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Abstrakt

U socialné monogamnich druhli ptakd je vSeobecné rozSifena promiskuita, stav kdy
samice kopuluje s vice samci. Zakladnim piedpokladem reprodukéniho Gspéchu samce je
nejen jeho schopnost zicCastnit se téchto kopulaci (uplatnit se jako mimoparovy partner),
ale naslednou kompetici spermii vyhrat a oplodnit vajicko. Sledovali jsme dva parametry
ejakulatu samcti vlaStovky obecné, morfologii spermii (délku jednotlivych komponent
spermie) a motilitu spermii, opakované v prib¢hu hnizdni sezény. Morfologie spermii je
staly znak, ktery vykazuje znacnou stabilitu v ramci samce jak vnitrosezénné tak mezi
sezonami. Motilita spermii naproti tomu vykazuje niz$i stupen opakovatelnosti v ramci
sezony. V praci dokladdm vztah mezi motilitou a morfologii spermii, ale ne mezi
motilitou a mnoZstvim spermii. V rdmci nasSeho vyzkumu jsme chtéli ovéfit predpoklad,
ze samci s Iépe vyvinutym ornamentem maji kvalitngj$i ejakulat, coz by vysvétlovalo
jejich uspéch pii plozeni mimoparovych potomki. Vysledky naznaduji, ze samci
s barevn¢jSim hrdlem a vétSimi skvrnami na ocasnich perech maji rychlejsi spermie,
takZe tyto ornamenty mohou slouzit jako indikatory kvality spermii samce. Motilita
spermii vSak nesouvisela s pohlavné selektovanym znakem, délkou ocasnich per. Proces
spermatogeneze muze ovSem byt ovlivnén okolnim prostfedim a kvalitou jedince.
Plasti¢nost fenotypu spermii byla zkoumana pomoci maniulace s velikosti ornamentu

(délkou ocasnich per), nebyl vSak dokumentovan zadny efekt manipulace.

Klicova slova: morfologie spermii, motilita spermii, druhotné ornamenty,

opakovatelnost, vlastovka obecna
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Abstract

Promicsuity is a widespread evolutionary strategy of many socially monogamous bird
species. A prerequisite for male reproductive success is not only to participate in within-
and extra-pair copulations, but also to win the sperm competition and fertilise the egg.
Two ejaculate parameters were studied repeatedly during a breeding season in barn
swallows, sperm morphology (size of sperm components) and sperm motility. Sperm
morphology is a highly repeatable trait within males either within season or among
seasons. Sperm motility is medium repeatable within season.We found a relationship
between sperm motiliy and sperm morphology, but not sperm numbers. In our study we
tested the relationship between male ornamentation and the quality of his ejaculate traits,
which could explain male reproductive success. The results suggest more colourful throat
and larger tail spots to indicate an ejaculate of better quality, however, sperm motility
was not related to the sexually selected trait — the tail streamers. Admittedly, the
environment and male condition can influence the process of spermatogenesis. Sperm
phenotype plasticity was tested by the means of manipulation with the ornament size (tail

streamer length), nevertheless, no effect of manipulation was documented.

Key words: sperm morphology, sperm motility, ornamentation, repeatability, barn

swallow
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1.Uvod

Pohlavni vybér (téz sexudlni vybér, sexudlni selekce) ma dvé slozky: kompetice mezi
samci a sami¢i vybér (Andersson 1994). Jeho prostiednictvim jsou uptednostiiovany
fenotypy rozmnozujicich se jedincti na zédklad¢ prekopulacnich (tj. na tirovni vybéru mezi
jedinci, somaticka linie) anebo i postkopulacnich (tj. na Grovni pohlavnich bun¢k —
vajicek a spermii, germindlni linie) procesti (Birkhead & Pizzari 2002; Andersson &
Simmons 2006, Birkhead 2010). Diky pohlavnimu vybéru se mize z jinak pro pieziti
nevyznamného fenotypu stat fenotyp neobycejné¢ vyhodny. Pohlavni vybér mulze
dokonce pisobit proti prirodnimu vybéru a vytvofit struktury, jejichZ existence by bez
jeho ptisobeni byla nemyslitelna (Andersson 1994). Témto strukturdm tikdme druhotné
pohlavni znaky neboli ornamenty (Ligon 1990).

Primérni funkci spermii, samcich pohlavnich bunék, je oplozeni vajicka.
Navzdory tomuto univerzalnimu ucelu existuje mezi zivocichy obrovska rtiznorodost ve
fenotypu spermii (Pitnick et al. 2009), které teprve zacindme rozumét. Spermatické
buiky se li§i ve tvaru i velikosti nejen mezi taxony, ale i v ramci jednotlivych druhti a
také az na arovni kazdého jedince. Mohla by tato rozdilnost byt odpovédi na otazku, proc¢
spermie od vice samcil (tzv. kompetice spermii), predpokladame, ze diky selekci budou
upiednostnény takové znaky spermii, které zvySuji fertilizacni uspéch daného samce
(Evans et al. 2003, Snook 2005).

V posledni dob€ byl zkouman fenomén ornamentace samcli a spermatogeneze
v zavislosti na kondici (Helfenstein et al. 2010a, Blount et al. 2001, Velando et al. 2008).
Je prokazano, Ze u né&kterych druhid samci s vyraznéjSim druhotnym pohlavnim
ornamentem maji i vétsi reprodukéni uspéch (napt. Meller 1988; Mgller 1990; McGraw
et al. 2001; Kleven et al. 2006). Je pfi¢inou pouha oblibenost ornamentovanéjsich samct
mezi samicemi ¢i jejich vyssi agresivita a schopnost monopolizovat samice anebo by se
tento fenomén dal vysvétlit tim, ze vEtSi exprese ornamentu signalizuje kvalitnéjsi
spermie svého nositele (tzv. hypotéza sexy spermii, Keller & Reeve 1995), které snaze
uspé€ji v kompetici ostatnich spermii?

Prvnim krokem k porozuméni vztahu mezi fertilizaénim uspéchem samct a jejich
ornamentaci u promiskuitnich druht je analyza vztahu mezi kondicné zavislou

ornamentaci a kvalitou spermii, nebot ony determinuji fertilizaéni uspéch samce
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v procesu kompetice spermii. Pravé tento vztah jsem se snazila ovéfit na modelovém
druhu vlastovka obecna (Hirundo rustica), u kterého byla zevrubné studovana a
prokazdna role pohlavniho vybéru, vcéetné post-kopulacnich procest, pii evoluci

druhotnych ornamentt (Meller 1994, viz téz nize).

1.1. Pohlavni vybér, ornamenty a spermie

Darwin zavedl vyraz pfirozeny vybér (natural selection) jako protiklad terminu
umély vybér (tzn. provadény clovékem). Pfirozeny vybér se skladd ze dvou slozek,
z vybéru provadéného prostredim, tj. z ptirodniho vybéru, a z vybéru, k némuz dochazi
pifi soupetfeni piislusnikli stejného pohlavi o partnery pro rozmnoZovani, tj. z vybéru
pohlavniho (Darwin 1871, Ceska terminologie viz Flegr 2005). Pfi sexudlni selekci
rozliSujeme intrasexualni a intersexualni neboli epigamni vybér. Intrasexudlni vybér
spoc¢iva v pfimém konkurovani nejcastéji mnoha sameckl o samici (kompetice samcti),
jen vyjimecné je tomu naopak, a pii epigamnim vybéru si jedinci jednoho pohlavi
vybiraji mezi jedinci druhého pohlavi (Andersson 1994).

Sila pohlavniho vybéru ptsobiciho na obé pohlavi se muze lisit, coz vede ke
vzniku pohlavniho dimorfismu (Owens & Hartley 1998). VybiravéjSim pohlavim jsou
obvykle samice a samci jsou tak vystaveni intenzivnéj$Simu pohlavnimu vybéru a tedy
pravé u nich se vyvijeji napadnéj$i sekundarni pohlavni znaky. Samice musi dobie
rozliSovat v kvalit¢ samct, se kterymi se budou rozmnozovat, protoze nemohou zvysit
pocet potomku CastejSimi kopulacemi (Andersson & Iwasa 1996). Vzhledem k tomu, Ze
vybirani partnera je pro samice ndkladné z hlediska Casu, energie nebo rizika predace
(Pomianovski 1987), je pro né¢ vyhodné rozhodovat se na zdkladé uréitych cestnych
signalii samcovy kvality, jako jsou naptiklad rizné ornamenty. Pokud si samice vybiraji
na zakladé téchto signalti, je pro samce vyhodné tyto znaky co nejnadpadnéji vystavovat.
Sam¢i ornamenty se mohou ménit v pribéhu Zivota samce (Brooks & Kemp 2001).
Star$i samci maji typicky vyvinut&j$i ornamenty nezli samci mlads$i (Manning 1985).

Mimoparové kopulace (EPC — extra pair copulation) jsou rozsifenou reprodukéni
strategii mnohych socidln¢ monogamnich druhii (Griffith et al. 2002, Wolff &
Macdonald 2004). N¢které uspéchy pii mimoparovych kopulacich spojené s kondi¢né

zavislymi ornamenty, interpretované jako prekopulacni samici preference dokonalejSich
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samcl, mohou byt ve skuteCnosti zprostiedkovany kvalitn€jSimi spermiemi v procesu
kompetice spermii (Immler et al. 2010) cili byt disledkem interakci mezi spermiemi.
Ornamenty mohou signalizovat kompetitivni schopnosti samce (Trivers 1972), tzn., ze
ptedpokladame pozitivni asociaci mezi druhotnymi (somatickymi anebo behavioralnimi)
a primarnimi (gametickymi a gonddovymi) pohlavné selektovanymi znaky (Birkhead &
Pizzari 2002; Andersson & Simmons 2006).

Byly navrzeny dvé prolinajici se hypotézy popisujici pozitivni vztah mezi
primarnim a sekundarnim fenotypem samce, které vysvétluji, pro¢ samice kopuluji s vice
nez jednim samcem. Hypotéza ,.fenotypu spojeného s plodnosti“ (phenotype-linked
fetility hypothesis) fika, Zze EPC u ptaka poskytuji mechanismus, jak pfedchazet tieba jen
docasné¢ neplodnosti partnera (napt. kvili nedostatku spermii nebo suboptimalnim
spermiim, Sheldon 1994). Hypotéza pohlavné selektovanych spermii (sexually selected
sperm hypothesis, Pizzari & Birkhead 2002) tik4, Ze samice se pafi s vice samci, aby
zvysily pravdépodobnost, Ze jejich potomci zdédi po svém otci nadprimérnou uspésnost
pii oplozeni (hypotéza sexy spermii) anebo vice Zzivotaschopné potomky (hypotéza

dobrych spermiti).

1.2 Variabilita spermii u pévcu

Spermie patii mezi nejvice diverzifikované buiiky v Zivocisné iSi (Cohen 1977,
Pitnick et al. 2009). U ptakt se celkova pramérna délka spermii pohybuje v rozmezi od
42,7 um u tuhyka obecného (Lanius collurio) (Briskie et al. 1997) do 291 um u strnada
rakosniho (Emberiza schoeniclus) (Dixon & Birkhead 1997). Tato vysok4 mezidruhova
variabilita v délce spermii je popsana nejen u pévcell, ale i u mnoha dalSich taxond (napf.
Briskie & Montgomerie 2007). Velikost a struktura ptacich spermii se li§i mezi druhy,
ale 1 mezi jedinci v ramci jednoho druhu. Délka spermie je vysledkem kompromisu mezi
mnozstvim a velikosti spermii, které se jesté vyplati samci vyprodukovat (Holman &
Snook 2006, Immler et al. 2011).

Pta¢i spermie se skladaji ze dvou ¢asti - hlavicky a bi¢iku (flagellum). Oblast
flagella je dale délitelna na stfedni Cast - kréek (midpiece), ve kterém se nachazeji
mitochondrie, a na samotny bi¢ik (tail), ktery je zUZenou koncovou casti flagella

(Koehler 1995). Abych ptedesla nedorozuméni v terminologii, pouzivdm v této praci
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termin bi¢ik jen ve smyslu vlastniho koncového segmentu, v anglické literatuie
synonymum pro tail, a pro cely bi¢ik se drzim latinského terminu flagellum. Viz také
popis na obrazku (Obrazek 1). Spermie pévcl maji zietelné¢ odliSnou morfologii od
ostatnich taxond. Spermie nepévcl se spiSe podobaji spermiim plazii a jsou rovné,
zatimco pro pévce je charakteristickda Sroubovicovitd hlavicka, obsahujici akrozém a

jadro, a kréek spirdlovité obtoceny okolo flagella (Koehler 1995).

Obrazek 1: Casti spermie viastovky obecné (zdroj viastni data, zvétseni x400)
hlavicka | kriek | bicik
e —— R "

| flagellum |

Zpisob pohybu spermii pévci je znacné odlisSny od ostatnich taxonil, at’ uz
vzdalené ¢i blizce ptibuznych. Spermie plavou pomoci Sroubovitého otaceni se okolo své
osy ve sméru pohybu (Vernon & Wooley 1999), na rozdil tieba od sav¢ich spermii, které
se pohybuji pomoci mrskani bi¢ikem. Vysledny dojem je ptimy linedrni pohyb a spermie

pevcet se vlastng ,,provrtavaji* svym okolnim prostredim.

1.3. Kompetice spermii a reprodukéni uspéch samce

Kompetice spermii je vysledkem promiskuity samct a samic (Forstmeier et al.
2011), kdy jsou spermie dvou nebo vice samcli nuceny mezi sebou soupefit 0 moznost
oplozeni vajicka (Parker 1970) a mize vést k mimoparovym paternitam (EPP — extra pair
paternity, Birkhead 1998, Griffith et al. 2002). Zna¢na pozornost je v tomto sméru
vénovana taxonomické skupiné ptakl, a to pfedevSim skupiné pévcl. Ti predstavuji
modelovou skupinu pifi vyzkumu pohlavniho vybéru (napt. Meller 1994, Hill 2002).
Prestoze vétSina pévcl je socialné monogamnich, kompetice spermii je u nich velmi
rozsifend (Birkhead & Moller 1992). Kompetice spermii je zasadni soucésti pohlavniho
vybéru, protoze z ni vyplyva rozdilny reprodukéni tspéch mezi samci (Birkhead 1998).
Reprodukéni uspéch samee miize byt v kompetitivnim prostfedi ovlivnén tvarem spermii
(morfologii, Laskemoen et al. 2010), rychlosti spermii (motilitou, Gage et al. 2004; Malo
et al. 2005; Birkhead et al. 1999, Donoghue et al. 1999) a mnozstvim vyprodukovanych
spermii (Gage & Morrow 2003, Laskemoen et al. 2010). Kazdy z téchto aspekt bude

detailnéji rozebran v nasledujicich kapitolach.

11



DIPLOMOVA PRACE Martina Soudkova

1.3.1. Morfologie spermii

Morfologie spermii souvisi s mirou kompetice spermii (Snook 2005, Immler &
Birkhead 2007). Druhy ptaki s vyssi mirou kompetice spermii maji vyssi celkovou délku
spermii (Kleven et al. 2009; Liipold et al. 2009b), mensi variabilitu v délce spermii mezi
samci (Kleven et al. 2008; Liipold et al. 2009b) a vyssi relativni délku kr¢ku nez druhy
s nizkou mirou kompetice spermii (Liipold et al. 2009b). Tento vztah je prokazatelnéjsi,
pokud jsou data sbirana od samcii ze stejné populace jako udaje o EPP, protoze mira EPP
se muze mezi populacemi jednoho druhu lisit (Kleven et al. 2008, Lifjeld et al. 2010).
Variabilita v délce spermii v rdmci samce je také niz$i u druhil s vy$s$i mirou kompetice
spermii (Immler et al. 2008). Tyto zavéry jsou dikazem vlivu postkopulac¢niho
pohlavniho vybéru na morfologii spermii v rdmci druhu i jednotlivce a mohou byt
pri¢inou rozdilné morfologie spermii jak na urovni populaci, tak na urovni druht
(Immler et al. 2008; Kleven et al. 2008). Variabilita spermii je tak dalSim dualezitym
faktorem, ktery mize souviset s reprodukénim uspéchem samce (Birkhead et al. 2005).

