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ABSTRACT

Diapause is often an adaptation for survival during periods of harsh environmental
conditions. Some diapausing stages do not terminate the dormancy once the favourable
conditions are restored. Such prolonged diapause may be enforced by environment if a
diapausing stage cannot be reached by the cues inducing termination of dormancy. However,
it may also be an advantageous bet-hedging strategy to allow only a fraction of dormant
stages produced in any given season to hatch the next time conditions become favourable. |
tested whether such strategy can be observed in hatching patterns of dormant eggs of Daphnia
obtusa — a cladoceran occurring in small Central European temporary waters. | investigated
the influence of intensity of illumination on hatching success, and effect of isolating the eggs
encased in ephippia from the sediment. Fraction of eggs terminating diapause, fraction of
embryos successfully leaving the egg membranes, and timing of the response were assessed at
15 °C under four intensities of illumination (100% = 35umol.m%s®, 75%, 50%, 25%;
photoperiod 12h light: 12h dark) and in complete darkness for 21 days. My results support
previous suggestions that there is no genetically-fixed bet-hedging strategy in D. obtusa. |
observed high proportion of eggs which terminated diapause in all treatments. However, there
was a positive relationship between the intensity of illumination and amount of hatchlings
which successfully finished their hatching. A more intense light also influenced earlier
emergence from the diapause. | discuss factors which might be important for termination of
Daphnia diapause in these ephemeral habitats.
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ABSTRAKT

Diapauza je ¢asto adaptaci, jak prezit obdobi nepfiznivych podminek. Ov§em néktera
diapauzujici stadia neukoncuji dormanci hned, jakmile nastanou vhodné podminky. Tato
prodlouzend diapauza muze byt zplsobena prostiedim, pokud se diapauzujici stadia
nedostanou k podnétim, které by ukoncily dormantni stav. Jinym diivodem mtize byt také
bet-hedging strategie, kdy se vylihne pouze ¢ast dormantnich stadii a zbytek zlstava na dalsi
vhodné obdobi. Ve své praci jsem zjistovala, zda se tato strategie projevuje pii lihnuti
dormantnich vaji¢ek u druhu Daphnia obtusa — perloo¢ky obyvajici malé docasné vody
sttedni Evropy. Studovala jsem vliv intenzity osvétleni na uspéSnost lihnuti a efekt izolace
efipii (obsahujici dvé vajicka) ze sedimentu. Mnozstvi vajicek ukoncujicich diapauzu a
mnozstvi embryi, ktera aspés$né dokoncila lihnuti, a na¢asovani téchto déju, bylo zjistovano
za inkubacni teploty 15 °C, ¢tyf intenzit osvétleni (100% = 35umo|.m2.s'1, 75%, 50%, 25%:;
fotoperioda 12h svétla: 12h tmy) a Uplné tmy po dobu 21 dni. Mé vysledky podporuji
predpoklad, Ze se u této perloocky nevyskytuje geneticky dana strategie bet-hedging.
Pozorovala jsem velky podil vajicek, kterd ukoncila diapauzu pii vSech testovanych
podminkach. Nicmén¢ jsem zjistila pozitivni zavislost mnozstvi uspésné vylihnutych jedinct
na intenzit¢ osvétleni. Zaroven pfi vyssi intenzit€¢ osvétleni byl ¢asovy pribéh tohoto déje
rychlejsi. V praci rozebiram faktory, které mohou byt dilezité pro ukonceni diapauzy u

perloocek rodu Daphnia v téchto efemernich habitatech.

Klicova slova: bet-hedging, Daphnia obtusa, diapauza, intenzita osvétleni, lihnuti, trvala

vajicka



1. UVOD

Docasné vodni habitaty

Pozornost ekologti a ochranaiti ptirody se Casto zaméfuje hlavné na rozsahlé nebo
atraktivni ekosystémy, jako jsou naptiklad mok¥ady, jezerni a fi¢ni ekosystémy, koralové
utesy Ci destné pralesy. Ackoli studium a ochrana téchto ekosystému je bezesporu dulezita,
zaroven Casto vede K piehlizeni mensich ekosystémovych jednotek, jakymi jsou i docasné
vodni habitaty (De Meester et al. 2005). Mezi docasné vodni plochy fadime vSechny stojaté
vody, které pravidelné nebo nepravidelné vysychaji. Jsou celosvétové bézné ve vSech
ekosystémech od pousti az po destné lesy (Céréghino et al. 2008) a 1isi se mezi sebou svymi
fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi vlastnostmi. Zdrojem vody pro tyto habitaty jsou
naptiklad srazky, kondenzace, povodné, tani sné¢hu nebo vzestup hladiny spodni vody
(Blaustein & Schwartz 2001). VétSinou jsou malé rozlohy, maji jasn€ vymezené hranice,
jednoduchy potravni fetézec a jsou pocetn¢ zastoupeny v krajiné hned v nékolika replikacich,
coz piedstavuje velmi vhodny model pro studium ekologickych a evolu¢nich teorii (Blaustein
& Schwartz 2001, Therriault & Kolasa 2001). V posledni dobé se zajem o tyto habitaty
zvySuje (Céréghino et al. 2008). Jednim z divodu je, ze i pies svou malou velikost mohou
hostit unikatni soubor druht, které se nevyskytuji ve velkych a stalych vodnich habitatech
(napf. z dvodu predace), ale pouze v téchto jednoduchych systémech (Blaustein & Schwartz
2001). Organismy obyvajici do¢asné vodni habitaty jsou vystaveny variabilnim a casto
extrémnim podminkdm (De Meester et al. 2005) a musely se ptizpusobit lokalnim
mikroklimatim (Blaustein et al 1999). Neméné¢ dilezita Uloha malych vodnich ploch v krajiné
je funkce refugii (De Meester et al. 2005) a migra¢nich koridora (Céréghino et al. 2008).
Piesto byly do¢asné vody dlouhou dobu stranou hlavniho zajmu ekologii a jejich pocet byl
diky lidské ¢innosti v poslednim stoleti velmi redukovan. Z téchto uvedenych a mnoha

dalsich dtivoda vyplyva potieba docasné vodni habitaty chranit.



Dormance, diapauza a bet-hedging

Neptedvidatelnost existence vodniho habitatu je klicovd pro vytvafeni
diverzifikovanych strategii, jak druh muize dlouhodobé ptezivat na lokalité. Zaroven to
ovlivituje jeho Casové uspoiadani zivotniho cyklu (Blaustein & Schwartz 2001). Nékteré
Z docCasnych vodnich ploch vysychaji po n€kolik let, nékteré jsou zaplaveny vicekrat do roka,
jiné jsou zaplaveny po dlouhou dobu, ale s vyraznym kolisanim vodni hladiny béhem roku
nebo se zamrzanim béhem zimnich mésicd. Pro permanentni faunu, kterd nemuze
V nepiiznivém obdobi migrovat do jiného prostfedi, je jednou z moznosti vytvareni

resistentnich dormantnich stadii.

Schopnost ptfezivat v dormantnim stadiu je Siroce rozSifena vlastnost mezi
bezobratlymi. Je to nespecificka obrana viici Sirokému spektru neptiznivych podminek, které
organismus preziva snizenim svého metabolismu (Alekseev & Starobogatov 1996). Nékteré
druhy zastavaji v dormanci pouze po dobu, kdy jsou pro aktivni stadium okolni podminky
nepiiznivé. Tento klidovy stav, kam patii hibernace, estivace ¢i kryptobidza, je vyvolavan i
ukonc¢ovan vlivem vnéj$ich podnéti (Brendonck 1996, Caceres 1997). Oproti tomu je
diapauza sice také stav fyziologického klidu, ale navozeny vnitinimi podnéty (Brendonck
1996, Alekseev & Starobogatov 1996, Caceres 1997). Ukonceni diapauzy vyzaduje specialni
podnét, ktery mize, ale nemusi korespondovat s obnovenim ptiznivych vnéjsich podminek
prostiedi (Caceres 1997), coz vede k domnénce, Ze diapauza je pevné naprogramovand
Vv embryondlnim vyvoji (Brendonck 1996). U skupiny koryst je podstata diapauzy pomérné
dobfe znama, ale faktory, které maji vliv na jeji ukonceni, nejsou uspokojivé objasnény

(Brendonck et al. 1996, Caceres 1997).

Mezi permanentni faunu vyskytujici se z velké ¢asti ve vodnim prostiedi, které
pravidelné nebo nepravidelné vysychd, promrzd nebo vykazuje zmény hladiny, patii
lupenonozci (Branchiopoda). Je to jedna ze tfid koryst, kterd diky své adaptaci na tyto
habitaty ptezila od Kambria (Brendonck 1996). Tito korySi dlouhodobé ptezivaji prave
pomoci diapauzujicich propaguli. Jejich diapauzujici stadia, tradiéné nazyvéna trvala vajicka®,

maji rezistentni obaly a mohou zistat Zivotaschopna nékolik desitek let (Hairston 1996).

! Nejedna se o vajicka v pravém slova smyslu, ale 0 embrya s pozastavenym vyvojem ve stadiu gastruly.
Literatura na toto téma vsak casto pouziva pro zjednoduseni termin ,,vajicko* a ve stejném smyslu jej pouzivam i
jav této praci.



Dormantni propagule jsou produkovany casto ve velkém mnozstvi a vytvaii tak banku
trvalych vaji¢ek v sedimentu podobnou semennym bankém rostlin (Brendonck 1996). Banka
vajicek slouzi jako zdroj pro zalozeni nové aktivni populace pti obnoveé podminek ptiznivych
pro rast a reprodukci. Tvoii ekologickou a evoluéni zasobarnu, a dokud ma druh svou banku
vaji¢ek, je dobie chranén pfed vymienim (Hairston 1996). Banka propaguli muze byt
povazovana za jakysi archiv historie lokality. Odrazi zmény habitatu v disledku pfirodnich i
antropogennich vlivii a mize byt pouzita k rekonstrukci evolucnich procest (Brendonck & De

Meester 2003).

