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Vysoka variabilita ve zbarveni vajeénych skofdpek ptaki je zplisobena dvéma pigmenty, biliverdinem

a protoporfyrinem (CASSEY et al. 2011). Za skvrnitost skofdpek je viak zodpovédny pouze protoporfyrin
(MIKSIK et al. 1996). Pro wysvétleni wysoké variability ve skvrnitosti vajec mezi i uvnitf sniek bylo
navrieno nékolik hypotéz, napf. zpeviiujici & kryptickd funkce pigmentu (WALLACE 1889), vliv pigmentu
na permeabilitu (tj. ztrdtu vody) skofdpky (HIGHAM et GOSLER 2006) a identifikace vlastnich vajec
(LOPEZ-DE-HIERRO et MORENO-RUEDA 2010). | kdy? nejvice pozornosti bylo vénovéno signdini funki
vajec, ktera informuje o kvalité samic v postkopulaénim obdohi (MOREND et OSORNO 2003), vztah mezi
zdravotnim stavem samic a skvrnitosti jejich vajec nebyl dosud uspokojivé analyzovan.

Prace bude testovat, zda hematologické parametry samic sykory kofadry souvisi se zbarvenim vajeénych
skofapek v jejich sndikach,

Metaodika

1. Nas tym disponuje daty o samicich a sniskach sykory kofiadry (hmotnost, zékladni miry, hematologickd
data, standardni digitalni fotografie melaninového ornamentu a snisek, vzorky pefi karotenoidniho orna-
mentu), které byly odchyceny v blizkosti hnizdnich budek na studijnf plode Cimicky-Dablicky haj.

2. Hematologické parametry budou wyhodnoceny standardnimi postupy pomoci mikroskopu (mikroskop
CX41, digitdini kamera UI-1540-C, program QuickPhoto Industrial 12.3, Olympus).
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Abstrakt

Zbarveni vajecné skordpky ve snGskach ptak( vykazuje vyraznou vnitrodruhovou variabilitu,
ktera zatim nebyla zcela objasnéna. Jeho charakter je udavan dvéma pigmenty: modro-
zeleny biliverdin zpravidla tvofi podkladovou barvu, zatimco hnédo-Cerveny protoporfyrin je
spojovan s tvorbou skvrn. Vzhledem k povaze a metabolismu téchto dvou pigmentl v
organismu ptakd se usuzuje, Ze maji vliv na hladinu oxidativniho stresu, a jejich depozice do
vajec¢né skorapky by proto mohla poukazovat na fyzickou kondici hnizdici samice. Z tohoto
predpokladu vychazi signalni hypotéza zbarveni vaje¢né skorapky, kterd predpoklada, ze jeji
zbarveni by proto mohlo reflektovat individudlni zdravotni stav a fyzickou kondici, pfipadné
by pfimo mohlo indikovat anémii (anemicka hypotéza). Tato prace testovala souvislosti mezi
fyzickou kondici samic sykory konadry (Parus major) a protoporfyrinovou makulaci jejich
vajec. Jako parametry zastupujici fyzickou kondici byla zvolena standardizovana hmotnost
samic a jejich vybrané hematologické ukazatele (pomér heterofild ku lymfocytim a podil
imaturnich erytrocytd). Zbarveni vajecné skorapky bylo charakterizovano odstinem, sytosti a
jasem protoporfyrinovych skvrn, jejich standardizovanym poétem a procentualnim
zastoupenim, a reflektanci podkladové barvy skotrapky. Bylo zjiSténo, Ze samice vykazujici
vys$si hodnoty poméru heterofild ku lymfocytiim snasely v nékterych hnizdnich sezénach
vejce svétsSim poctem skvrn a vyssi reflektanci podkladové barvy. Vyssi pocet skvrn na
vejcich byl rovnéZz pozorovan u samic s vyssim podilem imaturnich erytrocytl v krvi. To
naznacuje, ze vysSi depozice protoporfyrinu indikuje zhorSeny zdravotni stav a fyzickou
kondici. Soucasné vsak bylo zjisténo, Ze vétsi a tézsi samice snasely v nékterych pfipadech
vejce s nizsi reflektanci podkladové barvy. Ackoli vysledky jsou nejednoznacné, neodporuji
predpokladlim signalni hypotézy a castecné podporuji anemickou hypotézu. Zjisténé
zavislosti vSak nebyly konzistentni pro vSechny zkoumané hnizdni sezény a naznacuji tudiz,

Ze v charakteru zbarveni vajecné skorapky hraji roli i dalsi faktory.

Klicova slova: pigmentace vajecné skorapky, protoporfyrin, signdlni funkce, anemicka

hypotéza, Parus major, diferencialni pocet leukocytl, erytrocyty



Abstract

Eggshell coloration in bird clutches shows a striking variability within species which has not
yet been fully explained. Its character is determined by the deposition of two main
pigments: blue-green biliverdin is responsible for the background colour while brown-red
protoporphyrin is associated with the dark spot pattern. Considering the role and
matabolism of these two pigments in the avian organism it was suggested that they might
have an important impact on the oxidative stress levels and their deposition into the
eggshell is therefore suggested to possibly reflect the body condition of laying females
during the laying periods. This is also the basic assumption for the signalling hypothesis of
eggshell coloration which predicts the eggshell appearance to reflect the female body
condition and individual health status or directly indicate aenemia in birds (aenemic
hypothesis). Here it was tested whether there is a relationship between parameters
representing the body condition of female great tits (Parus major) and the characteristics of
protoporphyrin maculation of their eggs. Female body condition was expressed by
standardized body weight and the selected haematological parameters (heterophil to
lymphocyte ratio and relative immature erythrocyte counts). Eggshell coloration was
characterized by spot colour (hue, saturation and brightness), spot counts and the
reflectance of the background colour. It was found that females with higher heterophil to
lymphocyte ratio laid eggs with more spots and higher reflectance of the background colour
in some nesting seasons. Eggs with more spots on its surface were also laid by females with
higher immature erythrocyte counts. These results suggest that more intensive deposition of
protoporfyring into the eggsell can indicate worse body condition of the laying females. On
the other hand, it was also found that heavier females laid eggs with lower reflectance of the
background colour. Despite this discrepancy, these results are not inconsistent with the
pressumptions of the signalling hypothesis and they partially support the aenemia
hypothesis. However, the above mentioned dependencies were inconsistent among the
nesting seasons, indicating that further important determinants must be considered in the

avian eggshell coloration.

Key words: egshell pigmentation, protoporphyrin, signalling function, aenemic hypothesis,

Parus major, leucocyte count differential, erythrocytes
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1 Uvod

Zbarveni vajecné skordpky je tvoreno dvéma zakladnimi pigmenty: modro-zeleny biliverdin
zpravidla tvofi podkladovou barvu, zatimco cerveno-hnédy protoporfyrin se na vejcich
vyskytuje zejména v podobé skvrn (Miksik et al. 1976). Vnitrodruhova i vnitrosniskova
variabilita ve zbarveni skotdpky ptacich vajec zatim nebyla plné objasnéna a je pfedmétem
vyzkumu. Existuje mnoiZstvi hypotéz, které pracuji s intenzitou a charakterem zbarveni a
pfisuzuji jim nejraznéjsi funkce. Patfi mezi né naptiklad funkce kryptickd a antipredacni
(Timbergen et al. 1962), strukturni (Graveland et al. 1994, Gosler et al. 2005, Bulla et al.
2012), termoregulaéni (Montevecchi 1976), antibakteridlni (Ishikawa et al. 2010), ochrana
proti hnizdnimi parazitismu a mimetickd funkce (Stokke et al. 1999, Davies 2000, Welbergen
et al. 2001), ¢i vliv na permeabilitu skordpky (Gosler et al. 2005, Higham et Gosler 2006).
Pfehled jednotlivych hypotéz je podrobné popsan v praci Kratochvilové (2014) a Spaténkové
(2016). Pri posuzovani hypotéz je vSak nutno brat v vahu konkrétni druh ptaka, a jeho
hnizdni ekologii (Reynolds et al. 2009 in Bulla et al. 2012). Zejména v pfipadé skryté
hnizdicich pévcl, jejichz vejce jsou charakteristickd protoporfyrinou makulaci, je vyznam
takového zbarveni nejasny. Néktefi autofi se priklanéji k nazoru, Zze vtomto pripadé pini
strukturni funkci (viz Gosler et al. 2005). V soucasné dobé je vsak diskutovana zejména
signalni funkce vajec souvisejici se sexudlnim vybérem a teorii handicapu (Moreno et Osorno
2003). Nejnovéjsi hypotézou na poli signdlni funkce zbarveni vajec¢né skorapky je pak

anemickd hypotéza (De Coster et al. 2012).

Individualni kondice jedince je komplexni a nelze ji jednoduse vyjadfit jednim parametrem.
Vzhledem k finanénim a ¢asovym moznostem je vSak zapotrebi zvolit takovy parametr, ktery
Ize snadno méfit a ma vysokou opakovatelnost. Nejjednodussimi, a nejcastéji pouzivanymi
ukazateli fyzické kondic u ptdk( jsou hmotnost téla a délka tarsu, pomoci kterych lze
vypocitat index télesné hmotnosti (body mass index, Brown 1996). Mezi dalsi parametry,
které jsou Casto pouZivany jako ukazatele fyzické kondice a zdravotniho stavu jedinc( patfi
také vybrané hematologické parametry. Tato prace se bude blize vénovat zejména
diferencidlnimu poctu leukocytd a podilu imaturnich erytrocytl v periferni krvi. Tyto
charakteristiky se mohou u jednotlivych jedincl vyrazné lisit a pouZivaji se ke stanoveni

individudlniho zdravotniho stavu (Ardia et Schat 2008 in Vinkler et al. 2010). Podil heterofil{
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a lymfocytl se u ptakd bézné pouziva jakozto indikator dlouhodobého stresu nejriiznéjsiho
plvodu (Gross et Siegel 1983), a je proto Siroce vyuzivan jako ukazatel fyzické kondice. Podil
imaturnich erytrocytl mize indikovat anémii, zranéni spojené se ztratou krve, zvyseny tlak
krev-sajicich ektoparazitl a dalsi faktory ovliviujici zdravotni stav jedince (Williams et al.

2004).

Tato diplomova prace zkoumd na zakladé téchto teoretickych poznatk(l souvislosti mezi
parametry fyzické kondice hnizdicich samic sykory konadry (Parus major) a zbarvenim vajec
ve snuUSce. Sykora konadra snasi vejce se svétlym podkladem a cerveno-hnédymi
protoporfyrinovymi skvrnami, které mohou vykazovat vyraznou vnitrodruhovou variabilitu
(Gosler et al. 2000). Cilem prace je otestovat, zda je tato variabilita vysvétlovdana nékterymi
zvolenymi parametry fyzické kondice samic, a zavéry pak porovnat s dosavadnimi vysledky,
zejména v oblasti signalni a anemické hypotézy. Vyzkum navazuje na moji bakalarskou praci
(Kratochvilova 2014), kterou v teoretické ¢asti dopliuje o nejnovéjsi poznatky a rozSituje i
jeji praktickou &ast. Zaroven navazuje i na diplomovou préci Spaténkové (2016), kterd na
stejnych datech zjistila zavislosti mezi pigmentaci vajec, hmotnosti samic a velikosti jejich

bfiSniho melaninového pruhu.
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2 Literarni reserse

2.1 Vajecna skorapka a jeji pigmentace

Hlavni funkci vaje¢né skorfdpky je ochrana vyvijejiciho se embrya pred mechanickym
poskozenim, bakteriemi a dalSimi negativnimi vlivy vnéjSiho prostfedi. Zaroven
prostiednictvim péra zajistuje vyménu plyn( a slouZi také jako zdroj vapniku. Tvorba vajecné
skofdpky ve skorapkové Zlaze je pomérné dobfe popsana na kuru domacim a predpoklada
se, ze stejny mechanismus se uplatiuje i ostatnich radu ptakd (Deeming et Reynolds 2015,
dale viz Kratochvilovd 2014). Oproti tomu tvorba a depozice skorapkovych pigment(i zatim
nebyla v plné Sifi objasnéna. K pigmentaci dochazi v zadvére¢nych fazich tvorby vajecné
skofdpky prostrednictvim epitelovych bunék skofdpkové zlazy (Baird et al. 1975). Vysledny
vzhled, tzv. makulace, je tvorfen dvéma zakladnimi pigmenty: biliverdinem a protoporfyrinem
(Kennedy et Vevers 1973). Oba pravdépodobné vznikaji pti biosyntéze krve jako produkt
rozkladu hemu. K jejich syntéze dochazi podle dosavadnich poznatk( pfimo ve skordpkové
Zldze (Wang et al. 2009), ackoli pro toto tvrzeni zatim neexistuji dostatecné dlkazy.
Vzhledem k jejich chemické povaze, plni pravdépodobné oba tyto pigmenty v organismu i
dalsi funkce. Biliverdin ma antioxidacni ucinky, a jeho ukladani do skorapky proto muze byt
pro samici riskantni (Moreno et Osorno 2003). Akumulace protoporfyrinu v jatrech muze
naopak zpusobovat oxidativni stres (Vanora et Batlle 1999) a existuje proto teorie, Ze jeho
depozice do vajecné skorapky muze byt zplisobem, jak se samice s timto nepfiznivym stavem

vyrovnava (Deeming et Reynolds 2015).

