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V ramci této prace jsem natacela behaviordlni experimenty, vyhodnocovala behavioralni
zdznamy, provadela vaginalni stéry samic, barveni preparatii a vyhodnoceni fazi estralniho
cyklu, ptipravila data pro statistickou analyzu a nasledn¢ zpracovala vysledky a sepsala
ptedlozenou praci. Statistické analyzy v R programu provedl kolega Dr. Ondiej Mikula
avVpraci jsou zvefejnény s jeho laskavym svolenim. Vysledky prace byly publikovany
v ¢lanku: Voslajerova Bimova et al.,, 2016: Female house mice do not differ in their
exploratory behaviour from males, Ethology, 122(44): 298 — 307. Na piipravé manuskriptu
jsme se podilela jen okrajové, coz autoii uvadéji v podékovani.
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1. Prolog

,No, vnasem kraji,” rvekla Alenka, dosud jesté trochu udychana, , se obycejné
dostaneme nekam jinam — kdyz takhle rychle a dlouho bézite, jako jsme my bézely. *

., Néjaky pomaly kraj!“ rekla Kralovna. ,,Nu, zde, jak vidite, potiebujete bézet, kolik
dovedete, abyste ziistala na misté. Chcete-li se dostat nékam jinam, musite utikat asporn

dvakrat tak rychle!

(vynatek z knihy L. Carrolla Alen¢ina dobrodruzstvi v #i8i diva, pielozil J. Cisaf, 1999)

Evoluce je pribéh, jakym si vysvétlujeme svét kolem nds, jeho fungovani, neustaly vyvoj,
pestrost, ale i nestalost, slozitost a kiehkost. Méni se, druhy neustale vznikaji a zanikaji.
Zjakych divodi a sjakymi nasledky, mizeme jen odhadovat ze stop zachovanych
zZzminulosti a dil¢ich pozorovani soucasnosti. Skladdme tu nejvétsi z hypotéz
— hypotézu 0 Zivoté na Zemi.

Vypravée€i tohoto piibeéhu vSak nemaji lehky ukol. Historie ndm zanechala doslova
jen stfipky minulych svéti sbirané paleontology. A soucasnost ndm poskytuje velmi
omezeny Cas kratkych lidskych Zivotl, ktery se tak uplné k pozorovéni celého piibéhu
trvajiciho miliony let nehodi.

NaStésti ma na$ druh neutuchajici zvédavost po poznani - od antickych filozofl, ptes
tvirce vyznamnych evolu¢nich konceptd (napi. T. R. Malthus, Ch. Lyell, J. B. Lamarck,
Ch. Darwin), az po soucasné védce; neustale se zlepSujici moznosti vyzkumu (nové metody
molekularni biologie a genetiky) anékdy snad i pomoc samotné ptirody (kolonizace
puvodné neosidlenych souostrovi, zmény propojeni africkych kraterovych jezer, ,,okna do
evoluce* hybridnich zo6n), jez urychli proces speciace a dovoli nam tak pozorovat vznik
novych druhti takiikajic v pfimém pienosu.

A mame-li jednu takovou ,pfirodni laboratoi* par hodin cesty vlakem, je pokus

0 asponl malé nahlédnuti do nékterého z procesti evoluce nasnadé.



V mé bakalaiské praci jsem se zabyvala exploraénim chovanim, jez ptfedchazi samotné
disperzi jedinct. Tato ovliviiujice genetickou variabilitu a dynamiku populaci. Modelovym
druhem se staly diky blizké hybridni zoné a zazemi Ustavu biologie obratlove Akademie
véd Ceské republiky, detaSovaného pracovi§té ve Studenci u Tiebi¢e dva poddruhy mysi
domaci Mus musculus musculus a Mus m. domesticus.

Ke konkrétné€jsimu zaméfeni prace me inspirovaly predchozi vyzkumy na zminéném
pracovisti tykajici se genetickych, morfologickych, fyziologickych a behavioralnich rozdilt
mezi témito poddruhy. Obzvlasté mé zaujal etologicky vyzkum pachovych preferenci,
agrese, behavioralni flexibility a explorace.

Posledni jmenovany se stal vychozim bodem mého zajmu. O explora¢nim chovani
samic mysi domaci (mozno fici obecnéji samic polygynnich savci) je toho zndmo méng, nez
0 exploracnim chovéni samct, jezZ jsou tradicné povazovani za vice dispergujici pohlavi.

Vybrala jsem si jeden z moznych faktorti potencialné komplikujici takovy vyzkum
ato vliv estralniho cyklu na exploracni chovani samic. Tedy jestli se méni strategie
explorace v receptivni a nereceptivni fazi.

Dalsi ¢ast mé prace navazovala na ve Studenci jiZ uskutecnény vyzkum exploracniho
chovani samci. Presnéji na rozdily v exploraci samcti mezi poddruhy M. m. musculus
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a M. m. domesticus. Otazka znéla, zda se prokazi obdobné rozdily i u samic.



2 Uvod

2.1 Obecné principy

2.1.1 Speciace a hybridni zony

Ackoliv je biologicky druh definovan jako soubor populaci morfologicky podobnych
jedinct, jez se mohou plodné kiizit mezi sebou, ne vSak s pfisluSniky populaci jinych
(Mayr, 1963), v prirodé k mezidruhové hybridizaci muze dojit, dochazi a to dokonce Castéji,
nez se puvodné predpokladalo. Odhaduje se, Ze se jedna pfinejmenSim 0 25% rostlinnych
a 10% zivoc¢isnych druht (Mallet, 2005).

Analyza DNA potvrdila mezidruhovou introgenesi dokonce i u lidi. V genomu
souCasnych populaci nalézame spolecné sekvence genl svédCici o vzdjemném kiizeni
moderniho ¢lovéka (Homo sapiens) a ¢lovéka neandertalského (Homo neanderthalensis)
pted asi 47 000 — 65 000 lety (Sankararaman et al., 2012). Pravdépodobné §lo o vzajemnou
vyménu geni, jez Clovéka moderniho vybavila fadou uziteCnych adaptaci (sekvence
ovliviiyjici imunitni systém, metabolismus tukl, mnozstvi pigmentt ¢i keratinu v kizi, aj.)
a ucinila ho konkurenceschopnéjsim. Mozna i na tikor populaci neandertalcti (Sankararaman
et al., 2012, Yange et al., 2012). Existuji vSak dal$i mezi sebou se kiizici blizce piibuzné
druhy piedstavujici vhodnéjsi modelové organismy a umoziujici nam nahlédnout do procesu
speciace.

Vznik novych druh neboli speciace je proces kontinudlni a v podstaté logicky.
Prostfedi se méni, organismy se vyviji, nové druhy vznikaji. Rychlost a kulisy speciace
mohou byt rizné. OvSem za zlomovy bod povazujeme vznik reprodukéné-izolacnich bariér,
jez novy druh zafixuji a udrzuji i pfes potencialni reprodukéni propustnost a tok gent (Baack
et al., 2007, Coyne & Orr, 2004). Tyto zasadni izolaéni mechanismy lze rozdélit
na prezygotické a postzygotické.

Prezygotické mohou byt geografické, ekologické, fyziologické i1 behavioralni.
Zpisobuji, Ze se jedinci bud’ rozmnoZovat nemohou (izolace prostorova; €asova, napf.
odli$né doba tije; fyzickd, napt. nekompatibilita pohlavnich orgént nebo fyziologicka, napf.
nemoznost splynuti gamet) nebo ,,nechtéji (sexualni selekce dle vzhledu, napt. zbarveni,
télni vyristky; pachu; vokalnich projevi, napt. zpév ptaki; etologie, napf. ritualizované

partnerské chovani) (Coyne & Orr, 2004). Postzygotické zpusobuji, ze se jedinci sice kiizi
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za vzniku potomk, ale potomkut se zadsadné snizenou reprodukéni zdatnosti neboli fitness
(hybridni sterilita, napf. chromozomalni pfestavby; genova nekompatibilita, hybridni
nezivotaschopnost, napf. nespravny vyvoj zygoty, nachylnost k parazitaci, atd.) (Coyne
& Orr, 2004, Schumer et al., 2014).

Samotné mechanismy vzniku a udrzeni reprodukcné-izolacnich bariér jsou vSak
slozité, komplexni a zatim ne zcela pfesné¢ znamé. Stavaji se tedy jednou ze zékladnich
otazek studia speciace, potazmo evolucni biologie (Mallet, 2005).

Unikatni moznost studovat speciaci ndm dava existence hybridnich zon. Ackoliv
experimenty ve snaze replikovat tyto procesy Vv laboratofich jsou mozné a naprostou
kontrolou podminek i vyhodné, nemusi tak Gipln€ odpovidat déjam v ptirod¢ (omezeny pocet
generaci kiizeni a zpétnych kiiZeni, vylouceni pfirozeného vybéru, atd.) (Hewitt, 1988).
Ajelikoz ndm davéd studium hybridnich zo6n skvélou pfilezitost pozorovat,
popft. experimentalné rozvijet vysledky speciace, jez ptiroda takiikajic ud€lala za nés, vénuje
se Vv poslednich letech vyzkumu hybridnich zon fada praci (Canestrelli et al., 2016, Shurtliff,
2013).

2.1.2 Hybridni zéna mysi domaci

Hybridni zoéna je oznaCeni oblasti, kde se dotykaji geografické¢ aredly dvou druhi
¢i poddruhti a kde se tyto geneticky odlisné populace setkavaji a kiizi za vzniku hybridniho
potomstva (Barton & Hewitt, 1985, Hewitt, 1988). Hybridni zony se obvykle formuji jen
nékolik kilometrii Siroké, ale stovky, az tisice kilometrii dlouhé a objevuji se u vsech vétsich
skupin vyssich organismi (Barton & Hewitt, 1985, 1989). Kromé napadné podobnosti
hybridnich zén riznych taxond, jez je sama zajimavym jevem k badani, vyvstava i zakladni

Tradi¢ni pfedstava povazuje hybridy, poptf. potomky hybridi za znevyhodnéné
snizenou fitness, napf. naruSenim jejich ontogenetického vyvoje, nizsi plodnosti, geneticky
podminénou citlivosti na parazitaci a podobné (Barton & Hewitt, 1989, Hewitt, 1988).
Hybridni zony by tak byly jen oblasti ndhodného setkani dvou druhi, jez se dynamicky
udrzuji na jedné strané jejich vzajemnym kiiZenim, na stran€¢ druhé nizsi reprodukéni fitness
potomku takového kiizeni, kteti vSak v konkurenci ptivodnich parentalnich taxonti nemaji

Sanci na rozsifeni (Barton & Hewitt, 1985). Nékteré studie ale naznacuji, ze hybridni jedinci



nejen ze nemusi mit snizenou fitness, mohou mit stejnou nebo dokonce i vyssi reprodukéni
zpusobilost nez rodicovské druhy (Arnold & Hodges 1995).

Hybridni zény jsou studovéany u celé fady taxontl, od rostlin, aZ po obratlovce. Rada
jich je i na izemi Ceské republiky. Jedna z nejlépe prozkoumanych je hybridni zéna dvou
poddruhtt mysi domaci Mus musculus musculus a M. m. domesticus. Tato zhruba 2 500 km
dlouha a 20 - 30 km Sirok4 hybridni zoéna se tdhne napii¢ Evropou od Skandindvie az
k Cernému moti. Ceskou republikou prochazi v jejim nejzapadnéjsim vybézku, nékolik km

od Chebu (Boursot et al., 1993, Macholan & Zima, 1994, Macholan et al., 2003), (Obr. 1).
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Obrazek 1: Evropska hybridni zéona dvou poddruht mysi domaci M. m. musculus a M. m. domesticus.
Pievzato z Hiadlovska et al., 2013.



Jde o sekundarni hybridni zonu, jejiz stabilitu udrzuje rovnovaha mezi vnitini selekci
a tokem gent proti ni. Vnitini selekce hybridni zonu zuzuje, penalizuje jednice se snizenou
zivotaschopnosti nebo fertilitou, a tok genti, napt. disperzi rodicovskych genotypti do stfedu
hybridni zony, naproti tomu jeji Siftku zvétSuje (Barton & Hewitt, 1985). Nové vzniklé druhy
tedy fixuji reproduk¢ni bariéry, naopak disperze tyto bariéry prekonava (Macholan et al.,
2012, Prugnolle & de Meeus, 2002).

Fyzicka disperze, tedy zjednodusené pohyb zvitat v krajiné, je jednim ze zékladnich
procestt umoziujicich tok/pohyb genti v prostiedi. Pochopeni zakonitosti onoho fyzického
pohybu na ekologické a behavioralni tirovni miize pomoci objasnit jeji vyznam pro udrzeni
nebo naopak naruSeni reprodukéni izolace mezi blizce ptibuznymi druhy (Hewitt, 1988,

Macholan et al., 2012).

2.1.3 Disperze

Disperze je jednosmérny pohyb z domovské oblasti do oblasti nové, nepiekryvajici se
s puvodni (Stenseth & Lidicker, 1992). Dispergujici jedinec opousti své ptivodni tizemi, ale
na rozdil od migrace uz se do n¢j nevraci.

Pochopitelné jde o potencidlné riskantni chovani. Zahrnuje opusténi dobfe zndmého
prostiedi, U socialnich druhti i rodné skupiny a dale nebezpeci piesunu neprozkoumanou
oblasti s moznymi fyzickymi ptekdZkami nebo predaci. Dispergujici jedinec se také potyka
s neznamou dostupnosti ukrytii, potravy nebo vyskytu dalSich pfislusniki vlastniho druhu,
coz Casto klade vysoké energetické naroky (Stenseth & Lidicker, 1992). Motivace k disperzi
tedy musi byt pro jedince silna a ptinosna (nebo z evolu¢niho hlediska aspon ne vyznamné
nepiinosna).

