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Abstrakt

Ovaria (vajeCniky) patfi mezi sami¢i pohlavni organy. Jejich zékladni funkci je
sekrece hormonti, tvorba a dozravani pohlavnich bunék (oocytd). U vSech druht
zivocichll je spravna ovarialni aktivita nezbytna pro UspéSnou reprodukci. Ovaridlni
aktivita je ovlivnéna mnozstvim vnitinich a vnéjSich faktor. Plsobeni teplotniho
stresu ¢i teplotnich vykyvl béhem roku mize mit zasadni vliv na fertilitu daného
zivoc¢isného druhu. V predkladané praci byl vyhodnocen vliv riznych obdobi roku
(jaro, podzim a zima) na reprodukci tura domaciho (Bos primigenius f. taurus)
z pohledu jeho ovaridlni aktivity. Ovaridlni aktivita byla vyhodnocena poctem
primarnich folikulti (celkem sledovano 805 ks.), po¢tem aspirovanych oocytu (395
ks.), poctem cyst (31 ks.) a GspéSnosti maturace oocytid. Ovaria pouzita v této praci
byla ziskdana od 31 jedinci a to pii porazce v teplotné rozdilném obdobi roku, (.
rizna maximalni teplota v mésici porazky). Sledovanymi mésici byl bfezen (+14
°C); zati (+22 °C) a tnor (+6 °C). Vysledky ukazaly, Ze v ovarialni aktivité nebyl
zjiStén mezi sledovanymi obdobimi roku (jaro, podzim, zima) statisticky prikazny
rozdil v primérném poctu folikuld, poctu aspirovanych oocytl, poctu cyst a tispésnosti
maturace (dozravani oocytu in vitro). Uvedena obdobi roku jsou tak stejné¢ vhodna pro
ziskani dostatecného poctu oocytii, napt. pro dalSi biotechnické postupy (umélé

oplodnéni, kultivace oocytt, atd.) a vyrazné neovliviiuji parametry ovarialni aktivity.
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Abstract

Ovaria (the ovaries) are female reproductive organs. Their basic functions are
secretion of hormones and formation and maturation of oocytes. For successful
reproduction, a proper ovarian activity is essential. Ovarian activity is affected by
many external and internal factors. Effect of heat stress or temperature fluctuation
during the year can have a significant effect on the fertility of animal species. In this
study, the influence of different periods of the year (spring, autumn, and winter) on
reproduction of cattle (Bos primigenius f. taurus) was evaluated in terms of its ovarian
activity. The ovarian activity was assessed by a number of primary follicles (there
were 805 follicles observed in total), by a number of aspirated oocytes (395 oocytes
aspirated in total), by a number of cysts (31 cysts observed in all) and by a success rate
of oocytes maturation. Ovaries used in this work were obtained from 31 specimens of
cattle slaughtered in different periods of the year (i.e., at different maximum
temperature in the month of butchery). The months observed here were March (+14
°C), September (+22 °C); and February (+6 °C). The results showed that there were no
statistically significant differences in average number of follicles, in number of
aspirated oocytes, in number of cysts and in maturation success rate between the
observed periods of year (spring, autumn, and winter). The listed periods of year are,
therefore, equally suitable for capture of sufficient number of oocytes, eventually, for
other biotechnology procedures (in vitro fertilization, cultivation of oocytes etc.) and

they are not an important factor which would affect the parameters of ovarian activity.
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Seznam pouzitych zkratek

COCs
ET
FA
FBS
FSH
GnRH
LH

Cumulus oocyte complex (kumulus oocytarni komplex)
Embryotransfer

Fatty acids (mastné kyseliny)

Fetal bovine serum (hovézi sérum)

Follicles stimulating hormone (folikuly stimulujici hormon)
Gonadotropin Releasing Hormone (hormon uvoliujici gonadotropin)

Luteinizing hormone (luteiniza¢ni hormon)



Uvod

Zakladem pro pfeziti kazdého druhu je UspéSna reprodukce. Ta je vyrazné
ovlivnéna genetickymi predispozicemi jedincti a vnéjSim prostiedim. Diive bylo
studium téchto vlivii zaméteno na demografii (napf. ocekavana plodnost, pocet mlad’at
ve vrhu). V dnesni dobé se zkoumaji predev§im vlivy pusobici na urovni gamet, kde
reprodukce zacina. Predmétem zajmu jsou tedy faktory ovliviiujici zrani, kvalitu,
ovulaci oocyti, jejich ziskdvani a nasledny pifenos. Dnes se jiz v praxi uplatiuje
mnoho biotechnologickych opatieni, které jsou kombinaci molekularni a bunécné
biologie, genovych manipulaci, fyziologie a anatomie. Mezi ty nejdulezitéjsi patii in
vitro fertilizace, inseminace, superovulace a synchronizace fije. Vyzkumy se zamétuji
hlavn¢ na zplsoby, jakymi lze na zakladé¢ obecnych znalosti ovliviiovat pohlavni
funkce (Riha a kol., 1999).
U vSech zivocicht maji faktory vnéjsiho prostiedi vyrazny vliv na fertilitu, pfedev§im
tedy na ovarialni aktivitu (Robinson a kol., 1999; Crosignani a kol., 2002). Mezi
hlavni Cinitele, které se podili na reprodukci (tedy na kvalit¢ a kvantité
vyprodukovanych oocytll) se fadi akutni a chronické zmény v pfijimani potravy,
teplota, télesna kondice a vék samice (Kubovicova a kol., 2012; Robinson a kol.,
1999; Crosignani a kol., 2002). V této praci je pozornost vénovana zejména teploté
vnéj$iho prostfedi plsobici na rozmnozovani a kvalitu oocytd. Sprdvné nacasovani
asistované¢ho oplodnéni béhem roku totiz miZe mit zdsadni vliv na uspéSnost
reprodukce.

Pro spravné pochopeni zakonitosti vyvoje gamet je potiebnd znalost struktur a
funkci, které jsou zodpovédné za jejich dozravani. Detailni znalosti o morfologii a
funkci pohlavnich organti a gamet je tedy zakladni predpoklad pro Gspésné zvladnuti

klinické a laboratorni praxe reprodukéni mediciny (Pivko a kol., 2013).



