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Abstrakt:

Tato diplomovd price se =zabyvd uréovanim véku jedinci kuiky obecné
(Bombina bombina) pomoci metody skeletochronologie a ptipadnymi souvislostmi mezi
veékem a délkou téla jedinct. Kurnika obecnd je chranény druh a ziskani dat o jeji ekologii
muze prispét k jeji ochrané. Odchyty jedincii probihaly na tfech lokalitdich v Tovéfi,
vV rybnice Cerny Nadyma¢ a v téinich u rybnika Vilém. Odchyt jedincii probihal pomoci
podbéraku a celkem bylo chyceno 57 jedincl. Nejvice odchycenych jedincii bylo na
lokalité Cerny Nadyma¢ a to 34 jedinct, v Tovéii bylo 16 jedinci a v tinich u rybnika
Vilém bylo odchyceno 7 jedincii. Zadné podstatné rozdily v naméfenych délkach t&l mezi
odchycenymi samci a samicemi nebyl. AvSak rozdily ve velikosti tél, mezi jedinci
odchycenymi na riznych lokalitich zjiStény byly. Nejvétsi jedinec byl odchyceny
v Tovéfi a jednalo se o samce, ktery méfil 4,8 cm. Urceni véku jedincl pomoci
skeletochronologie, bohuzel nebylo uspésné z diivodu Spatné zvladnuté metodiky. Hlavni
problém v metodice, zfejmé byla Spatné nastudovana literatura a jeji neprozkouseni
pomoci pilotnich pokusii na zkusebnich vzorcich. Hlavni nedostatek byla nejspiSe pftilis
kratka dekalcifikace a nepouziti fixatniho média, které¢ by pomohlo pii obarvovani
vzorkl. TakZe zadné zavislosti mezi délkou téla a vékem nebyly zjistény, stejné tak jako

mozné rozdily v délce Zivota samcii a samic.
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Abstract:

This thesis deals with determining the age of Bombina bombina individuals using the
method skeletochronology and eventual the connection between the age and body lenght
of individuals. Bombina bombina is a protected species and data gain about its ecology
can contribute to its protection. Individulas of Bombina bombina were captured at three
locatios — in Tovéf, in the pond Cerny Nadyma¢ and in the pools by the pond Vilém.
Capture of individuals was done by landing net. In summary 57 individuals were
captured. The most individuals were captured at the location Cerny Nadyma¢ — overall
34 individuals, in Tovéf 16 individuals and in the pools by the pond Vilém 7 individuals.
Substantial differences between the lenght of male and female bodies were not found.
However, the differences between the lenght of individuals captured at different locations
were found. The largest individual was captured in Tovér. It was a male with a lenght
4,8 cm. Determinig the age of individuals using skeletochronology was not unfortunately
succesful because of unmanaged method. The main issue of the method was obviously
wrong studied literature that was not tested by pilot experiments with test samples. The
main disadvantage was obviously too short decalcification and non-use of fixation
medium, that would help with staining of the sample. As a result any connection between
the age and body lenght was not found as well as differences between life expectances of

males and females.
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1. Uvod

Obojzivelnici jsou skupinou piechodnou mezi suchozemskymi a vodnimi obratlovci. Jsou
povazovani za ektotermni a poikilotermni zivo€ichy, jelikoz své télesné teplo nereguluji
sami, ale ziskavaji ho z vn¢jSiho prostredi. Jejich t€lesna teplota tedy kolisa podle okolni
teploty (Dungel & Rehak 2011). Svym stylem Zivota a rozmnoZovanim jSou vazani na
vodni prostiedi, avSak nékteré druhy ve zbylém pribéhu roku obyvaji 1 suchozemské
prostiedi (Barus et al. 1992, Zavadil et al. 2011, Rtazic¢ka 2015). Jsou povazovani za velmi
dobré ekologické indikatory, jelikoz jsou velmi citlivi na zménu prostiedi, ve kterém ziji

(Welsh & Olliver 1998, DeGarady & Halbrook 2006).

V poslednich letech dochazi k velkému vymirani obojZivelnikd, a to nejen v Ceské
republice, ale celosvétoveé (Houlan et al. 2000, Nystrom et al. 2007). Z davodu jejich
vyznamu v ekosystémech ma tento uUbytek velky vliv i na ostatni organismy
(Weber 2016). Pro tento obrovsky pokles pocetnosti obojzivelniki existuje nékolik
hypotéz a pravdépodobné¢ jde i 0 kombinaci nckolika faktorGi najednou
(Collins & Stoffer 2003). Hlavni pfi¢inou tbytku obojzivelniki v naSich krajinach je
ztrata vodnich biotopt (Oertli et al. 2005), at’ uz se jedna o zniceni ¢i jakoukoliv jinou
nevhodnou manipulaci s mokiady a tinémi (Beebee 1997). Nasledné pak zbyvaji méné
vhodné vodni plochy, hlavné ty, kde se naléza rybi obsadka ¢i vodni ptactvo
(Kyek & Maletzky 2006). Dalsi moznou pii¢inou, obzvlasteé v poslednich letech, jsou
rizna plisnovd onemocnéni, a to predevS§im chytridiomykézy (Balaz et al. 2009,
Civisetal. 2010). Dalsimi  negativnimi  vlivy  jsou  pouzivani  pesticidd
(Alford & Richards 1999, Houlan et al. 2000) nebo zména klimatu (Lips et al. 2006).
Fragmentace nasi krajiny a vliv dopravy ma také negativni vliv na obojzivelniky. Hlavné

v obdobi migrace dochézi k velkému mnozstvi timrti vlivem dopravy (Vojar 2007).

Obojzivelnici jsou taxonomickou skupinou s nejvétsim podilem ohrozenych zastupct
a nejvétsim nardstem téchto druhi véetné vyhynulych druhti (Vojar 2007). V Ceské
republice se vyskytuje 21 druhti obojzivelnikd, z toho 13 druhti zab. Stav jejich ohrozeni
odrazi uz jen skuteCnost, ze vSechny druhy zab, vyskytujici se na zemi statu jsou
chranény, vyjimkou je skokan hnédy (Rana temporaria), ktery se naléza pouze
v Cerveném seznamu CR (Vojar 2007, Chobot & Némec 2017, Ruizicka 2018).
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Jelikoz dochéazi k velkym ubytkiim obojzivelniki z vyse uvedenych divoda
avzhledem k tomu, ze tbytek obojzivelniki ma i nepifimy vliv na ¢loveka, jakozto
sekundarni konzument (likviduji rizné druhy hmyzu, kteti piisobi jako sktidci), je potieba
tyto zivoCichy aktivné chranit. Velkou komplikaci v ochrané obojZivelnika je fakt, ze
Vv pribéhu roku vyuzivaji riizné biotopy, mezi kterymi migruji (Vojar 2007, Dervo 2014).
Ochrana jednotlivych ohrozenych druhit ma smysl pouze tehdy, zname-li ekologii daného
druhu, jeho rozsiteni a aktualni stav populaci (Vojar 2007, Jetabkova 2011) a zaroven
vyzaduje pouzivani efektivnich metod, které minimalizuji vliv vnéjSich faktora
a poskytnou realna data o zkoumané populaci (Jenkinset al. 2003, Dervo 2014,
Razicka 2018).