2.1.1 Signalni funkce zbarveni vajecné skorapky

Signalni funkce zbarveni vajec je jednou z hypotéz, kterd se snazi o vysvétleni vyrazné
vhitrodruhové variability zbarveni skofdpky vajec ve snlskach ptakl. Jeji podstata tkvi
v myslence, Ze vzhled vejce podava informaci o fyzické kondici hnizdici samice a odvozenéio
budouci kvalité jejiho potomstva. Tato informace na zakladé Darwinovy teorie pohlavniho
vybéru cili na partnera, ktery je tim nucen k vyssi aktivité pti péci o potomstvo (Moreno et

Osorno 2003).
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2.1.1.1 Signalni funkce modro-zelenych vajec

PFi navrZeni signalni hypotézy argumentovali jeji autofi (Moreno et Osorno 2003) nékolika
zakladnimi teoretickymi predpoklady: (1) alternativni hypotézy mohou mit v pripadé skryté
hnizdicich pévcl vyrazné nedostatky (napfiklad kryptickou funkci v tomto pfipadé prebira
hnizdo, nikoli samotné vejce); (2) vzhledem k povaze a roli protoporfyrinu a biliverdinu
v organismu muze ukladani pigmentl do skorapky vajec hnizdici samici oslabovat; (3) znaky
ovliviujici sexudlni vybér jsou z hlediska fylogeneze vysoce variabilni, stejné jako zbarveni
vajec. Signdlni hypotéza na jejich zakladé predpoklada, Zze vyraznéji zbarvend vejce by méla
indikovat dobrou fyzickou ¢i genetickou kvalitu samice, a méla by motivovat samce k vyssi
Ucasti v péci o potomstvo. Termin ,vyraznéji zbarvena vejce” Ize vSak beze zbytku vztahnout
pouze na modro-zelena vejce, jejichz barva je tvorfena pigmentem biliverdinem. Takto
zbarvend vejce byla také pouzita pti prvnich experimentdlnich studiich na lejskovi
¢ernohlavém (Ficedula hypoleuca). Prvni experiment (Moreno et al. 2004) tuto hypotézu
Castecné podpofril zjisténim, Ze 20 % variability v Usili samcl pti péli o mladata bylo
vysvétleno zbarvenim vajec. RovnéZ tak Soler et al. (2005) podporuji hypotézu, Ze sytéji
zbarvend vejce evokuji zvySené Usili samcUll. Souvislost s fyzickou kondici samice vsak zjisténa
nebyla. Moreno et al. (2005) proto navdzali manipulativhim experimentem, ve kterém
hodnotili fyzickou kondici samic na zakladé jejich imunokompetence vici antigenlim (reakce
na fytohemaglutinin a tetanus). Moreno et al. (2006) pak podévali samicim vysoce kalorickou
stravu. V obou pripadech jiz byla zjisténa souvislost mezi fyzickou kondici hnizdici samice a
zbarvenim vajec: samice svysSi imunokompetenci a pfikrmované samice snasSely sytéji
zbarvend vejce. Morales et al. (2006) dopliiuji, Ze syté zbarvena vejce indikuji nejen fyzicky
zdatnou samici, ale rovnéz vyssi obsah protilatek ve Zloutku a vyssi Sanci na preziti
potomstva. Na zakladé téchto prvotnich signifikantnich vysledk( bylo nasledné provedeno
mnozstvi navazujicich experimentl pracujicich vyhradné s biliverdinovou pigmentaci, které
testuji signalni hypotézu u rGznych druhl ptakd a vykazuji nekonzistentni vysledky.
Siefferman et al. (2006) zjistili pozitivni zavislost sytosti modro-zeleného zbarveni vajec
salasnika modrého (Sialia sialis) na morfologickych parametrech samic. Krist et Grim (2007)
sice vykdzali pozitivni zavislost mezi fyzickou kondici samic lejska bélokrkého (Ficedula
albicollis) a sytosti zbarveni vajec, nicméné zaroven vyloucili souvislost mezi Usilim samce a

zbarvenim vajec. Soler et al. (2007) na druhou stranu uvadi, Ze vyraznéji zbarvena vejce
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Spacka cerného (Sturnus unicolor) predikuji vyssi Usili jak samce, tak i samice. Pozitivni
zavislost mezi kondici samic a sytosti barvy vajec v nasledujicich letech byla pozorovéna u
lejska ¢ernohlavého (Morales et al. 2008), Spacka cerného (Lopéz-Rull et al. 2008, Frostin et
al. 2016) a tereje modronohého (Sula nebouxii, Morales et al. 2011). Oproti tomu Cassey et
al. (2008) zpochybnili platnost signalni hypotézy u kosa ¢erného (Turdus merula) a drozda
zpévného (Turdus philomenos), kdyz zjistili, Ze zbarveni vajec kvantifikované na zakladé
poznatkll o vnimani barev u ptakl nekoreluje s materskymi investicemi do vajec. Rovnéz tak
Hanley et Doucet (2009) nepotvrdili zavislost mezi biliverdinovou pigmentaci vajec racka

delawarského, a fyzickou kondici samic ¢i zvySenym Usilim samcU (Larus delawarensis).

2.1.1.2 Signalni funkce protoporfyrinové makulace

Souvislost protoporfyrinové pigmentace a signalni hypotézy byla rovnéz navriena v plvodni
praci Moreno et Osorno (2003), avsak experimentalni vyzkum v této oblasti je datovan az o
nékolik let pozdéji. Na rozdil od modro-zelenych vajec mé kvantifikace protoporfyrinové
makulace néktera specifika, kterd je nutno zohlednit. Gosler et al. (2000) a Gosler et al.
(2005) charakterizovali skvrny na vejcich sykory konadry tfemi parametry: intenzita (),
distribuce (D) a primérna velikost (S), které byly vyhodnocovany vizudlné jednim
pozorovatelem a byla jim pfisouzena hodnota na uméle vytvorené skale. Z korelaéni matice
téchto tfi parametrd vychdzi dvé zakladni osy: pcl (zahrnuje v sobé intenzitu a velikost skvrn)
a pc2 (distribuce skvrn). Tato jednoduchd metoda se intenzivné vyuziva dodnes, viz napfriklad
Sanz et Garcia-Navaz (2009), Hierro et de Neve (2010), Garcia-Navaz et al. (2011), Bulla et al.
(2012) a Giordiano et al. (2015), Hargitai et al. (2016b). Oproti tomu Duval et al. (2013b)
méfili reflektanci protoporfyrinovych skvrn spektrofotometrem. Ackoli je tato metoda
obecné velmi presna, neni v pfipadé protoporfyrinovych skvrn pfiliS pouzivana. Lze ji totiz
aplikovat pouze na skvrny o dostatecné velikosti, coZ vylu¢uje ndhodny vybér skvrn a mize
vyrazné manipulovat s vysledky. DalSimi alternativami jsou napfiklad metoda kapalinové
chromatografie (viz napfriklad Duval et al. 2016) nebo analyza koncentrace pigment(
v roztoku (viz napfiklad Fargallo et al. 2012). Oblibenou metodou je i pofizovani digitdlnich
fotografii vajec, které jsou nasledné vyhodnocovany pomoci grafického softwaru. Tato
metoda vykazuje uspokojivou opakovatelnost, jelikoZ hodnoty nejsou nepfiznivé ovlivnény

subjektivnim hodnocenim pozorovatele, a zaroven je finan¢né i metodicky nenarocna. Byla
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pouzita napfriklad v pracich Martinez-de la Puente et al. (2007), Sezer et Tekelioglu (2009),
Stoddard (2012), Duval et al. (2013a) a byla rovnéz vyuZita pro analyzu dat pouZitych v této
praci (viz Kratochvilovd 2014, Spaténkovd 2014, Bubenickovd 2016). Je vysoce
pravdépodobné, 7Ze pravé nejednotnost vySe zminénych metod kvantifikace
protoporfyrinové pigmentace mize zCasti zplsobovat nejednoznacnost vysledkl, kterych
bylo v této oblasti dosazeno (pro pfehled viz Kratochvilova 2014). RovnézZ tak lze zaznamenat
vyraznou diverzitu v pouzitych parametrech vyjadfujicich fyzickou kondici samice. Z povahy
protoporfyrinu a jeho role v organismu zdroven neni jasné, zda by meéla intenzita
protoporfyrinové pigmentace vykazovat pozitivni ¢i negativni trend ve vztahu ke kondici
samice. Protoporfyrin je metabolitem, ktery vznikd pfi biosyntéze hemu (Deeming et
Reynolds 2015), a jehoz akumulace v jatrech generuje v organismu oxidativni stres (Vanora
et Batlle 1999). Zvysend depozice do skorapek muize proto znamenat jak dobrou fyzickou
kondici (organismus disponuje vysokou antioxidacni kapacitou, a je tudiz schopen
akumulovat vétsi mnozstvi protoporfyrinu), tak i zhorSenou fyzickou kondici v kratkodobém
méritku (samice je oslabend v dUsledku intenzivniho rozpadu krevnich ¢astic a vysoké
hladiny oxidativniho stresu). Prvni varianta souvisi s teorii handicapu, kdy samice signalizuje
svou fyzickou zdatnost (resp. fyzickou zdatnost svého potomstva), které dosahuje navzdory
oslabeni (Moreno et Osorno 2003). Samice totiz pfi tvorbé vajec uklada do Zloutku Zivotné
dilezité antioxidanty, ¢imzZ je zdroven odcerpava z vlastniho organismu a vystavuje se tak
vySSi mife oxidativniho stresu. Vyssi depozice protoporfyrinu by tudiz signalizovala vyssi
investici antioxidantll do vajec, a kvalitnéjsi potomstvo (Hargitai 2016c). Tento zavér
predpokladad pozitivni korelaci mezi mnoZstvim antioxidantl uloZenych ve vejci pti jeho
tvorbé a budouci Zivotaschopnosti zarodku a vylihnutého jedince. Deeming et Reynolds
(2015) vsak upozornuji, ze tento predpoklad jesté nebyl plné potvrzen dostatecnou

experimentalni zakladnou.

V ndvaznosti na predchozi praci (Kratochvilovd 2014) zde budou zminény pouze recentni
vyzkumy uskutecnéné na poli signalni hypotézy protoporfyrinové makulace. Giordiano et al.
(2015) provedli experiment na dvou skupinach hnizdicich part sykory konadry (Parus major)
a zjistil, Ze prikrmovani sniZzuje hladinu oxidativniho stresu, a Ze hladina oxidativniho stresu je
ve spojitosti s distribuci skvrn na vejcich. Intenzita ani velikost skvrn vSak nebyly zavislé na

hladiné oxidativniho stresu. Oproti tomu Hargitai et al. (2016a, 2016b) opakované ukazali
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negativni zavislost jasu protoporfyrinovych skvrn na kondici samic sykory konadry a kandra
divokého (Serinus canaria). Samice s horsi fyzickou kondici snasely vejce stmavsimi
skvrnami, a rovnéz tato vejce obsahovala méné antioxidant(. Hargitai et al. (2016a) zaroven
pozoroval i pozitivni zavislost sytosti modro-zeleného zbarveni vajec kanara divokého na
kondici hnizdici samice, a na obsahu antioxidant(i ve stravé. Vyzkum byl pak dale rozsiren
v prdci Hargitai et al. (2016c), ktery zdokumentoval signifikantni pozitivni zavislost intenzity a
ploSného rozsahu skvrn na nepfiznivych environmentalnich podminkach. Samice sykory
koriadry hnizdici v chladném pocasi nebo v husté osidlenych oblastech snasely intenzivnéji
skvrnitd vejce, tzn. ukladaly vice protoporfyrinu do skordpky vajec, aby snizily hladinu
oxidativniho stresu. Tato zjiSténi byla podporena paralelné probihajicim vyzkumem depozice
pigmentl do skorapek ve snlskach krepelky japonské (Coturnix coturnix japonica), pfi
kterém samice s omezenym pristupem k potravé uklddaly do skotdpky vétsi mnozstvi

protoporfyrinu a mensi mnozstvi biliverdinu (Duval et al. 2013, Duvel et al. 2016).