1. Samici pohlavni ustroji skotu

Sami¢i pohlavni ustroji zajiStuje zakladni rozmnoZzovaci funkce — sekreci
hormont, tvorbu pohlavnich bun€k, proces oplozeni a vyvoj zadrodku az do porodu
(Louda a kol., 2007). Pohlavni organy jsou uloZeny v panevni dutin¢ a skladaji se
z vajecniki, vejcovodu, délohy, pochvy a vulvy (Kliment a kol., 1989; Louda a kol.,
2007).

1.1  Vajecniky (Ovaria)

Funkce vaje¢nikli spoc¢iva v gametogenezi a tvorbé samicich pohlavnich
hormont (Louda a kol., 2007). U vSech domacich savct (kromé klisen) je stavba
vajecniku stejna jako u clovéka. Lisi se vSak svym tvarem a velikosti. VajeCniky patii
mezi vnitini sami¢i pohlavni zldzy s endogenni i exogenni sekreci. Nachdzeji se u
kycelni kosti, kde jsou zavéSeny pomoci vazi. Vazem vaje¢nikovym jsou pak spojeny
s d¢loznimi rohy. Maji ovalny tvar (pfipominajici Svestku, ¢i mandli), pfi¢emz celkova
velikost znatné kolisa podle stafi samice. SedortiZovy povrch je tvofen
jednovrstevnym kubickym epitelem, ktery se chybné oznacuje jako epitel zarode¢ny,
avSak na tvorb& novych pohlavnich bunék se po narozeni nijak nepodili. Tésné pod
timto epitelem se nachazi vrstva vaziva - tunica albuginea. Nasleduje kiira a dfen.
Dien (medula ovarii) je protkana mnozstvim cév a nervi. Kiru vajecniku (cortex
ovarii) tvofi bunétné vazivo a mnozstvi folikuli — vaje¢nikovych vacku, které se

skladaji z oocytu a kumularnich bunék. Tyto vacky od puberty postupné dozravaji.

2. Gametogeneze

Pfi gametogenezi dochazi k tvorbé pohlavnich bun¢k — gamet. RozliSujeme ji
na spermatogenezi a oogenezi. Jelikoz gamety maji haploidni sadu chromosomti, musi
vznikat odlisSnym typem bunécného déleni. Toto déleni se nazyva meidza (déleni
reduk¢ni). Gamety se tvoii z gonocytu (tj. prvopohlavni bunky). Koncem prvniho
mésice zacinaji tyto buniky migrovat ze Zloutkového vacku k zakladim gonad. Béhem
toho dochdzi k fadé mitotickych déleni. Koncem patého tydne zéarode¢né bunky
podstupuji samotnou gametogenezi a cytodiferenciaci (zrani; Sadler, 2006; Alberts a
kol., 1998).



2.1  Oogeneze
Vyvoj samicich pohlavnich bun¢k za¢ina v okamziku, kdy prvopohlavni bunky

dorazi do zakladu vaje¢niku, kde se znich ihned za¢nou tvofit nediferencované
oogonie. Oogonie se koncem tietiho mésice shlukuji do klastri, které jsou obklopeny
jednou vrstvou epitelovych (=folikuldrnich; kumulérnich) bunék. Tyto ploché
folikularni bunky pochazeji z epitelu tvoficiho povrch ovaria. VétSina oogonii
prochazi dalSim mitotickym délenim. Nekteré se vSak zastavi V profazi prvniho
meiotického d€leni a davaji tak vzniknout tzv. primarnimu oocytu. Primarni oocyt
obklopeny folikularnimi bunikami se nazyva primordidlni folikul (obr. 1). Tésné pied
ukoncéenim prenatalniho vyvoje dosdhnou vSechny priméarni oocyty do profaze prvniho
meiotického déleni. Nepokracuji vSak déale do metafaze, ale vstupuji do diplotenniho
stadia. Tuto blokaci zajiSt'uje inhibitor zrani oocytu (OMI — oocyte maturation
inhibitor). V puberté zac¢ne kazdy mésic dozravat 15-20 folikuld, které prochazeji
tremi stadii:

e primarnim (preantralnim)

e sekundarnim (antralnim)

e preovula¢nim

V prubéhu ristu primarniho oocytu meéni folikularni bunky svij tvar z
plochého na kubicky (obr. 1), mnozi se a vytvaii tak vrstevnaty epitel kumularnich
bun¢k. Cely tento Gtvar se nazyva primarni folikul (obr. 1). Folikul roste, pficemz
oocyt a kumularni bunky produkuji glykoproteiny, ¢imz se tvofi tenkéd vrstva — zona
pellucida (obr. 1). Postupnym vyvojem se mezi folikularnimi bunkami vytvareji
dutinky — vznikd antrum a folikul se nazyva antralni (sekundarni). Pii kazdém
ovulacnim cyklu se vyviji vice folikuld, avSak jen jeden — preovulacni — dosahne plné
zralosti, ostatni zanikaji. Jakmile sekundarni (Graafiiv) folikul dozraje, vzestup
hladiny luteinizaéniho hormonu (LH) navodi preovulaéni rustovou fazi. Meidza 1 je
dokoncena a jejim vysledkem je vznik dvou nestejnych bunck. Jedna bunka —
sekundarni oocyt (ootida) — ziska prakticky veskerou cytoplasmu, druha — pdlova
bunika (prvni polové télisko) neziskdva téméf Zadnou, je vyrazné mensi a pozdéji
zanika. Prvni pélové télisko se nachdzi mezi membranou sekundarniho oocytu a zona
pelucida. Dale burka (sekundarni oocyt) pokracuje do druhého meiotického déleni, ale

opét zistava v metafazi blokovana. Meidza Il je dokoncena jediné v piipadé, Ze je

10



oocyt oplozen. Pokud k oplozeni nedojde, buiika zanika (nap. Sadler, 2006; Safafova,
2011).
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Obr. 1: Vyvoj folikulu (vlastni kresba)

Protoze sami¢i gametogeneze ma nekolik vyraznych rozdild, oproti spermatogenezi, je

vhodné na nejvyznamnéjsi rozdily upozornit.

