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Abstrakt  

        Jak bŊhem ovogeneze, tak ihned po snesen² je ptaļ² vejce vystaveno siln®mu 

tlaku ze strany mikroorganismŢ, kter® jsou schopny pronikat p·ry ve skoŚ§pce 

a infikovat jeho vnitŚn² struktury. Vzhledem k prok§zanĨm negativn²m dopadŢm 

na l²hnivost, ģivotaschopnost a fenotyp ml§Ņat se vyvinula kask§da bari®r, 

kter® dok§ģou riziko bakteri§ln² infekce minimalizovat. Za jedny z nich se povaģuje 

depozice antimikrobi§ln²ch sloģek do skoŚ§pky a b²lku vejce. Jedn§ se o celou Śadu 

b²lkovĨch proteinŢ, mezi nimiģ svĨm zastoupen²m a antimikrobi§ln²m efektem 

dominuj² lysozym a ovotransferin, kter® jsou ukl§d§ny ļ§steļnŊ i do skoŚ§pky 

a kutikul§rn² vrstvy skoŚ§pky. Z nejnovŊjġ²ch studi² vyplĨv§, ģe se antimikrobi§ln² 

obranu vejce mohou zprostŚedkov§vat tak® skoŚ§pkov® pigmenty ï biliverdin 

a protoporfyrin, kter® zvĨġenou absorpc² UV z§Śen² a regulac² vodivosti a sr§ģen² 

vodn²ch par na povrchu vejce br§n² jeho kolonizaci mikroorganismy. PŚestoģe je 

pŚ²tomnost tŊchto antimikrobi§ln²ch sloģek v rŢznĨch struktur§ch vejce prok§z§na, nen² 

dosud zn§ma komparativn² studie zabĨvaj²c² se vztahem mezi depozic² vybranĨch 

antimikrobi§ln²ch sloģek do povrchovĨch ï skoŚ§pka a kutikula, a vnitŚn²ch struktur 

vejce ï b²lek, u vajec s rŢznŊ barevnou skoŚ§pkou. RovnŊģ chyb² uspokojiv§ odpovŊŅ 

na ot§zku, jakou roli v procesu deponace antimikrobi§ln²ch sloģek hraj² androgenn² 

hormony. 

 V t®to pr§ci jsme se zamŊŚili na zkoum§n² vz§jemnĨch vztahŢ dvou kl²ļovĨch 

a nejhojnŊji studovanĨch antimikrobi§ln²ch proteinŢ ï lysozymu a ovotransferinu, 

ukl§danĨch do b²lku, a pigmentu protoporfyrinu IX, deponovan®ho do kalcifikovan® 

skoŚ§pky i proteinov® kutikuly. Pro lepġ² pochopen² fyziologick®ho pozad² tŊchto 

interakc² jsme rovnŊģ analyzovali koncentrace steroidn²ch hormonŢ v b²lku 

(kortikosteronu, progesteronu, testosteronu, pregnenolonu a 17 hydroxypregnenolonu), 

kter® odr§ģ² fyziologickĨ stav samice i zmŊny v jej²m prostŚed² bŊhem ovogeneze. 

Jako modelovĨ druh pro studium vnitrodruhov® variability v pigmentaci skoŚ§pky 

a jej²ho vlivu na celkovĨ antimikrobi§ln² potenci§l rŢznŊ barevnĨch vajec jsme 

analyzovali vejce 24 plemen kura dom§c²ho (Gallus gallus domesticus), liġ²c²ch se 

barvou skoŚ§pky.  

        Naġe studie prok§zala, ģe koncentrace obou antimikrobi§ln²ch proteinŢ v b²lku 

souvis² s barvou skoŚ§pky. Nejvyġġ² koncentrace obou proteinŢ vykazovala vejce 

s kr®movŊ zbarvenou skoŚ§pkou, nejniģġ² koncentrace lysozymu a ovotransferinu pak 



 
 

mŊla vejce s b²lou a modrou skoŚ§pkou. Zaj²mavĨm zjiġtŊn²m tak® byl na barvŊ vejce 

z§vislĨ vztah mezi koncentrac² lysozymu v b²lku a koncentrac² protoporfyrinu 

v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky. Zat²mco u b²lĨch vajec se s klesaj²c² koncentrac² 

protoporfyrinu v kutikule koncentrace lysozymu v b²lku zvyġovala, u kr®movĨch 

a tmavŊ hnŊdĨch vajec tomu bylo naopak. Tento vĨsledek mŢģe naznaļovat moģnĨ 

trade-off pŚi investic²ch do antimikrobi§ln²ho potenci§lu povrchovĨch a vnitŚn²ch 

struktur vejce u pt§kŢ s rŢznŊ zbarvenou skoŚ§pkou, kter§ ļasto souvis² s typem 

hn²zdŊn², kdy b²l§ vejce jsou dom®nou pŚedevġ²m dutinovĨch pt§kŢ a vejce s rŢznŊ 

zbarvenou skoŚ§pkou pak kladou druhy hn²zd²c² v otevŚenĨch hn²zdech 

 Z naġich vĨsledkŢ obecnŊ vyplĨv§, ģe proces deponace lysozymu 

a ovotransferinu do b²lku jsou na sobŊ navz§jem nez§visl® procesy, kdy deponace 

lysozymu je na rozd²l od ovotransferinu v²ce ovlivnŊna vlivy prostŚed² neģ genetickou 

predispozici k plemeni. Naopak koncentrace ovotransferinu v b²lku se jev² bĨt v²ce 

pod vlivem genetick®ho pozad² plemene. S t²mto zjiġtŊn²m koresponduj² i analĨzy 

vztahu mezi hormon§ln²m statusem samice v dobŊ ovogeneze. Koncentrace t®mŊŚ vġech 

studovanĨch androgenn²ch hormonŢ vykazovaly buŅto pozitivn² (testosteron, 

17 hydroxypregnenolon) ļi negativn² (pregnenolon) korelaci s koncentracemi lysozymu 

v b²lku. Naproti tomu u ovotransferinu nebyly pro ģ§dnĨ z hormonŢ nalezeny vĨznamn® 

korelace.  

 Na z§kladŊ zmŊŚenĨch koncentrac² kortikosteronu v b²lku se nepodaŚil 

prok§zat ģ§dnĨ efekt stresu v dobŊ ovogeneze na koncentrace antimikrobi§ln²ch l§tek 

do rŢznĨch struktur vejce. Nicm®nŊ negativn² korelace mezi koncentracemi 

pregnenolonu, jako prok§zan®ho pŚ²m®ho prekurzoru pro synt®zu kortikosteronu 

u pt§kŢ,  na koncentraci lysozymu v b²lku mŢģe naznaļovat z§sadn² vliv stresu na m²ru 

investic do antimikrobi§ln²ho potenci§lu vejce u pt§kŢ. 
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Abstract 

 Both during the ovogenesis and immediately after the laying is a bird egg 

exposed to strong pressure from the microorganisms which are able to penetrate the egg 

through eggshell pores and infect its inner structures. With regard to the proved 

negative effects on hatchability, viability and phenotype of offspring, a cascade of 

obstacles has evolved which are able to minimize the risk of bacterial infection. The 

deposition of antimicrobial components into the eggshell and the egg white is 

considered to be one of them. A whole group of egg white proteins belong to them, 

among which lysozyme and ovotransferrin, which are also partially deposited into the 

eggshell and cuticular layer of the eggshell, dominate with their antimicrobial effect. 

The implication of the newest studies is that the microbial protection of the egg can be 

also performed by the eggshell pigments ï biliverdin and protoporphyrin, which protect 

the egg from being colonized by microorganisms with an increased UV light and 

regulation of conductivity and water vapour condensation on the egg surface. Even 

though the presence of these antimicrobial components in different structures of the egg 

has been proved, there is no known comparative study which addresses the relation 

between deposition of selected antimicrobial components into surface ï the eggshell and 

cuticle, and inner egg structures ï the egg white, of eggs with variously coloured 

eggshells. A satisfactory answer to the question which role in the depositing process of 

the antimicrobial components the androgenic hormones play also does not exist. 

 In this thesis, we focused on the research of mutual relations of two key and 

most frequently studied antimicrobial proteins ï lysozyme and ovotransferrin which are 

deposited into the egg white and into the pigment protoporphyrin IX, which is deposited 

into the calcified eggshell and also into the protein cuticle. For better understanding of 

the physiological background of their interactions we have also analysed the 

concentrations of steroid hormones in the eggshell (corticosteroid, progesterone, 

testosterone, pregnenolone and 17 hydroxypregnenolone) which reflect physiological 

condition of the hen and the changes in its environment during the ovogenesis. As a 

model species for the research of intraspecies variability of the eggshell pigmentation 

and its influence on the overall antimicrobial potential of differently coloured eggs we 

have analysed eggs of 24 breeds of domestic fowl (Gallus gallus domesticus) which 

differ in eggshell colour. 



 
 

 Our research has proved that the concentration of both antimicrobial proteins in 

the egg white is related to the eggshell colour. The eggs with cream-coloured eggshells 

have shown highest concentration of both proteins, on the other hand the eggs with 

white or blue eggshells had the lowest concentration of lysozyme and ovotransferrin. 

An interesting finding is the relation between the concentration of lysozyme in the egg 

white and concentration of protoporphyrin in cuticular layer of the eggshell which 

depends on the eggshell colour. While by the white eggs the concentration of lysozyme 

in the egg white increased with the decreasing concentration of protoporphyrin, it was 

the other way around in case of cream-coloured and dark brown eggs. This result could 

indicate possible trade-off in case of investment in the antimicrobial potential of the 

surface and inner structures of bird eggs with variously coloured eggshell which usually 

depends on the type of nesting. The white eggs are mainly laid by cavernous birds and 

the eggs with variously coloured eggshell are laid by species which nest in open nests. 

 The results of our research show that the processes of depositing of lysozyme 

and ovotransferrin into the egg white are mutually independent processes. As opposed 

to the depositing of ovotransferrin, the depositing of lysozyme is more influenced by the 

environment than by genetic predispositions of the breed. On the contrary, the 

concentration of ovotransferrin in the egg white seems to be more influenced by the 

genetic background of the breed. The analyses of the relation between the hormonal 

status of the hen during oogenesis also correspond with these findings. The 

concentration of almost all studied androgenic hormones demonstrated either positive 

(testosterone, 17 hydroxypregnenolone) or negative (pregnenolone) correlation with the 

concentrations of lysozyme in the egg white. On the other hand, by ovotransferrin there 

were not found significant correlations for any of the hormones. 

 No effect of stress on the concentrations of antimicrobial substances in 

different structures of the egg during the oogenesis was found on the basis of measured 

concentrations of corticosterone in the egg white. Nevertheless, the negative correlation 

between the concentrations of pregnenolone, as the substantiated direct precursor for the 

synthesis of corticosterone by birds, on the concentration of lysozyme in the egg white 

might indicate fundamental influence of the stress on the rate of investment into 

antimicrobial potential of bird eggs. 

 

Key words: egg, eggshell, cuticle, microorganisms, pigments, antimicrobial proteins 
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1.  Đvod 

 Ptaļ² vejce je fenom®n, kterĨ nem§ v ģivoļiġn® Ś²ġi obdoby. Tato reprodukļn² 

struktura byla evoluc² zformov§na k odolnosti vŢļi fyzick®mu, mikrobi§ln²mu 

i tepeln®mu ¼toku z vnŊjġ²ho, ļasto agresivn²ho prostŚed², a z§roveŔ k uspokojen² potŚeb 

vyv²jej²c²ho se embrya (Hincke et al., 2008).  

 Jedineļnost ptaļ²ho vejce jistŊ podtrhuje i jeho specifick§ stavba a zpŢsob 

vzniku. Skl§d§ se z centr§ln²ho ģloutku obklopen®ho b²lkem, podskoŚ§peļnĨmi bl§nami 

a v§penatou skoŚ§pkou, nerovnomŊrnŊ pokrytou po cel® sv® ploġe kutikulou. 

Procentu§ln² zastoupen² jednotlivĨch ļ§st² vejce se napŚ²ļ ptaļ² Ś²ġ² mŢģe vĨraznŊ liġit a 

to zejm®na v obsahu ģloutku vzhledem k celkov® velikosti vejce (od 15% u terejŢ aģ 

do v²ce neģ 69% ve vejc²ch kivi; Sotherland a Rahn, 1987; Gill, 2007). K vytvoŚen² t®to 

kompozice doch§z² pŚi prŢchodu zral®ho a vŊtġinou oplozen®ho vaj²ļka vejcovodem. 

Tvorba vejce trv§ obvykle okolo 24 h, ale mŢģe vyģadovat i tĨden (terejov®, zoboroģci; 

Gill, 2007). Po kr§tk®, asi 20 minutov® zast§vce zral®ho vaj²ļka v n§levce 

(infundibulum) vejcovodu, kde doch§z² k jeho oplozen², sestupuje do nejdelġ² ļ§sti 

vejcovodu, zvan® magnum. BŊhem n§sleduj²c²ch 2-3 hodin, kdy komplex 

ģloutek /vaj²ļko proch§z² kliļkami tohoto ¼seku, jsou postupnŊ naneseny ļtyŚi vrstvy 

b²lku (Nys et al., 2004). N§slednŊ je vejce peristaltickĨmi pohyby vrstvy hladk® 

svaloviny posunuto do proxim§ln²ho (b²l®ho) krļku (isthmus). Zde jsou vytvoŚeny       

za 1-2 hodiny dvŊ skoŚ§pkov® membr§ny (podskoŚ§peļn® bl§ny). V posledn²m ¼seku 

vejcovodu je vejce pokryto tvrdou skoŚ§pkou. Mineralizace skoŚ§pky je zah§jena 

v dist§ln²m (ļerven®m) krļku (isthmus) a je dokonļena v dŊloze (uterus) bŊhem 

n§sleduj²c²ch 16 -17 h (Nys et al., 2004). Na konci tohoto procesu je ojedinŊlĨ 

mnohovrstevnĨ, vysoce uspoŚ§danĨ a mineralizovanĨ kompozitn² biomateri§l (Arias et 

al., 1993). Z§klad tvoŚ² tŚi kalcifikovan® vrstvy mamil§rn², spongi·zn² (palis§dov§) a 

vertik§ln² krystalov§, kter® jsou zespoda vnoŚeny do dvou nekalcifikovanĨch 

podskoŚ§peļnĨch blan (Nys et al., 1999). V z§vŊru je povrch skoŚ§pky pokryt jeġtŊ 

tenkou kutikulou, nekalcifikovanou organickou vrstvou, do kter® jsou deponov§ny 

skoŚ§pkov® pigmenty. U nŊkterĨch druhŢ pt§kŢ (napŚ. holubŢ) mŢģe kutikula chybŊt 

(Board, 1974). 
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Obr. 1: Formov§n² vejce ve vejcovodu zaļ²n§ vstupem zral®ho vaj²ļka do n§levky vejcovodu.           

PŚi sestupu vaj²ļka vejcovodem jsou postupnŊ pŚid§ny vrstvy b²lku, podskoŚ§peļn® bl§ny, 

vytvoŚena skoŚ§pka. Posledn²m krokem je deponace pigmentŢ v dŊloze.  PŚevzato a upraveno 

podle Gill (2007). 

 

 PŚirozen§ obrana vejce pŚed pŢsoben²m mikroorganismŢ prob²h§ na dvou 

¼rovn²ch. Kl²ļovou roli v n² hraje skoŚ§pka, kter§ slouģ² jako fyzick§ bari®ra proti 

vlivŢm z vnŊjġ²ho prostŚed². Nem®nŊ dŢleģitou sloģkou je chemickĨ obrannĨ syst®m 

sloģenĨ z endogenn²ch antibakteri§ln²ch proteinŢ, kter® byly zjiġtŊny pŚedevġ²m 

ve vajeļn®m b²lku a podskoŚ§peļnĨch bl§n§ch (Hincke et al., 2008). Mezi nejv²ce 

studovan® a z§sadn² komponenty b²lku, zajiġŠuj²c² jeho baktericidn² ļi bakteriostatickou 

povahu, patŚ² lysozym (Board a Tranter, 1986), ovotransferin (Lock a Board, 1992), 
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ovoalbumin, d§le rŢzn® proteiny v§zaj²c² vitam²ny (avidin, protein v§zaj²c² riboflavin, 

protein v§zaj²c² thiamin) ļi inhibitory protein§z (cystatin, ovomukoid, ovoinhibitor, 

ovostatin; Stevens, 1991). V posledn² dobŊ bylo identifikov§no velk® mnoģstv² 

(cca 600) proteinŢ skoŚ§pkov® matrix (Mann et al., 2006, 2008; Mikġ²k et al., 2010) a 

kutikuly (Rose-Martel et al., 2012, Mikġ²k et al., 2014), kter® by mohly plnit podobnou 

funkci jako zm²nŊn® proteiny uvnitŚ vejce (Wellman-Labadie et al., 2008b). KromŊ 

vĨġe uvedenĨch (lysozymu, ovotransferinu, ovoalbuminu) byly ve skoŚ§pce nalezeny i 

proteiny specifick® pouze pro skoŚ§pkovou matrix ï ovokalyxiny a ovokleidiny. Hlavn² 

funkc² tŊchto proteinŢ je regulace mineralizace skoŚ§pky a jej² antimikrobi§ln² obrana 

(Rose a Hincke, 2009). Mezi ty, kter® mohou m²t vĨznamnou roli v ochranŊ vajeļn®ho 

obsahu pŚed mikroorganismy na ¼rovni skoŚ§pky, bĨvaj² Śazeny zejm®na dva z nich -

OCX ï 32 a OCX - 36. Avġak vĨzkum proteinŢ obsaģenĨch ve skoŚ§pce a kutikule je 

zat²m na zaļ§tku. Hlavn² dŢraz je proto st§le kladen na ovotransferin, lysozym a avidin. 

 Dalġ² raritou pt§kŢ je, ģe kladou vejce se skoŚ§pkami zbarvenĨmi pigmentem. 

Prvn² ptaļ² vejce vġak pigmentaci zŚejmŊ postr§dala, byla cel§ b²l§ jako napŚ²klad vejce 

dneġn²ch pġtrosŢ. Existuje nesļetn® mnoģstv² interpretac² tohoto unik§tn²ho rysu ptaļ²ch 

vajec (viz Kilner, 2006). Mezi jinĨmi i ta, ģe skoŚ§pkov® pigmenty se mohou jistou 

mŊrou pod²let tak® na antimikrobi§ln² obranŊ obsahu vejce (Ishikawa et al., 2010). 

Nicm®nŊ jen velmi m§lo studi² se t²mto zabĨv§, proto jednoznaļnĨ dŢkaz pro tuto 

hypot®zu zat²m st§le chyb². 

 Kvalita vejce mŢģe bĨt ovlivnŊna rŢznĨmi vnŊjġ²mi faktory, jako jsou ģiviny, 

teplota okoln²ho prostŚed², podm²nky chovu, i vnitŚn²mi faktory, jako jsou vŊk 

a pŚ²sluġnost k druhu, konkr®tn²mu plemenu (napŚ. Scott a Silversides, 2000).  

DŢleģitĨm faktorem, kterĨ ovlivŔuje vĨsledn® sloģen² vejce, je tak® stres. 

Experiment§ln² studie prok§zaly, ģe environment§ln² stres mŢģe rŢznŊ modifikovat 

expresi proteinŢ vajeļn®ho b²lku u nosnic prostŚednictv²m steroidn²ch hormonŢ 

(napŚ. Kim a Choi, 2014). Jako prim§rn² stresovĨ hormon u pt§kŢ je oznaļov§n 

kortikosteron, kterĨ stimuluje glukoneogenezi s c²lem poskytnout energii potŚebnou 

pro pŚeģit² u vystresovanĨch kuŚat (Saino et al., 2005). Stres tedy mŢģe ovlivnit expresi 

kvalitativn²ch i kvantitativn²ch znakŢ, stejnŊ jako zdrav² kuŚat pŢsoben²m endokrinn²ch, 

metabolickĨch, fyziologickĨch i behavior§ln²ch zmŊn (Henriksen a Rettenbacher, 

2013). 
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1.1 Proteiny s vĨznamnĨm antimikrobi§ln²m potenci§lem v ptaļ²m b²lku 

a kutikule  

 Ptaļ² b²lek je komplexn² multifunkļn² m®dium, podporuj²c² rŢst a vĨvoj 

embrya.   U kura dom§c²ho (Gallus gallus domesticus) je tvoŚen z 88% vodou a z 10% 

proteiny (Burley a Vadehra, 1989), kter® jsou ukl§d§ny bŊhem tvorby b²lku v magnu. 

Mann et al. (2008) identifikovali celkem 78 proteinŢ tvoŚ²c²ch tento proteinovĨ pod²l. 

PozdŊji tento poļet navĨġili aģ na 158 proteinŢ (Mann a Mann, 2011). KromŊ 

poskytov§n² vody a ģivin vyv²jej²c²mu se embryu b²lek zabraŔuje tak® rŢstu 

mikroorganismŢ. K vĨznamn®mu sn²ģen² mikrobi§ln² proliferace napom§h§ alkalick® 

pH vajeļn®ho b²lku a zvl§ġtŊ pŚ²tomnost proteinŢ s antimikrobi§ln²mi ¼ļinky (Deeming, 

2002), jako jsou cystatin (Wesierska et al., 2005), makroglobulin (Miyagawa et al., 

1991), avidin, ovotransferin, lysozym, ovoalbumin aj.  

 Neminer§ln² sloģky pŚedstavuj² okolo 2% hmotnosti kalcifikovan® skoŚ§pky. 

PravdŊpodobnŊ ovlivŔuj² mechanick® vlastnosti skoŚ§pky a pod²l² se rŢznou mŊrou     

na jej² antimikrobi§ln² obranŊ. SkoŚ§pkov® proteiny lze na z§kladŊ jejich chov§n² 

v kyselin§ch (napŚ. HCl, kyselinŊ octov®) ļi chelataļn²ch ļinidlech (EDTA, EGTA) 

rozļlenit na rozpustn® a nerozpustn®. Toto dŊlen² nen² zcela pŚesn®. Z§vis² na postupu, 

kterĨ byl k izolaci proteinŢ matrix pouģit. Z§stupci jedn® skupiny se tak mohou 

vyskytovat i ve skupinŊ druh®.  

 V posledn² dobŊ bylo identifikov§no okolo 530 proteinŢ skoŚ§pkov® matrix 

rozpustnĨch v kyselin§ch (Mann et al., 2006, 2008). Zd§ se, ģe vŊtġinu z tohoto poļtu 

tvoŚ² rezidua z pŚedchoz²ch f§z² formov§n² vejce, nebo intracelul§rn² proteiny uvolnŊn® 

rozpadem bunŊk ze stŊn vejcovodu, kter® byly bŊhem procesu kalcifikace ļasto 

nespecifickĨm zpŢsobem asimilov§ny z dŊloģn² tekutiny do skoŚ§pky (Mann et al., 

2006). U Śady z nich nen² zn§ma a ani pŚedpokl§d§na jejich specifick§ funkce 

ve skoŚ§pce. U jinĨch, hojnŊji zastoupenĨch proteinŢ matrix, naopak existuj² studie, 

kter® jejich vlastnosti a funkci dobŚe mapuj².  

 Tyto proteiny mŢģeme d§le rozļlenit do tŚ² skupin podle jejich prim§rn²ho 

um²stŊn² ve skoŚ§pce (Mann et al., 2006; Rose a Hincke, 2009): 

1) proteiny a glykoproteiny b²lku, kter® jsou tak® pŚ²tomny ve skoŚ§pce (ovalbumin, 

lysozym a ovotransferrin),  
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2) vġudypŚ²tomn® proteiny, kter® se nach§zej² v mnoha tk§n²ch (osteopontin, klusterin, 

s®rovĨ albumin, keratiny, kolageny a hemoglobin)  

3) proteiny specifick® pro skoŚ§pkovou matrix, tj. proteiny unik§tn² pro proces 

kalcifikace skoŚ§pky, kter® jsou vyluļov§ny buŔkami ve specifickĨch oblastech 

vejcovodu (ovokalyxiny a ovokleidiny). 

