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Vysokd variabilita ve zbarveni vajeénych skofapek ptakd je zplhsobena dvBma pigmenty, biliverdinem

a protoporfyrinem (CasseyY et al. 2011). Za skvrnitost skofapek je viak zodpovédny pouze protoporfyrin
(Mikiik et al. 1996). Pro wysvétleni vysoké variability ve zbarveni vajec mezi i uvnitf snhsek bylo navrieno
nékolik hypotéz, napf. zpeviujici &i krypticka funkce pigmentu (Wallace 1889), vliv pigmentu na
permeabilitu (tj. ztratu vody) skofapky (HIGHAM et GOSLER 2006) a identifikace vlastnich vajec
{Lopez-de-Heirrom et Moreno-Rueda 2010). Mejvice pozornosti je viak v posledni dobé vénovano signalni
funkci vajec, ktera informuje o kvalité samic v postkopulacnim obdobi (Moreno et Osorno 2003).

1. Prace se bude zabyvat proximitnimi i ultimatnimi pFicinami proménlivosti ve zbarveni ptacich skofapek.
2. Prace bude testovat, zda variabilita ve zbarveni protoporfyrinowych skvrn souvisi s kondicl samic sykory
kofadry (Parus major).

Metodika

Was tym disponuje daty o samicich sykory kofadry (hmotnost, zdakladni miry, hematologicka data, stan-
dardni digitalni fotografie melaninového ornamentu, vzorky pefi karotenoidniho ornamentu), které byly
odchyceny v blizkesti hnizdnich budek na studijni ploie Cimicky-Dablicky hdj. Pocty erytrocytl budou vy-
hodnoceny standardnimi postupy pomoci mikroskopu (mikroskop CX41 s fazowym kontrastem, digitalni
kamera Ul-1540-C, program QuickPhoto Industrial 12.3, Olympus). Vztah mezi kondici samice a zbarveni
vajecné skofapky bude testovan standardnimi statistickymi metodami.
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Abstrakt

PtaCi vejce jsou charakteristicka velkou variabilitou zbarveni. Toto =zbarveni
je zpusobeno dvéma hlavnimi typy pigmentd, biliverdinem a protoporfyrinem.
Biliverdin je odpovédny za modrozelené zbarveni vajec a protoporfyrin
za Cervenohnédé a Cerné skvrny na vejcich. ACkoliv pfiiny vysledné variability
zbarveni vajec se snaZi objasnit fada hypotéz, pfesto nebyly pIné vyjasnény,
a proto stoji v popredi zajmu védeckych vyzkumd. V teoretické &asti prace jsou
popsany jednotlivé typy hypotéz, které byly navrzeny pro vysvétleni pfi€iny variability
zbarveni vaje¢né skorapky. Hypotézy jsou zaméreny na strukturalni a signalni funkci
pigmentu a anemickou hypotézu; ty jsou v praci podrobnéji popsany, jelikoz jsou
predmétem vyzkumu této studie. Hypotéza o signalni funkci pracuje s teorii,
ze pigmentace vajec reflektuje fyzickou kondici samic. Z dosud publikovanych studii
o signalni hypotéze bylo zjisténo, Ze 60% publikovanych vysledkd podporuje teorii
o vztahu skvrnitosti vajec a télesnou kondici samic. VétSina praci studujicich signalni
hypotézu byla provadéna na pévcich (80%), a proto nelze tuto hypotézu aplikovat
v obecném meéfitku i na jiné druhy ptakd, jelikoz na nich (mimo vyjimky) nebyla
dostateéné testovana. Anemicka hypotéza se snazi variabilitu zbarveni vajec vysvétlit
pomoci teorie, kde vyplavovany protoporfyrin ve vétsi koncentraci v diisledku anémie
ma za nasledek vétsi pigmentaci vajec. Cilem praktické ¢asti bylo testovat, zda zavisi
kvalita kondice samice na charakteru barvy skvrn sykory kohadry (Parus major)
a dale, jestli ma pomér imaturnich erytrocytu k celkovému poctu erytrocytud vliv (odraz
miry anémie) na vysledné zbarveni vajeCné skofapky. Vysledky studie prokazaly,
ze zbarveni vajeCné skofapky souvisi s kondi¢nimi znaky samic, tedy
ze Cervenohnédé skvrny s mensim jasem a sytosti indikuji vétSi plochu bfigniho
melaninového pruhu. Tato prace tedy podpofila hypotézu o signalni funkci
protoporfyrinu vysledkem, Ze télesné znaky kondice samice souvisi se zbarvenim
vajeCné skorapky a to tak, Ze samice s horSi fyzickou kondici produkuji vice
pigmentovana vejce. Dale ve vyzkumném Setfeni nebyl prokazan zadny vztah
poméru imaturnich erytrocytl k celkovému poctu erytrocytl a zbarveni vaje¢né
skofapky. To znamena, ze neni mozné potvrdit vztah anémie a variability zbarveni

vajecné skorapky na nasi populaci sykory konadry.

Kli€ova slova: protoporfyrin, signalni hypotéza, anemicka hypotéza, kondice samice,

Parus major



Abstract

Bird’s eggs are specific for big variability in eggshell coloration. This eggshell
coloration is caused by two pigments — Biliverdin and Protoporphyrin. Biliverdin
causes blue-green color of the egg and Protoporphyrin causes red-brown and black
maculas on the surface of the eggshell. Many hypotheses try to clarify the reason
of resultant variability in the eggshell coloration. The final reason of the variability
in the eggshell coloration has not been yet explained and this is the reason, why this
topic is subject of scientifical researches. In the theoretical part of this thesis
are described individual hypotheses, which describe variability in the eggshell
coloration. These theses were focused on structural and signal function of pigment
and the anemic hypothesis; these are explained in detail in the thesis, because they
are the subjects of this thesis’s research. Signal hypothesis works with theory,
that egg’s pigmentation informs the partner about female’s condition quality. Results
of recent published studies, which are focused on signal function, say, that 60%
of results support the theory, that egg maculation relates to female’s body condition.
80% of studies about signal function made there researches on passerines. This
is the main reason, why signal function of pigment cannot be applied generaly
on all bird species, because the signal function was not properaly or none tested
on other species than passerines (out of few exceptions). Anemic hypothesis might
explain the variability in the eggshell coloration with theory, protoporphyrin, which
is derived in higher concetration from blood duet the anaemia, causes higher
maculation on the surface of eggshell. Purpose of practical part of this thesis was
finding out, whether female’s condition quality depends on the character of color
maculation in Great tit (Parus major). Futhermore if there exist correlation between
ratio (of immature red blood cells and total sum of red blood cells) and eggshell
coloration. Results of the study show, that the eggshell coloration may depend
on female’s conditon. Specifically, red-brown macules with lower level of intensity and
saturation pronounce larger area of melanin-based ventral stripe. In conclusion,
this thesis supports signal function thesis of protoporhyrin and leads to the fact,
that final eggshell coloration has an impact on the female’s body condition. Results
of this thesis does not prove any relationship between ratio (of immature red blood
cells and total sum of red blood cells) and eggshell coloration. It leads to the fact,
that there is no possible support for correlation between anaemia and variability

in eggshell coloration in our population of Great tit.

Key words: protoporphyrin, signal hypothesis, anaemical hypothesis, female

condition, Parus major
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1. Uvod

Zbarveni vajeCné skofapky je zplUsoben dvéma pigmenty: biliverdinem
a protoporfyrinem. Biliverdin zpusobuje modrozelené zbarveni vajec, zatimco
protoporfyrin &ervenohnédé a &erné skvrny na povrchu vajec (Kennedy et Vevers,
1976). Zaroven tyto pigmenty plni v téle i jinou funkci nez funkci pigmentu. Biliverdin
je antioxidant a protoporfyrin je prooxidant. Protoporfyrin, na ktery je tato prace
zaméfena, jelikoz zplsobuje zbarveni vajec u zkoumané sykory konadry
(Parus major), mlze vyvolavat oxidativni stres v téle samic tim, ze tvofi reaktivni
formy Kkysliku (tzv. volné radikaly) anebo potlacuje antioxidativni systém.
Protoporfyrim, jako Skodliva latka, mze vyvolavat oxidativni stres, ktery ma negativni
ucinky na organismus a muze zpUsobit zni¢eni bunék a tkani v organismu
(Afonso et al., 1999).

Vysledna variabilita zbarveni vajec je velka a mlze se liSit mezi druhy (v ramci
jednoho druhu &i v jedné snusce) (MikSik et al., 1994). V oblasti zkoumani pficiny
této variability zbarveni vajeCné skofapky byly navrzeny rdzné druhy hypotéz.
Tyto hypotézy jsou recentni, a proto byla teoreticka ¢ast prace zamérena pravé
na né. Signalni a anemicka hypotéza jsou v této praci rozebrany podrobnéiji, jelikoz

jsou pfedmétem praktické ¢asti této prace.

Signalni funkce pigmentu pfedpoklada, Ze vysledna pigmentace vajecné skofapky
informuje partnera o (pozitivni & negativni) fyzické kondici samice (Moreno et Osorno,
2003). Protoporfyrin je derivovan z krve pfi biosyntéze hemu a mimo funkce
pigmentu, ktery zpusobuje skvrny na povrchu vejce, plni i jinou funkci
(Kennedy et Vevers, 1976). Protoporfyrin je prooxidant, ktery je za normalnich
podminek vyplavovan pfirozenou cestou ztéla. V situaci, kdy se protoporfyrin
akumuluje v jatrech, zpusobuje oxidativni stres v téle samic (Afonso et al., 1999).
Tento oxidativni stres pak mlze zplUsobovat rizné zmény v télesné kondici samice
(Kilner, 2006). Proto Moreno et Osorno (2003) navrhli hypotézu, jak mize pigment

vajec odrazet kondici samic.

Podle De Costera et al. (2012) maze byt vysledna variabilita ve zbarveni vajecné
skofapky u samic zpuUsobena i anémii. Vzhledem ktomu, Ze protoporfyrin
je ve vétSi mife derivovan z krve pfi vétSi tvorbé Cervenych krvinek v nasledku
anémie, je oCekavana intenzivnéjsi pigmentace u samic, které anémii trpi (Cambell
et Ellis, 2007).
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V zaveéru teoretické Casti jsou popsany hlavni metodologické postupy pro kvantifikaci
intenzity skvrn, které byly pouzity u prilomovych studii, zabyvajicich se problematikou

variability zbarveni vajeCné skofapky.

Prakticka Cast této prace se zabyva vztahem mezi variabilitou zbarveni vajecné
skofapky a kondi¢nimi znaky samic sykory konadry (délka tarsu, standardizovana
hmotnost, index erytrocytli, velikost snlUsky, karotenové zbarveni pefi, plocha
melaninového bfiSniho pruhu). Dale byl zkouman vztah mezi zbarvenim vajecné
skofapky a potencionalni anémii u samic. Pomér imaturnich erytrocytd a vSech
erytrocytd mlze souviset s anémii u ptaku a vysvétlovat tak vyslednou variabilitu

zbarveni vaje¢né skofrapky (Yamato et al., 1996).
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2. Cile prace

Cilem teoretické Casti bakalarské prace je podani celkového pfehledu o hypotézach,
které byly navrzeny pro vysvétleni variability ve zbarveni vajec a vysledkd

z nich plynoucich.

Prakticka Cast bakalarské prace spocivala v analyze erytrocytt z krevnich natér(
samic sykory konadry (Parus major). Cilem byl zjistit vztah intenzity skvrn a anemické
hypotézy. DalSim cilem praktické Casti bylo z poskytnutych dat vyzkoumat vztah mezi
intenzitou skvrnitosti a kondi€nimi znaky samic sykory koriadry. Konkrétné testovani
vztah( parametr( barvy skvrn (odstin, sytost, jas) a kondi¢ni znaky samice (délka
tarsu, standardizovana hmotnost, index erytrocytl, velikost snusky, karotenoidni

ornament pefi, plocha melaninového bfiSniho pruhu).

