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Abstrakt

vvvvvv

ovlivitujicim preimaginalni vyvoj hmyzu. Teplota zazitd béhem preimaginalniho
vyvoje Casto poznamena jedince na cely Zivot a ovlivni tak vlastnosti, které ma jako
dospélec.

V této studii jsem zkoumal vliv teploty béhem stadia kukly a pohlavi jedince na
odolnost teplotnimu stresu u invazniho slunécka Harmonia axyridis. Brouci byli
béhem faze kukly vystaveni bud’ nizké teploté (17°C), optimalni teploté (26°C) nebo
vysoké teploté nedaleko horniho prahu vyvoje (35°C). Pro testovani odolnosti bylo
vyuzito pokusli zamétenych na rychlost probuzeni z chill coma a vydrz v extrémné
vysoké teploté 42°C.

Na odolnost extrémnim teplotdm 24 hodin po vykukleni nemélo zadny vliv
pohlavi slunécek. Jejich odolnost teplotnim extrémim vsSak prukazné ovliviiovala
teplota zazitd béhem stadia kukly. Slunécka z nizké teploty se z komatu zpiisobené¢ho
mrazem probrala o 40 vtefin dfive nez ta z teploty optimalni a dokonce o 70 vtefin
diive nez ta z vysoké teploty. Pobyt kukly ve vysoké teplot¢ mél naopak pozitivni
vliv na délku ptezivani dospé€lct pii extrémné vysoké teploté (42°C).

Vysledky experimentu prokézaly, Ze teplota zaZita béhem stadia kukly, vyznamné

ovliviiuje budouci teplotni odolnost dospélct.

Klicova slova:  teplotni tolerance, expozice, Harmonia axyridis, odolnost viici

mrazu, kukla, fyziologie hmyzu



Abstrakt

(English)

Temperature together with food are the most important enviromental factors
affecting preimaginal development in insects. Temperature experienced during
preimaginal development often affect an individual for rest of its life and shapes
adult traits.

In this study, the effect of ambient temperature experienced during the pupal
stages and the effect of sex on resistance to thermal stress was ivestigated in the
invasive ladybird Harmonia axyridis. Beetles were exposed either low temperature
(17°C), optimal temperature (26°C) or high temperature near the upper
developmental threshold (35°C) during the pupal stage.

The resistence of 24 hours old adults to extreme temperatures was not affected by
their sex. However, their resistance to extreme temperatures was significantly
influenced by the temperature experienced during the pupal stage. Beetles from the
low temperature treatment (17°C) were waking up from chill coma about 40 seconds
earlier than beetles from the optimal temperature (26°C) and about 70 seconds earlier
than beetles from the high temperature treatment (35°C). Development in high
temperature (35°C) during pupal stage had the positive effect on longevity of adults
in extremely high temperature (42°C).

This study provides evidence that temperature experienced during pupal stage has

substantial effect on thermal resistance of adult beetles.

Key words: thermal tolerance, exposure, Harmonia axyridis, chill-

-tolerance, pupa, insect physiology
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1. Uvod

1.1. Teplota na Zemi

Vv

Teplota, jakoZto jeden z nejdulezitéjSich abiotickych faktorti v pfirodé€, ovliviiuje

veskeré zivé organismy na Zemi. V planetarnim méfitku je geografické rozlozeni

teploty vzduchu podle ovliviiovano energetickou bilanci, vSeobecnou cirkulaci

atmosféry a motskymi proudy (viz obr. 1 a 2; Bednaf et Kopacek 2005).

Obrazek 1: Rozlozeni minimalnich teplot (leden)

o,

o

3

mx\w

Bt 20

\4

W0 100w 140w IZ‘FW q‘

S
tﬁ

O e}
| p—
]
ey
|t

c

> s

i /“"
e | B
J— = N %

—-——ll' SNy y i
S = --@--}-
=2 i Y
P S e
= S g i—
-zf ! S e

] 100 —N\X

160w  140'W 120w 100w st uLw.rﬂé(

-

Obrazek 2: Rozlozeni maximalnich teplot (Cervenec)
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VétSina analyz dlouhodobych zmén globélniho klimatu je provadéna pomoci
pozorovani zmén v prumérnych hodnotich teplotnich a srazkovych dat. Spojenim
svetovych meteorologickych organizaci vznikla komise pro klimatologii (CCI), ktera
prakticky ihned zavedla svétovy program vyzkumu klimatu (WCRP). V tomto
programu tymy expertl zcelého svéta provadéji detekce podnebnych zmén,

monitorovani a nasledné analyzy teplotnich vykyvi (Alexander et al. 2006).

Pti spolecném vyzkumu dlouhodobych zmén klimatickych extrémi nékolika
evropskych zemi bylo zjisténo, Ze zmény v Tmax a Tmin kopiruji dobie
zdokumentovany trend zmén prumérné teploty. Studie potvrdila, Ze dusledkem
rychlej$iho ristu Tmin nez Tmax poklesla v pribéhu tohoto stoleti denni amplituda
teploty v severni a stfedni Evropé€. Také vyskyt mrazli zaznamenava klesajici trend
(Thomas et al. 1999). Obecné plati, ze globalni denni maximalni a minimalni
hodnoty teploty vzduchu (Tmin a Tmax) se zvysuji, pficemz zvySovani Tmin
je tiikrat rychlejsi (Kejna et al. 2009).

Vysledky interpretované v praci Caesar et al. 2006 (obr. 3) umoziuji studovat
pozorované struktury svétovych zmén klimatu a dat jim srozumitelnou grafickou
podobu. Obrazek 3 zndzoriuje po dekadach anomalie v minimalni a maximalni
teploté v letech 1946 — 2000. V obou piipadech teplota vzrostla a to pfedevsim
Vv poslednich dvou desetiletich. Zmény ovSem nenastaly jen v pramérnych
hodnotach. Ze studie vyplyva, Ze 1 ukazatele jako je tvar rozdéleni dennich teplot

a sitka rozptylu vykazuji odlisnosti mezi jednotlivymi obdobimi.)

Negativni dusledky moznych klimatickych zmén jsou vSak spojené spiSe se
zménami vyskytu extrémnich jevi,, neZ se zménami primérnych teplotnich
charakteristik. Nartist extrémnich klimatickych jevi je pfedpoklddan i do budoucna

(Stfedova 2011).



(a) Observed TN anomaly 1946-1960 {f) Observed TX anomaly 1946-1960
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(zdroj: Caesar et al. 2006)

Obrazek 3: Anomalie v minimalni a maximalni teploté v letech 1946 — 2000
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1.2. Abioticky stres

Abioticky stres je jednim z primarnich omezeni limitujici rozsifeni a GspéSnost
hmyzu. Je definovan jako negativni vliv jistého nezivého faktoru prostfedi na zivot
organismu (Gao et al. 2007). Faktory nezivé slozky prostiedi, jejichz aktualni
hodnoty spadaji mimo b&Zny rozsah hodnot ekologické valence daného organismu,
maji velice nepfiznivy vliv na Zivotaschopnost populaci, ¢i na individualni kondici
jedince (Vinebrooke 2007). Vyzkum rovnéz ukazal, Ze abiotické stresory nejvice
skodi, pokud se vyskytuji spolecné v riiznych kombinacich. Nejcastéjsi stresory jsou
zarovenn nejjednodussSi na identifikaci, avSak existuje cela fada dalSich, méné
rozpoznatelnych (Mittler 2006). Nejzakladnéj$imi stresory jsou: silny vitr, extrémni
teploty, sucho, povodné a jiné, vV nepatrné mensi mife se vyskytujici pfirodni projevy,
jako jsou tornada a pozary, které vSak mohou mit o to katastrofalngjsi
nasledky na cela spolecenstva. Mezi méné znamé stresory, bézné fungujici, avsak
méné napadné, patii: Spatné pidni podminky (Skdla rozsahu pH), vysokd radiace,
zhutnéni pidy &i dnes velmi vyznamné antropogenni zneéisténi. Zadny abioticky
faktor Zivotniho prostfedi vSak neni pro hmyz dilezitéjsi, nez teplota (Gao et al.

2007).

1.3. Teplotni variabilita prostiredi

Ektotermni organismy tvofi drtivou vétSinu suchozemské biodiverzity. Proto je
teplota prostiedi jednim z nejzasadngjSich faktorti ovliviwjicich zivot na Zemi.
Hlavni problematikou studia teploty je jeji nestdlost. Ve vétSiné typd prostredi
dochazi ke kolisani teploty v Case. Na tuto skute¢nost se organismy samoziejmé
museli adaptovat (Deutsch et al. 2008). Teplotni tolerance, ktera zasadné
pusobi navnitini miru rastu populace, byla v poslednich letech diky
technologickému pokroku experimentalné kvantifikovdna pro mnoho druhii z celého
svéta, presto hlubsi znalosti jsou omezeny na né€kolik modelovych druht (Addo-
Bediako et al. 2000). Hodnoceni dopadi rychle se ménicich teplot
na zivotaschopnost populace a pfezivani vyzaduje proto detailn€j$i propojeni
s fyziologickymi citlivostmi organismu (Portner et al. 2006). Dopady ménici se
teploty mohou byt zasadni pro zakladni fyziologické funkce, jako je pohyb, rust
a reprodukce. Schopnost ektoterml vykonavat takovéto funkce je popsana kiivkou

tepelné vykonnosti, kterd se postupné zvySuje od minimalni kritické teploty
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(CTmin), na optimalni teplotu (Topt) a nasledné rychle klesne az k maximalni
kritické teplot¢ (CTmax). Kritické teploty CTmin a CTmax, provozné definované
meze vykonu organismu, byly zméfeny riznym skupindm organismi a obvykle
koresponduji se zemépisnou Sitkou, odrazejici jejich, alespon Caste¢né, piizpisobeni

se lokalnim podminkam podnebi (Frazier et al. 2006).

