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Abstrakt

Samci gamety (spermie) jsou Casto vystaveny silnému pohlavnimu vybéru, a proto
byvaji morfologicky velmi rozmanité a Casto se 1iSi 1 mezi blizce pfibuznymi druhy. Rychla
evoluce morfologie spermii mize byt pri¢inou diilezité role spermii v reprodukcni izolaci mezi
druhy. V rdmci této diplomové prace jsem studovala mozny vliv zmén morfologie spermii
v reprodukéni izolaci u dvou sesterskych druhi pévct, slavika obecného (Luscinia
megarhynchos) a slavika tmavého (L. luscinia). Aredly obou druhti se stietavaji v sekundarni
kontaktni zén€ probihajici stfedni a vychodni Evropou, kde se také pfrilezitostné kiizi.
Porovnavala jsem morfologii spermii u samcti obou druhli pochazejicich z alopatrickych
a sympatrickych oblasti a mezidruhovych hybridi. Vysledky ukézaly, Ze oba druhy maji
zasadné odlisnou délku spermii (rozdil cca 20 % délky ve prospéch slavika obecného). Hlavni
ditvod tohoto rozdilu je zejména odlisna délka krcku (obsahujiciho mitochondrie) mezi druhy.
Délka spermii mezidruhovych hybridl byla intermedidrni mezi rodi€ovskymi druhy, a zaroven
byly oproti pfedpokladiim spermie hybridi morfologicky nepoSkozené. Tento nalez odpovida
pozorované fertilité F1 hybridnich samct. Za zasadni povazuji zjiSténi, ze druhy vykazuji vEtsi
rozdil ve velikosti hlavicky spermie v sympatrii ve srovnani s alopatrii, zplisobeny posunem
ve velikosti hlavi¢ky v sympatrii u slavika obecného. Vysledky prezentované v této diplomové
praci ukazuji, Ze divergence v morfologii spermii mezi druhy v tomto pfipadé¢ nepfispiva
k vnitini postzygotické reprodukcni izolaci mezi druhy, ale mohla by zpiisobovat ¢astecnou
postkopula¢ni prezygotickou izolaci. Mira izolace by mohla byt zvySend v oblasti sympatrie

v disledku reinforcementu na gametické tirovni.
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Abstract

The male gametes (sperms) are under strong sexual selection and are therefore very
diverse in their morphology and often differ even amongst closely related species. Sperms are
thus assumed to play very important role in reproductive isolation between species, due to their
fast evolution in morphology. In my master thesis, I have studied the possible role of sperm
morphology divergence in reproductive isolation in two sister species of passerine birds, the
common nightingale (Luscinia megarhynchos) and the thrush nightingale (L. luscinia). The
areas of these species overlap in secondary contact zone running across central and Eastern
Europe, where they occasionally hybridize. I have compared sperm morphology of males
of both species originating in allopatric and sympatric localities as well as interspecies hybrids.
The results showed significant differences in total sperm length which is approximately 20 %
longer in the common nightingale. That is caused by great interspecies divergence in midpiece
(containing mitochondria) length. Interspecific hybrids showed sperms with intermediate
length but despite expectations completely morphologically normal. This outcome corresponds
with observed fertility in F; hybrid males. What I consider to be an essential finding is
a significant divergence in head size in sympatry compared to allopatry. That is caused by a shift
of head length in the common nightingale in sympatry. Results presented in my thesis show that
interspecies divergence in morphology does not contribute to intrinsic postzygotic reproductive
isolation in nightingales but could lead to postcopulatory prezygotic isolation. This type
of isolation could be more significant in sympatric area caused by reinforcement on gametic

level.
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Seznam zkratek

ATP — adenosintrifosfat

BC — backcross hybrid, zpétné kiizeni

F1 —prvni filidlni (dcefind) generace

F> — druha filidlni generace

HS — hybridni sterilita

KK — ktidelni krovky

PBS — fyziologicky roztok

RIM — reprodukéné izolaéni mechanismy

RL — ruéni letka

SO —slavik obecny (Luscinia megarhynchos)

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus (single nucleotide polymorphism)
SST — samici skladovaci tubuly (sperm storage tubules)

ST — slavik tmavy (Luscinia luscinia)
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1. Uvod

K vysvétleni odbornych termint, které ve své diplomové praci pouzivam, je v prvni fadé
potteba vymezit pojem druh. Existuje n¢kolik odlisnych a dokonce protichidnych vykladi,
a n¢kteti biologové by dokonce argumentovali, ze druh, jako takovy, existuje pouze jako
subjektivni konstrukt c¢lovéka (Coyne and Orr, 2004; Mallet, 2001). Nejpiijimanéjsi
a nejpouzivangjsi definici je takzvany biologicky koncept druhu. Ten popisuje druh jako
populaci, ve které se jedinci mohou kiizit mezi sebou, ale jsou reprodukcné izolovani od dalSich
podobnych populaci ¢i skupin (Mayr, 1942, citovano dle Barton and Hewitt, 1985). Porozuméni
procesu vzniku druhi je dilezitym cilem evolu¢ni biologie jiz od doby Charlese Darwina, ktery
polozil zékladni kdmen pro studium evoluce. V nasledujicich kapitolach ptiblizim odlisné
mechanismy vzniku druhii, zndmé typy reprodukéni izolace a detailnéji se zabyvam moznou
roli zmén v morfologii spermii pifi vzniku reprodukéni izolace, coz je i hlavnim cilem této

diplomové préce.
1.1. Speciace

Vznik novych druhli v pribéhu evoluce je proces oznaCovany terminem speciace.
Speciaci mizeme rozdélit na alopatrickou, parapatrickou a sympatrickou (viz Obrazek 1).
Za nejcCastéjsi byva povazovana speciace alopatrickd (Coyne and Orr, 2004), kdy nové druhy
vznikaji po rozdéleni populace ptivodniho druhu, obvykle né€jakou vnéjsi prekazkou (Casto
geografického razu), a vyvijeji se po urcitou dobu odd¢€lené, bez piitomnosti genového toku.
Izolované populace se postupem Casu piizpltisobuji odlisSnému prostredi, vznikaji a fixuji se
v nich rizné mutace. Kdyz se po urcité dobé dostanou obé populace do sekundarniho kontaktu,
jsou jiz natolik odlisné, Ze jejich kiizeni neni mozné, a tvoii dva nové zivocisné druhy.
Sympatricka speciace naopak probiha bez jakékoli vnéjsi bariéry za pfitomnosti genového toku,
zatimco parapatrickd speciace pokryva ptipady mezi témito dvéma extrémy — populace jsou
castecn¢ geograficky odde€leny, avSak stdle mezi nimi dochazi ke genetické introgresi, v oblasti,
kde se populace stietdvaji. Vyse popsané¢ rozdéleni lze z teoretického hlediska rovnéz
charakterizovat mirou pocate¢niho genového toku (m), ke kterému zde dochazi. V alopatrii
genovy tok neprobihd (m =0), vsympatrii probihd intenzivné (m=0,5) a v pfipadé
parapatrické speciace je vymezen intervalem 0 < m < 0,5, ¢ili mira genového toku je vétsi nez

0 ale mensi nez 0,5 (Butlin et al., 2008).
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Obrazek 1 — Typy speciace — odshora dolii: speciace alopatricka, parapatricka a sympatricka.
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V minulosti pfevladal ndzor, Ze sympatrickd speciace (nebo i jiné typy speciace
za pritomnosti genového toku, véetné reinforcementu) jen obtizné a ztidka ptispiva ke vzniku
novych druhti. M¢lo se za to, ze kvili intenzivnéjSimu genovému toku nedojde k dostatecné
divergenci populaci, ktera by vedla ke vzniku reprodukéni izolace (Coyne and Orr, 2004). Dnes
jiz vime, ze druhy vznikaji nejen v odd€lenych alopatrickych populacich, ale 1 v sympatrii,
a v dalSich ptipadech za ptitomnosti genového toku (Bolnick and Fitzpatrick, 2007). Otazkou
ovSem stale zastava, nakolik lze speciaci roztfadit do téchto tfi izolovanych kategorii
(alopatricka, parapatrickd ¢i sympatricka speciace), kdyz se v pifirod¢ setkavame s ptiklady

na celé skale genového toku (Butlin et al., 2008).
1.2. Mezidruhova hybridizace

Mezidruhova hybridizace je jev, pii1 kterém se spolu kiizi dva obvykle blizce ptibuzné
druhy, u nichz se jesté v evoluci nestihla vyvinout uplna reprodukéni izolace. Mezidruhova
hybridizace neni v ptfirodé nikterak vzacna a dochazi k ni u rostlin i u zivo€ichti. Napft. u ptakt
v piirodé hybridizuje p¥iblizné 10 % druht (Grant and Grant, 1992). V Ceské republice dochézi
k hybridizaci naptiklad mezi vlastovkou obecnou (Hirundo rustica) a jitiCkou obecnou
(Delichon urbica) (Randler, 2006), vranou obecnou Sedou (Corvus corone) a vranou obecnou

cernou (Corvus cornix) (Haring et al., 2007), a pfilezitostné i ke kiizeni slavika obecného



(Luscinia megarhynchos) a slavika tmavého (L. luscinia) (Kverek, 2002, citovano dle Kverek
2007a; Reifova et al., 2011a) — podrobnéji viz Kapitola 1.5 Modelovy systém slaviki.