 Mezi proteiny s prok§zanou antimikrobi§ln² aktivitou patŚ² zejm®na nejhojnŊjġ² 

b²lkovĨ protein ovoalbumin, kterĨ zauj²m§ aģ 54% celkov®ho mnoģstv² proteinŢ v b²lku 

(Hincke et al, 1995) a byl tak® nalezen ve vnitŚn² mamil§rn² vrstvŊ skoŚ§pky (Mikġ²k 

et al., 2010). Nem®nŊ dŢleģitĨmi antimikrobi§ln²mi proteiny jsou ovotransferin a 

lysozym (viz 1.1.1 a 1.1.2). Protein OVAX (protein X spojenĨ s ovoalbuminem) se 

vyskytuje v b²lku pŚibliģnŊ v mnoģstv² 2,4 mg/ml v prŢmŊru a podobnŊ jako ovalbumin 

vykazuje antimikrobi§ln² aktivitu (Rehault-Godbert et al., 2013). Antimikrobi§ln² 

obranu na ¼rovni skoŚ§pky zajiġŠuj² t®ģ specifick® skoŚ§pkov® proteiny ovokalyxiny a 

ovokleidiny. Jedn²m z moģnĨch kandid§tŢ pro antimikrobi§ln² ļinnost v extraktech 

ptaļ² skoŚ§pky je OCX-32 (Wellman-Labadie et al., 2008b). Rekombinantn² OCX-32 

slepice inhibuje rŢst Bacillus subtilis a m§ inhibiļn² karboxypeptid§zovou aktivitu 

(Xing et al., 2007). Dalġ² z§stupce ovokalyxinŢ OCX-36 se zd§ bĨt homologn² 

k lipopolysacharid - v§zaj²c²m proteinŢm, tj. proteinŢm zvyġuj²c²m baktericidn² 

permeabilitu, stejnŊ jako k proteinŢm rodiny Plunc. Gautron et al. (2007) navrhli, ģe by 

se mohl pod²let na antimikrobi§ln² obranŊ uvnitŚ kuŚec² skoŚ§pky.  

 Nerozpustn® sloģky matrix zŢst§vaj² st§le m§lo prozkoumanou skupinou.  

Mikġ²k et al. (2010) identifikovali postupnou dekalcifikac² skoŚ§pky roztokem EDTA 

odliġn® proteinov® profily v kutikule, palis§dov® a mamil§rn² vrstvŊ skoŚ§pky. Nalezli 

celkem 28 proteinŢ nerozpustnĨch v EDTA. Mezi nimi i kl²ļov® sloģky matrix 

jmenovan® vĨġe (OCX - 32, OCX - 36, OC - 17 a 116, klusterin a ovalbumin, 

ovotransferin, lysozym).  

 Jedn²m z nejhojnŊjġ²ch nerozpustnĨch proteinŢ skoŚ§pkov® matrix je ĂKunitz-

like protease inhibitorñ. Tento protein s peptid§zovou inhibiļn² aktivitou je pŚ²tomnĨ 

ve vġech vrstv§ch skoŚ§pky. Ukazuje se, ģe m§ t®ģ antimikrobi§ln² funkci.                    

Je pravdŊpodobn®, ģe odpov²d§ dŚ²ve popsan®mu ovokalyxinu - 25 (OCX - 25) 

(Gautron et al., 2007). 
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1.1.1  Lysozym 

 Lysozym je selektivn², ale efektivn² antimikrobi§ln² protein s hydrolytickou 

aktivitou proti peptidoglykanŢm na bunŊļn® stŊnŊ gram-pozitivn²ch bakteri² 

(napŚ. Micrococcus spp., Bacillus spp., Staphylococcus spp.) (Hincke et al., 2000; 

Ibrahim et al., 1991; Wellman-Labadie et al., 2008a; Callewaert a Michiels, 2010), 

kde ġtŊp² S vazbu mezi kyselinou N-acetylmuramovou a N-glukosaminem.  V menġ² 

m²Śe pŢsob² tak® proti gram-negativn²m bakteri²m. PatŚ² mezi nejhojnŊji zastoupen® 

proteiny v ģivoļiġn® Ś²ġi. Poprv® byl objeven zcela n§hodou Alexandrem Flemingem 

v roce 1922. Mimo jin® se nach§z² v ml®ce, slin§ch, slz§ch a krevn² plazmŊ. TvoŚ² tak® 

1 - 4% proteinov® sloģky b²lku v z§vislosti na druhu (Smolelis a Hartsell, 1951). Podle 

ptaļ²ch Ś§dŢ, pro kter® jsou typick®, rozliġujeme dva typy lysozymu v b²lku ï lysozym c 

(chicken) a lysozym g (goose). Lysozym typu c se vġak nevyskytuje pouze u z§stupcŢ 

Ś§du hrabavĨch (Galliformes), mŢģeme ho tak® nal®zt samotnĨ ļi spolu s lysozymem 

typu g v b²lc²ch vrubozobĨch (Anseriformes) (Wellman-Labadie et al., 2008a). Oba 

lysozymy se navz§jem liġ² v sekvenc²ch, ale podobaj² se v terci§ln² struktuŚe. Jejich 

antimikrobi§ln² aktivita se odv²j² od pH (Callewaert a Michiels, 2010). Spolu 

s ovotransferinem se lysozym vyskytuje v podskoŚ§peļnĨch bl§n§ch a modifikuje rŢst 

krystalŢ (Gautron et al., 2001). Lysozym typu c byl zjiġtŊn v proteinovĨch extraktech 

z vnŊjġ²ch vrstev skoŚ§pky a kutikuly slepiļ²ch, kachn²ch a hus²ch vajec (Wellman-

Labadie et al., 2008b). Bylo prok§z§no, ģe prote§zov§ a glykolytick§ aktivita bakteri² 

rodu Bacillus spp. i hub mŢģe rozloģit kutikulu skoŚ§pky a t²m usnadnit vġeobecnou 

mikrobi§ln² invazi prostŚednictv²m radik§lnŊ zvĨġen®ho poļtu otevŚenĨch p·rŢ (Cook et 

al., 2003). Lysozym, zastoupenĨ v proteinov® ļ§sti kutikuly, mŢģe tedy bĨt jedn²m 

z ļinitelŢ, kteŚ² mohou redukovat bakteri§ln² z§tŊģ skoŚ§pky likvidac² pionĨrskĨch 

mikroorganismŢ, jeģ naruġuj² kutikulu, t²m pom§h§ zachovat struktur§ln² integritu 

povrchu vajec. V koneļn®m dŢsledku br§n² vnik§n² dalġ²ch, jiģ k lysozymu necitlivĨch 

mikroorganismŢ, kter® by se mohly mnoģit po dosaģen² b²lku. Lysozym typu c uvnitŚ 

vajeļn® kutikuly a vnŊjġ² skoŚ§pky mŢģe tedy potenci§lnŊ sn²ģit kontaminaci vajeļn®ho 

obsahu houbami a bakteriemi (Wellman - Labadie et al., 2008b). Jeho vĨznam 

pro obranu ptaļ²ho vejce se jev² bĨt kl²ļovĨ v souvislosti se skuteļnost², ģe gram-

pozitivn² bakterie jsou prim§rn²mi patogeny a pŢvodci infekc², jeģ u vŊtġiny druhŢ pt§kŢ 

zpŢsobuj² mortalitu embrya (Deeming, 2002; Bruce a Drysdale, 1994). 
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1.1.2  Ovotransferin 

      Ovotransferin je jednoŚetŊzcovĨ glykoprotein bohatĨ na disulfidick® vazby 

(15 vazeb) s molekulovou hmotnost² 78 kDa, tvoŚenĨ 686 aminokyselinami. 

PŚedstavuje 13% z celkov®ho mnoģstv² proteinŢ b²lku (Guerin-Dubiard et al., 2005). 

Vyskytuje se hloubŊji v skoŚ§pkov® matrix. Ve vysok® koncentraci se nach§z² zvl§ġtŊ 

v podskoŚ§peļnĨch bl§n§ch. V posledn² dobŊ byl rovnŊģ identifikov§n v kutikul§rn² 

vrstvŊ, avġak jeho koncentrace zde jsou dosud nezn§my (Mikġ²k et al., 2014). 

Ovotransferin je ļlenem rodiny transferinŢ, kter® maj² vysokou schopnost v§zat dva 

Fe
3+

 ionty a mohou bĨt transportov§ny do b²lku pŚes vejcovod slepice (Giansanti et al., 

2012). Jeho hladina v dŊloģn² tekutinŊ je zvĨġen§ v poļ§teļn² f§zi mineralizace 

skoŚ§pky. V testech in vitro ovotransferin modifikoval morfologii krystalŢ kalcitu. 

MŢģe tedy hr§t roli pŚi kontrole tvorby uhliļitanu v§penat®ho. Z mnoha studi² vyplĨv§, 

ģe ovotransferin a jeho hydrolyz§ty maj² rozvinutou antimikrobi§ln², antivirovou 

a antioxidaļn² aktivitu. Ovotransferin izoluje ģelezo nutn® pro bakteri§ln² rŢst 

(Gautron et al., 2001). KromŊ tohoto bakteriostatick®ho ¼ļinku (tj. inhibici rŢstu d²ky 

chelaci ģeleza) byl pozorov§n i silnĨ baktericidn² ¼ļinek (tj. sn²ģen² bakteri§ln² 

populace vyvol§n²m bunŊļn® smrti) u bakteri² skupiny Bacillus cereus (Baron et al., 

2014). Prok§zalo se, ģe ovotransferrin mŊn² elektrochemickĨ potenci§l 

cytoplazmatick® membr§ny. Je tedy moģn®, ģe ovotransferinem zprostŚedkovanĨ 

mechanismus poġkozen² cytoplazmatick® membr§ny mŢģe bĨt zapojen do lĨze bakteri² 

skupiny B. cereus inkubovanĨch v b²lku (Baron et al., 2014). Giansanti et al. (2012) 

nalezli zvĨġen® koncentrace ovotransferinu v s®ru kuŚat infikovanĨch patogeny, 

nebo oġetŚenĨch z§nŊtlivĨmi faktory. Ovotransferin koncentrovanĨ v tenk® vrstvŊ 

nebo ve specifickĨch z·n§ch (napŚ. v okol² p·rŢ) skoŚ§pky by mohl pŚispŊt 

k antimikrobi§ln² obranŊ (Wellman-Labadie et al., 2008b). 

  

1.2  Pigmenty 

        Za celou pestrou paletu barev a vzorŢ ptaļ² skoŚ§pky mohou zejm®na tŚi 

pigmenty - protoporfyrin IX, biliverdin IXa a zinkovĨ chel§t biliverdinu (Mikġ²k et al., 

1996). Zat²mco biliverdin s protoporfyrinem byly identifikov§ny jako kl²ļov® pigmenty 

ptaļ² skoŚ§pky pŚed v²ce neģ sto lety, funkce posledn²ho z t®to trojice byla odhalena 
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relativnŊ ned§vno a zŢst§v§ do jist® m²ry st§le nepotvrzena. Gorchein et al. (2009) 

ve sv® studii zpochybŔuj² pod²l zinkovĨch komplexŢ protoporfyrinu ļi biliverdinu 

na zbarven² skoŚ§pky, povaģuj² je za pouh® artefakty analytickĨch postupŢ. Tyto 

tetrapyrolov® slouļeniny jsou odvozeny z metabolick® dr§hy hemu, cirkuluj² v krvi a 

jsou metabolizov§ny v dŊloze (Wang et al., 2009). ZvĨġen² hladiny jednoho pŚedv²d§ 

sn²ģen² hladiny druh®ho z nich, protoģe jsou odvozeny ze stejn®ho prekurzoru. 

PŚedpokl§d§ se, ģe protoporfyrin IX je t®ģ prekurzorem biliverdinu (Cassey et al., 

2012). 

               

Obr. 2: Tetrapyrolov® struktury protoporfyrinu IX a biliverdinu. PŚevzato od Sparks (2011). 

 

    VĨsledn§ skvrnitost skoŚ§pky pak z§vis² na mnoģstv² a pŚesn® lokalizaci 

deponovanĨch pigmentŢ ve skoŚ§pce. PŚevl§d§ n§zor, ģe vĨrazn® skvrnky na skoŚ§pce 

jsou zpŢsobeny sekrec² pigmentu do kutikul§rn² vrstvy, zat²mco vŊtġ² fleky a pruhy jsou 

vĨsledkem deponace velk®ho mnoģstv² pigmentu bŊhem z§vŊreļnĨch f§z² tvorby 

skoŚ§pky, pravdŊpodobnŊ v dŢsledku rotace vejce (Sparks, 2011). 

 VĨrazn§ mezidruhov§ i vnitrodruhov§ variabilita ve zbarven² a ornamentaci 

ptaļ² skoŚ§pky pout§ pozornost vŊdcŢ jiģ stalet². Za tu dobu byla vytvoŚena cel§ Śada 

adaptivn²ch hypot®z, kter® se snaģ² tento fenom®n ptaļ² skoŚ§pky vysvŊtlit. Nejstarġ² 

z nich poch§z² z 19. stolet², kdy Wallace (1890) vyslovil pŚedpoklad, ģe zbarven² 

skoŚ§pky m§ kryptickou funkci. I v dneġn² dobŊ se zd§ tato teorie nejpravdŊpodobnŊjġ² 

spolu s hn²zdn²m parazitismem (Kilner, 2006). Mezi dalġ² hojnŊ diskutovan§ vysvŊtlen² 
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variability ve zbarven² a vzorov§n² ptaļ² skoŚ§pky patŚ² aposematismus, mimeze, 

termoregulace, rozpozn§n² vajec, sexu§ln² konflikt, konstrukļn² vyztuģen² a signalizace 

(Kilner, 2006). Avġak pr§ce z posledn²ch let poukazuj² na fakt, ģe rozd²ln§ distribuce 

pigmentŢ by mohla odr§ģet odliġnou m²ru bakteri§ln² z§tŊģe, kter® jsou snŢġky pt§kŢ 

vystaveny (Polaļikov§ et al., 2009). 

 

1.2.1  Biliverdin  

        Biliverdin a jeho zinkovĨ chel§t vytv§Śej² modr® a modrozelen® odst²ny 

skoŚ§pek (Mikġ²k et al., 1996). Biliverdin je ¼ļinnĨ antioxidant. Jeho depozice mŢģe 

tedy signalizovat antioxidaļn² kapacitu (Moreno a Osorno, 2003). Modrozelen® 

zbarven² by mohlo bĨt sexu§lnŊ selektovan® jako sign§l samcŢm o genetick® kvalitŊ 

samice. Existuje cel§ Śada dŢkazŢ o spojen² kvality samice s intenzitou modrozelen®ho 

zbarven² (Jagannath et al., 2008), avġak chyb² dŢkazy o tom, jak§ na z§kladŊ toho dŊlaj² 

samci reprodukļn² rozhodnut². Lahti (2008) navrhl, ģe modrozelen§ pigmentace 

poskytuje ochranu embryu pŚed sluneļn²m z§Śen²m. ĐļinnŊ absorbuje z§Śen² v oblasti 

UV (Shafey, 2004), kter® je smrteln® pro vŊtġinu hub a bakteri². Vykazuje siln® 

antibakteri§ln² ¼ļinky. Existuj² domnŊnky, ģe biliverdin tak® odr§ģ² m²ru hn²zdn²ho 

parazitismu (Polaļikov§ et al., 2009). Vysok® koncentrace biliverdinu ve skoŚ§pce jsou 

spojeny s druhy hn²zd²c²mi v otevŚen®m prostoru a s biparent§ln² p®ļ² o potomstvo. 

Je moģn®, ģe koncentrace biliverdinu pozitivnŊ ovlivŔuje d®lku a naļasov§n² 

reprodukce, odr§ģ² se v intenzitŊ rodiļovsk® p®ļe. 

 

1.2.2  Protoporfyrin  

       Protoporfyrin IX je nejhojnŊjġ²m skoŚ§pkovĨm pigmentem. Doned§vna 

pŚevl§dal n§zor, ģe vŊtġina protoporfyrinu (70%) je pŚ²tomna v kutikule, zhruba 27% se 

pak nach§z² v nejsvrchnŊjġ² ļ§sti palis§dov® vrstvy (Mikġ²k et al., 2007). Samiullah a 

Roberts vġak v roce 2013 pŚiġli s neļekanĨm zjiġtŊn²m, ģe u slepic s hnŊdŊ zbarvenĨmi 

vejci je protoporfyrin pŚedevġ²m deponov§n do kalcifikovan® skoŚ§pky (80 ï 87%), 

kutikula obsahuje pouze 13 ï 20% tohoto pigmentu. Protoporfyrin produkuje ļerven®, 

hnŊd® a ļern® zbarven² skoŚ§pky (Mikġ²k et al., 1996; Gorchein et al, 2009). Zodpov²d§ 
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nejen za sytost barvy pozad², ale i za tvorbu skvrn (Duval et al., 2013). T®mŊŚ zcela 

chyb² v b²lĨch vajeļnĨch skoŚ§pk§ch. PodobnŊ jako biliverdin je odvozen z metabolick® 

dr§hy hemu u pt§kŢ (Frankenberg et al., 2003; Wang et al., 2009). Aļkoliv syntetick§ 

dr§ha protoporfyrinu je dobŚe zn§ma, o pŚesn®m m²stu synt®zy se st§le vedou debaty 

(Sparks, 2011). Nicm®nŊ pŚibĨv§ dŢkazŢ, ģe k synt®ze doch§z² v dŊloze, konkr®tnŊ 

v ļ§sti zvan® Ăshell glandñ, kter§ produkuje skoŚ§pku (Wang et al., 2013). Protoporfyrin 

m§ pro-oxidaļn² vlastnosti, tzn. indukuje oxidativn² stres (Mart²nez de la Puente et al., 

2007). Jeho koncentrace ve skoŚ§pce a kutikule jsou vysok® pŚedevġ²m u druhŢ 

hn²zd²c²ch v dutin§ch ļi na zemi (Cassey et al., 2012). 

        Vedle poskytov§n² kamufl§ģe (Jagannath et al., 2008) hnŊd® protoporfyrinov® 

skvrny mohou zes²lit skoŚ§pku. Gosler et al. (2005) uk§zali, ģe poļet skvrn na vejc²ch 

sĨkory koŔadry negativnŊ koreluje s tlouġŠkou skoŚ§pky. Tmavġ² protoporfyrinov® 

skvrny byly lokalizov§ny na tenļ²ch a v²ce propustnĨch (tj. p·rovitĨch) ļ§stech 

skoŚ§pky. NŊkter® studie rovnŊģ prok§zaly, ģe skvrnitost skoŚ§pky odr§ģ² dostupnost 

v§pn²ku, kdy s klesaj²c² hladinou v§pn²ku se zvyġuje skvrnitost ptaļ²ch vajec (Gosler   

et al., 2005). SkvrnŊn² vajec tedy mŢģe omezit propustnost skoŚ§pky, ovlivnit tak 

rychlost odparu vody z vejce bŊhem inkubace (Higham a Gosler, 2006). PravdŊpodobnŊ 

umoģŔuje veden² plynŢ pŚes matrix skoŚ§pky (Cassey et al., 2012). SloģitĨ syst®m skvrn 

mŢģe slouģit sekund§rnŊ jako unik§tn² podpis vlastn²ch vajec, n§stroj pro jejich 

rozpozn§n², a tedy jako obrana proti vnitro i mezidruhov®mu hn²zdn²mu parazitismu 

(Avil®s et al., 2006). Protoporfyrin podobnŊ jako biliverdin absorbuje UV z§Śen², hraje 

roli v eliminaci mikrobi§ln² infekce. Protoporfyriny jsou vyuģ²v§ny v medic²nŊ jako 

fotosenzitizery. V posledn² dobŊ Ishikawa et al. (2010) prok§zali v laboratoŚi 

a pod viditelnĨm svŊtlem, ģe bakteri§ln² rŢst byl niģġ² v pŚ²tomnosti hnŊd® a zelen® 

skoŚ§pky v porovn§n² s b²lĨmi skoŚ§pkami. Tyto vĨsledky ukazuj² na moģnost, 

ģe pigmenty deponovan® ptaļ²mi samicemi do vajeļn® skoŚ§pky se mohly, mimo jin®, 

vyvinout v pŚ²rodŊ jako obrannĨ syst®m proti mikrobi§ln²m patogenŢm (Ishikawa et al., 

2010). V dŢsledku toho, pigmentace skoŚ§pky mŢģe bĨt rovnŊģ povaģov§na    

za adaptivn² mateŚskou strategii, jej²mģ c²lem je zabr§nit vystaven² potomkŢ patogenŢm 

ovlivŔuj²c²m jejich fenotyp jak bŊhem ran®ho vĨvoje, tak i v postnat§ln² f§zi (JavŢrkov§ 

et al., 2014). Na druhou stranu nov§ studie Fargallo et al. (2014), proveden§ na poġtolce 

obecn® (Falco tinnunculus), neprok§zala negativn² efekt vlivu sn²ģen² pigmentŢ 
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skoŚ§pky na l²hnut² vejce, ¼mrtnost ml§Ņat bŊhem hn²zdn²ho obdob², tŊlesnou kondici 

ml§Ņat, ļi na lok§ln² imunitn² odpovŊŅ ml§Ņat na antigen PHA (phytohaemagglutinin). 

 

 

1.3  Faktory ovlivŔuj²c² deponaci proteinŢ a pigmentŢ 

 Deponace lysozymu do b²lku je vn²m§na jako vĨznamnĨ matern§ln² efekt. 

PŚedpokl§d§ se, ģe samice mŢģe zvĨġenou sekrec² lysozymu do b²lku navĨġit 

antimikrobi§ln² potenci§l vejce, tzn. jeho obranyschopnost proti patogenŢm, a t²m 

zlepġit ģivotaschopnost vajec a pŚeģ²v§n² potomkŢ. Saino et al. (2002) ve studii 

na vlaġtovce obecn® (Hirundo rustica) prok§zali, ģe prvn² vejce ve snŢġce obsahovalo 

v²ce lysozymu neģ vejce posledn², kter® bĨv§ vystaveno vlivŢm okol², 

mikroorganismŢm nejkratġ² dobu. Roli v deponaci tohoto proteinu do b²lku mŢģe hr§t 

tak® atraktivita partnera. U sĨkory modŚinky (Cyanistes caeruleus) byla zaznamen§na 

vyġġ² koncentrace lysozymu v b²lku vajec produkovanĨch po sp§Śen² s atraktivnŊjġ²m 

samcem (DËAlba et al., 2010). Zd§ se, ģe koncentrace lysozymu v b²lku se mŢģe mŊnit 

i v z§vislosti na pohlav² embrya (Bonisoli-Alquati, 2010). Koncentrace ovotransferinu 

je pak sp²ġe ovlivnŊna fylogenez². PŚi porovn§n² antibakteri§ln² aktivity b²lku u kura 

(Gallus gallus), krocana (Meleagris gallopavo), kachny (Anas platyrhynchos) a husy 

(Anser anser) byly namŊŚeny vyġġ² koncentrace ovotransferinu v b²lku vajec z§stupcŢ 

hrabavĨch (Galliformes) neģ u vrubozobĨch (Anseriformes) (Wellman-Labadie et al., 

2008a). Obdobn® vĨsledky mŊŚen² zaznamenal i Miguel (2005) u baģanta (Phasianus 

colchicus), kura (Gallus gallus) a kŚepelky (Coturnix coturnix) ve srovn§n² s kachnou 

(Anas platyrhynchos). Studie proveden® na pŊvc²ch (Passeriformes) ukazuj² znaļnou 

mezidruhovou variabilitu v mnoģstv² ovotransferinu ve vajeļn®m b²lku (Shawkey et al., 

2008). O faktorech ovlivŔuj²c²ch deponaci antimikrobi§ln²ch proteinŢ do skoŚ§pky se 

toho mnoho zat²m nev². Wellman-Labadie et al. (2008b) nalezli proteiny kutikul§rn² 

vrstvy skoŚ§pky s podobnou antimikrobi§ln² aktivitou ve vejc²ch druhŢ liġ²c²ch se 

fylogenez², kter® byly vystaveny podobnĨm enviroment§ln²m tlakŢm. 

