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1. Uvod

Globalni zmény klimatu maji za nasledek mimo jiné velky ubytek vodniho prostiedi
a posun ¢i zkraceni hydroperiody (napf. Scott et Metts, 2011), a tedy obrovsky dopad
na populace druhti zivocichi v nich Zzijicich ¢i se vyvijejicich. Kromé ztraty zivotniho
prostfedi jsou tito zivo¢ichové ohrozeni rovnéz jeho zneciSténim, pesticidy, rozsifenim
nepuvodnich druhti, parazity a patogeny. Nejvice ohrozenou tfidou obratloved podle
Cerveného seznamu IUCN jsou viak obojzivelnici (Amphibia, 32 % ohroZenych, z toho
1 188 druhid v kategoriich kriticky ohrozeni a ohroZeni, coz je dvakrat tolik nez u ptakt
a savcl; Bailie et Hilton-Taylor, 2004; IUCN, 2014). Obyvaji vodni isuchozemské
ekosystémy; na vodnich jsou zavisli zeyména v dobé rozmnoZovani, aZ na nékteré, trvale
zavislé druhy. Mezi CtyfnoZci jsou unikatnimi vzhledem ke svému slozitému zivotnimu
cyklu a mite odpovédi larev na podminky prostiedi — fenotypové plasticité (Wells, 2007;
Denver, 2009; Enriquez-Urzelai et al., 2013a).

Fenotypova plasticita je schopnost genotypu vytvaret rizné fenotypy v reakci
na menici se podminky prosttedi (Stearns, 1989; Newman, 1992; Gotthard et Nylin, 1995;
Laurila et al., 2002; Denver, 2009). U pulci je zprostfedkovana mj. hypotalamickymi
stresovymi hormony - kortikotropin-releasing hormony (CRH) - aktivujicimi ¢innost $titné
a interrendlni zlazy. Po jejich uvolnéni dochazi k sekreci kortikosteroidii v adrenalnich
zlazéach, které ovliviiuji fyziologii a chovani pulct a spusti tak Unikovou reakci jako
odpoveéd’ na stresujici podminky. Tim je ovlivnéna doba jejich vyvoje a morfologie a tedy
fyziologicky fenotyp v nasledujicich fazich zivota (Denver, 1997; Wells, 2007; Denver
2009).

Témito odpovédmi na rizné zmény prostiedi se zabyva stale vice studii
v souvislosti s klimatickymi zménami za G¢elem ochrany a zachovani druhti (McMenamin

et al, 2008; Goldberg et al., 2012; Enriquez-Urzelai et al., 2013b).



2. Cile prace

Cilem mé bakalaiské prace bylo vypracovat reSerSi ohledné¢ faktorti souvisejicich
s vysychanim vodnich ploch a jejich moznym dopadem na dynamiku vyvoje a nasledny
fenotyp obojzivelniki a provést pokus za ucelem ovéteni, zda jsou pulci skokana hnédého
schopni reagovat na simulované vysychéani vodniho prostiedi v laboratornich podminkach,

popf. jakym zptisobem. Regila jsem tyto hypotézy:

e pulci reaguji na snizovani objemu vody zkracenim délky vyvoje
e pulci reaguji na snizovani objemu vody zmenSenim télesné velikosti v dobé

metamorfozy

Béhem experimentu jsem se dale pokusila zjistit, jakou roli v pfipadné reakci pulct

na vysychani vody hraji fyzikalné-chemické parametry.



3. Literarni reSerSe

Pulci mnoha druhti obojzivelnikii vykazuji znacnou plasticitu v délce trvani vyvoje
a télesné¢ velikosti v dobé metamorfozy. Tato plasticita je béznou reakci na prostiedi
ovlivnéné faktory abiotickymi, napt. stalosti vodniho prostfedi (Denver et al., 1998,
Laurila et Kujasalo, 1999; Székely et al., 2010), teplotou (Wilbur, 1987; Newman, 1989,
1992; Tejedo et Reques, 1994), a biotickymi, napif. popula¢ni hustotou, dostupnosti
a kvalitou potravy (Smith, 1983; Newman, 1994; Tejedo et Reques, 1994; Denver et al.,
1998; Leips et al., 2000; Enriquez-Urzelai et al., 2013a) ¢i predaci (Smith, 1983; Travis
1983; Stav et al., 2007). Mén¢ jasné jsou mechanismy, jakymi tyto faktory prostiedi
do vyvoje zasahuji. Mohou rizné ovliviiovat produkci hormond endokrinnimi zlazami,
regulaci hypotalamem, citlivost cilovych tkani k hormonim ¢i vSechny tfi dohromady
a cely vyvoj a rust tak urychlit ¢i inhibovat (Wilbur et Collins, 1973; Wells, 2007). Do jaké
miry bude jedinec témito faktory nakonec ovlivnén, zalezi na jeho aktualnim vyvojovém

stadiu a télesné velikosti (Wilbur et Collins, 1973).

3.1 Vysychani vody

Adaptivni fenotypova plasticita v podobé schopnosti urychlit vyvoj jako reakce
na vysychani vody je znama u mnoha druhi obojzivelniki (Bufo calamita: Reques et
Tejedo, 1997; Hyla gratiosa: Leips et al., 2000; Rana temporaria: Laurila et Kujasalo,
1999; Loman, 1999; Merila et al., 2000a; Laurila et al., 2002; Loman et Claesson, 2003;
Merild et al., 2004; Scaphiopus couchii: Newman, 1988; S. holbrooki: Wilbur, 1987,
S. hammondii: Denver et al., 1998; obecné: Newman, 1992).

Pro evoluci fenotypové plasticity je podstatna heterogenita prostiedi. Typickymi
piiklady heterogenniho prostiedi (a tedy vhodnymi systémy pro studium fenotypové
plasticity) jsou docasné rybniky a jiné mens$i vodni plochy charakteristické pravidelnymi
zménami vysky vodni hladiny, v nichz vysychani piedstavuje pro pulce nejvétsi ohrozeni
(Newman, 1992; Loman et Claesson, 2003). V téchto systémech je pro obojzivelniky
ptechod z vodniho prostfedi v odpovidajici velikosti a staii rozhodujici pro nasledujici
zivot na pevniné (Rowe et Ludwig, 1991).

Soucasné¢ modely zahrnuji pfedpovédi souvisejici s vlivem casového omezeni
(délkou trvani vodniho prostfedi ¢i sezonou) na dobu vyvoje a nasledkem toho na stari
a velikost v dob&é metamorfozy (Rowe et Ludwig, 1991; Abrams et al. 1996; Laurila et al.,
2002; Rudolf et Rodel, 2007).



Jsou-li podminky vodniho prostiedi pro pulce vyhodné, umoziuje jim plasticita
prodlouzit dobu vyvoje za ucelem dosahnuti maximalni velikosti béhem metamorfozy
(Rana sylvatica: Berven et Gill, 1983; Rana temporaria: Loman, 1999; Scaphiopus
hammondii: Denver et al., 1998).

AvsSak vysycha-li vodni prostfedi ariziko mortality pulct se zvySuje, stresové
hormony (CRH) zrychli ontogenezi, ¢imz zvysi Sanci na preziti v téchto zhorSujicich se
podminkach (Denver, 1997, 2009). Na druhou stranu, pulci nemaji dostatek ¢asu pro svij
rust a Casto tak dosahuji mensi konecné velikosti, coZ mize mit vyznamny negativni vliv
na fitness. Mala velikost souvisi s malou velikosti v dospélosti (Werner, 1986) a je tak
spojena s niz§im prezitim béhem piezimovani (Rana sylvatica: Berven et Gill, 1983),
niz$im Gspéchem pii reprodukei (Rana sylvatica: Berven et Gill, 1983; Rana temporaria:
Johansson et al., 2005; obecné: Clutton-Brock, 1988; Rowe et Ludwig, 1991; Denver,
2009), horsim pohybovym vykonem (Agalychnis callidryas, Xenopus laevis: Gomez-
Mestre et al., 2010; Pelodytes punctatus: Richter-Boix et al., 2006; Rhinella spinulosa:
Marquez-Garcia et al, 2009), ¢i castéjSim podlehnutim hladovéni ¢i dehydrataci
(Scaphiopus couchii: Newman et Dunham, 1994). Dochazi tedy k trade-off mezi pozdé&jsi
metamorfézou pulce ve vyssi télesné velikosti (a naslednou vyS$i Sanci na preziti
a reprodukcéni Gispéch na sousi) a diivejsi metamorfézou spojenou s malou télesnou
velikosti (a tedy snizenim rizika mortality béhem larvalniho vyvoje) (Wilbur et Collins,
1973; Werner, 1986; Wilbur, 1987; Newman, 1988, 1989, 1992; Denver et al., 1998;
Laurila et Kujasalo, 1999; Merila et al., 2000b; Laurila et al., 2002; Loman et Claesson,
2003; Rudolf et Rodel, 2007).

vvvvvv

v

byt piesto vyhodnéjsi i navzdory nakladiim spojenych s malou télesnou velikosti a néktefi
autofi se tedy domnivaji, Ze pulci mnoha druhG obojzivelnikii rozmnoZzujicich se
V docasnych vodach urychluji svlij vyvoj zdmérné tak, aby se z vody dostali jeSté pred
uplnym vyschnutim (Bufo calamita: Tejedo et Reques, 1994; Hyla gratiosa: Leips et al.,
2000; Pelobates syriacus: Székely et al., 2010; Phrynobatrachus guineensis: Rudolf et
Rodel, 2007; Rana temporaria: Laurila et Kujasalo, 1999; Loman 1999; Merili et al.,
2000b; Laurila et al., 2002; Loman, 2002; Lind et Johansson, 2007, 2009; Scaphiopus
holbrooki: Wilbur, 1987; obecné: Werner, 1986; Rowe et Ludwig, 1991; Newman, 1992;
Denver, 1997).

