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Abstrakt

Jednim ze zakladnich faktord ovliviiujicich zivot hmyzu je teplota. Pravidelny
1 nepravidelny pokles teplot V prostiedi vyvijel v pribéhu evoluce tlak na vyvoj
nejruznéjsich fyziologickych, morfologickych 1 behavioralnich adaptaci.

V prvni fazi této studie jsem zkoumal vliv ontogenetického stadia na teplotni
odolnost slunécka vychodniho (Harmonia axyridis). Jako ukazatel této odolnosti
byla u slunééek rizného vyvojového stupné pouzita metoda méteni tzv. chill coma
recovery time, tedy zaznamenavani ¢asu procitnuti po vystaveni chladnému prostiedi
(- 6 °C). Ve fazi druhé jsem testoval vliv opakované expozice stejné teploté
na casové prodlevy probuzeni dospélci.

Na rychlost procitnuti z chill coma mélo vliv stafi (stadium) jedince. Byl téz
objeven naznak pohlavniho dimorfismu, nebot’ samci se probouzeli o trochu diive
nez samice. Z této Casti vyzkumu je dale patrné, ze se dospélci slunécka vychodniho
probouzi v priméru o 45 sekund dfive nez larvalni stadia.

Analyza dat opakované expozice ukézala, Ze se zvySujicim se poctem expozic
narUsta i doba zotaveni z chill coma, pii¢emz efekt nebyl jen linearni.

Vysledky experimentu potvrdily vliv ontogeneze 1 opakované expozice

na odolnost jedince vici chladnym podminkam.

Kli¢ova slova: teplotni tolerance, expozice, ontogeneze, Harmonia axyridis,

odolnost vi¢i mrazu, chill coma, fyziologie hmyzu



Abstrakt

(English)

One of the primary factors affecting the life of insects is temperature. Regular
and irregular drop in temperature in the environment was in the course of evolution
exerting pressure on the development of a variety of physiological, morphological
and behavioral adaptations.

In the first phase of this study, the influence of ontogenetic stages on temperature
resistance of eastern ladybugs Harmonia axyridis was examined. As an indicator
of the resistance a measuring method called Chill Coma Recovery Time, which
means recording the time of awakening after exposure to a cold environment
(- 6 °C), was used at different stages of development of ladybugs. In the second
phase, the effect of repeated exposure to the same temperature on time delay
of awakening of adults was tested.

The speed of awakening from chill coma was affected by the age (stage of)
individuals. An indication of sexual dimorphism was discovered, as males were
awakening a little earlier than females. This part of the research also shows
that adults of eastern ladybugs awaken 45 seconds prior to the larval stage
on average.

Data analysis of the repeated exposure shows that recovery time from chill coma
increases along with the higher number of exposures where the effect is not just
linear.

The results confirm the impact of ontogeny and repeated exposure on individual

resistance against cold conditions.

Key words: temperature tolerance, exposure, ontogeny, Harmonia axyridis,

resistance to frost, chill coma, insect physiology
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1. Uvod

1.1. Teplota v planetarnim méritku

Oproti vesmirnému vakuu je teplota na povrchu Zemé zna¢né heterogenni. Vnéjsi
prostifedi nasSi planety, ve kterém se nachazi veSkeré biotické i1 abiotické slozky
ptirody, ma naprosto zasadni a urCujici vliv na vznik, vyvoj a adaptace zivota.

4

Teplotni bilance v planetdrnim méfitku je nejvice ovliviiovana slunecni energii

dopadajici na zemsky povrch, rozlozenim tlakovych vysi a nizi, moiskymi proudy

a vSeobecnou cirkulaci atmosféry (viz obr. 1 a 2; Bednat et Kopacek 2005).

Obrazek 1: Rozlozeni teplot (leden)
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(zdroj: Strahler et al. 2006)

Obrazek 2: Rozlozeni teplot (¢ervenec)

(zdroj: Strahler et al. 2006)



Vseobecné plati, ze intenzita slunecniho zafeni koreluje s nadmotskou vyskou
a zemepisnou Sitkou. Distribuce energie piijaté ze Slunce je zavisla na planetarnich
pohybech. V jarnich a letnich mésicich dopada nejvice sluneénich paprski na severni
polokouli, naopak v zimé na jizni. Nejvice slune¢ni energie vzdy dopada na oblasti
kolem rovniku, a to vjarni a podzimni rovnodennosti (Strahler et al. 2006).
Planetarni pohyby, jejichz aspekty se promitaji na povrch Zemé, jsou ptirodnim
zékonem ovliviyjicim periodu slunec¢niho svitu, piesuny vzduSnych systému
a zmeény teploty. Jejich pravidelnost se odrazi v zivotech vSech zivych organismii,

ktery je diky tomu ¢asové cyklicky jako hodiny.

1.2. Biologické hodiny

Evolu¢ni zmény se, zejména kvuli kratSimu zivotnimu cyklu, v rdmci hmyzi fise
projevuji zpravidla rychleji nez u vysSich organismt (Nijhout & Emlen 1998).
Existuji vSak fyzikdlni aspekty, jejichz vliv byl zéisadni daleko pfedtim,
nez se po Zemi pohybovaly jakékoliv organismy. Planetarni pohyby Zemé (kolem
své osy a kolem Slunce) zajistuji spole¢n¢ s Mésicem periodicky se opakujici
zmeény. At uz se jedna o stfidani dne a noci, slapové jevy ¢i zmény ro¢niho obdobi,
pusobi tyto jevy na zivotni adaptace organismii od samého pocatku.
Ani na ty nejvetsi organismy nasi planety vSak nemiiZzeme nahliZet orbitalni optikou,
a tak je nutné sledovat projevy periodickych zakonitosti velkého méfitka piimo
na souboru adaptaci, historicky zachovanych v genetickém kodu, jimiz se jedinci
daného druhu navenek projevuji.  Studie Saunders et al. (2002) pouziva termin
,,biologické hodiny*, na kterém demonstruje periodické aktivity organisml v rdmci
jednoho dne (pfijem potravy, pohyb) ¢i delSich obdobi, naptiklad v rdmci roku
(kveteni, kukleni, dormance).

Pro lepsi porozuméni problematice miizeme rytmy biologickych hodin rozdélit
podle délky periody, s jakou se opakuji. Vztazeno na zédkladni jednotky Casu tedy
rozeznavame cykly o pfiblizné délce jednoho dne (cirkadialni), mésice (cirkalunarni)
a roku (cirkanudnni). Specifickym typem je potom cirkatidalni neboli pftilivovy
rytmus (Dunlap et al. 2004).

Zékladni princip fungovani biologickych hodin je uschovan v genomu druhu.
Tento evolucni prostfedek ftidici fadu fyziologickych a biochemickych procest,
byl jiz studovan na fadé skupin organismi, a tak jsou dnes molekularni mechanismy

zodpovédné za adekvatni odpovéd’ organismu dnes znamé jak u jednodussich forem
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Zivota, jako jsou sinice a houby, tak u slozitéjSich télesnych struktur, jako maji
napiiklad drobni savci. Systém, ktery tyto procesy fidi, funguje na principu zpétné
vazby. Nahromadéné genové produkty inhibuji svou individualni transkripci,
jez se pln€ obnovi az ve chvili, kdy koncentrace produktu klesne pod jistou hodnotu.
Zpétnovazebné smycky vytvaieji tzv. ,,clock™ geny (Ueda et al. 2001).

Jeden znejvétsich vyznami lze pfisoudit rytmicky se ménici fotoperiodé
(Menaker 1970). Vnimani svétla se tak stava fidicim mechanismem, ktery ovliviluje
zivocichy a rostliny 1 na Grovni ontogeneze.

Cirkanuanni cykly majici del§i periodu pifimo souvisi s mnozstvim slune¢ni
energie, ktera dopada na zemsky povrch. Jak uz bylo naznaceno vyse, dotace touto
energii se kontinudlné méni béhem dne a noci ¢i jara a zimy. Diky biologickym
hodindm tak mohou organismy vcelku pfesné¢ nacasovat obdobi rozmnozovani
(Hodkova 1976). Téchto poznatkd se v souc¢asné dobé vyuziva i v ochrané piirody.
Informace o dobé rozmnozovani riznych skupin organismi nam kuptikladu pomaha
pfi planovani managementovych zdsahii V krajiné. Spravnym nacasovanim

planovanych praci miizeme dnes ochranit celé populace volné zijicich druht.

1.3. Fotoperiodismus

Pojem fotoperiodismus lze definovat jako fizeni vyvoje nebo
chovani organismu podle fotoperiody, tj. pocet hodin svétla ve 24 hodinovych
cyklech, ktera je v pfirodé nejspolehlivéjsim ukazatelem ro¢ni doby. Poprvé
jej popsal Garner & Allard roku (1920) po pokusech zkoumajicich zavislost svételné

dotace na produkcikvéta a ploda u rostlin (tabak, soja aj.).

Graf ¢. 1: Prumérnd délka slune¢niho svitu béhem roku.
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Fotoperiodismus vznika jako adaptace na pravidelné se ménici délku dne béhem
roku (graf ¢. 1) a zahrnuje schopnost organismu rozlisit svétlo a tmu, méfit dobu
jejich trvani a na jejich pomér specificky reagovat. Fotoperiodismus ovliviiuje fadu
pozoruhodnych pfirodnich fenoménti. Reguluje napi. kveteni rostlin, dormanci, tahy
ptakt, reprodukéni cykly zivocichii aj. Zkracovani fotoperiody je navic pro
organismy velmi uzitecnym ukazatelem toho, Ze nastava zima a je tedy tieba se na ni
pripravit. O nastupu zmén podminek urcit¢tho obdobi ale spolurozhoduje

mj. i teplota, vihkost atd. (Saunders et al. 2002).

1.4. Teplota prostredi

Teplota v prirode je zavisla na mnoha faktorech fluktuujicich v riznych ¢asovych
periodach: denni cykly souvisejici s otdcenim planety kolem své osy, prudké zmény
povétrnostnich podminek, oblacnosti ¢i sezénni zmény teplot ovlivnéné sklonem
zemské osy a pohybem Zemé kolem Slunce.

Kazdy organismus na Zemi je nepfetrzité vystaven pusobeni teploty prostredi,
ve kterém zije. Rlzné skupiny organismtl proto musely vyvinout pestrou mozaiku
nejriznéjSich biologickych adaptaci, aby se stémito zménami byly schopné
vyporadat (Angilletta 2009). Ektotermni organismy zaujimaji v méfitku celé planety
pfevaznou vétSinu suchozemské biodiverzity, coZ teplotu, jako ekologicky atribut
prostiedi, fadi na prvni pficky faktort ovliviiyjicich Zivot na Zemi. Zasadni
problematikou studia teploty, ktera zaroven velmi komplikuje vyzkum jejich dopadi
na fyziologii ektotermi, je jeji proménlivost. Téméf ve vSech typech biotopit dochazi
k fluktuaci teploty v Case, na coz musi byt jejich obyvatelé piedem ptipraveni,
aby si zajistili preziti (Deutsch et al. 2008).