2.2 Rozdil ve vyvoji samcich a samicich gamet

Pfestoze se pfi oogenezi i spermatogenezi uplatiiuje meidza, neni tento vyvoj
zcela shodny. Lisi se v n€kolika vyznamnych bodech.
(1) V piipadé oogeneze je béhem meiotického déleni cytokineze nerovnomérna. Jedna
bunka — sekundarni oocyt pohlti v podstaté veskerou cytoplasmu, ostatni buiky (tzv.
polarni téliska) zanikaji. Zatimco pii spermatogenezi jsou vysledkem meidzy 4
plnohodnotné pohlavni bunky.
(2) Samic¢i pohlavi ma jiz pfi narozeni vytvorené vSechny primarni oocyty, zadny novy
nevznikd. Naproti tomu u samciho pohlavi se buiiky, ze kterych se vyvinou spermie,
tvofi kontinudln¢ v priabehu celého Zivota.
(3) Spermatogeneze je proces nepretrzity, kdezto pro oogenezi jsou typické ,,klidove
periody (Cambell a Reece, 2008).
Uvedené rozdily mezi spermatogenezi a oogenezi jsou pouze zakladnimi rozdily
procesu vzniku samcich a samicich gamet. Dal$i rozdily miZzeme najit z genetického

pohledu v ramci transkripce a rekombinace a také v ramci diferenciace gamet (Handel
a Eppig, 1998).
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3. Biotechnologické metody u savcii

Vyznamnym meznikem pro vyzkum reprodukce zvifat bylo zavedeni
biotechnologickych metod, které jsou v soucasné dobé nejvice rozpracovany v chovu
skotu. Vyznamné postaveni maji tyto postupy také v oblasti prace s genovymi zdroji a
to u celé tfady ruznych druhd zvifat. Biotechnologické metody jako napf.
embryotransfer, oplodnéni in vitro atd. pfitom pfinesly do vyzkumu ovarialni aktivity

velké mnozstvi novych informaci, a proto je dulezité tyto metody kratce piipomenout.

In vitro fertilization (IVF) je metoda umélého oplodnéni, mimo télo zvitete. Jeji
soucasti je priprava spermii a oocytil. Pro umélé oplodnéni skotu se vétSinou pouzivaji
spermie jiz dfive odebrané a zamrazené v tekutém dusiku (ale neni to podminkou).

Po odebrani samc¢iho ejakulatu se provadi tzv. kapacitace. Kapacitace je v podstaté
souhrn maturacnich (zracich) zmén spermie, které za normélnich okolnosti probihaji
v pohlavnim tstroji samice. Pfi pfipravé spermii bykt na in vitro se jako kapacita¢ni
médium pouziva obvykle Tyrodovo médium obsahujici napf. Ca*, sérovy albumin,
zdroje energie, heparin, NaCl, KCI, pyruvat, laktat aj. Soucasn& se provadi také
pfiprava oocytd. Oocyty se promichaji v promyvacim roztoku, aby se zbavily
maturacniho média. Nasledné se udéla fertilizacni kapka skladajici se ze specialniho
mineralniho oleje a fert-talp-media (FTP), které obsahuje krom¢ heparinu také latky
dilezité pro zavérecnou kapacitaci spermii. Do takto pfipravené fertilizacni kapky se
pienesou spermie (asi 20 ul) a vaji¢ka. Nasleduje inkubace (20 h pii 39 °C). Po
uplynulé dobé se provede vyhodnoceni. Zygoty se oc€isti od zbytku kumularnich bun¢k
a spermii a sumarizuji se uspesné oplodnéné oocyty. Oplodnéné jsou pouze ty 00Cyty,
které byly v metafazi II. Nedozrald vajicka, kterd zlstala zastavena v metafazi I,
oplodnénda byt nemohou. Kromé tohoto typu in vitro, kdy se nechaji pohlavni buiiky
splynout samovolng, 1ze provést také tzv. metodu ICSI — intra cytoplasmaticka injekce
(intra-cytoplasmatic-sperm-injection). V tomto piipadé se jedna spermie vpichne
pomoci mikromanipulatoru do oocytu a je tedy vétsi Sance, ze dojde k oplodnéni.
Vzniklé zygoty se dale kultivuji v médiu ( IVC - in vitro culture) obsahujici vyzivné
bunky. Délka kultivace je asi 6 dni pfi teploté 39 °C. Béhem této doby se kazdy den
provadi kontrola. Hodnoti se spravnost prubéhu ryhovani bunck, piipadné se
zaznamenava vyskyt fragmentl (Fellnerova a Bezdicek 2014). Spravné vyvijejici se
embrya jsou Sesty den nachystana k transferu (ET - embryotransfer) do délohy samice
— tzv. piijemkyné¢.
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Dalsi metodou umélého oplodnéni je inseminace. Pti inseminace je prub¢h
pfipravy spermii v podstaté stejny, jako pii IVF, avSak inseminacni davka je pfimo
aplikovana do délohy samice, kde také dojde k oplodnéni.

Obéma témto metodam predchazi tzv. superovulace — tedy hormonalné
indukovana ovulace, za uUCelem zisku co nejvétsiho poctu oocyti. K stimulaci
ovarialniho systému se nejcastéji pouziva gonadotropin FSH. Umélym podanim FSH
dojde k zvyseni jeho piirozené endogenni hladiny (Hegediisova, 2011). Superovulaci
1ze vyvolat také jinymi preparaty — napi. PMSG (Pregnant mare serum gonadotropin)
¢i HMG — Human menopauza gonadotropin (Riha a kol., 1999). Pfesto, Ze se ovulace
indukuje uméle, tak jeji vysledek je zna¢n€ variabilni, nebot’ zavisi na mnoha vnitinich
a vngjSich faktorech. Napt. na fyziologickém stavu, plemenné prislusnosti, ro¢nim

obdobi ¢i stavu folikul v dobg, kdy je stimulace zapocata (HegediiSova, 2011).
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4.  Vlivy pusobici na reprodukci

Reprodukce je kvantitativni proces, ktery znacné ovliviiuji nejen genetické
predispozice, ale také environmentalni faktory (Stadnik a Louda, 1999). Nedilnou
soucasti celého reprodukéniho procesu (at’ uz ptfirozen¢ho ¢i umélého) je nalezity
prubéh oogeneze (resp. folikulogeneze) v ovariich samice (Kubovi¢ova a kol, 2012).
Mezi vnéjsi podminky ovlivitujici ovaridlni funkce patii zejména kvantita a kvalita
vyZivy, ro¢ni obdobi, klimatické podminky a télesna kondice (Crosignani a kol., 2002;
Kubovicova a kol., 2012; Robinson a kol., 1999). Vsechny vnéjsi faktory obvykle
spolupiisobi na dany druh a celkovéa reakce jedince se pak odviji od jeho tclesné
konstituce a kondice, genetickém zalozeni a zdravi (Louda a kol., 2007). Mnoho zvifat
je do jist¢ miry ktepelnému stresu adaptovano. Tato adaptace vSak je znacné
redukovana, kdyz ve snaze zvysit uzitkovost jsou pluvodni adaptovand plemena
v tropickych a subtropickych oblastech nahrazovana neadaptovanymi plemeny
s vysokou produkci (Dolezal, 2010).