Dormantni propagule jsou vhodnym prvkem pro disperzi a umoziuji svému druhu
kolonizovat nova prostiedi (Fryer 1996). Disperzni propagule se mohou dostat do jiného
habitatu diky propojeni jinak oddélenych vodnich ploch v obdobi zaplav (Beladjal et al.
2007a, Hulsmans et. al. 2007). Pokud jsou trvala vaji¢ka lehkd, mohou byt pfenaSena pomoci
vétru (napt. Brendonck & Riddoch 1999, Cacéres & Soluk 2002, Vanschoenwinkel et al.
2008b a 2009), takze po uvolnéni ze sedimentu se mohou dobfie §itit. Pfenos propaguli je
Casto zpusoben také lidskou aktivitou, at’ rekreatni nebo vyzkumnou. Trvald vajicka se
mohou totiz pfenaset na obuvi nebo pneumatikach vozidel (Waterkeyn et al 2010). Propagule
maji ¢asto uzpusobeni, kterd zvysuji pravdépodobnost jejich transportu, jako jsou rizné trny,
které umoznuji zachytdvani na vnéj$Sim povrchu riznych druhli Zivocichti. Tim je naptiklad
prase divoké a pravdépodobné i dalsi skupiny zvirat, které ptichazeji do kontaktu s malymi
vodnimi habitaty, jako je srnec, ovce, vydra, bobr aj. (Thiéry 1997, Rulik 1999,
Vanschonwinkel et al. 2008a). Dokumentovan byl také pienos na vné&jSim povrchu ptaka
(Fryer 1996, Thiéry 1997). Trvala vajicka zistavaji zivotaschopna i po pruchodu travicim
traktem vodnich druhd ptaku (Figuerola & Green 2002, Figuerola et al. 2003) a travicim
traktem ryb (Beladjal et al. 2007a) a je to jeden z moznych a efektivnich zpusobi distribuce.
Nekteré druhy naopak ptichycuji sva vajicka k substratu nebo vegetaci a snizuji tak moznost
jejich disperze. Nékdy je totiz vyhodné&jsi zlstat na habitatu, kde vajicka vznikla a kde jsou
zrovna vhodné podminky, nez riskovat disperzi do jinych mist (Fryer 1996, Brendonck & De
Meester 2003).

Nacasovani ukonceni diapauzy je kritickou Ccasti Zivotniho cyklu pro mnoho
organismi z nepiedvidatelného prostiedi (Hanski 1988). Hlavni hrozbou pro permanentni

faunu z docasnych vodnich habitatt je jeho brzké vyschnuti. Uz vylihla zvifata nemohou



dokoncit sviij zivotni cyklus a nevytvoii tak novou generaci trvalych stadii (Brendonck 1996).
Toto abortivni lihnuti mize zredukovat banku vajicek nebo dokonce vést k vymieni populace
na lokalité (Spencer et al. 2001). Zfejmé pravé z tohoto ditvodu se trvala staddia mnoha taxont
nelihnou vSechna pii prvnim znovu zaplaveni habitatu, ale zGstavaji v diapauze 1 pies nekolik
vhodnych obdobi (Brendonck & De Meester 2003). Tato takzvana prodlouzena diapauza je
pravdépodobné nasledkem nékolika faktord a je ochranou ptfed abortivnim lihnutim pfi
kratkém cyklu zaplaveni (Philippi et al. 2001). Muze byt bud’ navozend podminkami okolniho
prostiedi, naptiklad pokud sediment zabranuje pristupu podnétu lihnuti k vajickiim (De Stasio
1989, Hairson et al. 1995) nebo muze byt projevem plastické odpovédi na blizici se vyschnuti
habitatu. Jedinci takovych taxond jsou schopni urychlit, zkratit nebo pozastavit sviij zivotni
cyklus v pripadé¢ potieby (Blaustein & Schwartz 2001). Podobnou strategii plastické odpovédi
mizeme najit u jednoletych rostlin a suchozemskych bezobratlych. Nékteré rostliny,
vyskytujici se v neptedvidatelném vodnim habitatu, vyuzivaji tzv. strategii bet-hedging, kdy
pouze urCita frakce semen ze semenné banky vykli¢i v dané vodni fazi, a tak vzroste
pravdépodobnost pieziti druhu na lokalit¢ po delsi dobu (Cohen 1968, Philippi 1993a,b).
Bet-hedging strategie maximalizuje dlouhodobou fitness na Ukor kratkodobé fitness pro jednu
generaci a snizuje tak rozdily mezi generacemi (Philippi et al. 2001). Jinymi slovy, podstatou
této strategie je optimalizace podilu jedincu, ktefi se najednou vylihnou. Tento koncept byl
pouzit i pro vysvétleni ptezivani vodnich bezobratlych v efemernich habitatech (De Stasio
1989, Philippi et al. 2001). Podil trvalych vajicek, ktera se pti piichodu vhodnych podminek
vylihnou, by mél odpovidat pravdépodobnosti uspéSného dokonceni Zivotniho cyklu
a doplnéni banky vajicek. Podil téch, kteti se nevylihnou, by naopak mél byt roven
pravdépodobnosti (takika) uplného selhani produkce trvalych vaji¢ek (Cohen 1968, Van
Dooren & Brendonck 1998, Philippi et al. 2001). Neni tedy ptekvapujici, Ze prodlouzena
diapauza jako projev bet-hedging strategie je Casto nachdzena u organizml z efemernich
prostfedi (Simowich & Hathaway 1997, Van Dooren & Brendonck 1998, Philippi et al. 2001).
Navic tato strategie nemusi byt pouze obranou proti vyschnuti habitatu, ale mize dobie

slouzit také proti jinym hrozbam, jako je napf. predace (Blaustein 1997).



Faktory ovliviiujici lihnuti diapauzujicich stadii lupenonozct (Branchiopoda)

Do jaké miry je dormance u lupenonozcl fizena endogenné a exogenné neni stale
objasnéno. Specifické podminky pro aktivaci diapauzujicich stadii a lihnuti se lisi jak mezi
druhy, tak 1 mezi populacemi. Rliznorodost podnétti ovliviiujicich lihnuti je obecné brana jako
adaptace na konkrétni habitat (Brendonck 1996). Studium faktort, které hraji klicovou roli pfi
ukonéeni diapauzy a zacatku lihnuti z diapauzujicich stadii, je zé&sadni pro pochopeni
mechanismi diapauzy (Brendonck 1996) a ekologickych a evolu¢nich dynamik populaci

(dos Santos & Persoone 1998).

Mezi klicové faktory patii délka hydroperiody (trvani vodni faze), kterd je dana
dostupnymi zdroji vody na lokalité. Témi jsou naptiklad srdzky, zaplavy, tani sné¢hu nebo
kondenzace (Blaustein & Schwartz 2001). Délku vodni faze ovliviiuje velikost nadrze, vitr,
teplota a propustnost substratu (Therriault & Kolasa 2001). Podle morfometrie nadrze a
mistniho klimatu, mizeme ocekévat rozdilné pozadavky na podnéty k lihnuti a celkové
rozdilné uspésnosti lihnuti (Brendonck 1996). Velikost a predvidatelnost habitatu ma vliv na

rozdilnou zivotni strategii jak mezi druhy, tak i mezi populacemi jednoho druhu (Mura et al.
2003).

Dalsim podstatnym faktorem ovliviujici lihnuti je teplota. Kazdy druh nebo jednotliva
populace ma své specifické teplotni optimum pro lihnuti (Brendonck 1996), které je pfevazné
ovlivnéno podminkami prostiedi, ve kterém se jedinec vyskytuje (Vandekerhove et al. 2005).
U nékterych druhi se méni pozadavek na optimalni teplotu i podle vyvojového stadia
(Brendonck 1996, Mossin 1986). Mnoho druhti se lihne 1épe pii nizsi teploté, nez je primérna
teplota na lokalité (Brendonck et al 1998), coz by mohlo byt adaptivni odpovedi na spravné
naCasovani lihnuti na zacatku sezony (Pfrender & Deng 1998). SniZovani teplot vétSinou
doprovazi dést’ a sniZovani vyparu, coz méa za nasledek del§i trvani tiné a maximalni
reprodukéni uspéch vylihnutych jedincti (Van Dooren & Brendonck 1998). Pokud se vajicka
lihnou pfi Sirokém rozmezi teplot, odpovidalo by to spiSe rozloZeni lihnuti na vice moznych

obdobi (Brendonck et al. 1998).

N 24

a svételnd intenzita. Vliv periodicity svétla byl zjistén u mnoha druht koryst a jen velmi malé
procento druhti na néj reagovalo neutralné¢ (Alekseev & Starobogatov 1996). To, Ze slune¢ni
zafeni patfi mezi nejintenzivnéjsi stimuly a Ze ve tmé se vajicka lihnou prokazatelné méné

10



Uspésné, potvrzuje u rodu Daphnia mnoho studii (Pancella & Stross 1963, Pfender & Deng
1998, Caceres & Swalbach 2001, Lass et al. 2005). Neutralni reakce na intenzitu osvétleni
byla zjisténa jen u zabronozky Artemia salina, kdy byla stejna uspésnost lihnuti cyst pii rizné
Skale intenzity svétla (Sorgeloos 1973). Citlivost na svétlo je také ovlivnéna délkou a teplotou
skladovani. Vétsi citlivost vajicek na svétlo se ukazala u vajicek predem skladovanych delsi
dobu ve tmé (Pancella & Stross 1963, Davison 1969, Schwartz a & Hebert 1987). Absence
svétla v sedimentu mtze chranit vajicka ptred vylihnutim se do nevhodnych podminek, pokud
jsou uloZena hloubéji v sedimentu (Alekseev et al. 2007). Také na dn¢ hlubokych nadrzi, kam
dopada jen malé procento svétla z hladiny a zaroven je zde téméf konstantni teplota, vajicka
prili§ nereaguji na zmény fotoperiody a svételné intenzity (Fryer 1996), ptesto vykazuji
pomérné synchronizované lihnuti s roénim obdobim (Alekseev et al. 2007). U druhd z oblasti
vyssich zemépisnych Sifek jsou trvala vajicka mnohem citlivéj$i na zménu fotoperiody a jsou
podle ni vice synchronizovana s prostiedim nez v nizSich zemépisnych $itkach. Na tyto
populace ptsobi silngjsi selekéni tlak pro synchronizaci jejich Zivotnich cykli s prostredim,
protoze obdobi, kdy je svételnd faze dne dostatecné dlouhd pro rist, je relativné kratké

(Vandekerkhove et al. 2005).

