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0 termalnim polymorfismu u broukd toho neni pfilis znamo. U nedavno popsaného druhu
Pachnoda iskuulka byl zaznamenan polymorfismus dospélcti, jehoZ diivod neni dosud vysvétlen.
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A little is known about thermal polymorphism in beetles. A polymorphism of adults has
been reported in the recently described species, Pachnoda iskuulka, for which the reason has not
yet been found. The aim of this work is to test the hypothesis that temperature in the the larvae
develop affects the colour pattern of adult beetles. The effects of temperature on the length of
development and the resulting weight of adults were also investigated.
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Uvod

Polymorfismus je jev, kdy jeden druh Zivocicha miiZe existovat v riznych formach (Klein,
1969). Tato variabilita miZe mit vice pricin: dédi¢nost, sezonalita, sexualita (tzv. sexualni
abioticky - napriklad nadmoftskou vyskou a s ni souvisejici rozdilnou teplotou, pti které se vyviji
juvenilni jedinec (Danks, 1994; Lo et al., 2011).

Pro hmyz je typicka variabilita sexualni - pohlavni dimorfismus, ktery se projevuje rozdily
ve velikosti, zbarveni, tvaru koncetin apod. Dobfe zndmou formou pohlavniho dimorfismu je i
pritomnost tzv. sexudlnich excesivnich struktur. Jedna se o sekundarni pohlavni znaky, které
neposkytuji obvykle Zadnou vyhodu v preZivani, naopak spiSe prekazi a jsou napadné (napft.
ocasni pera samce pava). Mohou ale udavat zpiisob pohlavniho vybéru - jedinec s vyvinutéjsimi
sekundarnimi pohlavnimi znaky se samici miiZe jevit jako atraktivnéjsi - a tim i biologickou
zdatnostjedince, tedy potencialni poc¢et potomki (Andresson, 1994; Emlenetal., 2007). U nejedné
skupiny hmyzu lze nalézt polymorfismus krypticky - napf. u potemnikovitych (Wanatabe et al,,
2002) nebo u no¢niho motyla drsnoktidlece brezového (jehoZ polymorfismus je nicméné Castéji
uvadén jako tzv. industridlni melanismus, viz. Kettlewell, 1961 nebo Cook & Saccheri, 2013).
Variabilita hmyzu mizZe byt ovlivnéna i abiotickymi faktory; typicky se setkavame napf.
s geografickymi formami rtiznych druhti Zivocichl (napf. McLean & Stuart-Fox, 2014).

Abiotické faktory ovliviiujici vzhled Zivocichii zfejmé obvykle nefunguji samostatné, ale
vzajemné se doprovazeji. Je-li vedoucim faktorem teplota, oznacujeme variabilitu Zivoc¢icha jako
termalni polymorfismus. Ten se obvykle projevuje melanismem, tedy vyrazné zvySenou
pigmentaci téla, ¢i naopak jejim potlacenim (Kingsolver & Wiernasz, 1991; Clusella-Trullas et al,,
2007). Termalni melanismus je strategii, jakou se organismy potykaji s chladnéj$im prostiedim.
Tmavy povrch téla jim totiZ umoZinuje rychleji prohrat té€lo plisobenim sluneéniho zatreni a udrzet
si vyssi télesnou teplotu i pfi relativné niZsi teploté okoli. Tato strategie se nicméné vyplati
zpravidla pouze v mistech s dostate¢nym dopadem slunec¢niho zareni (Clusella-Trullas et al,,
2007; Forsman, 2011) a ma nejvétsi vyznam pro ektotermni Zivoc¢ichy, kteri vétsi podil télesného
tepla ziskavaji z okolniho prostredi. Jejich evolu¢ni uspéSnost je nemalym dilem zavisla na
optimalizaci vyuziti dostupné energie. Melanické zbarveni téla vsak miize znamenat také ztratu
ptvodni kryptické ¢i aposematické pigmentace, a s nim vyssi miru predace (Clusella-Trullas et al,
2007). Tento trade-off je dobf'e znamy napftiklad u zmije obecné (Vipera berus Linnaeus, 1758),
ktera melanismem ptichazi o své soucasné kryptické i aposematické zbarveni (Andrén & Nilson,

1981).

U hmyzu Ize na termdlni polymorfismus narazit v nékolika pripadech. Sarance stéhovava
(Locusta migratoria Linnaeus, 1758) a sarance pustinna (Schistocerca gregaria Forskal, 1775)
mohou nabyvat rtiznych odstini podle teploty a barvy okoli, pti velmi nizké teploté se zbarvuji aZ
témér cerné. Nymfy téchto saran¢i mohou byt riizné zbarvené podle abiotickych podminek, pokud
se lthnou pfi niZ$i populaéni hustoté (Tanaka et al.,, 2016). V grega¢ni fazi, kdy je jejich popula¢ni
hustota naopak velmi vysokd, jsou nymfy zbarvené vétSinou tmavé aZ cerné. To umoZiiuje

tmavs$im jedinclim rychlejsi prohrati a vyssi letuschopnost (Sugahara et al.,, 2016). U sarance
obecné (Pseudochorthippus parallelus Zetterstedt, 1821) bylo navic u tmavSich forem zjiSténo
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zmenSovani nékterych vystupk téla (kiidla, koncetiny atd.), coZ odpovida Allenovu pravidlu
(Kohler et al., 2017). Jako dalsi priklad lze uvést pénodéjku obecnou (Philaenus spumarius
Linnaeus, 1758), u které bylo popsano celkem jedenact riiznych barevnych forem s riznou mirou
melanismu. Ve vyssich polohach byl zaznamenan procentudlni nariist tmavsich forem (Berry &
Willmer, 1986). Samice jsou pFitom v primeéru tmavsi neZ samci, coZ jim miiZe poskytovat vyhodu
pri unikani preda¢nimu tlaku; preferovanou koftisti se spiSe stanou svétlejsi, pomalejSi samci
(Quartau & Borges, 1997). Jihoamericky vosik Agelaia pallipes (Olivier, 1791) ma ve vyssich
polohach tmavéji zbarvené mesoscutum (hibetni stitek stfedohrudi), pod kterym se nachazilétaci
svalstvo. U ostatnich ¢asti pritom nebyla tendence k termalnimu melanismu pozorovana (De
Souza et al., 2020). Z ¥adu brouki je dokumentovano nejvice ptipadl termalniho polymorfismu
u Celedi slunéckovitych (Coccinellidae), dale mandelinkovitych (Chrysomelidae) a jiz podstatné
méné zvrubounovitych (Scarabaeidae). Konkrétni ptipady zaznamenaného termadlniho
polymorfismu jsou u broukii rozepsany v literarnim piehledu.

Chov v Zivocichli v zajeti ndAm mimo jiné umoziuje sledovat, jak se v pribéhu casu a
jednotlivych generaci méni biologické charakteristiky jednotlivych druht (napt. Fletcher, 2001;
Driscol et al., 2009; Jakubec, 2016; Jakubec et al., 2020). TotéZ miiZe platit u chovu hmyzu -
napiiklad Vendl et al. (2018) nebo Vendl & Sipek (2016).

V Ceské republice se chovem brouki zabyva pomé&rné mnoho lidi jiZ% Fadu let. Tato tradice
vedla jiZz ke vzniku nejedné publikace na toto téma (napt. Cutik, 1998; Klatil & Vrana, 2008).
V priibéhu chovii byl u nékterych druhli pozorovan sklon k postupné melanizaci zbarveni
(Pachnoda fasciata Fabricius, 1775, Pachnoda interrupta Olivier, 1789 - P. Sipek pers. observ.)
Proto byla i v této praci vyuZita moZnost sledovat vliv teploty na zbarveni v kontrolovaném chovu
u Cerstvé importovaného, pro védu doposud nezndmého druhu. U zlatohlavka Pachnoda iskuulka
Kral, Sommer & Sipek 2019 byl v pritb&éhu chovu v prvni generaci zaznamenan polymorfismus ve
zbarveni dospélcti, se specifickymi proménlivymi znaky na pfedohrudi i na krovkach. Chovani
brouci predstavovali potomky exemplaiid z typové série druhu. Tento material mohl byt pouZit
pro sledovani vlivu teploty, ve které se vyvijely larvy, na variabilitu ve zbarveni a délce vyvoje.
Cilem této prace je sledovat, zda a jak teplota béhem vyvoje larev ovliviiuje vyslednou velikost,
hmotnost, zastoupeni pohlavi, rychlost vyvoje a zejména barevnou kresbu dospélcti tohoto druhu.

Prace je rozdélena do ¢tyt ¢asti. Prvni ¢asti je literarni piehled, kde jsou shrnuty relevantni
informace o rlznych typech termalniho polymorfismu u hmyzu a specificky pak u broukd;
v samostatné podkapitole je zde pak predstaven studovany druh. Nasleduje metodicka ¢ast, kde
je podrobné popsan pribéh experimentalnich chovii a zplisob zaznamenavani, méfeni a sbéru dat
pro vyzkum. Treti ¢ast tvori vysledky zpracované ze ziskanych dat; nejprve vyhodnoceni zmén
hmotnosti a rychlosti vyvoje, zastoupeni pohlavi a mortalita larev. Samostatné je pristupovano
k méreni zastoupeni jednotlivych barev. Ve treti podkapitole vysledki je pak obsaZen i souhrn
zpracovanych statistickych dat. Ctvrtou ¢ast tvo¥i diskuze, kde jsou vysledky vyhodnoceny a
srovnany s predeSlymi pracemi zabyvajicimi se termalnim polymorfismem. Je zde také
polemizovano o dal$ich faktorech, které mohly mit vliv na vysledek prace, a byly vzneseny navrhy
na vylepSeni pripadného dalsiho vyzkumu v této oblasti.



1. Literarni prehled

1.1. O termalnim polymorfismu

Polymorfismus je jevem, kdy jeden druh organismu miiZe existovat ve vice rozdilnych
formach. Z hlediska genetiky se jedna o pritomnost dvou ¢i vice geni pro stejny znak; organismus
jako druh tedy mtiZe nabyvat vice fenotypt (Leimar, 2005). Nékdy je tato definice konkretizovana
jako ,vice forem vjednom habitatu,” ¢imZ vylu€uje pripad geografického polymorfismu, nebo
svice forem v jedné populaci“ (McLean & Stuart-Fox, 2014).

Polymorfismus jako fenomén lze rozliSit do nékolika typl. JiZ zminény geograficky
polymorfismus je vazany na odlisné podminky habitati (biotické ¢i abiotické) druhu v diisledku
geografického oddéleni. Pokud je variabilita geograficky podminéna, miéiZe pomérné snadno vést
ke speciaci a vzniku geografickych variant ¢i poddruhti (McLean & Stuart-Fox, 2014). Viibec
nejcastéjSim typem polymorfismu v Zivoc¢isné risi je pohlavni dimorfismus (Danks, 1994), tedy
jev, kdy se mezi sebou jednotliva pohlavi lisi. To se miiZe projevit fadou zplisobli; napt. rozdilem
ve velikosti, kdy je jedno pohlavi vyrazné vétsi nezli druhé. U fady druhti (véetné hmyzu) jsou
vétsi samice (Danks, 1994). To mize byt dano potrebou Kklast velké snlisky ¢i zabezpecit
potomstvo. Piikladem mizZe byt obrovsky pavouk rodu Nephila Leach, 1815, u kterého je samice
mnohonasobné vétsi oproti samci (Higgins, 2002). Naopak u druhd, kde mezi sebou soupefi samci
o piistup k samicim, jsou ¢asto vyrazné vétsi samci. Frayer & Wolpoff, 1985; Danks, 1994). U
téchto druhti skupin pak ¢asto dochazi i ke vzniku sexualnich excesivnich struktur (napt. rohy ¢i
zvétSena kusadla), které slouZi nikoliv pouze k odliSeni samcl od samic, ale zejména jako
demonstrace genetické kvality a biologické zdatnosti jedince. Casto tyto struktury neposkytuji
pfimou vyhodu pti prezivani, spiSe naopak (velké prekaZejici rohy, ztrata krypse kviili
niapadnému zbarveni apod.), nicméné mohou slouzit k ,poméfovani“ nebo vnitrodruhovym
soubojlim o potencialniho sexualniho partnera (Andersson, 1994, Emlen etal,, 2007).