Z metabolického hlediska je pro ektotermni organismy idealni, maji-li télesnou
teplotu vyrovnanou s teplotou prostiedi. AvSak tohoto stavu je velmi tézké
dosdhnout, nebot’ rychlost zmény okolnich podminek znemoZituje naprosto presnou
rovnovahu mezi télem organismu a prostiedim. Méenici se teploty mohou mit

téz zasadni vliv na fyziologické funkce (pohyb, télesné proporce ¢i rozmnoZovani).
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Faktory nejvice ovliviwyjici télesnou teplotu terestrickych ektotermi podle

Spotila et al. (1992) jsou:
a) kondukce — vedeni pfimym kontaktem s pevnym materialem (podkladem)
b) konvekce — proudéni pohyblivych molekul prostiedi (voda, vzduch)
¢) radiace/insolace — salani nebo vyzafovani elektromagnetické energie

d) evaporace — vypafovani, teplo se spotiebovava zménou skupenstvi

(pot, sliny)

Nezivé slozky prostredi, mezi které patii i teplota, mohou mit velmi negativni
dopad jak na celé populace, tak na individualni fitness jedince v pfipad¢, ze se jejich
hodnoty pohybuji mimo bézny interval hodnot ekologické valence daného druhu
(Vinebrooke et al. 2007). Pokud dojde k takovémuto vychyleni hodnot, pusobi
na organismus narustajici stres z nekomfortniho prostiedi, ktery se pfi nepfetrzité
expozici mize stat fatdlnim. Tento abioticky stres tak vlastn¢ ptsobi jako primarni
omezeni druhu pro kolonizaci novych tizemi (Gao et al. 2007). Mezi dalsi stresory
pusobici podobné jako teplota patii naptiklad silny vitr, Ghrn srazek, sucho, vysoka
radiace ¢i silné antropogenni znecisténi. Mittler ve své studii z roku 2006 také uvadi,

ze skodlivost abiotickych stresort nartsta, pokud plisobi v kombinacich.

1.5. Teplotni valence

Poikilotermie je jednodus§si a vyvojové starSi neZ homoiotermie. Jedna
se o strategii sdzejici na akceptovani vnéjSich podminek za celkové menSich
energetickych ndkladt (Kordik 2000).

Poikilotermni jsou vSechny vyvojov€ niz§i skupiny Zzivocichi: bezobratli
a z obratlovct ryby, obojzivelnici a plazi. Télesna teplota poikilotermit kolisa
s teplotou jejich okoli. Tato Zivotni strategie piinasi na jedné stran¢ vyhodu v mensi
energetické narocnosti udrzovani télesné teploty pomoci ,,metabolického kotle*,
na stran¢ druhé vSak nevyhodu pii narazovych extrémnich podminkach,
kdy metabolismus jedince nestihne ¢i nedokaze adekvatné odpovédet ndhlé zmeéné,
ktera se tak muze stat jedinci ¢i populaci osudnou (Kordik 2000).

Termalni valence druhu souvisi se schopnosti adaptace napii¢ vSemi vyvojovymi

stadii (Bale et al. 2009).
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Kordik (2000) v ramci rozmezi termalni valence rozlisuje:

a) eurythermni (euryvalentni) druhy — Ziji v Sirokém intervalu teplot.

b) stenotermni (stenovalentni) druhy — rozmezi teplot, ve kterém je
druh schopen ptezit, je tizké, tudiz se jedna o druhy

extinkéné nachylnéjsi

Studie zabyvajici se zménami podnebi (napf. Menéndez 2007, Volney & Fleming
2000) jiz nekolik let varuji pfed narustajici globalni teplotou. Tyto trvalé zmény mohou
mit v del§im ¢asovém horizontu nevratné dopady jak na fadu fyziologickych procesi
ektotermnich organismu (pohyb, rust, reprodukce), tak na geografické rozsifovani arealt
invaznich druhd, jimz teplotni nardst otevira nové pfrilezitosti k obsazeni neptivodnich

habitat po celém svété (Vinebrooke et al. 2007).

1.6. Hmyz a teplota

Teplota omezuje geografickou distribuci hmyzu, proto jeji vlivy maji piimé
1 nepfimé dopady na Sifeni nejen invaznich druhd. Z pohledu fyziologie je piesné
dana druhové podminénd nejvyssi teplota, pfi které jedinec umird, protoze jeho
organismus jiz nezvlada zakladni metabolické pochody- tzv. horni kriticka teplota
(CTmax). Casto mize byt vystaven letalnim teplotim hmyz z oblasti pousti
¢i tropickych oblasti. Pti téchto kritickych teplotach dochédzi k nevratnym zménam.
V téle jedince denaturuji a koaguluji proteiny, coz zpusobuje potlaceni aktivity
enzymi. Kletalni vysoké teplot€¢ samoziejmé existuje paralela nachazejici
se na opa¢ném konci teplotni stupnice tedy CTmin (Sinclair 2015), jez nas z hlediska

vlastniho vyzkumu zajima poné&kud vice.

1.6.1. Termoregulace hmyzu

Veskeré zmény teplot, ke kterym v prostredi dochazi, zajistuji unikatni odpovéd’
metabolismu, kterd se projevi zvySenim jeho intenzity. Teplota mé tudiz skrze tuto
odpovéd metabolismu piimy vliv na vétSinu biologickych projevil (velikost téla,
plodnost, aktivita jedince atp.; Chapman 1998).

Kolisani teplot je hmyz schopen do urcité miry ovliviiovat, tedy termoregulovat.
Mezi vyznamné prostfedky termoregulace poikilotermli patii chovani (vyhledavéni

mist s optimalni teplotou) a metabolické tvoreni ¢i uchovavani tepla (Heinrich 1993).
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Behavioralni termoregulace

Zjednodusenég lze fici, ze ackoli je hmyz ektotermni, neni nucen strpét veskeré
rozmary okolni teploty, pokud je schopen aktivniho pohybu. Uginnym vzorcem
chovani muaze byt aktivni vyhledavani mikrohabitatii s optimalni teplotou (Teets
& Denlinger 2014). Fotoperiodismus, jemuz se vénoval odstavec vysSe, tak miize mit
pfimou spojitost s behaviordlni termoregulaci. Slunec¢ni zéfeni je v tomto piipade
vyuzivano jako zdroj tepelné energie. Vyhiivani se na sluneCném mist¢ v rannich
hodinach je zdokumentovano u fady zastupciit hmyzu. Ve studii Heinrich (1993) byla
dokonce prokdzdna kauzalni souvislost mezi regulaci teploty a zbarvenim hmyzu.
Vynesenim grafu denni aktivity bylo zjisténo, ze tmavsi druhy broukt z celedi
Tenebrionidae preferuji nizsi teploty (zrana), kdezto svétlejsi druhy byly aktivni, az kdyz
teplota stoupla.

Fyziologicka termoregulace

Mnoho druhti hmyzu mé schopnost caste¢né udrzovat vyssi teplotu téla viici
prostiedi. Oktidlené druhy hmyzu naptiklad zvysuji svou télesnou teplotu k zajisténi
funkénosti svald potiebnych k letu (Heinrich 1993). Nejcastéji vyuzivaji cilenych
vibraci kiidel, jez dokazi (u nékterych velkych druhd motyll) zvysit télesnou teplotu
0 3 — 5 °C. Pokud by této teploty motyl nedosahl, nebyl by schopen letu z divodu
nizké frekvence kmitani kiidel v poméru k velikosti. Jinym typem fyziologické
termoregulace je, kupiikladu u Hymenoptera, vyuzivani tepelného vymeéniku,
jaky se mimo jiné vyskytuje i u nckolika druht tundkovitych ryb. Vymeénik
blanok#idlych funguje na principu piedavani tepla protiproudych cév, jez jsou
ve stopce zadeCku v tésné blizkosti. Timto systémem dochdzi k udrzovani tepla
V hrudni ¢asti a zabraovani zbytecnym ztratam. Kombinaci aktivniho letu
s plachténim ¢i zrychlenou cirkulaci hemolymfy lze pak ptedejit piehiati svaloviny
(Willmer & Stone 1997).

K morfologickym protektorim tepelnych ztrat patii Supiny a chlupy,
jimiz disponuji naptiklad chrousti, ¢melaci apod. (Kordik 2000).

Termoregulace jako takova je zanesena v genomu druhu. Zaneseni takové informace
do genetického materialu je velmi dlouhodobd zalezitost. Na kratsi cCasové Skale

odpoveédi organismu na vzniklé podminky se pohybuje napiiklad aklimatizace.
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1.6.2. Aklimatizace vs aklimace

Védecka obec v dnesni dobé odd€luje termin aklimatizace od aklimace. Jako
aklimatizace je vniman proces realizovany v ptirod¢, naopak aklimace je potom
proces v umélych podminkach (v laboratofi). Oba terminy jsou vSak definovany jako
fyziologickd zmeéna pozitivniho charakteru, podminujici zlepSené piezivani
organismu (Chapman 1998). Je navozena zménou jediného faktoru prostiedi
(napriklad teploty ¢i vysokou koncentraci tézkych kovi). Obecné je tedy proces
aklimatizace spustén jistou environmentalni zménou, na kterou je organismus jedince
nucen adekvatné odpovédét. Aklimatizace hmyzu na rizné teploty je dnes asi nejvice
zkouména. Tento biologicky systém obrany pfed nahlymi zménami vnéjSich teplot
je vhledacku védcu i proto, ze prozatim neni dikaz o vazbé této schopnosti
v genomu druhu. Aklimatizace je tedy vnimana pouze z hlediska ontogeneze jedince.
Ve hmyzi fi$i nejcastéji pozorujeme aklimatizace morfologické, biochemické
¢i behavioralni. Jinym typem dé€leni, jeZ se objevuje V praci Angilleta et al. (2006),
mize byt aklimatizace vratnd a nevratnd. Toto déleni jisté 1épe definuje konecny
dopad zazité zmény, jez se prubézné vtiskne do zivota jedince. Vratna aklimatizace
ma zpravidla krat§i trvani (denni, sezénni). Jeji projevy by podle autora mély
pominout prakticky ihned po skonéeni expozice vliviim prostfedi. Aklimatizace
nevratna by oproti tomu méla jedince doprovazet po zbytek jeho vyvoje. V praxi
by tento typ aklimatizace znamenal, Ze pokud by napiiklad jedno vyvojové stadium
hmyzu (larva) zazilo jisty vykyv teploty, mohlo by to zlepSit fitness dospélce.
V soucasné dobé¢ se, na zakladé vysledku studii, védci shoduji, ze pokud aklimatizace
probéhne spravné, fitness jedince se vzdy zlepsi.

Aklimaci Ize nazorn¢ demonstrovat na provedenych studiich:

Studie Chapman (1998) popisuje aklimaci na modelovém druhu Drosophila
melanogaster. Jestlize octomilky nahle vystavime teploté -5 az — 10 stupnit Celsia,
muZeme ocekavat umrtnost 90 — 100 % jedinct. Pokud vSak zkoumani jedinci
projdou 1 — 2 hodinovym rezimem teplot mirnéjsich (0 — 2 °C), vétsina z nich
(80 — 100%) piezije.

Smith et al. (2015) zase uvadi ptiklad s lesadkem mouénym (Cryptolestes
ferrugineus), jehoz sestitydenni aklimace v klimaboxu (4 °C) zvysila délku preziti

pfi teploté -10 °C z necelych dvou na 24 dni. V tomto piipad¢ se jednalo o aklimaci
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reverzibilni, nebot’ tolerance chladnych podminek se u jedinct ztratila do tydne
od navraceni do béznych teplot chovu.

Experimenty provadéné na aklimaci druht v poslednich letech jsou z hlediska
dikazi jeji redlné funkcEnosti velmi zajimavé, nicméné ndplni mnoha diskusi
je otazka, zda laboratorni podminky odréazi realitu ve volné pfirodé. Bohuzel je velmi
tézké jakékoli srovnani, nebot' uskuteénit aklimatizaéni experiment v ptirodnim
prostiedi zkoumaného druhu je takika neproveditelné (Colinet et al. 2015). Také
proto se vyzkum c¢asto zamétuje ptimo na biochemické procesy probihajici v téle
hmyzu, nebot’ principy jejich fungovani by mohly (intuitivn€¢) byt podobné jako

V piirodé.