Dals$i podminkou pro uspé$né lihnuti je dostatek kysliku, ktery je dilezity pro
metabolickou aktivitu embrya (Brendonck 1996). Vyssi saturace kysliku byva na zacatku
zaplaveni a postupné klesa s vysychanim. Zmény koncentrace kysliku ovliviiuje objem
nadrze, teplota, aktivita fytoplanktonu a biologické interakce, jako je koncentrace organismii a
bakterialni rozklad (Bonner et al. 1997, Lahr et al. 1999). Pti pokryti nadrze ledem dochazi
k degradaci a dekompozici organického materialu, kdy se spotfebovava kyslik u dna. Navic
diky absenci konven¢niho a turbulentniho proudéni se vrstvy nepromichavaji. Po roztati
ledové pokryvky dochazi k michani a prokysli¢eni vrstev vodniho sloupce, coz mize mit vliv
na lihnuti dormantnich stadii u dna (Alekseev et al. 2007). Moritz (1987) potvrzuje, Ze vajicka
se nelihnou v takovych oblastech habitatu nebo hloubkach nadrze, kde neni dostatek kysliku.
Podle prace Strosse (1969) kyslik, ktery se dostane na dno, aktivuje embrya, ale Gplné
vylihnuti je mozné pouze pii zvySeni teploty vody, coz je Castéjsi v litoralnich oblastech.
Tiné jsou Casto 1 v letnim obdobi naplnény vodou z destovych srazek, ale vysoka teplota a

nizka saturace kysliku jsou nevhodné pro lihnuti (Merta 2003).

Také nizky obsah rozpusténych latek, ktery je charakteristicky pii novém zaplaveni

lokality, ma pozitivni vliv na lihnuti (Schrénbrunner & Eder 2006), kdeZzto vzrust obsahu
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rozpuSténych latek je Casto spojen s poklesem hladiny a zna¢i Casové blizkou mozZnost
uplného vyschnuti (Bonner et al. 1997). Pii vzristu salinity mnoho sladkovodnich korysa
zastavuje své lihnuti (Blaustein 1997). Dokonce podle nékolika autorti (Brown & Carpelan
1971, Brendonck 1996, Beladjal et al. 2007a) patii nizky obsah rozpusténych latek spolu
S koncentraci rozpusténych latek je spojeny osmoticky tlak vody. Ma vliv na objem prostoru
tésné obklopujici embryo pod membranami. Pokud piekroci uréitou hranici, objem se za¢ne
zvétSovat a napinat tak vnitini elastickou membranu, coz vede az K prasknuti vnéjsi
neelastické membrany a uvolnéni embrya do vody (Fryer 1996). Pozitivni vliv nizkého
osmotického tlaku vody na lihnuti je popsdn u mnoha druhi pfi rozfedéni média.

vvvvvv

deionizovana voda (Brendonck 1996).

Dalsi moznou adaptaci na rozpoznani zac¢atku nového zaplaveni muze byt vnimani pH
vody (Saiah & Parrin 1990). I kdyz vétSinou jeho hodnoty kolisaji jen drobné¢ (Hancock &
Timms 2002). Podle n€kolika studii se pohybuje rozsah optimalniho pH mezi 5-6 (Mossin
1986, Rulik 1999, Brendonck 1996).

Vliv riznych faktor na lihnuti zalezi na hloubce ulozeni vaji¢ek v sedimentu a
moznosti pfistupu téchto stimultt k nim (Moritz 1987). Sami¢ky nemohou aktivné ovliviiovat
vertikdlni transport vajiek, ten je ovlivnén sedimentaci, pohybem vody (hydroturbace) a
¢innosti bentickych a edafickych organismi (bioturbace). Nejbéznéjsi je bioturbace rybami a
makrozoobentosem, jako jsou razni Cervi, hmyz (zejména jeho larvy), mékkysi apod.
V doc¢asnych vodach to mizou byt navic ptaci, dobytek a lesni zvéf (Brendonck & De
Meester 2003). Céaceres & Hairston (1998) definovali tzv. ,aktivni banku dormantnich
vajicek™ jako hloubku sedimentu, kde vajicko jest¢ mize dostat adekvatni podnét k lihnuti.
Hloubka se uvadi ¢asto kolem 3 cm, ale zalezi na habitatu, jaky typ disturbance se objevuje a
jak je Casta, a zaroven i na intenzité podnétu, jaky se dostane k povrchové vrstvé sedimentu.
U prvnich 10-ti cm sedimentu se predpoklada, Ze se jesté muze promichat zpét do vrchnich
vrstev Kk lihnoucim spoustécim (Hairston et al. 2000). Velka cast vajicek vSak zistava
pohibena hloubé&ji v sedimentu. V hlubsich a teplotné stratifikovanych nadrzich je vétsi
akumulace a niZsi stupen promichavani sedimentu (Caceres & Tessier 2003) nez v litoralnich
oblastech nebo mél¢ich nadrzich (Gyllstrom & Hansson 2003). Na tGspé$nost lihnuti ma vliv

i horizontalni distribuce vaji¢ek v nadrzi. V mensi hloubce nadrze jsou vhodngjsi podminky
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k lihnuti (vy$$i teplota a vice kysliku), ale je zde vétsi procento poSkozenych vaji¢ek
mikroorganismy a fyzikalnimi faktory (Moritz 1987, De Meester et al. 1998). V hlubsich
mistech nadrze jsou vajicka zdravéjsi, a tak vykazuji vyssi procento lihnuti pii vhodnych
podminkach nez vajicka z menSich hloubek jezera, i kdyz jsou oboje odebrana ze stejné
hloubky sedimentu (Moritz 1987). Horizontalni distribuce vaji¢ek je obecné nepravidelna a
ostruvkovita, s vétsi denzitou v hlubsich ¢astech nebo navétrnych stranach nadrze (Brendonck
& De Meester 2003). Na horizontalni distribuci ma vliv vzplyvavost vajicek, chovani matky

pii uvolnovani vajicek, prevladajici smér vétru, distribuce vegetace a morfometrie nadrze.

Predatofi mohou banky vajicek ovliviiovat jednak piimo (pfipadnou konzumaci
vajicek), tak 1 nepfimo (vyluCovanymi sekrety ovlivnit lihnuti). Pfimd konzumace vajicek
byla zjisténa u amfipoda rodu Gamarus (Cacéres & Hairston 1998). Negativni vliv na lihnuti
diky vyluCovanym latkdm predatora byl prokazan za piitomnosti larev mlokl rodu
Salamandra (Blaustein 1997) avsak vliv kairomont vylu¢ovanych do vody rybami nebyl
jednoznaéné prokazan (Lass et al. 2005). Autoifi se domnivaji, Ze negativni vliv na lihnuti
maji latky jen téch predatorti, ktefi se na lokalité vyskytuji pravideln¢ (Lass et al. 2005).
Mozna vysvétleni jsou tfi, bud’ chemické latky vylu¢ované predatorem ovliviuji vajicka a ta
proto zastavi procesy vedouci k lihnuti (tj. jednalo by se o adaptivni odpovéd” kofisti na
ptitomnost predatora), nebo jsou tyto chemické latky pro vajicka ptimo toxické, nebo

vylu¢ované chemické latky zméni vlastnosti vody natolik, Ze negativné plisobi na lihnuti.

Vhodné podminky pro lihnuti diapauzujicich vaji¢ek jsou druhové specifické (Cacéres
& Schwalbach 2001) a mohou se liSit mezi vajicky jednoho druhu (De Meester & De Jager
1993a) nebo mezi raznymi populacemi (Schwartz & Hebert 1987). Podle Zarattini (2004)
jsou vnitrodruhové rozdily v lihnuti disledkem lokalni adaptace. Pokud je ukon¢eni dormance
ovliviiovano selekci prostredi, nepfedvidatelné habitaty s Castym vyskytem nepfiznivych
podminek mohou selektovat populace v rozdilné dormantni strategie, a tak se vajicka
produkovana riznymi genotypy lihnou dle rozdilnych podminek prostiedi (Cacéres & Tessier
2003). Pritom genotypy, které se lihnou dfive, se dostavaji do pocetnéjsi vyhody nez klony,
které se lihnou na lokalité pozdé&ji (Pfrender & Deng 1998). De Meester & De Jager (1993b)
zjistili, Ze usp&Snost lihnuti neni zaloZena jen na stafi vajicek, ale také na citlivosti

jednotlivych genotypti ke stimulu pro lihnuti.
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Maternalni vliv se miize projevit u vaji¢ek také jejich riznou senzitivitou na stimuly,
a tak se nékteré lihnou diive a nékteré pozdé€ji, naptf. pfi rizné melanizaci efipii, kde
pigmentace je dana hlavné maternalné (Cacéres & Tessier 2003). Zaroven snusky kladené ke
konci Zivota samic¢ky vykazuji vys$si aspéSnost lihnuti nez snusky vyprodukované v mladSim
véku. Stejny vztah zjistili Van Dooren & Brendonck (1998) u Zzabronozky Branchipodopsis
wolfi, kdy autofi pfedpokladaji, ze matky mohou vyuzit svij vék jako indikator vhodného
prostfedi a ovlivnit tak genotyp a UspéSnost lihnuti svych vaji¢ek. U mladsSich matek, kde

podobny indikator prostiedi chybi, se vajicka lihnou méné intenzivné. Jinym vysvétlenim

vvvvvv

vvvvvv

Charakteristika druhu Daphnia obtusa a rozmnozovani perloo¢ek (Cladocera)

Pii svém vyzkumu jsem se zaméfila na druh Daphnia obtusa, ktera patii do skupiny
cedivych perloocek (Crustacea: Cladocera: Anomopoda). Perloo¢ky oznacované jako D.
obtusa piedstavuji ve skutecnosti cely komplex druhi (Adamowicz et al. 2009). Jedinci
ze studované lokality patii k Daphnia obtusa Kurz, 1874 (sensu stricto) vyskytujici se ve
sttedni Evropé. Jsou to stfedné velké perloocky (velikost dospélych samic se pohybuje
v rozsahu 0,8 — 3,5 mm), obyvajici malé, vétSinou docasné vody, jako jsou tiné a destové

louze.

