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1. UVOD

1.1. Diabrotica virgifera virgifera

Bazlivec kukuticny (Diabrotica virgifera virgifera LeConte) je povazovan za
monovoltinni druh piezimujici ve stadiu vajicka a patiici mezi jednoho z nejvyznamnéjsich
Sktidcti kukufice v USA a Evropé. Tento typicky invazivni Skidce ptivodné pochézi ze
Severni Ameriky, pomérné rychle se rozsifil po celém tzemi USA a néasledn€ i do Evropy,
kde byl poprvé zaznamenan v roce 1992 (Meinke et al., 2009). Skody na rostlinach zptisobuji
piedevsim larvy, které napadaji koifenovy systém kukufice a snizuji tak pfijem zivin. Ro¢ni
vynosové¢ ztraty jsou jen v USA odhadovany na 1 miliardu dolard (Weseller et al., 2010),
ekonomicky dopad na evropské staty je odhadovan na 500 milionti euro za rok (Moeser,

2003).
SiFeni v Severni Americe

Taxonomicky tento hmyzi Skidce patii do fadu brouci (Coleoptera), ¢eledi mandelinkoviti
(Chrysomelidae). Poprvé byl zaznamenan v Severni Americe v roce 1867 (LeConte, 1868).
Po mnoho let byl povazovan pouze za jednoho z mnoha zastupct ¢eledi mandelinkovitych,
dokud nezacal pachat Skody na kukufici. Pfed tim, nez se ve 40. letech 20. stoleti stal vdznym
Skidcem, byly jeho populacni hustoty nizké a zpravy o jeho vyskytu vzacné. Hlaseny byly
Z n¢kolika stati Mexika, Arizony, jihozapadni Nebrasky, a zfejme i z Jizni Dakoty. Od roku
1945 byla zaznamenana rozsahld expanze smérem na vychod, do roku 1980 byl bazlivec
kukufi¢ny rozSifen do nckolika stath podél atlantského pobiezi. Nyni zasahuje areal od
Montany, po Severni Dakotu, severozdpadni Quebec, oblast Nové Anglie, severovychod a

sever Georgie, aZ po jihovychodni Alabamu (Meinke et al., 2009).
Sifeni v Evropé

Do Evropy byl bazlivec kukuficny poprvé zavlecen v roce 1992, kdy byl zaznamenan v
Srbsku (v byvalé Jugoslavii) nedaleko letiSt¢ v Bélehradu. K zavleceni tohoto druhu do
Evropy doslo pravdépodobné pii mezikontinentalnim letu ze stfedozdpadu USA. Nasledné
byly vyvinuty Siroké mezinarodni kooperativni sité¢ pro sledovani jeho disperze z ptivodniho
ohniska do dalsich zemi EU. Sifeni bazlivce po celé byvalé Jugoslavii a sousednich zemich
ma za nasledek kazdoro¢né se rozristajici zamotené oblasti, které uz dosahuji rozlohy vice
nez 400 000 km? (Meinke et al., 2009). V roce 1995 byli brouci poprvé zaznamenani v

Chorvatsku a Madarsku, v roce 1996 v Rumunsku, v roce 1997 v Bosn¢ a Hercegoving,



v roce 1998 byli potvrzeni v Bulharsku a Italii, v roce 2000 ve Slovensku a Svycarsku, na
Ukrajiné v roce 2001, v Rakousku, Ceské republice a Francii v roce 2002; a v Belgii,
Nizozemsku a Anglii v roce 2003. V roce 2005 byl tento Skidce zjistén v Polsku (Boriani et
al., 2006). Rychlost rozsahu expanzi se velmi lisi rok od roku, v priméru se pohybuje okolo
40 km za rok (Meinke, 2009). V Ceské republice, kam poprvé pronikl v roce 2002, byl
poprvé zaznamenan na jizni Morave, v okresech Bieclav, Hodonin a Uherské Hradisté. Podle
posledniho monitoringu, ktery probihal na uzemi Ceské republiky v roce 2011, byl bazlivec
kukufi¢ny zaznamenan v celkem 43 okresech: BeneSov, Brno-venkov, Bruntal, Bieclav,
Ceské Bud¢jovice, Cesk}'/ Krumlov, Frydek-Mistek, Havlickiv Brod, Hodonin, Hradec
Kralové, Chrudim, Jesenik, Ji¢in, Jihlava, Jindfichuv Hradec, Karvina, Kolin, Kroméfiz,
Kutnad Hora, Mlad4 Boleslav, Nachod, Nymburk, Olomouc, Opava, Pardubice, Pelhfimov,
Pisek, Prostéjov, Pterov, Rychnov nad KnéZnou, Strakonice, Svitavy, Sumperk, Tachov,
Tébor, Trutnov, Ttebi¢, Uherské Hradisté, Usti nad Orlici, Vyskov, Zlin, Znojmo a Zdar nad
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zaznamenan v jiznich Cechach (Kroutil, 2011).
1.2. Zivotni cyklus
Parici chovani a kopulace

Bazlivec kukufi¢ny ma jednu generaci za rok (Berger, 2001). K pareni broukti dochazi
vétSinou béhem Cervence a srpna (Ball, 1957). Prvni dospé€li samecci se objevuji asi pét dni
pfed samic¢kami (larvalni vyvoj sameckil je rychlej$i neZ u samicek). Po tom, co se objevi
prvni samecci, zhruba 80% z nich potiebuje 5 az 7 dni pro dosaZeni pohlavni dospélosti.

Samicky jsou schopné se rozmnoZovat jiz béhem nékolika hodin po vylihnuti (Spencer et al.,
2009).

Parici se samecek vklada do casti samiciho vejcovodu zvaného burza copulatrix velky
spermatofor. Spermatofory jsou produkovany z bilkovinnych sekretti samcich pridatnych zlaz,
a jsou pouzivany pro pienos spermii do samicky. Spermatofor bazlivce kukuti¢ného se sklada
ze dvou c¢asti — z bilé, Zelatinové ¢asti s vrstvenou strukturou ulozené v pfednim laloku burzy
béhem prvni hodiny pafeni a ze svétle riizové kulovité ¢asti, kterd je pozdeji uloZzena v zadnim
laloku burzy copulatrix. Spermie jsou uloZeny v tmavé sklerotizované spermatéce, ktera do
burzy copulatrix Usti. 35% samicek ma ve spermatéce spermie jiz do dvou hodin po pafeni,

100% samicek ma pak spermie ve spermatéce do 4 hodin. N&jaké spermie je mozno nalézt



Vv pomalu degradujicim spermatoforu az po dobu tfi dnl po paieni. Spermie jsou pak postupné

uvolnovany a oplozuji vajicka (Spencer et al., 2009).
Kladeni vajicek

Samicky zacinaji klast vajicka zhruba 10 dni po oplozeni do ptdy v blizkosti rostlin kukuftice
(Berger, 2001). Vajicka jsou kladena po dobu zhruba 60 dnti (Spencer et al., 2009). K pareni
muze béhem jejich zivota dojit opakované, pouze s vyjimkou doby aktivniho kladeni vaji¢ek
(Branson et al., 1977)., Vzhledem k tomu, ze oplodnéné samiéky jsou obvykle pro samecky
uz neatraktivni, k opakovanému pateni pravdépodobné dochazi pouze v reakci na predesly
neuspesny pokus (Bartlett and Chiang, 1977). Bartlett a Chiang (1977) zaroven uvadi, ze
samicky po uspésném pateni prestanou produkovat pohlavni feromony. Ball and Chaudhury
(1973) jako prvni prokézali existenci pohlavniho feromonu samicek bazlivce kukuti¢ného.
Samicky vylucuji tento feromon z kutikuldrnich pori nachazejicich se v 7. abdominalnim
segmentu (Lew and Ball, 1978). Nejvice reaguji na feromony samecci, ktefi jsou 7 az 9 dni
stafi (Guss, 1976) v Casech mezi 8:30 az 12:30 a mezi 15:30 az 18:30 (Dobson and Teal,
1986). Reakce na feromony je také ovlivnéna teplotou, pokud teplota klesne pod 15 °C,
nevykazuji samecci zadnou odpoveéd’. Tézsi samicky jsou pro samecky vice atraktivni nez ty

leh¢i, coz naznacuje, ze pohlavni vybér neni zcela nahodny (Kang and Krupke, 2009).

Stari samic¢ky znac¢né ovliviuje jeji plodnost a pocet nakladenych vaji¢ek (Elliott et al., 1990).
Samicky zacinaji klast vajicka, kdyZ jsou zhruba 20 dni staré¢ (Short and Hill, 1972).
Optimalni teplota pro kladeni vajicek se pohybuje v rozmezi mezi 15,6-18,3 °C. Primérny
pocet zivotaschopnych vajicek, ktera samicka naklade je 440. Pokud maji samicky k dispozici
dostatek kvalitni potravy, mohou naklast az 1000 vajicek (Spencer et al., 2009). Polni
podminky pravdépodobné také znaéné ovliviiuji jejich bioticky potencial (Hein and Tollefson,
1987). Asi 80% vaji¢ek je nakladena do svrchnich 15 cm pldy (Ball, 1957), vyjimecné
sami¢ky kladou vaji¢ka do hloubky az 30-35 cm (Weiss et al., 1983). Cast&jsi je kladeni
vaji¢ek do brazdy (do mezery mezi fadky) nez do vlastniho fadku a preferovana jsou spise
krytd a vlhkd mista (Guss, 1976). Dtfive dochazelo ke kladeni vajicek témét vyluéné
Vv kukufi¢nych polich. Postupné byly oplozené samicky nalezeny i v polich se s6jou, ovsem a
vojtéskou, stejné¢ tak 1 snlisky vajicek. Nejvyssi hustota snlSek vsSak byla nalezena

Vv kukufi¢nych porostech (Spencer et al., 2009).