Tato prace se vénuje neprobadané moznosti wuziti a efektivity metody
skeletochronologie na kuniku obecnou (Bombina bombina). Ziskani moznych spojitosti
mezi vékem a délkou téla jedincii. Zaroven zjisténi moznych rozdili mezi pohlavimi
v délkach téla. Vysledky této prace mohou rozsitit znalosti 0 ekologii druhu a pfispét ke

zlepSeni ochrany a managmentu kuniky obecné.
1.1.  Kuiika obecna (Bombina bombina)

Bombina bombina (Linnaeus, 1761) patii podle vyhlasky ¢. 395/1992 Sb. ve znéni
vyhlasky €. 175/2006 Sb. do kategorie siln€ ohroZenych druht. Podle ¢erveného seznamu
obojzivelniki a plazii CR (Chobot & Némec 2017) je zafazena mezi druhy ohroZené (EN)
a je chranéna také v ramci prava Evropského spolecenstvi, kdy je uvedena v pfiloze
Il Bernské umluvy o ochrané evropskych plané rostoucich rostlin, volné Zijicich
zivocCichu a ptirodnich stanovist’ a v ptiloze Il a IV Smérnice o stanovistich (92/43/EEC).
B. bombina je dle Cerveného seznamu TUCN (IUCN 2017), kde je klasifikovéan jako druh
malo dot¢eny (LC) (IUCN 2017, Riazicka 2018).

B. bombina dorGsta zpravidla do velikosti 4,2 az 5,4 cm, je pro ni charakteristicka
siln¢ bradavi¢natd kize s ovalnymi rohovinovymi vyristky a vyrazné pestie zbarvené
bticho (Barus et al. 1992, Necas et al. 1997). T¢lo je zplostélé a koncetiny jsou relativné
kratké. Kunky jsou také znami takzvanym ,.kun¢im reflexem®. Spociva ve specifickém
prohnuti téla, pii kterém je vidét pestie zbarvené bficho, ¢imz odrazuje Gtocnika, ktery se

uz jednou setkal s i¢innym koznim jedem kuné¢k, obsahujici drazdivou bilkovinu alytesin
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(Moravec 1999). Hrdelni rezonatory jsou parové a vnitini, v obdobi skiehotani jsou dobie
viditelné (Zwach 2013). Zbarveni svrchni strany téla je nendpadné, nejcasteji blative
hnédosedé¢, nékdy tmavsi, téméf Cerné. Biisni strana téla a koncetin jsou zbarveny
napadné pestre, zde jsou velké nepravidelné ohnivé Cervené, nékdy i cihlové Cervené,
oranzové skvrny (Barus$ et al. 1992). U kuiiky obecné je zndm pohlavni dimorfismus,
pohlavi Ize odlisit podle zrohovatélych plosek pokozky na pfednich koncetindch samcti

(Barus et al. 1992, Moravec 1999).

B. bombina zimuje v tkrytech na sousi, ¢asto na bahnitych mistech. Pokud nemusi,
nevykonava daleké migracni cesty, je vSak schopna migrovat i na vzdalenost az kolem
800 m (Barus et al. 1992, Rizicka 2015). Typickymi biotopy pro tento druh jsou mélké,
vegetaci husté zarostlé stojaté vody na dobfe oslunénych mistech: pobfezni pasma
vodnich nadrzi, tin€. Obyva také periodické nadrze. (Necas et al. 1997, Zavadil 2011).
Ve vodé ji miizeme nalézt jiz v prvni polovin¢ dubna (Necas et al. 1997). B. bombina se
obecné nerozmnozuje jednordzové, ale vytvaii snisky od dubna do cCervna, nékdy
az do cervence (Ruzicka 2015), v zavislosti na klimatickych podminkach. Sntsky jsou
ovalné, sestavené z n€kolika vajicek a mnohdy maji k sobé ptrichycen povlak z bahna
nebo rizné naristy fas (Mastera et al. 2015, Ruzicka 2015). Ploutevni lem pulcti je dlouhy
az po predni tfetinu téla a v celé své délce je vysoky. O¢i pulct jsou pti pohledu shora ve
sttedu hlavy (Mastera et al. 2015, Ruazicka 2015). Mladi jedinci po destich casto

vyhledavaji nové lokality. Koncem léta migruji k zimnim ukrytim (Zavadil 2011).

Jelikoz je kumnka obecna témét celoro¢né vazana na vodni biotop, jsou faktory
ohrozujici tento druh spojeny pifedevsim se zménami vodniho rezimu v krajiné
a s hospodafenim na vodnich plochach. Konkrétné jde o ruSeni malych vodnich ploch,
intenzifikaci rybafstvi, zpevilovani lesnich a polnich cest. Zaroven na ni i negativné
pusobi zmény v blizkosti vodnich ploch, jako jsou napiiklad pramenisté¢ a zejména
navazujici vlhké louky, které jsou potfebné pro metamorfované Zabky, protoze se na

0 Wt w

téchto mistech vykrmuji, pfipadn€ zde dokonce i zimuji (Razicka 2015).

1.2. Urcovani véku obojzZivelniki

protoze znalost v&kové struktury populace je dilezitym néstrojem pro studium
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demografie a stavu ochrany jakéhokoli druhu (Halliday & Tejedo 1995). Byly zavedeny
rizné metody stanoveni véku. V nékterych studiich je zminovana zavislost véku na poctu
erytrocytu v krvi. Ale neni jisté, zda pocet erytrocytu s vékem stoupa ¢i klesa, protoze je
zde spousta jinych proménnych (pohlavi, ro¢ni obdobi, stav zviiete), které meéni pocet
erytrocytt v Krvi (Arikan & Cigek 2014). Zaroven existuje i metoda, ktera vysSetfuje
vnitini organy obojzivelniki, ale tato metoda je neprikazna (Marunouchi et al. 2000).
Avsak nejspolehlivéjsi, ale mimofadné naro¢nou metodou pro ziskani zavislosti mezi
velikosti téla a v€kem je metoda odchytu, oznaceni a vypusténi (CMR) velkého pocétu
jedincti u kterych zname vék (idedlné Cerstvé metamorfovanych jedincti). Poté musi
nasledovat pravidelné odchyty (Wagner et. al 2011, Sinsch 2015). Metoda je zaloZena
na odchytu jedince a nasledném vraceni do populace a jeho opakovaném zpé&tném
odchytu béhem dalsi akce (Tkadlec & Losik 2013). Metoda zpétnych odchyti je zalozena
na individualnim znadenim, a to muze byt bud’ invazivni nebo neinvazivni. Mezi
invazivni metody mizeme tadit riizné zastiihavani prsti, tetovani ¢i cejchovani a mnoho
dalSich moznosti (Holicova 2012). V poslednich letech, se u obojzivelnikii pouziva
neinvazivni metoda, kterd vyuziva piirozenych vzort jedinct (,,pattern maps*, Obr. 1).
Metoda tak umoznuje rozeznani jedincit mezi sebou, bez jakéhokoliv zplisobeni traumat
jedinciim. Pro nasledné vyhodnoceni dat se pouziva fotografie, nakres nebo naskenovany
snimek zvitete (Donnelly et al. 1994). Velkou vyhodou této metody je v podstaté
neomezena velikost zkoumané populace, avsak s rostoucim poctem vzorku samoziejmé
roste 1 narocnost identifikace. Hlavni uskali této metody je obrovska ¢asova naroc¢nost,
protoze pro spravné urceni véku, je potieba jedince sledovat po celou dobu jejich Zivota.
Kromé toho ma tato metoda i dal$i uskali jako je naptiklad technicky problém identifikace
Cerstvé metamorfovanych zabek, které maji malé télesné rozméry. Nebo ptipadna
moznost emigrace sledovaného jedince ze sledované plochy (Kopecky et al. 2009). CMR
studie, také bohuzel nezjisti starnuti neoznacenych jedinct. Zaroven pokusy zjistit
zavislosti mezi délkou téla a véku selhavaji (Loman 1978, Schnibele 1987), protoze rist
obojzivelnikid po dosazeni pohlavni zralosti zpomaluje, a tedy velikost dospélych jedincti
je hlavné zavisla na velikosti téla dosazené v obdobi subadultniho riistu (Smirina 1994,

Sinsch 2015).
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Obr. 1 - Ukazka ptirozenych vzoru (,,pattern maps*) u kuiky obecné.