1.4. Teplota a fyziologické déje hmyzu

Fyziologické procesy v hmyzim organismu ovliviiuje fada vnéjSich faktoru jako je
stiidani teplot, dostupnost potravy, fotoperioda, vlhkost prostfedi, mutageny, toxiny
nebo zivé organismy tj. zastupci stejného ¢i jinych druhi (Kordik 2000).

Veskeré scénafe klimatickych zmén pfedpovidaji nartst jak globalni teploty,
tak i teploty sezonni ¢i denni. Nelinearni vztah mezi teplotou a biologickymi procesy
zpusobuje, ze fluktuujici teploty ovliviuji prubéh fyziologickych procest, coz ma
vliv na Zivotni strategiec hmyzu a rozmanité ekologické dusledky (Vinebrooke et al.
2007).

Bezobratli jsou - ektotermni, poikilotermni - organismy. To znamena, Ze nejsou
schopné automaticky tidit a kontrolovat svoji teplotu a jsou tedy zavisli na teploté
vnéjSiho prostiedi. To pfindsi fadu nevyhod, ale 1 nékteré vyhody:

e nevyhoda
nejsou schopni zajistit zivotni funkce pii extrémnich teplotich a upadaji
do abiotickych stavi.

e vyhoda
zajiSténi energetickych funkci je mén€ energeticky narocné, protoze
homoiotermové musi pievaznou cast energie vénovat na uchovani stalé
teploty téla (Kordik 2000).

Rozmezi teploty, ve které mize dany druh hmyzu Zzit, byva rtizné a souvisi se
schopnosti adaptace urcitého druhu nebo vyvojového stadia na teplotni podnéty
vné&jsiho prostiedi (Bale et al. 2009). Zna¢nou schopnost adaptace maji eurythermni
druhy (obecné euryvalentni druhy). Jejich chopnost se pfizpusobit je dana tim, Ze Ziji
v $irokém rozmezi teplot, maji tedy Sirokou vitalni zénu. Naopak stenothermni druhy
(obecné stenovalentni druhy) maji tzkou vitdlni zoénu, tézko se piizpisobuji

(Barrington 1979).
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1.4.1. Termoregulace hmyzu

Vsechny zmény, ke kterym dochézi v organismu v disledku zmén teploty
vnéjSiho prostiedi, Se projevuji na - intenzit€¢ metabolismu. Intenzita metabolismu se
pak projevi v celé fad¢ biologickych projevi jako je aktivita jedince, intenzita riistu
téla, délka vyvoje, plodnost atd. (Chapman 1998).

Ptestoze hmyz patii mezi poikilotermni zivoCichy, muze urcitym zpusobem,
i kdyz jen na omezenou dobu, regulovat svou teplotu. V této regulaci se uplatiiuji dva
mechanismy - behavioralni termoregulace (zalozena na fyzikalnich mechanismech
ana vyuziti externiho tepla) a fyziologicka termoregulace, n¢kdy také oznaCovana

jako tzv.,,caste¢na endotermie* (Heinrich 1993).

Behavioralni termoregulace zahrnuje ziskavani tepla ze substratu nebo piimo
ze slune¢niho zafeni. V behavioralni regulaci je dobfe vyuzitelnd skutecnost,
ze zastupci skupin hmyzu disponujici pomérmné velkou plochou téla v poméru
ke svému objemu, takZe vystavenim maximalni plochy téla ke zdroji tepla, zvysi
jeho absorpce (Teets et Denlinger 2014). Ochlazeni je naopak zajisténo
vyhledavanim stinu, chladngjsich mist apod. Existuje komplexni vztah mezi regulaci
teploty a hmyzim zbarvenim ptipadné usporadanim povrchu téla (Heinrich 1993).
Prikladem muze byt chovani pousStnich broukt z celedi Tenebrionidae. Tmavéji
zbarveni jedinci jsou aktivnéj$i v dobé nizSich teplot (nejvice zréna), zatimco
u svétlejSich jedincii je nejvetsi aktivita zaznamendvana az pii zvySené teploté

(Kordik 2000).

Fyziologicka termoregulace je zaloZend na tvorb€ a vyuziti metabolického tepla.
Druhy s touto schopnosti dokazou ovliviiovat télesnou teplotu pomoci mohutné 1étaci
svaloviny, ktera je schopna produkovat metabolické teplo (Heinrich 1993). To se
déje predevsim beéhem letu, kdy se jedinec musi vyrovnavat se dvéma protichidnymi
tendencemi - uchovanim tepla, které je nutné pro ¢innost svaloviny a jeho ztratou,
ktera zabranuje ptehtati (Heinrich 1980). Uchovani tepla je zajisténo izolaci hrudi
pomoci kutikularnich atvart - Supin, vlaskd, chlupt atd. Zabranéni piehiati svaloviny
je zajisténo bud tim, Ze letici jedinec kombinuje aktivni let s plachténim

(Lepidoptera, Orthoptera) nebo se ochlazuje zrychlenim cirkulace hemolymfy
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ajejim odvodem do neizolovanych casti téla, kde se teplo uvoliuje do vné&jsiho
prostiedi (v¢ely, ¢melaci; Kordik 2000).

Dalsi vyhodou je skutecnost, ze tyto funkce jsou zachovany i pii slabém
slunenim zéafeni. Bohuzel endotermie, jako takova, je velmi nakladny proces
z hlediska energie. Proto tuto schopnost jeji uzivatelé vyuzivaji jen v nezbytnych

ptipadech, jako jsou praveé extrémnéjsi teploty (Willmer et Stone 1997).

1.4.2. Aklimace

Aklimace je mechanismus, kterym se ektotermni organismy pfizpusobuji
teplotnim zméndm prostiedi. V praxi aklimace funguje jako morfologicka,
behavioralni, fyzicka ¢i biochemicka odpovéd’ organismu na enviromentalni zmény.
Aklimace souvisi s ontogenezi jedince, ¢ili ji neni mozné srovnavat z adaptaci (Huey
& Berrigan 1996).

Aklimacéni reakce je spusténa smyslovou detekci zmény prostiedi. Nasledné je
metabolismus jedince podnécovan k aktivaci chemickych latek (enzymd, polymeraz,
apod.) zajistujicich patficnou odpovéd na vzniklou situaci (Chapman 1998).
Nejcastéji jsou zkoumany aklimace na teplotni podminky prostedi, av§ak organismy
mohou tuto schopnost vyuzit i k ochrané pfed jinymi environmentalnimi faktory
(napft. vysokym vyskytem tézkych kovi; Huey & Berrigan 1996).

Ackoli je zndmo, Ze hmyz dokdze reagovat na zmény teploty pomérné rychle,
informace o typech a rozsahu mechanismd, které tuto schopnost podporuji, nejsou
kompletni. Pravé aklimace je podle fady védci jednou z odpovédi na riizné teplotni
tolerance hmyzu (Chapman 1998).

Podle Angilleta et al. (2006) existuji dva typy aklimace:

e nevratna (= vyvojova)
- projevuje se nevratnosti fyziologické odpovédi,
vyvolané v priibéhu ontogeneze jedince (V urcitych stadiich).
e vratna
- odpovéd’ organismu obvykle na sezonni ¢i denni vykyvy prostiedi,
jejiz projev po skonceni expozice environmentdlniho vlivu opét

odezni.
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Mechanismy vratné aklimace, poprvé popsané na masafce z rodu Sarcophaga,
jsou pravdépodobné uzite¢né k fyziologické odpovédi na teploty béhem jednoho dne,
kdy mtze dojit k nepfedvidatelnému vykyvu (Johnson et Bennett 2008).

Na zéklad¢ vysledki drivéjSich studii byla uznavana hypotéza, ze aklimace vzdy
zlepsuje fitness jedince. AvSak nékteré vysledky pozdéjsich studii tuto hypotézu bud’
nepotvrdily, nebo dokonce prohlasili za neplatnou. Nasledné byla tedy formulovana
Lhypotéza prospésné aklimace®, ktera ftikd, ze jedinci, ktefi méli moznost
aklimatizovat se na specifika prostiedi, budou mit lepsi fitness, nez jedinci, ktefi
moznost aklimatizace neméli (Johnson et Bennett 2008).

Napadny mechanismus aklimace Ize pozorovat v reakci hmyzu na nizké teploty.
Pokud modelovy druh (napt. Drosophila melanogaster) bez jakékoli ptipravy
vystavime extrémnimu mrazu (-5 az -10°C), mizeme ocekavat vétSinovou umrtnost.
Jestlize vSak jedinci projdou, pied vystavenim smrtici teploté, rezimem (1-2 hodiny)
teploty mirngjsi (0 az 2°C), dokonce 80 - 100% jedincu, jinak letalni teploty, piezije
(Chapman 1998).

Podobné¢ ma i vhorkych podminkach kratka expozice sub-letalni teploty
zanasledek men$i umrtnost, coz bylo prokdzano u vosy rodu Trichogramma
a nékolika druhit much (Chapman 1998).

