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1. UVOD

1. 1. Ochrana volné Zijicich Zivo¢ichii a plané rostoucich rostlin

Roc¢ni obrat mezindrodniho obchodu s volné Zijicimi zivocCichy a plan¢€ rostoucimi
rostlinami (dale ZivoCichy a rostlinami) se podle odbornych odhadii celosvétové pohybuje
kolem 50 miliard dolard (Stejskal 2006). Podle statistickych udaji je vsSak vyuzivani
zivocichl a rostlin pro ucely obchodu druhou nejvaznéjsi pticinou ubyvani druhii na nasi
planeté, a to hned za nicenim piirozenych stanovist’ (Reeve 2002). Toto si jiz poc¢atkem 60. let
20. stoleti zacalo mezinarodni spolecenstvi v ¢ele s [UCN a OSN uvédomovat. Snaha brzdit
Casto bezohledné vyuzivani pfirody a zabranit tak vyhubeni n¢kterych druht fauny a fléry
v ptirod¢ v disledku nekontrolovaného mezindrodniho obchodu vyustila 3. bfezna 1973
v piijeti Umluvy o mezinarodnim obchodu s ohroZenymi druhy volng Zijicich Zivodicht a
plané€ rostoucich rostlin (Convention on International Trade in Endangered Species of Wild
Fauna and Flora, zkracen¢ CITES neboli Washingtonska umluva). Problematika
mezinarodniho obchodu s ohrozenymi druhy pfedstavuje svym obsahem a vyznamem jeden
z nejvaznéjsich probléml v oblasti ochrany zivotniho prostiedi a péce o biodiverzitu.
Hlavnimi vyvoznimi oblastmi jsou Stfedni a Jizni Amerika, Afrika a Asie a hlavnimi
dovoznimi oblastmi jsou Severni Amerika, Evropa, Dalny Vychod (Japonsko, Korea, Cina),

Stfedni Vychod a Australie (Obr. 1).
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Obrazek 1. Hlavni sméry a komodity obchodu s ohrozenymi druhy (pfevzato a upraveno

z Bouchal 2002a).



V obchodu s exemplafi druhti, na néz se vztahuje CITES, pfevazuje ziva fauna a fléra,
roste vSak téZ dovoz vyrobkii a nezivych exemplaii. NejcastéjSim ,,zivym zbozZim* jsou
zejména papousci a plazi (z nichz pak hlavné Zelvy, hadi a jestéti). Obchodnici a piekupnici
se v posledni dobé zamétuji 1 na jihoamerické drapkaté opice. Z rostlin jsou to predevsim
kaktusy, orchideje a vzacné tropické dievo. Z vyrobkl a nezivych exemplaii sem patii
naptiklad komeréni dovozy moédniho a luxusniho zbozi, které obsahuje Casti t&€l exemplait

zahrnutych do CITES, lovecké trofeje apod.

Vedle legalniho obchodu s zivou ptirodou existuje vSak i rozsahly obchod nelegalni.
problémem je paSovani Casti vymirajicich druht, jako jsou tygii (kosti, pohlavni orgéany),
nosorozci (rohy), medvédi (drapy, Zluéniky) aj. do Ciny, Koreje, Vietnamu a Hongkongu pro
vyrobu tradi¢nich 1é¢iv. Co se objemu zisku tyce, je ilegalni obchod s faunou a florou tfetim
nejvynosnéj$Sim obchodem na svété hned za obchodem s drogami a zbranémi. Z hlediska boje
proti nelegdlnimu obchodu s ohroZzenymi druhy je vyznamné velmi dobré spoluprace CITES
s Interpolem ¢&i Svétovou organizaci celnich organt (WCO). Ugelem tmluvy CITES je tedy
regulovat obchod s ohrozenymi druhy Zivocichi a rostlin postavenim pod spole¢nou kontrolu
vSech zemi svéta, aby se zabranilo Gplnému vyhubeni nékterych organismi. Predmétem

umluvy je v soucasné dob¢ asi 5000 druhi zvitat a 25 300 druhti rostlin.

V Ceské republice je dodrzovani Umluvy CITES stanoveno zdkonem &. 100/2004 Sb.
Vyvozni a dovozni povoleni vydava Ministerstvo Zivotniho prostiedi jako vykonny orgéan na
zéklad¢ vyjadieni odborného — védeckého - organu, kterym je Agentura ochrany ptirody a
krajiny CR. Ta posuzuje, zda jde o ohrozeny druh, v jaké mite, a zda jeho vyvoz &i dovoz
ohrozi stavajici populaci. Ceska inspekce Zivotniho prostiedi provadi kontrolu dodrzovani
zékona o CITES. To vpraxi znamend, ze provadi kontroly na hranicich, burzach,
v prodejnéch a u chovatelli. Za poruseni zakona uklada pokuty a nelegalné ziskané exemplare
muize 1 odebrat. Predev§im diky zpfisnénym kontroldm na hranicich, povinné registraci a
pravidelnym kontroldm na burzach a prodejnich vystavach se podafilo dosdhnout poklesu
poctu nelegalné drzenych zvirat. ZlepSila se také mezindrodni spoluprace, presto stale neni

situace uspokojiva.

Vzhledem k tomu, ze legislativa ochrany piirody operuje nejen na mezinarodni ale
také na statni a regionalni irovni a jednotlivé staty jsou opravnény reagovat Upravou zakona

s ohledem na momentélni stav daného druhu, dochazi Casto k situacim, kdy je tieba zjistit



n¢jakym zplisobem geograficky ptivod jedince ¢i exemplare. Proto se v poslednich letech tési
oblibé¢ alternativni, nepiimé metody, jako je vyuziti molekularné — genetickych metod (Ogden
et al. 2009), analyza stabilnich izotopii (Hobson & Wassenaar 2005) nebo stopovych prvka
(Szép et al. 2003).

Stabilni izotopy naSly své uplatnéni nejprve v geochemii a meteorologii, pozdéji se
zacaly s uspéchem vyuzivat ve fyziologii rostlin, paleontologii a archeologii. V ekologii se
prvni prace pouzivajici postupy zalozené na analyze stabilnich izotopt zacaly objevovat az na
pielomu 70. a 80. let. Poté, co doslo diky technologickym vylepSenim k zautomatizovani
analyz (Brand 1996), se vyuziti stabilnich izotopt velmi rozsitilo — staci si zbézné prolistovat
n¢kolik poslednich ¢isel nékterého ekologického ¢asopisu (napi. Oecologia). Jednim z mnoha
praktickych vyuziti studia stabilnich izotopl je uplatnéni v ochrané piirody. Jedna se o
neuvétitelné se rozvijejici obor posledni dekady (Rubenstein & Hobson 2004).

Pro pftiblizeni uvedu hned v tvodu nékolik ptikladii. Stabilni izotopy uhliku a dusiku
byly uz diive pouzity k rozliSeni geograficky odlisSnych populaci zvitat (Alisauskas & Hobson
1993). Zakladem této metody je regiondlni rozdil v pomérech pfirozené se vyskytujicich
stabilnich izotopu v potravnich sitich. Proto mohou izotopové poméry v télech organismi
poskytnout informaci o jejich ptivodu (Hobson 1999, Hobson & Wassenaar 1999a). Hobson
& Wassenaar (1997) ve své studii demonstruji, Ze méfenim pomeéru stabilnich izotopid vodiku
v keratinu pefi je mozno zhodnotit ptivod nékterych neotropickych druhi pével zimujicich ve
sttedni Americe. Delta deuteria (0D, delta vypovida o pfirozeném vyskytu tézkého izotopu,
vysveétleno dale v kapitole 1. 2.) ve srazkach se odrazi v rostlindch (Yapp & Epstein 1982) a
nasledné¢ se prendsi do konzumentii vy$$itho tfadu (Cormie et al 1994a, 1994b). Pomér
stabilnich izotopt vodiku (D/H vyjadieny jako 8D) v keratinu pefi migrujicich pévci tedy
poskytuje ,,geografickou znacku®, kterda odkazuje na vodni zdroj mista, kde peii vyrostlo
(Hobson & Wassenaar 1997). Piestoze vztah a celkova tcast izotoptu kysliku v fetézci voda —
potrava — zivoCiSna tkan zatim nebyla detailné prozkoumana, na zakladé velmi dobie
znamého vztahu mezi vyskytem tézkych izotopt kysliku a vodiku ve srdzkové vodé (tzv.
globalni meteoricka piimka; Craig 1961) Ize usuzovat, ze pomér stabilniho izotopu kysliku ve
tkénich zvitat by také mohl poskytovat informaci o ptivodu vzniku této tkané. Vyhodou
pouziti izotopt kysliku je stabilita po inkorporaci do organickych sloucenin (Hobson &

Bowen 2004). Na rozdil od vodiku, jehoZz ¢ast je vyménitelnd s okolni vzdusnou vlhkosti.



1. 2. Izotop (definice, vlastnosti) a izotopova frakcionace

Izotopy jsou formy téhoz chemického prvku, které maji v atomovém jadre stejny pocet
protonti (protonové Cislo), ale rizny pocet neutronu (odlisné nukleonové ¢islo). K oznaceni
izotopt se pouziva nukleonové &islo, které se zapisuje vlevo nahote pred znacku prvku pi. '*0
znamena, ze tento izotop kysliku ma sumarni pocet protont a neutront (nukleonti) 18, z toho
8 protoni (podobné jako stabilni izotopy '°O a '’0) a 10 neutronii. Pouze v pripadé vodiku se
pouzivaji zvlastni symboly: D (deuterium, *H) a T (tritium, H, coZ je radioaktivni rozpadavy
izotop vodiku, radionuklid). Od jednoho prvku miuze existovat n¢kolik stabilnich izotopii,
nejcast&ji 1 — 4. Napf. prvek kyslik je tvofen tfemi stabilnimi izotopy: '°O (99,759 %), 'O
(0,037 %) a %0 (0,204 %), kdy udaje v zavorkach vyjadiuji relativni procentudlni zastoupeni
ptislusného izotopu v prostiedi. Izotopy daného prvku mohou byt bud stabilni, nebo

nestabilni (radioaktivni'). Ve své praci se budu dale zabyvat pouze stabilnimi izotopy.

Neutron mé nezanedbatelnou hmotnost (1,0073u)’, z &ehoz vyplyva, Ze izotopy
daného prvku a potazmo i molekuly o rizném izotopovém sloZeni se od sebe liS§i hmotnosti.
Proto reaguji v kinetickych i rovnovaznych chemickych a fyzikalnich procesech rtznou
rychlosti. Rychlost je kliCovym slovem pro jejich odlisSné chovani v biogeochemickych
procesech v piirodé. Zakladnimi pochody, kterymi se zabyvame pii studiu stabilnich izotopt,
je frakcionace (tj. dé€leni celku na casti liSici se v zastoupeni izotopli od plivodni smési) a

zpétné michani. Oba procesy jsou zjednodusené znazornény na obrazku 2.

! Radioizotopy jsou chemické formy prvku, jejichz jadro je nestdlé a radioaktivni pfeménou se méni na jadro
jiné. Nestabilni izotopy se pouzivaji v nejriznéjsich oblastech védy a techniky (radiometrické datovani, detekéni

metoda autoradiografie aj.)

? hmotnost uvedend v atomovych hmotnostnich jednotkach, 1u = 1,6605402 x 10”'kg



Frakcionace

Michani

Obrazek 2. Zakladni procesy urcujici distribuci stabilnich izotoptl (pfevzato a upraveno z Fry

2006).

Izotopova frakcionace je dvojiho typu. Prvnim typem je kinetickd frakcionace
probihajici u ireverzibilnich jednosmérnych chemickych a fyzikélnich procesii. Piikladem je
zména skupenstvi, napt. odpatfovani vody a kondenzace pary; absorpce a difuze plyni;
ireverzibilni reakce jako je bakteridlni rozklad rostlin nebo tvorba srazenin. Faze nebo
slouceniny vzniklé pii kinetické frakcionaci jsou ochuzené o tézké izotopy v porovnani s
ptvodnimi fazemi nebo slouceninami. Napi. odparend voda je ochuzena o té¢zké izotopy.
Kdyz dochézi k ptfekonani energetické bariéry, napt. zruseni interakce mezi molekulami, vzdy
bude rychleji reagovat izotop leh¢i. (Obr. 3). Druhym typem je rovnovdzna frakcionace, ktera
je v podstaté izotopovym efektem spojenym s rovnovaznou reakci. Ptikladem je chemicka
rovnovaha mezi CO, a HCOj;™ a fyzikalni rovnovaha v systému voda - vodni para. Pokud pfi
rovnovaznych procesech dochdzi na strané produktu ke vzniku vazby, hromadi se tézky

izotop na této stran¢ (Kelly ez al. 2005).

Pti geobiochemickych procesech dochazi neustdle k milionim a milionim chemickym
reakci. SlouCeniny vznikaji, mezi prvky se utvaieji méné ¢i vice silné vazby, a také se
rozpadaji. Frakcionace je skrytou hybnou silou izotopové distribuce na Zemi a jejim zédkladem

jsou fyzikalné-chemické vlastnosti prvki a jejich sloucenin.
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ucastni dané reakce. Prvek, ktery je t&€zsi, se bude vétSinou pohybovat nebo reagovat pomaleji

(ptevzato a upraveno z Fry 2006).

Zastoupeni izotopti v hmoté (izotopové slozeni) se obvykle vyjadiuje pomoci
izotopového poméru. Pomér stabilnich izotopli (R, od ang. slova ratio) se obvykle vyjadiuje
mozno s informaci o izotopové kompozici vzorku (hmoty) efektivné a pohodlné pracovat a
také srovnavat jeji hodnotu s hodnotami naméfenymi v jinych laboratofich, byl vypracovan
konvencni zptisob zépisu izotopového slozeni. Zakladni veli¢inou je 6 (mala delta) definovana

jako:
0 [%0] = (szorek/ Ritandard '1) *1000

Izotopovy pomér méfeného vzorku (Ry,rek) tedy vztahujeme k izotopovému poméru
mezinarodné uréené¢ho standardu (Riandara). Standardem pro uhlik je motsky fosilni vapenec
z Jizni Karoliny (PDB’, dnes jsou ovSem jeho zasoby vylerpany a nahradil jej vapenec
videnské Mezinarodni atomové agentury, tzv. VPDB), pro vodik vidensky standard primérné
oceanské vody (SMOW?). Pro kyslik je moZno pouZit oba standardy, pfi¢emz vétsinou se

pouziva SMOW. Hodnoty R pro jednotlivé standardy jsou uvedeny v tabulce 1.

* PDP - fosilie Belemnita americana z geologické formace Pee Dee v Jizni Karoling, USA

* SMOW — Standard Mean Ocean Water
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izotop leh¢i (pievzato a upraveno z Fry 20006).

Pomér, T/L Hodnota, T/L % T % L
SMOW 2H/'H 0,00015576  0,015574 99,984426
"o/"%0 0,0003799 0,03790  99,76206
Bo/"%0 0,0020052 0,20004  99,76206
PeeDee Belemnite (PDB) Ber*c 0,011180 1,1056 08,8944
Vienna-PDB (VPDB) "o/"%0 0,0003859 0,0385 99,7553
80/1%0 0,0020672 0,2062 99,7553

Pti vzdjemném porovnavani dvou vzorki se vzorek, ktery obsahuje vice tézsiho izotopu,
oznacuje jako obohaceny a vzorek s mensim obsahem tézsiho izotopu jako ochuzeny (Lajtha

& Michener 1994).

1. 3. Izotopy kysliku, vodiku a uhliku — jejich distribuce v prirodé a procesy

ovliviiujici jejich poméry

V piirod¢ se prirozen¢ vyskytuje 329 izotopti, z toho 273 je stabilnich (Kovacikova &
Brizek 2008). Diky odlisnému chovani stabilnich izotopti téhoz prvku v riznych
biogeochemickych procesech dochazi k obohaceni nebo ochuzeni pletiv rostlin a tkani
k posouzeni zemépisného puvodu nejriznéjSich organismi. V piipadé nutnosti urcit
geograficky puvod (napt. forenzni védy, studium migrace) jsou nejvice vyuzivany izotopy

uhliku a izotopy vody”.