Pokud déle dochazi k plodnému kiizeni hybridnich jedinct s jedinci jednoho nebo obou
rodi¢ovskych druhti, mluvime o tzv. genové introgresi, kdy specifické alely jednoho druhu takto
pronikaji do genotypu druhé¢ho druhu (Rheindt and Edwards, 2011). Timto zplsobem by
teoreticky mohlo postupem ¢asu dojit ke splynuti obou druhil zpét v jeden druh, avSak ptirodni
¢1 pohlavni vybér plsobici proti mezidruhovym hybridiim vede obvykle postupem ¢asu naopak
k posileni reproduk¢ni izolace a omezeni hybridizace a genové introgrese (mluvime o tzv.
reinforcementu) (Servedio and Noor, 2003).

Hybridni zony jsou oblasti, ve kterych dochazi ke kiiZzeni blizce ptibuznych druht
v mistech, kde se piekryvaji jejich arealy vyskytu. Casto nabizeji unikatni podminky pro
vyzkum hybridizace a speciace. Tyto zony nicméné byvaji promenlivé, mize dochazet k jejich
posuniim a ¢asem i k postupnému zaniku soucasné s pokrocilejsi evoluci reprodukéni izolace

(Barton and Hewitt, 1985).
1.3. Reproduk¢ni izolace

Reprodukéné izolacni mechanismy (RIM) jsou mechanismy, které zabranuji hybridizaci
a vymeéné genll mezi druhy, a davaji tak vzniknout reprodukéni izolaci. RIM mtzeme rozdélit
na prezygotické a postzygotické (viz schéma na Obrazku 2), podle toho, zda se projevuji pred
vznikem zygoty, ¢i po jejim vzniku. Prezygotick¢é RIM dale délime na prekopulacni, které

zabranuji kiizeni mezi druhy, a postkopulacni, které brani splynuti gamet dvou druht.

Prekopulagni Geogrqflcka/ ¢asova
izolace
Prezygotické <
L. Postkopulaéni Nekompatibilita gamet
Reprodukéné
IZcr)]laC_nl Hybridni sterilita
mechanismy VnitFni Hybridni
L neZivotaschopnost
Postzygotické \ /
Vnéjsi Snizena fitness

Obrazek 2 — Schéma rozdéleni reprodukéné izola¢nich mechanismi s priklady.



Postzygotické RIM se projevuji az na urovni F; hybridl, nezamezuji tedy mezidruhové
hybridizaci, ale pfispivaji k omezeni genového toku mezi hybridizujicimi druhy, a timto
zpusobem rovnéz vedou ke vzniku reprodukéni izolace. Vnéjsi postzygotické RIM mohou
snizovat fitness hybridii v zavislosti na vnéjSim prostiedi, napiiklad nedostatecnou adaptaci
hybridit s intermediarnim fenotypem na prostiedi rodiCovskych druhd, ¢i snizenym
reprodukénim uspéchem, rovnéz z divodu intermedidrniho fenotypu (hybridi Casto byvaji
méné atraktivni pro oba rodi¢ovské druhy). Vnitini postzygotick¢é RIM jsou na rozdil od
vnéjSich nezavislé na vnéjSim prostredi a patii mezi né¢ hybridni sterilita a nezivotaschopnost.
Vznikaji nahromadénim nekompatibilnich mutaci podle modelu Bateson-Dobzhansky-Muller
(Bateson, 1909, citovano dle Orr, 1997; Dobzhansky, 1936; Muller, 1942, citovano dle Orr,
1997) — viz Obrazek 3.

Vnitinich postzygotickych RIM se tyka tzv. Haldaneovo pravidlo, které bylo
formulovano vroce 1922 J. B. S. Haldanem. A to fik4, ze pokud je v F; populaci
mezidruhovych hybridi jedno pohlavi, které je vzacné ¢i sterilni, je to pohlavi heterogametické
(Haldane, 1922). Tim jsou u organismu s pohlavnimi chromozomy XY (napfiklad savci) samci,
zatimco u organismi s pohlavnimi chromozomy ZW (napf. ptaci) jsou timto postizenym

pohlavim samice.

Mutace Fixovani
mutace
Populace 1 —— i —
I — 111 /|
— a [
/ | Hybrid
- = m—
__

Predek

A b
Populace 2 _—

Obrazek 3 — Schéma modelu Batesona, Dobzhanského a Mullera pro vznik vnitini postzygotické reprodukéni izolace.
Pi'evzato a upraveno dle Wu and Ting (2004).



Béhem speciace se obvykle jako prvni projevuje (n€kdy postupné) snizeni fertility
vedouci k sterilit¢ heterogametického pohlavi. Poté se vyviji sterilita u homogametického
pohlavi a pozd¢€ji nezivotaschopnost hybrida (opét nejprve u pohlavi heterogametického). Sled
vzniku postzygotickych reprodukéné izola¢nich mechanismi u ptaki je pro vétsi prehlednost
znazornén na Obrazku 4. U nékterych organisml byl vSak prokazan odlisSny sled vzniku

postzygotickych RIM, kde se projevuje sniZzend zivotaschopnost u samcu dfive, nez snizena

fertilita samic (Presgraves, 2002, 2008).

Sterilita
samcu

Sterilita
samic

NezZivotaschopnost
samic

Nezivotaschopnost
samcl

Obrazek 4 — Schéma sledu vzniku vnitinich postzygotickych RIM u ptaki.

Rychlost vzniku RIM je odli$né u riiznych taxont. Podle star§ich vyzkumu (Prager and
Wilson, 1975) vznikaji postzygotické RIM (hybridni sterilita a nezivotaschopnost) u savcu
az desetkrat rychleji nez u ptaka ¢i obojzivelnikil, avSak v soucasnosti fada vyzkumi ptacich
zéstupch prokazuje, Ze tomu tak neni (Alund et al., 2013; Hansson et al., 2012; Supriya et al.,
2016). Dale bylo zjiSténo, ze reprodukcni izolace vznika rychleji mezi druhy v sympatrii,
ve srovnani s alopatrickymi druhy (Coyne and Orr, 1998). Vyzkum reprodukéni izolace mezi
vznikajicimi druhy je v ramci studia evolu¢nich procest dilezitym aspektem, nebot’ doklada
rychlost procesu speciace. Postkopula¢ni RIM jsou dosud relativné malo prozkoumané a jejich

vyzkum by zasluhoval vice pozornosti.
1.4. Morfologie spermii

Spermie jsou sam¢i gamety (pohlavni bunky), které patii mezi jedny
z nejvariabilnéjSich ZivociSnych bunék. Plsobi na né intenzivni selekce, ktera zpisobuje
vysokou mezidruhovou i vnitrodruhovou variabilitu, a proto se ocekava, ze by divergence
v samcich gametach mohla ptispivat ke vzniku reprodukéni izolace (Birkhead et al., 2008).

Spermie se sklada ze tii obvykle dobte rozpoznatelnych casti (Obrazek 5):

(1) hlavicka, nesouci jadro s jednou sadou otcovskych chromozomii,

(2) krc¢ek, ktery obsahuje mitochondrie, které jsou odpovédné za produkci ATP, a tedy

ve vysledku za energii pro pohyb spermie,

(3) bicik pohangjici spermii.



Obrazek 5 — Spermie slavika s oznacenim ¢asti spermie (hlavickou, krékem a bi¢ikem) a pi‘echody mezi nimi.

V anglicky psané literatufe se spermie Casto rozliSuji pouze na dvé ¢asti; hlavicka (head)
a flagellum, coz je pojem obvykle zahrnujici kréek (midpiece) i s bicikem (tail). Nékdy se
ovSem setkame 1 s pouzitim terminu flagellum jako synonymum pro bi¢ik. Pro ucely této
diplomové prace jsem se rozhodla drzet diive vysvétleného ¢lenéni, viz Obrazek 5.