Né&kolik dni po nakladeni vstupuji vajicka do diapauzy. Diapauza sniZuje jejich mortalitu a

zajisStuje synchronizaci s rastovym cyklem kukutfice (Coats et al., 1986). Pro diapauzni
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vajicka je dle dostupné literatury nezbytné projit pred vylihnutim na sklonku jara chladovym
obdobim. Prahova teplota pro ukonceni diapauzy se v tomto ptipadé pohybuje okolo 11 °C,

pfi¢emz byly zaznamenany odli$nosti v rdmci populaci z riznych regiont.
Larvy

Larvy se lihnou z vaji¢ek obvykle v obdobi od konce kvétna do zaatku &ervna. Cerstvé
vylihl¢ larvy se pohybuji na kofenech kukufice a v ptidé v blizkosti kotfenti, kde zahdji zir
(Hodgson, 2008). Mlad¢ larvy jsou malické, zhruba 1,2 mm dlouhé a témét bezbarve, ale
postupné bélaji. Starsi larvy jsou svétlé az krémové barvy se zietelnou hnédou hlavou a
tmavou skvrnou svrchni strang. Uplné vyvinuté larvy méfi 10 a7 18 mm (Berger, 2001).
Obdobi larvélniho ziru obvykle zacind na zacatku Cervna a trvé az do konce Cervence (Bryson
et al., 1953). Larvy prochazeji tiemi instary a jejich vyvoj trvd v rozmezi od 27 do 71 dni
(Berger, 2001). Délka jejich vyvoje zavisi pfedevsim na teplotnich podminkach, ale také na
podminkach v pid¢ (Musick and Fairchild, 1971). Optimalni teplota pro larvalni vyvoj se
pohybuje od 18 do 30 °C (Fisher, 1986), hrani¢ni teplota, pii které vyvoj probihd je 9 °C
(Jackson and Elliott, 1988). Larvalni vyvoj sameckl probihd rychleji nez samicek. Béhem
lihnuti se vétSina larev nachazi v hornich 10 cm kofenové zony (Bergman et al., 1981). Larvy
prvniho a druhého instaru se pohybuji od $pi¢ky kofene smérem k bazi rostliny a zanechéavaji
za sebou viditelné chodbicky. Larvy ttetiho instaru se vyskytuji hlavné na velkych kotfenech
blizko stonku rostliny (Berger, 2001). Pohyb larev a jejich nasledné uchyceni na kofenech
kukufice ovliviiuji fyzikalni a chemické faktory. Pohybu v pdé¢ je pravdépodobné dosaZzeno
lezenim ve vzduchem vyplnénych porech. Ve zhutnénych ptdéach s velikosti port 0,15 mm
nebo mensi je pohyb znacné¢ omezeny (Gustin and Schumacher, 1989). Vysychéni larev a
mortalita je vyS§i v pisCitych nez v jilovitych ptidach, pidy s vysokou koncentraci pisku jsou

také obecné drsnéjsi a mohou poskodit kutikulu larev (Turpin and Peters, 1971).

Larvy lokalizuji kofeny kukufice pomoci CO; gradientu, ktery je vysledkem dychani
kotfenového systému v pidnim profilu (Strnad et al., 1986). Larvy vykazuji nejvétsi odezvy na
oxid uhliéity pti koncentracich v rozmezi 2,5 - 4,2 mmol/mol - koncentrace v blizkosti kofent
kukufice je ptiblizn¢ 4,3 mmol/mol. Koncentrace vyssi nez 300 mmol/mol ptlisobi na larvy

toxicky (Bernklau and Bjostad, 1998).

Larvy bazlivce kukufi¢ného se vyznacuji dvéma odliSnymi typy chovani pii vyhledavani
potravy. Zatimco vystaveni hostitelskému pletivu vede ke slozitému, lokalizovanému

potravnimu chovani, styk s nehostitelskym pletivem navozuje tzv. toulavé chovani (relativné
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rovny pohyb v pud¢). Larvy urazi v padé 1 100 cm, aby nasly svého hostitele (Short and
Luedtke, 1970). Schopnost larev najit potravu primarné zavisi na ¢asu straveném hledanim
potravy. S prodluzujici se dobou hledani se zvySuje jejich mortalita, protoze hladovéjici larvy
maji snizenou schopnost proniknout do kofenové tkané¢ (Branson, 1989). Hladovéni trvajici
24 a7 72 hodin vede k 48 -100% mortalité. Pohyb v pid¢ je pozitivn€ korelovan se stafim a
velikosti larev (Schumann and Vidal, 2012). Béhem ziru jsou larvy vystaveny vnitrodruhové i
mezidruhové kompetici (Woodson, 1994). Také vlastnosti a fenologie hostitele ovliviiuji
larvy v mnoha ohledech (Moeser and Vidal, 2004). Pfezivani, riist a vyvoj larev je ovliviiovan
1 stafim rostlin. Mladsi rostliny jsou vhodnéjSimi hostiteli nez starsi rostliny. Larvy, které se

vylihnou dfive, maji totiz niz§i mortalitu, nez larvy vylihlé pozdéji (Chege et al., 2005).
Kukly

Ke kukleni dochazi od poloviny cervna do konce cervence (Berger, 2001). Kukly maji

prasvitné bilou barvu a jsou podobné dospélctim. Z kukly se lihne dospélec po 5 az 10 dnech.
Dospélci

Dospéli brouci dosahuji délky 5 az 6 mm a jsou Zluti se tfemi ¢ernymi pruhy po stranich
ktidel. Tloustka ¢ernych pruhti je znacné variabilni a n¢kdy se i piekryvaji, takze se ktidla
mohou jevit jako celd ¢ernd. Obé pohlavi se od sebe lisi velikosti, samiCky jsou vétsi nez
samecci (Hodgson, 2008). Pocet broukil objevujicich se z kukufiénych poli souvisi s poctem
vaji¢ek nakladenych predeslé vegetacni obdobi (Weiss and Mayo, 1985). Vzhledem k tomu,
ze samecci maji rychlejsi larvalni vyvoj, objevuji se o nékolik dni dfive nez samicky. V
polnich podminkéch trva délka zivota broukl pfiblizné¢ 44 az 55 dni (Ball, 1957), ale za
optimalnich podminek se jejich Zivotnost prodluzuje a miize dosdhnout az 100 dna (Hill,
1975). Délka Zivota je ovlivnéna dobou lihnuti - brouci, kteti se vylihli dfive béhem
vegetaéniho obdobi, Ziji déle neZ ti, co se vylihli pozdgji (Boetel and Fuller, 1997). Cerstvé
vylihli dospélci se prednostné pylem a bliznami kukufice, pozdé€ji se pfesouvaji na listy a na
vyvijejici se zrna v mlécné zralosti. VyZivové vlastnosti potravnich zdroji maji vliv na
plodnost, pokud brouci konzumuji Cerstvé vlasky a pyl, jejich plodnost se zvysuje (Elliott et

al., 1990).

Rostliny kukufice uvoliiuji velké mnozstvi sloucenin, které lakaji dospélce bazlivce
kukufién¢ho. Tékavé latky uvoliované z vlaski kukufice vyvolavaji pfi méfeni

elektroantenogramu tykadel dospélcti vyraznou odezvu (Hibbard et al., 1997). Do kategorie



silnych atraktant patii pfedevsim indol (Andersen and Metcalf, 1986), ktery je ovSem siln¢
uvoliiovan z potravy, proto ma pouze omezeny vliv na syté dospélce. Dalsi atraktivni
slouceniny jsou geranylaceton, linalool, methylsalicylat a o-terpineol (Hammack, 1996).
Kukutice produkuje jesté¢ celou tfadu latek, které slouzi jako potravni atraktanty neboli
fagostimulanty. Patii sem pfedevsim nékteré aminokyseliny, jako jsou B-alanin, L-alanin a L-
serin (Kim and Mullin, 1998) a cucurbitaciny, hotké latky ziskané z rostlin ¢eledi tykvovitych

(Cucurbitaceae) (Metcalf et al., 1980).

Aktivita dospélct bazlivee kukufi¢ného je ovlivnéna teplotou. Vrchol aktivity u samecki
nastava pii mirn¢ chladnéjsi teploté (25 — 27 °C), nez u samicek (27 — 29 °C) (Spencer et al.,
2009). Nizké teploty a tma omezuji jejich aktivitu (Isard et al., 2004). Samecci urazi v poli
pramérne vzdalenost dlouhou 6 az 17 m/den, vzdéalenost urazend samickami se od samecku
prilis nelisi (Spencer et al., 2009). Letova schopnost bazlivcii je obecné spiSe nizkd a
vyznamnou mérou ji miiZe negativné ovlivnit silny vitr, béhem né&jz dospélci nelétaji
(VanWoerkom et al., 1983; Isard et al., 2003). Naproti tomu atmosférické fronty mohou
rozptylit dospélce do znacnych vzdalenosti (Grant and Seevers, 1989). Witowski et al. (1975)
popsal lety broukil jako bimodalni, s nejvyssi letovou aktivitou v dobé 2 az 3 hodiny po
vychodu a pfed zdpadem slunce, kdy se teploty pohybovaly mezi 22 az 27 °C. Pii teplotach
nizsich nez 10 °C nebo naopak vyssi nez 30 °C letova aktivita ustava. Kromé pocasi ovlivituje
let také stafi a pohlavi. Samecci se z domovského pole nerozsitfuji na takovou vzdalenost jako
samicky (Hill and Mayo, 1980). Samicky po parfeni zistavaji v jejich domovskych
kukuficnych polich, kde se krmi po dobu nékolika dni az tyden. Potom se rozptyli do jiného
pole s kukutici béhem doby jejich letové aktivity (Isard et al., 2004). Let samicek lze rozdélit
na trividlni a vytrvaly. Trivialni lety jsou krat§i (trvajici n€kolik minut) a pomalejsi (16
m/min) nez vytrvalé lety, které mohou trvat hodinu nebo déle az pti rychlosti az 49 m/min