Uhlik. Nerovnomérné rozdéleni stabilnich izotopli uhliku v pfirodé se odviji hlavné od

riznych biochemickych typl fotosyntézy. Nasledkem vysoké diskriminace tézsiho izotopu

> Slovni spojeni ,,izotopy vody* je vécné nespravné a spravné by se melo v pfipadé sloucenin obsahujicich rizné
izotopy prvkil pouzivat terminu ,, izotopology*; tedy izotopology vody. Ale pro strucnost a také proto, Ze je tato

nepiesnost ¢asto pouzivana i v anglické literatute, budu pouzivat vyraz ,,izotopy vody (Muller 1994).



uhliku primarnim karboxylacnim enzymem rostlin s C; typem fotosyntézy (Rubisko) jsou
pletiva Cs rostlin vice ochuzena o t&Zky izotop uhliku "*C nez C4 a CAM rostliny (O Leary
1981). Migraci a konzumaci mistni produkce se organismy za¢nou izotopovée ,,pfebarvovat™
podle pievazujicitho typu fotosyntézy. Chlupy, drapy nebo jiné pfirtstajici Casti téla tak
mohou predstavovat archiv dietetickych navyka a jejich zmén nebo ,.cestovni denik*
migraénich aktivit (Santriidek 2010). Toho vyuZivaji mnohé studie zkoumajici zavislost na
potravé zalozené na rtiznych typech fotosyntézy primarnich producentt (Obr. 4). Samotné Cs
rostliny, pfestoze jasné¢ izotopove oddélitelné od Cq, vykazuji zna¢nou variabilitu v hodnotach
8'°C v zavislosti na mechanismech zajistujicich jejich hospodafeni svodou (Lajtha &
Marshall 1994). Jedinci rostouci na susSich stanovistich jsou vice obohaceni o izotop uhliku
13C nez jedinci ve vlh&ich & chladngjsich podminkéach (Farquhar ez al. 1989).

Priilomova studie Marry et al. (1998) ukazala, ze severoameriCti lesnacci lejskoviti
(Setophaga ruticilla) zimujici na Jamajce a v Hondurasu ve vlhkych, kvalitngjSich biotopech
méli tkan& ochuzené o "°C ve srovnani s tdmi, ktefi zimu travili v sus§im prostiedi. To jim
umoznilo testovat hypotézu, Ze ptaci, ktefi pfilétaji na hnizdisté jako prvni, zimovali, co se
potravy tyce, v kvalitn€jSich biotopech. Vyzkumnici tohoto tymu tak pomoci stabilnich
izotopli prokazali, ze vybér prostfedi na zimovisti mize ovliviiovat fenologii ptiletu tazného
druhu (Marra et al. 1998) a ovliviiuje i naslednou reprodukéni uspésnost (Norris et al. 2004).

Variace hodnot '*C zavisi nejen na pozici organismu v potravnim fetézci, ale i na
ekologickych faktorech. Autotrofni organismy ziskévaji uhlik z atmosféry ve formé CO,,
heterotrofni organismy z zivé nebo mrtvé biomasy autotrofli i heterotrofii. Organicky vazany
uhlik je pfitomen v pidach (napt. v humusu), v pevninskych i motskych sedimentech je
ulozen v karbonatech, v hydrosféte tvoii uhli¢itanové a hydrogenuhli¢itanové ionty. Hodnoty
8"°C jsou vyssi, jestlize se zvySuje teplota prostfedi, naopak narist srazek a vlhkosti
stanovi§té zptsobuiji snizeni hodnoty 8'°C (van Klinken ef al. 1994). V hustych lesich byliny
pod klenbou z vétvi stromi méné fotosyntetizuji a recykluji CO,, respiracniho ptivodu (uz
jednou fotosyntézou ochuzené proti volné atmosféie), proto hodnoty 8'°C klesaji smérem od

bylin po stromové patro (Heaton 1999).
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Obriazek 4. Mnozstvi izotopu °C (vyjadiené jako 8"°C) v potravnim Fetézci v zavislosti na
zpusobu fixace atmosférického CO, pifi fotosyntéze. Upraveno podle Tykota (2004) a
Kovacikové & Brizka (2008).

Kyslik. Hlavni zasobarnou kysliku v ptirodé je voda (H,O), vzduch (O,, CO;) a organicka
hmota. Kyslik se vyskytuje ve tfech stabilng-izotopovych podobach: '°0, 70 a 0. P
monitorovani fyziologickych zmén zivych organismt ma uplatnéni posledni z nich. Mnozstvi
0 ve srazkové vods klesa v zavislosti na teploté, zvysujici se nadmotské vysce a vzdalenosti
od more. Studium paleoklimatickych jevil pfineslo poznatek, Ze rozdil & O o 1 promile
odpovidd zmén& teploty prostiedi zhruba o 2,6 °C (Yurtsever & Gat 1981). Obsah '*O
v rostlinném téle zavisi na typu fotosyntetické reakce rostlin, a to ve smyslu vyssich hodnot
v celuldze rostlin typu C4 oproti C3. V aridnich oblastech dosahuji rozdily mezi C; a Cy4
rostlinami az 10 promile (Sternberg et al. 1984). Obecné, voda v otevienych vodnich zdrojich
je mén& bohatda na 'O neZ voda v listech rostlin. Izotop kysliku pfitomny ve vodg,
v atmosféte (O,) a v potraveé je zabudovan prostfednictvim vody v téle do kostniho (zubniho)
mineralu na bézi uhliGitanovych (COs?) a fosfore¢nanovych (PO,™) iontd b&hem jejich
utvafeni. Izotopové sloZeni prijimanych tekutin i stravy je podmin&no obsahem 'O ve vodg
v prostiedi, kde organismy Ziji, a ten (obsah '*0) zase kolob&hem vody, hlavn& ,,velkym*
kolobéhem mezi ocedny a atmosférou. Jiny signal najdeme ve studnich, jezerech, tekoucich
fekach nebo vod& z tajicich ledovei. Izotop kysliku 'O vstupuje a vystupuje z tdla a je

komplexni funkci potravy, fyziologie a také klimatu, v némz se organismus vyskytuje.



Vodik. Vodik existuje ve dvou stabilnich izotopech — 'H a *H (D). Spole¢né s kyslikem jsou
Casto souhrnné oznacovany jako izotopy vody. V disledku existence n¢kolika forem vodiku a
kysliku voda neni vSude stejna a dochazi k vytvareni nékolika izotopovych kombinaci — tzv.
izotopologti (Obr. 5). Pfevdzna vétSina vodiku, co se zdroju tyCe, se nachazi v kolobéhu vody.
Oceén je hlavni zdsobarnou vodiku na Zemi a také svym slozenim slouzi jako standard pro

izotopové analyzy vodiku.

'H'H'°O =999

"H'H'?O 0,29

H'H'°O <0,01%

ZHZH'°O t&zka voda (1D,0)
‘H*H'®*0O nejtézsi voda

Obrazek 5. Vybrané mozné izotopology vody. Tézka voda (D,0), v ptirodé velice vzacna, je
syntetizovana v laboratornich podminkdch a vyuzivdna mimo jiné pfi nuklearni magnetické
rezonanci nebo v tzv. t&Zkovodnich jadernych reaktorech. “H'H'O — ve Fry 2006 tato

kombinace uvedena nebyla, nevim procentualni zastoupeni. (piejato a upraveno z Fry 2006).

Mnozstvi 6D ve vzdusné vlhkosti klesa se stoupajici nadmoiskou vyskou, zemépisnou Sitkou
a klesajici teplotou. V extrémni kombinaci téchto dvou faktord muze oD klesnout az na
hodnoty -200 az -400 promile (vysoce polozené ledovce nebo polarni oblasti). Deuterium je
také s velkym uspéchem vyuzivano pii studiu procest v metabolismu. Okolo 10 az 20%
vodiku v organickém materidlu je vyménitelnych s béznou vzdusnou vlhkosti, ale tento efekt
je dobfe znam a pii analyzach bran v potaz. Studium fotosyntézy rostlin pomoci stabilnich
izotopti vodiku ukézalo vysoké ochuzeni rostlin o 6D oproti zdrojové vodé (Fry 2006).
Fotosyntéza neni ovSem jedinou Cinnosti rostlin a v disledku syntézy zékladniho stavebniho
kamene, celulézy, a transpirace dochazi k obohaceni rostlinného téla a tim ke kompenzaci
piedchozi deuteriové ztraty. Lze tedy fici, ze hodnoty dD rostlinného téla koreluji
s hodnotami zdrojové vody. Zdroje vodiku zabudovaného v tkénich Zivocichli je mozné
rozd¢lit do tii kategorii — potrava, pitna voda a vzdusna vlhkost. Podle v§eobecného zjisténi je
pfevazna vétSina vodiku ziskédvana z potravy, jejiz hodnota 6D je velice blizka slozeni
zdrojové vody (Fry 2006). Procesy ovliviiujici poméry a distribuci vybranych stabilnich

izotoptll v piirode¢ jsou shrnuty v tabulce 2 (viz Ptiloha).
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1. 4. Voda — rostlina — zivoc¢ich aneb od vodni nadrze az k lesnac¢kovi

Zatimco analyzy izotopt uhliku a dusiku pfinesly nové vhledy do studia potravni
ekologie (Kelly 2002) ¢i bioarcheologie (Richards 2002), skute¢nym piinosem pii zjiStovani
geografického ptivodu rostlin a zivocichii byly izotopy vody (Hobson ef al. 1999, Bowen &
Wassenaar 2005, Ehleringer et al. 2008, Hobson & Bowen 2004). Pro ovéfeni moznosti
vyuzit izotopy vody k uréeni plivodu je dulezité projit jednotlivé kroky na ose voda — rostlina

— zivocCich.

1. 4. 1. Voda: Izotopova frakcionace béhem vyparu a kondenzace

Prvni krok vychéazi z kolobéhu vody na zemékouli. Vodni para odpafend z hladiny
oceanti a mofii je obohacena o molekuly tvofené leh¢imi nuklidy vodiku a kysliku ve srovnani
s puvodni kapalnou vodou. Pfi¢inou tohoto jevu je kineticky frakcionac¢ni efekt. Pfi
odparovani jsou tedy mraky obohaceny lehkou vodou a moiska voda tézkou vodou. Ve vysce
se pak z vodnich par formuji mraky a ve form¢ srdzek kondenzuje prednostné tézka voda
(Obr. 6). Velice zjednodusené feceno, molekuly s leh¢imi izotopy se snaze vypatuji a naopak
molekuly tvofené t€z$imi izotopy snaze kondenzuji. Pti srazkdch vypadava opét diky
kinetickému frakcionacnimu efektu diive voda slozend z tézSich nuklidl, tudiz mraky
postupujici dale do vnitrozemi, jsou o molekuly vody slozené z tézSich atomil stile vice
a vodiku nez polarni ekosystémy. Na velkych méftitkach potom v piipadé deuteria podle
distribuce srazek vznikaji gradienty, které 1ze vyuzit pii urCovani geografického ptivodu (Gat

1996).
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Obrazek 6. Izotopova frakcionace béhem vyparu a kondenzace (pifejato a upraveno z Hoefs

1997 a Coplen et al. 2000).

1. 4. 2. Voda — rostlina: Piijem a vyuZiti sraZkové vody rostlinami

Jak jiz bylo feceno, izotopové slozeni vody na Zemi neni vSude stejné, tudiz existuje
padny predpoklad, ze ani voda v rostlindch neni vS§ude stejnd. Podivame se tedy blize na cestu
vody rostlinnym télem. SrdZkova voda, Cerpand koteny z pldy, je ddle vedend s relativné
malou izotopovou zménou rostlinou transpiraénim proudem nejcastéji do listl. Malé mnozstvi
vody je vtazeno do bunéénych vakuol nebo zilstavd v cytoplazmé a bunéénych organelach
vcetné chloroplastli. Méné nez jedno procento ptijaté vody je v chloroplastu rozstépeno na
protony, elektrony a molekuldrni kyslik, ktery unikd do okolni atmosféry. Zbyvajicich 99 %
vody se vypati v mezofylu listu a odchazi z listu jako vodni para do atmosféry. V dasledku
tohoto vyparu (transpirace) a s ni spojené kinetické a rovnovazné izotopové frakcionace je
voda v listu silné obohacena vzhledem k vodé pfijimané koteny (viz dale). Z hlediska
izotopového sloZeni kysliku v rostlinném téle (biomase) je ovSem dilezita disociace vody na
hydroxylové anionty a protony (OH a H') a nasledna hydratace molekul CO,, které jsou v
cytoplazm¢ a v chloroplastech rozpusténé. Rovnovdznym vznikem a zénikem

bikarbonatového iontu tak neustéle (a s velkou rychlosti) dochdzi k vyméné OH™ ionti mezi
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vodou v listu a CO,, Ve vysledku je pak izotopové slozeni kysliku v CO, prakticky totozné s

izotopovym sloZzenim vody v listu.

Voda v kotenech rostlin (hlavné bylin, které maji kofeny v povrchové vrstvé pidy) je
izotopové blizka srazkové vod¢€, voda v listech je jiz vyrazné izotopové obohacend oproti
srazkové vodé (Santracek e al. 2007). Béhem fyzikalniho procesu vyparu (evaporace) a tedy
i béhem transpirace v listech se rychleji vypafuji molekuly vody obsahujici leh&i izotopy, 'H a
'°0, nez molekuly vody skladajici se z izotopt t&ZSich, D a '*0. Proto je voda v listech

A4

na rychlosti vyparu spoluurc¢ované vlhkosti vzduchu a teplotou listu (Craig ef al. 1963).

dD v celuldze rostlin odrazi pomér D/H vody vyuzité rostlinou k jeji syntéze (Epstein
et al. 1977). 80 celulézy a ostatnich asimilati je vysledkem rtznych zdroji kysliku.
Rostlina ho ziskava prevazné ze srazkové vody (viz izotopova vymeéna popsand vyse) méné
z atmosférického CO,, nebo O,. Poméry obou izotopi ve vod¢ v listech jsou ovlivnény jiz

zminénou transpiraci a dale také uz zminénymi faktory vnéjsiho prostiedi (Ptiloha, Tab. 2).

1. 4. 3. Rostlina — Zivocich: Izotopovy otisk potravy v téle ZivocCichi

Poslednim ¢lankem v fetézci, o kterém budu pojednavat, je zivocich. Izotopoveé jsme
to, co jime a pijeme minus n&jaké drobné odchylky (Tykot 2004, Santriigek 2010). Toto
tvrzeni potvrzuji mimo jiné studie Hobsona et al. (1999c), Longinelliho (1984) nebo
Ehleringera ef al. (2008), v nichz byly zji§tény rozdily hodnot 8D a §'*0 ve tkanich Zivogichi
pochézejicich z raznych geografickych oblasti spojené se zdrojem vody. Mélo je vSak zndmo
o podilu jednotlivych prvkl z riznych slozek potravy a o izotopové frakcionaci kysliku a
vodiku v metabolismu Zivoc¢icht. Na kone¢né hodnoty mize mit vliv: voda z potravy, pitna
voda, okolni vzdu$na vlhkost a organicka slozka potravy. Hobson et al. (1999b) poskytl
diukaz, ze oboji, pitnd voda i voda z potravy, je zabudovana do metabolicky aktivnich i
neaktivnich tkani u kiepelek. Mechanismus inkorporace stabilnich izotopti kysliku a vodiku
do biomolekul je v§ak komplexni proces a v jeho roz§ifrovani jsme zatim pouze na zacatku
(Martinez del Rio et al. 2009).

Hodnoty 8D ptacich per a motylich kiidel (oboje z velké Casti tvoieno keratinem) a
vody v misté, kde tkan vznikla, vykazovaly silnou korelaci (Hobson & Wassenaar 1997,
Wassenaar & Hobson 1998). Hodnoty 8D a 8'°0 organickych sloudenin v télech Zivogichi

mohou byt ovlivnény mnoha faktory, zahrnujicimi vSechny potravni a atmosférické zdroje
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vodiku a kysliku, i jejich syntézou. Dokonce i po syntéze dané tkan¢ dochazi k izotopovému
ovlivnéni urcité Casti obsazeného vodiku. DeNiro & Epstein (1981) poprvé ukazali, ze
vystaveni potravy a pozdéji i tkdni (mozek, jatra) u mysi okolni vzdusné vlhkosti zménilo
celkovou hodnotu 6D. Atomy vodiku jsou slabé poutany k atomim kysliku a dusiku, tim
padem vodik (obsazeny v OH  aniontech) z okolni vzdusné vlhkosti se snadno vymeénuje

s dostupnym vodikem ve vzorku organického materialu (Schimmelmann ez al. 1993).

Dalsim dtlezitym faktorem, ktery ma vliv na izotopové slozeni téla, je i hospodaieni
s vodou, které je druhové specifické, schopnosti ji uchovéavat a na rychlosti metabolismu,
nebot’ néktera zvitata piijimaji vétSinu vody jako soucést pevné potravy, ncktera bez vody
vydrzi delsi dobu, jina nikoli. Zvifata 1épe uzptisobena suchému prostiedi, kterd cerpaji vice
vody z rostlin, odrazeji ve svych kostnich tkdnich miru vlhkosti prostfedi (Ayliffe & Chivas
1990), protoze sloZzeni rostlinného t&la je zavislé na vzdusné vikosti (napi. Santricek et al.
2007). Naopak, zvite, které pije denné a které ma rychly metabolismus vody (napt. zebra)
bude mit slozeni stabilnich izotopt kysliku ve svych tkénich blizsi ke sloZzeni mistni srazkové
vody (Kohn ez al. 1996). Selmy mohou mit hodnoty 'O obsaZené v kostech blizké své
dominantni kofisti, nebot’ ¢ast vody v jejich organismu z této kofisti pochazi (Kovacikovd &
Briizek 2008).