Mezidruhova variabilita ve velikosti a morfologii spermii je zna¢na (viz Obrazek 6), a to
nejen napfi¢ zivocCiSnou fisi, ale 1 mezi blizce ptibuznymi druhy (Birkhead et al., 2008;
Jamieson, 2007; Liipold et al., 2009). Muzeme pozorovat napiiklad spermie multiflagelatni
nebo naopak zcela bez bicikd, jejichz ztrata je konvergentni u fady zivoc¢ichtl a je vysvétlovana
absenci kompetice spermii u monoandrickych systémt (Morrow, 2004). Jednim z extrémi
morfologie spermii jsou gigantické spermie, které nachazime u drozofily. Dobfe znama
Drozofila melanogaster ma prumérnou délku spermii 1,76 milimetrta (Cooper 1950, citovano
dle Pitnick et al., 1995), coz je pro srovnani 300x del$i, nez u cloveka. Spermie ptibuzné
D. bifurca ovsem dosahuji délky 58 milimetra, coz je dvacetindsobek jeji délky téla (Pitnick
et al., 1995). Tato délka se zda neuvéfitelnd, obzvlasté vzhledem k obvyklé produkci velkého
mnozstvi malych spermii u vétSiny zivocisnych druhi, a obrovskym nakladiim organismu, které
se na produkci takto extrémné dlouhych spermii musi vynalozit. Mechanismus, ktery je za tento

jev zodpovédny, je dosud neznamy.
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Obrizek 6 — Variabilita v morfologii spermii Zivocichi, zobrazeny jsou piiklady bezobratlych i obratlovcii (bez métitka).

(a) Aeolosoma litorale (olejnuska, krouzkovci); (b) Acanthobdella peledina (Stétinovka sibifska, krouZkovci);
(¢) Erpobdella octoculata (hltanovka bahenni, krouzkovci); (d) Pleurodeles waltl (Zebrovnik Waltliiv, strunatci);
(e) Diurodrilus subterraneus (krouzkovci); (f) Cavia porcellus (morce domaci, strunatci); (g) Echinoderes spp. (rypecka,
chobotovci); (h) Epiphanes senta (viFnici); (i) Erythraeus phalangioides (€lenovci); (j) Parasitus berlesei (savenka
Berleseho, ¢lenovci); (K) Acerentulus tragardhi (hmyzenka, ¢lenovci); (1) Tachypleus gigas (vlevo) (ostrorep velky,

¢lenovci), Nymphon spp. (vpravo) (¢lenovci); (m) Myzostomum cirriferum (krouzkovci); (n) Nephrops norvegicus (humr
norsky, ¢lenovci). Pfevzato z Birkhead et al. (2008).

Spermie jsou vystaveny silnému pohlavnimu vybéru, ktery zahrnuje jednak kompetici
spermii, a také tzv. skrytou volbu samice. Silny pohlavni vybér vede k rychlé¢ divergenci
v morfologii spermii mezi druhy. Divergence v morfologii spermii muze pfispivat
k reprodukéni izolaci dvéma zpisoby. Bud' zvysi miru postkopulacni prezygotické izolace
(napiiklad nekompatibilita gamet) anebo vede k vnitini postzygotické RIM (napi. hybridni
sterilita).

Délka spermii je jeden z nejdilezitéjSich a nejcastéji studovanych atributii morfologie
spermie. Dle n¢kterych vyzkumi pozitivné koreluje s rychlosti pohybu (Gomendio and Roldan,
1991). Jednim z mechanismu stojicich za selek¢nim tlakem na délku spermii je kompetice. Ta

vznika, pokud samice kopuluje v kratké dob¢ se dvéma nebo vice samci, jejichz spermie poté
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kompetuji o oplozeni vajicek. Pfi srovnani blizce piibuznych polyandrickych
a monoandrickych druhti hlodavcii a primath bylo zjisténo, ze spermie jsou ve vysledku delsi u
polyandrickych druhti, u kterych je intenzita kompetice spermii vyrazné vyssi, nez u druht
monogamnich (Gomendio and Roldan, 1991). Toto tvrzeni bylo podpotfeno i vysledky
nedavnych vyzkumi u ptaki (Kleven et al., 2009; Liipold et al., 2009). VySe popsané zjisténi
ale pravdépodobné neni univerzalni, a fada vyzkuma spornou hypotézu vyvraci, naptiklad
(Briskie and Montgomerie, 1992) pfi srovnani dvaceti druhti pévct nenasli zadny vztah mezi
délkou spermii a paficim systémem, a v oboru panuje znacny nesoulad v nazorech autort

v dané problematice (Birkhead et al., 2008).
1.4.1. Abnormality v morfologii spermii

Spermatogeneze je vysoce citlivy proces, pi1 kterém vznikaji z diploidnich
spermatogonii meiotickym délenim haploidni spermatidy. Ty se pak v pribéhu spermiogeneze
méni ve spermie (pozorujeme napi. kondenzaci jadra a vytvofeni bi¢iku). V pribéhu
spermatogeneze i spermiogeneze muze dochazet k porucham, které vedou k abnormalitdm
spermii, jez postihuji riizné ¢asti spermie a nabyvaji rizné podoby. Pokud vznikne poskozeni
hlavicky, spermie s velkou pravdépodobnosti nebude schopna oplodnit vajicko, v ptipade
postizeni bi¢iku bude ovlivnéna jeji schopnost pohybu. Pfi mikroskopickém pozorovani lze
abnormality spermii snadno odhalit. Abnormalni spermie vznikaji v ur€ité mife vzdy, avSak
obvykle jsou odstranény tzv. spermiofagii. Velké mnozstvi abnormalit vede ke sniZzeni poctu

nebo kvality spermii, ¢imz muze byt ovlivnéna fertilita dané¢ho jedince (Howard et al., 2009).
1.4.2. Morfologie spermii u ptakii

Zatimco ptaci spermie nepévcich zastupcti se napiiklad od spermii plazh ptilis nelisi,
spermie pévcell jsou svym fenotypem velmi odlisné. Humphreys (1972) porovnaval spermie
zastupcl pével s nepévcimi druhy a objevil, ze se zasadné 1i8i nejen ve své délce (a to az
trojnasobn¢ ve prospeéch pévctli), ale 1 svoji strukturou. Celd pevcei spermie ma spiralni tvar,
véetn¢ hlavicky, kterd je ndpadnd dlouhym akrozomem, stejné tak kréek je extrémné
prodlouzeny s hiife znatelnym prechodem mezi bi¢ikem. Struktura krc¢ku, kterou Humphreys
(1972) popsal jako undulujici membranu, je Sroubovita mitochondrialni pochva, kterd obtaci
kréek po celé jeho délce. Morfologie spermii, jak jiz bylo zminéno, byva zna¢né variabilni mezi
raznymi druhy pévet (Liipold et al., 2009). Variabilita v morfologii spermii je do velké miry
dana geneticky (Birkhead et al., 2005; Mossman et al., 2009), nicmén¢ lze zde prokazat



1 znacnou miru fenotypové plasticity, pfi které jsou morfologické rozdily zpisobené zménami
prostiedi (Immler et al., 2012).

Spermie pévcl maji rovnéz zcela odliSny zpiisob pohybu, coz je pravdépodobné
vpred mrskdnim biciku, ktery obvykle tvoii nejdelsi ¢ast spermie, u pévell je pohyb vpied
generovan Sroubovitym otaenim spermie, ktera se to¢i kolem vlastni osy po sméru hodinovych
rucicek (Vernon and Woolley, 1999).

Zasadnim mechanismem ovliviiyjicim kvalitu a morfologii spermii u ptakl je
postkopulaéni pohlavni vybér (Immler et al., 2008), ktery zahrnuje kompetici spermii (Birkhead
and Moller, 1998) a skrytou volbu samice (Birkhead, 1998a). Zakladni ptedpoklad je, ze vyssi
mira kompetice favorizuje veétsi délku a mensi vnitrodruhovou variabilitu v celkové délce
spermii k zajiSténi jejich optimalni morfologie (Briskie and Montgomerie, 1992).

Vztah délky a rychlosti spermii ovSem pravdépodobné neni tak pfimocary (Immler and
Birkhead, 2007). Rychlost pohybu by mohla byt nejspiSe ovlivnéna také pomérem velikosti
jednotlivych komponent, naptiklad delsi kréek v poméru k bi¢iku by mohl znamenat vice
mitochondrii, které tak produkuji vice energie k pohonu spermie (Froman and Feltmann, 1998).
Veétsi délka biciku, ktery generuje pohyb vpted, také mize pozitivné ovlivnit motilitu spermie
(Briskie and Montgomerie, 1992; Gomendio and Roldan, 1991).