Kompetice spermii teoreticky udrzuje silny selekéni tlak na kvalitu spermii
(Immler et al. 2008) a morfologie spermii je tak udrzovana v optimalnim stavu diky tzv.
stabilitujici selekei (Calhim et al. 2007). Variabilita v délce spermii mize byt vysledkem
konfliktu mezi odliSnymi typy mutaci haploidni spermie a diploidniho organismu (Parker
& Begon 1993). Jestlize je selekeni tlak na dany znak vysoky, bude plisobit stabilizaéné
na optimalni projev znaku (Kleven et al. 2008). Pokud se vramci druhu vyskytuje
vysokd mira kompetice spermii, mize vést pomoci pfimé selekce k produkci spermii
s optimalnimi znaky, zvySujicimi pfilezitost oplodnit vajicko, a sniZzeni vyskytu
nekvalitnich chybovych spermii (Parker 1993; Parker & Begon 1993).

Ackoli velkd mezidruhova variabilita ve fenotypu spermii je popsdna u mnoha
druhti (Briskie & Montgomerie 2007) a je ddvana do souvislosti s mirou kompetice
spermii (Kleven et al. 2008; Lifjeld et al. 2010, viz také vySe), uroven vnitrodruhové
variability je ¢asto zanedbavana (Ward 1998). U slavika modracka (Luscinia svecica) a
budnicka vétsitho (Phylloscopus trochilus) bylo zjisténo, ze vnitrodruhova variabilita
v délce spermii je vySsi mezi jednotlivymi samci nez v ramei jednoho samce (Laskemoen
et al. 2007). Z toho vyplyva vysoka opakovatelnost celkové délky spermie v rdmci
samce. VSechny morfologické znaky spermii jsou dédicné (Wooley & Beatty 1967;

12
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Morrow & Gage 2001; Simmons & Kotiaho 2002; Birkhead et al. 2005), ale morfologie
spermii nemusi byt neménny znak a naopak se objevuji ditkkazy, ze se jedna o fenotypovy
znak alesponn castecné plasticky (Crean & Marshall 2008; Morrow et al. 2008).
Morfologie spermii se miize menit v zavislosti na socidlnim postaveni jedince (Immler et

al. 2010) nebo 1 v zavislosti na hustoté populace odpovidajici potencialni mife kompetice

spermii (Crean & Marshall 2008).

1.3.2. Motilita spermii

Rychlost spermii je jednim zhlavnich rozhodujicich c¢initeld ve vysledku
kompetice spermii (Birkhead et al. 1999; Donoghue et al. 1999; Pizzari & Parker 2009).
Rozdilné frekvence mimoparovych paternit mezi druhy, kterd odpovida riziku kompetice
spermii, pozitivné souvisi s motilitou (hemzivosti) spermii (Kleven et al. 2009). Pokud

vvvvvv

reprodukéniho traktu (Liipold et al. 2009a). Zde se u ptakti nachazeji kanalky slouzici
k uchovavani spermii (SST — sperm storage tubules), ve kterych spermie preziji nékolik
dntl az tydnti a poté mohou oplodnit zralé vajicko (Briskie et al. 1997). Do téchto
kanalki se ale dostanou pouze nejrychlej$i spermie a zbylé jsou postupné sami¢im
reproduk¢énim traktem odstranény (Lorenz 1966)

Zakladni evolucni procesy, které¢ ovliviiuji rychlost a motilitu spermii, jsou
navzdory jejich zdkladnimu biologickému vyznamu doposud maélo znamy. Protoze
morfologie spermii se vyrazné¢ lisSi mezi druhy i vramci druhii (viz vyse), je
pravdépodobné, ze morfologie spermii je spjata s jejich rychlosti (Humphries et al. 2008;
Liipold et al. 2009b). Teoreticky piedpokladame, Ze budou rychlejsi spermie s delSim
krékem pulsobicim jako energetickd slozka (Cardullo & Baltz 1991) anebo s del$im
flagellem pisobicim jako kineticka slozka (Katz & Drobnis 1990) anebo ty spermie
s ur¢itymi pomeéry mezi jednotlivymi ¢astmi, jako napiiklad pomér hlavicky k biciku ¢i
kréku k celkové délce spermie apod. V praxi jsou vSak vysledky vyzkumi
nekonzistentni. Né&které srovnavaci studie provedené u ryb (Fitzpatrick et al. 2009),
savcl (Gomendio & Roldan 1991; 2008) a ptakd (Liipold et al. 2009a) dokazuji, Ze
druhy, které maji dlouhé spermie, maji zaroven rychlé spermie, ale jiné prace zde zadnou

pifimou souvislost nenachazeji (Kleven et al. 2009; Helfenstein et al. 2010b). Na
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vnitrodruhové Urovni tento vztah podporuji studie zabyvajici se vlastnostmi spermii u
jelentt (Malo et al. 2006) a zebficek (Mossman et al. 2009), ale na druhou stranu u
biehule fi¢ni (Riparia riparia) bylo zjisténo, Ze kratsi spermie jsou rychlejsi (Helfenstein
et al. 2008). U vrabce doméaciho (Passer domesticus) byla zjist€na zavislost motility na
poméru délky hlavicky k flagellu (Helfenstein et al. 2010b), celkova délka spermii zde
nesouvisela s rychlosti plavani spermii, ale odpovidala jejich zivotaschopnosti (longevite,
Helfenstein et al. 2010b).

Samci alespoil n¢kterych druht ptakd, napt. kura domaciho (Gallus gallus), jsou
schopni manipulovat kvalitou (motilitou) a mnozstvim spermii v ejakulatu podle kvality
partnerky (Cornwallis & O'Connor 2009). Motilita se muze ménit v zavislosti na
socialnim postaveni samce. Podtizeni samci kura domaciho produkuji rychlejsi spermie
nez dominantni samci a pokud se z podfizeného samce stane dominantni, jeho motilita se
snizi (Cornwallis & Birkhead 2007). Motilita mize byt ovlivnéna i vékem samce, kdy
stafi samci maji zhorSenou vykonnost pohybu spermii (Meller et al. 2009). Neni vSak
znamo, zda zména motility je zplUsobena zménou v morfologii. Uméle zvySené
energetické zatizeni u sykor (Parus major) zptsobuje snizeni motility, a to predevsim u
mén¢ ornamentovanych samct (Helfenstein et al. 2010a). Kondice samct tedy ovliviiuje
fenotyp spermii. Pokud je kondice samce signalizovana ornamentaci, i vlastnosti spermii

mohou souviset s ornamenty.

1.3.3. Mnozstvi spermii

Vysledek kompetice spermii je u nékterych druhti zprostiedkovan predevSim
relativnim poctem spermii od konkurujicich si samcii. (Martin et al. 1974, Briskie &
Montgomerie 1992, Gomendio et al. 1998, Gage & Morrow 2003). Produkce spermii je
pro samce velmi naro¢na (Olsson et al. 1997; Wedell et al. 2002; Skau & Folstad 2005).
Migrujici ptaci vytvaii spermie pouze v dob¢ pareni, mimo sezénu se varlata zmenSuji a
spermie neprodukuji (Birkhead & Meller 1992). Spermatogeneze (tvorba spermii) je u
ptaki pomérné rychld, trva piiblizné dva tydny (Clulow & Jones 1982; Jones & Lin
1993).

Mnozstvi spermii je silné zavislé na velikosti a struktufe varlat (Liipold et al.

2009c) a muZe souviset s velikosti vy¢nélku kloaky (kloakalni protuberance, CP, Rowe
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& Pruett-Jones 2006). U mnoha ptakt se u samci béhem hnizdni sezény zvétSuje
kloakalni vycnélek. ZvétsSeny vyenélek kloaky mnoha druhti pévcl je pravdépodobné
evoluénim vysledkem kompetice spermii (Birkhead & Moller 1992; Briskie &
Montgomerie 1993). Velikost vyénélku kloaky odrédzi pocet spermii, jak na
vnitrodruhové trovni (Tuttle et al. 1996; Peer et al. 2000; Tuttle & Pruett-Jones 2004),
tak 1 mezi druhy pévcu (Birkhead et al. 1993; Rowe & Pruett-Jones 2006), takze velikost
kloaky se zda byt divéryhodnym ukazatelem pro mnozstvi vytvotenych spermii.

Velikost kloakéalni protuberance samcli je ovSem velice variabilni znak
(Laskemoen et al. 2008; Laskemoen et al. 2010) a li$i se mezi mladymi a starymi ptaky
(Laskemoen et al. 2008). Tento znak vyrazné¢ kolisa v pribéhu roku, v souvislosti
s nastupem ¢i koncem hnizdni sezény (Newton & Dawson 2011). Objem kloaky
v obdobi hnizdéni je korelovan s reprodukénim uspéchem u vlastovek stromovych
(Tachycineta bicolor) (Laskemoen et al. 2010). Zaroven vyssi motilita spermii predikuje
vyss$i reprodukéni uspéch samce (Birkhead et al. 1999; Froman et al. 2002; Gage et al.
2004). Podle vysledki studie Laskemoen et al. (2010) mlize existovat souvislost velikosti

vy¢nélku kloaky s motilitou spermii.

1.4. Sekundarni ornamenty samcui a spermie

U ptaktl jsou druhotné pohlavni znaky napadnéjsi nez u jinych zivociSnych tiid
(Darwin 1871), proto jim bylo vénovano hodné pozornosti. Sam¢i sekundarni pohlavni
struktury mizeme rozd¢lit na znaky morfologické, u nichz je rozhodujici vlastnosti tvar,
velikost ¢i symetrie struktury, a na znaky pigmentozni, u kterych je rozhodujici vlastnosti
jejich barva nebo jind charakteristika ornamentéalniho opeteni (napft. velikost plochy pefii
urCité barvy, Andersson 1994; Hill & McGraw 2006). V detailu bude vybranym

ornamentim vénovana pozornost v nasledujicich kapitolach.
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1.4.1. Zbarveni

Ptéci jsou skupinou, u nizZ se mimotadn¢ rozvinulo vyuzivani barev povrchu téla
(opeteni) jako signdlu, predevSim vici sexudlnimu partnerovi ¢i kompetitorovi. Je to
podminéno jejich podstatné dokonalejsSim vidénim barev. Ptaci vnimaji svétlo v intervalu
320 — 700 nm (Hart 2001) a maji takzvané tetrachromatické vidéni. Ptaci rozliSuji
dvojnasobek barevnych odstinti nez Clovek a Ctyfnasobek nez vétSina ostatnich savcil
(Hastad 2003).

Sexudlni dimorfismus v barve peti se vyskytuje u velké ¢asti pévct (Eaton 2005),
takze zbarveni muze hrat dilezitou roli v pohlavnim vybéru. Zbarveni pefi muze byt
bud’to strukturdlni, zaloZené na interferenci a lomu svétla od mikrostruktur keratinovych
vrstev per, nebo zplsobené pigmenty (Badyaev & Hill 2000). Pigmenty v pefi jsou
melaniny, karotenoidy a porfyriny. Kazdy zptsob tvorby zbarveni ukazuje na jinou
slozku kvality jedince. Melaninové ornamenty mohou signalizovat dominanci a
agresivitu jedince (Senar 1999; McGraw et al. 2003; Ducrest et al. 2008). Karotenoidy
mohou slouzit jako Cestny signal samci kvality, nebot’ si je télo nedokdze samo vyrobit
(Gray 1996) a jejich depozice do pefti je ndkladna (Hill 2000). Dokonce i bila barva, ktera
je podle vSeho nejméné narocna na vytvoreni (neobsahuje zadny pigment), mize byt u
nekterych druhti signdlem kvality (Kose et al. 1999; Torok et al. 2003). Ackoli zde neni
nakladnd produkce znaku, je narocné jeho udrZzovani v bezvadném stavu (Bortolotti
2006).

Jelikoz ptaci vnimaji barvy jinak nez lidé, neni vhodné pfi studiich
ornamentalniho zbarveni pouzivat subjektivni metody posuzovani barev (Bennett et al.
1994). Objektivni metodou pro hodnoceni barvy, kdy neni opomenuta UV slozka
spektra, je pouziti méficiho pfistroje - spektrometru. Z namétenych hodnot odrazivosti
(reflektance) v jednotlivych intervalech vlnovych délek barevného spektra muize byt
urcen ton (H, hue), sytost (S, saturation) a jas (B, brightness) barvy, tzv. HSB model
(shrnuto v Andersson & Prager 2006). Tén, sytost 1 jas barvy pefi se miZze liit u
jednotlivych ptakil v ramci druhu v zavislosti na kondici (McGraw et al. 2002), ale také

se miize ménit béhem roku v zavislosti na stafi pera (Ornborg et al. 2002).
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1.4.2. Fluktuaéni asymetrie

Ornamenty a jiné pohlavni znaky se casto vyznacCuji bilateradlni symetrii a
slozitym designem. Fluktua¢ni asymetrie pfedstavuje odchylku od perfektni
morfologické symetrie struktur, které jsou v idedlnim stavu dvoustranné soumérné (Van
Valen 1962). ZvySujici se uroven fluktuacni asymetrie je u mnoha druhti spojovana
jednak s genetickymi stresovymi faktory a jednak se stresovymi faktory prostiedi
(Parsons 1990; 1992), jako je napt. sniZzena dostupnost potravy (Swaddle & Witter 1994).
Mira fluktua¢ni asymetrie tedy odrazi kondici jedince béhem doby, kdy se ten ktery znak
vyvijel (Swaddle et al. 1994). PIna exprese takového ornamentu se zda byt pomérné
nakladnd, a proto je fluktua¢ni asymetrie jednou z moznosti posouzeni kvality jedince
(Mgller 1991a).

Klasickym ptikladem vyskytu fluktuani asymetrie jsou zbran¢ samci, jako je
rozdilna velikost pravé a levé ostruhy ptakd nebo pravého a levého rohu brouki (Meller
1992a), anebo samicemi preferované ornamenty, jako napt. prodlouzena ocasni pera
ptakl. Samci s vice vyvinutym ornamentem maji obecné tento znak méné asymetricky
neZ samci s méné vyvinutym ornamentem (Moller 1991a; Moller & Hoglund 1991).
Samice se pfi vybéru partnera mohou spoléhat také na fluktuacni asymetrii samciho
ornamentu (Swaddle & Cuthill 1994), protoze prave tato signalizuje kvalitu jedince.

Fluktuacni asymetrie ornamentu by teoreticky mohla odrazet miru variability ve
fenotypu spermii, protoze usmérnujici selekce ptisobi na morfologii spermii ve prospéch
optimalniho fenotypu (Calhim et al. 2007), avSak vyssi stresova zatéz v dobé tvorby
spermii by pravdépodobné¢ méla za nasledek vySsi variabilitu mezi jednotlivymi

spermiemi v ramci jedince a zaroven nizsi miru symetrie jeho ornamentu.

1.4.3. Kvalita spermii a sekundarni ornamenty samc

U spermii obratlovcii probihd vysoky stupeii metabolické aktivity a soucasné i
produkce volnych radikald. Spermatické buiky jsou bohaté na polynenasycené mastné
kyseliny a to je déla nachylné k oxidaci volnymi radikaly (Wishart 1984; Surai et al.
1998). Volné radikdly mohou pozménit spermaticky cytoskelet a axonem, ¢imz

zpusobuji snizeni motility (de Lamirande & Gagnon 1992). Samci, ktefi utrpéli vysoky
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stupenn poskozeni zptisobeny volnymi radikaly, mohou byt neplodni ¢i zplodit méné
schopné potomky. Potom samice, které dokazi takové samce rozliSovat, budou selekci
zvyhodnény. Ale jaky mechanismus muze spojovat kvalitu spermii a atraktivitu samce?

Karotenoidy a nebarevné vitaminy slouzici jako pfirozené antioxidanty jsou
v ptirozenych podminkach dostupné pouze v omezeném mnozstvi (Olsson & Owens
1998; Hartley & Kennedy 2004). To zpusobuje trade-off mezi jejich vyuzitim do
ornamentu anebo imunitni funkce a tim se z ornamentu savéa Cestny signal. Exprese
karotenoidnich ornamentl signalizuje vystaveni jedince oxidativnimu stresu a zavisi na
jeho schopnosti bojovat s volnymi radikaly (von Schantz et al. 1999). Pokud by nebyl
v krevnim ob&hu dostatecny ptisun antioxidantii (napi. v podminkch oxidativniho stresu),
zhorSila by se tak kvalita spermii a zaroven kvalita ornamentace (Blount et al. 2001;
Velando et al. 2008). To potvrzuje prace Peters et al. 2004) srovnavajici vztah mezi
karotenoidnim ornamentem, imunokompetenci a motilitou spermii. Samice kachen (Anas
platyrhynchos) mohou podle intenzity zbarveni zobadku odhadnout motilitu, a tudiz
plodnost, svého piipadného partnera. Podobné dalsi korela¢ni studie provedené u ryb
ukazuji, Zze samci s relativné vét§imi oblastmi oranzové pigmentace maji signifikantné
rychlejsi a vice zivotaschopné spermie nez méné ornamentovani samci (Locatello et al.
2006; Pitcher et al. 2007). To naznacuje mozny vztah mezi pfijmem karotenoidii a
kvalitou spermii. Experimentalné bylo zjiSténo, ze fenotyp spermii a ornamentace samct
muzou byt davany do souvislosti diky spolecné reakci na oxidativni stres (Helfenstein et
al. 2010a).