Na zakladé vSech tii predchozich Casti lze predpokladat, ze konkrétni izotopové
slozeni srazkové vody a izotopové slozeni atmosférické vlhkosti v daném misté se promitne
do slozeni vody a organickych latek obsazenych v téle rostlin, které v daném misté vyrostly a
v ramci potravniho fetézce posléze i v téle zivocichli (Estep & Dabrowski 1980). Pokud jsou
zdrojem potravy listy, je tieba brat v uvahu izotopové obohaceni listi oproti srazkové vodeé,

které je umerné rychlosti transpirace, a tedy 1 aridité klimatu.

1. 5. Vybér vhodné tkané pro urceni geografického puvodu zelv

Z ptedchozi kapitoly je ziejmé, Ze izotopové sloZeni tkani zivocicht je velice podobné
izotopovému slozeni potravy, kterou pfijimaji. Pokud chceme vyuzit metodu analyzy
stabilnich izotopi pro zjisténi zemépisného plivodu, je tieba spravné zvolit tkan, ktera by nam
mohla dat odpovéd’. Pii volbé¢ studované tkané je tieba zohlednit (1) zménu izotopového

slozeni tkan¢ v prostoru a Case, (2) izotopovou frakcionaci v ramci tkan€, kterou musime
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umét kvantifikovat a vzit ji vuvahu pokud mame zjistit izotopové slozeni zdroje, a
samoziejmé (3) jednoduchost a nedestruktivnost odbéru tkan€. Pro zjednoduseni lze fici, ze
existuji dva typy tkdni — metabolicky aktivni a metabolicky inertni. Oba typy tkani maji své
vyhody 1 nevyhody. Vybérem néckolika riznych tkéni s odliSnym obdobim integrace
geografické informace muzeme ziskat udaje, z kterych je mozné zrekonstruovat historii

pohybu po cely ro¢ni cyklus (Hobson 1993).

Metabolicky aktivni tkdn€ nesou flexibilni informaci o svém piivodu a jejich dosah do
minulosti zavisi na rychlosti pfemény dané tkané. U tkani s rychlym metabolismem (krevni
plasma, jatra) je tato informace kratkodob¢jsi (zhruba tyden), protoze polocas vymény prvka
v téchto tkanich je asi tii dny (Hobson & Clark 1992b). Svaly a krev (rozuméj: cela krev, tj.
krevni buiiky i plasma) se vyznacuji pomalejsi pfeménou — u velkych druhi ptaka poskytuji
informaci o pivodu az 6 tydnii nazpét (Hobson & Clark 1993), u malych druht zhruba tyden
(Hobson & Bairlein 2003). Kolagen z kosti ma velmi pomalou rychlost pfemény a nese

informaci radovée roky.

Metabolicky inertni tkan¢ (keratin z peii, drapt, krunyte, vlasti, nehti nebo chlupi)
nam poskytuji informaci o jejich ptivodu v dobé ristu. Prestoze tyto tkané mohou dale rtst,
izotopovy signal je pevné ukotven ve struktufe keratinu béhem jeho utvéateni. Vyjimkou jsou

izotopy vodiku (viz vyse).

1. 6. Keratin — strukturni typy, syntéza a sloZeni keratinu krunyre Zelv

Keratin neboli rohovina je stavebni bilkovinou patfici mezi cytoskeletarni proteiny,
konkrétn¢ stiedni filamenta. Keratiny jsou nejvice riznorodou rodinou stfednich filament.
Rozdilné soubory keratinil se nachazi v riznych epitelech, napt. ve stfevni vystelce, jiné zase
v epidermalni vrstvé klize. Specidlni keratiny jsou pifitomny ve vlasech, pefi nebo drapech.
Shlukuji se do polymert o velkych rozmérech (Coulombe & Bernot 2004). Piisyntéze
keratinu jsou nejprve aminokyseliny uspotfddany do polypeptidického fetézce a nasledné je
struktura molekuly stabilizovdna pomoci n¢kolika druhd mustki. Mezi né patii piredev§im

disulfidické mustky a vodikové mustky.

Keratinova vldkna tvofena jednotlivymi monomery, majici délku 400-644

aminokyselin, se shlukuji do polymeri a smeési riznych keratinovych podjednotek.
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Keratinova vlakna jsou v epitelidlnich bunikach obvykle natazena napiic¢ celou cytoplazmou a
filamenta sousednich bunék jsou nepiimo spojena pomoci mezibunéénych kontaktii
(desmozomt). Konce keratinovych vldken jsou zakotveny v desmozomech a kromé toho
jednotliva vlakna prostfednictvim globularnich hlavicek a koncii, kterd vy¢nivaji z vldkna do
stran, vytvareji bo¢ni kontakty s dal§imi bunécnymi strukturami. Tato sit, zformovana
z vlédken vysoce odolnych proti ptetrzeni a rozprostirajici se napfi¢ celym epitelem, rozklada

mechanicky tlak, k némuz dochézi pfi natazeni kiize.

Vznik kompaktni vrstvy tvofené keratinem (Stitku krunyte zelv ¢i pefi ptakl) zacina
v nejvyse polozené vrstvé klize — epidermis. Epidermis se déle ¢leni do n€kolika urovni. Cely
vysoce organizovany a piesné¢ nacasovany proces zacina ve spodni ¢asti epidermis (bazalni
lamina) diferenciaci zatim nespecifikovanych bunék — keratinocytd. Hlavnim strukturnim
proteinem téchto bunck je keratin, ktery béhem procesu tvoti dlouhd keratinova stfedni
filamenta. Keratinocyty prochazi vSemi vrstvami epidermis, ztraci svou mitotickou schopnost
a zacinaji syntetizovat nové proteiny keratinového typu, které jsou v dalSich fazich
inkorporovany do stfednich filament. Organely bunék postupné mizi a plazmatickd membrana
je nahrazena keratinovym obalem. Na konci celého procesu podstupuji buiiky programovanou
smrt a plné keratinizuji (Lippens et al. 2005).

Keratinizace je specifickym procesem bunécné diferenciace, pii kterém systematicky
postupujici buriky formuji keratin. Keratinizace neprobihd pouze v bunikdch epidermis, ale
také v mukoéznich membréanach, vlasech, nehtech, koznich derivatech atd. (Fukuyama et al.
1976).

Keratin muze byt sekundarné uspotfddan do dvou raznych struktur, alfa Sroubovice
(déle jako a keratin) a beta struktura neboli struktura sklddaného listu (dale jako f keratin).
Znézornéni obou typu struktur je mozno vidét na obrazku 7. Epidermis plazli (Reptilia) je
svym zplisobem vyjimecnd, protoze v ni najdeme oba strukturni typy keratinu (Wyld & Brush
1979). Co se jednotlivych skupin tyce, a keratin je mozné najit u skupiny Supinatych
(Squamata), na koncetinach a krku zelv (Chelonia), v epidermis krokodyl (Crocodylia) ale
také v ptaci a savéi epidermis. Vina a vlasy jsou také tvoteny o keratinem. Tento neskute¢né
elasticky protein muize byt natazen az do nékolika nasobku své plvodni délky. Druhym
typem, /S keratinem, jsou tvoieny krunyie zelv, Supiny zastupct skupiny Squamata, Cast
epidermis krokodyll a je také hlavni slozkou ptacich per. Na rozdil od a keratinu je pevny a

daleko méné¢ elasticky (Mercer 1961). Z distribuce obou typl keratinu u plazi je patrné, Ze
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flexibilni « keratin nalezneme v pohyblivych a pruznych oblastech téla a § keratin v pevnych
strukturach majicich ochrannou funkci.

Ve struktufe krunyie zelv miizeme najit nejen f keratin, ale v malém mnozstvi i a
keratin (Alexander 1970, Alibardi & Toni 2006), piicemz ve §titcich jednoznacné dominuje f
keratin (Alibardi & Toni 2006). Alibardi & Toni (2006) ve své praci uvadéji, ze keratin
krunyte zelv by mél byt z velké ¢asti tvofen sekvenci aminokyselin ve slozeni prolin-glycin-
tyrosin. Po sumarizaci chemickych prvki tvoficich tyto aminokyseliny lze tedy pfedpokladat,
ze keratin krunyfte Zelv je tvoten z 52 % uhlikem, z 30 % kyslikem, z 11 % dusikem a ze 7 %

vodikem.

g

¥

Obrazek 7. Schematické znadzornéni obou typil usporadani keratinu: Sroubovice o keratinu a
skladaného listu S keratinu. PreruSovanou carou jsou znazornény stabilizujici mustky

(ptevzato a upraveno z Zubay et al. 1995).

Vodik a uhlik jsou do keratinu vestavény béhem rastu (Hobson & Clark 1992). Na
rozdil od ostatnich zde uvadénych prvki a jejich stabilnich izotopii, vodik tvoti slabé vazby
s dusikem a kyslikem a je schopen vymény s okolni vzdusnou vlhkosti (Schimmelmann ez al.
1993). Uvadi se, ze 60 % z celkového mnozstvi vodiku je nevyménitelnych a zbylych 40 %

vymeénitelnych s okolnim prostiedim (Chamberlain ez al. 1997). Mira vymény vSak muze byt

17



variabilni podle typi keratinu. Chamberlain et al. (1997) ve své praci testovali miru vymény
vodiku v keratinu pefi ptakt s okolnim vzdusnou vlhkosti. Sérii experimentii dospéli k tomu,
ze 13 % z celkového mnozstvi vodiku je vyménitelnych. Je tedy zifejmé, ze pokud je vodik

zabudovan do tkan¢ (pefi), uz je jen velmi malo vymeénitelny s okolni vzdusnou vlhkosti.

Taxonomické distribuce obou typl keratinu u obratlovcii naznacuje, ze tyto proteiny
divergovaly uz velice davno. Typ alfa miizeme najit u vSech skupin obratlovcti a mohl by byt
pfedkem méné se vyskytujicitho typu beta (Fraser et al. 1972). Plazi a ptaci jsou jediné
organismy majici § keratin v epidermalnich tkanich a od nich odvozenych derivati (Baden &
Maderson 1970, Sawyer et al. 2000). Imunocytochemické analyzy svéd¢i o fylogenetické
piibuznosti f keratinu v télnim pokryvu plazii a v epidermalnich derivatech ptakt (Alibardi
2002). Na zékladé téchto fakti lze tedy usuzovat, ze v keratinu krunyfe Zelv by procento
vyménitelného vodiku mohlo byt podobné tomu, které je typické pro peti ptaki.

1. 7. Zelvy — tvorba krunyie a pFiristani $titka

Rist a tvorba krunyte u zelv je proces daleko vice komplikovany nez u bezobratlych
zivoc€ichi, kterym se krunyf prodluzuje jednoduchym uklddanim nového kalcifikovaného
materidlu po celém vnitinim povrchu a nekrytych okrajich. Kostény krunyt Zelv je o mnoho
Iépe zasoben krevnim cévami a nova kost je pfidana okolo kazdé jednotlivé kosti celého
krunyfe. V mnoha piipadech nejsou kosti u cerstvé vylihnutych jedinci spojené jedna
s druhou, ale pokracuji v ristu proti sobé, nakonec se setkaji a utvoii spoj (suturu). Riist dale
pokracuje v misté spoje, ale znacné pomaleji az do dosazeni dospélosti a u velice starych

jedincti dochazi k osifikaci spojli, ¢imz je proces ristu ukoncen.

Krunyt je soucasti kostry a sklada se ze dvou vrstev. Spodni vrstvu tvoii vlastni kost,
tedy pateft, a dale vzajemn¢ spojené ploché kosti. Ploché kosti v sobé zahrnuji ptivodni Zebra,
na néz navazuji periferni kosti vytvarejici okraj krunyfe. VSechny tyto kosténé casti jsou
spojeny §vy, podmifiujici naslednou pevnost krunyte. Na kosténém zékladu se nachézi tenka
vrstva rohovinovych S§titki, kterd, zjednodusen¢ feceno, odpovida vyvojove napiiklad kizi a
chluplim savcti ¢i peii ptakii. Podobné je to 1 s bfisni ¢asti krunyfe. Usporadani kosténé a
rohovinové casti krunyfe neni stejné — tedy jednotlivé rohovinové Stitky neodpovidaji

rozlozeni pod nimi lezicich kosti. Celou problematiku nejlépe objastiuje obrazek 8.
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Obrazek 8. Vztah mezi kostrou krunyte Zelvy a rohovinovymi Stitky. Jednotlivd pismena
uddvaji nazvy Stitkii obou ¢asti krunyie. Pro karapax: N kréni Stitek, M okrajové Stitky,
V hibetni stitky, C zeberni Stitky, Sc nadocasni Stitky. Pro plastron: G hrdelni Stitky, H
ramenni Stitky, AX pazni Stitky, P hrudni Stitky, 4B bfisni Stitky, N slabinové Stitky, F
stehennti §titky, AN andlni Stitky. (Zych 20006).

Ptestoze nekteré druhy Zelv z ¢eledi Dermochelyidae, Trionychidae, Carettochelyidae
ztratily béhem vyvoje keratinové kryti svého krunyte, naprosté vétsine rodii skupiny Chelonia
stitky zastaly. Stitky mohou byt piekvapivé silné (Eretmochelys, Astrochelys yniphora) nebo
také tenké jako papir (Dermatechelys, Callagur). VétSinou jsou poskladany na krunyii jeden
vedle druhého (Obr. 9), vyjimkou je vétSina druhli rodu Eretmochelys, u nichz se §titky na

krunyfii ptekryvaji podobn¢ jako Supiny ryb.
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Obrazek 9. Usporadani stitki na spodni i1 svrchni ¢asti krunyte

A: Hibetni ¢ast krunyte (karapax): 1 az 5 - hibetni stitky (scuta vertebralia), 6 az 9 - Zeberni
Stitky (scuta costalia), 10 - kréni Stitek (scutum nuchale), 11 - nadocasni S§titky (scuta
supracaudalia), 12 az 22 - okrajové Stitky (scuta marginalia). B: BfiSni ¢ast krunyte (plastron):
1 - hrdelni Stitky (scuta gularia), 2 - ramenni Stitky (scuta humeralia), 3 - hrudni Stitky (scuta
pectoralia), 4 - bfi$ni $titky (scuta abdominalia), 5 - stehenni Stitky (scuta femoralia), 6 -
andlni Stitky (scuta analia), 7 - pazni $titky (scuta axillaria), 8 - slabinové S§titky (scuta

inguinalia) (Szalay & Szalayova 1990).

Rist stitki u Zzelv vychdzi zoblasti sutury a pokracuje postupnym ukladanim
rohovinového materidlu odspoda po celém obvodu stitku predchoziho (Obr. 10). Na sebe se
vrstvici Stitky poté tvoii na krunyii viditelné prstence. Nékteii clenové skupiny Chelonia Zijici
v temperatnich oblastech produkuji jeden prstenec rocné. Druh Testudo hermanni, ktery zije
ve vlhéim prosttedi jizni Evropy, produkuje jeden prstenec ro¢n¢ do dosazeni pohlavni
dospélosti — 12 az 13 let, a to jak ve volné piirod¢ (Stubbs & Swingland 1985) tak v lidské

péci (Castanet 1985).

20



stitek voéjsi

stitek voitFmi

N e n S o TS

 —

=ES) =3} |

Obrazek 10. Schématické znazornéni piirastani Stitku u zelvy T. hermanni. A1 — A3 jsou
postupné faze ptirtstani Stitk v Case tak, ze Al je nejmladsi a A3 nejstarsi. Zelené oznacena

hmota je vzdy recentné pfirtistajici (pfevzato a upraveno z Alibardi 2005).

