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Anotace

V predkladané praci se zabyvam fyziologickou a reproduk¢ni charakteristikou a parazity
slunécek vychodnich (Harmonia axyridis (Pallas, 1773); Coleoptera: Coccinellidae)
nasbiranych béhem podzimni migrace v roce 2014.

U vSech jedincti jsem zaznamenal Cerstvou hmotnost, télesné rozméry, pohlavi,
zbarveni, parazitaci houbou Hesperomyces virescens, u samic piipadné oplozeni.
Z krovek jsem etanolem extrahoval karotenoidy a jejich koncentraci zméfil na
spektrofotometru jako absorbanci pii 450 nm. Cast samic jsem vySetiil na piitomnost
hlistic Parasitylenchus bifurcatus v télni duting.

Nameétend absorbance extraktu z krovek béhem sezony poklesla. StarSi Cerveni
jedinci tedy odmigrovali na zimovisté, jakmile to $lo, mladsi oranzovi k tomu dospivali
postupné. Oplozenych starSich ervenych samic bylo 77 %; mladsich oranzovych 39 %;
zlutych 36 %; melanickych 48 %. Oplozené (= spafené) samice byly parazitované vice
(36 %) nez neoplozené (11 %). H. virescens se tedy pravem povazuje za pohlavné
pfenosnou chorobu. Prvni na svété ukazuji niz$i hmotnost rozsihleji napadenych
slunécek. Jedinci formy succinea s malou frakci ¢erné na krovkach méli vysokou
koncentraci karotenoidi, coz potvrzuje, ze pod cernou kutikulou epidermélni bunky
karotenoidy neukladaji. V pozd¢ji nasbiranych vzorcich bylo vice melanizovanych
jedinct formy succinea. Ti se totiz lihli kratce pfed migraci za nizkych teplot, které u nich
melanizaci vyvolaly.

Ko-infekce H. virescens i P. bifurcatus se vyskytla u 14 % vySetfenych samic, které
byly tézs8i a mély vice karotenoidl v krovkéach nez samice zdravé ¢i napadené jen jednim
z parazitl.

Vysledky této prace budou publikovany jako soucdst védeckého clanku

s celosvétovym kolektivem autorit v mezinarodnim impaktovaném c¢asopise BioControl.

Klic¢ova slova: Harmonia axyridis; Hesperomyces virescens; karotenoidy; migrace;
Parasitylenchus bifurcatus



Annotation

In this work | am dealing with a physiological and reproductive characterisation and
parasites of the harlequin ladybirds (Harmonia axyridis (Pallas, 1773); Coleoptera:
Coccinellidae) collected during their autumn migration in 2014.

| recorded fresh mass, body size, sex, colouration and the presence of a parasitic
fungus Hesperomyces virescens in every individual and dissected females for detection
of sperm in the spermatheca. Carotenoids were extracted from elytra in ethanol and their
concentration was estimated spectrophotometrically as absorbance at 450 nm. | examined
part of females for presence of Parasitylenchus bifurcatus nematodes in the body cavity.

The elytra extract absorbance decreased during season. The red older individuals
migrated as soon as possible, while the younger orange ones came to it gradually. There
were 77 % of the red older females mated, 39 % of the younger orange females, 36 % of
the yellow females and 48 % of the melanic females mated at the time of migration. When
analyzed by infection status, 36 % of infected females were mated, while 11 % of
uninfected females were mated. Therefore H. virescens is rightfully considered to be a
sexually transmitted disease. Here | provide the first evidence worldwide for lower body
mass in heavily infected individuals compared to healthier individuals. Individuals of the
morph succinea with smaller fraction of the elytra covered in black were more carotenoid-
rich. That means that epidermal cells do not store the carotenoids underneath the black
cuticle. There were more individuals of the morph succinea that were heavily spotted in
later samples because they moulted recently before the migration at lower temperatures
causing increased melanisation.

The co-infection with both parasites occured in 14 % of the females examined. These
females had higher body mass and carotenoid contents in elytra compared to uninfected
or single infected ones.

Final results of this work are going to be published as a part of a scientific article

with a worldwide author team in an international impacted journal BioControl.