 Variabilita ve zbarven² skoŚ§pky souvis² s rŢznĨm pomŊrem zastoupen² obou 

pigmentŢ. Wang et al. (2009) prok§zali, ģe modr§ a hnŊd§ vejce se navz§jem liġ² 

pomŊrem protoporfyrinu a biliverdinu ve skoŚ§pce, coģ vyplĨv§ ze skuteļnosti, ģe jsou 
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odvozeny ze stejn®ho vĨchoz²ho materi§lu (viz 1.2). Jednotliv® pigmenty jsou 

pod nez§vislou genetickou kontrolou. Odst²n skoŚ§pky z§vis² na rŢznĨch ¼rovn²ch 

genov® exprese sedmi genŢ, k·duj²c²ch kl²ļov® enzymy biosyntetick® dr§hy hemu, 

uvnitŚ tk§n² produkuj²c²ch vejce (Zheng et al., 2014). Intenzita tmavĨch (ļervenĨch, 

hnŊdĨch, ļernĨch) skvrn, zpŢsobenĨch protoporfyrinovĨmi pigmenty, je pak jeġtŊ 

regulov§na dalġ²mi specifickĨmi geny samice (Gosler, Barnett a Reynolds, 2000). 

Genetick® mechanismy kontroluj²c² skvrnitost mohou bĨt mezidruhovŊ variabiln² 

(Mahler et al., 2008). Nicm®nŊ na deponaci pigmentŢ do skoŚ§pky se pod²lej² tak® 

epigenetick® faktory prostŚed² (Avil®s et al., 2007). NapŚ²klad bylo dokumentov§no, ģe 

ve zvl§ġtŊ vlhkĨch hn²zdn²ch habitatech, kde je vyġġ² riziko mikrobi§ln² infekce, pt§ci 

ukl§daj² do skoŚ§pek v²ce protoporfyrinu (Cassey et al., 2012). StejnŊ tak dutinov² pt§ci, 

pŚestoģe maj² tendenci kl§st b²l§ vejce (Hewiston, 1846), jejichģ UV reflektance je 

vyġġ², neģ ta u druhŢ hn²zd²c²ch v otevŚenĨch habitatech (Avil®s et al., 2006), maj² 

ve svĨch skoŚ§pk§ce a kutikul§ch vyġġ² koncentrace protoporfyrinu neģ biliverdinu. 

PodobnŊ pt§ci tropŢ, kde je sice zvĨġen§ intenzita UV z§Śen², ale tak® vŊtġ² bakteri§ln² 

z§tŊģ, ukl§daj² v²ce protoporfyrinu neģ pt§ci m²rn®ho p§sma (Feister et al. 2002).  Jak jiģ 

bylo zm²nŊno vĨġe, intenzita hnŊdĨch skvrn se tak® liġ² mezi lokalitami podle 

dostupnosti v§pn²ku potŚebn®ho k produkci skoŚ§pky. PŚi nedostatku antioxidantŢ 

v potravŊ samice japonskĨch kŚepelek (Coturnix coturnix japonica) sn²ģily svou 

hmotnost, ale nezmŊnily kvalitu snesenĨch vajec. Studie uk§zala, ģe doġlo k trade-off 

mezi kvalitou vejce a kondic² samic, tedy ke zvĨġen² investic do protoporfyrinu a 

sn²ģen² mnoģstv² uloģen®ho biliverdinu do skoŚ§pek bez viditeln® zmŊny ve zbarven² 

skoŚ§pky. Sn²ģen² tŊlesn® kondice samice mohlo bĨt spojeno s poklesem antioxidaļn² 

kapacity, resp. zvĨġen²m oxidaļn²ho stresu, spojen®ho s investicemi do pigmentace 

skoŚ§pky. JinĨmi slovy, vyġġ² deponace protoporfyrinu do skoŚ§pky byla cestou 

k odstranŊn² tohoto pro-oxidantu z tŊla samice (Duval et al., 2013). V neposledn² ŚadŊ, 

vlivy okoln²ho prostŚed², ve kter®m se samice nach§z², jsou pŚekl§d§ny do Śeļi hormonŢ 

a fyziologickĨch procesŢ, hladina deponovanĨch pigmentŢ mŢģe bĨt tedy ovlivnŊna 

skrze prostŚed² tak® hormon§lnŊ. 

 

  



23 
 
 

1.3.1 Role steroidn²ch hormonŢ pŚi deponaci antimikrobi§ln²ch sloģek 

do b²lku a kutikuly 

       PŚestoģe hormon§ln² podstata pigmentace nebyla dosud zevrubnŊ studov§na, 

existuje studie prokazuj²c², ģe proces ukl§d§n² pigmentŢ do skoŚ§pky je regulov§n 

prim§rnŊ steroidn²m hormonem progesteronem (Soh a Koga, 1997). Tento pohlavn² 

hormon tak® reguluje synt®zu calbindinu, proteinu, kterĨ v§ģe Ca
2+

 bŊhem formov§n² 

skoŚ§pky. Jak jiģ bylo zm²nŊno, nedostatek v§pn²ku zpŢsobuje zeslaben² skoŚ§pky, 

kter® je kompenzov§no zvĨġenou deponac² protoporfyrinu do kutikuly a vnŊjġ² vrstvy 

palis§d (Gosler et al., 2011). Za zmŊny v intenzitŊ a zpŢsobu pigmentace mŢģe tedy 

dostupnost v§pn²ku bŊhem kladen² vajec. Avġak ve skuteļnosti to nen² nedostatek 

v§pn²ku, ale pr§vŊ koncentrace progesteronu, kter§ ovlivŔuje pigmentaci vejce. 

ZvĨġen§ koncentrace progesteronu v plazmŊ samice sniģuje transport Ca
2+

 do ģl§zy 

sekretuj²c² pigmenty a sniģuje dostupnost Ca
2+

 bŊhem formov§n² skoŚ§pky, ale naopak 

zvyġuje deponaci protoporfyrinu. 

 Na rozd²l od savcŢ, pt§ci nemaj² v krvi speci§ln² globuliny, kter® by v§zaly 

pohlavn² steroidy (Deviche et al., 2001). Proto jejich plazmov® globuliny v§zaj²c² 

kortikosteroidy (CBGs) vyvazuj² glukokortikoidy, stejnŊ jako androgeny. Avġak bylo 

pozorov§no, ģe maj² vyġġ² nebo stejnou afinitu ke kortikosteronu a progesteronu. 

Vzhledem k tomu jen velmi mal® mnoģstv² hormonŢ zŢst§v§ nev§zan®, nebo jen slabŊ 

v§zan® (Malish a Breuner, 2010). Nicm®nŊ, pouze voln® hormony mohou bĨt 

fyziologicky aktvin² (Hammond, 1995; Andersen, 2002). SoupeŚen² kortikosteronu a 

progesteronu o voln§ vazebn§ m²sta na CBGs pak mŢģe hr§t roli v deponaci pigmentŢ, 

kdy fyziologickĨm stresem vyvolan® zvĨġen² hladiny kortikosteronu v plazmŊ 

vytŊsŔuje nav§zanĨ progesteron na CBGs. VolnĨ progesteron pak vĨġe popsanĨm 

mechanismem vyvol§v§ hromadŊn² pigmentŢ, vede k intenzivnŊjġ² pigmentaci 

skoŚ§pky. 

 PodobnŊ jako pigmenty i proteiny jsou deponov§ny na z§kladŊ hormon§ln²ho 

vyladŊn² samice. Experiment§ln² studie uk§zaly, ģe glukokortikoidy kortizol 

a kortikosteron moduluj² mnoģstv² proteinŢ v b²lku (Kim a Choi, 2014). Dean et al. 

(1996) zjistili, ģe glukokortikoidy zvyġuj² expresi mRNA v buŔk§ch syntetizuj²c²ch 

vĨznamnĨ b²lkovĨ protein ovoalbumin v magnu slepiļ²ho vejcovodu. ObdobnŊ reaguje 

na pod§n² glukokortikoidŢ i ovotransferin (Le Bouc et al, 1985). Nicm®nŊ Le Bouc 
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et al. jiģ v roce 1985 prok§zali, ģe efekt glukokortikoidŢ z§vis² na jejich dodan®m 

mnoģstv². V jejich studii byla exprese genu pro ovoalbumin a ovotransferin a synt®za 

proteinŢ v magnu zvĨġena u kuŚat, kterĨm byly pod§v§ny glukokortikoidy v mnoģstv² 

2 mg/ml§dŊ v 6 hodinovĨch intervalech, ale poklesla u nich pŚi oġetŚen² d§vkou 10 mg 

glukokortikoidŢ. Naopak ve studii Kim a Choi (2014) bylo zastoupen² proteinu OVAX 

vĨznamnŊ zvĨġeno v b²lku slepic, kterĨm byl pod§v§n kortikosteron spoleļnŊ se stravou 

v d§vce 30 mg/kg stravy, zat²mco exprese ovoalbuminu a OVAY proteinu zŢstala 

nezmŊnŊna jak u stresovan®, tak i kontroln² skupiny. Ovotransferin pak byl vĨznamnŊ 

zvĨġen v magnu a m²rnŊ zvĨġen i v b²lku, nicm®nŊ exprese jeho genu v magnu byla 

vĨznamnŊ sn²ģena, coģ naznaļuje, ģe exprese ovotransferinu je z§visl§ na pouģit® 

koncentraci kortikosteronu (Kim a Choi, 2014).  

 Synt®za a sekrece ovoalbuminu jsou tak® Ś²zeny estrogenem (Dougherty 

a Sanders, 2005). Manipulace kortikosteronem sniģuje rovnŊģ plazmatickou koncentraci 

estrogenu (Henriksen et al., 2011) a expresi ovoalbuminu (Dean et al., 1996; Le Bouc et 

al., 1985). ObdobnŊ stres (napŚ. pelich§n², term§ln² ļi environment§ln² stres) mŢģe tak® 

sn²ģit plazmatickou koncentraci estrogenu (Berry, 2003) a sn²ģit tak expresi proteinu 

ovoalbuminu a jeho deponaci do rŢznĨch struktur vejce (Ahmed et al., 2005). Zd§ se 

tedy, ģe exprese genŢ pro rŢzn® b²lkov® a skoŚ§pkov® proteiny je regulov§na 

glukokortikoidy rozd²lnŊ v z§vislosti na typu proteinŢ, koncentraci hormonŢ a 

z§vaģnosti stresu.  
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2.  Hypot®zy a c²le pr§ce 

      Jelikoģ prim§rn², vizu§lnŊ sign§ln² funkce pigmentace ptaļ²ch vajec zaļ²n§ bĨt 

v nejrecentnŊjġ²ch studi²ch zpochybŔov§na (napŚ. Hanley et al. 2015), dost§vaj² se 

do popŚed² hypot®zy o mechanick® a antimikrobi§ln² funkci pigmentace ptaļ²ho vejce.  

Na z§kladŊ tŊchto hypot®z si tato pr§ce kladla za c²l objasnit, zda existuj² korelaļn² 

vztahy ļi trade-off mezi deponac² vybranĨch antimikrobi§ln²ch sloģek (proteinŢ 

a pigmentŢ) do jednotlivĨch struktur ptaļ²ho vejce a stanovit, jak se na tŊchto 

procesech pod²lej² hormon§lnŊ regulaļn² mechanismy, kter® jsou ve smyslu sekrece 

antimikrobi§ln²ch sloģek do vejce studov§ny velmi okrajovŊ. Konkr®tnŊ si pr§ce kladla 

za c²l: 

Ç porovnat koncentrace vybranĨch antimikrobi§ln²ch proteinŢ v b²lku - lysozymu 

a ovotransferinu, u vajec s rŢznŊ barevnou skoŚ§pkou a stanovit, jakou m²ru 

variability vysvŊtluj² fyziologick® a genetick® faktory 

 

Ç stanovit, zda existuje vztah mezi koncentracemi pigmentŢ v kutikul§rn² vrstvŊ 

skoŚ§pky a koncentracemi  antimikrobi§ln²ch proteinŢ - lysozymu 

a ovotransferinu v b²lku vejce 

 

Ç stanovit, jak steroidn² hormony ovlivŔuj² intenzitu deponace pigmentŢ 

do kutikul§rn² vrstvy skoŚ§pky a antimikrobi§ln²ch proteinŢ do b²lku 

 

Na z§kladŊ prok§zan® antimikrobi§ln² funkce pigmentu protoporfyrinu a biliverdinu 

jsme pŚedpokl§dali, ģe vejce s n²zkĨmi koncentracemi pigmentŢ v kutikule, tedy vejce 

s b²lou a svŊtlou skoŚ§pkou, budou m²t vyġġ² obsah antimikrobi§ln²ch proteinŢ v b²lku 

v porovn§n² s vejci hnŊdĨmi ļi tmavŊ hnŊdĨmi, tedy vejci s vysokĨmi koncentracemi 

pigmentŢ v kutikule. 

 

Jelikoģ s navrhovanou antimikrobi§ln² funkc² pigmentace skoŚ§pky lze oļek§vat i 

vysokĨ stupeŔ plasticity v deponaci antimikrobi§ln²ch sloģek do rŢznĨch struktur vejce, 

pŚedpokl§dali jsme silnĨ vztah mezi hormon§ln²m statusem samice v dobŊ tvorby vejce 

a deponac² studovanĨch antimikrobi§ln²ch l§tek do kutikul§rn² vrstvy skoŚ§pky a b²lku. 
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3.  Metodika 

3.1  ModelovĨ druh ï kur dom§c² (Gallus gallus domesticus) 

       Jako modelovĨ druh pro studium vz§jemnĨch interakc² jednotlivĨch 

antimikrobi§ln²ch sloģek v ptaļ²m vejci byl vybr§n kur dom§c² (Gallus gallus 

domesticus). Tento domestikovanĨ potomek divok®ho kura bankivsk®ho (Gallus gallus) 

je d²ky intenzivn²mu chovu nejpoļetnŊjġ²m ptaļ²m druhem. Aļkoliv bĨv§ chov§n 

hlavnŊ kvŢli gastronomickĨm ¼ļelŢm (maso a vejce), nem®nŊ vĨznamnĨm impulsem 

k ġlechtŊn² byla i kr§sa jeho peŚ² ļi bojovn§ povaha jeho pŚedka. PostupnŊ bylo 

vyġlechtŊno nŊkolik set plemen (Verhoef-Verhallen a Rijs, 2013). D²ky sv® oblibŊ 

u chovatelŢ, kteŚ² pŚedv§d² nejhezļ² exempl§Śe splŔuj²c² n§roļn® parametry 

na soutŊģn²ch vĨstav§ch, a zvl§ġtŊ p®ļi svazŢ odbornĨch chovatelŢ, kter® zabezpeļuj² 

plemenitbu zv²Śat, ochranu genofondu a zvyġov§n² ¼rovnŊ plemen, nab²z² tento druh 

rozmanitou a pŚesto standardizovanou ġk§lu morfometrickĨch, fyziologickĨch znakŢ. 

Mezi takov® znaky patŚ² i zbarven² vejce. 

       Na z§kladŊ rozd²ln®ho zbarven² skoŚ§pky bylo vybr§no 24 plemen, od kterĨch 

bylo bŊhem let 2012 aģ 2015 sesb²r§no celkem 408 vajec, tj. pŚibliģnŊ 17 

vajec/plemeno. PostupnŊ doġlo z praktickĨch dŢvodŢ k rozdŊlen² plemen do 5 

barevnĨch skupin. Vzorky konkr®tn²ho plemene poch§z² vŊtġinou od 2 - 3 chovatelŢ. 

VĨjimku tvoŚ² plemeno jokohama a brabantka, jeģ jsou v Ļesk® republice chov§ny 

velmi vz§cnŊ, proto jsou reprezentov§ny vejci pouze od 1 chovatele. 

 

Tabulka 1: RozdŊlen² plemen podle barvy skoŚ§pky 

Plemena, kter§ nejsou zastoupena dostateļnĨm poļtem vzorkŢ, zvĨraznŊna ġedŊ. 
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3.2  SbŊr a pŚ²prava materi§lu 

       Ļerstv§ (max. 6 dn² star§) vejce byla nejprve v laboratoŚi zmŊŚena digit§ln² 

ġuplerou (ġ²Śka, d®lka). V pŚ²padŊ siln®ho zneļiġtŊn² vejce trusem ļi stelivem byl tento 

n§nos mechanicky opatrnŊ odstranŊn, avġak vejce nebyla nijak omĨv§na ani ot²r§na, 

aby nedoġlo k poġkozen² kutikuly na jej²m povrchu. N§slednŊ byla vejce pŚenesena 

do plastikovĨch, uzav²ratelnĨch s§ļkŢ (80 x 120 mm) s 40 ml roztoku 5 % EDTA a 

10 mM Mercaptoethanol. Roztok byl pŚipraven sm²ch§n²m 1000 ml ddH2O s 50 g 

EDTA a 17 g NaOH, postupnŊ pŚisyp§vanĨmi za st§l®ho m²ch§n² na magnetick® 

m²chaļce. Po vypufrov§n² na pH 7,4 pŚid§v§n²m NaOH ļi CH3COOH bylo do roztoku 

v digestoŚi napipetov§no 780 Õl Mercaptoethanolu. Vġe bylo dobŚe prom²ch§no.         

Po hodinŊ luhov§n² byl vģdy tento roztok slit do ġroubovac²ch zkumavek (50 ml), 

z kaģd®ho vejce byla s pouģit²m skalpelu a stŚiļky s ddH2O seġkrab§na kutikula  

na Petriho misku, odkud byla pot® pŚenesena do 1 ï 4 eppendorfek (1,5 ï 2 ml), 

v nŊkterĨch pŚ²padech i do ġroubovac²ch mikrozkumavek (1 ml) dle z²skan®ho 

mnoģstv². Vejce byla dŢkladnŊ omyta vodou a osuġena, aby nedoġlo pŚi jejich 

rozklepnut² k pŚ²padn® kontaminaci b²lku zbytky roztoku EDTA/Mercaptoethanol. 

N§sledovalo oddŊlen² b²lku od ģloutku nad Petriho miskou. Po odebr§n² b²lkŢ     

do ġroubovac²ch zkumavek (50 ml) a uloģen² skoŚ§pek do pap²rovĨch ob§lek byly 

vzorky um²stŊny do mraz§kŢ ï roztoky kutikul a b²lky do - 20 ÁC, kutikuly do - 80 ÁC. 

       PŚed samotnĨmi analĨzami byly takto uchov§van® b²lky rozmraģeny (3 ï 4 h), 

dŢkladnŊ zvortexov§ny a pot® z nich bylo odebr§no pipetou se ġpiļkou na vazk® 

tekutiny 4 x 200 Õl do 4 eppendorfek (1,5 ï 2 ml). Vġechny b²lky byly pak opŊt uloģeny 

do - 20 ÁC. ObdobnŊ jako u b²lkŢ byly i roztoky kutikul nejprve rozmraģeny (2 ï 3 h). 

N§slednŊ byl zmŊŚen jejich pŚesnĨ objem v odmŊrn®m v§lci (50 ml) a oddŊleno 4 x 

200 Õl do 4 eppendorfek (1,5 ml) pro samotn® analĨzy. Vġe bylo znovu zamraģeno. 

Pro experimenty byly pouģity, znovu rozmraģeny pouze vzorky v eppendorfk§ch; b²lky 

a roztoky kutikul v 50 ml ġroubovac²ch zkumavk§ch slouģily jako z§sobn². 
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3.3  AnalĨza koncentrace antimikrobi§ln²ch proteinŢ v b²lku 

      PŚed vlastn² analĨzou koncentrace proteinŢ ve vzorc²ch b²lku bylo nutn® ovŊŚit, 

zda bŊhem zpracov§n² vajec (luhov§n²) nedoġlo k prŢniku roztoku 

EDTA/Mercaptoethanol p·ry ve skoŚ§pce do b²lku. DŢleģitĨm bodem bylo zjistit, jak 

pŚ²tomn§ EDTA a Mercaptoethanol ovlivŔuj² detekci obou sledovanĨch proteinŢ 

zvolenĨmi metodami - metodou radi§ln² dif¼ze (pro lysozym) a kolorimetrickou 

metodou (pro ovotransferin). 

       

3.3.1 Urļen² inhibiļn² konstanty EDTA/Mercaptoethanolu pro lysozym a 

ovotransferin 

       V pŚ²padŊ lysozymu byl nejdŚ²ve pŚipraven Britton - RobinsonŢv pufr.                    

Na analytickĨch vah§ch bylo postupnŊ nav§ģeno 1,476 g H3BO3, 2,346 g H3PO4 a 1,440 

g CH3COOH, kter® byly rozm²ch§ny v 915 ml dH2O. Nakonec bylo do roztoku 

pŚisyp§no 2,520 g NaOH. Pot® bylo pŚid§n²m CH3COOH ļi NaOH upraveno pH 

roztoku na 7,0. Do 600 ml tohoto pufru bylo d§no 6 g agaru. Co nejl®pe rozm²chanĨ 

agar byl povaŚen v mikrovlnn® troubŊ do ¼pln®ho rozpuġtŊn² (4 - 6 min). Po zchladnut² 

agaru na 60 - 70 ÁC bylo pŚid§no jeġtŊ 300 mg lyofilizovanĨch bunŊk bakterie 

Micrococcus lysodeikticus (Sigma ï Aldrich) rozpuġtŊnĨch v mal®m mnoģstv² Britton ï 

Robinsonova pufru. Takto pŚipravenĨ agar byl po dŢkladn®m prom²ch§n² nalit 

do Petriho misek. Po zatuhnut² agaru bylo do kaģd® misky vysek§no pomoc² trubiļky 

(biopsy punch) 12 jamek. Pot® byly pŚipraveny 2 sady standardŢ, kter® se od sebe liġily 

pouze pouģitĨm mediem. Pro kaģdou sadu bylo do 6 jednotlivĨch eppendorfek 

nav§ģeno 0,02, 0,015, 0,007, 0,004, 0,002 a 0,0005 g krystalick®ho lysozymu (hen egg 

ï white lysozyme, Sigma - Aldrich) a pŚid§no buŅ 1 ml Britton ï Robinsonova pufru 

(1. sada), nebo 1 ml roztoku EDTA/Mercaptoethanol (2. sada). Standardy byly dobŚe 

zvortexov§ny, n§slednŊ pipetou s filtrem naneseny v objemu 10 Õl/jamka do 20 

pŚipravenĨch Petriho misek. Po 23 h inkubace pŚi pokojov® teplotŊ byly misky 

naskenov§ny a n§slednŊ v programu ImageJ (freeware) zmŊŚeny nejdelġ² horizont§ln² a 

vertik§ln² ¼seļky vytvoŚenĨch lyzaļn²ch z·n slouģ²c² k vĨpoļtu jejich obsahu. 

Z namŊŚenĨch hodnot pak byla spoļ²t§na inhibiļn² konstanta roztoku 

EDTA/Mercaptoethanol pro lysozym. 
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       Prvn²m krokem testov§n² kolorimetrick® metody pro stanoven² inhibiļn² 

konstanty roztoku EDTA/Mercaptoethanol na ovotransferin byla pŚ²prava 3 roztokŢ. 