1. 8. Hypotézy a cile prace

Za piedpokladu, Ze fyzikalni a chemické parametry prostiedi ovliviiuji frakcionaci
izotopli biogennich prvkil, rostliny 1 zivocCichové by v dobé rastu méli zaznamenavat tyto
parametry do svych tkani v podob¢ izotopovych poméri. Pro uréeni geografického pivodu
jsou asi nejlépe vyuzitelné izotopy vody, protoze globalni distribuce vody s sebou nese
vyraznou geograficky specifickou frakcionaci. Izotopové slozeni srazkové vody na Zemi
proto neni vSude stejné a je relativné dobie piedpovéditelné (Craig 1961). Vzhledem k tomu,
ze je voda kli¢ovym mediem i substratem mnoha biosyntetickych procesi, izotopové slozeni
srazkové vody v daném misté vyrazné ovlivni slozeni vody obsazené v rostlinném téle a
v ramci potravniho fetézce posléze i1 v téle zivocisném (Estep & Dabrowski 1980, Hobson et
al. 1999b). Cilem mé prace bylo ovérit, zda je mozné usuzovat na geograficky ptivod jedincu
(zivocichtll), konkrétné vybranych druhli Zelv, na zaklad¢ analyzy pfirozeného zastoupeni
stabilnich izotopi vodiku, kysliku a uhliku. Zvolila jsem manipulativni experiment
vyuzivajici izotopového znaceni skupiny zelv prostifednictvim stravy (rostlin a pitné vody)
obohacené o tézké stabilni izotopy kysliku a vodiku v kombinaci s analyzou keratinu
pochazejiciho z krunyie n€kolika mrtvych exemplaiti zelv s dolozenym mistem pivodu
(soukromd a muzejni sbirka). Obohaceni mélo simulovat srazkovou vodu stfedomofi,
konkrétné¢ Kypru. Z ovlivnéné i kontrolni skupiny jsem potom odebirala keratin a zkoumala

jeho izotopové slozeni s cilem zjistit, zda se izotopova znacka projevi v keratinu.
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2. MATERIAL A METODY

2. 1. Material

2. 1. 1. Zvitata, uspordaddni experimentu

Pro ucel experimentu byla pouzita 19-ti ¢lenna skupina zelv: 17 jedinct zelvy
zelenavé (Testudo hermanni) a jeden par zelv zelvy vroubené (Testudo marginata). Oba
druhy patfi kbézn¢ chovanym a dovazenym suchozemskym zelvam. Geografické a

ochranarské charakteristiky obou druht jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3. Vybrané charakteristiky studovanych druha zelv (van Dijk ef al. 2004a, b; Zych
2006).

druh Testudo hermannni Testudo marginata
geografickeé rozsifeni  Albanie, Bulharsko, Albanie. Recko,
Bosna a Hercegovina, Italie

Chorvatsko, Recko,
Francie. Italie.
Turecko. Kypr

status CITES II I
status EU A A
puvod exemplai CR® ¢R’

Pro zajimavost je také uveden piivod experimentélnich Zelv. *’

® Jedinci Zelvy zelenavé pochazeji ze stejného chovu z ditvodi pravni ochrany nejmenovaného chovatele.
Chovatel mél chovnou skupinu sedmi dospélych Zelv Testudo hermanni. Ctyti byly odchovany ve druhé a vyssi
generaci v zajeti (kod ptivodu C), jedna byla odchovana v prvni generaci v zajeti (ptivod F), u dvou dalsich zelv
(samce a samice) byl uveden ptivod neznamy (kdd pivodu U). Majitel od tohoto stada odchovéval kazdorocné
cca 10 - 20 mladat. Od vstupu do EU plati v CR zakaz obchodovat s druhy z ptilohy A Naiizeni Rady ¢&.
338/97/ES. Zelva zelenava je v ptiloze A Natizeni Rady &. 338/97/ES. Pokud chtél chovatel s mladymi
zelvickami obchodovat, potfeboval pro tento obchod "vyjimku ze zdkazu komer¢nich ¢innosti", kterou je mozno
ziskat za stanovenych podminek pro exemplaie odchované v zajeti. Podminky znamenaji to, ze rodiCovské
exemplafe pochazeji z legalnich zdrojt (odchov, povoleny odchyt, legalni dovoz) a chovné stado se prokazatelné
rozmnozuje jiz v druhé generaci. V roce 2005 pozadal chovatel o vystaveni téchto vyjimek ze zakazu
komerénich ¢innosti. AOPK CR jako védecky organ CITES jeho Zadost v ramci spravniho fizeni vedeného
mistnim registracnim Ufadem provéfila a konstatovala, ze chovné stado, obsahujici exemplare s kodem "U", tedy

neznamého ptivodu, nelze uznat jako legdlni chovné stddo a tudiz vydala zamitavé stanovisko k této zadosti.
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Po pievozu Zelv z Prahy na pracovisté Jihogeské univerzity v Ceskych Budg&jovicich
byla zvitata po dobu 2 mésicti chovana spole¢né. Poté, tésné pied zatatkem experimentu, byl
proveden odbér vzorki a zelvy ndhodnym vybérem rozdéleny do dvou skupin. Skupinu €. 1
tvotilo devét jedinct (8 jedinct 7. hermanni, 1 jedinec T. marginata). Skupina €. 2 Citala 10
jedinct (9 jedinct 7. hermanni, 1 jedinec T. marginata). Vzhledem k moznému vyskytu
druht byla zvolena jedna konkrétni oblast (stat) pro simulaci prostfedi pfirozeného vyskytu.
Skupina &. 1 se stala skupinou kontrolni, reprezentujici oblast Ceské republiky (konkrétng
Ceské Budgjovice) a skupina ¢. 2 se stala skupinou experimentalni, piedstavujici mozné misto
vyskytu druhu (konkrétné Kypr). Skupin€é 1 a 2 byla po celou dobu trvani experimentu
podavana izotopoveé upravend strava i pitnd voda (viz kapitola 2. 2. a 2. 3.), prilezitostné
dopliiovana ovocem, zeleninou, vajickem a sépiovou kosti. Pro spravny vyvoj krunyte a kosti
je zapotiebi fada vitaminl, mineralnich latek a stopovych prvkl, proto bylo zvifatim
v pribéhu experimentu do potravy priddvan mineralni piipravek (Reptivite, vyrobce Zoo
Med, CR). Kazd4 skupina byla chovana v otevieném terariu o rozmérech (60 x 80 x 50 cm),
pfi teploté v rozmezi 20 — 25 °C. Teplo bylo v ubikacich zajistovano topnym kamenem (20
W) a zérovkou (60W), svétlo potom specidlnimi zafivkami znacky Exo Terra - Repti Glo 5.0
(26W) a Repti Glo 2.0 (25W). Topné kameny byly v provozu 24 hodin denné, zaiivky a

zarovky 14 hodin denné.

Registrujici organ proto vyjimky ze zdkazu komercnich ¢innosti panu chovateli nevydal. Jemu se uz ovSem
doma hromadily dalsi odchovanci. Zjistil, Ze jednou z legalnich moznosti, jak se zelvicek zbavit, je, Ze je mtze
darovat. Zacal je tedy "rozdavat", ale od novych drziteld si za n¢ bral prispévek na krmeni. Toto uz je komercni
aktivita, ktera je nelegalni. Chovateli byla prokazédna v ramci policejniho Setfeni a byl za ni potrestdn
podminénym trestem odnéti svobody v roce 2007. V témZe roce provedla na Zadost policie CR u chovatele
mistni $etieni Ceskd inspekce Zivotniho prostiedi (CIZP). Pti Setfeni byl chovatel velmi emotivni a zklamané
deklaroval, Ze viechny Zelvy zabije. CIZP mu doporu¢ila nahradni feseni - umistit dosud neumisténa mlad’ata
(17 ks) a dva rodi¢ovské exemplaie s ptivodem nezndmym do nékteré vefejné prospésné instituce nebo ZOO.
Chovné stado, takto zbavené problematickych exemplaid, by mohlo nyni ziskat potfebné vyjimky ze zdkazu
komer¢nich ¢innosti a chovatel by pak mohl mlad’ata legalné, se spravnymi dokumenty, prodavat. Chovatel se
marné pokousel n&kolik mésicti zvifata umistit, nakonec na podzim 2007 pozadal CIZP o spolupréaci. CIZP nasla
pro vSechny exemplare piijemce - 2 dospé€lé zelvy putovaly do domu déti a mladeze, juvenilni exemplare byla
ochotna piijmout Jihoceska univerzita. V prosinci 2007 pak byly zelvy chovatelem beziplatné darovany

zminénym institucim.

7 Zelvy vroubené byly zafazeny do experimentu se souhlasem majitelky (pracovnice CIZP).
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Prubéh experimentu v Case

brezen 2009 - 1. odbér vzorku krunyie (pied ptevozem zvifat z Prahy do Ceskych Budg&jovic)
duben 2009 (1. 4.) - ptevoz z Prahy

duben — Cerven 2009 — spolecné krmeni

cerven 2009 (30. 6.) — 2. odbér vzorku krunyie

1. 7. 2009 — zacatek experimentu, diferenciace mezi skupinami zvifat v izotopovém slozeni

krmeni
cervenec 2009 — zaii 2009 — znaceni zvifat izotopove upravenou smetankou lé¢karskou

fijen 2009 — listopad 2009 — znaceni zvifat provizorn¢ izotopové upravenym pekingskym

zelim (viz kapitola 2. 1. 2.)
prosinec 2009 — ¢erven 2010 — znaceni zvifat izotopove upravenym pekingskym zelim
6. 6.2010 — 3. odbér vzorku krunyie u skupin €. 1 a €. 2, ukonceni experimentu

Mimo samotny experiment byly v praci dale pouzity vzorky okrajovych a zebernich Stitki
(karapax) a hrudnich, bfiSnich a stehennich S$titkii (plastron) z mrtvych exemplait s
dolozenym mistem ptivodu (Tab. 4). Vzorky 4, 5, 7 pochdzeji z Narodniho muzea v Praze,

vzorky 1-3 a 6, 8 potom ze soukromych sbirek.

Tabulka 4. Piivod exemplafii u analyzovanych vzorka Stitki.

vzorek druh puvod exemplaie
1. Testudo horsfieldi CR2
2. Testudo marginata Recko
3 Testudo graeca Maroko
4. Testudo graeca Rumunsko
5. Testudo graeca Bulharsko
6. Testudo graeca CR1
7. Testudo graeca Puvod neznamy
8. ?Testudo graeca? Kypr
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2. 1. 2. Zdrojovd voda

V zévislosti na izotopovém slozeni srazkové vody obou lokalit byla voda pouzita
v experimentu dvojiho typu. Voda pro skupinu & 1 pochazela z nadrze Rimov (v textu dale
pouzit nazev ,,&eskobudgjovicka®, CB-voda). Vodu pro skupinu &. 2 bylo tieba namichat.
Jako zaklad byla pouzita opét voda pochézejici z Rimova, ktera byla izotopové obohacena
vypo&tenym mnoZstvim t&2ké vody (D,'°0) a vody s izotopem '*O (H,'*0) (v textu dale
pouzit nazev ,,kyperska“). Tyto dva typy vody se pouzivaly jako zdroj pro zalivku rostlin i piti
zvitat. Pro zvifata i péstované rostliny bylo tfeba zajistit staly, izotopové konstantni zdroj
vody. Proto byla voda obou skupin po celou dobu trvani experimentu uchovavana a podle
potieby doplilovana do dvou plastovych 200 L nadrzi umisténych v chlazené temné mistnosti

pfi teploté 4-7 °C.

Informace potiebné pro vypocet mnozstvi t€zké vody, které bylo ptfiddno do vody
Ceskobudé&jovické, jsou zobrazeny v tabulce 5. Ke zjisténi geografickych dat (zemépisné
soufadnice a nadmoiska vyska) obou lokalit poslouzila aplikace ,,Google Earth®, posléze byl
pouzit  izotopovy  kalkuldtor  (voln¢  pfistupny na  www  adrese:  http:
//wateriso.eas.purdue.edu/waterisotopes/), ktery na =zakladé geografickych dat vypocita

izotopové slozeni srazkové vody dané¢ho mista.

Tabulka 5. Geografické charakteristiky obou lokalit a izotopové slozeni piislusné srazkové
vody (celoroéni pramér). Udaje byly ziskany z internetovych vyhledavata Google Earth a

Waterlsotopes.org.

Zemepisna
misto  &ifka [deg] délka [des] nadm. vyska[m] 8 O [%c] & D [%o]

Ceska republika Ceské 48° 587 14= 28" 474 -9 -62
Budéjovice
Eypr pobiezi 35127 33°29° 0 -5.4 -27

Jak je vidét z tabulky 5, srazkova voda na Kypru je obohacenéjsi o t€zké izotopy vody.
,.Vyrobit“ takovou vodu v nasich podminkach bylo nejsnazsi pfidanim ,,t&2ké vody (D,'°O,
99 % deuteria, Sigma — Aldrich, CR) a vody s izotopem '*0 (H,'*0, 60 — 80 % '*0, Ustav
jaderného vyzkumu ReZ a.s., CR) do CB-vody. Vypocet objemt D,'°0 a H,'®0, které bylo
nutné piidat do CB-vody byl vztaZen na jiz zminéné 200 litrové nadrze a vstupni parametry

izotopového slozeni primérné srazkové vody:
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pro vodik: pro kyslik:

Veg =200 L Veg =200 L
Vk=200L Vk=200L
8@32-62%0 8@32-9%0
Ok = - 27 %o Ok = - 5,4 %o

kde V zna¢i objem, & izotopové sloZeni relativné ke standardu (V-SMOW) a indexy CB a
K ¢eskobudé&jovickou, respektive kyperskou vodu. Pro zjisténi mnozstvi tézsiho izotopu

pfirozens se vyskytujiciho ve 200 litrech CB- a kyperské vody bylo pouZito vztahi:

Dep=(Ves/M)' N Reg Dk=(V/M)'N Rk

kde Vi a V¢p znaci pozadovany objem (200 L = 200 kg), R¢p a Rk je pomér atomu tézkého a
lehkého izotopu vodiku nebo kysliku ve vodé pro danou lokalitu (R=D/H pro vodik a
R="20/"°0 pro kyslik), M je molarni hmotnost vody (kg mol™) a N Avogadrovo &islo. Oba
vztahy udavaji pocet molekul vody s jednim atomem tézsiho izotopu (pocet DHO ale obdobné
pro H,'®0) v objemu 200 litra prislusné vody. Pokud od sebe odedteme poéty atomt D ve
vodé kyperské a ceskobudéjovické (Dg-De¢g) a vynasobime M/N, ziskdme hmotnost tézké
vody (resp. jeji objemy Vp a Vigo), kterou je potieba pridat do CB-vody, aby vznikla voda
izotopove blizkéd srazkové vodé¢ Kypru. VyuZzijeme pfitom uz uvedeného vztahu mezi 6 a R

(viz Uvod, kapitola 1. 2.) a hodnot pro izotopovy pomér standardu Rs, kterym je stfedni

oceanska voda (viz kapitola 1. 2.: Rsp = 0,00015, Rs 130 = 0,002):
pro vodik:
Vp =V * Rk — Ve * Res
= Vi * [(6k + 1)* Rs] - Ve * [(8¢s + 1)* Rs]
=200 * [(-27/1000 + 1)* 0,00015] — 200 * [(-62/1000 + 1)* 0,00015]

=200 * 0, 00014695 — 200 * 0, 0001407

=1, 05 * 10~ [kg] = 1,05 [ml]
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pro kyslik:
Viso=Vk * Rk — Ve * Rep
=Vk* [k + 1)* Rs] - Ve * [(8¢s + 1)* Rs]
=200 * [(-5,4/1000 + 1)* 0,002] — 200 * [(-9/1000 + 1) * 0,002]

=200 *0,0019892 —200 * 0, 001982

=1,44 * 107 [kg] = 1,44 [ml]

Pro ptipravu 200 litrG kyperské srazkové vody jsme tedy smichali 1,05 ml D,O a 1,44 ml
H,"*0 s cca 200 litry vodovodni deskobud&jovické vody.

Pro ovéfeni presnosti izotopového kalkulatoru byly také zanalyzovany vzorky vodovodni
vody pochazejici z vesnice Skarinou (Kypr). Vzorky byly odebrany do dvou plastovych lahvi

(0,5 L), skladovany v lednici a analyzovany rok po jejich odebrani.

2. 1. 3. Péstovani rostlin, krmeni

Kazdou se dvou skupin zvifat jsme se snazili krmit stravou izotopové blizkou slozeni
stravy v misté jejich simulovaného vyskytu tj. v Ceskych Bud&jovicich a na Kypru. Proto
jsme rostliny, které jsme péstovali pro zelvy, zalévali upravenou vodou izotopové blizkou
srazkové vodé v oblasti Ceskych Budg&ovic nebo na Kypru. Pro kazdou skupinu byla
zalozena krmné sada v poctu 8 plastovych piepravek (56 x 37 x 27 cm, objem 50 L), které
byly do vice nez pllky naplnény zeminou (Zemina pro travniky, Raselina Sobéslav s.r.o.,
CR). Vsechny ptepravky (16 ks) skrmnymi rostlinami byly umistény po celou dobu
experimentu ve spole¢né sklenikové koji (listopad 2009 — ¢erven 2010) nebo na terase pod
foliovym krytem (kvéten 2009 — zari 2009). Do pfipravenych piepravek byly piesazeny
ktlovité zasobni kofeny pampelisky (smetanky) 1ékaiské (Taraxacum officinale) s mladymi
vzrostlymi vrcholy, které byly za ticelem pokusu odebrany a pieneseny z lokality Borkovicka
Blata. Rostliny v obou sadach byly zalévany pouze pfislusnou izotopové upravenou vodou
(jeji priprava a skladovani viz kapitola 2. 1. 2.). Po opétovném zakofenéni rostlin byly
pampelisky ofezany a nechany znovu obrust. Teprve tyto nové vytvorené listy rostlin byly

pravidelné stfithany a podévany zelvam od cervence do zafi v roce 2009.
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Ke konci zafi roku 2009 byly pampelisky v obou sadach napadeny sktidci a bylo tfeba
rychle najit provizorni zdroj izotopového znaceni. Proto byly Zelvy od ijna do listopadu roku
2009 znaceny pekingskym zelim kupovanym v supermarketu a louhovanym po 24 hodin

v prislusné izotopové specifické vode.