13



3. Literarni reSerse

Tato Cast prace rozebira a popisuje hypotézy hovofici 0 vyznamu zbarveni vajecné
skorapky, které je zpusobené pigmentem protoporfyrinem IX (Cassey et al., 2011).
Je zde popsana syntéza, funkce a vlastnosti protoporfyrinu IX, protoZe pravé tento
pigment zplsobuje Cerveno-hnédé a €erné skvrny na povrchu vajeéné skorapky
(MikSik el al., 1994). V dalsi, teoretické €asti prace, je popsana struktura vaje¢né
skorapky, jelikoz pfedmétem této prace je variabilita ve zbarveni vajecné skorapky.
Je tedy dulezité zakladni porozuméni slozZeni a struktury vaje¢né skorapky. Dale jsou
popsany jednotlivé hypotézy tykajici se funkce protoporfyrinu, majici vliv na fyzikalni
a chemické vlastnosti vaje¢né skorapky (Gosler et al., 2005; Higham et Gosler, 2006).
Podrobnéji jsou zde rozebirany hypotézy o signalni funkci a anemické hypotéza, které

mohou vypovidat o kvalité kondice samice skrz vysledné zbarveni vajecné skofapky.

3.1. Protoporfyrin IX

Protoporfyrin IX (1, 3, 5, 8—tetrametyl-2, 4-divinyl-6, 7-dipropionova kyselina) (dale jen
protoporfyrin) je latka, ktera vznika biosyntézou z glycinu (Battersby et al., 1980).
V mitochondriich, bé&hem citratového cyklu, se glycin syntetizuje na latku
delta ALA (kyselina aminolevulova). Z delta ALA se v cytoplazmé nasledné vytvari
porfobilinogen, z ného dale uroporfyrinogen ] a z ného
pak coproporfyrinogen Ill. Poté se syntéza presouva zpét do mitochondrii,
kde z coproporfyrinogenu lll. vznika protoporfyrinogen Ill a dale vznika protoporfyrin
(viz obrazek 1). Pfi slou€eni iontu Zeleza a protoporfirinu dale vznika hem, ktery

je soucasti hemoglobinu (Layer et al., 2010).
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Glycin

J

kyselina aminolevulovad (dALA) % Porfobilinogen

Uroporfyrinogen

Coproporfyrinogen Il

Protoporfyrinogen Il

% Protoporfyrin IX
N
Hem Hemoglobin
Mitochondrie Cytoplazma

Obrazek 1 Schéma vzniku protoporfyrinu v organismech.

Zdroj: Leeper (1983).

Schopnost syntézy protoporfyrinu maji téméf vSechny organismy, od bakterii
az po savce (tedy i ptaci), s vyjimkou nékolika vyhynulych druh a vys$Sich druhu
rostlin (Leeper, 1983).

Protoporfirin, je latka, ktera zplsobuje Cerveno-hnédé a Cerné zbarveni na povrchu
vaje¢né skorapky u ptakl (Cassey et al., 2011). Tento pigment je vyplavovan z krve
tésné po ovulaci a akumuluje se na vaje¢né skofapce, kde tvofi rGzné tmavé a rizné
velké skvrny. Pfevazné tvofi pomysinou skvrnitou korunku ve spodni hemisféfe vejce

a ruzné distribuované skvrny ve zbylych ¢astech vejce (MikSik et al., 1996).

Protoporfyrin, mimo funkce pigmentu zpusobujici zbarveni skvrn na povrchu vaje¢né
skofapky, figuruje v téle ptaku také jako prooxidant, ktery muze vyvolavat oxidativni
stres tim, Ze tvofi reaktivni formy kysliku (tzv. volné radikaly) anebo potlacuje
antioxidativni systém. Protoporfyrim, jako Skodliva latka, mize vyvolavat oxidativni
stres, ktery ma negativni U€inky na organismus a muze zpusobit zni¢eni bunék a tkani
v organismu (Afonso et al., 1999).

Pfitomnost protoporfyrinu ve vajeCné skofapce je duleZity z nékolika duvodu.
Protoporfyrin, obsazeny ve vajeCné skofapce ovliviiuje vlastnosti skofapky, ma vliv
na jeji kryptickou funkci (Wallace, 1889), mechanickou funkci (Gosler et al., 2005),

permeabilitu (Higham et Gosler, 2006), aj. Velky vyznam ma také vysledné zbarveni,
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zpusobené protoporfyrinem na signaini funkci vejce, protoze toto zbarveni muze

vypovidat o kvalité kondice samice (Moreno et Osorno, 2003).

3.2. Struktura vajeéné skorapky

Vejce tvofi tfi hlavni ¢asti: vajeCna skofapka, bilek a Zloutek. Vaje€na skofapka
je vapenity obal ptaciho vejce, ktery se sklada ze tfi vrstev, z podskofapecné blany,
vlastni skofapky a kutikuly. Vlastni vajeCna skofapka je tvofena neflexibilnim
anorganickym materialem, jehoz zaklad tvofi krystaly vapniku, které vytvari vnéjsi
povrch vejce (Board et Sparks, 1991;). Vlastni vajeéna skofapka je dale rozdélena
na vnéjsi a vnitini vrstvu. Obé tyto vrstvy skorapky utvafi viakna tahnouci se paralelné
s povrchem skofapky. Vlakna vnéjSiho povrchu skofapky jsou kratSi a silnéjsi,
zatimco vlakna vnitfni strany skofapky jsou delSi
a tenci. Externi povrch skofapky maze byt navic pokryt doplfikovou vrstvou, tvofenou
organickou kutikulou nebo anorganickou vrstvou, kde tato vrstva slouzi jako
doplikova, ochranna vrstva vejce (Solomon et al., 1997). Vaje¢na skofapka zastupuje
funkci zivotnosti vejce. V prvé fadé vajecna skofapka slouzi jako médium, skrz které
je vedeno teplo a zajiStuje fyzickou ochranu plodu. Vaje¢na skofapka funguje také
jako zasobnik vapnikovych a hofe¢natych iontu, které jsou dullezité pro vyvin embrya
(Bond et al. 1988a). Pdry, které jsou ve vajeCné skorapce, maji schopnost zajistovat
vyménu plynd mezi vnittkem vejce a vnéjSim prostiedim (Paganelli et al., 1974).
Druhou funkci vaje¢né skofapky zplsobuje jeji zbarveni. Nejen, ze se diky nému
vejce v hnizdé kamufluje pfed predatorem (Wallace 1889), ale pravé zbarveni muze
mit vliv na signalni funkci, kterd dava najevo kvalitu kondice samice (Moreno
et Orsono 2003), aj.

3.3. Vyznam zbarveni vaje€né skorapky

Variabilita zbarveni vajeCné skofapky se velmi li§i jak vramci jedné snusky,
tak mezidruhové (Cassey et al., 2011). Tuto variabilitu mizeme spatfovat v barvé
i vzoru vaje¢né skorapky (Killner, 2006). Proto byly vytvofeny rdzné druhy hypotéz,
které by mohly vysvétlovat zbarveni vajeCné skofapky a tak objasnovat vyslednou

variabilitu zbarveni vajecné skorapky.

Jako prvni navrhnuta hypotéza v historii, tykajici se vyznamu zbarveni vajecné

skofapky, je hypotéza o kryptické funkci daného zbarveni, hovofici
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o tzv. maskovani vajec pred predatory (Wallace, 1889). DalSi hypotézy, zkoumajici
vyznam zbarveni vajeCné skorapky, byly zaméreny predevsim
na to, jak protoporfyrinova depozice na povrchu vaje¢né skorapky ovlivriuje fyzikalni
vlastnosti vajecné skofapky. Jednou z prvnich hypotéz, zkoumajici vyznam zbarveni
vajeCné skorfapky je hypotéza, zaméfend na vztah zbarveni vajeCné skofapky
a termoregulacni schopnosti vejce. Po ni nasledovala dal8i vyznamna hypotéza, ktera
se zabyva vztahem mezi protoporfyrinovou pigmentaci skvrn a mechanickou funkci
vajecné skorapky (Gosler et al., 2005). V pozdéjSich letech se védci zaméfili i na dalSi
hypotézy, zkoumaijici napf. vztahy vysledného zbarveni vaje¢né skofapky na fyzikalni
¢i chemické vlastnosti vajecné skofapky, na permeabilni (Higham et Gosler, 2006)

a antibakterialni funkci vaje¢né skofapky (Ishikawa et al., 2010).

3.3.1. Krypticka funkce

Kryptické zbarveni u ZzivoCichu je tvarové i povrchové usporadani, které déla
organismus nenapadnym vuci jeho prostfedi. Primarni funkci tohoto zbarveni
je maskovani se pfed predatorem, kdy pro predatora je opticky obtiZzné identifikovat
organismus od jeho prostfedi. Ptaci toto zbarveni vyuzivaji pro ochranu snisky pred
predatory proto, aby vejce méla nejvétdi moznou pravdépodobnost prfeZiti. Pravé tato
teorie byla jako jedna z prvnich vyuzita k vysvétleni vyznamu variability zbarveni
vajeCné skofapky (Wallace, 1889). Wallace (1889) jako prvni zminil, ze vyvojové prvni
vejce byla bilda a dalSi zbarveni a skvrnitost byly adaptaci na prostfedi a hnizdni
strategie. Cist& bilad vejce maji zejména ptaci, které chrani vejce jinak nez pravé
zbarvenim. Jde pfevazné o druhy ptaku, ktefi hnizdi v dutinach a v uzavienych
hnizdech (Newton, 1893) nebo pecuji o hnizda velmi intenzivné a jsou schopny
sva vejce aktivné branit (Wallace, 1889). Predatofi jsou pro ptaky velmi nebezpecni;
vice nez 50% hnizd je zni¢eno pravé predatory a snizuji tak reprodukéni uspésnost
ptakd (Ricklefs, 1969). Riziko, Ze vejce budou napadena predatorem,
je mnohonasobné vyssi béhem inkubace plodu nez pro samotna vylihnuta mladata
je jeho umisténi (Kelly, 1993). Pravdépodobnost nalezeni hnizda predatorem muze
byt vyrazné snizena vhodnou volbou lokality hnizda a snasenim kryptickych vajec
(Westmoreland et Kiltie, 1996).

Zbylé druhy ptakd, ktefi stavi hnizda v otevienych, dobre viditelnych prostorech, maiji
vejce zbarvena hnédé, Sedé &i zelené nebo jsou doplnéna Cerveno-hnédymi skvrnami
(Lack, 1958). Podle nékterych vyzkumi vSak tato strategie nema vliv na snizeni

predace. Této problematice se vénoval i Weidinger (2001), ktery svUj vyzkum zaméfil
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na kryptickou funkci vejce a stanovil hypotézu antipredacni funkce barevnosti vejce.
Zabyva se porovnhavanim pravdépodobnosti predace u bilych a uméle zbarvenych
vajec, ktera se lidskému oku zdaji nenapadna. Pravé odlidné vnimani barev lidi
a predatord mulze vést k nepfesnostem v zavéru. Dale Weidinger (2001) provadél
pokus s uméle obarvenymi vejci bilé barvy, modré barvy a s vejci hnédé skvrnitymi
v otevienych hnizdech. Cilem bylo zjistit pravdépodobnost predace u ruzné
barevnych vajec. Vysledky predace vS§ak u rizné zbarvenych vajec nebyly dostatec¢né
rozliSné. To mlze byt vysvétleno napfiklad tim, ze néktefi predatofi se orientuji spise
gichem nez vizualnimi projevy nebo umisténim hnizda v lokaci, ¢i pfitomnosti rodicu
v hnizdé nebo pouzitim umélych napadnéjsich hnizd (Martin et al., 2000). Zaroven
druhy Zijici videntickych podminkach, majici otevfena hnizda, maji rdzné
pigmentovana vejce, coz mize podle Go6tmarka (1992) vést kzavéru,
Ze na pigmentaci se podili pfedevSim evoluéni faktory (Tinbergen et al., 1962;
Weidinger, 2001).