Pfi¢iny disperze pozorujeme rdzné. Z pohledu jedince napf. nedostatek zdrojil
(potravy, vhodnych partnerti, ukryt, hnizdnich pfilezitosti, apod.), vysoka mira predace,
stiet s prisluSniky vlastniho druhu (u solitérné Zijicich Zivoc€ichli napf. vytlaceni silnéjSim
nov¢ prichozim, u socidln¢ zijicich organismii S$patné hierarchické postaveni, tlak
na dospivajici potomky Kk opusténi rodi¢ti/rodné skupiny z divodu sexualni/sourozenecké
kompetice, priliSna hustota skupiny, atd.) (Greenwood, 1980, Pocock et al., 2005, Pusey,
1987, Stenseth & Lidicker, 1992). Na popula¢ni urovni je pak vyznamnym faktorem ticba

redukce inbridingu (pfibuzenské kiizeni) nebo zajisténi toku gent populaci, jez dava



vzniknout stale novym genetickym kombinacim nutnym K pfizpisobovani se ménicim se
podminkam, koevoluci mezi predatory/parazity a kofisti/hostitelem, aj. (Stenseth & Lidicker,
1992).

Afinita Kk disperzi se béhem zivota jedince méni - ve€kem, aktualni fitness,
podminkami prostiedi (Andreassen et al, 2002). Na zakladé toho si lze polozit otazku, zda
existuje obecny trend nebo charakteristika dispergujicich individui. Tteba je-li v socialnich
skupinach typickym dispergujicim spiSe Clen slaby, na dolnich pfickach hierarchie, ktery je
vytlaen na okraj a disperze muze byt feSenim takové situace (Bowler & Benton, 2005).
Nebo naopak do jisté miry dobrovolné disperguji silni, odvazni jedinci hledajici teritoria
k pievzeti nebo k zaloZeni vlastni skupiny (Sandnabba, 2010).

Dalsi obdobou této otazky mohou byt rozdily v disperzi mezi pohlavimi, tedy je-li
typickym dispergujicim samec nebo spiSe samice (Pusey, 1987). Tato ivaha tizce souvisi
s reprodukénimi systémy, tedy s investici do rodicovské péce a s distribuci samic jako
zpravidla téch vice investujicich. V polygynnich spolecenstvich typickych pro savce se prave
samci tradicné povazuji za vice dispergujici pohlavi. V monogamnich systémech
(s pfihlédnutim k zasadnimu zvySeni fitness potomkd spole¢nou péci obou rodich)
obvyklych pro ptaky jsou naopak za vice dispergujici pohlavi povazovany samice
(Greenwood, 1980, Prugnolle & de Meeus, 2002).

Studium disperze tedy nabyva dtlezitosti nejen z pohledu zoologie dispergujicich
druhil nebo jejich populacni genetiky. V SirSich souvislostech podminuje i pochopeni mnoha

evolu¢nich procest (Clobert, 2012, Stenseth & Lidicker, 1992).

2.1.4 Disperze a exploracni chovani

Disperzi samotné predchazi exploracni chovani neboli prozkoumavani prostiedi (Bowler
& Benton, 2005, Clobert et al., 2012, Stenseth & Lidicker, 1992). Explorace okoli jedincem
je z evolu¢niho hlediska velmi dulezitd. Umoziuje hledani potravy, ukryti, partnerd atd.
Znalost okoli soucasné snizuje rizika pii aktivité, napt. vyhnutim se fyzickym prekazkam,
predaci nebo nepratelskym stietiim s vlastnim druhem (Augustsson et al., 2005).

Exploracni strategie ovliviiluje mnoho faktord - celkovy stav jedince, stres, jeho
zkuSenosti nebo socialni status (Bartolomucci et al., 2001, 2004). Také v personalni roviné

rozeznavame dva hrani¢ni typy — ,,bold* a ,,shy®, které se mimo jiné projevuji i zpiisobem



explorace. Jedinci typu ,,bold“ jsou popisovani jako proaktivni, odvazni, dominantni, ¢asto
vice agresivni a se sklony k aktivni, ale pon€kud povrchni exploraci. Naopak zvitata ,,shy*
jsou reaktivni, opatrna, mén¢ konfliktni. Vystaveni se novym situacim se spiSe vyhybaji,
reaguji pasivnéji, nékdy typickym strnutim. Exploruji pomaleji, ale vnimavéji k detailim.
(Koolhaas et al., 2010, Shih et al., 2004).

Reaktivni jedinci ziskavaji vyhodu v meénicich se podminkach, se zaméfenim
na detail se 1épe prizpisobuji, pohotoveé reaguji. Praktické potvrzeni piinesla Hiadlovska
etal. (2014) v Morrisové vodnim testu, kdy samci M. m. musculus jako zastupci méné
agresivni ,,shy personality dosahli lepsich vysledkt a prokazali tak vyssi flexibilitu.

,Bold“ zvifata zase prosperuji diky vysSi agresivit¢ v konkurenceschopnosti,
kompetici o zdroje nebo pii stietu s predatorem (Shih et al., 2004). Také se piedpoklada,

vvvvvv

2010).

Studium disperze ve volné pfirod¢ je velmi naro¢né. Presnych vysledkii dosahuje
radiotelemetrie (Stenseth & Lidicker, 1992), ale u drobnych zvifat 1ze pouzit jen mensi
vysilace s krat§im dosahem a vydrzi. Navic mize ovlivnit chovani sledovanych jedinci
(Bowler & Benton, 2005). Fotopasti pokryvaji jen malé uzemi a vyzaduji pravidelnou
kontrolu. Pfitomnost pachu ¢lovéka pak negativné pusobi na citliva zvifata (Sanderson
& Trolle, 2005). Nejcastéji pouzivanda metoda zpétného odchytu Capture-Mark-
Recapture (CMR) zase mize zivoCichy stresovat. Dal$i moznosti je studium disperze
Vv polopiirozenych uzavienych chovech (Gerlach 1996, 1998), popi. vyzkum explora¢niho
chovani v nejriznéjSich umélych aréndch reprezentujici zjednoduSeny model situace
V piirodé.

Pozorovani exploracniho chovani je tak standardné pouzivano jako ukazatel sklonu
jedince k disperzi (Augustsson et al., 2005, Debeffe et al., 2013, Dingemanse et al., 2003,
Pocock et al., 2005, Rusu & Krackow, 2005), umoziiuje pienést a rozvijet jinak slozity
vyzkum disperze do kontrolovaného prostiedi laboratofi. Jednim z modelovych druhi, ktery

se k tomuto ucelu skvéle hodi, je mys domaci.



2.2 MyS§ doméci

2.2.1 Mys jako modelovy organismus

Ziejmée nejstarsi dochované zaznamy o vyuzivani mysi k védeckym experimentim pochdzi
ze 17. stoleti, kdy vSestranny anglicky ucenec Robert Hooke pouzil pii jednom ze svych
fyzikédlnich pokusti s uinky zvysSeného tlaku pravé myS. Novodoba historie chovu
avyuzivani laboratornich mysi se vSak datuje az od pocatku 20. stoleti, kdy se
se znovuobjevenim Mendlovych zakont pustil do studia dédi¢nosti zbarveni srsti americky
genetik Clarence Cook Little (Macholan, 2007 a, Macholan et al., 2012).

Prvni laboratorni mysi byly piivezeny do Evropy z Asie asi pied 150 lety. Jednalo se
ptedevsim o jedince M. molossinus (kiizenec M. m. castaneus a M. m. musculus), kteti byly
podomacku chovani hlavné v Japonsku (Macholan et al., 2012). Dne$ni laboratorni mysi
jsou ale potomky i zapadoevropskych a americkych populaci M. domesticus (Wade et al.,
2002, Yang et al., 2011). Laboratornich kmend je dnes nespocet (Beck et al., 2000), mys
se stala jednim z nejuzivanéjSich modelovych organismi a po ¢lovéku prvnim obratlovcem,
u kterého byl sekvenovan genom (Green, 1966).

Laboratorni mysi maji ve védé skutecné Siroké uplatnéni, od 1€karského vyzkumu,
studia genetiky, fyziologie, pfes zoologii, etologii, aZ po zkoumani evolucnich procesii
(Berry & Scriven, 2005). Duvodi takové obliby mysi je celd fada - idealni velikost,
nenaro¢ny chov, snadnd manipulace, prizptisobivost. Rozmnozuji se celoro¢né, rychle
dospivaji, maji vysoky pocet potomku a rychly genera¢ni obrat (Guénet & Bonhomme,
2003). Zname téméf cely jejich genom, jenz je velmi podobny lidskému (Guénet, 2005),
a celou fadu podrobnych genetickych map (Macholan et al. 2007 b, Pialek et al. 2008).
Univerzalnost mySi jako modelového organismu umoziiuje propojovat vysledky
experimentll z riznych oblasti, navazovat na n¢, dale je rozvijet a dil¢i poznatky spojovat
Vv celkovy obraz.

Co se tyce studia zaméfeného na mysi samotné — jejich fyziologii, ekologii nebo
etologii, mize byt zevSeobectiovani charakteristik ,klasickych® laboratornich kment
problematické a neodpovidajici procesim v piirodnich populacich. Vzhledem Kk historii
jejich vzniku se totiz jedna o kiizence riznych mysich poddruhti (Wade et al., 2002, Yang
etal., 2011).



Také kvuli zminénému problematickému piivodu vyuziva v posledni dobé ¢im dal
vice védeckych studii kromé klasickych laboratornich inbrednich linii (inbredni linie je
vznikla 20 a vice generacemi systematického piibuzenského kiiZeni) i linie odvozené
od voln¢ zijicich populaci. Paleta takovych linii pak poskytuje vétsi diverzitu, genetickou
identitu shodnou s jednotlivymi poddruhy a ma lepsi vypovidajici hodnotou o realnych
ekologickych a evolucnich procesech v populacich voln¢ Zijicich mysi (Guénet
& Bonhomme, 2003).

Jako ptiklad lze uvést inbredni linie udrzované v chovném zatizeni Ustavu biologie
obratlovett Akademie véd Ceské republiky detaovaného pracovisté ve Studenci u Tiebide
(Pialek et al. 2008). I zde se vSak musi brat v tvahu rizika spojena s opakovanym
pfibuzenskym kiiZenim, napf. omezend genetickd variabilita vV rdmci konkrétniho kmene
nebo netimyslné fixace netypickych znakl. Vhodnym vybérem kmenti nebo jejich kiizenci
Ize tato rizika minimalizovat. Takovi jedinci pak spojuji vyhody kontrolovaného chovu
pokusnych zvifat v laboratofich se Sir§i genetickou variabilitou a nezkreslenymi znaky
individui odchycenych v pfirodé. A¢ narozeni v umélych chovech, viditelné si zachovavaji
behaviordlni projevy svych divokych piibuznych (vlastni pozorovani), coz miize byt
skvélym predpokladem pro studium mysi jako takovych, specificky jejich etologie.

Dalsi moznost skyta testovani jedinci piimo odchycenych ve volné pfirodé
(Harper & Austad, 2001). Zde se vSak casto potykame s nedostate¢nym poétem pokusnych
subjektl, jejich nezndmou minulosti, odliSnym vékem a kondici nebo nepftiznivou reakci
na zajeti, manipulaci, apod. VSe jmenované muZe zkreslit a jinak negativné ovlivnit
vysledky experimentt.

»Zlatou stfedni cestou” vyzkumu zamétené¢ho na volné Zzijici zivocichy muize byt
pouziti v laboratornich podminkach odchované prvni filidlni (dcefiné) generace divokych
jedinct (Garlanad & Adolph, 1991). Drzeni zvifat v kontrolovanych podminkach umélych
chovli nam umoznuje stanovit design experimentd tak, abychom méli k dispozici dostatecné
mnozstvi zvifat odpovidajiciho v€ku, kondice, shodné historie a pfipadné mohli experimenty
I V budoucnu opakovat nebo dale rozvijet. A i s pfihlédnutim k potencidlnim komplikacim
inbridingu zde lze ocekavat vyssi stupen diverzity, reprezentativnéjSi genetické

a fyziologické znaky i behavioralni projevy.

10



2.2.2 Socialni struktura

Mysi domaci jsou drobni kosmopolitné rozsifeni oportunisté S pievazné soumra¢nou a nocni
aktivitou. Diky své flexibilité si osvojily Sirokou paletu zpasobu zivota — 0od voln¢ slozenych
populaci s niz8i hustotou, az po pomérné stabilni hierarchicky uspofadané socialni skupiny,
tzv. demy (Macholan et al., 2012, Gerlach, 1998, Lidicker, 1976).

Demy jsou malé vice ¢i méné reprodukéné izolované jednotky skladajici se
z dominantniho samce, nékolika samcti podiizenych a samic s mlad’aty (Crowcroft, 1955,
Latham & Mason, 2004, Singleton, 1983). Vladce demu si agresivné brani vSechny samice
aje otcem vétsiny mlad’at (Crowcroft, 1955, Lidicker, 1976, Singleton & Hay, 1983).
Nevladne vsak absolutné, asi ¢tvrtina vrhi ma smiSenou paternitu (Auclair et al., 2014,
Firman & Simmons, 2008, Potts et al., 1991).

Mysi patii mezi polyestrické zivocichy (4 — 5 dnti dlouhy estralni cyklus se neustale
opakuje), za piiznivych podminek se tedy mohou rozmnozovat po cely rok. V piirodé vSak
samice obvykle neodchova vic nez 3 — 4 vrhy za zivot (Pelikan, 1981). Po kratké biezosti
trvajici 19 — 21 dnt rodi 4 — 9 mlad’at (Green, 1966, Guénet & Bonhomme, 2003). Velikost
demu tedy zavisi na dostupnosti zdroju, rychlosti reprodukce a fluktuaci jedinct (Barnard
etal., 1991).

Juvenilni samci jsou zpravidla tolerovani az do nastupu pohlavni dospélosti (Hurst
etal.,, 1997, Rusu & Krackow, 2005). Po té, nezaradi-li se mezi podiizené samce nebo
nejsou-li schopni pievzit pozici vladce demu, dochazi ze strany dominantniho samce ke
stuptiovani nepfatelského chovani. Castym vysledkem je disperze mladych samcii
(Crowcroft, 1955, Sandnabba, 2010).