Vyse zminéné naklady spojené s fitness jsou vSak nejen druhovée, ale také

populacné specifické. Vyskytuji se totiz zejména u populaci s vysokou mirou odpovédi
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vici vysychani. Populace vyskytujici se ve stdlém vodnim prostiedi takovou variabilitu
v délce trvani vyvoje a velikosti pulci v metamorféze nevykazuji (Pelobates syriacus:
Székely et al., 2010; Rana temporaria: Lind et Johansson, 2007; obecné¢: Wilbur et Collins,
1973; Newman, 1992). TotéZ potvrzuji i studie porovnavajici fenotypovou plasticitu pulct
stejného druhu, nicméné pochazejicich z riznych oblasti (Rana temporaria: Merila et al.,
2000a; Laurila et al., 2002; Merila et al., 2004; Johansson et al., 2005; Lind et Johansson,
2009). Jedna se tedy o adaptaci na mistni prostfedi, pravdépodobné fizenou posunem
prumérnych znakt zivotniho cyklu (life history traits; Lind et Johansson, 2007, 2011).

Marquez-Garcia et al. (2010) ve svém experimentu zjistili, ze pulci Rhinella
spinulosa vystaveni snizovani objemu urychlili vyvoj, avSak mens$i télesné velikosti
nedosahli. Tento fakt ale pfi¢itaji moznému vlivu nizké hustoty pulcti a dostatku potravy.
Loman (1999, Rana temporaria) naopak vliv nizké hustoty popira, misto toho stejny
potravu, a to i za cenu vystaveni se pfipadnému predacnimu riziku.

Bezprosttedni mechanismy souvisejici s urychlenim vyvoje v ¢asové omezeném
vodnim prosttedi jsou vSak stale nejasné (Newman, 1992; Gotthard et Nylin, 1995). Je
totiz také mozné, ze pulci piimo citi ubytek vodniho objemu, ¢ili nejde o mnozstvi vody,
ale o aktualni snizovani (Pelobates syriacus: Székely et al., 2010; Rana temporaria:
Loman, 1999; Merild et al., 2000b). V Székelyho studii pulci chovani v nizkém, avSak
konstantnim objemu vody metamorfovali za stejnou dobu jako pulci ze skupiny s objemem
vysokym. Vyvoj urychlili pouze pulci ze skupiny s postupné snizovanym objemem.

Ovsem nejmensi velikosti dosahli pulci ze skupiny s konstantné nizkym objemem.

3.2 Teplota vody
Ze vSech fyzikalnich parametri ve vodnim prostiedi ma teplota ziejmé& nejvétsi vliv
na fyziologii, ekologii i chovani pulct. Ovliviiuje biochemické procesy, které mimo jiné
fidi morfogenezi, a je tedy dulezitym faktorem, ktery muze byt ptic¢inou urychleni vyvoje.
Docasné vodni plochy jsou casto charakteristické vyssi teplotou zplsobenou
rychlejSim prohtatim vody. Nékteré studie proto navrhuji, Zze diivej$i metamorfoza by tak
mohla predstavovat odpovéd na vyssi teplotu (Bufo calamita: Tejedo et Reques, 1994;
Hyla cinerea a H. gratiosa: Blouin, 1992; Scaphiopus couchii: Newman, 1989; obecné:
Smith-Gill et Berven, 1979; Newman, 1992; Gotthard et Nylin, 1995). Dle téchto studii ma
zvySeni teploty zpravidla za nasledek vysSi rychlost vyvoje, tedy kratsi dobu vyvoje



a mensi télesnou velikost jedinct pii metamorfoze. Zato Merila et al. (2000a) ve své studii
zjistili, Zze pulci Rana temporaria pii zvysujici se teploté neurychlili pouze vyvoj, ale i rist.

Prili§ zvySend teplota ma ale podle Bervena et al. (1979, Rana clamitans)
za nasledek naopak nizsi rychlost rustu.

Nizka teplota snizila rychlost ristu a opozdila metamorfozu (Rana temporaria:
Merild et al., 2000a). Experimentalné nastavena nizka teplota v podminkach neomezujicich
rust (tj. pfi hojnosti potravy) opozdila metamorfozu, ale konecna velikost pulcii byla stejna
jako u pulct chovanych ve vyssi teploté (Agalychnis callidryas, Xenopus laevis: Gomez-
Mestre et al., 2010).

Nicméné, Denver (1997), ktery porovnaval pulce né¢kolika druht, zjistil, ze
urychleny vyvoj vyvolany simulovanym vysychanim vodniho prostifedi v laboratofi neni
na teploté zavisly, tedy ze zvySeni teploty reakci na vysychani nevysvétluje. Stejné tak
i jiné studie reakci pravé na teplotu vylucuji (Pelobates syriacus: Székely et al., 2010;
Rana temporaria: Laurila et Kujasalo, 1999; Loman, 1999; Rhinella spinulosa: Marquez-
Garcia et al., 2009; Scaphiopus hammondii: Denver et al., 1998).

Pokud by urychleni vyvoje ve vysychajicim prostfedi bylo ovlivnéno teplotou,
fenotypova plasticita by byla disledkem nevyhnutelnych neadaptivnich u€inkt prostredi
(Berven et Gill, 1983; Newman, 1992; Gotthard et Nylin, 1995) spiSe nez jako vysledek

prirodni selekce.

3.3 Chemické latky

Dalsim moznym vysvétlenim mize byt zména v obsahu chemickych latek ve vode¢.
Vypatovani ma za nasledek zvySeni koncentrace pfitomnych latek. Spolu se zvySenou
hustotou pulcii se zvySuje obsah rozpusténé¢ho oxidu uhli¢itého, snizuje se obsah kysliku
a zvySuje se koncentrace metabolickych odpadnich latek ¢i hormoni. Nésledkem toho
miiZze dojit k urychleni vyvoje. Székely et al. (2010) ve svém pokusu pfiSel na to, Ze
vystavenim pulci Pelobates syriacus zvySenym koncentracim metabolitti doslo rovnéz
ke sniZeni rychlosti ristu a mensi velikosti béhem metamorfozy.

Denver (1997) pomoci laboratornich porovnavacich pokust s pulci nékolika druha
naopak zjistil, Ze jedinci vystaveni snizujicimu se objemu vody svilj vyvoj neurychluji
Vv reakci na koncentrace metabolitd.

Chemické faktory, jako jsou vysoké koncentrace amoniaku, dusitanii a dusi¢nand,

souviseji predev§im s prostfedim s vysokym mnozstvim potravy. Pulci mohou sice



Vv prostiedi s dostatkem potravy rist rychleji, na druhou stranu ale pii pfemife potravy
dochazi ke znecisténi vody, které rast pulcii zase zpomaluje a navic vyznamné snizuje miru
jejich preziti (Rana sylvatica: Wilbur, 1977; Rana temporaria: Merild et al., 2000a).
Na mortalitu ma vliv zejména vysoka koncentrace dusi¢nanu amonného (Johansson et al.,
2001). Johansson et al. (2001) nadale ve své studii, kde porovnavali vliv dusi¢nant
na populace Rana temporaria v severnim a jiznim Svédsku, zjistili, Ze pulci pochazejici
ze severniho Svédska, kde Ziji v pomémé na Ziviny chudych vodnich prostiedich, sniZili
vlivem dusi¢nant rychlost riastu, atedy dosahli mensi velikosti v dobé metamorfozy,
zatimco jizni populace, Zijici v prostiedi s obecné vyssi koncentraci dusi¢nanti, byla vuci
nim vice tolerantni. Merild et al. (2000a), ktefi rovnéz porovnavali populace Rana
temporaria ze severniho ajizntho Svédska, si timto vysvétluji zase rozdily mezi
populacemi v pieziti pulci.