Perloocky se rozmnoZuji  cyklickou  partenogenezi, neboli  stfidanim
partenogenetického a pohlavniho rozmnoZovéani. VétSinu doby prevlada rozmnozovani
partenogenetické a jednou ¢i vicekrat do roka je vystiidano pohlavnim. Pocet cyklu (tj. period
pohlavniho rozmnozovani) vyplyva z okolnich podminek prostiedi. Pfi pfichodu uréitych
podminek, vétSinou takovych, které jsou nepiiznivé pro dalsi Zivot dospélych jedinct, se
z nékterych partenogenetickych vaji¢ek lihnou samicky, které produkuji haploidni vajicka
misto partenogenetickych. Z jinych partenogenetickych vajicek se lihnou samecci a mize
dojit k pohlavnimu rozmnoZovéni (nap¥. Sramek-Husek et al. 1962, Dumont & Negrea 2002).
Samicky po oplodnéni vytvati diapauzujici stadia, kterd po svlékani odkladaji. Takova vajicka
jsou chranéna rezistentnimi obaly. V piipadé¢ fadu Anomopoda, je vn&jSi obal tvofen
Z karapaxu matetského jedince a nazyva se efipium. V efipiu jsou ulozena dvé diapauzujici

vajicka, kde kazdé znich je jesté¢ obaleno prihlednou embryondlni membranou. Pfimym
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vyvojem se z vaji¢ek lihnou neonaty, neboli prvni volna riistova stadia (Sramek-Husek et al.

1962).

Obr. 1. A) Partenogenetickda samicka druhu Daphnia obtusa Kurz, 1874. B) Samicka s 2
trvalymi vajicky ulozenymi v efipiu (druh D. pulex). C) Efipium druhu D. obtusa

Dosavadni poznatky o lihnuti diapauzujicich stadii perloo¢ky Daphnia obtusa

Ma préace navazuje na diplomovou praci J. Hotoveho (2005), jejiz vysledky byly
publikovany ve studii Hotového & Petruska (2007). Autofi se zabyvali mj. tim, zda se pfi
lihnuti trvalych vaji¢ek u druhu Daphnia obtusa z velmi malych vodnich ploch (destovych
louzi mirného pasma) vyskytuje strategie bet-hedging. Pro tuto strategii by mél byt typicky
relativné nizky a variabilni podil vylihnutych jedincti. Ackoli bychom to mohli u druht
z téchto efemernich vod ocekavat, vysledky vySe zminéné studie to nepotvrdily. Daphnia
obtusa vykazovala v laboratornich podminkach vysokou uspésnost lihnuti a nizkou
variabilitu, 1 kdyz autofi pfedpokladaji, Ze v pfirodnich podminkach je lihnuti méné uspésné.

Autofi diskutovali nékolik moznych hypotéz vysvétlujicich pozorované vysledky.

Pfi¢inou téchto vysledkli muze byt izolace efipii ze sedimentu, jejich zpracovani a
stejnomérné optimalni podminky v pokusu pii lihnuti vajicek (teplota 15 °C a fotoperioda 14h
svétla a 10 h tmy) oproti lihnuti v pfirodnich podminkach. Experimentalni podminky mohly

potlacit projevy strategie bet-hedging.

DalS§im moZnym vysvétlenim je to, Ze pokud v ptirod€ je vlivem prostiedi jen relativné
mala frakce vajicek vystavena spoustéciim lihnuti, naptiklad vlivem sniZené intenzity svétla
15



dané zakalenim vody nebo ptekrytim efipii sedimentem, neni jiz nutné selekce vici strategii
bet-hedging. Zaroven pokud jsou populace vystaveny cCasté hrozbé destrukce a vymizeni
lokality, mohou byt vajicka nastavena tak, aby se pokusila vylihnout, pokud se dostanou ke
spoustééum lihnuti a jejich strategie je zaméfena spiSe na disperzi a kolonizaci novych lokalit.

Pokud tedy vystavime vajicka optimalnim spoustécim, pokusi se vSechna vylihnout.

Jinym moznym vysvétlenim je, ze v piipadé této zkoumané populace (nebo celého
druhu) se strategie proti vyschnuti lokality viibec nevyvinula z divodu, Ze tyto vody maji
neptedvidatelny charakter pouze z pohledu ¢loveka, ale z pohledu druhu Daphnia obtusa je
hydroperioda habitatu dostate¢na pro jejich zivotni cyklus a neni tedy potieba vytvaret

strategii dlouhodobého piezivani.

Cile prace

Cilem mé diplomové prace bylo navazat na tyto vysledky a pokusit se objasnit alesponl
nékteré z moznych pficin a otdzek z nich vyplyvajici. Pii obdobnych laboratornich postupech,
jsem se pokousela zjistit vliv pouzitych inkubaénich podminek na lihnuti vaji¢ek druhu
Daphnia obtusa ve vySe zminéné studii. Cilem bylo zjistit, zda se strategie bet-hedging
projevi pii méné optimalnich podminkéach inkubace. V ramci této ulohy jsem zkoumala vliv
rizné intenzity osvétleni na ispéSnost a ¢asovy prubéh lihnuti efipii vyjmutych ze sedimentu.
Pro zjisténi vlivu extrakce efipii ze sedimentu, jsem nakonec porovnala i lihnuti vzorku
celého sedimentu obsahujiciho efipia. U tohoto pokusu jsem zaroven sledovala, jestli ma na

lihnuti vliv pravidelné promichavani sedimentu.
Hypotézy testované v ramci diplomové préce byly nasledujici:
1) RGzn4 intenzita osvétleni mé vliv na mnozstvi trvalych vajicek, kterd ukonci
diapauzu
2) Rlzna intenzita osvétleni ovliviiuje ¢asovy pribéeh lihnuti
3) Extrakce efipii ze sedimentu pozitivné ovliviiuje tispé$nost lihnuti

4) Promichavani sedimentu ma pozitivni vliv na lihnuti
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2. METODIKA

2.1 Lokalita a material

Sediment s efipii byl odebran z lokality ,,Tan v rakosing”“ v CHKO Kokotinsko
v Cechéch (obr. 2.). Jedna se o mensi efemerni tiifi (cca 2m X 6m) v nivé potoka Lib&chovka,
1 km od obce Medonosy (N 50° 30" 06", E 14° 29" 27""), ktera byla nov¢ vytvofena v roce
1996 a na které probihalo sledovani biodiverzity zooplanktonu v rémci projektu BIOPOOL?,
Jedinym druhem tfidy lupenonozct (Branchiopoda), ktery se vyskytoval na uvedené lokalité

za sledované obdobi (2005-2009), byla perlooc¢ka Daphnia obtusa Kurz (1874).

Obr. 2. Odbérova lokalita Tin v rakosiné

Mokry sediment byl odebran v zimnich mésicich (Gnor/bfezen v roce 2009 a 2010),
kdy ttn byla jesté zamrzla a populace nebyla aktivni. Pro vlastni odbér byl vytvoien otvor
Vledu a pomoci plastového kelimku bylo odebrano nékolik vrchnich centimetrt mokrého
sedimentu obsahujiciho efipia (obr. 3. - 5.). Vzorky byly uloZeny do plastového sacku a
Vv ptirozen¢ vlhkém stavu skladovany ve tmé pfi teplote 4 °C. Délka skladovani se pohybovala

od jednoho tydne do 3 mésicti.

? http://bio.kuleuven.be/de/dea/biopool/index.html
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Obr. 3. - 5. Odbér sedimentu

2.2 Zpracovani vzorki a lihnuti

Pti zpracovani byly vzorky sedimentu nejprve proplaveny pies sito o velikosti ok
I mm, tim byly odstranény velké castice detritu. Zbytek vzorku byl proplaven pies sito
o velikosti ok 300 pum, ¢imz byla odstranéna nejjemnéjSi frakce sedimentu. Materiél
zachyceny na tomto situ byl poté rozplaven ve vodovodni vodé€, prohlédnut pod

stereomikroskopem a byla z n¢j vybrana vSechna efipia, ktera byla vizualné v dobrém stavu.
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Pro zjisténi, zda vizualn¢ dobry stav efipii odpovida obsahu 2 neporuSenych vaji¢ek uvnit,

bylo otevieno 10 efipii pomoci preparacnich jehel a zkontrolovan skutecny stav.

Vybrana efipia byla nasledn¢ inkubovadna. Pro inkubaci jsem pouzivala titrovaci
desticky s 96 jamkami o objemu cca 400 pl. Do kazdé jamky bylo vzdy umisténo jedno
efipium (obr. 6. a 7.). Jako inkuba¢ni médium jsem pouzila roztok pouzivany pro kultivaci
perloocek: smés odstaté vodovodni vody a deionizované vody v poméru 2:1 s piidavkem 1,5
ml 10% roztoku moiské soli a 10 ml SMB média (salt medium for Blepharisma, Struder-
Kypke et al. 2000) na 1 litr média. Médium nebylo v prabéhu lihnuti vyménovano, pouze
Vv ptipad€, Zze néktera z jamek vysychala, byla doplnéna malym mnoZzstvim deionizované
vody. Titraéni desticky byly ptekryty foliemi a neutrdlnimi Sedymi filtry s rlznou

propustnosti svétla podle pozadované intenzity (obr. 8.).