Béhem poslednich desetileti se pouziva na uréeni véku obojzivelnikil spiSe metoda
skeletochronologie (Smirina 1994), tj., urceni véku jedince na zakladé poctu car
zastaveného rastu (lines of arrested growth, LAG). Cary jsou patrné na fezu kosti
aodpovidaji obdobim neaktivity — hibernaci ¢i aestivaci (Senning 1940,
Smirina & Rocek 1976, Smirina 1994, Kopecky et al. 2009). Byly popsany dva typy
rastovych linii (Bruce et al. 2002). Jsou to rastové linie a ¢ary zastaveného ristu (LAG).
Ristové linie jsou sloZeny z tenkych vrstev avaskuldrni kosti. Rlstové linie rostou kazdy
rok béhem obdobi aktivity a jsou podstatné silnéjsi. Zatimco LAG jsou mnohem tenci
a vznikaji v obdobi neaktivity (Francillon-Vieillot et al. 1990, Makovicky et al. 2015).
Skeletochronologie byla poprvé aplikovana u obojzivelniki z mirného pasu, kde
klimatické podminky vyZaduji zastaveni aktivity v zimé&, a prokdzala piitomnost
ristovych  znacek wulozenych v kostni tkdni a jeji rocni chronologii
(Castanet & Smirina 1990, Pifieiro 2019). V této studii jsem se rozhodl pouzit metodu

skeletochronologie, a proto se ji budu podrobné vénovat v nasledujici kapitole.
1.3. Skeletochronologie

Tato metoda se stala jiz standardnim postupem. Prvni Gspé$né pokusy na
obojzivelnicich  byly zalozeny na lebecnich kostech (Senning 1940,
Schroeder & Baskett 1968), poté se pouzivaly kulaté kosti
(Kleinenberg & Smirina 1969). Avsak pouziti dlouhych kosti, jako je humerus a femur
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vyzadovalo nepfijatelné velké mnozstvi jedinci, ktefi museli byt usmrceni. Nasledné bylo
zjisténo, ze je mozné i nedestruktivni stanoveni veéku, protoze Smirina (1972a) prokazal,
7e Clanky prsta (takzvané falangy) ziskané utiznutim $picky prstt poskytuji GipIné stejné
informace. Provadéni této metody na ¢lancich prstd (falangach) je dalezité i v ramci
ochrany pfirody, protoze se vyhybd usmrceni zvifat a umoziuje tedy i demografické
studie v dlouhych ¢asovych intervalech (Guarino et al. 2011). Tento zasah nema na
piezivani jedinca negativni vliv (Dolmen 1981, Weddeling et al. 2004, Kopecky et al.
2009) a zaroven u 0bojzivelnikt dochazi k nasledné rychlé regeneraci ustiizenych ¢lanka
prsti (Kopecky et al. 2009).

Jak jiz bylo feceno tato metoda je zalozena na tvorbé LAG, které odrazeji sezonni
zmény metabolické aktivity u zab mirného pasma a s tim spojené ristové cykly. Béhem
hibernace se zastavi rast kostni tkdn¢ a vytvofi se linie zastaveného ristu (LAG;
Rozenblut & Ogielska 2005). Tvorba LAG mize byt vyvolana nékolika tydny chladu
nebo hladovénim (Smirina et al., 1986, Sinsch 2015). Kone¢na pficina ro¢ni tvorby LAG
je vSak geneticky zalozend na cirka rocnim rytmu synchronizovanym se sezénnimi cykly
(Castanet et al. 1993, Sinsch 2015). A tak je kazdy rok Zivota ,,zaznamenan* piimo v
kosti béhem hibernace (Obr. 2), vék jedince se tak rovnd poctu hibernaci
(Rozenblut & Ogielska 2005). Tvorba LAG, ale miiZze odrazet nejen sezonni, ale i vnitini
biologické rytmy, jako je tomu u tropickych druht, které jsou aktivni po cely rok bez
hibernace (Guarino et al. 1998, Rozenblut & Ogielska 2005). Na nasledujicim obrazku
(Obr. 2) vidite schéma vzniku LAG pozorované na podélnych fezech dlouhych kosti zab
po prvni (A), druhé (B) a tfeti (C) hibernaci.
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Obr. 2- Rust kosti a s tim spojeny kazdoro¢ni ptiristek LAG. Prevzato a upraveno od
Rozenblut & Ogielska 2005.

LAG je vidét na fezu kosti, tvorba LAG je zapficinéna ptiristkem periostemu (Cesky
okostice). Periostem je vazivovy obal kryjici povrch kosti, ktery mé dvé odlisné vrstvy.
Vnéjsi vldknitou vrstvu a vnitini vrstvu, kterd ma diky osteoblastim vyznamny ristovy
potencial (Dwek 2010). Na podélném fezu clanku prstu skokana zeleného
(Pelophylax esculenta; Obr. 3) vidime kost (PB), periostem (P), lateralni kloubni
chrupavku (AL), vlastni kloubni chrupavku (AP).

Obr. 3 — Podélny fez ¢lankem prstu skokana zeleného (Pelophylax esculenta). Pievzato
a upraveno od Rozenblut & Ogielska 2005.
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Identifikace a interpretace rdstovych znaek ma fadu uskali. Protoze kost je
nejvhodné;jsi pro skeletochronologickou detekci rustovych znacek
(Castanet & Smirina 1990, Castanet et al. 1993, Sinsch 2015). Jsou-li pouzity ¢lanky
prstl, poskytuji bazalni clanky lepsi rozliSeni nez okrajova Cast prstu. Po ziskani
materialu, muze byt vzorek nasledné¢ skladovan jako such4, ¢ista kost nebo konzervovan
v 70% ethanolu nebo 4% formaldehydu pti pokojové teploté (Sinsch 2015). Nasledné
laboratorni postupy béhem této metody obvykle zahrnuji odvapnéni kosti
(3-5% kyselinou dusi¢nou nebo mravenci), fixaci (napf. v Bouinové tekuting) a zaliti do
vhodného parafinu (Sinsch 2015). Takto pfipravené Kosti je nasledné vhodné nafezat na
mikrotonu obvykle na velikosti 10-16 um. Poté jsou jednotlivé sekce obarveny
Ehrlichovym, Delafieldovym nebo Mayerovym hematoxylinem, akridinovymi
pomeranci, cresylvioletem nebo podobnymi barvivy, dokud se neobjevi ristové znacky
(Smirina 19723, Sinsch et al. 2001, Sinsch 2015). Nasledné se doporucuje mikroskopické
vySetfeni délat z nejméné 10 fezl na jeden vzorek, protoze ne kazda sekce poskytuje
uplné informace. Ptipadnd identifikace by méla idedln¢ probihat dvéma nezavislymi
pozorovateli. Nejvhodnéjsi prifezy jsou charakterizovany minimalni velikosti medularni
dutiny a maximalni velikosti kosti (Sinsch 2015). Nasledné histologické uréeni véku
obojzivelnika obyvajiciho mirné klima muazete vidét na Obr. 4. Uprostted obrazku miizete
vidét medularni dutinu (MC), nékdy je vyplnéna chrupavkou (ujuvenili) nebo
endostialni kosti (EB). Konkrétné u mladych jedincti je prvni rozpoznatelnou ristovou
znackou Casto slaba linie metamorfozy (LM; Obr. 5). Mezi LM a vnéjSim okrajem kosti,
jsou vidét slabé obarvené tzké zony zastaveného rustu, takzvané LAG (Obr. 4 a 5;

Castanet et al. 1993, Sinsch 2015).
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Obr. 4 — Rez kosti ropuchy zelené (Bufotes viridis), &tyilety jedinec. Prevzato od
Sinsch 2015.