U samic se naopak ptedpoklada, Ze po dosazeni pohlavni dospélosti zlistanou v rodné
skupin¢ (Lidicker, 1976, Macholan et al., 2012, Gerlach, 1990, 1996). N¢které studie ale
ukazuji, ze se mezi dispergujicimi zvifaty nachazi i vice samic nez samcti (Singleton, 1983,
viz reference v Pocock et al., 2005). Objasnéni samici disperze ovSem neni tak jednoduché.

| samice se v demu uspofadavaji hierarchicky, ale dominantni samice je vaci
podiizenym mnohem mirné&jsi nez jeji samci protéjSek (Hurst, 1987, 1990, Singleton & Hay,
1983). Navic mezi samicemi neziidka dochazi ke spolecné stavbé a obrané hnizd a péci
0 mlad’ata (Konig & Lindholm, 2012, Palanza et al., 2005, Weidt et al., 2014, Harrison et al.,
2018). Pro¢ tedy samice piekonavaji na prvni pohled vyhodnou filopatrii a opousti rodny

okrsek?
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2.2.3 Strategie samic

Zatimco u samcu hierarchické postaveni urcuje spise celkova zdatnost a agresivita jedince,
samici hierarchie se pfimo doviji od v€ku zvitat (mladsi samice se podfizuji starSim), (Hurst,
1987, 1990, Konig & Lindholm, 2012). S tim souvisi i fakt, ze ackoliv se v demu nachazi
nasobn¢ vice samic, rozmnozuji se maximalné tii a to ty nejvyse postavené, Cili nejstarsi
(Gerlach, 1990, 1998). Samice pomoci specifickych feromont v moci blokuji dospivani
a nastup estralniho cyklu svych mladsich konkurentek (Drickamer, 1982, Hurst, 1987). Coz
muze byt, spolu s kratkoveékosti azni plynoucim omezenym poctem vrhi za Zivot,
pro nerozmnozujici se samice problém. Mohou tedy dispergovat za ti¢elem uspiSeni zahajeni
vlastni reprodukce (Gerlach 1990, 1996, King, 1983). Tomuto potencialné nahrava
I pomérné obvykla situace, kdy cizi demy Ccastéji a ochotnéji pfijimaji nové nepiibuzné
samice nez samce, (Baker, 1981, Lidicker, 1976).

Dalsi moZznosti mlize byt feknéme odlisnd ,,pfedstava samice o otci jejich mlad’at™.
| umysi plati, Ze pro do potomkl vice investujici samice hraje vybér kvalitniho partnera
zcela zasadni roli. A proto jindy nevybiravé samice (cca. do 2 h pfed nastupem estralni faze)
zacinaji v receptivni fazi vykazovat signifikantni preference pro nckteré samce (Mossman
& Drickamer, 1996), tieba takové snepodobnou konstituci MHC alel (major
histocompatibility complex), atraktivni hladinou MUP (major urinary protein) (Tho8 et al.,
2019) nebo specifickymi ABP (androgen binding protein) (Chung et al., 2017).

Zminéné preference maji svij adaptivni vyznam. Geny pro histokompabilitu (MHC)
jsou polymorfni a unikéatni pro kazdého jedince. V primérné mysi populaci se vyskytuje
kolem stovky jejich verzi. Samice mysi aktivné vyhledavaji za sexudlni partnery jedince
s odlisnou konstituci MHC alel (Penn & Musolf, 2012, Potts, 1991). Duraz kladeny
na odliSnost MHC kombinace u partnera zajistuje potomkiim genetickou variabilitu (vyhnuti
se imbridingu) a lepsi odolnost vii¢i chorobam a parazitim (de Bellocq et al., 2012, Potts,
1991).

Hlavni mocové proteiny (MUP) jsou taktéz polymorfni a podminéné sadou 22 genti.
Vyskytuji se v moci samct 1 samic (n€které jen specificky u samcit). Vazi se na feromony
spojené s testosteronem a preddvaji tak znacné mnozstvi informaci o jedinci, jeho
ptislusnosti, celkovém stavu nebo hladiné testosteronu souvisejici typicky s agresivitou aj.
(Hurst et al., 1990, 2001, 2017, Thof et al., 2019). Androgen vazici proteiny (ABP)

nachazejici se ve slinach taktéz prezentuji steroidni hormony (zejména samci) a slouzi
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k pachové komunikaci mezi jedinci (Bimova et al., 2005, Chung et al., 2017, Laukaitis,
1997,Voslajerova Bimova et al., 2011). Samice mysi, které se pii vyberu partnera fidi
pfevazné ¢ichem (Ganem et al., 2005), tedy dokazi rozeznat nejen piislusnika vlastniho
druhu, skupiny nebo rodiny, ale i jedince s kombinaci (ne)zadoucich gent (Hurst et al.,
2001, Potts, 1991 Voslajerova Bimova et al., 2011).

Nicméné v demu piisné€ fizeném dominantnim samcem mohou samice prosazovat své zajmy
jen obtizn€. Pro optimalizaci svych reprodukc¢nich strategii vyuzivaji samice nckteré
fyziologické zmeény vlastniho téla, napt. modulaci estralniho cyklu.

Estralni cyklus mySi prochédzi Ctyfmi fyziologicky odlisSnymi fazemi (proestrus,
estrus, metestrus a diestrus). Eventudlné jest¢ mlze v dobé mezi dvéma periodami nastat
klidové stadium (anestrus) (Byers et al., 2012). K oplozeni dochazi obvykle béhem 25 h
dlouhého estru. Ovulace nastupuje asi 10 h po jeho zacatku (Palecek, 1994, Kelliher
& Wersinger, 2009).

Estralni cyklus fidi pohlavni hormony produkované adenohypofyzou. Reprodukéni
cykly samic vSak ovliviiyji i feromony vylu€ované ostatnimi jedinci (samci i samicemi)
a muze tak dochazet k riznym modulacim. Nékteré vyuzivaji samice mysi ve sviij prospéch.
Napft. synchronizaci estralniho cyklu S ostatnimi samicemi ve skupiné zkracenim (Whitten
effect, Whitten, 1959 v Kelliher & Wersinger, 2009) ¢i prodlouzenim (Lee-Boot effect, van
der Lee & Boot, 1955 v Kelliher & Wersinger, 2009) reprodukéni faze nebo urychleni
nastupu puberty (Vandenbergh effect, Vandenbergh, 1973 v Kelliher & Wersinger, 2009)
v piitomnosti samce (Kelliher & Wersinger, 2009, Stopka et al., 2007, Wilson, 1975).
Dal$im, v mnohych publikacich popisovanym fyziologickym mechanismem, je spontanni
potrat (Bruce effect, Bruce, 1959 v Kelliher & Wersinger, 2009) ¢asnych embryi (Kelliher
& Wersinger, 2009). Zevoluéniho hlediska jde pravdépodobné o extrémni adaptaci
na meénici se strukturu demu a Casté stfidani dominantnich samcii. Ti obvykle nevlastni
mléad’ata zabiji, a tak je pro samici vyhodnéjSi obétovat nenarozeny plod, v postpartum estru
znovu zabteznout a vénovat tak své zdroje mlad’atim samce nového (Schwagmeyer, 1979).

Kromé vlastnich fyziologickych zmén mohou samice ovliviiovat reprodukci 1 jinymi
zpusoby, napf. stimulaci hladiny hormoni samcti pomoci produkce feromonu (Kelliher
& Wersinger, 2009) nebo promiskuitou, tedy aktivnim hledanim mimoparovych kopulaci
S jinymi samci nez s dominantnim vladcem jejich demu (Firman & Simmons, 2008). Tuto

strategii miiZze podporovat i fakt, ze samice se v ramci teritoria (¢astecn¢ i mimo n¢j) mohou
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pohybovat pomérné svobodné (Gerlach, 1996, Hurst, 1990) a ze ,,vycestuje-li* receptivni
samice za hranice teritoria svého demu, samec ji nenasleduje (Potts et al., 1991).

V neposledni fadé je prosazenim vlastniho zdjmu samic i diive zminiovana disperze,
tedy uplné opusténi rodného okrsku. O disperznich, potazmo exploracnich strategiich samic
toho vSak neni zndmo mnoho. Slozity komplex socidlniho prostiedi a motivii samic
(dominance, pfima kompetice, reprodukéni prekazky, spolecné hnizdéni aj.) Castecné zname
(Ganem, 2012). Ale uz tak variabilni systém muze jeSt¢ komplikovat kolisani hladiny
hormonti béhem estralniho cyklu (Meziane et al., 2007).

Disperzni aktivita samic jako reprodukéni strategie tak muze v SirSich souvislostech
znamenat, Ze se nejen samci, ale i samice aktivné podili na toku gend mezi populacemi,
ovliviiyji tak jejich dynamiku a v ptipad€ jedinct z okoli hybridnich zén i druhotny kontakt
mezi druhy ¢i poddruhy (Augustsson et al., 2005). Také z téchto diivodu bylo nasim cilem
tuto problematiku prozkoumat.
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3 Cile prace

M¢ni se exploracni chovani samic béhem estralniho cyklu?

Synchronizaci pachem samce (z podestylky) navodit Zadouci fazi estralniho cyklu.
Pomoci Open field testu provést pozorovani explorace samic v receptivni a samic
V nereceptivni fazi. Po skonceni experimentu cytologicky potvrdit fazi estralniho
cyklu. V danych parametrech vyhodnotit a porovnat zptisob explorace receptivnich

a nereceptivnich samic.

Lisi se explorace mezi testovanymi poddruhy?

Pomoci vysledkti ze standardniho Open field testu ve sledovanych parametrech
srovnat exploracni chovani samic poddruht M. m. musculus a M. m. domesticus
a vyhodnotit mozné rozdily mezi poddruhy. Popf. srovnat exploracni chovani samic

a samcu predchazejiciho experimentu Hiadlovské et al. (2013).
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4 Metodika

4.1 Pokusna zvirata

Testovali jsme 64 samic prvni filidlni generace (F1) vnitro poddruhovych kifizencli dvou
podruhtt mysi domaci — M. m. musculus a M. m. domesticus. Kvuli potencialnimu riziku
snizeni heterozygotnosti inbrednich kment jsme zvolili vnitro poddruhové kiiZence, ktefi
jsou realisti¢téjsi predstavitelé pfirozenych populaci.

Vnitro poddruhovi hybridi byli vzdy kiizenci jedincl ze dvou inbrednich kment
vV ramci stejného poddruhu. Inbredni kmeny byly odvozeny od divokych populaci a stale
jsou udrzovany v chovném zatizeni Ustavu biologie obratlovct Akademie véd Ceské
republiky, detasované pracovisté Studenec u Tiebice (vice informaci o pouzitych inbrednich
kmenech viz Pialek et al., 2008).

Celkem 32 samic poddruhu M. m. musculus bylo odvozeno ktizenim kmentt STUF
Studenec (Ceska republika), cca. 250 km vychodné od hybridni zény obou sledovanych
poddruhii. Linie BUSNA pochazi z jedincti odchycenych v obci Buskovice (Ceska
republika), cca. 50 km vychodné od hybridni zony (Pialek et al., 2008).

Dalsich 32 samic poddruhu M. m. domesticus bylo odvozeno kiizenim kment
SCHUNT aSTRA. Samice linie SCHUNT jsou potomky piedkii z obce Schweben
(Némecko), cca. 200 km zapadné od hybridni zoény. Zastupci SCHUNT byli 16 — 18
generaci sourozeneckého kiizeni (ne zcela inbredni). Kmen STRA je odvozeny z divokych
jedincti odchycenych u obce Strass (Némecko), cca. 50 km zédpadné od hybridni zoény (Pidlek
et al., 2008). Podrobnosti k testovanym jedinctim jsou v tabulce pl v priloze.

Vsichni testovani jedinci byli chovani ve standardizovanych plastovych klecich
(16 cm x 28 cm x 15 cm), s podestylkou z hoblin a obohacenim z papirového hnizdniho
materidlu, pravidelné ¢isténych kazdych 5 dni, nepietrzitym pfistupem ke granulovanému
krmivu (ST1, VELAZ, Praha, Ceska republika) a vodé, pii primémé teploté 20 - 22 °C,
ventilaci a umélém osvétleni (14 h svétlo, 10 h tma) v chovném zaiizeni Ustavu biologie
obratlovctl Akademie véd Ceské republiky, detagované pracovisté Studenec u Ttebide.

Pracovisté je fadné akreditovano pro chov drobnych hlodavct (227203/2011-MZE-
17214 2011-2016) a projekt jednotlivych pokusti (145/2010) byl schvalen etickymi
komisemi Ustavu biologie obratlovcti AV CR a dodrzuje smérnice EU 2010/63/EU.
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4.2 Test estralniho cyklu

Pro urceni vlivu estralniho cyklu na explorac¢ni chovani samic bylo tfeba navodit v kazdé
na poddruzich zalozeni skupiné u poloviny samic receptivni (proestrus + estrus) a druhé
poloviny nereceptivni (metestrus + diestrus, popf. anestrus) fazi. Ke slouceni Ctyf
jednotlivych fazi na receptivni vs. nereceptivni doslo z diivodu, ze tzv. behavioralni estrus,
kdy samice prezentuje svou receptivitu a je tedy pro samce nejatraktivnéjsi, predchazi estru
fyziologickému (Stopka et al., 2007). Pro objektivni zachyceni chovani samic v receptivni
fazi tedy bylo tfeba zahrnout mimo samotny cytologicky estrus i proestrus.

Mladé samice byly odstaveny ve v€ku 20 dni a drZeny jednotlivé nebo
ve stejnopohlavnich parech sourozenct ze stejného vrhu. Dospé€lé samice (min. 55 dni star¢)
byly izolovany do jednotlivych kleci a drZzeny samostatné po dobu alespon 10 dni.

Pozadovana faze estrdlniho cyklu byla navozena stimulaci, tzv. synchronizaci
pachem samce na zakladé postupu Meziane et al. (2007). Do klece samice jsme jako stimul
pridali cca. 50 g podestylky z klece samce stejného poddruhu, starého minimalné 70 dni,
chovaného izolované a bez ¢isténi klece po dobu 10 dnd. Samice byly béhem synchronizace
také v klidovém rezimu — bez ¢isténi klece, vazeni atd. Predpokladali jsme nastup estralni
faze v rozmezi 48 — 72 h po synchronizaci (Meziane et al., 2007). Pilotni pokus ale prokazal,
ze nase divoké linie reaguji jinak nez standardni laboratorni kmeny pouzité v experimentu
Meziane et al. (2007).

V pilotnim pokusu jsme tak dale sledovali prubéh estralniho cyklu po synchronizaci
pachem pilin samce (metodika shodna jako vtomto experimentu) u imbrednich linii
samotnych, 4 skupin F1 samic (STUF x BUSNA, BUSNA x STUF, CHUNT x STRA
a STRA x SCHUNT) a také u divokych samic odchycenych v pifirodé po dobu 8 dnu.
Vaginalnim vytérem kazdych 12 h jsme cytologicky ur¢ili a sledovali faze estralniho cyklu.