Biochemické projevy aklimace jsou doprovézeny aktivaci proteind teplotniho

Soku (viz nize; Kordik 2004)

1.4.3. Proteiny teplotniho Soku (HSP)

Proteiny tepelného Soku neboli Heat Shock Proteins (HSP, obr. 4) jsou latky
vyznacujici se reakci na vysokou ¢i nizkou teplotu a jiné vlivy okolniho prostredi
(napf. silné UV zafeni, extrémnimu pH ¢i vysoka koncentrace t¢Zkych kovii). Jejich
reakce se projevuje stabilizaci novych proteini nebo v pomoci pfi obnove jinych
proteinti bun¢k, které byly poSkozeny stresem (Hochachka & Somero 2002).
Naptiklad za vysokych teplot zabraifiuji denaturaci a agregaci béznych bilkovin.
Proteiny teplotniho Soku jsou pojmenovany podle jejich molekulové hmotnosti (napf.
HSP60 , HSP80 ¢i HSP90; Wu 1995). Jsou vyuzivany Sirokym spektrem organismd.
Pro HSP je typické, Ze geny, kodujici tyto proteiny, nejsou exprimovany
zanormalnich podminek, ale jsou rychle ,,zapnuty* v reakci na stres a znovu

,,vypnuty* pii jeho odeznéni (Rinehart et al. 2006).
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(zdroj: URL 1)

Obrazek 4: Struktura HSP90 zachycend elektronovym mikroskopem

Produkce HSP je obecné celularni reakce, protoze se HSP vyskytuji ve vSech
tkanich i v laboratorn¢ izolovanych buiikkach. Funkéni vyznam tepelného Soku dnes
neni plné pochopen, ale je zde silny naznak skutecnosti, ze vede k termotoleranci
a termoprotekci. Mechanismus syntézy HSP je zakodovan v tzv. heat shock genech
(Gehring et Wehner 1994).

1.5. Hmyz a chladné podminky

Ackoli nizké teploty mohou vazné ovliviiovat Zivot vétSiny organismll a hrat
klicovou roli ve stanoveni distribu¢nich limith a pteZiti organismu, hmyz se stal
polarnich oblasti (Addo-Bediako et al. 2000). V mirném pasu jsou zastupci hmyzu
denné ¢i sezénné vystaveni teplotdm, které jsou vyrazné niz§i, neZz teploty
pro optimalni rast. Sezonni zmény teploty jsou dilezitou slozkou v modelech
popula¢ni dynamiky, protoze ¢asto je hmyz neni schopen kompenzovat behavioralni
termoregulaci (Chapman 1998). V dusledku toho byla zaméfena celd tada

ekofyziologickych studii na schopnost hmyzu piezit pfi nizkych teplotach diky
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mechanismiim, které spoleéné chrani organismus pfed poskozenim pomoci
fyziologickych a biochemickych adaptaci (Renault et al. 2002).

Chce-li byt druh uspésny ve vysoce sezonnich typech prostiedi mirného pasu,
musi byt schopen omezit rist a rozmnozovani na nékolik meésicti v 1été a prezit
zbytek roku bez krmeni v konfrontaci vSech nastrah nepfiznivych teplot.
Jako indikatory prostfedi signalizujici pfichod zimy hmyzu slouzi predevsim
zkraceni délky dne v pozdnim 1ét€ a posunuti rozptylu dennich teplot k chladné&jSim
hodnotam (Addo-Bediako et al. 2000). U vétsiny druhtt hmyzu Vv pfirodé kratka délka
dne evokuje fazi specifického vyvojového pozastaveni, znamého jako diapauza.
Uvedeni do diapauzy = fyziologického stavu (hormonalné tizeného), predstavuje
alternativni vyvojovou cestu genové exprese s jedineCnymi vzory, které vedou
k ukladani zivin, zastaveni ¢i zpomaleni vyvoje, snizené frekvenci dychani a akvizici
zvysené tolerance vuci vlivu okolniho prostiedi (Rinehart et al. 2007).

Mnoho druhtt hmyzu vyuziva k dosazeni vyssi tolerance vuci chladu diapauzu
v kombinaci s behavioralni strategii hledani vhodnych mikrohabitatti, kde chladna
expozice nedosahuje takovych extrému (Rinehart et al. 2009).

Rozsah teplot, ktery zlstava v pripustném rozmezi, miize i celkové zlepsit vykon
hmyzu. Naopak ty teploty, které pfipustné rozmezi ptekracuji, maji obvykle
negativni vliv z kumulativniho poskozeni v pribéhu po sobé jdoucich expozic
(Vinebrooke et al. 2007). Védci na zacatku 20. stoleti zjistili, Ze hmyz za kolisajicich
teplot roste 1épe, nez pfiteplotach konstantnich, coZz podporuji vysledky
moderné¢jSich studii. Fluktuujici teploty navic, z experimentalniho hlediska, Iépe
odrazi realné zivotni podminky zazivané hmyzem v pifirodé. Avsak teploty rozsitujici
schopnost hmyzu odolavat tvrdsim podminkam vyvoj z pravidla zpomaluji. Toto
zpomaleni je pravdépodobné disledkem piimych zranéni, zpiisobenych vysokou
teplotou nebo neumérnym chladem a ndklady na nasledné fyziologické
a biochemické opravy (Deutsch et al. 2008). Jiné studie, obvykle zaméiené
na modelovy druh octomilky Drosophila melanogaster, zase uvadéji, ze hmyz mutze
zlepsit svou chladovou toleranci pravé v kombinaci S mirnym stresem ze suché
expozice, avSak zranéni, vznikla naruSovanim tkdni vodnimi krystaly, musi byt
regenerovana do expozice nasledujici (Colinet et al. 2015).

Odolnost hmyzu vuci chladu je studovana za pouZziti nejrozmanitéjSich technik
vyzkumu, a tak jsou dnes nékteré klicové aspekty ptfezivani, jako je napiiklad zimni

ptezivani, relativné dobie popsany (Renault et al. 2002).
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1.5.1. Supercooling point (SCP)

Pfezimovani hmyzu je doprovazeno celou fadou zajimavych fyziologickych zmén
(vCetné syntézy polyolit a dalSich kryoprotektantll) vedoucich ke snizeni jejich
supercooling pointu, ktery reprezentuje teplotu, pfi které¢ voda v téle jedince zacne
mrznout. Naopak jiné druhy jsou schopny piezivat i Stémito krystaly vody.
Zakli¢ovou slozku tolerance K zmrznuti je povazovano vytvareni ledovych télisek
Vv extracelularnich ¢astech téla jedince (Rinehart et al. 2009).

Do mechanismti zimniho pfezivani je ¢asto nahlédnuto laboratornimi
experimenty, jako napfiklad méfenim télesné teploty zmrznuti (Supercooling
point/SCP) nebo stanovenim doby pfeziti (survival time/ST) (Semme 1996).
Na zakladé téchto experimentd byl hmyz nejprve rozdélen do dvou hlavnich
kategorii:

e Druhy tolerujici zmrznuti (freezing-tolerance) schopné piezit extracelularni

tvorbu ledu z dGvodu rychlého zmrznuti mezibunéénych prostor.

e Druhy netolerantni viéi zmrznuti (freezing-avoidance) vyhybajici se
zmrznuti pomoci snizovani SCP, coz odpovidad schopnosti zabranit
zmrznuti télnich tekutin. Pro tuto skupinu plati, Ze teplota, pii které
supercooling télnich tekutin dosahne nejzazsich hodnot, koresponduje
s absolutni letalni teplotou (Salt 1961).

Dlouhy ¢as poté, co byl objeven a popsan SCP u hmyzu, se pifedpokladalo, Ze ¢as
straveny v podchlazeném stavu nema Zadné Skodlivé Uc€inky, pokud neni hodnota
maximalniho podchlazeni ptekrofena. Teprve Sturgess a Goulding (1968) prvné
vyjadiili mySlenku, ze nizsi teploty, ptedevsim pod 0°C, mohou zpisobit télesna
poskozeni, ktera vedou Kk fyziologickym a fyzickym porucham, tzv. mrazovym
zranénim (chill injury; Renault et al. 2002).

Od doby, kdy bylo nashromazdéno vétsi mnozstvi vysledkt ekologickych
vyzkumll zkoumajicich mrazovou odolnost hmyzu, byly zjist€éné limitni hodnoty
podrobeny nespoétu diskusi o wuziteCnosti SCP jako ukazatele obecné miry
schopnosti pfeziti hmyzu v teplotich blizkych nule. To vedlo k riznym
reklasifikacim obou hlavnich strategii vypofadani se s chladovymi podminkami.
V soucasnosti se vétSina autort domnivd, Ze SCP neni dostate¢né vypovidajici

hodnotou k posouzeni schopnosti organismu piezit nizké teploty (Rinehart et al.
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2009). Ackoli zname dnes Cetné studie zabyvajici se odolnosti hmyzu vuci chladu,
literatury o vztahu mezi teplotou a ¢asem zotavovani je pomalu. Kromé¢ toho, tiebaze
mnoho autoril uzndva, ze organismus muze byt zabit pii hodnotach piekracujicich
SCP, ptesné fyziologické priCiny smrti za téchto podminek zustavaji malo znamé

(Semme 1996).

1.5.2. Chladné prostiedi a biochemické procesy

Chemické reakce jsou v zivém organismu také zavislé na aktivit¢ fady enzymu.
Rychlost reakce mnoha enzyml stoupa v ur€itém rozsahu teplot line4rné
(v logaritmickém méfitku); rychlost metabolismu se odviji od rychlosti reakce
nejpomalejsiho enzymu (Lee et al. 2006). Teplotni limity souvisi i s inaktivaci
enzymu nebo jeho substratu kritickou teplotou. Vliv teploty se muze projevovat
prostfednictvim zménéného mnozstvi nenasycenych mastnych kyselin a snizené
proteolytické aktivity (Harwood et Takata 1965).