Obr. 6. a 7. Efipium v jamce titracni desticky
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Obr. 8. Titracni desticka a neutralni Sedé filtry

Intenzita svétla prochéazejici skrz folie byla stanovena pomoci senzoru pro méfeni
fotosynteticky aktivniho zafeni Li-1400 (Li-Cor, USA). V roce 2009 jsem vytvofila Ctyfi
varianty osvétleni v pokusu (100%, 75%, 50% a 25%). Piekryti prthlednou folii dovolujici
prinik veSkerého svétla v inkubétoru je oznaceno jako 100% osvétleni a odpovida 35 umol.
m?2. st 75% osvétleni v inkubatoru bylo vytvofeno 7 vrstvami této prihledné folie, 50%
osvétleni zajistila jedna vrstva neutralniho Sedého filtru a 25% osvétleni 3 vrstvy tohoto filtru.
V roce 2010 jsem doplnila lihnuti za tmy ve dvou variantach, kdy jedna paralelka vajicek byla
denné¢ kontrolovand (oznacend jako '0%-K’") a pribézné¢ byl zaznamendvan pocet nove
vylihnutych jedinct, v druhé paralelce (oznacené jako "0%-T") probihalo lihnuti bez pribézné
kontroly a vajicka byla tedy osvétlena pouze na zacatku experimentu a na jeho konci.
Uplnému zabranéni priniku svétla jsem dosahla diky zabaleni celé titraéni desticky do
hlinikove folie. Inkubace probihala v inkubatoru znacky Sanyo za teploty 15 °C pfi svételném

rezimu 12 hodin svétlo — 12 hodin tma po dobu 21 dnd.

Pocet nové vylihlych jedinci byl kontrolovan denné. Vzdy pouze jedna titrovaci
desticka s efipii byla pfenesena do temné mistnosti, aby se minimalizovala doba piisobeni
vys$i teploty, nez byla teplota v inkubatoru. Doba kontroly jedné desticky se pohybovala
okolo 10 minut. Kontrola stavu kazdé jamky s efipiem probihala za svételného zdroje
stereomikroskopu prekrytého cervenou folii (pouzité svételné zdroje jsou detailnéji rozebrany

nize). Zaznamenavala jsem datum ve tfech rozdilnych stavech lihnoucich se vajic¢ek. Jednim
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byl piimy vyvin z trvalého vajicka v aktivniho jedince, druhym byl vyvoj pouze do stadia
tésné¢ pred vylihnutim (tj. neonata, kterd je jeSté uzaviena v embryondlni priuhledné
membrang, obr. 9., 10. a 11.) a tfetim byl pfipad, kdy se neonata dostala ven z embryonalniho

obalu a zacCala aktivné plavat.

Obr. 9. Neonata druhu Streblocerus serricaudatus uzaviend ve embryonélnim obalu,

pripravena k vylihnuti (kresba prevzata z Fryer 1996)
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Obr. 10. a 11.
Fotodokumentace
neonaty druhu
Daphnia obtusa
uzavrené

v embryonalni
priithledné membrdné

pred vylihnutim.




Po ukonceni tfitydenni inkubace byla vSechna efipia oteviena pomoci preparacnich
jehel a byl zkontrolovan jejich pocatecni stav a zpétné dopocitan skuteény pocet vajicek
vystavenych pokusu (obr. 12.). Nalezena vajicka uvniti efipii, ktera byla v dobrém stavu a
stale nevylihnutd, byla na 14 dni vysuSena a uloZena ve tmé pfi teploté 4 °C. Po této dobé byla
znovu zaplavena médiem a inkubovana za teploty 15 °C pfi konstantnim osvétleni pro zjiSténi

jejich zivotaschopnosti.

Obr. 12. Efipium po otevieni s jednim trvalym vaji¢kem

2.3 Pouzivané svételné zdroje

Z dtvodu sledovani vlivu osvétleni na lihnuti efipii jsem po celou dobu zpracovani
vzorkl pracovala pouze s pouzitim slabého osvétleni v dlouhovinné oblasti svételného
spektra. Timto zdrojem byla bud’ ¢ervena 40W zarovka pouzivana pti zpracovani fotografii ve
fotokomote nebo svételny zdroj stereomikroskopu tvofeny bilymi LED diodami piekryty
cervenou folii. Svételné spektrum téchto zdroji bylo zméfeno pomoci spektrofotometru

Avantes (AVS-USB2000) a je zndzornéno na obr. 13. Oba zdroje ¢erveného svétla pouzitého
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pii zpracovani vzorki a pfi denni kontrole nové vylihnutych jedinci mély svételné spektrum
od 580 nm vlnové délky. Cervena folie zakryvajici svételny zdroj stereomikroskopu
dosahovala maximalni vinové délky 760 nm, pouzita ¢ervena zarovka 860 nm. Svételny zdroj
stereomikroskopu vydaval intenzivnéjSi zaifeni nez 40 W Zzarovka, ale oproti svételnému
zdroji bilého svétla v inkubatoru pouzitého pii lihnuti vajicek vydaval az 7x méné intenzivni
zateni. Svételny zdrojem pii lihnuti vajicek v inkubatoru Sanyo byly 2 zativky vydévajici
dohromady bilé své&tlo o svételném toku 35 pmol. m™2. s™. Spektrum tohoto zdroje bylo
spojité, nicméné vykazovalo n€kolik vyraznych maxim v oblasti mezi 360 a 580 nm,

maximalni intenzita byla pfi vinové délce 550 nm (obr. 14).
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Obr. 13. Spektrum vinovych délek pouzitych svételnych zdroju
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Obr. 14. Spektrum vinovych délek svételného zdroje v inkubatoru

2.4 Inkubace celého sedimentu

Pro testovani vlivu vyjmuti efipii ze sedimentu na jejich lihnuti jsem inkubovala
vzorek celého sedimentu obsahujici efipia, odebrany ze stejné lokality. Zaroven jsem chtéla
otestovat vliv disturbance sedimentu na lihnuti efipii. Pro pokusy byly pouzity dvé prithledné
misky o rozmérech 21 x 15 cm. Do nich byl rozprostien vzorek sedimentu v pfirozené
mokrém stavu do maximalni vySky 2 cm. Ob& dvé misky se sedimentem byly zality stejnym
inkuba¢nim médiem SMB, jaké bylo pouZzito do jamek v titrovacich destickach, o objemu
vody 1400 ml. Poté byly misky ptekryty priihlednou fo6lii proti nadmémému vysychéani a
inkubovany za stejné teploty a fotoperiody jako efipia vyjmuté ze sedimentu (15 °C, 12h:12h)
a pfi plné intenzité svétla vydavaného 2 zatfivkami v inkubatoru. Prvni tfi dny pokusu byl
sediment v obou vzorcich promichavan 2 krat denné. Sediment v jedné misce byl dale
promichavan obden, v druhé misce zistal sediment po zbylou dobu trvani pokusu viceméné

netknuty (Obr. 15.).

25



Obr. 15. Inkubace celého sedimentu.

Kazdy den po dobu 21 dni byl vodni sloupec nad sedimentem kontrolovan vizualné
(za pomoci kapesni lupy), pro zjiSténi, zda se vylihli novi jedinci, ktefi by byli odebrani
z pokusu. Po skonceni pokusu byl objem inkubac¢niho média slit a znovu piekontrolovan pro
nalezeni vylihnutych jedinct. Poté byl sediment rozplaven ptes jemné sito (stejny postupem
jaky je popsan vySe) a zachycena cast sedimentu byla rozplavena v malém mnoZstvi
vodovodni vody, prohlédnuta pod stereomikroskopem, kde byla vybrana vSechna efipia. Ta
byla nésledn¢ oteviena pomoci preparacnich jehel a zpétné byl zjistén stav vajicek pouzitych

Vv pokusu.

Pro vyhodnoceni vysledkii jsem pouzivala statisticky program R (dostupny z www.r-
project.org). Zavislost mnozstvi aktivovanych a vylihnutych jedincl na intenzité osvétleni
jsem testovala pomoci linearni a logistické regrese. Pro ¢asové prubéehy lihnuti jsem vzhledem

k pravdépodobnému naru$eni normality dat pouzila neparametricky Kruskal-Wallistv test.
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3. VYSLEDKY

Ve svych pokusech jsem zkoumala vliv riizné intenzity osvétleni na uspéSnost a
casovy prub¢h lihnuti trvalych vaji¢ek. Pfi vyhodnoceni dat jsem se zaméfila na dva hlavni
stavy lihnoucich se vajicek. Zajimala mé& hlavné faze tispé$nosti lihnuti, coz jsem definovala
jako stav, kdy za danych laboratornich podminek vajicka ukoncila diapauzu a zahajila vyvoj.
Takova vajicka ve své praci nazyvam aktivovand vajicka, tj. vajicka, ktera diky podminkam
V pokusu ukoncila diapauzu a zacala se vyvijet minimalné do stavu vizudlné rozeznatelné
neonaty. Z aktivovanych vaji¢ek se pouze urcitd frakce jedincii uspésné vylihla (tj. jedinec
opustil efipialni i embryonalni obaly a mohl aktivné plavat). Ti, co lihnuti nedokoncili, zGstali
do konce pokusu ve stadiu neonaty uzaviené v embryonalni membranég, ze které se nebyli

schopni dostat ven (viz vySe obr. 9., 10. a 11.).

3.1 Porovnani Gispé$nosti lihnuti pti riznych intenzitach osvétleni

Celkem bylo vytvoteno sedm paralelnich pokusii s riznou intenzitou osvétleni vajicek
pti inkubaci a bylo testovano dohromady 594 efipii. Z tohoto poctu bylo v priméru okolo
33 % prazdnych efipii. Ze zbylého mnozstvi efipii tvofil primérny pocet vajicek na

1 efipium mezi 1,4-1,7 (Tab. 1.). Celkem bylo inkubovano 630 vajicek.

