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Photoperiodic reaction of linden bugs (Pyrrhocoris apterus) are markedly influenced by
latitude of Earth. Linden bugs were tested in labolatory conditions. These insect are from 12
different places over Europe from south to north. Linden bugs during experiment show really big
differences in fotoperiodic reaction. Lynden bugs from southerm habitats were interrupted diapause
and began lay eggs morly earlier whom individuals from northem habitats which interrupted

diapause and lay eggs morly later.
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1. Uvod

Organismy jsou na Zemi vystaveny zménam vnéjSich proménlivych podminek. Mnohé
z téchto zmén jsou pravidelné, jako naptiklad stfidani dne a noci, a proto neni piekvapujici, Ze u
vétSiny organisml nachdzime vnitini hodiny, které synchronizuji fyziologické déje, metabolismus a
chovani organismu s témito pravidelnymi zménami. Takovéto circadianni (z latinského circa, coz
znamena piiblizné, a dias, coZz znamena den) rytmy nachazime naptiklad i1 u sinic Synechococcus
(Hosokawa et al., 2011), které mnohdy neziji ani 24 hodin.

Témet u vSech druhti Zivo€ichil i rostlin maji cirkadianni rytmy velmi dalezitou roli. Zmény
v délce dne a noci jim pomahaji zjistit, v které ¢asti sezony se nachézeji, a pomoci téchto udajt
jsou schopni vyhodnotit, ¢i je spravny €as se rozmnozit, ztlumit metabolismus nebo migrovat na
vyhodnéjsi mista( Bradshaw, 2003) Ridi mnoho dilezitych dg&j, které jsou kliGové pro pieZiti v
ptirodé. Nejvyraznéjs$im piikladem je migrace zvifat. Zkracujici se den vyvold vnitini impulz, ktery
signalizuje, aby se vydali na dlouhou cestu n¢kdy i pies cely kontinent. Rostliny nemaji moznost
migrace, ale nepfizen okolniho prostredi také musi prekonat.

Dal$im periodickym stfidanim vné&jSich podminek jsou, kromé stfidani dne a noci, rocni
obdobi. Naklonéni zemské osy zplisobuje, Zze na zemsky povrch dopadaji slunecni paprsky pod
uhlem, ktery se béhem ob&¢hu Zemé kolem Slunce méni. Proto se v souvislosti se zemépisnou Sitkou
lisi jak mnozstvi energie dopadajici na jednotku plochy, tak doba, po kterou slunecni paprsky
dopadaji. A obé tyto hodnoty se periodicky méni béhem roku, pfi¢emz v rovnikovych oblastech je
rozdil minimalni, zatimco v polarnich oblastech vidime rozdily mezi létem a zimou nejvyraznéji
(Obr. 1). Stfidani ro¢nich obdobi kli¢ov€ ovliviiuje zivot vSech Zivych organismu. Jak uz bylo
feceno, projevy ve zmén¢ délky dne a zmény v rocnich obdobich se miize u zivocichil projevovat
riznymi reakcemi. Siroké spektrum Zivodichll i rostlin pouZivd méfeni délky dne a noci jako
zakladni kli¢ pro migraci, rozmnoZovani a vyvoj (William et. al 2006). Circadianni rytmy jim
pomahaji predpovidat zmény, které v prostfedi nastanou, a tim jim davaji Cas na piipravu k
vytvoreni nezbytnych opatieni k zajisténi preziti (Preetmoninder et al., 2005). Jako piiklad mohou
poslouzit pohyby listl, otevirani a zavirani praduchii a nacasovani doby kveteni (McClung, 2001).
Méné napadné, ale pro preziti stejné dilezité, jsou pfiprava na zimni spanek ¢i nastartovani
metabolismu pfi prichodu nové sezény. Rostliny jsou schopné své vegetacni obdobi — kveteni
sesynchronizovat s hmyzim zivotem(Garner, 1920).

Na Obrazku 1 je vidét, Ze rozdily mezi dnem a noci v riznych zemépisnych Sitkach je
veliky. V severnich zemé&pisnych Sitkdch zima ptichazi diive, kdyz jsou dny jesté delsi. Z mapy
muizeme vycCist, Zze kdyz na jihu v ¢ervnu trva den pfiblizn€ 14 hodin, tak na severu, ve stejném

ro¢nim obdobi a mésici, dopada svétlo na zemsky povrch az 19 hodin. V poslednim mésici v roce,
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v prosinci, kdyz jsou dny nejkratsi, je rozdil v délce doby dopadani slune¢niho zéafeni na Zemi téz
velmi znacny — na jihu je den dlouhy necelych 10 hodin, a na severu je tato doba dokonce jesté
kratsi, kolem 5.5 hodiny. Cim vice se blizime k rovniku, tim je zima kratsi a p¥ichazi pozd&ji, kdyz
jsou 1 dny znateln¢ krat$i. Z toho divodu maji Zivocichové unikatni mechanismus, ktery jim

pomaha piezit.

Vliv zemépisne Sirky na photoperiodu
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Obr. 1 Vliv zemépisné §itky na fotoperiodu v Evropé¢.

Zkracujici se den je pro hmyz signdl, Ze se bliZi zima. Cim vice jsme na sever, tim pfichazi

zima dfive, a proto je kriticka délka dne delsi (Bradshaw et. al 2001).

