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Abstrakt

Karotenoidni ornamenty hraji u mnoha druhii dileZitou roli pfi vybéru partnera a byla
pozorovdna spojitost mezi drovni jejich exprese, fitness jedince a riznymi ukazateli jeho
kondice. Predpokladd se tedy, Ze v pohlavnim vybé&ru funguji jako ukazatele kvality a kondice
jedince. I ptfes dlouhodoby vyzkum stdle nezndme mechanismy zajiStujici Cestnost takové
signalizace. V soucasnosti nejvice akceptovand hypotéza predpokldda antioxidaCni ucinky
karotenoidd, a tudiZ trade-off mezi jejich alokaci do ornamentl nebo do obrany proti volnym
radikdlim. Antioxida¢ni funkce karotenoidi in vivo byla vneddvné dobé u ptika
zpochybnéna a byly navrZeny alternativni hypotézy, predpokladajici degradaci karotenoidii
volnymi radikdly, Skodlivé (prooxidacni) tuc€inky vysokych koncentraci karotenoidi a
meziproduktii jejich degradace nebo propojenost metabolickych drah pro pfeménu
karotenoidl a pro homeostatickou kontrolu mitochondridlni respirace a redoxniho stavu. Tyto
hypotézy piedpokladaji riizné nakladani s karotenoidy v organismu pii zvySeném oxidacnim
stresu, coZ jsme testovali pomoci experimentdlnich manipulaci oxidacni zatéze a piijmu
karotenoidii u samci zebiicky pestré (Taeniopygia guttata). Vysledky jsou v rozporu
s alternativnimi hypotézami a C¢4steCné podporuji alokacni trade-off, zaloZené na
antioxida¢nich vlastnostech karotenoidi. Vysledky vsak také naznacuji, Ze barva zobdku u
zebticek pestrych neni ddna pouze obsahem karotenoidli, a Ze problematika signalizace

kondice bude pravdépodobné mnohem komplexnégjsi, nez predpoklddaji soucasné hypotézy.



Abstract

In many species carotenoid-based ornaments plays fundamental role in sexual
selection. It is believed that carotenoid-based ornaments act as indicators of individual quality
and condition during mate-choice, as associations between their expression, individual fintess
and various condition indicators were observed. Despite the long-term research, mechanisms
ensuring signalling honesty remain unknown. Currently, the most accepted hypothesis
suggests antioxidant properties of carotenoids, and, therefore, a trade-off between their
allocation to ornamentation or defence against free radicals. The antioxidant function of
carotenoids in vivo was challenged in birds, however, and alternative hypotheses were
proposed, assuming either carotenoid loss due to free-radical oxidation, or harmful (pro-
oxidant) effects of high carotenoid levels in the body, or interconnection of metabolic
pathways for both, the carotenoid conversion and homeostatic control of mitochondrial
respiration and redox state. These hypotheses assume differing allocation of carotenoids under
elevated oxidative stress, which we tested using experimental manipulations of oxidative state
and carotenoid intake in adult male zebra finches (Taeniopygia guttata). The results are
inconsistent with all the alternative hypotheses, but partly support allocation trade-off, based
on carotenoid antioxidant properties. On the other hand, the results also suggest that zebra
finch beak colouration is partly independent on beak carotenoid concentration, and that the
mechanisms of condition-dependent carotenoid-based signalling are probably much more

complex than assumed by the current hypotheses.
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1. Uvod

Pohlavni vybér je dilezitym evolu¢nim mechanismem, ktery ovliviiuje morfologii a
chovani jedinci (Anderson, 2006). Jeho ptisobeni vedlo b&hem evoluce k vytvoreni
napadnych sekundarnich pohlavnich znak, jako jsou napftiklad u ptdkt dlouhd ocasni pera a
vyrazné zabarveni. Z jakého dliivodu a jak se tyto znaky pohlavnim vybérem vyviji, se snazi
vysvétlit nékolik hypotéz. U mnoha ZivociSnych druhti je zdokumentovdna souvislost mezi
mirou exprese ornamentu a kondici a fitness jedince, coz napovidd tomu, Ze se ornamenty
vyvinuly jako indikédtory kvality jedince. Aby se kvalita jedince nedala zfalSovat, musi
existovat mechanismy zajist'ujici zavislost exprese ornamentl na fyziologickém a zdravotnim
stavu jedince (Szdmad6, 2011). Karotenoidni zabarveni koZnich derivatd, jako jsou zobdky,
krouzky okolo oci a pefi (Alonso-Alvarez et al., 2008; Hill et al, 2002), md vyznamnou tlohu
pii vnitrodruhové signalizaci, a tedy i v pohlavnim vybéru (Gray, 1996). Karotenoidni
ornamenty proto patii k jedném z nejdéle studovanych znak signalizace kvality jedince
a jsou v dne$ni dob€ hojné vyuzivany jako model pro studovani pohlavniho vybéru. U mnoha
druhti (napt. zebticky pestré) byl zdokumentovan vliv karotenoidnich ornamentl na Gdspésnost
pii vybéru partnera (Hill, 1990). Vysvétleni mechanismu kondi¢ni zavislosti karotenoidti neni
doposud uspokojivé vyteSeno. Existuje né€kolik hypotéz, které se snaZi tento fenomén
vysvétlit a na zdkladeé pokusti ho prokdzat. Nejednotnost vysledkl experimentli v§ak dodnes
nevede k jednoznané odpovedi, jak karotenoidni signalizace odrazi kvalitu jedince.
V soucasnosti se za jeden z hlavnich mechanismt, které udrzuji Cestnost signalizace, povaZuje
oxidativni stres z volnych radikdli a nutnost udrZovat redoxni homeostizu organismu
(Alonso-Alvarez & Galvan, 2011). Tyto hypotézy predpokaddji rizny vyznal karotenoidil na
redoxni stav (od antioxida¢nich aZ po prooxidacni Gcinky) a implikuji tedy rozdilné nakladani
s karotenoidy pfi zvySené oxidacni zatézi.

Cilem mé diplomové prace bylo studovat distribuci karotenoidi v organismu pfi
zvySené oxidacni zatéZzi, a tim testovat navrzené hypotézy. Experiment byl provddén na
zebtickach pestrych (Taeniopygia guttata), kterym byl experimentdlné manipulovéan piijem

karotenoidua a hladina oxidac¢ni zatéze.



2. Literarni prehled

2.1.Karotenoidy

Karotenoidy jsou druhd nejpocetnéjs$i barviva u ptdkli po melaninech a hojné se
vyskytuji i u dalSich obratlovci (McGraw & Hill, 2006). Pocet objevenych karotenoidti se od
roku 1948, kdy bylo popséno pfiblizné 30 druhd, rapidné zvySuje a dnes je védci popsano vice
nez 700 piirodnich karotenoidi (Britton et al., 2008). Karotenoidy vytvari Zlutd, oranZova a
cervend zbarveni kiize a koZnich derivat (napiiklad peii ¢i zobdku), ale vyskytuji se také ve
Zloutcich ptacich vajec a v sitnici (Hill & McGraw, 2006).

Z chemického hlediska jsou karotenoidy v tucich rozpustné izoprenoidni latky ze
skupiny terpenti (Britton, 1995; El-Agamey et al., 2004). VSechny zndmé karotenoidy
obsahuji cCtyficet uhlikli, a patii tedy do skupiny takzvanych tetraterpent, tedy terpent,
skladajicich se z osmi izoprenoidnich jednotek, obsahujicich pét uhlika (Hill & McGraw,
2006). Zakladnim zastupcem je lykopen, od kterého miiZe byt odvozena vétSina karotenoidl a
jehoz sumarni vzorec je CqHse (Mazza, 1998). Karotenoidy ve své molekule dédle obsahuji
ruzny pocet dvojnych vazeb, které ovliviiuji jejich fyzikdlni vlastnosti, vyslednou barvu,
molekularni tvar a chemickou reaktivitu karotenoidi (Ruiz-Sola & Rodriuez-Concepcion,
obsahuje tfi az patnact), se chova jako chromofor (Fraser & Bramley, 2004). Dvojné vazby
absorbuji modrozelené svétlo o vinové délce 400500 nm, diky c¢emuz se lidskému oku
karotenoidy zdaji jako Zluté aZ Gervené (Svensson & Wong, 2011). Cim vyssi je podet
dvojnych vazeb v molekule, tim je dosazeno vyssiho absorpéniho maxima a karotenoid se jevi
jako Cerveny (Rodriguez-Amaya, 2001). Vétsina piirodnich karotenoidl se nachazi v all-trans
konfiguraci, protoZe cis konfigurace je termodynamicky nestabilni (Rodriguez-Amaya &
Kimura, 2004; Britton, 1995). Molekuly s dvojnymi vazbami mohou vytvafet izomery, které
se odliSuji polohou substituentli, ¢imZ vznikaji formy cis a trans. Karotenoidy se 1i$i nejen

poctem svych dvojnych vazeb, ale také molekulami tvoticimi konce jejich molekul.



U piirodnich karotenoidt bylo identifikovdno sedm rtiznych molekul, které se vazou
na izoprenoidni kostru (Obr. 1). Podle pfitomnosti nebo absence téchto struktur miZeme
karotenoidy rozdé€lit do tfi zdkladnich skupin. Jednu skupinu tvoii karotenoidy s acyklickou
strukturou, mezi které patii napiiklad lykopen. Dalsi skupinou jsou karotenoidy s cyklickou
strukturou na jednom jejim konci, do této skupiny fadime napfiiklad y-karoten. Posledni
skupinou jsou karotenoidy obsahujici cyklickou formu na obou koncich molekuly, jedna se

napiiklad o f-karoten a lutein (Britton, 1995).
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Obr. 1. Struktura vybranych karotenoidii. (Prevzato a upraveno z Mortensen & Skibsted, 1997,
Barbosa-Filho et al., 2008)

Podle klasické nomenklatury se karotenoidy déli na dvé zdkladni skupiny. Prvni
skupinou jsou uhlovodiky nazyvané karoteny, které jsou tvofeny pouze molekulami uhliku a
vodiku. Jsou to nepolarni latky tvofici oranZové az Cervené zabarveni. Mezi karoteny patii
napiiklad lykopen a o/B/y- karoteny (Mazza, 1998). Druhou skupinou jsou kyslikaté derivaty
karotenli, které jsou diky navazanému kysliku vice poldrni neZ karoteny. Nazyvaji se
xantofyly a vznikaji napiiklad hydroxylaci nebo epoxidaci karotenoidii. Mezi xantofyly pati{
napiiklad lutein, zeaxanthin, canthaxanthin a f-cryptoxanthin ( Yamaguchi, 2011). Podle typu
substituovaného kysliku se dale xantofyly daji rozd¢lit na hydroxykarotenoidy (napf. lutein) a
na ketony (napf. canthaxanthin; Hill & McGraw, 2006).

Karotenoidy se uplatiiuji nejenom pii vytvafeni zabarveni rostlinnych a ZivociSnych
tél. Jejich hlavni funkci v rostlindich je pohlcovani svétla pfi fotosyntéze a ochrana
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fotosyntetického aparatu pted oxidativnim stresem. U Zivocichli nékteré karotenoidy funguji
jako prekurzory vitaminu A, posiluji imunitni systém, nachdzi se v sitnici, kde zvysSuji
rozliSovaci schopnost zraku a podili se na antioxidacni obrané€ nejen sitnice, ale celého téla
(Whitehead et al., 2006; Latscha, 1990).

Karotenoidy jako hydrofobni liatky se nejCastéji  vyskytuji v lipofilnich
kompartmentech, jako jsou membrany, a zvySuji jejich termostabilitu a rigiditu (Britton,
1995; Gruszecki, 1999). Xantofyly oproti karotenim obsahuji na svych koncich Castéji
polarni skupiny, které jim umozinuji prochdzet celou membranou (Obr. 2; Young & Lowe,
2001). Ve vodném prostfedi se karotenoidy shlukuji do miniaturnich krystalka, které se

vV s

vyskytuji naptiklad v chromoplastech vysSich rostlin (Britton, 1995).

Zeaxanthin pB-karoten

Obr. 2. Schématické zndzornéni umisténi xantofylu (zeaxanthin) a karotenu (f-karotenu)

v membrdné. (Prevzato a upraveno podle Young & Lowe, 2001 )

Vyskyt karotenoidii neni omezen pouze na membriny, ale nachdzeji se napf. i
v komplexech s proteiny. Ve spojeni s proteiny se karotenoidy nachdzeji napi. ve vnéjsi
schrance korysil a vytvareji modré az fialové zabarveni (Zagalsky et al., 1970). V pta¢im pefti
jsou karotenoidy navazany na keratin (Stradi et al., 2001). Ve vejcich jsou rozpustény v tucich

(Blount et al., 2000).



Ve své diplomové praci nazyvam jednotlivé karotenoidy jejich bézné pouzivanymi

trividlnimi ndzvy. Pro tplnost doddvam tabulku s jejich systematickymi ndzvy:

Trivialni nazev Systematicky nazev
Astaxanthin 3,3"-dihydroxy-B,B-karoten-4,4"-dion
Canthaxanthin B,B-karoten-4,4'-dion
Doradexanthin B,e-karoten-4-on
B-Karoten B,B-karoten
B-Cryptoxanthin B,B-karoten-3-ol
Lutein B,e-karoten-3,3"-diol
Zeaxanthin B,B-carotene-3,3"-diol

Tab. 1. Piehled ndzvii karotenoidu zjisténych v této prdci ve tkdnich zeb¥icek pestrych. (Prevzato a

upraveno podle Rodriguez-Amaya, 2001).