3.3.2. Strukturni funkce

Jak jiz bylo fe€eno, protoporfyrin muze plnit mnoho funkci. Strukturni funkce mluvi
o vztahu protoporfyrinu, ovliviiujici mechanickou strukturu vaje¢né skofapky. Gosler
et al. (2005) zjistili, Ze tento pigment ma schopnost zesilit ztenéena mista skofapky,
ktera jsou zplsobena vapnikovym deficitem. Zaroven je potvrzeno, Ze v mistech
s vétsi koncentraci protoporfyrinu, je vajeCna skofapka méné pruzna a zaroven
ma vétSi schopnost zadrzovat vodu uvnitf vejce, ktera je dllezita pro spravny vyvoj
plodu (Gosler et al. 2005; Higham et Gosler, 2006). Dale védci zjistili,
Ze protoporfyrinové skvrny se na vaje¢né skofapce vice koncentruji v mistech, ktera
jsou méné silna. Jsou to svétlda mista snizkou nebo Zzadnou koncentraci
protoporfyrinu. V mistech, kdy byla pravé pigmentova skvrna tmavsi, byla skofapka
tenéi. Vyzkum byl zamérfen i na pozorovani intenzity skvrn. Intenzita rostla s poradim
vajec ve snusce, ke kterému mohlo dojit diky postupnému vy€erpavani vapniku
ze zasob ve vapennych Zlazach samice, a pravé tento deficit mohl byt dopinén
a nahrazen pigmentem (Gosler et al., 2005). Tato metoda byla testovana pfedevSim
na malych druzich ptakd, napf. na sykofe modfince. Na obdobné metodé vyzkumu
byly testovany Bulla et al. (2012) &ejky chocholaté (Venellus venellus). Tento
navazujici vyzkum podpofil vysledky Goslera et al. (2005), zatimco McCormack
et Berg (2009), ktery vyzkum provadél na sojkach ostrovnich (Aphelocoma
ultramarina), do$el k jinym vysledkim studie. K riznym vysledk({m studie mohlo dojit

kvali odlisnym testovanym druhim, dale pak také kvdli rozdilnym stanovistim,
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kde probihaly vyzkumy. Pravé McCormack et Berg (2009) testovali strukturni funkci
na druhu sojky ostrovni, ktera obyva velkou Skalu rozdilnych stanovisdt (misto, liSici
se v gradientu nadmorské vysky). Kvuli rozdilnym nadmorskym vySkam stanovist
dochazi k odliSnym koncentracim vapniku obsazeného v pudé, tedy je i odliSna
koncentrace vapniku v potravé, kterou sojky pfijimaji v riznych stanovistich
(McCormack et Berg, 2009). Jak jiz bylo popsano, mohou samice vapnikovy deficit
nahrazovat depozici protoporfyrinu do vajeCné skorfapky, diky kterému dojde
k vyztuzeni zeslabenych mist vejce. Pravé proto sojky ostrovni, zijici v oblastech,
kde je vy8Si koncentrace vapniku na stanovistich (nez u jinych druh, testovanych
ve studiich napf. Goslera et al., 2005; McCormack et Berg, 2009), neprodélavaji
tak silny vapnikovy deficit, a proto nemusi ukladat velké mnozstvi protoporfyrinu

do vajecné skorapky.

Teorii strukturni funkce tedy nelze obecné uplathovat na vdechny druhy ptakd, protoze
tato teorie byla testovana pfevazné na malych druzich ptakd a na rozdilnych
stanovistich vyskytu druhl. Vétsi druhy ptakd umi nedostatek vapniku, ziskaného
pfevazné z potravy ve svém okoli, vyrovnavat rezervami pochazejicich z vét3ich kosti
vtéle (Dacke et al., 1993), pravé proto tedy nemusi ukladat velké mnoZstvi

protoporfyrinu do vajeCné skofapky.

3.3.3. Permeabilni funkce

Nemalou roli u vaje€né skofapky hraje jeji schopnost zadrzovat vodu. Velké mnozstvi
odparené vody muze zapficinit Spatny vyvin plodu nebo dokonce jeho zanik (Rahn
et Ar, 1974). Diky tomu se Higham et Gosler (2006), v ramci svého vyzkumu, zaméfili
na permeabilitu vajeéné skofapky, ktera je ovlivnéna protoporfyrinovymi skvrnami.
Prokazali, Ze pigmentace ma vliv na miru ztraty vody (Mass Loss per Day - MLD)
béhem inkubace plodu. Pokud je pouZito vice pigmentu, projevi se to ve snizeni
ubytku vody. Tenkost vajecné skofapky kriticky a inverzné ovliviiuje miru permeability
vody skrz vajeCnou skorapku diky prodlouzeni difuzi vody skrz pory ve vajecné
skorapce (Tazawa et Whittow, 2000). To znamena, Ze €im je tenci vajeCna skorapka,
tim vice zni muze unikat voda do okoli. V pfipadé, kdy tato tenci vrstva
je pokryta protoporfyrinem, je radikalné zmenSen ubytek vody skrz tato mista.
Zaroven tenkost skofapky ovliviiuje miru ztraty vody béhem inkubace plodu (Rahn
et Ar, 1974). Tmavé protoporfyrinové skvrny maji schopnost odrazet infratervené
zareni, které zahfiva povrch (Bakken et al., 1978). Diky této vlastnosti by v danych
mistech, pokrytych pigmentem na povrchu vajecné skofapky, mohla vznikat

studenéjSi mista, kde by byl vyznamné sniZzeny vypar vody (Gosler et al., 2005). Dale
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byla prokazana pozitivni korelace mezi tloudtkou vajeéné skofapky a obsahem
vypafené vody pravé u divokych sykor konader, z ¢ehoZz vyplyva, Ze ¢Cim vice
je silngjsi vajecna skorfapka, tim méné dochazi k vyparu vody z vejce do okolniho
prostfedi. Zaroven ve vyzkumu Highema et Goslera (2006) bylo poukazano na fakt,
Ze samice musi vhodné situovat postaveni hnizda a spravné pecCovat o snusku,
protoze pigment slouzici k zabranéni vyparu vody musi byt spravné vystaven

svételnému zareni.

Z vysledkl studii tedy vyplyva, Ze ¢im vice protoporfirinu je obsazeno ve vajecné
skorfapce a zaroven je vejce idealné situovano v hnizdé, tim je docileno nejmensiho
mozného vyparu vody z vejce do vnéjSiho okoli (Higham et Gosler, 2006). Zaroverni
tento fakt by teoreticky mohl byt spojen i se strukturalni funkci protoporfyrinu. Jelikoz
vySS§i koncentrace protoporfyrinu je pozorovana v ten€ich mistech vaje¢né skorapky
(viz kapitola 3.3.2), kde tato zvySena koncentrace slouzi k jejimu vyztuzeni (Gosler
et al., 2005), muze tato zvySena koncentrace pigmentu v tencich mistech skofapky
fungovat jako inhibitor, ktery slouzi k zabranovani uniku vody z vejce do okoli
v ten&ich mistech vajecné skofapky, kde je prokazano, Ze v téchto mistech dochazi

k vy$8imu ubytku vody.

3.3.4. Termoregulaéni funkce

Bakken et al. (1978) se zabyvali termoregulaéni funkci skofapky, tedy
tim, jak protoporfyrinova i biliverdinova pigmentace ovliviiuje schopnost
termoregulace vejce. Vychazeli zfaktu Montevecchiho (1976), Zze u oteviené
hnizdicich druh( maze dojit k pfehfati vejce. Podle ného muaze byt vysledny rozdil
teploty povrchu vejce az 3°C (Montevecchi, 1976). Montavecchi (1976) tvrdi,
Ze i rizné zbarvena vejce maji stejnou spektralni odrazivost, tudiz nedojde k velkému
uniku tepla ¢i naopak k prfehrati vejce jak u méné tak u vice zbarvenych vajec.
Montavecchi (1976) manipuloval s vejci uméle obarvenymi (nikoliv s vejci
pfirozenymi) a to by mohlo mit vliv na vysledny rozdil teploty povrchu vejce. Bekken
et al. (1978) zjistili, Ze i rizné zbarvena vejce maji stejnou spektralni odrazivost, ktera
je natolik vysoka, Ze vejce mohou byt vystaveny pfimému sluneCnimu zareni
az na dobu 36 minut, aniz by doslo k posSkozeni plodu. Z toho vyplyva, Ze spektralni
odrazivost je faktor, ovliviujici teplotu uvnitf vejce. Dale mize protoporfyrin ovliviiovat

termoregulaci vejce (Bakken et al., 1978).

RUzné vysledky mohou byt zplisobeny pouzitim rozdilnych metodickych postupd,

napfiklad zkoumanim laboratornich nebo pfirodnich vajec a barviv. Bakken
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et al. (1978) na rozdil od Montavecchiho et al. (1976) pracoval nejen s méFfenim
povrchového rozdilu teplot, ale i se spektralni odrazivosti vajec, a pravé proto mohl

dojit k rozdilnym vysledkim studie.

3.3.5. Antibakterialni funkce

Pigmenty obsazené ve vajecné skofapce jsou prevazné porfyriny, které jsou Casto
pouzivany pfi [é€bé nadorového bujeni a hubeni patogen pomoci fotosensitizéru.
Fotosensitizér je latka, ktera se aktivuje svétlem (Dolmans et al., 2003; Ishikawa
et al. 2010). Ishikawa et al. (2010) vytvofili experiment, majici za ukol zjistit
antibakterialni funkci porfyrin0 ve vejcich. Tato latka se nechava akumulovat
do skodlivych (rakovinotvornych) bunék, kdy po ozafeni vhodnym spektrem svétla
prechazi do excitovanych stavll a po dalSich reakcich s molekularnim kyslikem vznika
singletovy kyslik. Tento typ kysliku je vysoce reaktivni a naruSuje membrany
nechténych bunék (Kriska et al., 1995). Na vejcich kuru domaciho (hnédych, zelenych
a bilych vejcich) byly ponechany bakterie v kontaktu s pigmenty po dobu pusobeni
30 minut a nasledné osviceny. K tomu byly pouZity dva typy bakterii, gram-pozitivni
(zastoupeny Staphylococcus aureus, Bacillus cereus) a gram-negativni bakterie
(Escherichia coli, Salmonella enteritidis). Po osviceni bylo zjisténo, Zze téméf vSechny
gram-pozitivni bakterie byly zni€eny, zatimco gram-negativni bakterie pfezivaly.
Nejvice prezivSich bakteriich zlstalo na bilych vejcich, méné na zelenych vejcich
a nejméné na vejcich hnédych. Dlvody téchto rlznorodych vysledkd nebyly dale
vysveétleny (Ishikawa et al., 2010). Ishikawa et al. (2010) navrhli, Ze pravdépodobné
pFirodni pigmenty, jako je pravé protoporfyrin a biliverdin, pouzivané pfi lécbé
nadorového bujeni, se puvodné vyvinuly pro podporu obranyschopnosti jedince
(Ishikawa et al., 2010). Dale Mayes et Takeballi (1983) pfisli ve svém vyzkumu
na to, Ze bakterie nachazejicich se na povrchu vajec jsou pravé ze skupiny
gram-pozitivnich bakteriii, z Cehoz vyplyva, Ze vajeCné pigmenty a predevSim
pak protoporfyrin, pfi vhodném ozafeni, mohou mit vliv na antibakterialni schopnost

vajecné skorapky a nechténé bakterie tak likvidovat.