Provizorni zdroj znaCeni byl v prosinci 2009 nahrazen opét pekingskym zelim
(Brassica oleracea var. pekinensis) tentokrate péstovanym piimo ze semene ve skleniku
Katedry fyziologie rostlin JU (Zeli pekingské celorocni Manoko F1, producent semen Nohel
Garden, CR).

2.2. METODY

Pti odbérech, zpracovani a analyzovéani vzorkl na obsah stabilnich izotopd byly pouzity tyto

metody.
2. 2. 1. Odbér a pr¥iprava vzorkii

Odbery vzorkir rostlin. Odbéry rostlinného materidlu pouzivaného pro krmeni zvifat byly
provadény s cilem zjistit izotopové slozeni vody a suSiny v listech jako hlavniho zdroje
vodiku a kysliku pro stavbu téla zivoc¢ichii. Odebirala jsem nahodné ter¢iky z listli za pomoci
korkovrtu o priméru 1em. Kazdy vzorek byl tvoten vzdy 3 listovymi terciky (celkova plocha
9,42 cm?). Teréiky byly vysekany tak, aby neprotinaly Zadné v&tsi cévy, které obsahuji
relativné velké mnoZstvi izotopoveé neobohacené (zalivkové) vody. Pti potfebé minimalné 5-
10 pl listové vody pro trikrat opakovanou izotopovou analyzu na D a '*O, byly 3 odebrané
ter¢iky dostatecnym mnozstvim. Odebrané listové terc¢iky byly ihned vloZeny do hermeticky
uzaviratelnych sklenénych vakuovych zkumavek (Exetainer, LabCo, UK), kde byly uchovany

pro dalsi zpracovani. Exetainery byly skladovany v mrazicim boxu do doby destilace.

Odbeéry vzorkii krunyre. Tyto odbéry jsem provadéla odlamovacim nozem. NoZzem byly
zelvam odfiznuty piresahujici oblasti marginalnich S§titkti. Vzorky byly odebirany do
mikrozkumavek znacky Eppendorf (objem 2 ml — Tento typ byl pouzivan béhem celého

experimentu). Mnozstvi odebiraného keratinu se pohybovalo od 20 do 40 mg.

Priprava vzorkii vody z listu rostlin. Voda byla ze vzorkl rostlin extrahovana kryodestilaci.
Pted samotnou extrakci byly exetainery s odebranymi vzorky temperovany na pokojovou

teplotu. Poté byly jednotlivé otevirany a zasouvany do O-krouzkem tésnénych otvori v
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kovovém bloku. Z druhé strany bloku proti kazdému otvoru s exetainerem byl jest¢ jeden
otvor. Do tohoto otvoru byla ihned po zasunuti exetaineru se vzorkem nasazena prazdna
plastova nadobka (chromatograficka vialka o objemu 2 ml s konickym dnem) také utésnéna
O-krouzky. Jeden blok dovoloval instalaci 12- ti exetainert se vzorky. Kovové bloky byly
poté ze strany exetainerti umistény do topného hnizda a zahfivany na 80 °C, zatimco dna
vialek byla chlazena tekutym dusikem na teplotu pfiblizn€ -20 °C (viz Pfiloha, Obr. 12). Po 5-
ti hodinach kryodestilace ptesla veskerd voda z ter¢ikl listl do vialek termodifuzi. Vialky
s vodou byly uzavieny vicky a umistény do mraziciho boxu, kde byly skladovany az do
provedeni mé&feni izotopového slozeni (detaily konstrukce zafizeni jsou popsany v Santraidek

et al. 2007).

Priprava vzorkii rostlin a krunyri pro analyzu uhliku, kysliku a vodiku (pevné vzorky).
Vzorky pevnych latek, které byly analyzovany na hmotnostnim spektrometru, bylo potieba
vysusit a rozemlyt (zhomogenizovat). Veskeré mleti, které bylo pouzito pii zpracovani
vzorkli, bylo provadéno na oscilacnim kulovém mlynu MM 200 (Retsch, Némecko).
Rostlinné vzorky (ter¢iky po kryodestilaci) byly homogenizovany v mikrozkumavkach se 2
mlecimi wolframovymi kulickami pfi frekvenci 29 Hz po dobu 1 minuty. Vzorky krunyfe od
obou experimentalnich skupin byly mlety také v mikrozkumavkach, pti frekvenci 29 Hz, ale
po dobu 30 minut a se 3 mlecimi wolframovymi kulickami. Stitky z mrtvych exemplaid byly
diky vétsimu mnozstvi materidlu zhomogenizovany v mlecich nadobach s korundovou vyplni
za pomoci korundové koule (frekvence 29 Hz, ¢as 3 minuty). Takto rozemleté vzorky rostlin i
krunyti byly poté navazeny (viz dale) pro analyzu uhliku. Izotopové analyzy kysliku a vodiku
v keratinu krunyfe Zelv a rostlinném materidlu nebyly provadény na pracovisti JU. Vzorky
byly odeslany do laboratoie Iso-Analytical (UK). Z finan¢nich divoda se analyzovaly pouze
vybrané vzorky z druhého a tfetiho odbéru. Pfed samotnym odeslanim bylo tfeba vzorky
pfipravit a navazit. Vazeni vzorki keratinu predchazela sedimentace po sténach
mikrozkumavek rozptyleného keratinového materidlu pomoci etheru. Do kazdé
mikrozkumavky bylo napipetovano 0,9 ml diethyletheru. Po jeho odpateni zistal vzorek
keratinu usazeny na dné. Diky dostatecnému mnozstvi materidlu nebylo tfeba vzorky krunyte
z mrtvych exemplaii podrobit sedimentaci v etheru. Dale byly vzorky urcené k analyzam
vodiku a kysliku suseny v horkovzdusném sterilizatoru SANYO po 3 dny pfi teploté 60 °C a
poté navazeny (Tab. 6). Pfed samotnou analyzou vodiku v keratinu je tieba ustavit rovnovahu

mezi vzorkem a keratinovym standardem o znamé vlhkosti a izotopovém slozeni vodiku (viz
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Uvod, kapitola 1. 3., 1. 6.), tudiz byly stiibrné kapsle s navazkami zaviené pouze provizornd

tak, aby mohly byt v laboratofi Iso-Analytical otevieny.

Navazovani vzorkii a rozpéti hmotnosti navdazek. Navazovani vSech vzorkll pro izotopova
méfeni bylo provadéno na mikrovahdch MT5 (Metler Toledo, Svycarsko). Pro analyzy uhliku
byly vzorky navazovany do cinovych kapsli o rozméru 5 x 9 mm, navazky keratinu urcené
k analyze vodiku a kysliku potom do kapsli sttibrnych (5 x 9 mm). Navazky pro jednotlivé
materidly a izotopy se pohybovaly od 0,2 — 1,1 mg (Tab. 6).

Tabulka 6. Rozpéti navazek pevnych vzorkli pro méfeni jednotlivych izotopi.

hmotnost navazek [mg]

rostliny krunyt
(e 0.35-0.45 0.2-033
50 0.4-0.6 09-1.1
3D 09-1.1 0.9-1.1

2. 2. 2. Izotopové analytické metody

Izotopovd pomérova hmotnostni spektrometrie (Isotope Ratio Mass Spectrometry,
IRMS) je analytickou metodou umoziujici zjistovat izotopové slozeni vzorku. IRMS
spektrometry porovnavaji izotopovy pomeér vzorku se znamym izotopovym sloZenim
standardu (viz Uvod, kapitola 1. 2.). Naprostd vétiina vzorkd byla analyzovéna pomoci
izotopového hmotnostniho spektrometru DeltaPlus XL (ThermoFinnigan, Némecko), ktery
byl pro analyzu pevnych vzorkii piipojen k prvkovému analyzatoru CHNOS Elemental
analyzer vario MICRO cube (Elementar, Némecko) a pro analyzu kapalnych vzorka
k pyrolyza¢ni peci - prvkovému analyzatoru TC/EA Interface (ThermoFinnigan, Némecko).

Pro pftiblizeni nastinim zakladni principy metody.

Vzorek uréeny pro analyzu hmotnostnim spektrometrem musi byt plynny. V ptipadé
jiného skupenstvi musi byt na plynny pieveden v pfidatném zatizeni. Vzniklé jednoduché
plyny (H,, CO, CO,) jsou v iontovém zdroji ionizovany, nasledné jsou v dlouhé evakuované
trubici urychleny vysokym napétim a poté vstupuji do magnetického pole, kde se trajektorie
daného iontu zakfivuje podle jeho hmotnosti a naboje (Obr. 13). Detekce se provadi pomoci

sbérnych kolektorti nastavenych na hodnoty 2, 3 (pro vodik), 28, 29, 30 (pro kyslik v CO) a
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44, 45, 46 (pro uhlik v CO,). Poméry Cetnosti jednotlivych izotopli ve vzorcich se pak
porovnavaji s poméry u laboratornich standardii (se zndmymi, podle IAEA standardi

kalibrovanymi izotopovymi poméry).

o — I
'S

2 3 H,

Shérne kolektory

@ * N0

44 45 46 CO,
lontovy zdroj 28 29 30 CO

Shérné kolektory

Obrazek 13. Princip funkce izotopového pomérového hmotnostniho spektrometru (IRMS).

Piejato a upraveno z Santriiéek 2010.

2. 2. 3. Statistické vyhodnoceni dat

Pro porovnani hodnot 6 v keratinu mezi obéma skupinami po zavérecném odbéru u
vSech tfi izotopl jsem pouzila neparametricky Mann — Whitney U test (ddle M-W test), pfi
srovnani riznych typl potravy potom neparametricky Kruskal-Wallistv test (dale K-W test) a
pro zjisténi mozného vztahu mezi keratinem mrtvych exempladii se zndmou lokalitou ptivodu
a zemepisnou Sitkou jsem pouzila Spearmanovu korelaci. Ke statistickému zpracovani dat byl
pouzit program Statistica 9 (StatSoft, Inc., 1984 - 2010), SigmaPlot a tabulkovy editor
Microsoft Office Excel 2007.
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3. VYSLEDKY

3.1. VODIK

3.1.1.8D v keratinu Zelv, srovnani s 6D pitné vody a vody v krmivu

V obsahu D v keratinu se zelvy obou skupin po ukonceni experimentu neliSily (Tab.
12). Ale s pfihlédnutim k malému poctu dat a vysoké variabilit¢ mezi jedinci je tfeba nahlizet
na vysledky ne jako na skupinu (opakovani), ale je nutné porovnavat izotopové zmény
vyvolané zédsahem u stejného jedince. V ptipad¢ jedinct, u kterych je k dispozici hodnota 6D
vodiku u skupiny Kypr (Tab. 11, Obr. 14). Ve srovnani s pitnou vodou i vodou v potraveé
(listovou) je keratin v obou skupinéch siln¢ ochuzen o D, vice ale u sk. Kypr (Tab. 12). D
vSech druht krmiva (pampelisky, pekingské zeli) se liSila mezi sebou 1 mezi obéma
skupinami, pficemz rostliny zalévané simulovanou ,kyperskou“ vodou byly vzdy
byla -25,1 £ 1,44 %o. Hodnota destové vody, kterou jsem spocitala pomoci izotopového

kalkulatoru, byla -27 %o.
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Tabulka 11. 6D keratinu jednotlivych Zelv obou skupin v druhém (pfedexperimentdlnim) a
tretim (koneéném) odbéru. Do tabulky je také pfidana hodnota rozdilu 6D u vybranych

jedincti mezi druhym a tietim odbérem.

3D [%o]
Rozdily (izotop.
2. odbér 3. odbér posun) 2010 - 2009

zelva skupina  (2009) (2010) [%o]
1 CB -113,32

2 CB -125,40 -124,14 1,26
4 CB 111,41
6 CB -116,18
8 CB 111,11

MM CB -124,07 -120,81 3,26

9V K -120,53 -115,17 8,4
10 K 122,48
11 K -120,18

12 K -119,61 111,21 5,36
13 K -113,12

15 K -114,63 -114,74 -0,11

Tabulka 12. Porovnani dD zalivkové a pitné vody, vody v potravé (souhrnna hodnota vSech

typl krmiva za cely rok experimentu, Ny, = 26 a N¢g = 27) a keratinu krunyie zelv (souhrné

hodnoty za celou skupinu pro 3. odbér: Nk, = 6 a Neg = 6).

CB Kypr
vazeny priumeér sm. odchylka | vazeny priunér sm. odchylka

voda

3D [%o] 67 6 -20 25

median d. kvartil b kvartil median d. kvartil  h. kvartil

voda v potraveé

dD [%o] -14.2 -59 4,7 -5.5 -8 134
keratin

8D [%o] -1148  -1208 -111.4 -1149  -120.2 -113.1
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2. odbér (2009) 3. odbér (2010)
11000 |

-112.00

-114.00

-116.00 1

-118.00

-120.00

6D keratin [%q]

122,00 o MM

-124.00 g 5 e

126.00 + 2. odbér (2009)

m CB - 2. odbér (2010)

12800 ' 4 Kypr sim - 3. odb&r (2010}

Obrizek 14. 3D vybranych Zelv v druhém a tietim odbéru keratinu. Sipkami je znazornéna
zména oD keratinu vyvoland zménou izotopového slozeni potravy a pitné vody u vybranych
jedinct. Znaceni nad Sipkami odkazuje ke konkrétnimu jedinci. Barevné rozliseni doplnéno

v legend¢ obrazku.

3. 1.2.8D zalivkové vody béhem experimentu

V experimentu byla pouzivana pro zalivku krmnych rostlin i pro piti Zelv voda
izotopoveé odlisnd pro obé skupiny zvirat. Nami namichana voda byla zpocatku znacné
ochuzengjsi o D neZ izotopovym kalkulatorem udévany roéni pramér CB i Kyperské vody
(Obr. 15, Tab. 5). To bylo s velkou pravdépodobnosti zpiisobeno sezdnni variabilitou 3D,
protoze v dobé zaloZeni experimentu (nacerpani vody do sudli - kvéten 2009) byla voda
v Rimové jesté z velké &asti tvorena vodou ze snéhu, ktera byva vyrazn& ochuzena o t&zsi
izotop vodiku. Simulovana ,kyperskd“ voda byla vyrazné obohacend v druhé poloviné

experimentu, pravdépodobné v disledku zvyseni davky D,0.
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Obrazek 15. Izotopové slozeni (dD) ndmi michané simulované srazkové vody pouzivané k
zalévani rostlin a jako zdroj pitné vody pro zelvy. Vodorovna Cervena linie udava primeérnou
rocni hodnotu 8D srazkové vody na Kypru vypocitanou izotopovym kalkuldtorem, cCerna
potom primérnou roéni hodnotu 3D srazek pro Ceské Budg&ovice. Modré kosoétverce
schodovité pospojované vodorovnymi liniemi a ptreruSovanou carou zndzoriiuji dD 200 L
zasob (davek) simulované kyperské vody, zelené trojuhelniky potom 8D prubéznych zasob

pro skupinu Ceské Bud&jovice.

3.1.3.8D vody v listech krmnvch rostlin

Zelvy jsem v priibéhu experimentu krmila tfemi typy izotopové upravenych rostlin
(pampelisky, kupované pekingské zeli a péstované pekingské zeli). Porovnani vSech tii typl
krmeni uvniti skupin ukézalo odlignost (pro CB K-W test: N=27, H=23, p=0,00; pro Kypr K-
W test: N=26, H=17, p=0,00), stejn¢ tak porovnani vSech typl mezi skupinami (pro
pampelisky M-W test: N=14, Z=3,07, p=0,00; pro louhované zeli M-W test: N=22, Z=3,94,
p=0,00; pro zeli M-W test: N=17, Z=3,42, p=0,00), pfi¢emz rostliny zalévané simulovanou

vvvvv

zalévanym vodou ¢eskobudéjovickou (Obr. 16a).
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Obrazek 16. Hodnoty 6D ve vodé¢ v listech u jednotlivych typli krmiva podavaného zelvam
v pribshu experimentu u obou skupin: Kypr (a), Ceské Bud&jovice (b). Vodorovné linie
udavaji primérné ro¢ni hodnoty 8D vypocitané izotopovym kalkulatorem pro Kypr, resp.
Ceské Budgjovice. Malé &tverecky ukazuji median, obdélnikové boxy 25%-75% kvartil a

usecky rozsah neodlehlych hodnot.
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3. 1. 4. 8D mrtvych exemplaiu s doloZzenym mistem puvodu

Nejvice obohacené o D se ukézalo zviie piivodem z Recka (-100,9 %o), nejochuzengjsi naopak
jedinec (CR1) pochézejici z Ceské republiky (-116,05 %o) (Obr. 17). Dalsim dileZitym
vysledkem je také statisticky priitkazna korelace 8D keratinu mrtvych exemplaii a zemépisné

sitky (Spearmanova korelace: N= 6, R=-0,811, t (N-2)=-2,779, p= 0,05; obr. 18).