1.1. Diapauza

Biotop a v ném vladnouci povétrnostni podminky se stdle méni, jedin€ v tropech je relativné
konstantni. V ostatnich typech biotopli musi zivo€ichové celit neustalym zméndm Zivotniho
prostiedi, vykyvim pocasi a stfidani dostupnosti zivotné dulezitych zdroji. Jednou z kli¢ovych
strategii u zivoCichd, ktefi nemigruji, je diapauza. Diapauza je schopnost, ktera umozni hmyzu
piekonat dlouhodobé neptiznivé podminky a zmény ro¢nich obdobi a mlze nastat v kterémkoliv
vyvojovém stadiu. Hmyz pouziva diapauzu jako odpovéd pravé vici neptfiznivym podminkam
svého Zivotniho prostiedi. Béhem diapauzy dochdzi k mnoha zméndm. Mohou to byt zmény v

chovani a ve vyvoji, dokonce miize diapauza vyvolat i zménu v morfologii. Zména v morfologii



mize byt velmi markantni, jako naptiklad zména ve zbarveni, v délce kiidel a ve vné&jsi kutikule.
Vedle toho dojde k velkému mnozstvi behaviordlnich zmén (Gilbert et al., 2004) . Diapauza neni jen
stav, je to komplex slozitych d&ja, které na sebe navazuji. Je to klidové obdobi, kdy hmyz zméni
svilj metabolismus, snizi svoji aktivitu a nastane klidovy stav. U hmyzu bylo ziskani schopnosti
diapauzy velikym evoluc¢nim skokem. Diapauza synchronizuje aktivni stadia s neaktivnimi podle
zdroji v prostiedi. Ve vSech piipadech je diapauza odpovédi na nedostatek néjakého pro Zivot a
vyvoj dulezit¢ho zdroje, coz mohou naptiklad byt svétlo, potrava, voda nebo teplo. Hlavnim
aspektem diapauzy je redukce metabolismu a preckani nepfiznivych podminek. Podle tohoto
rozliSujeme diapauzu jako pouhou redukci metabolismu a na slozité geneticky programované
diapauzni chovani. Dal§im typem diapauzy je quiescence, kterd probihd jako nahla odpovéd na
necekanou nepftizen prostiedi. Quiescence nastdva hlavné tehdy, kdyz dojde k prudkym zménam
prostiedi. Je jen kratkodoba. Diky schopnosti diapauzy mohl hmyz osidlit i mista, kde mohou

nepiiznivé podminky pietrvavat delsi dobu.

1.2. Molekularni mechanismy cirkadiannich a fotoperiodickych hodin

O molekularni podstaté cirkadiannich hodin mame celkem sluSnou pfedstavu, diky
intenzivnimu studiu v poslednich 40 a zejména dvaceti letech.

Circadianni hodiny generuji 24hodinovou periodu pfes hormony a synapse. Circadidnni
rytmy jsou generovany specidlnimi oblastmi v hmyzim téle. Z hlediska vnimani svétla se méfeni
délky dne neodehrava jen pomoci o€, ale také pomoci extraretinalnich utvart (Numata et al., 1997).
Ty se obvykle nachazi na hlavé nebo na mozku, nad kterou je kutikula translucentni nebo ztenSena.
Tyto bunky se shlukuji po deseti nebo vice buitkach v jedné skuping. Mezi sebou jsou propojeny
pomoci gap-junctions, synapticky nebo hormonalné. Tyto oblasti se nazyvaji circadianni oscillatory.
Dva hlavni oscillatory pro cirkadialitu se nachazi v mozkovém ganglionu. V hlavovém ganglionu
jsou zodpovédnymi c¢astmi opticky lalok a protocerebrum. V nékterych piipadech muize funkce
méteni circadidnnich rytmi v téchto ¢astech mozku chybét, je jen v jedné nebo v druhé (Wise et al.,
2002). Vedle toho nachazime v hmyzim téle rizné lokaln¢ autonomni oblasti, které jsou dilezité,
ale jsou podfizené. Jako ptiklad mohou poslouzit malpigické trubice, slinné¢ Zzlazy nebo
prothorakalni zZlazy (Kodrik, 2000). Tyto ¢asti mohou spolupracovat, nebo samostatn¢ fidit n¢které
fyziologické d¢je v téle.

Pro hmyz je nejvice dulezité modré a zelené spektrum svétla. Dva hlavni proteiny, které
jsou schopné absorbovat toto svétlo, jsou cryptochrom(CRY) a opsin (Goto 2002). Kryptochrom je

fotoreceptor na bazi flavind, ktery je citlivy na modré spektrum svétla. Je zodpovédny za setizeni



oscillatorti(Stanewsky et al. 1988).

Zékladni model hmyziho oscillatoru je postaven na bilkoviné kryptochrom (CRY) . Jak uz
bylo feceno, je to molekula citliva na svétlo, kterd vytvari rizné zpétnovazebné drahy s pozitivné i
negativné aktivnimi elementy(Bradshaw, 2010).

Obrazek 2 nam ukazuje zjednodusené schéma circadidnnich hodin. Transkripce genu cycle
(cyc) je kontinudlni a transkripce genu clock je rytmicka (clk). Translatované proteiny CYC a CLK
podporuji traskripci genu period (per). Per mRNA je transportovany do cytoplasmy, kde je
translatovany do jeho proteinu PER a vytvoii komplex s timeless proteinem (TIM) a proteiny
cryptochromu CRY1 a CRY2. CRY1 je fotoreceptor, ktery umoziuje vnimani tmy a dne pro
fotoperiodické hodiny. CRY?2 je insenzitivni na svétlo a je hlavnim transkripénim represorem v
tomto systému (Bradshaw, 2010). Cely tento mechanismus jako komplex genu se oznacuje jako

circadianni oscilator.
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Obr.2 Zjednodusené schéma cirkadianniho mechanismu v bunce(Bradshaw 2010)



Na cely oscilator navazuji podfizené neurosekre¢ni organy, které pomoci hormonti ovliviiuji
fyziologické a biochemické déje v tele. Dulezité hormony v fizeni circadiality jsou juvenilni
hormon, PTTH a ecdysteroidy. Diapauza je fizena z corpora allata, kde se syntetizuje juvenilni
hormon, ktery ma spolu s ekdysteroidnimi hormony velky vliv na diapauzu. Juvenilni hormon je
béhem diapauzy v hemolymfé nedetekovatelny. Juvenilni hormon je terpenoidni hormon z rodiny
sesquiterpentt od franezolu. Z fyziologického hlediska ma v hmyzim téle nesmirné¢ velky pocet
ukoll, jako napf. embryogeneze, svlékani, metamorfoza, vitelogeneze, vyvoj a inhibice ovarii.
Reguluje tvorbu vitelogeninti, jejich transport a vstup do oocyti. Juvenilni hormon se vylucuje
rytmicky a Ize jej zméfit, jeho stimuldtor a inhibitor je vylucovany z corpora allata. Stimulatorem je
allotropin, inhibitorem je allostatin. (Gilbert et al., 2004) Juvenilni hormon hraje diilezitou roli pfii
rozmnozovani, ovliviiuje produkei vitelogenu v tukovém télese a jeho ptijem v gonadach. Ecdysol
ovliviiuje riist folikularnich bunek (Kodrik, 2000).