Kazdopéadné, dusi¢nany jsou povazovany za jedny z potencialnich Ccinitela

piispivajicich k celosvétovému poklesu populaci obojzivelnikti (Blaustein et Wake, 1990).

3.4 Hustota jedinci a dostupnost potravy

Snizujici se objem vody ve vysychajicim prostiedi rovnéz souvisi s hustotou jedinc.
Spolu s vysychanim se zmenSuje zivotni prostor a zvySuje se hustota populace, ¢imz
dochazi k omezeni pohybu a horsi dostupnosti potravy (Leips et al., 2000). ZvySuje se
kompetice vnitrodruhova i mezidruhova, kdy je jeden druh uspé$néjsi v hledani zdroji
potravy, konzumaci ¢i schopnosti zdroj zabrat, ¢imz o néj ptipravuje druhy jiné (Cabrera-
Guzman et al., 2013).

Nekteti autofi navrhuji, ze sniZzend rastova rychlost diky niz§imu pfisunu potravy
vlivem zvySené hustoty pulcii ¢i mensSimu prostoru aktivuje endokrinni zlazy k uvolnéni
hormonti vyvolavajicich zacatek metamorfozy (Hyla gratiosa: Travis, 1984; Rana
sylvatica: Wilbur et Collins, 1973; Rana temporaria: Laurila et Kujasalo, 1999;
Scaphiopus couchii: Newman, 1989; obecné: Alford et Harris, 1988; Newman, 1992,
1994).

Oproti tomu, jini autofi se domnivaji, Ze dostupnost potravy je mnohem
dilezit€jsim faktorem a hojnost potravy je potfeba k odpovédi na vysychani. Tedy, Ze
pokud jsou dobfe krmeni pulci vystaveni vysychani, jsou schopni sviij vyvoj urychlit
a dosahnout vétsi velikosti (Rana sylvatica: Wilbur, 1977; Rana temporaria: Merili et al.,

2000a; Rhinella spinulosa: Marquez-Garcia et al., 2010), avSak pokud jsou zdroje potravy



omezené, a pulci tedy maji snizeny pfisun energie, nemohou reagovat zrychlenim vyvoje,
ba naopak dochazi k nizsi rychlosti riistu, opozdéné metamorféze a mensi velikosti pulcti
béhem ni (Agalychnis callidryas, Xenopus laevis: Gomez-Mestre et al., 2010; Bufo
calamita: Tejedo et Reques, 1992; Discoglossus pictus: Enriquez-Urzelai et al., 2013a;
Hyla gratiosa: Leips et al., 2000; Rana temporaria: Merila et al., 2000a).

V n¢kolika studiich zvySend larvalni hustota, atedy niz$i dostupnost potravy,
snizila télesnou velikost, ale délku vyvoje neovlivnila (Bufo bufo, B. calamita, Rana
temporaria: Brady et Griffiths, 2000; Scaphiopus holbrookii: Stark et al., 2012).

Dle jinych nizk4, avSak stdle stejnd dostupnost potravy prodluzuje délku vyvoje,
na druhou stranu ale snizujici se dostupnost potravy ji zkracuje (Hyla gratiosa: Leips et
Travis, 1994). Stejn¢ tak pfemira potravy zneciSt'uje vodni prostiedi, coz ma za nasledek
snizenou rastovou rychlost a mensi velikost v dobé metamorfozy (Rana sylvatica: Wilbur,
1977).

Loman (1999, Rana temporaria) a Székely et al. (2010, Pelobates syriacus)
ve svém pokusu vliv dostupnosti potravy ¢i zvySujici se hustoty jedincti na délku vyvoje

vylougili.

3.5 Predace

S vysychanim vodniho prostiedi nesouvisi pouze zvySeni hustoty pulct, ale také hustoty
predatorii a jejich moznosti pulce nalézt. Ovlivnit rist a vyvoj pulcii tak mohou i néktera
jejich antipredacni opatteni, napi. snizena aktivita spojena s hledanim potravy za tcelem
vyhybani se prostoru s predatorem (Bufo viridis: Stav et al., 2007) ¢i agrega¢ni chovani
(Bufo viridis: Stav et al., 2007; Scaphiopus holbrooki: Wilbur, 1987). Plasticka odpovéd’
na faktory prostiedi tedy mize byt zprostiedkovana chovanim (Denver, 1997).

Snaha vyhnout se predatorovi snizuje dostupnost a pfijem potravy, coZ ma
za nasledek nizsi rychlost ristu a mensi velikost v metamorfoze (Rana temporaria: Laurila
et Kujasalo, 1999). Piitomnost predatora mize stejné tak opozdit metamorfozu (Agalychnis
callidryas, Xenopus laevis: Gomez-Mestre et al., 2010). Smith (1983, Pseudacris
triseriata) pfisel na to, Ze na druhou stranu predator vyznamné snizuje populaci pulci,
¢imz zvySuje mnozstvi potravy na jedince a jejich rychlost riistu tak neni ovlivnéna. Tato

situace se tedy nakonec miiZe pro prezivsi jedince jevit jako vyhodna.



Stav et al. (2007, Bufo viridis) zjistili, ze pulci v pfitomnosti predatora uzavieného
V klicce urychlili metamorfozu, ale dosahli vétsi velikosti ve srovnani s kontrolni skupinou.
Tento fakt si vysvétluji pozirdnim vyzivnych vykal predatora.

Podle Travise (1983, Hyla gratiosa) jsou pulci v dusledku velikostné selektivni
predace nuceni svij rast urychlit, aby se rychleji dostali do méné zranitelnych stadii.

V pokusu Laurily et al. (1998, Rana temporaria) pulci v pfitomnosti predatora
dosahli metamorf6zy za del$i dobu nez v pokusech bez vlivu predace, ale riistova rychlost
zlstala neovlivnéna, ¢ili pulci metamorfovali nakonec ve vétsi velikosti. Stené tak
predator uzavieny v klicce zapfi€inil nejen pozdéjsi metamorfoézu, ale 1vétsi velikost
pulct. Tento vysledek ovSem neplatil pro pulce vystavené navic snizovani objemu.
Odpovéd’ na zvySujici se riziko mortality vlivem vysychani vody je tedy siln€j$i nez
na pritomnost predatora, dokonce ipfi spoleéném plsobeni téchto faktort (Rana

temporaria: Laurila et al., 1998; Laurila et Kujasalo, 1999).

3.6 Maternalni investice

Materndlni u¢inky mohou potencidlné ovliviiovat Zivotni cyklus zab (Mousseau et Fox,
1998) a napi. u Rana temporaria se vétsinou projevuji ve velikosti vaji¢ek (Merila et al.,
2000a; Laugen et al., 2002). Nicméné¢, fenotypova plasticita v trvani vyvoje, rustova
rychlost ani velikost a hmotnost béhem metamorfozy pulci nejsou témito vlivy vyznamné
ovlivnény (Bufo calamita: Tejedo et Reques, 1992; Rana temporaria: Merila et al., 2000b;
Laurila et al., 2002; Johansson et al., 2005; Lind et Johansson, 2007).



4. Experimentalni ¢ast - metodika

4.1 Studovany druh

Skokan hnédy (Rana temporaria Linnaeus, 1758) z ¢eledi Ranidae je nejrozsifené;jsi
a na mnoha mistech nejbéznéjsi evropskou stiedné velkou zabou (Gasc et al., 1997). Je to
suchozemsky druh, na vodnich plochach zavisly jen po dobu rozmnozovani a vyvoje larev.

Zacinad se rozmnozovat brzy na jaife, jakmile roztaje led navod¢, v riznych
sladkovodnich biotopech. Samice kladou vajicka ve velkych shlucich a maji-li moznost,
umist'uji je do litordlniho pasma. K vykuleni pulct z vajicek dochézi cca 1-3 tydny
po oplozeni, v zavislosti na teploté vody. Délka vyvoje pulct vysoce zavisi na podminkach
prostiedi (Laurila et Kujasalo, 1999), obvykle vSak trva 40—80 dni po vylihnuti (Meril et
al., 2000a).

Tento druh se dokaze rychle a disledné piizpisobovat a ménit podle mistnich
podminek, a to nejen vzhledove, ale 1 svym chovanim. Jeho vyvoj je intenzivné studovan,
zejména v souvislosti s reakcemi pulci na zhorSujici se podminky ve vysychajicich
mélkych vodach a S nimi spojenym vysokym rizikem imrtnosti (Laurila et Kujasalo, 1999;
Loman, 1999; Brady et Griffiths, 2000; Merila et al., 2000a; Laurila et al., 2002; Loman,
2002; Loman et Cleasson, 2003; Merila et al., 2004).