Piisobeni vlivli vnéjsiho prostfedi se projevuje diky exteroreceptoriim, které
jsou soucasti smyslovych organti. Skrze tyto receptory pak dochazi k drazdéni
hypotalamo-hypofyzarniho systému a kiry velkého mozku, jenz v kone¢ném disledku
fidi pribéh pohlavnich funkci (Louda a kol., 2007). Nejprve jsou stimuly vedeny do
hypotalamu, kde se jako reakce na pfichozi signaly tvoii fidici hormony — GnRH
(Gonadotropin Releasing Hormon). GnRH fidi sekre¢ni cCinnost pfedniho laloku
hypofyzy. Jedna se predevsim o sekreci FSH (folikuly stimulujici hormon) a LH —
luteiniza¢ni hormon (Louda a kol., 2007). Jak FSH, tak LH ovliviiuji spravnou funkci
vajecnikll a kvalitu folikuli — tedy jejich riist a zrani. Ve stresovych podminkach
produkce téchto hormonit klesa (Lucy M., 2002). Zjistilo se, ze folikuly hiife rostou a
produkuji méné estradiolu, jenz kontroluje embryonalni vyvoj a projevy fije (Wilson a
kol., 1998). Na obrazku 2 je schematicky zndzornéno hormonalni fizeni ovarialni
aktivity.

V ptipadé hormondlné¢ indukované ovulace je problémem Sirokd variabilita

superovula¢ni odpovédi (Szabari a kol., 2008).
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Obriazek 2: Schématicky nakres hormonalni regulace riistu a zrani folikuld. (Vlastni
kresba). Vngjsi faktory ovliviiuji uvolnovani GnRH (Gonadotropin Releasing
hormon), ten nasledné stimuluje uvolnéni FSH (Follicles stimulating hormone) a LH
(Luteinizing hormone). 1, 2 a 3 stadia vyvoje folikulu — primordialni (1); primarni (2)

a sekundarni (3).

4.1  Vliv sezOny a tepelny stres

Pfedstavy o tom, jaky piesn¢ efekt ma ro¢ni obdobi na ovarialni aktivitu a
uspéSnost superovulace, se zna¢né liSily. Je pomérné obtizné ostatni vlivy zcela
eliminovat a dochazi k mnoha interakcim a zpétnym vazbam. Podle autortt Samunde a
Chupin (1981) Ize provadét superovulaci v prubéhu celého roku. Avsak v posledni
dobé snad vSechny vyzkumné studie, experimenty a zavery vypovidaji o neptiznivém
ucinku vysokych teplot (Dolezal, 2010). Vysoké letni teploty u skotu zvySuji rychlost
dychani a rektalni teplotu, pficemz uspéSnd produkce embryi in vitro je sniZena
(Ferreira a kol., 2011). Putney a kol. (1988) uvedli, ze embrya a vajicka by méla byt
odebirana béhem chladnéjsiho obdobi. Tato zjisténi koreluji S tvrzenim, Ze vysoké
teploty a vlhkost maji negativni vliv na schopnost dozravani oocyti (Rehman a kol.,

1994) a ze inseminace v horkych mésicich roku je u skotu spojena se snizenim fertility
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(Putney a kol., 1989; Rensis a Scaramuzzi, 2003). Také Pradhan a kol. (2007) uvedl,
ze celkové pocty vajicek a embryi jsou ovlivnény rocnim obdobim — v zimé byly tyto
pocty vyssi. Ovlivnéna je nejen kvantita, ale také kvalita vyprodukovanych oocytt.
Vyrazny pokles v jejich kvalité v prab¢hu teplejsi sezony zaznamenal Rocha a kol.
(1998) nebo Al-Katanani a kol. (2002). Chlazeni krav po dobu 42 dni pied planovanou
aspiraci vSak nezabranilo letnimu snizeni kvality oocytl. K poskozeni vajicek dochazi
pravdépodobné béhem periody piedchézejici antralnimu stddiu folikulu (tzn. diive,
nez zacalo chlazeni). Navic teplotni stres zpomaluje rtist dominantniho folikulu, ¢imz
mize dojit k ovulaci méné¢ kompetentnich oocyti (Badinga a kol., 1993). Jednim
z moznych mechanismi, jakymi muze teplotni stres narusit zrani oocytd, je snizena
produkce steroidnich hormont (Wolfenson a kol., 1997; Wilson a kol., 1998). Je vSak
mozné, ze sezOnni vlivy predstavuji také jiny nezli tepelny stres (Al-Katanani a kol.,
2002). Vliv teplotniho stresu na reprodukci byl prokazan také v mnozstvi a kvalité
embryi, ziskanych v ramci superovulace krav. Nepfiznivy vliv letniho obdobi vs.
chladnéjsi obdobi roku se konkrétné projevil v podilu degenerovanych embryi (25,9
vs. 20,5%) a také v celkovém mnoZstvi ziskanych (3,2 vs. 5,9 ks) a vhodnych embryi
(2,3 vs. 3,8 ks) pro embryotransfer (Bezdi¢ek a kol., 2015).

Obecné lze tici, Ze jakékoli ndhlé zmény ¢i dlouhodobé vystaveni extrémné
nizkym ¢i vysokym teplotam v prubéhu dne i noci nepiiznivé ovliviuji reprodukci.
Plemenice maji z divodu tepelného stresu snizenou délku a intenzitu fije (Jordan,
2003). Nejvyssi procento zabiezavani plemenic lze tedy pozorovat v jarnim a
totiz piisobi negativné na zékladni fyziologické pochody, ¢imz zatéZuji organismus
zvirat, ktera se pak snazi s timto stresem vyrovnat (Dolezal, 2010). Kromé& toho zmény
Vv genetice a fyziologii zvifat zpUsobuji, Ze jsou tato zvifata Casto méné schopna
adaptovat se na podminky prostiedi s vysokymi teplotami a télesnou teplotu regulovat
(Dolezal, 2010). Nejvice citliveé jsou k tepelnému stresu dojici kravy z divodu znacné
produkce metabolického tepla pfi tvorbé mléka (Lucy, 2002). Problém vsak je, kdyz
se hledani zpisobl k zmirnéni tepelného stresu soustfed’uje pouze na obdobi vrcholné
laktace, nebot’ v ostatnich fazich cyklu jsou kravy na vysoké teploty rovnéz citlivé
(Dolezal, 2010).