Projevy fotoperiodismu obsahuji dva hlavni specidlni mechanismy. Fotoperiodicky méfic
Casu, ktery rozliSuje dlouhé a kratké dny a scitac, ktery scitd dlouhé nebo kratké dny, nahromadi
informace z méfi€e a poté vyvola potiebny podnét v hmyzim téle(Emerson et al.,2008) . Je
zajimavé, Ze samostatna buiika jako hodiny fungovat nemtze (Pickard, 1994).

Kladeni vaji¢ek je fizeno pomoci circadiannich hodin. Vyskytuji se zde fyziologické i
behavioralni rozdily mezi jednotlivymi druhy,coz je dilezité kvili okoli, napt. pohyb vaji¢ek ve
vejcovodu je takto synchronizovan (Thompson, 1999).

Circadianni oscilace jako ¢ast fotoperiodického méteni casu a dalsi regulace rytmil ukazuje na to, Ze
jsou slozené z vice slozek a vytvati takzvany multioscilatorni systém (Saunders 1990).

O diapauze se lidé vétSinou domnivaji, ze se jednd jen o vypinani a zapinani vyvoje. Je to
piekvapivé, ale diapauza je dynamicky proces, pfi kterém dochazi k regulaci piijmu energie
metabolickych latek, ke zménam v pfijmu kysliku atd. Dochézi také ke zméné v genové expresi a
ke snaze o sniZeni stresovych faktorti. Vyvoj také nemusi byt zablokovan, pokracuje dal, i kdyz ve
zpomaleném méfitku. Jako priklad ndm muze poslouzit druh komaru Culex pipiens (Readio et al.,
1999) anebo embryonalni vyvoj msice Acyrthosiphon pisum (Shingleton et. Al, 2003)

Diapauza je specificky druh dormance. Dalsi obdobné stavy jsou quiescence C¢i
cryptobioza(Kost’al, 2006).

Samotnou diapauzu piedchazi prediapauzni obdobi, kdy se hmyz rozhoduje, zda ma vstoupit
do diapauzni faze, nahromadit energii a pfipravit se na pozménény metabolismus. Samotné
rozhodovéni neni jednoduchy proces, bézi podle striktné dané¢ho programu, kde probiha kumulace
kaskady dé&ji a béhem této doby miize byt kdykoliv pferuSena. Béchem diapauzy neprobiha
morfogeneze, jedinec nepfijima potravu a piijem kysliku klesne az na 2 — 4 procenta. V mirném

pasu hmyz na toto obdobi hromadi ve svém téle kryoprotektanty, které jej ochrani pied



mrazem(Gilbert et al, 2004).

ukonceni, je svételnd perioda. Zde se setkavdme s vyrazem kriticka fotoperioda, kterd ma za
nasledky rozhodnuti o dalsi fyziologické déje. Méteni kritické fotoperiody je velice citlivé, hmyz
dokéze naméfit i rozdil pouhych 15 minut. Rozhodnuti je velice rychly d¢j. Pravdépodobné druhym
a moznd 1 stejn¢ vyznamnym faktorem je termoperioda. Napt. nastane situace, kdy svétlo je jesté
dostate¢né pro rozmnozovani, ale dlouhodoby chlad nastartuje diapauzu. Nebo také naopak, den je
jesté prilis kratky, ale zvySena teplota mize diapauzu pierusit. (Gilbert et al., 2004)

Dalsi faktory, které maji vliv na dany program jsou kvalita potravy, stalost vegetace,
feromony a hustota populace. (Gilbert et al., 2004)

Diapauza se béhem evoluce objevila vicekrat v riiznych fylogenetickych vétvich. Zbyva
otazka, zda se vyvinula vicekrat nezdvisle, nebo existuje n¢jaky primitivni pfedek Po porovnani
roztocl, pavoukovcl a hmyzu to vypada tak, ze to mélo stejny zaklad. Tato hypotéza dava smysl
tehdy, kdyz porovname nékteré druhy roztocl, vosy, miiry a motyly, ktefi k fungovani zékladniho
mechanismu fotoperiodické indukce hodin potiebuji karotenoidy. DalSim dalezitym aspektem je,
u roztocu 1 hmyzu se sklada z fotoreceptoru, ktery rozliSuje den a noc (jestli je delsi nebo kratsi nez
kriticka délka dne) a counter, ktery zaclenuje vysledky hodin do vyhodnocovaci ¢asti systému (A.
Veerman, 2001). Siroké spektrum Zivo&icht i rostlin pouziva méfeni délky dne a noci jako zakladni

kli¢ pro migraci, rozmnozovani a vyvoj (Bradshaw et. al., 2006).
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Obr. 3 Zakladni schéma fotoperiodického kalendaie(Kost'al, 2011).



Znazornéni zakladniho schématu fotoperiodického kalendare(Obr. 3). Vnéjsi signaly jsou
zachyceny pomoci receptoru, ktery vede tyto impulzy k vnitinim hodindm a ke counteru. Signaly
jsou posilané dal do centrdlni nervové soustavy, kde vyvolaji fadu dé&ja, jako naptiklad produkcei
neurohormontl, neurotransmiterti, které maji vliv na produkci hormont, které ovliviiuji vyvoj a

chovani (Kostal, 2011).