Proti témto vysledkim argumentuje nékolik recentnich souvisejicich vyzkumi (Cassey et al.
2012, Brulez et al. 2014), na jejichz zakladé bylo zjiSténo, Ze vizudlni vzhled skofdpky nemusi
vzdy odpovidat skutecnému mnozZstvi pigment(, které jsou v ni uloZeny. Tyto vysledky jsou
v silném rozporu se zakladni myslenkou signalni hypotézy. Hargitai (2016b) oproti tomu tyto
namitky vyvraci, kdyZz ve své praci poukazuje na korelaci mezi zbarvenim skvrn, jejich
velikosti a procentualnim ploSnym zastoupenim, a skuteénou koncentraci protoporfyrinu ve
skorapce. ProtichGdnost takovych vysledki mulze byt castecné vysvétlena pouzitymi
metodami, modelovym druhem, ¢i nehomogennimi podminkami, ve kterych byly vyzkumy

provadény.

2.1.2 Anemicka hypotéza

Hnizdici samice byvaji ¢asto anemické (vykazujici snizeny hematokrit, hemoglobin a pocty
cervenych krvinek, Williams et al. 2004). Pfi¢ina tohoto jevu nebyla dosud uspokojivé
objasnéna (Wagner et al. 2008, Williams et al. 2004). Diskutuje se o spojitosti s hladinou
estrogenu, které jsou schopny potladit erytropoézu, nebo s nutriénim deficientem, kterému
jsou ptaci béhem hnizdéni vystaveni (Wagner et al. 2008). Rovnéz tak byla v nékterych
pripadech pozorovdna spojitost mezi snizenym hematokritem a vyssi hladinou Zloutkovych

prekurzord v krvi v obdobi pred zapocetim snlsky; nicméné tato hypotéza nebyla zcela
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pfijata vzhledem ke skutecnosti, Ze k vyrovnani hematokritu u samic dochazelo az po delSim

¢asovém obdobi po dokonceni sntsky (Williams et al. 2004).

Novou hypotézu k vysvétleni anémie u hnizdicich ptak( vsak navrhli De Coster et al. (2012),
ktefi zkoumaji, zda jeji vyskyt souvisi s mnoZstvim protoporfyrinu uloZenym do skorapky
vajec. Vychazeji pfitom z predpokladu, Ze protoporfyrin je prekurzorem hemu, a jako takovy
mUzZe byt po depozici do vaje¢né skorapky indikatorem zdravotniho stavu samice béhem
snaseni vajec. Jejich vyzkum na sykore konadie se tykal pouze vnitrosniskové variability a
sledoval zmény v pigmentaci vajec, pokud je samice vystavena uméle zvySenému tlaku krev
sajicich vnéjsich paraziti. Ocekdavanym efektem takto vyvolané anémie byla zvysSena
krvetvorba doprovazena zvySenou depozici protoporfyrinu do vajecné skordpky. Nicméné
vysledky tohoto experimentu nebyly zcela jednoznacné. Ocekavany efekt se objevil pouze u
méné parazitovanych samic. Samice vystavené vysokému tlaku paraziti snasely naopak
méné pigmentovana vejce, coz mohl byt dlsledek extrémni ztraty krve a nedostatecnych
zdroji protoporfyrinu. Vzhledem ktomu, Ze cesta, kterou se protoporfyrin dostava do
struktury vajecné skordpky, zatim neni zcela znam3, Ize anemickou hypotézu interpretovat
raznymi zplUsoby. De Coster et al. (2012) predpokladaji jako jeho hlavni zdroj volny
protoporfyrin erytrocytli rozptyleny v krvi (Kennedy et Vevers 1973 in De Coster et al. 2012).
Pfi anémii muZe dochazet kakumulaci tohoto volného protoporfyrinu z dlvodu
nedostatecného mnozstvi Zeleza pro syntézu hemu (Langer et al. 1972 in De Coster et al.
2012). Nicméné zdrojem protoporfyrinu muizou byt ve velké mife i rozpadajici se (poskozené
nebo prestarlé) erytrocyty (Wang et al. 2009). V takovém ptipadé by anémie naopak vyustila
v nizsi depozici protoporfyrinu do vajecné skofdpky. Treti alternativou je pak moZnost
syntézy protoporfyrinu pfimo ve skorfdpkové Zlaze (Baird et al. 1975 in De Coster et al. 2016),
kterd vsak vylucuje souvislost anémie a pigmentace vajec. Podil téchto jednotlivych zdroju

protoporfyrinu na jeho celkovém mnozstvi zatim nebyl objasnén (De Coster et al. 2012).

2.2 Hematologické parametry jako ukazatelé fyzické kondice

Hematologické metody pro posouzeni individualniho zdravi jsou v ekologickych vyzkumech
Siroce rozsifené. Nejbéinéji pouzivanymi hematologickymi parametry jsou pomér poctu

heterofill ku poctu lymfocytl, diferencidlni pocty leukocytl, podil imaturnich erytrocytd,

16



hematokrit, primérna velikost burky, absolutni pocty leukocytll a erytrocytd, a pfitomnost
krevnich parazitQ (Vinkler et al. 2010). Tato kapitola se bude vénovat diferencidlnimu poctu
leukocytl, poméru poctu heterofilt ku poctu lymfocytd, a podilu imaturnich erytrocytl v krvi
ptakd. Bude zminén vyznam jednotlivych typl hematocytl a popsana jejich reakce na zmény
v organismu, které mohou souviset s patogeny, zranénim ¢i dalSimi negativnimi faktory
vnéjsiho prostiedi. Tyto zakladni teoretické poznatky jsou predpokladem pro odvozeni
souvislosti s individualnim zdravim a fyzickou kondici jedince, ackoli se nejednd o

vyCerpdvajici evidenci z oblasti hematologie ptaku.

2.2.1 Bunécna imunita a diferencialni rozpocet leukocytt

Imunitni systém organismu sestava z vrozené a ziskané (adaptivni) imunity. Vrozena imunita
je oznaceni pro neménny soubor mechanismul, které tvofi prvni obrannou linii proti
mikroblm. Adaptivni imunita je systém obrany, ktery je schopny vytvaret imunologickou
pamét a zvySovat schopnost imunitni reakce na zakladé predchozich zkusenosti organismu
s urcitym typem patogenu. Systém adaptivni imunity je tvofen imunitou latkovou (antigeny
produkované B lymfocyty) a imunitou bunécnou, jejimiz hlavnimi nositeli jsou T lymfocyty
(Abbas et al. 2011). Kli¢ova role lymfocytl v imunitnim systému byla objevena v pribéhu 50.
a 60. let devatenactého stoleti (Burnet 1971 in Davison et al. 2008), ackoli to naznacovaly jiz

experimenty provadéné o 40 let dfive na kufatech (Murphy 1914 in Davison et al. 2008).

Leukocyty se déli do dvou zdakladnich morfologicky odlisSnych skupin: agranulocyty a
granulocyty. Agranulocyty neobsahuji v cytoplazmé granula: jednda se o lymfocyty a
monocyty. Granulocyty jsou naopak charakteristické obsahem barvitelnych granul: patfi
mezi né heterofily, eosinofily a basofily. Heterofily se vyskytuji pouze u ptdkd a plazd,
funkénim ekvivalentem u savcl jsou neutrofily (Lucas et Jamroz 1961). Stru¢na morfologicka

charakteristika jednotlivych typ( leukocytl je uvedena v tabulce 1.
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Tabulka 1: Prehled typl leukocytl a jejich zakladnich morfologickych charakteristik pfi

pouziti Wrightova barveni (Campbell 1995)

Lymfocyty | Fialové jadro bez lalokd vypliujici vétSinu bunky; svétle modra
cytoplasma

Monocyty | Svétle fialové jadro, kulaté aZ lalo¢naté; modro-Seda cytoplasma
s ob¢asnym obsahem vakuol; velké bunky

Heterofily Svétle fialové, lalo¢naté ¢lenéné jadro; bezbarva cytoplasma obsahujici
cihlové ¢ervena vietenovitd granula

Eosinofily Fialové, lalo¢naté clenéné jadro; svétle-modra cytoplasma obsahujici
oranZovo-Cervena kulatd granula

Basofily Fialové jadro bez lalokd; bezbarva cytoplasma obsahujici tmavé fialova
granula

2.2.1.1 Lymfocyty

V imunitnim systému hraji lymfocyty klicovou roli, nebot se podileji jak na latkové imunité (B
lymfocyty), tak na imunité bunécné (T lymfocyty). B lymfocyty jsou buriky, které jsou po
rozpoznani antigenu schopny zménit se v tzv. plazmatické burky vytvarejici protilatky. Jsou
produkovany ve specializovaném organu zvaném Fabriciova burza umisténém v blizkosti
kloaky. V pripadé savcl vznikaji tyto buriky v kostni dieni (Davison et al. 2008). T lymfocyty
jsou zodpovédné za obranu organismu proti cizorodym bunkam, nadorovym bunkam nebo
buikdam napadenym viry nebo jinymi intracelularnimi parazity. Jsou diferencovany dle
funkce: cytotoxické T lymfocyty pfimo napadaji a ni¢i nezadouci bunky, pomocné T lymfocyty
produkuji proteiny zvané cytokiny, které aktivuji rGzné slozky vnitfniho i adaptivniho
imunitniho systému (Abbas et al. 2011). T lymfocyty jsou vytvareny v brzliku, a to jak u ptakd,
tak u savch (Davison et al. 2008). V periferni krvi se kromé T lymfocytl a B lymfocytd
vyskytuje jesté dalsi specificky typ lymfocyt(: tak zvané NK burky (natural killer cells), jejichz
ukolem je odstraniovat nezddouci buriky, ale také regulovat dalsi slozky imunitniho systému.
Vsechny vySe zminéné typy lymfocytli, ackoli maji odliSné funkce a vznikaji odliSnym
zpUsobem, se nelisi svym vzhledem (Abbas et al. 2011) a v leukocytarnim profilu proto
spadaji do stejné kategorie. ZvySeny podil lymfocytl v leukocytarnim profilu jedince oproti
normalnimu stavu je oznacovan jako lymfocytdza (Campbell et Ellis 2007). Obecné muze

lymfocytdza poukazovat na parazitickou infekci nebo na imunologickou vyzvu rizného typu
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(Ochs et Dawson 2008). Silna lymfocytdza, pti které jsou v krvi pfitomny abnormalné velké
lymfocyty s nezvykle vyhlizejicim jadrem, mlze byt ptiznakem lymfocytické leukémie
(Campbell et Ellis 2007). Lymfopenie (nizky podil lymfocytd v leukocytarnim profilu) je
nejcastéji spojovana s nadbytkem kortikosteroidd (Campbell et Ellis 2007) a imunosupresi,
ackoli byla pozorovéana i u zdravych organism, které nejsou vystaveny tlaku parazitQ (Ochs
et Dawson 2008). Kortikosteroidy indukuji apoptézu (programovanou bunécnou smrt)
lymfocytl, tedy jejich sebedestrukci. Je typickd pro akutni infekce, pfi kterych se vlivem
stresu hladina kortikosteroidl zvysSuje (Campbell 2015). Mirnd lymfopenie doprovazena
zaroven mirnou heterofilii (zvyseny podil heterofill) je u ptdk( a plazli povazovana za
indikator stresu (Maxwell 1993). Pomérem heterofild a lymfocytli se bude dale zabyvat

kapitola H/L a stres.