-100

T. marginaia
102

-104 T. praeca

-106

o]

= 108 } ]
5 T. graeca

110 + T. praeca

oD keratin

412 }
114 |

118 | m T. horsfieldi

-118

Maroko Recko Bulharske Rumunsko CR1 CR2

lokalita plvodu exemplafe

Obrazek 17. oD keratinu mrtvych exemplaiti suchozemskych Zelv rtznych druhii a

zemé&pisného plivodu.
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Obrazek 18. Korelace oD keratinu mrtvych exemplait

zemépisné Sitky byly ziskdny z internetového vyhledavace
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3.2. KYSLIK

3.2.1.8"%0 v keratinu zelv, srovnani s 5'%0 pitné vody a vody v krmivu

Stejné jako v ptipadé¢ vodiku se skupiny zelv mezi sebou na konci experimentu nelisily
ani v '*O (Tab. 14), ale byla vyrazna variabilita mezi jedinci. Proto je tieba se zamdfit na
izotopovy posun vyvolany u konkrétniho jedince. U jedincti, u kterych je k dispozici hodnota
kysliku, ve vétsi mitfe opét u skupiny Kypr (Tab. 13, Obr. 19). Keratin byl v porovnani se
zalivkovou vodou obohacen v pruméru o 26,2 % a v porovnani s vodou v listech v priméru o
16,55 %o (Tab. 14). Primérny obsah kysliku v keratinu krunyie Zelv byl 20,7 %. Porovnéani
vody ze viech ti typd krmeni uvnitf skupin ukézalo odlignost v '*0, ovsem pri
meziskupinovém porovnavani se od sebe prikazné liSilo pouze louhované zeli. Rostliny
(Obr. 21). 80 vodovodni kyperské vody byla -5 + 0,12 %o. Pro srovnani opé&t uvedu
praumérnou rocni hodnotu srazek spocitanou pomoci izotopového kalkulatoru, ktera byla -5,4

%0.
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Tabulka 13. 5'°0 keratinu jednotlivych Zelv obou skupin v druhém (pfedexperimentalnim) a
tietim (kone¢ném) odbéru. Do tabulky je také piidana hodnota rozdilu 8'°0 u vybranych

jedincti mezi druhym a tietim odbérem.

880 [%o]
2. odbér 3.0odbér  Rozdily (izotop. posun)
zelva skupina 2009 2010 2010-2009 [%o]
1 CB
2 CB 15,44 19,83 4,39
4 CB 21,42
6 CB 16,43
8 CB 18,71
MM CB 16,56 16,56 -2,15
A K 17,21 17,60 0,39
10 K 17,50
11 K 18,31
12 K 16,96 19,18 2,23
13 K 21,58
15 K 17,22 20,11 2,89

Tabulka 14. Porovnani 5'*0 zalivkové a pitné vody, vody v potravé (souhrnna hodnota vech
typii krmiva za cely rok experimentu, Ny, = 30 a N¢g = 26) a keratinu krunyfe Zelv (souhrné

hodnoty za celou skupinu pro 3. odbér: Nky,r = 6 a N¢g = 5).

CB Kypr
vazeny priumer sm. odchylka | vazeny prameér sm. odchylka

voda

5 0 [%o] -10 1,7 X 48

median d. kvartil  h. kvartil median d. kvartil  h. kvartil

voda v potfravé

5 0 [%] 2 -9 3.8 2.3 43 3,7
keratin
3 "0 [%o] 18.7 16.6 19.8 18,7 17.6 20.1
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Obrizek 19. 3'°0 vybranych Zelv v druhém a tietim odbéru keratinu. Sipkami je zndzornény
izotopovy posun kysliku vyvolany zménou izotopového slozeni vody v potrave a pitné vody u
vybranych jedinci. Znaceni nad Sipkami odkazuje ke konkrétnimu jedinci. Barevné rozliSeni

doplnéno v legend¢ obrazku.

3.2.2.5"%0 zalivkové vody béhem experimentu

[zotopové slozeni namichané simulované srazkové vody pouzivané k zalévani rostlin a

jako zdroj pitné vody pro zelvy jsou zobrazeny v obrazku 20. Voda, odlisna pro obé skupiny,

v v v

udavanému roénimu priméru §'°0 (Obr. 20, Tab. 5). Vysvétleni je nejspi§ stejné jako

v ptipadé vodiku.
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Obrazek 20. Izotopové slozeni (8'°0) nami michané simulované sraZkové vody pouZivané k
zalévani rostlin a jako zdroj pitné vody pro zelvy. Vodorovna ¢ervena linie udava primérnou
ro¢ni hodnotu 80 srazkové vody na Kypru vypo&itanou izotopovym kalkuldtorem, ¢erna
potom primérnou roéni hodnotu 80 srazek pro Ceské Budgjovice. Modré kosoétverce
schodovité pospojované vodorovnymi liniemi a pferuovanou arou znazoriuji %0 200 L
zasob (davek) simulované kyperské vody, zelené trojihelniky potom 8'°0O priib&Znych zasob

pro skupinu Ceské Bud&jovice.

3.2.3.5"%0 vody v listech kemnvch rostlin

Porovnéni 8'"*0 viech ti typd krmeni (pampelisky, louhované p. zeli i p&stované p.
zeli) uvniti skupin ukézalo prikaznou odlisnost (pro CB K-W test: N=26, H=22, p=0,00; pro
Kypr K-W test: N=30, H=23, p=0,00). P¥i porovnani 8'*O viech typii potravy mezi skupinami
se od sebe statisticky vyznamné liSilo pouze louhované zeli (pro pampelisky M-W test: N=18,
7=0,54, p=0,59; pro louhované zeli M-W test: N=22, Z=3,55, p=0,00; pro zeli M-W test:
N=16, Z=-0,37, p=0,71). Prikaznd odliSnost pouze v piipadé¢ louhovaného zeli byla

pravdépodobné déana tim, ze zeli bylo po 24 hodin v rovnovaze s piislusnou izotopoveé
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odlisSnou vodou. Rostliny zalévané simulovanou “kyperskou” vodou (Obr. 21a) byly vzdy
obohacen&jsi o 'O nez rostliny zalévané vodou &eskobud&jovickou (Obr. 21a). Hodnoty
vazeného priméru pro pouzivanou vodu a medidnu pro krmné rostliny jsou uvedeny v tabulce

14.

6 : : '
s @ {1 b
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| ==
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T |
< ] $ %
| 1 -
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= i 3 I J‘
= e : : . - . :
pampelisky  louhovane zeli zeli pampelisky  louhovane zeli zeli
> kypr “ch

Obrizek 21. Hodnoty 5'°0 vody obsazené v jednotlivych typech krmiva podavaného Zelvam
v prib&hu experimentu skupiny: Kypr (a) a Ceské Bud&jovice (b). Vodorovné linie udavaji
primémé roéni hodnoty 8'*0 srazkové vody vypogitané izotopovym kalkulatorem pro Kypr,
resp. Ceské Budgjovice. Malé &étverecky ukazuji medidn, obdélnikové boxy 25%-75% kvartil

a usecky rozsah neodlehlych hodnot.
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3.2.4.5 %0 mrtvych exemplait s doloZenym mistem pavodu

A4

(24,83 %o), nejochuzengjsi naopak jedinec (CR2) pochézejici z Ceské republiky (21,37 %o).
Hodnoty 8'*0 keratinu viech mrtvych exemplafd jsou znazorndny na obrazku 22. Na rozdil
od 8D, nebyl vliv lokality reprezentovany zemé&pisnou $itkou na 8'°O keratinu krunyfe
analyzovanych zelv prikazny (Spearmannova korelace: N= 6, R= 0,638, t (N-2)= -1,656, p=
0,173).

Dalsim zajimavym zji§ténim je také korelace mezi 8D a 8'°0 v keratinu: obohaceni o
D je provéazeno obohacenim v obsahu '*0. Ochuzené v obou izotopech byvaji lokality piivodu
s vy$$i hodnotou zemépisné Sitky (Spearmanova korelace: N= 5, R= 0,9, t (N-2)= 3,58, p=
0,04; Obr. 23).
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210t B 7 oogeca T horsfield
' T. graeca

25

200
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Obriazek 22. §'°0 u mrtvych exemplafi suchozemskych Zelv riznych druhi Zelv a pivodu.

Kazdy bod ptedstavuje jednoho jedince analyzovaného z jednoho odbéru keratinu krunyfe.
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Obriazek 23. §'*0 a 8D keratinu krunyfe mrtvych exemplait Zelv riiznych druhd a mista
pivodu. Recko je predstavovano druhem 7. marginata, Bulharsko, Maroko a Rumunsko
druhem 7. graeca. Bod reprezentujici Ceskou republiku (CR) vznikl primérem hodnot &

jedinct CR1 (T, graeca) a CR2 (T. horsfieldi).
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3.3. UHLIK

3.3.1.8"C v keratinu zelv, srovndni s & BC krmiva

Rozmezi §"°C v keratinu krunyie Zelv u obou skupin se pohybovalo od -25,2 do -27,8
%o, hodnota medianu byla u odbéru na konci pokusu stejna (-26,4 %o) u obou skupin (Obr. 24,
25, Tab. 15). Rostliny pouzité ke krmeni mély 8'°C v rozmezi od -23,7 do -36,2 %o (Obr. 26).
V porovnani s pomérem stabilnich izotopt uhliku u krmnych rostlin, byl keratin krunyie zelv
u obou skupin vzdy obohacengjsi o °C (Tab. 15). Rozdil "*C mezi tkani zvifat (keratinem) a
potravou (rostlinami) u obou skupin byl piiblizné stejny: keratin byl o cca 4 — 5 %o
obohacengjdi o *C (Tab. 15). "°C v keratinu krunyfe Zelv se mezi jednotlivymi odbéry
prukazné lisi (pro CB K-W test: N=24, H=7,55, p=0,02; pro Kypr K-W test: N=26, H=7,88,
p=0,02). Po zavére¢ném testovani rozdilu mezi hodnotami &°C keratinu ve tfetich
(kone¢nych) odbérech Ize konstatovat, Ze se ob¢ skupiny zelv mezi sebou nelisily (M-W test:

N=12,Z=0,08,p=0.,9).

Tabulka 15. Porovnani §“C krmiva (souhrnnid hodnota vSech typG krmiva za cely
experiment: Ngy,r = 33 a N¢g = 33) a keratinu krunyfe zelv (souhrné hodnoty za celou
skupinu pro 3. odbér: Nky,= 6 a Neg = 6) u obou skupin zvifat zahrnujici také hodnotu

rozdilu keratin - potrava.

CB Kypr
median  d. kvartil h. kvartil] median  d. kvartil h. kvartil
potrava
5 1C [%o] -30.7 332 256 31.4 322 252
keratin
5 1C [%o] 26.4 26.6 26.2 26.4 -26.6 262
rozdil
keratin - potrava
[%o] 43 5
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Obrizek 24. Hodnoty 8'°C v keratinu Zelv skupiny Kypr pro jednotlivé odbdry v pribshu
pokusu. 8"°C krmiva, které se pouZivalo mezi Gervnem 2009 a &ervnem 2010 je uvedeno
v obrazku 25a. Malé ¢tverecky ukazuji median, obdélnikové boxy 25%-75% kvartil a usecky

rozsah neodlehlych hodnot.
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Obrizek 25. Hodnoty 8"°C v keratinu Zelv skupiny Ceské Bud&jovice pro jednotlivé odbéry
v pritbéhu pokusu. 8'°C krmiva, které se pouZivalo mezi Eervnem 2009 a ervnem 2010 je
uvedeno v obrazku 25b. Malé ¢tverecky ukazuji median, obdélnikové boxy 25%-75% kvartil

a usecky rozsah neodlehlych hodnot.
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Obrizek 26. Hodnoty 8°C jednotlivych typt krmiva podavaného Zelvam v priibhu
experimentu u obou skupin: Kypr (a), Ceské Bud&jovice (b). Malé &tvere¢ky ukazuji median,

obdélnikové boxy 25%-75% kvartil a usecky rozsah neodlehlych hodnot.

3.3.2.8 B¢ mrtvych exemplait s doloZenym mistem pavodu

Vv w7

%o), nejochuzendjsi naopak jedinec (CR1) pochézejici z Ceské republiky (-27,9 %o). Hodnoty
8" C keratinu viech mrtvych exemplafd jsou zndzornény v obrazku 27. PiestoZe z obrazku 27
jsou viditelné rozdily mezi exemplari zelv pochdzejicich z riiznych geografickych lokalit,
nebyla nalezend prikazna korelace mezi 8'"°C keratinu krunyfe a zemdpisnou Sitkou
(Spearmanova korelace: N= 7, R= 0,252, t (N-2)= 0,583, p= 0,585). Velky izotopovy rozdil

mezi obéma jedinci z Ceské republiky je diskutovan dale (Diskuze, kapitola 4. 4.).
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Obrazek 27. 8°C mrtvych exemplaiti suchozemskych Zelv (v&etnd jedince s pivodem

neznamym) ve vztahu k lokalité ptivodu.
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4. DISKUZE

4. 1. Vodik

Izotopové analyzy vodiku v pitné a zalivkové vod¢, vodé v krmnych rostlinnach a v
keratinu krunyit Zelv piinesly Ctyfi zajimava zjisténi. Dale je budu rozebirat a diskutovat

v nasledujicich odstavcich.

1. V simula¢nim experimentu s obohacenou ,,kyperskou* vodou se nelisil obsah deuteria
v keratinu zelv mezi kyperskou a ¢eskobudéjovickou skupinou. OvSem pii zaméteni

na izotopovy posun u konkrétniho jedince, byli jedinci skupiny Kypr ve vétSiné

vvvvv

2. Ve srovnani s vodou (zalivkovou i v listech) je keratin obou skupin Zelv silné¢ ochuzen

o deuterium.

3. Obsah D ve vodé v potravé se vyznamné lisil mezi pampeliSkami, pekingskym i
lohovanym p. zelim v ramci jedné skupiny (zalévané stejnou vodou). Podobné pii

porovnani stejnych typli potravy mezi skupinami; ,Kyperské“ rostliny byly

vvvvv

4. Keratin krunyii mrtvych exemplait pochazejicich z riznych geografickych lokalit se

vvvvv

Fox et al. (2007) ve své praci porovnaval dvé rizné skupiny vzorkil pefi patiici
jednomu jedinci cirky sibifské. Jednu skupinu tvofilo pefi vzniklé na rodné lokalité
(pravdépodobné Sibif), druhou pak pefi vyrostlé na zimovisti (pravdépodobné Dansko).
Rozdil v deutériu mezi pta¢im peiim rostlym na rodné lokalit¢ a opefenim zimnim byl 54,2
%0. Uvedeny rozdil opravdu naznacuje pohyb ¢irky mezi dvéma zemépisnou Sitkou se lisicimi
oblastmi. Kelly er al. (2008) se pokusil pomoci 8D potvrdit nebo vyvratit udavany
geograficky ptivod dvou poddruhti stehlikii. Rozdil mezi 8D mezi obéma poddruhy byl 25 %o.
Po nésledném porovnani hodnot 8D s izotopovymi mapami (Hobson ef al. 2004) se udavany
puvod potvrdil. Analogicky v mém experimentu jsem se pokusila izotopové upravenou
stravou rozlisit dvé skupiny suchozemskych Zelv. Na konci experimentu se vSak skupiny mezi

sebou neliSily. Vysvétlenim absence rozdilu mezi experimentalnimi skupinami u Zelv a také
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vyrazného ochuzeni o D v keratinu proti vodé v potravé by mohly byt alternativni zdroje
vodiku anebo inkorporace vodiku do cilové tkané (keratin). Zdrojem vodiku je voda v potravé
(6D= cca -15 az +15 %o), voda atmosférickd vyménovana dychanim a povrchem téla (mize
byt siln¢ ochuzend, u nds 6D= kolem -100 %o) a vodik v organickych latkdch z potravy, ktery
se asi piili§ neméni ve srovnani s vodou v listu. Zastoupeni jednotlivych zdroji vodiku a
jejich promitnuti do celkové hodnoty 3D tkané je zatim predmétem studia. Doucett et al. 2007
pfipousti, ze inkorporace stabilnich izotopii vodiku do Zivoc¢isnych tkani je komplexni proces
a my jsme zatim na zacatku jeho porozuméni. Vime malo, jestli existuje néjaka frakcionace
béhem syntézy biomolekul zprekurzorti a télni vody, a velice mélo vime o reletivnim
ptispévku vodiku ve vodé¢ vtele a zpotravy do celkového mnozstvi vodiku vazaného
v biomolekuladch. Hobson & Wassennar (1997) udéavaji téméf nulovy rozdil mezi potravou a
keratinem peii ptaki a tim paddem za nejvyznaméjSi zdroj izotopového signalu (d) a
samotného vodiku povazuji srazkovou vodu dané lokality. Podobného nazoru je také Miller
(1988), Estep & Dabrowski (1980) a Cormie et al. (1994a). Tomuto tvrzeni oponuji prace
DeNira & Epsteina (1981) a Hobsona et al. (1999b). Hobson et al. (1999b) ve své praci na
kiepelkdch dokazuje, Ze jen 26-32 % vodiku v keratinu pochéazi z pitné vody. Na zaklad¢
vysledki analyz stabilnich izotopii vodiku u experimemnalnich Zelv jsou pii syntéze keratinu
krunyie podle mého nazoru zdroji izotopového signalu vodik v organické hmoté¢, kterou
zvitata konzumuji, a ¢asteéné asi i vzdusna vlhkost (Obr. 28B).V analogii s keratinem Zelv,
roli v utvareni izotopového signalu keratinu vlasu lidi hraje parametr, ktery Ehleringer et al.
(2008) ve své praci nazyva jako ,kontinentalni supermarket a ktery ukazuje izotopové
slozeni vodiku v potravé obyvatel USA. Diky existenci a obchodni politice fetézcli organizaci
prodavajicich potraviny je pak hodnota 8D nezavisld na lokalit¢ ndkupu a konzumace (6D= -
115 %o). Vice zdroji vodiku nez pouze pitnd voda a voda v rostlinach je pravdépodobné
divodem, pro¢ se mezi sebou skupiny na konci experimentu neliSily. Druhym moznym
feSenim by mohla byt druhovd a metabolickd odliSnost. Mira, jakou zvifata inkorporuji
izotopovy signal potravy a vody do svych tkani se li$i napfi¢ rliznymi organismy a je také
rtizna u rtiznych tkani u jednotlivce (Hobson & Clark 1992a, b, Martinez del Rio et al. 2009).
Je vysoce pravdépodobné, ze pii vysSim poctu jedincti bychom dosahli statiticky vyznamného
rozdilu mezi obéma skupinami, piesto si myslim, Ze je dilezité¢ nahlizet na jedince v obou
skupinach ne jako na ,,opakovani®, ale jako na jednotliva individua. Tfetim a poslednim
vysvétlenim absence rozdilu, které mé napada pfi listovanim literaturou, zamétenou prevazné

na teplokrevné vyssi obratlovce (Fox et al. 2007, Kelly et al. 2008, Cormie et al. 1994a, Estep
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& Dabrowski 1980), je, ze by mohl existovat rozdil mezi izotopovou inkorporaci u

endotermnich a exotermnich zivoc¢ichu.