Mezi piispévatele prevence zmrznuti mtizeme zahrnout i polyoly jako je glycerol
a krevni cukr hmyzu- trehalézu. Tyto funkéni prvky se vyznacuji charakteristickymi
vlastnostmi, mezi které mimo jiné patii stlateni SCP, ¢i stabilizace proteinil
a buné¢nych membran (Rinehart et al. 2007).

Zmény cytoskeletu, v€etné zmén zvySujicich pruznost bunééné membrany
pro podporu zachovani funkce pifi extrémnich teplotach, jsou rovnéz Siroce
vyuzivany ve strategiich pfezimovani (Lee et al. 2006).

Udrzovani vodni bilance a tolerance ke kolisani teploty jsou zakladnimi
mechanismy nezbytnymi pro toleranci zmrznuti. V sussich prostfedich ma snizeni
zbyte¢nych ztrat vody hlavni prioritu pfi regulaci vodni bilance. Nej€astéjsi trasy
ztrat vody jsou kutikularni a respiraéni (MacMillan et Sinclair 2011). V chladnych
prosttedich vsak jedinci Celi teplotnimu stresu i nizké dostupnosti vody, coz vyzaduje
toleranci k obéma faktorim. Jak zima, tak sucho zpusobuji snizeni objemu
hemolymfy a zvySeni osmolarity, takZe je odivodnéné ocekavani vzijemného
prekryvani téchto stresort (Teets et Denlinger 2014). Obsah iontii a vodni bilance
jeu hmyzu regulovana rovnovahou mezi vylucovanim malpighickymi trubicemi
a absorpci koncovych ¢asti stteva. Malpighické tubuly funguji jako transportni cesty
vylucovani iontt. S ohledem na jejich funkci v osmoregulaci je mozné, ze kanalkovy

epitel hraje dosud nedefinované role v chladové odolnosti (MacMillan et Sinclair
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2011). V kontrolnich mechanismech neuroendokrinni signalizace mize funkce
tubuli ptisobit jako integrovany fyziologicky proces pro toleranci abiotickych
stresori, jelikoz hmyzi osmoregulace je predmétem vysoce sofistikovaného
endokrinniho systému a nékolika skupin neuropeptidi regulujicich diurézu (Terhzaz
et al. 2014).

Osmotické a mechanické poskozeni bun¢k a membran pti zmrznuti hemolymfy je
vlastné zpiisobeno nedostatkem vody (jeZ je vazana v krystalu). Ale i v ptipad¢, kdy
nedojde k zmrznuti vody v led, je organizmus ohrozen vysychanim. Po dlouhou dobu
(tydny az mésice) je prfezimujici hmyz vystaven puasobeni suchého vzduchu
(MacMillan et Sinclair 2011). Pti teploté pod 0 °C je absolutni vlhkost vzduchu
velmi nizka, pfitom parcidlni tlak vodni pary nad podchlazenym roztokem (napf.
hemolymfa) je pomérné¢ vysoky, takZe molekuly vody unikaji z roztoku a jsou
vazany v ledu. Pro pieziti zimniho obdobi jsou tedy potfebné i mechanizmy

odolnosti  k vysychani, protoze pravé suché mrazivé expozice jsou jednim

wvewr

1.5.3. Chill coma recovery
Chill coma (CHC) je definovano jako rizné dlouhy stav jedince hmyzu, ktery

Vv disledku ztraty neuromuskularni koordinace vyvolané piisobenim nizkych, ne v§ak
smrticich (Casto mezi 0 a 4°C), teplot upadne do stavu podobného komatu.
Po navratu do pftiznivejSich teplot se hmyz zotavi za urCitou dobu, kterd je
zaznamenana (Rasnberry et al. 2011). Chill coma recovery (CHCR), tedy cas
potiebny k zotaveni po ,,ochrnuti“, je jednim =z nejcastéjSich méfitek studené
tolerance a byva pouzivano k vyvoji a testovani teorii v oblasti biogeografie, evoluce
a biologickych néasledkli zmén klimatu. Stav chladové strnulosti je dokonce mozné
vyuzit jako anestetickou alternativu k CO, ¢i etheru. Schopnost piezit vystaveni
nahlého mrazu je nedilnou soucasti mnoha strategii prezivani hmyzu (Mukherjee et
al. 2014).

Rozdily v CHCR odrazi vykyvy v expozici nizké teploty ve volné pftirodé.
Naptiklad, CHCR je rychlej§i u jedinci odebranych zpopulaci nebo druhil
ve vy$§ich nadmoiskych vySkdch nebo zemépisnych Sitkdch, coz naznacuje,
ze jedinci z takovychto prostiedi mohou mit mensi obtize se z CHCR probrat (leh¢i

koma). Pro zajmovy organismus mohou byt takovéto podminky modelovany pomoci
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Klimaboxt (obr. 5) a uméle tak simulovat vhodné prostiedi pro experiment (Gibert et
al. 2001).

Nastup chill-komatu je zptisoben neschopnosti udrzet hemolymfu ve stavu
osmotické homeostazi, coz vede k elektrofyziologickému selhani nervosvalového
systému. Na podzim dojde K chladem indukovanému pierozdéleni Na® a vody

z hemolymfy do niternéjsich tutrob téla jedince (Mukherjee et al. 2014).

(zdroj: upraveno dle Verdu et al. 2010)

Obrazek 5: Snimky termokamery umisténé v klimaboxu (postupné ochlazovani)

Dale se pii CHC zvysuje koncentrace K* a dochazi k depolarizaci svalu. Jakmile
se sval depolarizuje nad prahovou hodnotu membranového potencialu, kontrakce
a/nebo relaxace jiz nejsou mozné a hmyz je paralyzovan. Ackoli je probuzeni z CHC
obvykle interpretovano jako navrat elektrofyziologockych podminek jedince, oZiveni
pohybu neznamena tplné osmotické uzdraveni (MacMillan et Sinclair 2011).

V minulosti, srozvojem genetiky, byly jiz provedeny pokusy, které se snaZzily
vysvétlit rozdily v CHCR na trovni exprese konkrétnich genli. BohuZel v Zadném
genetickém materidlu nebyly nalezeny sekvence (lokusy), které by jev obecné
definovaly (Gibert et al. 2001). I kdyz se obecné ptedpoklada, ze obnova pohybu
vyzaduje obraceni procesu, které k chill-komatu vedly, zména ¢asu probouzeni vzdy
nekoresponduje s pocate¢ni teplotou ztuhnuti. A tak, i pies vice nez deset let
pouzivani metody jako metriky studené tolerance, ptesné fyziologické mechanismy,

které urcuji trvani CHCR, zlstavaji neznamé (Rasnberry et al. 2011).
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1.6. Hmyz a vysoké teploty

Globalni oteplovani v tomto stoleti, muze byt nejvétSim antropogennim
narusenim pfirodnich systémt, jaké historie doposud pamatuje. Bude ziejmé mit vliv
na distribuci (= rozmisténi) druhd na Zemi, ale pfesné dopady nebyly dosud
odhadnuty, protoze chybi dostatecny pocet relevantnich vysledki studii na toto téma
(Alexander et al. 2006).

Tolerance hmyzu k vysokym teplotam je ¢asto hlavnim faktorem uréujicim jeho
distribuci (= rozsiteni) a abundanci (= pocetnost) v ramci rizné velkych arealt. Tato
odolnost nevykazuje takovou varianci jako jeji protipdl (tolerance k chladnym
podminkam), avSak i na toto téma existuje fada odlisnych vysledka studii (Bowler et
Terblanche 2008).

Z obecngjSich vysledk pozorovani chovani hmyzu vyplyva, ze piiblizi-li se
teploty k hornimu konci teplotniho rozsahu, jaky je jedinec schopny jesté snést,
dochazi u néj k prudkému navySeni pohybové aktivity. Pokud se teplota i nadale
zvySuje, nasleduje naopak ztradta schopnosti pohybu (faze zndma jako tepelné
omameni). Pfi setrvavajicich vysokych teplotach dochazi jiz k nevratnym zranénim,
po kterych obvykle jedinec hyne (Chapman 1998).

Smrt miiZze nastat v disledku rtiznych ¢initelti. Velmi horké teploty, pohybujici se
kolem horni hranice teplotni odolnosti jsou schopné destabilizovat fosfolipidové
membrany a nepfiznivé tak ovlivnit intracelularni proteiny (Mourier et Poulsen
2000). Proteiny tkani mohou zacit denaturovat a bilance metabolickych procesi tim
byt naruSena. V takovychto ptfipadech dochazi k hromadéni toxickych produkt,
ztratam funkénosti bunéénych membran, zmény pH a degradaci DNA, coz zpusobuje
obvykle nevratna poskozeni (Gehring et Wehner 1994).