1.6.3. Heat shock proteiny

Proteiny teplotniho Soku (HSP proteiny, obr. 3) napomahaji mimo jiné udrzet
prostorové usporadani bilkovin, které by, pisobenim environmentalniho faktoru
(napf. chladu), nendvratné ztratily své prostorové uspotadani. Proteiny teplotniho
Soku vytvareji jakousi kapsu, kterd chrani jiné proteiny pfed nasledky pohybu
okolnich molekul. Nachazime je kromé zivoc¢ichli i u bakterii, kvasinek a rostlin
(Hochachka & Somero 2002).

Aktivace gent rodiny HSP (heat shock proteins) je univerzalni odpovédi na stres
bunék vyvolany teplotou, ale také ozafenim, oxidacnim poskozenim, tézkymi kovy,
a zahrnuje zmény transkripce i translace. Odpovéd’ tepelnym Sokem je dulezity
homeostaticky mechanismus, ktery umoziuje bakterialnim, rostlinnym a zivo¢isSnym
bunkam piezit poskozeni vyvolané faktory zevniho i vnitiniho prostiedi (Rinehart et

al. 2006).

Obrazek ¢. 3: Zjednodusené schéma heat shock proteinu

Zdroj: URL 2
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HSP jsou pojmenovany podle molekulové hmotnosti. Obecné jsou piitomny
HSP90, HSP70 a HSP60, které spolu s ostatnimi patfi mezi tzv. ,Saperony*
(molekuly, které reguluji intra- a intermolekulové interakce a chrani proteiny
pfed mechanickym poskozenim krystaly vody vzniklymi piisobenim mrazu, viz kap.
nize). Ve fagocytoze se HSP ucastni rozpoznavani ciziho od vlastniho. HSP chrani
v buiikach predevsim lipidy membran, bilkoviny, slozky cytoskeletu a nukleové
kyseliny. Ochranné pusobeni se uplatfiuje i pfi chorobném zanétu, kancerogenezi,
ischemickych poruchich a predCasném starnuti. Omezuji také tvorbu toxickych

radikala a patii k jejich dulezitym lapa¢tm (Rinehart et al. 2006).

1.6.4. Hmyz a nizké teploty

Mg¢fteni nizké teploty je v dneSni dob€ velmi rozsifené. Zpisoby, jak zallenit
vSudyptitomné Gc¢inky teploty do ekologickych ¢i molekularnich studii, vyzaduji
komplexng&jsi pohled na dynamiku propojeni téchto systému (Frazier et al. 2006).

Hmyz je, stejné jako mnoho dalSich studenokrevnych Zivo€ichti mirného
az arktického klimatického pésu, nucen ptezit v kazdy rok se opakujici
nékolikamésicni expozici nepfiznivym podminkam zimy. Proto si vétSina z téchto
druhti jiz dlouho pfed samotnym piichodem chladného obdobi hleda vhodna utociste
pro prezimovani ve stavu diapauzy. Ackoli n¢které druhy preferuji prezimovani
ve vrstvé opadanky pii povrchu, ohrozuje hmyz pod pokryvkou sné¢hu hned nékolik
pfirozenych nebezpeci. Nebezpeci hrozi ze strany predatora, jarniho tani (nedostatku
kysliku) ¢i napadeni nejriznéj$imi patogeny (Abdelghany et al. 2010). Proto nékteré
druhy preferuji zimovaci stanovisté exponovangjSich mist, jakymi mohou byt skalni
Stérbiny, zivé i odumfelé tkané rostlin a v soucasné dobé ¢im dal Cast&jsi ukryty
Vv lidskych stavbach. V takovychto utocistich, tfebaze jsou v hlubsich mistech, tudiz
kontakt s okolnim prostfedim je omezen na minimum, by jedinci nebyli schopni
piezit pti déle trvajicich holomrazech, pokud by nebyli adaptovani i fyziologicky
(Rinehart et al. 2009).

Bod podchlazeni (supercooling point, SCP) je teplota, pfi niZ zafina ve vzorku
(nukleatoru), na né&jz se nabaluji molekuly do krystalické mfizky, se mize maly
objem roztoku podchladit na -30 az -40 °C, aniz by voda zmrzla v led. Jako
nukleator ptisobi n¢které makromolekuly, nekteré bakterie, prachova zrnka apod.

Rizné typy nukleatori iniciuji rhst krystalu pifi rznych teplotach, zalezi takeé
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na jejich celkovém mnozstvi ve vzorku. Jakmile se v podchlazeném roztoku objevi
pfimétené velky krystalek, velkd cast vzorku béhem zlomku sekundy promrzne

(Nedvéd 1996).

SniZeni bodu tani roztoku oproti bodu tani cistého rozpoustédla je zavislé
na molalité roztoku. Pfi mnozstvi rozpusténych latek 1 mol/kg vody se snizi bod tani
na-1,86 C. Zac¢ne-li v podchlazeném roztoku rist krystal ledu, odcerpavaji se na jeho
stavbu molekuly vody z roztoku a ten se zahustuje (Rinehart et al. 2006). Ve chvili,
kdy jeho molalita dosahne hodnoty odpovidajici aktudlni teploté, nastdva rovnovaha
mezi krystalem a roztokem. To znamend, ze krystal maze dale rast teprve po dalSim
snizeni teploty. Bod tdni hemolymfy hmyzu se mtize pohybovat v rozmezi -0,5 az -
15 °C. Rozpusténé latky (zvané kryoprotektanty, jsou to zejména polyoly
[glycerol apod.] mono- a disacharidy) mimo to pisobi na nukleatory, snizuji jejich
aktivitu, takZe vyrazné snizuji bod podchlazeni (az na -55 °C), stabilizuji proteiny
a membrany, reguluji objem bun¢k (Nedvéd 1996).

Prakticky v kazdém téle kazdého organismu na svété se vyskytuje voda. Tato
voda se vSak muze stdt za mrazivych podminek (pod 0 °C) velmi nebezpecnou,
uz jen diky svym fyzikalnim vlastnostem. Voda obsazena v tkénich vlivem mrazu
meéni své skupenstvi kapalné na pevné. To zpiisobuje tvorbu krystal ve viscelarnim
prostoru téla zivocicha. Tvorba krystalii ve vnitfnim prostfedi builky je povazovana
za letalni. Rust krystalti vody vSak obvykle zafind v mezibunéném prostoru. Tyto
krystaly jsou nebezpecné, protoze krom vlastniho zvétSovani objemu pii pfechodu
skupenstvi, jez zpusobuje zvySovani extracelularniho tlaku, zpisobuji mechanické
poskozeni (trhliny) v bunéénych tkanich (Rinehart et al. 2009). Pfitomnost krystald
napt. v hemolymf¢ ¢i uvniti stfeva zplsobuje, Ze se z bunc¢k odCerpava voda,
celit 1 hromadéni toxickych meziproduktl latkové vymény, vychylenim pH
¢1 prekroceni limitu minimalniho objemu. V nékterych piipadech muize byt buika
naopak ohroZzena nadmémym piijmem vody =z extracelularniho prostoru
(v dobé rozmrzani). Zjednodusené feceno bunka vsakuje vodu, dokud nepraskne

(Gehring & Wehner 1994).

Nedveéd (1996) deli druhy na zakladeé citlivosti k vyse uvedenym typiim poskozeni
a na zaklad¢é obranné strategie druhu (populace, stadia) do Sesti charakteristickych

skupin.
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Oportunni prezivani: druhy vyhledavajici ttoCist¢ s vyssi teplotou,
nez je teplota prostedi, pro které je pobyt v podprahovych teplotach letalni
(neptivodni druhy z tropickych oblasti, néktefi parazité homoiotermnich

obratlovcii).

Citlivost k chladu: druhy schopné prezit dlouhodobé nizké teploty,
pod prahem tuspé$ného vyvoje, avSak se zvySenou citlivosti k teplotam pod
bodem mrazu. Tyto druhy se na obdobi diapauzy uchyluji do mist, kde teplota
neklesa hluboko pod 0 °C. Mezi zastupce této strategie patii nékteré druhy

msSic.

Tolerance chladu: tato ziejmé nejpocetnéjsi skupina hmyzu je schopna
oddalovat zmrznuti snizovanim bodu podchlazeni (Supercooling point- SCP).
Zastupci této strategie bez vétSich obtizi prezivaji teploty lehce pod bodem
mrazu, avsak pfi del$Sim vystaveni mrazivym teplotdm hynou i bez vzniklych
krystalti ve viscelarnim prostoru. Strategie je rozSifena mezi mnoha taxony

napfic riznymi ontogenetickymi stadii.

Vyhybani se zmrznuti: dimyslnou strategii je i vyhnuti se zmrznuti tcla,
kterou maji druhy aktivné snizujici SCP k teplotam pohybujicim se okolo
-20 az -50 °C. Toho docili za pomoci vylu¢ovani potencidlnich nukleatora
z téla (vyprazdnéni stfev) nebo jejich inaktivaci uloZenim v lipidickych fazich
membran. Pfi tomto procesu dochazi k syntéze a akumulaci velkého mnoZstvi
polyolu a kryoprotektanti v hemolymfé. Kryoprotektanty zabranuji ukladani
vody do krystalické mtizky.

Tolerance zmrznuti: Tato skupina hmyzu pracuje s viskéznimi
kryoprotektanty, podobné jako pfedchozi. AvSak hmyz je s touto strategii
schopen pfezit zmrznuti celého téla, resp. témeét vSech télesnych tekutin.
V tomto piipadé totiz dochdzi k vyluCovani vlastnich nukleatortt ptimo
do hemolymfy. Na nukleatorech dochézi k tvorbé krystalli jiz pii teplotach
-3 az -10 °C. Tim je zajiSténo, Ze se krystaly budou tvofit pomalu a jenom
v mistech, kde nemohou zpiisobovat velkd poskozeni. Pomaly rdst navic
zajisti dostatek Casu pro bunky, které se musi vyrovnat s rastem objemu

(zvySovanim tlaku). Led tak v bufice pfi vysokych koncentracich téchto latek
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nevznikd. Tuto strategii vyuzivaji zejména druhy s proménou dokonalou,
jejichz prezimujici larvy se dokazi vypotadat i s dlouhodobé&jsim zmrznutim

(az -70 °C).

o Kombinovana strategie vyhybani se a tolerance zmrznuti: podobn¢ jako
u vSech kategorizaci, i ve strategiich chladové odolnosti hmyzu existuji
kontinualni vyjimky. Jako ptiklad muze slouzit brouk Pytho deplanatus, ktery

je schopen kombinovat posledni dvé strategie v ptipadé potieby.

Ani mezi zcela rozdilnymi strategiemi - ¢tvrtou a patou - nelezi nepiekrocitelné
hranice. Fyziologické mechanismy zapojené v téchto dvou strategiich jsou podobné
(obsah kryoprotektanti a hystereznich proteint), rozdil je v pfitomnosti vysoce
efektivnich nukleatort (Nedvéd 1996). Existuji druhy (napt. brouk Dendroides
canadensis), které mohou podle podminek pied zimovanim bud’ snizovat SCP
(a zmrznuti nepieziji), nebo produkovat do hemolymfy nukleatory a tim zvySovat
SCP (pfiCemz zmrznuti piezivaji; Duman 1980). Daleko castéji, nez nasvédéuji
doposud provadéné laboratorni experimenty, hmyz zfejmé vyuziva cizi nukleatory
(bakterie ve stieve, ledové krystaly dotykajici se téla) ke zvySeni SCP a naslednym
prezivanim zmrznuti. Napiiklad jiz zminény obale¢ Epiblema scudderiana udrzuje
vnittek své halky v Cistot¢ a tim se vyhyba nebezpeci inokulace, zatimco
vrtule Eurosta solidaginis, vytvafejici podobné halky na téZe rostliné (celiku
kanadském), ponechdva neclistoty uvnitt halky a vyuzivd inokulace od ledovych
krystald vznikajicich na této drti (Rickards et al. 1987).