4.2 Priprava studijniho materialu
Snisky s vajicky skokana hnédého byly ziskdny koncem birezna roku 2014 na lokalitach:
mensi vodni plocha pod Velkym Vavrovskym rybnikem v Ceskych Budgjovicich
(48°59'40"N, 14°26'17"E), snimZ je propojena; lesni rybni¢ek v Borku (49°1'48"N,
14°29'41"E) a ze dvou, vzdusnou ¢arou asi 1 km od sebe vzdalenych lokalit na piskovnach
Cep 1. (48°55'4"N, 14°52'56"E) a Cep II. (48°54'S5"N, 14°52'30"E). Snusky byly
pteneseny do temperované mistnosti, kde byly chovany oddélené v plastovych naddobach
o objemu cca 281 naplnénych odstatou a provzdusinovanou vodovodni vodou zhruba
do dvou tfetin vySky nadoby. Teplota vody odpovidala teploté¢ vzduchu v mistnosti, ktera
byla kolem 14 °C. Svételny rezim byl nastaven na 15: 9 (svétlo: tma) dle primérnych
tidajt zjisténych z dat CHMU za mésice duben a kvéten piedchoziho roku.

Po vylihnuti pulct z vajic¢ek byly odstranovany zbytky snisek. Pulci byli krmeni ad
libitum rostlinnym vlo¢kovym krmivem pro rybicky VEGETABLE (Tropical, Polsko), a to
kazdy den.
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Takto byli pulci chovani az do nartistu do vhodné télesné velikosti pro posouzeni
a pouziti do pokusu, tedy zhruba dva tydny. Béhem této doby byla teplota v laboratofi

postupné zvySovana na 21 °C a tato teplota ztistala poté viceméné konstantni (+ 1 °C).

4.3 Vlastni pokus

Samotnému vybirani pulct predchazela ptiprava pokusnych nadob. Pouzito bylo celkem
96 pruhlednych plastovych krabicek (rozméry Sitka x délka: horni okraj 120 x 170 mm,
dno 90 x 145 mm, hloubka 100 mm) o objemu 1 500 ml a 32 krabicek (rozméry Sitka x
délka: horni okraj 120 x 170 mm, dno 100 x 145 mm, hloubka 125 mm) o objemu
2 000 ml. Vsechny krabicky byly opatiené vickem. 64 krabicek o objemu 1 500 ml bylo
z vnéjsi strany (vcetné vicek) ocislovano lihovym fixem ¢isly 1-64 arozdéleno po 16
do ¢tyf pokusnych skupin (skupina 1, 2, 3, 4) a zbylych 32 bylo urCeno jako nahradni
krabicky pro skupinu 1 a 2. 16 krabicek o objemu 2 000 I bylo ocislovano ¢isly 65-80
a tvofilo skupinu kontrolni. DalSich 16 takovychto krabi¢ek bylo uréeno rovnéZ jako
krabi¢ky nahradni. Na poc¢atku pokusu byly krabicky s Cisly 1-64 o objemu 1 500 ml
naplnény jeden den odstitou, vytemperovanou a provzdusnénou vodovodni vodou
do objemu 750 ml a krabicky 65-80 0 objemu 2 000 ml stejnou vodou do objemu 1700 ml.

Po piipravé nasledovalo samotné vybirani pulci pro pokus. Od kazdé ze Ctyr
sniiSek bylo vybrano 20 stejné velkych jedincti odpovidajicich vyvojovému stadiu 25 dle
Gosnera (1960). Pulci byli umisténi do krabicek po jednom. Rovnomérného umisténi pulct
z ruznych snisek bylo docileno tak, ze do kazdé z péti skupin byli ptidéleni pravé Ctyti
pulci z kazdé sntsky. Naméiené udaje o télesnych velikostech pulci byly zaznamenany
jako nulty den.

Vlastni pokus probihal od 11. 4. 2014 do2. 6. 2014. Pulci byli chovani
V temperované mistnosti s nastavenou laboratorni teplotou + 21 °C a svételnym rezimem
15: 9 (svétlo: tma) po celou dobu pokusu. Krmeni byli ad libitum kazdy den. Kazdy den
se rovnéz premistovaly krabiCky tak, aby se pravidelné meénilo jejich umisténi vici
osvétleni.

Dal§i meéfeni pulch probihala ve ¢tyfdennich intervalech. Pomoci fotografii
pofizenych za pouziti stereomikroskopu Olympus SZX10 byla v programu QuickPHOTO
CAMERA 2.3 méfena délka téla od predniho okraje hlavy po fitni otvor (snout-vent
length, SVL) sptesnosti na 0,01 mm. M¢teni byla ukoncena vzdy v den dosazeni

metamorfozy, Cili po dosahnuti 43. stadia dle Gosnera (1960), nebo po thynu.
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U uhynulych jedinci bylo urovano stadium. Veskeré naméfené velikosti, udaje
0 metamorfoze ¢i thynu byly zaznamenavany do protokolu.

Ve Ctyfdennich intervalech byly provadény také zmény v objemech vody.
Skupindm 1 a 2 byla voda ménéna cela tim zplisobem, ze pulci byli preneseni do Cistych
nahradnich krabicek s novou odstatou, vytemperovanou a provzdusnénou vodou, zatimco
skupinam 3 a 4 byla voda ménéna jen ¢astecné, resp. vyménéno bylo vzdy 13,2 % vody
ze soucasného objemu (toto mnozstvi bylo vypocitano z piredpokladané teoretické doby
zdrZeni vody 30 dnil). Dale dochazelo ke sniZovani objemu. Zatimco skupiny 1 a 3 mély
objem po celou dobu trvani pokusu konstantni, u skupin 2 a4 byl objem snizen vzdy
017,5% vody ze souc¢asného objemu. U kontrolni skupiny, s objemem 1 700 ml, byla
voda ménéna cela a objem byl po celou dobu pokusu zachovan konstantni. Tato skupina
predstavovala prostfedi bez vlivu mnozstvi vody a metabolitt. Celkem tak byly v pokusu
Ctyfi rizné zasahy (Tab. 1). Zmény provedené v objemech vSech skupin shrnuje tabulka 2.

Od 20. dne pokusu bylo nadéle ve vodach s pulci pribézné¢ mefeno pH, obsah
rozpusténého kysliku a vodivost. Méfeni bylo provadéno pomoci multimetru WTW 3401
(WTW, Némecko) a probihalo vzdy pted vyménou vody. V druhé poloviné pokusu
probéhlo také jedno srovnavaci méfeni v temné fazi za ucelem zjisténi ptipadnych zmén
V hodnotach, které by mohly reakce pulct ovliviiovat.

Jako posledni byla voda testovana na obsah dusikatych latek. Z kazdé skupiny bylo
odebrano nékolik reprezentativnich vzorkti. Vzorky byly pfefiltrovany, zamrazeny
a zaslany v oznaCenych zkumavkach ke stanoveni laboratoii Hydrobiologického ustavu
Biologického centra Akademie véd v Ceskych Budgjovicich. Koncentrace dusitanovych
a amonnych ionti byla stanovena iontovou chromatografii na analyzatoru Dionex ICS-
5000 (Thermo Scientific) a koncentrace dusi¢itani spektrofotometrickou metodou dle
Prochazkové (1959).

Ke konci  pokusu, Vv dobé metamorfozy, probihala kazdodenni kontrola
metamorfujicich jedincl. Jedinci byli zméfeni stejnym zplsobem jako pulci, ale
od ptedniho okraje hlavy po urostyl (snout-urostyl length, SUL), a zvaZeni na analytickych
vahach Kern ABJ 120-4M (Kern & Sohn, Némecko). Tyto udaje spolu s datem byly
zaznamenany.

