný 
vědecký důkaz potvrzující tuto hypotézu, proto toto tvrze-
ní prozatím zůstává na úrovni spekulace. Na její potvrze-
ní je potřeba další výzkum zahrnující podání exogenního 
progesteronu různým zvířatům. Na druhé straně je třeba 
tyto výsledky interpretovat s  opatrností, protože velikost 
vzorků v  prvním a  druhém experimentu byla poměrně 
malá a jejich výsledky proto musí být potvrzeny na větším 
vzorku.

Laktující dojnice (experiment 3) vykazují podobnou 
luteolytickou odpověď (asi 85% dojnic s plnou luteolýzou) 
jako dojnice nelaktující, které byly zkoumány v  experi-
mentu II (87 %). Protože dojnice z experimentu III nebyly 
předem synchronizovány, byla jim synchronizační léčba 
ovulace podána v náhodných fázích estrálního cyklu. Pro-
to se u nich v době synchronizace přípravkem PGF očeká-
valo další žluté tělísko kromě primárního (Pursley & Mar-
tins 2012).

Účinek dávky d-CLO na luteolytickou odpověď ne-
byl u  předem synchronizovaných nelaktujících (experi-
ment  II) a  laktujících (experiment III) zvířat během pů-
vodní synchronizace ovulace patrný (experiment III). 
Avšak u krav s pouze jedním žlutým tělískem o stáří 5,5 dní 
(experiment I) mělo podání 300 µg d-CLO (dvojitá dávka) 
tendenci zajistit vyšší procento zvířat s plnou luteolýzou. 
Lepší luteolytický účinek dvojité dávky d-CLO byl rovněž 
pozorován u krav ošetřených v počátečních fázích estrální-
ho cyklu (Valldecabres-Torres et al. 2012). Podobná studie 
potvrdila lepší účinky na luteolýzu u  kobyl, kterým byla 
podána vyšší dávka PGF v  raných fázích estrálního cyk-
lu (Cuervo-Arango & Newcombe 2012). Avšak podávání 
vyšších dávek PGF podle protokolu synchronizace ovulace 
na komerčních statcích chovajících mléčný skot se nedo-
poručuje, protože pozitivní luteolytický účinek by nebyl 
zjistitelný. Kromě toho výsledky inseminace laktujících 
dojnic v  této studii nepodporují používání vyšších dávek 
v původním protokolu synchronizace ovulace.

S  úspěšnou inseminací koreluje předovulační průměr 
dominantního folikulu DF v okamžiku podání druhé syn-
chronizační dávky GnRH (Bello et al. 2006). V této studii 
předovulační průměr dominantního folikulu nebyl dáv-

kou PGF ovlivněn. Na druhé straně měl na průměr DF 
vliv den cyklu, v němž byla podána druhý synchronizační 
dávka GnRH. Zvířata v pozdější fázi cyklu (asi ve 14. dni 
v  případě experimentu II) měla průměr DF asi o  2 mm 
menší než byl průměr dominantního folikulu u krav z ex-
perimentu I(6. den jejich estrálního cyklu). Tento nápadný 
rozdíl v  předovulačním průměru dominantního folikulu 
u zvířat z experimentu I a II může být vysvětlen růzností 
intervalu mezi vznikem folikulové vlny a podáním druhé 
synchronizační dávky GnRH. Zda se v těle předsynchroni-
zovaného zvířete vyvine další žluté tělísko či nikoliv se ne-
zdá mít vliv na konečný předovulační průměr dominant-
ního folikulu v době podání druhé synchronizační dávky 
GnRH (Bello et al. 2006). Navíc se ukázalo, že koncentrace 
progesteronu nemá vliv na předovulační dominantní foli-
kul, jak se dříve tvrdilo (Pursley a Martins 2012).

Nedávno bylo prokázáno, že dojnice s koncentrací pro-
gesteronu >0,5 ng/ml v době umělé inseminace (AI) mají 
sníženou šanci na úspěšnou koncepci (Souza et al. 2007; 
Martins  et  al. 2011). Konkrétně pouze u 8  % krav byla 
zjištěna gravidita při koncentraci progesteronu v  rozme-
zí 1  a  0,5 ng/ml naměřené 2  dny po podání PGF (Mar-
tins  et  al. 2011). V  naší studii celých 26,8  % krav s  dia-
gnostikovanou graviditou mělo v době umělé inseminace 
hladinu progesteronu >0,5 ng/ml. Tento výsledek je mno-
hem vyšší, než bylo uváděno dosud (Martins et al. 2011) 
a neliší se významně od počtu zvířat s hladinou progeste-
ronu >0,5 ng/ml v době umělé inseminace, u nichž gravidi-
ta diagnostikována nebyla (32,9 %). Možným vysvětlením 
tohoto znatelného rozdílu mezi studiemi může být použití 
odlišných analytických metod (ELISA vs RIA) určení kon-
centrace progesteronu (Colazo et al. 2008).

Závěrem lze uvést, že den estrálního cyklu, v němž byla 
podána dávka PGF pro synchronizaci ovulace měl vliv na 
luteolytickou odpověď nelaktujících dojnic. Naproti tomu 
se zdá, že stupeň luteolýzy není ovlivňován dávkou PGF 
ani fyziologickým stavem v době ošetření. Zvířata se stá-
řím primárního žlutého tělíska 14 dní v době synchroniza-
ce dávkou PGF měla menší průměr dominantního foliku-
lu v době druhého cyklu GnRH v porovnání s dojnicemi 
s pouze jedním 5,5 dne starým žlutým tělískem. A konečně 
typ ani dávka CLO neměly žádný vliv na luteolýzu či gra-
viditu laktujících dojnic testovaných na komerčním chov-
ném statku.
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