Né&které druhy hmyzu v Cistém prostiedi laboratorné vykazuji strategii vyhybani
se zmrznuti nebo tolerance chladu, ale v pfirodé¢ na zimovisti vyuzivaji (alespon
do jisté miry) toleranci k zmrznuti. Naptiklad octomilka Chymomyza costata mize
byt vsuchém prostiedi podchlazena na -20 °C, ale pak je citlivda k zmrznuti
po inokulaci ledem (pfi -2 °C) a po pomalém zchlazeni pieziva teploty az -70 °C.
Jednoduchy mechanismus vyuzivani cizich nukleatori je pravdépodobné evolu¢né
puvodni, zatimco télem produkované "vlastni" nukleatory jsou k tomuto ucelu
dostatecné prizpusobené krevni proteiny a lipoproteiny (Kost'al et al. 2003).

Druhy, které spoléhaji na podchlazeni (a téch je vétSina), jsou schopny udrzovat
télni vodu v kapalném stavu a branit se letdlnimu zmrznuti pfi teplotich v rozmezi
-5 °C az -25 °C. Fyzikdlni hranice podchlazovani malého mnozstvi Cisté vody

je zhruba na -38 °C. Nekteré druhy hmyzu vsak dokazi podchlazovat na mnohem
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niz§i teploty (a piezit). Absolutni rekord, dosahujici -58 °C, byl zaznamenan
u larev arktickych broukti lesakii Cucujus clavipes (Carrasco a kol. 2011).
Podchlazeni na hodnoty pod -38 °C je umoznéno CasteCnou dehydrataci, zvySenim
viskozity a nekovalentni vazbou zbylych molekul vody na biologické membrany
a do hydratacnich obalil jinych molekul (proteinti, glykogenu, metabolitli) a iontt.
Vézané vody maji omezeny pohyb, a tudiz se ani nemohou pfipojovat ke krystalické
miizce ledu. Mnohé druhy hmyzu se viibec nesnazi télni vodu udrzet v kapalném
stavu. Na podzim syntetizuji specialni proteiny, jez podporuji Casné zmrznuti
V mimobunécném prostoru jiz za teplot t€sn¢ pod nulou (strategie zmrznuti; Nedvéd
1996). Krystaly ledu, vytvofené¢ v hemolymf€, vazou c¢ast molekul vody
do krystalické mtizky, tim se zahusti zbyly roztok a dojde k osmotickému ,,0dsati‘
vody zevnitt bunc¢k. Tato mrazova dehydratace bun€k brzy dosdhne svého maxima
(jiz za teplot mezi -5 °C az -10 °C), takze veskera ,,volna* voda (viz vySe) promrzne.
V zavislosti na druhu a fyziologickém stavu je podil zmrzlé vody nékde mezi 40 %
a 75 % celkové télni vody. TakZe adaptace pro pteziti zmrznuti se v lecCems podoba
adaptaci na dehydrataci, jelikoz ob&é vyzaduji schopnost ptezit ztratu kapalné vody
(Holmstrup et al. 2002). Pravdépodobnou adaptivni vyhodou zmrznuti oproti
podchlazeni je, Ze ve zmrzlém stavu se omezi ztraty télni vody (podchlazena voda
ma tendenci se odpafovat a pfipojovat se k okolnim krystalim ledu v ptd¢, snéhu
nebo namraze, zatimco zmrzla voda zistava vazana), a také se snizuje rychlost
metabolismu, a tim se Setfi energetické zasoby (led brani difuzi kysliku, zmrzla
hemolymfa neumoznuje transport latek, takze bunky se dostavaji do anoxického
a ischemického stavu; navic vazba molekul vody v buiikdch zpomaluje ¢i zastavuje
biochemické reakce; Deutsch et al. 2008).

Mechanismy, kter¢ hmyz vyuziva v suchém prostifedi proti vysychani (desikaci)
jsou podle Nedvéd (1996) nasledujici:

e niz8i celkovy obsah vody, zvlast¢ volné (nevazané na makromolekuly),

jiz pted vystavenim vysychani,

e zvySeni chemického potencidlu télnich tekutin, tzn. vysoka molalita roztoku

a nizsi parcialni tlak vodni pary nad timto roztokem,

o nepropustnost kutikuly a uzavirani praduchd,
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e prezivani v dormantnim stavu v chranéném mikrohabitatu, poptipadé tvorba

kokoni apod.

Srovname-li adaptace k suchu s adaptacemi k nizké teploté, naskytd se domnénka,
ze mnoho mechaniSmu, povazovanych za piizptasobeni k pieziti nizké teploty, bylo
puvodné piizpusobenim proti vysychani. Jako adaptace na suché prostredi tyto
mechanismy vznikly nejspise v evolu¢ni minulosti, kdy tropické klima ptevladalo
na vét§in¢ souSe, a dodnes jako adaptace proti vysychani funguji, jejich role
v ochrané proti nizké teploté je druhotna (Holmstrup et al. 2002). Dokumentuji
to néktera meéfeni u tropickych druhtt hmyzu. Neotropicky brouk Stenotarsus
rotundus, ktery se nikdy nesetkava s teplotou pod +15 °C, ale musi piezit
nékolikamési¢ni obdobi sucha, akumuluje béhem diapauzy glycerol a sacharidy (tedy
vlastné kryoprotektanty), které snad brani ztrat¢ vody, ale mohou také snizovat bod
podchlazeni, a zaroven vylucuje z téla latky pusobici jako nukleatory, takze snizuje
bod podchlazeni na -15 °C (Yoder et al. 1992).

Existuji i specialni adaptace na chlad a mraz (tj.vzniklé de novo), které pro vyse
popisovanou vodni bilanci nemaji zadny vyznam (napiiklad tvorba vlastnich
nukleatorti v téle, hysterezni proteiny), ale ty jsou omezeny jen na maly pocet
vysSich taxond, a tedy jsou ziejmé evolu¢né mladsi. Zaroven se ukazuje, Ze nckteré
uvedené mechanismy, at’ uZ slouZici jako ochrana proti suchu, nebo proti nizké
teploté, jsou inherentni vlastnosti hmyziho organizmu v diapauznim stavu (Knight &

Duman 1986).

1.6.5. Dormance

Termin dormance pochazi z latinského slova dormans (spici) a je souhrnnym
oznacenim pro piechodné zastaveni ¢i omezeni fyziologickych procesii v Zivych
organismech. Jeji hlavni vyznam tkvi v Uspofe energie, ktera pomaha organismu
prezit nepiiznivé obdobi (Danks 1987).

Diapauza je specificky typ dormance, ktery je rozsifeny zejména u hmyzu. Je
podminén fyziologickou reakci, jez je odpovédi na meénici se environmentalni
podminky. Stav diapauzy trvda, dokud jsou pfitomny vSechny ¢i vétSina druhoveé
specifickych symptomi. Jeho ukonceni se projevuje postupnym zvySovanim
citlivosti na vné&j§i podnéty. VéEtSina druhlt hmyzu je schopna vstoupit
1 do tzv. kviescence. Tento stav je vyvolan stdvajicimi nepfiznivymi podminkami,

avsak hloubka tohoto klidového stavu neni srovnatelna s pravou diapauzou, a tak
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jsou zastupci této strategie schopni pomérné rychle reagovat na zlepsSeni situace
opétovnym navozenim normalniho stavu (Evans & Brust 1972).

I v piipadech, kdy diapauza neni spojena s chladnym obdobim, muzeme
u zkoumaného hmyzu zjistit nékteré jiz znamé jevy: z téla jsou vyluCovany cizi
nukledtory (nebot” stfevo se vyprazdnuje a diapauzni hmyz vétSinou nepfijima dalsi
potravu), zvysuje se koncentrace glycerolu (nebot’ metabolizmus se v diapauznim
stavu zpomaluje a glycerol vznikajici z glykogenu neni dal zpracovavan; Hodkova
& Hodek 1997).

Mutzeme tedy nacrtnout nasledujici scéndi vyvoje adaptaci na nizkou teplotu
(v plné mite vyhovujici pro akumulaci kryoprotektantl): vznik diapauzy u davnych
pfedki hmyzu a jeji privodni symptomy (zvySeni koncentrace glycerolu a jinych
meziproduktil) - vyuziti existujicich mechanismil k ochrané proti vysychéni (selekce
na vys$i obsah glycerolu) - vyuziti jiz vyselektovanych mechanismi (preadaptaci
pro ochranu proti nizkym teplotam (selekce na spousténi vyssi produkce glycerolu
jako odpovéd’ na sniZeni teploty; Nedvéd 1996).

Schopnost preckat neptiznivé okolnosti ve stavu diapauzy maji u nékterych druhti
rizna vyvojova stadia. U zkoumaného druhu Harmonia axyridis tuto schopnost maji

pouze dospélci (Raak-van den Berg 2011).

1.6.6. Zimovani slunécka vychodniho

Jak jiz bylo zminéno vySe, diapauza je u hmyzu vyvoldna zménami okolniho
prostfedi. Rizné skupiny hmyzu maji 1 odliSné strategie prezimovani. Nékteré
prezimuji ve form¢ dormantnich vajicek, jiné jako larva, kukla ¢i dospélec. Druh
Harmonia axyridis zvolil za svou strategii diapauzu ve stadiu dospélce (imaga).
Tento typ ptfezimovani byl pojmenovan jako diapauza reprodukéni, v souvislosti
s nejnapadnéjsim aspektem- ukoncenim rozmnozovani dospélych jedinci (Hodek,
2012).

Jednim z dlivodl invazivnosti a vysoké konkurenceschopnosti plivodnim druhiim
je 1 efektivnéjsi piezimovani tohoto brouka. Populace slunécek vychodnich jsou totiz
schopny uspésné prezimovat ve vétsim poctu (nizsi mortalita béhem zimy), a tak jsou
jarni populace pocetngjSi nez populace nativnich druhl. Pocetngjsi populace
je zaroven schopna rychleji nahradit ztraty zimni mortality. Systém piezimovani H.
axyridis byl zkouman na n¢kolika lokalitach v Japonsku i v Evropé. Tyto studie

zaznamenaly nékolik fyziologickych vyhod, kterymi tento druh disponuje: vajecniky
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hibernujicich samic nejsou vyvinuté, endokrinni zlaza Corpus allatum, zodpovédna
za produkci juvenilniho hormonu, je wu pfezimujicich jedinci ztencena,
a v neposledni fad¢ autofi objevili rozvinutéjsi struktury lipidd, plnici funkci izolace
(Raak-Van Den Berg et al. 2013). Krom¢ téchto nespornych vyhod brouci vykazuji
migracni chovani na mista pfezimovani jiz delsi dobu pfedtim, nez nastanou pravé
zimni podminky. V laboratornich experimentech Lombaert et al. (2011) byli
testovani jedinci schopni indukovat stav diapauzy, vyznacujici se snizenym piijmem
potravy, nizkou aktivitou a agrega¢nim chovanim Vv fadu nékolika hodin.

V zavislosti na aktualnich podnebnych podminkach trva diapauza H. axyridis
na severni polokouli obvykle od fijna do dubna (3 — 6 mésict). Pfed samotnym
upadnutim do stavu strnulosti v§ak dochazi k mnoha dilezitym pochodiim. Jednim z
nich jsou masové migracni lety. Migraéni let je fizen pomoci tzv. hypsotaxe- brouci
se nechavaji unaset teplym vzduchem vzhiiru a orientuji se podle nejvyssiho objektu
na obzoru. To muze byt budova, véz, sloup, nebo cokoli jiného, co tvoii vyznamnou,
kontrastni siluetu proti okolnimu horizontu. Brouky téz pfitahuji svétlé barvy (bila,
Zluta) ¢i barvy vyrazné kontrastni (Raak-Van Den Berg et al. 2011).