Letalni teplota je samoziejmé zavisld 1 na dobé expozice a interakci s jinymi
faktory, zejména vlhkosti. Pfi dlouhodobé&j$im vystaveni vysoké teploté prostiedi,
kde je navic mala vlhkost vzduchu, dochazi obvykle k poskozenim ¢i smrti z divodu
vysychani (Bowler et Terblanche 2008). Napiiklad $vabi (Blatta) dokazou piezit
pii teploté 37-39°C po dobu 24 hodin, avSak v prostfedi musi byt dostatecnéd vlhkost.
V ptipadé podobné expozice v suchém prostiedi, vétiina §vabi zahyne. Uginek
okolni vlhkosti bude pravdépodobn¢ vyraznéjsi pro malé druhy hmyzu, které jsou

vice nachylné vuci stresu z vysychani (Chapman 1998).
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Za toleranci stresu, jenz byl vyvolan vysokou teplotou, je téZ odpovédna rychlost
fyziologické odpovédi metabolismu jedince. Mezi takovéto rychlé fyziologické
reakce, jejichz vysledkem je protekce organismu pied tepelnymi zranénimi, mizeme
zahrnout tzv. ,,otuzovani (heat-hardening). ,,Otuzovani mize byt popsano jako
schopnost zpracovani tepla tak, aby nedochdzelo k poranénim. Jedna se o proces
trvajici od néckolika minut az po n€kolik hodin. Nicméné hmyz se obvykle pii
kratkodobém vystaveni vysoké teploté snazi ochladit pomoci evaporace (Hadley et
al. 1991).

Co se tyka téch nejzazsich vysokych teplot, miizeme dnes konstatovat, ze pro
vétsinu druhi hmyzu je letdlni i relativné kratké vystaveni teplot¢ 40 — 50°C.
Vysokou teplotu dobfe snasi rod Thermobia (Thysanura), pro kterou je letalni
az teplota 51°C. Snad nejodolnéjSimi druhy hmyzu vici vysoké teploté jsou larvy
nékterych zastupci pakomart (Chironomidae), které ziji v horkych pramenech
ve 49 — 51°C (Kordik 2000).

Vystaveni hmyzu vysokym teplotam je jiz popsano v fadé studii (Abdelghany et
al. 2010., Knapp et Nedvéd 2013). Avsak jejich vysledky jsou ziidka kdy podobné,
natoz pak shodné. Rozdily se neprojevuji jen v reakci riznych druhd, ale dokonce
zaznamenavame odli$né reakce jednotlivych Zivotnich stadii.

Genetické studie naznacuji, Ze za odolnosti vic¢i vysokym teplotdm miiZze stat
soubor n¢kolika gentli, avSak pravdépodobné se na celém mechanismu teplotni
tolerance podili biochemické adaptace, které zatim nejsou dobfe prozkoumany
(Bowler et Terblanche 2008).

Velice zajimavou adaptaci hmyzu na prudké navySeni teploty, kterd téz stoji
za zminku je tzv. heterotermie pfi krmeni. Ta se u né€kolika skupin bodavé savého
hmyzu nezavisle vyvinula, jako nasledek potravni specializace (krev endotermnich
organismil). Obrazek 6 znazoriuje strmy nartst teploty téla krmiciho se komara rodu

Anopheles (Lahondeére et Lazzari 2013).
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Obrazek 6: Komar rodu Anopheles zachyceny termokamerou pii krmeni

(zdroj: Lahondére et Lazzari 2013)

Zvysené teploty se Casto pouzivaji jako jeden z postupti odstranéni Skidci

skladovanych produktt (Mourier et Poulsen 2000).

1.7. Slunécko vychodni (Harmonia axyridis)
1.7.1. Charakteristika druhu

Slunécko vychodni (Harmonia axyridis (Pallas, 1773) (Coleoptera: Coccinellidae)
je dravy brouk pochazejici z vychodni Asie. Tento druh byl zamérné pievezen
na n¢kolik dalSich kontinent vcetné Evropy. Slunécko vychodni se osvédcilo

Vv biologickém boji proti hmyzim $ktidcim, ale rychlé Sifeni a populaéni exploze jeho
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invaznich populaci z n¢j zaroven udé€laly obtizny hmyz, nebot' c¢asto zimuje
Vv domécnostech, vypousti pachnouci obranné latky, barvi zafizeni bytu obrannou
tekutinou, ob¢as dokonce kouse lidi a okusuje ovoce a hrozny. Kromé toho jeho
zravost vede k potlacovani neskodnych ¢i uzite¢nych piivodnich druhli hmyzu véetné
v CR puvodnich slunééek. Druh navic disponuje celou fadou rtiznych barevnych
forem (obr. 7), takze muze snadno dojit k zaméné s piivodnim druhem (Nedvéd et al.
2014).

Obrazek 7: Ptehled nejcastéjSich forem slunécka vychodniho (H. axyridis)

3 - ~ % o

(zdroj: Nedvéd et al. 2014)

1.7.2. Puvod

Pivodni areal rozSifeni slunéCka vychodniho je mirné az subtropické pasmo
vychodni Asie, to znamena ptedevsim Japonsko, Cina, Korea, Dalny vychod Ruska,
Mongolsko, jizni Sibif az po vychodni Kazachstan (Brown et al. 2008). Geneticky
jde o dva dosti odlisné geografické klastry, kdy v zapadoasijské ¢asti aredlu rozsiteni
pievladaji melanické formy bez kylu na krovkach, ve vychodni ¢asti prevlada forma

succinea a u vSech forem jsou jedinci s kylem na zadi krovek. Na vychod USA byly
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ztejm¢ dovezeny populace z obou klastrii, které po zkfizeni vytvofily invazni
populaci. Presnd mista plivodu introdukovanych populaci nebyla dohledana
(Rieseberg 2011).

Podle klimatickych podminek v celém plvodnim aredlu byl spocitan model
mozného rozsifeni tohoto invazniho druhu po svété (Poutsma et al. 2008). Pozdéji
byl model upfesnén podle skutecnych klimatickych limiti Evropské invazni
populace (Bidinger et al. 2012). Biologické vlastnosti ptavodnich populaci
ve vychodni Asii ukazuji na hojny, ale populacné stabilni druh s hustotné zavislou
regulaci skrze kanibalismus. Heterogenni prostiedi napomahé koexistenci slunécka

vychodniho s jinymi druhy (Osawa 2011).

1.7.3. Teplotni valence

Oproti nejbéznéjSimu pluvodnimu evropskému slunécku sedmitecnému jsou
optimalni teplotni limity pro vyvoj a dalsi Zivotni projevy u slunécka vychodniho
posunuty k niz§im hodnotdm (Nedvéd et al. 2012). Tento druh slunécka je znamy
i diky jeho termalnimu melanismu: jedinci chovani v nizsich teplotach (okolo 20°C)
maji velmi zfetelné Cerné skvrny na krovkéach, zatimco jedinci odchovavani
pii teplotach vysSich (okolo 28°C) ¢erné skvrny téméf postradaji (Michie et al.
2010).

Anabolické reakce u H. ayxridis jsou maximalizovany pii nizkych teplotach okolo
5°C, zatimco rychlost katabolickych je maximalni pti 25-30°C.

Spodni vyvojovy prah larev se pohybuje okolo 11°C (méfeno na riiznych
populacich, s riznou skladbou potravy). Preimaginalni vyvoj jedince H. axiridis neni
vzdy stejné dlouhy, jak také popisuje napi. Lamana et Miller (1998). Teplota jako
abioticky faktor se na Casové narocnosti vyvoje podili z velké ¢asti. Je prokazano,
ze jedinci, ktefi se vyrastaji v nizSich teplotach (pod 20°C), potiebuji k dokonceni
vyvinu o nékolik dni vice nez napiiklad jedinci z teplot nad 25°C (Castro et al.
2011).

Teploty optimalni pro vyvoj a reprodukci byly zaznamenany v populacich ve Velké
Britanii a v Brazilii a pohybovali se v rozmezi 14-28°C. Horni meze uspé$ného

vyvoje jsou odhadovany mezi 30-35°C podle Acar et al. (2004).
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V Recku se sluné¢ko vychodni opakované vysazovalo do citrusovych sadi,
ale nikdy dlouho neptezilo, pravdépodobné pravé kvuli vysokym letnim teplotam
(Nedveéd et al. 2012).

1.7.4. Popis slunécka vychodniho
1.7.4.1. Vajicka
Vajicka (obr. 8) jsou Zlutooranzova, elipticka, kladena v t€snych snuskach po 20—
70, prilepend vzpfimené jednim koncem k podkladu. Spolehlivé uréeni vajicek
slunécek do druhu podle morfologickych znakli neni mozné. Podle velikosti vajicek

pouze rozpozname, zda jde o sniiSku podobné velkého druhu (Nedvéd et al. 2014).

Obrazek 8: Lihnuti vajicek H. axyridis

(zdroj: snimky potizeny v laboratoti v Ceskych Budé&jovcich, autor: Oldiich Nedved)

1.7.4.2. Larvy

Larvy prvniho a druhého instaru slunécka vychodniho jsou Sedocerné,
bez barevné kresby, podobné jako u mnoha dalSich druhti slunécek. Dobrym
pozndvacim znakem uz v této fazi vyvoje jsou dvou az tiihroté trnovité vybézky
na hrudi a zadecku. Jde o vybézky zvané scoli, jednotlivé hroty se jmenuji chalazy
a ty nesou na konci kratkou sétu (Nedvéd et al. 2014).

Larvy druhého instaru maji par zlutavych te¢ek na prvnim zadeckovém c¢lanku.

Larvy tfetiho instaru (obr. 9) maji oranZové zbarvené fady vybézku na 1.-5.

zadeckovém clanku. Larvy ¢tvrtého, posledniho, instaru maji oranzoveé zbarvenou
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I kutikulu v okoli téchto vybézku a také Zlutooranzové prostiedni vybézky na 1., 4.
a 5. ¢lanku. Oranzové vybézky jsou u slunécka vychodniho dvouhroté (Nedvéd et al.
2014).