Tab. 1. Souhrnna tabulka mnozstvi efipii a vajicek v pokusu

2009 100% % 22 (23%) 74 (77%) 127 1,7
75% 95 35 (37%) 60 (63%) 93 1,6
50% 9% 39 (41%) 55 (59%) 87 1,6
25% 95 38 (40%) 57 (60%) 81 1,4
2010 0%-K % 32 (33%) 64 (67%) % 1,5
0%-T 58 12 (21%) 46 (79%) 83 1,8
100% 60 20 (33%) 40 (67%) 63 1,6
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Tab. 2.: Souhrnna tabulka Uspésnosti lihnuti vajicek pri rizné intenzité osvétleni.

experiment . ’ . T~ aktivovano dokoncilo nedokoncilo neaktivovano
osvétleni | pocet vajicek o . , . . .
VvV roce vajicek lihnuti lihnuti vajicek
2009 100% 127 119 (94%) 85 (67%) 34 (27%) 8 (6%)
75% 93 87 (94%) 60 (65%) 27 (29%) 6 (6%)
50% 87 75 (86%) 43 (49%) 32 (37%) 12 (14%)
25% 81 72(89%)  33(41%) 39 (48%) 9 (11%)
2010 0%-K 96 88 (92%) 60 (63%) 28 (29%) 8(8%)
0%-T 83 69 (83%) 14 (17%) 55 (66%) 14 (17%)
100% 63 48 (76%) 38 (60%) 10 (16%) 15 (24%)

Pti vSech péti pouzitych intenzitach osvétleni (100%, 75%, 50%, 25% v roce 2009 a
0%-K a v roce 2010) bylo mnozZstvi aktivovanych vajic¢ek, takovych, kterd ukoncila diapauzu
a zahgjila vyvoj, velmi podobné, v rozmezi od 86 — 94 %. Zaroven pfti experimentu 0%-T,
kdy vajicka byla ponechana béhem celého pribéhu pokusu ve tmé a kontrola vylihnutych
jedincti byla provedena az po skonceni pokusu, tvoii mnozstvi aktivovanych vaji¢ek 83 %.
Protoze v druhém roce byl sediment z lokality nové odebran, bylo potieba otestovat, zda je
lihnivost vajicek stejnd jako v prvnim roce pokusti. Opakovala jsem tedy pokus s 100%
osvétlenim vaji¢ek. Lihnivost byla sice o néco nizs§i nez v prvnim roce, avSak celkovy pocet

aktivovanych vajicek byl stale velky (76 %, Tab. 2.).

Tyto vysoké podily aktivovanych vajicek naznacuji, ze vSechny varianty intenzity
osvétleni mély v mém experimentu velmi podobny vliv na ukonéeni diapauzy. Pfi
statistickém vyhodnoceni dat pomoci logistické regrese jsem nasla pouze maly trend
zavislosti poctu aktivovanych vajicek na osvétleni (p = 0,007). Zjistila jsem ovSem rozdilny
vliv intenzity osvétleni na tispésnost dokonceni lihnuti. Béhem pokusti v roce 2009 dokoncilo
lihnuti do aktivniho stadia vice jedinct s vétsi intenzitou osvétleni. Pii 100% osvétleni to bylo
67 %, pti 75% osvétleni 65 % jedinct, pii 50% osvétleni dokoncilo vyvoj 49 % a pti 25%
osvétleni pouze 40 % jedincl z aktivovanych vajicek. Vliv svétla na uspésné dokonceni
vyvoje se potvrdil i na pokusu v roce 2010 s 0%-T osvétlenim — tmy, kdy lihnuti vaji¢ek
nebylo pribézné kontrolovano a vajicka tedy nebyla osvétlena zaddnym zdrojem svétla po
celou dobu pokusu. Pii tomto pokusu uspésné¢ dokonlilo vyvoj pouze
19 % jedinct a 64 % aktivovanych vajicek se nedokézalo Uspésné vylihnout az do aktivni
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formy. Tuto zavislost na osvétleni se podafilo prokazat zaroven statistickym vyhodnocenim,
které tento linearni trend potvrdilo (p = 0,001, obr. 16.). Tento trend se ovSem neprokazal pii
varianté¢ pokusu s 0%-K osvétlenim — tmy s pribéznou kontrolou, kde sviij vyvoj plné
dokoncilo 62 % jedincii (obr. 17.), coz je témét stejny pocet jako pii pokusu s 100%

intenzitou osvétleni v roce 2010 (61 % jedinct).

o [ ]
90 -~ ._,j.L
= B neaktivovéno

80 +—
= 70
>
8 60
‘-% Oaktivovano ale nedokoncilo lihnuti
> 50 +—
.E
» 40
N
(o]
c 30 +—
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20 +— [Thnuti

10 -

0 I T T T T
0%-T 25% 50% 75% 100%

intenzita osvétleni

Obr. 16. Uspésnost lihnuti vajicek pri riizné intenzité osvétleni. Svétle zelend zndzoriuje podil
aktivovanych vajicek, ktera ukoncila diapauzu a uspésné dokoncila lihnuti az do aktivniho
jedince. Modra predstavuje podil aktivovanych vajicek, ktera ale nedokoncila své lihnuti.

Cervend je podil neaktivovanych vajicek.
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Obr. 17. Porovnani uspésnosti lihnuti vajic¢ek za tmy (0% osvétleni).

3.2 Porovnani ¢asového prabéhu lihnuti vaji¢ek pii riznych intenzitdch osvétleni

Casovy priibéh lihnuti vaji¢ek pii 4 rGznych intenzitich osvétleni v roce 2009 je
znazornén na obr. 18. pomoci grafli kumulativnich Cetnosti. Podil embryi, ktera ukoncila
diapauzu a vyvinula se minimalné do stavu pohledem rozpoznatelné neonaty (zndzornéno
teCkovanou carou), ma velmi podobny pribéh pii vSech pouzitych intenzitich osvétleni.
Prabéh aktivace pii 25%, 50% a 75% osvétleni se mezi sebou signifikantné nelisi (Kruskal
test, p = 0,06). Mirn¢ se 1i8i jen pribé&h lihnuti pii 100% osvétleni. Mezi prvnim a Ctvrtym
dnem inkubace jsem nepozorovala zadné lihnuti, naopak mezi patym a osmym dnem pokusu
zacalo lihnuti u 60 — 80 % vajicek. Od devatého dne az do skoncéeni pokusu 21. dne se

aktivoval jiz jen maly podil vajicek (mezi 15 — 30 %).

Vliv intenzity osvétleni ovlivnil Casovy pribéh dokonceni lihnuti aktivovanych
vajicek do aktivné plavajictho jedince (znazornéno plnou carou). Jejich priabéh je
signifikantn¢ rozdilny (Kruskal test, p < 0,0001). Se snizujici se intenzitou osvétleni mizeme
pozorovat rozloZeni lihnuti do vice dni. Nejrychlejs$i dokonceni lihnuti méla vajicka pii 100%
osvétleni (vice nez 40 % jedinct dokoncilo vylihnuti 7. den inkubace), naopak nejpomalejsi
dokonceni lihnuti jsem pozorovala pifi 25% intenzité osvétleni (kdy 7. den inkubace dokoncilo

lihnuti pouze 10 % jedinct).

30



100,0

§ ® 100%
— ® 75%
3 800 50%
= ’ ® 25%
=
p = ukonéeni
8 60’0 diapauzy
=
q’ —
40,0 Uspésné
c vylihnuti
=
©
S 20,0
=
=
4

0,0 -

1. 3. & 7. 9. 1. 13. 15. 17. 19. 21.
¢asovy prubéh [dny]

Obr. 18. Casovy priibéh ukonceni diapauzy (teckovand cdra) a tispésného dokonceni lihnuti
(plna cara) znazornéno pomoci kumulativnich Cetnosti pri 4 intenzitach osvétleni: 100%,

75%, 50%, 25%.

Casovy prabéh lihnuti vaji¢ek za tmy v roce 2010 znazorfiuje graf na obr. 19. Tato
efipia byla denné kontrolovédna a tedy na kratky ¢as pravidelné osvicena ¢ervenym svétlem,
byla tedy pfi kontrole vystavena stejnym podminkdm jako ostatni paralelky inkubované
zaruzné intenzity svétla. Jak je zminéno vySe, i pfi experimentu lihnuti za tmy jsem
pozorovala velky pocet jedinct, kteti dokoncili diapauzu, podobné jako pii 100% a 75%
varianté pokusu. OvSem casovy prub¢h aktivace vajicek za tmy se liSil od ostatnich aktivaci
uskute¢nénych v roce 2009 (p < 0,0001). Mizeme vidét pozdé&jsi nastup aktivace i dokonéeni
lihnuti a rozlozZeni do vice dni oproti ostatnim variantdm pokusu. Vrchol nejcastéjsi aktivace
vajicek (ptes 80 %) prob&éh mezi 6. — 13. dnem inkubace. OvSem lihnuti dokoncilo do
poloviny pokusu (10. dne) méné nez 20 % embryi, od 11. do 13. dne okolo 25 % a od 14. dne
do konce 21. dne zbylych 10 % jedincii.
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Obr. 19. Casovy priibéh lihnuti za tmy (cervend) v roce 2010 a ostatnich intenzit osveétleni
(Sedd) v roce 2009.

Casovy odstup mezi aktivaci embrya do stavu neonaty uzaviené v embryonalnim
obalu a dokonc¢enim lihnuti (protrZenim této membrany a uvolnénim aktivniho jedince do
vodniho sloupce) byl mezi 1 — 12 dny. Néktera aktivovana embrya nedokon¢ila lihnuti ani do
konce pokusu. Maximalni doba, kterou jsem pozorovala takovato embrya, byla 16 dni, ale je
mozné, ze jsou embrya schopna vydrzet v takovémto stavu i déle. O jejich Zivotaschopnosti
sveédci fakt, Ze po ukon€eni pokusu s paralelkou inkubace za tmy bez priib&ézné kontroly jsem
po pomérné kratké dobé osviceni aktivovanych embryi (cca 45 min.) pozorovala dokonceni

lihnuti u mnoha téchto jedinct.
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3.3 Inkubace celého sedimentu

Abych zjistila vliv vyjmuti efipii ze sedimentu na jejich lihnuti, testovala jsem i lihnuti
efipii spolu se sedimentem. Ackoli podminky pii lihnuti v inkubétoru byly stejné jako pfi
lihnuti efipii v titra¢nich destickach za 100% osvétleni, béhem trech tydni experimentu jsem
nepozorovala zadného vylihnutého a aktivné plavajiciho jedince. Po ukonceni pokusu jsem
objem inkuba¢niho média prohlédla pod stereomikroskopem a presvédcila se, ze jsem ve
vodnim sloupci skuteéné nepiehlidla zadnou vylihnutou perloocku. Efipia ze sedimentu jsem
vybrala a po otevieni zpétné zjistila skuteCny stav vajicek. Vzorek 1. - sediment pribézné
michany obsahoval 160 efipii, vzorek 2. - sediment nemichany pouze 100 efipii. U vzorku 1.
tvotila veétsi ¢ast efipia plna (96 efipii), po dvou vajickach, vizudln¢ zdrava. Dale jsem nasla 8
efipii pouze sjednim vajickem uvnitt a 56 efipii prazdnych. V sedimentu ¢islo 2. bylo 64
efipii po 2 vajickach uvnitt, 12 efipii po 1 vajicku a 24 prazdnych efipii. Tedy podil efipii se 2
vajicky, byl v obou paralelkach podobny, tvotil 60 % resp. 64 % z nalezenych efipii (Tab. 3.).