Roztok 1 byl nam²ch§n nav§ģen²m 7,3 g Tris, 6,4 g Na2CO3 a 0,84 g Triton ï X 

rozpuġtŊnĨch v 200 ml ddH2O.  Do 150 ml tohoto roztoku bylo jeġtŊ pŚid§no 600 Õl 

Iron standard solution. ZbylĨch 50 ml roztoku 1 (bez Iron standard solution) bylo 

pouģito k ŚedŊn² standardŢ. Roztok 2 byl pŚipraven rozpuġtŊn²m 0,49 g Ferrozinu, 0,6 g 

Tris a 0,574 g L ï kyseliny askorbov® v 100 ml ddH2O. Roztok 3 vznikl pŚid§n²m 

25,2 g kyseliny citronov® a 0,38 g Thiourea do 200 ml ddH2O. PŚi zjiġŠov§n² inhibiļn² 

konstanty roztoku EDTA/Mercaptoethanol, jeho vlivu na re§lnou koncentraci 

ovotransferinu v b²lku se vych§zelo z 2 typŢ standardŢ rozpuġtŊnĨch v rŢznĨch pufrech. 

Prvn² standard (standard A) byl pŚipraven rozpuġtŊn²m 40 mg ļist®ho ovotransferinu 

(conalbumin, Sigma ï Aldrich) v 1 ml roztoku 1 ï bez Iron standard solution. DruhĨ 

standard (standard B) byl nam²ch§n obdobnŊ ï k 40 mg ovotransferinu bylo pŚid§no 1 

ml roztoku EDTA/Mercaptoethanol. Po intenzivn²m a dlouh®m vortexov§n² byly oba 

roztoky rozpipetov§ny po 200 Õl do 5 eppendorfek (1,5 ml). Vġechny eppendorfky byly 

zamraģeny    v ï 20 ÁC, opŊtovnŊ rozmraģeny tŊsnŊ pŚed analĨzou dle aktu§ln² potŚeby. 

D§le byly pŚipraveny postupnĨm ŚedŊn²m obou standardŢ 2 diluļn² Śady kaģd§ s 11 

roztoky o koncentrac²ch 30, 20, 15, 10, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,25, 0,15 a 0,1 mg/ml. PŚesnĨ 

postup ŚedŊn² viz PŚ²loha 1 (Tabulka 2 a 3). 

       Po nachyst§n² obou Śed²c²ch Śad standardu bylo z kaģd® zkumavky naneseno 

25 Õl roztoku kaģd®ho standardu do jedn® jamky ve ļtyŚech opakov§n²ch 

pod sebe na mikrotitraļn² destiļku (pureGrade 
TM 

| BRAND, 96 jamek). Jako prvn² byly 

do sloupce 1 napipetov§ny oba standardy. Do dalġ²ch sloupcŢ pak byly aplikov§ny po 

ŚadŊ vzorky ze zkumavek 1 ï 11. Konkr®tnŊ do jamek 1 ï 12 v Ś§dc²ch A, B, C, D byly 

um²stŊny vzorky z 12 zkumavek Śady standardu A. Druh§ polovina destiļky (jamky 1 -

12 Ś§dkŢ E, F, G, H) byla zaplnŊna vzorky roztokŢ z 12 zkumavek Śed²c² Śady standardu 

B. Do kaģd® jamky bylo n§slednŊ pŚid§no automatickĨm d§vkovaļem 120 Õl roztoku 1. 

T§hlĨm, krouģivĨm pohybem byla destiļka opatrnŊ, ale dŢkladnŊ prom²ch§na a 

zbavena bublin. Pot® byla vloģena do spektrofotometru (Tecan), kde byla ihned 

zmŊŚena absorbance vzorkŢ pŚi vlnovĨch d®lk§ch 570 a 660 nm. Takto z²skan® hodnoty 

slouģily jako Ăblankñ pro kaģdou mŊŚenou jamku. Po vyhŚ§t² pŚ²stroje na 37 ÁC byla 

destiļka 5 min inkubov§na. V dalġ²m kroku bylo do kaģd® jamky naneseno 25 Õl 

roztoku 2. Po dŢkladn®m prom²ch§n² byla opŊt inkubov§na ve spektrofotometru 
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po dobu 5 min pŚi 37 ÁC. Po skonļen² inkubace bylo do vġech jamek aplikov§no jeġtŊ 

100 Õl roztoku 3. Destiļka byla uģ jen kr§tce prom²ch§na, pot® okamģitŊ promŊŚena 

pŚi obou vlnovĨch d®lk§ch (570 a 660 nm). Posledn² mŊŚen² absorbance pŚi stejnĨch 

vlnovĨch d®lk§ch probŊhlo po 6 minut§ch inkubace.  

 Na z§kladŊ tŊchto pre-experimentŢ nebyl ani pro jeden analyzovanĨ protein 

zjiġtŊn ģ§dnĨ inhibiļn² efekt roztoku EDTA/Mercaptoethanol. Mohli jsme tedy vylouļit 

negativn² vliv pŚ²padn®ho proniknut² roztoku EDTA/Mercaptoethanol pŚi nam§ļen² 

vejce k z²sk§n² jeho kutikuly na n§mi n§slednŊ studovan® b²lkov® proteiny. 

 

 

3.3.2  Stanoven² lysozymu pomoc² radi§ln² dif¼ze 

       Koncentrace lysozymu v b²lku byla urļena pomoc² metody radi§ln² dif¼ze 

(podrobnŊji viz 3.2.1). Nejprve byla rozmraģena vģdy 1 eppendorfka s 200 Õl b²lku.    

Po dŢkladn®m zvortexov§n² bylo odebr§no do nov® eppendorfky  20 Õl b²lku 

pro analĨzu. Tyto vzorky byly n§slednŊ naŚedŊny Britton ï RobinsonovĨm roztokem 

v pomŊru 1:1 (20 Õl b²lku + 20 Õl Britton ï Robinson), stoļeny na centrifuze (90 s, 

5,9 ref) a znovu dobŚe zvortexov§ny. Pot® byly naneseny v mnoģstv² 10 Õl/jamka 

v duplikac²ch vedle sebe do jamek v agaru s pŚ²mŊs² lyofilizovan® bakterie Micrococcus 

lysodeikticus, kter§ je obzvl§ġtŊ citliv§ na pŢsoben² lysozymu. Na kaģdou Petriho misku 

bylo kromŊ 3 vzorkŢ b²lku v duplikac²ch um²stŊno tak® 6 standardŢ s koncentracemi 

lysozymu 0,02, 0,015, 0,007, 0,004, 0,002 a 0,0005 g/ml. BŊhem inkubace (23 h) se 

v okol² jamek vytvoŚily tzv. lyzaļn² z·ny signalizuj²c², ģe v dan®m prostoru doġlo 

v dŢsledku pŚ²tomnosti lysozymu k lĨze bunŊk bakteri². Po uplynut² inkubaļn² doby 

byly misky naskenov§ny barevnŊ i ļernob²le a pot® zmŊŚeny plochy vġech lyzaļn²ch 

z·n v programu ImageJ. Absolutn² koncentrace lysozymu ve vzorku byla vypoļ²t§na 

podle kalibraļn² kŚivky standardŢ sestaven® pro kaģdou misku zvl§ġŠ. 

 

3.3.3  Stanoven² ovotransferinu pomoc² kolorimetrick® metody 

       V analĨze koncentrace ovotransferinu ve vzorc²ch b²lku pomoc² kolorimetrick® 

metody bylo vyuģito schopnosti ovotransferinu v§zat ģelezo. Metoda byla zaloģena 

na principu zjiġtŊn² maxim§ln²ho mnoģstv² ģeleza potŚebn®ho k nav§z§n² ovotransferinu  
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ve vzorku ve 3 kroc²ch. PodrobnĨ postup pŚ²pravy potŚebnĨch roztokŢ a standardu A 

viz 3.3.1 a postup ŚedŊn² pŚehlednŊ PŚ²loha 1 (Tabulka 4). 

         Pot® bylo z kaģd®ho vzorku naneseno 25 Õl/jamka na mikrotitraļn² destiļku, 

vģdy ve 4 opakov§n²ch vedle sebe. Do posledn²ch 2 Ś§dkŢ (G, H) bylo u kaģd® destiļky 

aplikov§no v duplikac²ch pod sebou 25 Õl z 12 roztokŢ Śed²c² Śady (standard A - 

zkumavka 11). Posl®ze byla destiļka podrobena opakovan®mu mŊŚen² absorbance 

ve spektrofotometru po aplikaci 3 kl²ļovĨch roztokŢ (detaily viz 3.3.1). Koncentrace 

ovotransferinu ve vzorc²ch b²lku byla spoļ²t§na interpolac² hodnot absorbance pro 

standard a vzorky, kter§ odpov²dala rozd²lu hodnot absorbance pŚi 570 a 660 nm 

namŊŚenĨch na zaļ§tku a na konci ġestiminutov® periody.  

 

3.4  AnalĨza koncentrace antimikrobi§ln²ch proteinŢ v kutikule  

       DŚ²ve, neģ se pŚistoupilo k pre ï analĨz§m kutikul, byly provedeny analĨzy 

roztokŢ, ve kterĨch byla vejce luhov§na pro pŚ²pad, ģe bŊhem luhov§n² doġlo 

k vylouļen² sledovanĨch proteinŢ z kutikuly do roztoku. 

 

3.4.1  Pre - analĨza roztokŢ kutikul 

       Stanoven² inhibiļn² konstanty EDTA/Mercaptoethanolu pro roztoky kutikul 

bylo provedeno podle stejnĨch protokolŢ jako v pŚ²padŊ b²lkŢ. Testov§n² 

roztokŢ na pŚ²tomnost antimikrobi§ln²ch proteinŢ lysozymu a ovotransferinu probŊhlo 

vĨġe popsanĨmi (viz 3.3.1) metodami radi§ln² dif¼ze a kolorimetrick® reakce. 

Koncentrace obou proteinŢ byly nejprve stanoveny pro zkuġebn² vzorek 21 

(pro lysozym), 18 (pro ovotransferin) vzorkŢ. Uk§zalo se, ģe lysozym ani ovotransferin 

se v roztoc²ch kutikul nevyskytuj² v detekovateln®m mnoģstv². Proto byly roztoky 

kutikul z dalġ²ch analĨz vynech§ny. 

 

3.4.2  Pre ï analĨza kutikul 

        V r§mci pilotn² studie bylo nejprve 77 kutikul zlyofilizov§no, u 15 z nich byla 

zmŊŚena jejich pŚesn§ hmotnost. Pot® byl vybr§n jeden zkuġebn² vzorek kutikuly, 

ze kter®ho byla na analytickĨch vah§ch odv§ģena polovina do nov® eppendorfky        
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(1,5 ml). N§slednŊ k n² bylo pŚid§no 1 ml Britton ï Robinsonova pufru. Vzorek byl asi 

10 min vortexov§n, avġak pelet zŢstal kompaktn². PŚistoupilo se tedy k mechanick®mu 

rozruġen² kutikuly pomoc² ġpiļky. Kutikulu se podaŚilo rozdŊlit na jednotliv®, nestejnŊ 

velk® c§ry, nicm®nŊ ¼pln® homogenizace vzorku kutikuly se touto cestou doc²lit 

nepovedlo. Z takto pŚipraven®ho vzorku byla udŊl§na Śed²c² Śada. Do 11 eppendorfek 

bylo d§no 500 Õl Britton ï Robinsonova pufru. Pot® bylo odebr§no 500 Õl pŚipraven®ho 

vzorku a um²stŊno do 1 eppendorfky s 500 Õl Britton ï Robinsonova pufru (zkumavka 

1). Po dŢkladn®m zvortexov§n² bylo z t®to zkumavky pŚeneseno 500 Õl do jin® 

eppendorfky s Britton ï RobinsonovĨm roztokem (zkumavka 2). StejnĨm zpŢsobem 

bylo pŚipraveno vġech 11 zkumavek. D§le se postupovalo stejnŊ jako u analĨzy 

lysozymu v b²lku s t²m rozd²lem, ģe roztoky z 12 zkumavek (pŢvodn² vzorek + Śed²c² 

Śada) uģ d§le nebyly ŚedŊny Britton ï RobinsonovĨm pufrem v pomŊru 1 : 1, ale 

naneseny rovnou v objemu 10 Õl, v duplikac²ch vedle sebe do jamek v agaru. 

K vytvoŚen² lyzaļn²ch z·n vġak ani v jednom pŚ²padŊ nedoġlo. Nab²zela se 3 moģn§ 

vysvŊtlen² tohoto jevu: 1. z dŢvodu nedokonal® homogenizace se nepodaŚilo do jamky 

aplikovat dostateļn® mnoģstv² vzorku kutikuly, 2. EDTA poch§zej²c² z roztoku, 

ve kter®m byla vejce kvŢli oddŊlen² kutikuly luhov§na, inhibovala natolik pŢsoben² 

pŚ²tomn®ho lysozymu ve vzorku, ģe reakce nemohla probŊhnout, 3. koncentrace 

lysozymu ve vzorku byla touto metodou nedetekovateln§. Proto bylo pŚistoupeno 

k pozmŊnŊn² metodiky. 

        Aby se vylouļil vliv 1 a 2, byl vybr§n novĨ vzorek kutikuly, ze kter®ho bylo 

oddŊleno 5 mg do nov® eppendorfky  (2 ml). Po pŚid§n² 500 Õl ddH2O byla provedena 

homogenizace pomoc² sonik§toru (Hielscher UP50). Na zaļ§tku byla kutikula po dobu 

10 min vystavena dlouhĨm pulzŢm pŚi amplitudŊ 80 %. Pot® byla amplituda navĨġena 

na 100 %. Homogenizace pokraļovala pŚeruġovanŊ v desetiminutovĨch intervalech. 

Po zhruba 1 h 45 min byla kutikula pŚevedena do homogenn² suspenze. Vzorek byl 

po celou dobu chlazen v ledov® l§zni, aby nedoġlo k degradaci proteinŢ a pigmentŢ 

v dŢsledku zahŚ²v§n² sonikaļn²ho trnu. Samotn§ dlouhodob§ sonikace by nemŊla m²t 

na kvalitu vzorku vliv. 

        N§slednŊ byla homogenizovan§ kutikula otestov§na na pŚ²tomnost Ca
2+

 iontŢ 

uvolnŊnĨch ze skoŚ§pky pŚi ġkrab§n² kutikuly. Konkr®tnŊ bylo zjiġŠov§no, kolik 10% 

EDTA roztoku se bude muset pŚidat ke kutikule, aby se vyv§zal vġechen pŚ²tomnĨ 

v§pn²k. Stanoven² bylo zaloģeno na zachycen² barevn® zmŊny pŚidan®ho indik§toru 
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z ļerven® na modrou pŚi dosaģen² equilibria, tj. vyv§z§n² volnĨch iontŢ na EDTU. 

NejdŚ²ve byl nam²ch§n barevnĨ indik§tor rozpuġtŊn²m 0,1 g  Eriochromov® ļerni 

v 10 ml 96% ethanolu.  K 100 Õl suspenze kutikuly bylo pŚid§no jeġtŊ 500 Õl ddH2O a 

roztok byl pŚenesen do mal® k§dinky. Pomoc² sklenŊn® pipety byl do roztoku kutikuly 

postupnŊ pŚikap§v§n indik§tor. Oproti pŢvodn²mu pŚedpokladu se vġak roztok 

po pŚid§n² 1 kapky (40 Õl) barevn®ho indik§toru nezbarvil do ļervena, ale do modra.   

Proto byl celĨ experiment zopakov§n s jinĨm d§vkov§n²m indik§toru. Po aplikaci 2 Õl 

Eriochromov® ļerni roztok kutikuly opŊt slabŊ zmodral. JedinĨm nalezenĨm 

vysvŊtlen²m pozorovan®ho efektu bylo, ģe ve vzorku kutikuly bylo pŚ²tomno tolik 

EDTA z luhovac²ho roztoku EDTA/Mercaptoethanol, ģe vyv§zala vġechny voln® Ca
2+

, 

Na
+
, Mg

2+
, samovolnŊ bylo dosaģeno equilibria. Od dod§v§n² dalġ²ho roztoku EDTA 

ke vzorkŢm bylo upuġtŊno. 

              Koncentrace lysozymu v kutikule byla jeġtŊ jednou ovŊŚena 

na homogenizovan®m vzorku. Pro tento ¼ļel byl odebr§n 1 mg lyofilizovan® kutikuly, 

ke kter®mu bylo pŚid§no 300 Õl ddH2O. Toto mnoģstv² bylo bŊhem 35 min 

zhomogenizov§no. N§slednŊ byl vzorek kutikuly nanesen neŚedŊnĨ i ŚedŊnĨ v pomŊru 

1 : 1 a 2 : 1 s Britton ï RobinsonovĨm pufrem v duplikac²ch do jamek v agaru v objemu 

10 Õl/jamka. StejnŊ jako v prvn²m pokusu s homogenizac² kutikuly se kolem jamek 

nevytvoŚily ģ§dn® lyzaļn² z·ny, coģ potvrdilo, ģe koncentrace lysozymu v kutikule jsou 

velmi pravdŊpodobnŊ pod limitem detekce n§mi zvolenou metodou radi§ln² dif¼ze. 

 

3.5  AnalĨza pigmentŢ v kutikule  

       AnalĨza obsahu pigmentŢ byla provedena u 50 vybranĨch vzorkŢ servisnŊ na 

oddŊlen² AnalĨzy fyziologicky aktivn²ch l§tek ve Fyziologick®m ¼stavu Akademie vŊd 

pomoc² HPLC. ZvolenĨch 50 vzorkŢ lyofilizovanĨch kutikul zahrnovalo 19 plemen a 

jednotliv® barevn® kategorie skoŚ§pky a byly vybr§ny na z§kladŊ pŚedchoz²ch analĨz 

lysozymu a ovotransferinu v b²lku tak, aby pokrĨvaly prŢmŊry a celkovou variabilitu 

zjiġtŊnĨch koncentrac² pro oba proteiny. Pro standardizaci analyzovan®ho mnoģstv² 

kutikuly, ve kter® byly pigmenty n§slednŊ analyzov§ny, bylo u kaģd®ho vzorku pouģito 

20% z celkov® v§hy lyofilizovan® kutikuly. Protoporfyrin IX a biliverdin byly 

stanoveny ve formŊ dimethylesterŢ. Postup byl zaloģen na dŚ²ve publikovan® metodŊ 

pro urļen² porfyrinŢ ve vajeļnĨch skoŚ§pk§ch (Mikġ²k et al., 1996). Vzorky byly 



34 
 
 

extrahov§ny (a esterifikov§ny) 5 ml absolutn²ho methanolu (LiChrosolv, gradient grade 

pro chromatografii, Merck, Darmstadt, Germany), obsahuj²c²ho 5% koncentrovanou 

kyselinu s²rovou, pŚi pokojov® teplotŊ, v temnu pod atmosf®rou N2 po dobu 2 dnŢ. 

Extrakty byly nejprve odfiltrov§ny a pot® byly pŚid§ny 4 ml chloroformu (Merck, 

chloroform GR, ISO) a 4 ml destilovan® vody, vġe bylo n§slednŊ protŚep§no. Niģġ² 

(chloroformov§) f§ze byla sesb²r§na, vyġġ² (vodn§) f§ze byla opŊt extrahov§na 

chloroformem (chloroformov® f§ze z obou extrakc² byly shrom§ģdŊny). Tyto f§ze byly 

promyty nejdŚ²ve 2 ml 10% roztoku chloridu sodn®ho, n§slednŊ destilovanou vodou, 

dokud nebylo promĨvac² rozpouġtŊdlo neutr§ln². Extrakty byly odpaŚeny dosucha a 

rekonstituov§ny v 0,5 ml chloroformu s pouģit²m vnitŚn²ho standardu (5, 10, 15, 20 - 

tetra (4 - pyridyl) - 21H, 23H - porfin, Aldrich, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 

0,01 mg / ml). Standardy pro kvantifikaci (protoporfyrin IX a biliverdin, MP 

Biomedicals, LLC, Eschwege, NŊmecko) byly oġetŚeny stejnĨm postupem. 

       Pigmenty byly stanoveny (a kvantifikov§ny) reverzn² f§z² vysoce ¼ļinn® 

chromatografie s pouģit²m Agilent 1100 LC syst®mu (Agilent, Palo Alto, CA, USA), 

sest§vaj²c²ho se z odplyŔovaļe, bin§rn² pumpy, autosampleru, kolony s termostatem      

a diodov®ho detektoru. HPLC bylo tak® spojeno s ion-trap hmotnostn²m spektrometrem 

(Agilent LC-MSD Trap XCT-Ultra, Agilent, Palo Alto, CA, USA). Chromatografick§ 

separace byla provedena v Gemini 5u C18 110A kolonŊ (250 x 2,0 mm ID, 

Phenomenex, Torrence, CA, USA). Vzorek (10 Õl) byl injikov§n do kolony a eluov§n    

s gradientem tvoŚenĨm z line§rn²ho gradientu (A = voda s 0,1% kyseliny mravenļ², 

a B = acetonitril s 0,085% kyselinou mravenļ²) pŚi prŢtokov® rychlosti 0,35 ml / min 

a teplotŊ 55 Á C. Gradient zaļal na pomŊru A / B 80:20, po 15 minut§ch dosahoval 

pomŊru 10:90 a po 5 minut§ch dos§hl 100% B. Po dalġ²ch 10 min byla eluce 

isokratick§. Eluce byla monitorov§na absorbanc² pŚi 375 a 410 nm. Byla pouģita 

atmosf®rick§ tlakov§ ionizace-ionizace elektrosprej (API-ESI) v pozitivn²m modu ion-

trap hmotnostn² spektrometrie v MRM (v²cen§sobn® monitorov§n² reakce), 

kdy prekurzorov® ionty byly 619 (vnitŚn² standard), 611 (biliverdin) a 591 

(protoporfyrin IX). Provozn² podm²nky: plyn k vysuġen² (N2), 11 l / min; teplota plynu 

350 Á C; tlak nebulizeru 30 psi (207 kPa). Kvantifikace byla provedena dvŊma zpŢsoby: 

pro vysokou koncentraci protoporfyrinu (15000-15 ng / ml) a biliverdinu (15000 ï 

500 ng/ml) byla pouģita absorbance pŚi 410 nm (pro protoporfyrin) a 375 nm 

(pro biliverdin), kdy kalibraļn² kŚivka byla line§rn² v tomto rozsahu s regresn²mi 
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koeficienty R2 = 0,9979, resp. 0,9947. Pro n²zkou koncentraci biliverdinu (50 -

0,5 ng / ml) byla pouģita metoda MRM MS, kdy kalibraļn² kŚivka byla line§rn² v tomto 

rozmez² s regresn²m koeficientem R2 = 0,9865. Limit detekce byl 0,15 ng / ml. Bohuģel 

se v kutikul§ch podaŚilo zanalyzovat pouze koncentrace protoporfyrinu IX. V ģ§dn®m 

z analyzovanĨch vzorkŢ kutikul se nepodaŚila zmŊŚit koncentrace biliverdinu a to 

nejsp²ġe z dŢvodu pouģit² pouze 20% celkov®ho vzorku kutikuly. 