Nejenom u karotenoidnich, ale i u melaninovych ornamenti byla nalezena
souvislost s fenotypem spermii. Tmavsi samci lejska cernohlavého (Ficedula hypoleuca)
nejenze hnizdili na lepSich teritoriich, ale zaroven méli 1 delsi spermie (Calhim et al.
2009). Tyto vysledky jsou v souladu s hypotézou fenotypu spojeného s plodnosti
(Sheldon 1994), ktera tvrdi, ze druhotné pohlavni znaky mohou samicim poskytnout
informace o fertilizaCnich schopnostech samct (Trivers 1972). Samci lejska
¢ernohlavého maji melaninovy ornament, ktery je u nich dédi¢ny (Lundberg & Alatalo
1992; Slagsvold & Lifjeld 1992), ale zaroven kondi¢n¢ zavisly (Slagsvold & Lifjeld
1992) a také zavisi na véku samce. Zde je jista paralela s ornamenty vlastovky obecné,
(viz kapitola 1.5.2.). Vzhled samce miize souviset s fenotypem spermii (Calhim et al.
s fertilizacnim Uspéchem pak miize vést k selekci na fenotyp spermii, takze variabilita

spermii v rdmci samce i tvar a délka spermie muze souviset s jeho ornamentaci.
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1.5. Modelovy druh

Diky celkem vysoké pocetnosti a snadné dosazitelnosti jak hnizd s mlad’aty, tak i
dospélych ptaku, a také vzhledem k ptitomnosti napadnych ornamenti je vlastovka cilem
mnoha studii zabyvajicich se pohlavnim vybérem a jeho roli vevoluci druhotnych
ornamenti a pohlavniho dimorfismu. V nésledujicich kapitolach bude tento druh

pfedstaven podrobnéji.

1.5.1. Vlastovka obecna

Vlastovka obecnad (Hirundo rustica) patiti mezi pévce (Passerines), Celed
vlastovkoviti (Hirundinidae). Tento hmyzozravy ptak, vazici okolo 20 g, u nas hnizdi od
kvétna do srpna a protahuje od dubna do fijna (Svensson & Grant 2004). Na zimovisté
odléta do subsaharské Afriky. Hmyz lovi v letu, takze k tomu ma uzpisobeny kratky, ale
Siroky zobak, dlouhd a pomérné izka kiidla umoziujici rychlé manévrovani ve vzduchu
a dlouhy, vidli¢naté vykrojeny ocas. Znaky charakteristické pro pefti vlastovek zahrnuji
kovovée lesklé cerné pefi na dorzélni strané téla, kaStanoveé Cervené Celo a hrdlo, jehoz
zbarveni neni tvofeno karotenoidy, jak se myslelo diive (Stradi 1998, Saino et al. 1999),
ale melaniny (McGraw et al. 2004), a prodlouZena vnéjsi rydovaci pera ve tvaru pismene
V. Blizko koncl rydovacich per jsou napadné bilé skvrny, které se stavaji dobie
viditelnymi pfi roztazeni ocasu do vé&jife, napiiklad béhem namlouvacich rituali (Meller
1994). Tyto bilé skvrny slouzi pravdépodobné k vizudlni komunikaci na tmavych
hnizdiStich, jako jsou dutiny stromt, jeskyné¢ anebo v soucasnosti predev§im lidska
obydli (Meller 1994). Ventralni zbarveni téla mize byt od Cisté bilé pies bézovou az po
témer rezavou barvu, pti¢emz toto zbarveni se lisi také geograficky — v Evropé (Hirundo
rustica rustica) jsou vlastovky bélejsi (Obrazek 2), zatimco v severni Americe (H.

rustica erythrogaster) spise rezav¢jsi (Safran & McGraw 2004).
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Obrazek 2: Viastovka obecna. Foto MS.

Juvenilni mlad’ata se od dospé€lct lisi kratSimi kiidly a tupymi a kratkymi
ocasnimi pery a také svétleji zbarvenym Celem a hrdlem. V tomto stadiu zatim nelze
odlisit samce od samice. To je mozné az po prvnim celkovém piepelichani. Dospély
samec se od samice li$i ndpadn¢ delSimi krajnimi rydovacimi pery. Samice maji v dobé
hnizdéni zvyraznénou bfisni nazinu.

Socidlni monogamie je typickym usporadanim pro vice nez 90% vSech ptacich
druhti (Lack 1968) a toto uspofadani plati i pro vlaStovky. Pary hnizdi nejcastéji
v koloniich, kde si kazdy samec svym zpévem obhajuje malé teritorium v blizkosti
hnizda. Svou partnerku si brani a hlidd ji pfed ostatnimi samci. K mimoparovym
kopulacim vSak n¢kdy dochdzi a to pfedevsim se sousedicimi samci. U riznych populaci
vlastovek bylo zjisténo 18% - 33% mimoparovych mlad’at (EPY — extra-pair youngs,
Smith et al. 1991; Mgller & Tegelstrom 1997; Saino et al. 1997; Mgller 2003; Kleven et
al. 2006). Samice klade vzdy jen jedno vejce denné¢ do miskovitého hnizda z blata a
rostlinného materidlu. SntiSka obsahuje od jednoho do Sesti vajec, vétSinou vsak 4-5
(p=0,78, N =64, vlastni pozorovani). V jedné sezoné¢ mize par odchovat i 2 az 3

snusky.
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1.5.2. Studie provedené na druhu viastovka obecna

vvvvvv

vlaStovkach, a to samoziejmé predevsim ty prace, které se tykaji druhotnych pohlavnich
znakd, pohlavniho vybéru a kvality spermii.

Zakladni udaje o fenotypu spermii vlastovky obecné byly publikovany ve studii
zkoumajici vliv radiace na znaky spermii (Meller et al. 2008a). Detailnéj$i informace
vSak zatim nejsou k dispozici. AvSak vliv radiace se stal predmétem rozsahlejSiho
vyzkumu (Meller et al. 2005a; Moller et al. 2005b; Bonisoli-Alquati et al. 2011).
Ochranéni nékterych znakG spermii pied radiaci pomoci antioxidantd funguje
pravdéodobné¢ vyménou za =zhorSeni jinych vlastnosti. Samci vystaveni radiaci
produkovali bud’ mens$i mnozstvi rychlejSich spermii anebo naopak vétSi mnozstvi
pomalejSich spermii (Bonsioli-Alquati et al. 2011).

Dals$im tématem zkoumanym na vlastovkach je metilita spermii a zjistovani
toho, co ji ovliviiuje. Zpusob plavani spermii ve fyziologicky neutralnim roztoku se mize
lisit od zplsobu plavéani v tekutiné ze samiciho reprodukéniho traktu (Meller et al.
2008b). Také s piibyvajicim v€kem se zhorSuji nékteré parametry motility spermii
tekuting€ nez spermie mladych samct (Meller et al. 2009).

Druhotnymi pohlavnimi znaky u ptakt jsou Casto prodlouZena pera anebo jiné
podobné, nékdy az obskurni struktury (Ligon 1990). U vlaStovky je velikost tohoto
ornamentu dédicna (Meller 1991b; Saino et al. 2003), ale délka ocasnich per se mize
ménit s vékem samce, a to predev§im po prvnim roce zZivota (Meller 1994; Balbontin et
al. 2010; Lifjeld et al. 2011). Dilezitost délky ocasnich per pro reprodukéni tispéch byla
demonstrovana v n€kolika pracech. V jedné z nich méli samci, kteti nedokézali ziskat
partnera, prokazatelné kratsi ocasni pera nez zadani samci (Moller 1992b). Dlouhé ocasni
pera jsou také spojovana se zvySenou pravdépodobnosti ziskani EPP (Moeller &
Tegelstrom 1997; Saino et al. 1997; Mgller 2003; Kleven et al. 2006). Navic samci
s delSimi ocasnimi pery dokazi ziskat kvalitnéj$i samice, které maji vyssi hmotnost a
plodnost v porovnani se samicemi, které maji za partnery samce s krat§imi ocasnimi pery
(Moller 1992b). Jednim z dalSich signald ukazujicich na kvalitu samce je i symetrie

ocasu (Mpller 1991a). Stupenn asymetrie negativné ovliviiuje schopnost manévrovat
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béhem letu (Moller 1991a). Samice si vybiraji rad¢ji ty samce, ktefi maji stejné dlouha
krajni rydovaci pera (Meoller 1993).

Vlastovky maji na periferii ernych ocasnich per bilé skvrny. Tyto skvrny
vykazuji pohlavni dvojtvarnost - jsou vEtSi u sameti nez u samic a také u dospéleti nez u
nedospélych jedincii (Kose & Mpgller 1999). Bil4 pera neobsahuji zadné pigmenty, takze
jejich struktura neni zpevnéna tak jako u ostatnich per. To ma za nasledek nejenom
snaz$i opotfebovani, ale 1 hojnéjsi vyskyt paraziti (Kose & Moller 1999). Velikost bilych
skvrn tak miize byt pro samice Cestny signal o kvalit¢ samce (Kose 1999).

Schopnost vnimat svétlo a barvy i v ultrafialovém spektru (320-400 nm) byla
prokdzéna u mnoha ptaka, vlaStovku nevyjimaje (Chen et al. 1984). Iridescentni pefi na
dorzélni strané téla vlaStovky vykazuje rozdilnou odrazivest v UV spektru u obou
pohlavi (Perrier et al. 2002). U dospé€lych samct je odrazivost vyssi nez u samic, ale sila
reflektance se ve studii neli$i mezi sparovanymi a nesparovanymi samci. Z toho autofi
usuzuji, ze v soucCasnosti je sila pohlavniho vybéru na cerné dorzalni zbarveni
ptinejlepSim velmi slaba.

Pigmenty zbarvena bfisni strana téla je pohlavné selektovany znak u amerického
poddruhu vlastovky obecné (Hirundo rustica erythrogaster). Samci s tmavs$im
ornamentem maji vysSi reprodukéni Uspéch, protoze tvoii pary s difive hnizdicimi
samicemi (Safran & McGraw 2004), a samice, které maji atraktivnéji zbarveného
partnera, vice investuji do krmeni mlad’at (Maguire & Safran 2010).

Vlastovky jsou pouzivany i jako modelovy druh pfi manipulativnich pokusech s
ornamenty. Experimentalni manipulace s krajnimi rydovacimi pery ukazala, ze delsi
pera zvySuji u samcl jejich reprodukéni uspéch (Saino et al. 1997). ProdlouZeni per
vyustilo ve zvySenou pravdépodobnost ziskdni (Meller 1988) a udrzeni (Meller 1990)
partnera, ¢asné€jsi patfeni v hnizdni sezéné¢ (Meller 1990) a pravdépodobnéjsi produkci
druhé snisky (Meller 1992b).

Navzdory tomu, ze si samice prednostné vybiraji samce s delSim ocasem, nezda
se, Ze by tito samci poskytovali svym partnerkam néjaké ptimé vyhody. Samice, které
mély za partnery samce s uméle prodlouzenym ocasem, krmily svd mldd’ata vice nez ty
samice, které mély partnery se zkracenym ocasem (de Lope & Moller 1993). Neni ale
jasné, jestli bylo toto zvysSené usili zptisobeno tim, ze samice ocekavaji ve svém hnizdé
,»dobré geny* anebo sniZzenou efektivitou krmeni jejich dlouhoocasych partnerii (de Lope

& Moller 1993; Cuervo & Moller 2006).
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Pfehnan¢ zvétsené znaky jsou podle mnoha teorii pohlavniho vybéru signaly
kondice a kvality jejich nositele. Ziejmou nevyhodou prodlouzenych per je jejich vliv na
létani. VlaStovky s uméle prodlouZenymi ocasnimi pery lovi men$i a tudiz méné
vyhodnou kofist (Meller & de Lope 1994; Moller et al. 1995). Tyto vysledky podporuji
teorii, Ze prodlouzend ocasni pera funguji pro samce jako nakladny handicap pfi letu.
Naopak artificidlni zkraceni ocasnich per o 10 az 12 mm maximalizovalo schopnost
manévrovat v letu, ale dal$i zkracovani uZ tuto schopnost opét zhorSovalo (Buchnan &
Evans 2000; Rowe et al. 2001).

Ptirozené prodlouzend ocasni pera umoziiuji vlastovkam 1épe manévrovat v letu
diky zménam vlastnosti ndbézné strany a umoziuji tak kratsi radius (Norberg 1994), coz
naznacuje evoluci prodlouzenych ocasnich per plsobici i mimo pohlavni vybér (Evans

1998, Rowe et al. 2001).
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1.6. Hypotézy a cile prace

Tato prace se snazi odpoveédét na Ctyti zakladni otazky: 1) Jaka je opakovatelnost
(repeatabilita) v morfologii a v motilit¢ spermii v rdmci samce béhem jedné sezony a
mezi sezénami? Cili jak jsou znaky spermii stabilni a zda je 1ze pouZit pro charakterizaci
kvality jednotlivych samcl v populaci. 2) Jaky je vztah mezi morfologii spermii a jejich
motilitou? 3) Signalizuje druhotny ornament samct (délka ocasnich per, zbarveni)
kvalitu spermii? 4) M4 manipulace ornamentu (sniZeni atraktivity/kondice samce) vliv na

fenotyp spermii?

Jednotlivé cile prace byly:
A. prozkoumani variability v morfologii a v motilit¢ (hemzivosti) spermii
mezi samci volné zijici jihoCeské populace vlaStovek
B. zjiStovani variability a opakovatelnosti znakli spermii v rameci

jednotlivych samcti v prubéhu jedné hnizdni sezény a mezi dvéma nasledujicimi

roky
C. sledovani vztahu mezi motilitou spermii a jejich morfologii
D. stanoveni vztahu mezi mnozstvim spermii (velikosti vy¢nélku kloaky

samce) a motilitou spermii

E. ovéteni predpokladu, Ze ornamentace samce (délka a symetrie rydovacich
per, velikost bilych skvrn na ocase, zbarveni) indikuje kvalitu jeho ejakulatu
(morfologie spermii, motilita)

F. stanoveni vlivu manipulace na fenotyp spermii
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2.Metodika

2.1. Material

2.1.1.Vyzkumné lokality

Terénni prace probihaly na dvou blizce lezicich, ale izolovanych lokalitach
vjiznich Cechach vblizkosti CHKO Tiebotisko — Saloun (49°4'7.762"N,
14°42'36.521"E) a Luznice (49°3'25.288"N, 14°46'10.82"E), okres Jindfichtiv Hradec,
Ceska Republika (viz Obrazek 4). Na obou lokalitich vlastovky hnizdi uvnité
zemédelskych budov (staji a chlévil), coz umoziuje odchyt vSech hnizdicich jedinci.
V ramci jiné souvisejici prace byl v roce 2010 sledovan prubéh hnizdéni vlaStovek na
sledovanych populacich, ktery je pro ilustraci zndzornén 1 zde (Obrazek 3). V grafu na
ose x je uveden datum kontroly, na ose y je pocet aktivnich hnizd. Modrd barva
znazoriuje soucet nové zapocatych hnizdéni v daném tydnu a zelend barva znazornuje

pocet hnizd s mlad’aty v dob¢ kontroly.

Obrazek 3: Pritbeh hnizdeni na sledovanych lokalitach
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2.1.2. Odchyty

Vlastovky z volné Zzijici populace byly chytany v letech 2009 a 2010. Druhy rok
(2010) byly odchyty provadény opakované béhem celé hnizdni sezony od kvétna do
cervence v peti odchytovych akcich (oznaceni S1- S5). Odchyty byly provadény do
narazovych siti umisténych vétsinou pred vletovym otvorem do budovy, kde ptaci hnizdi,
anebo piimo uvnitt budovy. Odchyceni byli v pribehu sezény vSichni hnizdici ptaci -
samci 1 samice z dané lokality, ne vSak v prib¢hu jedné odchytové akce. VSichni jedinci
byli oznaceni hlinikovymi krouzky s unikatnim kédem Narodniho muzea v Praze. Samci
byli navic oznaceni kombinaci barevnych krouzkid umoziujici pozdéjsi identifikaci
socidlnich partnerti na jednotlivych hnizdech. Samice byly po okrouzkovani a odebrani
vzorku krve nasledovné ihned vypousStény. Samce jsme méli po dobu manipulace
v platénych, prodySnych saccich, uréenych specialné pro ptenos ptakd. Takto byli ptaci
preneseni do improvizované laboratofe v tésné blizkosti odchytové lokality, kde byla

provadéna méteni a odbéry vzorka.