3.3.6. Hnizdni parazitizmus a mimeticka vejce

Hnizdni parazitizmus je alternativni zpusob rozmnozovani, rozSifeny u mnoha skupin
ptaka (Davies, 2000), zaroven byl pozorovan i u jinych druh( zvifat, napf. u ryb,

obojzivelnikl nebo hmyzu. Parazitické samice Casto snaseji sva vejce do ciziho,
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hostitelského hnizda a viabec se nepodileji na inkubaci ani na rodiCovské pédi
mladéte, ¢imZz se osvobozuji od vlastniho energetického vydeje (Davies 2000).
RozliSujeme dva hlavni druhy parazitizmu, parazitizmus interspesificky
a intraspecificky. Interspesificky charakterizuje vyuZivani samic jednoho druhu
pro mladata samic jiného druhu. P¥i intraspecifickém parazitizmu dochazi
k parazitizmu vramci jednoho druhu. Dale je mozné parazitismus délit
na obligatni a fakultativni. Obligatni zplsob je pro dany druh jediny mozny zpusob
reprodukce, protoze jedinci jiz nejsou schopni stavét vlastni hnizda, typickym
prikladem je kukacka obecna (Cuculus canorus) (Volf et Horak, 2007). Fakultativni
zpusob spociva ve vyuzivani pfilezitostného parazitzmu, nékdy i v ramci vlastniho
hnizda. Pro ptaky z hlediska dlouhého Casového useku bylo pfinosné ménit zbarveni
vajec. Diky tomu je pro hostitelskou samici snazsi rozpoznat viastni nebo parazitické
vejce (Davies, 2000). Parazitické samice se snazi zlepSit v produkci mimetickych
vajec. Jsou to takova vejce, ktera se nejvice podobaji vejci hostitelské samice
a nejsou ji rozpoznana (Welbergen et al., 2001). Hostitelské samice mohou
na mimeticka vejce reagovat dvéma zpUsoby. Zaprvé mohou snizit vnitrosntskovou
variabilitu za sou¢asného zvySeni mezisnuskové variability tak, aby bylo mozné vejce
rozpoznat okamzité a nasledné je ze snusky odstranit (Davies, 2000), nebo snaset
vSechna vejce témér identicka, aby jakékoliv jinak vypadajici vejce mohlo byt z hnizda
odstranéno (Lovaszi et Moskat, 2004). Typicky parazitickou samici je kukacka
obecna, ktera snasi vejce pouze jednoho typu. Proto je pro ni dulezité vybirat
si spravny druh hostiteld (Gibb et al., 2000). Hypotéza variabilngjSiho zbarveni
vajeCné skofapky a vétsi investice samic do kvalitngjSiho zbarveni je pouzitelna
pouze u druhu, které parazitismu podléhaji. Pravé proto nemulze byt pouzita

v obecném méfitku (Kratochvilova, 2014).

3.4. Signalni funkce

NejvyraznéjSim charakterem ptagich vajec je jejich barevnost a pigmentace,
skladajici se z tmavych protoporfirinovych skvrn nebo modro-zeleného zbarveni
(Cassey et al, 2011). RlGznorodé zbarveni vajec mlze mit rGzné vysvétleni,
vychazejici z hypotézy o signalni funkci. Tato pomé&rné nova hypotéza navrhuje,
Ze zbarveni vajec a variabilita zbarveni by mohla slouzit jako specificky kod, ktery
slouzi k pfenosu informaci, které si ptaci predavaji v dobé& hnizdéni (Moreno
et Osorno, 2003). Z pocatku tato hypotéza byla aplikovana na modrozelena vejce

a predpokladalo se, Ze samice s modro-zelenym zbarvenim vajec ukazuji svou
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fenotypickou kvalitu samcim skrze usazeni antioxidantu biliverdinu jako pigmentu
(Campbell et Ellis, 2007). Tak mUze byt pigment vyjadfenim kondice samic nebo mize
slouzit jako geneticka vazba mezi barvou vajeéné skofapky a kondici samice (Moreno

et al., 2006). Na toto navazala fada vyzkuml, ktera se zameéfila i na protoporfyrin.

3.4.1. Signalni funkce a biliverdin

Morono et Osorno (2003) jako prvni navrhli experiment, pracujici s teorii signalni
funkce, zalozené na tom, ze samice prostfednictvim zbarveni vajec davaji najevo
svou kvalitu kondice. Moreno et Osorno (2003) pracovali s vejci modro-zeleného
zbarveni. Hypotéza o signalni funkci vychazi z Darwinovi teorie pohlavniho vybéru,
kde vyrazné zbarveni (v tomto pfipadé vajec) je povazovano za prostfedek selekce.
Hypotéza o signalni funkci je také spojovana s teorii handicapu, poukazujici
na nakladné ukladani biliverdinu (antioxidantu) samic do vajec (Zahavi, 1975).
Ta ma tak méné prostfedkd (antioxidant(l), pomahajici se ji vyrovnat s oxidativnim
stresem b&hem kladeni vajec. Oxidativni stres je vyvolan zvySenou koncentraci
progesteronu v krvi snasejici samice (Hammond et al., 1980) a ma za nasledek
snizeni enzymatické antioxidaéni obrany organismu (Dabrosin et al, 1998;
Wassmann et al., 2005). Diky tomuto stavu se v organismu zvySuje poptavka
po antioxidaénich latkach, které reguluji oxidacni stres (McGraw, 2005). Proto
ukladani biliverdinu do vaje€né skofapky omezuje mnozstvi moznych pouzitelnych
antioxidantl pro vlastni fyziologickou obranu organismu (Moreno et Osorno, 2003).
PFesto depozice biliverdinu do vaje€né skofapky muaze byt pro samici vyhodna, jelikoz
ur€itd koncentrace pigmentu ve vajeCné skofapce muze informovat partnera
o tom, Zze samice je schopna se vyrovnat se ztratou vlastnich antioxidantu (Zahavi,
1975) a tim zaroven samice poukazuje na svou vyS$Si fyzickou zdatnost (Moreno
et Osorno, 2003). Samice timto projevem dava najevo svij handicap a ukazuje
, 2e je schopna vyrovnavat se s ubytkem antioxidantu na ukor lepSiho zbarveni vajec
(Moreno et Osorno, 2003).

PFi zpracovavani dat a vysledkd vySe popsanych studii nebyly zohlednény vedlejSi
faktory, které by mohly mit vliv na kone¢né vystupy. Mezi tyto faktory patfi svételné
podminky hnizda, kontrast v hnizdé (kontrast zbarveni a zbarveni stavebniho
materialu hnizda) a percepcni schopnosti jedince, vnimajici jinou Skalu zafeni,

nez umoznuje lidsky zrak (Endler, 1990).

Tato teorie byla testovana u pigmentu biliverdinu u lejska Cernohlavého (Moreno

et al., 2006b) a Spacka Cerného (Lopez-Rull et al., 2008), kde byla prokédzana pozitivni
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korelace mezi intenzitou modrozeleného zbarveni vajeCné skofapky a koncentraci
biliverdinu v krvi. Déle také Siefferman et al. (2006) prokazal u salasnika modrého
(Sialia sialis), Zze starS$i samice a samice v lepSi kondici snaSely intenzivnéji
pigmentovana vejce. Hanley et al. (2008) pfispéli k pozitivnimu nalezu tykajici
se signalni hypotézy u drozdce d&ernohlavého. Prokazali, Ze samice s vétsi
antioxidaCni kapacitou snasely intenzivnéji zbarvena vejce (Hanley et al., 2008)
Naopak u jinych druhl nebyla prokazana zadna souvislost mezi koncentraci
biliverdinu a zbarvenim vaje¢né skofapky, jako napf. u kosa &erného €i drozda
zpévného (Cassey et al.,, 2012). Hargitai et al. (2008) také neprokazali zadné
signifikantni zavislosti mezi télesnymi znaky kondice samic (délka tarsu, hematokrit)

a zbarvenim vaje¢né skorapky.

3.4.2. Signalni funkce a protoporfyrin

Na vysledky hypotézy, tykajici se signalni funkce u modro-zeleného zbarveni,
navazovaly dalSi vyzkumy, tykajici se signalni funkce s rozSifenim

na protoporfyrinovou pigmentaci.

Stejné jako biliverdin, tak i protoporfyrin, zastupuje v téle jinou funkci nez funkci
pigmentu, ovliviujici skvrnitost vajeCné skofapky (Cambell et Ellis, 2007). Zména
hladiny protoropfyrinu mize vyrazné ovlivnit samici béhem obdobi hnizdéni (Moreno
et Osorno, 2003). Protoporfyrin je metabolit, ktery je vyplavovan z krve a ve vétsi
koncentraci muze zpUsobovat oxidativni stres v téle samice (Dabrosin, 1998).
Zvysujici se koncentrace progesteronu v krvi snasejici samice ovliviiuje produkci
protoporfyrinu  (Soh et Koga, 1994). Zvy3ena hladina protoporfyrinu v krvi
ma za nasledek aktivaci antioxidaCnich enzymd, které napravuji poSkozeni
organismu zpUsobené oxidaCnim stresem (Afonso et al., 1999). Kvuli depozici
protoporfyrinu (prooxidantu) do vaje¢né skofapky, dochazi v krvi samice ke zvySeni
koncentrace antioxidant, které pulsobi proti Skodlivym prooxidantim (Moreno
et Osorno, 2003). IntenzivnéjSi koncentrace protoporfyrinu ulozeného ve vajecné
skofapce, stejné jako u biliverdinu, signalizuje samcim vySSi kondici samice (Moreno
et Osorno, 2003).

Moreno et Osorno (2003) navrhli tfi hypotézy, jak se muize skvrnitost vztahovat
ke kondiénim znakim samic. Velka protoporfyrinova skvrnitost mize naznacovat
dvé moznosti zvySené kvality kondice samice. V prvnim pfipadé muze vyssi
protoporfyrinova pigmentace reflektovat vySsi cirkulaci prooxidant v krvi (Cambell

et Ellis, 2007). Tato zvySena hladina prooxidantd muze indikovat zvySenou hladinu
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antioxidantl v krvi (latky nicici Skodlivy protoporfyrin), reagujici na oxidativni stres
samice, s kterym je samice schopna se vypofradat a ukazuje tak na svou lep$i kondici.
Za druhé, vySsi depozice protoporfyrinu do vajecné skofapky muaze naznacovat
schopnost samice vhodné odstranovat Skodlivy protoporfyrin do vaje¢né skofapky,
ktery by se jinak akumuloval v krvi a odkazuje opét na svou lepsi kondici. Za tfeti,
v opatném prfipadé nizka protoporfyrinova skvrnitost muze reflektovat vysokou
cirkulaci protoporfyrinu v krvi jako neschopnost antioxidativniho systému efektivné
odstranovat tento Skodlivy metabolit a naznacovat tak nizkou kondici samice (Moreno
et Osorno, 2003). Tyto hypotézy, v kombinaci s fakty, Zze pigmentace vajecné
skorfapky se li§i v ramci druhu, naznacuji predikci, jak se mlze protoporfyrinova

pigmentace vztahovat ke kondici samice (negativné i pozitivné).

Podle metodiky Goslera et al. (2005) se pigmentové skvrny na povrchu vajecné
skorapky vyjadfuji dvéma hlavnimi komponenty, PC1 a PC2. PC1 zastupuje intenzitu
barevnych skvrn a PC2 vyjadfuje distribuci skvrn na povrchu vejce (viz kapitola 3.6).
Komponenty maiji rozlisné vlastnosti, proto v souvislosti s touto hypotézou byly
testovany oddélené (Gosler et al., 2005). Gosler et al. (2012) potvrdili, Ze v ramci
snusek, tmavosti pigmentace a rozmisténi pigmentace (intenzita, rozlozeni a velikost
skvrny) vzrasta v poradi kladeni vajec. Pro intenzivné zastoupeny pigment bylo
dokazano, Ze u velkych samic (druh Parus major) a samic prokazujicich vysokou
vrozenou imunitu, v ramci sntsky variabilita tmavého pigmentu pozitivné koreluje
jak s fyziologickymi tak s kondi¢nimi rysy samice. Na rozdil od intenzity pigmentace
u rozmisténi a velikosti skvrn pigmentu, nebyly nalezeny Z&dné vztahy mezi
rozmisténim a velikosti pigmentu a velikosti t€la samice, vékem samice, té&lesnou

kondici a ani jeji vrozenou imunitou (De Coster et al., 2013).