Chovatelé si stale vice uvédomuyji, ze tepelny stres je velmi vyznamny faktor,

nebot’ neovliviiuje jen samotné rozmnozovani, ale také celkovy zdravotni stav a
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pohodu zvitat a tim padem uzitkovost a ekonomické vynosy (Lucy, 2002; Dolezal,

2010).

4.2  Vliv vyzZivy a télesné kondice

Vyziva vyznamnym zpusobem ovliviiuje nastup pohlavni zralosti i nasledné
projevy pohlavnich funkci béhem zivota jedince (Louda a kol., 2007). Pfi nesouladu
V piijmu zivin a jejich skute¢né potfebé dochédzi k poruSe metabolismu steroidnich
hormonti a ke snizeni fertility (Kubovicova a Kkol., 2012). Negativni G¢inky ma
nedostatek Zivin, stejné tak ale i jejich nadbytek (Riha a kol., 2004). Negativni
energeticka bilance v dasledku nespravné vyzivy muze vyvolat zménu télesné
kondice, coZz ma nasledn¢ vliv na prabéh folikulogeneze a kvalitu oocytt (Kubovi¢ova
a kol., 2012). Mezi vazné projevy podvyzivy patii: projevy tiché fije, zastaveni (Ci
nepravidelné) cyklovani, poruchy ovulace, nespravny vyvoj folikuli a embryonalni
mortalita (Riha a kol., 2004). Pfekrmovanim pak dochazi k zvySovéni hladiny glukézy
a mastnych kyselin (FA) v krvi, coz v koneéném dusledku ma také neblahy vliv na
zivotaschopnost embrya. Je zajimavé, ze ucinky nenasycenych mastnych kyselin jsou
u in vitro oplozeni odlisné — se zvySujici se koncentraci FA ve folikularnich bunkach a
oocytech se zlepsuje Zzivotaschopnost embrya a jeho odolnost pfi kryokonzervaci
(Santos a kol., 2008).

4.3  Vliv véku

Vek jalovic se udava jako pocet dni od narozeni jalovice do prvniho oplozeni
(Frohderova a Havlicek, 2011). Chovatelé by méli v€k mladych bycku a plemenic
pecliveé sledovat jiz asi 2 mésice pied nastupem puberty. V puberté (stejné jako u lidi)
dochazi vlivem sekrece pohlavnich hormont k pohlavni dospélosti, ktera u skotu
nastava béhem 7. — 12. mésice. Kolem 5. mésice zivota se tedy musi od sebe obé
pohlavi odd¢lit, aby nedoslo k pfed€asnému (nezadoucimu) zabteznuti. Takto brzké
zabfeznuti ve vétsing piipadi vede ke komplikacim béhem biezosti a porodu (Louda a
kol., 2007). Kdy se jedinec stane pohlavné dospélym, zavisi na tfech faktorech — na
plemenné piislusnosti, zdravotni kondici a na kvalité¢ vyzivy (Louda a kol., 2007;
Frohderova a Havlicek, 2011). Vyssi Grovni vyzivy lze Casteéné nastup puberty
urychlit (Louda a kol., 2007).

Prvni zapousténi zavisi pifedev§im na plemenné piislusnosti, napt. u ceského
strakatého skotu je to mezi 16. a 19. mésicem (Frohderova a Havlicek, 2011). Pozd¢jsi

zapousténi jalovic ma pozitivni vliv na jejich dlouho-vykonnost (Louda a kol., 2007).
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Celkové dospélosti (tedy jak pohlavni tak télesné) dosahuje skot kolem patého roku
zivota (Louda a kol., 2007). Silva a kol. (2009) zkoumali vysledky superovulace u
krav ve véku od 2 do 21 let. Od krav starSich 14 let bylo v priméru ziskano o 5,0 £ 0,2
méné embryi celkem a o 3,0 £ 0,1 méné pfenosuschopnych embryi nez od mladych

krav (p < 0,001).
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5. Cile prace

Cilem piedlozené diplomové prace je vyhodnoceni vlivu riznych obdobi roku
na reprodukci zvifat z pohledu ovarialni aktivity. Ve spolupraci se specializovanym
pracovistém byly na vajecnicich tura domaciho (Bos primigenius f. taurus) posouzeny
4 parametry:

1. pocet primarnich folikult

2. pocet cyst

3. pocet vyaspirovanych oocyti

4. procento dozralych oocytd po kultivaci v médiu
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6. Material a metody

6.1 Sbér dat

Vyzkum probihal béhem roku 2014 a 2015 na specializovaném pracovisti,
kterym byl Vyskumny ustav zivocCiSnej vyroby, Narodné polnohospodarské a
potravinarské centrum (NPPC) Nitra, voddéleni pro genetiku a reprodukci
hospodaiskych zvitat. Jednd se o pracovisté akreditované Ministerstvem zemédélstvi
Slovenské republiky. Toto centrum jsem navstivila celkem tiikrat — ve tiech teplotné
rozdilnych obdobich roku. Maximalni teploty jsem ziskala z oficialné publikovanych
udaji  Slovenského hydrometeorologického tstavu a internetového serveru
whetheronline (URL 1, URL 2). Uvedené teploty tak odpovidaji teplotam vné&jSiho
prostiedi, ve kterém se jedinci tura domaciho nachazeli.

Tato tfi obdobi je mozné z meteorologického pohledu charakterizovat jako
obdobi jarni, které zacind 1. bfezna (sledovani v bfeznu 2014, 15 °C), podzimni
zaCinajici 1. zafi (sledovani v zafi 2014, 22 °C) a zimni (sledovéani zac¢itkem unora
2015, 6 °C). V dalSim textu jsou takto tato obdobi oznac¢ovana.

Letni obdobi nebylo do studie zahrnuto z divodu uzavieni pracovisté pro vyzkum.