(Coats et al., 1986).
Poskozeni hostitelské rostliny

Larvy bazlivcl poskozuji hlavni i vedlejsi kofeny kukutice. Mladé larvy poziraji predevs§im
jemné kotenové vlasky. Star$i larvy maji vyS$i pozadavky na mnozstvi potravy a vyZziraji
vnitfek kofend a celé kofeny az po bazalni uzel. Napadené kotfeny hnédnou a ve vétsich
kofenech jsou patrné chodby po Ziru larev. PoSkozeni kofent kukufice rovnéz zvysuje
pravdépodobnost, Ze bude stonek a kofen napaden houbovymi chorobami. Pokud je kofenovy

systém z poloviny poSkozen, dochézi k polehnuti rostlin. Pii vét§im vyskytu larev je sezran



cely kofenovy systém a rostlina zavada, hnédne a hyne. Dospéli brouci se zivi na nadzemnich
castech kukufice, uptednostiiuji piredevsim pyl a blizny kukufice, ¢imz zpasobuji hluchost
klast. V mensi mite Skodi zirem na listech. VEtsi hospodaiské Skody zptisobené dospélei jsou

vSak vzacné (Berger, 2001; Hodgson, 2008).
1.3. Diapauza bazlivce kukufri¢ného

Bazlivec kukufi¢ny piezimuje ve stadiu vajicek nakladenych v piidé. Zimni dormance se
sklada z n€kolika fazi: pre-diapauzy, diapauzy a post-diapauzy (Kostal, 2006). Diapauza
vajicek a rychlost embryonalniho vyvoje jsou ovlivnéné nizkou teplotou (Krysan, 1972).
Ackoliv jsou vajicka bazlivce kukufiéného dobife adaptovana na nizké teploty, dlouhodobé
vystaveni teplotam pod 0 °C zvysuje jejich mortalitu (Chiang 1973; Gustin 1981). Zalezi také
na tom, v jaké fazi vyvoje jsou vajicka pfi nastupu nizkych teplot, u vyvojovée starSich vajicek,
kterd jsou vystavena nizkym teplotdm, je mortalita vyss$i (Palmer et al., 1977). Izola¢ni
vlastnosti pidy maji také vliv na uspésné prezimovani vaji¢ek. Nedostatek destovych nebo
sn¢hovych srazek béhem zimy a brzkého jara zvysuji mortalitu vajicek (Calkins and Kirk

1969).

V oblastech mirného podnebného pésu, jsou vajicka kladena do pidy v pribéhu Cervence az
z4afi. Embryogeneze pravdépodobné zacina nakladenim nebo kratce po ném, ale vyvoj embrya
se zastavi zhruba po 11 - 13 dnech pfi teploté 20 °C, kdy vajicka ptejdou do diapauzy
(Meinke et al., 2009).

Udaje o primérné délce diapauzy vajicek bazlivee kukufi¢ného se znaéné 1isi v ramci riznych
diive publikovanych studii, které¢ byly vesmés provadény na jedincich z riznych populaci.
Uvadi se délka v rozmezi 78 aZ 163 dni, ale 1 mezi jedinci téZe populace byly zjistény vyrazné
rozdily. Diapauza je krat$i v severnich zemé&pisnych Sitkach, protoze ¢asové obdobi mezi
kladenim vaji¢ek a nastupem nizkych teplot je zde krats$i nez v jiznich zemépisnych Sitkach
(Krysan 1982; Coats et al., 1986). V piirozenych podminkach mirného pasu je diapauza
ukoncena béhem zimy, kdy je teplota pidy trvale nizs§i nez 11 °C, které jsou uvadény jako
spodni teplotni hranice pro vyvoj. Obcasnd tepld obdobi, kterym jsou piezimujici vajicka
vystavena, nemaji vliv na pfed€asné ukonceni diapauzy (Gustin 1981). Postdiapauzni vajicka
nasledné zustavaji neaktivni ve stavu postdiapauzni kviescence, dokud teplota pidy nestoupne
nad 11 °C. Navzdory drobnym odchylkdm byl tento jev pozorovan u vétSiny vajicek bazlivce

kukutfi¢ného v mirnych oblastech.



Pti teplotach pldy vyssich nez 11 °C zacina postdiapauzni vyvoj az vylihnutim, které v
laboratofi nastdva zhruba po 14 az 20 dnech po zchlazeni pfi konstantni teploté 20- 25 °C,
pfiCemz byly opét pozorovany mezipopulacni rozdily. Optimalni teplota pro vyvoj
postdiapauznich vaji¢ek je okolo 28 °C. Mnoho faktort jako mikroklima, obdé¢lavani pudy a

jeji vlastnosti ovliviiuji teplotu piidy v dané hloubce, a tim 1 pfedvidatelnost lihnuti vajicek.

Krom¢ optimalni teploty potiebuji postdiapauzni vajicka k uplnému vyvoji také vodu, kterou
absorbuji ze svého okoli. Pokud nemaji k dispozici vodu, postdiapauzni vyvoj se zastavi a
prejdou do stavu kviescence. Velikost embrya se v této dobé vétSinou pohybuje v rozmezi
300-600 pum. Vajicka zistavaji v dormantnim stavu, dokud voda nepiijde do kontaktu s
vajickem a dokud neni absorbovana. Diapauzni vajicka schopnost absorpce vody pies
membranu nevykazuji, coz ukazuje na zménu propustnosti membrany vajicka po ukoncéeni

diapauzy.

Toto zjisténi podporuje i1 fakt, ze bazlivec kukufi¢ny ma tropicky nebo subtropicky pavod, s
naslednou kolonizaci do Severni Ameriky. Diapauza vaji¢ek v Mexiku nastdva béhem obdobi
sucha, kdy neni k dispozici kukufice, a je néasledovana kviescenci. Pocatek obdobi desth
umoziuje vajiCkim pokracovani postdiapauzniho vyvoje a larvy se z vaji¢ek lihnou
synchronng¢ s vyvojem hostitelskych rostlin. Pfedpoklada se, ze tento typ diapauzy se vyvinul
jako strategie k pteziti suchych podminek, a tim doSlo zaroven k preadaptaci bazlivce

kukufi¢ného pro pieZiti chladného obdobi v mirnych oblastech (Meinke et al., 2009).
1.4. Embryonalni vyvoj

Embryonalni vyvoj hmyzu se sklada z né€kolika fazi: ryhovani, vzniku blastodermu,
vzniku zarode¢né pasky, gastrulace a vzniku zarodecnych listil, segmentace a vzniku piivéskl
a nasledné organogeneze. Vzhledem ktomu, Ze neni dostupny c¢lanek, ktery by piimo
popisoval embryonalni vyvoj bazlivce kukuti¢ného, byl pro srovnani vyuzit pomérné dobie
prostudovany embryonalni vyvoj mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata), ktera

rovnéz patii do ¢eledi mandelinkovitych (Chrysomelidae).

Ryhovani vajicka za€ina po oplozeni a nakladeni vaji¢ek. B&hem tohoto procesu dochézi
k mnohonasobnému déleni jader zygoty a migraci jader smérem k periferii vajicka. Potom, co
jadra doputuji pod povrch a bunéénd membrana vajicka se vchlipi mezi jadra, vznikaji bunky
blastodermu. Bunky blastodermu se poté shlukuji na btiSni stran¢ vajicka a brzy se objevuje

podél ventralni sttedové Cary ryha. Zacind byt viditelnd segmentace. Embryo se prodluzuje,



kdyz hlava roste v oblasti piedniho polu a vétsi ¢ast abdomenu se presouva ze zadniho polu
na hibetni ¢ast. Ve vysledku zacind byt napadnd dlouhd zarode¢na paska, stejné¢ dilezita
struktura jako ¢lankované piivésky, dale se formuje trachedlni systém a centralni nervovy
systém. Kratka zarode¢na paska je zjevna, kdyz se embryo smrsti a dokud neni zadni konec
znovu piesunut tésné k zadnimu poélu vajicka. Hlavové a hrudni pfivésky a vnitini organy se
diferencuji pozdégji. Larvalni télo je kompletni, kdyz se lateralni Casti embrya piesunou

A

smérem ke hibetni sttedové ¢are a nakonec zde splynou.
Ryhovani

Tti a pal hodiny po nakladeni vajicek zacina superficidlni (povrchové) ryhovani. Prvni déleni
probiha ve stiedu bunck vajicka, ale béhem dalSiho déleni se ryhovaci energidy (jadra a
okolni cytoplasma) pfesunuji na periferii vajicka (periplazma). Do Sestého cyklu je déleni
jader synchronizovano a pocet ryhovacich energid je pokazdé zdvojnasoben. Kazdy cyklus
trva zhruba hodinu. Na zacatku sedmého cyklu déleni probihd mitéza veprostied vajicka nebo
blizko pfedniho pdlu a pozdéji se Sifi jako vlna pfes celé¢ vajicko. Zatimco se vétSina
ryhovacich energid dale pfesunuje na periferii vajicka, mala ¢ast jich zlstava ve Zloutku a
vznikaji z nich primarni vitelofagy. Béhem ryhovéni se vajecné bunky scvrkéavaji a nasledné

vzniké perivitelinni prostor mezi buitkou a obalem vajicka na obou polech.
Vznik blastodermu

Patnact hodin po nakladeni vajicek a po jedenactém mitotickém déleni, vstupuji ryhovaci
energidy do periplazmy. Bunéfnd membrana vajicka se zacina vchlipovat mezi jadra
v periplazmé a vznikd prvni vrstva bunék — blastoderm. V ranych fazich jsou bunky
blastodermu viceméné rovnomérné rozlozené a jsou stejné velké, az na ty, které jsou kolem
posteriorniho poélu, ty jsou vétsi a jsou nazyvany polové buiiky. Polové buiiky jsou prekurzory
zarodecnych bunék. Jednotliva jadra se piesunuji z blastodermu zpatky do zloutkového vacku,

kde ziistavaji jako sekundarni vitelofagy.