2.1.3. Méfeni

Po skonceni odchytii jsme provedli nejriznéjsi morfometrickd méteni — hmotnost
byla stanovena pomoci digitalni vahy (Pesola, MS500, 0 — 500 g, d=0,1 g), byla
zmétena délka kiidla (pravitko se zarazkou s presnosti na 0,1 cm), délka tarsu (digitalni
posuvné méfitko o rozsahu 0 - 150 mm, rozliSeni 0,0lcm, chyba + 0,03 mm), délka
pravého a levého krajniho rydovaciho pera (méfitko s hiebickem slouzicim jako zarazka
k pfesnému urceni baze pera). Velikost vy¢nélku kloaky byla méfena jako délka (d;) x
Sitka (dp) x vyska (digitadlni posuvné méfitko). Rozméry d; a d, byly méfeny pii bazi
kloaky, vyska od baze ke spi¢ce. Kazdé méteni jednotlivych veli¢in bylo provadéno vzdy

pouze jednim ¢lovékem, aby nedoslo ke zkresleni dat rozdilnou chybou méteni.
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2.1.4. Sbér vzorku a dat

Vzorky spermii byly odebrany neinvazivni metodou jemné masaze kloakalni
protuberance (Wolfson 1952). Cast ejakulatu byla ihned po odbéru prenesena pomoci
mikrokapilary (50 mm/40 pl, Keraglass, Czech Republic) do média DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Advanced D-MEM, Invitrogen, Carlsbad, CA) vyhtatého na
40°C. Kapka (cca 2 ul) této smési byla okamzité (béhem cca 30 sekund od odbéru)
aplikovéna na ptredehiatd mikroskopickd Leja sklicka (20 pm hlubokd, ¢tyf komorova,
Leja, Nieuw-Vennep, The Netherlands) a pohyb spermii byl naticen pomoci
mikroskopického setu (mikroskop CX41 s fazovym kontrastem, digitalni kamera UI-
1540-C, program QuickPhoto Industrial 12.3, Olympus) pii 100 ndsobném zvétSeni.
V jedné komitrce bylo postupné po dobu asi dvou az péti vtefin nataceno vzdy nékolik
mist, diky ¢emuz byl zaznamenan vétsi pocCet spermii. Na mikroskopickém setu byla
nainstalovana pruhlednd vyhfevna desticka (ThermoPlate, MATS-US55S Tokai Hit,
Olympus) udrzujici konstantni teplotu 40°C.

Zbyla Cast spermatu byla smichana s 10% formalinem a pozdé¢ji byla pouzita
k analyze morfologie. Krev (cca 50 pl) byla odebrana zloketni zily vena ulnaris a
uchovavéna v 96% ethanolu v 1,5 ml mikrozkumavkach (Ependorf) pro pozdé&jsi vyuzZiti
k analyzam paternity.

Samci byli vyfotografovani za standardnich podminek digitalnim fotoaparatem
Nicon D40. Pozadi tvofila standardni Seda tabulka Kodak a pfilozené méftitko
s milimetrovou piesnosti. Vyfotografovana byla hrud’ kazdého samce a také jeho svrchni
strana pravé poloviny rydovacich per roztazenych tak, aby bilé skvrny nebyly v zakrytu a
bylo tak mozné zméftit jejich plochu (Obrazek 5).

Poté bylo kazdému samci odebrano vzdy cca 6 az 10 per, coz je dostatecny pocet
k analyze barevnosti pomoci spektrometru (Quesada & Senar 2006), ze tii rtzné
barevnych oblasti na téle — cihlové cerveného hrdla, bélavého biicha a ¢ernych zad. Tato
pera byla ulozena do uzaviratelného igelitového sacku popsaného kodem samce a pozdé;ji

byla uchovéavana az do doby analyzy na tmavém misté za neptistupu svétla.
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Obrazek 5: Ornament samce na svrchni strané ocasu, foto MS

2.2. Experimentalni design

Cilem experimentu bylo sledovani vlivu manipulace s velikosti ornamentu na
charakteristiky spermii. Konce rydovacich per samcti byly po prvnim odchytu zasttizeny
vzdy o 2 cm. Kazdy lichy odchyceny samec byl kontrolni, kazdy sudy byl manipulovany.
Zkracovani bylo provadéno pouze na zacatku sezény, v odchytech S1 a S2, kdy byla
odchycena vétSina populace. Zkraceni ocasu o 2 cm by mélo snizit atraktivitu samce
(Moller 1988) a zaroveinl zhorsit jeho manévrovaci schopnosti (Evans 1998; Buchnan &
Evans 2000; Rowe et al. 2001) a tudiz i ztizit dosaZitelnost potravy a tak snizit kondici
manipulovaného samce. Jelikoz tvorba spermii je pro samce nakladna, chtéli jsme
otestovat, zda se snizend kondice projevi na spermatogenezi. Tvorba spermii od
pocatecniho déleni prvotni zadrode¢né samci pohlavni buniky do stddia zralé spermie u
ptaki trva piiblizné 11 dni (Clulow & Jones 1982; Jones & Lin 1993), takze vliv
manipulace na fenotyp spermii by se m¢l pravdépodobné nejvice projevit po této dobé.
Spermie byly znovu odebrany a méteny po cca 3 az 4 tydnech, aby se s jistotou stihnul
dokoncit cely cyklus spermatogeneze. Zkraceni ocasu miize mit dopad na reprodukéni
na dvou rtiznych urovnich pohlavniho vybéru: socialni (intersexual, female mate choice)

anebo fyziologické (intrasexual competition). Bud'to se samicim nemusi libit partner
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s kratkym ocasem a tim padem s nim nebudou chtit kopulovat (méné EPC) anebo kvtli
horsi kondici bude mit samec mén¢ kvalitni spermie v kompetici s ostatnimi samci, tudiz
oplodni méné vajicek (méné vlastnich mlad’at i EPY). Sledovani reprodukéniho Gspéchu

samct vSak nebylo cilem této prace.

2.3. Analyza dat

Po skonceni hnizdni sezony byly analyzovany morfologické parametry ze
ziskanych vzorkli spermii zroku 2009 i 2010. Z videozaznamli byla vyhodnocena
motilita spermii jednotlivych samct z pribéhu sezény 2010. Velikost ornament byla
urcena z fotografii a ze vzorki pefi bylo méfeno jejich zbarveni za pomoci spektrometru.

Podrobnéji viz nize.

2.3.1. Morfologie spermii

Kapka (cca 3 pl) ze vzorku spermii uchovavanych ve formalinovém roztoku byla
nanesena na sklicko, kde byla opatrné rozetfena a ponechana pies noc oschnout. Tim
bylo zajisténo piichyceni spermii ke sklicku. Druhy den byly zaschlé vzorky omyty
destilovanou vodou a tak byl odstranén vysrdZeny formalin. Optickym svételnym
mikroskopem AxioPlan2 (Zeiss) s kamerou AxioPhot2 (Zeiss) byly potizeny digitalni
fotografie nejvyssi mozné kvality (4080 x 3072). Pro pofizeni fotografii bylo vzdy
pouzivano zvétSeni x400. Pro méfeni vyfotografovanych spermii byl pouzit software
AxioVision rel. 4.8. Abnormalni spermatické buniky, které mély naptiklad zlomeny bicik,
poni¢eny anebo chybéjici akrozém, nebyly do métfeni zahrnuty. Pro vyhodnoceni
morfologie bylo zméteno 30 spermii od kazdého jedince zkazdého odchytu. Tento
vzorek je vice nez dostateCny pro urceni morfologie spermii pro jednotlivé samce i pro
zaznamenani ptipadnych zmén beéhem sezoény a i pro urceni jejich variability (Laskemoen
et al. 2007). RozliSovala jsem tfi snadno rozpoznatelné komponenty - hlavicku, kréek a
bicik. Zmetfena byla délka jednotlivych Casti spermie v mikrometrech (um). Celkova

délka spermie pak byla souctem téchto hodnot. Délka flagella je souctem délky kréku a
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bic¢iku. DalSim moznym vyjadienim vlastnosti spermie je relativni délka krcku, kterd je
podilem délky krcku k celkové délce spermie.

Pro vyjadfeni miry variability hodnot v souboru dat byly pouzity koeficienty
variace, CV (Sokal & Rohlf 1981), které byly spocitany podle nasledujiciho vzorce:

cv =3P 100

X
Kde: CV... variaéni koeficient

SD... smérodatnéa odchylka

X .. aritmeticky pramér z namétenych hodnot

Tento koeficient se udava v procentech. V dalSich analyzach bude rozliSovan
koeficient variace mezi samci (CVps), tzn. variabilita znaku v populaci, a koeficient
variace v ramci samce (CVys), tzn. proménlivost znaku u jednotlivych samcti v sezong.

Odhady opakovatelnosti byly ziskdny pomoci komponent rozptylu jednosmérné

ANOVY (Becker 1984). Pro spocitani opakovatelnosti byl pouzit vzorec:

r=L kde: CZM
c+MS,

n
Kde: c ... koeficient
MS.... variabilita uvniti vybéru (mean squared variation due to error)

MS,... variabilita mezi vybéry (mean squared variation due to groups)

n ... pocet méfeni

Pokud se opakovatelnost rovna nule, znamena to, ze ve vzorku neni Zadny
konzistenetni odhad parametrii mezi méfenimi anebo mezi odbéry od stejného jedince, a

pokud se opakovatelnost rovna jedné, znamend to uplnou identitu odhadu parametra

mezi vzorky od stejného jedince.
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2.3.2. Motilita spermii

Videozaznamy pohybujicich se spermii byly pfevedeny na kvalitu 50 Hz a poté
vyhodnoceny za pouziti pocitacového programu pro analyzu pohybu spermii CASA
(Computer Assisted Sperm Analysis, CEROS, Hamilton Thorne, Inc. USA). Program byl
nastaven na 50 Hz a na pocet snimkti 25, coz znamend, Ze spermie byly sledovany 0,5 s.
Detekce bunck byla nastavena na minimalni kontrast 40 a minimalni velikost bun¢k 20
pixeld. ZvétSeni bylo nastaveno podle métitka pfilozeného na mikroskopu (%2,04). Pro
kazdého samce byly spocitany rizné parametry motility spermii na nékolika zaznamech.

Vystupem programu CASA jsou mimo jiné také udaje VAP (velocity average
path, [um.s™]), udavajici rychlost po upravené, mirn& vyrovnané trajektorii, VCL
(velocity curvilinear, [pm.s™']), popisujici rychlost na celkové trajektorii, skladajici se ze
vSech jednotlivych bodi, kerymi spermie proplavala, a VSL (velocity straight line,
[um.s™]), coz je rychlost spoditand na p¥imé trajektorii od vychoziho bodu méfeni
k nejvzdalenéjsimu bodu, kam az se spermie dostala v dané métené casové period¢€. Tyto
proménné spolu vysoce koreluji (Fitzpatrick et al. 2007), takZe pro popis motility byly
pouzity pouze hodnoty jednoho parametru. Motilitu spermii plavajicich na sklicku; bez
pfitomnosti vajicka, schopného atrahovat spermie urcitym smérem; nejlépe reprezentuje
parametr VCL (Kleven et al. 2009) a také u této hodnoty dochazi k nejmensimu zkresleni
dat pii vyhodnocovani programem (Lars Eric Johannessen osobni konzultace), takze
dand hodnota by méla nejvérnéji popisovat motilitu méfenych spermii.

Spermie s VAP mensim nez 30 pm.s” anebo VSL men§im nez 25 um.s" byly
oznaceny jako pomalé a byly vylouCeny z dalSich analyz. Hodnoty VCL byly pted
ststistickymi analyzami zlogaritmovany (InVCL), aby odpovidaly normalnimu rozloZeni.
Pii pocitani byl primér zmétenych hodnot vazen poctem zaznamenanych spermii.

Celkové byla motilita zméfena ze 153 ejakulati od 69 samci z roku 2010.

2.3.3. Velikost vyénélku kloaky

Velikost vycnélku kloaky mize byt spocitdna podle vzorce pro objem
elipsovitého valce jako vyskaxmx0,5d;x0,5d, (Laskemoen et al. 2008; Laskemoen et al.
2010) anebo jako vyska x délka (Newton & Dawson 2011). Ale protoze vyska
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kloakalniho vy¢nélku je nasemi dostupnymi metodami velice tézko piesné zméfitelna
proménna, je presnéjsi zmeéteni pouze obsahu a tedy pouziti pouze rozmérti métenych pii
bazy kloaky, sitky a délky, d;xd,. Takto ziskané udaje o velikosti kloaky byly pouzity

pro dalsi analyzy v této praci.

2.3.4. Ornamenty

Jako mira velikosti ornamentu byl pouzit primér namétenych hodnot délky obou
krajnich rydovacich per, jejich symetrie (relativni hodnota rozdilu délky pravého a
levého rydovaciho pera vztazena k celkové délce ocasu) a velikost plochy bilych skvrn
na svrchni strané rydovacich per. Plochu jsem méfila za pomoci programu AutoCad
2010. Program byl kalibrovan podle métitka na fotografiich. Celkova velikost plochy

skvrn byla spocitana jako soucet obsahti skvrn na vSech péti rydovacich perech.

2.3.5.Zbarveni

K urceni barevného spektra z odebranych peticek byl pouzit spektrometr Avantes
Avaspec 2048 se svételnym zdrojem Avalight XE (Avantes BV, Eerbeek, The
Netherlands). Peficka z jednotlivych barevnych oblasti (kovové lesklé Cerné pefi na
dorzalni strané téla, kastanové ¢ervené hrdlo a bélavé biicho) byla na sebe srovnana tak,
aby se co mozna nejvice piekryvala a utvoftila tak souvislou, jednobarevnou vrstvu.
Takto byly pfipevnény k podkladu izolacni paskou, aby nedochazelo k nechténému
zptehéazeni pii mefeni. Spektralni kiivky byly ziskavany opakovanym piikladanim sondy
vzdy do stejné vzdalenosti od povrchu peficek (cca 2 mm) pod fixnim uhlem 45°, a to
vzdy 3x z pravé strany a 3% z levé strany. Méfeni bylo relativni, vztazené ke tmavénu
standardu s minimalni odrazivosti a k bilému standardu (WS-2), které byly nacteny pired
kazdym pouzivanim spektrometru. Ze Sesti méfeni byly spocitany priméry odrazivosti
v jednotlivych intervalech vlnovych délek a ztéchto primérnych hodnot pak byly

spocitany jednotlivé komponenty barvy.
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Pfi pouziti spektrometru dostaneme velké mnozstvi dat, ze kterych se riznymi
metodami daji vypocitat jednotlivé proménné, jako napiiklad celkovd odrazivost,
primérnd odrazivost ¢i intensita, spektradlni nasyceni, jas a sytost barvy anebo barevny
odstin. Ja jsem k objektivnimu urceni barvy pouzila popisné hodnoty ton (hue, H), sytost
(saturation, S) a jas (brightness, B). K vypoc¢tu HSB jsem pouzila téchto rovnic (Endler
1990; Andersson & Prager 2006):

H= arctan{

(3, —Bb)/B,:I

(B.-B,)/B

s=4(8.-B,f +(8,-B,f

j'7(10

BzZRi/nw

}'320

Kde: B... celkovy jas (v rozsahu 320 — 700 nm)

By ... jas v rozsahu modrého spektra (400 — 475 nm)
B, ... jas v rozsahu zeleného spektra (475 — 550 nm)
B: ... jas v rozsahu ¢erveného spektra (625 — 700 nm)
By ... jas v rozsahu Zlutého spektra (550 — 625 nm)
R; ... odrazivost v dané vlnové délce

ny ... pocet intervalil vinové délky pouzitych k vypoctu celkového jasu

2.3.6. Statistické metody

K vyhodnoceni statistickych udaji byly pouzity programy STATISTICA 8 a R
2.13.1. (R _Development Core Team 2011). Data v mnoha ptipadech nespliiovala
podminky normalniho rozloZeni (Kolmogorov-Smirnoviiv test normality), proto musela
byt logaritmicky transformovana, aby mohly byt pouzity parametrické testy. Pro vétSinu
provadénych analyz byly pouzity obecné linearni modely (ANOVA, regrese).
V modelech, kde ani po transformaci dat nebylo doszeno normalniho rozlozeni dat, byly
pouzity neparametrické testy (Spearmantiv korelacni test).