2.2.0xidativni stres

Stres, neboli stresovd odpovéd, je zdkladni fyziologicky proces, kterym organismy
reaguji na Skodlivé faktory (tzv. stresory) ohroZujici jejich Zivot a homeostazu. Stejn¢ jako
mnoho latek, které jsou v mensi mite prospésné a ve vyssich davkach naopak zdravi skodlivé,
i malé ptsobeni stresu télu nevadi a naopak je potfebné pro pfiméfenou reakci na zménu
podminek okoli a pii Zivot ohrozujicich situacich (Siegel, 1980). Vystaveni Zivocicha
stresorim vede k aktivaci hypotalamus-hypofyza-adrendlni osy (HPA osy) a ke zvySeni
hladiny stresovych hormont (kortikosteroidli) v krvi (Johnstone et al., 2012). ZvySeni hladiny
stresovych hormont pfi kratkodobém vystaveni stresovym podminkdm md zdsadni vliv na
mnohé t€lni soustavy a pochody v téle, jako jsou kardiovaskuldrni systém a metabolismus,
které jsou stresovymi hormony stimulovany, a dochdzi tak napiiklad ke zvysSeni krevniho
tlaku a zvySeni hladiny glukézy v krvi. VSechny tyto U¢inky maji dopomoci organismu
k preziti a k udrZeni vnitini homeostdzy (Boonstra, 2013).

Pfi dlouhodobém nebo nadmérném piisobeni stresu se télo neni schopné vyporadat
s negativnimi ucCinky, které souvisi se stresem, a dochazi k poskozeni organismu. Dlouhodobé¢
zvySend hladina kortikosteroidli totiz sniZuje piijem potravy, potlaCuje imunitni systém a
produkci inzulinu, a ¢ini tak zvife ndchylngjsi k tinavé a k nemocim (Buchanan, 2000).
Jednim ze stresovych faktort naruSujicich funkce organismu je tzv. oxidativni stres, ktery je

definovan jako nerovnovaha mezi vznikem volnych radikdli a dalSich vysoce reaktivnich
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kyslikovych a dusikovych molekul (RONS; reactive oxygen and nitrogen species) a jejich
eliminaci, coZ vede k naslednému zvysSeni oxida¢niho poSkozeni tkani (Finkel & Holbrook,
2000). Volné radikaly jsou latky, které nesou ve své molekule jeden nebo vice neparovych
elektronti, a stavaji se tak vysoce nestabilnimi. Mezi RONS tfadime radikély, jako jsou radikal
superoxidovy O2e-, hydroxylovy OHe, peroxylovy RO2e a hydroxyperoxylovy HO2e a dalsi
oxidacni Cinidla, jako jsou peroxid vodiku H,O, a kyselina chlornda HOCI (Bayr 2005).
Z RONS je nejvice reaktivni hydroxylovy radikél, ktery reaguje s proteiny a poSkozuje je
(Surai 2006). Volné radikdly bézn¢ vznikaji u aerobniho metabolismu béhem pienosu
elektronti v dychacim fetézci, a to predevSim v komplexu I az III, jejich produkce je tak
nevyhnutelnym vedlejSim produktem energetického metabolismu (Inoue et al., 2004). DalSim
fyziologickym dé&jem, pfi kterém vznikaji RONS, je napiiklad imunitni reakce, kdy dojde
k tzv. oxidativhimu vzplanuti fagocytt, které vytvareji O2e- a H,O, urCenych na likvidaci
baktérii (Forman & Torres, 2002). Pokud nejsou tyto reaktivni molekuly odstranény, ovliviiuji
¢i poSkozuji mnohé bunécné struktury od fosfolipidovych membrédn, pies proteiny aZ po
DNA, ¢imZ naruSuji jejich funkci (Burton & Jauniaux, 2011). Kumulace tohoto oxida¢niho
poskozeni je povazovana za pri¢inu nebo miniméln¢ za dulezity negativni faktor ucastnici se
procesu starnuti (Cadenas & Davies, 2000) a rozvoje mnohych onemocnéni, jako jsou
napiiklad Parkinsonova choroba (Liu et al., 2002) ¢i nddorovd onemocnéni (Valko et al.,
2004). Tato situace se n€kdy nazyva kyslikovym paradoxem, coZ vyjadiuje zdvislost
aerobnich organismt na kysliku, ktery je zaroven poskozuje, a je tak pravdépodobnou
ptic¢inou jejich kone¢ného zdniku (Davies, 1995).

I pfesto, Ze se neda zabrdnit jejich vzniku, téla si proti nim vytvofila u¢innou ochranu
ve formé enzyml a antioxidaCnich latek. Mezi antioxida¢ni enzymy fadime ptedevSim
superoxid dismutdzu (SOD), glutation peroxiddzu (GPx) a kataldzu. SOD se vyskytuje ve
dvou izofotich podle typu kofaktorti a tvoii prvotni ochranu proti volnym radikalim
v bunikdch, kde pfeménuje superoxidovy radikdl na méné reaktivni formu - peroxid vodiku
(Rodriguez et al., 2004). Peroxid vodiku je dile eliminovdn pomoci GPx a kataldzy na vodu
(Krinski, 1992). GPx je tzv. selenoprotein, ktery ve svém aktivnim misté vaze glutation, na
ktery se ptendsi elektrony z peroxidu vodiku nebo dalSich hydroxiperoxidii (Mates, 2000).
Kataldza se vyskytuje predevs§im v peroxizomech a ma oproti GPx vyssi efektivitu v zavislosti
na koncentraci peroxidu vodiku. Pfi jeho vysokych koncentracich dochézi k inaktivaci
katalazy (Dringen & Hamprecht, 1997). Pokud by nebyl peroxid vodiku odstranén, pfemeénil
by se Fentonovou reakci na vysoce reaktivni hydroxylovy radikal (Mates, 2000; Rodriguez et

al., 2004).
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Na neenzymové ochrané se podili piedevSim nizkomolekuldrni latky rozpustné jak ve
vodé&: glutathion, kyselina askorbova (vit. C; Obr. 3), tak v tucich: tokoferoly (vit. E; Obr. 3) a
vitamin A a jeho prekurzory-karotenoidy (Bayr, 2005). Vitamin C je povaZovin za
schopny tvofit, nékteré druhy ptdktl, ¢lovék a morcata totiZz ztratili enzym L-gulonolakton
oxid4zu, kterd je pro vznik vitaminu C nezbytny, a musi ho proto pfijimat v potravé (del Rio,
1997 ; Drouin et al., 2011). Vitamin C dokéZe ucinn€ odstranit superoxidové, hydroxylové a
peroxylové radikdly. Vitaminem E oznacCujeme skupinu tokoferold, které slouzi k ochrané
membrén pted peroxidaci lipidi (Sies & Stahl, 1995).

i

H
HO OH
HO 5 L . 18
a-tekofercl oy Ty CxFmy -
Rg B H-I“Imi CHy H = ]
yiokofered ™ = T
R? (6] d-tokoferol W H ; 'I:“;-; U '0 OH
H4C Sk OH

Obr. 3. Vlevo-chemickd struktura tokoferolii, vpravo- chem. struktura vitaminu C. (Prevzato a

upraveno podle Sies & Stahl, 1995)

Vétsina karotenoidi obsahuje ve své molekule dvojné vazby, diky kterym nabyvaji
antioxidacnich vlastnosti. Karotenoidy v zdsad¢ reaguji s volnymi radikdly tfemi zplsoby

(Obr. 4; Young & Lowe, 2001).

ROO-+ CAR — ROO~- + CAR* [1]
ROO -+ CAR — ROOH + CAR [2]
ROO-+ CAR — (ROO —CAR) [3]

Obr. 4. Reakce karotenoidii s radikdly: [1] pienos elektronu, [2] odebrdni vodiku, [3] sloucent.
(Prevzato z Young & Lowe, 2001).

B-karoten a lykopen jsou napiiklad schopné deaktivovat singletovy kyslik 'O, a
peroxylové radikdly (Sies & Stahl, 1995). Karotenoidy také kooperuji s ostatnimi
neenzymovymi lipofilnimi i hydrofylnimi antioxidanty. Podani f-karotenu a a-tokoferolu
prokazatelné snizuje peroxidaci lipidt vice neZ jejich jednotlivé podéani (Palozza & Krinski,
1992). Karotenoidy totiZ mohou chrénit a-tokoferol pfed jeho transformaci na radikdlovou
formu (Bohm et al., 1997) a existuje i opac¢nd reakce, kdy radikdl f-karotenu je redukovan

vitaminem E (Mortensen & Skibsted, 1997). Karotenoidy 1 vitamin E jsou pied oxidativnim
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poskozenim chranény vitaminem C (Young & Lowe, 2001). Tim, Ze jsou B-karoten a lykopen
uloZeny hluboko uvnitf membrédn, nemohou se podilet na pfenosu elektrontl, a zabranovat tak
peroxidaci lipidd. Naopak méné lipofilni xantofyly, jako je napf. zeaxanthin, které prochazeji
membréanou, a jsou tak v kontaktu i s vodnim prostfedim, mohou buiiku 1épe chrénit pred
peroxylovymi radikdly (El-Agamey et al., 2004). Karotenoidy kooperuji i s ostatnimi

neenzymovymi antioxidanty.

2.3.Diquat

V laboratornich podminkdach existuje n€kolik zpiisobii, jak u pokusnych zvitat vyvolat
oxidativni stres. Jednou z moznosti, kterou jsme vyuzili i pii naSem experimentu, je poddvat
zvitatim diquat. Diquat a paraquat jsou bipyridilové herbicidy, které jsou v soucasnosti
vyuzivéany jako generatory oxidacniho stresu v laboratornich modelech Parkinsonovy choroby
(Tanner et al., 2011). Negativni pusobeni bipyridilovych herbicidii je zaloZeno na jejich
schopnosti tvofit RONS skrz reakce tzv. redoxniho cyklovani (redox cycling), tim, ze
poskytnou sviij elektron dal$Sim slou¢enindm, z kterych se déle tvoii RONS (Fussel et al.,
2011). Béhem této reakce jsou bipiridolové herbicidy schopny produkovat piedevSim
superoxidové anionty (Bonneh-Barkay et al. 2005). V nasledujicich reakcich pak
superoxidové anionty reaguji s dalSimi molekulami za vzniku H,O,, ktery je pieménén na
vysoce reaktivni kyslikovy radikdl na hydroxylovy aniont (OH™; Fussel et al., 2011). Dfivéjsi
prace, které studovaly mechanismus uUc¢inka téchto herbicidl, jim pfisuzovaly schopnost
piimo inhibovat dychaci komplex v mitochondriich (Tawara et al., 1996). Pozd¢jsi prace vSak
tento ucinek zpochybniuji a naznacuji, Ze naruseni funkce mitochondrii nastdvd az pii
vysokych davkach téchto herbicidii pravdépodobné pravé jako disledek vysokého

oxidativniho stresu (Richardson et al., 2005).

2.4.Pohlavni vybér

UZ Charles Darwin si v§iml vyraznych vizudlnich rozdili mezi pohlavimi u ptdkl a
preferenci samic pro pestré samce. Sva pozorovani shrnul v knize z roku 1871, kde popsal
pohlavni dimorfismus a navrhl hypotézu o pohlavnim vybéru, ktery je zaloZeny na rozdilném

reprodukénim udspéchu jedincti (Barraclough et al, 1995). Pohlavni vybér je dilezitym

13



evolu¢nim mechanismem, ktery ma Siroky dopad na morfologii a chovani jedincii (Anderson,
1994). Jeho ptsobeni vede ke zvySovani frekvence vyskytu znakt, které jsou pii vybéru
partnera preferovany opacnym pohlavim. U nékterych ptacich druhti tak mohly vzniknout
velmi ndpadné sekundarni pohlavni znaky, jako jsou dlouhd pera ¢i ndpadné zabarveni, které
mohou mit i negativni vliv na pteZivani jedince (Kirkpatrick & Ryan, 1991). Pfi pohlavnim
vybéru si samec ¢i samice vybiraji mezi jedinci opa¢ného pohlavi nejvhodné&j$iho partnera pro
zplozeni a pifpadnou vychovu potomkii. Castéji dochdzi k vybéru samcti samicemi, protoZe ty
musi investovat vice svych zdroji a energie do vajiek, pocCet potomku, které jsou schopny
zplodit je tak limitovand, na rozdil od samct, ktefi timto nejsou limitovéani, a pocet jimi
zplozenych mlad’at Umérné vzristd s poctem partnerek, které jsou schopni oplodnit
(Andersson, 1994).

Existuje né€kolik hypotéz vysvétlujicich evoluci sekunddrnich pohlavnich znakd.
Jednou z hypotéz je Fisherova (run away) hypotéza ,,sexy synt“ (Fisher, 1930). Podle ni se
v evoluci muzZe objevit preference samice pro urcity znak u samci, ¢imZ se jejich potomky
pfenasi jak geny pro preferenci tohoto znaku, tak geny pro silnou expresi tohoto znaku.
Postupné tak muze dochdzet k posilovani preferenci a k selekci stdle vyraznéjSich forem
preferovaného znaku az do stddia, kdy dalSi rast intenzity znaku zacne vyrazné sniZovat
prezivani jeho nositelti (Andersson & Simmons, 2006).

Hypotéza smyslového tahu (sensory bias), klade dliraz na smyslové vniméani samic,
které preferuji samci znak, ktery se nejprve vyvijel ptirodnim vybérem. Napiiklad u samic ryb
Poecilia reticulata vyhledavajici potravu s oranZovou barvou, vznikla preference pro samce
s velkymi oranZzovymi skvrnami na téle (Rodd et al., 2002).

V posledni dobé jsou velmi populdrni hypotézy, predpokladajici, Ze ornamenty
mohou fungovat jako indikatory urcitych kvalit svého nositele. Hypotéza zalozend na pfimém
zvySeni fitness samice navrhuje, Ze samice si vybiraji samce s takovymi ornamenty, které
odrazeji jejich kvality, ze kterych maji samice piimy piinos, jako napiiklad schopnost obhdjit
st kvalitni teritorium s dostatkem potravy a/nebo nizkou mirou predace (Moller & Jennions,
2001). Ziskéani piimych vyhod samici ovSem neni mechanismem, ktery by pIlné vysvétloval
vznik a udrzeni vyraznych sekunddrnich pohlavnich znakii. Existuji proto hypotézy, které
prisuzuji hlavni vyznam nepiimému zvySeni fitness samice, tzn. zvySeni fitness jejich
potomkii. Jednou z nich je hypotéza ,,dobrych genl“, podle niZ ornamenty signalizuji
genetickou kvalitu jedince, kterd se pak nasledn¢ prenese i na potomky (Fisher, 1999).