Vysledky prokazaly, ze u vétSiny samic dochédzi k posunu nastupu receptivni faze
(pramémé STUF x BUSNA 72 — 96 h, BUSNA x STUF 72 h, SCHUNT x STRA 72 h
a STRA x SCHUNT 96 h), a proto jsme prodlouzili délku synchronizace. Pfedpokladané

receptivni samice jsme testovali do 72 h a nereceptivni po vice nez 72 h.

Faze estralniho cyklu byla urena cytologicky, vaginidlnim vytérem provedenym
bezprosttedné po skonéeni testovani explorace. Stejné jako v pilotnim pokusu jsme pomoci

Pasteurovy pipety s 10 pl fyziologického roztoku nékolikrat proplachli vaginu samice,
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zpétné nasaty roztok nanesli na €isté podlozni skli¢ko a nechali zaschnout (Dusek et al.,
2012). Takto ziskané vzorky jsme barvili dle Pappenheima nanesenim 1 ml barviva May
Griinwald (eosin, metylova modi v metylalkoholu) a ponechanim 3 minuty ptsobit. Po té
jsme barvu na 1 minutu ziedili stejnym mnozstvim vody a vSe slili. Dale jsme pokrac¢ovali
nakapanim barviva Geimsa Romanowski (eosin, metylenovy azur, violet, vodni modf,
aceton) fedéného s destilovanou vodou v poméru 1:10, které jsme nechali plsobit 15 minut.
Vse pak opatrné oplachli vodou a osusili (Palecek, 1996).

Hotové prepardty jsme pozorovali pod svételnym mikroskopem (Olympus BX51)
se 100 x zvétSenim. Jednotlivé faze estralniho cyklu jsme stanovili dle ptevazujiciho poctu
bun¢k (Obr. 2). Po té bylo zpétn¢ ovéfeno ¢i opraveno spravné zafazeni receptivnich

a nereceptivnich samic.

Proestrus (100x) Estrus (100x) 4

Jaderné epitelialni bufiky | . | Kerainizované

Metestrus (100x) 0wt Diestrus (100x) |

Keratinizované epiteliaini bufiky | 2 i Y

Obrazek 2: Fotografie preparati vaginalnich vytérd jednotlivych fazi estralniho cyklu

s charakteristickymi buiikami vaginalni tekutiny (Olympus BX51, 100 x zvétseno).
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Béhem cyklu se charakteristicky méni bunky pozorovatelné ve vaginalni tekutiné
(Allen, 1922). Receptivni faze proestrus (P) se vyznacuje velkym mnozstvim jadernych
epitelidlnich bunék, Casto ve svazcich. Po obarveni je cytoplazma bun¢k zbarvena do rizova
ajadra cCerveno- fialové. Estrus (E) - faze ovulace se vyznacCuje keratinizovanymi
epitelialnimi buiikami. Pro nereceptivni faze je typicka ptitomnost leukocytt, v metestrusu
(M) nachazime leukocyty a keratinizované epitelidlni buiikky a v diestrusu (D) leukocyty
a jaderné bunky, Casto i Slem (Allen, 1922, Palecek, 1994, Byers et al., 2012) (Obr. 2).

Cytologické snimky byly fotodokumentovany a sklicka s preparaty archivovana.

4.3 Test explorace

Pro testovani explora¢niho chovani byl pouzit Standard Open field test, ktery spociva
ve vypusténi pokusného zvifete za ur¢enych podminek v piesné stanoveném prostiedi, jeho
sledovani a nasledné vyhodnoceni aktivity. Podminky naseho Open field testu piesné
odpovidaly pfedchozim experimentim saméi explorace (viz Hiadlovska et al., 2013) tak,
abychom mohly srovnat vysledky obou pohlavi.

Testy probihaly vzdy ve svétlé Casti dne (od 9:00 - 14:00 hod). Pied experimentem
byly samice zkontrolovany, zvdZzeny a na 15 minut umistény do habituacniho boxu
(prihledny plastovy box o rozmérech 35 cm x 25 cm X 13 cm, Sposuvnymi dviiky)
(Obr. 3A).

Testovaci kruhova aréna (z bilého plastu, pramér 100 cm, vyska stén 50 cm) byla
umisténa v odhluénéné mistnosti (s konstantni teplotou 20 - 22 °C, pod stalym umélym
osvétlenim) a snimdna digitdlni kamerou. V rdmci dfivéjSich experimenti bylo dno arény
opticky rozdéleno na tii kruhové vysece (centralni, vnitini a vné&jsi), které byly dale déleny
na 33 dild, viz aréna z pohledu kamery (Obr. 3B). Z hlediska tady zpracovanych dat jsou
tyto optické znacky irelevantni. Plocha arény byla v digitdlnim prostfedi programu, jejz jsme

pouzili, virtudln€ ¢lenéna na jiné vysece.
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Obrazek 3A: Mys v habitua¢nim boxu pfipojenému k aréné. 3B: Ilustra¢ni zabér — obraz kamery
otevieny v prostiedi programu, ureny K analyze prostorové aktivity. Je zde vidét pudorys arény,
Vv pravém hornim rohu je vstupni otvor. Fialova kruznice vymezuje plochu, kterou program

vyhodnocuje, ¢ervené je patrné rozhrani svétlého/tmavého povrchu. Toto rozhrani program uziva

N 2

k identifikaci pokusného jedince, jehoz t€Zisté pak promita do kartezianské soustavy (zluty ¢tverec).

Pfed experimentem byla aréna oznacena Stitkem s identifika¢nim koédem testovaného
jedince. Po té bylo pfipravené a habituované zvife 1 s boxem pfipojeno pomoci prihledné
sklenéné trubice (primér 5 cm, délka 10 cm) k aréné a odejmutim posuvnych dvifek zahajen
samotny pokus.

Mys vstupovala do arény dobrovolng. Sledovany proto byly hlavné dva parametry.
Jednak okamzik, kdy se mys pfiblizila k vchodu a nahlédla do arény, coz bylo oznac¢eno jako
Start of trial. Odtud byl odpocitavan stanoveny maximalni ¢as experimentu — 10 minut. Déle
byl zaznamenan piesny ¢as, kdy mys vstoupila do arény (vSechna ¢tyfi chodidla na podlaze),
jako Enter arena, odtud byly méfeny 3 minuty, béhem kterych se podrobné analyzoval
pohyb jedince po aréné, véetné navrati do boxu.

Mezi pokusy byla celd aréna peclive CiSténa 96% etanolem, habituacni boxy s dvitky
a spojovaci trubici roztokem NaClO4 (< 5%), oplachnuty kohoutkovou vodou a ususeny.

Kazda samice podstoupila experiment pouze jednou.
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4.4 Vyhodnoceni dat

Nékteré ze sledovanych parametrl jsme stanovili pfimo pozorovanim zdznamu a jeho casové
stopy. Jednalo se pifedev§im o Latence vstupu do arény (Latency) a Vstupy do boxt (Box
entrances). K podrobnéjsi kvantifikaci prostorové aktivity jsme zaznamy explora¢niho
chovani zpracovali specialnim pocitacovym programem — MTS, Modular Tracking System
(Obr. 3B, 4A), navrzenym a zakoupenym Ing. M. Kucerou.

V prvnim kroku bylo tfeba sestiihat zdznamy S maximalni piesnosti na 3 minutovy
(180 s) zdznam od okamziku Enter arena. Pokud mys za celou dobu experimentu do arény
nevstoupila, byla klasifikovana jako neexplorujici a kvantifikace nebyla mozna. Hodnota
Latency pak byla stanovena jako 600 s (10 minut).

Daéle se videa konvertovala pro formét zpracovatelny programem MTS. Po nahrani
videa do MTS se upravoval jejich jas, kontrast a dalsi parametry tak, aby systém v kazdém
zab&ru testovanou mys zaznamenal, a tak Spravné pievedl celé video na piesna data
0 pohybu mysi v aréné.

Vysledkem byla v prvnim kroku ptesné detekovana trasa pohybu jedince. Jednak
V podobé¢ soubort ve formatu .cvs obsahujicim fadu koordinatu — jeden koordinat pro kazdy
zabér, tedy okénko zaznamu (Obr. 4A), ale také jejich vizualizované formaty jako celkovy
obraz trasy (Obr. 4B).

A

¢_F1SB... - [m] X

Sibor Upravy Format Zobrazit
Pomocnik

// Created from: F1SBlx ~»
3120 {194, 228}

3160 {194, 228}

3200 {194, 229}

3240 {193, 229}

3280 {193, 229}

3320 {193, 229}

3360 {193, 229}

3400 {192, 229}

3440 {192, 230}

3480 {191, 230}

3520 {190, 231}

Obrazek 4A: Ukazka vystupnich souborl ve formatu .cvs. Kazdy fadek predstavuje jedno okénko

zaznamu — jeden Casovy okamzik. Prvni sloupec uvadi, o které okénko se jedna, dalsi dva

N 2

koordinatu kartezidnskych soufadnic. 4B: Ukéazky nékolika vyslednych vizualizaci zaznamut

explorace, kde je ilustrovana trasa, kterou jedinec po dobu tfi minut piekonal.
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Soubory .cvs postupovaly do dalSiho kroku zpracovavani MTS programem. Zde
se plocha arény virtualné roz¢lenila na dvé ¢asti: vnéjsi kruh Outher circle a vnitini sekci
Inner circle. Vnéjsi kruh tvofil 5 cm Siroky pas podél zdi arény. Pokud se my$ pohybovala
v tomto useku, byla se zdi v pfimém kontaktu boky, vousy a podobné. MTS program pak
Z .cvs souboru stanovil kolik ¢asu a jakou drahu jedinec dosahl v té které ¢asti arény. Podil
gasu, ktery z celkové doby tfi minut jedinec stravil v aréné, je definovan jako parametr Cas
straveny v arén¢ (Time in arena). Parametr Tigmotaxe (Thigmotaxy) je stanoven jako
procentualni podil Time in outher circle / Time in arena. Souhrn vSech parametrt
stanovenych piimo sledovanim videa a kvantifikaci v MTS programu uvadi nasledujici
tabulka (Tab. I).

Tabulka I: VSechny parametry zaznamenané pii sledovani exploraéniho chovani. Ty, které

podstoupily statistické zpracovani, jsou zde zvyraznény kurzivou.

Nazev Popis
Start of trial N . y v Trss .
[time] presny Cas zac¢atku pokusu, mys se piiblizila k vchodu do arény
Enter arena pfesny Cas vstupu do arény, mys vstoupila do arény, vSechna Ctyii
[time] chodidla na podlaze
Latency Latence vstupu do arény, doba ,,vahani‘ testovaného jedince pred
[s] vstupem do arény; vypocet ze (Start of trial) — (Enter arena)
Path in central circle . . . o s
[m] vzdalenost, kterou mys urazila v centralni ¢asti arény
Time in central circle y o et XA
[ms] Cas straveny v centralni ¢asti arény
Path in outher circle . . . ot XA
[m] vzdalenost, kterou mys urazila ve vnéj$i ¢asti arény
Time in outher circle y L, s g
[ms] Cas straveny ve vnéjsi Casti arény
Time in box y L, R
[ms] Cas straveny v habitua¢nim boxu
Time in arena - L . .o . R
[ms] Cas straveny v aréng, tedy celkovy ¢as mimo habituacni box
Total path , , . . e
[m] P celkova vzdalenost, kterou mys urazila v aréné
Box entrances . . y . y o
[number] Vstupy do box1, kolikrat mys vstoupila zpét do habitua¢niho boxu
End in box .
bl < “
[yes/no] mys byla v dob¢ konce pokusu v habitua¢nim boxu
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4.5 Statisticke analyzy

Efekt estralni faze, poddruhu a pohlavi na jednotlivé parametry explora¢niho chovani jsme
testovali pomoci linedrnich modelti. Vzhledem k nenormalnimu rozdéleni (Kolmogorov-
Smirnov test, p < 0,05) parametrti Latence vstupu do arény a Vstupu do boxi jsme prislusna
data museli transformovat; logaritmickou transformaci v ptipad¢ latence vstupu do arény
a odmocninové transformace v ptipad¢ Vstupu do boxt.

Nejprve jsme testovali vliv estralni faze a poddruhu na samici exploraci
v samostatnych modelech. Vzhledem k nesignifikantnim vysledkim (viz Vysledky) jsme
data receptivnich a nereceptivnich samic mohli sloucit a nasledné v druhé sad¢ testii testovat
vliv faktorti pohlavi a poddruhu na explora¢ni chovani samcti a samic.

Nejlepsi modely byly vybirdny zpétnou eliminaci, tedy postupnym odebiranim
testovanych faktorti. V kazdé sérii jsme tedy nejprve zacéinali s plnym modelem zahrnujicim
oba testované faktory: faze estralniho cyklu, poddruh (nebo pohlavi v pfipadé zapojeni
samcu) a jejich interakci. Pokud takovy komplexni model nebyl podpoten, nasledné jsme
pokracovali v aditivnim modelu (testovany oba faktory, avsak bez vzajemnych interakci).
Obdobné mohly nasledovat modely S jedinym prediktorem (tedy testovanym faktorem bud’
faze estralniho cyklu, nebo poddruh, resp. pohlavi) az po nejjednodussi nulovy model
zahrnujici jen intercept.

F test se standardni hladinou vyznamnosti p = 0,05 tak poslouzil k vybéru nejlepsiho
modelu stanovenim, zda mé jednodussi model signifikantn€ niZsi residuélni sumu ctvercti.
Vzhledem k opakovanému testovani stejné hypotézy na stejném souboru testovanych jedinct
ve Ctyfech porovnanich jsme pouzili sekvencialni Bonferroniho korekci (Holm, 1979)
pro P hodnoty.

Dalsi pristup, ktery jsme zvolili pro robustnéjsi podporu vysledkl, tedy vybéru
modelu, byl test Akaikeho kritérii pro vSech pét porovnavanych modelti (Akaike, 1974).
Akaikeho vahy jednotlivych posuzovanych modeli davaji v sou¢tu vzdy hodnotu jedna
a prislusné vahy jednotlivych modelt naznacuji pravdépodobnosti S jakymi je dany model
spravnym prolozenim dat za ptredpokladu, ze je alespon jeden model spravnym (Burnham
& Anderson, 2004).