Cely pokus byl ukoncen po 52 dnech, poté, co snizovany objem dosahl 62 ml.
Vesketi pulci nezahrnuti do pokusu a pozdéji i metamorfované zabky byli navraceni zpét

do ptirody na misto nalezu.
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Tab. 1: Souhrn zésahti u jednotlivych pokusnych skupin.

meénény cely objem

ménéna Cast objemu

konstantni objem skupina 1, kontrola skupina 3
snizovany objem skupina 2 skupina 4
Tab. 2: Zmény v objemech v prabéhu pokusu.
vyména celého objemu vyména ¢asti objemu
lff:g:ﬂ; skupinal | skupina?2 skupina 3 skupina 4
) ) sniZeni ) ‘]’_}g;e(% sniZeni ?;T;;Z‘
kazdy 4. den ko_nstantm ko_nstantm 0 17,5v%, ko_nstantm (kolik 0 17,5v%, (kolik
objem (ml) | objem (ml) | (kone¢ny | objem (ml) ‘. (koneény ‘.
objem, ml) vymenit, objem, ml) vymenit,
ml) ml)
0. den: 11. dubna 1700 750 750 750 750
4. den: 15. dubna 1700 750 619 750 99 619 82
8. den: 19. dubna 1700 750 510 750 99 510 67
12. den: 23. dubna 1700 750 421 750 99 421 56
16. den: 27. dubna 1700 750 347 750 99 347 46
20. den: 1. kvétna 1700 750 287 750 99 287 38
24. den: 5. kvétna 1700 750 236 750 99 236 31
28. den: 9. kvétna 1700 750 195 750 99 195 26
32. den:13. kvétna 1700 750 161 750 99 161 21
36. den: 17. kvétna 1700 750 133 750 99 133 18
40. den: 21. kvétna 1700 750 110 750 99 110 14
44. den: 25. kvétna 1700 750 90 750 99 90 12
48. den: 29. kvétna 1700 750 75 750 99 75 10
52. den: 2. ¢ervna 1700 750 62 750 99 62 8

4.4 Statisticka zpracovani dat

Délka vyvoje, velikosti a hmotnosti pulcti byly vyhodnoceny neparametrickou obdobou

analyzy variance — Kruskal-Wallisovym testem. Tésnost vazby mezi velikostni a hmotnosti

pulcti byla vyhodnocena jednoduchou linedrni regresi. Lineadrni regrese byla rovnéz

pouzita pro popis vztahll mezi fyzikalné-chemickymi parametry a velikosti, hmotnosti,

délkou vyvoje a mortalitou pulc. Rozdily ve fyzikalné-chemickych parametrech mezi

dnem a noci byly srovnany neparametrickou obdobou parového t-testu — Wilcoxonovym

testem. VSechny statistické analyzy byly zpracovany v programu Statistica (verze 12.0).

Grafy byly vytvofeny v programu SigmaPlot (verze 12.5).
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5. Vysledky

5.1 Mortalita a dosaZeni metamorfozy

Pro pokus bylo pouzito 80 pulct, vkazdé zpokusnych skupin 16. Béhem pokusu
metamorfovalo celkem 55 pulct (69 %) a 21 uhynulo (26 %). Zbyli ¢tyfi pulci (5 %) pokus

prezili, ovSem k metamorfoze nedospéli.

5.1.1 Mortalita
Mortalita se v ramci skupin pohybovala od 0 % do 69 %. Nejvyssi umrtnost (69 %) byla

zaznamenana ve skupiné 4. Tito uhynuli pulci se také dozili v priméru pouze 32 dni. Zato
nulova tmrtnost byla ve skupiné kontrolni. Primérnd dosazena vyvojova stadia dle

Gosnera (1960) v den thynu se pohybovala od 36. u skupiny 4 do 40. u skupiny 1 (Tab. 3).

Tab. 3: Umrtnost béhem pokusu. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vyména celého objemu, konstantni
objem (1700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu,
snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vymeéna ¢asti objemu, sniZovany
objem.

pocet mrtvych primeérny pocet pramérné dosazené

Skupina jedincil imrtnost skupiny dosazenych dni vyvojové stadium
Kontrola 0 0%

1 1 6 % 36 40

2 1 6 % 29 37

3 8 50 % 37 39

4 11 69 % 32 36

5.1.2 DosaZeni metamorfozy

Do metamorfozy, neboli 43. stadia dle Gosnera (1960), dospélo z celkového poctu pulcti
55 jedinct. Zatimco u skupiny kontrolni, 2 a 4 metamorfovali vSichni pfezivsi jedinci,
ze skupiny 1 metamorfovalo 14 z 15 (93 %) a ze skupiny 3 pouze pét z osmi piezivsich
jedinct (63 %; Tab. 4).

Tab. 4: PoCet metamorfovanych jedinct. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vyména celého objemu,
konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého
objemu, sniZzovany objem; 3 = vymeéna ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vyména ¢asti objemu,
snizovany objem.

Skupina pocet m?‘;r;ocrgovanych pocet piezivsich jedinci  procentudlni zastoupeni
Kontrola 16 16 100 %

1 14 15 93 %

2 15 15 100 %

3 5 8 63 %

4 5 5 100 %
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5.2 Velikosti pulct v priibéhu pokusu

Statisticky prikazné se velikosti pulci (SVL) zacaly liSit ve 32. dni méfeni (Kruskal-
Wallistv test: H = 16,83, df = 4, P < 0,01). Od té doby se velikosti snizovaly v potadi:
skupina kontrolni, skupina 1, skupina 2 a 3, skupina 4 (Obr. 1).

16 %} »
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Obr. 1: Prubéh zmén velikosti (SVL) b&hem pokusu méfeny ve ¢tyfdennich intervalech. Vysvétlivky
ke skupinam: kontrola = vyména celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu,
konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména Casti objemu,
konstantni objem (750 ml); 4 = vymeéna ¢asti objemu, snizovany objem. Hodnoty v grafu predstavuji praimeér
+ SD. Prolozeni jednotlivych skupin bylo provedeno pomoci logistické kiivky.

5.3 Metamorfoza

5.3.1 Velikost pulci

Velikost pulct v dobé metamorfozy (SUL) se pohybovala primérné od 12,0 = 1,14 mm
uskupiny 4 do 13,8 £ 0,75mm uskupiny kontrolni (hodnoty uvadéji pramér
a smérodatnou odchylku; plati ipro vSechny nasledujici priméry). Z naslednych
vzajemnych porovnani vyplynulo, Ze skupina kontrolni se lisi od skupin 2 a4 (Kruskal-
-Wallistv test: H= 17,27, df =4, P < 0,01; Obr. 2; Tab. 6, Ptiloha).
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Obr. 2: Velikost pulci (SUL) v dobé metamorfozy U jednotlivych skupin. Vysvétlivky ke skupinam:
kontrola = vyména celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni
objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem
(750 ml); 4 = vymeéna ¢asti objemu, sniZzovany objem. Hodnoty v grafu pfedstavuji primér + SE.

5.3.2 Hmotnost pulcii

Hmotnost pulcii v dobé metamorfézy se pohybovala primérné od 0,2623 + 0,054 g
u skupiny 4 do 0,4614 + 0,075 g u skupiny kontrolni a prukazné se liSila mezi skupinami:
skupina kontrolni se skupinami 2, 3 a 4, a skupina 1 se skupinami 2 a 4 (Kruskal-Wallistv
test: H = 32,73, df =4, P <0,001; Obr. 3; Tab. 7, Pfiloha).
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Obr. 3: Hmotnost pulcti v dobé metamorfozy u jednotlivych skupin. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola =
vyména celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vymeéna celého objemu, konstantni objem (750
ml); 2 = vymeéna celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 =
vyména ¢asti objemu, snizovany objem. Hodnoty v grafu predstavuji primér = SE.

Vzajemna korelace mezi velikostmi a hmotnostmi pulct je prikazna, avSak ne piili$ t€sna

(R? = 0,41; F = 36,82; df = 54; P < 0,001).

5.3.3 Délka vyvoje

Vlastni pokus trval 52 dni. Délka vyvoje u jednotlivych skupin se mezi sebou prikazné
lisila (Kruskal-Wallistiv test: H = 25,07, df = 4, P < 0,001). Nejvétsi, statisticky prukazné
rozdily v délce vyvoje skupin byly mezi skupinou kontrolni a skupinou 2 a mezi skupinou
kontrolni a skupinou 4 (Obr. 4). Nejkratsi délka vyvoje, ¢ili nejmensi pocet dni od pocatku
pokusu do metamorfozy, byla zaznamenana u skupiny 4 (v praméru 38,2 £+ 2,7 dni)
a naopak nejdelsi délku vyvoje méla skupina kontrolni (45,5 dne + 2,0; Obr. 4; Tab. 8,
Ptiloha).
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Obr. 4: Délka vyvoje pulct U jednotlivych skupin. Vysvétlivky ke skupindm: kontrola = vyména celého
objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména
celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vymeéna Casti
objemu, snizovany objem. Hodnoty v grafu predstavuji pramér + SE.

5.4 Fyzikalné-chemické parametry ve vodé

5.4.1 Hodnoty pH

Pribéhy hodnot pH byly vyssi u skupin s ¢astecné ménénym objemem (3 a 4; Obr. 5).
Pti porovnani poslednich hodnot vysly statisticky prikazné rozdily mezi skupinou
kontrolni a skupinami 3 a 4, skupinou 1 a skupinami 2, 3 a 4, a skupinou 2 a skupinou 3

(Kruskal-Wallisav test: H= 56,42, df =4, P < 0,001; Tab. 9, Piloha).
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Obr. 5: Priabéh zmén pH béhem pokusu. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vyména celého objemu,
konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého
objemu, sniZzovany objem; 3 = vymeéna ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vymeéna Casti objemu,
snizovany objem. Hodnoty v grafu pfedstavuji primér + SD.