1.3. Geograficka variabilita ve fotoperiodické odpovédi

Naklonéni osy planety o 23,5 stupné zpusobuje to, ze se stiidaji rocni obdobi a méni se
délka dne a noci, coZ ma vliv na zivé organismy. Dopad slune¢ni energie na zemsky povrch klicové
ovliviiuje zivot vSech zivych bytosti. Ve vyvoji tak unikétni véci, jako je métfeni fotoperiody, hrala
roli také geologicka stabilita Zemé¢, coz znamena pravidelnou a stejné dlouhou rotaci Zemé kolem
osy. To zajistuje den dlouhy 24 hodin (Kost’al, 2011).

Sezonni morfologické zmény u msic jsou dobrym piikladem (Marcowitch, 1924). Dalsi
ptiklady sezonality jsou migrace motylu danaus a naslednd diapauza, diapauza kobylek, cvrckil a
ruznych druhitt motylt, kteti bud’ jako larva, kukla nebo vajicko musi pieckat zimu nebo v jinych

oblastech kruté 1éto.

1.4. Priklady diapauzy a cirkadiality v prirodé

V ptirodé se vyskytuje nesmirny pocet zajimavych ptikladt, kde se ve vyvoji a morfologii
projevi cirkadialita n€jakym zajimavym zptisobem. Jako prvni pfiklad mizeme uvést druh msice
Aphis forbesi, ktery na dlouhé letni dny reaguje tak,ze se vyvijeji jen viviparni samicky,a to
partenogeneticky. Jakmile se za¢nou dny zkracovat a sezona se chyli k podzimu, mSice zméni svoji
strategii a za¢nou se lihnout také samci. Nasledné pak dochéazi k pohlavnimu mnoZeni (Marcovitch,
1924).

Jako druhy piiklad mohou poslouzit nékteré druhy mur. Z housenky miry Orgyia
grandiosella se vyvijeji dospélci, kteti maji normalni morfologii a produkuji mald nediapauzni
vajicka. Generace, ktera dospiva na podzim, odpovidd na zkracujici se dny a ptichdzejici zimu
velkymi Cernymi diapauzami vajicky, kterd jsou schopna ptezit zimu Kimura, 1977). Dalsi
mura,ktera klade diapauzni vajicka, je druh Bombyx morii. Je to ptiklad maternaln¢ indukované
diapauzy(Yamashita, 1996). V pokusu s mirou Plutella maculipennis se zjistilo, ze délka dne ma
vliv na délku vyvoje. Housenky, které byly osvétleny 15hodin denné, se vyvinuly béhem 15dnt.
Ty, které byly ozéatrené kratsi dobu (9 hodin denng), se vyvijely 18 dni (Atwal, 1955).
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Jako vzacny, ale velmi zajimavy pfiklad, mize poslouzit druh koméra z podiadu
Nematocera, Chironomus riparius, ktery ve ¢tvrtém instaru vyvoje pfijiméa potravu i béhem zimy,
roste, ale vyvoj imaginalnich diskl je zablokovan (Goddeeris et al., 2001). Obdobny jev mizeme
pozorovat u motylu Sesamia nonagrioides, kteti béhem diapauzy také dal pfijimaji potravu - sice v
malém mnozstvi, a dal probiha svlékani. Pfi svlékani neroste, jen larvalni stadium trva delsi dobu.
Vyvoj imaginalnich diskt je taktéz zablokovan (Lopez et al., 1955).

Jako ptiklad diapauzy, kde svétlo nehraje roli a kde popula¢ni hustota je rozhodujici, slouzi
nematod Caenorhabtidis elegans ( had’atko obecné). Hadatka pfi pfijimani potravy produkuji
specialni feromon. Tento feromon slouzi jako signal pro larvy v tfetim instaru. Kdyz je koncentrace
feromonu v okoli vysoka, je to pro larvy informace, ze hustota populace je vysokd, a tudiz nema
smysl dokoncit vyvoj v dospélce, z divodu mozného nedostatku potravy. Kdyz koncentrace
feromonu v okoli klesne, je to pro larvy signdl, ze hustota populace klesla a tudiz je vhodny cas
dokoncit vyvoj, protoze nehrozi vysoka mira kompetice o potravu (Houthoofd et al., 2004).

V tropech sezonni zmény nejsou tak markantni, jako v jinych biotopech, pfesto se zde
diapauzujici hmyz vyskytuje, protoze zde nastdvaji jiné problémy. Napiiklad u sarancete
Schistocerca gregaria vyvola diapauzu zména kvality potravy. Pokud se v potrave snizi ( nebo zcela

vymizi ) hladina giberelinu nebo eugenolu, samicky pozastavi produkci vajicek (Ellis et al., 1986).

1.5. Pyrrhocoris apterus jako model pii studiu fotoperiodismu

Zajmovym organismem prace je rumeénice pospolnd(Pyrrhocoris apterus).
Nadttida: Sestinozci Hexapoda
Ttida: Hmyz Insecta
Podtiida. Ktidlati Pterygota
Rad: Plostice Heteroptera
Celed: Rumenicovity Pyrrhocoridae
Celosvétové ¢itaji plotice asi 40 000 druht, z toho v Ceské republice jich Zije asi 900 druhii. Prvni
tvorové podobni plosticim byly objeveny v permu.

Tento hmyz je vybornym objektem k vyzkumu. Je nenaro¢ny na chov,rychle se mnoZi a je
celosvétové rozsifeny. Vyskytuje se vcelé Evropé, v Mal¢ a Predni Asii, na Sibifi, v Indii,
v Severni Africe a ve Stfedni Americe. Takto veliky areal rozSifeni umoznuje chronobiologicky
vyzkum v pomérné jemném meéfitku. Vyhodou také je, ze 1 mezi populacemi, které¢ Ziji blizko u
sebe, existuje relativné mala pravdépodobnost kiizeni(Zahradnik et al., 2000) .

Velikost ruménice pospolné je velice variabilni, od 7 mm do 17 mm. T¢€lo je dorzoventralné

9



......

vnejsi traveni, nabodnou lipové semeno, vystiiknou do néj travici enzymy a vysaji natravenou
tekutou potravu(Kodrik, 2000). Zadecek kryji zkracené¢ polokrovky, jen migrujici jedinci maji
dlouhé krovky. Jako potrava jim slouzi semena rostlin, hlavné lipy, ale nepohrdnou ani Zivo¢isnou
potravou. Jejich vystrazné zbarveni varuje predatory, ze maji nepiijemnou chut (Zahradnik et al.,
2006).