Po pfistani na vhodny objekt rozliSujeme tfi faze chovani:

1) Brouci otestuji, zda je povrch z vhodného substratu.

2) Nasledné aktivné vyhledavaji tmavé, ze vSech stran chranéné misto, idealné

S malym otvorem.

3) Nakonec se na nalezeném misté usadi a za¢nou tvofit agregaci.

V posledni ¢asti procesu hmyz vylucuje druhoveé specifické agregacni feromony.
Druhy jedinec, ktery tyto feromony zachyti a uspéSné najde jejich emitora,
se zachova stejné. Timto zpisobem tak vznikaji agregace Citajici desitky, stovky,
ba i tisice jedinct. Slunécka jsou na tato mista setkani ldkana krom feromonti i pachy
exkrementli, zbytkdl potravy a rozkladajicimi se tély broukti z piredchoziho roku
(Raak-Van Den Berg et al. 2011).

Studie Nalepa et al. (2005), ktera zkoumala preference H. axyridis v kontextu
vybéru vhodného mista na ptezimovani z hlediska kontrastu cilové lokality, zanesla
do svych vysledkt i tabulku (tab. 1) vysledkt tydenniho pozorovani popisujici

zavislost poctu migrujicich jedinci na aktualnich podnebnych podminkach.
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Tabulka ¢. 1: Pocet migrujicich jedincti v porovnani s podnebnymi podminkami.

Maximum Average . Number
A e Sky
Date temperature  wind speed SS of
(°C) (km/h) CoveE beetles
28 Oct. 2000 27.0 3.9 0.32 651
29 Oct. 2000 19.4 5.6 0.05 3
30 Oct. 2000 21.1 44 0.14 2
31 Oct. 2000 21.1 2.8 0.00 3
1 Nov. 2000 21.1 1.3 0.10 10
2 Nov. 2000 23.0 1.1 0.20 308
3 Nov. 2000 25.0 1.5 0.40 1.591

Zdroj: Nalepa et al. (2005)

1.6.7. Chill coma

Pokud je hmyz vystaven nahlé zméné teploty, nikoli ocekévané, muize uplatnit
mechanismus obrany zvany chill coma (CHC). Ceskym ekvivalentem pro tento
termin by nejspiSe byl vyraz jako chladova strnulost. Z fyziologického hlediska
se jednd o docasnou ztratu neuromotorickych schopnosti v disledku nahlého poklesu
teploty k nizkym hodnotam. V praxi jde o stav podobny komatu. Tento stav mohou
vyvolat 1 teploty, které vSak ve svém disledku nemusi byt smrtici (0 az 4 °C).
Pfi pominuti téchto nepfiznivych podminek prostfedi organismus rychle obnovuje
svou b&znou aktivitu. Casovou prodlevu mezi pominutim téchto podminek a béznou
aktivitou nazyvame chill coma recovery time (CHCR; Rasnberry et al. 2011).
V soucasné dob€ je metoda méfeni Casové prodlevy vyuZivana v fadé vyzkumi
zamé&fenych na teplotni tolerance hmyzu. Tyto metody (méteni SCP, CTmin @ CHCR)
maji vyhodu v jejich opakovatelnosti, nebot’ zpravidla nebyvaji letalni, coz se slucuje
i setickym zatizenim pokusu. Rada vysledkii t&chto experimentii byla pouZita
u mnoha druhli jako metriky pro testovani teorii o pozadavcich druhu na Zivotni
prostiedi, geografickych rozptylech, zéavislosti na zménach klimatu ¢i reakcich
na stresové oblasti (Mukherjee et al. 2014).

Stav chill coma je pomérn¢ snadné rozpoznat. Prace Mellanby (1939)
jej definovala jako nedostatek spontanniho pohybu po vystaveni CCT (chill coma
temperature) na dobu 15 minut. Autofi Anderson & Mutchmor (1968) méli snahu
presnéji podchytit teplotu, pifi které dochazi k plné ztraté aktivity, a tak vyuzivali

sondu k popichovani exponovaného subjektu. Jiné studie popisuji CCT jako nejnizsi
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teplotu, pfi niz zastalo 50 % jedinci aktivnich. Neddvné studie vyuzily
technologického pokroku, a tak nastup chill coma kvantifikovaly pomérné piresné
s vyuzitim piesné fizeného sniZzovani teploty (napi. Gibert and Huey, 2001).
Vysledky studie Morgan & Mackay zroku (2006), provadéné na Drosophila
melanogaster, dokonce identifikovaly sadu gent (lokust), jez jsou nejslibnéjSimi
kandidaty pro objasnéni tohoto fyziologického mechanismu. Nicméné hlubsi
pochopeni nastupu a nasledného zotaveni z chill comatu v soucasnosti zatim chybi.

Portner et al. (2010) vytvofili teorii, podle které by za stavem chill comatu stala
neschopnost dodavat tkanim dostatecné koncentrace kysliku v disledku ptrekroceni
limitnich teplot, tedy pfechodem aerobniho metabolismu na anaerobni. Teorie byla
otestovdna v roce 2010. Aby byla moZnost srovndni dvou forem dodéavani kysliku
tkanim, byli jako modelové organismy vyuziti zastupci podzemnich stejnonozct
(s obéhovym systémem) a brouci zceledi potemnikovitych (Tenebrionidae,
s trachedlnim systémem). Z vysledkd této studie se nezda pravdépodobné, ze by
nizka teplota méla vliv na piistup kysliku do tkani. Ani u jednoho ze zkoumanych
druhii nebyl prokdzan signifikantni rozdil v koncentraci kysliku v zavislosti
na snizovani teploty. Ackoli je samoziejmé zapotiebi vice podobnych vyzkumd, zda
se, ze se ucinky nizkych teplot projevuji pfedev§im na neuromuskularni arovni.

Neschopnost pohybu, kterou je chill coma definovano, je tedy nejspiSe zplisobena
selhanim nervi, které nedokaZzi dosahnout akéniho potencidlu k podniceni kontrakce.
Rychlost pienosu signalu je obecné siln¢ inhibovana ptimym vlivem nizkych teplot
na gangliové zpozdéni (z Q10 = C. 3,0 na Q10 = C. 1,7 — 2,0) coz znamena,
mirou synaptického pfenosu (MacMillan & Sinclair 2011).

Rodgers et al. (2004) popsali postupné zvySovani koncentraci extracelularnich
K" ionth u sarance st€hovavé (Locusta migratoria), jaké se objevuje v hrudnich
gangliich béhem ochlazovani jesté pied samotnym nastupem komatu. Tento dikaz
rychlé¢ depolarizace nervové tkané jen ukazuje, ze za ztratou télesné koordinace
témet jisté¢ nestoji jen selhani nervového systému. Jednd se tedy o komplexni
mechanismus, do néhoz zasahuje, krom neuromuskuldrni aktivity, 1 celkovy
chemismus téla.

Nasledujici schéma (adaptovano z MacMillan & Sinclair 2011) znazoriiuje mozny
fyziologicky mechanismus ztraty neuromuskuldrniho pienosu pii vystaveni nizké

teploté (CCT).
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1. Predikované mechanismy omezené teplotni tolerance souvisejici s pfenosem

v

kysliku do tkéni (v ramci fiSe Zivoc€ichil), podle vysledkii soucasnych studii vSak

nepravdépodobné u hmyzu; 2. Navrhované mechanismy navozeni chill comatu,

Vv soucasné dob¢ podporované empirickymi daty (MacMillan & Sinclair 2011).

Vysvétlujici pojmy ke schématu:

Iontova pumpa:

V bunécné biologii oznaceni pro protein na bunééné membrang,
ktery umoznuje aktivni transport nékterych castic, zejména
riznych iontd. Pro pohon pump se velmi Casto spotiebovava
molekula adenosintrifosfait (ATP) a takové pumpy jsou
pak zvany ATPazy. Diky bunénym pumpam se vytvafi urcity
gradient (napf. draslikovy gradient).

Klidovy potencial: je potencidl na membrané vSech buné€k lidského téla v klidovém

Ak¢ni potencial:

stavu. Je dany dynamickou rovnovahou toku iont dovnitt a vné
buniky. Jeho hodnota je zavisld predev§im na koncentracich

K* iontt1.

je napéti na membrané odlisné od klidového membranového
potencidlu. Jeho vznik si vysvétlujeme tak, Ze ndsledkem
podrazdéni se oteviou iontové kandly, ¢imz se zméni

propustnost membrany pro n¢které ionty.
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Exocytoza: kontinualni proces, pii némz bunka vyluCuje skrze bunénou

membranu (plasmalemu) vétsi Castice (napf. makromolekuly)

piimo do extracelularni matrix.

Intuitivni myslenky dne$nich védct zabyvajicich se chill coma recovery
predpokladaji, ze ke znovuprocitnuti organismu je tieba obracenych mechanismi,
nez vedly k jeho strnulosti. Ve skutecnosti existuje velmi tésny vztah mezi dobou
zotaveni a trvanim expozice. Pfi relativné nizkych teplotich se nastup CHC jevi
v grafické podobé exponencialné ¢i sigmoidalné v zavislosti na trvani expozice.
Naopak pokud je hmyz vystaven velmi nizkym teplotam, upada do CHC velmi

rychle a doba potfebnd k zotaveni prudce naristd (viz graf €. 2; adaptovano

z MacMillan & Sinclair 2011).

4\\\\\\&\\\1&"\‘ '“ ’W\“‘

AN

il

Recovery time (min)

Graf €. 2: Interaktivni zobrazeni zavislosti délky zotaveni z chill comatu na délce
expozice a teploté, jiz byli jedinci vystavovani. Doba zotaveni z CHC je v uzkém
vztahu k obéma vstupujicim proménnym, coz je v ramci stfednich hodnot z grafu
patrné (A). Sekundarni zvySeni doby zotaveni (B) muzZe reprezentovat uroven
zatiZzeni, pfi které jiz dochazi k biologickym poranénim. Data pochdzi ze studie
Macdonald et al. (2004).
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M¢eteni CHCR je v soucasnosti vnimano jako jeden z moznych ukazateli miry
odolnosti druhu vaci poranénim, ktera jsou zptisobena mrazivymi teplotami, nebot’
schopnost jedince se pln€¢ zotavit vyzaduje fadu koordinovanych pohybti pro
obnoveni bézné aktivity. Nicméné je stale zapotiebi mnoho védecké prace
ke stanoveni fyziologickych pficin a ekologickych dusledkli, jez mohou osvétlit
komplexni vztah chill comatu k expozicim chladného prostiedi (MacMillan
& Sinclair 2011).