U nejedné skupiny hmyzu lze nalézt sexualni dimorfismus ve formé redukce ¢i uplné
absence kridel u samicek. Tento trade-off ddva samicim vyrazné vyssi reprodukéni schopnost za
cenu nizké schopnosti disperze potomstva i celkové schopnosti pohybu. Tomuto jevu se rika
disperzni polymorfismus (Zera & Denno, 1997). Ten mlZeme najit i napiiklad u nékterych
roztocl. Cross et al. (1981) ve své praci popisuji polymorfismus rozto¢i rodu Pyemotes
s vyskytem agilng&jsi formy se $tihlej$im t&lem a formy zavalitéj$i. Stthl4 forma je popisovana jako
disperzni, se zvySenou schopnosti foréze (pfemistovani na télech jinych organismi) za cenu nizsi
fekundity.

Sexualni variabilita ve zbarveni, pfipadné sexualni dichroismus, je z hmyzu zfejmé zdaleka
nejnapadnéjsi u motyll (Allen et al., 2011). Jako ptiklad Ize uvést no¢niho motyla hrotnotidlece
chmelového (Hepialus humuli Linnaeus, 1758), kde samecek je obvykle svitivé bily a samicka
piskové oranZovohnéd3; nékdy je viak samecek zbarven stejné jako samicka ¢i jeSté o néco tmavsi.
Tito méné napadni samci maji pak vétsi zastoupeni v lokalitach s intenzivni predaci ptaky (Kaaber
et al, 2009). U celedi bélaskovitych (Pieridae) miiZe byt zbarveni odlisné mimo viditelné
spektrum, takZe ackoliv lidskému oku se obé pohlavi napt. u japonského poddruhu bélaska
fepového (Pieris rapae crucivora Boisduval, 1836) zdaji stejné zbarvena, oko motyla (dobte
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vnimajici UV zareni) vidi samicku jako mnohem svétlejsi, protoZe zmnoZeny pigment pterin
v jejich Supinach zpisobuje zvySenou odrazivost ultrafialového svétla (Giraldo & Stavenga, 2007).
U motyld, ale i jinych skupin hmyzu, Ize nalézt sexudlni dimorfismus o¢i. Napiiklad samci
severoamerické babocky Asterocampa leilia (W.H. Edwards, 1874) vyuZivaji své relativné vétsi
sloZené oci k lepsi orientaci v prostredi a zlepSeni schopnosti najit potravu ¢i samici (Ziemba &
Rutowski, 2000). Relativné vétsi sloZené oci lze najiti u samci mnoha skupin dvoukiidlého hmyzu
(Zeil, 1983; Sukontason et al., 2008). Byla zde dokumentovana ¢astd pritomnost zvétSenych
ommatidii na svrchni strané o¢i (v pfipadé muchnice obecné, kterou se zabyva prace Zeil, 1983,
pak byla zvétSsend ommatidia na ,svrchnim“ sloZzeném oku). Divodem pro tento sexualni
dimorfismus mliZze byt optickd vyhoda samcl pti pronasledovani samice pti zasnubnim letu
(Sukontason etal., 2008).

Zvlastnim pripadem je sezénni polyfenismus, ktery lze nalézt u babocky sitkované
(Araschnia levana). Tento jev je pri¢inou tvorby odlisnych forem, vazanych na ro¢ni generace,
které se vyvijeji pri odliSné délce svételné faze dne. Vysledkem jsou jedinci téhoZ druhu stejné
populace se zcela odliSnym zbarvenim (¢ervenohnéda f. levana na jare, tmava f. prorsa v1été a
jakysi mezistupen na podzim u ptipadné tireti podzimni generace f. porima). Jednotlivé formy jsou
od sebe natolik odli$né, Ze drive byly uvadény jako samostatné druhy. Tyto generace se miiZou i
prekryvat a tvorit tak témér plynuly piechod barevnych forem (Fric & Konvicka, 2002; Lohmann,
2006, Baudach & Vilcinskas, 2021).

Dobte zkouman je i fenomén zvany industridlni melanismus. Ten byl pozorovan no¢niho
motyla drsnokridlece brezového (Biston betularia Linnaeus, 1758), ktery se prirozené vyskytuje
v bilé formé s drobnymi ¢ernymi skvrnami a ve formé zcela c¢erné. Za dob priimyslové revoluce na
uzemi Anglie v disledku znecisténi ovzdusi zcela vymizely epifytni liSejniky na kmenech stromfj,
na kterych tito motyli pres den odpocivaji, coZ mélo za nasledek ztratu kryptického zbarveni
svétlé formy a evolu¢ni prosazeni tmavé formy (Kettlewell, 1961; True, 2003; Cook & Saccheri,
2013).

Dal$im typem je polymorfismus krypticky, ktery umoznuje Zivocichovi 1épe splynout
s okolim, obvykle rostlinou, ktera napt. v suchém letnim obdobi mtZe ztratit ¢ast chlorofyluy, a
jasné zelena strasilka ¢i pakobylka by se na seschlé rostliné stala napadnou. V rdmci jednotlivych
instarti proto mohou své zbarveni ¢astecné prizptisobovat (Yang et al.,, 2021). Podobné funguji i
néktefi potemnikoviti brouci, zahrabavajicich se do pisku - brouci ptizplsobuji své zbarveni
barvé plaZe, na které ziji (Wanatabe et al, 2002). Pfimym opakem je polymorfismus
aposematicky, kdy se naopak Zivocich snaZi byt co nejvice ndpadny, bud’ aby upozornil na vlastni
jedovatost (aposematismus), nebo se snaZi napodobit jiného jedovatého Zivocicha (miillerovské
¢i batesovské mimikry). Dobfe zndAmym prikladem jsou jihoamerické babocky rodu Heliconius
Kluk, 1780. Vétsina druhii z této skupiny je nepalatabilnich; tomu odpovida i jejich vystrazné
zbarveni. Nékteré druhy primo benefituji ze sdileni habitatu sjinymi nepalatabilnimi druhy
motyll (napt. rod Melinaea) a snaZi se napodobit jejich zbarveni. V tomto ptipadé se jedna o
miillerovské mimikry (Langham, 2004). Zde je pak moZné pozorovat projev konvergence, kdy se
stejny vystrazny vzor vyskytne u nékolika Casto nepfibuznych druht motyld, z nichZ vSichni
napodobuji stejny aposematicky vzor (Brower, 1994). Naopak sami motyli rodu Heliconius mohou
byt vzorem pro vystrazné zbarveni palatabilnich otakarkli Papilio zagreus Doubleday, 1847.
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V tomto ptipadé se naopak jedna o batesovské mimikry (Bossart, 1995). U tropickych pralesnicek
byla pozorovana fenotypova plasticita tohoto aposematismu v zavislosti na predatorech, ktefi se
orientuji pomoci zraku; zejména ptaky (Noonan & Comeault, 2009). Asi nejzvlastnéjSim typem
polymorfismu je kastovni polymorfismus. Ten lze najit u eusocialniho hmyzu - napt. termitq,
spolecenskych vcel nebo mravencti, u nichZ odlisnou vyZivou ve stadiu larvy vznika délnice ¢i
kralovna, popf. dalsi kasty podle konkrétnich skupin (Traniello & Rosengaus, 1997).
Polymorfismus miiZe vznikat i v ramci jediné kasty, aby se kolonie 1épe vypotadala napt. s riizné

velkymi predatory nebo rtiznorodou potravou (Retana & Cerd3, 1994).

Casto je variabilita Zivo¢ich@i ovlivnéna abiotickymi faktory. To plati dvojnasob pro
ektotermni organismy, jejichZ teplota se odviji primarné od okolnich podminek. Tato variabilita
pritom nemusi byt dédicnd (v opacném pripadé mize jit o jiZz zminény geograficky
polymorfismus), jednodusSe se projevi podle stavajicich podnebnych podminek habitatu.
Z abiotickych faktor jsou nejvyraznéjSimi Cciniteli nadmorskd vyska, teplota, mnoZstvi
dopadajiciho slune¢niho zareni, vlhkost prostredi a zemépisna Sifka. Tyto proménné zpravidla
funguji spole¢né (napi. ve vyssich nadmotskych polohach byva chladnéji a vice vlhko, blize
rovniku tepleji), obvykle tudiZ nelze sjistotou oznacit polymorfismus za ovlivnhény jen jednim
z téchto faktori (napt. Martinez-Freiria etal.,, 2020). Obecné se ma za to, Ze icelem polymorfismu
vazaného na komplex téchto abiotickych faktorii miiZze byt snaha o optimalizaci vlastnich
termoregulacnich procest (Clusella-Trullas et al.,, 2009). To se v zasadé déje dvéma zpiisoby;
zménou barvy povrchu téla za ucelem regulace absorpce slune¢niho zareni (Endler, 1978) a
zménou velikosti téla, resp. poméru velikosti povrchu a objemu, ¢imZ ptimo ovliviiuje vydej tepla
do okoli (napt. Kéhleretal.,, 2017). Zde se uplatiiuje Allenovo pravidlo, které je vétSinou spojované
s endotermnimi Zivocichy, nékdy je vSak aplikovano i na hmyz (Bidau & Marti, 2008). Naptiklad u
rovnokiidlych se miiZe projevit zmensovanim vybézki téla (koncetin, tykadel, kiidel) pfi nizsich
teplotach, ¢imZ% efektivné zmensuji vlastni povrch téla (Kéhler et al,, 2017).

Nejcast€jSim projevem termalniho polymorfismu je melanismus. Ten je zpisoben
zvySenou koncentraci melaninu, pigmentu zplisobujici tmavé zbarveni (vétSinou hnédé az cerné).
Na rozdil od obratlovc(, u kterych je mechanismus vzniku melanismu pomérné dobte znam, je
nicméné molekularni podstata vzniku melanismu u hmyzu dosud nedostate¢né prozkoumana
(True, 2003). Diisledkem melanismu je tmavsi povrchova barva a vy$si mira pohlceni slune¢niho
zareni. Ackoliv timto Zivocich ¢asto pozbyva jinak kryptického ¢i aposematického zbarveni (jako
je tomu napt. u ¢erné zbarvenych zmiji; viz Andrén & Nilson, 1981; Martinez-Freiria et al., 2020),
prirodnim vybérem se tyto formy v urcitych podminkdch prosazuji. Fenomén termalniho
melanismu si lze vyloZit i opacné; v teplych oblastech s velkou intenzitou sluneéniho zareni je pro
organismy vyhodnéjsi svétlejsi a lesklejsi povrch téla, ktery co nejvétsi mnozstvi slunecni energie
odrazili a nepiehtali se (Clusella-Trullas et al., 2008). Melanické zbarveni ¢asto mliZe fungovat i
jako ochrana pted UV zarenim, proto lze naopak ve slunnéjsich oblastech nékdy nalézt tmavsi
formy (to se tyka i napt. ¢lovéka). Tento jev lze ocekavat u organismi, kde potieba optimalizovat
termoregulaci je upozadéna potfebou chranit se proti nepiiznivym slozkdm slune¢niho zareni
(Hessen, 1996; De Souza etal., 2020).

Melanické zbarveni vSak neni vZdy teplotné zavislé. Obvykle je jeho mechanismus
jednoduse dédi¢ny a mizZe se tudiZ v populaci organismu vyskytnout ndhodné ¢i jako mutace
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(napt. King, 2003). ProtoZe melanismus neni zdaleka vZdy vyhodny, objevuje se u mnohych
zZivocichi jako projev fenotypové plasticity (Drent & Piersma, 2003); nicméné i tehdy je tfeba brat
v potaz vice proménnych (slunecnost, vlhkost, zplisob drZeni téla, doba aktivity apod.), nez jen
teplotu okoli.

VSeobecné se ma za to, Ze niZ3i teplota ma za nasledek vétsi velikost v dosp€losti a naopak
- je moZné narazit na spojeni ,temperature-size rule“ (TSR; napt. Verberk et al., 2021). ProtoZe
témér vSechny fyziologické procesy jsou zavislé na teploté, dal by se vSak predpokladat opak - pti
vyssi teploté vétsi velikost dospélcti za stejnou dobu vyvoje. Odpovédi miiZe byt Bergmannovo
pravidlo, podle kterého je pro organismy ve vyssich teplotdch vyhodnéj$i mensi velikost a naopak,
kvili lepSimu poméru objem - povrch. Ackoliv je toto pravidlo spojovano zpravidla
s teplokrevnymi Zivocichy, zfejmé plati i pro velkou vétSinu ektotermnich organismi (Walters &
Hassall, 2006), a to nezavisle na taxonu ¢i abiotickych faktorech, coz miiZe znamenat velmi
primitivni fyziologicky mechanismus (Klok & Harrison, 2013). Tento jev byl zkouman naptiklad u
motylic (Odonata: Zygoptera), kdy priimérna sezénni teplota negativné koreluje s délkou kiidel
dospélct. Dospélci vylihnuti pozdéji v 1été€ jsou tudiz mensiho vzristu (Wonglersak etal.,, 2020).