5.4.2 Obsah rozpusténého kysliku

Prabéhy obsahu rozpusténé¢ho kysliku byly zpocatku vyssi u skupin s ¢asteéné ménénym
objemem (3 a4), avSak od analyzy druhého vzorku se rozdily stupniovaly a primérné
hodnoty se snizovaly v potadi: skupina 3, 4, 2, 1, kontrola (Obr. 6). Pfi porovnani
poslednich hodnot vySly statisticky prukazné rozdily mezi skupinou kontrolni a skupinami
2, 3 a4, skupinou 1 a skupinou 3, a skupinou 2 a skupinou 3 (Kruskal-Wallisav test: H =
58,18, df = 4, P <0,001; Tab. 10, Ptiloha).
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Obr. 6: Pribéh zmén obsahu rozpusténého kysliku béhem pokusu. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola =
vyména celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vymeéna celého objemu, konstantni objem (750
ml); 2 = vymeéna celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 =
vymeéna ¢asti objemu, snizovany objem. Hodnoty v grafu piedstavuji primér = SD.

5.4.3 Vodivost
Vodivost, tedy mira koncentrace ve vod¢ rozpusténych iontli, se prubézné¢ dramaticky
zvySovala u skupiny 4 (Obr. 7). Pti porovnani poslednich hodnot vysly statisticky pritkkazné

rozdily mezi skupinou kontrolni a skupinami 2, 3 a4, askupinou 1 askupinami 2 a4
(Kruskal-Wallistv test: H= 55,32, df =4, P < 0,001; Tab. 11, Ptiloha).
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Obr. 7: Prabéh zmén vodivosti béhem pokusu. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vyména celého objemu,
konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého
objemu, sniZzovany objem; 3 = vymeéna ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vymeéna Casti objemu,
snizovany objem. Hodnoty v grafu predstavuji pramér = SD.

5.4.4 Jednorazové porovnani dennich a noénich hodnot

Jednorazové porovnani dennich a no¢nich hodnot pH vyslo prikazné pouze u skupiny 3
(Wilcoxonuv test: Z = 2,93, df = 10, P < 0,01), kdy denni pH bylo vys$§i nez noc¢ni. Také
U obsahu rozpusténého kysliku byly denni hodnoty u skupiny 3 priikkazné vyssi nez no¢ni
(Wilcoxonuv test: Z = 2,84, df = 10, P < 0,01). Porovnani dennich a no¢nich hodnot
vodivosti vy$lo prikazné u skupiny 1 (Wilcoxonuv test: Z = 2,86, df = 15, P < 0,01),
skupiny 2 (Wilcoxonuv test: Z = 2,93, df = 10, P < 0,01) a skupiny 3 (Wilcoxoniv test:
Z =2,93,df =10, P <0,01). U téchto skupin byly vyssi hodnoty vzdy no¢ni (Obr. 8).
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Obr. 8: Jednorazova porovnani nocnich anejblizSich dennich hodnot fyzikalné-chemickych parametrt
Vv druhé poloviné pokusu. Vysvétlivky ke skupinam: 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml);
2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména Casti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 =
vymeéna ¢asti objemu, snizovany objem; ** = P < 0,01. Hodnoty v grafu pfedstavuji primér + SD.

5.4.5 Obsah dusikatych latek

Pro jednordzovou analyzu koncentraci dusikatych latek ve vodach bylo pouzito 12 vzorkd.
Z vysledkl testovani koncentrace dusitanovych, dusi¢itanovych a amonnych iontd vyplyva,
ze koncentrace dusitanovych a dusi¢itanovych iontd vyrazn€ nekolisaji, zatimco

u amonnych iontt bylo nejvyssich koncentraci dosazeno ve vodach skupin 2 a 4 (Obr. 9).
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Obr. 9: Koncentrace dusikatych latek ke konci pokusu. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vyména celého
objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména

celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vymeéna Casti
objemu, snizovany objem. Hodnoty v grafu predstavuji pramér + SD.

5.4.6 Vztah fyzikalné-chemickych parametri a mérenych faktori
fenotypové plasticity

Linearni regrese velikosti (SUL), hmotnosti, délek vyvoje pulci a fyzikdlné-chemickych
parametru ve vod¢ udava tabulka 5 (Obr. 10-13, Pfiloha). Linearni regrese mortality pulct
a koncentrace amonnych iontti ve vodé neni prukazna (R2 =0,217;F=0,831;df=4; P =
0,429; Obr. 14, Ptiloha).

Tab. 5: Linearni regrese velikosti (SUL), hmotnosti, délek vyvoje pulci a fyzikalné-chemickych parametri
ve vodé (a = smérnice piimky; R? = korelaéni koeficient; F = testové statistika; df = po&et stupiiti volnosti;
P = pravdépodobnost).

pH obsah rozpusténého kysliku
a R? F df P a R? F df P
"(‘ES"['J‘E? -0,161 0158 9,758 53 <0,01 -0,630 0,174 10,953 53 <001
hmotnost  -2,215 0,261 18329 53  <0,001 -9314 0332 25832 53 <0001
délka — 0p8 0080 4519 53 <005 0084 0052 2870 53 0,09
vyvoje
vodivost koncentrace amonnych ionti
a R? F df P a R? F df P
V(e;'lﬁt -14714 0176 11,077 53 <001 21191 0256 3434 11 0,094
hmotnost -239,066 0,405 35364 53  <0,001 -18534 0531 11,331 11 <001
dilka 5218 0190 12226 53 <001 -0566 0763 32170 11  <0,001
vyvoje
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6. Diskuze

6.1 Mortalita a dosaZeni metamorfozy

Mortalita jedinci v mém pokusu byla déna zifejmé kvalitou vody. Skupina kontrolni, resp.
skupina s nejvétsim, konstantnim a zaroven celym ménénym objemem, méla nulovou
mortalitu. Kontrolni skupina tudiz pro pulce piedstavovala podminky vyhovujici
pro dosazeni metamorfézy. Ze skupin 1 a2, ¢ili ze skupin s vyménou celého objemu,
uhynul vzdy jen jeden pulec. Takovéto mnozstvi se dia povazovat za zanedbatelné.
Nejvyssi mortalitu jsem sledovala u skupin 3 a 4. Ze 3. skupiny s konstantnim objemem,
kde byla v pribéhu pokusu ménéna pouze ¢ast objemu, byla mortalita polovi¢ni, a u 4.
skupiny, kde k vyméné pouze Casti objemu piibylo navic postupné snizovani objemu,
uhynulo dokonce 11 pulct z 16 (Tab. 3). Z vysledkd je patrné, ze byla-li voda d¢ista,
nemélo jeji mnozstvi na mortalitu v pokusu vyznamny vliv. Pulec v mensim objemu ¢isté
vody tedy ptezije spiSe nez pulec ve vétSim objemu vody, avSak méné Cisté, jak doklada
srovnani mortalit u skupin 2 a 3.

Co se tyce dosazeni metamorfozy, u skupiny kontrolni, 2 a 4 dosahli metamorfozy
vSichni pfezivs§i jedinci a U skupiny 3 metamorfovalo pét jedincii z osmi piezivSich
(Tab. 4). Da se tedy fici, Zze skupiny 3 a 4 tvofily jakousi hranici mezi amrtnosti béhem
pokusu a dosazenim metamorfozy. Zbyli pulci ze skupiny 3 a jeden pulec ze skupiny 1 sice
prezili, nicméné metamorfézy nedosahli a v den ukoneni pokusu byli ve 37.-41.
vyvojovém stadiu dle Gosnera (1960). Ze by tito pulci byli piili§ ovlivnéni podminkami
dané pokusné¢ skupiny, je ve srovndni s ostatnimi jedinci té samé skupiny
nepravdépodobné. Je zde vSak mozny geneticky vliv, protoze tfi pulci z téchto Ctyr
pochézeli ze stejné sniisky. Takovymito vlivy jsem se vSak ve své praci nezabyvala.
Do budoucna by bylo vhodné tomuto tématu vénovat pozornost iz hlediska variability

mezi jednotlivymi populacemi skokana hnédého.