Key words: Harmonia axyridis; Hesperomyces virescens; carotenoids; migration;
Parasitylenchus bifurcatus
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1. Uvod

1.1 Slunécéko vychodni

Invazni druhy jsou zvifata, rostliny nebo jiné organismy vysazené lidmi mimo pivodni
prostiedi, kde se §iii a negativné ovliviiuji biodiverzitu i ekosystémy. Dopady slunécka
Harmonia axyridis (Pallas, 1773) jakoZto invazniho druhu jsou Mezinarodnim svazem
ochrany piirody povazovany za ,,ohromné, nevypocitatelné a mnohdy nezvratné*
(International Union for Conservation of Nature, 2011).

Slunécko H. axyridis je znamé pod mnoha jmény: mnohobarevné asijské slunécko,
slunécko Halloweenové ¢i slunécko harlekyn (Staverlokk et al., 2007). Zde budu uzivat
Siroce piijimany cesky ekvivalent: slunécko vychodni.

1.2 Biogeografie
1.2.1 Piivodni vyskyt

Slunécko vychodni je plivodni ve Vychodni Asii, recentné byl rozsah jeho ptirozeného
arealu zrevidovan (Orlova-Bienkowskaja et al., 2015). Vyskytuje se na jihovychodé
Zapadni Sibite, jihu Vychodni Sibife, jihu ruského Dalného vychodu, v Mongolsku, Cing,
Severni i1 Jizni Koreji, Japonsku a na severu Vietnamu. Severovychod Kazachstanu a
sever Kyrgyzstanu podle novych poznatk do pfirozeného arealu nepatii, protoze mezi
témito hornatymi oblastmi a nejblizsi ¢asti nativniho arealu (Altaj) se rozklada BalkaSska
poust’ (600 km). Rozsahla analyza dat ukazala, ze H. axyridis se v severovychodnim
Kazachstanu a v Kyrgyzstanu objevila az po postaveni Turkestansko-sibiiské zeleznice,
drahy spojujici Stfedni Asii a Sibif.

1.2.2 Introdukce pro biologickou ochranu, invaze a efekt piredmosti

Historie introdukci pro biologickou ochranu a nasledného $ifeni slunécka vychodniho po
celém svEété je tzce spjata s takzvanym efektem invazniho pfedmosti (the invasive
bridgehead effect; Lombaert et al., 2010). Koncept efektu pfedmosti pfedpoklada, ze
ohromné celosvétové invaze nékterych organismi se neSifily z plivodniho arealu, ale
z n¢jaké omezené (avSak uspésné uchycené) invazni populace.

V plivodnim areélu jsou patrné dvé geneticky odlisné geografické populace: na zapad
od feky Jenisej a jezera Bajkal dominuje melanicka forma axyridis, zatimco vychodni
¢ast obyva hlavné forma succinea (Belyakova, 2013; Dobzhansky, 1933).

Populace slunécka vychodniho (pivodem z Japonska) byla uplné poprvé pro
biologickou ochranu rostlin vypusténa v roce 1916 v USA (lablokoff-Khnzorian, 1982 ex
Brown et al., 2011) a dalsich alespon étrnact introdukci z Ciny nésledovalo (Gordon,
1985 ex Brown et al., 2011).

Navzdory mnohym dal$im pokustim o vysazeni na riznych kontinentech se invaznim
pfedmostim stala Severni Amerika po dvou nezavislych introdukcich z piivodniho areélu:
na vychodnim pobieZi (zaznamenano 1988) a na zapadnim pobiezi (1991). Invazni
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americké populace pak piedstavovaly zdroj pro invazi do Afriky, Jizni Ameriky a na
zapad Evropy, kde doslo k jejich zkfizeni s evropskym laboratornim kmenem
prodavanym pro biologickou ochranu (Lombaert et al., 2014).

Je evidentni, ze vysvétlovaci aparat efektu predmosti je evolu¢né parsimonni:
vyzaduje jednordzovou zménu (mutaci) v jediné introdukované populaci, zatimco pii
mnohonasobnych introdukcich by byly nutné opakované zmény proptjcujici slunéCkiim
schopnost invaze (Estoup & Guillemaud, 2010). Porovnavani invaznich a ptivodnich
nebo laboratornich populaci mize pfinést nesmirn¢ cenné poznatky o roli adaptace a
nahody v invaznim tspéchu slunécka vychodniho (Lombaert et al., 2014).