Potomci mohou napiiklad od samce ziskat vlastnost, jako je lepsi imunita a rezistence vici
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vV,

parazitim (Hamilton & Zuk, 1982; Barber et al., 2001). V podob& Zivotaschopnéjsich
potomkil si tak samice nepiimo zvysuji fitness (Andersson & Simmons, 2006).

Tyto tfi hypotézy se vSak navzdjem nevylucuji a signdly se tak mohou zacit vyvijet
napiiklad diky smyslové predispozici vybirajiciho pohlavi, piicemzZ jejich evoluce mize byt

ddle taZena run-away mechanizmem a az pozdé¢ji mohou ziskat signalizacni funkci.

2.5.Kondic¢ni zavislost ornamentu

Signalizace kondice jedince v pohlavnim vybéru prostfednictvim vyraznych
druhotnych pohlavnich znakli (ornamentl) je v evolucni ekologii Siroce diskutovanym
tématem. U mnoha druhti byla zjisténa souvislost mezi expresi ornamentu a kvalitou a fitness
jedince. Kondi¢n¢ zdvislé znaky odrazeji stav jedince, jako je napiiklad jeho zdravi a
imunokompetence, popiipad¢ jakd je jeho uspé&Snost pfi ziskdvani néjakého omezeného
zdroje, jako jsou potrava nebo teritorium (Morehouse 2014). Naptiklad jedinci s veétsi
ornamentaci mohou mit vice heterozygotni genom, takZe i potomci maji vetSi variabilitu
genomu (Fromhage et al., 2009; Mays & Hill, 2004). U mnoha druht byla pozorovana
korelace mezi expresi ornamentu a schopnosti vyporddat se s parazitdrni infekci a lepsi
imunologickou odpovédi (Mougeot, 2010). Potomci samcti s vétSim ornamentem maji 1 vetsi
zivotaschopnost (Moller, 1994). Na zédklad¢ téchto studii se zd4, Ze rizné pohlavni ornamenty
jsou samicemi (pfipadné¢ i samci) vyuzivany k rozpoznini kvalitnich potenciondlnich
partnerd. Pouze kvalitni a zdravi jedinci mohou investovat do ndkladnych ornamentélnich
signdll, a tim prezentovat svoji dobrou kondici. Vybérem takového partnera si samice zvysuji
vys§i pravdépodobnost, Ze jeji potomci budou mit dostatek kvalitni potravy a v piipadé
dédicnosti kondice, budou také odoln€jsi a budou mit celkové vétsi Sanci na preziti.
Ornamentace zaloZend na karotenoidech Casto hraje u ptdka zdsadni roli pfi vybéru partnera.
DoloZeno je to naptiklad u zebticek pestrych, casto pouZivaného pta¢itho modelového druhu,
kde je prokdzana preference zabarvenéjSich samct samicemi (Hill, 1990). Aby se ur€ity znak
mohl vyvinout a udrzet jako signdl kondice, musi odrdzet skute¢ny zdravotni stav jedince a
byt tedy tzv. ,Cestny“. To znamend, Ze musi existovat mechanismy, které brini méné
kvalitnim jedincim plnou expresi takového znaku. Indikdtorové ornamentdlni znaky proto

musi mit spojitost s fyziologickymi procesy urcujicimi kondici jedince (Szdmado, 2011).
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Jako moZny mechanismus udrzujici Cestnost signalizace kondice a Zivotaschopnosti je
v soucasnosti Siroce pfijimana tzv. handicapovd hypotéza, podle niZ musi byt tvorba ¢i noSeni
indikdtorového znaku pro nositele zatézi (handicapem), aby si investici do ornamentd a jejich
udrZzovani mohli dovolit pouze zdravi a vitdlni jedinci (Zahavi, 1975). Handicap miZe byt
bud’® ekologicky, nebo fyziologicky. Typickym ekologickym handicapem je zvySena
ndpadnost nositele vyraznych znaki, protoZze svym ndpadnym zevn¢jSkem na sebe upoutdvaji
vEtsi pozornost, a zvySuje se tak riziko, Ze budou spatfeni preddtorem, nebo jsou sndze
odhaleni potencidlni kofisti (Zahavi, 1975; Cotton et al., 2004). Mezi fyziologické typy
handicapu muze patfit vliv pohlavnich hormoni, a to pfedevSim testosteronu. Pfi silnéjsi
vnitrodruhové kompetici se u samcii zvysuje testosteron, ktery sice podporuje karotenoidni
zabarveni, ale miZze mit zdroven prooxidacni ucCinky (Martinez-Padilla et al., 2014). Déle se
uvazuje, ze tvorba ornamentu muze kompetovat o limitni zdroje s antioxidacni obranou. Jako
piiklad se casto uvadi melaninovd ornamentace, kde tvorba pheomelaninu potiebnd pro
ornamentaci spotfebovavd cystein, ktery je nutny pro tvorbu dulezitého intracelularniho
antioxidantu glutathionu (Galvén et al., 2012).

Alternativou k handicapové hypotéze je hypotéza sdilenych drah, kterd navrhuje, ze
tvorba ornamentu muze byt spojena s metabolickymi drahami, které jsou zaroven nezbytné
pro spravné fungovdni organizmu a udrZzovani homeostdzy (Hill, 2011). Podle této hypotézy
ornamenty nemusi byt ndkladné, ale odraZeji funkCnost zdkladnich Zivotnich funkci
organismu, jako je naptiklad mitochondridlni funkce (Hill, 2014).

Na jakém principu funguje Cestnost karotenoidni signalizace, neni do dneSnich dnti
pfesné znamo. Hypotézy, které se snazi vysvétlit mechanismus kondicni zdvislost

karotenoidnich ornamentd, jsou uvedeny v nésledujicich podkapitolach.

2.5.1. Schopnost najit karotenoidy

Karotenoidy jsou mikronutrienty, které si Zivoci$né télo samo nedokéze syntetizovat a
je odkdzano na jejich pfijem v potravé. Jedna z prvnich hypotéz vysvétlujici vyuziti
karotenoidi v ornamentaci je zaloZena pravé na faktu, Ze dostupnost karotenoidd je ddna
jejich mnozstvim v potrave. Tato hypotéza vznikla na zédklad€ pozorovani, Ze sytost zabarveni
karotenoidnich skvrn na téle zavisi na piijmu karotenoidii v potravé (Endler, 1980; Hill et al.,
2002). Karotenoidni ornamenty by podle této hypotézy mohly fungovat jako signaly
schopnosti samce najit dostatek kvalitni potravy (Hill, 1991, 1992; Hill et al., 1994). Tuto

16



hypotézu podporuje napiiklad pozorovani aktivniho vyhleddvani potravy bohaté na
karotenoidy samci novozélandského pévce medosavky hvizdavé (Notiomystis cincta), kteti
maji na rozdil od samic karotenoidni zabarveni (Walker et al., 2014). Na zdklad¢
vSudypiitomnosti karotenoidli v pfirod¢ vSak byla jejich vzacnost v potravé volné Zijicich
zvitat zpochybnéna, coz by znamenalo, Ze pro expresi karotenoidnich ornamenti nemusi byt
jejich prijem v potravé limitujici (McGraw et al., 2003). Ackoliv je exprese karotenoidnich
ornamentli do znacné miry piijmem karotenoidd ovlivnéna, stdle existuje znacnd variabilita
v jejich expresi, kterd je na mnoZstvi piijatych karotenoidli nezdvisld. Manipulace mnozstvi
karotenoidii v potravé v experimentu na sykordch modiinkdch vedl sice ke zméndm
v zabarveni pefi, ale nevedl ke sniZeni variability zabarveni mezi jedinci ¢i k vymizeni
extrémnich fenotyp (Hadfield & Owens, 2006). Ani experiment na postolkidch obecnych
neprokdzal vliv karotenoidll v potravé na rozdily v zabarveni jedincii (Bortolotti et al., 1996).
Rozdily v zabarveni mezi jedinci mohou byt disledkem variability ve velikosti absorpce
karotenoidl v trdvicim traktu (Fitze et al., 2007) a mohou pravdépodobné zdviset i na
individudlni schopnosti jedince skladovat a metabolizovat jednotlivé druhy karotenoidl

(Garcia-de Blas et al., 2014).

2.5.2. Trade-off hypotéza

Kvili zpochybnéni karotenoidl jako limitujictho zdroje v potravé a pozorovani na
potravé nezdvislé variability vexpesi ornamentl byly navrzeny dalsi hypotézy,
predpokladajici napojeni exprese karotenoidnich ornamentii na kondici a fyziologické
procesy, probihajici v télech zivocicht.

Jednou z nich je i hypotéza predpokladajici trade-off mezi vyuZitim karotenoidii pro
ornamentaci nebo pro fyziologické funkce smétujici k zachovéani organismu. Trade-off ve
vyuziti karotenoidii v téle bylo poprvé zmin€no v souvislosti s parazitdrnimi infekcemi.
V experimentech na zebiickdch pestrych a zvoncich zelenych je doloZeno, Ze karotenoidy
zlepsuji bunécnou (Blount et al., 2003, McGraw et al., 2011) a humordlni imunitni odpovéd’
(Saks et al., 2003). Karotenoidy pfitomné v ornamentech by se proto pii napadeni parazitem,
pokud je to mozné, mély uvolnit pro boj s parazitarni infekci, coZ ma za nasledek vyblednuti
ornamentd (Lozano, 1994).

Aktivace imunitniho systému vede k vyblednuti ornamenti zaloZenych na karotenoidech,

které jsou ve vétSi mife vyuZzity v téle vimunitnich reakcich, coZ bylo dokdzéno i v
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experimentech napft. na zebtickach a kosech (Faivre et al., 2003; Alonso-Alvarez et al., 2004).
Jejich ukldddni do ornamentd si proto mohou dovolit jen zdravi jedinci s vysokou
imunokompetenci (Blount et al., 2003). Uklddani karotenoidti do trvalych ornamentt (jako je
napt. pefi), kde uzZ nemohou byt déle vyuzity v téle, je proto pro jedince handicapem a mélo
by byt podminéno dobrou kondici a zdravim jedince (Saino et al., 1999). Karotenoidy mohou
byt v téle vyuzity nejen imunitnim systémem, ale pro své antioxidacni uc€inky nachdazeji
uplatnéni i v ochrang téla pifed poSkozenim RONS (Sies & Stahl, 1995). Omezené mnoZstvi
karotenoidii v téle nemulze byt vyuzito na ob¢ funkce soucasné¢ ve stejné mife. Pii
nepfiznivych Zivotnich podminkach se proto miiZe zvySovat jejich alokace do antioxidacni
ochrany na ukor karotenoidni ornamentace (von Schantz et al., 1999). Pouze zdravi jedinci,
ktefi nejsou v oxida¢nim stresu, si mohou dovolit investovat karotenoidy jak do vizudlni
signalizace, tak do vnitinich organt (Szamado, 2011).

Karotenoidy ovSem nejsou jedinymi antioxida¢nimi latkami, které jsou v télech
vyuzivéany. Jejich interakce s dalSimi neenzymovymi antioxidanty, jako jsou vitamin E a C a
moznost jejich vzdjemného funkéniho zastoupeni znich déla pouze jednu ze slozek

antioxida¢niho systému (Palozza & Krinski, 1992; Young & Lowe, 2001).

2.5.3. Ochrana karotenoida

Rozporuplné vysledky studii zkoumajici antioxidaCni vlastnosti karotenoidi vedly
nckteré védce k presvédceni, Ze karotenoidy nemusi hrit zdsadni roli v antioxida¢ni obrané
organismu (Costantini & Moller, 2008).

Jedno z moznych vysvétleni navrhli Hartley & Kennedy (2004), ktefi ve své hypotéze
navrhuji, Ze karotenoidy mohou fungovat jako signdly oxidativniho poskozeni, i kdyby
Zadnou antioxida¢ni funkci nemély. Tato hypotéza je zaloZena na faktu, Ze karotenoidy pii
reakci s RONS oxiduji a mohou byt dile Stépeny a degradovidny a je potieba je pied
oxidativnim stresem chrénit prostfednictvim jinych antioxidantli (Krinsky & Yeum, 2003).
Pokud nefunguje dostatecné antioxidacni obrana, karotenoidy jsou degradovany a ztraceji
svoji barvu. VétSina antioxidanich mechanismii v téle je zaloZena na antioxidacnich
enzymech a jinych nebarevnych molekulach (napf. glutation ¢i vitaminy C a E), a karotenoidy
by tak mohly fungovat jako barevny indikator jejich antioxidacni kapacity. Zachovani
intenzity zabarveni karotenoidli by tedy mohlo signalizovat kvalitni antioxidac¢ni obranu

organismu a tim 1 kvalitu jedince, i pfes to, Ze by karotenoidy k antioxidacni obran¢ samy
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nepfispivaly (Hartley & Kennedy 2004). Vysledky experimentd jsou prozatim dosti
rozporuplné. Experimentdlni manipulace pifjmu vitaminli C a E vedly u koljusky ti{ostné
(Gasterosteus aculeatus) k vyraznéjSimu karotenoidnimu zabarveni, ne vSak k vétsi velikosti
ornamentu (Pike et al., 2007). Naopak na zobdku racka sttedomotského (Larus michahellis)
doslo pfi podavani vitaminu E ke zvétSeni karotenoidni skvrny, ale nedoSlo ke zméné
intenzity zabarveni (Pérez et al., 2008). V experimentu provddéném na zebtiCkach pestrych
bylo pozorovédno, Ze zvySenim dostupnosti nebarevného antioxidantu (v tomto piipadé
melaninu) doslo k vyraznéjsi karotenoidni ornamentaci (Bertrand & Faivre, 2006). Naopak
podavani vitaminu E u hyla mexického (Carpodacus mexicanus) a zvonka zeleného
(Carduelis chloris) neovlivnilo hladinu karotenoidii v plasmé ani v pefi (Karu et al., 2008;
Giraudeau et al., 2013). Podobné u sykor konader (Parus major) vitaminy C a E neovlivnily

karotenoidni ornamentaci (Marri & Richner, 2014).