6.2 Velikosti pulcii v pribéhu pokusu

Pulci se zacali velikostné liSit jiz v 32. dni méfeni a potadi, v jakém se poté jejich velikosti
snizovaly, zlstalo stejné az do dosazeni metamorfézy (Obr. 1, 2). JelikoZ pulci ze skupiny
S nejkratSim vyvojem metamorfovali primérné za 38,2 dni od zacatku pokusu, coz je
0 tyden pozdéji neZ se projevily tyto rozdily ve velikosti, vysledek fika, Ze pulci v mém
pokusu nedosahli mensi télesné velikosti v metamorfoze kvili kratsi dobé potiebné

pro rast.
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6.3 Metamorfoza

Pulci skokana hnédého jsou zndmi svoji schopnosti reagovat na vysychani vody
urychlenim vyvoje a zmensenim velikosti béhem metamorfozy (Laurila et Kujasalo, 1999;
Loman, 1999; Laurila et al., 2002; Loman et Claesson, 2003; Merild et al., 2004,
Johansson et al., 2005; Lind et Johansson, 2009). V mém pokusu pulci podrobeni
simulovanému vysychani vody skuteén¢ vyvoj urychlili, a to az o tyden oproti skupiné
kontrolni, ve které pulci nebyli ovlivnéni snizovanim objemu, ani koncentraci metabolitt.
Fakt, ze nejdelsi doba vyvoje souvisi ptedevSim s velkym objemem vody, dokazuji
i statisticky prikazné rozdily mezi skupinou kontrolni a skupinami se snizovanym
objemem — 2 a 4 (Obr. 4).

O néco kratsi dobu vyvoje oproti skupiné kontrolni méli pulci ze skupiny 1 a 3, obé
rovnéZ sobjemem konstantnim, avSak niz§im nez skupina kontrolni. Rozdil
(pravdépodobné z divodu niz§iho mnozstvi vzorku statisticky nepriikazny) mezi témito
dvéma skupinami mohl byt zpisoben vlivem koncentrace metabolitd, jelikoz skupina 1,
s delsi dobou vyvoje, méla objem v pribéhu pokusu zcela mé€nény, zato skupina 3 jen
zCasti. Vyména celého objemu vody u skupiny 1 postupnému hromadéni metabolith
zabrafiovala.

Nejkrat§i dobu vyvoje pak méli pulci ze skupiny 2 a4, obé se snizovanym
objemem. Také u této dvojice mohl sehrat svou roli vliv koncentrace metabolitt, kdy se
pulci s pouze ¢asteéné ménénym objemem vyvinuli opét o néco rychleji nez ti s celym
ménénym objemem (Obr. 4). Vidime tedy ziejmy trend, Zze — a zejména v piipad¢
snizovani objemu — mohou byt pulci navic ovlivnéni zvysujici se koncentraci metabolitti.
Pfi vétSim mnozstvi pulci a méfeni by tyto rozdily byly pravdépodobné statisticky
vyznamné.

A konecné, v porovnani skupin 1 a2, ¢ili skupin se zcela ménénym, avsak
rozdilnym objemem, vidime zfetelné urychleni vyvoje pulct ze skupiny 2. Zde vSak nelze
jednoznaéné rozhodnout, zda je urychleni zpiisobené navic vlivem koncentrace metaboliti,
¢1 pouhym niz$im objemem vody. Vzhledem k pouZzité metodice totiz nelze zabranit tomu,
aby v takto malém, byt zcela ménéném objemu, nedoslo béhem ¢tyFdenniho intervalu
k alespon ¢aste¢nému hromadéni metabolitt.

Pulci ze skupiny kontrolni neméli pouze nejdelsi vyvoj, ale doséhli rovnéZ nejvétsi
velikosti a hmotnosti v dobé metamorfozy, jak ukazuji statisticky prikazné rozdily mezi

skupinou kontrolni a skupinami se snizovanym objemem - 2 a 4 (Obr. 2, 3). Vysledek je
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tedy v souladu se zavéry praci Lomana (1999) a Goldberga et al. (2012), ktefi tvrdi, Ze
ve vyhodnych podminkach vodniho prostfedi pulci prodlouzi dobu vyvoje, aby dosahli co
nejvetsi velikosti béhem metamorfézy. VEtsi velikost béhem metamorfézy zvysSuje budouci
fitness, resp. zvySuje Sanci na pieziti na sousi, na reprodukci atd. (Rowe et Ludwig, 1991;
Laurila et Kujasalo, 1999; Johansson et Giles, 2005; Denver, 2009; Marquez-Garcia et al.,
2010; Stark et al., 2012).

O néco mensi velikost a hmotnost oproti skupiné kontrolni méli pulci ze skupiny 1
a2, obé rovnéz s celym ménénym objemem, anejmensi pak skupiny 3 a4, s casteéné
ménénym objemem. Vysledky naznacuji, ze velikost a hmotnost, na rozdil od délky
objemu, byla ovlivnéna naopak spiSe koncentraci metaboliti. AvSak ani tentokrat
nemuizeme naprosto vyloucit vliv druhého faktoru (vtomto piipadé snizovani objemu),
porovnavame-li mezi sebou skupiny 1 a 2 a skupiny 3 a 4. Zde ale vidime trend opacny,
¢ili ze vlivu koncentrace metaboliti na velikost a hmotnost pulcii napoméaha snizovani
objemu vody. Pro silngjsi vysledek by bylo rovnéz potieba vice pulct a méfeni.

Stejn¢ tak neprikazny, avSak z vysledkli patrny vliv sniZovani objemu vody
na délku vyvoje pulci a vliv koncentrace metabolitii na velikost pulcti nejlépe vystihuje
porovnani délky vyvoje a velikosti pulct skupin se snizovanym a zcela ménénym objemem
se skupinou sobjemem konstantnim, ale ménénym jen caste¢né. Vliv koncentrace
metaboliti na délku vyvoje byl pfekonan vlivem snizovani objemu, jak ukazuje srovnani
skupiny 2 a 3. Pulci ze skupiny 2 se snizovanym objemem vody metamorfovali diive i pies
niz§i koncentraci metabolitt oproti skupiné¢ 3. Na druhou stranu, pulci ze skupiny 3
pravdépodobné vlivem koncentrace metaboliti metamorfovali v mensi velikosti, i pies

vétsi objem vody. Hmotnostné se vSak pulci obou skupin nelisili.

6.4 Fyzikalné-chemické parametry ve vodé

FyzikdIni a biologické zmény spojené s eutrofizaci vodniho prostiedi mohou byt
potencialni pfi¢inou stresu pro mnoho vodnich organismi (Johansson et al., 2001).
Ve vodnim prostiedi se vyskytuji rizné chemické latky a snizovanim objemu vody dochazi
ke zménam jejich koncentraci. Pulci tak mohou reagovat naptiklad na nizsi obsah kysliku,
vy$$i obsah oxidu uhli¢itého, vy$si koncentraci metabolickych odpadnich latek, hormoni
¢i kairomont (Denver, 1997). To vSechno miiZze zplsobit urychleni vyvoje a Székely
(2010) prokazal, Ze pulci vlivem vySSich koncentraci metaboliti dokonce snizuji svoji
rastovou rychlost a metamorfuji tak v mensi velikosti. Totéz prokazali i Johansson et al.

(2001) ve své studii srovnavajici vliv dusi¢nanli na populace skokana hnédého
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ze severniho a jizntho Svédska, oviem pouze u populace severni, zatimco jizni populace
byla wvici vy$S$i koncentraci vice tolerantni. Denver (1997) naopak tvrdi, Ze vyssi
koncentrace metabolitti urychleni vyvoje nezptisobuje.

V této praci byl chovem pulci samostatné v krabickdch s vodovodni vodou
vyloucen vliv chemické komunikace pochazejici od jakychkoliv dalsich zivo¢ichli. Naopak
jsem se zabyvala hodnotami pH, vodivosti, a koncentraci rozpusténého kysliku
a dusikatych latek. Hodnoty pH iobsah rozpusténého kysliku byly vyssi u skupin
(pravidelné stfidani pozic vSech krabicek b&éhem pokusu naznauje, Ze vyssi biomasa fas
byla skute¢né zplsobena podminkami pokusnych skupin). Nejvyssich hodnot, a ziejmé
tedy nejvysSiho narGstu fas, z téchto dvou skupin bylo dosazeno u skupiny 3. Nejvyssi
narGst fas u skupiny 3 potvrzuji i jednorazova porovnani nocnich a nejblizs§ich dennich
hodnot, ktera ukazala nejvétsi a statisticky prikazné rozdily mezi dnem a noci pravé u této
skupiny. Rozdily byly zjistény jak v hodnotach pH, tak i v mnozstvi rozpusténého kysliku,
a u obojiho byly hodnoty vyssi vzdy béhem dne (Obr. 8). Mirny pokles obsahu kysliku
u vSech tii skupin se zcela ménénym objemem v druhé poloviné méfeni naopak svédci
0 mozném vlivu metabolismu pulct: vétsi pulci méli vyssi spotiebu kysliku.

Vodivost se dramaticky zvySovala pouze u skupiny 4 (Obr. 7), kde nebyl ani
konstantni, ani zcela ménény objem vody. Je mozné, Ze ve vodach s pulci skupiny 3, kde
byla také ménéna pouze Cast objemu, se nedosdhlo takovych hodnot vodivosti z davodu
konstantniho objemu. Vysledné rozdily v hodnotdch vodivosti odpovidaji rozdilim
koncentraci amonnych iontti mezi skupinami (viz nize).