Pro analyzu zmén morfologie spermii (celkové délky), motility spermii a velikosti

kloaky v prubéhu sezény byly pouzity obecné mixované modely (GLMM v balicku Ime4
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v programu R). V téchto analyzach byli vyuziti vSichni samci odchyceni v prubéhu
sezony alesponl dvakrat. Analyza zahrnula identitu samce jako ndhodny intercept a datum
odchytu jako ndhodny sklon (slope, Faraway 2006).

Analyza v R zapocala vzdy vystavénim plného modelu. Pro ziskdni minimalniho
adekvatniho modelu (Crawley 2007) byly v ptipad¢ linearnich modeld postupné pomoci
funkce dropl v programu R odstranovany nesignifikantni proménné porovnavanim
modeld mezi sebou. ZjednoduSené teceno, funkce dropl zobrazuje hodnotu AIC
(Akaike’s information criterion, zahrnujici komplexnost a vysvétlujici hodnotu modelu)
pro model, ze kterého je odstranéna pravé jedna proménna, a udava i hodnotu AIC pro
nulovy model (Crawley 2007). V kazdém kroku byly proménné, jejichz odstranéni vedlo
pfipadné minimalni adekvétni model, se vSemi Cleny prikaznymi (Crawley 2007).
Opodstatnénost odstranéni proménné (srovnani kandidatnich modelit) bylo verifikovano
standardnimi testy (F statistika v pfipad& linearnich modeld ¢i Chi® v pripadé GLMM).

V ptipad¢€ interkorelace proménnych byla pouzita analyza hlavnich komponent
(PCA) pro zjednoduSeni korelovanych dat za minimalni ztraty informace. Pro dalsi
vypocty byly déle uvazovany pouze faktory nejlépe vystihujici variabilitu proménnych,
ale vzdy s eigenvalue vyssi nez 1. Pro vSechny analyzy byly za signifikantni povazovany
vysledky s p < 0,05. Priméry jsou prezentovany se smérodatnou chybou odhadu + SE.

Nebylo mozné pouzit vzdy pro kazdou analyzu data od vsech samcil z divodl
mozného ovlivnéni vysledkli manipulaci. Pro analyzy variability a opakovatelnosti
morfologie a motility spermii byla proto pouzivana pouze data od nemanipulovanych
samcu. Pro analyzy vztahu ornamentu a morfologie spermii byla pouzita data z prvniho
odbéru, kdy jesté nebyl zaddny samec manipulovany. Ne vSichni samci byli chyceni pfi
vSech odchytovych akcich, proto se u nich li§i Casovy rozestup v porovnavanych
vzorcich. K analyzam vlivu manipulace byli proto pouziti pouze samci chyceni na

zacCatku sezony a pak znovu v odstupu 3 az 4 tydnt.
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3.Vysledky

Celkem 19 samcii bylo odchyceno zaroven v obou hnizdnich sezénach (2009 a 2010).
Pro rok 2009 jsou k dispozici idaje o morfologii spermii, ale ne o motilité. V roce 2010
bylo chyceno celkem 73 samcti, kterym byl alespoii jednou odebran vzorek spermii na
analyzu morfologie. VétSina samcii byla za tento rok chycena dvakrat a vicekrat a
pokazdé jim byl odebran vzorek spermii. Celkem byla na morfologii ziskdana data pro 70
samctll a na motilitu pro 69 samcl. Opakované byla data na motilitu ziskdna od 44 samc?.
Z péti odchytovych akei v roce 2010 (oznaceni S1 — S5) nebyla ziskdna data pro motilitu
z prvni akce, kvuli technickym problémim s udrzenim konstantni teploty. Odchytové

akce probihaly vzdy po 14 dnech, od poloviny kvétna do poloviny Cervence.

3.1. Fenotyp spermii

Z prvniho odbéru v roce 2010, kde bylo od kazdého samce zméteno 30 spermii,

byla ziskéna data pro obecnou morfologii spermii vlastovky obecné (Tabulka 1).

Tabulka 1: Popisna statistika morfologie spermii viastovky obecné na Treborsku v roce 2010

proménna pramér + SE minimum maximum N
hlavicka (um) 13,03 £0,02 7,42 15,25 2100
kréek (um) 60,61 £ 0,08 39,96 69,75 2100
bicik (um) 16,54 + 0,10 5,98 41,08 2100
délka spermie (um) 90,18 £ 0,06 79,86 99,56 2100
CVins 2,96 - - 2100
CVys 1,93 £ 0,06 1,27 3,35 70

Primérné motilita byla spocitana pro samce neovlivnéné manipulaci (Tabulka 2).

Tabulka 2: Motilita a velikost vycnélku kloaky samcii viastovky obecné na Trebonisku v roce 2010

proménna pramér+SE minimum maximum CVns N
VCL (um.s’l) 80,33+1,16 57,99 112,69 14,48 54
objem v.k. (mm?) | 136,03%2,79 66,60 254,39 28,15 73
obsah v.k. (mm?) 36,12+0,50 21,15 54,83 18,95 73
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Velikost vy¢nélku kloaky, odpovidajici mnozstvi vyprodukovanych spermii, je
velice variabilni béhem sezény (Tabulka 2), a to jak mezi samci (CVy,s = 18,95; N = 73),
tak 1 v ramci samce (primérny CVys = 13,12; N = 48).

3.1.1. Morfologie spermii

Celkova délka spermie je nejcastéji uzivany morfologicky znak spermie. DalSim
moznym vyjadienim vlastnosti spermie je relativni délka krcku, kterd je podilem délky
krc¢ku k celkové délce spermie. Korelacni matice prokazuje, ze délka spermie je velmi

dobie korelovéana se vSemi ostatnimi znaky spermie (Tabulka 3).

Tabulka 3: Korelacni matice casti spermie: hlavicka, krcek, bicik, flagellum, relativni délka
krcku a celkova délka spermie (uveden je Spearmaniiv korelacni koeficient, tucné oznacené
korelacni koeficienty jsou vyznamné na hladiné p < 0,05)

proménna kréek bicik flagellum rel_kréek  celkova délka
hlavicka -0,03 -0,01 -0,04 -0,14 0,23
kréek — -0,70 0,14 0,82 0,13
bicik — 0,55 -0,97 0,53
flagellum — -0,37 0,95
relativni_kréek — -0,40

Obrazek 6: Variabilita v délce spermii mezi samci
96

95

! |

92

|
RN H%%% M

89 |

4 g H

86 |

celkova délka spermie (um)

85 |

84

vi6 v41 v44 v47 v52 v56 v61 ve5 v69 v73 v76 v81

jednotlivi samci

37



DIPLOMOVA PRACE Martina Soudkova

Celkova délka spermie se mezi samci signifikantné lisi (ANOVA: F2350 = 19,016;
p <0,001). To je také zfejmé z grafu (Obrazek 6), kde je zobrazena primérnd délka
spermie a 95% konfidencni interval pro délku spermie kaZzdého nemanipulovaného a
opakované chyceného samce, ze vSech odbért v sezoné.

Pomoci linedrni regrese byl zkoumdn vztah mezi délkou spermie a variabilitou
spermii v ramci ejakulatu (CVys). Primérna celkovad délka spermie nekoreluje s CVys u

jednotlivych samcti (F; 65 = 2,853; p = 0,096; N = 67).

3.1.2. Opakovatelnost v morfologii spermii

Variabilita spermii v rdmci samce je dal$im dalezitym ukazatelem kvality spermii
a koeficient variace (CV) celkové délky spermii je nejcastéji pouzivanym faktorem. CVy,
se v naSem datovém souboru nelisi mezi jednotlivymi samci (F2350=1,490; p=0,119)
ani zde neni zadna opakovatelnost v ramci samce v prubéhu sezony (Tabulka 5).
Koeficient variace celkové délky spermie u samch vlaStovky obecné nekoreluje
s prumérnou délkou spermii (sklon =-0,007 + 0,024; F; 64 = 0,077; p = 0,783; N = 66).

Primérny CV, délky spermie je vyrazné nizsi nez CVy,s délky spermie (Tabulka
1). Z toho vyplyva statisticky vyznamna variabilita v primérné délce spermie mezi samci
(Obrazek 6) a pomérné vysokd opakovatelnost v délce spermie pro jednotlivé samce
(r=10,56; Feo2030 = 38,898; p < 0,001). Pomoci vypoctl z analyzy rozptylu bylo zjiSténo,
ze morfologie spermii vykazuje opakovatelnost v rdmci ejakulatu od jednotlivych samct
(Tabulka 4). Pro hlavicku r=0,44; kréek r=0,44; bi¢ik r=0,53 a celkovou délku

spermie r = 0,56. Do analyzy byla zahrnuta data z prvniho odbéru v roce 2010.

Tabulka 4. Opakovatelnost jednotlivych komponent spermie z prvniho odbéru v ramci samce

proménna r df F p
hlavicka 0,44 69/2030 24,290 0,000
kréek 0,44 69/2030 24,811 0,000
bicik 0,53 69/2030 34,258 0,000
celkova délka 0,56 69/2030 38,898 0,000

Pti hodnoceni opakovatelnosti mezi odbéry v pribéhu jedné sezény v ramci

jednotlivych samcti byla pouzita pouze data od nemanipulovanych samci. K vypoctu
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byly pouzity praméry ze 30 zmétenych spermii a to vzdy ze 3 odbért ke kazdému samci

(N =17, Tabulka 5).

Tabulka 5. Opakovatelnost jednotlivych komponent spermie mezi odbéry v ramci samce

proménna r df F p
hlavicka 0,66 16/34 6,884 0,000
kréek 0,80 16/34 13,288 0,000
bicik 0,84 16/34 17,086 0,000
celkova délka 0,85 16/34 17,417 0,000
CViotal 0,02 16/34 1,054 0,431

Meziro¢ni opakovatelnost celkové délky spermie pocitana ze dvou odbért je 0,68
(F1718=5,197; p<0,001; N=18). Analyza GLMM vyuZivajici vSech samcii, vcetné
manipulovanych, a zahrnujici variabilitu celkové délky spermii (CVioa) jako
vysvétlovanou proménnou naznacila absenci jakéhokoliv vztahu této proménné a data
odchytu (srovnani nulového modelu a modelu zahrnujicicho linearni efekt data odchytu:
Chi2=0,258; Adf = 1; p = 0,61; srovnani modelu zahrnujicicho linearni efekt data
odchytu a kvadraticky efekt data odchytu: Chi* =0,363; Adf=1; p=0,54; N=137
pozorovani, 48 jedinctl), a také model s délkou spermie jako vysvétlovanou proménnou
potvrdil piredchozi zavér — nebyl nalezen zadny prikazny vztah mezi datem odchytu a
délkou spermie (srovnani nulového modelu a modelu zahrnujicicho linedrni efekt data
odchytu: Chi’® = 3,03; Adf=1; p=0,08; sklon pfimky -0,11 £ 0,061; srovnadni modelu
zahrnujicicho linearni efekt data odchytu a kvadraticky efekt data odchytu: Chi® = 0,499;
Adf=1; p=0,480; N = 137 pozorovani, 48 jedincti). Morfologie spermii je tak stabilnim
znakem v pritbé¢hu sezony a délka spermie se nezménila ani mezi jednotlivymi roky

v ramci jednotlivych samct (parovy t-test: N = 18; df = 17; t =-1,518; p = 0,147).

3.1.3. Motilita spermii
Motilita se mezi samci signifikantné 1i§1 (ANOVA: Fa346 = 1,877; p=0,034). To

je také ziejmé z grafu (Obrazek 7), kde je zobrazena primérnd motilita spermii a 95%

konfiden¢ni interval pro kazdého nemanipulovaného samce.
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Obrazek 7: Variabilita v motilité spermii mezi samci
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Pti hodnoceni opakovatelnosti mezi odbéry v ramci jednotlivych samci byla
pouzita pouze data od nemanipulovanych samct. K vypoctu byla pouzita méfeni vzdy ze
dvou odbért ke kazdému samci, N = 24. Mezi dvéma odbéry v prubehu jedné sezony je
opakovatelnost v ramci samci r = 0,44. Analyza GLMM =zahrnujici vSechny samce a
motilitu jako vysvétlovanou proménnou naznacila absenci vztahu mezi datem odchytu a
motilitou (srovnani nulového modelu a modelu zahrnujicicho linearni efekt data odchytu:
Chi* = 0,148; Adf = 1; p = 0,700), aviak zfejmy pokles v motilité spermii ve stiedu nami
sledovan¢ho obdobi sezony (Obrazek 8, srovnani modelu zahrnujicicho linearni efekt
data odchytu a kvadraticky efekt data odchytu: Chi® = 5,78; Adf = 1; p=10,016; 128
pozorovani, 44 jedincti, sklon kvadratického ¢lenu: 0,012 & 0,005).

3.1.4.Velikost vyénélku kloaky

V nasledujicich analyzach byl jako zastupna hodnota velikosti vy¢nélku kloaky
pouzivan jen obsah jeho zakladny (viz metodika, kapitola 2.3.3.). V priméru za celou
sezoénu se ve velikosti vy¢nélku kloaky jednotlivi samci mezi sebou nelisi (ANOVA:
pouze pro nemanipulované samce: Fgoer =1,027; p=0,458 a pro vSechny samce:
F70.117 = 1,260; p = 0,135). Velikost kloakalni protuberance samcti se ovsem jednoznacné
meéni v pribéhu hnizdni sezony (Obrazek 9). Analyza GLMM zahrnujici velikost kloaky

jako vysvétlovanou proménnou naznacila vztah mezi datem odchytu a timto parametrem
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(srovnani nulového modelu a modelu zahrnujicicho linearni efekt data odchytu:
Chi® = 12,83; Adf=1; p <0,001; sklon: 2,067 £0,52; N =91 pozorovani a 21 samct),
nikoliv v8ak nelinearni vztah (srovnani modelu zahrnujicicho linearni efekt data odchytu

a kvadraticky efekt data odchytu: Chi® = 0,277; Adf=1; p = 0,598).

Obrazek 8: Sezonni promeénlivost motility spermii. Na ose x jsou zndazorneny jednotlivé odchytove
akce. Prezentovana jsou data neoSetrend na individualitu jednotlivych samcu
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Obrdzek 9: Sezonni promeénlivost velikosti vycnelku kloaky
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3.1.5. Motilita spermii a velikost vyénélku kloaky

Na zéklad¢ predchozich praci (Fitzpatrick et al. 2007) a vlastnich prelimindrnich
studii je zfejmé, Ze proménné InVCL, InVAP a InVSL jsou silné¢ korelované (N = 32;
r=0,97; p <0,05), proto byla pro dalsi vypocty pouzita pouze InVCL.

Pomoci linearni regrese, kde byla zavisld proménna InVCL a nezavisla proménna
velikost kloaky, byl ovéfen vztah téchto dvou charakteristik (Tabulka 6). Z prvniho
odbéru (S1) nejsou k dispozici data pro motilitu, proto S1 neni ve vysledcich zahrnuto.

Nebyla prokazana zavislost motility na velikosti vy¢nélku kloaky.

Tabulka 6. Zavislost motility na velikosti vyénelku kloaky podle ¢asu vsezoné

¢as v sezoné sklonSE F df p
S2 0,001+0,002 0,216 1/18 0,648
S3 0,002+0,002 0,887 1/21 0,357
S4 -0,001+0,004 0,030 1/16 0,866
S5 0,001+0,002 0,094 1/27 0,762
$2-S5 0,001+0,001 0,313 1/88 0,577

3.1.6. Vztah mezi morfologii a motilitou spermii

Pro zjisténi vztahu mezi morfologii a motilitou spermii byl nejprve sestaven plny
model s motilitou jako vysvétlovanou proménnou a délkou hlavicky, relativni délkou
hlavi¢ky, pomérem hlavicky k flagellu, délkou krcku, relativni délkou biciku, délkou
flagella, relativni délkou flagella, pomérem krcku k biciku a celkovou délkou spermie
jako wvysvétlujicimi proménnymi. Pomoci funkce dropl (Tabulka 7) byly urceny
chrakteristiky spermii, které ovliviiuji motilitu.