 

3.6  AnalĨza hormonŢ v b²lku 

        Stanoven² koncentrace steroidn²ch hormonŢ (androstendionu, kortikosteronu, 

progesteronu, testosteronu, pregnenolonu, 17 hydroxypregnenolonu) u 50 vybranĨch 

vzorkŢ b²lkŢ probŊhlo servisnŊ na OddŊlen² steroidŢ a proteofaktorŢ 

Endokrinologick®ho ¼stavu v Praze. MŊŚen² bylo provedeno pomoc² kapalinov® 

chromatografie s hmotnostn² detekc² (LC ï MS/MS) dle protokolu Sosvorov§ et al., 

2015. Konkr®tnŊ do vġech zkumavek byly nad§vkov§ny potŚebn® deuterovan® intern² 

standardy (ISTD), soubŊģnŊ s t²m byla pŚipravena kalibraļn² Śada. N§sledovalo 

odpaŚen² na vakuov® odparce. Vzorky b²lkŢ v 50 ml ġroubovac²ch zkumavk§ch byly 

homogenizov§ny pomalĨm protŚep§n²m. Pot® z nich bylo pomoc² odbŊrov® zkumavky 

na moļ odebr§no 2 ml b²lku. Toto mnoģstv² bylo naŚedŊno 3 ml vody na HPLC a 

prom²ch§no (1200 ot§ļek). Do extrakļn²ch zkumavek s ISTD bylo pŚid§no 1250 ml 

naŚedŊn®ho b²lku. V dalġ²m kroku byla provedena extrakce 2 ml diethyletheru a vzorky 

slity do extrakļn²ch sklenŊnĨch zkumavek. Pot® probŊhla inkubace vzorkŢ 

s derivatizaļn²m roztokem po dobu 15 min pŚi 60 ÁC. Po inkubaci bylo rozpouġtŊdlo 

odpaŚeno proudem dus²ku. Suġina byla rozpuġtŊna v 100 Õl 10 mM roztoku mravenļanu 

amonn®ho v 50% metanolu. Vzorky byly intenzivnŊ prom²ch§ny, odstŚedŊny 

(2000 ot§ļek, 4 min, 22 ÁC), pŚeneseny do vloģek pro vialky a vstŚ²knuty do UPLC. 

Posl®ze byla uskuteļnŊna LC ï MS/MS. Analyty byly kvantifikov§ny pomoc² 

kalibraļn²ch kŚivek vytvoŚenĨch na z§kladŊ zn§mĨch koncentrac² ve smŊs²ch 

analyzovanĨch standardŢ s konstantn²mi hladinami ISTD. Z analyzovanĨch steroidŢ se 

podaŚily zachytit vġechny s vĨjimkou kortikosteronu, kterĨ byl stanoven pouze 

u 8 analyzovanĨch vzorkŢ b²lku. U ostatn²ch byl pod limitem detekce. 

  



36 
 
 

3.7  Spektrofotometrick® charakteristiky skoŚ§pek u jednotlivĨch plemen 

        Pro dodateļn® vyj§dŚen² zbarven² skoŚ§pky na z§kladŊ spektrofotometrickĨch 

charakteristik bylo na subsetu 8 studovanĨch plemen (araukana, barneveldka, bantamka, 

ļeġka, holokrļka, rousn§ zakrsl§, sebritka a vyandotka) provedeno mŊŚen² reflektance 

skoŚ§pek tŊchto plemen pomoc² pŚenosn®ho spektrofotometru Avantes na KatedŚe 

ekologie Ļesk® zemŊdŊlsk® univerzity. Nejprve byly vybr§ny co moģn§ nejcelistvŊjġ² 

skoŚ§pky, ze kterĨch nebyla pŚed t²m odeb²r§na kutikula, v poļtu 10 ks/plemeno, 

poch§zej²c² od 2 ï 3 chovatelŢ (tj. 3 ï 5 ks/chovatel/plemeno). N§slednŊ byla kaģd§ 

skoŚ§pka promŊŚena na 3 m²stech (viz obr§zek 3) spektrofotometrem (Avantes) dle 

pŚ²sluġn®ho protokolu. CelkovŊ tak bylo k dispozici 30 mŊŚen² na plemeno. KvŢli 

nedostatku vhodn®ho materi§lu (skoŚ§pek s kutikulou) a ļasu se podaŚilo zanalyzovat 

pouze 8 plemen z celkov®ho poļtu 21 zahrnutĨch do t®to studie. 

 

 

 

 

Obr. 3: MŊŚen² reflektance skoŚ§pky. 

Kaģdou skoŚ§pku mŊŚ²me na 3 m²stech ï na vrcholu, na lev®m okraji, na prav®m okraji. Sondu 

spektrofotometru pŚikl§d§me tŊsnŊ ke skoŚ§pce pod ¼hlem 90 Á. 

 

 Po naļten² b²l®ho (REF) a ļern®ho (DRK) standardu v modu S bylo provedeno 

samotn® mŊŚen² reflektance v modu T (transmitance)/R (reflektance) s nastavenĨmi 

parametry no. of flashes  1, smoothing 3, spline off , average 15.  MŊŚen² reflektance 

prob²halo v rozsahu 250 ï 750 nm po 1 nm. Po pŚeveden² vĨstupn²ch souborŢ programu 

AvaSoft (software spektrofotometru Avantes) do pŚijatelnŊjġ²ho form§tu byl v Excelu 

spoļ²t§n celkovĨ jas podkladov® barvy (brightness), vyj§dŚenĨ jako celkov§ reflektance 

(R) mezi vlnovou d®lkou 300 - 700 nm, modro ï zelen® spektrum (BGC) poļ²tan® jako       

R400 - 575 nm/R300 - 700 nm, ļerven® spektrum R595 - 655 nm/R300 - 700 nm a UV spektrum       

R320 - 400 nm/R300 - 700 nm. Jednotliv® hodnoty reflektance v danĨch 4 kategori²ch byly 

vyj§dŚeny jako prŢmŊr dan® kategorie reflektance na studovan® plemeno. 

1x 1x 
1x 
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3.8 Statistick® zpracov§n² dat 

3.8.1 VĨpoļty koncentrac² lysozymu a ovotransferinu v b²lku 

 Koncentrace lysozymu (mg/ml) ve vzorc²ch b²lku byly vyj§dŚeny jako prŢmŊr 

ze 2 opakovanĨch mŊŚen² (duplik§tŢ) interpolovanĨch z kalibraļn² kŚivky vykazuj²c² 

line§rn² z§vislost mŊŚen® absorbance na mnoģstv² proteinu ve vzorc²ch standardu 

(konkr®tn² hodnoty standardu lysozymu viz 3.3.2). PodobnŊ koncentrace ovotransferinu 

(mg/ml) ve vzorc²ch b²lku byly vyj§dŚeny jako prŢmŊr ze 4 opakovanĨch mŊŚen² 

(kvadruplik§tŢ) interpolovanĨch z kalibraļn² kŚivky vykazuj²c² neline§rn² sigmoid§ln² 

z§vislost mŊŚen® absorbance na mnoģstv² proteinu ve vzorc²ch standardu (konkr®tn² 

hodnoty standardu ovotransferinu viz 3.3.3). Pro kaģdou analyzovanou mikrotitraļn² 

destiļku u analĨz ovotransferinu a Petriho misku u lysozymu byla vytvoŚena samostatn§ 

kalibraļn² kŚivka.  Koeficienty determinace R
2
 pro jednotliv® kalibraļn² kŚivky byly 

v rozmez² 0,95 - 0,99. Repeatabilita duplik§tŢ u lysozymu a kvadruplik§tŢ 

u ovoransferinu byla vysok§,  R
2
lysozym = 0,96; R

2
ovotransferin = 0,89. Veġker® 

interpolovan® hodnoty koncentrace ovotransferrinu a lysozymu ve vzorc²ch b²lku byly 

vyj§dŚeny s 95% CI. U ovotransferinu byly interpolovan® hodnoty koncentrace zpŊtnŊ 

transformov§ny z logaritmickĨch hodnot na pŚirozen®. CelkovĨ intra-assay koeficient 

variance byl 15%. Inter-assay koeficient variance pro ovotransferin byl CV = 19%) 

a pro lysozym (CV = 12%). Veġker® vĨpoļty koncentrac² prob²haly s vyuģit²m 

programu GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.). 

 

3.8.2 AnalĨzy efektu barevnosti skoŚ§pky na koncentrace antimikrobi§ln²ch 

proteinŢ v b²lku 

 Jelikoģ prŢmŊrn® koncentrace lysozymu a ovotransferinu v b²lc²ch spolu 

navz§jem nekorelovaly (PearsonËs product  moment correlation: r = 0,20, t = 3,3596, 

df  = 255, p-value < 0,12, R
2
 = 0,03), byl kaģdĨ testovanĨ protein zahrnut 

jako vysvŊtlovan§ promŊnn§ v samostatn®m modelu. PŚed zaŚazen²m ovotransferinu 

a lysozymu do jednotlivĨch modelŢ byly hodnoty jejich koncentrace zlogaritmov§ny 

(X = log10X). A hodnoty objemu vejce byly vyġk§lov§ny. Pro zjiġtŊn² z§vislosti vġech 

vysvŊtluj²c²ch promŊnnĨch (barva skoŚ§pky, objem vejce, chovatel, rok, plemeno) 

na koncentrace ovotransferinu a lysozymu bylo vyuģito zobecnŊnĨch line§rn²ch modelŢ 
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(lm). Ty u lysozymu prok§zaly vysoce signifikantn² efekt barvy skoŚ§pky, roku, 

chovatele a plemene (PŚ²loha 2) a u ovotransferinu prŢkaznĨ efekt barvy skoŚ§pky, roku 

a plemene (PŚ²loha 6). Aby byl zohlednŊn efekt vysoce prŢkaznĨch vysvŊtluj²c²ch 

promŊnnĨch, bylo vyuģito zobecnŊnĨch line§rn²ch modelŢ se sm²ġenĨmi efekty (lme, 

library:nlme) a u modelŢ pro lysozym byly zaŚazeny nejprve rok a chovatele jako 

hierarchicky uspoŚ§dan® n§hodn® vysvŊtluj²c² promŊnn® a pot® tak® rok, chovatele 

a plemeno jako hierarchicky uspoŚ§dan® n§hodn® promŊnn® (viz PŚ²loha 3 a PŚ²loha 4 ï 

pln® modely s rŢznŊ definovanĨmi n§hodnĨmi efekty). U modelŢ pro ovotransferin 

jsme pak jako n§hodnou promŊnnou zaŚadili rok (PŚ²loha 7) a n§slednŊ tak® rok 

a plemeno (PŚ²loha 8) jako hierarchicky uspoŚ§dan® n§hodn® promŊnn®. Barva skoŚ§pky 

a objem vejce byly u obou GLMM pro ovotransferin i lysozym zaŚazeny jako pevn® 

vysvŊtluj²c² promŊnn®.  Postupnou zpŊtnou (backward) eliminac² nesignifikantn²ch 

promŊnnĨch bylo dosaģeno minim§ln²ch adekv§tn²ch modelŢ (MAM). V tŊch pak byla 

tak® odhadnuta variabilita jednotlivĨch n§hodnĨch efektŢ na celkov® vysvŊtlen® 

variabilitŊ pomoc² funkce VarCorr (library:nlme). 

 Pro analĨzy vztahu mezi spektrofotometrickĨmi parametry skoŚ§pky a 

koncentracemi lysozymu a ovotransferinu, bylo nejprve vyuģito zobecnŊnĨch line§rn²ch 

modelŢ (PŚ²loha 10, PŚ²loha 11) pro kaģdĨ studovanĨ protein samostatnŊ. V kaģd®m 

modelu byly koncentrace lysozymu a ovotransferinu vysvŊtlovan® promŊnn® a chovatel, 

rok, celkov§ reflektance ve viditeln®m spektru, blue-green chroma, red chroma a UV 

chroma jako vysvŊtluj²c² promŊnn®. StejnŊ jako v pŚechoz²ch analĨz§ch, byl nalezen 

pro lysozym prŢkaznĨ efekt chovatele i roku a pro ovotransferin pouze vliv roku. Z toho 

dŢvodu bylo pro oġetŚen² vlivu tŊchto promŊnnĨch pouģito zobecnŊnĨch line§rn²ch 

modelŢ se sm²ġenĨmi efekty (lme, library:nlme) a tyto promŊnn® byly zaŚazeny 

jako n§hodn® promŊnn®. Jelikoģ jednotliv® hodnoty reflektance vystupuj²c² jako spojit® 

vysvŊtluj²c² promŊnn® byly navz§jem silnŊ korelovan® a hrozilo riziko multikolinearity 

pŚi pouģit² GLMM s tŊmito vz§jemnŊ korelovanĨmi vysvŊtluj²c²mi promŊnnĨmi 

(viz PŚ²loha 17), bylo pro analĨzy vztahu mezi jednotlivĨmi hodnotami reflektance a 

barvou skoŚ§pky vyuģito samostatnĨch GLMM  pro kaģdou kategorii reflektance 

zvl§ġŠ, kde koncentrace lysozymu ļi ovotransferinu byly vysvŊtlovanĨmi promŊnnĨmi a 

dan§ kategorie reflektance a barva skoŚ§pky vysvŊtluj²c²mi promŊnnĨmi. N§hodnĨmi 

efekty pak byly u modelŢ pro ovotransferin rok a u modelŢ pro lysozym rok a chovatel.  
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3.8.3 AnalĨzy vz§jemnĨch vztahŢ mezi koncentracemi protoporfyrinu 

v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky, antimikrobi§ln²mi proteiny v b²lku a 

androgenn²mi hormony v b²lku 

 PŚi tŊchto analĨz§ch bylo pouģito rovnou zobecnŊnĨch line§rn²ch modelŢ se 

sm²ġenĨmi efekty (lme, library:nlme). Pro dosaģen² normality vysvŊtlovanĨch 

promŊnnĨch byly koncentrace protoporfyrinu, lysozymu a ovotransferinu 

zlogaritmov§ny (y=log10X).  

 Pro model testuj²c² vztah mezi koncentracemi protoporfyrinu v kutikule 

a antimikrobi§ln²mi proteiny v b²lku byly pevnĨmi spojitĨmi vysvŊtluj²c²mi 

promŊnnĨmi koncentrace lysozymu a ovotransferinu a objem vejce a kategorickĨmi 

promŊnnĨmi pak barva skoŚ§pky. Do modelu byly zaŚazeny tak® dvojn® interakce barva 

skoŚ§pky : koncentrace lysozymu a barva skoŚ§pky : koncentrace ovotransferinu. 

N§hodnou promŊnnou bylo plemeno (viz PŚ²loha 13 ï plnĨ model).  

 Pro modely testuj²c² vztahy mezi koncentracemi protoporfyrinu v kutikule, 

koncentracemi lysozymu a ovotransferinu v b²lku a androgenn²mi hormony pak byly 

vysvŊtluj²c²mi promŊnnĨmi koncentrace pregnenolonu, progesteronu, testosteronu a 

17 hydroxypregnenolonu a jejich dvojn® interakce. Jednotliv® vysvŊtluj²c² promŊnn® 

mezi sebou nebyly nijak vĨznamnŊ korelov§ny (PŚ²loha 18). N§hodnou promŊnnou bylo 

u vġech tŚ² modelŢ plemeno (viz PŚ²loha 14, 15, 16 ï pln® modely).   

 Minim§ln²ch adekv§tn²ch modelŢ (MAM) bylo dosaģeno zpŊtnou (backward) 

eliminac² nesignifikantn²ch promŊnnĨch. Veġker® analĨzy prob²haly v programu R 

3.2.1 (R Developement Core Team 2015). 
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4.  VĨsledky 

4.1 Vztah mezi koncentracemi antimikrobi§ln²ch proteinŢ v b²lku 

v z§vislosti na barvŊ skoŚ§pky 

4.1.1  Koncentrace lysozymu v z§vislosti na barvŊ skoŚ§pky 

 AnalĨza vztahu mezi koncentrac² lysozymu v b²lku vajec s rŢznŊ barevnou 

skoŚ§pkou prok§zala prŢkaznĨ vliv barevnosti skoŚ§pky (Tabulka 5). PrŢkazn® rozd²ly 

byly v koncentraci lysozymu ve vejc²ch s kr®movĨmi a tmavŊ hnŊdĨmi a b²lĨmi 

skoŚ§pkami, kdy prŢkaznŊ nejvyġġ² koncentrace lysozymu byly ve vejc²ch tmavŊ 

hnŊdĨch a kr®movĨch oproti vejc²m b²lĨm, kter§ mŊla lysozymu nejm®nŊ (Tabulka 5, 

Graf 1). Nicm®nŊ, po odfiltrov§n² vlivu plemene, tedy zaŚazen² plemene do modelu jako 

n§hodn® vysvŊtluj²c² promŊnn®, zŢstal prŢkaznĨ vliv pouze mezi rozd²ly 

v koncentrac²ch lysozymu u vajec s tmavŊ hnŊdou a b²lou skoŚ§pkou, zat²mco pro 

kr®mov® skoŚ§pky byl efekt margin§lnŊ nesignifikantn² (Tabulka 6). AnalĨzou 

komponent rozptylu pro n§hodn® a pevnou vysvŊtluj²c² promŊnnou bylo prok§z§no, ģe 

barva skoŚ§pky vysvŊtluje 51% z celkov® variability v prŢmŊrn® koncentraci lysozymu 

v b²lku. Pod²l jednotlivĨch n§hodnĨch efektŢ na celkovŊ vysvŊtlen® variabilitŊ byl pak 

nejvyġġ² pro efekt roku (23%), d§le pro efekt chovatele (17%) a nejniģġ² pod²l ļinil efekt 

plemene (10%). Hodnoty prŢmŊrn® koncentrace lysozymu u vġech analyzovanĨch 

plemen jsou zn§zornŊny v PŚ²loze 5. 

 

Tabulka 5: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² lysozymu v b²lku (mg/ml)  

u vajec s rŢznŊ barevnou skoŚ§pkou (N=359, n§hodnĨ efekt = ~1|rok/chovatel). Signifikantn² 

promŊnn® jsou vyznaļeny tuļnŊ 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,0620845 0,03471705 30,592591 0,0000 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,0024325 0,01955255 0,124411 0,9011 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 0,0491179 0,02163446 2,270357 0,0239 

barva skoŚ§pky modr§ 0,0415947 0,03226222 1,289268 0,1983 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 0,0740582 0,02537080 2,919033 0,0038 
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Tabulka 6: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² lysozymu v b²lku (mg/ml)  

u vajec s rŢznŊ barevnou skoŚ§pkou po zohlednŊn² efektu plemene (N=359,                                                 

n§hodnĨ efekt = ~1|rok/chovatel/plemeno). Signifikantn² promŊnn® jsou vyznaļeny tuļnŊ 

 

 

 

Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,0558798 0,03631902 29,072364 0,0000 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,0044399 0,02423361 0,183213 0,8618 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 0,0550700 0,02339142 2,354281 0,0652 

barva skoŚ§pky modr§ 0,0516104 0,03995014 1,291869 0,2529 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 0,0872065 0,02934338 2,971932 0,0311 

 

 

 

Graf 1: PrŢmŊrn® koncentrace lysozymu (mg/ml) v b²lku (+ 95% CI) v z§vislosti na barevnosti 

skoŚ§pky. Hodnoty koncentrace lysozymu jsou na logaritmick® ġk§le 
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4.1.2  Koncentrace ovotransferinu v z§vislosti na barvŊ skoŚ§pky 

 AnalĨza vztahu mezi koncentrac² ovotransferinu v b²lku vajec s rŢznŊ 

barevnou skoŚ§pkou prok§zala prŢkaznĨ vliv barevnosti skoŚ§pky (Tabulka 7). 

Statisticky prŢkaznĨ rozd²l byl vġak pouze v koncentraci ovotransferinu ve vejc²ch        

s kr®movĨmi a modrĨmi skoŚ§pkami, kdy prŢkaznŊ nejvyġġ² koncentrace ovotransferinu 

byly ve vejc²ch kr®movĨch oproti vejc²m modrĨm, kter§ mŊla lysozymu nejm®nŊ 

(Tabulka 7, Graf 2). Nicm®nŊ, po odfiltrov§n² vlivu plemene, tedy zaŚazen² plemene do 

modelu jako n§hodn® vysvŊtluj²c² promŊnn®, nezŢstal efekt barevnosti skoŚ§pky 

prŢkaznĨ a byl m²rnŊ za hranic² signifikance (p = 0,063; Tabulka 8). AnalĨzou 

komponent rozptylu bylo prok§z§no, ģe barva skoŚ§pky vysvŊtluje 68% z celkov® 

variability v prŢmŊrn® koncentraci ovotransferinu v b²lku. Pod²l jednotlivĨch 

n§hodnĨch efektŢ na celkovŊ vysvŊtlen® variabilitŊ byl pak nejvyġġ² pro efekt roku 

(28%) a nejniģġ² pod²l ļinil efekt plemene (3,5%). Hodnoty prŢmŊrn® koncentrace 

ovotransferinu u vġech analyzovanĨch plemen jsou zn§zornŊny v PŚ²loze 9. 

 

Tabulka 7: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² ovotransferinu v b²lku 

(mg/ml) u vajec s rŢznŊ barevnou skoŚ§pkou (N = 256, n§hodnĨ efekt = ~1|rok). Signifikantn² 

promŊnn® jsou vyznaļeny tuļnŊ 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 0,13991205 0,14765381 0,9475682 0,3443 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,03433417 0,05686188 0,6038170 0,5465 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 0,10239126 0,04950065 2,0684832 0,0396 

barva skoŚ§pky modr§ -0,14112559 0,09789300 -1,4416311 0,1507 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 0,06780065 0,07590067 0.8932813 0,3726 

objem vejce -0,00000371 0,00000203 -1,8291380 0,0686 
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Tabulka 8: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² ovotransferinu v b²lku 

(mg/ml) u vajec s rŢznŊ barevnou skoŚ§pkou po zohlednŊn² efektu plemene (N=256,                                    

n§hodnĨ efekt = ~1|rok/plemeno). 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 0,13943666 0,15277357 0,9127015 0,3624 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,03419083 0,06733305 0,5077867 0,6157 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 0,11129533 0,05740182 1,9388815 0,0630 

barva skoŚ§pky modr§ -0,14108462 0,10941913 -1,2893963 0,2082 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 0,07508162 0,08788113 0,8543543 0,4004 

objem vejce -0,00000380 0,00000227 -1,6729875 0,0957 

 

 

 

Graf 2:  PrŢmŊrn® koncentrace ovotransferinu (mg/ml) v b²lku (+ 95% CI) v z§vislosti            

na barevnosti skoŚ§pky. Hodnoty koncentrace ovotransferinu jsou na logaritmick® ġk§le 
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4.1.3 Koncentrace lysozymu a ovotransferinu v z§vislosti 

na spektrofotometrickĨch parametrech skoŚ§pky 

 AnalĨza vztahu mezi koncentrac² lysozymu v b²lku a spektrofotometrickĨmi 

parametry skoŚ§pky neprok§zala ģ§dnĨ vztah mezi mŊŚenĨmi parametry reflektance 

skoŚ§pky na prŢmŊrnou koncentraci lysozymu v b²lku (Tabulka 9, 10, 11, 12).               

U ovotransferinu byl prok§z§n pozitivn² vztah mezi celkovou reflektanc² ve viditeln® 

ļ§sti spektra a koncentrac² ovotransferinu v b²lku (Tabulka 13, Graf 3). Tento 

prok§zanĨ vztah korespondoval s hodnotami celkov® reflektance ve viditeln® ļ§sti 

spektra a rozd²ly v koncentrac²ch ovotransferinu v rŢznŊ barevnĨch vejc²ch (Graf 4, 2), 

kdy nejvyġġ² hodnoty reflektance ve viditeln® ļ§sti spektra i ovotransferinu mŊla vejce 

s kr®movŊ zbarvenou skoŚ§pkou. Nutno vġak podotknout, ģe vejce modr§, kter§ 

vykazovala nejniģġ² koncentrace ovotransferinu (Graf 2) mŊla hodnoty celkov® 

reflektance ve viditeln®m spektru totoģn® jako vejce kr®mov§. Tento vĨsledek je velmi 

pravdŊpodobnŊ zpŢsoben velmi malĨm poļtem vajec, pro analĨzu 

spektrofotometrickĨch parametrŢ modrĨch vajec araukan (N = 12). Vztah mezi 

hodnotami reflektance v modro-zelen® a ļerven® ļ§sti spektra a koncentracemi 

ovotransferinu v b²lku nebyl prok§z§n (Tabulka 14, 15) a vztah mezi UV reflektanc² 

a koncentracemi ovotransferinu v b²lku byl margin§lnŊ nesignifikantn² (p = 0,07; 

Tabulka 16). 