Obvykle také plati, Ze v rAmci teplotni valence organismu ma vyssi teplota za nasledek
rychlejsi miru vyvoje i rlst (Gilbert & Raworth, 1996). Vyssi teplota ma za nasledek zejména
rychlej$i metabolismus; alesporii za predpokladu stejné pristupnosti potravy (Clissold & Simpson,
2015). Dalsi proménnou je nerovnomérny vztah teploty viici rlistu a vyvoji, ktery se navic mtize
ménit v pribéhu ontogeneze. V ptipadé ektotermnich organismi , dodrzujicich“ pravidlo TSR se
tedy da predpokladat, Ze pri vyssi teploté se vyrazné vice zrychli mira vyvoje a dospivani nezli
samotny rist, coZ ma za nasledek dospélce mensi velikosti, ale s rychlejsim vyvojem (Forster &
Hirst, 2012).

Z tadu Coleoptera je asi nejlépe zdokumentovan termdalni polymorfismus u slunécéek
(Coccinellidae), zejména pak u slunécka dvojteéného (Adalia bipunctata Linnaeus, 1785) a
slunécka vychodntho (Harmonia axyridis Pallas, 1773), napt. Brakefield, 1984a; Brakefield,
1984b; Brakefield & Willmer, 1985; Michie et al., 2010; Honek et al., 2020. Termalni
polymorfismus, respektive melanismus, se u slunéek projevuje rozsahem c¢ernych skvrn;
v extrémnich pripadech jejich absenci ¢i naopak uplnych pokrytim povrchu tmavou barvou
(Stuart-Fox et al, 2017). Slunécko vychodni, H. axyridis, dokonce vykazuje termalni
polymorfismus kukly, ktera je u slunécek ,odhalena“ ptirodnim vliviim - neni zahrabana v zemi
ani vkokonu ¢i komlrce, misto toho je zavésena obvykle na listu - a pro optimalizaci
termoregulace je zbarveni kukly odlisné podle teploty prostredi v poslednim stadiu larvy.
Zbarveni ani barevny vzor kukly v8ak nekoreluje se zbarvenim dospélce (Nedvéd, 2011).

Samotny melanismus je v piipadé slunécek vyhodny zejména v zimnim obdobi; tmavsi
jedinci pohlcuji mnohem vice slune¢niho zareni a podle prace Brakefield & Willmer (1985) tak
teplota téla melanicky zbarvenych A. bipunctata miiZe byt v priméru az o 2,1 °C vyS$si neZ u svétle
zbarvenych jedincii pii stejnych podminkach. V oblastech, které jsou vice vystaveny slunecnimu
zareni, 1ze naopak predpokladat svétleji zbarvena slunécka a méné jejich melanickych forem
(Asiri & Foster, 2022). Diilezitou proménnou ve velké variabilité ve zbarveni vsak mize byt i
nenidhodné pareni dospélcii; svétlejsi samci f. succinea jsou u samic popularnéjsi nez samci
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melanickych forem (Brakefield, 1985, Su et al,, 2013). U H. axyridis jsou dokonce popsané rizné
geneticky zfejmé ustalené barevné formy (f. axyridis, f. conspicua, f. spectabilis, f. succinea, viz
obrazek ¢. 1), které se lisi poctem skvrn a rozloZenim barev (melanické formy conspicua a
spectabilis maji Cerné krovky se svétlymi skvrnami, nemelanické naopak). Termadlni
polymorfismus funguje u téchto forem odli$né; zatimco svétla forma succinea tmavne pfi niZsich
teplotach velmi intenzivné (aZ do témér cerné; naopak pti vysokych teplotich miZe skvrny i
ztracet), melanicka forma spectabilis plochu svétlych skvrn pii ménici se teploté prizplisobuje jen
nevyrazné. Fenotypova plasticita tohoto druhu se dokonce méni sama o sobé&; napt. populace na
Sibiti maji kvtli stalé nizké teploté melanismus geneticky fixovany a vyskyt svétlych jedincii i pres
1éto je zde ojedinély (Michie et al., 2010).

(a) F'. conspicua (b) F. spectabilis () F. azxyridis

(d) F. succinea (e) F. succinea (f) F. succinea

14°C 28°C

Obrazek ¢ 1: Cty¥i hlavni formy H. axyridis. Obrazky (d), (e), (f) demonstruji efekt nizkych a vysokych teplot p¥i vyvoji
formy succinea. Pfevzato z: Michie etal.,, 2010

Prace Honek et al. (2020) také zjistila rozdily poméru zastoupeni jednotlivych barevnych
forem v plivodnich arealech rozsiteni H. axyridis a v mistech zavleceni. Zatimco ve vychodni Asii,
kde je tento druh plivodni, zastoupeni barevnych forem silné koreluje se zemépisnou délkou i
§ifkou, klimatem a ¢asem, v mistech, kde je tento druh zavlecCeny, tato korelace plisobi méné
vyrazné. Mikrogeograficka variabilita forem (pritomnost vice geograficky odlisenych forem na
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relativné malém tzemi), ktera je patrna u pavodnich asijskych populaci, se u evropskych ¢i
americkych populaci nevyskytuje viibec (Honek et al., 2020).

Polymorfismus ve zbarveni Ize nalézt i u mandelinky Chrysomela lapponica Linnaeus,
1758, ktera ma sviij aredl rozsitfeni ve stiedni a severni Evropé. Prace Gross et al. (2004) odhalila,
Ze rozsah Cerné zbarvenych skvrn na jinak ¢ervenych krovkach broukt je u populaci z finského
Laponska (68 % plochy krovek) vy33i oproti Ceské republice (51 %). Variabilita zbarvenf je
ilustrovana obrazkem ¢. 2. Tmavsi barva umoznuje laponskym populacim vyrazné vyssi aktivitu
za niZ8ich teplot. Je nicméné nutno vzit v potaz odliSnou zemépisnou Sitku vyskytu téchto
populaci, coz miiZe mit za nasledek jistou izolovanost populaci a jejich geografické odliSeni.
Fenotypova plasticita melanismu ale nebyla v ptipadé C. lapponica zkoumana (naptiklad chovem
brouktl zlaponské populace v podminkach ekvivalentnich ¢eské populaci a naopak), a je tudiz
tézké rici, Ze se skute¢né jedna o termalni polymorfismus. Nicméné Gross et al. (2004) také uvadeéji
vyskyt melanické formy této mandelinky ve vys$sich polohach Francouzském stifedohoti, ackoliv
geograficky blizké neizolované populace (Némecko a Polsko) Zijici v niZ$ich polohach jsou svétleji
zbarvené. Tyto populace se nicméné lisi i Zivnou rostlinou; horské populace se Zivi na vrbach (Salix
spp.), zatimco niZinné stfedoevropské populace se Zivi biizou (Betula spp.). NiZinné populace se
svétlejsim zbarvenim jsou také vystaveny obvykle mnohem vétsim vykyviim teplot béhem roku
(Zverevaetal, 1995; Zverev etal., 2018).

Obrazek ¢. 2: Mandelinka Chrysomela lapponica. Ukazka klasifikace (a) svétlych a (b) tmavych forem a ptiklady svétle
(c) a tmavé (d) zbarvenych jedinci. Pfevzato z: Zverev et al., 2018.
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V ptipadé vrubounovitych (Scarabaeidae), kam se taxonomicky fadi i Pachnoda iskuulka,
byl termalni polymorfismus dosud zkouman jen v nékolika malo ptipadech. Jako ptiklad 1ze uvést
jihoafrického chrobaka Gymnopleurus humanus MacLeay, 1821 nebo lejnoZrouta Onthophagus
proteus D’Orbigny, 1902. Oba tyto druhy maji tzv. iridescentni zbarveni, jehoZ vysledna barva
méni odstin podle thlu pozorovani (Mason, 1927). Lidskému oku se tak jejich barva jevi jako
kovové modra, zelena, médéna ¢i leskle ¢erna. Gymnopleurus humanus tvori riizné barevné
populace sviceméné plynulym prechodem vyskytu podle zemépisné Sitky. Na relativné
chladnéjsim jihu Afriky prevladaji brouci s modrym odleskem, ktery pomaha dospélctim rychleji
se prohratna slunci a udrZet si relativné vyssi télesnou teplotu. V teplejsich ¢astech arealu vyskytu
smérem k rovniku jsou pak béZnéjsi zelené nebo médéné zbarveni jedinci. Zajimavé je, Ze
v lokalitach se stiedni teplotou je mozné nalézt jedince tohoto chrobaka vsech barevnych variant
ve viceméné vyrovnaném pomeéru (Davis et al,, 2008). Viceméné podobné se projevuje zbarveniu
lejnoZrouta Onthophagus proteus, ktery je ale horskym druhem - naléza se pouze ve vysokych
polohach Ugandy, Keni a Tanzanie - a jeho barevna variabilita je tak svazana hlavné s nadmoiskou
vyskou, ve které se vyskytuje. Ta se pohybuje od 2 500 do asi 4 000 m n. m. Stanbrooketal. (2011)
popsal celkem Sest barevnych forem , které sestavaji z rtiznych kombinaci zelené, hnédé a cerné.
V nejvyssich polohach brouci vyrazné tmavnou (v podstaté uZ se zde nalézaji uZ jen Cerni a

¢ernohnédi brouci). Piiklady barevnych forem a graf jejich zastoupeni napti¢ ménici se
nadmotskou vyskou jsou znazornény v obrazku ¢. 3.

Barva (stit + krovky): cerna + cerna
hnéda + cerna
hnéda + hnéda

hnéda + zelena

zelend + cernd

zelend + hnéda

301

201

Pocet sbiranych jedinct

104

J 0.
,) 1888-2000  2001-2500  2501-3000  3001-3500  3501-4000

Nadmor'ska vyska [m]

Obrazek ¢. 3: Ptiklady zkoumanych barevnych forem O. proteus (vlevo) a jejich zastoupeni v rtiznych nadmoi‘skych
vyskach (vpravo). Prevzato z: Stanbrook et al., 2021 (upraveno).
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Polymorfismus téchto broukd je velmi pravdépodobné ovlivnén prinejmensim
geograficky (zemépisnou Sitkou u G. humanus; viz Davis et al,, 2008), popfipadé topograficky (u
0. proteus zbarveni pfimo koreluje se zmé&nou nadmotské vysky; Stanbrook et al., 2021). V obou
pripadech je vsak zi'ejma tendence optimalizovat termoregulaci pfi trvale niZ$ich teplotach. Mimo
to je ovSem nutné podotknout, Ze zbarveni téchto brouki je strukturalni, a jeho vznik a funkce se
tudiZ mize lisit od dosud probiranych skupin. Ackoliv strukturdlni zbarveni miZe mit za
spravnych podminek stejné dobry termoregula¢ni efekt jako pigmentové zbarveni, podle prace
Schultz & Headley (1987) miva obecné hmyz se strukturné utvarenym zbarvenim nizsi teplotu
téla neZ stejné barevny hmyz s pigmentoveé utvarenym zbarvenim ve stejnych podminkach. To je
zfejmé zpulsobeno vysokym leskem kovovych strukturnich barev. Mason (1925) také uvadi
skutecnost, Ze existence hned nékolika vrstev chitinu lamajici a odrazejici svétlo mtiZe slouzit jako
ucinny svételny reflektor.

Dalsim ptikladem polymorfismu ve zbarveni je listokaz Pelidnota punctata (podceled
Rutelinae), ktery ma aredl rozsifeni pres vétSinu uzemi Severni Ameriky, od Kanady aZ po Floridu
a Texas. Severnéjsi populace maji vidy dobfte patrné skvrny na krovkach a predohrudi (na které
odkazuje i druhové jméno) a tmavé koncetiny. Populace z jiznich ¢asti Spojenych statii americkych
naopak skvrny ¢asto uplné pozbyvaji a koncetiny nabiraji svétlé barvy. Variabilita ve zbarveni je
natolik velka i v malych regionech, Ze jednotlivé formy byly v minulosti povaZovany za samostatné

druhy. Neni znamo, co je pri¢inou tohoto polymorfismu, nicméné Moore et al. (2017) ptisuzuji
velky vliv vyZivé larvy, podminkam béhem vyvoje a dobé stravené v larvalnim stadiu.