Po odebrani nesignifikantnich proménnych byl ziskdn minimalni adekvatni model
pro motilitu spermii (Tabulka 8). Significance jednotlivych proménnych v modelu jsou
osetfreny na efekt ostatnich proménnych (Type III Sum of Squares). Model
mnohonasobné linearni regrese, kde InVCL byla vysvétlovana proménna a celkova délka
spermie, hlavicky, krcku a relativni délka flagella jako vysvétlujici proménné, byl vysoce

pritkazny (F461=4,769; p=0,002; N = 66).
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Tabulka 7: Pocatecni plny model pro motilitu (InVCL)

proménna AIC F p
nulovy model -366,04

hlavicka -366,97 0,937 0,337
rel_hlavicka -366,04 0,030 0,314
hlavicka/flagellum -367,40 0,559 0,458
kréek -368,03 0,013 0,910
rel_bicik -368,04 0,002 0,962
flagellum -367,58 0,401 0,529
rel_flagellum -366,04 0,030 0,314
kréek/bicik -368,04 0,000 0,996
celkova délka spermie -367,51 0,462 0,499
Tabulka 8: Minimalni adekvatni model pro motilitu, N = 66, F,5,=4,769, p=0,002
proménna AIC sklontSE F p
nulovy model -373,06

hlavicka -369,90 -1,304+0,590 4,959 0,030 *
kréek -361,98 0,010+0,003 13,372 0,001 ***
rel_flagellum -369,97 -115,606+52,676 4,884 0,031 *
celk. délka spermie -369,75 0,190+0,085 5,106 0,027 *

Z vysledkii v tabulce (Tabulka 8) vyplyva, Ze vSechny tyto proménné jsou

statisticky priikazné pro vysvétlovanou proménnou InVCL. Rychlejsi spermie maji kratsi

hlavicku, delsi kréek (Obrazek 10), mensi relativni délku flegella a vétsi celkovou délku

spermie. Model vysvétluje 24% z celkové variability v motilité spermii.

Obrazek 10: Graf zavislosti motility na délce krcku spermie
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Vysledky samostatnych regresi, kde jako vysvétlovana proménna byla motilita
spermii, byly prikkazné pouze pro délku krcku (Fi e =11,900; p=0,001; N = 66), ale
nebyly prikazné pro délku hlavicky (Fies =0,305; p=0,583; N = 66), relativni délku
flagella (F;64=1,030; p=0,314; N=066) ani celkovou délku spermie (F; ¢4 =0,924;
p=0,340; N = 66).

3.2. Druhotny ornament samcu

Obecné charakteristiky druhotného ornamentu samct pro rok 2010 jsou shrnuty
v tabulce (Tabulka 9). Do statistiky byli zahrnuti pouze samci s neposkozenymi konci
rydovacich per (N = 64). Pfi zjiStovani vztahu délky rydovacich per a jejich asymetrie
byl pouzit neparametricky test, protoze hodnoty asymetrie rydovacich per neodpovidaly
normalnimu rozlozeni. Nebyla nalezena prikazna korelace asymetrie ocasnich per
s jejich délkou (Spearmantiv koeficient korelace R = 0,216; p =0,087; N = 64). Velikost
plochy bilych skvrn na ocase nekorelovala s délkou rydovacich per (F¢=0,117;
p=0,733; N=64).

Tabulka 9: Obecné charakteristiky druhotného ornamentu samcii pro rok 2010

proménna pramér + SE minimum maximum CVins
délka ocasnich per (cm) 10,93 + 0,10 8,95 13,05 7,46
asymetrie (cm) 0,18 + 0,02 0,00 0,90 93,03
plocha skvrn (mmz) 294,33 + 6,30 194,71 475,14 16,97

Délka ocasu samcl se mezi roky signifikantné zménila (parovy t-test: N =17;
df=16; t=-3,908; p=0,001). O rok starSi samci méli primérné o 0,54 cm delsi ocasni
pera (Obrazek 11). Symetrie ocasnich per ziistala nezménénd (parovy t-test: N=17;
df=16; t=-0,298; p=0,770). Informace o zbarveni a velikosti skvrn nejsou pro rok
2009 k dispozici. Délka tarsu se nezmeénila (parovy t-test: N=19; df=18; t=1,657;
p =0,115) a stejn¢ tak délka kiidla zistala stejnd (N = 19; df = 18; t =-0,609; p = 0,550).
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Obrazek 11: Mezirocni zména délky ocasnich per
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3.2.1.Vztah mezi ornamentem a morfologii

Dtlezitym morfologickym znakem spermii nemusi byt pouze samotnd celkova
délka, proto byla pro lepsi vystizeni celkové morfologie spermii pouzita PCA analyza, do
které¢ byly zahrnuty vSechny naméiené znaky spermie (délka hlavicky, krcku, flagella,
biciku a celkova délka spermie). Pouzita byla méteni z prvniho odbéru ejakulatu, kdy
jesté zadny ze samctl nebyl ovlivnén manipulaci. Faktor 1 vysvétluje 50,8% variability a
jeho eigenvalue je 2,54 a faktor 2 vysvétluje 28,8% variability a jeho eigenvalue je 1,10 a

faktor 3 vysvétluje 20,4% variability a jeho eigenvalue je 1,02.

Tabulka 10: Korelace faktorii PCA analyzy a jednotlivych proménnych charakteristik spermie

proménna Faktor 1 Faktor 2 Faktor 3
eigenvalue 2,54 1,44 1,02
vysvétlena variabilita % 50,8 28,8 20,4
hlavicka -0,103 0,215 0,971
kréek 0,467 0,871 -0,152
bicik -0,885 -0,466 -0,008
flagellum -0,872 0,432 -0,230
celkova délka spermie -0,877 0,479 0,041
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Z tabulky (Tabulka 10) vyplyva, ze ptaci s niz§imi hodnotami faktoru 1 (PCI)
maji delsi flagellum, bicik a celkovou délku spermie, ale krat$i krcek. Naopak samci
s vy$8imi hodnotami PC1 maji kratsi spermie.

Pro dal$i analyzy vztahu ornamentu a ostatnich proménnych byl pouzit pouze
faktor 1 (PClyorf). Vztah jednotlivych ornamenti a faktoru 1 byl pocitan pomoci
mnohonasobné regrese, kde byla PC1 pro morfologii spermii jako zavisla proménna,
plocha ocasnich skvrn (skvrny), primérna délka rydovacich per (ocas), a fluktuacni
asymetrie ocasu (symetrie) jako nezavislé proménné. Po odstranéni nesignifikantnich
proménnych zplého modelu zbyla v minimalnim adekvatnim modelu pouze jedna
prukazna proménnd - délka ocasnich per. Délka ocasu predikuje morfologii spermie

(sklon=0,293 £ 0,131; F; 50 =4,992; p = 0,029; N = 61, Obrazek 12).

Obrazek 12: Vztah morfologie spermie a délky ocasnich per
3

PC1morf

8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0 11,5 12,0 125 13,0 135

rydovak (primérna délka vem)

Cim vétsi je délka rydovacich per, tim vyssi je PClyor, coZ znamena kratsi
spermie, flagellum a bi¢ik (negativni korelace téchto charakteristik s PC1, Tabulka 10).
Pokud je ale do modelu zahrnuta jako vysvétlovand proménna celkova délka spermie
namisto PC1morf, neni mozno dosdhnout minimalniho adekvatniho modelu, takze zadny
vztah ornamentu a celkové délky spermie neni prukazny (F;s7=0,718; p=0,546;
N =61). Byla testovana 1 nelinearita vztahu mezi délkou spermie a délkou ocasnich per
porovnavanim linedrniho a kvadratického vztahu, avSak ani tento vztah neni prikazny
(F163=0,015; p=0,902; N = 65).

Zbarveni bylo méfeno na tfech rtizné barevnych oblastech — zadech, hrdle a bfise.

Byly spocitany korelace pro jednotlivé slozky barvy a pro jednotlivé oblasti (Tabulka
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11). Vétsina komponent zbarveni spolu koreluji, jen odstin barvy zad a bficha neni

korelovan s zadnou dal$i proménnou.

Tabulka 11: Korelacni matice zbarveni jednotlivych barevnych oblasti (uveden je Spearmaniiv
korelacni koeficient, tucne oznacené korelacni koeficienty jsou vyznamné na hladiné p < 0,05)

proménna | sytost_z odstin_z jas_h sytost_h odstin_h jas_b sytost_ b odstin_b
jas_z 0,55 -0,15 0,50 0,43 0,15 0,32 -0,10 0,06
sytost_z — -0,21 0,43 0,28 0,07 0,32 -0,34 0,08
odstin_z — 0,04 -0,04 0,05 -0,16 0,17 -0,15
jas_h — 0,74 0,41 0,31 -0,20 -0,01
sytost_h - 0,35 0,41 0,03 0,05
odstin_h — 0,14 -0,17 -0,04
jas_b — -0,19 0,14
sytost_b — -0,02

Pomoci Spearmanovo korelacniho testu byl zjiStovan vztah mezi vSemi
jednotlivymi slozkami zbarveni a morfologii spermii. Celkova délka spermie ani PC1 ¢
nekorelovala s zadnou slozkou zbarveni (vSechny korelace byly nad hladinou
prikaznosti, p > 0,05).

Pro zjednoduseni analyzy byla pro kazdou z barevnych oblasti z hodnot HSB
spocitana analyza PCA. Faktor 1, oznacen jako PCl g4, pro dorzalni zbarveni, PClygicho
pro barvu bficha a PClyq, pro zbarveni hrdla, vysvétluje jednotlivé 53%, 41% a 67%

variability a byl pouzit jako zastupna hodnota pro kazdou barevnou oblast (Tabulka 12).

Tabulka 12: Korelace faktoru 1 ti PCA analyz a jednotlivych promennych charakteristik barvy

proménna PC1,:4a PClpiicho PClhrdio
eigenvalue 1,58 1,24 2,01
vysvétlena variabilita % 0,53 0,41 0,67
ton 0,405 -0,699 0,727
sytost -0,855 -0,778 0,812
jas -0,827 -0,385 0,909

Z tabulky (Tabulka 12) vyplyva, ze ptéci s niz§im PCl1 4, maji syt&jsi a jasnéjsi
dorzalni opeteni. Ptaci s niz§im PClysicno maji sytéjsi bficho a jedinci s niz§im PClyqio
maji vice Cervené, ale méné syté a jasné hrdlo. Zbarveni hrdla a dorzalni zbarveni jsou
vzajemné¢ korelované, zbarveni bificha nekoreluje s ostatnimi barevnymi oblastmi

(Tabulka 13).
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Tabulka 13: Korelacni matice zbarveni jednotlivych barevnych oblasti (uveden je Spearmaniiv
korelacni koeficient, tucné oznacené korelacni koeficienty jsou vyznamné na hladiné p < 0,05)

proménné Pclzéda PCleicho PClhrd|o
PC1,:4a — 0,009 -0,420
PClpricho — -0,014

Ke zjisténi vztahu ornamentalniho zbarveni k morfologii spermii byla pouzita
mnohonasobna regrese, kde byla PCl,¢ jako zavisla proménnd, PCl,s40, PClusicho @
PClyraio jako nezdvislé proménné. Odebirani proménnych nevedlo ke zjednoduseni
modelu. Vysledky plného modelu (N =64; Fs0=0,739; p=0,533) jsou shrnuty
v tabulce (Tabulka 14).

Tabulka 14: Vysledky plného modelu mnohondsobné regrese pro morfologii

proménna sklon + SE F p
PCliorf

PC1,sda -0,155+ 0,131 1,401 0,241
PCluiicho 0,127 £ 0,128 0,989 0,324
PClhrdio -0,020 £ 0,127 0,021 0,884

Mezi zbarvenim a morfologii spermii nebyl zadny vztah prokdzan. Stejné tak pro
mnohonasobnou regresi, kde jako vysvétlovand proménna byla pouzita celkova délka
spermie a vysvétlujicimi proménnymi byly jednotlivé slozky zbarveni (PC), nebyla
prokazana jakakoli zavislost (F3e¢0=0,583; p=0,629; N =64). Variabilita spermii
nekoreluje s ornamenty (Fss7=0,324; p=0,808; N=61), ani se zbarvenim
(F360=0,771; p=0,515; N=64). Ve vSech piipadech nebylo dosazeno prikazného

minimalniho adekvatniho modelu.

3.2.2. Vztah mezi ornamentem a motilitou

Motilita byla pocitana jako primér ze vSech odbéri v sezdné, proto byli do
analyzy zahrnuti jen nemanipulovani samci, a tim padem byl niz§i pocet pozorovani
v souboru dat. Jako jednotlivé slozky ornamentu byly do plného modelu zahrnuty plocha
ocasnich skvrn (skvrny), délka rydovacich per (ocas), fluktuaéni asymetrie ocasu
(symetrie), zbarveni zad (PCl1 44a), zbarveni bficha (PClysicho) @ zbarveni hrdla (PCl1 o).

Jako véha byl zahrnut pocet odbérti, ze kterych byla spocitdna primérnd motilita.
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Postupné odebirani nesignifikantnich proménnych nevedlo k prikaznému minimélnimu
adekvatnimu modelu. Vysledky plného modelu (N =35; Fg23 =0,940; p =0,483) jsou
shrnuty v tabulce (Tabulka 15).

Tabulka 15: Vysledky plného modelu mnohondsobné regrese pro motilitu

proménna sklon £ SE F p
InVCL

skvrny 3x10™ + 1x10™ 1,403 0,246
ocas -0,014 £ 0,011 1,474 0,235
symetrie -0,003 £ 0,010 0,075 0,787
PC1,44a -0,007 £ 0,009 0,584 0,451
PClhrdio -0,016 £ 0,010 2,661 0,114
PClpticho 0,007 £ 0,010 0,459 0,504

Protoze v pozdé¢jSich analyzadch (viz kapitola 3.3.2.) nebyl potvrzen vliv
manipulace na motilitu spermii, byla spocitdna stejna mnohonéasobné regrese, avsak se
zahrnutim dat od vSch samct (manipulovanych 1 nemanipulovanych). Bylo dosazeno

minimélniho adekvétniho modelu se dvéma ¢leny prikaznymi (Tabulka 16).

Tabulka 16: Minimalni adekvatni model pro motilitu, N = 54; F,5,=5,482; p=0,007

proménna sklon + SE F p
InVCL

skvrny 3x10™ + 1x10™ 6,070 0,017
PClhrdio -0,014 + 0,006 4,530 0,038

Vysledky samostatnych regresi, kde jako vysvétlovana proménna byla motilita
spermii, byly prikazné pro obé proménné: zbarveni hrdla (F;s;=4,458; p=0,040) a
velikost skvrn (F; 52 =6,025; p=0,018). Samci s vétsi plochou bilych skvrn na ocase a

s mén¢ sytym a mén¢ jasnym hrdlem maji rychlejsi spermie.

3.3. Manipulativni experiment
Na zacatku experimentu byla porovnana morfologie samct a fenotyp spermii

skupiny manipulovanych a skupiny nemanipulovanych samcti. Samci z obou skupin se

mezi sebou prokazatelné nelisili (ANOVA, Tabulka 17).
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Tabulka 17: Srovnani manipulovanych a nemanipulovanych samcii na zacatku sezony

proménna df F p
kridlo 1/68 0,002 0,962
tarsus 1/68 0,134 0,715
hmotnost 1/65 0,101 0,751
ocas 1/67 1,103 0,297
délka spermie 1/60 0,225 0,637
CVys 1/60 0,943 0,335
motilita 1/32 0,001 0,982
kloaka 1/67 2,086 0,153

3.3.1. Vliv manipulace na morfologii spermii

Vliv manipulace - zkrdceni o 2 cm - nemusi byt na vSechny samce stejny. Na
samce s puvodné kratSim ocasem bude mit pravdépodobné vétsi vliv nez na ptvodné
dlouhoocasé samce. Na skupiné samct, u kterych byla zmétena morfologie spermii pied
manipulaci a poté znovu po 3 az 4 tydnech od manipulace byl testovan tento vliv
uréenim vztahu délky ocasnich per a zmény v délce spermie a zmény CV. Tento
pfedpoklad se vSak neukdzal prikazny ani pro celkovou délku spermie (N=17;
Fi.15=10,082; p=0,779), ani pro zménu CV (N=17; F;;5=0,017; p = 0,898). Plvodni
délka ocasnich per proto nebyla dale uvazovéna.

Pomoci faktorialni ANOVY byla zkoumdna interakce mezi prvnim a druhym
odbérem a mezi manipulovanymi a nemanipulovanymi samci. Zména celkové délky
spermie nebyla prokazana (F;7:4=0,024; p=0,878). Vliv interakce byl zjistovan i
srovnanim dvou modell linedrni regrese. Vliv interakce nebyl prikazny ani v piipadé
celkové délky spermie (Tabulka 18), alni v pfipadé koeficientu variace celkové délky

spermie (CVioa, Tabulka 19).