Béhem faze blastodermu probihaji tf1 mitotické cykly, dvanacty, tfindcty a ¢trnacty cyklus.
Sekundérni vrstva bun€k vznikd hned pod blastodermem, ale tyto builky se brzy zaclenuji
mezi buiiky blastodermu. Pozdé&ji se bunéénd membrana sevie jako svéra¢ na spodni strané
kazdé bunky, ale az do gastrulace zlstavaji stile spojené se zloutkovou membréanou.
V posledni fazi se blastoderm rozd€luje na embryondlni a extra-embryonalni ¢ast, kdyz se

buiiky shlukuji na bfisni stran€ a fidnou na hibetni strané. Tento shluk bun€k na bfi$ni strané



(embryonalni ¢ast) meéni tvar z kvaddrového na cylindricky a vymezuje primitivni zarode¢nou
ploténku, ze které pochazi embryo a amnion. Oproti tomu, builkky na hibetni strané (extra-

embryonalni ¢ast), které jsou prekurzory ser6zy, se hodné zplostuji.
Gastrulace a vznik zarodecnych listi

Tticet hodin po nakladeni vaji¢ek se zacina objevovat ryha v podélné ose zarodecné ploténky.
Zacina v mist¢ budouciho ustniho ustroji veprostfed zarodecné ploténky a vede smérem
k zadni ¢asti, kde kon¢i jako m¢lka prohluben ukryvajici polové buriky. Tyto ¢asti zarode¢né
ploténky, které tvaruji ryhu, pfedstavuji mezoderm a endoderm, zatimco ektoderm tvorii
buiiky na povrchu obou bocnich stran a ve stfedni Casti ryhy. Néasledné se ob¢ pulky
ektodermu oddéluji od mesendodermu podél ryhy a spojuji se. Tento proces zacina blizko
ptedniho kraje zarode¢né ploténky a ptfesunuje se jako zip smérem k zadnimu pélu. Zhruba po
patnactihodinové pauze se béhem gastrulace znovu objevuje mitotické déleni bunck, prvni je
viditelné v potencialni hlavové casti a nasledné se §ifi pres celé embryo. Pravdépodobné

dochazi pouze k jednomu mitotickému cyklu, pfi kterém je zdvojnasoben pocet bunck

embrya.

Béhem gastrulace se lateralni casti ektodermu piesunuji pfes ryhu smérem k ventralni strané,
coz vede knarovnavani embrya. Toto pietvofeni embrya je podpofeno dramatickym
prodluzovanim embrya, zvlasté na jeho zadnim konci. Piedni ¢ast embrya se pfesunuje
smerem k pfednimu poélu, zadni ¢ast obsahujici polové bunky se presouva smérem k zadnimu
konci a nofi se do dorzalni ¢asti zloutkového vacku. Brzy po zacatku gastrulace zacind byt
viditelnd segmentace embrya, kdyZ se objevi mélkd prohlubent v misté budouciho Ustniho
ustroji ektodermu, svisle k ryze. Molekularni markery ukazuji, Ze tyto ryhy jsou prvnimi
morfologickymi znaky ¢asti segmentt. Dale béhem gastrulace pokracuje rozdélovani embrya

na segmenty v hrudni a pozdéji také v abdomindlni Casti.

Soucasné s prodluzovanim embrya na obou polech se rozSifuje i extra-embryonalni
blastoderm v opaéném sméru. Na obou pélech se objevuje zahyb, protoze extra-embryonalni
blastoderm se neodd¢luje od zarodecné pasky. Oba zahyby se pfesunuji pfes embryo. Zadni
zédhyb je vice zfetelny, protoze prodluzovani embrya je tady mnohem siln€j$i nez v predni
¢asti. Oba zahyby se pomalu pfesouvaji pfes ventralni stranu embrya, dokud se nepotkaji a
nepokryji celé embryo. Kdyz je pokryta posledni mezera, odd€luji se od sebe vnitini a vnéjsi
Casti zahybl. Vnitini list zlistdva spojeny s embryem. Tento tenky epitel se nazyvd amnion,

ktery kryje mladé embryo na bfiSni stran€. Vné&jsi list ziistava spojeny s dorzalni ¢asti extra-
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embryonalniho blastodermu. Tato vrstva se nazyva seréza a obaluje amnion a embryo na
bfisni stran¢ stejné jako piechazi v hibetni ¢ast Zloutkového vacku. Béhem rané gastrulace je
ziejmy tok ve vnitiku zloutkového vacku. V pozdéjsich fazich gastrulace se zloutkovy vacek
dale déli na velké Zloutkové bunky. Kazda z nich obsahuje n€kolik jader pochazejicich
zZ vitelofagli. Nakonec obsahuji zloutkové builky vSechen materidl jako diivéjsi Zloutkovy

vacek.
Segmentace a vznik privéski

Béhem gastrulace se zadni konec embrya protahuje do Zloutku, ale ted’ se objevuje na
dorzalni stran¢ Zloutku. Embryo se proménuje v tenkou podlouhlou strukturu, kterd je dvakrat
tak dlouhda, jako byla zarode¢nd paska na zacatku gastrulace. Hlavové laloky jsou nyni
situované kolem ptfedniho pdlu a abdominalni zdhyby jsou kolem zadniho pélu, posledni
segmenty lezi na dorzalni strané. Hlavové laloky jsou vice zietelné nez zbytek téla a také
hrudni segmenty jsou vice zietelné nez Celistni a abdominalni segmenty, které jsou nejtenci.
Segmentace je kompletni po celém téle. Ve vétSing Castech zarode¢né pasky jsou hranice
segmentl viditelné jako mélké ryhy vedouci na ventralni a lateralni strany embrya. V pfedni
¢asti pasky nejsou zietelné Zadné morfologické hranice celistnich segmenti, ale molekularni
markery ukazuji alespon jeden predtykadlovy, tykadlovy a interkalarni segment. Nasleduji tii
Celistni, tfi hrudni a deset abdominalnich segmenti. Vchlipend mesendormalni trubice se

rozpada, ¢imz vznika smiSena télni dutina — mixocoel — typicka pro hmyz.

Podél stfedové osy, kde se béhem gastrulace spojily dv€ ektodermalni casti, mizi velké
neuroblasty dovnitf embrya. Zde se déli a diferencuji na nervové bunky, které formuyji
centralni nervovy systém skladajici se z mozku, suboesophagialniho ganglia a bfiSni nervové
pasky. Béhem tohoto procesu je vétSina rudimentl interkaldrniho segmentu pohlcena, kdyz
jejich neuroblasty formuji tritocerebrum, které pozdéji srlista s predtykadlovym segmentem
protocerebra a tykadlovym segmentem deuterocerebra, ¢imz se zakladd sekundarni

syncerebrum, které je typické pro hmyzi mozek.

Usta se ukazuji jako mélka prohlubeii, ktera je bud’ pozistatek predniho konce gastrulacni
ryhy nebo nova struktura. Pozdéji se prohlubuji a formuji pfedni stfevo (stomodaeum).
Vepredu zacina vystupovat horni pysk (labrum). Na segmentech tykadel, stejné jako na
Celistnich a hrudnich segmentech zacinaji vybihat clankované piivésky. Narustajici pocet
pfivéskil je zfetelny na kazdém clanku, po obou strandch. Pozdéji se 1iSi morfologicky,

piivésky na hrudnich ¢lancich jsou delsi, zatimco tykadlové a celistni privésky zlistavaji

11



mensi a krat§i. Na zékladech interkaldrniho segmentu nejsou zaznamenany zadné
morfologické znaky ptivéskli. Na obou stranach embrya se objevuje deset malych jamek,
jeden par na kazdém segmentu od mezothoraxu az po osmy abdominalni segment. Postupné
se prohlubuji do embrya, pozdé&ji se zacinaji vetvit a fizovat spolu, a tak formovat tracheélni
systétm. Zadni c¢ast embrya obsahuje primordium zadniho stfeva (proctodaecum) a
malphigickych trubic. Jemné pfivésky segmentll vstupuji do amnionové dutiny vyplnéné
tekutinou situované mezi amnionem a embryem. Bunky tvofici serézu mizi, ale embryo,
amnion a zloutek ziistavaji obklopené nebunécnou vrstvou, vyprodukovanou buitkami ser6zy

pied tim, nez vymizely.
Zarodecna paska

Padesat hodin po nakladeni vajicek se embryo zkracuje kvuli vchlipovani zadniho stteva,
pozdéji se prodluzuje zpét podél jeho podélné osy. Zejména abdomindlni a hrudni segmenty
se vyrazn¢ zkracuji, ale zaroven se soucasné lateraln¢ rozsifuji. Ve vysledku se presouva
zadni Cast embrya z dorzdlni strany okolo zadni casti zloutku. Zhruba Sedesat hodin po
nakladeni vaji¢ek se embryo zmensuje na délku vajicka, hlava je situovana u pfedniho pdlu a
posledni ¢ast abdomenu na zadnim polu. Tyto dva pohyby, prodlouzeni béhem a kratce po
gastrulaci nasledované zkracenim o nekolik hodin pozdé&ji, je typické pro hmyz s dlouhou
zarode¢nou paskou, u kterych embryo pochdzi z celé lateralni poloviny blastodermu a u
kterych hraje mitéza dilezitou roli ve formovani embrya podél jejich podélné osy. Divody
pro tyto pohyby nejsou zatim jasné. U hmyzu s kratkou zarode¢nou paskou scitd zarodecny
terCik pouze malou Cast blastodermu, vétsi cast predstavuje prekurzor serdzy. U této skupiny
hmyzu pochazi pouze pfedni Cast embrya ze zarodecného terciku, zatimco zbytek téla se
objevuje krok za krokem, kdy se vyviji jeden segment za druhym. U vétSiny hmyzu této
skupiny, embryo nejprve leZi na bfiSni strané blizko zadniho polu, béhem proliferace se
piesunuje kolem ptedniho pélu do Zloutku, pozdéji se vyvali zpatky ze Zloutku, aby dosahlo

kone¢né ventralni polohy.

Amnion meéni svoji polohu soufasné se zatahovanim zarodecné pasky. Ta se postupné
rozpada a bunky migruji améboidnim zplisobem z ventralni strany na dorzalni. Bunky se zde
opét semknou a vytvofi tenky epitel pokryvajici dorzélni stranu Zloutku, ktera zatim neni

okupovéana embryem. Amnion zde slouzi jako do¢asny dorsal closure.