Dilezity faktor, se kterym je rovnéz nutno pocitat, je schopnost samic ptaki uchovavat
spermie ve svém pohlavnim traktu ve specialnich skladovacich tubulech (Birkhead, 1998b).
V zavislosti na velikosti druhu mohou mit samice 300 — 20 000 tubula (Briskie et al., 1997).
Mimo skladovaci tubuly (v anglictin€ oznaovany terminem sperm storage tubules, ¢i zkratkou
SST) spermie v sami¢im traktu pomérné rychle hynou, zatimco diky uskladiiovaci a vyzivovaci
funkci tubulti pfezivaji az po dobu nékolika tydnt. VétSina spermii, které jsou pouzity
k oplozeni vajicek, pochdzeji ze skladovacich tubul. Tato schopnost je zejména dulezita
u pévci, kteti ¢asto béhem doby snasSeni jiz nekopuluji. U n€kolika druhti plazti bylo dokonce
prokézano uchovani spermii az po dobu n¢kolika let (Birkhead and Moller, 1993).

Nekteré vyzkumy prokazaly pozitivni vztah mezi délkou spermii a délkou skladovacich
tubul, kviili jejich spolené koevoluci (Birkhead and Meller, 1993; Briskie and Montgomerie,
1992). Spermie po kopulaci aktivné obsazuji skladovaci tubuly, v ramci kterych se ovSem
spermie z posledni kopulace, které dle vyzkumu (Birkhead and Moller, 1993) zplodi vétSinu

potomstva. Tento jev je nazyvan pifednost posledniho spermatu.



Takzvana skrytd volba umoznuje samici ovlivnit vyslednou paternitu jejich potomkd.
Existuje nékolik mechanismi, jak tohoto docilit, po¢inaje délkou kopulace ¢i mnozstvim
dostupnych skladovacich tubuli. Podle nové studie Cramer et al. (2016) timto zptisobem
dochazi v hybridni zon¢ lejskii k uptednostiiovani samic spermii konspecifickych samcti oproti

samctm heterospecifickym, ¢imz omezuji miru mezidruhové hybridizace.
1.5. Modelovy systém slaviki

Morfologie spermii je zkoumana na fad¢ ptacich druht, véetné modelovych zebticek
(Taeniopygia guttata). Vyzkum morfologie spermii na modelovém systému dvou blizce
pfibuznych druht slavikd, slavika obecného (Luscinia megarhynchos) a slavika tmavého
(Luscinia luscinia), ma za kol prokazat vliv na vznik reprodukéni izolace mezi t€émito druhy.

Oba druhy divergovaly piiblizn¢ pied 1,8 miliony let (Storchova et al., 2010).
V soucasné dobé se jejich aredly stfetavaji v sekundarni kontaktni zon€, kterd prochdzi napiic
centralni a vychodni Evropou. Oba druhy v sympatrii pfilezitostné hybridizuji s frekvenci

3 — 5 % (Becker, 2007; Reifova et al., 2011D).
1.5.1. Slavik obecny

Slavik obecny (Luscinia megarhynchos), je maly insektivorni pévec (fad
Passeriformes), ktery dle Prum et al. (2015) patii do Celedi lejskovitych (Muscicapidae). Dtive
byl zatazovan do celedi drozdovitych (ZTurdidae). Jeho hlavni aredl rozsifeni je ve vétSing
zépadni, centrdlni a jizni Evropy, s pfesahem do severni Afriky a jihovychodni Asie (viz
Obrazek 7). Je to tazny ptak se zimovisti v subsaharské Africe, ktery obvykle zlistava vérny

svému hnizdisti (Kverek, 2007b).
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Obrazek 7 — Mapa rozsiieni slavika obecného (zelené) a slavika tmavého (Zluté). Zobrazeni hybridni zony je
schématické. Pfevzato z Storchova et al. (2010).

Zije pomé&mé skrytym Zivotem v hustych kfovinatych podrostech nizko nad zemi. Na
rozdil od slavika tmavého se nevyhyba ani ¢lovékem pozménéné krajiné a mizeme ho slySet
1 v parcich, a dokonce i v zeleni vysazené kolem silnic a dalnic. Zbarveni slavika obecného je
nendpadné hnédé s rezavym nadechem hibetni strany a zejména rezavymi ocasnimi pery. Hrud’
je svétla a obvykle beze skvrn (viz Obrazek 8 vlevo).

Relativné spolehlivym pozndvacim znamenim je jeho zpév, ktery u slavika obecného
byva nezaménitelny, ovSem v hybridni zoné¢ musime pocitat se schopnosti slavika tmavého
napodobovat zpév slavika obecného nebo inkorporovat ¢ésti jeho zpévu do svého repertoaru
(Vokurkova et al., 2013), coz muze znesnadnit identifikaci podle poslechu i zkuSenému

ornitologovi.
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Obrazek 8 — Slavik obecny (vlevo), slavik tmavy (vpravo nahote), hybrid (vpravo dole). Foto: Kamila Opletalova.

1.5.2. Slavik tmavy

Slavik tmavy (Luscinia luscinia) je o néco vetSi a mohutnéj$i nez slavik obecny,
a vyskytuje se spiSe dale na vychodé Evropy, od Polska az po Kazachstan (viz Obrazek 7).
Zakladni charakteristiky ma stejné jako jeho blizce ptibuzny slavik obecny, s tim rozdilem, ze
preferuje spise vlh¢i stanoviste.

Zbarventi slavika tmavého je, jak jiz jeho druhové jméno napovidd, tmavsi nez u slavika
obecného, hnédé, obvykle bez rezavého nadechu (Obrazek 8 vpravo nahote). Hrud’ je svétla
s tmavsimi skvrnami ¢1 vinkami. Pomérné bezpecny zptisob urceni je podle délky ru¢nich letek.
Prvni ru¢ni letka je u slavika tmavého vyrazné zkracend, dokonce kratsi nez kiidelni krovky.
DalSim stejné dilezitym rozpoznavacim znakem je relativni délka druhé a ctvrté rucni letky

(viz Obrazek 9 vpravo).
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Slavici nemaji znatelny pohlavni dimorfismus, a obvykle byva tézké odlisit samce od
samice. Rozpoznavani pohlavi je ulehceno pii odchytech v obdobi pafeni, kdy se samicim
vytvaii hnizdni nazina a u samctt miizeme v této dob¢ pozorovat kloakalni protuberanci, neboli
zduteni kloaky zptsobené naplnénim semindlnich vacku, které slouzi k uchovani spermii pii

nizsi teploté, oproti vysoké télni teploté, kterd spermiim neprospiva (Wolfson, 1952).

Slavik obecny Slavik tmavy

Obrazek 9 — Srovnani kridla slavika obecného a slavika tmavého. Pfevzato a upraveno dle Becker (2007).

1.5.3. Mezidruhovi hybridi

Vzhled mezidruhovych hybridl je obvykle intermediarni, ale mtze se pohybovat na celé
Skale mezi rodiCovskymi druhy a pro nezkuseného pozorovatele je extrémné obtizné hybrida
rozeznat (viz Obrazek 8, vpravo dole). Prvni mezidruhovi hybridi byli odchyceni a popsani na
nasSem uzemi (Kverek, 2002, citovano dle Kverek 2007a).

Podle Kverkova popisu (2007a): ,,Zbarvenim i zpévem pripominali spise slavika
obecného (hrud’i spodni krovky ocasni bez tmavého zabarveni, ocasni pera svétleji rezava, zpéev
s prevazujicimi motivy slavika obecného). Na kridle vsak s prevladajicimi znaky slavika
tmavého (s vyjimkou zarazeni 2. RL). Délka kridla, stejné jako hmotnost obou samcu jiz
vypovida presvédcive ve prospéch slavika tmavého.*

Mezidruhové kiizeni je Casto piihodnéjSi zkoumat v laboratornich chovech, avsak
1 ptirodni hybridni zony jsou Castym pfedmétem zajmu evolucnich biologi, protoze skytaji
jedine¢né prostfedi pro pozorovani a zkoumani mezidruhovych interakci v pfirodnich

podminkach.
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1.5.4. Vyzkum modelového systému slavikii

V ramci vyzkumu modelového systému dvou druht slavikd vedeného tymem mé
Skolitelky, RNDr. Radky Reifové, Ph.D., jsou zkoumany genetické a ekologické aspekty
speciacniho procesu a reprodukcné izolacni mechanismy, které oba druhy oddéluji. Vysledky
morfologické analyzy obou druhti slavikd v sympatrické a alopatrické oblasti odhalily, Ze
v oblasti sympatrie dochazi k divergenci v morfologii zobdku, zplsobené zvétSenim zobdku
u slavika obecného v sympatrii (Reifova et al., 2011b). Tento posun znakG by mohl byt
nasledkem rozriznéni potravnich nik obou druhti v sympatrické oblasti, a mohl by ptispivat ke
zvyseni reprodukéni izolace mezi obéma druhy.