Jejich pfeména je nedokonala. Svlékaji se celkem pétkrat. Samicka voln€ vypousti vajicka
do prosttedi a naddle se o n¢ nestard. Vajicka se lihnou pfti 25°C po 2 tydnech. Malé nymfy jsou
svétlé, meékké a krovky maji malo vyvinuté. Pti kazdém svlékani pokryvaji krovky vétsi plochu

zadecku. Velikost dospé€lce velmi zavisi na kvalité potravy (Gilbert et al., 2004).
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2. Cile prace

Cilem této bakalarské prace bylo vyzkousSet zméieni fotoperiodické kiivky ruménice
pospolné (Pyrrhocoris apterus) v postupné se prodluzujici fotoperiodé.

Druhym ukolem bylo porovnat diapauzni odpovéd’ mezi geografickymi liniemi ruménic
pospolnych (Pyrrhocoris apterus) pochézejicich s odliSnych zemépisnych Sitek a nadmoiskych

vysek.
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3. Metodika

3.1 Udrzeni chova

Zakladem celého pokusu je udrzeni a rozmnoZeni jednotlivych linii ruménic. Pro tento tcel
byly pouzity sklenéné nadoby. Do nddob byla nasypana vrstva semen lipy (Thillia sp.) a umistén
poskladany filtracni papir. Poskladany papir zvétSuje plochu, po které se mohou plostice pohybovat.
Samoziejmosti je zabezpeceni ptfisunu vody. K tomu byly pouZity sklenéné nadobky naplnéné
vodou s hrdlem uzavienym buni¢inou. Vodu bylo potieba ménit kazdy tyden kvuli plisnim a
necistotdm, které ruménice nanasi na buniCinu. Sklenénd nadoba s ruménicemi byla uzaviena
pomoci sitky, ktera byla pfipevnéna gumickou. Jednotlivé linie byly umistény v inkubatoru
s permanentni teplotou 25°C a v trvalém svétle. K pokusu byly pouZity ruménice pospolné z 12-ti

riznych lokalit z celé¢ Evropy, které jsou zaznamenané v tabulce 1 a zndzornéné na mapé¢ (Obr 4) .

Lokalita Soutradnice lokality Nadmorska vysSka
Toila N 59°25'; E 027°31' 44 m.n.m.
Estonsko # 11 N 58°; E 026°15' 60 m.n.m.
Stockholm N 59°21'; E 018°15' 0-100 m.n.m.
Kocbere N 50°24'; E 015°53' 440 m.n.m.

Dvilr Kralové N 50° 25@ E 15° 48[ 300 m.n.m.
Oldfichovec N 49°36'; E 014°40' 700 m.n.m
Chelcice N 49°07'; E 014°11' 470 m.n.m

Lyon N 45°; E 05° cca 200 m.n.m.
Roanna N 45°56'; E 011°30' 1000 m.n.m
Marseille N 43° E 05° 10 m.n.m.

Safed N 32°96'; E 035°30' cca 500-700 m.n.m.
Ma'agal Michael, Nz N 33° E 034° 0-100 m.n.m.

Tab. 1: Jednotlivé lokality, jejich soufadnice a nadmorska vyska.

12



3.2. Postup pokusu

Ruménice pospolné byly chovany ve sklenicich, ve kterych byly jednotlivé linie pohromadé.
PloStice od druhého instaru byly udrzovany ve fotoperiod€ 12/12 (25°C v inkubatoru). Takto byly
chované do té doby, dokud nedospély. Po dosazeni dospélosti, zhruba po sedmi dnech, se
fotoperioda prodlouzila o hodinu. Pokus zacal na period¢ 12hodin svétla/12hodin tmy. Doby, kdy
byly plostice vystaveny svétlu, se postupné prodluzovala, az na periodu 22/2. Sklenice, ve kterych
byly plostice chovany, byly kontrolovany 2x - 3x za tyden a to az do té doby, dokud samicky
nezacaly klast vajicka. Kladouci samicky byly ze sklenic rozdéleny samostatné do Petriho misek.
K samickdm bylo do misek umisténo napajedlo s vodou a nékolik semen lipy (Thylia sp.).
Napajedla byla pravideln¢ ménéna, aby se zamezilo rozmnozeni plisni, bakterii a rozto¢i. O
kladoucich samickach byl pofizen zaznam, kladouci samicka byla zaznamendna do tabulky.
Kladouci jedinci jiz nebyli vraceni do inkubatoru. Samicky ziistaly v dané fotoperiodé€, dokud
nepiestali klast. Samicky, které nekladli, byly vraceny do inkubatoru a fotoperioda jim byla

posunuta o jednu hodinu. Uhynuli jedinci nebyli do pokusu zapocitani.

3.3 Grafické zpracovani — analyza dat

Pocet plostic byl peclivé zanamenan do tabulky(Tab. 2). Pro vyhodnoceni dat byl pouzit
program Microsoft Excel. V prvnim sloupci jsem vynesl fotoperiodu, druhy ptedstavoval jednotlivé
dny pokusu, tieti pocet kladoucich samic, Ctvrty sloupec zndzoriiuje celkovy pocet samic, ze
kterych se postupné odecitali kladouci jedinci a paty sloupec procenta nekladoucich samic. V grafu
je postupovano od 100% k 0, coZ znaéi, jak postupné jednotlivé samice ukoncovali diapauzu a
zaCinaly klast vajicka. Na grafu je vynesena souvislost fotoperiody a procenta diapauznich samic.