1.7. Slunécko vychodni (Harmonia axyridis)

1.7.1. Charakteristika druhu

Slunécko vychodni (Harmonia axyridis (Pallas, 1773) (Coleoptera:
Coccinellidae) je dravy brouk velky piiblizné 5 — 9 mm a Siroky 4 — 7 mm,
pochazejici z vychodni Asie. Tento druh byl v ramci biologického boje proti hmyzim
Skiidcim zamérné §ifen mimo svij pavodni areal. Ptiblizné roku 1916 byl druh
introdukovan do Severni Ameriky jako agens ochrany rostlin (Koch 2003).
Do Evropskych statti (Ukrajina, Bélorusko, Francie) byla H. axyridis introdukovana
od roku 1964. Zavadéni slunécka vsak nepocitalo s moznou populacéni explozi, ktera
z n¢j jen 0 nékolik let pozdéji udelala invazni druh. Mezi negativni dusledky invaze
slunéfka vychodniho patii okus ovoce (hroznl), zimovéni v domacnostech
¢1 potlacovani plivodnich, Casto uziteCnych, druhii slunécek (Nedvéd et al. 2014).
Tento druh navic disponuje fadou rtizné barevnych forem (obrazek ¢. 4). Zastupci
var. succinea, ktera je i pfedmétem studia této prace, maji Cerveno-oranzové zbarveni
s n¢kolika (az 19) teCkami, jez mohou u nekterych dobie melanizovanych jedinct

splyvat ve vétsi skvrny (Brown et al. 2007).
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Obrazek 4: Piehled nejcastéjsich forem slunécka vychodniho (H. axyridis)

zdroj: Nedved et al. (2014)

1.7.2. Puvod a rozsireni

Z geografického hlediska je plivodnim aredlem rozsifeni slunécka vychodniho
subtropicka oblast vychodni Asie. Hojné rozsifeny je druh piedev§im v Japonsku,
Cing, Korey, Mongolsku, na Dalném vychodé Ruska, jizni Sibiti & ve vychodnim
Kazachtanu (Brown et al. 2008). Z genetického hlediska se jedna o dva rozdilné
geografické klastry. Zapadoasijskd cast aredlu rozSifeni nalezi predevSim
melanickym formam bez kylu na krovkach, naopak vychodni ¢ast formam succinea
s napadnym kylem na zadni ¢asti krovek. Do vychodni ¢asti Spojenych statii byly
nejspise introdukovany populace z obou klastri. ZkiiZeni jedinct z téchto geneticky
odlisnych populaci mohlo stat u zrodu nové invazni populace. Bohuzel relevantni

informace k podlozeni téchto tezi nejsou dohledatelné, nebot’ puvodni areéaly

introdukovanych populaci jsou neznamé (Lombaert et al. 2011).
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V Ceské republice doslo k introdukci v roce 2003. V severozapadnich Cechach
bylo za tcelem biologické ochrany chmelnic vypusténo malé mnozstvi H. axyridis,
coz mélo pomoci sregulaci stejnokiidlého hmyzu. V roce 2006 byl brouk
zaznamenan v Praze a piilehlém venkovu. Brown et al. (2008) uvadéji, ze existuje
velka pravdépodobnost, ze se spise jednalo o invazni jedince z populaci v Némecku,
nez o slunécka z Ceskych chmelnic. Zaznamy zroku 2008 jiz ukazuji vyskyt

sluné¢ka vychodniho na 85% tizemi Cerské republiky (viz mapa ¢. 1).

Mapa €. 1: Mapovani vyskytu H. axiridis z roku 2008
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Zdroj: mapovaci schéma Biolibu

1.7.3. Teplotni valence
Slunécko vychodni ma oproti naSemu plvodnimu slunéku sedmitecnému

(Coccinella septempunctata) posunuty teplotni limity optimalniho vyvoje k niz§im
hodnotam (Nedvéd et al. 2012). Anabolické reakce metabolismu slunécka
vychodniho jsou maximalni pfi relativn€ nizkych teplotach, pohybujicich se okolo
5 °C, naproti tomu katabolické reakce jsou maximalni pii 25 — 30 °C. Spodnim
vyvojovym prahem larev je teplota okolo 11 °C. Lamana & Miller (1998) dopliuji,

Ze preimaginalni vyvoj jedince vykazuje v souvislosti steplotou riuzné délky.
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Studie Castro et al. (2011) prokazala, ze jedinci chovani V teplotaich nad 25 °C
potiebuji k uspéSnému dokonceni vyvinu v dospélce o né€kolik dni méné nez jedinci
chovani v teplotach nizsich (20 °C). Horni mezi Gspésného vyvoje jsou podle Acar et
al. (2004) teploty mezi 30 — 35 °C.

1.7.4. Popis ontogeneze slunécka vychodniho

1.7.4.1. Vajicka

Vajicka slunécka vychodniho (obr. 5) jsou eliptickd, zlutooranzového zbarveni
a jsou kladena v tésnych sniskach po 20 — 70 kusech (ve vyjimeénych ptipadech i 90
— 100 kust). Kazdé vaji¢ko je ve vzpiimené poloze vzdy jednim koncem ptilepené
k podkladu. Uréeni, Ze se jedna o vajicka H. axyridis je podle morfologickych znakt

prakticky nemozné (Nedvéd et al. 2014).

Obrazek 5: Lihnuti vajicek H. axyridis

(zdroj: snimky potizeny v laboratofi v Ceskych Budgjovcich, autor: Oldfich Nedvéd)

1.7.4.2. Larvy

Larvy prvniho instaru slunécka vychodniho jsou Sedocerné, cca 1 - 2 mm velké,
bez barevné kresby, podobné¢ jako larvy druhého instaru, které jsou vSak o néco vétsi
(3 - 4 mm). Vtéto fazi vyvoje zaCinaji byt patrné poznavaci znaky: vybézky
na dorzalni stran¢ téla zvané scoli €i prvni zlutavé tecky na prvnim clanku zadecku
(Nedved et al. 2014).

(1. - 5.) zadec¢kovych ¢lankd.
Larvy posledniho 4. instaru (obr. 6) slunéka vychodniho maji dvouhroté

zlutooranzové prostiedni vybézky na 1., 4. a 5. ¢lanku (Nedvéd et al. 2014).
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Obrazek 6: Kukla (vlevo) a larva ¢tvrtého instaru (vpravo)

(zdroj: URL 3)

1.7.4.3. Kukly

Vsechna slunétka maji mumiovy typ kukly (pupa obtecta) tj. s koncetinami
castecné piitmelenymi k t€lu, kiidelnimi pochvami. Kukla je vzdy pfitmelena
koncovou ¢asti zadecku k podkladu (toto pfitmeleni zajistuje jiz ptedchozi stadium
prepupy). Kukla je v zasadé nepohyblivé stadium, pouze pii ohrozeni dokaze
iniciovat prudké pohyby poslednich zadeCkovych c¢lankt, ¢imz  dochazi
ke stfidavému vztyCovani a pokladani, ovSem jen v ramci mista pfichyceni (Nedvéd
etal. 2012).

Kukla slunécka vychodniho (obr. 6 a 7) je pomérné snadno rozpoznatelna
od jinych druhti. Nejjednodussim poznavacim znakem jsou vyristky na zbytcich
larvalni svlecky. Velikost i zbarveni kukly je podobné jako u slunécka sedmite¢ného:
je cca 5 — 7 mm dlouha, zbarveni je proménlivé od jasné oranzové po Cervenou,

s cernymi skvrnami rizného poctu i tvaru (Nedvéd et al. 2014).
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Obrazek 7: ,,Lihnuti* kukly ze stadia prepupy

(zdroj: snimky potizeny v laboratofi v Ceskych Budgjovcich, autor: Oldfich Nedvéd)

1.7.4.4. Imaga

Jedinci invaznich populaci maji s vychodoasijskymi zastupci tohoto druhu jeden
spole¢ny rozpoznavaci znak — pfi¢nou liStu nachéazejici se v zadni ¢asti krovek.
Podobnou listu maji dal§i dva druhy slunééek vyskytujicich se v Ceské republice:
pomérné hojné slunécko desetiteéné (Adalia decempunctata) a vzacné se vyskytujici
slunécko Vibidia dodecimguttata. Oba druhy jsou v§ak mensich rozméra do 4,5 mm,
zatimco H. axyridis je nejméné 5 mm velka. Ackoli slunécko vychodni vykazuje
vyraznou barevnou proménlivost, zadna z jeho barevnych forem neni zcela shodna

vy

s jinym Zijicim druhem v Ceské republice (Nedvéd et al. 2014).

1.7.5. Urceni pohlavi
Pohlavi slunéc¢ek (obr. 8) Ize urcit bud’ podle tvaru posledniho sternitu (bfisniho

¢lanku), ¢i podle zbarveni na hrudi a hlavé. Samice H. axyridis maji posledni bfi$ni
¢lanek trojuhelnikovity, predni okraj je rovny. Samci maji piedni okraj obloukovity,
s povrchem lehce vydutym. Klypeus neboli horni pysk (pfedni okraj hlavy)
je u samct obvykle bily, u samic S velkou ¢ernou skvrnou, nebo cely cerny.
Zpravidla podle celkové pigmentace téla — nékteré malo pigmentované samice
mohou byt kviili $patné vybarvenému klypeu chybné uréeny. Celkové byvaji samice

obvykle vétsi nez samci (Nedvéd et al. 2012).
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Obrazek 8: Pohlavi H. axyridis: samec (vlevo), samice (vpravo)

(zdroj: samec- foto pofizeno v laboratofi v Ceskych Bud&jovcich, samice- foto Jaroslav Kaas)

2. Cile prace a hypotézy

Studie si kladla za cil prozkoumat vliv ontogeneze na teplotni odolnost larvalnich
stadii 1 ruzné starych dospé€lci slunécka vychodniho (Harmonia axyridis)
pfi vystaveni mrazivému prostfedi. Druhym cilem prace bylo objasnéni toho, jaky
dopad bude mit na slunécka, pokud se expozice chladnym podminkdm bude

nékolikrat opakovat.
Predpokladané vysledky experimentii byly nasledujici:

Larvalni stadia by mé¢la vykazovat delsi ¢asy procitnuti z chill coma nez dospélci,
nebot’ =z hlediska ekologie druhu nejsou fyziologicky <¢i jinak adaptovana
na pfezimovani. Dospélci by oproti tomu méli mit tendenci zkracovat Casovou
prodlevu probuzeni srostoucim stdfim. Toto zkracovani by mohlo souviset

S pfijmem potravy.

U opakovani mrazivych expozic byly ptedpokladany dva scénafe. Prvni z nich
predpovidal klesajici tendenci hodnot casti se zvySujicim se stafim z divodu
postupné aklimace testovanych jedinc. Druhy naopak predikoval rostouci trend

¢asovych prodlev procitnuti z divodu kumulace zranéni zptisobenych mrazem.
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3. Metodika

Vyzkum probihal v nové zafizenych laboratotich Ceské zemédélské univerzity
Vv Praze. Pocitacem fizené klimaboxy umoznily provést veskeré prace se zkoumanym
druhem slunécka vychodniho (Harmonia axyridis) v zazemi univerzity, a tak nebylo
nutné vyuzivat laboratoii katedry zoologie v Ceskych Budgjovicich, jak tomu bylo
pii ptedchozich pokusech realizovanych v roce 2014 pro mou bakalédiskou praci.

Vyuzity byly pfedevsim tfi klimaboxy (D009) a binokularni lupa (D414).

3.1. Chov slunécka vychodniho
Jedince (Harmonia axyridis) jsme, stejné jako pii predchozich pokusech,

odchovavali v Petriho miskdch (PM) umisténych v klimatickych komorach
(klimaboxech). Tato metoda je vhodna jak zhlediska uSetfeni prostoru
uvniti klimaboxu, tak kvili manipulaci s testovanymi subjekty. V PM bylo zapotiebi
zajistit zakladni potfeby organismu, proto kazda PM obsahovala pitko svodou
(kousek bunicité vaty) a kus papiru poskladany do harmoniky, jez mél simulovat
spodni stranu listu, na ktery bylo dopliiovano i krmivo. Slunécka jsme po celou dobu
experimentu krmili vajicky zavije¢t (Ephestia kuehniella) a obéas pro doplnéni
potiebnych cukrti jsme pitko napoustéli vodou s cukrem.

Zakladem experimentu byli jedinci namnozeni z nékolika rodiCovskych parg,
pii¢emz pro vlastni experiment byly pouzity tfi rodi¢ovské pary. Jejich potomci byli
chovani v klimaboxu nastaveném na 26 °C po celou dobu vyvoje. Na za¢atku musely
byt rodicovské PM kontrolovany kazdy den, kvili pfipadné sniiSce. Pii kazdém
nalezu vajicek byla sntiska oddé€lena, kvili moznému kanibalismu, a umisténa
do vlastni PM, kterd byla oznacena specifickym kodem. Oplozena vajicka méni
své zbarveni cca 6 hodin pfed lihnutim — ze syté Zluté aZz oranZové na Sedou
az nacernalou. Neoplozenad zlstavaji Zlutd a po vylihnuti larev slouzi jako prvni zdroj
potravy. Az do vylihnuti larev se sniskami nebylo manipulovano.