Z podceledi zlatohlavkoviti (Cetoniinae), ackoliv se jedna o barevné velmi rozmanitou a
atraktivni skupinu a polymorfismus jako takovy zde neni vyjimkou (Tesar, 1935; Wu etal., 2022),
dosud nemame Zadné potvrzené ani znadmé radné zkoumané pripady termalniho polymorfismu.
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1.2. Studovany druh

Zlatohlavek Pachnoda iskuulka je zastupce podceledi Cetoniinae, Celedi Scarabaeidae. Rod
Pachnoda je nejhojnéji zastoupen v tropické Africe, nékolik druhti je vsak moZno nalézt v Sahelu
(prechodovém tizemi oddélujici Saharu od africkych savan a tropickych pralesti) a dokonce na
jizni ¢asti Arabského poloostrova, zasahuje tedy geograficky pomérné daleko mimo tropicky
podnebny pas (Baraud, 1985; Bezd€k, 2016; Desborders, 2016). Rod Pachnoda v oblastech
ptvodnich arealli vyskytu povaZovan za zemédélského Sklidce, zejména na ¢iroku (Bengtsson et
al,, 2009), prosu (Sastawa & Lale, 2000) ¢i ledvinovniku (Muntala et al., 2021) V akademickém
poli je ztidka vyuZivan pro laboratorni chov (napt. Donaldson, 1984) nebo biochemicky vyzkum
spojeny zZejména s metabolismem létacich svalli (napt. Zebe & Gide, 1993; Auerswald & Gide,
1999; Auerswald & Gade, 2002).

Pachnoda iskuulka pochazi ze Somalska, konkrétné z oblasti Sanaag na severovychodé
zemé Somaliland ¢i Somalijsko (viz obrazek €. 4). V soucasnosti je znam pouze ze zapadni ¢asti
pohofti Cal Madow v nadmoiské vysce 1400-2180 m n. m (Kral etal., 2019).
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Obrazek ¢. 4: Mapa severniho Somalska s vyzna¢enim znamého vyskytu Pachnoda iskuulka. Pfevzato z: Kral etal., 2019
(upraveno).

Pohlavni dimorfismus tohoto brouka je nevyrazny, samci se od samice lisi jen mélkou
ryhou na ventralni strané zadeckovych ¢lankd. Velikost se pohybuje mezi 24-28 mm. Na zakladé
studii u jinych druhti rodu lze predpokladat existujici, nicméné nesignifikantni rozdil ve velikosti
samcili a samic (Vendl et al., 2016; ptipadné i Vendl et al, 2018). Brouci vykazuji barevnou
variabilitu dorsalni strany, respektive predohrudi a krovek (hlava je vZdy ¢ernd). Na zadni ¢asti
predohrudi se nachazi vzidy ¢erna skvrna, kterd ma riizny tvar i velikost a v extrémnim piipadé
muZe prechazet pres celou délku pronota aZ k hlavé. Nejvétsi proménlivost lze pozorovat ve
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velikosti a tvaru Zlutych skvrn na pfedni ¢asti a cerveno-¢erného lemovani na stedni a zadni ¢asti

krovek. Vzacnéjsi je mirna variabilita ventralni strany. (Kral etal., 2019).

Obrazek ¢. 5: Dospélec Pachnoda iskuulka. Vlevo dorsalni strana, vpravo ventralni. Autor: Oto Petiik

Pachnoda iskuulka byl poprvé pozorovan tymem ceskych védci z Karlovy Univerzity
v Somalském regionu Sanaag ve vesnici Buq v nadmoi'ské vySce asi 1730 m n. m. na podzim roku
2018. Jeho druhové jméno je odvozeno od mista jeho nalezu; okoli mistni Skoly (,iskuulk®
v somalstiné). Brouci se nachazeli v korunach akacif a byli aktivni i za teplot okolo 40 °C (Kral et
al,, 2019). Za ticelem popisu larev bylo celkem dovezeno a Gspé$né rozmnoZeno sedm broukt (tfi
samci a Ctyti samice). Diky podobnosti chovu s béZné chovanymi zlatohlavky rodu Pachnoda se
druhu dafi v tuzemskych amatérskych chovech a dnes se jedna o jednoho z nej¢astéji chovanych

zlatohlavk ve stredni Evropé.
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2. Metodika

2.1. Chov

K chovu a naslednému vyzkumu bylo v dubnu roku 2020 poskytnuto celkem 10 ¢erstvych
parl Pachnoda iskuulka druhé filidlni generace po dospélcich odchycenych v prirodé (F2). Brouci
byli neaktivni, a tudiZ jeSté nespareni. Jedinci materské generace byli chovani spole¢né ve faunariu
Exo Terra o objemu 20 litrti a rozmeérech 37 x 22 x 24,5 cm s dostate¢nym svrchnim vétranim (viz
obrazek ¢. 6). V dalsich generacich byli brouci chovani oddélené podle teploty, ve které byli
inkubovani, tj. dospélci z 24 °C vjednom faunariu, dospélci z 27 °C v dalsim atd. Tento zpiisob
rozdeéleni byl aplikovan po celou zbyvajici dobu vyzkumu. Boxy byly ptibliZzné do dvou tretin
vyplnény drcenou listovou hrabankou pro chov zlatohlavki. VSechny boxy byly kazdy den od 9.00
do 19.00 osvétleny LED paskem pro simulaci slune¢niho svitu. Pro v3echny tfi boxy byly
podminky nastaveny stejné.

Chovné podminky byly ztizeny podle klasického vzoru chovu broukid rodu Pachnoda;
vlhkost substratu byla zvolena stfedni aZ mirné sussi (nebylo méreno) a dopliiovdna mirnym
postiikem vodou kazdy den. Teplota byla ponechana pokojova - 22 °C. V dalSich generacich byl
v navaznosti na poznamku v ptivodnim ¢lanku (vyssi aktivita i pfi teplotach okolo 40 °C) ptidan
jesté vyhrevny prvek ve formé topného kamene, ktery lokalné zvysil teplotu v misté styku azZ na
35 °C a vyrazné zvysil miru kladeni samic, aby bylo zajisténo dostate¢né mnoZstvi potomki pro
dalsi chov a vyzkum. Brouci byli krmeni obden zralym bananem, ktery byl pravidelné vyménovan

a pro zpestreni na zakladé doporuceni dal$ich chovatell stfidan salatovou okurkou.

Obrazek ¢. 6: Faunarium s chovem dospélct P. iskuulka. Autor: Oto Petiik
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Chovné boxy byly jednou tydné prohledavany a vylihlé larvy separovany kviili riziku
kanibalismu, ktery je u larev rodu Pachnoda castym jevem. Z diGvodu omezené kapacity
inkubatort i vhodnéjsiho rozlozZeni prace byl chov rozdélen do fazi, které kopirovaly odchované
generace broukt. Pocet nakladenych vajicek byl zprvu nizky, zfejmé kviili chybéjicimu lokalnimu
vyhtevu, a tudiZ prili§ nizké teploté. Z toho divodu bylo v prvni generaci inkubovano pouze 69
larev. V dalSich generacich byla tato chyba opravena a pocet larev v jedné generaci vyzkumu byl
omezen jiZ pouze kapacitou inkubatord.

Vyzkum probihal formou kontrolovaného chovu larev ve trech inkubatorech pfti
rozdilnych teplotach: 24 °C, 27 °C a 30 °C. Pouzity byly inkubatory Lucky Reptile Herp Nursery I],
které byly osazeny lepsimi termostaty a dal$imi prvky pro presnéjsi drZeni teploty a lepsi
inkubaci. Vlhkost vinkubatorech nebyla regulovana. Larvy byly rozdéleny po jedné do
perforovanych plastovych vani¢ek o objemu 250 ml. Jako krmeni byla pouZita drcena zetlela
listova hrabanka s hlavnim podilem dubu. Hrabanka pochazela ze stejného zdroje (okoli Chvaletic,
asi 220 m n. m.) po celou dobu chovu. Boxy ji byly naplnény priblizné do 90% objemu. Hrabanka
byla ménéna ve chvili, kdy byly viditelné spotfebovany alesponi dvé tretiny hrabanky, aby nebyla
omezena moznost pro larvu substrat pozirat. K tomu dochazelo priblizné jednou za mésic; ke
konci vyvoje, kdy je larva vétsi a rychleji spotfebovava potravu, bylo tieba individualné ménit
substrat i ¢astéji. Souc¢asné byla vzdy alespoii jedna ¢tvrtina objemu staré hrabanky pri vyméné
ponechdna a larva umisténa do ni, aby se predeslo ptipadnému stresu larvy z odlisné teploty ¢i
vlhkosti nové hrabanky. Soucasné tak byla zachovana pritomnost ptivodniho edafonu, ktery se
Ucastni rozkladnych procesti substratu. Kontrola a zapis dat (instary, kukleni, thyny) byly
provadény jednou tydné.

Larvy se kuklily v kokonech ze smési hrabanky a exkrementii a obvykle byly nalepeny na
sténu boxu. Pro prehlednost byly kokony umistény nalezZato na povrch substratu ve vani¢ce a do
stény byl pinzetou utvofen otvor o priméru priblizné 2 mm, kterym byl kontrolovan vyvoj larvy
uvnitl. Toto bylo provadéno minimalné dva tydny po nalezeni kokonu, aby se zabranilo ruSeni
prepupalniho stadia larvy v kokonu, ktera by na vyruSeni mohla reagovat opusténim kokonu. Po
zakukleni byla mirné snizZena vlhkostv boxu, aby se piedeslo vzniku plisni, které by byly pro kuklu
letalni. V nékterych pripadech kokon larvy z ¢asti pfimo tvorila sténa vanicky, takZe bylo moZno
skrz priihledny plast dobfe sledovat proménu larvy v kuklu a posléze v brouka, aniZ by doslo
k naruSeni mikroklimatu kokonu. V takovych pripadech nebylo skokonem aZ do vylihnuti
dospélce nijak manipulovano.

Vylihnuti dospélci byli po viditelném zatvrdnuti a dokonceni zbarveni krovek vyjmuti
z kokont a zvaZeni na analytickych vahach. Tento postup byl aplikovan, nebot bylo pozorovano,
Ze jedinci, ktef1 se po aktivaci dostali z kokonu samovolné, jiZ mohli vypudit ze zadecku tekutinu,
ktera vznikla hromadénim metabolitli ve stadiu kukly (tzv. mekonium). K tomuto vyronu dochazi,
ale také nemusi dojit pfi prvnim ohroZeni brouka (tedy i pfi prvni manipulaci saktivnim
broukem), ktery se tak snaZi sam odleh¢it. Vznika tak vyrazny ubytek hmotnosti (odhadem asi o
150-200 mg), ktery zpiisobi zna¢nou odchylku ve vztahu velikosti, hmotnosti a teploté inkubace.
Po zméreni byli brouci umisténi do chovnych boxi a vyuziti pro dalsi chov.
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2.2. Ziskavani dat

Hlavni ¢asti sbéru dat bylo pofizovani detailnich snimké dorsalni strany dospélych
broukt. K tomu byl pouzit fotoaparat Canon 550D s objektivem Canon MP-E 65mm /2.8 1-5x
Macro, umistény na stativu. Fotografovany brouk byl osvétlen bodovymi svétly ze dvou stran (tzv.
Jhusi krky“ - OMLED-DP8W LED Dual Gooseneck Light). U téchto snimkl byla dale digitalné
zpracovana data o poméru tff zakladnich barev: ¢erné, ¢ervené a Zluté. Pomér jejich zastoupeni
na povrchu krovek a predohrudi byl stéZejni proménnou pro pozorovani termadlniho
polymorfismu u zlatohlavka Pachnoda iskuulka. K potizenym fotografiim bylo vyfotografovano
soucasné i méritko, pomoci kterého bylo mozno zmérit rozmeéry brouka a celkovou plochu krovek
a predohrudi.