2.2.1.2 Monocyty

Monocyty patii mezi fagocyty a predstavuji dalsi dlleZitou slozku vnitfniho i adaptivniho
imunitniho systému. Jsou schopny migrovat do postizené oblasti téla, identifikovat mikroby,
a prostrednictvim fagocytdzy je pohltit a znesSkodnit. Kromé toho také cisti organismus od
mrtvych bunék, vyluéuji cytokiny, které aktivuji dalsi typy bunék, a napomahaji
k rekonstrukci poskozenych tkani. Monocyty vznikaji v kostni dieni, odkud se dostdvaji do
krevniho obéhu a pak dale do tkani, kde se preménuji na makrofagy (Abbas et al. 2011). Tyto
bunky jsou vybaveny systémem receptorll, které umoznuji rozpoznani mikroorganisml a
aktivuji fagocytézu. Pri fagocytdze jsou nezadouci ¢astice pohlceny do fagozéoml, do kterych
je nasledné uvolnén obsah lysozdmu s antimikrobidlnimi proteiny a enzymy (Davison 2008).
Monocytdza, tedy abnormdlné zvyseny podil monocytl v krevnim obéhu, typicky znaci
infekéni onemocnéni vyvoldvajici akutni nebo chronicky zanét (Campbell 2015), nejcastéji
pak zanét granulomatdzni (granulom) (Campbell et Ellis 2007). V nékterych pfipadech se
muze vyskytnout i v reakci na pfitomnost ciziho télesa nebo pfi nedostatku nékterych Zivin
(nejcastéji zinku), byla rovnéz dokumentovana pfi specifickych houbovych onemocnénich,
jako soucast reakce na zménu hladiny kortikosteroidli nebo pfi neoplazii. Zpravidla se
vyskytuje spolecéné s heterofilii, nebot heterofily, stejné jako monocyty, jsou schopny
fagocytozy, a reaguji tudiz na podobné podnéty. Pfi chronickém zdnétu Ize u ptakd obvykle

pozorovat leukocytézu s vyskytem zvySeného podilu monocytl, heterofill a basofild,
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doprovazenou zdarovent anémii. Silnd monocytdza spolec¢né s anémii byla pozorovana u

chronickeé klostrididlni infekce (Campbell 2015).

2.2.1.3 Heterofily

Heterofily jsou granulocytni leukocyty, odpovidajici pfiblizné strukturou i funkci neutrofilm
v krvi savcl. Jsou charakteristické obsahem acidofilnich vietenovitych granul, které po
Romanowové barveni ziskavaji vyraznou cihlové cervenou barvu (Lucas et Jamroz 1961).
Tyto granuly obsahuji nékolik druhG enzymU: fosfatazy, arylsulfatdzy, B-glukurodinazy,
fosforylazy, lysozymy a dalsi. Na rozdil od savéich neutrofill vsak neobsahuji
myeloperoxidazy (Maxwell et Robertson 1998). Existuji tfi zakladni typy granul, liSici se
tvarem, barvivosti a obsahem jadra (Genovese et al. 2013). Heterofily jsou druhym
nejpocetnéjSim typem leukocytl vyskytujicim se v periferni krvi vétSiny druhl ptakd
(Maxwell et Robertson 1998). Vznikaji v kostni dfeni, a z krve pak pronikaji do tkani, kde po
nékolika hodinach aktivity odumiraji (Abbas et al. 2011). Jsou povaZovany za prvni obrannou
linii v boji proti invazivnim patogenlim (Genovese et al. 2013). Reaguji v ranych stadiich
zanétlivého procesu a jsou schopny mobilizace jiz béhem tticeti minut od zaregistrovani
prvotnich stimul( k nastartovani obrany organismu (Maxwell et Robertson 1998). Heterofily
plni vimunitnim systému vicero funkci; jednou z nejdulezitéjSich je fagocytdza. Jsou
vybaveny rGznymi druhy receptor(, které ji spoustéji. Patogeny jsou pfi ni pohlceny do
vnitfniho prostoru bunky a zachyceny ve fagozémech. Nasleduje uvolnéni obsahu granul
(degranulace) do prostoru fagozému a zneSkodnéni patogenu. Degranulace muZe vést i
uvolnéni mikrobiocidnich substanci mimo prostor vlastni bunky v oblasti postizené infekci.
Dalsi vyznamnou funkci heterofil(i (a obecné vSech fagocytd) je schopnost vyvolat oxidacni
(respiracni) vzplanuti. Jedna se o proces, pfi kterém se v ramci kratkého casového useku
vyrazné zvySuje bunéénd spotfeba kysliku. Katalyzatorem je NADPH oxidaza; ta po aktivaci
uvoliuje anionty O, jejichz ¢ast se ndsledné vaze do molekul peroxidu vodiku. Ty jsou pak
zdrojem pro vytvafeni sloucenin se silnym antibakteridlnim G¢inkem. U¢inek oxidativniho
vzplanuti je u ptdk( obecné vyrazné nizsi, nez je tomu u savcl, a to vlivem nizsi produkce
kyslikovych aniont( a peroxidu vodiku (Genovese et al. 2013). Heterofilie spojena s celkovou
leukocytézou je u ptakd spojovana s Sirokou skalou infekénich onemocnéni (bakteridlnich,

houbovych, virovych ¢i parazitalnich), ale i dalSich obtizi, jako napfiklad zranénim ¢i otravou
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(Campbell et Ellis 2007). Heterofilie doprovazend zaroven lymfopenii je u ptakd povazovana
za spolehlivy ukazatel miry stresu. V odborné literature je pouZivan parametr H/L, coZ je
pomér poctu heterofild a lymfocytd (Gross et Siegel 1983, Maxwell 1993). Obecné se jeho
hodnota zvysuje s rostoucim stresem. Pfi velmi silném stresu se vSak mlzZe objevit naopak
heteropenie (Maxwell et Robertson 1998). Dale se tomuto tématu vénuje kapitola H/L a

stres.

2.2.1.4 Eosinofily

Eosinofily jsou dalsim typem granulocytll. Vyskytuji se ve stejné podobé jak u savcl, tak u
ptakyd. Jsou charakteristické obsahem velkého poctu kulatych uniformnich granul (Lucas et
Jamroz 1961), kterd po Romanowové barveni ziskdvaji oranzovo-¢ervenou barvu (Campbell
1995). Funkce eosinofil(l zatim nebyla v pIné S$ifi objasnéna (Campbell et Ellis 2007). Jejich
granula obsahuji enzymy, které narusuji bunééné stény (Abbas et al. 2011). Zmény poctu
eosinofilll v krevnim obéhu jsou nejcastéji spojovany se zanétlivymi procesy nebo
pfitomnosti parazitd (Davis et al. 2008). Eosinofilie byla pozorovana v reakci na pfitomnost
vhitfnich nebo vnéjsich parazitll a je také pomérné casto spojovana s hypersenzitivnimi
reakcemi (alergie). Diskutovana je i jeji spojitost s mykoplazmatickymi infekcemi.
Eosinopenie je u ptakd pozorovana zfidka (Campbell et Ellis 2007), a to nejcastéji

v souvislosti se stresem (Davis et al. 2008).

2.2.1.5 Basofily

Basofily jsou granulocyty charakteristické obsahem metachromatickych granul (absorpéni
spektrum pouzitého barviva se vyrazné lisi od absorpcniho spektra tkané, dochazi tudiz ke
spektralnimu posunu). Barvenim dle Romanowova ziskavaji tyto granuly vyraznou, tmavé
fialovou barvu. Jsou extrémné snadno rozpustné ve vodé, a pfi kontaktu s vodou tedy
okamzité dochazi k jejich zniceni (Lucas et Jamroz 1961). Pfi pripravé krevnich natér( se
tudiz doporucuje vynechat fixaci ¢istym metanolem (Maxwell 1993). Maxwell et Robertson
(1995) zdokumentovali vyraznou variabilitu v poctech basofild u rdznych druhl ptak,
z ¢ehoiz ¢&ast této variability byla vysvétlena faktory véku, pohlavi a environmentdlnimi

faktory. Basofily jsou strukturou a funkci podobné mastocytim (Zirnym burikdm) (Abbas et
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al. 2011), ackoli jejich funkce jesté nebyla v plné Sifi objasnéna (Campbell et Ellis 2007).
Basofilie je u ptakll pomérné vzacnj, a je nejcastéji spojovana s pocatecnimi fazemi zanétl a

s hypersenzitivnimi reakcemi. Byla také pozorovana v reakci na stres (Campbell et Ellis 2007).

2.2.1.6 H/L a stres

Nespecificky stresovy syndrom ma obecné velmi podobné znaky u vétsiny Zivocichl véetné
ptaku, plazl, obojzivelnik(, savcl a ryb. Environmentalni stres je reakci na nepfiméreny tlak
na organismus, ktery mGze mit povahu fyzikdlni, chemickou nebo biologickou. Primarni
reakci organismu na pUlsobeni stresoru jsou zvySeny krevni tlak, glykémie, zrychlena
frekvence dychani, svalovy tonus a zména hladiny glukokortikoid( v krvi (Cirule et al. 2012).
Méreni hladiny glukokortikoidd je klasickou metodou pro presné zjisténi miry stresu.
Nicméné stres generovany samotnych odchytem jedinc a odbérem vzorkd muze vysledky
pri pouZiti této metody vyrazné zkreslit, nebot mnozstvi kortikosteroidl se rapidné zvysuje
jiz 2 minuty po odchytu (Davis et al. 2008). Nasleduje kaskadovitd reakce rlznych
fyziologickych systém(, zahrnujici i aktivaci slozek imunitniho systému. Vysoka hladina
glukokortikoid( pak po sobé zanechava druhotnou reakci, kterd mlze byt patrna v ramci

nékolika hodin i dni, béhem kterych je nemozné ziskat objektivni vzorky (Cirule et al. 2012).

Zména hladiny kortikosteroidl v krvi zplGsobuje charakteristické zmény v poctu leukocytl
v periferni krvi (Davis et al. 2008). Pfi vysokych hladinach kortikosteroid(i (tzn. pfi plsobeni
stresoru) se zvysuje mnozstvi heterofil (neutrofil(l) a snizuje mnozstvi lymfocytQ, resp.
zvySuje se hodnota jejich podilu (H/L, Gross et Siegel 1983 in Campbell et Ellis 2007).
Kortikosteroidy totiz maji vliv na redistribuci lymfocyt a jejich ukladani do tkani; zaroven
podporuji tvorbu heterofild a prodluzuji dobu jejich setrvani v krevnim obéhu (Shini et al.
2010). Kromé toho zpUsobuji i imunosupresi, a maji vliv na snizeni télesné hmotnosti (Cirule
et al. 2012). Zjistovani poctl lymfocytl a heterofild z diferencidlniho poctu leukocytl je
tudiz alternativni metodou k pfimému méreni hladiny kortikosteroid( v krvi (Shini et al.
2010). Tato metoda je povazovana za jednoduchou a velmi spolehlivou, a je ¢asto vyuZivana
pri zjistovani stresu u ptakd a plazt (Maxwell 1993). Jeji vyhodou je zejména skutecnost, ze
hodnota H/L se oproti hladiné kortikosteroid méni pozvolna: v zavislosti na taxonu se jedna
o hodiny az dny, (Maxwell 1993). Cirule et al. 2012 uvadi, Ze stres zplsobeny manipulaci
s jedinci sykory konadry ma vliv na pocty heterofill po 30 az 60 minutach po odchytu, a na
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pocty lymfocytl 60 az 120 minut po odchytu (testovano na samcich). Tato lh(ta ponechdava

dostatek ¢asu na odchyt a odbéry krve, aniz by pfitom byly vysledky zkresleny.

H/L mGzZe proto poukazovat na dlouhodoby environmentalni stres, souvisejici napfiklad se
zranénim, nemoci, nedostatkem potravy, ro¢nim obdobim, rozmnoZovanim c¢i péci o
potomstvo (Campbell et Ellis 2007). Vleck et al. 2000 tuto teorii potvrdili, kdyZz porovnavali
hladinu kortikosteroidli a parametr H/L u tucnaka krouzkovaného (Pygoscelis adeliae)
vystaveného rlznym typam stresor(. Zjistili, Ze zranéni jedinci maji vyssi hodnoty H/L neZ
zdravi jedinci, zatimco hladina kortikosteroid(i se mezi témito dvéma skupinami nelisila.
Z toho usoudili, Ze H/L muize byt lepsim indikdtorem chronického stresu. H/L diky tomu
naléza Siroké poutZiti jako ukazatel dlouhodobé individudlni kondice ptdkl (viz Vleck et al.
2000, Zulkifli et al. 2000, Bedanova et al. 2006, Davis et al. 2008, Ochs et Dawson 2008,
Quillfeldt et al. 2008).