Zajimavym vysledkem je také odlisnost 3D obou typi péstovanych krmnych rostlin.
Odpovéd’ je tieba hledat ve zplisobu péstovani rostlin a snim spojenymi faktory,
ovlivitujicimi 8D vody v listech rostlin (Santrii¢ek er al. 2007, Bulickova 2006, Wang &
Yakir 2000). Voda v kofenech rostlin (hlavné bylin, které maji kofeny v povrchové vrstvé
pudy) je izotopove blizka srazkové vode, voda v listech je jiz vyrazné izotopoveé obohacend
oproti srazkové vodé (Santriiéek et al. 2007). Béhem fyzikalniho procesu vyparu (evaporace)
a tedy 1 béhem transpirace v listech se rychleji vypafuji molekuly vody obsahujici leh¢i
izotopy, 'H a '°0, nez molekuly vody skladajici se z izotopt t&Zsich, D a '*O. Proto je voda
obohaceni zavisi na rychlosti vyparu spoluuré¢ované vlhkosti vzduchu a teplotou listu (Craig
et al. 1963). Pampelisky byly péstovany zhruba od kvétna do zaii 2009 na venkovni terase.
s dal§im priabéhem 06D analyzované vody, coz bylo pravdépodobné zptlisobeno sezonni
variabilitou izotopového sloZeni vodiku v nadrzi Rimov. Pekingské zeli bylo péstovano ve
V kombinaci s venkovnim péstovanim a s nim spojenou niz§i okolni teplotou lze tedy
vysvétlit rozdil mezi ochuzenéjsim 6D pampeliSek v porovnani s obohacenéjSim oD
vodiku ,kyperskych® rostlin oproti rostlindm ,,Ceskobudéjovickym* je s velkou

pravdépodobnosti zplisobend obohaceng;jsi ,,kyperskou* zalivkovou vodou.

Ve vétsing praci zabyvajicich se studiem stabilnich izotopti vodiku ve vztahu ke
geografickému puavodu rostlinnych 1 Zzivoc¢iSnych produkti (Ehleringer et al. 2008,
Chamberlain et al. 1997, Hobson et al. 1999b, Hobson & Wassennar 1997, Grocke et al.
2006, Hobson et al. 2004) autofi referuji o méné ¢i vice silné korelaci mezi 6D srazkové vody
dané lokality a dD tkan€ (Zivocisné nebo rostlinné) pochazejici z této lokality. Ve své praci
nemohu tuto hypotézu ovéfit, protoze nevim kde presné zvife zilo. Pfesto mi pfijdou vysledky
analyz stabilnich izotopli vodiku v keratinu krunyie mrtvych zelv s dolozenym plivodem
velice zajimavé. Pti pohledu na obrazek 18 je ziejmé, Ze obsah deutéria klesd spolecné se
stoupajici zemépisnou Sitkou. Vyjimkou je jedinec pochazejici z Maroka, jehoz 6D keratinu

v v v

severngji.
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4. 2. Kyslik

Stejné jako tomu bylo v ptipadé vodiku, také izotopové analyzy kysliku z vody, vodé
v rostlindch a keratinu krunyid Zelv pfinesly né€kolik zajimavych zjisténi. Déle je budu

rozebirat a diskutovat.

1. V simulanim experimentu se znadenou vodou se neliil obsah '*O mezi kyperskou a
ceskobudéjovickou skupinou. Pokud se ovSem zaméfime na izotopovy posun u

A4

vodiku nez jedinci skupiny ¢eskobudé&jovické.

4 r . . . . . . 18
2. Ve srovnani s pitnou vodou i vodou z rostlin (krmiva) je keratin obohacen o "O u

obou skupin.
3. Obsah kysliku v keratinu krunyie zelv je 20,7%.

4. Keratin krunyii mrtvych exemplarti pochdzejicich z riznych geografickych lokalit
nekoreloval se zemépisnou Sitkou, vykazoval ale (statisticky nevyznamnou) tendenci

podobnou jako u D.

5. Obsah 'O se vyznamné ligil u obou typt péstovanych krmnych rostlin v ramci jedné

skupiny. Pii porovnani jednotlivych typi potravy mezi skupinami se mezi sebou lisilo

vvvvv

A4

v porovnani s vodou z krmnych rostlin). Podobné hodnoty udavaji také Longinelli (1984),
ktery studoval izotopové sloZeni krve a kosti u lidi a prasat. Obohaceni u kosti (kyslik v PO,
) lidi oproti srazkové vode€ udava 25,2 %o a u prasat 23,9 %.. Hobson et al. (2004) studoval
sttedoevropské ptaky. Keratin v pefi ptakd byl oproti mistni srazkové vodé obohacen o 20,2
%0. Dalsim, kdo studoval stabilni izotopy kysliku v Zivo¢isné tkani, byl Wooller ef al. (2004),
ktery udava obohaceni chitinu oproti zdrojové vodé o 24,7 %o u larev pakomart. Vysvétlenim
kterych je pomér stabilnich izotopi kysliku zavisly principidlné na velikosti téla. Ve své studii
ale pravdépodobné zapomnéli vzit v ivahu velice dulezity parametr, a to pomér denniho

obratu vody vztazeny k vydeji energie (water economy index, Nagy & Peterson 1988).
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Prestoze vétsi zvifata by mohla byt méné schopna zadrzovat vodu v porovnani s zivocCichy
mens$imi (jak navrhuji ve své studii Bryant & Frohlich 1995), rozptyl u riznych zivocicht je
extrémni (Nagy & Peterson 1988). Nejjednoduseji feceno, nékteti zivocichové nemusi pit
(ptimorozec, 200 kg), jini piji jednou za n¢kolik dni (husa, 30 kg) a ostatni musi pit kazdy den
(¢lovek, 70 kg). Co se tyce suchozemskych Zelv, potieba piti je predmétem Castych diskuzi. I
kdyz piiklady obrovskych a slonich Zelv prevazenych namoiniky v podpalubi lodi, kde i
nékolik mésict prezivaly bez jakékoli potravy i vody, ukazuji, Ze tato potieba neni velka,
nelze souhlasit s tvrzenim, Ze tyto zelvy pit nepotiebuji (Zych 2006). V idealnich podminkach
piji terestrické zelvy minimalné. ZvySeny piijem vody indikuje vzdy bud nevyhovujici
podminky, nebo nemoc zvitete. Jednim z nejodolnéjSich druhli viibec z tohoto pohledu je
zelva stepni (Testudo horsfieldi) ktera preckava az devét mésict v hibernaci a v podminkach
polopousté se 1 v sezon¢ dostane k vode jen ojedinéle. Suchozemské Zelvy proto s vodou
velmi dobte hospodaii. Pokud maji pici, ¢i salat - a pampeliskové listi jim Casto velmi chutna
- nepiji, nebot’ jsou vodou z krmeni zcela saturovany. Za suchého a teplého pocasi se
zahrabavaji do substratu alesponl tak, aby mékké casti téla byly co nejvice ve vlhku pod
povrchem pudy. PiebyteCnou vodu zadrzuji v andlnim vaku, zné&jz ji Cerpaji v obdobi
opravdového nedostatku. Andlni vak pak vyprazdiuji nejcastéji za siln€jsiho desté, pii pareni
nebo na svoji obranu. V ptipadé zizn¢ zelvy ve volné ptirodé bud’ v desti chytaji jednotlivé
kapky do oteviené tlamy, nebo vyhledavaji louze, ze kterych piji. Samostatnou kapitolou jsou
mlad’ata, kterd jsou velmi citliva na dehydrataci. Mladé zelvy pftijimaji vodu celym povrchem
téla, takze k dostatecnému piisunu tekutin jim stac¢i nocni nebo téméf celodenni pobyt ve
vlhkém substratu. (Tichy, emailovd komunikace, dostupné také online na http://www. sci.

muni.cz/botany/salicornia/piti.htm).

Na zaklad¢ fyziologickych vlastnosti rostlin a zivocichil 1ze tedy podle Kohna et al.
(1996) cekavat, ze zivocichové s mensim obratem vody v téle budou mit pomér stabilnich
izotopt kysliku vychylen ve prospéch '*0, protoZe ziskavaji vice vody z izotopové obohacené
potravy a méné pitim vody z izotopové ochuzeného zdroje. Dle mého nazoru hlavnimi zdroji
izotopového signalu kysliku v keratinu krunyfe Zelv by mohly byt kyslik z listové vody,
kyslik z konzumované organické hmoty a atmosféricky kyslik (5'0 = 23,5 %o, Dole et al.
1954) (Obr. 28A). Vyznamnym faktorem, ktery pfispiva ke zjisténému obohaceni keratinu o
80 je asi obohaceni o 'O pii vyméné karbonylového kysliku b&hem syntézy keratinu

(DeNiro & Epstein 1979).
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Obrazek 28. Schématické znazornéni predpokladanych zdrojt kysliku (A) a vodiku (B) pfi
syntéze keratinu spole¢né s jejich hodnotami 8'®0 a 8D pro ob& skupiny experimentalnich
zelv. Pro A: 80 = 23,5 %o je hodnota pro atmosféricky kyslik. Pro B: 8D pro vzdusnou
vlhkost se pohybuje od -80 az do -100 %eo.
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Obsah kysliku v keratinu krunyte Zelv byl 20,7%. Alibardi & Toni (2006) ve své praci
uvadéji, ze keratin krunyte zelv by mél byt z velké Casti tvotfen sekvenci aminokyselin ve
slozeni prolin-glycin-tyrosin. Po sumarizaci chemickych prvkl tvoficich tyto aminokyseliny
lze tedy ptedpokladat, ze keratin krunyie Zelv je tvofen z 52 % uhlikem, z 30 % kyslikem,
z 11 % dusikem a ze 7 % vodikem. Vysvétlenim by podle mého ndzoru mohlo byt sloZeni
udavané trio aminokyselin, dale také nizsi presnost méteni obsahu kysliku v organické hmot¢.
V literatuie jsem nenasla zadnou dalsi praci zabyvajici obsahem kysliku v keratinu krunyte
zelv, nemohu tedy sviij vysledek s ni¢im dalSim porovnat.

Z hlediska stabilné izotopovych praci je dulezité se zabyvat nejen celkovym obsahem
prvka (O, H), ale 1 jejich frakcemi, které se postsynteticky vyménuji s okolim. Karboxylové
skupiny aminokyselin mohou vymeénovat O i H s vodou (kapalnou i plynnou) zatimco vazba
C-H vyménu kysliku neumoziuje (Preston 1992). Podobné, karboxylovd skupina (C=0)
dovoluje vyménu kysliku s vodou a sulthydrylové skupiny a amidoskupiny umoziiuji vyménu
H (Ehleringer et al. 2008).

Na rozdil od analyz stabilniho izotopu vodiku se v obsahu '*O mezi sebou mrtvé
exemplafe s dolozenym mistem plivodu prikazné neliSily. Nabizi se nékolik vysvétleni proc¢
mé 8D siln&jsi rozlisovaci schopnost nez 8'0. Zdroj a specifické inkorporovani kysliku do
zivociSnych tkani mize byt komplexnéjsi nez v ptipadé vodiku. Je zde také pomérné vice
zdroji kysliku (kromé vody a potravy také vzduch) a na druhé strané také moznosti, kde
zivoc€isny organismus muze kyslik vyloucit (kromé moci a potu, kde odchazi i vodik ve vodé,
také vydechované CO,). Dalsim vysvétlenim mizZe byt nizké rozpéti hodnot 'O v porovnani
s 8D. Napiiklad pro Evropu je udavané rozpéti primémych roénich hodnot 8'*0 ve srazkové
vode¢, -2 az -21,9 %o, zatimco v piipadé vodiku -8 az -167 %o (Ptiloha, Obr. 29). Jinymi slovy
feceno, potencial urdit geograficky ptvod je n&kolikrat vyssi pro 8D nez 8'°0 (Hobson et al.

2004).

Stejné jako v piipadé stabilnich izotopti vodiku, vysvétlenim rozdilu mezi obéma typy
péstovanych krmnych rostlin je zplisob péstovani a faktory ovliviiujici izotopové slozeni vody
v listu (viz Diskuze, kapitola 4. 1.). V pfipad¢ prikazného meziskupinového rozdilu u
louhovaného zeli se podle mého nézoru jedna o vysledek ocekavany, velice zvlastni vSak je
absence prikazného rozdilu pfi meziskupinovém porovnani obou typu péstovanych rostlin.
Vysvétlenim, které mé& napadd, by mohl byt opét nizs$i rozliSovaci potencial kysliku

v porovnani s vodikem (viz vyse).
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4. 3. Vodik a kyslik

Podle mého nazoru velice zajimavého a dilezitého vysledku bylo dosazeno kombinaci
8D a 8'0 keratinu mrtvych exemplafi Zelv s dolozenym ptivodem. Uzkou korelaci mezi
obéma veli¢inami zjistili Ehleringer et al. (2008) v keratinu vlasi obyvatel riznych mést
nap¥¢ Spojenymi staty (Obr. 30). Korelaci 8D a 6'°0 vyuzili také Fox et al. (2007) ve své
praci, ve které se pokusil urcit ptivod jedince ¢irky sibifské (viz kap. 4. 1.). Obdobné by se
dalo postupovat v ptipadé mrtvych exemplaiti zelv. Z obrazku 17 i 22 je jasn€ patrny rozdil

mezi zvifaty pochédzejicimi z Ceské republiky a Zelvou pivodem z Recka.

Na tomto misté se nabizi moznost srovnani vysledkt analyz stabilnich izotopt kysliku
a vodiku pro experimenalni (zivd) a mrtva zvifata s dolozenou lokalitou piivodu. Dvé
experimentalni skupiny zivych zvifat se mezi sebou na konci experimentu nelisily, ale, jak je
vidét z obrazku 23, mrtvé exemplafe uz ano. Utvéfeni izotopového signalu v keratinu krunyte
zelv je tedy s velkou pravdépodobnosti ovlivnéno nejenom pitnou vodou a vodou v rostlinach,
ale také dalsimi faktory spojenymi s konkrétni lokalitou (charakteristické atmosférické
vlastnosti, vzdusna vlhkost), které nejsme schopni nasimulovat a které také rozhoduji o

izotopovém sloZeni vody v listech rostlin.
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Obrazek 30. Korelace izotopového poméru vodiku (hydrogen isotope ratio) a izotopového
poméru kysliku (oxygen isotope ratio) ve vod¢ z tadu (tap water) a keratinu z vlast (hair)

odebranych v 18-ti méstech napti¢ Spojenymi staty (Ehleringer ez al. 2008).
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4. 4. Uhlik

Stejné jako v pfipad¢ izotopt vodiku a kysliku také izotopové analyzy uhliku pfinesly

uréita pozoruhodna zjisténi, kterd budu podrobnéji diskutovat v nasledujicich odstavcich.