Fotografie broukt na bilém pozadi byly ru¢né ofezany od vycnivajicich koncetin, tykadel
a problematického stinu. VSechny fotografie byly nato¢eny hlavou brouka jednim smérem.
Velikost pixelu jednotlivych fotografii bylo nastaveno podle vyfocenych meéritek (skripty
v prilohach). Nasledné byla ¢ast ndhodné vybranych fotografii pouZita k natrénovani machine
learning algoritmu k pixelové klasifikaci tak, aby byly co nejlépe klasifikovany ¢erné a barevné
¢asti brouka a bilé pozadi. K tomu byl pouZit open-source software Ilastik verze 1.3.3post3.
Vystupem této klasifikace byla pravdépodnostni mapa, podle které bylo moZné segmentovat
barevné skrvny, ¢erné ¢asti a celého brouka (viz obrazek €. 7; skript v ptilohach). Byla méiena
plocha téchto oblasti a vypocitano procentualni zastoupeni Zlutych, ¢ervenych a ¢ernych ploch.
K segmentaci pravdépodobnostnich map a méreni ploch byl pouZit open-source software FIJI Is
Just Image] verze 1.53t (Rueden et al, 2017) s pluginem ilastik4ij“
(https://github.com/ilastik/ilastik4ij). Pro hromadné zpracovani fotografif byly napsany skripty
na miru, které jsou soucasti priloh této prace.

Zatimco ¢erna barva je na povrchu brouka vZdy osttfe ohranic¢ena, ¢ervena barva prechazi
ve Zlutou misty témér plynule, a je nutno tento faktor zohlednit kviili moZné chybovosti
digitalniho méteni barvy (¢ervena mohla byt v misté pfechodu zaznamenana jako Zluta a naopak).
Variabilita tvaru a ¢lenitosti skvrny na pfedohrudi nebyla hodnocena. Polymorfismus ve zbarveni
se projevoval rozsahem c¢erné bazalni skvrny na jinak Zluté pfedohrudi a pomérem zastoupeni
¢erné, Cervené a Zluté barvy na krovkach. Pomér pokryvu jednotlivych barev byl méfen z obou
¢asti jako jednoho celku (nebylo vyhodnoceno zvlast pronotum ani krovky). Ventralni strana
nebyla z hlediska variability hodnocena.

Kromé dat o barevné variabilité byla béhem chovu priibézné sbirana doprovodna data
ohledné samotné inkubace larev a kokont. Byla sledovana celkova doba vyvoje, rozestup mezi
jednotlivymi instary, doba stravena v kokonu (nikoliv v8ak ve stadiu kukly, jejiZ ¢as utvoreni
nebylo moZno presné urcit) a mortalita. ProtoZe do inkubatord byly vkladany pribézné larvy
prvniho aZ druhého instaru (tedy larvy nalezené v boxu s kladoucimi dospélci), bylo s jistotou
mozno zmérit pouze délku pribéhu tretiho instaru larvy (,L.3“) a doba stravena v kokonu. Tuto
dobu stravily vSechny larvy jiZ v inkubatoru. Tato data byla sbirana jednou tydné, je proto tieba
pocitat s mirnou odchylkou dat od reality (napt. brouk vyprostény z kokonu pfi tydenni kontrole
se mohl vylihnout uz o nékolik dni dfive. Aby byla tato odchylka zmirnéna, bylo v zapisu dat
sZaokrouhlovano“; napf. pri kontrole kukly, ze které se mél viditelné do par hodin vylihnout
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brouk, byl jedinec zapsan jako ,vylihnuty“, ale zméren byl aZ v tydnu nasledujicim. Kazdy
vylihnuty brouk byl ihned po vyprosténi z kokonu pohlavné uréen a zvaZen na analytickych
vahach Mettler Toledo XSR105 s pfesnosti na miligramy.

Ziskana data byla zpracovana do tabulek v Microsoft Excel. Grafy byly vytvoreny
v programu Sigma Plot 11.0 a statistické vyhodnoceni (ANOVA a neparametrické testy) bylo
vytvoreno v programu PAST 4.3.

Obrazek ¢. 7: llustracni obrazek z priibéhu analyzy barev. Nahot'e pivodni fotografie ofiznuta na méfeny povrch
(8tit + krovky), uprostied pravdépodobnostni mapa (segmentace tfi méfenych barev), dole vyznaceny hranice ploch
Zluté, Cervené a Cerné (ohraniceno zelené). Autor: Ondi'ej Sebesta
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3. Vysledky

Do kontrolovaného chovu v inkubatorech bylo celkem umisténo 333 larev a tisp€sné bylo
odchovano azméreno 287 dospélcli, z toho 147 samcii a 140 samic. Material z teploty 24 °C tvotilo
102 broukd, z teploty 27 °C 94 brouki a z teploty 30 °C 91 brouki. Chov probihal od dubna roku
2020 do listopadu roku 2022 celkem ve ¢tyfech generacich dospélct. K tomuto rozdéleni doslo
z diivodu nedostate¢né kapacity inkubatori (do kazdého se veslo jen asi 30 boxt s larvami, tedy
nejvice asi 90 larev na generaci). BEhem chovu byla priibézné byla zapisovana data o réstu larev
(resp. zméné instarli) a kazdy odchovany dospélec byl po vyjmuti z kokonu zvazen a vyfocen.

Vysledky zpracovanych dat jsou zobrazeny v prvni ¢asti této kapitoly. Druha ¢ast je zamérena na
jadro vyzkumu — méfeni a vyhodnoceni zmén barvy broukda.

3.1. Sledovani vyvoje

Pomér zastoupeni samcti a samic byl v rdmci generaci i teplot inkubace kolisavy, nicméné
nevykazoval zfejmou zavislost na ménici se teploté. Ac¢koliv u nékterych Zivocichi miiZze byt
pohlavi pfimo podminéno inkubaéni teplotou pti vyvoji embrya (napft. Janzen, 1994), pro spravné
testovani teplotni zavislosti poméru pohlavi u druhu P. iskuulka by byl zcela jisté nutny veétsi
vzorek dospélcli. Konkrétni zastoupeni samcli a samic v jednotlivych teplotich vyobrazuje
graf ¢. 1.
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Graf ¢. 1: Zastoupeni samcil a samic podle teploty inkubace.

Z celkem 333 inkubovanych larev jich béhem vyvoje 46 uhynulo. Pfesnou pfi¢inu téchto
umrti je téZké urcit, vétSinou vsak Slo o thyn ve tretim instaru (,,L3“), a to bud’ pred tvorbou
kokonu, nebo ptrimo v kokonu; kimrti doslo v disledku netspésného svleku larvy v kuklu.
Podrobnéjsi data o mortalité nebyla evidovana.
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V kaZdé teploté bylo inkubovano 111 larev. Jejich mortalita se vyrazné liSila podle
nastavené teploty; pti 24 °C uhynulo 9 larev, pti 27 °C pak 17 larev a pri 30 °C se dospélosti

nedoZilo 20 larev. Vyssi teplota tedy ma za nasledek pomérné znac¢né vyssi mortalitu larev, jak
ukazuje i prilozeny graf ¢. 2.
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Graf ¢. 2: Mortalita larev pii inkubaci v odli§nych teplotach.

U odchovanych dospélct bylo rovnéZz mozno pozorovat zmény hmotnosti podle teploty,
ve které byli inkubovani. Hmotnost dospélcii velmi kolisala, nejlehéi jedinec vazil pouze 407 mg.
graf ¢. 3, brouci odchovani z larev inkubovanych v niz$i teploté maji primérné vys$si hmotnost.
Zatimco imaga inkubovana pti 24 °C méla primérnou hmotnost903,8 mg, jedinciz 27 °Cjen901,9
mg. Brouci z inkubatoru nastaveného na 30 °C pak vaZila primérné 867,7 mg. Jednocestna analyza

rozptylu zde nicméné neukazala signifikantni zavislost teploty a hmotnosti (p = 0,3032).

Zatimco broukiim chovanym pti 24 °C trval vyvoj (resp. doba stravena ve tietim instaru a
vyvoj v kokonu; vice rozvedeno v metodice) primérné 101 dnd, pti 27 °C uZ jen 88 dnti a pti 30
°C 77 dnl. Testovani jednocestnym ANOVA testem ukazala signifikantni vztah teploty a délky

vyvoje (p = 2,231 x 10-19). Grafické zobrazeni délky vyvoje ptiriznych teplotach demonstruje graf
¢. 4.
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Graf ¢. 3: Hmotnosti broukl inkubovanych v odlisnych teplotach (p = 0,3032).
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Graf ¢. 4: Délka vyvoje brouki (od svleku do L3 do vylihnuti dospélce) pii riiznych teplotach (p = 2,231x10-10).
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3.2. Analyza zbarveni Stitu a kKrovek

ProtoZe hlava imaga Pachnoda iskuulka je vidy ¢erna, nebyla soucasti vytezu, ze kterého
probihala u kazdého jedince analyza barev. Zabarveni bylo tudiZ sledovano pouze na dorsalnich
¢astech predohrudi a krovkach.

Méteny povrch broukli mél primérnou plochu 191,9 mm?, s nejmensi zaznamenanou
hodnotou 131,53 mm?2 a nejvétsi pak 248,45 mm?2. Nejvétsi plochu pokryvala ¢erna barva -
primeérné 64,4 % celkového méreného povrchu; vzhledem k varia¢nimu koeficientu CV= 0,057 se
jednalo o nejstabilngji zastoupenou barvu. Zlutd barva pfedstavovala primérné 14,46 % a
cervena barva priimérné 19,39 % povrchu krovek a predohrudi. Tyto dvé barvy ve vlastnim
zastoupeni mnohem vice kolisaly; Zluta o + 36,0 % vlastniho pokryvu (CV =0,119) a ¢ervena o #
52,7 % (CV = 0,182) oproti Cerné barveé (+ 15,5 %).
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Graf ¢. 5: Primérné zastoupeni jednotlivych barev na povrchu brouki podle teploty inkubace.
Ze ziskanych dat je patrné nizsi prlimeérné zastoupeni ¢erné barvy, a naopak vyssi
zastoupeni Zluté barvy p¥i vyssich teplotach (viz graf &. 5). Cervena barva oproti tomu nevykazuje

korelaci s teplotou a jeji primérny pokryv na krovkach je napfi¢ rozdilnymi teplotami viceméné
stabilni; ve 24 °C 14,42 %, ve 27 °C 14,13 % ave 30 °C 14,86 %.
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Graf ¢. 6: Pokryvnost ¢erné barvy na povrchu broukt inkubovanych v odli$nych teplotach (p = 0,01555).
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Graf ¢. 7: Pokryvnost ¢ervené barvy na povrchu broukt inkubovanych v odli$nych teplotach (p = 0,1669).
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Graf ¢. 8: Pokryvnost Zluté barvy na povrchu broukt inkubovanych v odli$nych teplotach (p = 0,00907).

Jak je patrné z grafu €. 6, ¢erna barva méla vyssi zastoupeni u broukl inkubovanych pii
nizsi teploté a naopak. Tato tendence je vyrazna zejména u teploty 30 °C, kde ¢erné barvy vyrazné
ubylo oproti dvéma nizsim teplotdm. Hodnoty kolisaly od 53,53 % do 73,52 %, s mediany 65,18
% u 24 °C, 64,54 % u 27 °C a 63,22 % u 30 °C. Graf ukazuje signifikantni vztah teploty a rozsahu
¢erného zbarveni (p = 0,01555). Tukeyho test ukazal vyrazny rozdil rozsahu ¢erné barvy u brouki
chovanych ve 30 °C oproti 27 °C (p = 0,001308) i oproti 24 °C (p = 0,02279).

Cervena barva, znazornéna v grafu & 7, méla z pozorovanych barev nejmensi procentualnf
zastoupeni, s hodnotami od 6,27 % do 21,5 %. Stfedni hodnoty byly 14,24 % u 24 °C, 14,19 % u

27 °Ca 15,00 % u 30 °C. Jednocestna analyza rozptylu zde neukazala signifikantni korelaci (p =
0,1669).

Graf €. 8 znazornuje procentualni zastoupeni Zluté barvy. Hodnoty kolisaly od 13,45 % do
27,42 %, median 24 °C je 18,61 %, u 27 °C 19,07 % a u 30 °C 20,11 %. I zde byla zjisténa
signifikantni korelace teploty s rozsahem Zluté barvy (p = 0,00907). Tukeyho test ukazal vyrazny
rozdil materialu z 24 °Ca 30 °C (p = 0,000485).
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Graf €. 9: Pokryvnost ¢erné barvy na povrchu broukt (oddélené pro samce a samice bez ohledu na teplotu inkubace) (p
=0,3051).
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Graf ¢. 10: Pokryvnost Cervené barvy na povrchu broukti (oddélené pro samce a samice bez ohledu na teplotu inkubace)
(p =0,28).
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Graf ¢ 11: Pokryvnost Zluté barvy na povrchu broukl (oddélené pro samce a samice bez ohledu na teplotu inkubace)
(p =0,7131).