2.5.4. Prooxidacni ucinky

Dalsi z hypotéz je téZ zaloZena na degradaci karotenoidd po reakci s RONS, ale kromé
ztraty barvy predpoklddd navic u karotenoidnich rozkladnych meziproduktii prooxidacni
ucinky (Zahavi, 2007; Vinkler & Albrecht, 2010). Vysoké koncentrace karotenoidu, které
jsou nezbytné pro plné vybarveni ornamentii, mohou v reakci s RONS tvofit reaktivni latky,
jako jsou apo-karotenaly a apo-karotenoly, které mohou byt potencidlné Skodlivé a mohou
zvySovat oxidacni poskozeni organismu (Krinsky & Yeum, 2003). Karotenoidy by tak mohly
fungovat jako piimy fyziologicky handicap (Zahavi, 2007; Vinkler & Albrecht, 2010).

Pokusy na bunécnych kulturdch ukdzaly, Ze pfi fyziologické hladiné karotenoidy
chrani bunky pfed poSkozenim, ale pfi vysokych ddavkach tuto schopnost ztraci a dochazi
k poskozeni membran (Lowe et al, 1999). Prooxida¢ni ti¢inky karotenoidd byly pozorovany i
pii experimentu provedeném na kufécich, kterym byly poddvany vysoké davky karotenoidi.
Z vysledkl vyplyva, Ze u kuidki pfijimajicich karotenoidy bylo pozorovano zvétSené riziko
vzniku karcinomu plic oproti kontrolni skupinég, kterd dostdvala placebo (Albanes et al.,
1996). Za vysokého oxidativniho stresu (napi. u kufdkil, pfi praci s asbestem) metabolické
produkty karotenoidii inhibuji oxida¢ni fosforylaci v mitochondriich, ¢imz jesté vice zvySuji
oxidacni stres (Siems et al., 2005). Vysoké davky karotenoidii mohou mit negativni vliv nejen

na Clovéka, ale byly pozorovany i1 u pokusnych zvitat. Za urcitych okolnosti (jako je zvySeny
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stres) mohou vznikat toxické produkty karotenoidli, které, pokud neexistuje dostate¢na
antioxida¢ni obrana, mohou poSkozovat bunécné struktury v téle (Vinkler & Albrecht, 2010).

Jestli karotenoidy budou mit anti- ¢i prooxida¢ni ucinky, zavisi na mnoha vnéjSich 1
vnitinich faktorech. Prooxidacni efekt karotenoidi mize byt zvySen nékterymi
enzymatickymi pochody v buiice, teplem, UV zifenim a béhem fyziologickych
antioxidacnich reakci (Siems et al., 2005). Ddle mlZe nariistat pfi zvySeném parcidlnim tlaku
kysliku nebo pfi jejich vysoké koncentraci (Young & Lowe, 2001). Koncentrace karotenoidli
v krvi je u ptac¢ich druhii vyuZzivajici karotenoidy k ornamentaci vyznamnym faktorem. Z
metaanalyzy 52 Clanka je patrné, Ze ptici, ktefi maji karotenoidni zabarveni pefi, maji i
nejvyssi hladiny karotenoidii v krvi (Simons et al., 2014). O tom, Ze zdlezi na vné&jSich i
vnitinich podminkéch, ve kterych se jedinec nachazi, sv€dci napiiklad i studie provedena na
zdravych nekufdcich, kde naopak vyss$i hladina pf-karotenu v krvi snizila riziko vzniku
rakoviny (Ziegler et al., 1996). Negativni plsobeni metaboliti karotenoidii mize byt
vysvétleno napf. i jejich schopnosti peroxidace lipidl a ¢astecné skrze jejich inhibici adenin
nukleotid translokdzy na membrané mitochondrii, ¢imZ sniZuji bunécnou respiraci (EI-
Agamey et al.,, 2004; Siems et al., 2005). Dalsi z moznych mechanismt tuc¢inku je, Ze
oxidované karotenoidy (nejcastéji f-karoten) inhibuji Na/K APTdzu, a tim snizuji bunécnou
respiraci (Hartley & Kennedy, 2004; Siems et al., 2000).

Pokud karotenoidy nabyvaji prooxidacnich tc¢inkd, mohla by karotenoidni
ornamentace u ptdktl fungovat jako piimy fyziologicky handicap. Jedinci s vyraznéjSimi
s vy$§imi ndroky na antioxidacni ochranu. S tim souvisi i mnoZstvi testosteronu v téle, ktery
zvySuje dostupnost karotenoidll pro ornamentaci, ale zaroven zvySuje oxidacni stres a ma
imunosupresivni t¢inky (Alonso-Alvarez et al., 2007). Zdravi jedinci jsou schopni eliminovat
zvySené mnozstvi prooxidacnich latek pomoci antioxida¢nich enzymu a dalSich antioxidantd.
Ptipadny negativni vliv derivatd karotenoidii by mél byt proto u nich minimdlni (Vinkler &

Albrecht, 2010).
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2.5.5. Hypotéza sdileni biochemickych drah mezi tvorbou ornamentu a
dilezitymi fyziologickymi procesy

Jako alternativa k vySe uvedenym hypotézdm zaloZenych na piimé interakci
karotenoidi s RONS byla navrZzena tzv. hypotéza sdilenych drah. Ta pfedpokladd, Ze
vstiebdvani a metabolismus karotenoidii pouzivd stejné metabolické drahy, které jsou
nezbytné pro udrZeni homeostazy a pro spravné fungovani organismu (Hill, 2011). Kondice
jedince je dina genotypem, soucasnym fyziologickym stavem téla a epigenetickym
nastavenim a pouze jedinec, kterému spravné funguji vSechny biochemické a fyziologické
déje a ma pfistup k dostatku zdroji, mize byt kvalitnim jedincem (Hill, 2011). Jako jeden
z konkrétnich piikladli propojeni ornamentace s fyziologickym procesem bylo navrZeno
provazani karotenoidii s mnoha bunéénymi pochody v téle skrze syntézu vitaminu A a jeho
derivati z nékterych karotenoidii, pfedevSim z f-karotenu a f-cryptoxantinu. MnoZstvi
vitaminu A proto zdvisi na mnoZstvi téchto absorbovanych pro-vitaminovych karotenoidii
v potrav¢é. Vitamin A ma v téle uplatnéni v Siroké Skdle déji od imunitni funkce ptes rust,
lipogenezi, glykolyzu aZ po energetickou homeostdzu. Pokud je narusena homeostdza
vitaminu A (napf. imunitni reakci nebo stresem), pak jsou pro-vitaminové karotenoidy
vyuzity prednostné k tvorbé vitaminu A, a je jich proto mén€ dostupnych pro tvorbu
ornamentu. Plné vybarveni ornamentu by tak bylo moZzné pouze u zdravych a madlo
stresovanych jedinci, ktefi maji navic dostatek karotenoida v potravé (Hill & Johnson, 2012).
Meta analyza clanki, které se zabyvaly vlivem karotenoidii na redoxni homeostdzu a byly
provedeny celkem na Sesti druzich ptdki, vSak tuto teorii nepotvrdila, ale naopak autofi jsou
presvédceni, Ze redoxni hypotéza vitaminu A neni v soucasné dobé dostatecné prikazna
(Simons et al., 2015).

Dalsi mozZnosti, jak by mohla byt Cestnost karotenoidnich ornamentll zajiSténa
prostiednictvim vztahu mezi karotenoidy a redoxni homeostdzou, je moZnost, Ze pfeména
karotenoidii na Cervené formy je zdavisld na stejnych drahdch, které jsou nezbytné pro
oxidativni fosforylaci. Oxidativni fosforylace a tvorba ROS jsou uzce spjaty s bunénym
metabolismem a imunitnim systémem (Johnson & Hill, 2013; Hill, 2014). Na zakladé¢
podobnosti mezi karotenoidy a koenzymem Q Johnson & Hill (2013) navrhuji, Ze syntéza
karotenoidi a koenzymu Q, ktery se ucastni transportu elektronii v dychacim fetézci, by
mohly v urcitém kroku sdilet stejnou metabolickou drdahu ve vnitini mitochondridlni
membran¢. Karotenoidy a koenzym Q maji i spole¢né vlastnosti, dokdzou odstranovat

superoxidové radikély, a podilet se tak na antioxida¢ni obrané. Hlavni funkci koenzymu Q je
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pienos elektroni v ramci elektronového transportniho fetézce a udrzovani membranového
potencidlu nezbytného k tvorbé ATP (Turunen et al., 2004). V piipad€, Ze by tvorba
cervenych ketokarotenoidii souvisela se syntézou koenzymu Q a mitochondridlnim
membranovym potencidlem, mohly by karotenoidy fungovat jako signdly efektivity
mitochondridlni respirace. Jakdkoliv chyba v mitochondridlni a jaderné DNA ¢i stresovy
faktor zptsobujici sniZenou efektivitu bunécné respirace a tvorbu volnych radikall by se tak
projevila i ve sniZené expresi karotenoidniho signdlu (Jonhson & Hill, 2013). Tato hypotéza je

v soucasnosti hlavni alternativou v hypotéze trade-off.

2.6.Modelovy organismus

Experimenty byly provddény na australskych pévcich zebfickdch pestrych
(Taeniopygia guttata). U tohoto druhu je vyrazny pohlavni dimorfismus, pfi kterém samci
vyuzivaji karotenoidy v ornamentaci. U karotenoidniho zabarveni zobdkii u samcii byla
experimentdlné prokazana jejich preference samicemi (Simons & Verhulst, 2011) a jejich
kondi¢ni zdvislost (Birkhead et al., 1998). Jedinci zebficek s CervenéjSim zobdkem maji délsi
dobu ptezivani (Simon set al., 2012) a maji lepsi imunitni odpovéd (McGraw et al., 2003).
Razné stresory vedou k vyblednuti barvy zobdku, napiiklad negativni vliv na barvu zobaku
ma aktivace imunitni obrany (Alonzo-Alvarez et al., 2004) a teplotni stres (Eraud et al.,
2007). Je dolozené, Ze tkané€ zebfiek obsahuji karotenoidy (napt. v zobaku byl detekovédn
a-doradexanthin, adonirubin, astaxanthin, canthaxanthin, lutein a anhydrolutein), z toho
a-doradexanthin byl nalezen pouze v zobdku. Nejvétsi koncentrace karotenoidi byla

nameétena v zobdku, ndsledovany tukem a jatry. (McGraw & Toomey, 2010).

3. Cile prace

Cilem této prace bylo studovat na modelovém ptacim druhu s kondi¢né zavislym
karotenoidnim ornamentem distribuci karotenoidii mezi organy a ornamentem v zdvislosti na
intenzit¢ oxidacniho stresu a mnoZstvi karotenoidi piijimanych v potravé. Tyto znalosti
mohou pomoci falsifikovat nckteré z navrzenych hypotéz zajiSténi Cestnosti karotenoidni

signalizace.

22



Predikce:

Podle trade-off hypotézy by karotenoidy mély byt pifi zvySené oxidacni zatézi
lokalizovany pfedev§im v Zivotné dutleZitych orgdnech. V experimentdlnich skupinich,
kterym bude zvySena oxidacni zdtéZ, by proto mélo byt pozorovdno zvyseni ¢i alespon
zachovani mnozstvi karotenoidl v srdci a naopak sniZeni jejich koncentrace v ornamentu a
v zasobnich tkénich.

Pokud by karotenoidy mély prooxidacni ucinek (handicapova hypotéza), mélo by
naopak u skupiny, ve které bude soucasné¢ zvysend oxidacni zatéZ i piijem karotenoidii, dojit
k nejvyraznéjSimu poklesu karotenoidli v srdci, piipadné i v dalSich orgédnech, kvili jejich
zvySenému vylucovdni z organismu.

V ptipadé, Ze karotenoidy pii reakci s RONS pouze ztraceji barvu a na redoxni stav
nemaji ani pozitivni ani negativni ucinek (hypotéza ochrany karotenoidi), mélo by zvySeni
oxidacni zatéze vést k podobnému poklesu karotenoidli ve vSech organech, a to jak u skupiny
s nizkym, tak u skupiny s vysokym pi{jmem karotenoidi.

V ptipadé platnosti hypotézy sdilenych drah by mélo pii zvySené oxidacni zatézi dojit
ke zméne v zastoupeni Zlutych karotenoidil oproti jejich cervenym metabolitim v ornamentu.
Konkrétné o¢ekdvame pokles Cervenych forem v disledku snizené funkcnosti mitochondridlni

respirace a s ni dle této hypotézy souvisejici pfemény karotenoidii.

4. Material a metody

4.1.Design experimentu

Na moji diplomovou prici byly pouZity vysledky ze dvou experimentl s totoZnym
designem. Experimenty byly provadény na pracovisti Ustavu biologie obratlovctt AV CR, v.
v. i. ve Studenci. K experimentu 1 z roku 2011 bylo pouzito 60 dospélych, piiblizn¢ rok
starych samct. K experimentu 2 z roku 2012 bylo pouzito 80 dospélych pfiblizné rok starych
samcl. VSichni ptici pochdzeli z némeckého Max Planck Institute for Ornithology
v Seewiesen od dr. Wolfganga Forstmeiera. Ptici byli chovani v dfevénych bednovych
klecich o rozmérech 60 x 40 x 40 cm ve specidlni mistnosti budovy Ustavu biologie

obratlovcti AV CR, v. v. i. ve Studenci. K stimulaci pohlavni{ aktivity samct bylo do mistnosti
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umisténo Sest samic v odd€lenych klecich. Délka svételného dne byla nastavena na 14:10 h
(svétlo:tma). Ptaci byli krmeni loupanym prosem ad libitum.