2.2.2 Erytrocyty

Erytrocyty jsou ovalné bunky obsahujici ve svém stfedu ovalné jadro (Lucas et Jamroz 1961),
které béhem vyvoje prodéldvaji morfologické zmény. Savéi erytrocyty, na rozdil od ptacich,
obsahuji jddro pouze asi prvnich pét dni svého vyvoje (Campbell et Ellis 2007). Imaturni
(nezralé) erytrocyty jsou charakteristické méné kondenzovanym chromatinem a jsou snadno
rozpoznatelné (Lucas et Jamroz 1961). V krvi ptak( se vyskytuji v pomérné vysokém poctu:

mohou tvorit az 38 % z celkového poctu erytrocyta (Vinkler et al. 2010).

Erytrocyty jsou z hlediska fyzické kondice v obdobi hnizdéni zminovany nejcastéji ve
spojitosti s anémii (Williams et al. 2004). Anémie je stav, kdy lze v periferni krvi pozorovat
snizené mnoistvi Cervenych krvinek, nizky hematokrit a nizkou hladinu hemoglobinu
(Campbell et Ellis 2007). Tento stav je béZzné pozorovan u hnizdicich samic (Wagner et al.
2008), ackoli jeho vyskyt nebyl jesté zcela objasnén. Nékteré studie navrhuji, Ze by anémie
mohla pramenit z prostého pfesmérovani energie potfebné na erytropoézu do
reprodukcnich organli (Ronald et al. 1968). Jako potencialni pficina anémie je ale nejcastéji
zminovana vysSi produkce estrogenu. Ten zplsobuje zvySenou produkci Zloutkovych
prekurzord a mobilizaci vapnikovych iontd. Ty jsou pak ve vysokém mnoiZstvi transportovany

krvi, ¢imZ vychyluji osmolaritu a viskozitu krevni plazmy, a zplsobuji uvolfiovani vody
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z mezibunécénych prostor. (Monaghan et al. 1998 in Wagner et al. 2008). Timto zpusobem by
se dal vysvétlit snizeny hematokrit, avSak snizené mnozstvi ¢ervenych krvinek tomuto scénafi
neodpovida (Wagner et al. 2008). Zaroven vsak bylo zjisténo, Ze estrogen muze ve vyssich
koncentracich potla¢ovat tvorbu prekurzor( cervenych a bilych krvinek v kostni dfeni (Blobel
et Orkin 1996 in Wagner et al. 2008). Wagner et al. (2008) tuto variantu ve své praci
podporuji a dopliuji, Ze hnizdici samice se z anémie zotavuji pomérné dlouho, az do obdobi
lihnuti. Obdobi anémie je za normadlnich okolnosti nasledovano intenzivni erytropoézou a
v krvi Ize v této fazi pozorovat vyssi pocet imaturnich (nezralych) erytrocytd. Proto se podil
imaturnich erytrocytl pouZiva jako indikator anémie (Campbell et Ellis 2007). V soucasné
dobé je testovan i vyznam anemické hypotézy zbarveni vajec, ktera predpoklada, Ze anémie

je dusledek ukladani pigmentl do vajecné skorapky (viz kapitola Anemicka hypotéza).
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3 Cile a predpoklady

Prakticka ¢ast se vénuje zkoumdni a kvantifikaci vztahl mezi vzhledem vajec a vybranymi
kondi¢nimi parametry samic. Testovdna bude signalni hypotéza protoporfyrinové makulace
vajecné skofdpky. Na jejim zadkladé je ocekdvana bud' negativni, nebo pozitivni zavislost
zbarveni vajec na kondi¢nich parametrech samic. Signalizuje-li zvySend hladina
protoporfyrinu vyssi hladinu oxidativniho stresu, predpoklada se, Ze intenzivnéji zbarvena
vejce budou indikovat fyzicky méné zdatné samice. Intenzivnéji zbarvena vejce mohou vsak
byt na zakladé signalni hypotézy ocekdvana i v pripadé fyzicky zdatnych samic, pokud se
jednd o indikator vys$si antioxidacni kapacity. Z hlediska anemické hypotézy je ocekdvano

vyraznéjsi zbarveni vajec u samic s vyssim podilem imaturnich erytrocytl v krvi.

Vzhled vajec je pro Ucely této prace zastoupen parametry odstin (hue), sytost (saturation) a
jas (brightness) protoporfyrinovych skvrn, jejich primérnym poctem (dale pocet skvrn),
pramérnym procentickym zastoupenim skvrn (ddle procentické zastoupeni skvrn), a
pramérnou reflektanci podkladové barvy vajec (déle reflektance). Jako kondiéni parametry
samic byl zvolen pomér procentudlniho zastoupeni heterofilll a lymfocytl v leukocytarnim
profilu (dale H/L), procento imaturnich erytrocytl z celkového mnoiZstvi erytrocytd (dale
podil imaturnich erytrocytl), standardizovana hmotnost a velikost snlsky. Vysvétlované a
vysvétlujici proménné spolecné s jejich zakladnimi statistickymi charakteristikami jsou pro

prehlednost uvedeny v kapitole Vysledky v tabulce 2.

3.1 Metodika

Modelovym druhem byla sykora konadra (Parus major). Data byla sbirdna v letech 2011,
2012 a 2013 v lokalité Cimicky a Dablicky haj v Praze Kobylisich o celkové rozloze 0,82 km?
(viz Pfiloha 12 a 13). V lokalité bylo instalovdno 267 hnizdnich budek, jejichz obsazenost
sykorou konadrou se liSila v jednotlivych letech. Popis lokality a terénnich praci je detailné
popsdan v praci Kratochvilovi (2014). Celkové byly za roky 2011, 2012 a 2013 shromazdény
zaznamy o 93 hnizdicich samicich a jejich sndskach: 25 v roce 2011, 57 v roce 2012, 10 v roce
2013 (reflektance byla zjisténa pouze pro rok 2011: 20 vzork(, a pro rok 2012: 57 vzorka).

Odchycenym samicim byly odebrany vzorky krve, zjisténa hmotnost (digitalni vaha Pesola
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PPS200, 200g, d = 0,02) a zmérena délka tarsu levé nohy (digitalni Supléra Kinex type 6040.2,
pfesnost 0,01mm). Standardizovand hmotnost byla pak pro kazdou samici vypocitana jako

pomér hmotnosti a délky tarsu.

3.1.1 Zbarveni vajec

Snusky byly pfimo v terénu naskenovany stolnim scannerem Epson Perfection V30 (Epson
America Inc., California, USA), jehoz snimaci sklo bylo opatifeno barevnymi standardy (viz
Pfiloha 3). Standardizované digitdlni snimky byly nasledné analyzovany pomoci sofwaru
Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Inc., San Jose, USA), Corel Photo-Paint X6 (Corel,
Ottawa, Canada) a Imagel (Rasband W.S., Imagel, U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, USA). Metodika urceni parametrd H, S a B zbarveni protoporfyrinovych skvrn byla
popsana v praci Kratochvilové (2014). Zjistovaly se HSB souradnice barvy protoporfyrinovych
skvrn v programu Adobe Photoshop CS5, kdy vyslednad hodnota kazdého z parametr( byla
vypocitdna jako primér z méreni vSech vajec ve snlsce, pfiemZ na kazdém vejci bylo
méreno pét nahodné vybranych skvrn (vice viz Kratochvilova 2014). Metodika zjiSténi poctu
skvrn a jejich plodného zastoupeni je podrobné popsdna v praci Spaténkové (2014).
V osvicené ¢asti vejce byl v programu Corel Photo Paint X6 vybran obdélnikovy vyfez 150x30
pixell, ve kterém bylo provedeno nahrazeni podkladové barvy bilou barvou a prevedeni na
¢ernobily snimek. Nasledné byl analyzou v programu Imagel vyhodnocen celkovy pocet
skvrn, celkovy obsah skvrn, primérny obsah jedné skvrny a procentické zastoupeni skvrn ve
vyfezu. Vyslednd hodnota vySe uvedenych parametrll byla vypoctena jako aritmeticky
pramér hodnot pro jednotliva vejce ve snlsce. Vzhledem ke korelacim mezi vySe uvedenymi
parametry byly pro ucely této prace vybrany pouze parametry pocet skvrn a procentické

zastoupeni skvrn (vice viz Spaténkovd 2014).

Podkladovd barva vajec byla méfena spektrofotometrem v prostfedi s homogennimi
svételnymi podminkami. Timto zplsobem byla zjisténa reflektance, z niz byly odvozeny
barevné znaky charakterizujici jas, sytost a odstin pro viditelné spektrum ptakd, viditelné
spektrum clovéka a ultrafialové spektrum. Pro kazdy parametr byla nasledné vypoctena
hodnota aritmetického priméru pro celou snisku. Vzhledem k silnym korelacim mezi vyse
uvedenymi parametry byla pro ucely této prace zvolena primérna hodnota reflektance ve
viditelném spektru (400 — 700nm) jako dostacujici charakteristika zbarveni podkladu vaje¢né
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skorapky. Tato hodnota vznikla jako primér hodnot reflektance pro vsechny vinové délky

v tomto intervalu (déle viz Spaténkovd 2014). Reflektance vzorkd z roku 2013 nebyla zjisténa.

3.1.2 Hematologické parametry

Krevni natéry byly pofizovany ihned po odbéru pfimo v terénu, a to takovym zplsobem, aby
obsahovaly dostatecné velkou oblast rovnhomérné rozetfené, dobfe Citelné jedné vrstvy
bunék. Jako fixacni Cinidlo nebyl pouzit methanol (obvykle pouzivany v pripadé krve savci),
nebot sniZuje barvivost basofild (Maxwell et Robertson 1990 in Vinkler et al. 2010). Po
prevozu do laboratore byly krevni natéry obarveny Pappenheimovou metodou panoptického
barveni. Vybrané hematologické parametry byly zjistovany z takto pfipravenych krevnich
natérl s pouzitim mikroskopu Olympus CX41 (Olympus, Tokyo, Japan) simerznim

objektivem s tisicindsobnym zvétSenim.

Metodika vyhodnoceni podilu imaturnich erytrocytl v celkovém poctu erytrocytl je blize
popsdna v praci Bubenickové (2016). Z krevnich natér( byly pofizeny digitalni snimky
fotoaparatem Olympus UI-1540-C (Olympus, Tokyo, Japan). Ty pak byly pomoci programu
Corel Photo Paint X6 prevedeny na cernobily rastr a ndsledné analyzovany v programu
Imagel. Nastroj cell-counter je schopen u takto upravenych snimk( rozlisit zralé erytrocyty
od imaturnich a spocitat jejich celkové pocty. Vysledna hodnota podilu imaturnich erytrocyt(
kazdého vzorku byla vypocitana jako aritmeticky pramér péti méreni (dile viz Bubenic¢kova

2016). Metodika vychazi z prace Vinklera et al. (2010) a Campbell et Ellis (2007).

Diferencialni rozpocet leukocytl byl stanoven na zakladé metodiky Vinklera et al. (2010),
ktery vychazi z prace Lucas et Jamroz (1961) a Campbell et Ellis (2007). Pocty jednotlivych
typu leukocytll, tedy lymfocytl, monocytd, heterofild, basofili a eosinofilli, byly pro kazdy
natér zjistovany ve vzorku leukocytd o poctu 100 az 140. Repeatabilita (opakovatelnost) této
metody byla pfedem ovéfena na souboru dat o 29 vzorcich, ktery nebyl pro uUcely této prace
pouzit. VySe zminénou metodou byly zjiStény absolutni pocty lymfocytd, monocytd,
heterofil(i, basofil(, eosinofild a imaturnich erytrocytl, které byly nasledné na zakladé
celkové velikosti vzorku prevedeny na pocty relativni. Jako dostacujici parametr vychazejici
z leukocytarniho profilu a predstavujici charakteristiku fyzické kondice byl zvolen parametr

H/L. Na zakladé vyzkumu Gross et Siegel (1983, in Campbell et Ellis 2007) a Davies et al.
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(2008) je hodnota tohoto parametru dobrym ukazatelem dlouhodobého stresu a
individudlniho zdravotniho stavu u ptaku, a predpoklada se tedy zavislost s fyzickou kondici

snasejici samice.

3.1.3 Statisticka analyza dat

Veskeré statistické analyzy a grafické vystupy byly vypracovany pomoci program( MS Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, USA) a R (The R Foundation for Statistical Computing c/o,

Institute for Statistics and Mathematics, Vienna, Austria).