Obr. 5- Rez kosti ropuchy zelené (Bufotes viridis), juvenilni dvoulety jedinec. Pievzato
od Sinsch 2015.

Uspé&snost skeletochronologie a tvorba LAG kazdy rok, byla ovéfovana pomoci CMR
metody. Vysledky vétSiny studii potvrdily vytvofeni jedné linie zastaveného ristu (LAG)
za rok (Sinsch 2015). U zab se spravnost odhadu véku pomoci skeletochronologie
pohybuje kolem 86 %. Odchylky od skute¢ného véku jsou téméf obecné zplisobeny
podhodnocenim (vétSinou 1-2 roky) a zfidka nadhodnocenim (1 rok). Podhodnoceni
muze byt zplisobeno nerozpoznanou resorpci vnitinich LAG nebo sblizenim perifernich
LAG po dosazeni sexualni zralosti. Nadhodnoceni je zptisobeno Casto nerozpoznanymi

dvojitymi ¢arami nebo zmatenim LM s LAG (Castanet & Smirina 1990, Smirina 1994,
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Sinsch 2015). Uréeni spravnosti odhadu histologického veéku u jedincti se znamym vékem
tedy potvrzuje, ze pouziti skeletochronologie je dostatecné presné pro demografické
studie, pokud jedinci, kteti tvofi dominantni vékovou frakci, jsou mladsi nez 8 let
(Sinsch 2015). Toto tvrzeni jisté plati pro vétsinu zab obyvajicich mirné pasmo a tropické
zaby obyvajici nizké nadmoiské vysky (napt. Morrison et al. 2004). Opatrnost se
doporucuje, pokud jsou populace z vysokych zemépisnych S$ifek nebo vétSich
nadmoiskych  vysek, coz mulze prodlouzit délku Zzivota obojzivelnik
(napf. Hjernquist et al. 2012, Zhang & Lu 2012; tabulka 1). Procento spravné zjisténého
véku obojzivelnikt klesa skoro az na nulu ve véku 13 let (Sinsch 2015). V¢k jedince je
poté vétsinou podhodnocen nejméné o tii roky (Eden et al. 2007, Sinsch et al. 2006,
Wagner et al. 2011). Protoze u obojzivelniki s dlouhym Zivotem se rust kosti u starSich
jedinct tak siln€ zpomaluje, Ze riistové zony jsou piili§ malé na to, aby oddé€lily jednotlivé
LAG nebo LAG dokonce mohou i zcela chybét, jak je ukazano naptiklad ve studiich
Alcobendas & Castanet 2000, Sinsch et al. 2010 (Sinsch 2015). Vhodnymi ptiklady studii
zjisténi primérného a maximdlniho véku obojzivelnikll zijicich u nds, jsou naptiklad
udaje od Pattrelle et al. (2012), ktery provadél prizkum v nadmoiské vysce 480 m n. m
a zjistil, ze skokan hnédy (Rana temporaria) se doziva véku az 18 let a primérny vék
odchycenych jedinct byl 12 let. Ale Hjerguist et al. (2012), ktery provadéli prizkum
v nadmotské vySce 5 m n. m u stejného druhu zjistili primérny vek 5 let a maximalni vék
8 let. Socha & Ogielska (2010) zjistili, ze skokan skiehotavy (Pelophylax ridibundus) se
muze dozivat az 7 let a jeho primérny veék se pohybuje kolem 4 rokl. Ropucha zelena
(Bufotes viridis) se prumérné doziva 3 let a maximalni délka zivota byla zjisténa jako 6 let
(Sinsch et al.2007b). Nemnich et al. (1995) zjistili, ze rosni¢ka zelena (Hyla arborea) se

primé&rné doziva 2 let a jeji maximalni délka zivota jsou 4 roky.

Zivotni vyvoj obojzivelnikd je slozitym procesem riistu, vyvoje a reprodukce.
Morrison & Hero (2003) upiesnili obecné biogeografické vzorce pro obojzivelniky
a dospéli k zavéru, ze dospéli jedinci maji tendenci byt vétsi a dosahnout dospélosti
V pozd€jSim veéku ve vysSSich zemépisnych Sitkdch a nadmotskych vyskach. Avsak
Zhang & Lu (2012) zjistili pomoci metaanalyz dvou ocasatych obojzivelnikti a deviti
druhti Zab, Ze maximalni vek jedinci vzrostl ve vys§ich nadmotskych vyskach, ale nikoliv
ve vysSich zemépisnych Sifkach (Sinsch 2015). Vynikajicim vzorovym druhem téchto

predpovédi je ropucha kratkonoha (Epidalea calamita). Jedna se pravdépodobné o jednu
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z nejlépe studovanych zab mirného pasma s ohledem na demografii. K dnesnimu dni bylo
zkoumano pies 20 populaci v celém geografickém a nadmoiském rozsahu vyskytu druhu
podrobeno skeletochronologickému hodnoceni kli¢ovych parametra (Sinsch 2015). Jako
je v€k pohlavni dospélosti (PZ) a maximalni vék (podrobné informace jsou uvedené
v tabulce 1). Tyto vysledky tedy umoznuji komplexni metaanalyzu faktort v zivotnich
strategiich tohoto druhu. Maximalni délka Zivota ropuchy kratkonohé, ktera je zjistovana
v piirozenych populacich je pouze asi tietinovd oproti délce zivota zaznamenané
u jedinct Zijicich v zajeti, tedy bez limitace nedostatkem potravy a bez rizika predace
(Sinsch et al. 2006, Sinsch 2015). To je i v souladu s podobnymi zjisténimi u nékolika
dalsich druht (Blanco & Sherman 2005, Guarino et al. 2014). Protoze neexistuje zadny
diukaz, ze potrava je pro ropuchu kratkonohou omezujicim zdrojem
(Leskovar et al. 2004), je tedy tlak predace pravdépodobné hlavni pii¢inou toho, Ze
realizovana maximalni délka zivota v pfirod¢ je u tohoto druhu daleko pod potencialni
maximalni délkou Zivota (Sinsch 2015). Analyza kombinovanych G¢inki zemépisné
Sitky, délky a nadmotské vysky na demografické rysy specifické pro pohlavi ukazuje, Ze
(1.) zem&pisna délka neovlivnila Zadny z testovanych rysu zivotni historie; (2.) vek
pohlavni zralosti samcii byl vyznamné niZsi (pfiblizné 0,5 roku) nez u samic se vzrustajici
nadmoiskou vyskou; (3.) maximalni délka zivota se vyznamné neliSila mezi pohlavimi,
ale zaroven se zvySuje se vzrlstajici zemépisnou S$itkou a nadmotiskou vySkou
(Sinsch 2015). Tato metaanalyza potvrzuje zobecnénou predikci
Morrison & Hero (2003), ze u zab v€k pohlavni zralosti roste podél zemépisné Sitky
a také s nadmoiskou vyskou, a je také v souladu se zdvéry vyvozenymi z menSich
datovych soubort populaci ropuchy kratkonohé (Leskovar et al. 2006, Sinsch et al. 2010;
Sinsch 2015). Nartst maximalni délky Zivota ve vysSich zemépisnych Sifkach, ale také
nesouhlasi se zjiSténimi Zhang & Lu (2012). Piklad této studie ukazuje, Ze pro spolehlivé
zaveéry o pric¢inach geografické variace je zapotiebi vice skeletochronologickych studii

u stejnych druht (Sinsch 2015).
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Tab. 1—Demografické znaky ménici se s nadmotskou vyskou a zemépisnou $iikou. NV=nadmoiska vyska,
PZ = v€k pohlavni zralosti, SV = stfedni v€k, MV = maximalni vék. Pfevzato a upraveno od Sinsch 2015.