Vsechny modely byly testovany v R 3.0.3 (R Core Team, 2014).
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5 Vysledky

5.1 Explorace & estralni cyklus

Nas experiment neprokazal signifikantni vliv faze estralniho cyklu na exploracni chovani
samic u poddruhd M. m. musculus, ani u M. m. domesticus a to v zadném ze Ctyi testovanych
behavioralnich parametrit Open field testu (Tab. Il, Obr. 5, Obr. 6).

U obou podruht se sice na prvni pohled zda, Ze receptivni samice travi delsi ¢as
v aréné (Obr. 5), coZz by mohlo odpovidat vyssi aktivité receptivnich samic. Ale obdobné
také vykazuji Castéjsi navraty do boxu (Obr. 6). Tyto rozdily vSak nejsou signifikantni.

Diky nesignifikantnimu vlivu estralniho cyklu na explora¢ni chovani jsme mohli

sloucit receptivni a nereceptivni samice a otestovat rozdily mezi obéma poddruhy.

Tabulka 11: V levé ¢asti jsou vysledky elimina¢niho postupu. Vliv podruhtt (M. m. musculus a M. m.
domesticus) a faze estralniho cyklu (N - nereceptivni a R - receptivni) na exploraci samic: pro kazdou
proménnou je preferovany model se statistikou F a p-hodnotou z testl proti nulovému modelu.
V pravé Casti jsou Akaikeho vahy pro celou sadu péti moznych modelti, pfi¢emz tam, kde I1ze nékteré

vahy oznacit jako markantné vyssi, jsou oznaceny zlute.

Preferovany Akaikeho vahy (AIC)

model F p Plny Aditiv.  Poddruh  Faze Nulovy
Latence vstupu do arény Poddruh 32,44 <0,001 016 043 0,40 0,00 0,00
Cas straveny v aréné  Poddruh 23,36 <o0,001 012 0,29 0,60 0,00 0,00
Tigmotaxe Nulovy - - 0,06 0,15 0,33 0,15 0,31
Vstupy do boxii Nulovy - - 0,18 0,20 0,19 0,24 0,20
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Obrazek 5: Grafy vlivu podruhtt (M. m. musculus a M. m. domesticus) a faze estralniho cyklu

(N - nereceptivni a R - receptivni) na exploraci samic v parametrech Latence vstupu do arény a Casu

straveném v aréné Open field testu. Ctverce znaéi mediany, tzv. vousy horni a spodni kvartily

a krouzky odlehlé hodnoty.
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Obrazek 6: Grafy vlivu podruhd (M. m. musculus a M. m. domesticus) a faze estralniho cyklu

(N - nereceptivni a R - receptivni) na exploraci samic v parametrech Tigmotaxe a Vstup do boxu

Open field testu. Ctverce znadi mediany, tzv. vousy horni a spodni kvartily a krouzky odlehlé

hodnoty.
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4.2 Explorace & poddruhy

V elimina¢nim postupu vysel jako nejlepsi jedin€ jednoduchy model s faktorem Poddruh,
to pro rozdily v Latenci vstupu do arény a Casu straveném v aréné. Pro Cas straveny v aréné
je tento vysledek také podpofen Akaikeho vahami, kde ma tento model vahu 0,6 a je tak
S 60% pravdépodobnosti spravnosti vyrazné lepsi nez nasledujici model Adititivni (0,29;
tedy 29% pravdépodobnost). Latence vstupu do arény tak silné podpofena neni, zde ma
model s hlavnim faktorem Poddruh téméf stejnou vahu jako Aditivni model (tedy 40%
a43% pravdépodobnosti). Samice poddruhu M. m. domesticus tedy vahaji pied vstupem
do arény signifikantné delsi dobu nez samice M. m. musculus (121 s vs. 26 s), avSak jakmile
jsou samice M. m. domesticus v aréné, zlstavaji v ni prikazné déle, resp. propor¢né delsi
dobu nez samice M. m. musculus (82% vs. 63%) (Obr. 5). Dale nebyla pozorovana zadna
znamka signifikantniho efektu. U Poctu vstupti do boxu elimina¢ni procedura dospéla
az k Nulovému modelu, ktery je dle Akaikeho vah srovnatelné spravny, jako model Poddruh
(pravdépodobnost 31% vs. 33%). Tigmotaxe také v eliminaci dosahla nulovy model
a Akaikeho vahy jsou vSechny prakticky shodné (Tab. II).

Po vylouceni vlivu estralniho cyklu na exploracni chovédni samic a nésledné fuzi
receptivnich a nereceptivnich samic do skupin dle poddruhii jsme také mohli porovnat jejich
exploracni chovani s exploranim chovanim samci diive testovanych kolegyni

Z. Hiadlovskou (Hiadlovska et al., 2013) (Tab. I1I, Obr. 7, Obr. 8).

Tab. 1I: V levé ¢asti jsou vysledky elimina¢niho postupu. Vliv podruha (M. m. musculus a M. m.
domesticus) a pohlavi (9 - samice a & - samci) na exploraci v parametrech: pro kazdou proménnou
je preferovany model se statistikou F a p-hodnotou z testti proti nulovému modelu. V pravé ¢asti jsou
Akaikeho vahy pro celou sadu péti moznych modelt, pricemz tam, kde 1ze nékteré vahy oznadit jako

markantné vys$i, jsou oznaceny Zluté.

Preferovany Akaikeho vahy (AIC)

model F p Plny Aditiv. Poddruh  Faze Nulovy
Latence vstupu do arény Plny 22,62 <0,001 093 006 0,01 0,00 0,00
Cas straveny v aréné  Poddruh 29,05 <0,001 0,16 0.25 0,59 0,00 0,00
Tigmotaxe Poddruh 8,24 0,010 021 044 0,30 0,03 0,01
Vstupy do boxti Poddruh 4,47 0037 010 026 0,45 0,07 0,13
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Obrazek 7: Grafy vlivu podruhti (M. m. musculus a M. m. domesticus) a pohlavi ($ - samice

a & - samci) na exploraci v parametrech Latence vstupu do arény a Casu straveném v aréné Open

field testu. Ctverce zna¢i mediany, tzv. vousy horni a spodni kvartily a krouzky odlehlé hodnoty.
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Obrazek 8: Grafy vlivu podruhti (M. m. musculus a M. m. domesticus) a pohlavi (§ - samice

a & - samci) na exploraci v parametrech Tigmotaxe a Vstupt do boxt Open field testu. Ctverce znaéi

mediany, tzv. vousy horni a spodni kvartily a krouzky odlehlé hodnoty.
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Vzhledem k u savcu tradi¢né piedpokladané vyssi disperzi samcii jsme piedpokladali i vyssi
exploraci a vyznamnéjsi poddruhové rozdily u samci, nez u samic. Nase vysledky vsak
ocekavani nepotvrdily. Jediny parametr, u kterého dle eliminacniho pfistupu hralo
vyznamnou rolu pohlavi, byla Latence a to pouze v interakci s poddruhem, coz také durazné
potvrzuji Akaikeho vahy (93% pravdépodobnost ze Model s interakci je spravny).

Objevili jsme tedy nasledovné signifikantni rozdil: samice M. m. domesticus vykazuji
signifikantn¢ vyssi latenci vstupu do arény nez samci (121 s vs. 39 s) (Obr. 7). U poddruhu
M. m. musculus v$ak tyto rozdily mezi pohlavimi nebyly. Samice M. m. musculus vahaly
pied vstupem do arény téméf shodné jako samci téhoz poddruhu (26 s vs. 27 s) (Obr. 7).

Zbylé tii parametry vykazovaly dle elimina¢niho pfistupu jako urcujici faktor
Poddruh, (Tab. IlI, Obr. 7, Obr. 8), pfitemz u Casu straveného v aréné a Vstupti do boxu je
tento vysledek také podpoien Akaikeho vdhami — 59% pravdépodobnost pro spravnost
u Casu straveného v aréné a 45% pro Vstupy do box.

Druhé nejlépe podpoiené modely maji oproti t€émto poloviéni pravdépodobnosti.
Tigmotaxe je dle Akaikeho vah wurCena poddruhem, kde ma model s faktorem
Poddruh obdobnou pravdépodobnost (30%) jako Aditivni efekt Poddruhu a Pohlavi (44%).
Obecné lze tedy Fict, Zze u jak samic, tak samct travi zvitata poddruhu M. m. domesticus delsi

dobu v aréné, méné vstupuji do boxu a predev§im samci mén¢ vyhledavaji blizkost zdi.
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6 Diskuze

Od bez ptehanéni revoluce v nazirani na organismus a jeho motivy (potazmo ,,motivy* jeho
geni) v poloving 60. let chapeme, Ze se genetické a individualni zajmy jedince obvykle
shoduji, ne vSak vzdy. Biologové G. Williams a W. Hamilton tehdy jako prvni zformulovali
mySlenku (a R. Dawkins ji zpopularizoval pojmem ,,sobecky gen), jez doslova otiasla
védeckou spolednosti. Ze za do té doby pro nas ne zcela pochopitelnym, ale obdivovanym
chovanim nékterych individui (rodinny altruismus, socidlni hmyz aj.) nemusi stat jejich
vlastni zajmy nebo zajmy jejich rodiny, spolecenstvi nebo snad druhu jako celku, ale muze
jit o projevy ,,zajmu“ jejich gent (Ridley, 2010).

Touto optikou se d4 nahliZet i na v ivodu zminiovany rozpor dispergujicich samic
mysi domaci. A€ jsou povazovany obecné za vice filopatrické nez samci (Lidicker, 1976,
vyhody, napt. v podob¢ spole¢né péce o mlad’ata (Palanza et al., 2005), a a¢ sebou disperze
nese mnoha rizika (Stenseth & Lidicker, 1992), pfesto samice disperguji a to potencidlné
V mife stejné, ne-li vétsi nez samci (Singleton, 1983, viz reference v Pocock et al., 2005).

Uvédoménim, Ze hybatelem tohoto konfliktu mohou byt geny, jez ,nuti“ samici
chovat se v rozporu s vlastni welfare nebo dokonce piezitim, ale ve shodé¢ se ,,zajmem* genti
rozsifit se co nejvice — uspiSeni vlastni reprodukce (Gerlach 1990, 1996, King, 1983)
nebo v co nejkvalitngj$i kombinaci — vybér lepsiho partnera (Hurstet al., 2001, 2017,
Ganem, 2012, Potts et al., 1991, Voslajerova Bimova et al., 2011), nedostavame zazracné
feSeni celé otazky, ale spiS vysvétleni existujici komplikovanosti geneticko-behavioralnich
vztahll a snad novy smér k jejich pochopeni.

K testovani vlivu receptivity na explora¢ni chovani nas ptivedla uvaha, ze ,,vedou-li*
geny samici k disperzi z divodu hledani extraparovych, potazmo extrademovych partneri
béhem receptivni faze ve snaze ovlivnit sviij reprodukcéni uspéch vybérem kvalitniho
partnera, m¢la by se tato souvislost projevit ve zplisobu explorace. Oc¢ekavali jsme zvySenou
exploracni aktivitu v receptivni fazi estralniho cyklu.

Vliv estrdlniho cyklu na behavioralni aspekty spojené s reprodukci prokazuji rtizné
studie, napi. odlisné strategie explorace (Meziane et al., 2007), riskovani nebo agresivitu
variabilni dle fazi estralniho cyklu, u samic bfezich nebo pecujicich o mlad’ata (Augustsson
et al., 2005); v uvodu zminovanou nahlou vybiravost samic preferujicich v receptivni fazi

dominantni samce (Mossman & Drickamer, 1996) nebo novéjsi studie zroku 2013,
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ktera rovnéz potvrzuje vliv receptivity na samic¢i preference a pftistupnost, kdy samice
Vestralni casti cyklu (Casové rozmezi, ve kterém pii piipadném pafeni s nejvetsi
pravdépodobnosti dojde k zabieznuti) prokazatelné Castéji a opakované vyhledavaly samce
(Zinck & Lima, 2013).

Nicméné v nasi studii se neprokdzal zadny vliv estrdlniho cyklu na exploraéni
chovani samic mysi domaci. Nepozorovali jsme signifikantni rozdily ve zptisobu explorace
neznamého prostfedi mezi receptivnimi a nereceptivnimi samicemi. Explora¢ni, potazmo
disperzni aktivita samic tedy mize byt vedena i1 jinymi motivy nez jen okamzitym hledanim
kvalitnéjSich reprodukénich piilezitosti za hranicemi teritoria, mimo hierarchii demu
stanoveného partnera.

Jednou z moznosti miize byt vySe zmifiovana snaha o uspiSeni samotného zahajeni
vlastni reprodukce mladych samic, kterému star$i vySe postavené samice demu pomoci
hormonalnich supresorti riznymi zpasoby brani, napi. zpozdény nastup dospivani nebo
neusazeni oplozeného vajicka (Drickamer, 1982, Hurst, 1987). V §ir§im kontextu se tak da
nad touto situaci uvazovat jako nad Utékem z nizké hierarchické pozice obdobnym tomu
u dospivajicich samct.

Tento pohled podporuje 1 fakt, Ze mladé nerodici samice v demu mohou trpét
nepratelskym chovanim nejen ze strany vySe postavenych samic, ale 1 od dominantniho
samce vynucujicitho si reprodukci (Hurst, 1990). Dohromady tak vyvstava obraz tlaku
pusobiciho na odchod samic z rodné skupiny nejen podobného, ale moZna i vétsiho nez tlaku

Nastoupena cesta se da rozvijet testovanim explorace biezich nebo kojicich samic,
pfenesenim laboratornich  experimentl do polopfirozenych uzavienych chovi,
popt. zpfesnénim (nejen) urceni faze estrdlntho cyklu meéfenim hladiny hormoni,

napf. imunoenzymatickou analyzou (ELISA), (Touma et al., 2003).

Jak druhy v pfirodé vznikaji, je jednou zkliCovych otazek studia evolucni biologie
a identifikace a odhaleni zplsobu fungovani izolacnich bariér zase zékladem pochopeni
procesu speciace (Mallet, 2005). Tyto bariéry mohou byt rizné - geografické, ekologické,
fyziologické i1 behavioralni. Studium poslednich jmenovanych povazuji za nejobtiznéjsi
Vv oblasti kvantifikace dat, tedy prevadéni pozorovaného chovani na hmatatelné a objektivné
srovnatelné dikazy.