V pln¢ faktoridlni 2 x 2 designu byla manipulovdna intenzita oxidativni zat€ze a
mnozstvi pfijatych karotenoidli v potraveé. Jedinci zebficek byli ndhodné rozdéleni do Ctyft
skupin: kontrolni bez oxidativniho stresu a karotenoidi (OS—, CAR-), se zvySenym
oxida¢nim stresem a bez karotenoidii (OS+, CAR-), se zvySenym pifjmem karotenoidl a bez
oxidac¢niho stresu (OS—, CAR+) a kombinace obou faktori (OS+, CAR+). Experiment 1
(2011) probihal po dobu 10 tydnii, experiment 2 (2012) trval 8 tydnti.

Oxidacni zat€Zz byla zvySovdna pomoci chemického agens diquatu, ktery
prostfednictvim redoxniho cyclingu produkuje superoxidovy radikdl. Diquat byl poddvan
kazdy den v Cerstvé pitné vode¢ (25 mg/l). Tato koncentrace byla vybrdna na zdkladé vysledk
z pilotni studie, ve kterém se poddval diquat ve Ctyfech koncentracich 12,5; 25; 50 a 100 mg/1
pitné vody ctyfem skupindm zebiicek po Sesti jedincich. Pro ndsledny experiment byla
vybrdna nejvyssi subletdlni davka, u které nebyly pti dlouhodobém podavani pozorovany
zadné klinické projevy intoxikace.

Karotenoidy (FloraGLO Lutein 20% SAF, Kemin/DSM, Francie) dostavali ptaci ve
smesi s loupanym prosem v mnozstvi 200 mg/kg. Tohoto sloZeni krmiva bylo docileno
smichdanim 1 ml FloraGLO a 1 ml svétlicového oleje a ndslednym vmichénim této ptfipravené
smési do 1 kg loupaného prosa. Vzhledem k obsahu svétlicového oleje a 10 mg/ml alfa-
tokoferolu ve FloraGLO, byla do kontrolni diety pfimichdna jeho stejnd koncentrace ve 2 ml

svétlicového oleje.

U vsech jedincii byla pfed i po experimentu z juguldrni Zily odebrdna krev (120 pul) do
heparizované mikrohematokritové kapilary. Krev byla centrifugovana 5 min pii 8 800 x g a
rozdélena na krvinky a krevni plazmu.

Po experimentu byli ptaci usmrceni cervikalni dislokaci a pfi ndsledné pitvé byly
odebrany vzorky srdce, tuku a zobdku. VSechny vzorky byly po odebriani ptfechodné
uskladnény v nddob¢ s tekutym dusikem a ndsledné byly uloZzeny do hlubokomraziciho boxu
(-80°C).

Dalsi zpracovani a analyza vzorkd probihala na Ustavu experimentalni botaniky AV CR,

V. V. 1.
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4.2.Méreni barvy zobaku

Reflektance zobdku byla méfena v rozmezi 300-700 nm pomoci spektrofotometru
AvaSpec 2048 s Avalight-XE pulznim svételnym zdrojem (Avantes, Nizozemsko). Na
kazdém jedinci bylo provedeno celkem 12 méfeni, ¢tyfi na kazdé stran¢€ horni ¢asti zobaku a
dv¢ na kazdé stran¢ jeho spodni ¢asti. Sonda byla v pribéhu méfeni drzena kolmo k povrchu
zobdaku. Spektrofotometr byl kalibrovan pomoci bilého standardu WS-2 a temné komory vzdy
po zméteni péti jedincl. Nasledné zpracovani dat a vypocet ptaciho vizudlniho modelu byly
provedeny v prostfedi R 3.0.2 za pouZiti balicku pavo. VSech 12 ziskanych reflektancnich
kiivek bylo prepocitino na Inm kroky a spojeno do jedné primérné kiivky, kterd byla
vyhlazena pomoci span faktoru 0.15. Vysledna kiivka byla vyuzita ke kalkulaci parametri
ptaciho vizudlniho modelu. Nejprve byl pomoci publikovanych parametrti (Hart & Vorobyev,
2005) vytvofen model charakterizujici barevnou citlivost oka zebficky pestré. Vysledké
barevné charakteristiky byly spocteny pro podminky standardniho denniho svétla (D65)
implementovanych v pavo. Vystupem ptaciho vizudlniho modelu jsou tii parametry
charakterizujici barvu, a to 8 (theta), ¢ (fi) a r, (dosazené r, r-achieved). Theta udava odstin

barvy ve spektru viditelném pro ¢loveéka, phi udava UV odstin, r-achieved udava sytost barvy.

4.3.Extrakce karotenoidu

4.3.1. Obecny postup

K extrakci karotenoidl byla pouzita modifikovand meroda dle Garcia-de Blas et al.
(2013). Na zacatku kazdého zpracovani byl nejprve vzorek zvazen, poté byl vlozen do tiecich
misek a homogenizovin. Ke vzorku byla nésledné pfidana smé&s organickych rozpoustédel:
hexan (Fluka Analytical):tert-Butyl ethylether (Sigma Aldrich; HEX:TBME) v poméru 1:1.
Hexan je nepolarni rozpoustédlo a patii mezi nejpouzivanéj$i organickd rozpoustédla pro
extrakci karotenoidti, a to piedev§im nepoldrnich (karotenti) a esterifikovanych karotenoidii
(Amorim-Carrilho et al., 2014). Stejné vlastnosti ma i TBME, ktery se také fadi mezi
nepolarni organicka rozpoustédla. Vznikla suspenze byla zvortexovdna a vloZena na 3 minuty
do ultrazvukové Cisticky. Vzorek pak byl nésledné centrifugovan (8 800 x g, 3 min.).

Odsttedénd svrchni faze byla odsita do zkumavky a vysusSena dusikem. Vznikly extrakt byl
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rozpustén v acetonu a uskladnén v -80°C mrazaku. Aceton patii mezi organickd rozpoustédla,
u kterych nedochédzi po dobu skladovani k vyrazng¢jsi degradaci karotenoidii (Craft, 1992).
V kombinaci s nizkymi teplotami a tmou byla zaru¢ena maximalni moZn4 stabilita vzorkd.
Tkan¢ srdce a tuku z Experimentu 2 byla kvili optimalizaci postupu izolace
karotenoidii z tkani rozdélena na dvé Casti. Zobdky a varlata, stejné tak srdce z prvniho

experimentu byly pouZzity celé. Detailni postup je rozepsédn v nasledujicich podkapitoléach.

4.3.2. Zpracovani zobaki

Pro analyzu byla pouZita karotenoidni rohovina z horni Celisti (tzv. ramphotéka).
Horni ¢asti zobdki byly zvazeny na analytickych vahéach a poté rozdrceny v tiecich miskach
za pouziti tekutého dusiku. Nésledné byla ke vzorkiim v miskdch pfiddna smés 1 ml
HEX:TBME v pom¢ru 1:1 a vznikla smé&s byla odséta pipetou do 1,5 ml mikrozkumavky. Ke
smési bylo pfidano 100 pl destilované vody (CiSténi vody probihalo na pfistroji SCI-AQUA) a
1 ml etanolu. Vzorky ve zkumavkach byly promichdny na vortexu a nasledn¢ vloZeny na
3 min do ultrazvukové Cisticky pro lepsi homogenizaci vzorkli. Vzorky byly centrifugovany
(8 800 x g, 3 min.). Poté byly vzniklé svrchni faze odebrdny do sklenénych banék. Protoze
tkan byla stdle obarvend, zopakovala se extrakce HEX:TBME a vznikl4d nova svrchni faze
byla ptfiddna k extraktu v bafnice. Aby doslo k co nejvétsi vytéZnosti karotenoidl z tkané, bylo
ke tkdni v mikrozkumavkéch ptidino 1 ml HEX:TBME a nasledn¢ byly mikrozkumavky se
vzorkem vlozeny do lednice po dobu 2-3 dni. Extrahovand smés v banikach byla odpafena na
vakuové odparce a po zakryti ban€k nitrocelul6zovou membrinou byly banky se vzorky
vloZeny do —80 °C mrazdku. Po pfiddni extraktl ze vzorki z lednice a opétovném odpateni na
vakuové odparce byly extrahované karotenoidy v bankach rozpustény v 400 ul acetonu a
pipetou preneseny do sklenénych vidlek. Postup extrakce karotenoidl ze zobdkl byl pro oba

experimenty totozny.

4.3.3. Zpracovani srdci

Poloviny vzorkl srdci z druhého experimentu byly promyty v destilované vod¢, aby
doslo k maximalnimu vymyti krve z tkdn¢. Nasledné byly vzorky zvaZzeny a homogenizovany

v ttecich miskdch. Ke vzorkiim byla pfiddna smés 1 ml HEX:TBME a 1 ml ciSténé

26



destilované vody. Smés byla pfenesena do mikrozkumavky, zvortexovana a vlozena na 3 min.
do ultrazvukové cisticky. Nasledné byla smés centrifugovédna (8 800 x g, 3 min.) a vznikla
svrchni faze byla odebrdana do vidlky a byla vysuSena na dusiku. Vzorky byly rozpustény ve
400 pl acetonu.

Druhé poloviny srdci byly zpracovany stejnym postupem, avSak ke vzorkiim bylo po
rozpusténi v HEX:TBME pfidano navic 100 pl etanolu.

Srdce z Experimentu 1 byla pouZita na analyzu celd a pfi extrakci se ke vzorkiim
piidavalo 100 pl etanolu. Rozdily ve vytéZznosti karotenoidl z tkdni pii vynechdni a pfi

pridani etanolu jsou uvedeny v Casti s vysledky.

4.3.4. Zpracovani tuku

Tuk byl zvaZzen a nésledné homogenizovan v tfecich miskdch. Ke vzorkiim byla
piidana smés 1 ml HEX:TBME a 1 ml ¢isténé destilované vody. Smeés byla pienesena do
mikrozkumavky, byla zvortexovédna, vloZzena na 3 min. do ultrazvukové Cisticky a
zcentrifugovéna (8 800 x g, 3 min.). Svrchni faze byla odebrdna do vidlky, vysuSena dusikem
a rozpusténa ve 400 pl acetonu.

Takto pfipravené vzorky byly skladoviany v —80 °C mrazdku. Po jejich vyndani a
rozmrazeni byly zkumavky zakalené a tvorily se v nich srazeniny pravdépodobné z mastnych
kyselin. Vzorky byly proto znovu zcentrifugovany a nédsledné¢ byly faze bez usazenin odsaty a
pieneseny do novych vidlek. Vzorky byly bez prodleni zméfeny na spektrofotometru, aby
nedoslo ke zkresleni vysledki pfipadnymi srazZeninami.

Druhd cast tuku byla zpracovdna stejnym postupem, avSak ke vzorkiim bylo po
rozpusténi v HEX:TBME piiddno navic 100 pl etanolu. Po rozmrazeni vzorkl i zde doslo
k zakaleni zkumavek. Postup byl proto zopakovan podobné jako u ptedeslych vzorkl bez

etanolu.

4.3.5. Zpracovani plasmy

Plasma byla pienesena do mikrozkumavek, ke kterym byla pfiddna smés 1 ml
HEX:TBME a 1 ml ¢isténé destilované vody. Vzorky byly zvortexovany, vloZeny na 3 min.

do ultrazvukové cisticky a nasledné byly centrifugovany (8 800 x g, 3 min.). Svrchni faze
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byly pfeneseny do vidlek. ProtoZe byla stdle vyrazné zabarvena i spodni (vodni) frakce, byla
k ni opét pfidana smés 1 ml HEX:TBME, zkumavky byly vloZeny na 3 min. do ultrazvukové
Cisticky, znova zcentrifugovany a nové svrchni faze byly pfidany k jiZ odsatym fazim ve
vidlkach. Vzniklé extrakty byly vysuseny na dusiku. I pfes zopakovani extrakce organickymi
rozpoustédly byla vodni faze stile zabarvend do Zluta. Proméfenim takto zabarvené vody na
proto zopakovén jesté jednou s malou modifikaci a to pfidanim 100 pl etanolu. Rozdily mezi

dvéma postupy extrakce jsou uvedeny ve vysledcich.

4.4. Analyza celkové koncentrace karotenoidii pomoci méi-eni
absorbance

Vzorky rozpusténé v acetonu byly méfeny na spektrofotometru (Tecan Infinite M200)
pomoci softwaru (Tecan i-Control software). Rozsah méfeni vlnovych délek byl od 325 nm
do 600 nm s délkou kroku 5 nm. Teplota piistroje byla nastavena na 24 °C. Pro odstranéni
interference prostiedi a rozpoustédla byla pfed samotnym méfenim vzorkl nejprve prométena
prazdnd mikrotitratni desticka (Eppendorf), jejiZz absorbance se vysledné odecetla od
absorbance vzorkd. Ke kazdému vzorku byla méfena absorbance Cistého acetonu, kterd se
ndsledné také odecetla od absorbance vzorka. Kvili pomérné rychlému vypafovani acetonu
bylo méfeno najednou vZdy jen jeden sloupec desticky, tedy 8 vzorkii. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 200 pl smési vzorku a acetonu.

Protoze kazda tkan meéla riznou intenzitu zabarveni, a tim i rozdilnou koncentraci
bylo nasledujici (vzorek:aceton): zobdky (30:170 ul), srdce (100:100 ul), tuk (60:140 pl),
varlata a plazma nebyly fedény. Redéni bylo zvoleno podle vysledki spekter ze Sesti fedén,
které bylo provedeno na pokusnych vzorcich: (ul vzorku: pl acetonu) 100:100; 50:150;
30:170; 20:180; 15:185; 10:190. Byly vybrany 3 vinové délky, které se ndsledn¢ vynesly do

grafu, podle kterého bylo zvoleno adekvatni fedéni.
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Graf 1. Piiklad koncentraéni fady zobdkii.
Identifikace jednotlivych druhii karotenoidl probihala na zdkladé¢ jejich absorpcnich

maxim a tvaru spekter. VétSina karotenoid ma absorpéni maximum ve tfech vlnovych

délkach, takZe vytvaii typické tiivrcholové spektrum (viz Graf 2).
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Graf 2. Piiklad absorbanéniho spektrakarotenoidniho extraktu ze zobdku zebiicky pestré.
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4.5.Vyhodnoceni mnoZstvi karotenoidti ve tkanich

Pro statistické zpracovéani byla pouzita absorbance pfi vinové délce 450 nm, protoze
okolo této hodnoty dosahuji karotenoidni spektra vétSinou svého maxima (Graf 2; viz také
napft. tabulka 1 v Rodriguez-Amaya & Kimura, 2004).