Zpé&v ptéki, jakozto dorozumivaci a rozpoznavaci nastroj mezi ptaky, ktery rovnéz hraje
dualezitou roli ve vytvafeni a udrzovani prezygotické reprodukeni izolace, je dalSim predmétem
vyzkumu naseho slaviciho tymu. Na rozdil od morfologie dochazi u zpévil ke konvergenci
v sympatrii, kterd je zpisobend tim, ze slavici tmavi v sympatrii kopiruji zpévy slavika
obecného (Vokurkova et al., 2013). Tato konvergence by mohla byt ¢ist¢ disledkem chyb
v uceni u slavika tmavého, ale mohla by byt i adaptivni v tom, Ze mize druhiim v sympatrii
usnadnit vznik mezidruhové teritoriality, a tim padem snizit miru mezidruhové kompetice
(Kohoutova, 2017). Vzhledem k velké ekologické podobnosti obou druhi slaviki je kompetice
mezi obéma druhy velmi silna a vede k agresivnim heterospecifickym reakcim u obou druhti
slaviki (Reif et al., 2015). SmiSené zpévy slavika tmavého by teoreticky mohly oslabovat
prezygotickou izolaci mezi druhy, coz ale nebylo prokazano, nebot vétSina mezidruhovych
hybridi vznika kiiZzenim samce slavika obecného a samice slavika tmavého (Vokurkova et al.,
2013).

Alternativou k vyzkumu v ptirozeném prostiedi je chov v zajeti, odkud také pochazeji
prvotni vysledky vyzkumu fertility mezidruhovych hybridii slavika. Stadie (1991) prokazal, ze
pii mezidruhovém kiizeni slavikii vznikaji zivotaschopni hybridi. Pti pokusech o zpétné kiizeni
hybridnich samct vznikalo plodné a Zivotaschopné potomstvo, zatimco pokusy o spafeni
hybridnich samic byly neuspésné. Samice vibec neprojevovaly zdjem o pafeni, a nevytvarela
se jim hnizdni nazina. Toto zjisténi bylo taktéz potvrzeno zkoumanim hybridiit odchycenych
v ptirod¢, kde u hybridnich samic rovnéz nebyla pozorovana ptitomnost hnizdni naziny
(Reifova et al., 2011a).

Na zaklad¢ vyse popsanych vysledki mizeme prohlésit, ze mezidruhovi hybridi
sami¢iho pohlavi jsou u slavikii v souladu s Haldaneovym pravidlem sterilni. Mechanismy

vysvétlujici pficiny samici hybridni sterility u ptakl jsou tématem dosud neprozkoumanym.
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Vzhledem k vyskytu backcross hybridi v populaci vime, ze u hybridnich samct je zachovana
urcitd mira fertility, i ta by ale mohla byt potenciadln¢ sniZzend. Postkopulacni prezygoticka
izolace u slavikd zatim neni popsana, ale vysledky kiizeni obou druht v zajeti (Stadie, 1991)
naznacuji, ze by tato forma reprodukc¢ni izolace mohla byt u slavika ptitomna, jelikoz

heterospecificka kiizeni produkuji mensi sntisky nez konspecificka kiizeni.
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2. Cile prace

Cilem této diplomové prace je prozkoumat morfologii spermii mezi dvéma druhy
slavikd, slavika obecného a slavika tmavého, a zjistit, jak ptipadné rozdily mohou ovlivnit miru

reprodukéni izolace mezi druhy. Zaméiim se zv1asté na nésledujici otazky:

(1) Lisi se morfologie spermii mezi dvéma druhy slavika?
(2) Jak se lisi morfologie spermii mezi alopatrickymi a sympatrickymi populacemi?

(3) Jaka je morfologie spermii u mezidruhovych hybrida?
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3. Material a metody

Vyzkum slavika v polské sympatrické oblasti probiha jiz od roku 2006. Odchyt slavikii,

u kterych se provadél odbér ejakulatu za ticelem analyzy morfologie spermii, byl zahdjen az

pozdé&ji, v roce 2012. V letech 2014 — 2016 jsem se podilela na odchytech a odebirani vzork

na terénnim vyzkumu v Polské a Ceské republice. Slavici obecni byli odchytavani

v alopatrickych oblastech v Ceské republice a na jihozapadé Polska. Alopatriéti slavici tmavi

pochazeli z lokalit ze severovychodniho Polska. Oba druhy a mezidruhovi hybridi byli chytani

na sympatrickych lokalitdch v kontaktni zon¢ v centralnim Polsku (viz Obrazek 10).

1
\\\) 5

: \:;\\\ &

o

100 km

Obrazek 10 — Mapa lokalit odchytu slavikii — slavik obecny (€ervena), slavik tmavy (modra), s vyzna¢enou
sympatrickou oblasti.
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3.1. Odchyt ptaki

Jedinci byli odchytavani na zacatku hnizdni sezény (prvni az tieti tyden v kvétnu).
K odchytu slouzily narazové sité, nékdy za pouziti konspecifické playbackové nahravky,
a v mensi mife rovnéz 1 sklopné pasti s nastrahou (Cervem). Jednotlivé lokality pro odchyt
slavikii byly vytipovany podle vhodnosti dané¢ho biotopu, poslechu pro potvrzeni pfitomnosti

slavikt a také podle vyskytu z pfedchozich let.
3.2. Odbér vzorki spermii

Po odchytu byli slavici okrouzkovani, zaevidovani do databaze odchycenych jedinct
a byla provedena fada morfologickych métfeni zobaku, tarzu, kiidel a kiidelnich letek. Déle byli
zvazeni a byl jim odebran vzorek krve z brachidlni zily, ktery byl premistén do 96% etanolu pro
pozdéjsi genetickou analyzu za ucelem identifikace hybridi. Samci byli identifikovani podle
vys$$i hmotnosti, absence hnizdni naziny a pfitomnosti kloakalni protuberance.

Nasledné jim byl neinvazivni metodou kloakalni masaze (Albrecht et al., 2013) za
pomoci tenké sklenéné kapilary odebiran vzorek ejakuldtu. Vzorky kontaminované trusem
nebyly zatazeny do dalS§iho zkoumani z divodu jejich snizené kvality. V nékterych ptipadech

byla masaz provedena opakované. Po dokonceni odbéru byli odchyceni jedinci opét vypusténi.
3.3. Priprava preparatu spermii

Vzorek ejakulatu slavikl (pfiblizné 0,5 — 3 pl) byl nejprve rozfedén v malém mnozstvi
(2 — 5 pl) fyziologického roztoku (PBS), aby nedoslo ke slepeni spermii. Cast vzorku ejakulatu
byla pouzita pro zatim stale probihajici vyzkum motility spermii. Poté byl zbytek vzorku
pfesunut do Eppendorfovy zkumavky s200 ul 5% roztoku formalinu, aby doslo k jeho
konzervaci pro pozdéjsi analyzu morfologie a abnormalit spermii.

Ze vzorkl odebranych v sezonach 2012 — 2016 jsem dale pfipravovala mikroskopickeé
preparaty. Na podlozni sklicka jsem po promichani nanesla pomoci automatické pipety 7 ul
roztoku formalinu se spermiemi. Po zaschnuti jsem sklicka dikladné oplachla destilovanou
vodou za Gc¢elem odstranéni zbytkd formalinu. V pfipadé nedostatku spermii u daného jedince

jsem predchozi postup opakovala podle potieby az ¢tytikrat.
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3.4. Méreni spermii

Po opétovném oschnuti skli¢ek jsem vzorky analyzovala na svételném mikroskopu
(BX51, Olympus) pii 200x zvétSeni za pouziti digitalni kamery DP71 (Olympus)
a pocitacového softwaru QuickPhoto Industrial 2.3 (Olympus). Pro kazdého jedince jsem
vytvofila snimky dvaceti ndhodné vybranych spermii, u kterych jsem v dal§im kroku svého
vyzkumu méfila délku jednotlivych komponent — hlavicky, krcku a biciku (viz Obrazek 11),
op¢t v programu QuickPhoto Industrial. Celkova délka spermie byla dopocitana seCtenim délek

téchto casti.