Hodnocen byl i rozdil zbarveni samcii a samic bez ohledu na rozdilnou teplotu inkubace.
Rozdil procentualniho pokryvu ¢erné barvy samci a samic ukazuje graf €. 9. Primérny pokryv
¢erné u samic (levy box) byl 64,2 % a u samcii (pravy box) 64,6 %. Stiedni hodnota u samic pak
¢inila 63,9 % a u samct 65,0 %. Samci tedy vykazovali celkové vétsi zastoupeni ¢erné barvy oproti
samicim. Tato korelace nicméné nebyla statisticky signifikantni (p = 0,3051).

Vztah pohlavi a ¢ervené barvy znazoriuje graf ¢. 10. Primérny pokryv ¢ervené u samic
(levy box) byl 14,64 % a u samcii (pravy box) 14,29 %, mediany pak ¢inily 14,57 % u samica 14,27
% u samct. Jednocestna analyza rozptylu neukazala signifikantni korelaci (p = 0,28).

Obdobny vztah, av$ak pro Zlutou barvu, vizualné demonstruje graf €. 11. Primérné tvorila
Zluta barva u samic (levy box) 19,45 % povrchu a u samct (pravy box) 19,33 %. Stiedni hodnoty
¢inily 19,48 % u samic a 19,19 % u samcil. Korelace se ani v tomto pripadé neukazala jako
signifikantni (p = 0,7131).

RozloZeni kvartili a medianu a blizkost hodnot medianti a priimért naznacuje viceméné
normalni rozloZeni. Jednocestna analyza rozptylu vSak neukazala signifikantni korelaci Zadné ze
zkoumanych barev ve vztahu k pohlavi dospélcu.

Testovany byly i rozdily mezi ¢ervenou a Zlutou u kazdé teploty a také zavislost teploty a
zastoupeni barev se zohlednénim pohlavi (tedy celkem 3est skupin dat pro kazdou barvu).
Aplikovany Tukeyho test pard zde vSak neukazal Zadnou signifikantni korelaci, nebyly uz tudiz
v této praci zahrnuty.
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3.3. Tabulky dat

Tabulka ¢ 1: Pirehled poctu inkubovanych jedincti, poméru pohlavi a procentualni mortality larev podle teploty.

24°C 27°C 30°C Celkem

Celkem inkubovano [Kks] 102 94 91 287
Pomér pohlavi samci 51 44 52 147

samice 51 50 39 140
Mortalita larev 8,11%15,32% | 18,02% 13,81%

Tabulka ¢ 2: Pfehled hmotnosti brouki inkubovanych pii rtiznych teplotach. Doplnéno o jednocestny ANOVA test a
Tukeyho test part.

24 °C 27 °C 30°C

Hmotnost [mg] pramér 908,8 901,9 867,7
min 407
max 1437
Tukeyho test 24 °C 27 °C 30°C
24 °C 0,9968| 0,3452
27 °C 1,086 0,3867
30 °C 1,968 1,86

Tabulka ¢&. 3: Pfehled délky vyvoje brouki inkubovanych pii riiznych teplotach. Doplnéno o jednocestny ANOVA test a
Tukeyho test part.

24 °C Y 30 °C

Délka vyvoje [dny] primér 101 88 77
(L3 + kokon) min 42
max 203
One-way ANOVA p(0,05) = 2,231 x10-10
Tukeyho test 24 °C 27 °C 30°C
2,175

24 °C 0,00045 105
27°C 5,363 0,00638
30°C 9,683 4,32
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Tabulka ¢. 4: Piehled zastoupeni ¢erné barvy na méieném povrchu brouki podle teplot. Doplnéno o jednocestny ANOVA

test a Tukeyho test para.

Zastoupeni ¢erné barvy (%)

One-way ANOVA
Tukeyho test

24 °C 27 °C 30°C
min 56,62 55,92 53,53
max 73,52 72,28 73,28
priumér 65,14 64,68 63,31
median 65,18 64,55 63,22
rozptyl 14,54 11,05 13,43
smér. odchylka 3,81 3,32 3,66
25 percentil 61,97 62,49 61,16
75 percentil 67,73 67,27 65,69
Sikmost 0,04 -0,12 0,00
Spicatost -0,55 -0,28 0,15
p(0,05) = 0,001555
24 °C 27 °C 30°C
24 °C 0,6566| 0,00131
27 °C 1,236 0,02279
30 °C 4,965 3,729

Tabulka ¢ 5: Piehled zastoupeni ¢ervené barvy na méreném povrchu brouki podle teplot. Doplnéno o jednocestny

ANOVA test a Tukeyho test part.

Zastoupeni cervené barvy (%)

One-way ANOVA
Tukeyho test

24 °C 27 °C 30°C
min 6,27 8,02 8,17
max 21,43 21,51 21,38
primér 14,42 14,13 14,86
median 14,24 14,19 15,00
rozptyl 8,07 6,25 6,24
Smér.
odchylka 2,84 2,50 2,50
25 percentil 12,45 12,47 12,69
75 percentil 16,29 16,15 16,74
Sikmost 0,13 0,03 -0,14
Spicatost 0,13 0,09 -0,23
p(0,05) = 0,1669
24.°C 27 °C 30°C
24.°C 0,7172| 0,4887
27 °C 1,099 0,1335
30°C 1,614 2,713




Tabulka ¢. 6: Pfehled zastoupeni Zluté barvy na méreném povrchu brouki podle teplot. Doplnéno o jednocestny ANOVA
test a Tukeyho test para.

24 °C 27 °C 30°C

Zastoupeni Zluté barvy (%) |min 13,45| 15027| 15,74
max 27,42 25,41 25,88
primeér 18,80 19,41 20,04
median 18,61 19,07 20,11
rozptyl 5,39 4,92 4,90
smér. odchylka 2,32 2,22 2,21
25 percentil 17,14 17,95 18,36
75 percentil 20,51 20,70 21,92
Sikmost 0,48 0,46 0,04
$picatost 1,09 -0,02 -0,54
One-way ANOVA p(0,05) = 0,000907
Tukeyho test 24 °C 27 °C 30 °C
24 °C 0,1522 | 0,00049
27 °C 2,622 0,133
30°C 5,337 2,715
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4. Diskuze

4.1.  Vliv teploty na riistové charakteristiky

Kromé polymorfismu ve zbarveni byl zkouman i vliv teploty na hmotnost, rychlost vyvoje,
pomér pohlavi a mortalitu p#i vyvoji. Z odchovanych 287 dospélcti bylo 147 samci a 140 samic,
jejich zastoupeni v jednotlivych teplotach vSak neukazalo korelaci s teplotou pfi vyvoji. A¢koliv
teplotné determinované urceni pohlavi (v literatute ¢asto pouze jako , TDS“) je relativné ¢astym
jevem u plazli (napf. Ferguson & Joanen, 1983; Schroeder etal., 2016), u bezobratlych dosud tento
jev nebyl fadné zkouman, ndhodné rozloZeni pohlavi napti¢ teplotami u P. iskuulka tedy neni
prekvapenim. Pro testovani hypotézy TDS u broukt by byl nicméné rozhodné tfeba vétsi vzorek.

Mortalita larev vzriistala s teplotou. Zatimco pfi 24 °C uhynulo 8,11 % larev, pti 27 °C uZ
15,32 % a pti 30 °C pak 18 % larev). Ackoliv primérné teploty v Somalijsku kolisaji béhem roku
od 28 do 48°Cvedne a20a31°Cvnoci (podle Worlddata.info, 2023), larvy Zijici v zemi se budou
pravdépodobné pohybovat v teploté niZsi, neZ je teplota ovzdusi. Teplota plidy se méni i podle
hloubky, ve které se nachazi, takZe mohou snadno nalézt své teplotni optimum, které jim
v chovech nemohlo byt poskytnuto. Velky skok mortality byl mezi teplotami 24 °C (zde uhynulo 9
larev) a 27 °C (17 larev). Je pravdépodobné, Ze teploty vyssi nez 21 °C jsou jiZ suboptimalni pro
vyvoj larev; vyssi teploty s sebou ¢asto nesou vys$si miru mortality pro vétSinu hmyzich larev
Zijicich v zemi (Régniéere etal.,, 2012). Béhem chovu bylo také pozorovano, Ze boxy s larvami maji
ve vyS$S8i teplot€é mnohem vétsi tendenci se zaparit, zejména po doplnéni vody nebo vyméné
hrabanky. Ve vyssi teploté ale také substrat mnohem rychleji vysychal. Toto prudké kolisani

vlhkosti mohlo byt také jednim z faktort vy$si imrtnosti.

Brouci odchovani ve vyssich teplotdich meéli rychlejsi vyvoj. Ten trval broukim
inkubovanym ve 24 °C priimérné 101 dnt, ve 24 °C 88 dnii a ve 30 °C jen 77 dnl. Jednocestna
analyza rozptylu ukazala signifikantni zavislost délky vyvoje na teploté (p = 2,231 x 10-19). Tento
vysledek potvrzuje ¢asto probirané téma (napf. Li & Jackson, 1996; Forster & Hirst, 2012; Khaliq
et al,, 2014) rychlejsiho vyvoje (a fyziologickych procesti obecné) pti vyssich teplotach. Brouci
odchovani ve vyssich teplotach méli také mensi hmotnost; pti 24 °C primérné 903,8 mg, pii 27 °C
pak 901,9 mg a pti 30 °C pouze 867,7 mg. Zavislost hmotnosti na teploté vSak nebyla signifikantni
(p=0,3032). Podle diive zminéného pravidla TSR (,temperature-size rule“) larvy ve vyssi teploté
rychleji prosly vSemi stadii a stravily kratsi dobu jako kukla, mira rlistu se ale imérné nezvétsila.
Vysledkem byli rychleji vyvinuti, primérné vSak mensi brouci. Souvislost teploty prostredi
s rychlosti vyvoje (za predpokladu dostatku potravy) u ektotermnich Zivocichi jiz byla védecky
zkoumana (napft. Lee & Roh, 2010, Verberk et al,, 2011) avSak vysledky ze sbiranych dat testované
jednocestnym ANOVA testem tento jev u P. iskuulka nepotvrdily, ackoliv trend zmén hmotnosti je
pozorovatelny z naméfenych dat. Navzdory rychlejSimu vyvoji nebyl pozorovan rozdil ve
spotrebé hrabanky u larev v rozdilnych teplotach (v tomto sméru v8ak nebyla sbirdna Zadna data).
Zde je tfeba upozornit na fakt, Ze vyvoj byl métren pouze od chvile svleku do tretiho instaru (,,L.3%)
do vylihnuti dospélce, resp. jeho asistovanému vyprosténi z kokonu (+- 5 dnii). Ackoliv prvni dva
instary larvy P. iskuulka trvaji relativné kratkou dobu (oba dohromady asi 5-8 tydnii), je nutno
vzit tento faktor v potaz. Riist larvy rodu Pachnoda se nezda byt exponencialni, jak je u hmyzich
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larev ¢asto implikovano; ve tfetim instaru se mira riistu zpomaluje (Vendl et al,, 2018). Je tedy
moZné, Ze pri inkubaci od raného prvniho instaru ¢i od vajicka by bylo dosaZeno odlisnych
vysledkd.