Takto byly vytvoteny tabulky a grafy pro vS§echny pouzité linie.
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Obr. 4 Mapa lokalit odkud v pokusu pouzité plostice pochazi.
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4. VYSLEDKY

Ukolem price bylo porovnat fotoperiodickou odpovéd ruménic pochazejicich s odlignych
zemépisnych lokalit. K pokusu jsem pouzil ruménice pospolné z 12-ti lokalit, které predstavuji 16
linii a 424 jedinct. Piehled studovanych linii a pocty samic pouzitych v pokusu jsou uvedeny
v Tab. 2. V nékterych ptipadech bylo z jedné lokality pouzito vice linii (v tabulce jsou uvedena
jejich oznaceni), a nékteré linie byly méfeny opakované (v grafech jsou pak jednotlivé pokusy
oznaceny pismeny A, B, C). Jednotlivé linie se li$i tim, Ze plostice byly odchyceny u jinych stromil

anebo v laboratofi byly chovany v laboratofi jiz delsi dobu.

Lokalita Linie Pocet jedinch v pokusu
Toila Toila R 22
Toila 36 37
Estonsko #11 Estonsko #11 9
Stockholm Stockholm 19
Kocbere Kocbere 41
Dvar Kralové Dvur Kralové 55
Oldfichovec Oldfichovec 15
Chelcice iso 20 18
Lyon Lyon 38
Roanna Roanna 14
Marseille D6 27
Mo I 21
Mo V 14
Mo VI 29
Safed Safed 41
Ma'agal Michael, Nz |Ma'agal Michael, Nz 24

Tab 2. Piehled poctu jedinct pouzitych v pokusech, lokalita, ze které byly plostice ziskany a oznaceni linii pouzitych
v pokusech. M¢li jsme k dispozici plostice z celkem 12ti lokalit severni polokoule, které se lisili geografickou polohou
(sloupec 1). Z nékterych lokalit se nam podaftilo ziskat vice linii plostic (sloupec 2). V poslednim sloupci je uvedem

ptesny pocet ruménic pouzitych v pokusech.

V samotném pokusu byly vSechny linie plostic umistény do konstantni teploty (25°C) a
pomoci ménicich se svételnych podminek byla stanovena kiivka kladeni kazdé linie. V grafech je
znazornén pocet hodin, kdy byly plostice vystaveny svétlu, a po€et hodin, kdy se nachazely ve tmé.
Na ose y je vyznaceno procento nekladoucich samic, coz samoziejm¢ bylo na zacatku pokusu
100%, poté je v kazdém grafu jasny klesajici trend, podle toho, kdy samice zacaly klast vajicka.
Jako prvni jsme stanovovali kiivku kladeni plostic zlokality Marseille (obr. 5 — 9). Mezi
jednotlivymi liniemi z lokality Marseille jsme zjistili jisté rozdily. Nejvice podobné jsou linie
Marseille Mo III(Obr. 5), Mo V(Obr. 6) a Mo VI B(Obr. 8), . Prvni vlna samic zacala klast vajicka
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pfi 12-ti hodinovém osvétleni, poté zaCaly stagnovat. Zbytek samic zacal klast pfi osvétleni

trvajicim 16 hodin. Tyto linie jsou oznaceny v (Tab. 3).
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Obr. 5 Kladouci ktivka linie Marseille Mo III. VSechny

samice skoncily diapauzu ve svételném rezimu 18:06.

Obr. 6 Kladouci ktivka linie Marseille Mo V. Vsechny

samice skoncily diapauzu ve svételném rezimu 17:07.
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Obr. 7 Kladouci kfivka linie Marseille VI A.

Skoncily diapauzu ve svételném rezimu 15:09.
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Obr. 9 Kladouci kiivka linie Marseille D6.

Skoncily diapauzu ve svételném rezimu 19:05.

Obr. 8 Kladouci kiivka linie Marseille VI B. Skonc¢ily

diapauzu ve svételném rezimu 15:09.
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Stanovil jsem kfivku kladeni u plostic odchycenych na rtiznych lokalitich v Ceské

republice (Obr. 10 — 15). Mezi témito liniemi neni patrny Zadny znaény rozdil. VSechny samice

zacCaly klast v pfiblizné stejnych svételnych podminkach. Kocbete A az B (Obr. 10-11) maji skoro

stejnou fotoperiodickou kiivku. O néco dfiv zacaly klast linie Oldfichovec (Obr. 14) a

Chelcice(Obr. 15)
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Obr. 10 Kladouci kiivka linie Kocbete A. Skoncily

diapauzu ve svételném rezimu 21:03.

Obr. 11 Kladouci kiivka linie Kocbete B. Skoncily

diapauzu ve svételném rezimu 19:05.
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Obr. 12 Kladouci kiivka linie Dvir Kralové A.

Skoncily diapauzu ve svételném rezimu 19:05.
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Obr. 13 Kladouci kiivka Dvar Kralové B. Skoncily

diapauzu ve svételném rezimu 19:05.
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Obr. 14 Kladouci kiivka linie Oldfichovec. Skoncily Obr. 15 Kladouci kfivka linie Chelcice iso 20.
Skoncili diapauzu ve svételném rezimu 19:05. Skoncily diapauzu ve svételném rezimu 17:07.
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Obr. 16 Kladouci ktivka linie Toila R. Skoncily diapauzu

ve svételném rezimu 19:05.

Obr. 17 Kladouci Kfivka linie Toila A. Skoncily

diapauzu ve svételném rezimu 20:04.
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Obr. 18 Kladouci ktivka linie Toila B. Skon¢éily diapauzu

ve svételném rezimu 19:05.

Obr. 19 Kladouci Kfivka linie Toila C. Skoncily

diapauzu ve svételném rezimu 19:05.
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Linie, které byly ziskany z lokality Toila, patfi, vedle linii z

Estonska (Obr. 21)

a

Stockholmu(Obr. 20), k liniim s nejsevernéjsim vyskytem. Stockholmska linie ukoncila diapauzu az ve

svételném rezimu 21:03. Toila C(Obr. 19) zacala klast nejdiive pfi osvétleni trvajicim 18 hodin, linie

Toila A a B zacaly klast o hodinu pozdéji (Obr 17-18).
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Obr. 20 Kladouci ktivka linie Stockholm. Skoncily diapauzu

ve svételném rezimu 22:02.