Obrazek 11 — Spermie slavika tmavého s naméfenymi hodnotami

Morfologicky abnormalni spermie byly z této Casti vyzkumu vytazeny. Zpravidla jsou
vysledky publikaci zabyvajici se analyzou morfologie spermii kalkulovény s primérnymi
hodnotami z péti ¢i deseti spermii pro kazdého jedince. Nicméné kvili vétsi presnosti mefenti
byly moje analyzy provadény zprimérovanim hodnot dvaceti spermii. VSechna méfeni jsem
provadéla sama, k zachovani jednotnosti méteni je totiz nezbytné, aby méfeni provadél vzdy
pouze jeden ¢lovek z vyzkumného tymu. Celkem jsem takto naméfila spermie 112 jedincti obou

druhti slavikli ze sympatrie a alopatrie a Sesti hybridu.
3.5. Analyza abnormalit spermii

Pro analyzu abnormalit spermii bylo pouzito u kazdého jedince sto ndhodné vybranych
spermii, u nichz jsem vyhodnocovala abnormality hlavicek spermii. U jednoho hybridniho
jedince bylo z diivodu nedostatku spermii analyzovano jenom padesat spermii. Zaméfila jsem
se pouze na hlavicky, z divodu snadnéjsi identifikace abnormalit (pfiklady abnormalit viz
Obrazek 12). Ostatni ¢asti spermie byly zamérné vytazeny z analyzy abnormalit, protoze
naptiklad u krcku mohly zdanlivé abnormality byt ve skutecnosti dusledky mechanického
poskozeni spermie zplisobené opakovanou manipulaci se vzorkem. Ze sta vybranych spermii

bylo ur€eno procento zastoupeni abnormalnich spermii. Celkem bylo analyzovéno dvacet

jedinct slavika obecného, dvacet jedincti slavika tmavého a Sest mezidruhovych hybridu.
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Obrazek 12 — Priklady abnormalit hlavi¢ky spermii u slaviki

3.6. Urceni hybridia

Vsichni sympatricti jedinci, ktefi byli zahrnuti do analyzy, byli genotypovani pomoci
ddRAD sekvenovani (Peterson et al., 2012). Sekvenovani probéhlo ve spolupréaci s RNDr. Ing.
Lubomirem Pialkem, Ph.D. z Jihoéeské Univerzity v Ceskych Bud&jovicich. Uréeni hybrida
bylo nésledné provedeno pomoci programu NewHybrids (Anderson and Thompson, 2002) na
zéklad¢ 344 druhové¢ diagnostickych SNP (single nucleotide polymorphism) viceméné
rovnomeérng rozmisténych v genomu. Tuto ¢ast provedl jeden z ¢lenti naSeho tymu vénujici se
vyzkumu slavikii, Mgr. Véclav JanouSek, Ph.D. Testovali jsme, s jakou pravdépodobnosti

program roziadi jedince do nasledujicich ¢trnécti predem definovanych kategorii:

e (isty jedinec SO,

e (isty jedinec ST,

e F; hybrid,

e F; hybrid,

e BC; hybrid ve sméru SO,
e BC; hybrid ve sméru SO,
e BC; hybrid ve sméru SO,
e BCj4 hybrid ve sméru SO,
e BCs hybrid ve sméru SO,
e BC; hybrid ve sméru ST,
e BC» hybrid ve sméru ST,
e BC; hybrid ve sméru ST,
e BC4 hybrid ve sméru ST,
e BCs hybrid ve sméru ST.
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Vysledky analyzy v naSem vzorku odhalily celkem Sest hybridi. Zbytek jedinct byl
uréen jako Cisti slavici obecni nebo Cisti slavici tmavi (viz Tabulka 1). Pravdépodobnost, ze

jedinec spadd do zminéné kategorie, byla vzdy vyssi nez 95 %.

Tabulka 1 — Po¢ty jedinci zahrnutych do analyzy

Druh Oblast n

SO sympatrie 39
SO alopatrie 31
ST sympatrie 26
ST alopatrie 16

F1 hybridi sympatrie
BCinaSO  sympatrie
BCinaST  sympatrie
BC3na ST  sympatrie

3.7. Statisticka analyza dat

Ke statistické analyze ziskanych dat byl pouzit program R. Rozdily v jednotlivych
komponentadch spermii mezi druhy jsem testovala pomoci dvouvybérového t-testu, jehoz
vysledky jsou uvedeny v piislusnych grafech s porovnavanymi hodnotami. Testovani faktorti
ovlivitujicich délku spermie obou druhi v sympatrii a alopatrii jsem provadéla pomoci
linearniho modelu. Vysvétlovanymi proménnymi byly: délka hlavicky, délka kr¢ku a celkova
délka spermie. Jako vysvétlujici proménné byly pouzity: oblast (sympatrie/alopatrie), druh
(slavik obecny/slavik tmavy) a interakce druh*oblast. Kovariaty byly julidnsky den (¢islo
oznacujici pocCet dni uplynulych od 1. ledna daného roku ke dni odbéru vzorku) a latituda.
Juliansky den byl do modelu zahrnut kvili odfiltrovani mozného vlivu sezény na morfologii
spermie, a latituda, abychom odfiltrovali pfipadny geograficky gradient, ktery by také mohl mit
vliv na morfologii spermie. Pfi zpracovani ziskanych dat jsem pracovala s primérnymi
vysledky naméfenych hodnot pro dan¢ho jedince. Grafy zahrnuté v této praci byly vytvoieny

v programu Statistica.
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Opakované odchyceni jedinci (retrapy), a to i béhem dalSich sezén, byli do analyzy
zafazeni pouze jednou. Pfestoze méfeni byla provedena pro kazdou jednotlivou ¢ast spermie
(hlavicka, kréek, bicik), samostatné vysledky pro bicik spermii nebyly do diplomové prace
zahrnuty. S ohledem na biologickou diilezitost jednotlivych komponent se analyzovala délka

hlavicky, kr¢ku a celkova délka spermie.
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4. Vysledky

4.1. Srovnani morfologie spermii dvou druhu slaviki

Pro splnéni prvniho cile této prace jsem nejprve srovnavala morfologii spermii mezi
druhy slavikii, aniz bych rozliSovala mezi alopatrickymi a sympatrickymi vzorky. Oba druhy
se vyznamng liSily v morfologii spermii (Obrazek 13). Slavik tmavy mél signifikantné (t-test,
p < 0.001) delsi hlavicku spermie (pramémé 14, 9 £ 0,6 um) ve srovnani se slavikem obecnym
(primér 14,1 £0,7 um). Naopak délka krcku byla signifikantné (t-test, p <0.001) delsi
u slavika obecného nez u slavika tmavého. Stejné tak analyza celkové délky spermie ukézala,
ze slavik obecny mél signifikantné (t-test, p <0.001) vétsi primérnou délku celé spermie
(271,2 £ 5,9 um) oproti slaviku tmavému (233,0 = 7,0 um). Vzhledem k tomu, ze kréek tvoii
nejdelsi ¢ast spermie u slavikll (pfiblizné 85 %), pozorovany rozdil v jeho délce byl pii¢inou

pozitivni korelace s vysledky pro celkovou délku (Obrazek 14).

L=12,5um
L=204,5 um
L=14,8 um

L=13,4 um
L=245,1 um L=23,3pum

Obrazek 13 — Vizualni srovnani morfologie spermii slavika tmavého (nahore) a slavika obecného (dole).
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Obrazek 14 — Srovnani morfologie spermii slavika tmavého (ST, modfe) a slavika obecného (SO, ervené).
Zobrazen je priumér a 95% konfiden¢ni interval.

4.2. Srovnani morfologie spermii v sympatrické a alopatrické oblasti

V dalsim kroku jsem analyzovala velikosti jednotlivych komponent spermii
v sympatrické a alopatrické oblasti u obou druhti (Obrazek 15). Za pomoci linearniho modelu
jsem testovala vliv druhu (slavik obecny, slavik tmavy), oblasti (sympatrie, alopatrie) a jejich
interakce na velikost jednotlivych komponent spermie. Kromé toho byly do modelu jako
kovariaty zahrnuty latituda a julidnsky den. Vysledky modelii pro délku hlavicky, krcku
a celkovou délku spermie jsou uvedeny v tabulkach 2 — 4.

Modely pro délku krcku a celkovou délku spermie ukézaly signifikantni efekt druhu
a marginalné signifikantni efekt julianského dne (Tabulka 3, Tabulka 4). Jak délka krcku, tak
celkova délka spermie byla vétsi u slavika obecného, a to jak v sympatrické, tak alopatrické
oblasti (Obrazek 15). Model pro délku hlavicky spermie odhalil signifikantni efekt oblasti,
julianského dne a interakci druh*oblast (viz. Tabulka 2). Hlavicka spermie se zvétSovala
s julidnskym dnem. Signifikantni interakce druh*oblast byla zpisobena zejména posunem

ve velikosti hlavicky mezi sympatrii a alopatrii u slavika obecného (Obrazek 15).
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Obrazek 15 — Srovnani morfologie spermii ST (modie) a SO (Cervené) v sympatrii a alopatrii.
Zobrazen je prumér a 95% konfidenéni interval.