Obrazek 9: Larvy tietiho instaru pfi pozirani slabého jedince (kanibalismus)

(zdroj: snimky pofizeny v laboratofi v Ceskych Budgjovcich, autor: Oldfich Nedved)

1.7.4.3. Kukly

Kukla vsech slunécek je typu mumiova kukla (pupa obtecta), tj. s ¢astecné k télu
pritmelenymi koncetinami a kiidelnimi pochvami, pfitmelend koncem zadecku
k podkladu. U druhti podéeledi Coccinellinae je volna, se zbytky svleCené larvalni
kutikuly u konce zadecku. Je pohyblivd mezi nékolika zadeCkovymi c¢lanky,
pii ohroZeni se prudce vztyCuje a poklada (Nedvéd et al. 2014).

Kuklu slunéka vychodniho (obr. 10) pozname od jinych druhi nejlépe
podle vyrustki na zbytcich larvalni svlecky. Jedna se o senti s vysokou bazi a se
dvéma nebo tfemi vysokymi chalazami s kratkou sétou na vrcholu (viz Urcovani

larev). Velikosti 1 zbarvenim je podobné kukle slunécka sedmitecného: je 5—7 mm
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dlouha, zékladni zbarveni jasn€ oranzov¢, s Cernymi skvrnami proménlivého rozsahu
podle teploty pied zakuklenim (Nedvéd et al. 2014).
Kukla slunécka vychodniho ma vyrazné slévajici se skvrny na stfedo- a zadohrudi

ana 2. az 3. zadeckovém ¢lanku nez na ostatnich ¢astech téla (Nedvéd et al. 2014).

Obrazek 10: ,,Lihnuti* kukly ze stadia prepupy

(zdroj: snimky potizeny v laboratofi v Ceskych Budg&jovcich, autor: Oldiich Nedved)

1.7.4.4. Imaga
Jedinci invazni populace sdileji s vychodoasijskymi jedinci dileZity rozpoznavaci

znak — pti¢nou listu na zadni ¢asti krovek. Podobnou listu maji dal$i dva druhy
slunééek vyskytujicich se v Ceské republice: hojné slunéko desetiteéné (Adalia
decempunctata) a vzacné slunécko Vibidia dodecimguttata. Oba tyto druhy jsou
daleko mensi, do 4,5 mm, zatimco slunééko vychodni je nejméné 5 mm velké. Stitek
u slunécka vychodniho je 12—15x uz$i nez télo, u slunécka desetitecného 15-18X.
Vybézek predoprsi u slunécka vychodniho je se dvéma Zebirky rozbihajicimi se
vpiedu, u slunécka desetitecného bez zebirek. Ackoli barevné je slunécko vychodni
nesmirné promeénlivé, Zadnéd jeho barevna forma neni Upln€é shodnd s jinym u nas

zijicim druhem (Nedvéd et al. 2014).

1.7.5. Urceni pohlavi

Pohlavi slunééek (obr. 11) 1ze stanovit podle tvaru posledniho viditelného sternitu
(btisniho c¢lanku) nebo podle zbarveni na hlavé a hrudi. Samicky slunécka

vychodniho maji posledni sternit trojuhelnikovity, s piednim okrajem rovnym,
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s povrchem lehce vyklenutym, sameckové s prednim okrajem obloukovitym,
s povrchem lehce vydutym. Horni pysk a klypeus (pfedni okraj hlavy) je u samecku
bily, u samicek s riizné velkou cernou skvrnou, podle celkové pigmentace téla.
Spodni ¢4st prvniho hrudniho c¢lanku ptfed a mezi kyc€lemi piednich nohou je

u samicek Cernd, u samecki bila (Nedved et al. 2014).

Obrazek 11: Pohlavi H. axyridis: samec (vlevo), samice (vpravo)

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

2. Cile prace a hypozézy

Cilem této studie bylo prozkoumani vlivu teplotniho rezimu ve stadiu kukly
na naslednou teplotni odolnost mladych dospélci slunécka vychodniho (Harmonia
axyridis).

Predpokladané vysledky naSich experimenti byly nasledujici: Dospélci, jejichz
kukly byly uloZeny do teplotniho rezimu simulujiciho chladné ptirodni podminky
tropickych. Naopak jedinci z teplotniho rezimu 35°C by zase mohli vykazovat lepsi
odolnost vu¢i vystaveni teplotdim pies 40°C. Tyto hypotézy jsou postaveny
na piedpokladu, ze teploty zazité v obdobi stadia kukly mohou pfipravovat jedince
na expozice, které bude zazivat jako dospélec a tudiz by tedy m¢ly pusobit jako
vnéj$i tlak na budouci fyziologickou odolnost subjektu vici obéma teplotnim

extrémum (horko, chlad).
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3. Metodika

Vyzkum probihal v laboratornich podminkdch na Ptirodovédécké fakulte
Jiho&eské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Laboratoi katedry zoologie disponuje
nekolika klimaboxy, mikroskopy, binokuldrni lupou schopnou zaznamenavat videa
¢1 pofizovat snimky v sekvencich, chladici mistnosti a dalSim pfisluSenstvim

nezbytnym k uspésnému dokonceni pokusu.

3.1. Chov Slunécka vychodniho

Testované jedince (Harmonia axyridis) jsme, zdtvodu tspory mista
v klimaboxech (poctu jedinctl) odchovavali v Petriho miskach (PM). Do misky jsme
vzdy pfipravili pititko s vodou (maly srolovany kousek buni¢iny) a dostatek pruhti
filtra¢niho papiru sloZzenych do harmoniky. Pielozeny papir simuloval spodni stranu
listu (akryt), kterd je pro samicku velmi atraktivnim mistem pro nakladeni snlisky.

Samicka byla vzdy uzaviena se samcem do PM (rodiCovsky par). Pfi realizaci
experimentu bylo pouzito 7 rodi¢ovskych pari. Béhem oplodnovani byli jedinci
krmeni kombinaci mSic a vajicek zavijecii a denné kontrolovéni pro piipadnou
snusku. Nakladené snusky byly ihned odebrany (kvili castému kanibalismu)
avlozeny do ptipravené (pielozeny papir, vata) PM. | dobie oplozené snisky
obsahuji jen 70-90 % vyvijejicich se vaji¢ek, zbyld poslouzi jako tzv. troficka
vajicka pro ranou vyZzivu ostatnich mladych larev. Malé a fidce roztrousené snisky
byvaji celé neoplozené. Oplozena vajicka asi 6 hodin pted lihnutim (v cca 25 °C)
zeSednou. V naSem experimentu byly vajickim, larvam, prepupam a dosp€lcim
Klimaboxy nastaveny na konstantni teplotu 26°C.

Po vylihnuti byly larvy odchovavany ve spolecné PM tak, aby bylo kazdému
jednotlivci zajisténo preziti, dostatecny prostor a kazdodenni pfisun potravy
(rozdélovani larev pii velkém poctu jedinci na PM). Larvy prvniho instaru byly
obvykle ponechany spolecné, z divodu malé velikosti a S§patné manipulace (riziko
rozmacknuti pinzetou). Jen ve vyjimecnych piipadech velké sniSky byly larvy
opatrné rozdéleny cca po 15 kusech. Larvy druhého a tfetiho instaru (nejdravejsi,
nejaktivnéjsi) byly obvykle rozdélovany po 10, 5 a po 3 jedincich na PM. Larvy

¢tvrtého ¢i veétsi larvy tretiho instaru byly v PM po jedné, az do prepupalniho stadia.
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Po ptechodu do stddia prepupy byla PM vycisténa od zbytku potravy,
aby nehrozil nechtény vyskyt plisni. V PM byla ponechana pouze vata s vodou
z davodu zachovani pfirozené vlhkosti prostfedi. Prepupa byla poté opét vracena
do klimaboxu (26°C). Kazdy den byly kontrolovany v§echny prepupy.

Jiz hotové kukly byly roztfidény podle ptivodu (identity rodiCovského paru)
a uvnitf paru rovnomérné rozfazeny do tfech teplotnich rezimi, které byly nastaveny
podle limitnich teplot schopnosti uspe€sné metamorfézy druhu. Spodni (chladovou)
hodnotou bylo 17°C, prostiedni (optimalni) a zaroven kontrolni hodnotou bylo 26°C
a vrchni strop teplot tvoftilo tropickych 35°C.

Pfiblizné 24 hodin po vylihnuti (vykukleni) byli jednodenni jedinci podrobeni

testovani.

3.2. Testovani chill coma recovery (CHCR)

Kazdy brouk byl pted vlastnim testovanim zvazen a nasledné¢ na dvé hodiny
uzavien do klimaboxu nastaveného na teplotu -4°C. Po uplynuti dvouhodinové lhity
byli dospélci vyjmuti, se soucasné zapnutymi stopkami, a obraceni ventralni stranou
vzhliru. Nasledné byl sledovan a zaznamenavan ¢as prvni prokazatelné pohybové
reakce. Do jedincli bylo zbo¢ni strany vzdy po jednotnych intervalech lehce
postréeno pinzetou. Cas prvniho otodeni se ukazal jako nevhodny, zdlouhavy a velmi
individualni, navic zde hralo velkou roli ,,simulovani ztuhlosti ze strany jiz pohybu
schopnych jedinct. Naopak kdyz se do jedince lehce strcilo, byl dobie patrny rozdil
mezi pretrvavajici strnulosti a prvnim zaskubem tykadla ¢i nohy.

Nameétené Casy byly zapsany do zdznamového archu.