Pozitivni vztah k signalni hypotéze potvrdili Sanz et Garcia-Navas (2009),
kdyz provadéli vyzkum vztahujici se pravé k hypotéze na sykorach modfinkach
a zjistili, ze intenzita skvrn pozitivné koreluje s délkou tarsu samic.
Sanz et Garcia-Navas (2009) dale vyzkoumali, Ze rovnomérna distribuce skvrn
u sykory modfinky ukazuje na Zivotaschopnost snusky. Jestlize protoporfyrinové
skvrny byly pravidelné agregovany na povrchu vejce, byla prokazana vétsi tloustka
vajeCné skofapky, kratSi doba inkubace, nizZsi ztraty vody (MLD), vy3Si uspéSnost
preziti snusky a delsi velikost tarst vylihnutych mladat, coz teoreticky mize indikovat
lepsi fyziologickou kvalitu mladat. Byla nalezena i pozitivni korelace pfi rovhomérné
agregaci pigmentovych skvrn a samcovou aktivitou, tykajici se krmeni vylihnutych
mladat. Jeho aktivita byla mé&fena b&hem pozorovani Cetnosti navstévnosti hnizda

(Sanz et Gascia-Navaz, 2009). Naopak inverzni nélez vypozoroval

25



Martinez de la-Puente et al. (2007), ktefi zjistili, Ze fyziologicky zdatnéjSi samice
sykory modfinky kladly daleko méné intenzivné skvrnitd vejce neZ samice méné
zdatné.S dalSim nalezem pfispéli i Stoddard et al. (2012), kdy pfi studii pozorovali
charakter pigmentace v zavislosti na hmotnosti samice a nasledné kondici vylihlych
mladat. V pfipadé sykory konadry zjistili, Ze nizSi skvrnitost byla zaznamenana
u tézSich samic, ale charakter zbarveni nijak neovlivnil kondici mladat (Stoddard
et al.,, 2012). V pfipadé vyzkumu De Costera et al. (2012, 2013) bylo zjisténo
, ze v ramci snuSek sykory kornadry exponencialné vzrlista tmavost pigmentace
a rozmisténi pigmentace (intenzita, rozlozeni a velikost skvrny) v zavislosti na poradi
kladeni vajec. Tato vnitrosnt$kova variabilita ma vliv nejen na energetické ztraty
samice pfi procesu kladeni vajec, oxidativni stres samice a teoreticky i na anemicky
stav samice, ale ovliviuje vysledny pigment, strukturu, permeabilitu a jiné funkce
skorapky (Sanz et Gascia-Navaz, 2009; De Coster et al. (2012, 2013).

Hargitai et al. (2016) zkoumali vztah koncentrace obsazeného protoporfyrinu
ve vajeCné skofapce a télesné kondice samic vyjadiené jako velikost tarsu, velikost
snusky a pigmentace karotenoidniho pefi. Dale zkoumali vztah mezi koncentraci
protoporfyrinu ve vajeCné skofdpce a oxidativnim statusem samic a obsahem
lymfocytd v krvi. Koncentraci protoporfyrinu obsazeného ve vaje¢né skorapce
stanovili pomoci spektrofotometru. Oxidativni stres stanovili ze vzorku odebrané
plasmy a obsah lymfocytl z krevniho vzorku. Vysledky vyzkumu potvrdili, Ze samice
snaseji vice pigmentovana vejce, maji-li vys$si obsah lymfocytu v krvi. Dale potvrdili,
ze vyS8S8i koncentrace protoporfyrinu pozitivné koreluje s intenzitou skvrn, velikosti
skvrn a procentualnim pokrytim skvrn na povrchu vejce. Dale Hargitai et al. (2016)
vyzkoumali, Ze vyS8Si obsah lymfocytd v krvi samice muze signalizovat vyskyt
hematofagnich parazitl. Na to navazali hypotézou, ze ¢im vétsi je obsah lymfocytl
v krvi, tim je vySSi variabilita ve zbarveni vaje€né skofapky, ktera mize odrazet lepsi
schopnost jedince vyporadat se s infekci. Dale védci prokazali, ze samice se svétleji
zbarvenym karotenoidnim pefim mély vySSi obsah protoporfyrinu ve vaje¢né
skofapce a navrhli, ze tento jev mize byt zplUsoben diky nutriCnimu stresu
¢i hemoparazitické infekci (Zahavi, 1975). Z vysledkd vyzkumu Hergitai et al. (2016)
nedokazali objasnit vztah koncentrace protoporfyrinu a BMI faktord samice (délka
tarsu, velikost sntsky, aj.) ani vztah oxidativniho stresu a vzoru skvrnitosti na vaje¢né

skorapce.

Z dostupnych vysledku dosavadnich studii a na sobé& nezavislych vyzkumu rtznych
druht ptaku, bylo zaméreno pouze malo hypotéz na vztah signalni funkce a pigmentu

protoporfyrinu (n = 5), (viz pfiloha €. 6). Pro pfehledn&jsi vystupy hypotéz tykajici
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se signalni funkce byla vytvofrena tabulka (pfiloha €. 6), obsahujici pralomové ¢lanky,
tykajici se signalni funkce a biliverdinu (n = 7) a dale vSechny nalezené ¢lanky
o signalni funkci zaméfené na protoporfyrinovou pigmentaci (n = 5). Tyto prace byly
vyhledavany pomoci server( Bio One, Elsevier, PLoS Biology, Science Direct a Web
of Knowledge. 80 % studii (n = 4), ktera zkoumala protoporfyrinovou pigmentaci, byla
zaméfena na pévce. 67% studii (n = 8) potvrdila (at uz pozitivni nebo negativni)
korelaci intenzity skvrnitosti vajec a kondi¢nimi znaky samic. DalSi prace, které sice
nepotvrdily tuto korelaci, pfisli na dalSi rozSifeni teorie (n = 3). Hornsby
et al. (2013) sice neprokazali vztah mezi skvrnitosti vajec a kondici samic, ale zjistili
pozitivni korelaci mezi skvrnitosti a kondici mladat. Hargitai et al. (2016) sice
nepotvrdili zavislost celkové koncentrace protoporfyrinu ve vejci, avsSak zjistili
zavislost celkové koncentrace protoporfyrinu obsazeného ve vajeéné skofapce
a intenzitou skvrnitosti. Z jinych vysledkl (napf. Stoddard et al., 2012; Sanz et Garcia
Navas, 2009) je intenzita skvrn pozitivné &i negativné korelovana s télesnymi znaky
samice. Tudiz celkova koncentrace obsazena ve vaje¢né skofapce mulze i nemusi
mit vztah i ke kondi¢nim znakim samice. K objasnéni této zavislosti by bylo vhodné
pouzit stejné metodologické postupy. Hargitai et al. (2016) pouzili k zjisténi
koncentrace protoporfyrinu spektrofotometrickou metodu, Stoddard et al. (2012)
a Sanz et Garcia Navas, (2009) pouzili jednoduchou optickou metodu k zjisténi
intenzity skvrn. Dale by bylo vhodné testovat tuto zavislost na stejném druhu
v riznych stanovistich. Bulla et al. (2012) dale navrhli, Ze obsah vapniku na stanovisti
muze mit také vliv na vysledné zbarveni vajecné skofapky. Jedinci na rdznych
stanovistich mély rozdilny pfisun vapniku v potravé, tudiz samice, které mély vétsi
obsah vapniku v potravé, mély méné intenzivné zbarvena vejce. To mohlo byt
zpusobeno tim, ze vétsSi obsah vapniku z potravy byl vhodné vyuzity do vaje¢né
skorapky, proto skofapka byla pevnéjSi a samice nemusely tenkost skofapky vyztuzit

protoporfyrinem, a proto mohla byt intenzita zbarveni vajec nizsi.

Z celkovych vysledk studii Ize usoudit, ze protoporfyrinova pigmentace vajec
vykazuje (pozitivni i negativni) vztah s kondici samice a snusky, nemusi vdak byt dale
vyuzivana jako kéd pro pfenos informaci pro samce, uplatiiovany béhem obdobi

hnizdéni.

3.5. Anemicka hypotéza

Anemicka hypotéza je relativné nova dodatkova hypotéza, ktera slouzi k vysvétleni

variability zbarveni vajeCné skofapky (Gosler et al. 2005, De Coster et al, 2012).
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Anémie je stav organismu, kdy je poruSena tvorba erytrocytl nebo se projevuje jejich
nadmérnym zanikem. Anémie u samic ptakd mize byt vyvolana zvySenou hladinou
estrogenu v krvi, ktera snizuje tvorbu erytrocytd (Williams et al., 2004, Wagner
et al, 2008) a =zaroven muze byt vyvolana nutricnim stresem spojenym
s reprodukénim usilim b&éhem hnizdéni (Jones, 1983) nebo parazitismem (De Coster
et al., 2012). Protoporfyrin je metabolit, ktery je vyplavovan z krve (Kennedy
et Vevers,1973). Na zakladé tohoto faktu navrhli De Coster et al. (2012) hypotézu
o vztahu mezi zbarvenim vajeCné skofapky a anémii. VétSi zbarveni vajecné
skorapky je oCekavano v disledku vyplavovani protoporfyrinu pfi zvySené tvorbé krve
(Campbell et Ellis, 2007). Cambell a Ellis (2007) prokazali, ze ptaci jsou anemicti diky
zvy$ené hladiné estrogenu pfi snizeném poctu Cervenych krvinek béhem kladeni
vajec. Vysoky obsah estrogenu totiz mize pusobit nejen docasné potlaceni produkce
Cervenych krvinek, ale zaroven muze fidit produkci vajec s vysledkem snizeného
obsahu Zloutku (Cambell et Ellis, 2007). Jelikoz je protoporfyrin meziprodukt
pfi biosyntéze krve (Kennedy et Vevers, 1973), pfedpoklada se, ze jeho hladina se
bude ménit i se stadiem anémie. Z toho vyplyva, Ze na zakladé stadia anémie bude
i jina depozice pigmentu do skofapek a pigment bude rizné variabilni (De Coster
et al., 2012). V rané fazi anémie ma samice jesté relativné velky obsah Cervenych
krvinek nez v pozdéjsi fazi anémie a zaroven vyssi koncentraci volného protoporfyrinu
v krvi. Proto je oCekavana vétsi intenzita zbarveni vaje¢né skofapky (De Coster
et al., 2012). S postupujici anémii dochazi k redukci krve a v zavislosti na tom klesa
celkovy pocet poskozenych nebo starnoucich erytrocytu v krvi (Kennedy et Vevers,
1973). Z téchto krvinek se derivuje protoporfyrin. Mensi obsah Cervenych krvinek
se projevuje v mensi koncentraci protoprfyrinu v krvi a v dusledku toho se ocekava
menSi pigmentace vaje¢né skorapky (De Coster, et al., 2012). De Coster et al. (2013)
tedy udélali experiment, kdy manipulovali s anémii u belgické populace sykory
koiadry tak, Ze zamérné zamofili polovinu hnizd hematofagnim parazitem
(Ceratophyllus gallinae). Tim zajistili dosazeni anémie u poloviny jedincu.
Po dokonc&eni snusky byly odebrany vzorky krve samic a hnizda byla pfevezena do
laboratore k testovani. Imaturni Cervené krvinky byly vyjadfeny v procentu nezralych
Cervenych krvinek ke vSem Cervenym krvinkam jako mira tvorby produkce krvinek.
Tento pomér pozitivné koreloval s Cetnosti parazitl u samic. ZvySeni parazitd
potvrzuje, ze samice sykor si proSly silnéjSi anémii, pokud byly postizeny
hematofagnim parazitem béhem kladeni vajec. Intenzita pimentovych skvrn
se vyrazné zvySovala s poradim vajec ve snusce, to bylo prokazano pouze u téch
samic, u kterych bylo hnizdo zamofené mensim pocétem parazitd. Méné intenzivni

pigmentaci zaznamenali u samic, jejichZ hnizdo bylo zamofeno vétSim poctem
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hematofagl a odavodriuji to tvrzenim, Ze samice diky velké ztraté krve, zpUsobené
hematofagnim parazitem, nemaji dostate¢né mnoZstvi zdrojového protoporfyrinu
obsazeného v krvi, ktery by se mohl ukladat do vajecné skofapky. Tento vysledek
naznacuje, Ze anémie u samic béhem sani krve parazitem vedla ke sniZzeni depozice
protoporfirinu do vaje€né skofapky, pokud jejich hnizda byla napadena mensim

mnozstvim parazit a naopak (De Coster et al., 2012).