Tabulka 2 — Vysledky linearniho modelu pro délku hlavi¢ky

Odhad SE! t P-value
Intercept2 -17,389 12,580 -1,382 0,017
Oblast -1,083 0,322 -3,363 0,001 **
Druh -0,567 0,580 -0,977 0,331
Juliansky den 0,064 0,013 5,105 1,46E-06 ***
Latituda 0,456 0,232 1,966 0,052
Druh*oblast 1,514 0,569 2,662 0,009 **

ISE — smérodatna chyba (standard error)

Intercept — délka hlavic¢ky spermie u SO

Pro vSechny analyzy byly za signifikantni povazovany vysledky s p-value < 0,05.
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Tabulka 3 — Vysledky linearniho modelu pro délku kréku

Odhad SE! t P-value
Intercept? 96,3862 128,704 0,749 0,4556
Oblast -4,635 3,294 -1,407 0,1623
Druh -44.,244 5,9317 -7,459 2,52E-11 ***
Julidnsky den  0,2675 0,1288 2,077 0,0402 *
Latituda 2,1376 2,3707 0,902 0,3693
Druh*oblast 6,0131 5,8175 1,034 0,3037

Tabulka 4 — VysledKy linearniho modelu pro celkovou délku spermie

Odhad SE! t P-value
Intercept? 175,3291 144,499 1,213 0,2277
Oblast -2,9475  3,6983 -0,797 0,4272
Druh -41,1462  6,6596 -6,178 1,22E-08 ***
Juliansky den  0,2967 0,1446 2,051 0,0427 *
Latituda 1,1242 2,6616 0,422 0,6736
Druh*oblast ~ 2,9205 6,5315 0,447 0,6557

ISE — smérodatna chyba (standard error)
3Intercept — délka kréku spermie u SO

“Intercept — celkova délka spermie u SO

Pro vSechny analyzy byly za signifikantni povazovany vysledky s p-value < 0,05.



4.3. Morfologie spermii u mezidruhovych hybridii

Navzdory nizkému poctu mezidruhovych hybrida (n = 6) vysledky ukézaly (Obrazek
16), ze délka hlavicky, krcku i celkova délka spermii byla u hybrida intermediarni mezi

rodi¢ovskymi druhy. Primérna délka spermie u hybrida byla 249,9 + 7,3 um.
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Obrazek 16 — Morfologie spermii u hybridii ve srovnani s rodi¢ovskymi druhy. P-value byly po¢itany pomoci t-testu.
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Analyza abnormalit spermii dale ukédzala, Zze F; hybridi a BC hybridi na ST
nevykazovali vyssi procento abnormalnich spermii nez rodicovské druhy. ZvysSené procento
abnormalnich spermii (76 %) bylo pozorovano pouze u jednoho zpétného kiiZzence na SO, ale
vzhledem k tomu, Ze se jednalo o jednoho jedince ve zkoumaném vzorku, neni jasné, zda §lo o

nahodu ¢i o systematicky jev (Obrazek 17).
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Obrazek 17 — Procento morfologicky normalnich spermii u rodi¢ovskych druhi a hybridu.
P-value byly poditany pomoci t-testu.
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5. Diskuze

5.1. Srovnani morfologie spermii dvou druhu slaviki

Vysledky této diplomové prace ukézaly, ze morfologie spermii je u obou druhti slavikli
znacné odlisna. Rozdil je zejména v délce kréku spermie, kterd tvofi nejdelsi Cast spermie,
anasledné 1 v celkové délce spermie, kterd je o 20 % delsi u slavika obecného neZ u slavika
tmavého. Rychlé evoluce spermii je obvykle zplisobena silnym selek¢nim tlakem, ktery je spjat
s intenzivni kompetici, ktera na n¢ pusobi (Snook, 2005). Diky tomu mizeme pozorovat
dramatické rozdily v morfologii a velikosti spermii i mezi blizce pfibuznymi druhy (Jamieson,
2007; Liipold et al., 2009; Pitnick et al., 2009).

Rozdily v délce spermii se mohou projevovat i na vnitrodruhové urovni. Dva poddruhy
sykory uhelnicka (Periparus ater) (Schmoll and Kleven, 2011) vykazovaly 3% rozdil v délce
spermii, a u poddruhii slavika modracka (Luscinia svesica) byl rozdil dokonce 11,6 % délky
spermii (Hogner et al., 2013). Zd4 se tedy, ze rychla divergence v morfologii spermii miize byt
charakteristicka pro rod Luscinia. Navzdory mnozstvi vyzkumt, které se divergenci
v morfologii spermii zabyvaji, neni dosud zcela jasné, jakym zptisobem rozdily v morfologii
spermii pfispivaji k reproduk¢éni izolaci.

Podle tady praci publikovanych o této problematice jsou del§i spermie zvyhodnény
v prosttedi s vysokou mirou kompetice spermii, coz bylo prokazano u savcii (Gomendio and
Roldan, 1991; Liipold et al., 2009). Pévci, piestoze jsou pievazné socialn¢ monogamni, maji
proménlivou miru extraparovych kopulaci, kterd se pouziva jako piimy indikator intenzity
kompetice spermii. Pfestoze pro slavika obecného ani pro slavika tmavého nejsou dostupna
data, kterd by prozrazovala miru extraparovych kopulaci, mizeme piedpokladat, ze k nim,
stejné jako u blizce piibuzného slavika modracka (Luscinia svesica), dochazi (Hogner et al.,
2013). Vyzkumy modelového systému hybridizujicich lejska bélokrkych a ¢ernohlavych, kteti
jsou piibuzni slavikiim (patii do stejné celedi Muscicapidae), rovnéz prokdzaly zvySenou miru
extraparovych kopulaci u samic s heterospecifickym partnerem. Samice se mimoparove parily
s konspecifickymi samci za G¢elem sniZzeni nevyhod heterospecifického parovani (Alund et al.,
2013; Veen et al., 2001).

Slavik obecny mél spermie vyrazné del$i nez slavik tmavy. Tento rozdil byl dany
zejména delSim kr€kem u spermii slavika obecného. Kréek spermie tvoii u pévca nejdelsi ¢ast
spermie a nese mitochondrie, které¢ vytvareji energii. Del$i spermie s delSim krckem tedy

mohou produkovat vice energie pro svij pohyb (Rowe et al., 2013), a tim byt zvyhodnény
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v kompetici o oplozeni vajicek. V souladu s timto predpokladem bylo zjisténo, Ze vétSina F
mezidruhovych hybrida v sympatrii vznikla z kiizeni samce slavika obecného a samice slavika
tmavého (Vokurkova et al., 2013). Na druhou stranu nékteré studie vyvraci souvislost délky
spermie s mirou kompetice spermii u pévcu, a piredpoklada se, ze vétsi vliv na jejich délku ma
koevoluce spermii a samic¢iho reprodukéniho traktu (Briskie and Montgomerie, 1992; Briskie
et al.,, 1997; Immler and Birkhead, 2007). K Gplnému objasnéni této problematiky je dalsi
vyzkum nezbytny.

U slavika tmavého byla pro zménu zjisténa vétsi velikost hlavicky spermie. Tento rozdil
byl ale dany zejména zmensenim velikosti hlavicky spermie u slavika obecného v sympatrii.
na velikost hlavi¢ky nebyl prokazan.

Dle publikovanych vyzkumt mtize vétsi délka biciku pozitivné ovliviiovat pohybové
schopnosti spermie (Briskie and Montgomerie, 1992; Gomendio and Roldan, 1991). Pii
srovnani obou druht slavikli nebyl prokazan signifikantni rozdil v délce biciku.

Odlisnd morfologie spermii u obou druhi slaviki by teoreticky mohla vést
ke zvySené postkopulacni prezygotické reprodukéni izolaci. Ta se mize odehravat na riiznych
urovnich od uchovani spermii v skladovacich tubulech, ptes riznou rychlost pohybu spermii
reprodukénim traktem k vajicku, aZ po samotny proces oplozeni. Vzhledem k vyskytu
mezidruhovych hybridl v piirodé vime, Ze tato bariéra u slavikli nemtize byt uplna, ale mohla
by alespoii Castecné snizovat pravdépodobnost vzniku hybridii, pokud se samice kiizi se samci
obou druhti. Svou roli zde nejspis hraje i skrytd volba samice, a¢ neni zcela jasné, na jakém
principu dochézi k diskriminaci heterospecifickych spermii. ZvySend pravdépodobnost
oplozeni spermiemi vlastniho druhu navzdory kiizeni s konspecifickymi i heterospecifickymi
samci byla pozorovana u mnoha druhti zivo¢ichii (Howard et al., 2009), v¢etné nékterych pévct
(Cramer et al., 2016).

Dalsi vyzkumy u slavikti by mély zjistit, zda postkopulac¢ni prezygoticka izolace
existuje také u slaviki, a pokud ano, jaky je jeji konkrétni mechanismus. Vysledky kiiZeni obou
druht v zajeti (Stadie, 1991) ukazuji, ze heterospecifickd kiizeni vedou k menSim sntiskam nez
konspecificka kiizeni, coz naznacuje, Zze by postkopulacni prezygoticka izolace mohla byt
u slavikd opravdu pfitomna. Zminéna studie je vSak zaloZena na velmi malém poctu kiiZzeni

a postrada statistické vyhodnoceni vysledkt. Experiment by proto bylo dobré zopakovat.