S plnym védomim obtiznosti ptfimého propojeni vysledkii exploracnich parametri

ziskanych v laboratofi se sklony jedinct dispergovat v pfirodé¢ jsme se piece jen pokusili
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u samic dvou poddruhd mysi domaci Mus musculus musculus a Mus musculus domesticus
odhalit jisté poddruhové specifické vzorce chovani a pifipadné rozdily mezi nimi, jez by
mohly jednu z takovych behavioralnich izola¢nich bariér tvofit.

Testovani explorace je uzivano jako ukazatel sklonu jedince k disperzi u mnoha
druht (Debeffe et al., 2013, Dingemanse et al., 2003). A to véetné mysi (Augustsson et al.,
2005, Pocock et al., 2005, Rusu & Krackow, 2005). I nase o¢ekavané pozorovani rozdila
mezi poddruhy podporuji rizné studie. Vyzkum explorace nékolika druhti mySovitych
(Muridae) v Open field aréné naznadil, ze explora¢ni chovani je mezidruhové specifické
azavislé na zpasobu zivota (Frynta, 1992, 1994). Hiadlovska dale prohloubila tato
pozorovani i na rozdily mezi poddruhy — v exploraci neznamého prostiedi (Hiadlovska et al.,
2013), podrobnéji viz dale; nebo piekonavani vodni bariéry (Hiadlovska et al., 2012).
V testu vodni bariéry pii 20 °C signifikantné dfive vstupovali do vody a Castéji ji
piekonavali samci poddruhu M. m. domesticus. V rezimu 10 °C byly pozorované rozdily
mezi poddruhy podobné, ale s opac¢nou tendenci. V chladnéj§im prostiedi byli aktivnéjsi
naopak samci M. m. musculus.

U obou poddruhti se potvrdila i dalsi behavioralni, fyziologickd, genetickd a jina
specifika. Zastupci poddruhu M. m. musculus napi. vykazuji silnéjsi pachové preference
k vlastnimu podruhu (Voslajerova - Bimova et al., 2011, Ganem, 2012), nizsi agresivitu
(Frynta et al., 2005, Pialek et al., 2008, Dureje et al., 2011), vyssi flexibilitu v ménicich
se/stresovych podminkdch Morrisova vodniho testu (Hiadlovskd et al., 2014), odliSnou
hladinu i dynamiku hormont (Pospisilova, 2017) nebo lepsi ptedpoklady pro anti-parazitarni
rezistenci (Bilkova, 2014) oproti jedincim poddruhu M. m. domesticus.

Navzdory velmi blizké piibuznosti se oba poddruhy v mnoha faktorech lisi a jejich
chovani a socialni struktura je tedy komplexnéjsi nez se diive predpokladalo. Vétsina praci
se v§ak zabyva samci. N4as proto zajimalo, zda, popf. jak se v explora¢nim chovani 1isi prave
samice. Ocekavali jsme pozorovani poddruhové specifickych exploracnich strategii samic,
avsak ve srovnani se samci obecné mensi explorativni aktivitu a tedy i méné napadné rozdily

mezi poddruhy.

V testovani samic mysi domaci jsme mezi poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus
zaznamenali signifikantni rozdily ve zplsobu explorace nezndmého prostfedi. Samice
poddruhu M. m. domesticus pted prvnim vstupem do arény vahaly delsi dobu, nez samice
poddrunu M. m. musculus, ale jakmile byly jednou uvnitf, explorovaly vice a odvaznéji

S niz§im poctem ustuptt do ukrytu v podob¢ habituacniho boxu a s mensi tigmotaxi, tedy
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tendenci vyhledavat ochranu u zdi arény. Toto chovani odpovida i pozorovanym trendiim
explorace samct poddruhtt M. m. musculus a M. m. domesticus (Hiadlovska et al., 2013).
U samic M. m. domesticus je vahani pied vstupem do arény dokonce jesté vyrazné;jsi.

Delsi latence vstupu do neznamého prostiedi zastupct M. m. domesticus muize
souviset s vyssi mirou agrese typickou pro tento poddruh (Frynta et al., 2005, Pialek et al.,
2008, Dureje et al., 2011). Osvojeni si opatrngj§iho postupu s mensi mirou rizika v prvni fazi
explorace se tak mize jevit jako vyhodna adaptace.

Hiadlovska ve svém experimentu testovala explora¢ni chovéani samcii divokych,
od divokych odvozenych a F1 mezidruhovych kiiZzenci podruhd M. m. musculus
a M. m. domesticus (Hiadlovska et al., 2013). Vychazela z vySe zminéného ptedpokladu,
Ze u samcl muze existovat vztah mezi mirou agresivity a zpiisobem explorace. Procez ve své
studii zvolila samce inbredni linie STRA (Strass + Aggressive) odvozené od jedinci
z divoké populace M. m. domesticus a BUSNA (Buskovice + Non-Agressive) odvozené
od jedinct M. m. musculus taktéZ odchycenych v pfirod¢, vice viz Pialek et al. (2008).

Samci inbrednich linii odvozenych od divokych skute¢né vykazovali prikazné
mezidruhové odlisné exploracni strategie. Zastupci agresivni linie STRA explorovali déle
a odvaznéji s mensSim poctem ustupi do boxtl. Jedinci neagresivni inbredni linie BUSNA
méli signifikantné kratSi latenci vstupu do arény, ale pohybovali se v ni vice obezietné
s vy$s$i mirou tigmotaxe.

Testovani divokych zastupcli neprokazalo signifikantni rozdily ve vétSiné
parametru explorace, coZ bylo dano vyssi variabilitou mezi jedinci uvnitt pokusnych skupin,
tedy nizkym poctem testovanych jedincii nutnych k zachyceni prikaznych vysledkd.
Tendence a rozdily mezi poddruhy vSak vySly shodné. Tato data tedy potvrzuji, Ze inbredni
linie odvozené od divokych mys$i mohou byt vhodnymi zastupci pro experimenty (Dureje
etal., 2011, Pialek et al., 2008, Voslajerova Bimova et al., 2011).

U F1 mezidruhovych hybridii se objevil zajimavy fenomén, tzv. transgresivni
fenotyp (novy fenotyp utvofeny na zékladé rekombinace fenotypli rodicovskych). Tito
jedinci vykazovali bud’ chovani podobné jednomu z rodi¢ovskych kment (napt. tigmotaxe)
nebo jeho jeste siln€jsi projevy (napt. latence vstupu do arény nebo Cas straveny v aréng).

Tyto vysledky opakované ukazuji signifikantni rozdily ve vzorcich explora¢niho
chovani obou poddruhii. Zadny znich nelze oznalit za vyslovené vice nebo méné
explorativni. SpiSe kazdy pfijal odliSnou strategii odvijejici se od celkové ontogeneze
a fyziologie jedinct a spolecenského uspotfadani skupin, jez se mize mezi obéma poddruhy

lisit (Hiadlovska et al., 2015).
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Ocekavany pohlavni dimorfizmus — potvrzeni samcii jako (u savcl) vice dispergujiciho
pohlavi, tedy pozorovani vysSs$i exploracni aktivity oproti samicim téhoz poddruhu
—se nepotvrdil. Samice vykazovaly vzorce explorace shodné nebo alesponi velmi podobné
jako samci. Ze Ctyf testovanych parametri jen samice poddruhu M. m. domesticus
signifikantné déle vahaly pied vstupem do nezndmého prostiedi. Coz nds opét privadi
k dfive zminénym komplexnim a slozitym disperznim motiviim samic (vyhody filopatrie,
vybér kvalitniho partnera, snaha uspisit vlastni reprodukei, uték z nevyhodné hierarchické
pozice, aj.), které si zfejme ve své sile a vyznamu nezadaji s tlakem pusobicim na samce.

Je jisté na zvazeni nakolik vypovidajici mize byt aplikace vysledkd exploracniho
chovani zastupct linii odvozenych od divokych, ale chovanych v laboratornim prostredi
narealnou disperzi populaci v piirodé a je-li tento pozorovany rozdil natolik silny,
aby v praxi pusobil jako jedna z behavioralnich izola¢nich bariér mezi poddruhy. Nicméné
rozhodné povazuji témito vysledky naznacenou cestu za velmi zajimavou a hodnou dalsiho

zkoumani.
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[ Zaver

Z nasich vysledkl vyplyva, ze faze estralniho cyklu nema vyrazny vliv na exploracni
chovani samic mysi domaci. Exploracni, potazmo disperzni aktivita samic tedy mize byt
vedena i jinymi motivy nez jen hledanim reproduk¢nich pfilezitosti mimo dem.

Pozorovali jsme také signifikantni rozdily ve zptisobu explorace neznamého prostiedi
mezi poddruhy M. m. musculus a M. m. domesticus. Samice mysi domaci (obdobné jako
drive testovani samci) nasleduji odlisné poddruhové specifické exploracni strategie ziejme
souvisejici s celkovou ontogenezi, fyziologii a spolecenskym usporadanim liSicim se mezi
témito taxony.

Pti srovnani explora¢niho chovéani samic a samcii obou poddruhii se prekvapivé
prokazal zietelny pohlavni dimorfizmus pouze v Latenci vstupu do arény, kde u poddruhu
M. m. domesticus samice vahaly déle, nez do neznamého prostftedi vesly. Jinak ale
zastupkyné obou poddruhi vykazovaly obdobnou exploracni aktivitu jako samci.

Celkové naSe vysledky naznaCuji, Ze samice maji dostatecné¢ silnou motivaci
i nezanedbatelny potencial explorovat do novych prostiedi. A tak by i pifes ptevladajici
paradigma samcii jako hlavnich nositelil sav¢i disperze neméla byt samici role v toku gent

opomijena.
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9 Piilohy

Tabulka pl: jedinci poddruhu M. m. domesticus pouziti v experimentu.

STR — STRA. Jako prvni je u kiizeni vzdy uvedena matka.

SCH — SCHUNT,

Kiizeni | . K_()d Datum a ¢as Vek (d) | Fize Doba od syr_lch. po
jedince explorace exploraci (h)
SCHXSTR |BV20355| 17/12/11 10:20 88 R 39
SCHXSTR | BVQ0356 | 17/12/11 10:35 88 N 39
SCHXSTR | BVQ0357| 17/12/11 10:05 88 N 39
SCHXSTR |BV20365| 17/12/11 9:39 80 R 38
SCHXSTR |BV{0454 | 28/7/12 12:03 177 N 51
SCHXSTR |BV{0455| 28/7/12 10:32 177 R 50
SCHxSTR |BV{0457 | 28/7/12 11:31 176 N 51
SCHXSTR |BV{0458 | 28/7/12 10:18 176 N 50
SCHXSTR |BV{0542 | 28/7/12 12:20 113 R 51
SCHXSTR |BV{0543 | 28/7/12 11:16 113 R 50
SCHXSTR |BVQ0617| 28/7/12 11:02 69 N 50
SCHXSTR |BVQ0618 | 28/7/12 12:38 69 N 52
SCHXSTR |BVQ1546| 10/12/13 9:23 68 R 72
SCHXSTR |BV?1596| 15/1/14 9:02 84 N 49
SCHXSTR |BV{1940| 23/4/14 12:00 70 R 28
SCHXSTR |BVQ1941 | 23/4/14 12:13 70 R 28
STRXSCH |BVQ0622 | 28/7/12 10:03 69 N 49
STRXSCH |BVQ0625| 28/7/12 9:12 68 N 49
STRxSCH | BV20626 | 28/7/12 8:48 68 N 48
STRXSCH |BVQ0628 | 28/7/12 9:30 68 N 49
STRXSCH |BV20629 | 28/7/12 9:48 68 N 49
STRxSCH |BV?1540| 10/12/13 9:08 78 R 72
STRXSCH |BV?1570| 20/12/13 9:03 68 R 72
STRxSCH |BVQ1578 | 16/1/14 9:21 89 N 73
STRxXSCH |BV?1588 | 16/1/14 9:35 87 N 73
STRXSCH |[BVQ1589| 16/1/14 9:51 87 N 74
STRxXSCH |BV{1647| 16/1/14 10:50 68 R 75
STRxSCH |BV?1648 | 16/1/14 11:07 68 R 75
STRXSCH |[BVQ1649 | 16/1/14 11:24 68 R 75
STRxSCH |BV?1650| 16/1/14 11:36 68 R 75
STRXSCH |BV?1666| 20/1/14 9:35 67 R 50
STRxSCH |BV{1671| 20/1/14 10:08 67 R 50
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Tabulka pl, pokrac¢ovani: jedinci poddruhu M. m. musculus pouziti v experimentu. BUS — BUSNA,
STU — STUF. Jako prvni je u kiizeni vzdy uvedena matka.