Obr. 21 Kladouci Kfivka linie Estonsko. Skoncily

diapauzu ve svételném rezimu 19:05.
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Obr. 22 Kladouci kiivka linie Lyon B. Skon¢ily diapauzu

ve svételném rezimu 12:12.

Obr. 23 Kladouci Kfivka linie Lyon A. Skoncily

diapauzu ve svételném rezimu 12:12.
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Obr. 24 Kladouci ktivka linie Safed A. Skoncily diapauzu

ve svételném rezimu 12:12.
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Obr. 26 Kladouci ktivka linie Safed C. Skoncily diapazu

ve svételném rezimu 15: 09.

Linie Safed A a B(Obr. 24-25), ktera byla nejjizné€jsi testovanou linii, vykazovala stejny
trend jako linie Lyon A a B(Obr. 22-23), tedy pii fotoperiod¢ 12/12. Zajimavou vyjimkou je Safed
C(Obr. 26) ktera sice zacala klast pti fotoperiode 12:12 ale pak jisty Cas stagnovala a vSechny

samice ukocCily diapauzu pfi fotoperiod¢ 16:08. Muze to byt dasledek v chybného méfeni nebo

néjakého rusivého elementu.

Obr. 25 Kladouci Kfivka linie Safed B. Skoncily

diapauzu ve svételném rezimu 12:12.
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Ma'agal Michael, Nz Roanna
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Obr. 27 Kladouci ktivka linie Ma'agal Michael, Nz. Obr. 28 Kladouci kfivka linie Roana. Skon¢ily diapauzu ve
Skoncily diapauzu ve svételném rezimu 12:12. svételném rezimu 15:09.

Ma'agal Michael, Nz (Obr. 27) je také jednou z linii, které zacaly klast brzy. V porovnani
s Roanou(Obr. 28) je znatelny rozdil. Rozdilim by odpovidalo to, Ze Roana je vySe a severnéji

poloZena lokalita.

Z grafli je patrné, ze linie, které pochdzeji zjihu nebo niZe polozenych lokalit, pierusi
diapauzu pii mnohem kratsi svételné period¢, nez linie, které pochazeji ze severu nebo vyssich
lokalit. Linie Sefad A (Obr. 24) a Sefad B(Obr. 25) a Lyon A(Obr. 23) a Lyon B(Obr. 22) zacali
klast jiz pii osvétleni trvajicim 12 hodin. Nejvice hodin pod osvétlenim stravily ruménice pospolné
ze Stockholmu(Obr. 20). Tato linie pterusila diapauzu az pii osvétleni trvajicim 21 hodin. V
tabulce 3 je souhrn vSech linii a jejich minimalni fotoperiody kdyZ ukonc¢ily diapauzu a zacali klast.
S *-kou oznacené linie vykazuji jistou odchylku. -miiZe to byt diisledkem néjaké chyby v méteni,

nebo ve fluktuaci teploty anebo z jiného neznamého divodu.
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nadmoiska vyska lokalit. S * jsou znacené vysledky, které jsou zvlastni.

Tab. 3 Seznam linii a jejich fotoperiody, pfi které zacali klast. Dale jsou uvedeny soufadnice a

Linie Nadmorska CDL
Souradnice lokality |vyska

Toila R N 59°25'; E 027°31' 44 m.n.m. 19/5
Toila 36 20/4
Estonsko #11 N 58°; E 026°15' 60 m.n.m. 18/6
Stockholm N 59°21'; E 018°15' 0-100 m.n.m. 21/3
Kocbere N 50°24'; E 015°53' 440 m.n.m. 19/5
Dvdir Kralové N 50° 25FE 15° 480 300 m.n.m. 18/6
Oldrichovec N 49°36'; E 014°40' 700 m.n.m 17/7
Chelcice iso 20 N 49°07'; E 014°11' 470 m.n.m 17/7
Lyon N 45°; E 05° cca 200 m.n.m. 12/12
Roanna N 45°56'; E 011°30' 1000 m.n.m 15/9
D6 N 43° E 05° 10 m.n.m. 17/7
Marseille Mo llI 12/12*
Marseille Mo V 12/12*
Marseille Mo VI 15/9
Safed N 32°96'; E 035°30' cca 500-700

m.n.m. 12/12
Ma'agal Michael, N 33° E 034°
NZ 0-100 m.n.m. 12/12
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5. Diskuze

Pouzity zpisob méfeni, kdy se perioda postupné prodluzovala, v zavéru ukazal, ze
jednotlivé pouzité linie se lisi. Ac¢koliv v pokusu bylo pouZzito malo jedincti, a proto nema statistické
vyhodnoceni zatim smysl, miizeme pozorovat znatelné rozdily mezi jednotlivymi liniemi. Pivodni
predpoklad byl, Ze smérem od rovniku na sever plostice pottebuji delsi den k tomu, aby pterusily
diapauzu a zacaly klast vaji¢ka. V jednotlivych grafech miizeme pozorovat rostouci tendenci v Case
smérem na sever.

Népadné je téz, Ze nékteré linie jsou reprodukéni 1 za kratkého dne. Jednd se o né€kolik
jiznich linii ze sttedomofi. Tento trend byl potvrzen i u dalSich jiznich linii — z Atén, z Jeruzaléma,
sttedniho Recka a z jihu Slovinska (Vané&kova a DoleZel, osobni sdéleni). Jsou tyto linie kompletng
nefotoperiodické? Nevime. Nejlogictéjsim pokusem je zjistit, zdali pi1 nizsi teploté (pfipadné
v kombinaci s termoperiodou) dokdzeme indukovat diapauzu. Je mozné, zZe tyto jizni linie skutec¢né
nepotiebuji silnou fotoperiodickou regulaci vstupu do diapauzy a vyzaduji jen pokles teploty, nebo
je snad mozné ze vubec nediapauzuji. Linie ze stiedni a severni Evropy pak vykazuji klindlni
variabilitu ve fotoperiodické odpovédi. Prepokladanym divodem je posun sezony v riznych
zemépisnych Sitkdch. KdyZ se na severu chyli sezona ke svému konci, na jihu je stile v plném
proudu. Obdobna geograficka variabilita ve fotoperiodické odpovédi byla popsdna u mnoha dalsich
druhti véetné¢ hmyzu, napiiklad u Drosophila littoralis (Lankinen 1986) u D. monatana (Hoikala,
osobni sd€leni) nebo u vosicky Nasonia vitripenis (van de Zande, osobni sdé€leni), ¢1 komara
Weyomyia smithii (Bradshaw 1976). Pro¢ tedy studovat tuto variabilitu u dalSiho hmyziho
organismu? Jednim divodem je, Ze vySe uvedené druhy Iétaji a tudiz blizké populace se snadno
michaji. Vzhledem k tomu, ze ruménice nemigruji ale ani nelétaji, mohly by byt vhodnym modelem
pro studium geografické variability 1 v rdmci blizkych lokalit vykazujicich odlisné povétrnostni
podminky.