Od absorbanci vzorki a acetonu byly odecteny absorbance prazdnych jamek a
nasledn¢ byly od vysledki vzorki odeceteny hodnoty absorbance acetonu. Tim doSlo k
odstranéni interferenci pozadi a rozpousStédla.

Vysledné hodnoty absorbance byly pifepocitiny podle naméfené absorbance
koncentracni fady standartu luteinu a z nasledné rovnice regrese (y = 0,1158x; graf 3) byly
vypocitany hodnoty absorbance vzorkl na hmotnost karotenoidii v ug na 1 g tkdn¢ nebo 1 ml
plasmy. Do vzorce byly zahrnuty i hodnoty objemu vzorku, rozpoustédla, celkového objemu
v jamce a hmotnost tkané.

jamka

%
x = (A450 x 0,1158) x (V—) X Vrozpouétédlo/mvzorku

vzorek

kde A450 je absorbance vzorku pfi A4s0, 0,1158 je sklon kalibra¢ni kiivky, Viamka @ Vyzorek jsou
celkovy objem smési v jamce a objem vzorku. Viopoustadio j€ Objem rozpoustédla pouZit€ého

k extrakci karotenoidd z tkdn€ a m je hmotnost vzorku.

y=0.1158x
R*=0.8988

/’

25
2 /
15
absorbance
pii 450 nm
1

. "
e

. . r .
0 5 10 15 20
koncentrace luteinu

Graf 3. Kalibracni krivka standartu luteinu. Koncentracni fada standartu luteinu proloZend spojnici
trendu s rovnici regrese prochdzejici nulou (y) a s hodnotou spolehlivosti (R?). Sklon kalibraéni kfivky

luteinu byl v dalSich analyzdch pouZit pro vypocet celkové koncentrace karotenoidd.

30



4.6.Méreni na HPLC

Chromatografie je separacni a analytickd metoda, pfi které jsou latky rozdéleny mezi
stacionarni a mobilni fdzi na zdklad¢ jejich chemickych a fyzikdlné chemickych vlastnosti a
vzdjemnych interakci. Identifikace jednotlivych karotenoidi v tkdnich probihalo na
chromatografu Spectra system UV 6000LP (Wartex). Pro métfeni byl dale pouzit kolonovy
termostat Mistral (Spark Holland) a pumpa DeltaChrom Q-Grad (Wartex). Postup detekce
karotenoidt z tkani na HPLC byl ¢aste¢né pievzat z ¢lanku Blas et al. (2011).

Na separaci a analyzu karotenoidii byla pouzita reverzni kolona Develosil C30
(RPAqueous C30, 6 um, 4,6 x 25 mm; Nomura Chemical, Japan). Na ovladani pfistroji a
vyhodnoceni byly pouzity programy EZChrom Elite a Clarity.

Pted zacatkem méfeni se kolona ptiblizn€ 10 minut promyvala ¢istym TBME. Teplota
kolony byla nastavena na 35 °C. Mnozstvi analyzovaného vzorku bylo 10 pl. Na mobilni faze
byly pouzity TBME, metanol (MeOH) a acetonitril (ACN).

Analyza na chromatografu probihala po dobu 40 minut. Od zac¢itku méfeni do 12,5
minuty protékalo kolonou 70 % MeOH a 30 % ACN, poté do 25. minuty se pomér
rozpoustédel zménil na 52 % ACN, 46 % TBME a 2 % MeOH a od 35. minuty klesl podil
ACN na 10 % a zvysil se podil TBME na 70 %.

Na HPLC byly zméteny kromé vzorki tkdni i zakoupené standarty karotenoidl, u
kterych je potvrzeno, Ze se vyskytuji v ptacim téle (Inouye et al., 2001). Jednalo se o lutein,
astaxanthin, canthaxanthin a zeaxanthin (Sigma Aldrich) a adonirubin, cryptoxanthin a
[S-karoten (CaroteNature).

Néasledn¢ byla provedena korekce naméfenych chromatogrami o odecet pozadi
rozpoustédla (acetonu). Podle maximalnich vinovych délek (An.x) spekter a retencnich cast
byly uréeny jednotlivé karotenoidy, které se vyskytovaly v tkanich. Ur¢ovani probihalo podle

hodnot max. vlnovych délek karotenoidl uvedenych v knize (Britton et al., 1995).

4.7.Statisticka analyza

Statistické analyzy byly provadény v prostiedi R 3.0.2. Vzhledem k tomu, ZzZe
koncentrace karotenoidii ve tkdnich méla vétSinou nenormdlni rozlozeni vySikmené smérem
doleva, byl pro analyzu korelaci vyuZit neparametricky Spermaniiv korelacni koeficient (rs).

Z tohoto divodu jsou kromé priméri v tabulkdch publikovany také medidny jednotlivych
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skupin. K analyze vlivu experimentdlnich manipulaci byly vyuzity linedrni modely, pficemz
nenormalné rozlozené proménné byly pred analyzou transformovdny pomoci Box-Cox
transformace s vyuZzitim balicku (MASS). Zavislé i nezavislé kontinudlni proménné byly pred
analyzou standardizovany pomoci z-transformace a kategoridlni proménné byly vycentrovany.
Vysledné koeficienty modelu jsou tedy standardizované parcidlni regresni koeficienty, které
jsou obdobou Cohenova d a tudiZ standardizovanou mirou velikosti ucinku (Schielzeth,
2010). Centrovani nezdvislych proménnych zaroven umoZzZiluje spravnou interpretaci
zékladnich efekti v pfipad¢ piitomnosti interakce. Z tohoto diivodu jsou prezentovany plné

modely bez dal$itho zjednoduSovani.
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Koncentrace karotenoidd

5. Vysledky

5.1. Porovnani vytéZnosti dvou extrakc¢nich metod:

Pro izolaci karotenoidil z tkdni byly nejprve otestovany dvé extrakéni metody (Graf 4).
Tyto metody byly testovany v alikvotech vzorkl srdce, plasmy a tuku od stejnych jedinct
z Experimentu 2. Jedna ¢ast vzorku byla extrahovdna s pfimési etanolu v extrakéni smési a
druhd bez etanolu (dals$i detaily viz Metodika). Pii porovnani vytéZnosti extraktil je patrné, Ze
ucinnost obou metod se vyznamné¢ liSila (Wilcoxonlv parovy test; plasma: W =0, P < 0,001;
srdce: W =6, P < 0,001; tuk: W=2, P<0,001). Extrakce s etanolem mé&la vyssi vytéZnost
nez extrakce bez pfidani etanolu ve vSech tkdnich, a byla proto pouzita pro vSechny dalsi

analyzy koncentraci karotenoidu ve tkanich.
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Graf 4. Srovndni vytéZnosti dvou metod pro extrakci karotenoidii 7 tkdni. Testovdny byly metoda
s pridavkem a bez pridavku etanolu. Ziskané koncentrace karotenoidii v plasmé (vlevo), v srdci
(uprostred) a v tuku (vpravo).
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5.2.Zastoupeni riznych typi karotenoidi ve vybranych tkanich

V zobédku byly podle chromatogramt z HPLC detekovany nésledujici karotenoidy:

astaxanthin, doradexanthin, adonirubin, lutein, a estery karotenoida (Obr. 9, Graf 5).

5*

Graf 5. Chromatogram karotenoidii v zobdku. Modry zdznam= chromatogram zobdku, oranZovy
zdznam= chromatogram standartii karotenoidii. 1=astaxanthin, 2=doradexanthin, 3= lutein, 4 =
adonirubin ,5*=canthaxanthin (pouze standart), 6=bliZe ndmi neidentifikovany karotenoid, 7= estery

doradexanthinu, astaxanthinu a dalsich karotenoidii.

Kvili nejasnostem pfi ureni pivodné nezndmého karotenoidu z chromatogramu
zobakll (Graf 5, Cislo 2) byl jeden vzorek zobdku zméfen pomoci LC-MS (kapalinova
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem) na piistroji UltiMate 3000 (Thermo
Scientific). Hmotnostni spektroskopie je analytickd metoda zaloZend na rozliSeni iontli podle
poméru jejich hmotnosti a ndboje. Z vysledki se dd urcit relativni molekulovd hmotnost,
podle které byl neznamy karotenoid urcen jako doradexanthin (Obr. 5). Karotenoid z grafu 5

(¢islo 5) se ndm nepodafilo identifikovat.
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Obr. 6. Chromatogram adonirubinu.
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Obr. 8. Chromatogram astaxanthinu.

Adonirubin (Obr. 6) dosahuje maxima pii molekulové hmotnosti (M; 581,7). Jedna se
o protonovany molekulovy iont (molekulovy iont 580,8 + proton (H")). Doradexanthin
(Obr. 7) dosahuje svého maxima pii M; 581,6 (téZ se jednd o protonovany iont; 580,6 +
H*=581,6). Dile tvoii slouc¢eninu se sodikem (M, 603,7= 580,7+22,99). Astaxanthin (Obr. 8)

ma stejnou M; jako adonirubin (580,7). I zde astaxanthin vytvafi protonovany iont (581,7),

dale tvoii slou¢eninu se sodikem (619,8) a s draslikem (635,7).
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V plasmé byly podle chromatogramii z HPLC detekovany nasledujici karotenoidy:

lutein, zeaxanthin a blize neureny xantofyl (Graf 6).
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Graf 6. Chromatogram karotenoidii v plasmé. Modry zdznam = chromatogram standartu, cerveny
zdznam = chromatogram plasmy; 1- lutein, 2- zeaxanthin, 3 a 4- blize neurcené xantofyly.

V srdci byl podle chromatogramti z HPLC detekovan ptedevSim lutein. Ostatni
karotenoidy nebyly z divodu problému pii méteni vzorkl srdci na HPLC a pravdépodobné

tvorb¢ estert detekovany (Graf 7).
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Graf 7. Chromatogram karotenoidui v srdci. Modry zdznam = chromatogram srdce, oranZovy
zdznam = chromatogram standarti; 1- lutein, 2*-standart adonirubinu, 3- pravdépodobné

karotenoidy, 4*- standart canthaxanthinu .
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Obr. 9. Piiklady spekter karotenoidii. 1- spektrum astaxanthinu (Ay.. = 475), 2- spektrum
luteinu (Ay, = 420, 447, 474).

5.3.Korelace mezi barevnymi charakteristikami zobaku

Pta¢i vizudlni model popisuje barvu pomoci tii parametrii, které vSak mohou byt
navzdjem korelované. Vzhledem k tomu, Ze tyto proménné nemély normdlni rozlozZeni,
testovali jsme jejich vzdjemné korelace pomoci Spearmanova korelacniho koeficientu. Z Tab.
2 vyplyva, Ze vSechny vizudlni paramentry byly navzdjem korelované, pficemz nejsilnéjsi
korelace byla pozorovdna mezi barevnym odstinem € a UV odstinem ¢, o néco slabsi pak
mezi obéma parametry popisujicimi odstin a sytosti r,. Jelikoz byly vSechny parametry
navzdjem siln¢ korelované, pouZili jsme pro dalsi analyzy barevny odstin 6, jako proménnou
reprezentujici barvu zobdku. Nizsi hodnoty 6 znamenaji Cervenéjsi barvu, niZ$i hodnoty ¢

Vv

znamenaji vice UV slozky a vyS$$i hodnoty r, znaci sytéjsi barvu.

0 ® ra
0 -0,97 -0,54
<0,001 0,66
rq <0,001 <0,001

Tab. 2. Korelace mezi jednotlivymi parametry ptaciho vizudlniho modelu. Hodnoty pod diagondlou
= Spearmanovy korelacni koeficienty (rs), hodnoty pod diagondlou = P hodnoty.
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5.4. Korelace koncentraci karotenoidii mezi jednotlivymi organy a
barvou zobaku v kontrolni skupiné

Mnozstvi karotenoidii v zobdku pozitivné korelovalo s barevnym odstinem 6. U
ostatnich tkdni nebyla pozorovdna Zadna korelace mezi mnoZstvim karotenoidii a 6 zobdku

(Tab. 3). Koncentrace karotenoidii v jednotlivych organech mezi sebou také nekorelovaly.

0 Zobak Tuk Srdce

0 -0.63 -0.17 0.00
Zobak 0.004 0.03 -0.08
Tuk 0.488 0.898 0.03

Srdce 0.994 0.753 0.915

Tab. 3. Korelace (rs) koncentraci karotenoidii v orgdnech a 0 v kontrolni skupiné.
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5.5.Vliv manipulace oxidativni zatéZe a prijmu karotenoidi na barvu
zobaku a alokaci karotenoidi do vybranych organi

Barva zobdkl v obou experimentech byla negativné¢ ovlivnéna zvySenou oxidacni
zatézi. Vyssi pifjem karotenoidli v potravé naopak vedl k vétsi barevnosti zobdkl u obou
experimentli. Kombinace zvySené oxidacni zatéze a vysSiho pfijmu karotenoidii nemeéla

v obou experimentech na barvu zobdki Zadny pritkkazny efekt (Tab 4-7, Graf 8 a 9).
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Graf 8. Barevnost zobdku 7 Experimentu 1. NiZsi hodnoty 6 znamenaji cervenéjsi barvu.