Ovaria tura domaciho uréena pro mou praci byla dopravena na vyzkumny
ustav v izotermickych boxech pii teploté¢ 25 — 30 °C ihned po usmrceni a jateCnim
opracovani zvifete. Zpracovavani vajecnikl tedy zacalo do 2 hodin od porazky. Pro
vyhodnoceni vlivu ro¢niho obdobi na ovarialni aktivitu byly pouzity 4 parametry:

1. pocet primarnich folikuld

2. pocet cyst

3. pocet vyaspirovanych oocytil

4. procento dozralych oocytd po kultivaci v médiu

Vlastni prace byla tvofena nékolika kroky, kterym piedchazelo ocisténi
vajecnikl od zbytkt oviduktl a vazi a jejich promyti ve fyziologickém roztoku a v 70
% alkoholu.

Prvnim krokem bylo vizualni zhodnoceni ovarii. Nejprve jsem pomoci
pravitka zméfila velikost (délku a Sitku) a spocitala mnozstvi primarnich folikuld,
které jsou patrné jako rtuzné velké Cerné skvrny na povrchu epithelia (obr. 3).
Vajecniky, jejichz velikost byla mensi nez 3 cm, jsem vyloucila, nebot” se jednalo o
jalovice, které jesté nejsou zcela pohlavné dospélé (obr. 4). Zaznamenala jsem také

pocet piitomnych cyst (obr. 5).
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Obr. 3 — 5: Priklady posuzovanych vaje¢nika

3,5cm

2,5cm

Obr. 3: Vajecnik o velikosti 3,5 x 2,5 cm S mnozstvim primarnich folikuld (Sipky).

25cm

1,5cm

Obr. 4: Vajecnik mladého zvitete (jalovice). Velikost 2,5 x 1,5 cm, bez vyraznych

primarnich folikuld.
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Obr. 5. Degenerovany vajecnik s velkou cystou.

Druhym krokem byla aspirace (= zisk, nebo téz punkce) kumulus-oocytarnich
komplexi (COCs). Aspirace byla provedena z folikuli o velikosti 2 az 8 mm pomoci
injek¢ni jehly a stiikacky. Tato prace vyzaduje velkou zkusenost, a proto tuto aspiraci
provedl vyskoleny pracovnik vyzkumného ustavu, coz zajistilo prikaznost dosazenych
vysledkl. Nasledné se z Petriho misky umisténé pod binokularni lupou MOTIC ze
vSech vyaspirovanych COCs vybraly pouze ty, které maji aplnou vrstvu kumularnich
bun¢k (kumularni buitkky musi byt uspotradany minimaln¢ ve tiech vrstvach a mély by
mit svétle homogenni ooplazmu). Toto hodnoceni vychazi z klasifikace Gordona
(1994), jenz na zakladé morfologickych charakteristik déli aspirované oocyty do 4
kategorii (Obr. 6).

Q1 — kompaktni vicevrstvy kumulus, homogenni cytoplasma

Q2 — kompaktni vicevrstvy kumulus, homogenni cytoplasma, ale s tmavsimi oblastmi
na okraji oocytu

Q3 — mén¢ kompaktni kumulus s nepravidelnou cytoplasmou a misty s tmavsimi
skvrnami

Q4 — ,nahé* oocyty — kumularni buiikky znacné expandované a cytoplasma vyrazné

heterogenni
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50 pm

Obr. 6: Oocyty klasifikované na zakladé morfologickych charakteristik (Gordon,
1994).

Kategorie Q4 je nevhodna pro dalsi praci. Oocyty hodnocené jako Q1 — Q3 se
nasledn¢ t¥ikrat promyly v promyvacim médiu 199 Hepes Gibco, Auckland, Novy
Zéland). Celkovy pocet vyaspirovanych oocytt je uveden v tabulce 7.

Po aspiraci oocyti nasledovala jejich maturace — zrani. Na maturaci bylo
pouzité médium TCM-199 s GlutaMAXem (Gibco), s ptidavkem pyruvatu sodného
(0,2 mmol.l-1), gentamycinu (0,05 mg.ml-1), 10% fetalniho, hovéziho séra (FBS,
BioWhittaker, Verviers, Belgie) as pfidavkem veterinarniho piipravku Pluset
obsahujiciho hormontt FSH/LH (1/11.U., Calier Laboratories, Barcelona, Spanélsko)
Maturace probihala 24 hodin, pti 39 °C, ve zvlh¢ované atmosféte s 5% COo.

Po uplynuti 24hodin se oocyty zbavily kumularnich bunék — mechanicky
(vortexovanim) a chemicky — pomoci enzymu katalazy. Takto ,,0Cisténé” se
zamontovaly pomoci montovaciho média na podlozni sklicka. Jako montovaci
médium se pouzil Vectashield s obsahem fluorescenéniho jaderného barviva DAPI
(Vector Laboratories, Burlingame, UK).

Poslednim 4. krokem provadénym v laboratoii bylo hodnoceni oocyti. Toto
hodnoceni jsem provedla s odbornou pomoci pod fluorescenénim mikroskopem Leica
s piislusnym filtrem. Usp&$nost dozravani (maturace) se posoudila na zikladé
piitomnosti kumularnich bunék, stavu ooplazmy a zony pellucidy (Obr. 7; 8; 9).
Zhodnotila se také faze meiotického déleni, ve které se oocyt nachazi. Nezralé oocyty
zustavaji ve fazi M 1, zralé jsou jiz ve fazi M Il (Obr 10). Sleduje se tedy vyskyt

polového téliska a metatazové desticky.

23



Obr. 7 — 10: Snimky pofizené svételnym mikroskopem Leica

Obr. 7: Fluorescenéni zobrazeni: Oocyt s degenerovanou (smrstélou) ooplazmou
(Oop), kolem sviti pozustatky jader kumularnich bun¢k (CC), zona pelucida (ZP)

neporusend. Z=320x, Barveno DAPI.