K introdukci slunécek vychodnich do Severni Ameriky byla vyuzita jen mala ¢ast
puvodni populace, doslo tedy k nahlému sniZeni popula¢ni velikosti. To obvykle vede ke
snizeni genetické diverzity (poctu alel) a k vyssi incidenci ptibuzenského kiizeni
(inbreeding), které muze vyustit ve snizeni fitness inbrednich potomki. Popsany fenomén
se nazyva efekt hrdla lahve (the bottleneck effect; Nei et al., 1975). Facon et al. (2011)
prokazali, Ze slunécka z vychodni americké populace prosla sttedn¢ vaznym hrdlem lahve
a ze oproti jedincim z ptivodniho arealu nevykazovala témét zadnou inbredni depresi.
Efekt hrdla 1dhve tedy nejenze nezafungoval jako bariéra proti invazi, ale dokonce
slunécka zbavil skodlivych alel, a umoznil tak zachovani vysoké fitness navzdory

piibuzenskému kiizeni.

Obecné se pro invazni druhy hmyzu hromadi mnozstvi dikazii o tom, ze
mnohonasobné introdukce, komplexni globalni §ifeni a kiizeni populaci v invadovaném
arealu jsou jevy naprosto bézné (Garnas et al., 2016). Historickd paradigmata se
piehodnocuji, naptiklad efekt zakladatele (founder effect, jev v podstaté podobny efektu
hrdla 14hve) jen zfidka limituje fitness invazniho hmyzu. Propojenost disjunktnich oblasti
globélniho invazniho arealu je mnohem vyssi, nez se o¢ekavalo, a navic asymetrickd —
rizné populace piispivaji k Sifeni neimérné.

1.2.3 Ceska republika

V roce 2003 byla do chmelnic na severozapadé CR bez trvalého uchyceni vysazena linie
slunétka vychodniho neschopna letu. Invazni populace pak pfisla do CR z centra §ifeni
v Belgii a Nizozemi ptes Némecko, prvni jedinci byli zaznamenani v roce 2006, od roku
2007 pak probihalo Sifeni jednak jako ploSnd vlna od severozépadu, jednak kruhové
z velkych mést do okoli (Brown et al., 2008; Nedvéd 2014). V Evropé se dnes (2016)
vyskytuje téméf vSude, kromé nejteplejsich stfedomotskych oblasti (Nedvéd, 2015).

Jelikoz legislativa, vyzkum a management invaznich druhti (IAS = invasive alien
species) nejsou mezinarodné plné koordinovany, byva za relativné standardizovany
pfistup povaZovano vytvareni jejich seznamu s pfisluSnou kategorizaci, které nasledné
slouzi jako vychozi bod pro vyjasnéni priorit ohledné prevence, regulace a dalSich
opatieni. Pergl et al. (2016) recentné sestavili Cerny, Sedy a Varovny seznam
neptivodnich druhii pro Ceskou republiku. H. axyridis je fazena do tieti kategorie Cerného
seznamu (BL3), z hmyzu naptiklad spolu s klinénkou jirovcovou (Cameraria ohridella
Deschka & Dimic, 1986) a blanatkou lipovou (Oxycarenus lavaterae (Fabricius, 1787)).
Zminéna kategorie ma zahrnovat druhy, jejichZz soucasné rozsifeni prameni bud’to ze
spontanniho Sifeni, nebo z nezamérnych introdukci c¢lovékem. Navrhovan je
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individualizovany pfistup balancujici mezi lokalnimi potfebami a dostupnymi prostredky
k eradikaci.