2011
Skupina N median primér SEM
0s- CAR- 15 -0,43 -0,43 0,004
oS+ CAR- 13 -0,40 -0,39 0,008

0s- CAR+ 15 -0,45 -0,45 0,002
OS+ CAR+ 13 -0,44 -0,44 0,007

Tab. 4. Barva zobdkii na konci Experimentu 1. N = pocet jedincii, SEM = stredni chyba

primeru.
2011
Vyraz koeficient SEM t P
theta pred experimentem 0,216 0,084 2,572 0,013
diquat -0,726 0,166 -4,368 <0,001
karotenoidy 1,345 0,165 8,148 <0,001
diquat x karotenoidy 0,148 0,332 0,445 0,658

Tab. 5. Linedrni model hodnotici vliv manipulace oxidacni zdtéZe a p¥ijmu karotenoidii na
zabarveni zobdkii. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a uddvd
standardizovanou velikost vicinku.
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Graf 9. Barevnost zobdku z Experimentu 2.

2012
skupina N median primér SEM
0s- CAR- 19 -0,43 -0,43 0,004
OS+ CAR- 18 -0,41 -0,41 0,007
OsS- CAR+ 20 -0,44 -0,44 0,004
0OS+ CAR+ 19 -0,44 -0,43 0,005

Tab. 6. Barva zobdkii na konci Experimentu 2. N = pocet jedincii, SEM = stiedni chyba

primeru.
2012
Vyraz koeficient SEM t P
theta pred experimentem 0,367 0,095 3,883 <0,001
diquat -0,543 0,187 -2,9 0,004
karotenoidy 0,805 0,187 4,312 <0,001
diquat x karotenoidy 0,454 0,375 1,211 0,230

Tab. 7. Linedrni model hodnotici vliv manipulace oxidacni zdtéZe a p¥ijmu karotenoidii na
zabarveni zobdkiu. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a uddvd

standardizovanou velikost iicinku.
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Zvyseny piijem karotenoidl v potravé se odrazil v jejich vys$Sim uklddani v zobdku
(Tab. 8 a 9; Graf 10). ZvySend oxidaticni zat¢Z ani jeji interakce s pfijmem karotenoidil
nemé¢ly na mnoZstvi karotenoidii v zobdku Zddny siginifikantni vliv. Tyto efekty byly
podobné v obou experimentech (Tab. 8 a 9; Graf 10). Pouze v experimentu 1 byl pozorovan
nesignifikantni negativni vliv oxidacni zatéze, pficemz v experimentu 2 byl efekt vysoce

nevyznamny (Tab. 9).
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Graf 10. Celkovd koncetrace karotenoidii v zobdcich na konci obou experimentii.

2011 2012
skupina N median pramér SEM N median primér SEM
0S- CAR- 15 66,34 75,03 6,06 19 95,33 99,84 11,00
OS+ CAR- 13 47,97 58,78 5,86 18 81,97 102,43 13,11
0S- CAR+ 15 132,08 143,77 9,54 20 146,19 168,34 16,43
OS+ CAR+ 12 139,48 139,44 7,35 19 152,72 171,86 14,87

Tab. 8. Celkové koncentrace karotenoidii v zobdcich na konci obou experimentii. (N= pocet jedincti,
SEM= stiedni chyba priimeéru).

2011 2012
Prediktor koeficient  SE t P koeficient SE t P
diquat -0,266 0,155 -0,169 0,098 0,014 0,196 0,069 0,945
karotenoidy 1,606 0,155 10,383 <0,001 1,085 0,196 5,530 <0,001
diquat x karotenoidy 0,416 0,311 1,339 0,186 0,075 0,393 0,191 0,846

Tab. 9. Vliv manipulace oxidacéni zdtéZe, p¥ijmu karotenoidii a jejich interakce nacelkové mnoZstvi
karotenoidii v zobdku. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a uddvd
standardizovanou velikost ticinku.
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Déle byl vexperimentu 1 analyzovan vliv manipulaci na jednotlivé karotenoidy
v zobdku. Vyssi pifjem karotenoidli v potravé mél za ndsledek vySsi zobdkové koncentrace
luteinu (Tab. 10 a 11, Graf 11), doradexantinu (Tab. 12 a 13, Graf 12) a adonirubinu (Tab. 14
a 15, Graf 13) a naopak nizsi koncentrace astaxantinu (Tab. 16 a 17, Graf 14). Naopak vliv
zvySené oxidacni zatéZe ani jeji interakce s pfijmem karotenoidli na koncentrace jednotlivych

karotenoidl v zobdku nebyly statisticky pritkazné.
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Graf 11. Koncentrace luteinu v zobdcich z Experimentu 1.

skupina N  mediagn primér SEM
0s- CAR- 15 29,15 28,95 1,26
oS+ CAR- 13 30,9 31,99 3,69

0S- CAR+ 15 3829 43,62 4,57
OS+ CAR+ 12 3834 49385 411

Tab. 10. Koncentrace astaxanthinu v zobdcich na konci Experimentu 1. N = pocet jedincii, SEM =

stredni chyba prumeru.
Prediktor koeficient SE t P
diquat 0,249 0,227 1,094 0,279
karotenoidy 1,111 0,226 4,909 <0,001

diquat x karotenoidy 0,357 0,454 0,785 0,436

Tab. 11. Vliv manipulace oxidativni zdtéZe, piijmu karotenoidii a jejich interakce na
mnoZstvi luteinu v zobdku. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a uddvd
standardizovanou velikost ticinku.
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Graf 12. Koncentrace doradexanthinu v zobdcich z Experimentu 1. Koncentrace jsou

vyjddreny relativné k priumeéru kontrolni skupiny.

skupina N median primér SEM
0S- CAR- 15 0,89 1,00 0,06
0S+ CAR- 13 1,00 0,99 0,08
0S- CAR+ 15 2,48 2,62 0,18
0S+ CAR+ 12 3,19 3,07 0,27

Tab. 12. Koncentrace astaxanthinu v zobdcich na konci Experimentu 1. N = pocet jedincii,

SEM = stiedni chyba prumeéru. Koncentrace jsou vyjddreny relativné k priimeéru kontrolni skupiny.

Prediktor koeficient SE t P
diquat 0,102 0,128 0,796 0,430
karotenoidy 1,756 0,127 13,819 <0,001

diquat x karotenoidy 0,289 0,255 1,132 0,263

Tab. 13. Vliv manipulace oxidativni zdtéZe, piijmu karotenoidii a jejich interakce na
mnoZstvi doradexanthinu v zobdku. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a

udadvd standardizovanou velikost iicinku.
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Graf 13. Koncentrace adonirubinu v zobdcich z Experimentu 1.

skupina N medidgn pramér SEM
0S- CAR- 15 60,43 61,56 3,22
0S+ CAR- 13 53,52 53,89 2,88

0S- CAR+ 15 689 72,17 6,53
OS+ CAR+ 12 64,59 69,88 3,84

Tab. 14. Koncentrace adonirubinu v zobdcich na konci Experimentu 1. N = pocet jedincii, SEM =

stredni chyba prumeru.

Prediktor koeficient SE t P
diquat -0,257 0,251 -1,022 0,312
karotenoidy 0,751 0,250 3,001 0,004

diquat x karotenoidy 0,629 0,503 1,251 0,217

Tab. 15. Vliv manipulace oxidativni zdtéZe, piijmu karotenoidii a jejich interakce na
mnoZstvi adonirubinu v zobdku. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a uddvd

standardizovanou velikost icinku.
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Graf 14. Koncentrace astaxanthinu v zobdcich 7 Experimentu 1.

skupina N median  primér SEM
O0S- CAR- 15 48,17 46,73 1,91
OS+ CAR- 13 48,42 44,35 2,86
OS- CAR+ 15 34,8 38,69 3,78
OS+ CAR+ 12 38,34 39,83 3,13

Tab. 16. Koncentrace astaxanthinu v zobdcich na konci Experimentu 1. N = pocet jedincii, SEM =

stredni chyba prumeru.

Prediktor koeficient SE t P
diquat -0,035 0,258 -0,136 0,893
karotenoidy -0,704 0,257 -2,739 0,008

diquat x karotenoidy 0,527 0,516 1,022 0,312

Tab. 17. Vliv manipulace oxidativni zdtéZe, piijmu karotenoidii a jejich interakce na
mnoZstvi astaxanthinu v zobdku. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a uddvd

standardizovanou velikost iicinku.
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Pozitivni vliv vyssiho pfijmu karotenoidii v potravé se projevil téZ na celkové
koncentraci karotenoidii v srdci (Tab. 18 a 19; Graf 15). Manipulace oxida¢ni zatézZe ani jeji
interakce s pfijmem karotenoidl nebyly statisticky vyznamné. Tyto efekty byly konzistentni

v obou experimentech (Graf 18).
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Graf 15. Celkovd koncetrace karotenoidit v srdcich na konci obou experimentit.

2011 2012
skupina N median priumér SEM N median primér SEM
OS- CAR- 15 10,05 14,86 3,28 19 5,25 5,63 0,75
OS+ CAR- 11 8,31 11,03 1,80 18 4,04 5,85 1,08
0S- CAR+ 15 23,23 31,87 8,81 20 10,34 15,35 2,96
OS+ CAR+ 12 19,35 24,72 5,09 19 13,18 17,21 2,91

Tab. 18. Celkové koncentrace karotenoidii v srdcich na konci obou experimentii. N = pocet jedincii,
SEM = stiedni chyba priimeru.

2011 2012
Prediktor koeficient SE t P koeficient SE t P
diquat -0,084 0,261 -0,323 0,748 0,067 0,188 0,358 0,722
karotenoidy 0,831 0,259 3,206 0,002 1,176 0,188 6,265 <0,001
diquat x karotenoidy 0,187 0,522 0,359 0,721 0,320 0,376 0,852 0,397

Tab. 19. Vliv manipulace oxidacni zdtéZe, piijmu karotenoidii a jejich interakce na karotenoidy v
srdci. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a uddvd standardizovanou velikost
icinku.
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Pozitivni vliv vyssiho pfijmu karotenoidii v potravé se téz projevil na celkové
koncentraci karotenoidl v plasmé (Tab. 20 a 21; Graf 16). Oxidacni zatéZ naopak zpusbila
snizeni plasmatickych koncentraci karotenoidu. Interakce obou faktorti nebyla pozorovéana.
Vysledky zplasmy po experimentu jsou pouze z Experimentu 1. Analyza plasmy

z Experimentu 2 z diivodu nedostatku materidlu nebyla provedena.
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Graf 16. Celkovd koncetrace karotenoidit v plasmé na konci Experimentu 1.

2011
skupina N  median pramér SEM
0OS- CAR- 15 28,44 27,44 1,27
OS+ CAR- 13 20,80 19,91 1,94
OS- CAR+ 14 53,60 55,76 3,58

OS+ CAR+ 12 51,52 48,84 4,94

Tab. 20. Celkové koncentrace karotenoidii v plasmé na konci Experimentu 1. N = pocet jedinci,
SEM = stiedni chyba priimeru.

2011
Prediktor koeficient  SE t P
plasma pred experimentem 0,310 0,071 4,347 <0,001
diquat -0,421 0,141 -2,986 0,005
karotenoidy 1,560 0,141 11,078 <0,001
diquat x karotenoidy 0,173 0,282 0,615 0,542

Tab. 21. Linedrni model hodnotici vliv manipulace oxidacni zdtéZe a piijmu karotenoidit na
koncentraci karotenoid v plasmé. Koeficient uddvd standardizovanou velikost iicinku.
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Vyssi piijem karotenoidil zvysil také koncentrace karotenoida v tuku v Experimentu 2
(Tab. 22 a 23; Graf 17). ZvySena oxidacni zat¢Z méla naopak za ndsledek hranicné
nesignifikantni pokles karotenoidii v tuku. Analyza z Experimentu 1 nebyla z diivodu

nedostatku materidlu provedena.
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Graf 17. Celkovd koncetrace karotenoidii v tuku na konci Experimentu 2.

2012
skupina N  median primér  SEM
0S- CAR- 19 136,69 145,34 17,97
oS+ CAR- 18 92,25 129,34 40,73
0s- CAR+ 20 202,94 219,35 28,27
OS+ CAR+ 18 143,47 161,46 21,74

Tab. 22. Celkové koncentrace karotenoidii v tuku na konci Experimentu 2. N = pocet jedincti,
SEM = stiedni chyba primeéru.

2012
Prediktor koeficient  SE t P
diquat -0,417 0,221 -1,889 0,063
karotenoidy 0,556 0,221 2,520 0,014
diquat x karotenoidy 0,0682 0,442 0,154 0,878

Tab. 23. Vliv manipulace oxidacni zdtéze, piijmu karotenoidit a jejich interakce na karotenoidy v
tuku. Koeficient je standardizovany parcidlni regresni koeficient a uddvd standardizovanou velikost
icinku.
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Srovnédni standardizovanych velikosti uCinku (standardnich parcidlnich regresnich
koeficientll) ukdzalo konzistentni pozitivni vliv na vS§echny métené parametry — tzn. na barvu
zobdku a na koncentrace karotenoidl ve vSech analyzovanych orgdnech (Graf 18). Naopak
zvysSend oxidacni zatéz méla negativni vliv pouze na barvu zobdku a koncentraci karotenoida
v krevni plasmé a hrani¢né nevyznamny negativni vliv na koncentraci karotenoidli v tuku.

Oba faktory spolu v Zadné analyze nijak vyznamné neinteragovaly.
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Graf 18. Srovndni tiinkit zvysSené oxidativni zdtéZe a poddvdni karotenoidii na barvu zobdku a
mnoZstvi karotenoiii v orgdnech. Zobrazeny jsou standardizované parcidlni regresni koeficienty a
jejich 95% konfidencni intervaly Hodnoty plasmy jsou pouze z Experimentu 1, hodnoty tuku jsou
pouze 7 Experimentu 2.
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6. Diskuze

6.1.Porovnani vytéznosti dvou extrak¢nich metod

Z porovnani vytéZnosti karotenoidii mezi extrakci s a bez EtOH je patrné, ze vétsi
vytéznost byla u extrakce s EtOH (Graf 4). Pivodn¢ jsme predpokladali, Ze extrakce s EtOH
by mohla mit vétsi ztraty karotenoidl z ditvodu misitelnosti EtOH s vodou. Po centrifugaci se
totiZ odebirala jen svrchni faze organickych rozpoustédel. Po porovnani dvou vySe zminénych
postupt u tkani srdce a plasmy je patné Ze tomu tak neni, proto extrakce ostatnich vzorka
probihala s pfidanim EtOH. Ztraty karotenoidil ptfi extrakci bez EtOH byly pravdépodobné
zatimco EtOH jako polarni rozpoustédlo extrahuje ptevazné xantofyly. Zaroven EtOH slouZzi
k vysrdZeni proteint napft. v séru a plasmé, a tim predchédzi ucpani kolony na HPLC (Amorim-

Carrilho et al., 2014).