Lokalita Soufadnice NZ Pohlavi PZ 5\ MV Literatura
[mn.m] [LAG] [LAG] [LAG]
Dunnerholme 54°12’ N 3 M 3 5 9 Denton & Beebee,
(UK) 3°12°W 1993
F 3 4 8
Birkdale (UK) 53°36’N 8 M 2 3 7 Denton & Beebee,
2°59°'W 1993
F 3 5 9
Dingle 52°08° N 11 M, F 2 2 7 Gibbons &
Peninsula 10°19° W
(Ireland) McCarthy, 1983
Halle 51°29° N 96 M, F 2 3 7 Grofle, 1999
(Germany) 15587 E
Palamoés 41°51°49°N 10 M 1 3 5 Oromi et al., 2012
. 3°07°59’E
(Spain)
F 2 3 5
Mas de 41°30°50’N 240 M 2 4 6 Leskovar et al.,
(I\ggl;z; 0°43°30’E 2006
F 3 4 4
Navaluenga 40°24°57°N 752 M 2 4 6 Oromi et al., 2012
(Spain) 4°40°47°W
F 2 3 5
Dehesa del 40°27°53”N 920 M 2 3 5 Oromi et al., 2012
Barraco 4°38°12”°W
(Spain) F 3 3 5
La Cedrera 40°30°33”N 1472 M 2 3 6 Oromi et al., 2012
(Spain) 4°39’16”W
F 3 3 6
Cavadores 40°16°19’N 2100 M 2 6 9 Oromi et al., 2012
(Spain) 5°15°12”°W
Navasomera 40°15°07°N 2270 M 5 7 12 Oromi et al., 2012
(Spain) 5°15°49°W
F 5 6 6
Navas (Spain)  37°47°28°N 420 M 1 2 3 Sinsch et al., 2010
6°04°41°W
F 2 3 8
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2. Cile prace

1) Skeletochronologie
a. Urceni véku odchycenych jedinct kuiiky obecné
b. Zjisténi zavislosti mezi velikosti a vékem
€. Rozdily v€ku mezi samicemi a samci
2) Demografie
a. Pomér pohlavi

b. Srovnani velikosti tél u samct a samic
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3. Material a metody

3.1. Charakteristika lokalit

Odchyt zvitat probihal na tiech lokalitach, a to v obci Tovéf, v rybniku Cerny Nadymag
a tiné u rybniku Vilém. Pivodné mél byt odchyt pouze na lokalité v Tovéti, kde se béhem
roku 2019 chytlo pouze malo jedincii a nasledujici rok se zde neodchytl zZadny jedinec,

proto studie musela byt rozsifena o dalsi dve lokality.

Prvni lokalita se nachazi v obci Tovét, kterd se naléza severovychodné od mésta
Olomouc. Jednd se o malou retenéni nadrz, kterd ma vodni plochu asi 500 m? a jelikoz
nema zadny staly vodni pfitok, je tedy zavisla na aktudlnim mnozstvi srazek. Z jizni
a severovychodni strany mé bieh pozvolny sklon. V nadrzi je bohatd vodni fauna vodnich
bezobratlych a také je zde dobfe vytvoreny litoral (Weber 2016, RZi¢ka 2018). Kolem
reten¢ni nadrze se vyskytuji zastupci listnatych stromi jako je jilm (Ulmus), lipa (Tilia)
a dub (Quercus), znepuvodnich druhi se zde vyskytuje trnovnik akat
(Robinia pseudoacacia). Celkové zastinéni plochy se blizi k 60 % (Weber 2016). Vodni
plocha v nékterych letech zartsta okiehkem (Lemma sp.), nékdy poroste celou vodni
plochu (Botorova 2018, Ruzic¢ka 2018). Ve vodni ploSe se nenaléza Zadna rybi osadka.
Vyskytuje se zde vodni ptactvo, zejména kachna divoka (Anas platyrhynchos). Jednim
z dalsich moznych predatori vyskytujicich se na lokalit¢ je uzovka obojkova
(Natrix natrix). Samotna nadrz se nachazi na samém okraji obce, je vSak lemovana
zastavbou, ktera predstavuje problémy. Vzhledem Kk chybé&jicim dal§im vhodnym
biotopiim pro obojzivelniky (Riizicka 2018). Z ostatnich druhii obojzivelniki, kromé
kunky obecné (Bombina bombina), zde byl potvrzen vyskyt Zab rosnicky zelené
(Hyla arborea), skokana stihlého (Rana dalmatina), ropuchy obecné (Bufo bufo)
a ropuchy zelené (Bufo viridis) a z ocasatych zde Ziji ¢olek obecny (Lissotriton vulgaris),

Colek velky (Triturus cristatus) a colek horsky (Ichthyosaura alpestris).
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Obr. 6 - Mapa lokality Tovéf s vyznacenou vodni plochou.

Druh4 lokalita rybnik Cerny Nadymaé se nachazi 1,5 km od malé obce VI&i
Habfina a severné od mésta Pfelou¢. Rybnik je soucasti EVL Cerny Nadymag. Vodni
plocha rybnika je cca 13 ha, tento rybnik patii do skupiny Bohdanecskych rybnikti a je
napajen Opatovickym kanalem. Rybnik se nachazi uprostied lesa, ve kterém se nachazi
| spousta riznych tin€k, takze se da fici, ze je v okoli dostatek dalsich moznych ukrytd.
Dominantou této vodni plochy je vyznamnd makrofytni vegetace pfirozené eutrofnich
a mezotrofnich vod s bohatym vysketem rdesna obojzivelného (Persicaria amphibia)
a stolistku klasnatého (Myriophyllum spicatum). Diky hospodafeni se zde, pfi letnéni
rybniku, vytvaii vegetace s rozsdhlym vyskytem evropsky vyznamné travicky puchyiky
utlé (Coleanthus subtilis) a dalsich vyznamnych druht, jako je napf. ostfice Sachorovita
(Carex bohemica) nebo blaténka vodni (Limosella aquatica). Rybnik je vyuzivan
k polointenzivnimu chovu ryb, a to jakoz nasadovy rybnik. Z ryb se zde tedy vyskytuje
hlavné kapr obecny (Cyprinus carpio), méné pocetné jsou zde druhy jako amur bily
(Ctenopharyngodon idella), stika obecna (Esox lucius) nebo sumec velky (Silurus glanis).
Mezi mozné predatory obojzivelniki vyskytujicich se na lokalité patii Cejka chocholata
(Charadrius dubius), volavka bila (Ardea alba) ¢i volavka popelava (Ardea cinerea).

Kromé vyskytu kuiky obecné (Bombina bombina) se zde nalézaji i populace ropuchy
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obecné (Bufo bufo), skokana zeleného (Pelophylax esculentus), skokana kratkonohého
(Pelophylax lessonae) a skokana skiehotavého (Pelophylax ridibundus).