Tabulka 18: Viiv interakce manipulace a odchytu na délku spermie

proménna sklon + SE t p

délka spermie

manipulace -0,107 £ 0,634 -0,169 0,866
odchyt -0,509 £ 0,625 -0,816 0,418
odchyt:manipulace 0,394 + 0,896 0,443 0,659
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Tabulka 19: Vliv interakce manipulace a odchytu na variabilitu spermii (CVipal)

proménna sklon + SE t p
CViotal

manipulace -0,022 £ 0,036 -0,625 0,534
odchyt -0,006 + 0,035 -0,171 0,864
odchyt:manipulace 0,065 + 0,051 1,290 0,202

Ackoliv graf (Obrazek 13) ukazuje, ze variabilita v morfologii se snizila u
nemanipulovanych samcti (manipulace 0) a naopak se zvysila u manipulovanych samct

(manipulace 1), tato zména CV nebyla signifikantni (F; 74= 0,725; p = 0,397).

Obrazek 13: Zména CV mezi odbéry v zavislosti na manipulaci ornamentu
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Na skupiné 17 manipulovanych samcii, u kterych byla zméfena morfologie
spermii pfed manipulaci a poté znovu po 3 az 4 tydnech od manipulace, byla testovana
zména jednotlivych charakteristik spermii. Vysledky parového t-testu jsou shrnuty
v tabulce (Tabulka 20). Manipulace neméla prokazatelny vliv na zadnou z charakteristik
spermii. Pouze variabilita spermii v rdmci ejakulatu vzrostla (Obrazek 14), ale ani tato

zména nebyla prikaznd (p = 0,072).

Tabulka 20: VIiv manipulace na morfologii spermii (vysledky parovych t-testit)

proménna df t p
hlavicka 16 -0,216 0,832
kréek 16 0,573 0,574
bicik 16 -0,284 0,780
celkova délka spermie 16 0,452 0,657
CViotal 16 -1,927 0,072
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Obrazek 14: Zména CV u manipulovanych samci
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3.3.2. Vliv manipulace na motilitu spermii

Ke zjisténi zmény motility byl pouzit parovy t-test. BohuZzel data o motilité
z prvniho odchytu nemohla byt zahrnuta do analyzy, proto je k dispozici pouze omezené
mnozstvi dat pro srovnani motility parovym testem pfed manipulaci a po manipulaci. U
nemanipulovanych samct se motilita spermii mezi prvnim a druhym odchytem v sezoné
nezménila (N=9; df=8; t=-0,137; p=0,894) a ani u manipulovanych samcii se
motilita spermii nezménila (N = 8; df =7; t =-0,105; p = 0,919).

Pomoci faktorialni ANOVY byla zkoumdna interakce mezi prvnim a druhym
odbérem a mezi manipulovanymi a nemanipulovanymi samci. Manipulace neméla vliv
na motilitu spermii (F; 30= 0,036; p = 0,850; N = 17).

Manipulace neméla prikazny vliv na velikost kloaky, ¢ili na mnozZstvi

vyprodukovanych spermii, po celou dobu sezony (F4 178 = 0,338; p = 0,852).
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4.Diskuze

Fenotyp spermii se zd4 byt charakteristickym znakem nejenom pro jednotlivé druhy
(Briskie & Montgomerie 2007), ale i pro kazdého samce vramci jednoho druhu
(Birkhead & Fletcher 1995; Laskemoen et al. 2007; Moller et al. 2008a). VSechny
komponenty spermie v prezentované praci vykazovaly dobrou opakovatelnost mezi
jednotlivymi odbéry béhem sezony. Pouze u koeficientu variace nebyla ve studované
populaci prokazana opakovatelnost mezi odbéry.

U vlaStovky obecné byla jiz dfive nalezena souvislost mezi celkovym
reprodukénim Gspéchem samce a jeho druhotnymi ornamenty (Meller 1988; 1993; 1994;
Saino et al. 1997; Kose et al. 1999; Safran & McGraw 2004). Vysoké procento
mimoparovych paternit naznacuje, Ze u tohoto druhu je pomérné vysokd mira kompetice
spermii (Saino et al. 1997; Kleven et al. 2006). Reproduk¢ni uspéch samce tak mtize byt
ovliviiovan samici preferenci pro ur¢ity znak nebo piimo kvalitou spermii samce, které
Ze ornament samce ukazuje na ur€ité znaky morfologie spermii, ale ne na motilitu.

Manipulativni experimenty mohou pomoci odhalit pfi¢inné souvislosti urcitych
vztahii ¢i vlastnosti. Fenotyp spermii mize souviset s kondici samce (Helfenstein et al.
2010a) a s jeho socialnim postavenim (Cornwallis & Birkhead 2007). V nasi studii se
vSak fenotyp spermii po sniZeni atraktivity a kondice samce prokazatelné¢ nezménil.

Vsechny zjisténé skutecnosti jsou dale diskutovany.

4.1. Morfologie spermii

Snadnost a rychlost odbéru spermii u pévclii pomoci masaze kloaky umoziuje
pomérn¢ jednoduché a casté odebirani ejakulati samci, a potazmo 1 sledovani
opakovatelnosti a stability znakll spermii v prib¢hu hnizdni sezény a mezisezoénné.
V této praci byla u vlastovky obecné nalezena podstatnd vnitrodruhova variabilita
v morfologii spermii a bylo zjisténo, ze spermie jsou vice proménlivé mezi samci nez

v ramci samce. Existuji zdznamy o variabilité v délce spermii mezi samci (Birkhead &
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Fletcher 1995; Tuttle et al. 1996; Birkhead et al. 2005; Birkhead et al. 2006; Helfenstein
et al. 2008; Kleven et al. 2008; Helfenstein et al. 2010b; Laskemoen et al. 2010). Ale
pouze nékolik studii uvadi informace o variabilit¢ mezi samci a zdroven v rdmci samce
(Dixon & Birkhead 1997; Laskemoen et al. 2007). Laskemoen et al. (2007) dosli ve své
studii na dvou druzich pévct k zavéru, ze CV mezi samci je vyss$i nez CV v radmci samce,
stejné jako ukazuje piedlozend prace. Ale z prace Dixon and Birkhead (1997) vyplyva, ze
u strnada rakosniho je vySSi variabilita v morfologii spermii vrdmci samce nez
variabilita mezi samci, coz je opacny trend, nez ktery je prezentovan zde na vlastovkach.
Je mozné, ze divod opacného vysledku v této studii (Dixon a Birkhead 1997) je pouze
artefaktem malé velikosti vzorku. Udaje byly zndmy pouze pro 4 samce, coz miize vést
k neptesnému odhadu CV (Laskemoen et al. 2007). Pokud je CVys vEtSi nez CVy,
mizeme fici, Ze ztoho vyplyva vysoka konzistence cCili opakovatelnost morfologie
spermii v rdmci samce, kterd byla uz diive nalezena také u zebticek (Birkhead & Fletcher
1995), strnadi a budnickil (Laskemoen et al. 2007), a vlastovek (Moller et al. 2008a).

U samcii chycenych opakované v roce 2009 a 2010 se primérna délka spermie
mezi jednotlivymi roky nezménila. I vtomto znaku byla nalezena pomérné vysoka
meziro¢ni opakovatelnost. Ta byla u vlastovky obecné jiz diive pozorovana (Meller et al.
2008a). Na rozdil od velikosti ornamentu je tak morfologie spermii stabilni znak mezi
jednotlivymi sezonami.

Ackoli morfologické znaky spermii jsou u pévcl v Case pomeérné stabilni
(Birkhead & Fletcher 1995; Laskemoen et al. 2007; Moller et al. 2008a) a v rdmci samce
se béhem sezdny ani mezi roky piili§ neméni (viz nize), nékteré studie naznacuji, ze se
muze jednat do ur€iré miry o plasticky znak, ovlivnitelny fazi hnizdniho cyklu
(Laskemoen, nepubl.) nebo socidlnim postavenim samce (Immler et al. 2010). Diivodem
jsou patrné zmeény v hladin€ testosteronu a stim souvisejici ovlivnéni mechanismu
spermatogeneze.

U vlastovky byla v ramci jednoho ejakulatu nelezena nizsi opakovatelnost délky
spermie nez mezi prumery z riiznych odbéra ejakuldtu od jednoho samce. To znamena,
ze prumérnd délka spermie se u jednotlivych samct neméni, ale CV,5 kolisa. Proto také
nebyla zjisténa zadna opakovatelnost pro CV,s mezi jednotlivymi odbéry. CV bylo
urcovano na zaklad¢ 30 zmétenych spermii, coz by mélo byt dostatecné mnozstvi k dosti
pfesnému urceni variability (Laskemoen et al. 2007) a nestejny CV mezi odbéry neni
tedy zptisoben nepiesnosti odhadu. Pokud by byl CV,s v pribéhu sezény ndhodné

proménlivy, pak by tato charakteristika nemohla byt vypovidajicim parametrem kvality
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samce. Naopak mize souviset se subtilnimi zménami v hladindch hormonii a rychlosti
spermatogeneze.

Primérna celkova délka spermie nekoreluje s CV,s u jednotlivych samct
vlaStovky obecné. Negativni spojitost byla prokazana na mezidruhové trovni (Kleven et
al. 2008). V této praci byl sice nalezen také negativni vztah, ale pouze nad hladinou
prukaznosti (p =0,096). Piedpokladd se, ze vysoka variabilita spermii je zplusobena
chybami béhem spermatogeneze a variabilnéj$i spermie tak mohou ukazovat nizkou
kvalitu ejakulatu (Birkhead et al. 2005). Samci s mén¢ variabilnimi spermiemi by proto
méli byt kvalitngjsi, ackoli empirické studie tento piedpoklad nepotvrzuji: mezi
variabilitou spermii a reproduk¢nim uspéchem nebyl u vlastovky stromové pozorovan
zadny vztah (Laskemoen et al. 2010). Jaka je spojitost morfologickych znakli spermii a

samci fitness neni doposud znamo.

4.2. Motilita spermii

Kvalita spermii je dana mimo jiné také jejich motilitou. Motilita byla hodnocena
jako rychlost na celkové trajektorii, kterou spermie proplavala (VCL). Primérna rychlost
spermii vlastovky obecné na Tiebofisku v roce 2010 byla 81,8 pm.s™ a opakovatelnost
mezi dvéma odbéry byla 0,44. To pfiblizné¢ odpovidd rychlosti spermii naméfené u
vlastovek na Ukrajing (VCL = 78,8 um.s™', Moller et al. 2008b) a také ve Span&lsku
(VCL =96,1 pm.s™', Moller et al. 2009). Opakovatelnost mezi dvéma odbéry byla
v ukrajinské studii dvakrat nizsi (r = 0,21; N = 10) nez ve zde prezentovanych vysledcich
(r=0,44; N=24). To mize byt zpisobeno nepiesnosti odhadu kvili malému vzorku
v publikované studii, protoze metodika méfeni motility byla v obou pracech v podstaté
shodna. Zplsob ziskavani odhadu opakovatelnosti byl navic odlisny v ¢asovém odstupu
odebirani ejakuladtu — Meller et al. (2008a) srovnavali motilitu pro ejakulaty odebrané
v jeden den, zatimco my jsme srovnavali ejakuldty odebrané po nékolika tydnech. Tim
vice by se vysledky mohly zdat ptekvapivé oproti ocekavani a je tim spiSe mozné, ze
nizka opakovatelnost motility nalezend v ukrajinské populaci je zplisobena nepiesnosti
odhadu. Je také teoreticky mozné, Ze samci jsou omezeni mnozstvim vyprodukovanych
spermii a druhy odbér ejakulatu v kratkém casovém useku uz nemusi byt stejné kvalitni

jako ten prvni.
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Motilita mize byt ovlivnéna morfologii spermii. Nejcasteji uvazovanymi korelaty
rychlosti spermii u obratlovct jsou délka krc¢ku, délka biciku, pomér hlavicky k flagellu a
celkova délka spermie (Gomendio and Roldan 2008; Fitzpatrick et al. 2009; Liipold et al.
2009c, Mossman et al. 2009, Helfenstein et al. 2010b, Laskemoen et al. 2010). Vysledky
nasi studie ukazuji, Ze rychlejsi spermie maji kratsi hlavicku, delsi kré¢ek, mensi relativni
délku flegella a vétsi celkovou délku spermie. PredevSim délka krcku siln€é pozitivné
koreluje s motilitou spermii a v samostatnych jednorozmérnych regresich to byla jedina
proménna vysvétlujici rychlost plavani spermii. Potvrdili jsme tak jeden z teoretickych
predpokladii, ze kréek obsahujici mitochondrie je energetickym pohonem spermie
(Cardullo & Baltz 1991). Tento vztah byl u ptakt prokdzéan jiz diive na mezidruhové
urovni (Liipold et al. 2009a, ale viz Kleven et al. 2009) a pozdéji také na vnitrodruhové
urovni u vlaStovky stromové (Laskemoen et al. 2010). Nebyl vSak nalezen vztah mezi
motilitou spermii a pomérem hlavicky k flagellu, jak je diskutovano v Humphires et al.
(2008) a dokumentovano u vrabct (Helfenstein et al. 2010b), zebticek (Mossman et al.
2009) a komparativné mezi druhy pévceii (Liipold et al. 2009a). Ale u n¢kterych jinych
druhti také nebyl vztah mezi motilitou a pomérem hlavicky k flagellu nalezen (Kleven et
al. 2009; Liipold et al. 2009a; Laskemoen et al. 2010; tato prace), coz mize dokladat
rozdilné evoluc¢ni strategie mezi riznymi druhy ptakti. Obecné vysledky naznacuji, Ze
rychlost plavani spermii a morfologie spermii nejsou uzce spojené vlastnosti a vyvijeji se

nezavisle v reakci na kompetici spermii u pévc.

4.3. Mnozstvi spermii

Velikost vyénélku kloaky, odpovidajici mnoZzstvi vyprodukovanych spermii
(Tuttle et al. 1996; Peer et al. 2000; Tuttle & Pruett-Jones 2004) je velice variabilni znak
a to jak mezi samci (CVys= 18%), tak v rdmci samce (CV,s= 13%). Vysoka variabilita
v tomto znaku byla zjiSténa 1 u jinych druhi (Laskemoen et al. 2010). V priméru za
celou sezonu se ve velikosti vycnélku kloaky jednotlivi samci mezi sebou nelisi, coz je
zfejmé¢ zpusobeno tim, ze velikost kloakalni protuberance samcti se méni v prubehu
hnizdni sezény a tato zména je vétsi nez rozdily mezi samci.

Ve vysledcich prace je ukdzéno, ze velikost vycnélku kloaky se méni béhem

hnizdni sezony tak, ze od kvétna do pocatku Cervence se zvétSuje a poté uz tato velikost
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opét pomalu zacina klesat. Tato pozorovani se shoduji s pozorovanim u jiného druhu
pevce, Cizka lesniho (Carduelis spinus) (Newton & Dawson 2011). Z roku 2010 vSak
mame udaje o velikosti vy¢nélku kloaky pouze do poloviny cervence, pfi¢emz vlastovky
mohou hnizdit az do zac¢atku zaii. V pfistich letech by bylo dobré méfit tento znak az do
uplného konce sezény. Piedpoklad je, Ze po vrcholu sezdny je velikost vycnélku kloaky
celkové mensi a vice kolisava, jak bylo ukazano u ¢izki (Newton & Dawson 2011).

V této praci byl také zkouman vztah motility spermii a velikosti vyénélku kloaky,
ktery teoreticky ukazuje na mnozstvi vyprodukovanych spermii (Tuttle et al. 1996; Peer
et al. 2000; Tuttle & Pruett-Jones 2004). Ackoliv objem kloaky v obdobi hnizdéni je
korelovan s reprodukénim uspéchem u vlastovek stromovych (Laskemoen et al. 2010) a
zaroven vyssi motilita spermii predikuje vyssi reprodukéni uspéch samce (Birkhead et al.
1999, Froman et al. 2002, Gage et al. 2004), tak tésny vztah téchto dvou parametrti nebyl
potvrzen. Na rozdil od téchto vysledkli byla nedavno nalezena pozitivni korelace téchto
dvou prediktorti reprodukcniho uspéchu (Laskemoen et al. 2010). Nicméné pifimo ve
studované populaci motilita nesouvisela s reprodukénim uspéchem, takze u vlaStovek
stromovych miize byt v kompetici spermii rozhodujici mnozstvi a ne rychlost spermi,
ackoli jsou tyto vlastnosti korelované. U vlastovky obecné nemuseji byt tyto vlastnosti
pro reprodukéni Uspéch tak dulezité, protoze se zde vyskytuje znacné nizS§i mira
kompetice spermii. Zatimco u vlastovky stromové je ptiblizné polovina mlad’at zplozena
mimoparovym otcem (Delmore et al. 2008; Laskemoen et al. 2010), u vlastovky obecné
je to necela tietina (Smith et al. 1991,Mpller a Tegelstrom1997, Saino et al. 1997, Moller
et al. 2003, Kleven et al. 2006). Rozdilné vysledky mohou signalizovat odlisSné evolu¢ni

strategie i mezi piibuznymi druhy.