6.2.1zolované karotenoidy z tkani

Pomoci HPLC byly detekovany karotenoidy obsaZené v zobaku, srdci a plasmé. Pii
detekci jednotlivych karotenoidii v tkdnich pomoci HPLC jsme s jistotou byli schopni
detekovat pouze astaxanthin (zobdk), lutein (zobdk, srdce, plasma), doradexanthin (zobdk),
adonirubin (zobdk) a zeaxanthin (plasma). Ostatni karotenoidy vytvafely bud’ smés estert,
nebo jsme karotenoid nebyli schopni identifikovat (Graf 5 a 7). McGraw & Toomey (2010)
v plasmé zebricek pestrych identifikovali oproti ndim navic cryptoxanthin a 3 anhydrolutein,
v zobaku navic identifikovali canthaxanthin. Cervené ketokarotenoidy byly identifikovany
pouze v zobdku, coZ souhlasi s pozorovinim McGraw & Toomey (2010) a potvrzuje tak
domnénku, zZe cCervené ketokarotenoidy vznikaji piimo v zobdku. Rozdily v tdspéSnosti
detekce karotenoidd jsou dany pravdépodobné rozdilnou metodou extrakce karotenoidi u
zobdku, kdy autofi ¢lanku extrahovali karotenoidy pomoci saponifikace. Metodu saponifikace
pomoci KOH jsme také vyzkouseli, ale dochazelo nam k blednuti vzorkli a vznikaly velké
ztraty karotenoidt, proto jsme tuto metody nepouzili.

V obou experimentech byly naméfeny nizs§i hodnoty karotenoidi v zobécich, naopak

Vv

hodnoty v plasmé a tuku jsme naméfili vySsi, nez jaké naméfili McGraw & Toomey (2010),
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ktefi také studovali mnoZstvi karotenoidi ve vybranych tkédnich zebficek pestrych.
V Experimentu 1 a 2 bylo naméfeno nejveétsi mnozZstvi karotenoidl v tukové tkédni a v zobaku.
McGraw & Toomey detekovali mnohem vétsi mnoZstvi karotenoidd v zobédku (cca 400 pg/g),
a naopak o néco mensi mnozstvi v plasmé (18,8 pg/ml) a mensi mnozstvi v tuku (cca 50 pg/g)
oproti nasim experimentim. Hodnoty stanovené z métfeni celkové absorbance z naSich
experimentll byly u zobdku v kontrolni skupiné¢ primérné 75,03 + 6,06; u plasmy Cinily
27,44 £ 1,27 a u tuku byly 145,34 + 17,97. Rozdily v mnoZstvi izolovanych karotenoidi
z tkani oproti hodnotdm z ¢lanku mohou byt zplisobeny rozdilnou metodikou. McGraw &
Toomey ve svém experimentu pro detekci a kvantifikaci karotenoidii pouzili HPLC, takze
detekovali konkrétni karotenoidy. V naSich experimentech jsme kvantifikovali zastoupeni
karotenoidl z vysledkli méfeni na spektrofotometru, které méti absorbanci vSech piitomnych
karotenoidii a jejich esterti. To by mohlo vysvétlovat vyssi hodnoty karotenoidi v naSem
experimentu u plasmy a tuku. Je vSak mozné, Ze métfeni pomoci absorbance podhodnocuje
mnozZstvi ¢ervenych ketokarotenoidli, coZ by mohlo vysvétlovat ndmi namétené nizs§i hodnoty
v zobdku. To, Ze kvantifikace pomoci absorbance miiZze mnoZstvi karotenoidii v zobdku
podhodnocovat, naznacuje fakt, Ze souCet koncentraci adonirubinu, astaxanthinu a luteinu
kvantifikovanych v naSem experimentu pomoci HPLC, diva piiblizn¢ dvojnasobnou
koncentraci karotenoidli neZ analyza stejnych vzorkd zobdku pomoci absorbance. Skutecné
koncentrace vSak budou pravdépodobné jesté¢ vyssi, nebot’ v tomto souctu neni z diivodu
absence standardu zapocitin pravdépodobné nejabundantnéj$i karotenoid doradexanthin
(derivat luteinu), ani karotenoidni estery, které mohou tvofit nejvétsi Cast karotenoidl
alokovanych v zobdku. Vliv véku na mnoZstvi karotenoidii také neni zanedbatelny, bylo
napiiklad pozorovano, Ze mladsi jedinci maji svétlejSi a méné Cerveny zobdk neZ starsi jedinci
(Burley & Coopersmith, 1987). McGraw & Toomey pouzivali jedince staré piiblizné 3 roky,

zatimco v naSich experimentech byli jedinci staii okolo 1 roku.

6.3.Manipulace hladiny oxidativniho stresu a piijmu karotenoidi
v potraveé

Barva zobédku byla negativné ovlivnéna zvySenym oxida¢nim stresem, béhem kterého

doslo ke sniZeni barevnosti zobdku. Naopak poddvani vyssiho mnoZstvi karotenoidti v potravé

vedlo k vét§imu zabarveni zobdku. Tyto efekty byly pozorovany u obou experimentt.
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V zobédku byl navic studovén vliv vysoké oxidacni zatéze a vyssi piijem karotenoida
v potravé na mnozstvi karotenoidll v tkani. Efekt na koncentraci karotenoidii mél pouze vyssi
piijem karotenoidi. U luteinu, doradexanthinu a adonirubinu doslo ke zvySeni jejich
koncentrace. ZvySeni koncentrace luteinu a doradexanthinu je pravdépodobné v duasledku
vysokého mnozstvi luteinu v experimentdlni potrave, lutein totiz slouzi jako prekurzor pro
tvorbu doradexanthinu (Prum et al., 2012). Pouze u astaxanthinu doSlo naopak ke sniZeni jeho
koncentrace. Pokles astaxanthinu, ktery vznikd metabolizaci zeaxanthinu, ktery byl v potravé
také ptidavan, nedovedeme uspokojive vysvétlit. MoZznd byl astaxanthin vyuZit jinde v téle,
nebo mozna existuje mezi zeaxanthinem a luteinem kompetice o spolecny enzym v jejich
metabolismu nebo o spole€ny pifenaSeC pii vstiebdvani. ProtoZe lutein byl nejvice
zastoupenym karotenoidem v potravé, mohl, pokud néjakd kompetice existuje, prednostné
interagovat se spoleCnym enzymem/pfenasecCem. Pokles v koncentraci zlutého karotenoidu
astaxanthinu by ¢astecné¢ mohl podporovat hypotézu sdilenych drah. OvSem u ostatnich
karotenoidt k poklesu koncentrace v disledku zvySené oxidacni zatéZe nedoslo a pomér mezi
zlutymi a Cervenymi karotenoidy se proto nijak vyrazné nezmeénil. Celkové tedy tyto vysledky
hypotézu sdilenych drah spiSe nepodporuji.

Vyssi oxidacni zat€Z nevedla ke snizeni mnozstvi karotenoidii v zobaku. Mnozstvi
karotenoidl bylo ovlivnéno pouze vyssim piijmem karotenoidl z potravy. Pokud béhem vyssi
oxidacni z4téze doslo v zobdku ke ztraté¢ barvy, ale nedoslo k tbytku karotenoidd, vyvstava
otdzka, zda jsou karotenoidy jedinym faktorem, zodpovédnym za zbarveni zobaku u zebficky
pestré. Efekt zvySené oxidacni zatéze na barvu zobaku pravdépodobné ovliviiuje jinou kvalitu
zobdku nez mnozstvi karotenoid. Vzhledem k tomu, Ze velkd ¢4st karotenoidll je v zobdku
vazana v esterech, je také mozZzné, Ze oxidacni zatéZ koncentraci karotenoidd v zobdku
opravdu snizila, ale ndmi zvolend metoda extrakce, kterd neumoziiuje uvolnéni
esterifikovanych karotenoidli, nemusela tuto zménu zachytit. Pro dalsi vyuziti zebficky pestré
k vyzkumu kondi¢ni zavislosti karotenoidnich signal bude tedy nezbytné nutné urcit, od jaké
miry jsou karotenoidy zodpovédné za zbarveni zobdku a nakolik se na zbarveni podili dalsi,
dosud nepoznané faktory.

Vyssi oxidacni zat€z vedla k statisticky vyznamnému sniZeni karotenoidii v plasme.
Néznak poklesu koncentrace karotenoidii je ovSem patrny i tuku, i kdyZ je statisticky
nevyznamny. Pokud by karotenoidy mély, jak ptfedpoklddd handicapovd hypotéza,
prooxidacni ucinky, t€lo by mélo tendenci se jich pii vys$i oxidacni zdtéZi zbavovat, aby
zabranilo jejich zvySenym toxickym uc¢inkiim. Tento efekt by mél byt vyrazny predevSim

v zivotné duleziych organech jako je srdce, a to zejména v kombinaci zvySené oxidacni zatéze
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a vysokého piijmu karotenoidlii. Oxidacni zatéz vSak koncentraci karotenoida v srdci nijak
neovlivnila, coZ naznaCuje, Ze handicapovd hypotéza neni pravdépodobny mechanismus
signalizace Cestnosti karotenoidn{ signalizace.

Dalsi hypotéza predpokladd, ze karotenoidy pfi reakci s RONS ztraceji svoji barvu,
ale redoxni stav organismu neovliviiuji. Proto by pfi vys$si oxidacni zatéZi a to i v kombinaci s
vyS$im pifjmem karotenoidl v potravé mélo dojit ve vSech orgdnech k pfiblizn€ podobnému
poklesu karotenoidd. Jak uZ jsem zminila vySe, tento efekt nenastal ani v jednom
z experimentl. Ani tato hypotéza se proto nezda byt pravdépodobna.

Trade-off hypotéza ptedpokldadd, Ze karotenoidy maji antioxidacni vlastnosti, diky
nimZ by pii zvySené oxidacni zatéZi mély byt lokalizovany v Zivotné dilezitych orgdnech (v
naSich experimentech predstavovalo Zivotn¢ dulezity orgdn srdce). Pfi zvySené oxidacni
z4tézi zustala koncentrace karotenoidl v srdci v obou experimentech neménnd, prestoze doslo
k poklesu (byt’ hrani¢né nesignifikantnimu) mnoZstvi karotenoidi v tuku. Je tedy mozné, Ze si
télo pfi vyss$i oxidacni zatéZi snaZi udrZet jejich konstantni mnoZstvi v Zivotné dileZitych
organech, coZ by naznacovalo platnost trade-off mechanismu. Jak jizZ bylo zminéno, nedoslo
vSak ani k poklesu mnoZstvi karotenoidii v zobdku, coz trade-off hypotéza piedpoklada
(Alonso-Alvarez et al., 2011). Je vSak mozné, Ze zdsoby karotenoidii v tuku byly dostatecné
na to, aby zabezpecily stabilni koncentrace karotenoidd v srdci a i v zobdku zaroven. SniZen{
barvy zobdku bez sniZeni koncentrace karotenoidii v tomto orgdnu vSak naznacuje, Ze
mechanizmy, jakymi je kondi¢ni zdvislost karotenoidnich ornamentli je komplexné&jsi, nez

soucasné hypotézy predpokladaji.
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7. Zavér

Experimentdlni manipulaci oxida¢ni zdtéZe a piijmu karotenoidii v potravé jsme
testovali predikce hypotéz vysvétlujici kondi¢ni zdvislost karotenoidnich ornamentd.
Vysledky experimenti nepodporuji hypotézy navrzené jako alternativy k nejcastéji
diskutované trade-off hypotéze, tedy handicapovou hypotézu, hypotézu ochrany karotenoida,
ani hypotézu sdilenych drah. Na druhou stranu i trade-off mechanismus piedpokladajici
antioxida¢ni vlastnosti karotenoidii byl naSimi vysledky podpofen pouze Ccastecné a
problematika  signalizace kondice prostfednictvi karotenoidnich ornamentli bude
pravdépodobné mnohem slozZit&jsi, nez predpokladaji soucasné hypotézy.

Vys$si oxidacni zatéz snizila barevnost zobdkl, ale neovlivnila koncentraci
karotenoidii v zobdku. Barva zobdkii zebiiCek pestrych proto nemusi byt ddna pouze
pritomnosti karotenoidd. Toto téma si urCité¢ zaslouzi dal$i studium mechanismi, jakymi
oxidacni stres ovliviiuje zbarveni zobdku u tohoto druhu. Pokud by byla zména barvy opravdu
do urcité miry nezavisla na obsahu karotenoidl v zobdku, je otdzka, zdali je zebficka pestra
vibec vhodnym modelovym organismem pro studium cCestnosti signalizace kondice
prostiednictvim karotenoidnich ornamentd.

Dulezitym poznatkem je také absence jakychkoliv korelaci mezi koncentraci
karotenoidu v riznych orgdnech. To by mohlo opravdu naznacovat redistribuci karotenoidli
podle momentdlnich potfeb organismu a tedy alokacni trade-off. Ukazuje to vSak také na
nedostatecnost méfeni koncentrace karotenoidli v plasmé, jako ukazatele mnozstvi
karotenoidii v celém organismu. Pro detailni pochopeni karotenoidni signalizace a
redistribuce karotenoidli v organismu bude nutné analyzovat koncentrace a zastoupeni
jednotlivych karotenoida v rtiznych organech, nejlépe ve spojeni s jejich znacenim pomoci

rtiznych izotopt.
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