Béhem zatahovani zarodecné pasky, ventralné fuzuji hlavové laloky a vznikd hlavova

kapsule, kterd zakryva rostouci mozek. Tykadla, ¢asti tst a koncetiny se prodluzuji, ale brzy
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jsou embryo a amnion pokryti kutikulou, kterd brani dalSimu rastu. V tomto okamziku
embryo neméni jeho vnéjsi strukturu po dobu nékolika hodin. Zkracené embryo nyni zeSiroka
zaujima celou ventralni polovinu zloutku stejné jako oba pdly. Organogeneze probiha uvnitf

embrya.
Dorsal closure

Sto hodin po nakladeni vajicek dochazi k poslednimu velkému pfeorganizovani
embryondlniho téla. Po svlékani kutikuly se epidermalni bunky zplostuji a epidermis se
rozprostira kolem hibetni ¢asti zloutku. Casti mezodermu se také presunuji na hibet. Nakonec
se pokozka setkava z obou stran podél hibetni osy a sriistd, ¢imz tvoii ¢ast mezodermu, a
formuje trubicovité srdce. Amnion zardsta pokozkou a vytraci se uvnitt. Opét rostou tykadla,
Casti Ust a koncetiny a druhy par Celisti se pfesunuje medidlné, srista a formuje spodni pysk
(labium). Zadni ¢ast embrya se protahuje z termindlni do ventrdlni pozice. Brzy po dorsal
closure je embryo opét pokryto kutikulou, ktera ukazuje larvalni struktury. Pfes pruhlednou

membranu vajicka za¢ina byt viditelna barva téla (Fleig, 1996).
1.5. Zamér prace

Navzdory tomu, ze bazlivec kukufi¢ny je sktuidce s obrovskym ekonomickym vyznamem,
zistdva mnoho aspektii jeho biologie téméf neprobadéno. Laboratofim, které se zabyvaji
vyzkumem bazlivce kukuficného, se naptiklad nedaii zavést kontinudlni laboratorni chov.
V praxi tak vajicka piipadné dospélce odebiraji z terénu, v laboratofi nakladena vajicka
ponechavaji ptfes zimu Ve venkovnich podminkach, coz logicky kopiruje zivotni cyklus
bazlivce v piirodé. Material na pokusy vV podobé dospélci tak maji k dispozici pouze béhem
vegetacni sezony a jesté vlivem rizného nacasovani lihnuti znané nestejnorody. Proto jsme
se pokusili zavést kontinudlni chov za standartnich podminek tak, abychom méli brouky
k dispozici i jindy nez béhem vegetac¢niho obdobi. Aby se nam to podaftilo, bylo nutné vyfesit
predevsim otdzku ukonceni diapauzy vajicek, a eliminovat tak nutnost vajicka chladit rtizné
dlouhou dobu a snejistym vysledkem. Zaméfili jsme se proto na to, jestli je diapauza
skutecné obligatorni, jak uvadi literatura, nebo fakultativni a lze tedy provozovat chov bez
chlazeni. Za standartniho dlouhého dne 18:6 (foto:skotofaze) se nam to béhem experimentil
provadénych v bakalaiské praci nepodafilo (Janska, 2013), proto jsme délku dne
odpovidajicim zptisobem prodlouzili. Vzhledem k tomu, Ze jsme chtéli jednoznacné prokézat,
ze se vajicka v extrémné dlouhém dni vyvijeji normalné, studovali jsme i vyvoj embrya. V

literatufe se uvadi, ze zhruba po 11 — 13 dnech je embryonélni vyvoj V pfirod¢ zastaven a
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vaji¢ka vstupuji do diapauzy obligatorniho typu (Meinke et al., 2009), coz jsme ovéfovali za

vyse odvozenych chovnych podminek v laboratofi.
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2. CILE PRACE

1. Zavést kontinudlni chov bazlivce kukufi¢ného v laboratornich podminkach.

2. Zjistit podminky vedouci k ukonéeni diapauzy vaji¢ek, zejména s ohledem na
vystaveni chladnému obdobi.

3. Vyhodnotit délku piezivani dospélct bazlivce kukuti¢ného v laboratoii — posoudit vliv
teploty.

4. Pozorovat embryonalni vyvoj vaji¢ek bazlivce kukufi¢ného v podminkach extrémné

dlouhého dne.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Vyvaoj vajicek bazlivce kukuri¢ného v roce 2014

Experiment probihal v insektariu Entomologického tstavu v Ceskych Bud&jovicich a byl
zahajen posledni tyden v Cervenci 2014, ukoncen byl prvni tyden v fijnu 2015. Cilem bylo
zjistit, za jakych podminek je ukoncena diapauza vaji¢ek a zavést kontinudlni chov bazlivce

kukuti¢ného v laboratornich podminkéach.

Dospélci bazlivee kukufi¢ného byli nasbirani v kukufi¢ném poli na jizni Moran¢ a nasledné
prevezeni do Ceskych Budg&jovic. Poté byli brouci rozdéleni do krabi¢ek vzdy po dvaceti
kusech. V kazdé krabic¢ce bylo 10 samicek a 10 samecki. Celkem jsme méli 29 krabicek, tedy
580 brouku. Krabi¢ky byly poté umistény do insektaria s nastavenou fotoperiodou 20:4 hodin
(foto:skotofaze) a teplotou zhruba 22 °C. Brouci byli krmeni vlasky kukufice a klasy, potrava
jim byla dvakrat tydné ménéna. Sniisky byly vybirany po celou dobu kladeni, tedy ptiblizné
dva mésice, jednou tydné kazdé pond€li a ndsledné pienesena do kvétinadclh s hlinou.
Kvétinace s vajicky byly po celou dobu pokusu umistény v insektariu, kde byla nastavena
stejna fotoperioda, jako méli brouci béhem kladeni a teplota 25 °C. Kvétinace byly pravidelné
zalévany, aby méla vajicka dostatek vlhkosti. Druhy tyden v lednu (12. 1. 2015) byla do
kvétinaca s vajicky zasazena naklicend kukufice, aby se pfipadné vylihnuté larvy mély na
¢em zivit. Od zacatku tnora byly postupné v kvétinacich s kukufici nalézany larvy. Na
zaCatku biezna byli v kukufici poprvé zaznamenani dosp€li brouci a byli zde nalézéni béhem
celého mésice a jejich pocet byl vzdy zaznamenan. Po tom, co piestali objevovat novi
dospélci, byli vSichni brouci umisténi spolu s kvétinaci s kukufici do kleci a opét byli
ponechani v dlouhém dni a nastavenou teplotou na 25 °C. Nasledné sami¢kami nakladena

vajicka byla opét pfenesena do kvétinact s kukutici a nechana v insektariu.

Zaroven byla kazdy tyden zaznamenavana imrtnost broukl. VZdy jednou tydné byli spocitani

mrtvi samecci a mrtvé samicky, pocet byl zaznamendvan do tabulky.
3.2. Embryonalni vyvoj bazlivce kukuti¢ného

Tento pokus probihal opét v insektariu a laboratoti Entomologického tistavu v Ceskych
Budéjovicich a trval od 22. 7. 2015 do 12. 10. 2015. Cilem tohoto experimentu bylo zjistit

zivotnost samicek a samecktll a pozorovat embryologii vajicek bazlivce kukufi¢ného.

Brouci byli opét nasbirani v kukufiéném poli na jizni Moravé a nasledné ptevezeni do
insektaria v Ceskych Budg&jovicich. V insektariu byly nastaveny shodné parametry jako
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piedesly rok, tedy 20:4 (foto:skotofaze) a teplota 25 °C. Dospélci byli rozdéleni do krabicek,
v kazdé vzdy bylo 10 samic¢ek a 10 sameckii. Celkem jsme méli 11 krabi¢ek vzdy po 20
broucich, celkem tedy 220 brouktl. Krmeni byli dvakrat tydné vlasky a klasy kukufice. Po
dvou tydnech v insektariu zacaly samicky klast vajicka. Vajicka byla kazdy tyden vybirana a
pouzita k dalSim pokustim. Stejn¢ jako ptredesly rok byla opét kazdy tyden zaznamenavéana
umrtnost dospélci. PoCet mrtvych sami¢ek a mrtvych sameckd byl vzdy jednou tydné

zaznamenan do tabulky.
3.3. Barveni vajicek

Vybrana vajicka byla barvena pomoci fluorescen¢niho barviva podle postupu, ktery uvadi
Masci and Monteiro (2005) a nasledné¢ pozorovana pod fluorescenénim mikroskopem a
fotografovana. Barvena byla rizné stara vajicka — 7 dni, 10 dni, 14 a 16 dni, aby mohl byt
porovnavan vyvoj vajicek. Nakladena vajicka byla skladovana v insektariu na sit’ce polozené
na plastové krabi¢ce s vodou, aby vajicka méla dostatek vlhkosti. Zde byla vajicka uloZena

pozadovany pocet dni a poté pouzita na barveni.

Vajicka byla nejprve ponotfena do Petriho misky s bélicim ptipravkem, aby byla vajicka
zbavena vnéjsiho obalu - chorionu. Bélici pfipravek byl smichan s destilovanou vodou
v poméru 1:3 (2,5 ml béliciho pfipravku a 7,5 ml destilované vody), do tohoto roztoku byla
vajicka ponoifena pouze na nékolik vtetin, del§i ponofeni vajicek v roztoku by je poskodilo.
Aby se predeslo zniCeni vajicek, byla dechorionace provadéna pod binolupou Leica S6D
(Leica, Wetzlar, Némecko), kde bylo pozorovdno postupné odplavovani chorionu. Po
odstranéni chorionu byla vajicka pomoci jemné entomologické pinzety pienesena do Petriho
misky s pfedem pfipravenym roztokem 7,5 ml destilované vody a 2,5 ml PBS, kde byla
ponechana 30 minut. Po 30 minutach byla vajicka pfendana do 5 ml destilované vody a 5 ml
PBS a byla zde opét 30 minut. Ve tfetim kroku byla vajicka ddna na 30 minut do 2,5 ml
destilované vody a 7,5 ml PBS. V poslednim kroku byla vaji¢ka ponotena do 10 ml PBS a
nechana alesponn 2 hodiny v lednici. Mezitim byl na analytickych vahach navdzen 1 mg
fluorescen¢niho barviva Hoechst 33258. Barvivo bylo dano do mikrozkumavky a pomoci
pipety pfidan 1 ml destilované vody. Po dvou hodinach byla vajicka vyjmuta z lednice a
prenesena na Petriho misku se sklenénym dnem a vlozena do kapky PBS. K vajickim bylo
pfidano barvivo a cely obsah byl ihned zabalen do hlinikové folie, aby se sniZila
fotodegradace, a na minimaln¢ 20 minut uloZen v lednici. Vajicka byla poté pozorovana pod

fluorescenénim mikroskopem (Zeiss Jena, Jena, Némecko) a fotografovana. Tento mikroskop
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byl pfizpisoben pro pouzivani fotoaparatu na kinofilm, coz vzhledem k tomu, ze takovy
fotoaparat nebyl dostupny, vedlo k improvizovanému feSeni. Na fotografovani byl pouzit
digitalni fotoaparat Canon EOS 500D (Canon, Tokio, Japonsko), ktery byl nasazen na okulary
mikroskopu. Fotografie byly poté prohlédnuty, tfidény a popsany podle ¢lanku Strobla and
Stelzera (2014), Masciho and Monteira (2005) a podle obrazku (Obr. 1), ktery byl upraven z
¢lanku Tautze (1999) a kde jsou znazornény faze embryonalniho vyvoje potemnika hnédého

(Tribolium castaneum).