Data byla podrobena vstupni exploracni analyze, pfi které byly zjistény zdkladni statistické
parametry: minimum, maximum, aritmeticky prlmér, smérodatna odchylka a variacni
koeficient v procentech, a to jak v celém souboru dat, tak v pro jednotlivé roky (viz kapitola
Vysledky, tabulka 2). Ddle byly vyhotoveny korelaéni matice za pouZiti Spearmanova
korelacniho koeficientu. Jednd se o korelacni matici parametr( vstupujicich do linearnich
modell a korelacni matici parametr( vychazejicich z diferencidlniho poctu leukocytd. Za
signifikantni hodnotu byla zvolena hodnota rs > 0,6. (viz kapitola Vysledky, tabulky 3 a 4).
Normalita dat byla ovérena pomoci Shapiro-Wilk testu. Soubory dat, u nichz nebylo normalni
rozdéleni potvrzeno, byly upraveny pomoci logaritmické transformace, a opétovné
testovany, nez byly pouzity v modelech. Pokud nebylo timto postupem dosazeno normality,
byla pfi nasledném vytvareni modell zdvislosti pouzZita Box-Coxova transformace, kterd
hleda nejvhodnéjsi moznou hodnotu exponentu pro umocnéni dané vysvétlované proménné

(Box et Cox 1964).

Zavislost zbarveni vajec na kondici samic, na velikosti snlisky a na hnizdni sezéné (dale rok)
byla ovérovdna pomoci jednoduchych linearnich regresnich modell (LM). Bylo vyhotoveno
pét modell pro zavislé proménné odstin, sytost, jas, pocet skvrn a reflektance. Vysvétlujicimi
proménnymi byly parametr H/L, podil imaturnich erytrocytl,, standardizovand hmotnost,
velikost snasky a rok. Jednotlivé pIné modely byly postupné zjednodusovany az na minimalni
adekvatni model (MAM) odstranovanim neprtkaznych proménnych, pficemz byla pfi
kazdém kroku sledovdna zména celkové vysvétlené variability pomoci analyzy variance.
Pokud nékterd proménnd vykazovala signifikantni zavislost na roku, byl soubor dat této

proménné rozdélen do jednotlivych let (2011, 2012, 2013) a testovan pak pro kazdy rok
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zvlast. Rok 2013 nebyl v takovém pripadé uvaZovan vzhledem k nizkému poctu dat. Jako
signifikantni hodnota byla vidy uvazovdna hodnota p < 0,05. Signifikantni vztahy byly
znazornény v bodovych grafech se zndzornénymi konfidenénimi intervaly na hladiné

vyznamnosti 0,05 (viz kapitola Vysledky).

3.2 Vysledky

Z vysvétlovanych proménnych vykazuje vysokou variabilitu procentické zastoupeni skvrn (CV
= 47,43 %), pocet skvrn (CV = 39,24 %) a parametr H (CV = 23,26 %). Z vysvétlujicich
proménnych je vysoce variabilni parametr H/L (CV = 95,45 %), podil imaturnich erytrocytd
(CV = 32,15 %) a reflektance (CV = 22,85 %). Parametry zjisténé z exploraéni analyzy
vstupnich dat pro celé soubory dat i pro jednotlivé roky jsou uvedeny v tabulce 2. Z korelac¢ni
matice byla zjiSténa pozitivni korelace mezi poctem skvrn a procentudlnim zastoupenim
skvrn (rs = 0,72, n = 93, viz tabulka 3), proto byly analyzovdny modely pouze pro pocet skvrn.
Dale byla zjiSténa mirnd pozitivni korelace mezi parametry zbarveni protoporfyrinovych
skvrn Ha B (rs = 0,59, n = 93, viz tabulka 3), ktera vSak nedosahla hrani¢ni hodnoty. Korelaéni
matice parametrl vychazejicich z diferencialni poctu leukocytl vykazala o¢ekdvanou silnou

negativni korelaci mezi pocty lymfocytl a heterofil(i (rs = -0,88, n = 98, viz tabulka 4).

Parametry odstin a jas skvrn nebyly pomoci linedrnich regresnich modeld vysvétleny zadnou
z vysvétlujicich proménnych. Sytost skvrn se statisticky vyznamné liSila v jednotlivych
hnizdnich sezénach (F = 4,644, df =91, p = 0,034, viz tabulka 5), Zaddna zavislost pfi testovani
jeho variability pro rok 2011 a 2012 vsak zjisténa nebyla. Pocet skvrn rovnéz vykazal
vyraznou zménu variability v jednotlivych letech (F = 27,67, df = 91, p <0,001, tabulka 6):
zatimco vroce 2011 nevykazal Zadnou zavislost, vroce 2012 tento parametr pozitivné
souvisel s H/L (F = 6,847, df = 81, p = 0,011, viz obrazek 2, tabulka 7) a podilem imaturnich
erytrocytl (F = 3,349, df = 80, p = 0,040, viz obrazek 1, tabulka 7). Reflektance podkladové
barvy skorapky se statisticky vyznamné lisila v jednotlivych letech (F = 47,22, df = 74, p
<0,001, viz tabulka 8): vroce 2011 vykazovala pozitivni zavislost na standardizované
hmotnosti samic (F = 9,161, df = 18, p = 0,007, viz obrazek 3, tabulka 9) a v roce 2012 pak na
podilu imaturnich erytrocytl (F = 9,47, df = 74, p = 0,003, viz obrazek 4, tabulka 10). PIné

modely viech vysvétlovanych proménnych jsou uvedeny v Pfiloze 1 az 11.
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Tabulka 2: Prehled vstupnich dat a exploracni analyza (Nceikem = 93, N2011 = 25, N2012 = 57, N2o13

=10)
Minimum Maximum Pramér SD CV [%]
H 8,29 27,07 15,93 3,70 23,26
S 14,21 37,47 28,05 4,33 15,45
B 74,73 93,74 83,82 4,10 4,89
Pocet skvrn 7,90 64,55 25,98 10,20 39,24
Plo$né zastoupeni 0,84 10,68 10,68 5,07 47,43
skvrn
Reflektance 30,49 102,64 71,48 16,33 22,85
H/L 0,11 5,88 0,90 0,86 95,45
Podilimaturnich ./ 16,71 7,22 2,32 32,15
erytrocytl
Standardizovana 0,65 0,91 0,80 0,05 6,03
hmotnost
Velikost snGsky 2,00 13,00 9,59 1,83 19,11
Minimum Maximum Pramér SD CV [%]
H 10,59 25,10 15,95 3,21 20,12
S 22,72 35,78 30,10 2,76 9,18
B 78,65 92,52 84,74 3,97 4,69
Pocet skvrn 10,10 64,55 35,06 11,74 33,49
Procentické 1,03 22,07 12,26 5,36 43,75
zastoupeni skvrn
Reflektance 73,74 102,64 88,01 8,57 9,74
H/L 0,14 4,21 1,08 0,90 83,81
Podil imaturnich 16,71 8,58 2,38 33,57
erytrocytl
Standardizovana 0,70 0,91 0,81 0,07 8,08
hmotnost
Velikost sniisky 2,00 13,00 9,00 2,37 26,29
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Minimum Maximum Pramér SD CV [%]
H 8,29 27,07 15,79 4,16 26,37
S 14,21 37,47 26,85 4,73 17,60
B 74,73 93,74 83,76 4,27 5,09
Pocet skvrn 7,90 50,11 23,49 7,55 32,13
Procentické 0,84 20,09 9,00 3,84 42,63
zastoupeni skvrn
Reflektance 30,49 87,58 65,28 14,09 21,52
H/L 0,11 2,86 0,71 0,56 78,30
Podilimaturnich —, ., 14,78 6,83 1,88 27,56
erytrocytl
Standardizovana 0,65 0,89 0,79 0,04 4,77
hmotnost
Velikost snasky 7,00 13,00 9,69 1,44 14,87
Minimum Maximum Pramér SD CV [%]
H 11,29 19,92 16,48 2,19 13,27
S 21,00 35,00 29,19 3,36 11,52
B 77,56 87,11 82,32 3,00 3,64
Pocet skvrn 11,54 24,09 19,44 3,74 19,24
Procentické 4,66 24,61 14,72 5,71 38,81
zastoupeni skvrn
Reflektance - - - - -
H/L 0,34 5,88 1,31 1,39 106,14
Podilimaturnich 8,94 6,17 1,48 23,93
erytrocytl
Standardizovana 0,71 0,86 0,79 0,05 582
hmotnost
Velikost snGsky 7,00 13,00 10,50 1,86 17,69
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Tabulka 3: Korela¢ni matice zkoumanych proménnych (n = 93, Spearman(v korela¢ni
koeficient, signifikantni hodnota rs > 0,6 je vyznacena tucné)

" v 2 %
c N N—
s $§F & £2 58
¥ 28 g ET £8 %
S 5 = 50 8¢ 8 =
] Yorc [} =2 = T X 5
g 8B5S T 24 Beys §& =35
T » @ e & 8% e T 2EFT &8¢ 3§
1,00
H
-0,42 1,00
S
0,59 -0,38 1,00
B
0,01 0,31 0,08 1,00
Pocet skvrn
Procentické 0,05 0,26 -0,02 0,72 1,00
zastoupeni
skvrn
-0,04 0,30 0,07 0,25 0,16 1,00
Reflektance
-0,05 -0,01 -0,03 0,26 0,14 0,06 1,00
H/L
Podil -0,10 0,08 0,14 0,20 0,19 0,40 -0,09 1,00
imaturnich
erytrocytd
standardizova 002 005 003 -0,02 001 009 -044 0,19 1,00
na hmotnost
Velikost 0,07 0,03 0,03 -0,03 -0,01 0,03 0,00 -0,03 0,13 1,00

snasky

Tabulka 4: Korelacni matice proménnych vychazejicich z diferencidlniho poctu leukocytl (n =
93, Spearmaniv korelacni koeficient, signifikantni hodnota rs > 0,6 je vyznacena tucné)

> > >
% % & > u_;.
o = )
8 o = = c
3 s £ 2 %
= = T @ 8
1,00
Lymfocyty
0,12 1,00
Monocyty
-0,88 -0,16 1,00
Heterofily
-0,28 -0,30 -0,03 1,00
Basofily
-0,10 -0,18 -0,08 0,08 1,00
Eosinofily
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Tabulka 5: Minimalni adekvatni model zavislosti parametru S na roku (n =93, df = 91, Box-
cox transformace A = 2)

Smérnice SE t P
(Intercept) 169776,9900  78412,8900 2,1650 0,0330
Rok -83,9900 38,9800 -2,1550 0,0338

Multiple R-squared: 0,0486

Tabulka 6: Minimalni adekvatni model zavislosti poctu skvrn na roce (n =93, df = 91,
logaritmicka transformace)

Smérnice SE t p
(Intercept) 658,5779 124,6002 5,2860 <0,001
Rok -0,3258 0,0619 -5,2600 <0,001

Multiple R-squared: 0,2331

Tabulka 7: Minimalni adekvatni model zavislosti poc¢tu skvrn na parametrech H/L a podil
imaturnich erytrocytl v roce 2012 (n = 57, df = 80, logaritmicka transformace)

Smérnice SE t p
(Intercept) 2,7161 0,1478 18,3820 <0,001
H/L 0,1792 0,0600 2,9860 0,0038
Imaturni erytrocyty 0,0491 0,0174 2,8210 0,0060

Multiple R-squared: 0,1614

Tabulka 8: Minimalni adekvatni model zavislosti reflektance na roku (n = 76, df = 74)

Smérnice SE t P
(Intercept) 46920,7900 6817,5500 6,8820 <0,001
Rok -23,2880 3,3890 -6,8720 <0,001

Multiple R-squared: 0,3896
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Tabulka 9: Minimalni adekvatni model zavislosti reflektance na standardizované hmotnosti
samic v roce 2011 (n = 20, df = 18).

Smérnice SE t P
(Intercept) 27,5600 20,2200 1,3630 0,1896
Standardizovana 74,8100 24,7200 3,0270 0,0073

hmotnost
Multiple R-squared: 0,3373

Tabulka 10: Minimalni adekvatni model zavislosti reflektance na podilu imaturnich
erytrocytl v roce 2012 (n =57, df = 74)

Smérnice SE t p
(Intercept) 54,5140 5,7700 9,4360 <0,001
Imaturni erytrocyty 2,2770 0,7400 3,0770 0,0030

Multiple R-squared: 0,1135

Obrdzek 1: Zavislost poctu skvrn na podilu imaturnich erytrocytl v roce 2012 (n =57,
konfiden¢ni intervaly na hladiné vyznamnosti 0,05)

Pocet skvrn X imaturni erytrocyty
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|
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Obradzek 2: Zavislost poctu skvrn na patametru H/L v roce 2012 (n = 57, konfidenc¢ni intervaly

na hladiné vyznamnosti 0,005).