Kiizeni | Kfid Datum a ¢as Veék (d) | Faze Doba od syr)ch. po
jedince explorace exploraci (h)
BUSxSTU | BV0188 | 11/8/11 10:01 135 N 49
BUSxSTU | BV0189| 11/8/11 10:37 135 R 50
BUSXSTU | BV0192 | 12/8/11 11:00 134 R 74
BUSxSTU | BV?0193| 11/8/1110:15 133 R 49
BUSXSTU | BV0220| 12/8/1111:14 116 R 74
BUSXSTU | BV0274 | 26/8/11 10:39 103 R 75
BUSXSTU | BV0275| 26/8/11 11:01 103 R 75
BUSXSTU | BV0296 | 27/8/11 10:27 71 R 99
BUSXSTU | BV20297| 27/8/11 10:40 71 R 99
BUSXSTU | BV@1530| 18/12/13 9:47 85 N 241
BUSXSTU | BV@1542| 18/12/13 10:01 79 N 241
BUSXSTU | BVQ1752| 24/2/14 12:39 77 N 292
BUSXSTU | BVQ1753 | 26/2/14 12:41 79 N 340
BUSXSTU | BV$2205| 18/7/14 12:00 91 N 340
BUSXSTU | BV92243 | 18/7/14 12:19 81 N 340
BUSXSTU | BV©2244 | 16/7/14 12:07 79 N 292
STUxBUS | BV©0230| 11/8/11 11:00 109 R 50
STUxBUS |BV{0231| 11/8/1111:13 109 R 51
STUxBUS |BV90232 | 11/8/11 11:28 109 N 51
STUxBUS |BVQ0241 | 12/8/11 10:26 100 R 74
STUxBUS |BV20242 | 12/8/11 10:39 100 R 74
STUXBUS | BVQ0254 | 27/8/119:18 107 R 98
STUxBUS | BVQ0255| 27/8/119:30 107 N 98
STUXBUS | BVQ0288 | 26/8/11 9:00 83 N 73
STUxBUS | BV©0330 | 23/11/11 10:04 96 R 98
STUxBUS | BVQ0333 | 24/11/11 10:25 93 R 122
STUXBUS | BV90334 | 24/11/11 10:40 93 R 123
STUxBUS | BVQ1553 | 18/12/13 10:15 75 N 241
STUxBUS |BV?1580| 8/2/1412:01 111 N 268
STUXBUS |BVQ1581 | 8/2/1412:17 111 N 268
STUxBUS |BV?1750| 5/3/14 12:07 88 N 292
STUXBUS |BVQ1751| 6/3/14 12:28 89 N 316
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Clanek plI: Voslajerova Bimova et al., 2016: Female house mice do not differ in their exploratory
behaviour from males, Ethology, 122(44): 298 — 307.
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Dispersal is an important ecological trait affecting genetic variation and
dynamics of populations. Hence, the exploratory behaviour prior to actual
dispersal may be crucial for potentially dispersing individuals. In mam-
mals, females are traditionally seen as the more philopatric sex and disper-
sal as male-biased behaviour, and so behavioural strategies related to the
exploration of novel resources should be differentially expressed in males
and females. In addition, due to sexual selection exploratory strategies
may be expected to vary according to females’ reproductive phase. We
employed a standard open-field test as an approximation of the first phase
of dispersal, using adult house mice representing two subspecies, M. m.
musculus and M. m. domesticus. We tested the prediction that exploration of

neutral area varies in females during different phases of the oestrus cycle
and is different between both sexes and subspedes. We expected to find

higher exploration in males, as the more dispersing sex and less pro-
nounced subspedes-specific differences in females than in males. We
found no significant effect of the oestrous phase on any of the parameters
of the exploratory behaviour measured. Sexual dimorphism was found
only in latency to enter the arena in M. m. domesticus where females hesi-
tated longer to enter a new area than males. Significant subspedies-speci-
fic differences were found in three of four tested exploration parameters,
so we conclude that females of both subspecies follow similar strategies to
those displayed by males. Musa«lus mice show shorter latency to enter a
new area, but once inside, domesticus mice explore the arena significantly
longer, with less frequent retreats to a shelter. Our results thus highlight
that the role of female dispersal in interdemic gene flow should not be
neglected.
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female-biased in socially monogamous species like,

mrgdiction for example, many birds (Greenwood 1980; Clarke

Dispersal is an important ecological trait affecting
genetic variation and dynamics of populations (Prug-
nolle & de Meeus 2002). Understanding dispersal is
thus a prerequisite for proper interpretation of many
population processes (Stenseth & Lidicker 1992; Clo-
bertet al. 2001; Bullock et al. 2002). Particular atten-
tion has been paid to sex-spedfic differences in
dispersal (Pusey 1987) which is generally male-biased
in polygynous spedies (typically in mammals) and

Ethology 122 (2016) 1-10 @ 2016 Blackwell Verlag GmbH

et al. 1997). Several factors have been suggested to
explain sex-specific differences in emigration such as
inbreeding avoidance and/or competition for
resources or local mates (Greenwood 1980; Pusey
1987; Perrin & Mazalov 2000; Prugnolle & de Meeus
2002). A maturing individual has to optimize its fit-
ness by trading-off cost of dispersal with the costs of
philopatry, the former being accompanied with the
exploration of unfamiliar environment to disperse in.
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Female Exploration in House Mice

Such a process is influenced by many extemal (popu-
lation density, resource availability, etc.) and internal
(heritable component, individual personality, sodal
position and relatedness within the group) factors.
Although, in general, proximate causation of varia-
tion in individual dispersal dedcisions is not fully
understood, the dedision process is undoubtedly very
impornant (Stenseth & Lidicker 1992; Bowler & Ben-
ton 2005; Clobert et al. 2012). Obviously, the charac-
ter of exploratory behaviour (e.g. tendency to
explore, pattern and intensity of exploration of an
unknown area) is crucial for this process.

A typical polygynous mammal species is the house
mouse (Mus musculus L.). Although the mouse popu-
lation structure may vary depending on the ecological
(e.g. commensal vs. feral life), climatic (e.g. temperate
vs. arctic areas) or density situation (see Ganem 2012;
and references therein), populations of this species
are generally divided into small, more or less isolated,
demes consisting of one dominant male, several sub-
ordinate males and females with their offspring
(Crowcroft 1955; Reimer & Petras 1967; van Zegeren
& van Oortmerssen 1981; Singleton 1983; Latham &
Mason 2004). The dominant male monopolizes
females and sires most of their pups (DeFries &
McClean 1970; Singleton & Hay 1983) although mul-
tiple patemity occurs in approximately a quarter of
litters (Potts et al. 1991; Montero et al. 2013; Thon-
hauser et al. 2013, 2014; Audair et al. 2014). Females
roam freely within (and to some extent also between)
deme territories (Wolff 1985; Hurst 1990; Gerlach
1996). Juvenile males are tolerated before reaching
maturity and the onset of agonistic encounters
(Brown 1953; Bronson 1979; Hurst 1987; Rusu &
Krackow 2005). Once the young males reach matu-
rity, they usually engage in overt aggression with
other group members and disperse unless they are
able to overtake the natal territory. Young males are
reported to predominate among house mouse emi-
grants, whereas females are assumed to stay and
reproduce in their natal demes (Lidicker 1976; van
Zegeren 1980; Gerlach 1990, 1996; Pocock et al.
2005). However, in some studies there was either no
gender bias found among dispersing individuals
(Strecker 1954; Walkowa et al. 1989) or females were
detected as the more dispersing sex (Myers 1974; Sin-
gleton 1983; reviewed in Pocock et al. 2005). More-
over, the appreciable role of female mice in effective
migration is suggested by phylogenetic data based on
mtDNA haplotypes (reviewed in Bonhomme & Searle
2012). These discrepancies suggest the widely held
paradigm of male-biased dispersal may not be (at least
in house mice) as ubiquitous as commonly believed.

B. Voslajerova Bimova et al.

Given the impornance of exploration for individual
dispersal decisions mentioned above, exploratory
behaviour prior to dispersal has been documented
and proposed as a proxy for the propensity of an indi-
vidual to disperse in many species (e.g. Dingemanse
et al. 2003; Roper et al. 2003; Samelius et al. 2011;
Debeffe et al. 2013) incuding mice (Palanza et al.
2001; Krackow 2003; Latham & Mason 2004;
Augustsson et al. 2005; Pocock et al. 2005; Rusu &
Krackow 2005). Here, we studied explorative strate-
gies in females and males of two house mouse sub-
species, M. m. musculus and M. m. domesticus. These
taxa are known to differ in numerous genetical, mor-
phological, physiological, but also behavioural traits,
such as aggression (M. m. musculus being less aggres-
sive; Thuesen 1977; van Zegeren & van Qortmerssen
1981; Frynta et al. 2005; Pialek et al. 2008; Dureje
et al. 2011), odour preferences (M. m. musculus being
more choosy and preferring mates of the same sub-
species; Smadja et al. 2004; Bimova etal. 2005;
Voslajerova Bimova et al. 2011; Ganem 2012) and
behavioural flexibility (M. m. musculus males per-
formed significantly better in solving Morris water
task, thus being more flexible under dynamic and/or
stressful conditions; Hiadlovska et al. 2014). More-
over, Hiadlovskd et al. (2013) revealed that both wild
and wild-derived inbred males representing the two
subspecies showed differences in the exploration of
an unfamiliar environment with M. m. domesticus
males adopting a longer risk assessment, followed by
more ‘self-confident’ exploration than M. m. musculus
males. A similar pattemn was found in tests assessing
motivation to overcome a water barrier (Hiadlovskd
et al. 2012).

However, little is known about exploration strate-
gies in females, most probably because of the compli-
cation brought about by hormonal fluctuations
during the oestrous cycle, potentially affecting
females’ behaviour and hence biasing the results
(Meziane et al. 2007). Moreover, social organization
of female mice involving direct competition, domi-
nance and reproductive inhibition by other group
members (both males and females), connected with
territory and nest defence, is more complex and vari-
able than simple territory dominance in males (Hurst
1987, 1990; Gerlach 1990, 1996). Such complex social
environment of female mice is little understood
(Konig & Linholm 2012) although from the evolu-
tionary perspective this may modulate female disper-
sal motivation and perception of novel events
(Augustsson et al. 2005).

In this study, we tested (i) whether female explora-
tory behaviour varies during the oestrous cycle; (ii)
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whether this behaviour differs from that of males and
(iii) whether and how it differs between the two sub-
species. We expected, following the predominant
belief of males being the more dispersive sex, that
females would display lower activity in surveying an
unknown area than males of the same subspedies.
Based on female’s position within a social group, with
a limited possibility to directly affect its reproductive
success, we proposed two alternative hypotheses.
First, we may assume female mice to actively search
for quality mates that would lead to increase in explo-
ration activity. Although such higher exploration does
not necessarily result in dispersal, willingness to
explore a new area should then be increased in the
receptive phase of the oestrus cycle. Alternatively, we
may assume the females to search for breeding oppor-
tunity and other resources (shelter, nesting sites, food
etc.). In this case, we expect explorative activity to be
independent on their oestrus phase (i.e. equal for
receptive and non-receptive females) and potentially
resulting in dispersal from unfavourable social envi-
ronment. We compared female explorative strategies
with male exploration patterns revealed in this study
and also reported earlier (see Hiadlovska et al. 2013).

Material and Methods

Tested Animals

Explorative behaviour was analysed using 45 male
and 64 female F1 consubspecific hybrids between
wild-derived inbred strains representing both sub-
species. Owing to decreased homozygosity, the F1
hybrids (i.e. musculus x musculus and  domesti-
cus x domesticus) are more realistic surrogates of nat-
ural populations than the parenial inbred strains. As
sources, we used BUSNA and STUF strains repre-
senting M. m. musa«us, and STRA and SCHUNT as
representatives of M. m. domesticus. The former three
strains were described in detail in Pidlek et al.
(2008). The SCHUNT strain is a lineage established
with a pair captured at Schweben locality (central
Germany), kept at the Institute of Verntebrate Biol-
ogy, ASCR (IVB, ASCR). The parents of tested mice
represented the 10th-18th generation of brother—
sister mating. Both groups of Fl1 hybrids were
checked for potential effects of the cross-direction
(see the Statistical analyses section below). As no sig-
nificant differences in scored phenotypes were found
between the reciprocal crosses, we pooled the mice
within each subspecies and sex creating a group of
M. m. musculus (Ng = 32, N, = 22) and M. m. domesti-
cus (Ng = 32, N; = 23).
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Experimental Design

Mice were weaned at the age of 20 d, kept individu-
ally or in pairs of the same sex, and adult mice (55 d
old or older) were individually housed in standard
polycarbonate cages (16 x 28 x 15 an; VELAZ, Pra-
gue, Czech Republic). After at least 10 d of isolation,
males were tested in the open-field arena, while
females were synchronized with respect to their oes-
trous cycle. Following the synchronization, females
were tested either in the receptive or in non-receptive
phase of the oestrous cycle.

Oestrous Cycle

To test whether females in receptive and non-receptive
phase differ in their exploration scores, we cytologically
examined vaginal smears taken at the end of each
open-field test. The oestrous cycle was synchronized
using 25 g of 10-d-old soiled beddings from an isolated
adult male of the same subspecies and cross-direction as
the recpient female following Meziane et al. (2007).
The timing was adjusted according to our previous
experiments with wild-derived mice. The stage of the
oestrous cycle was determined according to the ratio of
leucocytes, nucleated epithelial cells and cornified
epithelial cells in the smears (Allen 1922; Byers et al.
2012) prepared by vaginal lavage with 10 pl of physio-
logical saline. The fluid was smeared onto a microscope
slide, dried and stined using the Pappenheim stain
(May-Griinwald, Giemsa). The preparations were anal-
ysed under a light microscope (Olympus BX51) at 100x
magnification. We considered a female to be in the
receptive phase if proestrus and/or oestrus were
detected in the smear and in the non-receptive phase in
all other cases (i.e. if either metestrus or diestrous was
detected).

Open-Field Test

Each mouse was tested only once using a standard
voluntary exploration test following Hiadlovska et al.
(2013). The open-field arena was a drcular vat,
100 cm in diameter and 50 cm high. The floor was
divided into two sections: a central cdrcle (diameter
90 cm) and the outer annulus. The arena was con-
nected with a glass tube to a Perspex habituation box
(for more details see Hiadlovska et al. 2013). Between
trials, the apparatus was thoroughly deaned with
96% ethanol and habituation box with NaClO4
(<5% ) and tap water.

All tests were performed during the light phase of
the day, from 8 a.m. to 2 p.m. within years 2013 and
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2014. Before each trial, we placed the tested animal
into the habituation box and allowed it to habituate
for 15 min. After this period, we connected the box to
the arena, opened the box and started recording. Each
trial lasted 10 min and started when the mouse
approached the arena opening for the first ime and
attempted to enter. During this time, it could enter
the vat and move freely between the arena and the
box. The animal’s first actual entrance (FAE) was
defined when all its paws touched the arena floor. We
termed the ‘delay’ between the start of the trial and
FAE as the latency to enter parameter. We processed
the movement patterns during the first 3 min after
FAE using Modular tracking system (custom designed,
purchased from M. Kucera), scoring for the following
parameters: time spent in arena expressed as a propor-
tion of total time (180 s); number of box entrances,
when the animal returned to the habituation box and
thigmotaxy, that is the tendency to move along the
wall, here quantified as the proportion of the total
time spent in the outer annulus (representing 19% of
the arena’s area). If the animal did not enter the arena
during the trial, the above parameters could not be
scored, and this individual was classified as non-
exploring.

Ethical Note

All animals were kept under the 14/10 light/dark
photoperiod, lights on at 6 a.m., at 20°C, pelleted food
(ST1, VELAZ, Prague) and water available ad libitum.
At the end of the experiment, all tested animals were
sacrificed by cervical dislocation, and samples of DNA
were collected for further analyses. The experiments
were performed in the breeding facility of the IVB,
ASCR (Licenses No. 227203/2011-MZE-17214 2011-
2016). Animals were handled by authorized persons
only (License No. CZ 01293 (BVB), CZ 01271 (ZH)),
and the experimental protocols (145/2010) were
approved by the Ethical Commission of the IVB,
ASCR and followed the EU Directive 2010/63/EU.
The observer who measured and analysed exploration
behaviour in the open-field arena and used modular
tracking system (JD) was blind to tested assumptions.