4.4. Druhotny ornament samcu

Asymetrie ocasnich per nekorelovala s jejich délkou. Toto je ptekvapivé zjisténi
oproti vysledktim z piedchozich studii, kde byla nalezena pozitivni souvislost velikosti
ornamentu a jeho symetrie (Mgller 1990; Mgller 1992a). Neshoda vysledki mize
ukazovat na to, ze jsme neznali a tudiZ nemohli oSetfit stafi samct. Tento nedostatek 1ze
napravit az v pfiStich letech, kdy bude zndm vé€k vétSiny odchycenych samcti. Velikost

plochy bilych skvrn nekorelovala s délkou rydovacich per, ackoli tento vztah byl jiz diive

57



DIPLOMOVA PRACE Martina Soudkova

prokazan (Kose & Mogller 1999) a to na vy$$im poctu pozorovanych samci (N = 108)
nez v této praci (N = 64). Nemyslim si, Ze by vysledky mohly byt ovlivnény jinym
zpiisobem méfeni velikosti skvrn v této praci a v praci Kose & Moller (1999). Zatimco
zde byla ur¢ovédna velikost plochy z fotografii, pfimym zméfenim obsahu bilé plochy
pocitaovym programem, ve zminované studii byla zméfena pouze délka a Sirka kazdé
skvrny a z téchto hodnot byl spocitan piiblizny obsah skvrn. Avsak toto ureni obsahu by
mélo byt siln€ korelovano s redlnou velikosti bilé plochy (Kose et al. 1999; Kose &
Moller 1999). Je mozné, Zze nesourodost vysledki je zplisobena rozdilnosti
mezi populacemi a pozitivni souvislost plochy skvrn a délky ocasu neni obecné platnym
pravidlem pro vSechny populace vlastovek. K potvrzeni této hypotézy by vSak byl nutny
vetsi vzorek srovnavanych populaci z riznych evropskych ¢i svétovych lokalit.

Délka ocasu samcti se mezi roky zménila tak, Ze o rok star$i samci méli primérné
0 0,54 cm delsi ocasni pera. Je znamo, ze u vlastovky se délka ocasnich per méni
s vékem samce (Balbontin et al. 2010; Lifjeld et al. 2011) a tomu odpovida 1 prokazana
zména v délce ocasnich per. Ostatni morfologické charakteristiky se mezi roky podle
pfedpokladu nezménily, protoze se jednalo o dospélé jedince. Bohuzel jsme neznali
presné stafi samct, které by ziejmeé mélo vliv na meziro¢ni prirastek, protoze po prvnim

roce by méla byt zména délky ocasnich per nejvétsi (Balbontin et al. 2010).

4.5. Ornament a fenotyp spermii

Mezi celkovou délkou spermii a znaky vypovidajicimi o kvalité samce (délka
ocasnich per, symetrie, velikost skvrn na ocase, zbarveni) nebyl v této praci nalezen
ptimy vztah, nicmén¢ urcity vztah mezi fenotypem spermii a délkou ocasnich per nalezen
byl. Vztah mezi délkou spermii a celkovym zbarvenim ornamentu byl naproti tomu jasné
prokézan u lejska cernohlavého (Ficedula hypoleuca) ve studii Calhim et al. (2009). Jak
u lejska, tak u vlaStovky obecné byly k parametrim spermii vztazeny znaky samcii
souvisejici s reprodukénim tUspéchem a atraktivitou samce. Duvodl, pro¢ nebyly
potvrzeny stejné zaveéry jako u lejskli, mize byt vice.

Jednim z dlivodi miZe byt velmi rozdilna velikost vzorku. V praci Calhim et al.
(2009) bylo méfeno pouze 5 spermii pro kazdého samce a celkovy vzorek byl 17 samci,

zatimco v této praci bylo méfeno 30 spermii pro kazdého samce a celkovy vzorek byl 64
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samcu. Lze se proto domnivat, Ze v uvedené praci mohou byt odlisné zavéry zptisobeny
malym vzorkem a urc¢itou chybou méfeni.

Navic v obou pracich byly pouzity rozdilné metody v ur€ovani zbarveni. Zatimco
u vlastovek bylo pouzito presné méteni jednotlivych slozek barvy (HSB), v praci Calhim
et al. (2009) je hodnoceni vybarveni zaloZzeno na subjektivnim vnimani skupiny
hodnotitelti. Tento zpiisob méfeni muze byt zavadejici (Bennett et al. 1994), proto bylo
zvoleno meéfeni zbarveni spektrometrem. Tato metoda ma vSak také svéa tuskali. Pii
méfeni barvy z pefi je nutné dodrzovat vzdy stejnou vzalenost a tihel ptfikladané sondy,
coz neni kvuli struktufe per vzdy stoprocentné mozné, a tak miize vzniknout chyba
méieni. Pfi hodnoceni zbarveni je nutné uvazovat moZznost pomeénlivosti zbarveni
v ramci sezény (Ornborg et al. 2002). Z publikace Calhim et al. (2009) neni ziejmé, po
jakou dobu sezdny probihaly odchytové akce lejski. My jsme ziskali pera pro hodnoceni
zbarveni od vétSiny samcli uz na zaCatku sezony, ale nékolik jedinct bylo poprvé
odchyceno az v ¢ervenci. V tomto ¢asovém rozpéti by se vSak opotiebovani pera a s tim
souvisejici zména zbarveni neméla projevit (Ornborg et al. 2002).

Dal§im dGvodem nesourodosti vysledkd téchto dvou studii miize byt, Zze
zkoumané druhy ptaklt maji rozdilny typ ornamentace. Samice lejskii maji silnou
preferenci pro tmaveé zbarvené samce (Slagsvold & Drevon 1999), zatimco dorzalni
zbarveni u vlaStovek je pohlavnim vybérem ovlivnéno pouze slabé (Perrier et al. 2002) a
zbarveni bficha a hrdla koreluje s reprodukénim uspéchem samce pouze u nékterych
populaci vlastovek (Safran & McGraw 2004). V prezentované praci nebyl prokazan
vztah morfologie spermii a zbarveni samce. Nicméné nezbytnym piredpokladem pro
testovani hypotézy fenotypu spojeného s plodnosti je pozitivni diikaz o tom, Ze konkrétni
znak samce je opravdu atraktivni pro samice. Délka ocasnich per je pohlavné selektovany
znak a samice preferuji samce s delSimi ocasimi pery (Mgller & Tegelstrom 1997; Saino
et al. 1997). Nase vysledky ukazuji, ze délka ocasnich per samct vlastovky obecné
koreluje s morfologii spermii vyjadienou hodnotami PCA. Samci s delSimi ocasnimi pery
maji celkoveé krat§i spermie s kratSim bic¢ikem a flagellem, ale delSim krékem. To by
mohlo naznacovat, ze samci s del$imi ocanimi pery maji vyssi motilitu diky spermiim
s delsim kr¢kem (energetickd slozka), protoze jak bylo ukazano vyse, délka krcku
odpovida rychlosti spermii. Proti tomuto trendu vSak ptsobi délka spermie tak, Ze samci
s del§imi rydovacimi pery maji krat$i spermie, které v modelu mnohondsobné regrese
korelovaly s niz§i motilitou. Navic vztah mezi délkou ocasu samce a motilitou spermii

v nasledné analyze nebyl prikazny. Samice vlastovek se pifi vybirani partnera podle
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délky jeho ocasnich per nemohou spolehnout na lepsi motilitu partnerovo spermii, ale
pouze na jisté parametry morfologie jeho spermii. Z toho lze usoudit, ze neexistuje
pficinna souvislost mezi délkou ocasnich per samci a kvalitou jejich spermii, a¢ nelze
vyloucit urcitou roli fenotypu spermii pro fertilizaci. Definitivni zavéry bude mozno
ucinit az po analyze paternit, protoze pak teprve bude mozné upln€ pochopit vliv
morfologie spermii na jejich funkei.

Nebyla nalezena Zadna souvislost mezi jinymi ornamenty a morfologii spermii.
Symetrie ocasnich per nevypovidala nic o fenotypu spermii, ackoli bylo dfive dokazano,
ze samice si nazaklad¢ symetrie vybiraji své partnery (Mgller 1993). Velikost plochy
bilych ocasnich skvrn, ktera podle vysledkii prace Kose et al. (1999) odpovida
reprodukénimu uspéchu, sice nesouvisela v nasi praci s morfologii spermii, ale zato byla
nalezena souvislost s motilitou spermii. Pfi zahrnuti vétSiho poctu samct do analyzy bylo
zjisténo, ze samci s vétSi plochou bilych skvrn na ocase maji vyssi rychlost plavani
spermii. Stejné tak zbarveni hrdla, ale ne zad ani bficha, samct vlaStovek souvisi
s motilitou jejich spermii. U ryb byl prokazan pozitivni vztah mezi karotenoidnim
ornamentalnim zbarvenim a rychlej$imi a kvalitngj$imi spermiemi. Pivodné se myslelo,
ze zbarveni hrdla vlastovek je také tvofeno karotenoidy (Saino et al. 1999; Stradi 1998),
ale pozdéji byla prokazana v ornamentu pouze pfitomnost melaninid (McGraw et al.
2003). Jak bylo zminéno vySe, melaninové zbarveni miiZze signalizovat kvalitu spermii
(Calhim et al. 2009) a pfimo na vlastovkdch bylo zjiSténo, Ze zbarveni odpovida
reprodukénimu Uspéchu samcii (Safran & McGraw 2004). Detailnéjsi vyzkum sily
pohlavniho vybéru na zbarveni u evropskych vlastovek by mohl odhalit podrobnéjsi
souvislosti, protoze zatim nebylo zjisténo, zda zbarveni hrdla a bficha je ¢i neni pohlavné

selektovany znak.

4.6. Vliv manipulace na fenotyp spermii

Predpoklad selekce na optimalni fenotyp spermii (Calhim et al. 2007) potvrzuje
nalezena tendence k vys$i variabilité spermii u manipulovanych samcti, nicméné tento
trend neni v prezentované praci prikazny. Navic pro nepfili§ tésny vztah mezi délkou

ocasnich per a morfologii spermii hovoii fakt, Ze zatimco ocasni pera samcii se z roku na
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rok prodlouzila, tato zména v ornamentu nebyla asociovdna se zménou ve fenotypu
spermii.

Motilita se mliiZze ménit v zavislosti na socidlnim postaveni samce (Cornwallis &
Birkhead 2007). Manipulace zastfizenim ocasnich per mohla v nasem ptipad¢ vést ke
snizeni atraktivity samce a s tim souvisejici zmén¢ socialniho postaveni. Manipulovani
samci méeli sice vyssi motilitu spermii, ale rozdil v naSem souboru dat nebyl prikazny
(p =0,19). Rychlejsi spermie byly nalezeny u méné dominantnich samct kura domaciho
(Cornwallis & Birkhead 2007). Podobny trend byl prokazén na sykorach (Helfenstein et
al. 2010a).

V této praci nebyla prokdzana zmeéna v motilité spermii po manipulacidélky
ocasnich per. Pro srovnani motility jednotlivych samct pied manipulaci a po manipulaci
bylo ovSem k dispozici pouze velice omezené mnozstvi dat kvili technickym problémim
s udrzenim konstantni teploty na pocatku sezény. Navic ¢asovy odstup mezi méfenim
motility pfed manipulaci a po manipulaci nebyl u této skupinky ptaktt konstantni
(rozmezi 21 az 43 dni). Tyto nedostatky mohly ovlivnit vysledky pokusu, ackoliv zmény
ve fenotypu spermii by se mély projevit jiz 10 — 15 dni po manipulaci (délka procesu
spermatogeneze, Jones & Lin 1993).

Bohuzel, chybi data o vlivu manipulace na zdravotni stav jedincti a jejich
hormonalni prostfedi. Podle ptedpokladu manipulace méla sniZit kondici samce a
v experimentalnich podminkéach vede zkraceni ocasnich per vlaStovek o 2 centimetry ke
zhorSeni manévrovacich schopnosti (Rowe et al. 2001). Je dulezité tento vliv ovérit
pfimo na zkoumané populaci. V blizké budoucnosti by mély byt k dispozici vysledky
vlivu manipulace na hematokrit, plasmu a hladinu hormonti, které ndm pomohou ptesnéji
pochopit dasledky zasttizeni ocasnich per.

Kvalita samct a jejich spermii byla porovnavéana podle standardnich metod pouze
in vitro a ne v pfirozenych podminkach samiciho pohlavniho traktu, coz by vyzadovalo
obéti na zivotech samic a navic by stejn¢ pravdépodobné nebylo dosazeno kyzeného
efektu. Nedostatkem metody uréovani motility v umélém prostfedi neutralniho roztoku
na sklicku mize byt pozménéné chovani spermii v téchto podminkach, jak bylo
poukazano v praci Meller et al. (2008b). Alternativni moznosti je ziskani tekutiny
z kloaky samice a v tomto roztoku pak spermie samcii pozorovat (Meller et al. 2008b). V
samic¢im prostfedi mohou byt spermie ovlivnény imunitni odpovédi samice, kterd miize
mit vyznamny dopad na pohyb spermii (Parker 1979; Rowe & Arnqvist 2005; Meller et

al. 2008b). Nesmime proto pfi utvaieni obecnych zaveéri opominout skryty samici vyber,

61



DIPLOMOVA PRACE Martina Soudkova

ktery muze také ovlivnit vysledek kompetice spermii (Jennions & Petrie 2000). Nicméné
neutralni prostiedi zGstdva tradini a nejpouzivanéjs$i metodou ke stanoveni
kompetitivnich schopnosti spermii nejen u ptakl, ale 1 u saveil (napt. Gomendio &
Roldan 1991; 2008; Malo et al. 2006; Kleven et al. 2009; Mgller et al. 2009; Helfenstein
et al. 2010a; 2010b; Laskemoen et al. 2010).
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5.Zaver

Ptredlozend prace demonstruje konzistentni vlastnosti morfologie spermii, vztah
morfologie spermii a motility a vztah fenotypu spermii a druhotnych ornamentl u

vlastovky obecné.

1) Morfologie spermii v ramci jednoho ejakulatu vykazuje
sttedn¢ velkou opakovatelnost a morfologie spermii mezi ejakulaty
v rdmci samce vysokou opakovatelnost. Motilita spermii vykazuje stiedné
velkou opakovatelnost. Délka spermii se neméni v prib&éhu sezony ani
mezi dvéma ndasledujicimi roky ¢ili tento znak je mozné pouzit pro
charakterizaci kvality jednotlivych samct v populaci. Motilita v prib¢hu
sezOony mirné klesa a naopak velikost vy¢nélku kloaky stoupd, coz muiize
souviset s nacasovanim hnizdéni.

2) Motilita spermii je ovlivnéna morfologii spermii. Rychlost
pohybu spermii pozitivné koreluje s délkou krcku, ktery zde
pravdépodobné muize slouzit jako energeticky pohon spermie.

3) Ornament mize signalizovat kvalitu spermii. Délka
ocasnich per u vlastovky obecné koreluje s morfologii spermii: samci
s delSim ocasem maji celkové krats$i spermie, flagellum a bicik, ale delsi
kréek. Velikost bilych skvrn na ocase a intenzita zbarveni hrdla samci
koreluje s motilitou spermii.

4) Manipulace s velikosti ornamentu nema vliv na fenotyp

spermii, a to ani na morfologii, ani na motilitu a ani na mnozstvi spermii.
Dalsi vyzkum vnitrodruhové variability fenotypu spermii v kontextu

postkopula¢niho pohlavniho vybéru a zavislosti na kondici miize poskytnout cenné

informace o mechanismu evoluce a vzajemnych vztahii pohlavné selektovanych znakt.
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