1.3 Popis a bionomie
1.3.1 Zakladni popis imaga, sexualni dimorfismus

Velikost 5-8 mm, t¢lo Siroce ovalné, 1,3-1,4x del$i nez Siroké, silné klenuté. Krovky jsou
nerovnomérné jamkované, v predni tfetiné maji vyrazny plochy okraj a v zadni ¢asti ¢asto
pficnou listu — autozomaln¢ dominantni znak s jednoduchou mendelovskou dédi¢nosti
nezavislou na barevném vzoru krovek (Komai et al., 1950). Pti¢na lista je spolu
s barevnou formou succinea charakteristicka pro vychodni ¢ast ptavodniho arealu
(Belyakova, 2011). Stitek je 12-15%, epipleury 7-8x uz§i neZ télo. Vybézek predoprsi
nese dvé rovnobézna zebirka (Nedveéd, 2015).

Tvar distalniho okraje patého viditelného btisniho ¢lanku (abdominélniho sternitu) je
u samct konkavni, zatimco u samic konvexni. Svrchni pysk (labrum) a ptfedoprsi
(prosternum) samic jsou obvykle ¢erné. Samci maji bilé az Spinavé hnédé predoprsi a
svrchni pysk. U samic je pak pigmentace tim intenzivné&jsi, v ¢im nizsi teploté se vyvijely
a ¢im del8i doba uplynula od vylihnuti z kukly. Pro samce plati negativni zavislost na
teploté rovnéz (McCornack et al., 2007), ale melanizace je mensiho rozsahu nez u samic
(Knapp & Nedvéd, 2013).

1.3.2 Vyvojovy cyklus

H. axyridis podobné jako jina afidofagni slunécka prochazi pti holometabolnim vyvoji
stadiem vajicka, Ctyf larvalnich instarG oddélenych svlékanim kutikuly, stddiem kukly a
dospélce. Svlecka ¢tvrtého instaru zlstava shrnuta v misté pritmeleni kukly k podkladu
(Koch et al., 2003).

1.3.3 Troficka nika

Je to polyfagni predator msic, ale mize se zivit i sviluSkami, merami, korovnicemi,
Cervei, larvami a vajicky mandelinek, nosatcti, motyli a jinych druht slunééek. Dale
mize pojidat pyl a nektar rostlin (Koch et al.,, 2003). V Americe bylo rovnéz
zaznamenano okusovani dyni, jablek, hroznového vina a malin (Koch et al., 2004). Larvy

druhého a ttetiho instaru mohou pak okusovat sazenicky kukufice (Moser & Obrycki,
2009).

1.3.4 Velikost téla a potravni specializace afidofagnich slunécek

Afidofagni slunécka jsou zna¢né promeénliva ve velikosti. M4 se za to, Ze télesna velikost
slunécka je pravdépodobné izce asociovéna s velikosti a denzitou koftisti (= mSic). Mala
slunécka se mohou Zivit malymi msi¢imi druhy bez ohledu na jejich denzitu, ale témi
velkymi jenom pii vysokych denzitdch, kdy se kolem vyskytuje dost mladych a
polapitelnych instart. Velkd slunécka se zase pifi nizkych denzitdch malych mSic
nenasyti. Potravni specialisté se velikosti podobaji kofisti a pfi jejich nizkych denzitach
se diky své efektivni lovici schopnosti nasyti. Potravni generalisté v§ak vyznavaji strategii
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,,jedna velikost postaci na vSechno,* jsou stfedné velci a kviili své nizsi efektivité vyzaduji
vy$s$i denzitu kofisti (Sloggett, 2008).

1.3.5 Habitatova preference

H. axyridis zije hlavné na listnatych stromech a kefich, méné Casto na bylinach a
jehli¢nanech, zvlasté hojna je v obcich, parcich, zahradach a ve stromofadich. Velmi
Casto se vyskytuje na lip€, peckovinach, okrasnych kefich ¢i koptivach (Nedvéd, 2015).
Obecné je povazovana za semi-arborealni druh (Hodek, 1973).