 

Tabulka 9: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² lysozymu v b²lku (mg/ml) 

v z§vislosti na celkov® reflektanci ve viditeln® ļ§sti spektra (N = 148, n§hodnĨ                      

efekt = ~1|rok/chovatel) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,117333 0,03482664 32,08270 0,0000 

total reflectance (R) 0,000000 0,00000003 -0,48959 0,6253 
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Tabulka 10: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² lysozymu v b²lku (mg/ml) 

v z§vislosti na celkov® reflektanci v modro - zelen® ļ§sti spektra (N = 148, n§hodnĨ             

efekt = ~1|rok/chovatel) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,180174 0,07168267 16,463862 0,0000 

blue - green chroma (BGC) -0,192601 0,16718960 -1,151992 0,2516 

 

 

Tabulka 11: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² lysozymu v b²lku (mg/ml) 

v z§vislosti na celkov® reflektanci v ļerven® ļ§sti spektra (N = 148, n§hodnĨ                        

efekt = ~1|rok/chovatel) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,0336511 0,0806454 12,817229 0,000 

red chroma (RC) 0,3282674 0,3405924 0,963813 0,337 

 

 

Tabulka 12: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² lysozymu v b²lku (mg/ml) 

v z§vislosti na celkov® reflektanci v UV ļ§sti spektra (N = 148, n§hodnĨ                               

efekt = ~1|rok/chovatel) 

 

 Value Std. error  t - value p - value 

intercept 1,1523050 0,0549204 20,981368 0,0000 

UV chroma -0,4199131 0,4267604 -0,983955 0,3271 

 

 

Tabulka 13: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² ovotransferinu v b²lku 

(mg/ml) v z§vislosti na celkov® reflektanci ve viditeln® ļ§sti spektra (N = 148, n§hodnĨ       

efekt = ~1|rok). Signifikantn² promŊnn® jsou vyznaļeny tuļnŊ 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept -0,06328516 0,12134356 -0,521537 0,6032 

total reflectance (R) 0,00000016 0,00000007 2,190102 0,0310 
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Tabulka 14: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² ovotransferinu v b²lku 

(mg/ml) v z§vislosti na celkov® reflektanci v modro-zelen® ļ§sti spektra (N = 148, n§hodnĨ 

efekt = ~1|rok)  

 

 Value Std. error  t - value p - value 

intercept -0,1582708 0,2322900 -0,68135 0,4973 

blue - green chroma (BGC) 0,5785692 0,5449307 1,06173 0,2911 

 

 

Tabulka 15: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² ovotransferinu v b²lku 

(mg/ml) v z§vislosti na celkov® reflektanci v ļerven® ļ§sti spektra (N = 148, n§hodnĨ          

efekt = ~1|rok) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 0,3567049 0,2422559 1,472430 0,1443 

red chroma (RC) -1,2951248 0,9611285 -1,347504 0,1811 

 

 

Tabulka 16: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² ovotransferinu v b²lku 

(mg/ml) v z§vislosti na celkov® reflektanci v UV ļ§sti spektra (N = 148, n§hodnĨ                  

efekt = ~1|rok) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept -0,1613883 0,1602196 -1,007295 0,3164 

UV chroma 2,1572857 1,1853698 1,819926 0,0720 
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Graf 3:  Z§vislost mezi koncentracemi ovotransferinu v b²lku (mg/ml) na hodnot§ch celkov® 

reflektance ve viditeln® ļ§sti spektra (r = 0,20, p = 0,03). Hodnoty koncentrace ovotransferinu 

jsou na logaritmick® ġk§le 

 

 

 

 

Graf 4:  PrŢmŊrn® hodnoty celkov® reflektance v oblasti viditeln®ho spektra (R300 ï 700 nm) 

pro vejce s rŢznŊ barevnou skoŚ§pkou. Hodnoty reflektance jsou na logaritmick® ġk§le 
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4.2  AnalĨza pigmentŢ v kutikule  

 PŚi analĨze pigmentŢ v kutikule z 50 vajec byly namŊŚeny pouze koncentrace 

protoporfyrinu (max = 961,6; min = 0,1923; prŢmŊrn§ = 55,97 Õg/20% celkov® v§hy 

kutikuly). U ģ§dn®ho ze vzorkŢ nebyla detekovan§ pŚ²tomnost biliverdinu. 

 

4.2.1  Vztah mezi mnoģstv²m protoporfyrinu v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky 

a antimikro bi§ln²mi proteiny v b²lku 

 V experiment§ln²ch vejc²ch, kter§ slouģila pro analĨzy vztahu mezi 

deponovanĨmi proteiny v b²lku a koncentracemi protoporfyrinu v kutikule nebyla 

prok§z§na ģ§dn§ korelace mezi koncentracemi ovotransferinu a lysozymu (Pearson's 

correlation, N= 43, t = 0,042147,   df = 41, r = 0,0065, p - value = 0,9666). PrŢmŊrn§ 

koncentrace protoporfyrinu (Õg/20% celk. hmotnosti kutikuly) v kutikul§rn² vrstvŊ 

skoŚ§pky vĨznamnŊ souvisela s barvou skoŚ§pky (p < 0,001; Tabulka 17).  TmavŊ 

hnŊd§ vejce vykazovala signifikantnŊ vyġġ² koncentrace protoporfyrinu v porovn§n² 

s vejci b²lĨmi a kr®movĨmi (Graf 5). Nejniģġ² koncentrace protoporfyrinu obsahovala 

vejce b²l§, nejvyġġ² pak vejce s tmavŊ hnŊdou skoŚ§pkou (Graf 5). Koncentrace 

protoporfyrinu (Õg/20% celk. hmotnosti kutikuly) v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky se nijak 

nemŊnila v z§vislosti na koncentrac²ch ovotransferinu v b²lku, nicm®nŊ byl prok§z§n 

margin§lnŊ signifikantn² vztah (p = 0,047) mezi koncentrac² lysozymu v b²lku a 

koncentrac² protoporfyrinu v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky (Tabulka 17). S t²mto vztahem 

souvisela tak® prok§zan§ signifikantn² interakce (p < 0,01) mezi koncentracemi 

protoporfyrinu v kutikule skoŚ§pky a lysozymu v b²lku u vajec s rŢznŊ barevnou 

skoŚ§pkou. Zat²mco u kr®movĨch a tmavŊ hnŊdĨch vajec koncentrace protoporfyrinu 

v kutikule rostla spolu s koncentracemi lysozymu v b²lku, b²l§ vejce, kter§ mŊla v²ce 

lysozymu v b²lku, vykazovala menġ² koncentrace protoporfyrinu v kutikule (Graf 6). 

Pro hnŊd§ a modr§ vejce nebyl tento interakļn² vztah prŢkaznĨ (p = 0,51) a u modrĨch 

vajec byl m²rnŊ za hranic² signifikance (p = 0,087; Tabulka 17). 
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Tabulka 17: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² protoporfyrinu 

v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky, koncentrac² lysozymu, ovotransferinu a barvou skoŚ§pky (N=43; 

n§hodnĨ efekt = ~1|plemeno). Signifikantn² promŊnn® jsou vyznaļeny tuļnŊ 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 3,816476 1,659295 2,300059 0,0336 

lysozym -3,223515 1,513591 -2,129713 0,0473 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 

 

-1,380654 3,833513 -0,360154 0,7241 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 

 

-6,664353 2,080389 -3,203417 0,0064 

barva skoŚ§pky modr§ 

 

8,029046 4,013012 2,000753 0,0652 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 

lysozym: barva skoŚ§pky hnŊd§ 

 

-4,723361 2,726263 -1,732540 0,1051 

lysozym : barva skoŚ§pky hnŊd§ 2,445066 

 

3,632143 0,673175 0,5094 

lysozym : barva skoŚ§pky kr®mov§ 

 

6,454841 1,881499 3,430691 0,0030 

lysozym : barva skoŚ§pky modr§ 

 

-6,212126 3,438739 -1,806512 0,0876 

lysozym : barva skoŚ§pky tm. hnŊd§ 

 

6,124252 2,460298 2,489232 0,0228 

 

 

 

Graf 5: Vztah mezi koncentrac² protoporfyrinu (Õg/20% v§hy kutikuly) v z§vislosti na barvŊ 

skoŚ§pky. Hodnoty koncentrace protoporfyrinu jsou na logaritmick® ġk§le 
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Graf  6: Vztah mezi koncentrac² protoporfyrinu (Õg/20% v§hy kutikuly) v z§vislosti 

na koncentraci lysozymu v b²lku (mg/ml) u vajec s rŢznŊ barevnou skoŚ§pkou. Hodnoty 

koncentrace protoporfyrinu i lysozymu jsou na logaritmick® ġk§le 

 

 

 
 

 

 

4.3  AnalĨza hormonŢ v b²lku 

4.3.1  Vztah mezi mnoģstv²m protoporfyrinu v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky 

a hormon§ln²m statusem samice 

 Z testovanĨch hormonŢ, kter® by mohly m²t vliv na deponaci protoporfyrinu          

do kutikul§rn² vrstvy skoŚ§pky se podaŚil prok§zat pouze vliv testosteronu (p = 0,039; 

Tabulka 18). S rostouc² koncentrac² testosteronu v b²lku se sniģovala koncentrace 

protoporfyrinu v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky (Graf 7). Ostatn² hormony, ani jejich 

interakce nemŊly na deponovan® mnoģstv² protoporfyrinu do kutikuly skoŚ§pky vliv 

(Tabulka 18).  
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Tabulka 18: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² protoporfyrinu (Õg/20% 

v§hy kutikuly) v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky a koncentrac² hormonŢ v b²lku (N=47;  n§hodnĨ 

efekt = ~1|plemeno) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,307783 0,2248611 5,815959 0,0000 

testosteron -0,340945 0,1579531 -2,158520 0,0399 

 

 

Graf 7: Vztah mezi koncentrac² protoporfyrinu (Õg/20% v§hy kutikuly) v z§vislosti                  

na koncentraci testosteronu (ng/ml) v b²lku (r = ī 0,28, p = 0,039). Hodnoty koncentrace 

protoporfyrinu jsou na logaritmick® ġk§le 

 

 

 

 

4.3.2  Vztah mezi koncentracemi antimikrobi§ln²ch proteinŢ v b²lku 

a hormon§ln²m statusem samice 

 PŚi studiu vztahu mezi koncentracemi hormonŢ v b²lku samice bylo zjiġtŊno, ģe 

s vĨjimkou progesteronu, u kter®ho nebyl prok§z§ny ģ§dnĨ efekt, mŊly na koncentraci 

lysozymu v b²lku prŢkaznĨ vliv vġechny studovan® hormony (Tabulka 19). NejsilnŊjġ² 

efekt byl prok§z§n u pregnenolonu a testosteronu (p < 0,002) avġak s protichŢdnĨmi 

efekty. Zat²mco se stoupaj²c² koncentrac² pregnenolonu se koncentrace lysozymu 
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sniģovala (Graf 8), s narŢstaj²c² koncentrac² testosteronu se zvyġovala tak® koncentrace 

lysozymu (Graf 9). Pro 17 hydroxypregnenolon byla prok§z§na stejn§, avġak m®nŊ 

vĨznamn§ pozitivn² korelace (p = 0,040; Graf 10). Pro  ovotransferin se nepodaŚilo 

prok§zat vliv ģ§dn®ho z testovanĨch hormonŢ na jeho koncentraci v b²lku (Tabulka 20). 

 

Tabulka 19: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentracemi hormonŢ a lysozymu 

v b²lku (N=42; n§hodnĨ efekt = ~1|plemeno). Signifikantn² promŊnn® vyznaļeny tuļnŊ 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,0951726 0,01482034 73,89658 0,0000 

17 hydroxypregnenolon 0,0341624 0,01551122 2,20243 0,0402 

pregnenolon -0,0593815 0,01600685 -3,70975 0,0015 

testosteron 0,0563960 0,01516786 3,71813 0,0015 

progesteron 0,0117665 0,01546534 0,76083 0,4561 

  

 

 

Tabulka 20: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² ovotransferinu v b²lku 

koncentrac² hormonŢ v b²lku. Plemeno = random efekt (N=43) 

 

 Value Std. error t - value  p - value 

intercept -0,03542681 0,05331805 -0,664443   0,5133 

17 hydroxypregnenolon -0,08593124 0,05396436 -1,592370   0,1256 
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Graf 8: Vztah mezi koncentraci lysozymu (mg/ml) v z§vislosti na koncentraci pregnenolonu 

(ng/ml) v b²lku (r = - 0,34, p < 0,002). Hodnoty koncentrace lysozymu jsou na logaritmick® 

ġk§le 

 

 

 

 

Graf 9: Vztah mezi koncentrac² lysozymu (mg/ml) v z§vislosti na koncentraci testosteronu 

(ng/ml) v b²lku (r = 0,40, p < 0,002). Hodnoty koncentrace lysozymu jsou na logaritmick® ġk§le 
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Graf 10: Vztah mezi koncentrac² lysozymu (mg/ml) v z§vislosti na koncentraci                         

17 hydroxypregnenolonu (ng/ml) v b²lku (r = 0,19, p = 0,040). Hodnoty koncentrace lysozymu 

jsou na logaritmick® ġk§le 

 

 

 

4.3.3  Vliv stresu na deponaci antimikrobi§ln²ch proteinŢ do b²lku 

a protoporfyrinu do kutikul§rn² vrstvy skoŚ§pky 

 AnalĨza vztahu mezi koncentracemi kortikosteronu v b²lku, kterĨ by mŊl 

odr§ģet m²ru stresu samice v dobŊ tvorby vejce, a koncentracemi lysozymu, 

ovotransferinu ļi protoporfyrinu, nepŚinesla dŢkaz o jeho existenci (Tabulka 21, 22, 23). 

 

Tabulka 21: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² protoporfyrinu a 

koncentrac² kortikosteronu v b²lku (N=7; n§hodnĨ efekt = ~1|plemeno) 

 

 Estimate Std. error t ï value p - value Signif. code 

intercept 1,719 0,798 2,154 0,0747 . 

kortikosteron 1,441 1,157 1,245 0,2597  

F ï statistic: 1,549; multiple R ï squared: 0,2052; adjusted R ï squared: 0,07275; p ï value:0,2597 
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Tabulka 22: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² lysozymu a koncentrac² 

kortikosteronu v b²lku (N=8; n§hodnĨ efekt = ~1|plemeno) 

 

 Estimate Std. error t - value p - value Signif. code 

intercept 1,11758 0,16711 6,688 0,00113 **  

kortikosteron -0,05548 0,23609 -0,235 0,82352  

F ï statistic: 0,05523; residual standard error: 0,1603; multiple R ï squared: 0,01093;  

adjusted R ï squared: - 0,1869; p ï value: 0,8235 

 

Tabulka 23: Minim§ln² adekv§tn² model pro vztah mezi koncentrac² ovotransferinu a 

koncentrac² kortikosteronu v b²lku (N=7; n§hodnĨ efekt = ~1|plemeno) 

 

 Estimate Std. error  t - value p - value 

intercept -0,1096 0,4105 -0,267 0,8000 

kortikosteron -0,3446 0,5799 -0,594 0,5782 

F ï statistic: 0,3532; residual standard error: 0,3937; multiple R ï squared: 0,06598;  

adjusted R ï squared: - 0,1208; p ï value: 0,5782 
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5.  Diskuze 

 Vejce je nezbytn® pro ptaļ² reprodukci, a mikrobi§ln² kontaminace jeho obsahu 

vede ke sn²ģen®mu reprodukļn²mu ¼spŊchu (Cook et al., 2003, 2005), schopnosti pŚeģit² 

ļi zmŊn§m fenotypu ml§Ņat. Doned§vna pŚevl§dal n§zor, ģe antimikrobi§ln² obrana 

ptaļ²ho vejce se skl§d§ ze dvou hlavn²ch ļ§st², fyzick® bari®ry, poskytovan® intaktn² 

skoŚ§pkou, a chemick® obrany, vyplĨvaj²c² z alkalick®ho pH b²lku a pŚ²tomnosti 

rŢznĨch proteinovĨch komponent b²lku s antimikrobi§ln²mi vlastnostmi (Board a 

Tranter, 1986). V posledn²ch letech se ukazuje, ģe skoŚ§pka nepln² pouze roli fyzick® 

bari®ry, ale t®ģ disponuje vlastn²m arzen§lem ¼ļinnĨch ĂchemickĨch zbran²ñ 

proti bakteri²m ļi houb§m na jej²m povrchu, aŠ uģ se jedn§ o specifick® proteiny 

skoŚ§pkov® matrix, ļi proteiny s dobŚe prok§zanĨmi antimikrobi§ln²mi ¼ļinky, 

pŚ²tomnĨmi tak® v b²lku (Mann et al., 2006, 2008; Wellman-Labadie et al., 2008 a, b; 

Rose a Hincke, 2009; Mikġ²k et al., 2010, 2014; Rose-Martel et al., 2012) 

   Existuje velk® mnoģstv² interpretac², proļ jsou ptaļ² vejce barevn§. Dnes 

pŚevl§d§ n§zor, ģe prvn² ptaļ² vejce byla pouze b²l§, bez viditeln® pigmentace v podobŊ 

skvrn, nicm®nŊ mohla obsahovat i urļit® mnoģstv² pigmentŢ. VĨrazn§ ornamentace se 

u nich objevila aģ pozdŊji a dos§hla nebĨval® vnitrodruhov® i mezidruhov® variability 

(Kilner, 2006). Jiģ od 19. st. bĨv§ kladen dŢraz zejm®na na hypot®zu, ģe pigmentace 

ptaļ²ch skoŚ§pek se vyvinula z dŢvodu potŚeby skrĨt vejce pŚed potenci§ln²mi pred§tory 

(Wallace, 1890). Ļasto uv§dŊnĨmi impulsy bĨv§ t®ģ ochrana pŚed hn²zdn²m 

parazitismem (unik§tn² podpis pro rozpozn§n² vlastn²ch vajec), termoregulace 

ļi konstrukļn² vyztuģen² (viz Kilner, 2006). Nemal® mnoģstv² prac² se zabĨv§ tak® 

hypot®zou, ģe zbarven² vejce je sign§lem samci o kondici samice, tedy indukuje zvĨġen² 

investic samce do p®ļe o potomky (Moreno a Osorno, 2003). KoneļnŊ je tak® moģn®, 

ģe intenzita pigmentace odr§ģ² m²ru bakteri§ln² z§tŊģe vajec (Pol§ļikov§ et al., 2009). 

VŊtġina dutinovĨch pt§kŢ klade b²l§ vejce (Hewiston, 1846), avġak s protoporfyrinovĨm 

skvrnŊn²m, jehoģ funkce nen² dosud zcela objasnŊna, naproti tomu pt§ci hn²zd²c² 

na zemi, v otevŚen®m prostoru maj² vejce barevn§, vĨraznŊ skvrnit§. V nŊkterĨch 

souļasnĨch prac²ch bĨv§ zpochybŔov§na sign§ln² funkce ptaļ² pigmentace. Hanley et 

al. (2015) zjistili, ģe zbarven² skoŚ§pky pigmenty zab²r§ jen 0,08 ï 0,10% toho, co je 

ptaļ² oko schopno vn²mat. Zd§ se, ģe pigmentace skoŚ§pek se vyvinula v dŢsledku 

pŢsoben² nŊkolika selekļn²ch tlakŢ z§roveŔ. Ishikawa et al. (2010) zjistili, ģe 
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v pŚ²tomnosti zelen® a hnŊd® skoŚ§pky, kter® obsahuj² vysok® koncentrace biliverdinu ļi 

protoporfyrinu (Wang et al, 2009), doch§z² k omezen² bakteri§ln²ho rŢstu, coģ 

naznaļuje, ģe pigmenty obsaģen® ve skoŚ§pce pravdŊpodobnŊ maj² antimikrobi§ln² 

potenci§l. Nicm®nŊ zat²m nikdo nestudoval, zda existuje nŊjak§ souvislost mezi rŢznŊ 

zbarvenĨmi vejci a jejich celkovĨm antimikrobi§ln²m potenci§lem. Na z§kladŊ 

dostupnĨch studi², kter® prokazuj² antimikrobi§ln² potenci§l protoporfyrinu a 

biliverdinu, jejichģ depozice do skoŚ§pky je pro samici velmi n§kladn§, by se dalo 

pŚedpokl§dat, ģe u vajec l®pe vybavenĨch antimikrobi§ln²m potenci§lem ve skoŚ§pce, 

kter§ je prvn² bari®rou pŚed mikroorganismy, samice uģ nebudou tolik investovat 

do vnitŚn²ch vrstev vejce.  

 

5.1 Variabilita v koncentrac²ch antimikrobi§ln²ch proteinŢ v b²lku u plemen 

s rŢznŊ zbarvenou skoŚ§pkou 

 Procentu§ln² zastoupen² b²lku a ģloutku ve vejci se liġ² v z§vislosti 

na vyspŊlosti ml§Ņat v dobŊ l²hnut² (Sotherland a Rahn, 1987). Druhy s bezbrannĨmi, 

altrici§ln²mi ml§Ņaty maj² ve svĨch vejc²ch 68 - 79% b²lku a jen 12 -27 % ģloutku. 

Naopak druhy s plnŊ vyvinutĨmi, prekoci§ln²mi ml§Ņaty maj² vyġġ² pod²l ģloutku 32 ï 

41% na ¼kor b²lku 51 - 56%. PodobnŊ se mŢģe liġit i zastoupen² antimikrobi§ln²ch 

proteinŢ v b²lku mezi altrici§ln²mi a prekoci§ln²mi druhy (Saino, 2007). Nicm®nŊ 

rozd²ly v koncentraci b²lkovĨch proteinŢ byly zaznamen§ny i v r§mci druhu. 

 Lysozym zauj²m§ 1 ï 4% proteinov® sloģky b²lku v z§vislosti na ptaļ²m druhu 

(Smolelis a Hartsell, 1951). Na z§kladŊ naġich vĨsledkŢ se zd§, ģe u kura dom§c²ho 

velikost vejce, resp. objem b²lku na pod²l lysozymu nem§ vĨznamnĨ vliv. Naproti tomu 

barva skoŚ§pky zŚejmŊ hraje jistou roli v deponaci lysozymu do b²lku. Nicm®nŊ tento 

efekt se projevuje jinak, neģ jsme oļek§vali. NejvŊtġ² mnoģstv² lysozymu bylo zjiġtŊno 

ve vejc²ch s tmavŊ hnŊdĨmi a kr®movĨmi skoŚ§pkami, nejmenġ² koncentrace pak byly 

zaznamen§ny v b²le zbarvenĨch vejc²ch. Uk§zalo se, ģe mnoģstv² deponovan®ho 

lysozymu do b²lku je t®ģ velmi ovlivnŊno okoln²mi podm²nkami.  Nalezli jsme silnĨ 

efekt roku (23%), ve kter®m byla vejce odebr§na. PodobnĨ vliv byl prok§z§n i 

pro chovatele (17%), od kter®ho vzorky poch§zely. Nejmenġ², avġak nezanedbatelnĨ 

pod²l na variabilitŊ koncentrac² lysozymu v b²lku mŊl efekt plemene (10%). 
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To koresponduje s dŚ²vŊjġ²mi studiemi, kter® naznaļili, ģe deponace lysozymu do b²lku 

je odrazem investic samice (napŚ. Saino et al., 2002).  