30



5.2. Srovnani morfologie spermii v sympatrické a alopatrické oblasti

Velmi zajimavy vysledek této diplomové prace predstavuje zjisténi, Ze u slavika
obecného doslo k posunu ve velikosti hlavicky spermie mezi sympatrii a alopatrii. Diky tomuto

Podle nékterych vyzkumt vétsi hlavicka spermie zvyhodiluje pifi obsazovani
skladovacich tubuld v pohlavnim traktu samice (Calhim et al., 2011). OvSem i naopak mohou
mit snizenou pohyblivost kviili vétSimu odporu, ktery vznika pii pohybu spermii viskoznim
prostiednim (Humphries et al., 2008).

Ackoli k tomu nemame piimé ditkkazy, je mozné, ze tento posun v morfologii spermii by
mohl zvySovat miru postkopulaéni prezygotické izolace v sympatrii a mohl by piedstavovat
priklad reinforcementu na gametické urovni. VétSina znamych ptiklada reinforcementu se tyka
prezygotické izolace, a piikladi reinforcementu na postkopulacni prezygotické urovni je jen
velice malo (Matute, 2010). K prokézani ptitomnosti reinforcementu je podminkou, ze druhy
nemaji ukoncenou reprodukéni izolaci, coz modelovy systém slaviki spliiuje, vzhledem
k vyskytu pozdéjsich generaci mezidruhovych hybridi.

Zjistény posun ve velikosti hlavicky mezi sympatrii a alopatrii mirné¢ komplikuje
zjisténi, Zze na velikost hlavicky ma silny vliv juliansky den. Teoreticky by tedy posun
ve velikosti hlavicky mezi sympatrii a alopatrii mohl byt disledkem jiné doby sbéru spermii
v sympatrii a alopatrii, a posunu v nacasovani sezony v riznych oblastech. Teoreticky by se
mohlo jednat o ptiklad fenotypové plasticity. Za ucelem vylouceni této moznosti jsme do
modelu pfidali julidansky den a latitudu. I po jejich odfiltrovani ziistal posun ve velikosti
hlavicky spermii u slavika obecného v sympatrii signifikantni.

Tento zvySeny rozdil v morfologii spermii pravdépodobné doklada intenzivnéjsi selekci
proti hybridizaci pfi heterospecifickém parovani v hybridni zoné€ (reinforcement). Posun znaka

na gametické Girovni je jev, ktery je u obratlovct dosud ojedinély.
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5.3. Morfologie spermii u mezidruhovych hybridi

Divergence v morfologii spermii muze pfispét také k postzygotické reprodukéni izolaci.
Pokud jsou mutace uplatiujici se pii vzniku spermii nekompatibilni na genetickém pozadi
jiného druhu, mohou u mezidruhovych hybridii nastat problémy s tvorbou spermii. V takovém
ptipad¢ hybridi maji poskozené, anebo zadné spermie. S ohledem na Haldaneovo pravidlo
vedou hybridni nekompatibility u ptakt diive ke vzniku hybridni sterility samic, a az pozdéji
k hybridni sterilit¢ samcti. Mechanismy, které by vysvétlovaly samici hybridni sterilitu, jsou
dosud neprozkoumané. Ani vyzkumu spermii a jejich vlivu na hybridni sterilitu u ptaki nebyla
v minulosti vénovana takova pozornost.

Vzhledem ke zna¢né divergenci v morfologii spermii mezi druhy slavikii néds zajimalo,
jak budou vypadat spermie u mezidruhovych hybridl, a zda budou vykazovat zvySené mnozstvi
abnormalit. Vysledky této prace ukézaly, ze morfologie spermii u hybridi je intermedialni mezi
rodicovskymi druhy. Svou pfechodnou morfologii by mohly byt znevyhodnény v kompetici se
spermiemi obou rodicovskych druhti, ¢i sami¢i volbou. Procento abnormalnich spermii
u hybridii az na jednoho jedince nebylo vyssi nez u rodiCovskych druhi.

Nase zjisténi kontrastuji s vysledky vyzkuml na modelovém systému blizce ptibuznych
druhti lejskii. Lejsci jsou mali pévci Celedi Muscicapidae, do které patii 1 slavici. Dva druhy
lejskt, lejsek bélokrky (Ficedula albicollis) a lejsek Cernohlavy (Ficedula hypoleuca) se rovnéz
vyskytuji v Evropé a hybridizuji spolu v hybridni zéné€, ktera je pfedmétem intenzivniho
zkoumani v Ceské republice a ve Svédsku.

Navzdory faktu, Ze tyto druhy divergovaly pfed méné nez jednim milionem let
(Backstrom et al., 2013; Nadachowska-Brzyska et al., 2013), coz je doba dokonce krat$i nez
u slavikt, bylo zjiSténo, Ze se v populaci nevyskytuji zadni backcross hybridi (Kawakami et al.,
2014), a u mezidruhovych hybrida jsou ob¢€ pohlavi sterilni. Hybridni samice po spareni kladly
neoplozena vajicka (Gelter et al., 1992), a nedavny vyzkum zamétfeny na fertilitu hybridnich
samcl prokazal, ze ejakulat vétSiny samcii neobsahoval Zadné spermie, zatimco u malého
procenta lejskii byly pfitomné pouze abnormélni spermie (Alund et al., 2013). Pii srovnani se
star§imi publikacemi, kde ptevladal nazor, ze postzygotickd reprodukéni izolace se u ptakt
vyviji pomérn¢ pomalu (dle Price and Bouvier (2002) piiblizn¢ sedm miliont let), je zjisténi
u lejsk vysoce piekvapivé.

Vyzkum abnormalit spermii u slaviki byl primarn€ motivovan hypotézou, Ze
mezidruhovi hybridi by mohli mit zvySené mnozstvi abnormalnich spermii ve srovnani

s rodiCovskymi druhy, a tedy potencidlné¢ snizenou fertilitu. Navzdory malému poctu
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hybridnich jedinct, ktefi byli zahrnuti do analyzy, je zfejmé, Ze tento projev snizené fertility se
u mezidruhovych hybridi slavikti dosud nevyvinul. AZ na jednoho hybrida ve zkoumaném
vzorku byla u vSech odchycenych jedincii naméfena nizka mira abnormalit. Vyjimku tvoii
jediny backcross hybrid ve sméru slavika obecného. Je otdzka, zda je to ndhoda, nebo ve sméru
ktizeni na slavika obecného se v pozdéjsich backcross generacich abnormality vyskytuji
ve vyS$$i mife. Pro potvrzeni ¢i vyvraceni této moznosti by bylo potfeba analyzovat vice vzorki.

Vysledky mého vyzkumu ukazuji, ze velkd divergence v morfologii spermii zde
neprispiva k reprodukéni izolaci a Fi hybridni samci jsou stale fertilni. Pii srovnani s lejsky se

postzygoticka reprodukéni izolace u slavikli vyviji ziejmé o pozndni pomaleji.
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6. Zavér

Modelovy systém slaviki v hybridni zoné v Polsku je v mnoha ohledech idealnim
nastrojem ke studiu speciace a reprodukéni izolace. Navzdory nedédvné divergenci se oba
zkoumané druhy zasadné lisi v délce kr¢ku a nésledné i v celkové délce spermii, a to piiblizné
0 20 % celkové délky. Tento velky rozdil by se mohl promitat jako jeden z faktori ptispivajicich
k postkopulacni prezygotické reproduk¢ni izolaci, nicméné je tieba dalSiho vyzkumu pro
potvrzeni této moznosti.

Znacna divergence v délce spermie piekvapivé nepiispiva k postzygotické izolaci.
Analyza morfologickych abnormalit spermii neukazala zvySenou miru abnormalnich spermii
piredevsim prekopulacni reprodukéni izolace, a izolace postkopulacni se vyviji az pozdéji,
vysledky mého vyzkumu ukazuji, ze to nemusi byt vzdy uplné pravda.

Velice zajimavym zjiSténim je srovnani dat ze sympatrické a alopatrické oblasti, které
ukazalo rozdil ve velikosti hlavicky v sympatrii. Pokud by bylo potvrzeno, Ze posun znakt
ve velikosti hlavicky v sympatrii u slavika obecného je opravdu projevem reinforcementu proti
hybridim, byl by to jeden z prvnich pfikladl reinforcementu na gametické urovni u obratlovct.
K tomu bude ovSem potieba dal§i vyzkum. Celkové vysledky diplomové prace zdlraziuji

potencialné zna¢ny vliv postkopulacni prezygotické izolace ve speciaci ptakd.
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