1.3.6 Behavioralni vzorce spojené s diapauzou

H. axyridis je obvykle bivoltinni, ale v Recku a v severni Italii miZe mit az &tyfi
prekryvajici se generace za rok (Bazocchi et al., 2004; Katsoyannos et al., 1997).
Fenologicka data ukazuji, ze se oproti pivodnim druhtim slunécek dokdze mnozit i pozdé
na podzim (Adriaens et al., 2007). Z vychodni Sibife je znamo, ze vajicka mohli ve stejné
sezoné klast jenom dospélci, ktefi se vylihli jesté pted prostfedkem srpna (Telenga &
Bogunova, 1936 ex Hodek, 2012). Dospéla slunécka vychodni Ziji obvykle 30 az 90 dni,
ale mohou se dozit az tii let (Koch et al., 2003).

Diapauza byva navozena okolnimi podminkami, které signalizuji sezénni zmény.
Jejimi adaptivnimi funkcemi jsou: (i) synchronizace vyvoje aktivnich stadii s ptihodnymi
podminkami, (i1) posileni pfezivaciho potencidlu béhem neptiznivych obdobi (Hodek,
2012).

Slunéckoviti brouci pii navozeni diapauzy méni své chovani. Pravé H. axyridis patii
mezi druhy, které podnikaji dlouhé migracni lety a na misté¢ vhodném k zimovani
vytvareji ohromné agregace, ve kterych mohou setrvat mnoho meésici. Neni bez
zajimavosti, ze se tyto adaptace nejCastéji vyvinuly u afidofagnich slunécek tribu
Coccinellini (Hodek, 2012).

Chovani spojené s diapauzou ma nékolik fazi. Pre-diapauzni faze zahrnuje stiadani
energetickych zasob na hibernaci, pak nasleduje samotna migrace na zimovisté, vytvoreni
agregace, preckani zimy a op&tovné rozlétnuti do okoli (Hodek, 2012). Jedinci H. axyridis
jsou lakani z velké dalky na dobte patrnd kontrastni mista v krajiné, jako jsou napiiklad
velké bile zdi domt nebo vyvysené skaly (Nalepa et al., 2005), kde nasledné vytvareji
agregace. Po pfilétnuti na napadné misto jsou svymi specifickymi reakcemi na fyzikalni
faktory (hydrotaxe, termotaxe, negativni fototaxe atd.) slunécka ,navedena® do
mikrohabitatl, které pak slouzi jako tkryty (Hodek, 2012). Lakani kontrastni plochou a
tendence k zalézani do ukryti vyuziva tzv. §térbinovy lapa¢ (Nedvéd, 2013). H. axyridis
vykazuje porovnatelné az vyssi prezivani zimniho obdobi nez bézné druhy ptivodnich
slunécek, coz vede k velké jarni post-hibernacni populaci (Raak-van den Berg et al.,
2012).

H. axyridis pii tvorbé agregaci vyuziva semiochemikalii. Jde 0 dvé rtzné smési
nasycenych i nenasycenych uhlovodikii s dlouhymi fetézci (cca 30 atomii C), prvni slouzi
k navedeni konspecifickych jedinct k mistu agregace, druha zajist'uji jeji kohezi (Durieux
etal., 2012; Durieux et al., 2013). Zda se, Zze chemické znacky, které jedinci jednu sezonu
zanechaji v misté zimovisté, nasledujici rok jiz nepostacuji k vyvolani shlukovaciho
chovani (Durieux et al., 2014).
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1.4 Zbarveni
1.4.1 Barevné formy

Slunécko vychodni je nesmirn¢ proménlivé ve zbarveni krovek. Jeho vSelijaké barevné
formy byly na pfelomu 18. a 19. stoleti starou Skolou taxonomickych entomologt
dokonce popsany nejen jako rtizné druhy, ale dokonce jako rizné rody slunécek (Tan,
1946). V zasadé¢ se daji bézné formy rozdélit na ,Cervené s Cernymi® a ,,Cerné
s Cervenymi‘ puntiky.

Prvni skupinu, nemelanické formy, zastupuje forma succinea, ktera dominuje na
vychodé ptivodniho arealu (Obr. 1; Belyakova, 2013; Dobzhansky, 1933) a tvoti 80 az
90 % jedinct v invaznich populacich, coz je mimochodem také diivod, pro¢ se mnoho
studii H. axyridis tvafi, jako by jiné formy ani neexistovaly (napt. Bezzerides et al., 2007;
Bezzerides & Loofbourrow, 2014; Sun, 2015). Forma succinea obvykle nese na kazdé
krovce deset ¢ernych skvrn (blize viz 1.4.3).