1. V simula¢nim experimentu se znacenou vodou se neliil obsah *C mezi skupinou CB
a Kypr ani v potravé (listech rostlin), ani v keratinu krunyte Zelv.

2. Keratin krunyfi byl obohaceny o ">C ve srovnani s rostlinnou potravou (vaZenym
primérem °C v listech).

3. Obsah "°C se vyznamns ligil u jednotlivych druht pouzité potravy (druhii rostlin).

4. Keratin kruny¥a mrtvych exemplafd s riiznou lokalitou ptivodu se vyrazng ligil v 8"°C.

V pribéhu experimentu jsme pouzivali pro obé skupiny stejné druhy rostlin (C;
rostliny), které byly péstované ve stejnych atmosférickych, teplotnich i1 vlhkostnich
podminkéach. Neni tedy piekvapenim, Ze se skupiny mezi sebou nelii v obsahu *C ani ve
vyp&stovanych rostlindch ani v obsahu "*C v keratinu krunyii pfi odb&ru po roénim krmeni
zelv.

Nejpravdépodobngjsim vysvétlenim rozdilu v 8"°C mezi podavanou potravou a
keratinem je izotopova frakcionace probihajici v potravnim fetézci resp. pii syntéze keratinu
(DeNiro & Epstein 1981). ZaloZzeno ptfevazné na studiich stabilnich izotopi uhliku u savct a
ptakd, odhadované rozmezi rozdilu 8"°C mezi Zivo&ichem a potravou pro kosti a derivaty
ktze (vlasy, nehty, pefi, Supiny) se pohybuje od 3 do 5,3 %o (van der Merwe & Vogel 1978,
DeNiro & Epstein 1978, Mizutani et al. 1991, Hobson & Clark 1992a, Tieszen et al. 1983,
Kelly 2000). Jinymi slovy Zivo&ich je 0 3 — 5,3 %o obohacen&jsi o "*C proti jeho potravé.
Pokud vezmu v uvahu fylogenetickou piibuznost plazii a ptdki, mnou naméfené hodnoty
spadaji do rozmezi udavaného v literature.

Izotopové slozeni CO, v atmosféte je -8 %o (O'Leary 1988). Atmosféra je tudiz
obohacend o °C ve srovnani s hodnotami rostlin, které jsou vii¢i ni ochuzené o *C. Tento jev
je zpusobeny urcitou ,,vybiravosti rostlin“, konkrétn¢ karboxylacniho enzymu Rubisko, ktery
preferuje pii fotosyntéze leh&i izotop uhliku (*C). V ptipadé respirace neni diskriminace uz
tak velik4 jako u fotosyntézy, proto je hodnota 8'°C Zivogichy vyrespirovaného CO, podobna
té u rostlin (od -27 do -29 %o). Rozdilné hodnoty u vSech tfi typd krmiva mohou byt v malé
mife zpltisobeny druhovou odlisnosti, ale nejpravdépodobnéjsim vysvétlenim v piipad¢ zeli a

pampelisek je rozdilny zpusob péstovani. Pampelisky byly péstovany venku na terase, jejich
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izotopovy zdroj uhliku (volna atmosféra) je tedy obohaceng&j§i o >C neZ respiracni CO,. Zeli
bylo od semene péstovano ve skleniku. Sklenik je spojen s budovou, tudiz zde existuje vysoka
pravdépodobnost ochuzeni izotopového zdroje rostlin diky respiraci lidi. Proto bylo zeli
ochuzené o "*C proti pampelikam. V piipadé louhovaného zeli, zakoupeného v mistnim
obchodnim fetézci, se s vysokou pravdépodobnosti jednalo o dovoz znéjaké teplejsi a
aridngjii oblasti, proto je tolik obohacené o *C oproti zbyvajicim typim potravy.

Mrtvé exemplaie Zelv reprezentované c¢tyimi druhy suchozemskych zelv jsou
v ptirod¢ spiSe vSezravci, jednoznacné vSak prevazuje vegetarianska strava (Zych 2006).
Hodnoty 8"°C tkani zvifat z moiskych, sladkovodnich a terestrickych habitatii spadaji do
rozmezi 8"°C rostlin z mist, odkud jedinec pochazi (Smith & Epstein 1970, Craig 1953).
Rozsah pomért stabilniho izotopu uhliku zévisi na typu fotosyntézy, ktery pouzivaji mistni
rostliny. Protoze C; a Cy4 rostliny se velmi vyrazné li§i izotopovym sloZzenim svého uhliku a
my zijeme prevazné v aredlu rozsifeni C; nebo Cy4 rostlin, kazdy z nas je ,,pohyblivy C; nebo
C4 tvor®, izotopové témet identicky se svym fotosyntetizujicim ,,zivitelem®. A to bud’ ptimo
(bylozravci), nebo zprostfedkovang v potravnim fetézci pies zivoCichy (masozravci). Rostliny
C,, piijimajici oba stabilni izotopy uhliku (**C a °C) tém&f stejnou mérou (nediskriminujici
tézky izotop uhliku), rostou a nékdy i dominuji v subtropickych oblastech. Naopak. Od 40-
50° jizni a severni $itky k poltim rostou témét vyhradné Cs rostliny silné diskriminujici izotop
B¢ (Santrigek 2010). C4 rostliny proto vykazuji pozitivngjsi hodnoty 8'°C — pramér je -13 %o
(jsou tedy obohacen&j§i o '*C) neZ rostliny Cs, u kterych je priméma hodnota 8°C -27 %o
(Smith & Epstein 1971). Ale ani uvnitf jednotlivych skupin C; nebo C4 rostlin neni hodnota
8'°C uniformni, m4 uréitou variabilitu s normalnim rozd&lenim &etnosti: hodnoty 8">C jsou u
C; rostlin vy3§i (blize nule, a tedy biomasa je obohacena o *C), jestlize se zvysuje teplota a
,.suchost* prostiedi, naopak narst srazek a vlhkosti stanovisté zpiisobuji sniZzeni hodnoty 8'°C
(van Klinken et al. 1994). Na zakladé téchto skutecnosti je tedy mozné vysvétlit rozdilné
hodnoty 8"°C u mrtvych exemplafd s doloZenym mistem pavodu (Obr. 27). 8"°C jedinci
pochézejici z oblasti Balkanu (Bulharsko, Rumunsko) byla velice podobnd, pficemz jedinec
pochazejici z Bulharska byl stejné jako v ptipad¢ vodiku a kysliku obohacenéjsi o t&zsi
izotop, coz je nejspiSe dano geografickou polohou Bulharska a Rumunska. Zvlastnim, ne vSak
nevysvétlitelnym vysledkem, je ochuzendjsi 8°C jedince pochazejiciho zRecka (T
marginata), pokud se blize podivame na druh a lokalitu pivodu. Druh 7. marginata je
v ptirod¢ typickym obyvatelem sttedomotskych kfovinatych trnitych polosuchych macchii, ve
kterych se ukryva. Vyskytuje se i ve vyssich nadmotskych vyskach do 2000m (Zych 2006).

Jednou z n&kolika lokalit vyskytu tohoto druhu je i Recko. Recko je zemé s velice svéraznym
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reliéfem, kde 80% plochy pokryvaji hory. Tato dvé& fakta spojeni s gradientem &°C
s nadmotskou vyskou zjisténych u rostlin (napt. Korner ez al. 1991) vysvétluji nizsi hodnotu
narozena a odchovana v Ceské republice. Ceska republika leZi v oblasti mirného pasu, tudiz
vegetace zde rostouci bude mit pravddpodobné 8"°C posunuty vice do negativnich hodnot.
V ptipad¢ zvitete s pivodem neznamym bych se na zékladé analyz stabilnich izotopt uhliku
ptiklonila k moznému pivodu jedince z oblasti Balkéanu. 8'°C exemplafe pochézejiciho
vysledek je velice zvlastni, protoze Maroko je znacn¢ aridni oblast na severozapadé Afriky,
kde rostliny budou mit 8"°C vychylen ve prospéch “C (Still er al. 2003). Samoziejmé se
nabizi moZnost, ze zvife udajné ,,plivodem z Maroka“ bylo odchovano v lidské péci, ale
pokud bych méla usuzovat na geograficky ptivod jedince na zaklad¢ analyzy stabilnich
izotopti vodiku, kysliku a uhliku, fekla bych, Ze pochazi z oblasti Balkanského poloostrova.

Pii pohledu na obrazek 27 vyvstava otézka, jak je mozné, Ze jedinec CR2 pochézejici
z Ceské republiky byl velmi obohaceny o izotop "*C a naopak druhy, CR1, vykazoval takovou
miru ochuzeni ve srovnani s CR2. Vysvétlenim je nahlédnuti do ,historie“ druhého
,.,obohacengjsiho* jedince z Ceské republiky (CR2). Tento jedinec opravdu pochazel z Ceské
republiky, ale jak uvedl chovatel, zvife bylo v zajeti v prib&hu Zivota Casto prikrmovano
kukuftici (C4 rostlina).

Na téchto ptikladech je vidét jak je dulezité znat ekologii studovaného druhu,
charakter lokalit vyskytu a poptipad¢ také historii jedince jako takového. Pro piesnéjsi
pochopeni distribuce izotopti uhliku a tim také moZnosti jeho vyuZziti pfi urcovani
geografického pivodu je vSak potfeba detailnéjsiho vyzkumu jejich rozmisténi v rtiznych
biomech, abychom mohli s jistotou a pfesnosti interpretovat vysledky analyz stabilnich
izotoptl a fici, v jakém prostiedi a kde priblizné zvitata zila. Mnoho studii se zatim bohuzel
jen omezuje na konstatovani, Ze naslo prikazné rozdily mezi riznymi skupinami, jejich jasna

interpretace je ale mnohdy nesnadnad (Pain ez al. 2004)
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4. 5. Vyuziti stabilnich izotopu p¥i urcovani geografického puvodu a dalsi
smérovani vyzkumii

Hobson et al. (2004) nevahd oznacit pomér stabilnich izotopli vodiku jako
nejuzitetnéjsi indikator geografického puvodu zivocichi napfic kontinenty. Kyslik
doporucuje k pozdéjsimu zptesnéni nebo v piipade stejného poméru stabilnich izotopt vodiku
(napt. pokud zvifata pochéazeji z oblasti stejné zemeépisné Siiky severni Ameriky nebo
Evropy). Fox et al. (2007) je opatrnéjsi. Podle jeho studie neni pouziti analyzy stabilnich
izotopt dostatecné citlivé k pfesnému urceni mista plivodu jedince. Presto vSak, pokud je
ziejmy kontrast v izotopovém signdlu pefi rostlého v zimé a pefi pochéazejicitho zrodné
lokality, jedna se o dostatecny diikaz, Ze témér jisté nebyl doty¢ny jedinec chovéan v lidské
péci v zapadni Evropé. Kelly ef al. (2008) ve své praci uvadi, Ze pokud jsou oblasti ptivodu
jedince nelegalné odchyceného a jedince odchovaného v lidské péci dostatecné vzdalené
zemeépisnou Sitkou, je mozné rozlisit, zda je jedinec nelegalné odchycen z ptirody nebo
legaln¢ odchovan v lidské péci. Zaroven dodava, ze samotné OD k oddéleni jedince

cey

chovaného v lidské péci a zijiciho ve volné ptirod¢ nestaci.

Podle mého nazoru, analyza stabilnich izotopti vody (hlavné vodiku) v kombinaci
s pomérem stabilnich izotopti uhliku by mohla byt vyuzita jako ¢ast komplexu metod pii
rozhodovani, jestli byl jedinec legdlné¢ odchovan nebo nelegdlné dovezen. Pii rozhodovani
navrhuji ud¢lat prvotni odhad lokality piivodu (zemépisnou Sitku) pomoci poméru stabilnich
izotopti vodiku, v pfipad¢ stejnych cilovych hodnot 6D diky zemépisné Sitfce rozliSit pomoci
8'80 a nakonec zpfesnit pouZitim pomdru stabilnich izotopt uhliku. Pokud by tato metoda
méla byt uvedena do praxe, je tfeba provést dal§i rozsahlejsi studie a vzit v ivahu dalsi
kritéria, mimo jiné zkoumat i izotopové slozeni dusiku a siry v keratinu. Napt. bude tifeba
zjistit, jak velka variabilita existuje v ramci jednoho jedince, tzn. odebrat vzorky ze vsech
druht stitk krunyte. Déle bude nutné vytvofit rozsahlejsi databazi zahrnujici druhy a jedince

zelv pochdzejici jak z volné ptirody, tak z chovl v lidské péci spolu s lokalitami ptivodu.

Vyuziti stabilnich izotopt vice prvka vede ke zvyseni vypovidacich schopnosti tohoto
ptistupu (Chamberlain ez al. 1997). Podobné ptinosnym muize byt doplnéni analyzy stabilnich
izotoptli stanovenim vyskytu stopovych prvkl (Parrish ez al. 1983). Pro budouci studie se stale
jesté nabizi vyuziti méné casto studovanych izotopi (bor, stroncium, olovo), novych
izotopovych technik a sofistikovanéjSich statistickych pristupii. Velmi slibna je kombinace

stabilnich izotopi se stopovymi prvky, molekularné genetickymi piistupy a morfologii.
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Pomérné opomijenym je vyuziti muzejnich sbirek, zvlasté u kriticky ohrozenych nebo
vyhynulych druhli (Smith ef al. 2003). Podobné nedostatecnym se jevi detailni poznéani
fyziologickych mechanismti ovliviiujici hodnoty stabilnich izotopli v jednotlivych tkéanich,
rovnéz malo toho vime o frakcionaci stabilnich izotopt v rdmci potravnich fetézcti. Dilezitym
ukolem bude také zpfesnit stavajici izotopové mapy v oblastech, které jsou nedostatecné
pokryty. Publikované studie ukazuji velky potencidl stabilnich izotopli pro urcovani
geografického pivodu zivociSnych i rostlinnych produktl, je tfeba mit ale vzdy na paméti

omezeni, ktera jsou s jejich pouzitim spojena.
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S. SOUHRN

Cilem mé prace bylo ovéfit, zda je mozné usuzovat na geograficky ptivod jedinctl (zivocCichi),
konkrétn¢ vybranych druhG Zelv, na zdkladé analyzy piirozeného zastoupeni stabilnich
izotopti vodiku, kysliku a uhliku. Zvolila jsem manipulativni experiment vyuzivajici
izotopového znaceni skupiny Zelv prostiednictvim stravy (rostlin a pitné vody) obohacené o
tézké stabilni izotopy kysliku a vodiku v kombinaci s analyzou keratinu pochazejiciho
z krunyfe néckolika mrtvych exemplaii zelv s dolozenym mistem plvodu (soukroma a

muzejni sbirka).

Podle mého néazoru, analyza stabilnich izotopli vody (hlavné vodiku) v kombinaci
s pomérem stabilnich izotopti uhliku by mohla byt vyuzita jako ¢ast komplexu metod pii
rozhodovani, jestli byl jedinec legalné odchovan nebo nelegdlné dovezen. Pokud by tato
metoda méla byt uvedena do praxe, je tfeba provést dalsi rozséhlejsi studie a vzit v uvahu
dal$i kritéria, mimo jiné zkoumat i izotopové sloZzeni dusiku a siry v keratinu. Napi. bude
treba zjistit, jak velkd variabilita existuje v ramci jednoho jedince, tzn. odebrat vzorky ze
vSech druhu stitkd krunyte. Dale bude nutné vytvorit rozséhlejsi databazi zahrnujici druhy a
jedince zelv pochdzejici jak z volné piirody, tak z chovi v lidské péci spolu s lokalitami

puvodu.

Mezi dulezité poznatky vyplyvajici z mé prace bych zaradila:

1. Pfi syntéze keratinu dochéazi ke znacnému ochuzeni o téz§i izotop vodiku ve srovnani
s pfijimanou vodou. Na izotopovém signdlu vodiku v krunyti Zelv se velkou mérou
pravdépodobné podili vodik obsazeny v pevné organické potravé spolu s vodikem ve

vod¢ ve vzduchu (vzdu$nou vlhkosti) (-80 az -100 %o).

izotopovém signalu kysliku v keratinu krunyie zelv se pravdépodobné podili: kyslik

z vody listové, kyslik z konzumované organické hmoty a vzdusny kyslik (23,5 %o).
3. Keratin krunyfa mrtvych exemplait s riznou lokalitou piivodu se vyrazng lisil v 5"°C.

4. 3D a 8'®0 keratinu kruny¥a mrtvych exemplait spolu prikazn& korelovaly.
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Obrazek 12. Schéma kryodestilatni aparatury. Detaily konstrukce zafizeni jsou popsany

v Santrtigek et al. 2007.
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Obriazek 29. Primémé roéni hodnoty 8D a 8'°0 srazek pro Evropu (A, C) a Afriku (B, D).

Pievzato a upraveno z Waterlsotopes.org.
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