Pochopitelné zemépisna Sifka neni jedinym urcujicim faktorem podnebi na dané lokalité,
dal$im podstatnym aspektem je nadmoiska vyska. Tento parametr nase sbirka plostic pokryla jen
velmi piedbézng. Urdity trend mezi liniemi sbiranymi v Cechach je ale patrny, linie sbirané ve
vysSich nadmotskych vyskdch maji fotoperiodickou kiivku posunutou k vy$§im hodnotdm. Toto
zjisténi je podpoieno paralelnimi pokusy (Vanéckova, Bajgar a Dolezel, osobni sdéleni), kde byl
zjistén rozdil mezi liniemi z polabské niziny (cca 200 m.n.m.) a horskymi liniemi z Krkono$ (650
m.n.m.) a Ceské Sibife (700 m.n.m). Napiiklad v této bakalatfské praci popsana linie Roana, pochazi
ze stejnojmené vesnice v Italskych Alpéch lezici v nadmotské vysce 1000 m. Tato lokalita je jen cca

120 od mote a tudiz by bylo velmi zajimavé a redlné doplnit studovany material o linie pokryvajici
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nadmoftskou vysku 0-1000m v naprosto stejné zemépisné Sifce.

Dalsim diivodem, pro¢ studovat geografickou variabilitu plostic je jejich fylogeneticka
vzdalenost od vySe uvedenych holometabomich zéastupct (dvouktidli a blanokiidli). Sekven¢ni data
ukazuji, ze mnohé cirkadianni geny rumeénice jsou homology savc¢ich genti a tim se plostice 1isi od
octomilky 1 komart (Bajgar, Provaznik a Dolezel, nepublikovano).

Cilem této prace bylo tedy otestovat jestli u plostic nachazime gografickou variabilitu a také
najit vhodny a efektivni zpasob, jak méfit fotoperiodickou kiivku. Pochopitelné je jasné, ze
fotoperiodiackd kiivka zjiSténa timto gradientovym zpusob je arteficielni hned z nékolika divodu.
V prvni tadé existuje prodleva mezi rozhodnutim plostice, ze den je jiz dostetn¢ dlouhy a
okamzikem, kdy dojde k nakladeni vajec. V nasem designu pokusu jsou plostice udrzovany
v diapauznich podminkach a prodlouzeni dne tuto diapauzu ukon¢i. Doba pobytu v kratkém dni ale
téz urcuje intenzitu diapauzy a tudiz zfejm¢ i ovliviiuje rychlost, za jak dlouho jsou plostice
schopny ptepmout do reprodukéniho modu. Obdobné jsou (jako u vétSiny laboratornich pokusti)
data ziskdna za zjednodusenych podminek pfi konstantni teploté. Pokles teplot i termoperioda je ale
v pfirod¢€ podstatnym faktorem urcujicim diapauzu.

Podstatnym ptinosem naSeho postupu je moznost urcit fenotyp pro jednotlivce. A nejen to,

tyto samice jsou zivé, virginelni a mohou byt uspésné pouzity do nésledného kiizeni (Peckova a
Dolezel, osobni sd€leni). To ndm umozni zktizit linie s vyrazné odlisnou fotoperiodickou kiivkou,
zméfit tuto kiivku u F1 potomki a poté 1 u F2 jedincii. U téchto F2 jedinct pak miizeme korelovat
fenotyp s vyskytem alel pochazejicim bud’ z jedné ¢i druhé pivodni linie (Dolezel ef al. 2005). Tato
prace tedy ukazala, ze madme k dispozici vhodny metodicky postup pro studium fotoperiodismu i

kvalitni linie ruménic s rozdilnymi fenotypy odpovidajici jejich ptivodni lokalité.
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6. Zavér

V této praci bylo cilem zjistit, jestli geografické rozsifeni a nadmoiskad vyska maji vliv na
fotoperiodické chovéani ruménice pospolné. V provedenych experimentech se potvrdilo vysledky
z pilotnich pokust provedenych Davidem Dolezelem a Adamem Bajgarem, které ovSem nebyly
publikovany. V experimentech bylo zjisténo, ze ruménice pospolné vykazuji zna¢nou variabilitu ve
fotoperiodickém chovani, co se tyce diapauzy. Smérem na sever od rovniku samicky potiebuji vice
hodin svétla denné k pteruSeni diapauzy. Divodem je sklon zemské osy, ktery ovliviiuje rocni
obdobi. Samicky v severnich zemépisnych §itkach musi byt pfipraveny na krat$i vegetacni obdobi, i

V budoucnu je tifeba provést dalsi pokusy s vétSim poctem jedinci z vice lokalit, aby bylo
mozné sestrojit jemngj$i fotoperiodickou mapu. Dale bude tfeba statistického vyhodnoceni
vysledkl pokust, k ¢emuz je tfeba pouzit vice jedinc.

Tato prace ukazuje na to, jak velky ma fotoperioda vliv na rozmnozovani u ruménic
pospolnych. Fotoperioda, a s ni spojend diapauza, je kliCovou strategii v ispéSném rozmnozeni a

preziti druhu.
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