3.3. Testovani high temperature (HT)

Pokusy s vysokou teplotou probihaly za pomoci klimaboxu nastaveném na 42°C.
Jedinci byli jednoduse vlozeni do klimaboxu a byly zaznamenavany cCasy jejich
umrti. Na zacatku byly nepatrné potize v ¢asovych intervalech kontroly, nakonec
vSak bylo rozhodnuto, Ze 15 minutové intervaly budou dostatecné vypovidajici.
Neblahou rekordmankou v preziti byla vétsi samicka, kterd odolavala horkym

teplotam néco malo pies 8 hodin.
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Po uhynuti byli otestovani jedinci vraceni do klimaboxu a 48 hodin uvnitf
ponechéni kvili naslednému méteni suché hmotnosti.

Poslednim meéfenim bylo zjisténi délky krovek pomoci binokularni lupy
a pocitacového programu analyzujicimu obraz.

Hodnota c¢asu smrti, suchd hmotnost a délka krovky byla opét zapsana

do zaznamového archu.

3.4. Statistické vyhodnoceni

Vyhodnoceni bylo provedeno za pomoci statistického programu R- 3.0.2.
uréeného pro uzivatelské rozhrani Windows. Software R poskytuje Sirokou Skalu
statistickych technik, vcetné linedrniho a nelinedrniho modelovani, klasické
statistické testy, analyzy casovych fad, klasifikaci, shlukovani, a dalsi.

Pted zpracovanim jsme data napied museli sjednotit pod stejné jednotky. Zapis
dat do zaznamovych archii byl provadén ve tvaru mm:ss ¢i hh:mm (napf. 3:15), proto
bylo nutné vSechny ¢asy piepocitat na sekundy v piipad¢ chill coma recovery
a na minuty v ptipadé pobytu ve vysoké teploté.

Vlastni zpracovani probihalo podle standardnich postupti. Nejprve byla upravena
data nahrana do programu R. Nasledné byla provedena explora¢ni datova analyza
(EDA), kterd méla odhalit pfipadné chyby v datech (odlehlé hodnoty zplsobené
napf. Spatnym piepisem dat z formatu mm:ss ¢i hh:mm). Poté byly sestaveny
zobecnéné linearni modely s vyuzitim Poissonova rozdéleni chyb. Jako nahodny
efekt slouzila identita rodi¢ovského paru, aby byly odfiltrovany ptipadné vlivy rizné
genetické predispozice méfenych jedinci. Jako vysvétlujici proménné s pevnym
efektem byly do modeld vzdy pouzity: 1) teplotni rezim béhem stadia kukly (17, 26
¢1 35°C), 2) pohlavi jedince. U analyzy chill coma recovery byl navic zkouman 1 vliv
télesné hmotnosti jedince, protoze byl predpoklad pomalejSiho promrzani vétSich
jedinct (ktefi by se nasledné diive probouzeli z komatu). U analyzy ptezivani
ve vysoké teploté byl navic zkouman i vliv suché hmotnosti jedince a jeho strukturni
velikosti (délka krovky). Modely vzdy obsahovaly i vSechny existujici interakce
mezi hlavnimi efekty. Prikaznost jednotlivych hlavnich efekti byla testovana
pomoci F-testll. Pro analyzu chill coma recovery a piezivani pii vysoké teploté byly

provedeny dva samostatné modely.
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4. Vysledky

Celkem bylo odchovano (do dospélosti) necelych 1700 jedinct. Z tohoto
celkového poctu bylo na vyzkum CHCR a HT pouzito cca 340 broukd. Zbyli jedinci
byli pouziti na dal§i vyzkumy soubézné a budouci. Kompletni seznam, rozdéleny
podle pohlavi, piivodu a teplotnich rezimu, lze nalézt v ptiloze ¢. 1 této bakalaiské

prace.

4.1. Vliv teploty béhem stadia kukly na rychlost probuzeni dospélct
z chill coma

Experiment prokazal, ze na rychlost probuzeni zchill coma nemé pohlavi
(P =0,781) ani vaha (P = 0,772) slunécek, méfena pied testovanim, prokazatelné
signifikantni vliv. Jejich odolnost teplotnim extrémim vsSak prikazné ovliviiovala
teplota (P < 0,001) prozita béhem stadia kukly.

Ostatni interakce, které byly soucésti analyzy, nebyly dostatecné vyznamné
(P > 0,05). P-hodnoty interakci, hodnoty F-testl a poéty stupnt volnosti viz tabulka

¢. 1 nize.

Tabulka ¢. 1: VIliv jednotlivych faktort ovlivijicich rychlost probuzeni z chill

coma
Pocet
Ndzev proménné stupnll | F-hodnota | P-hodnota
volnosti
teplota 2 19,03 < 0,001
pohlavi 1 0,08 0,781
télesnd hmotnost 1 0,08 0,772
teplota : pohlavi 2 1,11 0,333
teplota : télesna hmotnost 2 1,03 0,359
pohlavi : télesnd hmotnost 1 0,21 0,647
pohlavi : télesnd hmotnost : teplota 2 1,45 0,237

Jak je patrné z grafu €. 1, samci z teplotniho rezimu 17°C se ze strnulosti proprali
Vv pruméru o pul minuty dfive, nez samci z teploty optimalni (26°C). Samcim

z rezimu 35°C to obvykle trvalo jesté o patnact sekund déle.
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Graf ¢. 1: Porovnani vlivu teplotnich rezimi na rychlost probuzeni z chill coma
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U samic byl rozdil jest¢ markantngjsi. Samice puvodem z chladnych podminek
stddia kukly (17°C) se v priméru probouzely témét o tii Ctvrt€é minuty diive
nez samicky z rezimu 26°C a dokonce o 81 sekund dfive nez samice z tropickych

35°C.

4.2. Vliv teploty béhem stadia kukly na prezivani dospélct ve vysoké
teploté

V druhé casti experimentu jsme testovali, jestli ma teplota zazita ve stadiu kukly
vliv na délku prezivani v extrémné vysoké teploté. Z vypoctu statistického programu
vyplyva, ze na délku pifezivani ma, kromé prokazatelné signifikantni teploty
(P = 0,003), jisty vliv také t€lesna hmotnost jedince, jelikoZ hodnoty nasledné suché
déle.

Ostatni hodnoty interakci, které byly soucasti analyzy, nebyly dostatec¢né
vyznamné (P > 0,05), stejné¢ jako v ptipad¢ testii na CHCR. P-hodnoty interakci,

hodnoty F-testl a poéty stupniti volnosti viz tabulka ¢. 2 nize.
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Tabulka ¢. 2: Vliv jednotlivych faktorti ovliviiujicich délku piezivani ve vysoké

teploté
Pocet
Nazev proménné stupnid F-hodnota | P-hodnota
volnosti
(Intercept) 1 49315,72 <0,001
teplota 2 6,26 0,0026
pohlavi 1 1,33 0,2512
sucha hmotnost 1 6,82 0,0101
délka krovky 1 0,51 0,4773
teplota : pohlavi 2 0,57 0,5657
teplota : sucha hmotnost 2 1 0,3721
teplota : délka krovky 2 0,12 0,8893
pohlavi : sucha hmotnost 1 0,55 0,459
pohlavi : délka krovky 1 0,02 0,9019
sucha hmotnost : délka krovky 1 0,23 0,6299
teplota : pohlavi : sucha hmotnost 2 0,75 0,4752
teplota : pohlavi : délka krovky 2 1,59 0,2086
teplota : suchd hmotnost : délka krovky 2 1,79 0,1714
pohlavi : suchd hmotnost : délka krovky 1 0,07 0,7849
teplota : pohlavi : suchd hmotnost : délka krovky 2 0,22 0,804

V tomto ptipad¢ testovani zvyhodnovala slunécka vysoka teplota (35°C) prozita
béhem pupalniho vyvoje (graf ¢. 2). Nejméné odolni se pak ukézali jedinci
z teplotniho optima (26°C).

Zivotnost samctl z rezimi 17°C a 26°C byla téméf totozna (rozdil cca 5 minut).
Naopak samci zrezimu 35°C primémné vydrzeli o 36 minut déle, nez samci
z chladného rezimu.

U samic byly rozdily znatelngjsi stejné jako v piipadé chill coma recovery.
Nejméné odolné se ukdzaly byt samice ze stiedniho rezimu teplot (26°C),
které v priméru snasely vysokou teplotu 223 minut. Samicky z chladného rezimu
(17°C) obvykle piezily o cca pul hodiny déle a samice z horkych teplot pti pupalnim

vyvoji pak dokonce o hodinu.
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Graf ¢. 2: Porovnani vlivu teplotnich rezimt na délku prezivani ve vysoké teploté
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Experiment piezivani ve 42°C piekvapil ze strany slabsi odolnosti jedinci
z optimalnich teplot stadia kukly a poukazal na nekompletnost informaci o teplotni
schopnostech preziti slunécek. Tyto zavéry podpofil i osmi hodinovy rekord samicky

ctvrtého paru, kterd se vyvijela v tropickém rezimu (35°C).

5. Diskuse

Teploty okolniho prostfedi zazité v pribéhu preimaginalniho vyvoje jsou
vyznamnou zku$enosti, ktera ovliviiuje fenotypovy projev dospélce hmyzu, jak uvadi
fada studii (napt. Michie et al. 2010 ¢i Kingsolver et Huey 2008). Nicméné
detailnich informaci o variaci vlivl tohoto abiotického faktoru je stile malo.