 Ovotransferin reprezentuje 13% vġech proteinŢ obsaģenĨch v b²lku (Guerin-

Dubiard et al., 2005). Objem vejce na koncentraci ovotransferinu v b²lku dle naġich 

vĨsledkŢ nem§ vliv. PodobnŊ jako u lysozymu i u ovotransferinu byl prok§z§n 

vĨznamnĨ efekt barvy skoŚ§pky na jeho ukl§d§n² do b²lku. Nejm®nŊ ovotransferinu 

obsahuj² vejce s modrou skoŚ§pkou, n§sleduj² b²l§ a hnŊd§ vejce. NepatrnŊ v²ce 

ovotransferinu neģ v hnŊdĨch vejc²ch bylo namŊŚeno v b²lc²ch vajec s tmavŊ hnŊdou 

skoŚ§pkou. Nejv²ce ovotransferinu je pak jednoznaļnŊ deponov§no do b²lkŢ kr®movŊ 

zbarvenĨch vajec. Na rozd²l od lysozymu se koncentrace ovotransferinu v b²lku jev² bĨt 

v²ce pod vlivem efektu plemene a genetiky neģ dalġ²ch faktorŢ prostŚed² (roku a 

chovatele). A to i pŚesto, ģe efekt plemene byl jeġtŊ niģġ² (3,5%) neģ u lysozymu. 

Souvis² to s faktem, ģe efekt roku sbŊru byl relativnŊ menġ² (28%) neģ v pŚ²padŊ 

lysozymu, vliv chovatele se neprok§zal vŢbec. 

 Jiģ dŚ²ve bylo prok§z§no, ģe lysozym a ovotransferin v b²lku mohou na sebe 

pŢsobit, ovlivŔovat navz§jem svou antimikrobi§ln² aktivitu.  D²ky tomu pak vejce 

s vyġġ²m obsahem lysozymu mohou m²t niģġ² obsah ovotransferinu a naopak. Cook et 

al. (2003) zjistili, ģe m²ra bakteri§ln² z§tŊģe vajec se mŢģe liġit. StejnŊ tak i druhov® 

sloģen² mikrobi§ln²ch spoleļenstev nen² totoģn® (Shawkey et al., 2009). V takov®m 

pŚ²padŊ mŢģe bĨt vĨhodnŊjġ² m²t vyġġ² koncentrace toho ļi onoho proteinu podle jeho 

efektivity vŢļi konkr®tn² skladbŊ mikrobi§ln²ch spoleļenstev. Lysozym m§ pŚev§ģnŊ 

baktericidn² ¼ļinky, pŢsob² na buŔky pŚ²mo, zat²mco ovotransferin pŢsob² prim§rnŊ 

bakteriostaticky, i kdyģ existuj² novŊ prok§zan® efekty zpŢsobuj²c² apopt·zu. N§m se 

ģ§dnĨ podobnĨ vztah zaznamenat nepodaŚilo. Naopak se zd§, ģe deponace obou 

proteinŢ do b²lku jsou na sobŊ navz§jem nez§visl®. Ukl§d§n² lysozymu se jev² v naġ² 

studii bĨt modulov§no sp²ġe faktory prostŚed², naopak deponace ovotransferinu je Ś²zena 

zejm®na genetickĨm pozad²m konkr®tn²ho plemene, coģ podporuje i studie Wellman-

Labadie et al. (2008a). Aļkoliv pozorovanĨ efekt barvy byl prŢkaznĨ pro oba proteiny, 

vĨsledky je tŚeba ovŊŚit u volnŊ ģij²c²ch pt§kŢ. Kur dom§c² je dobrĨm modelovĨm 

druhem pro variabilitu barvy skoŚ§pky, nicm®nŊ podl®h§ jiģ tis²ce let ġlechtŊn². Jedn²m 

ze sledovanĨch znakŢ je pr§vŊ barva skoŚ§pky, kdy nejģ§danŊjġ² je kr®mov§ a b²l§ 

skoŚ§pka. Tento tlak ze strany spotŚebitelŢ na vzhled vejce je urļuj²c² zvl§ġtŊ 

v komerļn²ch chovech. Nicm®nŊ svou stopu zanechal i u drobnĨch chovatelŢ. 
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5.2 Variabilita v koncentrac²ch antimikrobi§ln²ch proteinŢ v kutikule 

 Kutikula je dŢleģitĨm prvkem antimikrobi§ln² ochrany vejce. U vajec 

s ne¼plnou kutikulou byla pozorov§na vĨraznŊ vyġġ² bakteri§ln² kontaminace obsahu 

vajec neģ u tŊch s celistvou kutikulou (Sparks a Board, 1984). Pohyb vody a vzduchu 

pŚes skoŚ§pku prostŚednictv²m s²tŊ jednoduchĨch p·rŢ umoģŔuje vĨvoj embrya, z§roveŔ 

ale poskytuje cestu pro bakteri§ln² kontaminaci obsahu vajec (Board a Tranter, 1986). 

Tenk§ (10 Õm) vrstva kutikuly pokrĨv§ nerovnomŊrnŊ celĨ povrch skoŚ§pky vļetnŊ 

n§levkovit®ho ¼st² p·rŢ (do hloubky 50 Õm) (Ruiz et al., 2000) a t²m zabraŔuje ļ§steļnŊ 

pŚebyteļn®mu odpaŚov§n² vody z vejce a chr§n² jej tak pŚed prŢnikem mikroorganismŢ 

a neļistot z vnŊjġ²ho prostŚed² (Hincke et al., 2008; PŚ²loha 19, obr§zek 6). Kutikula je 

tvoŚena tenkou, vnitŚn² vrstvou z hydroxyapatitu (Dennis et al., 1996) a vnŊjġ² vrstvou, 

sloģenou z glykoproteinŢ, polysacharidŢ a lipidŢ. V posledn²ch letech bylo 

identifikov§no kolem 50 proteinŢ, z nichģ nŊkter® jsou souļ§st² kalcifikovan® skoŚ§pky 

a b²lku (napŚ. lysozym c, ovotransferin, cystatin, ovoinhibitor), kde prokazatelnŊ hraj² 

roli v antimikrobi§ln² obranŊ vejce (Rose-Martel et al., 2012).   

 Prok§zan® antimikrobi§ln² ¼ļinky lysozymu proti gram-pozitivn²m bakteri²m 

se jev² bĨt nesm²rnŊ dŢleģit® zejm®na pro prim§rn² obranu vejce proti kolonizaci 

vajeļn®ho obsahu mikroorganismy na ¼rovni kutikuly a skoŚ§pky (Wellman-Labadie et 

al., 2008b). Navzdory vĨsledkŢm studi² Wellman-Labadie et al. (2008b) ļi Mikġ²k et al. 

(2014), kteŚ² jednoznaļnŊ nalezli lysozym typu c v extraktech z vnŊjġ²ch vrstev 

skoŚ§pky a kutikuly hus²ch, kachn²ch i slepiļ²ch vajec, n§m se pŚ²tomnost lysozymu 

v kutikule metodou radi§ln² dif¼ze v agaru potvrdit nepodaŚilo. PŚ²ļinou mŢģe bĨt 

pouģit² jin® metody neģ u vĨġe zm²nŊnĨch prac²; zachycen® mnoģstv² zŚejmŊ bylo pak 

natolik n²zk®, ģe nemohlo bĨt zvolenou metodou radi§ln² dif¼ze v agaru detekov§no. 

Proto jedinou ovŊŚenou metodou urļen² koncentrace lysozymu v kutikule zŢst§v§ 

analĨza pomoc² HPLC, ke kter® jsme ovġem nepŚistoupili z dŢvodu sloģit® interpretace 

pŚi komparaci koncentrac² lysozymu v kutikule a b²lku na z§kladŊ rozd²lnĨch 

metodickĨch pŚ²stupŢ. 

  Wellman-Labadie et al. (2008b) naznaļili, ģe ovotransferin koncentrovanĨ 

v tenk® vrstvŊ nebo ve specifickĨch z·n§ch (napŚ. v okol² p·rŢ) by mohl pŚispŊt 

k antimikrobi§ln² obranŊ skoŚ§pky a kutikuly. Aļkoliv Mikġ²k et al. (2014) nalezli 

pŚi analĨze kutikul§rn² vrstvy skoŚ§pky sekvence odpov²daj²c² ovotransferinu, jeho 
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skuteļn§ koncentrace v kutikule zat²m nebyla stanovena. Z dŢvodu komplikac² 

pŚi extrakci proteinŢ z kutikuly a analĨzy obsahu lysozymu z extraktŢ bylo nakonec 

od testov§n² koncentrac² ovotransferinu v kutikule kolorimetrickou metodou upuġtŊno.  

 Vzhledem k prok§zan® pŚ²tomnosti ovotransferinu i lysozymu 

v kalcifikovanĨch vrstv§ch skoŚ§pky i pŚ²mo na povrchu p·rŢ skoŚ§pky (Wellman-

Labadie et al., 2008b), lze pŚedpokl§dat, ģe pro stanoven² koncentrace tŊchto proteinŢ 

ve skoŚ§pce bychom museli analyzovat jednotliv® vrstvy skoŚ§pky, vļetnŊ pŚilehlĨch 

podskoŚ§peļnĨch bl§n, kde jsou oba proteiny hojnŊ zastoupeny (Gautron et al, 2001; 

Nys et al, 2004). DetailnŊjġ² popis mikrostuktur skoŚ§pky viz PŚ²loha 19. 

 

 

5.3 Koncentrace antimikrobi§ln²ch proteinŢ v z§vislosti 

na spektrofotometrickĨch parametrech skoŚ§pky 

 Celkov§ reflektance neboli jas podkladov® barvy odr§ģ² m²ru toho, co vid² 

ļlovŊk pouhĨm okem. Dalġ²mi analyzovanĨmi parametry byly blue ï green chroma, 

kter® odpov²d§ m²Śe kr®mov® a b²l® pigmentace, red chroma, kter® naopak souvis² 

s hnŊdou pigmentac². Posledn²m mŊŚenĨm parametrem bylo UV chroma pro porovn§n², 

jak zbarven² skoŚ§pky vn²m§ ptaļ² oko. Tento parametr sice nenahrazuje ptaļ² vizu§ln² 

model (Hanley et al, 2015), nicm®nŊ n§m umoģnil zkusit zjistit, za pŚedpokladu 

platnosti sign§ln² funkce pigmentace, zda UV reflektance sdŊluje pt§kŢm nŊco o kvalitŊ 

vejce z hlediska antimikrobi§ln²ho potenci§lu. Studie totiģ Fecheyr ï Lippens et al. 

(2015) totiģ uk§zala, ģe UV reflektance se mŊn² v z§vislosti na kutikul§rn² vrstvŊ 

skoŚ§pky. U lysozymu analĨza spektrofotometrickĨch parametrŢ skoŚ§pky neprok§zala 

ģ§dnĨ vztah mezi mŊŚenĨmi parametry reflektance skoŚ§pky a prŢmŊrnou koncentrac² 

lysozymu v b²lku u vajec s rŢznŊ zbarvenou skoŚ§pkou. Naopak u ovotransferinu  byl 

nalezen pozitivn² vztah mezi celkovou reflektanc² ve viditeln® ļ§sti spektra 

a koncentrac² ovotransferinu v b²lku u kr®movŊ zbarvenĨch vajec. Nicm®nŊ je tŚeba 

podotknout, ģe z dŢvodu nedostatku ļasu a vhodn®ho materi§lu (tj. skoŚ§pek 

se zachovanou kutikulou) byla kaģd§ barevn§ skupina reprezentov§na vzorky pouze 

od 1 plemene, vyjma kr®mov® barvy, pro kterou byly k dispozici vzorky od 3 plemen, 

coģ nen² dostateļn® zastoupen². Z tohoto dŢvodu lze tyto neprok§zan® vztahy mezi 

spektrofotometrickĨmi charakteristikami rŢznŊ barevnĨch skoŚ§pek a koncentracemi 
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lysozymu br§t jako artefakt nedostateļn®ho poļtu mŊŚen². Lze pŚedpokl§dat, ģe 

pŚi vyġġ²m poļtu zmŊŚenĨch skoŚ§pek od v²ce plemen, reprezentuj²c²ch danou barevnou 

kategorii, bychom dos§hli hodnot reflektance, kter® by korespondovaly s barevnĨmi 

kategoriemi, kter® jsme vytvoŚili dle vn²m§n² barevnosti skoŚ§pky lidskĨm okem. 

 

5.4 Variabilita v koncentrac²ch pigmentŢ v kutikule u plemen s rŢznŊ 

zbarvenou skoŚ§pkou vejce 

 Barva vajec u nosnic z komerļn²ch chovŢ je prim§rnŊ d§na genotypem slepice. 

Svou roli ve vĨsledn®m zbarven² mŢģe hr§t zejm®na u drobnĨch chovatelŢ ale i sloģen² 

potravy, doba snesen² vejce a jin® (viz Charlton et al., 2005). Campo et al. (2007) zjistili 

u nosnic s hnŊdŊ zbarvenĨmi vejci, ģe vejce snesen§ dopoledne jsou tmavġ² neģ vejce 

snesen§ odpoledne. Morales et al. (2011) pak ve sv® studii na tereji modronoh®m (Sula 

nebouxii) zaznamenali zvĨġen² depozice n§kladn®ho biliverdinu do druh®ho vejce 

ve snŢġce, nez§visle na alokaci pigmentu do prvn²ho vejce, po obohacen² potravy 

o karotenoidy.  

   Protoporfyrin je pŢvodcem hnŊd®ho zbarven² skoŚ§pek (Mikġ²k et al., 1996; 

Gorchein et al., 2009). Tomu odpov²daj² i naġe vĨsledky mŊŚen² koncentrac² 

protoporfyrinu v kutikule u plemen s rŢznŊ zbarvenou skoŚ§pkou. Nejvyġġ² koncentrace 

protoporfyrinu IX byly namŊŚeny ve vzorc²ch kutikul odebranĨch z tmavŊ hnŊdĨch 

skoŚ§pek. Nejm®nŊ protoporfyrinu IX bylo naopak zaznamen§no v b²le zbarvenĨch 

vejc²ch. V ned§vn® studii Samiullah a Roberts (2013) zjistili, ģe u komerļn²ho plemene 

kura dom§c²ho s hnŊdŊ zbarvenĨmi skoŚ§pkami je pŚev§ģn§ ļ§st protoporfyrinu 

deponov§na do kalcifikovan® skoŚ§pky. To je v rozporu s dŚ²vŊjġ²mi studiemi (napŚ. 

Mikġ²k et al., 2007), kter® oznaļily jako hlavn² m²sto deponace tohoto pigmentu 

proteinovou kutikulu. NŊkter® studie uv§d², ģe protoporfyrin mŢģe tak® ve skoŚ§pce 

plnit funkci n§hradn²ho vyztuģen² pŚi nedostatku v§pn²ku pro tvorbu skoŚ§pky (Gosler 

et al., 2011). Je tedy ot§zkou, zda vĨsledek studie Samiullah a Roberts (2013) nesouvis² 

se ġlechtŊn²m plemen, komerļnŊ vyuģ²vanĨch na produkci vajec pro potravin§ŚskĨ 

prŢmysl, s c²lem dos§hnout co nejpevnŊjġ²ch vajeļnĨch skoŚ§pek, a tak minimalizovat 

ztr§ty pŚi transportu vajec. V dalġ² studii by bylo zaj²mav® se zamŊŚit na ovŊŚen², zda 

stejnĨ trend zaznamenanĨ v deponaci protoporfyrinu v kutikule u rŢznŊ zbarvenĨch 

vajec vykazuj² i pod²ly protoporfyrinu deponovan®ho do kalcifikovan® skoŚ§pky. 
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Na z§kladŊ naġich dat byla d§le prok§z§na interakce mezi koncentracemi protoporfyrinu 

v kutikule a lysozymu v b²lku. Zat²mco u kr®movĨch a tmavŊ hnŊdĨch vajec 

koncentrace protoporfyrinu v kutikule rostla spolu s koncentracemi lysozymu v b²lku, 

b²l§ vejce, kter§ mŊla v²ce lysozymu v b²lku, vykazovala menġ² koncentrace 

protoporfyrinu v kutikule. Vzhledem k faktu, ģe kutikula ovlivŔuje UV reflektanci 

ptaļ²ch skoŚ§pek (Fecheyr ï Lippens et al., 2015), pozorovanĨ vztah mezi lysozymem a 

protoporfyrinem u b²lĨch vajec by mohl bĨt zejm®na dŢleģitĨ u dutinovĨch pt§kŢ, kteŚ² 

prim§rnŊ kladou vejce s b²lĨmi skoŚ§pkami, avġak z§roveŔ maj² ve svĨch skoŚ§pk§ch 

vyġġ² pod²l protoporfyrinu. Protoporfyrin z§sadnŊ sniģuje UV reflektanci skoŚ§pky, jak 

ukazuj² i naġe mŊŚen² UV reflektance rŢznŊ barevnĨch skoŚ§pek (viz PŚ²loha 12), kterou 

vġak dutinov² pt§ci hojnŊ vyuģ²vaj² pŚi orientaci v hn²zdŊ, kde je UV reflektance sama o 

sobŊ zhorġen§ ġpatnĨmi svŊtelnĨmi podm²nkami uvnitŚ dutiny.  Pak by tedy sniģov§n² 

koncentrace protoporfyrinu ve skoŚ§pce b²lĨch vajec mohlo bĨt adaptac² dutinovĨch 

pt§kŢ, ve snaze nesniģovat uģ tak prostŚed²m zpŢsobenou minim§ln² UV reflektanci 

vajec v dutinovĨch hn²zdech. Tento pokles antimikrobi§ln² ochrany na ¼rovni skoŚ§pky 

by pak mohl bĨt kompenzov§n pr§vŊ zjiġtŊnou zvĨġenou deponac² lysozymu do b²lku. 

ObdobnŊ zaznamenanĨ trend pro kr®mov§ a tmavŊ hnŊd§ vejce by mohl odpov²dat 

poģadavkŢm pt§kŢ s otevŚenĨmi, pozemn²mi hn²zdy. Tento pŚedpoklad je vġak nutno 

ovŊŚit a d§le studovat u volnŊ ģij²c²ch druhŢ pt§kŢ. KromŊ efektu barvy skoŚ§pky a 

interakce koncentrac² lysozymu v b²lku a protoporfyrinu v kutikule nebyl ģ§dnĨ dalġ² 

efekt, kterĨ by ovlivŔoval vĨsledn® mnoģstv² deponovan®ho pigmentu do kutikuly 

prok§z§n. 

 VĨsledn® zbarven² ptaļ² vajeļn® skoŚ§pky je vŊtġinou d§no pomŊrem dvou 

pigmentŢ ï protoporfyrinu IX a biliverdinu (pŚ²padnŊ i zinkov®ho chel§tu biliverdinu) 

(Gorchein et al., 2009; Mikġ²k et al., 1996). U tmavŊ zbarvenĨch ļi skvrnitĨch skoŚ§pek 

vĨraznŊ pŚevl§d§ koncentrace protoporfyrinu nad koncentrac² biliverdinu, u svŊtle 

zbarvenĨch skoŚ§pek naopak dominuje pŚ²tomnost biliverdinu nad protoporfyrinem 

(Wang et al., 2009). Biliverdin tak® prŢkaznŊ zpŢsobuje modr® a modrozelen® zbarven² 

skoŚ§pky (Mikġ²k et al., 1996; Gorchein et al., 2009). Navzdory tŊmto dobŚe zn§mĨm 

vztahŢm obou pigmentŢ, kter® poch§z² z jednoho spoleļn®ho prekurzoru hemu, tud²ģ 

jsou jejich koncentrace spolu pevnŊ prov§zan®, se n§m nepodaŚilo ani u jednoho z 50 

vzorkŢ dodanĨch na analĨzu koncentrace pigmentŢ v kutikule identifikovat pŚ²tomnost 

biliverdinu. Nejv²ce zar§ģej²c² je tento vĨsledek zejm®na pro vzorky kutikuly 
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poch§zej²c² z modrozelenŊ zbarvenĨch vajec plemene araukana. VysvŊtlen²m tohoto 

pŚekvapiv®ho zjiġtŊn² mŢģe bĨt odbŊr pŚ²liġ mal®ho mnoģstv² vzorku kutikuly pro 

analĨzu pigmentŢ (20 % z celkov® v§hy kutikuly na m²sto obvyklĨch 100 %) z dŢvodu 

pl§novan®ho proveden² analĨz koncentrac² antimikrobi§ln²ch proteinŢ ovotransferinu a 

lysozymu v kutikul§ch, ke kter®mu nakonec z metodickĨch dŢvodŢ nedoġlo (viz 3.4.2). 

O pŚesn®m m²stu a dobŊ synt®zy pigmentŢ panuj² pochyby (viz Sparks, 2011). Tedy je 

moģn®, ģe biliverdin je deponov§n dŚ²ve neģ pŚi tvorbŊ kutikuly, jiģ v z§vŊreļnĨch 

f§z²ch tvorby skoŚ§pky. JinĨmi slovy za nenalezen²m biliverdinu v odebranĨch vzorc²ch 

kutikul by mohla bĨt skuteļnost, ģe biliverdin je deponov§n jeġtŊ hloubŊji neģ 

protoporfyrin. A tak mnoģstv² biliverdinu ve vzorku kutikuly bylo natolik n²zk®, ģe jej 

nebylo moģn® HPLC detekovat. 

 

5.5  Vliv hormonŢ na deponaci antimikrobi§ln²ch proteinŢ do b²lku 

     Ptaļ² vejce obsahuje celou Śadu hormonŢ, kter® jsou povaģov§ny za n§stroj 

samice, jak ovlivnit st§vaj²c² a budouc² podm²nky potomka s c²lem maximalizovat jeho 

fitness (Groothuis et al., 2005). VŊtġina studi² se zamŊŚuje zejm®na na androgeny a dalġ² 

steroidn² hormony produkovan® v gon§d§ch. V posledn² dobŊ jsou ve velk® m²Śe 

studov§ny ale tak® glukokortikoidy jako sign§ly stresu. Hladiny tŊchto hormonŢ 

ve vejci se liġ² jak v r§mci jedn® snŢġky, tak i mezi snŢġkami a maj² kr§tkodob® i 

dlouhodob® ¼ļinky na vĨvoj potomkŢ. SvŢj pod²l na tom mŢģe m²t cel§ Śada faktorŢ ï 

poŚad² sn§ġen², dostupnost potravy, sez·na, kvalita samce nebo hustota a soci§ln² 

interakce (Grothuis et al, 2005). 

 Naġe studie koncentrac² hormonŢ v b²lku potvrdila, ģe deponace lysozymu 

do b²lku je ovlivnŊna hormon§lnŊ. U lysozymu byl zaznamen§n efekt zejm®na dvou 

hormonŢ ï pregnenolonu a testosteronu, avġak i ostatn² studovan® hormony mŊly vliv 

na jeho koncentraci. Zat²mco se stoupaj²c² koncentrac² pregnenolonu se koncentrace 

lysozymu sniģovala, s narŢstaj²c² koncentrac² testosteronu se zvyġovala tak® 

koncentrace lysozymu. PodobnĨ vztah byl zjiġtŊn i pro 17 hydroxypregnenolon. 

Androgenn² hormony ovlivŔuj² fyziologii samice a jej² pŚipravenost na reprodukci. 

PozorovanĨ vztah mezi koncetracemi hormonŢ a lysozymu v b²lku by mohl bĨt 

matern§ln²m efektem. Koncentrace testosteronu ve ģloutku ovlivŔuje kvalitu ml§Ņat 

(Schwabl, 1996; Schwabl et al., 2012). Tedy zaznamenanĨ vliv testosteronu 
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na deponaci lysozymu do b²lku by mohl odr§ģet kvalitu investice samice do potomka. 

ZvĨġen§ hladina lysozymu embryo chr§n² proti bakteri§ln² infekci, z§roveŔ testosteron 

by mohl pozdŊji zvĨhodŔovat ml§dŊ (m®nŊ boj§cn®, rychlejġ² orientace v prostoru). 

Pregnenolon byl jiģ dŚ²ve zaznamen§m v ptaļ²m ģloutku jako prekurzor progesteronu 

(Retenbacher et al., 2009). ObdobnŊ Quillfeldt et al. (2011) potvrdili, ģe pregnenolon 

spolu s progesteronem jsou pŚ²tomny ve vysokĨch koncentrac²ch v ģloutku vajec 

moŚskĨch pt§kŢ. Nicm®nŊ role pregnenolonu v b²lku je zat²m nedostateļnŊ studov§na. 