Larvy byly po vylihnuti chovany nejdfive pospolu zhruba do druhého instaru.
Pokud byla sniska piili§ pocetnd, byly 1. instary opatrné rozde€leny jiz zpocatku
po cca patnacti kusech. Druhé a tieti instary byly obvykle rozdéleny cca po 4-5
kusech. Larvy posledniho (4.) instaru byly jiz v PM samostatné, aby bylo zamezeno
potravni konkurenci a bylo dosaZeno standardni velikosti jedinci. Po piechodu

do stadia prepupy, kdy se larva pfestane pohybovat, dorzaln¢ se prohne a ter¢ikem
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na zadeCku se prilepi k podkladu, byly PM Setrné vycistény od vSech zbytkt potravy.
Pitko bylo v PM ponechano kvili zachovani vihkosti.

Po piechodu do stadia kukly s jedinci opét nebylo manipulovéno. Jakmile jsme
zaznamenali vylihnutého dospé€lce, byla PM opét opatfena krmenim. Nasledné byl
dospélec odchovavan, az do doby, nez byl zapojen do testovani vlivu ontogeneze
¢i opakované expozice nizkym teplotdm na rychlost zotaveni z komatu zptisobeného

mrazem (chill coma recovery time).

3.2. Testovani opakovaného chill coma recovery

Pro tento experiment bylo pouzito 24 jedinci slunécka vychodniho (12 samct
a 12 samic). Dospélcim, minimalné¢ 14 dni starym, jsme 24 hodin
pred samotnym testovanim vycistili PM od veskerych zbytkd potravy. Tim jsme
eliminovali zkresleni vysledki, které by mohlo byt zpisobeno riizné nasycenymi
jedinci. Tésné pied vystavenim chladu jsme vyjmuli i pitko, aby k nému jedinec
nepifimrzl a voda neovliviiovala teplotu uvniti PM.

Brouky jsme ve vycisténé PM vkladali na 2 hodiny do klimaboxu nastaveného
na -6 °C v patnactiminutovych intervalech (1 jedinec na PM/ 6x PM na vzorek).
Po dvouhodinové expozici byli jedinci vyjmuti. Sou€asné bylo zapnuto méfeni Casu.
Petriho miska byla oteviena a jedinec vzdy oto¢en ventralni stranou vzhuru.
Peclivym pozorovanim a obcCasnou mechanickou stimulaci (pinzetou) byl hlidan
prvni viditelny pohyb, nejcastéji koncetiny ¢i tykadel, jehoZ ¢as byl zaznamenan.

Po zaznamenani ¢asového udaje byly znovu uzaviené PM ponechany v mistnosti
po dobu jedné hodiny. Teplota v mistnosti se b&ézn¢ pohybovala okolo 26 °C.
Nasledn¢ byla opakovana dvouhodinova expozice v chladu. Cely proces
byl opakovan 4x tzn. ze kazdy jedinec absolvoval chill coma celkem 4x.

3.3. Testovani vlivu ontogeneze na ¢as zotaveni z chill coma

V tomto experimentu byli testovani brouci rizného staii od 1. larvalniho instaru
do 32 dni starych dospélcii. Potomci pochazejici od tfi rodicovskych part byli
podrobeni testovani na CHCR. Prubéh expozice byl stejny jako u vyse popisovaného
pokusu. Brouci byli vlozeni do klimaboxu (- 6 °C) na dobu 2 hodin. Po vyjmuti byla
op¢t sledovana prvni znatelna reakce, jejiz Cas byl zaznamenan. Testovani byli

jedinci v nasledujicich vyvojovych stadiich: L1 = larvy 1. instaru, L2 = larvy 2.
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instaru, L3 = larvy 3. instaru, L4 = larvy 4. instaru, D1 = dospélci stati 24 hodin, D4
= 4 dny stafi dospélci, D16 = 16 dni stafi dospélci a D32 = 32 dni stafi dospélci.

3.4. Analyza dat

Data z obou experimentii, ontogeneze odolnosti vii¢i mrazu 1 opakovana expozice
mrazu, byla analyzovéna pomoci linearnich modelti s nahodnymi efekty (LME).
Jako zavisla proménna vzdy figurovala ¢asova prodleva potiebna K probrani z chill
coma. Vizudlni kontrola naméfenych dat potvrdila, Ze méfeni Casu potiebného

k probrani se z chill coma poskytuje data s normalnim rozdélenim chyb.

K analyze dat z experimentu zkoumajiciho ontogenezi odolnosti vii¢i mrazu byly
pouzity dva modely. Prvni model obsahoval jako nezdvislou proménnou pouze
stddium vyvoje (L1 az 32 dna stary dospélec). Pohlavi jedinct nebylo pro ucely této
analyzy rozliSovano. Rodi¢ovsky par, jehoz potomkem dany jedinec byl,
byl v analyze pouzit jako nahodny efekt. Pro snazsi prezentaci vysledkd byly rozdily
mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii otestovany pomoci post-hoc testu (Tukey test).
Druhy model zkoumal pouze dataset pro dosp€lé brouky (1 az 32 dni stafi jedinci)
a kromé¢ stéaii jedince figurovalo v modelu jako nezédvisla proménna i jeho pohlavi
a interakce mezi staiim a pohlavim. Identita rodict byla opét pouzita jako ndhodny

efekt.

K analyze dat z experimentu zkoumajictho vliv opakované expozice jedince
mrazu na rychlost jeho probrani se z chill coma byl pouZzit komplikované;jsi linearni
model snahodnymi efekty. Pofadi méfeni bylo vyjadfeno jako intervalova
proménnd, nikoli jako faktorialni. Apriori nebylo jasné, zda se bude Cas potiebny
K probrani se zchill coma ménit v pribéhu opakovanych méfeni linearné
¢i nelinearné. Proto byl do modelu zatfazen i kvadraticky ¢len. Maximalni model tak
obsahoval nasledujici nezavislé proménné: pofadi méfeni (a), poradi méteni*2 (b),
pohlavi jedince (C) a vSechny mozné vzajemné interakce téchto proménnych
(viz graf ¢. 5). Nasledné¢ byl model zjednodusovan odebiranim neprikaznych
proménnych procesem backward selection. Prikaznost jednotlivych zavislych
proménnych byla testovana pomoci F-testu (piikaz ,,anova.lme®). Identita jedince
byla pouzita jako ndhodny efekt, v tomto piipadé to byl tedy faktor majici 24 Grovni.
Vsechny analyzy byly provedeny v programu R 3.0.3 (Knapp 2017).
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4. Vysledky

Data pro experiment zjiStujici vliv ontogenetického stadia na dobu CHCR byla
ziskana od 189 jedinci Harmonia axyridis. Druha faze vyzkumu, vliv opakované
expozice na dobu CHCR, byla provedena s 24 jedinci (kazdy méien 4x). Celkem
bylo tedy testovano 213 jedincti. Kompletni ziskana data je mozné nalézt v priloze

(CD) této diplomové prace.

4.1. Vliv ontogeneze na rychlost procitnuti (CHCR)

Experiment prokazal, Ze rychlost procitnuti z chill coma se signifikantné¢ méni
v prubéhu ontogeneze (model 1: F = 19,92; P < 0,001;). Pro dosp€lé brouky
byl soucasné¢ nalezen naznak pohlavniho dimorfismu v CHCR, kdy samci
se probouzeli z komatu o trochu dfive nez samice (model2: F = 5,07; P = 0,026; graf
4). Interakce mezi stafim dospélce a jeho pohlavim jiz prikazné nevysla (model 2:
F =0,28; P = 0,840).

Graf ¢. 3: Primér zmétenych ¢ast CHCR u larev Harmonia axyridis
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Jak je patrné z grafu ¢. 3, nejpomaleji se z CHC probiraly larvy prvniho instaru.
Tuto skutecnost jsme intuitivné predpovidali uz pred samotnym zacatkem
experimentu. Larvy prvniho instaru jsou méné schopné odolavat mrazivym teplotam,
pravdépodobné kvuli své nizké hmotnosti, tudiz snazSimu promrzani. Hodnoty maji
klesajici tendenci az do Ctvrtého instaru, ktery vSak nevykazuje nijak vyrazné zmény
oproti piedchozimu. Primérna doba od vyjmuti larvy z klimaboxu po jeji procitnuti
byla 246 sekund. V dalsi ¢asti byli testovani rizné staii dospélci. Nasledujici graf

znazoriiuje prumeérnou dobu procitnuti modelovych skupin (stafi 1, 4, 16 a 32 dni).

Graf ¢. 4: Pramér zméfenych ¢asi CHCR u dospélych jedinci Harmonia axyridis
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Nejrychleji se z chill coma probirali jedinci stafi jeden den, v priméru za 167
sekund. Jen o nepatrnou chvili déle to trvalo brouklim starym 4 dny. O poznani delsi
probouzeni bylo zméieno u jedincti starych 16 dni. Ti se primérné probouzeli témet
o minutu a pul pozd€ji neZz nejrychlejsi jedinci stafi 24 hodin. Nejstarsi jedinci
procitali v primérné za 3,5 minuty. Primérné¢ se slunéCka v larvalnich stadii
probirala zchill coma za 201 sekund. Nejkratsi ¢as CHCR byl zaznamenan
u 24 hodin starého samce, jenz procitnul za 98 sekund. Po sedmi minutach pak

procitla larva 1. instaru, coZ bylo naméfené maximum.
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Graf ¢.5: Sumarizace vysledka

;s
i
o i
[= |
<t
o
2
“
' : b
8 ]
o - |
(5]
~~
“,
[+
2 T . :
O 3 —— !
g 2 a ' :
w \ —_—— !
o 2 i
[« '
o~ : -
b o
8 il N
- bc —
bc —_— i
bc !
o H
[= e o PR V.
T T T T T T T T
1L 2L 3L 4L D01 D04 D16 D32
stafi jedince

Sumarizaci nashromazdénych vysledkd vlivu mrazu na ontogenezi Harmonia

axyridis znazornuje graf ¢. 5, jenz obsahuje i informaci o variabilité ziskanych dat.

4.2. Vliv opakované expozice mrazu na dobu procitnuti (CHCR)

V druhé ¢asti experimentu jsme testovali, jestli ma na dobu procitnuti z chill coma
vliv opakovana expozice teploté¢ -6°C. V tomto piipadé statistickd analyza dat
prokazala signifikantni vliv opakované expozice, pficemz efekt nebyl jen linearni
(tab. 2). Opakovana expozice méla za nasledek navySovani doby procitnuti.
Primérné hodnoty ¢asu potiebného k obnoveni reakci jedince jsou uvedeny

v grafu €. 6.
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Tabulka €. 2: Vliv pohlavi a opakované expozice broukl na délku trvani zotaveni

z chill coma (CHCR).

proménna F-hodnota P-hodnota
poradi métfeni 23.918 <0.001
poradi méteni™2 11.235 0.001
pohlavi 0.023 0.880
pohlavi : pofadi méteni 0.278 0.600

Graf ¢. 6: Primérné hodnoty ¢asu potiebného k procitnuti po opakované expozici
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Po prvnim opakovani expozice (-6°C) se jedinci probouzeli pramérné
po 3,8 minutach. Ve druhém opakovani jsme zaznamenali pokles doby zotaveni
o nékolik malo vtefin. Naopak tfeti opakovani vykazovalo narlist doby procitnuti
mirn€ nad hodnotu prvniho. Po ¢tvrtém opakovani (chill coma) potiebovali jedinci
Vv priméru o cca pul minuty déle k obnoveni reakce na mechanickou stimulaci
(procitnuti), nez po druhém opakovani. Rozdil mezi minimalni naméfenou hodnotou

(182 s) a maximalni (279 s) je néco malo pfes minutu a ptl.
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5. Diskuse

Mg¢nici se teplota prostiedi, jak uvadi fada studii po celém svété (napt. Angilletta
2009, Menéndez 2007 ¢i Deutsch et al. 2008), piimo ovliviiuje rozsifeni
a zivotaschopnost hmyzu. Je zdkladnim limitujicim parametrem ristu, aktivity
a reprodukce (MacMillan & Sinclair 2011).