Obr. 7 - Mapa rybniku Cerny Nadyma¢ s vyzna¢enou vodni plochou.

Jako tfeti lokalita byly zvoleny tiné u rybniku Vilém, ktery se nachazi v EVL
Kochanovické rybniky a tin¢€. EVL se nachézi jizné od mésta Chrudim. Vodni plocha
rybniku ¢ini 1,44 ha. Nad rybnikem se nachazi 9 tini, jsou prutocné i nepritoéné.
Jednotlivé tiing se li§i velikosti (od n&kolika m? az cca po 110 m?), hloubkou i sklonem
svaht, Grovni zazemnéni apod. Nékteré tin¢ dokonce béhem roku zcela vysychaji
v zavislosti na thrnu srazek, v nékterych zlstdva voda jen v nejhlubSich mistech.
Vegetace je spiSe sporadicka, ¢asto se jedna o ponotené rostliny terestrickych moktadnich
ekosystému (napf. svizel bahenni (Galium palustre), které obklopuji tiné¢ v tzkych
lemech na biezich. Nejcastéji se setkame s chrastici rakosovitou (Phalaris arundinacea),
orobincem S§irokolistym (Typha latifolia), ostficemi (Carex sp.), okiehky (Lemna sp.)
a dalsimi. Tané, které se nachazeji ptimo V olSin¢€ jsou silngji zastinéné, leckdy se
sporadickou vegetaci, obojzivelnici zde vyuzivaji k tkrytu listi spadané do tdni

(Razicka 2015). V rybnice Vilém se chovaji pievazné ryby, jako jsou kapr obecny
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(Cyprinus carpio), lin obecny (Tinca tinca) a Stika obecna (Esox lucius). V samotnych
tinich zadna rybi obsadka nebyla nalezena. Z moznych predatord se zde vyskytuje
uzovka obojkova (Natrix natrix). Z pocatku tiné slouzily spise jako stanovisté Cerstveé
metamorfovanych mladych Zabek, avSak v poslednich letech, kvili jarnimu vypousténi
rybniku, kdy vodni hladina nedosahuje do litoralnich porosti, se kunky zacaly
rozmnozovat pravidelng i v tinich. Z obojzivelnikt se zde vyskytuji druhy jako je kunka
obecna (Bombina bombina), ropucha obecna (Bufo bufo), rosni¢ka zelena (Hyla arborea),
skokan hnédy (Rana temporaria), skokan skiehotavy (Pelophylax ridibundu), skokan
stihly (Rana dalmatina), skokan zeleny (Pelophylax esculentus), colek horsky
(Ichthyosaura alpestris), ¢olek obecny (Lissotriton vulgaris) a colek velky

(Triturus cristatus). Samotna populace kutiky na lokalité stale roste (Ruzicka 2015).

Obr. 8 - Mapa rybniku Vilém s vyzna¢enou vodni plochou a tinémi.
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3.2. Odchyt jedincu

Odchyty jedinct kuiiky obecné na retenéni nadrzi v Tovéti probihaly v obdobi od 1.5. do
30.7.2019. V roce 2020 zde probihaly v dubnu, avSak protoze nebyl zadny jedinec
odchycen, byly odchyty rozsifeny o dalsi dvé lokality, a to o rybnik Cerny Nadymag
a tiné u rybnika Vilém, zde probihaly odchyty od 1.4. do 30.5.2020.

Odchyty jedinct byly provadény podbérakem, podle velikosti a hloubky vodni
plochy byly lokality proloveny bud’ ze biehu nebo bylo tiecba nadrzi projit. Velikost ok
podbéraku ma byt volena s ohledem na rozmér chytanych zvitat. Pro dospélce Zab staci
sit’ o velikosti ok 5-10 mm. Vhodny je podbérak s pevnou rukojeti i obruci, nejlépe z kovu
apevné prichycenou k nasadé (Vojar 2007). Nejdiive bylo potieba prolovit celou lokalitu,
tak aby nedochézelo ke zpétnym odchytiim, které by zbytecné stresovaly jedince. Kazdy
chyceny jedinec byl tedy ukladan do plastového kbeliku. Po proloveni celé lokality byli
jednotlivi odchyceni jedinci zméfeni posuvnym méfitkem od hlavy po konec téla,
nasledné bylo uréeno pohlavi. Pohlavni dimorfismus u kuiiky obecné lze odlisit podle
zrohovatélych plosek pokozky na ptednich konéetinach samct (Baru$ et al. 1992,
Moravec 1999). Tyto plosky nalezneme na svrchni strané prvnich tfech prsti. Nakonec
byly kazdému jedinci ustfizeny posledni dva ¢lanky druhého prstu na pravé zadni noze
tak, aby se mohla pouzit metoda skeletochronologie (viz. nize). Takto ziskany prst byl
nasledné vlozen do ependorfky se 70 % ethanolem. Nasledn¢ byl jedinec vypustén zpatky

na lokalitu.
3.3. Skeletochronologie

Tkan jednotlivych vzorki musela byt nejprve dekalcifikovana v roztoku
5% kyseliny dusi¢né po dobu 30 minut, nasledné vyprané vodou. Poté musely byt vzorky
odvodnéné pomoci alkoholové fady a to v 70% a 80% ethanolu po dobu 1 hodiny
a 96% ethanolu po dobu 24 hodin (Kopecky et al. 2009, Guarino et al. 2019). Nasledné
byly jednotlivé vzorky zality do parafinovych blokt. Takto pfipravené parafinové bloky
s kostmi byly pfipevnény na dievénou kostku. Fixace na dfevénou kostku byla provedena,
kvili lepSimu pfichyceni pfi samotném fezani na mikrotomu. Na saiikovém mikrotonu
poté byly provedeny sériové fezy po jednotlivych tloustkach 12 pm. K odparafinovani

byl pouzit roti-histol na bazi limonenu ve kterém byly jednotlivé preparaty ulozeny
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30 minut. Nésledn¢ byly vzorky vlozeny do 96% a 70% ethanolu ponechdny 15 minut
a zavérecny krok k odparafinovani vzorki, byl ten, ze vzorky byly promyty destilovanou
vodou po dobu 15 minut. Barveni probéhlo pomoci hematoxylin-eosin barviciho kytu.
Na zacatku byly preparaty dany do prvniho barviva na dobu 6 minut, poté byly promyty
vodou na 10 sekund. Nasledné byly vlozeny do 0,1% kyseliny chlorovodikové na dalSich
10 sekund. Nasledovalo promyti pod tekouci vodou po dobu 6 min a inkubovani do
druhého roztoku barviva na 30 sekund. Posledni krok byl proplachnuti vodou po dobu
30 sekund.

Takto pfipravené jednotlivé vzorky na krycich sklickach byly nasledné piipraveny
ke zkoumani pod mikroskopem Olympus CHK2-F-GS.

3.4. Statistické zpracovani

Deskriptivni statistické zpracovani prob&hlo v programu R 4.0.2 a grafické vystupy byly

zpracovany v programu microsoft office excel 365.

30



4. Vysledky

4.1. Skeletochronologie

Kazdému odchycenému jedinci byly ustfizeny dva posledni ¢lanky prstu tak, aby se
dala pouzit metoda skeletochronologie. Bylo tedy nasbirano celkem 57 vzork, které byly
nasledné dekalcifikovany, odvodnény a odbarveny (viz. metodika). Bohuzel zadny
Z pokusti o analyzu véku pomoci skeletochronologie nevysel. V mikroskopu nebylo bud’
vidéno viibec nic anebo pouze jednotlivé fragmenty kosti, ze kterych bohuzel nebylo

mozné vycCist mozny vek.