3.6. Metodika méreni zbarveni vajec¢né skorapky

protoporfyrinu

Zakladni metody pro kvantifikaci protoporfirinu byly v minulosti nékolikrat publikovany
(Lack 1958, Perrins 1981, Gosler 1993). NejCastéji se pouziva vizualni opticka
metoda dle Goslera et al. (2005)., kdy pro méfeni jednotlivych skvrn jsou stanoveny
tfi jednotlivé faktory: intenzita (intesity — 1), rozlozeni (distribution — D) a velikost skvrny
(Spot-size — S).

Podkladova barva u vajec se méfi pomoci spektrofotometru. Méfici sonda tohoto
zarizeni se pfiklada k vejci pod uhlem 90° ve vzdalenosti 2 mm na nahodné vybrané
misto mimo protoporfyrinové skvrny (Holveck et al., 2012). Parametry skvrnitosti
(I, D, S) se ziskavaji ze standardnich digitalnich snimkd pomoci analyzy z prostredi
softwarll typu Photoshop CS5 apod. Procentualni zastoupeni skvrn na povrchu
vajeCné skofapky je mozné ziskat pomoci analyzy (napf. v softwaru Image J)
(Spatenkova, 2014).

U vySe popsané metodiky je vhodné, aby celé hodnoceni provadél jeden Clovék
a tim doSlo k zabranéni v nepfesnostech v datech. Kazdy ¢lovék ma jiné percepcni
schopnosti a subjektivni pocity, diky kterym muze skvrny zaradit do jiné kategorie
nez jina osoba. Zaroven pfi vyhodnocovani by mély byt po celou dobu zachovany
stejné svételné podminky tak, aby nedoslo ke zkresleni. V pfipadé, Ze jsou v datech
obsazena Cisté bila vejce, méla by byt z datového souboru vyfazena, protoze u nich

nelze stanovit parametry |, D, S (Kratochvilova, 2014).

Vysledna data muzeme zpracovavat nékolika zplUsoby. Prvni je popis a rozdéleni
do kategorii zbarveni jako | (intenzita), D (distribuse), S (jas) nebo jsou data
zpracovana analyzou hlavnich komponent (Principal Component Analysis, dale
jen PCA). Hlavni komponenta (PC1) vysvétluje nejvétsi procento variability zbarveni
a je pouzivana nej¢astéji pro jas. Druha komponenta (PC2) vysvétluje podstatné

mensi variabilitu a je pouzivana vétSinou pro vyjadieni parametr(l odstinu a sytosti
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(Cherry et Benett, 2001).

Vy8e popsana metodika podle Goslera (1993) byla pfevzata a pouzita v dalSich
pracich, napf. v praci Bruleza et al. 2014. Ti sice uznavaji, Ze tato metoda muze byt
finanéné i technologicky naroc¢na, ale také tvrdi, Zze i jiné optické metody jsou
dostacujici. Vychazi z faktu, Ze i kdyz na vejci nejsou viditelné skvrny, neznamena
to, Ze vajeCna skofapka neobsahuje Zadny protoporfirin (Kennedy et Vevers 1973).
Z toho Brulez et al. (2014) vyvodili, ze existuje rozdil mezi celkovym mnozstvim
obsazeného protoporfyrinu a mnozstvim protoporfyrinu, které je zjisténé pouze
z pozorovanych skvrn. Rozdilnost analyz provadéli na vejcich sykory kofiadry (Parus
major) a sykory modfinky (Cyanistes caeruleus). Pigmentace byla méfena tfemi
rdznymi metodami: pfimou chemickou analyzou, vizualni optickou metodou
a pixelovou optickou metodou. Pfima chemicka analyza byla provedena na zakladé
metodiky podle MiSika et al. (1996), kdy skofapky byly ponechany pusobeni metanolu
a 5% kyseliny sirové. Vysledny roztok byl zneutralizovan. Dale byly odpareny
prebyvajici slozky, extrakt byl rozfedén a zmérfen pomoci HPLC (vysokouc&inna
kapalinova chromatografie). Vysledné celkové mnozZstvi obsazeného protoporfirinu
bylo vyjadfeno v ug a zarovenn i vkoncentraci na jeden gram skofapky,
ti. ug . g'. Dal$i pouzZitou metodou byla vizualni optickd metoda, ktera pracuje
s viditelnymi skvrnami podle metodiky Goslera et al. (2005), zaloZzena na stanoveni
hlavnich komponent. Posledni metodou byla pixelova optickd metoda (Pixel Pigment
Scoring Method, dale jen PPSM). Tato metoda byla jiz dfive pouzivana
napf. Stoddardem et al. (2012). Jedna se o detailni optickou analyzu, ktera pracuje
s digitalnimi  fotografiemi  vajec. Ve specidlnim pocitatovém  softwaru
je stanoven prah, ktery uruje, kdy se odstiny barvy nachazi v oblasti podkladové
barvy nebo uz budou povazovany za projev pigmentace. Vysledné hodnoty méfeni
pomoci optickych metod byly porovnany s pfimou chemickou analyzou. Z vysledk
vyplynulo, Ze existuje korelace mezi optickymi metodami (jak s vizualni optickou
metodou, tak s pixelovou optickou metodou) a metodou chemickou. Dale bylo
prokazano, ze pixelova optickd metoda (PPSM) je silngjSi metoda nez klasicka

opticka metoda (Brulez et al., 2014).
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4. Prakticka cast

4.1. Uvod

Cilem této C&asti prace je zjisténi vztahu mezi skvrnitosti (uréenou parametry
H, S, B barvy a procentualni skvrnitosti) vaje¢né skofapky a télesnou kondici u samic
druhu sykory konadry (Parus major). Parametry barvy odstin (H), sytost (S), jas (B)
a procentualni skvrnitost jsou pouzity pro vyjadrfeni charakteru barvy skvrn. Jako
vhodné faktory odrazejici kondici samice byly zvoleny index erytrocytd (pomér
imaturnich erytrocytd k celkovému poctu vSech erytrocytld), délka tarsu (mm),
standardizovana hmotnost (g-mm), plocha bfisniho melaninového pruhu (mm?),
velikost snlGsky, karotenoidni ornament (chroma pro spektrum vinovych délek
s reflektanci Zlutych karotenoidl — Raso — R700). Vztahy mezi témito faktory a té€lesnymi
znaky samic nebyly analyzovany, jelikoz by testovani bylo nad ramec této bakalarské

prace.

Parametry barvy (H, S, B) a procentualni skvrnitost byly analyzovany pomoci pixelové
optické metody. Parametry télesné kondice samic byly ziskany jiz v terénu pomoci
jednoduchych metrickych zafizeni a index erytrocytd ziskan z krevnich natéru.
Metodicky postup se nelisil od pfedchozich studii védeckych pracovniku (tohoto
tymu), vice o sbéru dat v terénu a metodice méfeni parametrd barvy v diplomové

praci Spatenkové (2014).

4.2. Studovany druh

Sykora kofiadra (Parus major) je druh pévce z Celedi sykorovity. Sykora konadra
Jeji plOvodni areal rozSiteni je mezi Irskem az Kamcatkou, dale saha
az do jihovychodni Asie, Malajsie a Indonésie. V Ceské republice se vyskytuje

ve v8ech vySkovych zonacich i v pasmu kle€e (Hudec et al., 1995).

Sykora konadra je typicka svym ornamentem, ktery je na ventralni Zluté Casti téla
tvofen €ernym pruhem. Ma& modroCernou hlavu s bilymi skvrnami v oblasti tvafi,

mechové nazelenalou dorzalni stranu a modroSeda kfidla s bilymi pasky. Samec,

bficha tvofi ¢ernou skvrnu (Hudec et al., 1995).
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Sykora koriadra je velice pfizpusobivy druh, a proto je mozné ji najit témér vSude.
Jednda se o druh hnizdici v dutinach &i dirach, diky své flexibilité ji mizeme nalézt
hnizdit i na netypickych mistech (napf. v hromadé dfivi, v kovovych trubkach, starych
hnizdech). Tento druh hnizdi jednotlivé, teritoridlné a monogamné. Samice si vybira
samce pfedevSim podle ornamentu. Pary se vytvareji vétSinou nové po rozpadu
zimnich hejn. Hnizdo samice vystyla pfevazné mechem a jinymi rostlinami, obcas
pouziva i pefi. Délka stavéni hnizda trva 2 az 6 dn(, v pfipadé prvniho hnizdéni muze
trvat az 20 dn(l. Sykora hnizdi bézné dvakrat do roka v obdobi od dubna do ¢ervence.
Velikost snGsky miva 7 az 12 vajec o velikost 17,5 mm na 13,5 mm a hmotnosti okolo
1,5 gramu. Velikost vajec zavisi na mnozstvi potravy, na dobé hnizdéni &i stafi
a na vitalité samice. Vejce mohou byt kladena kazdy den nebo v jiné frekvenci,
napf. 3 vejce za dva dny, mize dochazet i k jednodenni pauze. Délka sezeni
na vejcich se pohybuje mezi 12 a 17 dny, kdy na vejcich sedi pouze samice a samec
ji krmi. Mladata se lihnou zhruba 1 az 3 dny a jsou krmena obéma rodici, hnizdo

opoustéji po 14 az 23 dnech (Figura, 2013).

4.3. Metodika

Sbér pouzitych dat probihal v lokalité Cimicky-Dablicky haj v Praze — Kobylisich
(50°8°10.591°" N, 14°27°51.144"" E) o celkové rozloze obou lokalit 0,82 km?. Data
mi byla poskytnuta Cleny védeckého tymu a jsou pouZita ze sbéru v roce 2012.
Ukolem praktického zpracovani dat bylo vyhodnotit krevni natéry samic sykory

konadry (Parus major) a vytvofit data set pro nasledné statistické vyhodnoceni.

4.3.1. Analyza erytrocytt

Z krevnich natérd se fotily fotografie digitalni kamerou (Olympus UI-1540-C)
pod mikroskopem (Olympus CX41 s fazovym kontrastem) simerznim objektivem
a 100x zvétSenim. Pro kazdého jedince bylo vytvoreno 5 fotografii z jednoho krevniho
natéru. Nasledné byly fotografie upraveny na 1-bit black and white raster s rozliSenim
80 dpi v programu Corel Photo Paint X6. Tyto upravené fotografie byly dale
analyzovany v programu ImageJ, kde pomoci cell-counteru byla spocitana celkova
suma vSech erytrocytl a zvlast imaturnich erytrocytd v krvi. Pro index erytrocytu
(suma imaturnich erytrocytd k celkovému poctu v8ech erytrocytd) byl z hodnot péti
indexu erytrocytd vypocten aritmetickym pramér vysledny index pro kazdého jedince
(Vinkler et al., 2010).
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Obrazek 2 Fotografie erytorcytu pod mikroskopem.
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Obrazek 3 Fotografie erytrocytu upravena pro analyzu dat.
Veskeré fotografie byly zpracovany v softwaru Corel Photo Paint X6 (Copyright
© 2012 Corel Corporation, the U. S.) a ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ,
U. S., National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/,
1997-2015) .