Rany embryonalni vyvoj Tribolia castaneum

blastoderm

formovani primitivni
zarode¢né ploténky

¢asna faze zarodeéné

pasky

roz§ifovani zarode¢né

pasky

kompletné rozsitena
zarode¢na paska

Obr. 1 Obrazek zobrazuje jednotlivé faze embryonalniho vyvoje potemnika hnédého
(Tribolium castaneum). Obrazek byl upraven podle obrazku, ktery je dostupny na:
http://www.sdbonline.org/sites/fly/vdevihom/triboli.jpg.

3.4. Statistické vyhodnoceni prezivani dospélcii za rok 2014 a 2015

Vysledky ptezivani dospélci potizené v roce 2014 a v roce 2015 byly vyhodnoceny v
programu STATISTICA v. 7.2 (StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA). Na vyhodnoceni byla pouzita

metoda analyza prezivani (Kaplan-Meierova kiivka).
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4. VYSLEDKY

4.1. Vyvoj vajicek bazlivce kukuii¢ného v roce 2014

Poté, co byli dospélci ulozeni v insektariu (22 °C, fotoperioda 20:4) a krmeni vlasky a
klasy kukufice, zacaly samicky klast vajicka. Vajicka byla poprvé objevena na klasech
kukufice treti tyden po zacatku pokusu (11. 8. 2014). Samicky kladly vajicka celkem 60 dni.
Z vajicek, ktera byla od nakladeni uloZena v kvétinacich s ptidou a nasledné k nim zasazena
nakli¢ena kukufice, se na zaCatku unora vylihly larvy. Poprvé byly larvy, které se zacaly
lihnout po zhruba ¢tyfech mésicich, co byla vajicka ulozena v insektariu (25 °C, fotoperioda
20:4), na kukufici zaznamenany 9. 2. 2015. Na rostlindich kukufice bylo viditelné
charakteristické poskozeni. Prvni vylihnuti dospélci se objevili 2. 3. 2015 a objevovali se
pribézné az do konce biezna. Uspé$nost lihnuti byla zhruba 10%, z piiblizné 1500 vajicek se
vylihlo asi 150 larev, z nichz vyvoj uspésné dokoncilo 132 dosp€lct, z toho 64 samicek a 68
sameckd. Vzhledem k tomu, Ze v kvétinacich bylo vzdy nalézano vice snisek vajicek, neda se
statisticky prokazat, které pohlavi se objevilo dfive. Jednotlivé pocty vylihnutych samicek a
sameckt jsou uvedeny v Tab. 1. Poté samicky kladly vajicka do kvétinaca s kukufici. V
kvétinaCich s nakladenymi vajicky, které byly ponechdny v insektariu po dobu zhruba ctyt

mésicl, nebyly nalezeny zadné vylihnuté larvy.

Tab. 1 Tabulka uvadi pocet vylihnutych samicek a sameckt bazlivce kukuticného béhem

mésice biezna 2015.

Datum dospélci
vylihnuti | samice | samci
10.3. 22 34
11.3. 3 3
12.3. 3 1
13.3. 2 3
16.3. 5 4
17.3. 4 4
19.3. 4 2
23.3. 13 5
24.3. 5 8
26.3. 3 2
31.3. 1 2
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4.2. Prezivani dospélcii za rok 2014

Pocet mrtvych samicek a samecki krmenych na vlascich a klasech kukufice
zaznamenavany v tydennich intervalech je uvedeny v piiloze (viz Tab. 1 a Tab. 2). Grafické
zpracovani dat pomoci Kaplan-Meierovy kiivky je uvedeno na Obr. 2. Zivotnost dospélcti

byla maximalné 63 dni. Pfiblizn€ 50% mortalita byla zaznamenana po dvou tydnech.
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Obr. 2 Graf zachycuje procento piezivsich dospélcti bazlivce kukuti¢ného vroce 2014
zaznamenavané v tydennich intervalech. Modfe jsou v grafu zaznamenané samicky a Cervené

jsou oznaceni samecci.
4.3. Prezivani dospélcii za rok 2015

Pocet mrtvych samicek a sameckli krmenych na vlascich a klasech kukufice
zaznamenavany v tydennich intervalech je uvedeny v pfiloze (viz Tab. 3). Grafické
zpracovani dat pomoci Kaplan-Meierovy kiivky je uvedeno na Obr. 3. Z obrazku vyplyva, ze

dospélci Zili maximalné€ 84 dni. Ptiblizné 50% mortalita byla zaznamenana po tfech tydnech.
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Obr. 3 Graf zachycuje procento piezivsich dospé€lci bazlivee kukuti¢ného v roce 20145
zaznamenavané v tydennich intervalech. Modrfe jsou v grafu zaznamenané samicky a Cervené

jsou oznaceni samecci.
4.4. Barveni vajicek

Vajicka nabarvend pomoci fluorescencniho barviva Hoechst 33258 v rozdilné vyvojoveé
fazi jsou zachycena na Obr. 4 a Obr. 5. Na Obr. 4 je zobrazena kone¢na faze blastodermu,
kdy za¢ina pohyb jader z pfedni dorzalni ¢asti smérem k zadni ventralni ¢asti, kde nakonec
bude vétsina jader tvofit primitivni zarode¢nou ploténku. Na Obr. 5 je zobrazena rana faze
zarode¢né pasky, ktera se formuje na ventralni stran¢ a jsou viditelné i hlavové laloky a

rustova zona.
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Obr. 4 Vajicko bazlivce kukufiéného obarvené fluorescenénim barvivem Hoechst 33258.

Pozorovano pod fluorescenénim mikroskopem 10 dni po nakladeni. Zachyceny jsou bunky

blastodermu a zhusténi jader ve spodni ¢asti formujici primitivni zarode¢nou ploténku.
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Obr. 5 Vajicko bazlivce kukufiéného obarvené fluorescen¢nim barvivem Hoechst 33258 a

pozorovano pod fluorescencnim mikroskopem 14 dni po nakladeni. Zobrazena je ¢asna faze

zarodecné pasky béhem gastrulace.
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5. DISKUZE

5.1. Diapauza bazlivce kukufri¢ného

Diapauza predstavuje dualezitou c¢ast zivotniho cyklu u mnoha druhii bezobratlych
(Kostal, 2006). U hmyzu piedstavuje hlavni formu adaptace na sezonni zmény prostiedi
(Masaki, 2002). Diapauza je definovéna jako stav, béhem které¢ho dojde k pozastaveni vyvoje
(Kostal, 2006). Diapauzni hmyz miize byt vysoce tolerantni ke chladu, horku, suchu nebo
hladovéni, ale k t€émto podminkdm jsou dobie ptizptisobivi, pouze kdyz diapauza nastane ve
vhodny ¢as. Toto nacasovani je ve vétsiné pripadi kontrolovano odezvou na sezénni podnéty,
jako je délka dne nebo teplota. Nacasovani ukonceni diapauzy je také dulezité pro efektivni
vyuziti zdrojli, primarné je urceno intenzitou diapauzy a sekundarné regulovano sezonnimi

podnéty (Masaki, 2002).

Bazlivec kukufiény pfezimuje ve stadiu vajicka (Meinke et al., 2009). Mnoho druhid hmyzy
vstupuje do diapauzy ve stadiu vajicka a je bézné, Ze nizké teploty jsou nutné k tomu, aby
doslo k vylihnuti larev (Andrewartha and Birch 1954). Kostal (2006) uvadi, ze chlad patii

mezi nejcastéjsi faktor, ktery ukoncuje zimni diapauzu.

George and Ortman (1965) prokazali, ze diapauza bazlivce kukufiéného se vyskytuje u
vajicek a ze rychlost vyvoje je ovlivnéna nizkymi teplotami. Woodson and Gustin (1993)
tvrdi, ze nizké teploty pudy jsou dualezitym faktorem pro pfezivani vajicek bazlivce
kukuficného. Berger (2001) uvadi, Ze vajicka musi projit chladovym obdobim pted
vylihnutim. Délka chladového obdobi, kterd je nutnd pro ukonceni diapauzy vaji¢ek bazlivce
kukuti¢ného se v literatufe 1isi. Krysan et al. (1984) uvadi, Ze chladové obdobi dlouhé 4
meésice je nutné pro synchronizaci lihnuti. Jackson and Elliott (1988) zaznamenal prvni lihnuti
vajic¢ek poté, co byla uloZena v teploté 8 °C po dobu 7 az 8 mé&sicli a nasledné inkubovéana ve

25 °C.

Vajicka bazlivce kukuficného dobie snasi vystaveni nizkym teplotdm, ovSem dlouhodobé
vystaveni teplotam pod bodem mrazu zvySuje jejich mortalitu (Chiang 1973, Gustin 1981).
Woodson and Gustin (1993) studovali miru mortality u vaji¢ek bazlivce kukuti¢ného, ktera
byla vystavena rizné nizkym teplotdm po dobu az 14 tydnil. Vajicka byla v laboratofi dana do
teplot 0, -5 a -7,5 °C. Uspé&snost vylihnutych vaji¢ek se snizovala se snizujici se teplotou,
doba vyvoje se prodluzovala pii nizSich teplotach. Patel et al. (1967) zjistil, ze lihnuti vajicek
bylo snizeno pii teploté -2 °C a Ze po vystaveni vajicek teplotam -10 nebo -23 °C na dobu
Sesti nebo vice tydnl nedoslo k zddnému lihnuti. Berger (2001) zaznamenal, ze lihnuti bylo
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snizeno na 50 %, pokud byla vajicka vystavena teplotam  -10 °C po dobu jednoho tydne,
z4dna vajicka se nevylihla, pokud byla vajicka vystavena témto teplotdm po dobu ¢tyi tydnti
nebo pokud byla v teploté -15 °C ulozena jeden tyden. Gustin (1981) oznacil teplotu pudy -
7,5 °C jako dolni hranici pfeziti, protoze pii nizSich teplotdich zaznamenal u piezimujicich

vajic¢ek vyraznou mortalitu.