Napt. na této fotce je vidét, Ze kost neni dostate¢né¢ obarvena a Ze fez neni spravné

narovnan, proto se ztohoto vzorku neda vyéist vibec nic (Obr. 9)

Obr. 9 - Nespravné obarveny a sefiznuty vzorek.
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Na druhé fotce vidime jiz kvalitngjsi vzorek, na kterém jiz jdou vidét Cary zastaveného
rustu (LAG), avsak jelikoz vzorek neni spravné narovnan a neni tplné dokonale obarven,

spravny vysledek se ani zde nepovedlo zjistit (Obr. 10).

Obr. 10 — Caste¢né srolovany vzorek a $patné udélany fez.

4.2. Demografie

4.2.1. Velikosti tél odchycenych jedinci

Celkem bylo chyceno 57 jedinct kuniky obecné (Bombina bombina) na vSech 3 lokalitach.
Nejvice vzorkil bylo zrybniku Cerny Nadymaé, kde bylo odchyceno 34 jedinci.
16 jedinct bylo chyceno v Tovéti a poslednich 7 jedinct bylo ziskano v tinich u rybnika
Vilém. Kazdy jedinec byl zméfen a nasledné byly tyto hodnoty vyneseny do grafu
(Obr. 11). Celkové nejvétsim odchycenym jedincem byl samec s délkou téla 4,8 cm.
Samice s nejvétsim naméfenym télem meéfila 4,7 cm. Oba tito nejvétsi jedinci byli

odchyceni na lokalité v obci Tovér.
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Obr. 11 - Vsichni odchyceni jedinci a jejich délky téla.

Na Cerném Nadymadi bylo celkem chyceno 34 jedinci. Z toho bylo 20 samic
(vyznacené na grafu Cerveng), 12 samct (modie) a 2 juvenilni jedinci (zelen¢). Nejvetsi
jedinec, ktery byl odchycen na této lokalité, byla samice s délkou 4,4 cm (Obr. 12).

Nejdelsi chyceny samec mél délku 3,8 cm. A nejvétsi juvenil mél 1,8 cm dlouhé télo.
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Obr. 12 - Jedinci odchyceni na rybnice Cerny Nadymacg.
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Na lokalité v Tovéti bylo celkem odchyceno 16 jedincti. Na této lokalit¢ bylo
odchyceno celkem 9 samct, 5 samic a 2 juvenilové. Nejvétsi odchyceny jedinec byl
samec s délkou téla 4,8 cm. Nejvétsi samice métila 4,7 cm a oba dva juvenilni jedinci

méli 1 cm (Obr. 13).
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Obr. 13 - Jedinci odchyceni v Tovéfi.

Na posledni lokalité v tinich u rybnika Vilém bylo celkem chyceno 7 jedinci. Jednalo se
0 4 samice a 3 samce, juvenilni jedinec zde nebyl chycen Zadny. Nejvétsim odchycenym
jedincem byla samice s délkou téla 4,6 cm. Nejdelsi samec odchyceny na této lokalité
méfil 4,5 cm (Obr. 14).
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Obr. 14 - Jedinci odchyceni v tinich u rybnika Vilém.
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4.2.2. Porovnani velikosti tél samca a samic

Na lokalit¢ v Tovéfi jsem porovnaval velikosti t€l samct (M) a samic (F), jak je vidét na
obrazku ¢. 15. Také jsem provedl dvouvybérovy t-test. Vysledek testu je nesignifikantni
(t-test; a = 0,05; t = 0.55741; df = 12; p-value = 0.5875). Primérna velikost samce je

4,35 cm a primérna velikost samice je 4,24 cm na této lokalité.

] S —
I
-
o | ! :
=T |
1
E
UN |
L -
-
:
m 1
| [ S
e« T T
F M

Obr. 15 - Porovnani délky tél samcti a samic v Tovéfi.

Na lokalit¢ Cerny Nadyma¢ byli také porovnany velikosti t&l samcti (M) a samic (F;
Obr. 16). Zde jsem také provedl dvouvybérovy t-test. Vysledek testu je signifikantni
(t-test; a=0,05;t=-0.76212; df = 30; p-value = 0.4519). Primérna velikost

odchycenych samci je 3,39 cm a primérna velikost odchycenych samic je 3,52 cm.
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Obr. 16 - Porovnani délky t&l samcti a samic na Cerném Nadymadi.
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Na lokalité v tiinich u Viléma toto porovnani nebylo provedeno z divodu piili§

malého datasetu.
4.2.3. Pomér pohlavi

V Tovéti byl pomér pohlavi 9/5 v prospéch samctl. Na lokalit¢ Cerny Nadyma¢ bylo
odchyceno vice samic, a to v poméru 20/11. V tinich u rybniku Vilém byl pomér pohlavi

4/3 ve prospéch samic.
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Obr. 17 - Pomér pohlavi na jednotlivych lokalitach.
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5. Diskuse

5.1.  Skeletochronologie

Dtivodii netspésné skeletochronologie muze byt vice a ziejmé zde byla i mozna
kombinace téchto faktorii. Prvni z divodii mize byt, ze parafin byl starSi, a ne jiz tak
kvalitni a pifi michani se objevily bubliny, které znemoziovaly pozorovani pod
mikroskopem a piipadné urceni véku. Druhy divod muze byt, Ze byla zvolena ne pfilis
dobra metodika. Napftiklad to, ze by mohly byt vzorky $patné uchovany z divodu pouziti
Spatné chemikalie i kdyz autofi jako Guarino (2011) a Kopecky et al. (2009), pouzivaji
70% ethanol, avSak né&ktefi autofi pouZzivaji 10% neutrdlné pufrovany formalin
(Kyle et al. 2015, Yan et al. 2013). Problémem by také mohlo byt, Ze pii dekalcifikaci
nebylo pouzito zadné fixatni médium, i kdyz autofi jako Guarino (2011)
a Kopecky et al. (2009), zadné fixa¢ni médium neuvadi. Ale naptiklad Sinsch (2015)
uvadi, ze je dobré pouzit na fixaci naptiklad Bouinovu fixa¢ni tekutinu, tak aby se vzorky
nasledné 1épe obarvily. Nebo také jednotlivé vzorky mohly byt v kyselin¢ dusi¢né delsi
dobu, tak aby dekalcifikace probéhla 1épe. Napi. Wen (2010) nechaval v 5% kyseliné
dusi¢né az 48 hodin, avsak to je extrém. Ostatni jako Pifieiro (2019), Ufuk (2018)
nechdvali v 5 % kyselin¢ dusicné az 3 hodiny. Né&kteti autofi (Guarino 2019) nechévaji
jednotlivé ¢lanky prstl v kyselin€ dusi¢né ,,jen” 1,5 hodiny, coz se stale velmi lisi od
nami zvolenych 30 minut. Ale tento kratky ¢as byl zvolen z toho diivodu, Ze se jednalo
omalé¢ vzorky a byla zde obava zUplného rozpusténi kosti. Také se pouziva
k dekalcifikaci i 15 % kyselina mraven¢i (Jeckel et al. 2015) na dobu 24-96 hodin, podle
velikosti vzorkli. BohuZel jsme neméli dostatek ¢asu, abychom zkusili vS§echny moZnosti
divod mizZe byt, to Ze niz u mikrotonu nebyl dostatecné ostry, jelikoz je jiz dlouho
pouzivan. Byl zifejmé otupen a kosti pfi fezani na jednotlivé vzorky spise praskaly, nez
by byly rozfiznuty na jednotlivé pificné tfezy. To nasledné znemoznilo identifikaci
spravného véku jedince, jelikoz byly vidét pouze fragmenty kosti, nikoliv cely pti¢ny fez.
Dalsi mozny dtivod netspéchu skeletochronologie je ne piili§ dokonald manipulace pii
odparafinovani a obarvovani vzorka. U nékterych vzorkll se stalo, ze béhem prace
Vv laboratofi, z divodu mé malé zkusenosti, sjely nékteré fezy z kryciho skli¢ka, a proto