Statistical Analyses

The effects of the oestrous phase, subspecies and sex
on each of the behavioural parameters were tested by
linear models. Prior to testing, we applied logarithmic
transformation to latency to enter and square root
transformation to box entrances. Two series of tests
were conducted. First, we tested for the effects of the
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oestrous phase and subspecies on female explorative
behaviour, and then, we pooled receptive and non-
receptive females and tested for the effects of sex and
subspecies. The best models were selected by the
backward elimination method. Each time we there-
fore started with the full factorial model (subspecies,
phase/sex and their interaction) and proceeded
through the additive model (interaction omitted) to
the model with a single predictor (subspedies, phase/
sex) to the null model (intercept only). F tests with
the conventional significance level p = 0.05 were
used to decide whether the simpler model had signifi-
cantly lower residual sum of squares and should be
preferred. When proceeding from additive to single
factor model, F statistics was used to dedde which
predictor should be retained. Sequential Bonferroni
correction (Holm 1979) was applied to P values as we
used the same set of individuals in four independent
tests. In addition, we used Akaike weights for all five
models (full factorial, additive, subspecies only,
phase/sex only and null) to compare their relative
merits (Akaike 1974). Akaike weights sum up to unity
and indicate the probabilities of competing models to
be correct under assumption that the truly correct
model is among them (Burnham & Anderson 2004).

Following these tests, we addressed two potentially
confounding factors. First, a disproportion in the
number of non-exploring animals could bias results if
the causes of no exploration affected also the beha-
vioural traits of interest. We used generalized linear
model with binomial error distribution, #° test and
the same backward elimination process as before to
decide whether any set of predictors was superior over
the null model. Second, there might be an effect
of the cross-direction. We had not enough data to
model the effect of cross-direction with all its possible
interactions, but each time we tested whether residu-
als of the best model differ between BUSNA x STUF
and STUF x BUSNA or between STRA x SCHUNT
and SCHUNT x STRA. All models were fitin R 3.0.3
(R Core Team 2014).

Results

We found no evidence for the oestrous phase to have
an impact on female exploration (Table 1, Fig. 1).
Latency to enter and time spent in arena differed signifi-
cantly between the subspecies (p < 0.001 in both
cases), and no predictor had significant effect on the
number of box entrances and thigmotaxy. Females of
M. m. domesticus hesitated more to enter the arena for
the first time (mean latency to enter was 121 s com-
pared to 26 s in M. m. musculus), but once in place,
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Table 1: The effect of subspecies and oestrous

phase on female exploration: for each variable, Preferred Akaike weights
we report the preferred model with F statistics model F p Ful  Additive Subspecies Phase Null
and p value from test against the null model
and Akaike weights for the full set of five possi-  Latency Subspecies 3244 <0001 0.16 043 0.40 0.00 0.00
ble models (see the text for more details) Boxentering  Null - - 0.18 020 0.19 0.24 0.20
Timeinarena Subspecies 2336 <0.001 0.12 029 0.60 0.00 0.00
Thigmotaxy Null - - 006 015 033 0.15 031
Latency to enter Box entrances
6.0 o 3.0 1 .
°
. 5.04 -,E 2.5 4 2
)
= 3
3 404 < 20- . i E
3.0 i 15
o - i =
2.0 ¢ ° 1.0 4 ° * B
N R N R N R N R
domesticus musculus domesticus musculus
Time spent in arena Thigmotaxy
o B . ° °
0.9 + I T % 0.8 | .
0.7 - 0.6 E E
ES ES o
Fig. 1: Variation among females of different 0.5 o ° 0.4
subspecies and reproductive phases (N — non- . B
receptive, R — receptive) in four behavioural
parameters in the open-field test The squares 0.3 2 0.2 i
show medians, whiskers upper and lower N R N R N R N R
domesticus musculus domesticus musculus

quartiles and circles range of values.

they spent on average 82% of time spent in arena,
which is significantly more than 63% observed in
musculus females. The relative support for the sub-
spedies as the sole predictor was moderate, however,
with Akaike weights 0.40 (latency to enter) and 0.60
(time spent in arena).

Frequencies of non-exploring animals were not sig-
nificantly different between the groups considered:
the best model with oestrous phase as the sole predic-
tor had z=1.71 and p = 0.090. Cross-direction did
not explain the significant part of residual variation in
any of the four selected models (minimum adjusted p
value was 0.142). When we tested the effects of sub-
species and sex (Table 2, Fig. 2), there was no signifi-
cant difference between both sexes in three of the
four tested parameters. The model with subspecies as
the sole predictor was preferred in box entrances
(p = 0.037), time spent in arena (p < 0.001) and thigmo-
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taxy (p = 0.010), although the relative support was
moderate to low (Akaike weights 0.450, 0.590 and
0.300, respectively). Conversely, in latency to enter
there was overwhelming evidence (Akaike weight =
0.930) for the full factorial model. Here, the sub-
species differed not only in their mean predicted val-
ues (85 s in domesticus, 27 s in musculus) but also in
the presence of strong sexual dimorphism within
M. m. domesticus (predicted values 121 s in females
and 39 sin males) which was absent in M. m. musculus
(26 s predicted for females and 27 s for males). Here,
as well as when testing effects of subspecies and oes-
trous phase, all significant differences were an order
of magnitude higher than standard errors of the corre-
sponding means.

No significant difference in frequencies of non-
exploring animals was observed: the best model with
sex as the sole predictor had z = 0.240 and p = 0.810.
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Table 2: The effect of subspecies and sex on

Akalke weights exploration: for each variable, we report the
Preferred model F p Ful  Additive Subspecies Sex Null  Preferred model with F statistics and p value
from tests against the null model and Akaike
Latency Full 2262 <0001 093 006 0.01 0.00 0.00 weights for the full set of five possible models
Box entering  Subspecies 447 0037 010 02% 0.45 007 013
Time in arena  Subspecies 2905 <0001 0.16 025 0.59 0.00 0.00
Thigmotaxy  Subspecies 824 0010 021 04 030 0.03 0.01
Latency to enter Box entrances
o °
6.0 - : 3.0 ° B
°
Y 2.5
— 504 =
% = 2.0 1 i i I ;
] S 15 i
= 40 5
1.0 ° °
3.0 1
0.5
o
°
2.0 ° = 0.0 s
e & 9 & e & ¢ &
domesticus musculus domesticus musculus
Time spent in arena Thigmotaxy
1.0+ ° ° o .
4 . 0.8
os] W B R
; 0.6+ E
X 0.6 ES 2
: 0.4
0.4+ . o Fig. 2: Variation among subspecies and sexes
o 02 in four behavioural parameters in the open-
e s | 2 field test Squares show medians, whiskers
¢ 4 g 3 ¢ 43 o @ upper and lower quartiles and circles range of
domesticus musculus domesticus musculus values.

Residuals from the selected models were not signifi-
cantly different between the opposite crossing
directions in any case (minimum adjusted p value
0.524).

Discussion

Explorative activity is important in the evolutionary
context as it allows animals to search for potential
benefits (food, partners, nesting sites, etc.) while min-
imizing potential risks (predators, aggressive conspe
cifics) in novel environment. Behavioural strategies
related to environmental threats should be differen-
tially expressed in males and females due to sexual
selection (Palanza 2001). This suggestion is based on
the fact that in the majority of mammals, it is mostly
males who disperse from their natal territory and
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compete with other males for mating opportunities
and territories. Females, on the other hand, generally
have a higher parental investment, and risk taking
may thus be more costly for them. As a consequence,
females should stay more often in their natal sodal
groups. However, this caution may vary during the
different phases of the oestrous cycle, gravidity and
lactation (Augustsson et al. 2005).

In this study, we evaluated the potential effects of
receptivity on females’ exploratory behaviour. We
expected that increased exploration and searching for
extraterritorial matings during the receptive phase
can augment female’s reproductive success in a deme,
where nommally a dominant male monopolizes most
of reproduction. Results of paternity analyses in wild
mouse populations have demonstrated 20-30% of lit-
ters to be sired by more than a single male (Dean et al.
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2006; Firman & Simmons 2008; Auclair et al. 2014;
Thonhauser et al. 2014). Experiments in semi-natural
enclosures revealed extraterritorial matings to be
under control of females: 32% of all observed matings
were extra-pair, and females travelled to nearby terri-
tories whereas males never followed oestrous females
beyond the territory borders (Potts et al. 1991). More-
over, according to Zinck & Lima (2013), females revis-
ited males more frequently when in oestrus. Females
were also shown to mate indiscriminately with males
until approximately 2 h prior to oestrus, a period
when females are most receptive to fertilization and
then displayed significant preference (Mossman &
Drickamer 1996). The extra-deme vagrancdes of
receptive females are also consistent with results of
Potts et al. (1991) who found that females searched
for extra-territorial matings preferentially with males
possessing dissimilar MHC alleles to their territorial
males. However, in this study, we found no significant
differences in the pattern of search of an unknown
area between putatively receptive and non-receptive
females. Thus, female exploratory activity appears to
be guided by other motives than mere searching for
extra-territorial matings.

Contrary to the widespread notion of mammalian
females as the more philopatric sex, we found female
mice to display an exploration activity equal, or at
least similar to males of the same subspecdes.
Although, admittedly, exploration per se may not nec-
essarily be in contradiction with philopatry (even a
highly dispersive and explorative female may still be
philopatric), this similarity deserves an explanation.
One may argue that the observed elevated explo-
ration rates found in females, reaching equal scores to
males, may be in fact triggered by exposure to male
odour during oestrus synchronization, while no expo-
sure to female odour was experienced by the tested
males. However, in such the case we should expect
the ‘experienced’ females to explore more during the
receptive phase, which was not the case in our experi-
ment.

Female mice are known to develop an age-depen-
dent hierarchy within a deme, although less distinct
than that found in males (Singleton & Hay 1983;
Hurst 1987, 1990). Older females dominate younger
ones and are able to suppress their reproduction by
several physiological mechanisms such as delay of
sexual maturity or inhibition of egg implantation by
hormmonal suppressors (Lloyd & Christian 1969; Bron-
son 1979; Drickamer 1985; Hurst 1987), so the
females born in later litters do not have a chance to
reproduce within a natal deme and are prone to emi-
gration (Gerlach 1990, 1996; Rusu & Krackow 2004).
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Taking into account the lifespan of house mice
allowing females to deliver and rear no more than 3-4
litters in total (Pelikdn 1981), it is essential for a
female to reproduce as soon as possible. Moreover,
non-breeding females may suffer higher aggression
from both territorial males and other breeding females
(Hurst 1990). Female mice thus may emigrate from
their natal territories to shorten the time to reproduc-
tion (King 1983). The tendency to explore and take a
risk connected with emigration, rather than pro-
nounced search for extira-deme mating in receptive
phase, then may be a strategy of escaping a low hier-
archy position and enhancing chances for reproduc-
tion. This strategy is supported by the fact that
females are more likely to enter a non-native deme
and be accepted there than males (Oakeshott 1974;
Lidicker 1976; Bronson 1979; Baker 1981; Hurst
1990; Pocock et al. 2005). From this point of view,
selective pressures on females to escape from the natal
deme are similar 1o those affecting males, and the
female dispersal behaviour thus may be expected
under even stronger selection than the male dispersal.

Of the four parameters tested, only domesticus
females displayed significantly higher latency to enter
the arena than consubspecific males. This may be
explained by higher overall aggression in M. m. domes-
ticus populations (Thuesen 1977; van Zegeren & van
Oortmerssen 1981; Munclinger & Frynta 2000; Frynta
et al. 2005; Pidlek et al. 2008; Dureje et al. 2011).
Also our data indicate that female explorative strate-
gies, with longer time spent in the arena, lower num-
ber of box entrances and longer latency to enter the
arena displayed by domesticus females in comparison
with musculus, correspond to the subspecies-specific
differences previously described in wild and wild-
derived inbred males (Hiadlovska et al. 2013) and
additionally confirmed in this study on consubspecific
F1 hybrid males. These results consistently show dif-
ferent exploratory strategies in the two subspecies.
M. m. domesticus mice waver longer over entering an
unfamiliar area when compared to their M. m. muscu-
lus counterparts, suggesting a more careful risk assess-
ment, extremely pronounced in M. m. domesticus
females. However, once inside the open area, the for-
mer subspecies spends a longer time in exploration,
with the less frequent retreats to the shelter. Accord-
ing to what was previously described in males
(Hiadlovska et al. 2013), none of the two subspecies
can be labelled as more explorative. Rather, both sub-
species adopt different exploratory strategies reflecting
overall ontogenetic, physiological and social arrange-
ments that may differ in both subspedies (Hiadlovska
et al. 2015). Although it is premature to speculate
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about impacts of different explorative strategies of
both sexes on the population dynamics of the two
mouse subspecies as well as on their secondary con-
tact, our results also suggest that females may have
sufficdent motivation for emigration and dispersal
from the natal deme. Given their higher chances to
enter non-native demes, the role of female dispersal
in interdemic gene flow cannot be neglected. We are
fully aware that it is difficult to directly connect the
exploration parameters scored in this study either
with the propensity to disperse or with migration rate
(let alone dispersal expressed as the distance between
parents and their offspring). On the other hand, in
the house mouse an assocdiation between exploratory
behaviour and dispersal was described by several
authors (e.g. Palanza et al. 2001; Krackow 2003;
Augustsson et al. 2005; Pocock et al. 2005; Rusu &
Krackow 2005; Crusio 2013).

Conclusions

Regardless of potential pitfalls of extrapolating our
results to dispersal and its role in gene flow, we can
conclude that explorative behaviour of female mice is
not noticeably influenced by their oestrous cycle.
Moreover, this behaviour is similar in propensity,
magnitude and character 1o those of males, which are
commonly considered as the more dispersive sex.
Finally, we showed that females of M. m. musculus and
M. m. domesticus follow the same subspedes-specific
strategies as do males, with the pronounced sexual
dimorphism in the latency to enter new area in domes-
ticus females. Overall, our results suggest that females
can have equal potential to explore new areas as
males, and their exploratory repertoire deserves
further attention.
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