Jako prahova teplota, ktera vyvolava ukonceni diapauzy, se pohybuje okolo 11 °C, pfi¢emz
mirné odlisnosti byly zaznamenany v ramci populaci z riznych regioni (Hodgson et al.,
2008). Berger (2001) uvadi hrani¢ni teplotu 12,8 °C. Teplotni pozadavky pro lihnuti se
pohybuji v rozmezi 300 az 400 denostupnii. Levine et al. (1992) zkoumal prahové teploty a
teplotni podminky nutné pro vylihnuti vajicek v laboratornich podminkach na populaci
bazlivce kukuficného pochézejici ze statu Illinois v USA. Rychlost vyvoje se linearné
zvySovala se zvySujici se teplotou. Prahova teplota pro prvni lihnuti byla 12,7 °C, 50 %
lihnuti nastalo pfi hrani¢ni teploté 11,2 °C. Délka vyvoje u vajicek této populace byla delsi
nez u vajicek pochdzejicich z Minnesoty a Jizni Dakoty pfi podobnych teplotach, coz
podporuje teorii, Zze vajicka ze severnéjSich populaci maji tendenci lihnout se diive nez
vajicka z jiznich zemé&pisnych Sitek a ze pravdépodobné existuji fyziologické rozdily mezi

populacemi (Levine et al., 1992).

Béhem naseho pokusu byla vajicka po celou dobu ulozena v insektariu, kde byla nastavena
teplota 25 °C, coz se uvadi jako optimalni teplota pro naslednou inkubaci vaji¢ek po tom, co
projdou chladem. Vajicka pouZzitd Vv naSem experimentu nebyla vystavena zadnému
chladovému obdobi, pouze extrémné dlouhému dni (20 hodin). Lze se tedy domnivat, Ze
Vv literatufe uvadéna (Krysan et al., 1977) obligatorni diapauza byla v naS§em pokusu pierusena
vlivem nestandartnich svételnych podminek. Pfedpokladem spravnosti tohoto tvrzeni je vSak
skutecnost, ze svétlo pronika do hliny v kvétina¢i o hloubce cca 15 cm, kde byla vajicka
umisténa. VIiv velmi dlouhého dne na ukonceni diapauzy by bylo moZno jednoznaéné
potvrdit paralelnim pokusem v Gplné tmé, ktery ovSem nebyl provadeén, jelikoz cilem bylo
pfedevsim zavedeni kontinudlniho laboratorniho chovu bez nutnosti pfenosu vajicek do
chladu. Vliv dlouhého dne na ukonceni obligatorni diapauzy byl vSak jiz v minulosti prokézan
(Dolezal and Sehnal, 2007; Hodek, 2012). Na zakladé pomérné dlouhé doby mezi umisténim
vaji¢ek do dlouhého dne a teploty 25° C se domnivame, ze se v ptipade bazlivce kukuti¢ného
jedna skutecné o obligatorni diapauzu, i kdyZ v porovnani s nékterymi diive publikovanymi
daty byla doba nutna k obnoveni vyvoje krat$i nez u vajicek, kterd rizni autofi vystavovali

chladu (Jackson and Elliott, 1988) Pomérné vysoka byla v naSem pokusu i uspéSnost
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dokonceni vyvoje do dospélct, ktera byla téméef 10%. Néktefi autofi uvadéji tuto uspésnost

Vv rozmezi 0d méné nez 1% az 2,8% (Toepfer et al., 2008; Elliott and Hein, 1991).
5.2. Prezivani dospélci bazlivce kukufiéného

Bazlivec kukufi¢ny je povazovan za monovoltinni druh (Meinke et al., 2009). Udaje o
pramérné délce zivota uvadéné v drive publikovanych ¢lancich se mezi sebou vétSinou lisi.
Bylo zaznamendno, ze brouci bazlivce kukuficného Ziji v poli primérné 52 dni (maximalné
86 dntli), zatimco v laboratoii se primérnd délka zivota trva déle (Toepfer and Kuhlmann,
2005). Elliott et al. (1990) uvadi primérnou délku Zivota mezi 50 az 62 dny, Hill (1975)
zaznamenal primérnou zivotnost u broukd drzenych v kontrolovanych laboratornich
podminkach 78 dni, zatimco Branson and Johnson (1973) zaznamenal, Ze v brouci
Vv laboratofi Zili az 95 dni. Tyto udaje se liSily v zavislosti na laboratornich podminkach.
Elliott et al. (1990) béhem svého pokusu udrzoval teplotu v laboratoti 24 °C. Hill (1975) mél
V laboratofi nastavenou fotoperiodu 16:8 (foto:skotofaze), zatimco béhem fotofaze byla

teplota 28 °C a beéhem skotofaze byla teplota 25 °C/18 °C.

V polnich podminkdch populace sameckti umirala rychleji nez populace samicek, coz
naznacuje, ze mortalita sameckll je vyssi nez u samicek (Ball, 1957). Nicméné, laboratorni
studie naznacuji srovnatelnou Zivotnost samic¢ek a sameckl (Toepfer and Kuhlmann, 2005).
V laboratoti po 42 dnech se mortalita bazlivce kukufi¢ného rapidné zvySovala nezéavisle na
typu potravy (Elliott et al., 1990), s ptiblizné¢ 50% mortalitou po 50 dnech (Branson and
Sutter, 1985).

Zivotnost broukll v polnich podminkéch je nepifiznivé ovlivitovana napi. nedostatkem potravy
nebo nizkymi teplotami (Toepfer and Kuhlmann, 2005). Elliott et al. (1990) prokazal, Ze
Vv laboratofi iimrtnost broukd zavisi také na vyzivové hodnoté rostlin, kterymi jsou krmeni.
Mortalita se zvySovala s rostoucim vékem rostlin. Zivotnost byla nejdel$i u brouki, ktefi byli
krmeni zelenymi vlasky kukufice, pylem a listy kukufice. Na druhou stranu, nejkratsi dobu
zili ti, kteti byli krmeni rostlinami pfed nebo po kveteni. Ioana (2003) také uvadi, Ze kvalita
potravy ovliviiuje Zivotnost brouk, ktery provadé¢l pokusy s brouky drzenymi v laboratornich
podminkach a krmenymi rliznymi ¢astmi kukutice (zelené listy kukufice, zelené vlasky a pyl,
nezralé kukufi¢né klasy a hnédé vlasky kukutice). Brouci krmeni listy kukufice Zili nejdéle

(94 dni), naopak brouci, ktefi se zivili na hnédych vlaskach, Zili nejkratsi dobu, 60 dni.
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Z literatury vyplyva, ze ptezivani dospé€lct je kromé potravy ovlivnéno predevsim teplotnimi
a svételnymi podminkami. Teplota ovliviiuje mnoho procestt u dospélct zahrnujici délku
zivota, vyvoj a plodnost. Konstantni teplota okolo 25 °C se uvadi jako vyhovujici pro tento

druh (Jackson, 1986).

Béhem naSich experimentti provadénych dva roky po sobé byla zaznamenana zivotnost
dospé€lctt maximalné 63 dni v roce 2014 a az 84 dni v roce 2015. Ptiblizné¢ 50% mortalita byla
zaznamenana po dvou tydnech béhem experimentu v roce 2014 a v roce 2015 byla piiblizné
50% mortalita po tiech tydnech. Umrtnost sameckt a sami¢ek se lisila pouze minimalng.
V roce 2014 byla nepatrné vys$si mortalita samicek, naopak v roce 2015 byla o trochu vyssi
mortalita sameckti. Krat§i zivotnost dospé€lcii v roce 2014 mulze byt ovlivnéna teplotou
v insektariu, kde byli brouci umistény. Zatimco v roce 2015 byli brouci drzeni v teploté 25
°C, v roce 2014 byla v insektariu udrzovana teplota 22 °C. Fotoperioda 20:4 (foto:skotofaze)
a potrava, kterou byli brouci krmeni, byly po oba roky stejné. Vzhledem k tomu, Zze
nemuiZzeme urcit piesné staii dospélcil, protoze brouci jsou sbirani v poli a nevime, kdy pfesné
vyletéli, mize byt rozdilnd Zivotnost dospélci v laboratofi vysvétlena i jejich rozdilnym

stafim.

Branson and Johnson (1973) zaznamenali, Ze samiCky byly schopné klast Zivotaschopna
vajicka az 60 dni po pafeni. Hill (1975) zaznamenal toto obdobi dlouhé 76 dni.
Vysledky naSeho pokusu se shoduji s vysledky, které publikoval Branson and Johnson (1973).
Samicky, které byly pouZity v naSem pokusu, kladly také 60 dni. Kladeni trvalo 60 dnii jak

béhem experimentu v roce 2014, tak béhem experimentu, ktery byl provadén o rok pozdéji.

V literatuie se také uvadi délka obdobi pted tim, nez samicky zacnou klést vajicka. Branson
and Johnson (1973) zaznamenali v laboratofi u dospélct bazlivee kukuti¢ného obdobi pied
kladenim vaji¢ek dlouhé 14 dni, Hill (1975) pozoroval u samicek toto obdobi dlouhé 12 dni.
Berger (2001) uvadi, ze samicky zac¢inaji klast vajicka zhruba 10 dni po oplozeni. Béhem
naseho pokusu provadéného vroce 2014 trvalo toto obdobi 18 dni, vroce 2015 bylo

zaznamenano obdobi pred kladenim vaji¢ek dlouhé 12 dni. Delsi doba pied kladenim v roce

wvrwe

5.3. Embryonalni vyvoj

V hmyzi embryologii existuji dva zakladni typy embryi, embrya s dlouhou zarodecnou

paskou a embrya s kratkou zarodecnou péskou.
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Charakteristika dlouhych zarode¢nych embryi zahrnuje meroistickou oogenezi, relativné
rychlou embryogenezi, neschopnost regulovat embryogenezi v reakci na zmény prostiedi a
velkou zarode¢nou pasku uvniti vajicka. Druhy s kratkou zarode¢nou paskou maji
panoistickou oogenezi, delsi trvani embryogeneze a schopnost pfiznivé reagovat na zmény
prostiedi béhem embryogeneze. Predpoklada se, Zze osud kazdé buiiky zarodecné pasky je
uréen pozdéji béhem vyvoje embryi s kratkou zarode¢nou paskou. Kromé toho bunky serozy,
které zistaly zraného blastodermu poté, co se diferencioval zarode¢ny tercik, jsou
mnohojaderné, na rozdil od druht s dlouhou zarode¢nou paskou, které maji obvykle tyto

bunky mononuklearni (Masci and Monteiro, 2005).