4.2. Teplotné podminéna variabilita zbarveni

Cerné zbarvené &asti tvori nejvétsi podil méteného povrchu dorsalni strany (krovek a
stitu) broukd - primérné 64,4 % s rozptylem o2 = 13,5 %2. Jeji rozsah byl u méfeného vzorku
broukil relativné nejstabilnéjsi; variacni koeficient CV= 0,057. Rozsah Zluté i ¢ervené mnohem
vice kolisal ve vlastnim rozsahu; pro Zlutou barvu CV = 0,119, pro ¢ervenou barvu CV = 0,182.
Testovanim pomoci jednocestného ANOVA testu na hladiné vyznamnosti 5 % (p = 0,05) byla
nalezena signifikantni zavislost teploty a rozsahu ¢erné a Zluté barvy (jednocestna ANOVA, p=xy,
respektive p=xx). Zatimco rozsah ¢ervené s nejvyssi pravdépodobnosti teplotou ovlivnhén nebyl
(p=XYZ). Zejména pti 30 °C bylo pozorovano svétlejsi zbarveni, kdy na méfeném povrchu bylo
vétsi zastoupeni Zluté a mensi zastoupeni ¢erné barvy. Rozsah ¢erveného zbarveni se nicméné
mezi jednotlivymi teplotami signifikantné€ neménil. Pro kaZdou barvu byl proveden Tukeyho test

sV s

Nasledné probéhlo srovnani vztahu zastoupeni barev a pohlavi (viz grafy 9, 10 a 11) bez
ohledu na teplotu inkubace, které by mohlo odhalit pripadny sexudlni dichroismus. Ackoliv
primeérné byli samci P. iskuulka tmavsi neZ samice, signifikantni rozdil neprokazala ANOVA u
Zadné zbarev ani vzdalené (pro cernou p(0,05) = 0,3051; cervena p(0,05) = 0,28 a zluta
p(0,05) = 0,7131). Testovany byly i rozdily mezi ¢ervenou a Zlutou u kazdé teploty a dale vztah
teploty a zastoupeni barev se zohlednénim pohlavi (tedy celkem Sest skupin dat pro kazdou
barvu). Tukeyho test parti zde vsak neukazal Zadnou signifikantni korelaci, nebyly tudiz v této
praci zahrnuty.

Zvétsujici se podil Zlutého zbarveni a zmenSujici se podil ¢erného zbarveni ve vyssi teploté
tedy podporuje hypotézu termalniho polymorfismu, resp. melanismu zlatohlavka P. iskuulka.
Priimérné zastoupeni téchto dvou barev je nejvyraznéji odliSené v nejvyssi teploté 30 °C, zatimco
material z 24 °C a 27 °C je si podobnéjsi. Je mozné, Ze pri niZsi teploté (napriklad 21 °C nebo i 18
°C) by odchovani brouci méli mnohem vétsi podil ¢erné barvy a mensi podil Zluté barvy. Soubor
dat obohaceny o brouky odchované v jesté niZsi teploté by tak mohl vypovédét lepsi vysledky.
Pripadnd vyssi teplota pro potencialni dalsi vyzkum uZ by pravdépodobné znamenala pomérné
vysokou mortalitu larev.

Povaha termalniho polymorfismu u zlatohlavka P. iskuulka se podle zjisténych dat zda byt
obdobnou, jako je tomu u vétSiny bezobratlych, kde byl tento fenomén jiZ pozorovan. Pouhym
okem je tato variabilita téZko pozorovatelnda, ziejmé z dvodu velké variability i v ramci
jednotlivych teplot. Termalni polymorfismus P. iskuulka vykazuje velmi podobné vysledky, jako
napriklad ¢asto zkoumana mandelinka Chrysomela lapponica. Dospélci tohoto brouka vylihnuti
priniz8ich teplotach jsou tmavsi a naopak (Zvereva et al., 1995; Zvereva et al., 2002; Gross et al,,
2004; Zverev et al., 2018; Kozlov et al,, 2022). Problematika melanismu Ch. lapponica je ¢asto
spojovana s moZnosti geografické variability a specializace tohoto druhu. V ptipadé P. iskuulka je
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tato moZnost nepravdépodobnd, protoZe v ptirodé obyva tento brouk pomérné velmi maly areal.
Podobnost lze nalézt i s pfipadem termalniho melanismu riznych forem slunécek A. bipunctata a
H. axyridis (Brakefield, 1984a; Brakefield, 1984b; Brakefield & Willmer, 1985; Michie et al., 2010;
Knapp & Nedvéd, 2013; Su et al,, 2013; Honek et al,, 2020; Asiri & Foster, 2022). U H. axyridis
komplikuje vyzkum termalniho melanismu skute¢nost nendhodného kiiZeni dospélcti a existence
geneticky vice ustalenych barevnych forem (f. axyridis, f. conspicua, f. spectabilis, f. succinea).
U P. iskuulka dosud nebyly zZadné formy popsany, vzhledem k relativné nizké vnitrospecifické
barevné variabilité je ale pravdépodobnost tohoto fenoménu v pripadé tohoto druhu nizka.

4.3. Problematika zbarveni Pachnoda iskuulka

Hlavni signifikanci ukazaly ¢erna a Zluta barva. Vzhledem k tomu je vhodné zvazit moZznost
vyskytu vyraznéjstho termalniho polymorfismu pouze v oblasti predohrudi, ktera je tvorena
témito dvéma barvami. V této oblasti se rozsah ¢ernych bazalnich skvrn vyrazné lisi. Variabilitu
ve zbarveni omezenou na urcité segmenty télalze ostatné nalézti u jinych skupin hmyzu (napt De
Souza etal,, 2020). Samotna ¢ernd skvrna vykazuje velkou variabilitu i svym tvarem a ¢lenitosti.
ProtoZe vSak nebyl nalezen vhodny zptisob kategorizace obrazctli ¢erné barvy na jinak zcela Zluté
predohrudi, nebyla tato metoda nakonec realizovana. Je také mozné, Ze pti v&tSim vzorku by mezi
teoretickymi ,typy“ skvrn vznikly takika plynulé prechody.

Pti planovani metodiky této prace byla brana v potaz i mira dédi¢nosti zbarveni dospélct.
Pro zdarné ovéreni této hypotézy by nicméné byl tfeba mnohem vétsi vzorek larev od uréenych
rodic¢ovskych part, aby jich byl statisticky vyznamny pocet rozdélitelny do ti teplot; realisticky
vSak od kazdého paru bylo primérné ziskano asi 30 larev, coZ by znamenalo 10 larev od jednoho
paru pro kazdou teplotu. Z téchto diivodii nebyla tato hypotéza testovana.

Pfi pohledu na variabilitu zbarveni je tfeba zohlednit, Ze celd evropska populace P.
iskuulka rozsitena ve védeckych i amatérskych chovech je potomstvem pouhych ¢ty samic, které
byly importovany ze Somalijska. Celd populace si tak prosla vyraznym efektem hrdla 1dhve, coz
mohlo mit za nasledek geneticky drift a zménu priimérného zbarveni i jeho vlastnosti v populaci
(napf. Maruyama & Fuerst, 1985). Zjisténé vysledky tak nemusi dokonale reflektovat vlastnosti
broukl v pivodnim arealu. P. iskuulka je nicméné zlatohlavkem prirozené Zijicim na relativné
velmi malém Uzemi (zejména v porovnani s dal§imi druhy rodu Pachnoda; napt. Clark & Crowe,
2001) ptirozené méné pocetnad, a tudiZ malo genotypové variabilni (Willi et al.,, 2006).

P. iskuulka je v misté svého vyskytu pritomen zpravidla spolecné sjedovatymi
majkovitymi brouky rodu Hycleus. Srovnani barevného vzoru téchto dvou broukl je
demonstrovano na obrazku ¢. 9. S velkou pravdépodobnosti se zde jedna o ptipad batesovskych
mimiker ze strany P. iskuulka a vzor jeho zbarveni by pti dal$im vyzkumu mohl ukazat korelaci
s vyskytem uréitych druhfi pravé p¥itomnych jedovatych broukt rodu Hycleus (P. Sipek pers.
observ.). Je tu také moZnost omezeni barevné variability pravé mimikrami, protoZe priliSna
odchylka od béZného zbarveniza i¢elem lepsi termoregulace (napt. zcela ¢erny brouk v chladném

Vv
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Obrazek ¢. 9: Pachnoda iskuulka (autor: Oto Petfik) a Hycleus lugens (autor: Muhammad Mahdi Karim) - srovnani
barevného vzoru.

Nakonec je tfeba zminit problematiku samotného vzniku melanismu u hmyzu. ProtoZe
metabolismus jeho vzniku je (na rozdil od obratlovcii) dodnes velice spote zkouman (True, 2003),
polymorfismu. Podle prace Knapp & Nedvéd (2013) je vpripadé slunécka vychodniho pro
determinaci kone¢ného zbarveni kritické stadium prepupdlni a pupalni. V piipadé slunécka se
v$ak jedna o larvu i kuklu zcela vystavenou prirodnim vliviim, zatimco larva i kukla P. iskuulka je
ukryta pomérné hluboko v zemi v relativné stabilnim prostredi.

Areal rozsireni zlatohlavka P. iskuulka tvoti zapadni ¢ast pohoti Cal Madow v pomérné
velké nadmoiské vySce okolo 2000 m n. m. Je proto moZné, Ze termalni melanismus poskytuje
nebo v minulosti poskytoval tomuto broukovi evoluéni vyhodu v termoregulaci. Je moZné, Ze
extrémni pripady projevu termdlni polymorfismu u tohoto druhu jiZ daly za vznik sesterskym
druhiim diky geografické speciaci; naptiklad velmi podobné druhy P. massajae Gestro, 1881 nebo
P. werneri Beinhundner, 1992. Oba tyto druhy jsou tmavéji zbarvené a sviij hlavni areal vyskytu
maji v Etiopii, ktera se Somalskem ptrimo sousedi, a panuji zde niZ§i primérné teploty (az o 10 °C
podle Worlddata.info, 2023). Fylogeneze rodu Pachnoda v3ak neni dosud objasnéna, jedna se
tudiz pouze o spekulaci.
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Zavér

V literarnim prehledu této prace byly shrnuty dostupné informace o zndmych typech
polymorfismu u riznych skupin Zivocich, zejména vSak hmyzu. Zahrnut je i vliv teploty na dalsi
aspekty Zivota bezobratlych (naptiklad délku vyvoje a rlst, které se obvykle jako projev
polymorfismu nedefinuji). Samostatna podkapitola je zde pak vénovana studovanému druhu
Pachnoda iskuulka, kde byly zminény dostupné informace relevantni pro tuto praci. V metodice
byl do nejmensich podrobnosti popsan chov dospélcti i larev v inkubatorech a nasledné ziskavani
veskerych dat. Treti kapitolu tvori graficky zpracované vysledky zpracovanych dat a souhrn
tabulek relevantnich dat zvyzkumu. V diskuzi byly tyto vysledky vyhodnoceny a srovnany
s dal$imi pripady termalniho polymorfismu u jinych skupin hmyzu. Bylo také polemizovano o
faktorech vedoucich k moznému odchyleni vysledkli od skute¢nosti a byly vzneseny navrhy pro
pripadné zlepSeni postupu dalstho vyzkumu na toto téma.

Kontrolovanym chovem v inkubatorech bylo odchovano 287 dospélcti (147 samcti a 140
samic). Ziskana a zpracovana data odhalila mimo jiné signifikantni negativni korelaci teploty
prostiedi s délkou vyvoje (p = 2,231 x 10-10) . Dospélci inkubovani pti 24 °C se vyvijeli 101 dnq,
pti 27 °C jiz pouze 88 dnt a pti 30 °C pak 77 dnt. Signifikantni zavislost hmotnosti na teploté
naopak prokazana nebyla (p = 0,3032). Vyssi teplota v3ak pozitivné koreluje s mirou mortality;
pfi 24 °C uhynulo v priibéhu inkubace 9 larev (8,11 % larev z dané teploty), ve 27 °C 17 larev
(15,32 %) a ve 30 °C 20 larev (18,02 %). Riizna teplota inkubace neukazala vliv na zastoupeni
pohlavi; poméry poctu samcii a samic byly nasledujici: pro 24°C1:1,ve 27°C0,88:1ave 30 °C
pak 1,33 : 1. Pro signifikantni uréeni vlivu teploty na pomér pohlavi se viak jedna o pomérné maly
vzorek.

Kvantitativni méreni zastoupeni barev a vyhodnoceni dat jednocestnym ANOVA testem
ukazalo signifikantni vliv teploty na rozsah Zluté a ¢erné barvy. Jedinci pti vyssich teplotach méli
mensi zastoupeni erné barvy (p = 0,01555) a vétsi zastoupeni Zluté barvy (p = 0,00907). Cervena
barva naopak zlistavala naptic rozdilnymi teplotami pomérné stabilné zastoupena a vliv teploty
zde nebyl prikazny (p = 0,1669). Vliv pohlavi na zbarveni (viz grafy ¢. 9, 10 a 11) ani rozdil
zbarveni pohlavi pfi riznych teplotach formou Tukeyho testu pard (neni soucasti finalni prace)
nebyl signifikantni. Signifikantni zavislost zbarveni na teplot€ pti vyvoji tedy podporuje hypotézu
termalniho polymorfismu P. iskuulka.