Jednorazova analyza koncentraci dusikatych latek ukézala, ze koncentrace
dusitanovych a dusi¢itanovych ionti vyrazné nekolisaly. AvSak skupiny 2 a4, obé se
snizovanym objemem, mély jednoznac¢né nejvyssi koncentraci amonnych ionta (Obr. 9).
To miize souviset s faktem, Ze pulci skokana hnédého jsou v dobé vyvoje amonotelni, resp.
amoniak pfimo vylucuji (Wells, 2007), a vlivem snizovani objemu tak dochazi k jeho
nahromadéni a moZné nésledné toxicité. Johansson et al. (2001) pfisli na to, Ze pulci v testu
toxicity byli schopni tolerovat vyssi koncentrace dusi¢nantl, ale ne amonnych iontd. Da se
tedy predpokladat, Ze pulci mohou reagovat pravé na zvySeny obsah amoniaku, coZ by se
shodovalo s mym vysledkem, Ze nejdiive dosahli metamorfozy pulci pravé ze skupin 2 a 4.
Tomuto faktu odpovidaji navic vysledky ziskané regresni analyzou. Zajimavé je, Ze

byla provadéna vyména pouze ¢asti objemu vody. Domnivam se, Ze zde svoji roli mohla
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sehrat opét Cinnost fas, které navic ze vSech forem dusiku pfednostné vyuzivaji amonné

ionty (Reynolds, 2006).

M¢ vysledky jsou v souladu se studiemi porovnavajicimi fenotypovou plasticitu pulct
skokana hnédého pochazejicich z riznych oblasti, které¢ dosly k zavéru, Zze fenotypova
plasticita je popula¢né specificka a mize byt omezena ¢asem (Lind et Johansson, 2009;
Merili et al., 2004). Selek¢ni tlak na rychly vyvoj a velkou télesnou velikost béhem
metamorfozy kvuli vySsi Sanci na preziti béhem néasledné dlouhé zimni periody u pulct
pochézejicich ze severniho Svédska potlacuje jejich schopnost reagovat na zmény
prostiedi. Naopak pulci z jizniho Svédska reagovali na snizovani objemu vody urychlenim
vyvoje a zmenSenim velikosti (Merild et al., 2000a; Laurila et al., 2002; Merili et al.,
projevili v porovnani s populacemi pochizejicimi ze Svédska nejvyssi schopnost

fenotypové plasticity.
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7. Zavér
Béhem mého pokusu se mi podatil prokazat vliv vysychani vody na vyvoj pulcti Rana

temporaria. Ovétila jsem, Ze:
e pulci reaguji na snizovani objemu vody zkracenim délky vyvoje
e pulci reaguji na snizovani objemu vody zmensenim télesné velikosti a hmotnosti

V dob¢€ metamorfozy

Z usporadani provedeného pokusu nelze jednoznaéné fici, zda pulci reaguji na samotny

snizujici se objem vody €i na zvySujici se koncentraci metabolitd.
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Priloha

Tab. 6: Porovnavani velikosti (SUL) pulct mezi skupinami. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vymeéna
celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 =
vymeéna celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména Casti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vymeéna
Casti objemu, snizovany objem.

Kruskal-Wallisav test: H= 17,27, df =4, P< 0,01

skupina kontrola 1 2 3 4

kontrola 2,247 2,998 2,562 3,427
1 2,247 0,687 0,941 1,792
2 2,998 0,687 0,455 0,313
3 2,562 0,941 0,455 0,701
4 3,427 1,792 1,313 0,701

Tab. 7: Porovnavani hmotnosti pulcit mezi skupinami. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vyména celého
objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména
celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vyména Casti
objemu, sniZovany objem.

Kruskal-Wallistv test; H = 32,73, df =4, P < 0,001

skupina kontrola 1 2 3 4

kontrola 1,309 4,298 3,202 4,274
1 1,309 2,868 2,229 3,284
2 4,298 2,868 0,186 1,249
3 3,202 2,229 0,185 0,868
4 4,274 3,284 1,249 0,868

Tab. 8: Porovnani délky vyvoje pulct mezi skupinami. Vysvétlivky ke skupindm: kontrola = vyména celého
objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména
celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vyména ¢asti
objemu, snizovany objem.

Kruskal-Wallisav test: H = 25,07, df =4, P < 0,001

skupina kontrola 1 2 3 4

kontrola 1,794 4,317 1,916 3,670
1 1,794 2,409 0,624 2,349
2 4,317 2,409 1,104 0,637
3 1,916 0,624 1,104 1,421
4 3,670 2,349 0,637 1,421

Tab. 9: Porovnani poslednich hodnot pH vody mezi skupinami. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola =
vyména celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vymeéna celého objemu, konstantni objem (750
ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vymeéna ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 =
vymeéna €asti objemu, snizovany objem.

Kruskal-Wallistv test: H = 56,42, df = 4, P < 0,001

skupina kontrola 1 2 3 4

kontrola 0,533 2,371 5,769 3,907
1 0,533 2,854 6,214 4,281
2 2,371 2,854 3,214 1,998
3 5,769 6,214 3,214 0,499
4 3,907 4,281 1,998 0,499

35



Tab. 10: Porovnani poslednich hodnot koncentraci rozpusténého kysliku ve vodé mezi skupinami.
Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vymeéna celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vymeéna
celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti
objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vyména ¢asti objemu, snizovany objem.

Kruskal-Wallisav test: H = 58,18, df =4, P < 0,001

skupina kontrola 1 2 3 4

kontrola 2,197 3,344 7,166 4,295
1 2,197 1,167 4,860 2,568
2 3,344 1,167 3,594 1,625
3 7,166 4,860 3,594 1,178
4 4,295 2,568 1,625 1,178

Tab. 11: Porovnani poslednich hodnot vodivosti ve vodé mezi skupinami. Vysvétlivky ke skupinam:
kontrola = vymeéna celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni
objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem
(750 ml); 4 = vyména ¢asti objemu, snizovany objem.

Kruskal-Wallisuv test: H = 55,32, df = 4, P < 0,001

skupina kontrola 1 2 3 4

kontrola 1,255 5,384 4,085 5,849
1 1.255 4,091 2,768 4,832
2 5,384 4,091 1,429 1,572
3 4,085 2,768 1,429 2,729
4 5,849 4,832 1,572 2,729
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Obr. 10: Linearni regrese velikosti (SUL; A), hmotnosti (B) a délek vyvoje (C) pulcii a pH vody. Vysvétlivky
ke skupinam: kontrola = vyména celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu,
konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména Casti objemu,
konstantni objem (750 ml); 4 = vymeéna ¢asti objemu, snizovany objem.
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Obr. 11: Linearni regrese velikosti (SUL; A), hmotnosti (B) a délek vyvoje (C) pulct a koncentraci
rozpusténého kysliku ve vodé. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vyména celého objemu, konstantni
objem (1700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu,
snizovany objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vyména ¢asti objemu, sniZovany

objem.

38



400 | A v < kontrola
O  skupina 1
A skupina 2
v O  skupina 3
v skupina 4
350
7]
<]
2
°
g
300
250
T T T T T
10 11 12 13 14 15 16
SUL (mm)
v
w00 B
v
350
k7]
o
=
°
S
300 A 4
250 A 0 o
=0 o hdReto By ©
0,1 0,2 03 0,4 0,5 06 0,7 0,8
hmotnost (g)
v
awod{ C
v
350
k7]
o
=
°
g
300
250 A

36 38 40 42 44 46 48 50

délka vyvoje (dny)

Obr. 12: Linearni regrese velikosti (SUL; A), hmotnosti (B) a délek vyvoje (C) pulcti a vodivosti ve vodé.
Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vymeéna celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména
celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména Casti
objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vymena ¢asti objemu, snizovany objem.
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Obr. 13: Linearni regrese velikosti (SUL; A), hmotnosti (B) a délek vyvoje (C) pulcti a koncentraci
amonnych iontl ve vodé. Vysvétlivky ke skupinam: kontrola = vyména celého objemu, konstantni objem
(1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany
objem; 3 = vyména ¢asti objemu, konstantni objem (750 ml); 4 = vyména ¢asti objemu, snizovany objem.
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Obr. 14: Linearni regrese mortality pulcii a koncentraci amonnych iontii ve vodé. Vysvétlivky ke skupinadm:
kontrola = vyména celého objemu, konstantni objem (1 700 ml); 1 = vyména celého objemu, konstantni
objem (750 ml); 2 = vyména celého objemu, snizovany objem; 3 = vyména &asti objemu, konstantni objem
(750 ml); 4 = vyména ¢asti objemu, sniZovany objem.
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