4.3.2. Statistické analyzy

Pro index erytrocytd (pomér imaturnich erytrocytd k celkovému poctu vSech erytrcytu)
byla nejprve vypocltena repeatabilita dle Lessells et Boag (1987, pfiloha ¢&. x). Dale
byla provedena explorativni analyza dat (tabulka 1) a byly zjistény vzajemné korelace
(tabulka 2) charakteri barvy vajec (H, S, B a procentualni skvrnitost). Vztahy mezi
zbarvenim vajecné skofapky (H, S, B a procentualni skvrnitost) a faktory kondice
samice (index erytrocytl — vyjadieny jako pomér imaturnich erytrocytl k celkovému

poctu vSech erytrocytl, délka tarsu (mm), standardizovana hmotnost (g-mm™"), plocha
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bfiSniho pruhu (mm?), velikost sntsky, karotenoidni ornament pefi), byly testované
pomoci linearnich modell. Vysvétlované proménné v jednotlivych modelech byly
H, S, B a procentualni skvrnitost a vysvétlujici proménné byly index erytrocytl, délka
tarsu, standardizovana hmotnost, plocha bfiSniho pruhu, velikost snasky
a karotenoidni ornament pefi. Z kazdého modelu byly vZdy odstrafiovany neprikazné
vysvétlujici proménné (p < 0.05), az byl stanoven minimalni adekvatni model (MAM).
Pred vytvofenim modell byly zjis§tény charakteristiky dat (explorativni datova analyza,
viz tabulka 1). Hodnoty vysvétlovanych proménnych odstinu a sytosti nesplfiovaly
parametry normality dat. Odstin neodpovidal pfedpokladdm pro normalitu dat, a proto
byl upraven logaritmickou transformaci. Sytost byla upravena pomoci boxcox
transformace (A = 1.1). Jas a procentudlni skvrnitost splfiovaly normalni rozdéleni,
tudiz pro tyto dvé vysvétlované proménné nebylo nutné provést zadné transformace.
Pro vSechny vysvétlované (H, S, B, procentualni skvrnitost) byly vytvofeny jednotlivé

linearni modely.

VesSkeré analyzy dat byly provedeny v softwaru RStudio (R Core Team (2014);
R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical

Computing, Vienna, Austria).

4.4. Vysledky

Nejvétsi variabilitu z vysvétlovanych proménnych (H, S, B, Proc_skvrn) vykazuje
procentualni zastoupeni skvrn (CV = 34.18 %), déle pak odstin (H) skvrn (CV=26.23
%). Daleko menSi variabilitu vykazuje saturace (S) barvy skvrn (CV = 16,35 %)
a nejmensi variabilitu vykazuje (B) (CV = 5,17 %). Z vysvétlujicich proménnych
nejvétsi variabilitu vykazuje index erytrocytd (CV = 42.35 %) a dale plocha pruhu
(CV = 21,83 %). Variabilita ostatnich vysvétlovanych proménnych nepfesahuje

variaCni koeficient vyssi nez 20%.
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Proménna Primér Median Min Max SD CV (%)
Kondicni znaky

Standardizovana hmotnost 0,79 0,79 0,65 0,87 0,036 4,50
Index erytrocytd 7,31 7,19 4,10 25,82 3,098 42,35
Délka tarsu 22,24 22,26 20,54 23,40 0,664 2,98
Caroten chroma 0,52 0,53 0,35 0,65 0,072 13,67
BfiSni pruh 265,58 269,52 143,63 392,18 57,990 21,83
Velikost snasky 9,70 10,00 7,00 13,00 1,476 15,22

Skvrnitost vajecné skorapky

Procentuadlni skvrnitost 10,91 9,20 0,84 20,09 3,73 34,18
Odstin (H) 15,75 15,10 8,30 27,10 4,13 26,23
Sytost (S) 27,04 27,90 14,20 37,50 4,47 16,35
Jas (B) 83,76 83,45 74,70 93,70 4,33 5,17

Tabulka 1 Explorativni analyza dat (n=56).

Pro H (odstin), S (sytost), B (jas) a procentualni skvrnitost (procentualni zastoupeni
skvrn na povrchu vaje¢né skofapky) byla spocitana korelace pro zjisténi vzajemnych
vztahll (n = 56; pro H, S, B a procentudlni skvrnitost). Na zakladé vysledku
korela€nich koeficient(l (Spearman(iv korelacni koeficient rs, n = 56; jako vyznamné
korelace jsou brany ty, které maji hodnoty rs = 0.6) se korelacni koeficient
pro H a B rs blizi k0,6 nebyly vSak dokazany zadné prukazné korelace mezi

vysveétlovanymi proménnymi (viz tabulka 2).

Procentualni

H S B skvrnitost
H 1.00
S -0.36 1.00
B 0.56 -0.30 1.00
Procentualni skvrnitost 0.18 0.24 0.08 1.00

Tabulka 2 Korelacni matice parametr( H, S, B a Procentualni skvrnitosti.

V modelu pro vysvétlovanou proménnou odstin (H), byla zji§téna negativni korelace
mezi odstinem a plochou melaninového bfiSniho pruhu (n = 56; DF = 54; F = 1.57;
p < 0.01; viz MAM - tabulka 3, ostatni promé&nné pfiloha &. 3). Cim vice se odstin

skvrn bliZi k Cervené barvé, tim se snizuje plocha bfiSniho pruhu.
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Obrazek 4 Graf zavislosti odstinu skvrmy na ploSe brisniho pruhu.
Smérnice SE F p
Intercept 3.94 1.44 2.74 0.008
Plocha bfisniho pruhu -0.001 0.0005 -2.47 0.01

Tabulka 3 Minimalini adekvatni model pro odstin (H).

Pro sytost skvrn (S), byla prokazana signifikantni zavislost plochy bfisniho pruhu
(n=56; DF = 54; F = 8.97; p < 0.005; viz MAM - tabulka 4, ostatni proménné pfiloha
C. 4). Byla zjisténa pozitivni korelace mezi sytosti skvrn a plochou pruhu.

Z toho vyplyva, Ze ¢im vétsi je sytost skvrn, tim vétsi je plocha bfiSniho pruhu.
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Obrazek 5 Graf zavislosti sytosti skvrny na plose brisniho pruhu.
Smérnice SE F p
Plocha bfisniho pruhu -0.03 0.009 3.13 0.002

Tabulka 4 Minimalni adekvatni model pro sytost (S).

Mezi jasem skvrn (B) a vysvétlujicimi promé&nnymi byla zjiSténa signifikantni zavislost
u parametru plochy bfisniho pruhu (n = 56; DF = 54; F = 12,17,
p < 0.0009; viz MAM - tabulka 5, ostatni proménné pfiloha ¢€.5), kde jas klesa s mensi

plochou bfisniho pruhu.
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Obrazek 6 Graf zavislosti jasu skvrny na plo$e brisniho pruhu.
Smérnice SE F p
Intercept 96.61 25.76 3.75 0.0004
Plocha bfisniho pruhu -0.03 0.009 -3.18 0.002

Tabulka 5 Minimalini adekvatni model pro jas (B).

Pfi zkoumani zavislosti procentualni skvrnitosti (Proc_skvrn) na kondi¢nich faktorech

samic nebyly zjistény Zadné signifikantni zavislosti (viz pfiloha €. 4).
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45. Diskuze

Zbarveni vaje¢né skofapky u sykory konadry, tedy charakteristiky protoporfyrinovych
skvr (H, S, B), souvisi s velikosti plochy melaninového bfiSniho pruhu. U parametru
barvy (H, B) protoporfyrinovych skvrn byla prokazana negativni korelace jednotlivych
parametr (H,B) a plochou bfisniho pruhu samic, zatimco pro parametr barvy S byla

prokazana pozitivni korelace bfiSniho melaninového pruhu.

Podle Fitze et Richnera (2002) plocha melaninového bfiSniho pruhu pozitivné koreluje
zavisi na konkrétnich znacich kondice samice, v tomto pfipadé na ploSe bfisniho
pruhu. Tato zavislost odpovida i tvrzeni Morena et Osorna (2003) - samice s horsi
fyzickou kondici produkuji vice pigmentovana vejce. Vysledek vyzkumu ukazuje,
Ze samice sykory konadry s vysokou protoporfyrinou skvrnitosti mohou reflektovat
vysokou cirkulaci hladiny protoporfyrinu v krvi, projevujici se neschopnosti
antioxidativniho systému efektivné odstrariovat Skodlivy metabolit (protoporfyrin)
a prokazuje nizkou kondici samice. Z vysledk této studie Ize Fict, Ze nékteré zjisténé
vztahy mezi zbarvenim vajecné skofapky a kondi¢nimi znaky (velikosti bfiSniho
melaninového pruhu) by mohly mit vyznam v sam&im pohlavnim vybéru jako signal

kondice kvality samic (Moreno et Osorno, 2003).

Sanz et Garcia Navas (2009) dokazali pozitivni korelaci mezi délkou tarsu samice
a intenzivnéjSi protoporfyrinivou pigmentaci stim, ze vétSi pigmentace ukazuje
na vetsi zivotaschopnost snisky. Oproti Sanz et Garcia Navas (2009) byla v této
studii prokazana negativni korelace mezi intenzitou skvrnitosti a bfiSnim melaninovym
pruhem. Samice sykory konadry s vétSim melaninovym pruhem kladly vejce
s mensim jasem a sytosti, jejich odstin se pfiblizoval vice k Cervené barvé. Stejny
vztah mezi odstinem pigmentace a melaninovym pruhem samic prokazali
ve své studii na sykofe modfince Martinéz de la-Puenta et al. (2007). Dale prokazali
negativni korelaci mezi hmotnosti samic a pigmentaci vajec, zdatn&jSi samice
u sykory modfinky kladly méné zbarvena vejce. Stoddard et al. (2012) zkoumali vztah
mezi hmotnosti samic a skvrnitosti vajec a proti Martinézovi de la-Puente (2007)
doSeli k zavéru, Ze samice s niz8i hmotnosti snasSely méné skvrnita vejce. Ze zavéru
studii vyplyva, Zze vztah télesné kondice samic se mulze vztahovat k intenzité
skvrnitosti jak pozitivné tak negativné. Doposud vSak nebyly objasnény pfi€iny tohoto

vztahu.

Vztah obsazeného protoporfyrinu ve vajeCné skofapce a intenzity skvrn potvrdili

Hergitai et al. (2016), a zaroven prokazali, Ze samice, které kladly vejce s tmavsi
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pigmentaci, mély vice lymfocytd v krvi (je mozné vylouc€it anémii) a mély svétleji Zluty
karotenoidni ornament. Vtomto vyzkumu na samicich sykory kofadry bylo
prokazano, Ze intenzita skvrn zavisi na kondici samice (resp. na plo$e bfisniho pruhu).
Z toho muze plynout i zavér, ze celkova koncentrace obsazeného protoporfyrinu

ve vajeCné skofapce muze souviset s kondi¢nimi znaky samic.