Mg¢feni chill coma recovery time je v soucasnosti vnimano jako jede z moznych
ukazateld miry odolnosti druhu vici poranénim, kterd jsou zplisobena mrazivymi
teplotami, nebot’ obnoveni b&zné aktivity po prozité¢ strnulosti vyzaduje fadu
koordinovanych pohybti. Metody ziskavani ¢asovych udaji CHCR vsak nejsou vzdy
stejné. Riznorodost metodik je déna rozdilnymi pohledy autori na to,
co je povazovano za procitnuti z chill coma. Halleetal. (2015) napiiklad poklada
za dikaz procitnuti koordinované pohyby nohou (chtizi). Macdonald et al. (2004)
pro zménu zaznamenaval dobu oto¢eni jedince z dorzalni strany na ventralni. Jinou
pouzivanou metodou mize byt zaznamenavani prvni kontrakce abdomindlni ¢asti
téla hmyzu, kterou popisuje Macmillan et al. (2012). V piedchozim vyzkumu jsme
se snazili metodiku ziskavani ¢asovych prodlev procitnuti slunécek standardizovat.
Metoda, kterou uvadi Macdonald et al. (2004), se pro zkoumany druh Harmonia
axyridis ukéazala jako neefektivni. Rada jedincti se neotodila do spravné polohy
ani po dlouhé dob¢ (desitky minut, hodina), a tak bylo tfeba metodu upravit
pro efektivni ziskani dat. Nakonec byl zvolen postup, pii kterém byli jedinci
podnécovani k reakci mirnym poklepanim pinzetou do podkladu. Tento mirny
stimul umoznil zaznamenani 1 té nejjemnéjSi reakce (napf. napiimeni tykadel).
Jako osvédéena metoda byl postup opakovan i v tomto experimentu.

Sinclair (2015) uvadi, ze optimalni pocet najednou testovanych jedinct ve vzorku
by se mél pohybovat od deseti do dvaceti. V naSem experimentu jsme rad¢ji
pracovali jen se Sesti jedinci na vzorek, aby bylo docileno co nejvyssi presnosti
zaznamu prvni reakce.

Metodika vyzkumu, kde jsme dospé€lé jedince Harmonia axyridix vystavovali
opakované mrazivym teplotam (- 6°C), by pro dalsi experimenty potiebovala jesté
Iépe propracovat. K moznému zkresleni, resp. navyseni variability ziskanych dat,
totiz mohlo dojit v ramci 15 minutového intervalu, kdy byly skupiny obvykle Sesti
jedinci v tomto rozmezi vkladany do klimaboxu. Pii kazdém otevieni totiz

dochazelo k navySovani vnitini teploty klimaboxu teplotou v mistnosti. To mohlo
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ve vysledku zplsobit cca o dva stupné vyssi prumérnou teplotu, ktera se tedy
pohybovala okolo - 4 °C, nebot’ nami pouzivané klimaboxy (D009) nebyly schopné
béhem 15 minut snizit vnitini teplotu na pozadovanych - 6°C. Na druhou stranu byli
této mirn€ vyssi teploté vystaveni vSichni testovani jedinci, takze by zkresleni mohlo
byt zanedbatelné. Jednoduchym feSenim, jak se vyhnout tomuto nezddoucimu jevu,
je testovani jedné skupiny (6) broukli podruhé. Tato metoda by vSak vyzadovala
ponékud delsi ¢asovou dotaci. Podobny problém popisuje Hazell et al. (2008).
V experimentu zaméfeném na CHC, CHCR, CTmin @ CTmax, kde jako modelovy
organismus figurovala msSice broskvonova (Myzus persicae), narazili autofi
na problém se Spatnou tepelnou vodivosti arén, ve kterych byly msSice testovany.
Dochazelo k nerovnomérnému teplotnimu gradientu uvnitt arén, coZ mohlo téz mirné
zkreslit ziskana data. Hazell et al. (2008) mimo jiné upozorfiuje na mozné
interference pii testovani vice jedinci v jedné aréné (V naSem piipadé PM). Tomuto
problému jsme vSak v naSem experimentu predesli, nebot’ jedinci byli testovani
v samostatnych petriho miskach.

V této c¢asti experimentu byly pfed samotnym testovanim predpokladany
dva scénare vysledkd. Prvni scénaf se opiral o myslenku, ze opakovani expozice
(- 6°C) zpusobi aklimaéni reakci, nasledkem které budou mit vysledné hodnoty
klesajici charakter, resp. Ze se zvySujicim se poftem opakovani bude klesat doba
procitnuti z chill coma. Druhy scénatf pfedpokladal rostouci tendenci naméfenych
¢ast z divodu akumulace fyziologickych poskozeni néasledkem mrazu. Vysledky
analyzovanych dat ukézaly, Ze na tuto problematiku nelze pohliZet jednoduchou
optikou. Jak vyplyvd zgrafu €. 6, brouci se pii druhém opakovani expozice
probouzeli z chill coma o néco rychleji neZ po expozici prvni. Naopak od druhého
opakovani doba procitnuti nartistala. Otdzkou, kterd se vtomto sméru nabizi,
je, do jaké miry hraje v naSich vysledcich roli aklimace a jakym dilem pfispiva
akumulace zranéni ziskanych b&hem expozice. Ve srovnani se studii Chapman
(1998), jenz wuvadi priklad vratné aklimace na Drosophila melanogaster
(viz kapitola 1.6.2.), i vramci vlastni intuice pfedpokladame, Zze Vv prvnich dvou
opakovani se jedinci stihli aklimatizovat na chladné podminky, av$ak opakované
teplotni skoky (z 26°C do — 6°C a zp¢t) navysSily u tfetiho a ¢tvrtého opakovani Cas
probuzeni z diivodu akumulace zranéni z piedeslych expozic. BohuZel se nepodaftilo
dohledat ve védeckych ¢lancich stejny, ¢i alespoit obdobny experiment,

tudiz je jakékoli srovnani srelevantnimi vysledky soudobé studie Spatné
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proveditelné. Mirnou analogii lze nalézt v praci Renault et al. (1999), ve které vsak
bylo testovano chill coma v kontextu dlouhodobého ptezivani pro modelovy druh
Alphitobius diaperinus, resp. pocet dni pfezivani po upadnuti do chill coma.

Z vysledkli ontogenetické C¢asti vyzkumu je patrné, ze se dospélci slunécka
vychodniho probouzi v priméru o 45 sekund diive nez larvalni stadia. Tento jev
si vysvétlujeme tim, Ze v pifirodnich podminkéach, pokud mé& samice spravné
synchronizované biologické hodiny s vnéjSim prostfedim, dochazi k zastaveni
reproduk¢énich pochodl v o¢ekdvani zimni diapauzy, tudiz larva neni primarné
(fyziologicky, morfologicky) stavéna na pfezimovani. Jeji odolnost vici nahlym
poklestim teploty by tedy méla byt slabsi nez u dospélce.

Marais a Chown (2009) ve své studii téZ potvrzuji, ze vyvojové stadium hmyzu
ma prokazatelny vliv na rychlost probuzeni z chill coma. Autofi zkoumali teplotni
odolnost Paractora dreux pomoci testovani aklimace a nasledného probuzeni z chill
coma. Experimenty ukazaly signifikantni vliv ontogeneze (P = <0,001) a vliv
interakce mezi aklimaci a vyvojovym stadiem. U larvalnich stadii vliv aklimace
nebyl prokazan. Naopak u dospélci ma aklimace podil (P = 0,044) ve schopnosti
rychlejsiho probouzeni z chill coma.

V konfrontaci s uvedenou studii Marais a Chown (2009) mohla v nasem vyzkumu
hrat svou roli skutecnost, ze v rdmci ontogeneze doslo u vyvojové starSich jedinct
(16 a 32 dni) béhem chovu v pomémé vysoké teploté (26°C) k nevratné aklimaci
na vys$i teplotu. Proto mohli ve vysledku starS$i jedinci vykazovat delsi dobu
procitnuti ze strnulosti. Vysledky aklimacnich (aklimatiza¢nich) studii Gibert
& Huey (2001), Hoffmann et al. (2005) ¢i Evans and Brust (1972) se vesmés
jednomyslné¢ shoduji, Ze aklimace hraje velmi vyznamnou roli ve schopnosti hmyzu
tolerovat nizké teploty. Terblanche and Chown (2006) dopliiuji, ze teplota zazita
Vv larvéalnim stadiu se mize vyznamn¢ promitnout Vv teplotni odolnosti dospélce.

V budoucich experimentech s H. axyridis by tedy nebylo od véci mirn¢ snizit
teplotu, pfi které jsou brouci chovani pied samotnym testovanim chladové odolnosti
(nejen pomoci metody méfeni CHCR), nebot’ aklimac¢ni reakce jedinci na teplotu

behem chovu se jevi jako nezanedbatelna.
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6. Zavér

V této studii, realizované na podzim 2016, byly shromazdény vysledky
experiment zkoumajicich teplotni odolnost invazniho slunécka vychodniho
(Harmonia axyridis). Prakticka c¢ast vyzkumu se odehravala v laboratornich
podminkach v zdzemi Ceské zemédglské univerzity v Praze.

Stézejni slozkou studie bylo 213 jedincii slunécek, ktefi se standardné vyvijeli
Vv teplotnim rezimu 26°C. Pro testovani chladové odolnosti bylo vyuzito metody
méfeni tzv. chill coma recovery time, tedy zaznamenavani casu procitnuti
po vystaveni chladnému prostiedi (v tomto experimentu - 6 °C). Testovani bylo
rozdéleno na dvé faze. Ve fazi prvni byl zkouman vliv ontogenetického stadia
na rychlost procitnuti z chill coma. Faze druha byla zamétena na rychlost probuzeni
po opakované expozici (stejné teploté) dospélci. Data z obou fazi experimentu,
byla analyzovana pomoci linearnich modeltl s nahodnymi efekty.

Analyzou dat byl prokdzan signifikantni vliv ontogeneze na odolnost jedinct H.
axyridis va¢i mrazu (P < 0,001) i vliv opakované expozice (P < 0,001). V ramci
ontogenetické Casti byl také nalezen naznak pohlavniho dimorfismu- samci se
probouzeli z komatu o trochu diive nez samice (P = 0,026). Vliv ostatnich faktoru,
napft. interakce mezi stafim dospélce a jeho pohlavim, nebyl prokazan.

Stanovené cile prace byly splnény. Studie prokazala vliv ontogenetického stadia
na odolnost testovaného druhu Harmonia axyridis, stejné tak vliv opakované
expozice chladu. Nékteré predikované scénate vysledkti experimentu byly potvrzeny,
jiné vyvraceny.

Z hlediska dal§ich vyzkumii by bylo vhodné vyladit metodické obtizZe,
které byly zaznamenany v pribéhu sbéru dat a jez mohly nepatrné zkreslit vysledna
hodnoceni.

Vysledky studie hodnotim kladn€ a mohou pomoci pii dalSich realizovanych

experimentech na teplotni tolerance Harmonia axyridis ¢i jiného zkoumaného druhu.
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Ptiloha €. 1: prace v laboratofi