Je malo pravdépodobné, Ze by se termalni polymorfismus vyskytoval z celého rodu
Pachnoda jen u druhu P. iskuulka. Variabilitu ve zbarveni s dosud nezkoumanou pfi¢inou vykazuji
i blizce pribuzné druhy, napt. P. interrupta (Olivier, 1789) nebo P. fasciata (Fabricius, 1775). Pro
dalsi vyzkum termalniho polymorfismu brouki této skupiny by bylo vhodné timto smérem
pokracovat.
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Prilohy

s

L. SKript pro pirevod méritka

//open("/home/schebique/ObrA“zky/Oto PetL.™A-k/First test/230120/RAW/5.9.2022 /mA>L™A-tko
5.9.2022.JPG");
//selectWindow("mA>L.™A-tko 5.9.2022-1.JPG");
title=getTitle();
getPixelSize (unit, pixelWidth, pixelHeight);
if (is("global scale") || (unit!="pixels")) {
//setVoxelSize(1, 1, 1, "pixels");
run("Properties...", "pixel_width=1.0000 pixel_height=1.0000 voxel_depth=1.0000");
}
if (lis("grayscale")) {
run("16-bit");
}

run("Duplicate...”, "title=blur");

run("Gaussian Blur...", "sigma=250");

imageCalculator("Divide create 32-bit", title,"blur");

image=getlmagelD();

close("blur");

run("Median...", "radius=10");

//run("Brightness/Contrast...");

resetMinAndMax();

setOption("ScaleConversions", true);

run("16-bit");

setAutoThreshold("Mean dark");

run("Analyze Particles...", "size=10000-Infinity pixel circularity=0.00-1.0 show=Masks exclude");

mask=getlmagelD();

if (is("Inverting LUT")) run("Invert LUT");

setAutoThreshold("Mean dark");

run("Create Selection");

run("To Bounding Box");

run("Invert");

run("Gaussian Blur...", "sigma=25");

profile=getProfile();

maximas=Array.findMaxima(profile, 50, 1);

Array.sort(maximas);

//Array.print(maximas);

Plot.create("Detecting Maxima", "X", "Y", profile);

Plot.show;

dif=newArray(maximas.length-2);

for (d=maximas.length-1; d>0; d--) {
dif[d-1]=(maximas[d]-maximas[d-1]);

}

Array.getStatistics(dif, min, max, mean, stdDev);

print(title+" scale is "+mean+" pixels/mm");

selectlmage(title);

run("Set Scale...", "distance="+mean+" known=1 pixel=1 unit=mm");
makeLine (getWidth() /2, getHeight()/2, getWidth()/2+mean, getHeight()/2);
run("Measure");

waitForUser;

close("*");
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IL. Skript pro prevod velikosti z pixelii na milimetry

pxsize=261.5;
unit="mm";
while (nImages>0) {
selectimage(nlmages);
run("Set Scale...", "distance="+pxsize+" known=1 unit="+unit);
run("Save");
close();

52



I1I. Skript pro méieni pravdépodobnostni mapy barev

getllastikPlugin("ilastik"); //check if ilastik plugin is installed
//variables
imageExt=".tif";
segmentsExt=".h5";
//Folder="/home /schebique /ObrA zky/Oto Pet[.™A-k/First test/220923 /generace_2/";
Folder=getDirectory(".H5 data folder");
//prepare
run("Set Measurements...", "area area_fraction stack limit display redirect=None decimal=3");
run("Clear Results");
//getfile list
file=getFileList(Folder);
for (f = 0; f < file.length; f++) {
if (endsWith(file[f], imageExt) && indexOf(file[f], "Probabilities")==-1) { //&&
File.exists(Folder+name+"_Probabilities."+segmentsExt)) {
roiManager("reset");
name=replace(file[f], imageExt, "");
//open(Folder+file[f]);
//calibrate
//run("Properties...", "pixel_width=0.00425 pixel_height=0.00425
voxel_depth=0.00425");
//import spots probability masks
run("Import HDF5", "select=["+Folder+name+"_Probabilities"+segmentsExt+"]
datasetname=/exported_data axisorder=yxc");
//calibrate
//run("Properties...", "pixel_width=0.00425 pixel_height=0.00425
voxel_depth=0.00425");
run("Make Composite", "display=Color");
for (s=1; s<=nSlices; s++){
Stack.setChannel(s);
if (s==1) {
setAutoThreshold("Li");
//setAutoThreshold("Shanbhag");
run("Create Selection");
roiManager("Add");
whole_body=roiManager("count")-1;
roiManager("Select", whole_body);
roiManager("Rename”, name);
roiManager("Select", whole_body);
run("Measure");
run("Grays");

else {

roiManager("select”, whole_body);

Stack.setChannel(s);

setAutoThreshold("Intermodes dark");

run("Measure");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

if (s==2){
yellow=roiManager("count")-1;
roiManager("Select", yellow);
roiManager("Rename", "yellow");
run("Yellow");
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if (s==3){
red=roiManager("count")-1;
roiManager("Select", red);
roiManager("Rename", "red");

run("Red");

}

if (s==4) {
black=roiManager("count")-1;
roiManager("Select", black);
roiManager("Rename", "black");
run("Cyan");

}

}
}

Stack.setDisplayMode ("composite");

run("RGB Color");

saveAs("Tiff", Folder+name+"_Probabilities.tif");
close();

//save zip
roiManager("Deselect");

roiManager("Save", Folder+name+"_RoiSet.zip");

//close all relevant images
print(name);
close();
//close("*");
} //end if .tif
} //end of cycle above files
//save results
selectWindow("Results");
saveAs("Results", Folder+"Results.txt");
// Functions
function measure(indexes) {
for (i=0; i<indexes.length; i++) {
roiManager("Select", indexes[i]);
run("Measure");

}
}
function labelRois (label, index0, index1) {
if (index1-index0 == 0) indexes=1;
else indexes=index1-index0;
R=newArray(indexes);
for (r=0; r<R.length; r++) {
R[r]=r0+r;
roiManager("select”, R[r]);
roiManager("Rename", label);
}
//Array.print(R);
return R;
}
function getllastikPlugin(pluginName){
pluginsFolder=getDirectory("plugins");
f=getFileList(pluginsFolder);
i=0;
found=false;
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while (!found && i<f.length-1) {
ilasticFile=f[i];
if (startsWith(ilasticFile, pluginName)) found=true;
else found=false;
i++;

}
if (found) {

run("Update...");
showMessage("Please, install the ilastik plugin from update sites and restart FIJL.");
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IV. SKkript pro méreni pravdépodobnostni mapy barev ve formatu TIF

getllastikPlugin("ilastik"); //check if ilastik plugin is installed
//variables
imageExt=".tif";
segmentsExt=".h5";
//Folder="/home /schebique /ObrA zky/Oto Pet[.™A-k/First test/220923 /generace_2/";
Folder=getDirectory("measured data folder");
//prepare
run("Set Measurements...", "area mean standard modal min centroid center perimeter bounding fit
shape feret's integrated median skewness kurtosis area_fraction stack limit display redirect=None
decimal=3");
run("Clear Results");
//getfile list
file=getFileList(Folder);
//setBatchMode(true);
for (f = 0; f < file.length; f++) {
if (endsWith(file[f], imageExt) && indexOf(file[f], "Probabilities.tif")==-1 && indexOf(file[f],

"RoiSet.tif")==-1) { //&& File.exists(Folder+name+"_Probabilities."+segmentsExt)) {

roiManager("reset");

name=replace(file[f], imageExt, "");

open(Folder+file[f]);

//get calibration

getPixelSize (unit, pixelWidth, pixelHeight);

//get whole body selection

run("Make Composite");

original Tif=getImagelD();

run("Z Project...", "projection=[Average Intensity]");

avglmage=getTitle();

run("Median...", "radius=5");

setAutoThreshold("Triangle");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

close(avglmage);

whole_body=roiManager("count")-1;

roiManager("Select", whole_body);

roiManager("Set Color", "yellow");

roiManager("Rename”, name);

//roiManager("Select”, whole_body);

//measureRGB();

//run("Properties...", "pixel_width=0.00425 pixel_height=0.00425
voxel_depth=0.00425");

//import spots probability masks

run("Import HDF5", "select=["+Folder+name+"_Probabilities"+segmentsExt+"]
datasetname=/exported_data axisorder=yxc");

//calibrate

run("Properties...", "pixel_width="+pixelWidth+" pixel_height="+pixelHeight+"
voxel_depth="+pixelWidth);

run("Make Composite", "display=Grayscale");

probabilitylmage=getimagelD();

run("Misc...", "divide=Infinity hide run save"); //hide sprocess stack

for (s=1; s<=nSlices; s++){

Stack.setChannel(s);
if (s==1) {
/*setAutoThreshold("Intermodes");
//setAutoThreshold("Li");
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//setAutoThreshold("Shanbhag");
run("Create Selection");
//run("Enlarge...", "enlarge=-0.03");
roiManager("Add");
whole_body=roiManager("count")-1;
roiManager("Select", whole_body);
roiManager("Rename”, name);
k

/
selectlmage(originalTif);
roiManager("Select", whole_body);
measureRGB();
selectlmage(probabilitylmage);
run("Grays");

else {

roiManager("select”, whole_body);

Stack.setChannel(s);

setBackgroundColor(0, 0, 0);

run("Clear Outside");

setAutoThreshold("Intermodes dark");

//run("Measure");

run("Create Selection");

roiManager("Add");

if (s==2){
yellow=roiManager("count")-1;
roiManager("Select", yellow);
roiManager("Rename", "yellow");
roiManager("Set Color", "red");
run("Yellow");
selectlmage (originalTif);
roiManager("Select", yellow);
measureRGB();
selectlmage(probabilitylmage);

}

if (s==3){
red=roiManager("count")-1;
roiManager("Select", red);
roiManager("Rename", "red");
roiManager("Set Color", "green");
run("Red");
selectlmage (originalTif);
roiManager("Select", red);
measureRGB();
selectlmage(probabilityImage);

}

if (s==4) {
black=roiManager("count")-1;
roiManager("Select", black);
roiManager("Rename", "black");
roiManager("Set Color", "yellow");
run("Cyan");
selectlmage (originalTif);
roiManager("Select", black);
measureRGB();
selectlmage(probabilityImage);
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}

}
}

run("Misc...", "divide=Infinity run save"); //enable sprocess stack

//close();

selectlmage(originalTif);
Property.set("CompositeProjection”, "Sum");
Stack.setDisplayMode ("composite");
roiManager("show all without labels");
run("Flatten");

saveAs("Tiff", Folder+name+"_RoiSet.tif");

//close();

//selectlmage(probabilitylmage);
selectlmage(probabilitylmage);
Stack.setDisplayMode ("composite");

run("RGB Color");

saveAs("Tiff", Folder+name+"_Probabilities.tif");

//close();

//save zip
roiManager("Deselect");

roiManager("Save", Folder+name+"_RoiSet.zip");

//close all relevant images
print(name);
//close();

close("*");

//close("*");
//end if .tif

} //end of cycle above files

//save results

selectWindow("Results");
saveAs("Results", Folder+"Results.txt");
//setBatchMode(false);

/!

Functions

function measure(indexes) {
for (i=0; i<indexes.length; i++) {

}
}

roiManager("Select", indexes[i]);
run("Measure");

function labelRois (label, index0, index1) {
if (index1-index0 == 0) indexes=1;
else indexes=index1-index0;
R=newArray(indexes);
for (r=0; r<R.length; r++) {

R[r]=r0+r;
roiManager("select”, R[r]);
roiManager("Rename", label);

//Array.print(R);
return R;

}

function getllastikPlugin(pluginName){
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pluginsFolder=getDirectory("plugins");
f=getFileList(pluginsFolder);
i=0;
found=false;
while (!found && i<f.length-1) {
ilasticFile=f[i];
if (startsWith(ilasticFile, pluginName)) found=true;
else found=false;

i++;
}
if (found) {

run("Update...");

showMessage("Please, install the ilastik plugin from update sites and restart FIJ1.");
}

}

function measureRGB() {
Property.set("CompositeProjection”, "null");
Stack.setDisplayMode("grayscale");
for (ch=1; ch<=3; ch++) {
Stack.setChannel(ch);
run("Measure");
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