Tab. 3. Efipia v pokusech s lihnutim v sedimentu

pocet pocet pocet pocet
pokus nalezenych prazdnych efipiise efipiis 1
efipif efipii 2 vajicky vajickem
vzorek 1. sediment pravidené michany 160 56 96 8
vzorek 2. sediment nemichany 100 24 64 12
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4. DISKUZE

Riaznorodost podnétii ovliviujicich lihnuti je obecné brano jako adaptace na konkrétni
habitat (Brendonck 1996). Podle fenologie vodnich ploch (délka zaplaveni, piedvidatelnost
aj.), které jsou dany morfometrii nadrze a klimatickymi podminkami, se podnéty spoustéjici
lihnuti 1i8i mezi rozdilnymi habitaty, jakymi jsou napf. malé skalni tdnky ve srovnani
s rozsahlymi vodnimi plochami (Brendonck 1996, Vandekerhoeve et al. 2005,
Vanschoenwinkel et al. 2009). Svou roli hraje i komplexita dal$ich vlivii okoli, které mohou
lihnuti zpomalit nebo naopak urychlit. V laboratornich podminkach je naro¢né simulovat
vSechny vlivy prostiedi, z které¢ho vajicka pochazeji (Caceres & Schwalbach 2001), a tak je
(Bozelli et al. 2008). Vnimani podnéta se 1isi také mezi rGznymi genotypy a fyziologickym
stavem vaji¢ek (napt. De Meester & De Jager 1993a, Céaceres & Tessier 2003).

V me diplomove préci jsem studovala vliv experimentalnich podminek na tspésnost a
Casovy pribéh lihnuti diapauzujicich stadii perloo¢ky Daphnia obtusa, kterd obyva malé
vodni habitaty. Zaroven jsem zjiStovala moznost projevu strategie bet-hedging. Podil
aktivovanych jedincli ukoncujicich diapauzu byl vysoky 1 za plsobeni krat§i fotoperiody a
niz8ich intenzit osvétleni pii inkubaci oproti podminkam v praci J. Hotového (2005) a
strategie bet-hedging na fyziologické drovni tedy nebyla ani v mych experimentech
pozorovéna. Jednou z moznosti je, Ze se u perloocky druhu D. obtusa tato strategie viibec

nevyvinula, protoZe ji ve svém prostiedi nepotiebuji (Hotovy & Petrusek 2007).

Tiné a louze, které tento druh obyva, se nevyskytuji v oteviené krajing, ale spiSe na
zastinénych mistech a moZnost rychlého vyschnuti lokality je tedy méné pravdépodobna. Tuan,
ze které byly odebrany vzorky sedimentu s diapauzujicimi vajicky pro mé experimenty,
nevysychd pfili§ Casto (b&hem Ctyfletého sledovani nevyschla vibec, Juracka os.sd.) a
pravdépodobnost dokonceni zivotniho cyklu je tedy vysoka. I kdyz je mozné, ze tin byla
kolonizovana z mensiho habitatu typu destové louze, tyto efemerni vody z pohledu ¢lovéka
nemusi byt nutné¢ efemerni povahy z pohledu perloocky, pokud v nich v mnoha ptipadech
uspésné dokonci svij cyklus (Hotovy & Petrusek 2007). Protoze lihnuti organismu odrazi
jeho adaptaci na konkrétni habitat, je mozné, Ze 1 vysoka UspéSnost lihnuti je bézna na této
lokalité.
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Jinym vysvétlenim muize byt, Ze selekce pro bet-hedging neni nutnd diky ptisobeni
podminek prostiedi. Tim, ze jsou trvald vajicka v pfirozeném prostiedi vystavena
heterogennim podminkdm, okolni vlivy zapficini, ze se nikdy nedostanou vhodné stimuly
lihnuti ke vSem vajickiim najednou (napt. Bonner et al. 1997, Caceres & Tessier 2003,
Gyllstrom & Hanston 2003). MizZe to byt dano napiiklad piekrytim vrstvou sedimentu
(Céaceres & Tessier 2003) nebo vyskytem vaji¢ek mimo hladinu zaplaveni (De Stasio 1989,
Hairston et al. 1995) a urcity podil vaji¢ek se nevylihne. V tomto ptipad¢ by vajicka mohla
byt ,nastavena“ tak, aby se vylihnula vSechna, ktera se dostanou k vhodnému spoustéci

(Hotovy & Petrusek 2007).

V mém experimentu neméla intenzita osvétleni vliv na mnozstvi vajicek, kterd
ukoncila diapauzu. Pocet aktivovanych vajic¢ek i jejich ¢asovy pribeh byl podobny pfi vSech
Ctyfech intenzitdch osvétleni a dokonce i pfi lihnuti za tmy. Tento vysledek mé piekvapil,
protoZze v dosavadnich studiich o lihnuti diapauzujicich stadii perloocek a velkych
diapauzy (napf. Pancella & Stross 1963, Schwartz & Hebert 1987, Alekseev & Starobogatov
1996, Pfender & Deng 1998, Caceres & Swalbach 2001, Lass et al. 2005). Zaroven se pro
skladovani trvalych vaji¢ek pied experimentem lihnuti nejcastéji doporucuje kombinace tmy a
nizké teploty, kterd by méla uchovat vaji¢ka nevylihnuta. Citlivost na svétlo miZe byt také
mechanismem, ktery zajiStuje, aby se nevylihnula vajicka piekrytd vrstvou sedimentu
(Brendonck et al. 1998). Naptiklad téméf nulovou uspéSnost vajicek pii lihnuti za tmy
u perloocky Daphnia pulex uvadéji autoti Pancella a Stross (1963). Zaroven Brendonck et al.
(1998) ve své praci nepozorovali zadné lihnuti za tmy u zabronozky Branchipodopsis wolfi.
Naopak lihnuti perloo¢ky Daphnia gr. obtusa (zde se jedna o jiny druh neZ v mém piipadg,
Petrusek os. sd.) 1 za tmy zminuje prace Schwartze & Heberta (1987). Zaroven vsak uvadi, ze

uspésnost a Casovy prub¢eh se 1iSil podle teploty a testovaného klonu perloocky.

D¢lka a intenzita osvétleni v téchto habitatech nemusi korelovat s novym a dostatecné
dlouhym zaplavenim, a proto je mozné, ze intenzita svétla neni tim hlavnim stimulem pro
aktivaci a ,,probuzeni vajicek z diapauzy. Spoustécem, ktery indikuje nové zaplaveni nebo
zvyseni stavajici hladiny, by mohly byt spiSe chemické a fyzikalni vlastnosti média. Stimuly
jako vyssi koncentrace kysliku, nizk4 koncentrace rozpusSténych latek a s ni souvisejici nizsi
osmoticky tlak, spolu s vhodnou teplotou, ktera je druhové specifickd, uvadi mnoho autort

vvvvvv
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Schronbrunner & Eder 2006). Gastrula totiz komunikuje s vnéjSim svétem pouze pres
rozpu$téné latky v médiu (Beladjal et al. 2007b). Pti vzristu koncentrace rozpusténych latek,
coz je Casto spojeno s poklesem hladiny (Bonner et al. 1997) nebo pfemnozenim na lokalité
(Beladjal et al. 2007b), vajicka Casto zastavuji své lihnuti (Blaustein 1997). Vajicka mohou
také detekovat pritomnost predatorti diky latkam, které predator vylucuje do vody (Blaustein
1997, Lass et al. 2005). Naopak, po roziedéni média se lihne vétsi podil vajicek, coz je
vyhodné pro nové jedince, kteti tak maji vétsi Sanci dokoncit svlij cyklus. Dilezitym faktorem
ve vysychajicich i nevysychajicich habitatech je také dostate¢na koncentrace kysliku pro
metabolické procesy (Moore 1963, Stross 1969, Fryer 1996, Merta 2003). Da se fici, ze
zasadni stimul k ukonc¢eni diapauzy je takovy, ktery na lokalité neni pfitomen stale, ale ktery
se vyskytuje jen pfi vhodnych podminkach. Napiiklad v rychle vysychajicich habitatech je to
zaplaveni spolu s roziedénim média (Brendonck 1996), u jarnich tini po roztati snéhu a ledu,
ma vliv pravdépodobné zvyseni teploty (Merta 2003), v severnich zemépisnych sitkach méa

vliv hlavné fotoperioda, ktera nejlépe indikuje ro¢ni dobu (Vandekerkhove et al. 2005).

Béhem pokust jsem pozorovala jev, kteti jini autofi u perloo¢ek bud pti lihnuti
nerozeznavaji, nebo jej nepozorovali ¢i nediskutovali. Z aktivovanych vajicek se vyvinuly
vizualn¢ rozpoznatelné neonaty, které ale zlstaly v mnoha piipadech uzaviené
v embryonalnich obalech. Ur¢ita ¢ast se z nich se nevyklubala ven do konce pokusu a
nedokoncily tedy lihnuti do stddia aktivné plavajicitho jedince. Navic jsem pozorovala
zavislost tohoto jevu na intenzité osvétleni. Podil téchto jedinci se zvySoval spolu s nizsi
intenzitou svétla pfi inkubaci. Maximdlni dobu, béhem které zlstdvaly neonaty jen
v embryonalnich obalech nez dokong¢ili lihnuti, byla 12 dni. Jedinci, ktefi v tomto stadiu
zustali az do konce pokusu, tak vytrvali i 16 dni a je tedy mozné, Ze jsou schopni takto pieZit 1

déle.