Obr. 8: Prematurovany (= piezraly) oocyt - denudovana (oholena) ¢ast oocytu (DO),

veétsi ¢ast ma kumularni buniky (cumulus cells - CC) ve stadiu expanze. Zona pelucida

(ZP) intaktni, nerovnomérné granulovana ooplazma (Oop).
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Obr. 9: 2 maturované oocyty bez zietelného polového téliska a metafazové desticky se

zbytky kumularnich bun¢k (CC). Zona pelucida (ZP) u oocytu nalevo neporusena, u

oocytu napravo praskla. Z = 320x

Obr. 10: Fluorescen¢ni zobrazeni — MIIl oocyt (metafaze II) — zraly oocyt s
metafazovou destickou (metaphase plate — MP), polové télisko je nezietelné. Kolem

jasné zari kumularni buniky (cumulus cells — CC) Barveno DAPI. Z = 320x

25



6.2 Analyza dat

Statistickou analyzu jsem provedla v programu STATISTICA 12.0 (Statsoft,
2013). V ramci sledovanych obdobi roku (jaro, podzim, zima) byly pro pocetnosti
primarnich folikuli provedeny zakladni statistické vypoCty (primeér, smérodatna
odchylka, median, modus, variacni koeficient, minimélni a maximalni hodnota).

Vliv teplotnich rozdili béhem sledovanych obdobi na reprodukci (pocetnost
folikultl) byl proveden analyzou rozptylu (jednocestna ANOVA). Tato metoda
umoziuje testovat rozdil mezi tfemi soubory dat (v daném piipadé obdobi jaro —
podzim — zima), které jsou na sob¢& nezavislé. Obecnou podminkou pro pouziti metody
ANOVA je homogenita rozptyld u testovanych skupin dat. Homogenita dat byla
ovéfena metodou Cochran, Hartley a Bartlett. Nakonec byl proveden post hoc test.
Pomoci vicendsobného porovnani primérit s Tukeyho kontrasty (Tukey HSD test)
byla porovnavana jednotliva obdobi mezi sebou.

Statisticky vyznamny vliv byl stanoven na o =0,05. Pro nazornost byly
vysledky zpracovany v programu STATISTICA 12.0 (StatSoft, 2013) ve formé
tabulek a grafii. Pro grafickou vizualizaci distribuce dat byly pouzity histogramy a

krabicové grafy.
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1. Vysledky

K zjisténi vlivu teplotné rozdilnych obdobi na reprodukci tura domaciho byla
sledovana jejich ovarialni aktivita. Ovarialni aktivita byla hodnocena na zaklad¢ 4
parametrt, kterymi bylo mnozstvi primarnich folikulii a cyst na vaje¢niku a pocet
aspirovanych oocytl a UspéSnost maturace. Toto hodnoceni probéhlo =za
meteorologického jara, podzimu a zimé pii teplotach 15 °C, 22 °C, a 6 °C.

Pti analyze jsem porovnala pocet primarnich folikuli v rizném obdobi roku.
Po vylou¢eni nevhodnych vaje¢nikd (fj. < 3 cm) byl celkovy pocet vysetfenych
vajecnikt 55 (jaro — 22, podzim — 18, zima — 15). Primarnich folikuli bylo pii
vizualnim hodnoceni zjisténo 272 na jate, 297 na podzim a 193 zimé (pro piehlednost
zaznamenano v tab. 1). Ve vsech sledovanych obdobich byly pocty folikull
srovnatelné — na jeden vaje¢nik jich primémé bylo na jafe 12,4 ks (SD = 7), na
podzim 16,5 ks (SD = 8,5) a vzimé¢ 12,9 ks (SD = 6,6, tab. 2; obr. 11). Nejvice
folikult v jednom vajecniku bylo 34 a to v podzimnim obdobi. Nejmensi pocet byl
zaznamenan V obdobi jarnim (1 folikul ve vajecniku). V podzimnim obdobi byla také
nejvetsi variabilita v poctu folikulti na jeden vaje¢nik. Grafické znazornéni rozdéleni
¢etnosti v poctu folikulll v riznych obdobich zobrazuji obr. 12., 13., a 14.

Po vyhodnoceni homogenity rozptylt (tab. 3) sledovanych souboru dat byl
pouzit post-hoc Tukeyho HSD test, ze kterého je patrné, Ze rozdily v poctu folikula
mezi jednotlivymi mésici navzajem nebyly statisticky prikazné (tab. 4). Statisticky
prikazné nebyly ani rozdily v poctu cyst mezi sledovanymi obdobimi (tab. 5). Tomuto

statistickému hodnoceni také predchazel test homogenity (tab. 6).

Tab. 1: Pocty vySetfenych vajeénikti a primarnich folikulti v jednotlivych obdobich

roku.
pocet vajecniku pocet primarnich folikula
jaro 22 272
podzim 18 297
zima 15 193
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Tab. 2: Zakladni statistické charakteristiky po¢tu primarnich folikula z jednoho

vajecniku V jednotlivych obdobich roku.

pocet priumér median modus frekvence min. max. SD R
modu
jaro 22 12,4 11,0 20 4 1 30 7 57
podzim 18 16,5 16,5 15 3 2 34 85 51,5
zima 15 12,9 15,0 17 3 3 26 6,6 51
45
40
20
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20 ‘lr
15 =] a
10 g
0t a Median
[]25%-75%
-5 T whiskers
jaro podzim zima celkem o Odlehlé hodnoty

Obr. 11: Krabicové grafy (Box plots) poctu folikulti v rizném obdobi roku.

Tab. 3: Tabulka testu homogenity rozptyli poctu folikult.

Hartley F-max  Cochran C Bartlett %2 df p

1,673 0,437 1,144 2 0,564

Tab. 4: Prikaznost rozdili v poctu folikull v rizném obdobi - post-hoc Tukeytiv HSD
test. Cisla v tabulce jsou p hodnoty.

Obdobi-prumér jaro 12,364 podzim 16,500 zima 12,867

jaro 0,196 0,978
podzim 0,196 0,349
zima 0,978 0,349
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Tab. 5: Prukaznost rozdilti v poétu cyst v riizném obdobi — post-hoc Tukeytv HSD

test. Cisla v tabulce jsou p hodnoty.

Obdobi-pramér jaro 0,590 podzim 0,722 zima 0,333

jaro 0,890 0,671
podzim 0,890 0,438
zima 0,671 0,438

Tab. 6: Tabulka testu homogenity rozptylt poctu cyst.