V ptipadé druhit stzv. dlouhou zarode¢nou paskou vznikaji vSechny segmenty témér
soucasné. Naproti tomu, u hmyzu s kratkou zarodecnou péskou, jsou zadni segmenty
postupné pridavany jeden po druhém k zadni ristové zoné, coz naznaCuje opakujici se

mechanismus jako somitogeneze u obratlovcti (Nakao, 2010).

Zatimco vyvoj embryi s dlouhou zarodecnou paskou je povazovan za vysoce odvozeny,
embryogeneze embryi s kratkou zarode¢nou paskou je povazovana za zakladni a je

pozorovana u vétsiny ¢lenovci (Schroder et al., 2008).

Octomilka obecna (Drosophila melanogaster) patii mezi nejvyznamnéjsi hmyzi druh
pouzivany jako modelovy organismus ve vyvojové biologii hmyzu. Potemnik hnédy
(Tribolium castaneum) je rovnéz povazovan za vynikajici modelovy organismus a stal se

druhym hmyzim modelem po Drosophila melanogaster.

Rana embryologie u Drosophily a Tribolia a u vétSiny dalsiho hmyzu je pomérné stereotypni.
V zygoté probiha rychlé mitotické déleni, jaddra migruji ze Zloutku na okraj vajicka, kde tvori
syncytialni blastoderm. Pozdé&ji po nckolika dalSich cyklech déleni vznikd bunéény
blastoderm, ktery je jednovrstvy a obklopuje Zloutek vajicka. Kromé téchto velmi ¢asnych
podobnosti, embryo Tribolia vykazuje mnoho znakd, které jsou spole¢né pro vétSinu hmyzu
(a dalsi ¢lenovce), ale ne pro Drosophilu, ktera se projevuje mnoha odvozenymi znaky. U
Tribolia se pouze zadni a ventralni ¢ast blastodermu zhust'uje, aby vzniklo embryo spravné.
Zbytek blastodermu se diferencuje na dva extra-embryonalni epitely — serdzu, ktera obklopuje
cely povrch vajicka a amnion, ktery se ohyba kolem embrya, aby pokryl jeho ventralni

povrch.
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Na rozdil od Tribolia, zarodek embrya Drosophily prodélal expanzi v prabéhu evoluce, tak,
ze zabira téméf cely povrch blastodermu, zatimco extra-embryonalni tkan byla zredukovana a
je omezena na vétsinu dorzalni ¢asti. V dusledku této expanze, a skute¢nosti, ze vSechny télni
segmenty vznikaji soucasné, je embryo Drosophily fazeno mezi embrya s dlouhou
zarode¢nou paskou, zatimco embrya s kratkou zarode¢nou paskou, jako je Tribolium, jsou
specificka segmenty v pfedni ¢asti embrya ve fazi blastodermu a az pozd¢ji béhem vyvoje

postupné vznikajicimi segmenty v zadni Casti.

prestavbam béhem raného embryonalniho vyvoje Tribolia ve srovnani s Drosophilou (Benton

and Pavlopoulov, 2014).

Z naSich omezenych informaci se zd4, Ze embryo bazlivce kukuficného se jevi spiSe jako
embryo s kratkou zarode¢nou paskou. Embryogeneze probiha spiSe pomalu. Po deseti dnech
byla pozorovana kone¢na faze blastodermu. Po Ctrnacti dnech byla evidentni rana faze
gastrulace. Tyto faze vyvoje jsou u hmyzu s dlouhou zarode¢nou paskou pozorovany do
n¢kolika hodin po nakladeni vajicek. V této vyvojové fazi (rand gastrulace) se ziejmé
embryonélni vyvoj zastavi a vajicka vstupuji do diapauzy. Meinke et al. (2009) ve své
publikaci uvadi, ze embryonalni vyvoj embrya se zastavi zhruba po 11 - 13 dnech, kdy
vajicka ptejdou do diapauzy, coz potvrzuji i nase pozorovani. Vajic¢ka starsi nez 14 dni se nam
nepodafilo zachytit, jelikoz ve starSich sériich dochdzelo k vyschnuti, pfipadné ve vysSich
vlhkostech k plesnivéni vaji¢ek navzdory v§em snaham o udrzeni sterilniho prostfedi. Plisné
jsou zfejmé 1 nejvyznamnéjSim faktorem, ktery vedl k pomérné nizké (do 10 %) lihnivosti

popisované v diive publikovanych pracich a pozorované i béhem nasich pokust.
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6. ZAVER

Hlavnim cilem této prace bylo zavedeni kontinudlniho chovu bazlivce kukufi¢ného
Vv konstantnich laboratornich podminkach. Za timto ucelem byly provadény pokusy
s diapauznimi vajicky a dosp€lci bazlivce kukuficného. Béhem experimentu s diapauznimi
vajicky se podafilo prokazat, ze vajicka nemusi projit chladovym obdobim pied vylihnutim,
jak se uvadi v literatuie, a K ukonceni diapauzy vede i extrémné dlouhy den (20 hodin).
Inkubace vajicek v teploté 25 °C po 4 mésice vedla k lihnuti larev, pti¢emz vyvoj do dospé€lct
dokoncilo pfiblizné¢ 10 % jedincii (z ptivodniho poctu vajicek), coz je mnoZstvi na horni
hranici v literatufe uvadénych vysledkt pro chovy, kde byla diapauza ukoncovana chladem.
Vyskyt obligatorni diapauzy u bézlivce kukufi¢ného byl potvrzen i sledovanim vyvoje
embryi, jejichz vyvoj v teploté 25° C a 20 hodin dlouhém dni byl zastaven stejné, jako to bylo
popsano u vaji¢ek odebiranych z pifirody. U 10 dni starych vaji¢ek byla zietelna pozdni faze
blastodermu. U 14 dni starych vajicek byla pozorovana rana faze gastrulace. Délku zivota
dospélct a ptitomnost pouze jedné generace bazlivce kukufi¢ného v prirodnich podminkéach
naopak potvrdil experiment s piezivanim v laboratornich podminkach, kdy bylo prokazano,
7e bazlivei bez rozdilu pohlavi pfezivaji dva az tifi mésice. Zdanlivy vyskyt druhé generace
Casto popisovany praktickymi zeméd¢lci je tedy spiSe zplsoben riiznym nacasovanim lihnuti

imag a jejich relativné dlouhym ptezivanim.
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8. PRILOHY

Tab. 1 Tabulka zobrazuje po¢et mrtvych samifek a samecCki zaznamenavany v tydennich
intervalech b&hem pokusu v roce 2014. V prvnim sloupci je uvedeno &islo kelimku (Cislo k.).
Kazdy kelimek obsahoval na pocatku experimentu 10 samct a 10 samicek bazlivce
kukuti¢ného.

Datum kontroly | Datum kontroly | Datum kontroly | Datum kontroly
25. 8. 2014 1.9.2014 8.9.2014 15.9. 2014

samice | samci | samice | samci | samice | samci | samice | samci
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Tab. 2 Tabulka zobrazuje po¢et mrtvych samifek a samecCki zaznamenavany v tydennich
intervalech b&hem pokusu v roce 2014. V prvnim sloupci je uvedeno ¢&islo kelimku (Cislo k.).
Kazdy kelimek obsahoval na pocatku experimentu 10 samcti a 10 samicek bazlivce
kukuti¢ného.

Datum kontroly | Datum kontroly | Datum kontroly
22.9.2014 30. 9. 2014 6. 10. 2014

samice | samci | samice | samci | samice | samci
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Tab. 3 Tabulka zobrazuje po¢et mrtvych samifek a samecCki zaznamenavany v tydennich
intervalech b&hem pokusu v roce 2015. V prvnim sloupci je uvedeno ¢&islo kelimku (Cislo k.).
Kazdy kelimek obsahoval na pocatku experimentu 10 samcti a 10 samicek bazlivce

kukufi¢ného.
Datum kontroly Datum kontroly | Datum kontroly | Datum kontroly
Cislo 27.7.2015 3.8.2015 10. 8. 2015 17. 8. 2015
K. samice | samci | samice | samci | samice | samci | samice | samci
1 1 1 1 0 0 0 2 1
2 1 3 0 0 1 0 0 1
3 1 1 1 1 0 1 1 0
4 0 1 0 1 1 0 2 0
5 0 1 0 0 0 1 2 2
6 1 0 0 1 0 1 2 0
7 0 2 1 0 0 0 1 1
8 0 0 1 2 0 1 0 0
9 1 1 1 1 0 0 1 0
10 0 0 0 2 0 0 1 0
11 0 3 0 3 0 0 1 1
Cislo | Datum kontroly Datum kontroly | Datum kontroly | Datum kontroly
K. 24. 8. 2015 31. 8. 2015 7.9.2015 14.9. 2015
1 1 0 0 1 1 1 0 1
2 1 1 0 1 1 0 2 0
3 1 2 0 1 0 0 2 2
4 0 0 0 3 2 0 1 1
5 0 1 1 1 1 0 1 1
6 0 0 2 1 1 1 1 0
7 2 2 1 0 1 0 1 0
8 2 1 0 1 1 2 1 0
9 1 0 2 2 1 2 2 1
10 2 2 2 2 1 2 1 1
11 0 1 1 0 1 0 1 1
Cislo | Datum kontroly Datum kontroly | Datum kontroly | Datum kontroly
K. 21.9. 2015 29. 9. 2015 5. 10. 2015 12. 10. 2015
1 1 0 0 2 2 2 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1
3 0 1 2 0 1 1 1 0
4 2 1 1 1 1 2 0 0
5 2 0 0 1 1 1 2 1
6 0 1 0 1 2 2 1 2
7 1 2 2 0 0 1 0 2
8 1 0 1 1 1 1 2 1
9 0 0 0 1 1 0 0 2
10 1 0 0 0 2 0 0 0
11 2 0 1 0 1 0 2 1
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