byl znemoznén jakykoliv pokus o nasledné zjisténi véku jedince. Jedna z dalsich
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moznych pficin, proc¢ se skeletochronologie nepovedla, miize byt nedostate¢né zasttizeni
prsti. Zjistovani véku by mélo byt pomoci nejproximalngjsi casti  téla
nejuzsi. Pokud tomu tak neni a jsou pouzity pouze kratké spicky prstli, nemtize tak dojit
ke spravnému urceni v€ku, protoze nejsou spravné vidét vsechny LAG (Sinsch 2015).
Takze je mozné, ze mnou zvoleny druhy prst na zadni koncetiné nebyl pfili§ vhodny
a hlavné, ze ustfizeni dvou c¢lankt prstii neni dostatecné. Avsak veEtsi ¢asti jsem stiihat

nechtél, protoze jsem mél obavy ze zbyte¢né velkého traumatu pro jedince.

Z4dné pilotni priizkumy na vyzkouseni spravné metodiky nebyly bohuzel z ¢asovych
divodi mozné. Jelikoz v roce 2020 byl po vétSinu jarniho obdobi znemoznén vstup do
laboratofi z divodu koronaviru a s tim spojeného vyhlaseni nouzového stavu. Z tohoto
divodu jsem byl nucen v této studii vsadit na jednu metodiku, kterd, jak se bohuzel
ukézalo, nebyla piili§ vhodna. V budoucnu bych urcité doporucil 1épe si préaci v laboratofi

pfipravit a na zkuSebnich vzorcich si ovéfit funkénost metodiky a nacvicit laboratorni

postupy.

5.2. Velikost téla a po¢etnost na lokalitach

Nameétené velikosti tél jedinct se mezi lokalitami lisi. Na lokalité v Tovéri byli v priméru
chyceni vét§i jedinci nez na Cerném Nadymadi. Samci v Tovéii byli pramémé veétsi
00,96 cm a samice 0 0,72 cm. V tanich u rybnika Vilém byly odchyceni prumérné
nejvetsi jedinci, avSak na této lokalité bylo odchyceno extrémné malo jedinct, aby se
ztéchto dat dal délat né&jaky zavér. Rozdily v naméfenych délkach jedinci mezi
odchycenych jedinci. Protoze se na lokalitach nepovedlo odchytit dostatecné velkou ¢ast
populace. Pokud tyto pocty srovname s predchozimi odhady populaci, jako naptiklad
Ruzicka (2015), ktery béhem sezony 2012 v rybnice Vilém a v tinich kolem, odhadl
populaci na 300-500 dospélych jedinct. A v Tovéfi Rizicka (2018) odhadl celkovy pocet
vyskytujicich se jedincii na 527. Vidime, Ze se v této praci jedna pouze o maly zlomek
odchycené populace z celkové. Na lokalité Cerny Nadyma¢ se mi bohuzel nepovedlo
dohledat odhady pocetnosti populace z piedchozich let, aviak mtizu odhadovat, Ze i zde
byl pocet odchycenych jedinci pouhym zlomkem celkové populace tohoto druhu.
Nameétené délky t€l se shoduji s Barus et al. (1992) a Necas et al. (1997), ktefi uvadéji,
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ze délka trupu jsou obvykle do 5 cm a vétSinou se délka tél pohybuje kolem 3-5 cm
u samct a 2,7 — 5,2 cm u samic. Cogalniceanu a Miaud (2003), kteti provadéli prizkum
v Rumunsku, uvadéji rozptyl délky téla u samci 3,03 — 4,0 cm a u samic 3,05 — 4,1. Coz
se shoduje i s Biilbiil et al. (2018), ktery provad¢l prizkum v Turecku a uvadi délku téla
u samcu 2,83 — 4,44 a u samic 3,01 - 3,8. Avsak Fog z Danska (1996) a Rafifiska (1991)
V Polsku uvedli jedince o mnoho vétsi. Maximalni velikost byla zaznamenana v Dansku
u samice s velikosti 5 cm. A samice v Polsku mély pramérnou velikost 4,71 cm. U Zab se
ocekava, ze se velikost t€la zvysi v chladnéjSich oblastech, coz nepiimo souvisi
s klimatickymi faktory (tj. teplem a slune¢nim svétlem), které ptimo upravuji individualni

termoregulaci (Hutchinson a Dupre, 1992).

Mezi naméfenymi velikostmi téla obou pohlavi v této studii na jednotlivych
lokalitaich nebyly zjistény zadné podstatné rozdily. Coz se shoduje i s literaturou
(Barusetal. 1992) a svysledky ze studii Cogalniceanu & Miaud (2003)
a Biilbiil et al. (2018), kde se uvadi, ze se pohlavi jedincti neda rozeznat podle délky téla,
ale pouze podle tmavohnédych plosek zrohovatélé pokozky na prednich koncetinach

samcu.
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6. Z.avér

Celkem bylo v ramci této prace chyceno 57 jedincu kunky obecné. Nejvice odchycenych
jedincti bylo na lokalité Cerny Nadyma¢ a to 34 jedinct, v Tovéfi bylo 16 jedinct
aV tinich u rybnika Vilém bylo odchyceno 7 jedinct. Zitejmé se jedna pouze o malou
¢ast odchycenych jedincii z celkovych populaci. Z vysledku této prace vyplyva, ze délky
téla dospélych jedinci kuriky obecné (Bombina bombina) se pohybuji mezi 2,6 - 4,8 cm
v zavislosti na lokalité. Na jednotlivych lokalitich byly odchyceni jedinci s raznymi
délkami t&l. Na lokalité v Tovéfi byli v priméru chyceni vétsi jedinci nez na Cerném
Nadymaci. Samci v Tovéfi byli praimérné vétsi o 0,96 cm a samice 0 0,72 cm. V tinich
u rybnika Vilém byly odchyceni primérné nejvétsi jedinci, avSak na této lokalité bylo
odchyceno extrémné malo jedinct. Rozdily v délkéch téla mezi pohlavimi jsem nezjistil,
coz se pln¢ shoduje s literaturou. Urceni véku jedinci pomoci skeletochronologie,
bohuzel nebylo uspésné z divodu Spatné zvladnuté metodiky a dalSim problémim
Vv laboratofi. A celkovému casovému tlaku, ktery byl zpisoben hlavné vladnimi
opattenimi, kviili epidemii koronaviru. Takze bohuZzel zadné zavislosti mezi délkou téla

a vékem jsem nezjistil, stejné tak jako mozné rozdily v délce zivota samct a samic.

Pro piipadné mozné budouci studie pomoci skeletochronologie bych doporucoval
poradné si prostudovat literaturu s metodikou a naptiklad nechat delsi dobu jednotlivé
vzorky dekalcifikovat nebo pouzit fixaéni médium. Také bych doporucil si zkusit pilotni

pokusy. Tak aby se poté neobjevily problémy pii nasledném vyzkumu.
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8. P¥ilohy

Ptiloha 2 - Dekalcifikace vzorku.
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Ptiloha 4 - Odparafinovani jednotlivych vzorkd.
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