Cambell et Ellis (2007) prokazali, ze kanémii u ptakd dochazi v pfipadé,
maji-li snizeny obsah €ervenych krvinek v krvi. Proto byl vyzkum této prace navrzen
tak, abychom mohli hypotézu otestovat a zjistit, zda vyjadfeni procentualniho
zastoupeni imaturnich Cervenych krvinek v krvi, jako mira produkce &ervenych
krvinek v nasledku anémie, souvisi s pigmentaci vajec. U sykory konadry nebyly
prokazany zadné vztahy mezi procentualnim vyjadfenim imaturnich erytrocytd
a pigmentaci vajec (H, S, B, procentualni skvrnitost). K tomuto vysledku mohlo dojit
napf. diky tomu, Ze samice nebyly anemické Ci netrpély nutricnim stresem. Dale tento
vysledek muze ovlivnit i fakt, ze samice nemusely mit dostatek volného protoporfyrinu
v krvi, ktery by se deponoval do vaje¢né skorfapky. Naopak De Coster (2013)
prokazal, Zze intenzita pigmentovych skvrn narlistala s pofadim vajec ve snuSce pouze
u samic, které neprodélaly silnou anémii. Samice, které prodélaly silnou anémii,
nemély pigmentovana vejce z divodu, Zze nemély dostatek volného protoporfyrinu

v krvi, ktery by mohly ukladat do vaje¢né skofapky.

Z celkovych vysledkU studie Ize vyvodit, Ze samice s vice ¢ervenymi skvrnami, vétsi
sytosti skvrn a mensim jasem, maji horsi télesnou kondici. To mize byt odrazem
zhorS8ené kondice samice v reakci na probihajici oxidativni stres (Moreno et Osorno,
2003). Skvrnitost vajec mlze ovliviiovat sam¢i pohlavni vybér samice v zavislosti
na jeji kondici (Moreno et Osorno, 2003). Celkovy obsah protoporfyrinu ve vaje¢né

skorapce mulze souviset s kondi¢nimi znaky samic.
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5. Zaver

Tato bakalafska prace se zabyvala variabilitou zbarveni vajeCné skorapky,
zpusobenou protoporfyrinem nebo biliverdinem. Protoporfyrin  deponovany
ve vajeCné skorapce, ovliviiuje nékolik jejich vlastnosti. Ma vliv na mechanické
vlastnosti skorfapky,na permeabilitu vajeCné skorfapky a ma antibakterialni funkci.
Protoporfyrin uloZzeny ve vaje¢né skofapce muze ukazovat na miru kvality kondice
samice. Vysledné zbarveni vajecné skorapky zplsobené protoporfyrinem muze
samcum vysilat signal formou informaci o genetické kvalit¢ samice (Moreno
et Osorno, 2003). Depozitovany obsah protoporfyrinu ma vliv na vyslednou variabilitu
zbarveni vajecné skofapky. Na zakladé vysledk( uvedenych studii nelze jednoznacéné

konstatovat, co konkrétné ma vliv na rozdilnou koncentraci protoporfyrinu v krvi.

V praktické casti prace byla testovana zavislost skvrnitosti vajeéné skofapky
na ornamentech pefi (karotenoidni ornament, plocha bfiSniho melaninového pruhu)
a télesné kondici samice (standardizovana hmotnost, délka tarsu, pomér imaturnich

erytrocytu k celkovému poctu vSech erytrocytl, velikost snuasky).

Podle predpokladu bylo prokazano, ze existuje vztah mezi variabilitou skvrn a kondici
samice. Charaktery barvy skvrn (odstin, jas) negativné korelovaly s velikosti plochy
bfiSniho melaninového pruhu samic, zatimco sytost skvrn vykazovala pozitivni
korelaci s plochou bFigniho pruhu. Cervenohnédé skvrny na vejcich s mengim jasem
a vetsi sytosti poukazovaly na vétsi plochu bfiSniho melaninového pruhu. Z toho
vyplyva, Ze télesna kondice ma vliv na mensi skvrnitost vajecné skorapky, a tak muze
byt vysledné zbarveni odrazem 3patné kondice samice. Procentualni skvrnitost
nevykazovala Zadny vztah s télesnou kondici samic. Déle nebyl prokazan zadny
vztah mezi skvrnitosti vajec a pomérem imaturnich erytrocytd k celkovému poctu
vSech erytrocytl. To znamena, Ze neni mozné potvrdit vztah mezi anémii a vyslednou

variabilitou zbarveni vaje¢né skorapky.

V budoucim vyzkumu by bylo vhodné do analyz zahrnout dalSi parametry kondice
samice, miru stresu, hladinu volného protoporfyrinu v krvi nebo také miru nutri¢niho
stresu. Dale by bylo vhodné vyzkum doplnit o testovani vztah( celkové koncentrace
protoporfyrinu obsazeného ve vaje¢né skofapce a jednotlivych ukazatelt charakteru

skvrnitosti (odstin, sytost, jas).

Pokud by se charaktery barvy skvrnitosti vajecné skofapky jednoznacné prokazaly

a potvrdily se konkrétni ukazatele kondice samice jako signifikantni ve vztahu
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ke konkrétnim charakteriim barvy skvrnitosti, bylo by mozné je vyuzivat jako metodu

k uréovani kondice hnizdicich samic.
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7. PFilohy

Pfiloha &. 1: Mapa studijni plochy v ramci Prahy a CR.
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Zdroj: Spaténkova (2014).

Priloha €. 2: Hodnota repeatability pro parametr index erytrocyt (n = 10, p <

0.001).

Repeatabilita
0.988

Vysvétlujici paramet

Index erytrocytl

Priloha €. 3: Vysledky linearniho modelu (plny model) pro zavislost odstinu

na parametrech télesné kondice (n = 56, DF = 54; tu¢né zvyraznéné proménné jsou

¢leny minimalniho adekvatniho modelu).



Smérnice SE F p

Intercept 3.94 1.44 2.74 0.008
Délka tarsu -0.02 0.04 -0.57 0.56
Index erytrocytl -0.01 0.01 -1.05 0.29
Standardizovand hmotnost 0.22 0.91 0.24 0.8

Velikost snasky - 0.009 0.02 -0.43 0.66
Plocha bfisniho pruhu -0.001 0.0005 -2.47 0.01
Caroten chroma -0.23 0.45 -0.51 0.61

v

Priloha €. 4: Vysledky linearniho modelu (plny model) pro zavislost sytosti
na parametrech télesné kondice (n = 56, DF = 54; tu¢né zvyraznéné proménné jsou

¢leny minimalniho adekvatniho modelu).

Smérnice SE t p
Intercept -14.21 25.83 -0.55 0.58
Délka tarsu 1.28 0.88 1.45 0.15
Index erytrocytl -0.13 0.31 -0.44 0.66
Standardizovana hmotnost -4.69 16.43 -0.28 0.77
Velikost snasky 0.43 0.38 1.12 0.26
Plocha bfisniho pruhu 0.03 0.009 3.13 0.002
Caroten chroma 9.5 8.08 1.17 0.24

Priloha €. 5: Vysledky linearniho modelu (plny model) pro =zavislost jasu
na parametrech télesné kondice (n = 56, DF = 54; tuéné zvyraznéné proménné jsou

¢leny minimalniho adekvatniho modelu).

Smérnice SE t p
Intercept 96.61 25.76 3.75 0.0004
Délka tarsu -0.18 0.87 -0.2 0.83
Index erytrocytd 0.1 0.31 0.33 0.73
Standardizovana hmotnost 0.75 16.39 0.04 0.96
Velikost snasky -0.28 0.38 -0.73 0.46
Plocha bfisniho pruhu -0.03 0.009 -3.18 0.002
Caroten chroma 1.77 8.06 0.22 0.82

Priloha ¢&. 6: Vysledky linearniho modelu (plny model) pro zavislost procentualni
skvrnitosti na parametrech télesné kondice (n = 56, DF = 55).



Smérnice SE t p
Intercept 332.6 238.7 1.393 0.17
Délka tarsu 0.7 0.81 -0.86 0.39
Index erytrocytl 0.21 0.29 0.46 0.46
Standardizovand hmotnost -17.95 15.1 -1.18 0.24
Velikost snasky 0.04 0.35 0.12 0.9
Brisni pruh -4.11-10* 9.09 - 103 -0.04 0.96
Caroten chroma 7.13 7.472 0.95 0.34




Priloha €. 7: Seznam ¢lanku, tykajicich se funkce pigmentace skofapek. Soucasti seznamu jsou stru¢né informace o obsahu téchto ¢lanku.
Vybrany byly pralomové ¢lanky tykajici se signalni funkce a biliverdinu a vSechny nalezené ¢lanky, které se tykaji signalni funkce a protoporfyrinu.

(Clanky byly nalezeny prostfednictvim server(i Bio One, Elsevier, PloS Biology, Science Direct a Web of Knowledge).

Zarazen Metoda méreni Zkoumané parametry

Autor Rok Pigment Druh i druhu  pigmentu samice Vysledky Poznamky
Moreno et 2004 biliverdin lejsek pévci spektrofotometrie  hmotnost Nebyla zjisténa Snusky s intenzivné;jsi
al. cernohlavy souvislost s kondici pigmentaci vyvolavaly
samice vétsi miru péce samcu
Moreno et 2005 biliverdin lejsek pévci spektrofotometrie  mnozstvi protilatek po samice s vySSi produkci
al. Cernohlavy podani latky pro protilatek snadely
stimulaci lymfocyta intenzivnéji
(fytohemaglutinin) pigmentovana vejce;
intenzita barvy se
shiZzovala s vékem a
pofadim vajec ve snUsce
Siefferman 2006 biliverdin salasnik pévci spektrofotometrie  hmotnost samice s lepsi kondici
et al. modry snasely intenzivnéji
pigmentovana vejce
Martinez 2007 protoporfyrin sykora pévci spektrofotometrie, hmotnost, ornamenty samice s horSi kondici
de la modfinka opticka analyza pefi, hladina snaSely vice intenzivné
Puente et imunoglobinu a zbarvena vejce
al. stresovych proteind v
krvi
Cassey et 2008 biliverdin kos Cerny, pévci spektrofotometrie  hmotnost, hladina samice s vySSi hladinou
al. drozd antioxidantd v krvi antioxidantt snasely vice
zpévny pigmentovana vejce



Hanley 2008 Dbiliverdin drozdec pévci spektrofotometrie  hmotnost, hladina samice s vetsi
Cernohlavy antioxidantd v krvi antioxidaéni kapacitou

snasely intenzivnéji
zbarvena vejce

Hargitai et 2008 biliverdin lejsek pévci spektrofotometrie  hmotnost, délka tarsu, Nebyla zjisténa

al. bélokrky hematokrit souvislost s kondici
samice

Lépez-Rull 2008  biliverdin Spacek pévci spektrofotometrie, délka hrdelniho pefi samice v lepsi kondici

et al. cerny HPLC snasely vejce s vy8Sim
obsahem biliverdinu,
avsak biliverdin
obsazeny ve vaje¢né
skofapce nekoreloval s
intenzitou barvy

Sanz et 2009 protoporfyrin sykora pévci opticka analyza hmotnost, délka tarsu intenzivné&ji skvrnita

Garcia modfinka vejce snasely samice s

Navas delSim tarsem

Bullaetal. 2012 protoporfyrin cejka dvoukFi opticka analyza nebyly zjistény zadné

chocholata dli vztahy mezi pigmentaci

a télesnou kondici samic

Stoddard 2012 protoporfyrin sykora pévci opticka analyza hmotnost, délka tarsu, samice s vétsSi hmotnosti

et al. koriadra parametry kfidla, ocasni snaSely méné skvrnita

pera, vék vejce
Hornsby et 2013 protoporfyrin  Spacek pévci pfitomnost skvrn - ve vice skvrnitych
al. obecny (ano / ne) snliSkach se lihla

mladata s lepsSi
fyzickou kondici



Hergitai et
al.

2016 protoporfyrin sykora
koradra

pévci

HPLC

standardizovana
hmotnost, velikost téla

nebyly zjistény zadné byla zjisténa korelace
vztahy mezi pigmentaci mezi celkovym
a télesnou kondici samic obsahem

protoporfyrinu ve
skofapce a parametry
barvy skvrn

\