Pocet skvrn X H/IL

60

Poéet skyrn

H/L

Obrazek 3: Zavislost reflektance podkladové barvy skofapky na standardizované hmotnosti
samic v roce 2011 (n = 20, konfiden¢ni intervaly na hladiné vyznamnosti 0,005).

Reflektance x body mass index
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]
)
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Obrdzek 4: Zavislost reflektance podkladové barvy skofdpky na podilu imaturnich erytrocytl
v roce 2012 (n =57, konfidenc¢ni intervaly na hladiné vyznamnosti 0,005).

Reflektance x imaturni erytrocyty
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3.3 Diskuze

Z vysledk( této prace Ize vyvodit nasledujici zavéry: (1) charakter makulace vaje¢né skorapky
(pocet skvrn a reflektance podkladové barvy skotdpky) se vyrazné méni v hnizdnich
sezdnach. (2) pocet protoporfyrinovych skvrn vykazuje v nékterych pfipadech zdvislost na
hematologickych parametrech (podil imaturnich erytrocytt, H/L), (3) reflektance podkladu
vajecné skordpky v nékterych pripadech vykazuje zavislost na morfologickych parametrech

snasejicich samic (standardizovana hmotnost) a jejich hematologickych parametrech (H/L),

Vyuziti hematologickych parametr( pfi testovani signdlni hypotézy zbarveni vajec je zatim
ojedinélé, ackoli v jinych oblastech je Siroce vyuzivané (viz Davis et al. 2008). V této praci
bylo zjiSténo, Ze pocet protoporfyrinovych skvrn indikuje v nékterych pripadech vyssi
hodnoty parametru H/L a vyssi podil imaturnich erytrocytl. Soucasné bylo zjiSténo, Ze vyssi
hodnoty primérné reflektance pozitivné koreluji s podilem imaturnich erytrocytd. Vyssi
primérna reflektance indikuje tmavsi zbarveni podkladu vajec (viz Spaténkova 2016) a
predpoklada se tedy, Ze podkladova barva obsahuje vice protoporfyrinu (Kennedy et Vevers
1976). Pocet skvrn zadroven pozitivné koreluje s procentudlnim zastoupenim skvrn. Obecné
Ize tedy na zakladé téchto zjisténi fici, Ze samice s vy$Simi hodnotami parametru H/L a

vysSim podilem imaturnich erytrocytt v krvi snasely vice pigmentovana vejce.

Na zakladé predpokladu, Ze H/L je u ptakl ukazatelem dlouhodobého stresu (Gross et Siegel
1983 in Campbell et Ellis 2007) ¢i zhorSeného aktualniho zdravotniho stavu (Campbell et Ellis
2007, Davis et al. 2008), Ize z téchto vysledkl vyvodit, Ze samice, které jsou vlivem stresu
v horsi fyzické kondici, snaseji vice pigmentovana vejce, tudiz akumuluji v organismu vice
protoporfyrinu. ZvySena koncentrace protoporfyrinu zpravidla doprovazi biosyntézu hemu
(Casini et al. 2001 in Moreno et Osorno 2003) a jeho akumulace v jatrech pak generuje
oxidativni stres (Vanore et Batlle 1999). ZvySené hodnoty parametru H/L a zvySena
koncentrace protoporfyrinu vyskytujici se soucasné tudiz mohou poukazovat na oslabeni
v dUsledku nepftiznivych infekénich ¢i neinfekcnich faktor(, jako napfiklad hladovéni, nemoc,
zranéni, parazitismus a dalsi (Campbell et Ellis 2007, Cirule et al. 2012). Vysledky této prace
tedy naznacuji, Ze dlouhodoby stres ¢i aktualné zhorSeny zdravotni stav se mohou
»propisovat” do skofdpky vajec prostfednictvim zvySené depozice protoporfyrinu, a mohou

tak podavat snadno ziskatelnou informaci o fyzickém stavu hnizdici samice. Tyto zavéry jsou
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v souladu s principy signdlni hypotézy dle Moreno et Osorno (2003), ktefi navrhuiji, Ze vzhled
vajec by mohl podavat informaci o fyzickém stavu hnizdici samice, a odvozené i budouci
ykvalité” jejiho potomstva (Giordiano et al. 2012). Bylo zjisténo, Ze samice s vyssi oxidacni
kapacitou jsou schopny investovat vice antioxidantl do Zloutku a zajistit tak wvyssi
Zivotaschopnost potomstva (Giordiano et al. 2012). Zavislost mezi mnoZstvim protoporfyrinu
uloZeného do skorapky vajec a hematologickymi parametry byla u sykory kofadry potvrzena
i v praci Hargitai et al. (2016b), ktera vykazuje pozitivni korelaci intenzity protoporfyrinovych
skvrn a poctu lymfocytl v krvi. To je zcela opacny trend, nez jaky byl zjistén v rdmci této
prace. Hargitai et al. (2016b) povaZuje vyssi pocet lymfocytl za indikator parazitického
onemocnéni, nicméné rovnéz navrhuje, Zze by mohl reflektovat lepsi imunokompetenci, a
odvozené lepsi fyzickou kondici. Vtom pfipadé by samice prostifednictvim depozice
protoporfyrinu signalizovaly vysSi oxidacni kapacitu a lepSi schopnost vyporadat se

s oxidativnim stresem (Moreno et Osorno 2003).

ZvySeny podil imaturnich erytrocytl v krvi obecné poukazuje na probihajici krvetvorbu
v dUsledku nejrGznéjsich pfricin. Vysoky podil imaturnich erytrocytl muze byt i indikatorem
prodélané anémie, coz je pomérné bézny jev u hnizdicich samic ptakd (Wagner et al. 2008).
Jeho souvislost s vys$si depozici protoporfyrinu do skofapky vajec, ktera byla zjisténa v této
praci, odpovidd predpokladu, Ze protoporfyrin je vedlejsim produktem krvetvorby (Casini et
al. 2001 in Moreno et Osorno 2003). Predpokladame-li tedy, Ze zvySeny podil imaturnich
erytrocytll v celkovém profilu erytrocytl je indikatorem drive prodélané anémie, Ize ucinit
zavér, Ze intenzivnéji pigmentovana vejce svédci o zhorsené fyzické kondici hnizdici samice.
Vzhledem ktomu, Ze krev byla samicim odebirdana ve fazi péce o vylihlé potomstvo, lze
predpokladat, zZe ptipadnou anémii trpéla pravé pti snaseni vajec. | v tomto pripadé se jedna
o argument podporujici signalni hypotézu zbarveni vajecné skorapky a korespondujici
s anemickou hypotézou dle De Coster et al. (2012), ktefi ocekavaji vétsi mnoizstvi
protoporfyrinu uloZzeného ve skorapkach vajec u anemickych samic. Ve svém pilotnim
vyzkumu potvrzuji, Zze podil imaturnich erytrocyttd signifikantné souvisi s anémii (anémie zde
byla vyjaddfena na zakladé poctu krev-sajicich parazit(l). Samotny vztah mezi anémii a
protoporfyrinou pigmentaci vSak u nich, na rozdil od této prace, zjistén nebyl. Anemicka
hypotéza jakoito jedna zvariant signalni hypotézy zbarveni vajecné skofdpky zatim

nedisponuje dostatecnou experimentalni zakladnou pro porovnani dosazenych vysledkd.
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Prekvapivé byla zdroven pozorovdna pozitivni zavislost mezi indexem télesné hmotnosti a
pramérnou reflektanci, ktera naznacuje, Ze vétsi a tézsi samice snasely vejce s tmavsim
podkladem, obsahujici vice protoporfyrinu. Toto zjisténi vykazuje opacny trend zavislosti nez
vySe uvedené zavéry zaloZené na vyhodnoceni zavislosti pigmentace na hematologickych
parametrech, avsak tato rozdilnost mize byt ¢aste¢né vysvétlena oddélenymi mechanismy,
kterymi je tvorena podkladova barva na rozdil od skvrn (Miksik et al. 1976), odliSnymi
environmentalnimi podminkami v jednotlivych hnizdnich sezénéch ¢i zkreslenim vysledk( pfi
nizkém poctu vstupnich dat (v roce 2011 byla zjiSténa pramérna reflektance pouze u 20
snisek, vtomto roce zaroven nebyl zjistén Zzadny vztah mezi makulaci vajec a
hematologickymi parametry samic). | morfologické parametry ve vztahu k pigmentaci
vykazuji nejednoznacné vysledky. Napriklad Stoddard et al. (2012) ve svém vyzkumu zjistil, Ze
tézsi samice sykory koniadry sndsely méné pigmentovand vejce. Zaroven je potreba zvazit i

vyznam genetickych faktor( pfi posuzovani vzhledu skorapky (Gosler et al. 2000).

Evidence o vztahu mezi protoporfyrinovou makulaci vajec a fyzickou kondici hnizdicich ptak
je pomérné rozsahlda a umozinuje mezidruhové porovnani. Intenzivnéji pigmentovana vejce
indikovala horsi fyzickou kondici napfiklad v ptipadé krepelky japonské (Coturnix coturnix
japonica, Duval et al. 2013b), kanara divokého (Serinus canaria, Hargitai et al. 2016a) a
sykory modtinky (Cyanistes caeruleus, Martinez-de la Puente et al. 2007). V pripadé sykory
modrinky byla prekvapivé pozorovdna i opacna zavislost (intenzivnéji pigmentovana vejce
indikovala lepsi fyzickou kondici, Sanz et Garcia-Navaz 2009, Holveck et al. 2012). Signalni
hypotéza vSak v mnoha pripadech vykazuje i urcité nedostatky, a to zejména z hlediska
chybéjici evidence o budouci Zivotaschopnosti potomstva ¢i o zvySeném Usili samce pfi péci
o snusku. Takové vysledky vykazuje cejka chocholata (Vanellus vanellus, Bulla et al. 2012),
Spacek obecny (Sturnus vulgaris, Hornsby et al. 2013), postolka obecna (Falco tinnunculus,
Martinez-Padilla et al. 2010), kiepelka japonska (Coturnix coturnix japonica, Duval et al.
2013b), ale i sykora kofiadra (Parus major, Stoddard et al. 2012). Usili samce je v t&chto
experimentech kvantifikovano vétsinou pomoci videozaznamu jako pocet navstév hnizda, Ci
na zakladé jeho fyzické kondice, kterd by se méla sniZovat se zvysujicim se Usilim. Reynolds
et al. (2009, in Bulla et al. 2012) zaroven namita, Ze aplikace signalni hypotézy u druhl
hnizdicich v dutinach je diskutabilni, vzhledem ke Spatnym svételnym podminkdm, ve

kterych mUzZe samec jen velmi obtizné hodnotit vzhled vajec. Zvazovani signdlni hypotézy
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pak zcela zamita v pfipadech, kdy je o snisku pecovano jen jednim z rodi¢l. Pfredmétem této
prace vsak nebylo vyhodnoceni participace samce v péci o sntsku a nem(zZe tudiz prispét do

této diskuze vlastnimi vysledky.

Rozpory lze nalézt i z hlediska pouZité metody vyhodnocovani charakteru protoporfyrinové
pigmentace. Vtéto praci byla pouzita vizudlni metoda hodnoceni makulace s vyuzitim
grafického softwaru, ktera vykazala signifikantni opakovatelnost. Brulez et al. (2013, 2014)
vSak porovnavali data ziskand vizualnim hodnocenim pigmentovych skvrn dle Gosler et al.
(2000, ,,spot scoring method”) a pomoci grafického softwaru s pfimym mérenim koncentrace
protoporfyrinu obsazeného ve skorapce. Upozoriuji, Ze jejich data maji pfi pouziti téchto
metod velmi slabou opakovatelnost, a to i v pfipadé, Ze jsou vyhodnocovany jednim
pozorovatelem v homogennich podminkach. Zjistili sice korelace mezi koncentraci pigmentu
a vysledky dosazenymi obéma vyse uvedenymi metodami, ale nepovazuji tyto korelace za
dostatecné silné, aby mohlo vizudlni hodnoceni skvrn spolehlivé charakterizovat
protoporfyrinovou pigmentaci. Rovnéz tak Cassey et al. (2012) upozoriuji, ze pfimé méreni
koncentrace pigment( na skordapkach kosa cerného (Turdus merula) a drozda zpévného
(Turdus philomenos) vykazuje jiné charakteristiky nez méreni reflektance kapalinovou
spektrofotometrii. Pfitom vsak vySe zminéné metody jsou intenzivné pouzZivané a
opakovatelnost v téchto publikacich je uspokojiva: viz napriklad Gosler et al. (2005), Sanz et
Garcia-Navaz (2009), Hierro et de Neve (2010), Garcia-Navaz et al. (2011), Bulla et al. (2012),
Duval et al. (2013b), Giordiano et al. (2015), Hargitai et al. (2016b), Spaténkovd (2016).
Méreni koncentrace navic neumoznuje kvantifikovat charakter plosné distribuce skvrn, u
které byla v mnoha pfipadech zjisténa signifikantni zavislost na parametrech fyzické kondice

samic.