V souladu s tvrzenim, Ze teplota zazitd béhem stadia kukly ma vazné&jsi vliv
na télesnou hmotnost dospélcti, nez teplotni zkusenosti z larvalnich stadii, které bylo
uvedeno v praci Briscoe et al. (2012), jsme pro tuto studii vyuzivali vyhradné
tepelného ovliviiovani stadia kukly.

Vysledky této studie potvrdily, Ze teploty zazité v dobé stadia kukly maji

na naslednou teplotni odolnost jedince prokazatelny vliv. Pokusni jedinci byli v této
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studii uzavfeni V teplotnich rezimech (17, 26 a 35°C) po celou dobu pupalniho
vyvoje, coz ovSem piili§ nekoresponduje s piirodnimi podminkami, kde teplota
kolisa. I zde se naskytd prostor pro experiment, ktery by testoval odolnost brouki
zZ fluktuujicich teplot. Pfi praci se slunécky z teplotniho rezimu 17°C byly také
pozorovany projevy termalniho melanismu (jedinci vykazovali mnohem vétsi miru
melanizace), popsaného napi. v praci Michie et al. (2010).

Teoreticky by na jedince méla mit, z hlediska aklimace, nejvétsi vliv teplota,
kterou zazili v nepohyblivém stadiu (vajicko, kukla), protoze nemaji moznost se pied
expozici vysoké teploty skryt. Larvy a dosp€lci mohou své mobility vyuzit k nalezeni
vhodného ukrytu. Avsak toto pravidlo u broukti ¢asto neplati. Naptiklad letalni casy
vajicek a kukel CervotoCe spizniho (Stegobium paniceum) byly znaéné kratsi,
nez Casy larev a dospé€lci jak uvadi Abdelghany et al. (2010).

Naproti tomu ve studii Knapp et Nedvéd (2013) bylo zjisténo, ze u H. axyridis
klesa mortalita pii pozdé&j$im nacasovani horké expozice, tedy pii vystaveni vysoké
teploté¢ pozdéjsich stadii. Na vysokou teplotu byla, dle vysledki studie, nejvyce
citlivd vajicka. Naopak kukly projevovaly nejlepSi odolnost. Expozice 33°C

Velmi prekvapivym vysledkem této studie je neprikazny vliv pohlavi
ani u jednoho z testd. Naptiklad u testt na CHCR bylo piedpokladano, ze samicky,
diky obvykle vétsi hmotnosti (pohlavnimu dimorfismu) popsané napi. Tederem
(2005), ,,nestihnou* béhem dvouhodinového pobytu v — 4°C tolik promrznout, tudiz
se budou probouzet z chill coma rychleji. Studie David et al. (1998), zaméiena
na casy probuzeni z chill coma v prostfedich s riznou teplotou vzduchu, uvadi,
Ze procitnuti bylo u samct octomilek (Drosophila melanogaster) obvykle pomalejsi
neZ u samic, coZ bylo v nasem experimentu naznac¢eno pouze u jedincii z teplotniho
rezimu 17°C. Optimalni rezim (26°C) skoncil pro samce i samice prakticky stejné
a u brouku z teplot 35°C dokonce samci v rychlosti probuzeni nepatrné vitézili. Je
tedy pravdépodobné, ze bud’ konfrontace vysledkl napfi¢ jednotlivymi druhy hmyzu
neni mozna, nebo (jak uvadi Gibert et al. 2001) nemame povédomi o jiném
morfologickém ¢i fyziologickém znaku, jenZ zplsobuje tak velkou individudlni
variabilitu v odolnosti k extrémnim teplotam. Pohlavné specifické rozdily v dtsledku
odchovu v riznych teplotach byly jiz diive popsany u nékolika druhti (napt. Hu et
Lei 2011 ¢i Ketola et al. 2012).
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Co se tyka vlivu odchovu hmyzu v riznych teplotnich rezimech na nasledné
prezivani ve vysoké teploté, Chapman (2013) dopliuje, Ze dospélci octomilky
(Drosophila melanogaster) odchovavané pfi teploté 15°C vydrzeli vystaveni teploté
33,5°C v praméru 140 minut, kdezto v piipadé much z rezimu 25°C byla primérna
vydrz asi 180 minut.

Studie Lamana et Miller (1998) zase ukazala, ze jen 25% larev prvniho instaru
druhu Harmonia axyridis dosahlo dospélosti pii teploté 34°C a zna¢né tmrtnosti
(nad 50%) dosahl teplotni rezim 33°C. Umrtnost pfi pobytu kukel v teplotnich
rezimech byla Vvtéto studii zanedbatelnd, byla ziejmé zpisobena predispozici
(snizenou zivotaschopnosti) konkrétniho jedincem, nez pfimym vlivem teplotniho
rezimu.

Testy piezivani ve vysoké teploté byly realizovany i ve studii Abdelghany et al.
(2010), ktera zkoumala horni teplotni prah tolerance larev cervotoce spizniho
(Stegobium paniceum). Ta uvadi, Ze se zvySujicim se teplotnim extrémem (42, 45,
50, 55 a 60°C) klesala schopnost pieziti, coz bylo predpovézeno. Casy tmrti
korespondovaly se zvySujici se teplotou nasledovné: 13 h, 10 h, 1.4 h, 0.06 h, 0.05 h
a 0.01 hodiny.

Slunécko vychodni pii testovani v této studii ukazalo, ze z hlediska odolnosti vici
teplotnim extrémiim je velmi konkurenceschopnym druhem jak uvadi i Nedvéd et al.
(2014) a tudiz je pravdépodobné, Ze si bude tvrdé hajit ptivlastnéné misto

v biodiverzité CR.
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6. Zaver

V této studii realizované na jafe roku 2014, jsou vyhodnoceny nashromazdéné
vysledky experimentli zaméfenych na teplotni odolnost slunécka vychodniho
Harmonia  axyridis. = Vyzkum  probihal v laboratornich  podminkach
na Pfirodovédécké fakulté Jihodeské univerzity v Ceskych Budg&jovicich. StéZzejni
slozkou celé studie bylo dochovani cca 340 pupalnich stadii slunécek, ktera se
vyvijela ve tfech teplotnich rezimech (17, 26 a 35°C). Nasledn¢ byli dospéli jedinci
ovlivnéni teplotnim reZimem cca 24 hodin po vykukleni testovani na odolnost viici
teplotnimu stresu. Testy byly rozdéleny na dvé hlavni ¢asti: odolnost vici chladnym
podminkdam (= rychlost probuzeni z chill coma) a odolnost vii¢i vysokym teplotam
(= doba pfezivani ptfi 42°C). Nashromazdénd data byla poté analyzovana pomoci
zobecnénych linedrnich modeld s ndhodnymi efekty.

Analyzou dat byl prokazan signifikantni vliv teploty béhem kukly testu na chill
coma recovery (P < 0,001). Vliv ostatnich faktord (pohlavi P = 0,781 a vaha
P=0,772) se ukéazal jako neprikazny. Signifikantni vliv teploty byl prokazan
i na pezivani ve vysoké teploté (P = 0,003), kde hrala roli i hmotnost jedince (P =
0,010). Vlivy ostatnich faktori jako napt. pohlavi (P = 0,251) nebyl prokazan ani u
jednoho typu testovani, stejné tak vliv vzajemnych interakci jednotlivych faktort.

Stanovené cile prace byly splnény. Studie prokazala vliv teplotnich rezimi
na odolnost testovaného druhu Harmonia axyridis. Z hlediska dalSich vyzkumi
na tentyz druh by nebylo od véci stejnym zptisobem prozkoumat teplotni odolnost
0 néco starSich jedincti. TéZ by jisté bylo zajimavé vytvoreni experimentu, ve kterém
by byly kukly vystaveny dennim rezimim kumulujici teploty, které by se lisily
dobou expozice. Kuptikladu vychovat kontrolni skupinu jedinct v 26°C a dalsim
dvéma skupinam nastavit razné dlouhy rezim stidajicich se stupnu (17 a 35°C).
A tim se zase o néco malo piiblizit ke kompletnimu nahledu na teplotni tolerance

hmyzu.
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8. Prilohy

Ptiloha ¢. 1: Poster na Zoologické dny 2015, Brno
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Jak teplota b&hem stadla kukly‘ovliviiuje imunitni systém
a odolnost teplotmmu stresu u slunecka Harmonia axyrldls
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g T - samice imu stresu u iho slunécka ia axyridis (Pallas, 1773). Brouci byli béhem
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400 D
»
oy P ° @
350 | e
= Vypada to, Ze fungovani imunitniho systému slunécka Harmonia axyridis se vymyka
. f 300 | . obecnym pfedstavam o pozitivnim vlivu teploty, jak na humoralini sloZky (Adamo et Lovett,
i 2011), tak i bunééné slozky (Ouedraogo et al., 2003) imunitniho systému hmyzu. Navic .
S 250 koncentraco hemocyti byla u samci obecn& vyssi nai u samic, coZ ]e v rozporu
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Piiloha &. 2:  Diplom kolegy Michala Refichy, reprezentace prace na Zoologickych
dnech 2015 v Brné.
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Ptiloha ¢. 3: Harmonia axyridis- pohled zdola.




Ptiloha ¢. 4:  Klimaboxy - teplotni rezimy 17, 26 a 35°C + rezim teploty 42°C




Ptiloha ¢. 5: Petriho misky s pokusnymi brouky
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Ptiloha €. 7, 8: Lihnuti dospélce




Ptiloha ¢. 9: Dobarvovani jedince po vylihnuti

Ptiloha ¢. 10: Detail chodidla s drapkem