Hartely F-max Cochran C Bartlett %2 df p

2,202 0,479 2,404 2 0,301

8l
77 .
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Obr ¢. 12: Grafické znazornéni rozdéleni ¢etnosti v poctu folikulti v obdobi - jaro
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Obr ¢. 13: Grafické znazornéni rozdéleni cetnosti v poctu folikulti v obdobi - podzim
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Obr ¢. 14: Grafické znazornéni rozdéleni ¢etnosti v poctu folikulti v obdobi - zima
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V jarnim obdobi bylo ze 119 vyaspirovych oocytt (resp. COCs) 53,8 % vhodnych a
tedy pouzitych pro maturaci. V podzimnim obdobi ze 140 vyaspirovanych oocytl
spliiovalo podminky pro pouziti k maturaci 45,7 % oocytd a v zimnim 58,1 %.
Nasledna uspésnost dozravani byla na jaie 71,8 %, na podzim 68,8 % a v zimé 70,9 %.
nasledna uspé$nost maturace nijak ovlivnéna nebyla. Nejenze tedy byla kvantita
primarnich folikulli podobna, ale také kvalita aspirovanych oocytl se da oznacit za

shodnou (tab. 7).

Tab. 7: Pocet vyaspirovanych oocytl a uspéSnost maturace

pocet aspirovanych  pocet oocytu pouZitych % oocyti pouZitych uspésnost

oocytl pro maturaci pro maturaci maturace (%)
jaro 119 64 53,8 71,8
podzim 140 64 45,7 68,8
zima 136 79 58,1 70,9
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8. Diskuze

V této praci byla prokazana vhodnost chladného obdobi roku (jaro, podzim,
zima) pro dosazeni stabilnich vysledkli v poctu primarnich folikull, aspirovanych
oocytd, cyst a také v GspéSnosti maturace. K podobnym vysledkiim dosli také jini
autofi, a to nejen vramci vyzkumu v oblasti aspirace oocytt, ale také v ramci
embryotransferu skotu. Al-Katanani a kol. (2002) prokazali snizeni primérného poctu
ziskanych oocyti na kravu vlivem teplotniho stresu (19,3 ks), zatimco u zvifat
s moznosti ochlazeni Vv letnim obdobi byl pocet ziskanych oocytd (25,9 ks) shodny
S chladnéjsim obdobim roku (25,1 ks). Negativni vliv teplotniho stresu a naopak
stabilni vysledky v chladné&jSich obdobich roku prokézal v rdmci embryotransferu také
Bezdicek a kol. (2015). Autofi uvadéji pti srovnani studeného (listopad az btezen),
mirného (duben, kvéten, fijen) a horkého (Cerven az zatfi) obdobi roku prikazné
rozdily v poc¢tu vyplachnutych embryi (5,9; 5,8; 3,2 ks), vhodnych embryi (3,8; 3,5;
2,3 ks) a podilu degenerovanych embryi (20,5; 20,9; 25,9 %) predevSim ve vztahu
K horkym mésicim. V chladngjsim a teplotné stfednim obdobi roku piitom bylo
dosazeno velmi vyrovnanych a stabilnich vysledki.

Pro chovatele mize mit tento poznatek vyznam pii snaze udrzovani
homotermie zvifat za co nejmenSich ekonomickych ztrat. V téchto obdobich totiz
nedochazi k tepelnému stresu a neni tedy jes$t€ nutné Zadné zvlastni opatfeni pii
ustajeni za ucelem dodrzovani podminek welfare. Welfare, ¢i pohoda zvifat,
piedstavuje, sensu lato, stav dokonalého psychického a fyzického zdravi, kdy zvife
zije v kooperaci se svym prostfedim. Naruseni welfare pak vede ke zméné
fyziologickych pochodi v organizmu (Filipéik, 2014).

Skot obecné patfi mezi zvifata spomérné dobrymi termoregulacnimi
schopnosti. Pfesto piezvykavci nejsou schopni zachovavat striktni homotermii
(Dolezal, 2010). Na fyziologické pochody piisobi vysoké teploty negativné (Rehman a
kol., 1994; Dolezal, 2010). Dolezal (2010) dokonce uvedl, ze z divodu pokracujiciho
globélniho oteplovani, miizeme ptedpokladat, Ze vliv tepelného stresu u zvifat bude
nabyvat na rozsahu. Proto je nutné pfedem zndt teplotni hranice, kdy jiZ dochazi
Kk negativnim vliviim vysokych teplot (naruSeni welfare) a zav¢as upravit technologii
chovu tak, aby se pfedeslo pfimym reprodukénim a produkénim ztratdm. Zména
technologie chovu spociva napf. v instalaci ventilatorti a sprchovani vodou (Knizkova

a kol., 2003).
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Pokud by byl experiment provadén také béhem letnich mésicii s vyskytem
tropickych dni, kdy je teplota vyssi nez 30 °C, negativni vliv teplotniho stresu by se
patrné projevil na poc¢tu ziskanych (aspirovanych) oocytd, jak uvadi napt. Al-Katanani
a kol. (2002). Ovlivnén by byl patrné také pocet cyst na vaje¢nicich (ve smyslu vyssi
Al-Katanani (2002) zaznamenali pokles v kvalité¢ oocyti béhem teplejsi sezony. Lze
tedy také predpokladat, ze mnozstvi oocytli pouzitych pro maturaci a samotna
uspeésnost maturace by byla nizsi.

VétSina autordt hovoii o tepelném stresu ve smyslu vysokych letnich teplot.
Mohlo by byt ovSem zajimavé vyhodnotit pisobeni nejen letniho obdobi pii stresu
vysokymi teplotami, ale také zimniho obdobi pii teplotach nizsich, nez je bod mrazu.
Muselo by se ale skute¢né jednat o extrémné chladnou sezonu, nebot’ pravé extrémni
teploty nepfiznivé ovliviiuji reprodukci (Louda a kol., 2007). Navic je znamo, Ze
vzhledem Kk arktickému fylogenetickému ptivodu skotu je pro néj pobyt v prostiedi

S nizkymi teplotami vice vyhovujici (Dolezal, 2010).
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Q. Zavér

Vysledky ukazaly, ze v ovarialni aktivité nebyl zjiStén mezi sledovanymi obdobimi
roku (jaro, podzim, zima) statisticky prikazny rozdil v primérném poctu folikult,
poctu aspirovanych oocytl, po¢tu cyst a uspésnosti maturace. Uvedena obdobi roku
jsou tak vhodna pro ziskani dostate¢ného poctu oocytt, napf. pro dalsi biotechnické
postupy (IVF, kultivace oocytd, atd.) a nejsou vyznamnym efektem, ktery by prikazné

ovlivnil parametry ovarialni aktivity.
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