Nekteti autofi pozorovali podobnou fazi ,,predlihnuti* u trvalych vajicek Zabronozek
(Mossin 1986, Zarattini & Mura 2007). Uvadéji, Ze vajicka (resp. diapauzujici cysty) mohou
mit dvé faze lihnuti, prvni, kdy larvélni stddium uzaviené ve vnitini elastické membrané
vlivem rozpinadni rozbije vné&jsi neelastickou membranu, a druhou fézi, kdy larvalni stadium

rozbije i pruhlednou blastodermalni membranu a vylihne se do vodniho sloupce (obr. 20.).
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Obr. 20. Lihnuti zabronozky Siphonophanes grubei (prevzato z Mossin 1987).
A, B - prvni faze, kdy nauplius rozbiji vnéjsi obal, ale stdle ziistava uzavieny V prithledné
blastodermdlni membrane. C — dokonceni embryonalni faze. D, E - nauplius rozbiji vnitini

membranu a dokoncuje lihnuti.

Navic embrya mohou potiebovat k aktivaci a rozbiti vnéjSiho obalu jiné stimuly, neZ
poté, kdy nauplia jesté ,,Cekaji* na ptrichod jinych podminek pro Gspésné dokonceni lihnuti a
dalsi vyvoj (Stross 1966, Davison 1969). Ackoli tato faze nejspiSe neni vzdy nutna, mize
ovliviiovat Uspésnost lihnuti (Arnott and Yan 2002). Mnoho autorti shodné uvadi, Ze na
rozruSeni membrany embryem je potfeba nizky osmoticky tlak média (napf. Brown &
Carpelan 1987, Brendonck 1996, Zaratinni & Mura 2007). Nabizi se otazka, jaké jsou dalsi
vhodné podminky pro uspé$né dokonceni lihnuti. MiiZe jimi byt intenzita a délka osvétleni.
V laboratornich pokusech bylo prokézano, Ze embrya jsou citlivéjs$i na svétlo po odstranéni

vn¢jSiho ochranného obalu nebo po jeho vybéleni (Pancella & Stross 1963, Davison 1969,
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Van der Linden et al. 1987). Tmav¢é pigmentované efipium chrani vajicka pred vysokymi
davkami zafeni, hlavné v oblasti kratkych vinovych délek, ale zabarveni efipia neni vzdy
stejné. Je ovlivnéno matkou, ktera efipium vytvafi, ¢imz nepiimo ovliviiuje citlivost
diapauzujicich embryi na svétlo (Shan 1970 podle Van der Linden et al. 1987). Také svym
fyziologickym stavem muze matka ovlivnit citlivost samotnych embryi na vnéjsi podnéty

(Pfender & Deng 1998, Céaceres & Tessier 2003).

Vajicka se tedy pravdépodobné nejprve aktivovala jinym stimulem nez intenzitou
osvétleni, nejspiSe zménou osmotického tlaku média pti vyplavovani ze sedimentu nebo
nasledné inkubaci a zvySenou koncentraci kysliku oproti tomu, kdyz byla vajicka ulozena v
sedimentu. Po aktivaci, kdy neonata vlivem napindni vnitini elastické membrany rozbila
vnéjsi efipialni obal, byla nasledné jiz ovlivnéna mnozstvim svétla a pokud bylo dostatecné,
dokoncila své lihnuti. Zavislost na intenzité¢ osvétleni se tedy projevila na mnozstvi jedinci,
kteti opustili embryondlni obal. Odchylku od tohoto trendu jsem pozorovala pouze pii
paralelce lihnuti za tmy sdenni kontrolou vylihnutych jedinct. V tomto piipadé plné
dokon¢ila lihnuti velka ¢ast jedinct (68 %) pies 0% osvétleni pti inkubaci. V druhé paralelce
lihnuti za tmy, kterad vSak nebyla pribézné kontrolovana a vaji¢ka byla tedy osvétlena pouze
na zacatku pokusu a poté az po jeho skonéeni, se trend zavislosti plného vylihnuti na osvétleni
potvrdil. V tomto piipadé se pIln¢ vylihnul nejmensi pocet jedinci ze vSech testovanych

paralelek (pouze 17 %), ackoli diapauzu ukoncilo 83 % vajicek.

Je mozZné, ze pravidelné osvétleni efipii pfi denni kontrole (i kdyz na kratkou dobu a
pouze dlouhymi vinovymi délkami) mélo vliv na lihnuti. Horiguchi et al. (2009) zjistili, Ze i
pouze jednohodinovy stimul bilého svétla je dostateCny k uspéSnému vylihnuti velkého
mnozstvi trvalych stadii, ktera byla pfedtim ve tmé&. Abych neovlivnila vajicka a moznost
testovani intenzity svétla na jejich lihnuti, pfed inkubaci i pfi denni kontrole nové vylihnutych
jedinct jsem pracovala pouze se slabym osvétlenim v Cervené oblasti spektra, konkrétné od
580 nm do 860 nm, u né&jz jsme piedpokladali nejmensi ptipadny vliv na biologické procesy.
Van der Linden et al. (1987) uvadéji, Zze Cervené spektrum osvétleni pfi zpracovani trvalych
vajicek zabronozek nemélo vliv na lihnuti. Také Davison (1969) zmiiluje ve své praci, ze
Cervené svétlo neovlivnilo lihnuti vaji¢ek rodu Daphnia. Kazda dil¢i ¢ast nalezenych a
extrahovanych efipii ze sedimentu (okolo 15 efipii) a jednotlivé paralelky pfi kontrole, byly
vystaveny tomuto osvétleni a pokojové teploté pomérné kratkou dobu (maximalné okolo 30

minut). | kdyby pravidelna kontrola efipii v néjaké mite ovlivnila lihnuti, byla vSechna efipia
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vystavena stejnym podminkam. Je ale mozné, Ze dlouhodoby pobyt vajicek ve tmé, zvysil
citlivost jiz aktivovanych vaji¢ek na svétlo, coz ve své praci diskutuje i Davison (1969). Pii
skonceni pokusu lihnuti za tmy bez pribézné kontroly jsem sama pozorovala proces
dokonceni lihnuti, kdy neonata opousti embryonalni obal. K dokonceni lihnuti bylo pro
nekteré aktivované jedince z této paralelky dostateCnym stimulem kratkodobé piisobeni bilého

svétla (zhruba 45 min).

Nabizi se otazka, jakou vyhodu tento stav jedinci pfindsi. Pokud okolni podminky
naznacuji, ze vylihnutim by perlooc¢ka pravdépodobné zahynula, je lepsi pockat. Také to mize
byt vyhodné pro rychlejsi vylihnuti, kdyz se vyskytne kombinace vSech podminek vhodnych
pro dalsi rust a reprodukci. Otazkou ziistava, zda je toto chovani dostatecné adaptivni a neni
pro jedince spiSe riskantni, kdyZ jiz neni chranén vnéj$im obalem pied moznymi Skodlivymi

vlivy a zaroven tak mize sniZzovat svoji uspé$nost v konkurenci s ostatnimi klony.

Vliv intenzity osvétleni se projevil i na ¢asovém prubéhu opousténi embryonalnich
oball, kdy se snizujici se intenzitou osvétleni bylo uspésné dokonceni lihnuti rozlozeno do
vice dnli. MoZznym vysvétlenim je, Ze pokud je intenzita dostatecnd, neni dal$i divod pro¢

nedokoncit lihnuti, kdyZ zlstavat v ,,predlihnutém* stavu mizZe byt riskantni.

Mnoho autort uvadi, ze extrakce trvalych vajicek ze sedimentu vyznamné ovliviiuje
uspéSnost lihnuti. V laboratornich podminkach tak dochéazi k lepSimu pfistupu vajicek
k faktoraim ovliviiujici ukonceni diapauzy, které by knim v pfirozenych podminkach
nedostala tak jednoduse (napt. Caceres & Schwalbach 2001). V. mém experimentu s lihnutim
celého sedimentu se nepodafilo vylihnout ani jediné takové diapauzujici vajicko, 1 kdyz
podminky inkubace (osvétleni, fotoperioda, teplota a inkubacni médium) byly stejné jako pro
efipia vyjmuta pfed experimentem ze sedimentu. Ani jedna z inkuba¢nich podminek v pokusu
nebyla tedy dostatecnym faktorem k ukonéeni diapauzy vajicek ulozenych v sedimentu. Zda
se, ze je tedy potieba jest¢ n¢jakého jiného spoustéce lihnuti. Lihnuti se nezdafilo ani za
pravidelného promichavani sedimentu, které by mohlo zvySit pravdépodobnost piistupu
stimuld k vajickim (napt. Caceres & Hairston 1998, Caceres & Tessier 2003), coz prokazuji
nekteré prace pozitivnim vlivem disturbance sedimentu na lihnuti (Hairston & Kearns 2002,

Viitasalo et al. 2007, Gyllstrom et al. 2008).
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Z vysledkti mé prace vyplyva n¢kolik dalSich otazek a sméri, kam se ubirat ve studiu
lihnuti diapauzujicich stadii perloocek z docasnych vodnich habitati. PredevSim jde
o testovani hypotézy, zda spolu nutné souvisi ukonceni diapauzy a lihnuti efipii. Je mozné, ze
jsou to dva oddélené stavy, které vyzaduji i rozdilné spoustéce. Dale by bylo zajimavé
objasnit, jak dlouho miize neonata uzaviena pouze v embryonalnim obalu piezivat a za jakych
podminek. Zda se nachazi ve stavu metabolického klidu nebo zda projevuje néjakou aktivitu.
A také jaké vyhody z tohoto stavu pro jedince plynou. Dal$im vyzkum v této oblasti by mohl
prispét k lepsimu porozuméni mechanismt diapauzy u perloocek z docasnych vodnich ploch

a jejich ekologické a evolu¢ni dynamiky populaci.
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