 Na rozd²l od lysozymu pro  ovotransferin se nepodaŚilo prok§zat vliv ģ§dn®ho 

z testovanĨch hormonŢ na jeho koncentraci v b²lku. Ve studii na tk§ŔovĨch kultur§ch in 

vitro vġak byl pozorov§n efekt pŚid§v§n² hormonŢ na sekreci ovotransferinu (Palmiter et 

al., 1981). Nicm®nŊ my jsme studovali efekty hormonŢ na deponaci proteinŢ in vivo. 

NamŊŚen® koncentrace hormonŢ tak® nemus² nutnŊ odpov²dat koncentrac²m hormonŢ 

v dobŊ ovogeneze. VŊtġina hormonŢ je alokov§na sp²ġe do ģloutku. Avġak hormony 

obsaģen® v b²lku jsou bŊģnŊ pouģ²van® jako ukazatel hormon§ln²ho vyladŊn² samice 

v dobŊ ovogeneze, protoģe l®pe odr§ģ² ¼ļinky akutn²ho stresu (von Engelhardt a 

Groothuis, 2005; Downing a Bryden, 2008; Royo et al., 2008). ObecnŊ lze Ś²ci, ģe 

namŊŚen® koncentrace hormonŢ jsou fyziologickĨm obrazem zmŊn prostŚed², ve kter®m 

samice ģije. Zaznamenan® efekty t®mŊŚ vġech hormonŢ na koncentraci lysozymu tedy 

koresponduj² s vĨġe prok§zanĨm vlivem okoln²ch podm²nek na deponaci lysozymu 

do b²lku.  

 Stres proģitĨ samic² v ranĨch f§z²ch rozmnoģov§n² je dŢleģitĨm zdrojem 

epigenetickĨch modifikac² u potomkŢ. Kortikosteron je povaģov§n za hlavn² indik§tor 

stresu u pt§kŢ. Vystaven² rŢznĨm stresorŢm spouġt² aktivaci osy hypotalamus ï

hypofĨza, coģ vede ke zvĨġen² hladiny glukokortikoidŢ cirkuluj²c²ch v plazmŊ. U pt§kŢ 

je hlavn²m glukokortikoidem uvolnŊnĨm z kŢry nadledvin pr§vŊ kortikosteron. Jak bylo 

prok§z§no, kortikosteron mŢģe bĨt pŚen§ġen ze samice do vejce (von Engelhardt a 

Groothuis, 2005; Downing a Bryden, 2008). Studie na vlaġtovce obecn® (Hirundo 

rustica) a sĨkoŚe koŔadŚe (Parus major) pak zjistily, ģe akutn² stres proģitĨ samic² 

bŊhem ovogeneze zvyġuje koncentraci kortikosteronu v b²lku (Saino et al., 2005; Pitk et 

al., 2012). DŊje se tak difuz² kortikosteronu bŊhem tvorby b²lku v magnu aģ do zah§jen² 

sekrece skoŚ§pky (Pitk et al., 2012). Navaro a Pinson (2010) zdokumentovali 

na plemenech kura dom§c²ho (Gallus gallus domesticus), ģe vystaven² slepic 

dlouhodob®mu stresu vede k rozd²ln®mu efektu akumulace kortikosteronu v ģloutku. 
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Vejce plemene b²l§ leghornka obsahovala dvakr§t vyġġ² koncentrace kosrtikosteronu 

v ģloutku neģ vejce druh®ho studovan®ho komerļn²ho plemene slepic. Nicm®nŊ 

koncentrace kortikosteronu v b²lku a plazmŊ byly u obou plemen podobn®. Ericsson et 

al. (2014) uk§zali na kuru bankivsk®m (Gallus gallus) a plemenu b²l§ leghornka, ģe 

hormon§ln² odpovŊŅ na stres a rychlost zotaven² mohou bĨt zmŊnŊny procesem 

domestikace, pravdŊpodobnŊ jako souļ§st procesu adaptace na ģivotn² podm²nky 

v bl²zkosti lid², tak® selekce na vyġġ² rychlost reprodukce. Ve vzorc²ch b²lkŢ vybranĨch 

na analĨzu hormonŢ vġak byla koncentrace kortikosteronu namŊŚena pouze u 8 z nich. 

To by naznaļovalo, ģe slepice, od kterĨch poch§zela vejce v naġem vĨzkumu, nejsou 

nijak stresovan®. Aļkoliv existuje Śada prac², kter® potvrzuj² efekt kortikosteronu 

na rŢzn® parametry vejce (napŚ. synt®zu ovotransferinu; Le Bouc et al., 1985; Giansanti 

et al., 2012; Kim a Choi, 2014), t®ģ na kvalitu ml§Ņat (napŚ. rychlost rŢstu; Saino et al., 

2005; imunitu ļi chov§n²; Rubolini et al., 2005), nepodaŚilo se n§m prok§zat vztah mezi 

koncentracemi kortikosteronu, antimikrobi§ln²ch proteinŢ a deponovanĨch pigmentŢ. 

Nicm®nŊ tento vĨsledek je nejsp²ġe artefaktem mal®ho poļtu pozorov§n². Na druhou 

stranu u pt§kŢ je zŚejmŊ moģn§ synt®za kortikosteronu z pregnenolonu jako pŚ²m®ho 

prekurzoru, bez meziproduktu progesteronu (Sandor, 1972; Assenmacher, 1973), tedy 

zaznamenanĨ efekt pregnenolonu na koncentraci lysozymu by mohl tak® odr§ģet m²ru 

stresu. 

 Naġe data naznaļuj², ģe rŢzn® proteiny mohou bĨt rŢznŊ regulov§ny hormony. 

Toto podporuje ned§vn§ studie, kter§ zjistila, ģe exprese genŢ pro rŢzn® proteiny b²lku 

je ovlivnŊna glukokortikoidy rozd²lnŊ dle typu proteinŢ, koncentrace hormonŢ 

a z§vaģnosti stresu (Kim a Choi, 2014). Zd§ se, ģe lysozym reaguje velmi citlivŊ 

na hladiny androgenn²ch hormonŢ, pŚenesenŊ tedy na zmŊny v prostŚed², naopak 

koncentrace ovotransferinu je v²ce pod vlivem genetick®ho pozad². Kur dom§c² 

reprezentuje ptaļ² druh s vysokou hladinou lysozymu v b²lku (Saino, 2007). Studie 

na jinĨch druz²ch s odliġnĨm pomŊrem lysozymu a ovotransferinu by mohly pomoci 

l®pe pochopit tuto hormon§ln² regulaci.  
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5.6  Vliv hormonŢ na deponaci pigmentŢ do kutikuly 

  Soh a Koga (1997) pouk§zali, ģe pigmentace je prim§rnŊ ovlivnŊna steroidn²m 

hormonem progesteronem. Navzdory tomuto pŢvodn²mu pŚedpokladu se n§m 

nepodaŚilo potvrdit vliv hladiny progesteronu na deponaci pigmentu do skoŚ§pky. 

Nicm®nŊ jak se ukazuje, zmŊny v intenzitŊ a zpŢsobu pigmentace souvis² tak® 

s dostupnost² v§pn²ku bŊhem kladen² vejce. Nedostatek v§pn²ku zpŢsobuje zeslaben² 

skoŚ§pky. To bĨv§ kompenzov§no pr§vŊ zvĨġenou deponac² protoporfyrinu do kutikuly 

a vnŊjġ² vrstvy palis§d (Gosler et al., 2011). Sn²ģen§ dostupnost v§pn²ku ovlivŔuje Ca
2+

 

transport do ģl§zy sekretuj²c² pigmenty, kterĨ je Ś²zen hladinou progesteronu v krevn² 

plazmŊ. Tedy prok§zanĨ efekt progesteronu v jinĨch studi²ch nemus² bĨt aģ tak 

jednoznaļnĨ.  

 Jako moģnĨ kandid§t, kterĨ by mohl ovlivŔovat deponaci pigmentu, se jev² 

testosteron. Naġe analĨza uk§zala, ģe s rostouc² koncentrac² testosteronu v b²lku se 

sniģuje koncentrace protoporfyrinu v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky. ObecnŊ se 

pŚedpokl§d§, ģe testosteron je kl²ļovĨm n§strojem samice pro ovlivnŊn² kvality ml§Ņat 

(Grothuis et al., 2005). Z§roveŔ v experimentech na kŚepelce japonsk® (Coturnix 

japonica) bylo prok§z§no, ģe vlivem stresu doch§z² ke zvĨġen² koncentrace 

kortikosteronu a sn²ģen² koncentrace testosteronu ve vajeļn®m ģloutku (Okuliarov§ et 

al., 2010). Tedy m²ra vlivu testosteronu na deponaci protoporfyrinu nejsp²ġe z§vis² 

na interakci s dalġ²mi hormony. Vejce zahrnut§ do naġ² studie poch§zela od slepic, kter® 

nebyly experiment§lnŊ vystaveny ģ§dn®mu stresu. Lze pŚedpokl§dat, ģe zaznamenanĨ 

efekt testosteronu na koncentraci protoporfyrinu tedy odpov²d§ hormon§ln²mu vyladŊn² 

slepic v ide§ln²ch podm²nk§ch. 

 Je nutn® zm²nit, ģe androgenn² hormony soupeŚ² s glukokortikoidy o vazbu 

na globuliny v§zaj²c² hormony v krevn² plazmŊ. Pouze nev§zan® hormony jsou 

fyziologicky aktivn² (Hammond, 1995; Andersen, 2002). Progesteron s kortikosteronem 

pak vykazuj² podobnou afinitu ke globulinŢm (Malish a Breuner, 2010). Tedy jen mal® 

mnoģstv² tŊchto hormonŢ je volnŊ pŚ²tomno v krevn² plazmŊ, vŊtġina je vyv§z§na 

na globulinech. N§mi zmŊŚen® hladiny hormonŢ v b²lku odpov²daj² sp²ġe koncentrac²m 

volnĨch hormonŢ, coģ ale neodr§ģ² koncentrace reverzibilnŊ v§zanĨch hormonŢ 

na globulinech. 

 



67 
 
 

6.  Z§vŊr 

 

Ç Koncentrace antimikrobi§ln²ch proteinŢ lysozymu a ovotransferinu v b²lku 

souvis² s barvou skoŚ§pky. Dle naġich vĨsledkŢ nejvyġġ² koncentrace obou 

proteinŢ obsahuj² vejce s kr®movŊ zbarvenou skoŚ§pkou, nejniģġ² koncentrace 

lysozymu a ovotransferinu pak byly zaznamen§ny u b²lĨch a modrĨch vajec. 

 

Ç Deponace lysozymu a ovotransferinu do b²lku prob²h§ nez§visle na sobŊ. Zd§ se, 

ģe deponace lysozymu do b²lku je v²ce ovlivnŊna vnŊjġ²mi stimuly, zejm®na 

faktory prostŚed², ve kter®m samice ģije. Naopak koncentrace ovotransferinu 

v b²lku se jev² bĨt v²ce pod vlivem genetick®ho pozad² plemene. 

 

Ç  Steroidn² hormony hraj² vĨznamnou roli v deponaci antimikrobi§ln²ch l§tek 

do vnŊjġ²ch i vnitŚn²ch struktur vejce. Koncentrace lysozymu negativnŊ koreluje 

s hladinou pregnenolonu v b²lku, pozitivnŊ pak s hladinami testosteronu 

a 17 hydroxypregnenolonu v b²lku. ZvĨġen§ hladina testosteronu v b²lku tak® 

d§le sniģuje mnoģstv² deponovan®ho protoporfyrinu do kutikul§rn² vrstvy. 

 

Ç Koncentrace protoporfyrinu IX koreluje se zbarven²m skoŚ§pky. Nejm®nŊ 

protoporfyrinu bylo namŊŚeno ve svŊtle zbarvenĨch vejc²ch (b²lĨch), nejvŊtġ² 

koncentrace pak byly zaznamen§ny v tmavŊ hnŊdĨch vejc²ch. To potvrzuje roli 

protoporfyrinu jako pŢvodce hnŊd®ho zbarven² skoŚ§pky.  

 

Ç  D§le byl prok§z§n na barvŊ vejce z§vislĨ vztah mezi koncentrac² lysozymu 

v b²lku a koncentrac² protoporfyrinu v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky. Zat²mco 

u kr®movĨch a tmavŊ hnŊdĨch vajec koncentrace lysozymu v b²lku rostla spolu 

s koncentrac² protoporfyrinu v kutikule, u b²lĨch vajec se s klesaj²c² koncentrac² 

protoporfyrinu v kutikule koncentrace lysozymu v b²lku zvyġovala. Tato 

prok§zan§ interakce by mohla podporovat hypot®zu o existenci trade-off, 

kdy samice vol² mezi investic² do n§kladnĨch pigmentŢ ļi proteinŢ v z§vislosti 

na efektivitŊ danĨch komponent v prostŚed², ve kter®m bude vejce inkubov§no, 

tzn. typu hn²zdŊn².  
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PŚ²loha 1: Tabulky ŚedŊn² 

Tabulka 2: Diluļn² Śada pro standard A 

 

  

 Tabulka 3: Diluļn² Śada pro standard B 
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   Tabulka 4: Diluļn² Śada pro analĨzu ovotransferinu 
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PŚ²loha 2: PlnĨ zobecnŊnĨ line§rn² zobecnŊnĨ model testuj²c² vztah mezi 

koncentracemi lysozymu v b²lku (mg/ml) v z§vislosti na barvŊ skoŚ§pky, 

plemenu a objemu vejce, roku sbŊru data a chovateli (GLM; N = 380) 

 

 Sum. sq. Mean sq. F - value p - value Signif. code 

barva skoŚ§pky 0,44182 0,110455 18,2387 1,572e-13 ***  

plemeno 0,95393 0,050207 8,2903 < 2,2e-16 ***  

objem vejce 0,00457 0,004571 0,7548 0,3856  

rok 0,12940 0,064700 10,6834 3,209e-05 ***  

chovatel 0,45068 0,016096 2,6578 2,100e-05 ***  

 

 

 

PŚ²loha 3: PlnĨ zobecnŊnĨ line§rn² model se sm²ġenĨmi efekty testuj²c² vztah 

mezi koncentracemi lysozymu v b²lku (mg/ml) v z§vislosti na barvŊ skoŚ§pky 

(GLMM;  N = 359, random efekt= ~1|rok/chovatel) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,0620845 0,03471705 30,592591 0,0000 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,0024325 0,01955255 0,124411 0,9011 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 0,0491179 0,02163446 2,270357 0,0239 

barva skoŚ§pky modr§ 0,0415947 0,03226222 1,289268 0,1983 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 0,0740582 0,02537080 2,919033 0,0038 

  

 

 

PŚ²loha 4: PlnĨ zobecnŊnĨ line§rn² model se sm²ġenĨmi efekty testuj²c² vztah 

mezi koncentracemi lysozymu v b²lku (mg/ml) v z§vislosti na barvŊ skoŚ§pky 

(GLMM; N = 359, random efekt= ~1|rok/chovatel/plemeno) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 1,0558798 0,03631902 29,072364 0,0000 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,0044399 0,02423361 0,183213 0,8618 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 0,0550700 0,02339142 2,354281 0,0652 

barva skoŚ§pky modr§ 0,0516104 0,03995014 1,291869 0,2529 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 0,0872065 0,02934338 2,971932 0,0311 
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PŚ²loha 5: Box plot (medi§n + 25% a 75% kvantil) koncentrac² lysozymu 

(mg/ml) v b²lc²ch u vġech testovanĨch plemen. Hodnoty koncentrace lysozymu 

jsou zobrazeny na logaritmick® ġk§le  
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PŚ²loha 6: PlnĨ line§rn² zobecnŊnĨ model testuj²c² vztah mezi koncentracemi 

ovotransferinu v b²lku (mg/ml) v z§vislosti na barvŊ skoŚ§pky, plemenu a objemu 

vejce, roku sbŊru dat a chovateli (GLM; N = 256) 

 

 Sum. sq. Mean sq. F - value p - value Signif. code 

barva skoŚ§pky 3,4792 0,86979 10,8183 5,760e-08 ***  

plemeno 4,8897 0,25736 3,2009 2,065e-05 ***  

objem vejce 0,3931 0,39315 4,8899 0,028136 *  

rok 0,9138 0,45688 5,6826 0,003972 **  

chovatel 1,7248 0,06388 0,7945 0,756172  

 

 

PŚ²loha 7: PlnĨ zobecnŊnĨ line§rn² model se sm²ġenĨmi efekty testuj²c² vztah 

mezi koncentracemi ovotransferinu v b²lku (mg/ml) v z§vislosti na barvŊ 

skoŚ§pky a objemu vejce (GLMM; N = 256, random efekt = ~1|rok) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 0,13991205 0,14765381 0,9475682 0,3443 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,03433417 0,05686188 0,6038170 0,5465 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 0,10239126 0,04950065 2,0684832 0,0396 

barva skoŚ§pky modr§ -0,14112559 0,09789300 -1,4416311 0,1507 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 0,06780065 0,07590067 0.8932813 0,3726 

objem vejce -0,00000371 0,00000203 -1,8291380 0,0686 

 

 

PŚ²loha 8: PlnĨ zobecnŊnĨ line§rn² model se sm²ġenĨmi efekty testuj²c² vztah 

mezi koncentracemi ovotransferinu v b²lku (mg/ml) v z§vislosti na barvŊ 

skoŚ§pky a objemu vejce (GLMN; N = 256, random efekt = ~1|rok/plemeno) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 0,13943666 0,15277357 0,9127015 0,3624 

barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,03419083 0,06733305 0,5077867 0,6157 

barva skoŚ§pky kr®mov§ 0,11129533 0,05740182 1,9388815 0,0630 

barva skoŚ§pky modr§ -0,14108462 0,10941913 -1,2893963 0,2082 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 0,07508162 0,08788113 0,8543543 0,4004 

objem vejce -0,00000380 0,00000227 -1,6729875 0,0957 
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PŚ²loha 9: Box plot (medi§n + 25% a 75% kvantil) koncentrac² ovotransferinu 

(mg/ml) v b²lc²ch u vġech testovanĨch plemen. Hodnoty koncentrace 

ovotransferinu jsou zobrazeny na logaritmick® ġk§le 
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PŚ²loha 10: PlnĨ line§rn² zobecnŊnĨ model testuj²c² vztah mezi koncentracemi 

lysozymu v b²lku (mg/ml) v z§vislosti na spektrofotometrickĨch parametrech 

skoŚ§pky, roku sbŊru dat a chovateli (GLM; N = 148) 

 

 Sum. sq. Mean sq. F - value p - value Signif. code 

total reflectance (R) 0,00704 0,007045   0,9436   0,333292      

blue - green chroma (BGC) 0,01883 0,018827   2,5217   0,114902      

red chroma (RC) 0,01165 0,011651   1,5606   0,213990      

UV chroma 0,00044 0,000443   0,0593   0,807950      

rok  0,18852 0,094260 12,6251 1,048e-05 ***  

chovatel 0,44862 0,022431   3,0044   0,000105 ***  

 

 

 

PŚ²loha 11: PlnĨ line§rn² zobecnŊnĨ model testuj²c² vztah mezi koncentracemi 

ovotransferinu v b²lku (mg/ml) v z§vislosti na spektrofotometrickĨch 

parametrech skoŚ§pky, roku sbŊru dat a chovateli (GLM; N = 148) 

 

 Sum. sq. Mean sq. F - value p - value Signif. code 

total reflectance (R) 0,4107 0,41074 3,9524 0,050609 .  

blue - green chroma (BGC) 0,0055 0,00549 0,0528 0,818941  

red chroma (RC) 0,0154 0,01545 0,1486 0,700967  

UV chroma 0,8823 0,88229 8,4898 0,004755 **  

rok 2,7597 1,37987 13,2778 1,234e-05 ***  

chovatel 1,7464 0,09702 0,9336 0,542586  
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PŚ²loha 12: PrŢmŊrn® hodnoty reflektance v oblasti UV spektra v z§vislosti 

na barvŊ skoŚ§pky. Hodnoty reflektance jsou zobrazeny na logaritmick® ġk§le 

 

 

 

PŚ²loha 13: PlnĨ model testuj²c² vztah mezi koncentrac² protoporfyrinu 

v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky, koncentrac² b²lkovĨch proteinŢ, barvy skoŚ§pky    

a objemu vejce (GLMM; N = 43, random efekt = ~1|plemeno) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 4,162296   1,987434 2,0943061 0,0549 

lysozym -3,641414   1,875494 -1,9415755 0,0742 

ovotransferin -0,160539   0,503381 -0,3189226 0,7549 

barva skoŚ§pky hnŊd§ -0,372350   4,539940 -0,0820164 0,9358 

barva skoŚ§pky kr®mov§ -6.555054   2,598066 -2,5230515 0,0244 

barva skoŚ§pky modr§ 12,742073   9,603455 1,3268218 0,2058 

barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ -11.299374   5,692869 -1,9848292 0,0671 

objem vejce -0,099497   0,205416 -0.4843677 0,6362 

lysozym : barva skoŚ§pky hnŊd§ 1,755432     4,267069 0,4113905 0,6875 

lysozym : barva skoŚ§pky kr®mov§ 6,471991 2,405881 2,6900709 0,0185 

lysozym : barva skoŚ§pky modr§ -9,864568   7,907362 -1,2475168 0,2342 

lysozym : barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ 12,223801   5,330711 2,2930903 0,0392 

ovotransferin : barva skoŚ§pky hnŊd§ 0,826196   1,256139 0,6577268 0,5222 

ovotransferin : barva skoŚ§pky kr®mov§ -0,277738   0,742168 -0,3742253 0,7143 

ovotransferin : barva skoŚ§pky modr§ 2,289787   3,445402 0,6645923 0,5179 

ovotransferin : barva skoŚ§pky tmavŊ hnŊd§ -1,894688   1,547709 -1,2241884 0,2426 
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PŚ²loha 14: PlnĨ model testuj²c² vztah mezi koncentrac² protoporfyrinu 

v kutikul§rn² vrstvŊ skoŚ§pky a koncentrac² hormonŢ obsaģenĨch v b²lku 

(GLMM; N = 47, random efekt = ~1|plemeno) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept 0,9399860 0,2089871 4,497817   0,0003 

progesteron 0,0365515 0,1861417 0,196364   0,8471 

testosteron 0,0543835 0,2050847 0,265176   0,7947 

17 hydroxypregnenolon -0,0751108 0,1561449 -0,481033   0,6379 

pregnenolon 

 
-0,0166941 0,1501390 -0,111191   0,9130 

progesteron : testosteron 0,5510911 0,4594399 1,199485   0,2502 

progesteron : 17 hydroxypregnenolon 0,1189879 0,2828417 0,420687   0,6804 

progesteron : pregnenolon -0,0495416 0,1486156 -0,333354   0,7438 

testosteron : 17 hydroxypregnenolon -0,0839576 0,1655785 -0,507056   0,6200 

testosteron : pregnenolon 0,2112264 0,2322874 0,909332   0,3786 

17 hydroxypregnenolon : pregnenolon 0,3517975 0,2441316 1,441016   0,1716 

 

 

PŚ²loha 15: PlnĨ model testuj²c² vztah mezi koncentracemi ovotransferinu 

v b²lku a koncentracemi hormonŢ obsaģenĨch v b²lku (GLMM; N = 43, random 

efekt = ~1|plemeno) 

 

 Value Std. error t - value p - value 

intercept -0,03542681 0,05265430 -0,6728189 0,5092 

17 hydroxypregnenolon -0,10747440 0,05510889 -1,9502189 0,0661 

pregnenolon 0,06109600 0,05686978 1,0743140 0,2961 

testosteron 0,06445776 0,05388897 1,1961216 0,2464 

progesteron 0,04663472 0,05494586 0,8487396 0,4066 

 

 

  