Vzhled vajec se signifikantné lisil v jednotlivych hnizdnich sezdénach. Ackoli predmétem této
prace nebylo vyhodnoceni environmentalnich podminek v jednotlivych letech, lze
predpokladat, Ze se jedna o pficinu této vyrazné variability. Rozhodujicimi faktory mohou byt
klimatické podminky a s tim spojena dostupnost potravy, abundance predatorl a parazitd, Ci
vyskyt sezonnich onemocnéni, které maji vliv na zdravi a fyzickou kondici ptakd. VétsSina
dostupnych publikaci pracuje pouze sdaty zjedné hnizdni sezéony a neumozniuje tak

porovnani zjisténé variability.
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3.4 Zavér

Tato diplomova prace je shrnutim nejnovéjSich poznatk( v oblasti pigmentace ptacich vajec.
Zameértuje se zejména na aktualné diskutované hypotézy, které byly navrieny za uUcelem
vysvétleni jeji variability v pfipadé protoporfyrinové pigmentace. Témi jsou signalni hypotéza
dle Moreno et Osorno (2003) a od ni odvozena anemicka hypotéza dle De Coster et al.

(2012).

Zakladni myslenka signdlni hypotézy vychazi z predpokladu, Ze vzhled vajec podava informaci
o fyzické zdatnosti samice a jeji snlsky, a mél by tak ovliviiovat chovani partnera. lJeji
uplatnéni v pripadé protoporfyrinové pigmentace je zatim nejasné. Hypotéza pfitom
zahrnuje obé teoretické varianty: vétsi mnozstvi protoporfyrinu ulozeného do skotapky vajec
mUzZe znamenat jak dobrou, tak i Spatnou fyzickou kondici. V pfipadé anemické hypotézy se
pak usuzuje, Ze mlze poukazovat na anémii. V ramci této prace byl testovan mozny vztah
mezi makulaci vajec sykory konadry a fyzickou zdatnosti hnizdicich samic. Pro vyjadieni
fyzické zdatnosti byla pouZita standardizovana hmotnost a vybrané hematologické
parametry (H/L a podil imaturnich erytrocytd), které mohou velmi dobre reflektovat
zdravotni stav a celkovou kondici ptaka. Bylo zjisténo, Ze pocet protoporfyrinovych skvrn
v hnizdni sezéné 2012 pozitivné koreloval s parametrem H/L a podilem imaturnich
erytrocytll, a reflektance vroce 2012 rovnéZz pozitivné korelovala s podilem imaturnich
erytrocytll. Tyto vysledky casteéné podporuji signalni hypotézu zbarveni vaje¢né skorapky a
naznacuji, ze vice pigmentovana vejce indikuji zhorSenou fyzickou kondici samice. Zarovern se
jedna i o argument podporujici anemickou hypotézu. Oproti tomu bylo rovnéz zjisténo, ze
reflektance vroce 2011 pozitivné korelovala se standardizovanou hmotnosti samic, coz
poukazuje na opacny trend interpretace signalni hypotézy. Nicméné tento vysledek vznikl na

zakladé malého vzorku dat a mUze byt zkreslen.

Ackoli tato prace nevykazuje zadné obecné zavéry, jeji vysledky podporuji tvrzeni, ze vzhled
vajec mlzZe v nékterych pripadech informovat o fyzické kondici hnizdici samice. Vzhledem k
vysoké diverzité dostupnych vysledk( v této oblasti je nasnadé, Ze zbarveni ptacich vajec je
komplexnim znakem, ktery je ovliviiovan jak geneticky, tak i mnoha dalSimi faktory. Pro
budouci vyzkum bude pravdépodobné nezbytné vyuziti multifaktorovych analyz a zahnuti

dalSich parametrli. Vysvétleni variability v charakteru protoporfyrinové makulace by
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umoznilo nedestruktivni posuzovani kvality genofondu ¢i aktualni fyzické kondice a nalezlo

by Siroké vyuziti napfiklad v konzervacni biologii.
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Prilohy

Pfiloha 1: PIny linedrni regresni model pro zavislost odstinu skvrn na parametru H/L, podilu
imaturnich erytrocytd, standardizované hmotnosti, velikosti snlsky a hnizdni sezéné (n = 93,

df = 87, logaritmicka transformace)

Smérnice SE t p
(Intercept) 44,2287 91,9507 0,4810 0,6320
H/L 0,0201 0,0311 0,6470 0,5190
Podil imaturnich -0,0098 0,0115 -0,8520 0,3960
erytrocytl
Standardizovana hmotnost 0,5991 0,5813 1,0310 0,3060
Velikost snusky 0,0101 0,0140 0,7230 0,4710
Rok -0,0201 0,0457 -0,4570 0,6490

Multiple R-squared: 0,0278

Pfiloha 2: Plny linearni regresni model pro zavislost sytosti skvrn na parametru H/L, podilu
imaturnich erytrocyt(, standardizované hmotnosti, velikosti snasky a hnizdni sezéné (n = 93,

df = 87, Box-cox transformace A = 2)

Smérnice SE t p
(Intercept) 975,0430 87739,4490 2,0940 0,0391
H/L -35,6500 29,6730 -1,2950 0,1986
Podil imaturnich 9,1320 10,9510 0,1140 0,9092
erytrocytt
Standardizovana hmotnost -324,3240 554,6790 -0,7200 0,4735
Velikost snisky 4,8700 13,3120 0,8630 0,3905
Rok -90,8240 43,5980 -2,0830 0,0402

Multiple R-squared: 0,0719
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Pfiloha 3: Plny linearni regresni model pro zavislost sytosti skvrn na parametru H/L, podilu

imaturnich erytrocytd, standardizované hmotnosti a velikosti snGsky v hnizdni sezéné 2011

(n=25,df=20)

Smérnice SE t p
(Intercept) 33,6623 9,9976 3,3670 0,0031
H/L -0,9800 0,9005 -1,0880 0,2894
Podil imaturnich -0,0532 0,2280 -0,2330 0,8180
erytrocytt
Standardizovana hmotnost -3,6490 12,3556 -0,2950 0,7708
Velikost snisky 0,0988 0,2787 0,3550 0,7266

Multiple R-squared: 0,0626

Priloha 4: Plny linearni regresni model pro zavislost sytosti skvrn na parametru H/L, podilu
imaturnich erytrocytd, standardizované hmotnosti a velikosti sntsky v hnizdni sezéné 2012

(n =57, df = 78, Box-cox transformace A = 2)

Smérnice SE t p
(Intercept) 864,5450 493,3740 1,7520 0,0837
H/L -15,8000 40,4800 -0,3900 0,6974
Podil imaturnich 12,8040 11,1430 1,1490 0,2540
erytrocytl
Standardizovana hmotnost -220,9760 605,1550 -0,3650 0,7160
Velikost snusky 2,6340 0,1830 0,1830 0,8554

Multiple R-squared: 0,0188

Pfiloha 5: Plny linearni regresni model pro zavislost jasu skvrn na parametru H/L, podilu
imaturnich erytrocytd, standardizované hmotnosti, velikosti sntsky a hnizdni sezéné (n = 93,

df = 87)

Smérnice SE t p
(Intercept) 1546,6421 1618,8843 0,9550 0,3420
H/L 0,6453 0,5475 1,1790 0,2420
Podil imaturnich 0,2099 0,2021 1,0390 0,3020
erytrocyti
Standardizovana hmotnost 5,2064 10,2344 0,5090 0,6120
Velikost snisky 0,1070 0,2456 0,4350 0,6640
Rok -0,7306 0,8044 -0,9080 0,3660

Multiple R-squared: 0,0494
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Pfiloha 6: PIny linearni regresni model pro zavislost poctu skvrn na parametru H/L, podilu
imaturnich erytrocytd, standardizované hmotnosti, velikosti snisky a hnizdni sezéné (n = 93,

df = 87, logaritmicka transformace)

Smérnice SE t p
(Intercept) 581,8165 136,8656 4,2510 <0,001
H/L 0,0729 0,0463 1,5750 0,1190
Podil imaturnich 0,0275 0,0171 1,6090 0,1110
erytrocytt
Standardizovana hmotnost -0,3817 0,8653 -0,4410 0,6600
Velikost snisky -0,0114 0,0208 -0,5470 0,5860
Rok -0,2875 0,0680 -4,2280 <0,001

Multiple R-squared: 0,2792

Priloha 7: PIny linearni regresni model pro zavislost poCtu skvrn na parametru H/L, podilu

imaturnich erytrocytd, standardizované hmotnosti a velikosti sntsky v hnizdni sezéné 2011

(n = 25, df = 20)

Smérnice SE t p
(Intercept) 46,6742 41,7700 1,1170 0,2770
H/L -0,3752 3,7622 -0,1000 0,9220
Podil imaturnich 0,7985 0,9527 0,8380 0,4120
erytrocytl
Standardizovana hmotnost -23,5431 51,6218 -0,4560 0,6530
Velikost snisky 0,1592 1,1642 0,1370 0,8930

Multiple R-squared: 0,0396

Pfiloha 8: PIny linearni regresni model pro zavislost poc¢tu skvrn na parametru H/L, podilu
imaturnich erytrocytd, standardizované hmotnosti a velikosti snGsky v hnizdni sezéné 2012

(n =57, df = 78, logaritmicka transformace)

Smérnice SE t p
(Intercept) 2,9718 0,7958 3,7340 0,0004
H/L 0,1772 0,0653 2,7140 0,0081
Podil imaturnich 0,0491 0,0180 2,7330 0,0078
erytrocytl
Standardizovana hmotnost -0,0672 0,9761 -0,0690 0,9453
Velikost snusky -0,0212 0,0232 -0,9110 0,3652

Multiple R-squared: 0,1704
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Priloha 9: PIny linearni regresni model pro zavislost reflektance podkladové barvy skorapky
na parametru H/L, podilu imaturnich erytrocytl, standardizované hmoznosti, velikosti

snusky a hnizdni sezéné (n = 77, df = 70)

Smérnice SE t p
(Intercept) 4,313e+04 7,889e+03 5,4670 <0,001
H/L -1,371e-01 2,520e+00 -0,0540 0,9570
Podil imaturnich 6,828e-01 6,893e-01 0,9910 0,3250
erytrocytt
Standardizovana hmotnost 2,162e+01 3,656e+01 0,5910 0,5560
Velikost snisky 6,204e-02 1,014e+00 0,0610 0,9510
Rok -2,142e+01 3,917e+00 -5,4670 <0,001

Multiple R-squared: 0,4046

Priloha 10: PIny linedrni regresni model pro zdvislost reflektance podkladové barvy skorapky
na parametru H/L, podilu imaturnich erytrocytl, standardizované hmotnosti a velikosti

snasky v hnizdni sezéné 2011 (n = 20, df = 15)

Smérnice SE t p
(Intercept) -8,9796 26,4113 -0,3400 0,7386
H/L 3,9824 2,1898 1,8190 0,0890
Podil imaturnich -0,6519 0,5253 -1,2410 0,2337
erytrocytl
Standardizovana hmotnost 119,8798 29,7574 4,0290 0,0011
Velikost snisky 0,1867 1,0007 0,1870 0,8545

Multiple R-squared: 0,5264

Pfiloha 11: PIny linedrni regresni model pro zavislost reflektance podkladové barvy skorapky
na parametru H/L, podilu imaturnich erytrocyt(, standardizované hmotnosti a velikosti

snasky v hnizdni sezéné 2012 (n =57, df = 71)

Smérnice SE t p
(Intercept) 0,3988 36,2342 0,0110 0,9913
H/L 3,7596 2,8668 1,3110 0,1939
Podil imaturnich 2,0693 0,7603 2,7220 0,0082
erytrocyti
Standardizovana hmotnost 67,2496 42,2194 1,5930 0,1156
Velikost snisky -0,1124 1,2024 -0,0930 0,9258

Multiple R-squared: 0,1503
54
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