Obrazek 1: Harmonia axyridis f. succinea; stfedné melanizovany jedinec; (f = 5,08
mm; viz Obr. 10); vlastni fotografie.

Melanické formy (,,éerné s Cervenymi puntiky*) jsou (sefazeny sestupné podle
frekvence v evropské invazni populaci): spectabilis, conspicua a vzacna nominatni
axyridis. Posledni jmenovana forma je velmi bézna v zapadni ¢asti pivodniho areélu, ale
v CR byla kroku 2014 zaznamenina pouze u Sesti jedinct z 50 000 prohlizenych
(Nedved, 2014). Forma axyridis ma na kazdé krovce $est okrouhlych ¢ervenych skvrn na
¢erném pozadi (Obr. 2). Zbylé dvé formy maji jednu (conspicua) a dvé (spectabilis)
Cervené skvrny na kazdé krovce (Obr. 3; Obr. 4). Vyskytuji se ve vychodni &asti
puvodniho aredlu, zvlast¢ pak v Japonsku. Ve vychodni ¢asti aredlu jsou patrné
subpopulace (vychodosibiiskd, japonska, ¢inskd), které se od sebe 1isi prave relativnimi
frekvencemi jedincd succinea, spectabilis, conspicua a dalSich vzacnéjsich forem
(Dobzhansky, 1933). V Evropé lze jest¢ potkat formu equicolor, kterda ma piedni
polovinu krovek Cervenou a zadni ¢ernou. Je ale vSude tak vzacnd (Nedvéd, 2014), ze
Vv kontextu této prace skoro nestoji za zminku.
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Obrazek 3: Harmonia axyridis f. conspicua; (B = 5,38 mm; viz Obr. 10); vlastni
fotografie.

Obrazek 4: Harmonia axyridis f. spectabilis; (B = 5,60 mm; viz Obr. 10); vlastni
fotografie.
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1.4.2 Dédi¢nost zbarveni

Barevné formy jsou fizeny patnicti alelami jediného multialelického lokusu (Komai,
1950; Tan, 1946) s jasn¢ danou hierarchii dominance (dominantni — recesivni: conspicua
> spectabilis > axyridis > succinea). Tan (1946) formuloval hypotézu mozaikové
dedicnosti, ktera predpoklada, ze u heterozygota se na krovkach vyvine ¢erné zbarveni
vSude tam, kde jsou Cerni odpovidajici homozygoti. Napiiklad jedinec nesouci alely
conspicua a spectabilis bude mit fenotyp conspicua, protoze ta je ¢erna i v oblasti zadnich
dvou skvrn u spectabilis. Diky tomu lze nékdy rozpoznat k¥izence, urcit otcovstvi jedinct
ve snliSce po pafeni samice s vice samci, selektovat Cisté (homozygotni) linie a vytvaret
vzacné barevné formy — tieba pro zjisténi rychlosti disperze v riznych antropogennich
prostiedich (Nedvéd, 2014).

1.4.3 Termalni melanismus

Fenotyp jedince vznikd interakci jeho genotypu a prostiedi, ve kterém se vyviji.
Fenotypova plasticita je zména v chovéani, morfologii nebo fyziologii jedince zplisobena
prostfedim (Price et al., 2003). Realizaci jediného genotypu napfi¢ Skalou riznych
prostiedi (odpovéd’ genotypu na zmény v prostiedi) popisuje norma reakce (Woltereck,
1909 ex Michie et al., 2010). Diverzité v prostiedi se jedinci mohou piizpusobit bud’
lokalni adaptaci, nebo fenotypovou plasticitou, pti¢emz vyhodnost plasticity zavisi na
skale, v jaké je prostiedi proménlivé. Pokud je prostfedi heterogenni, ale na prili§ velké
Skale (vétsi nez je disperzni schopnost slunécek), budou jedinci Celit stale stejnym
podminkam a adaptuji se na n¢ (Michie et al., 2010).

Hypotéza termalniho melanismu u ektotermnich zivoc¢ichti navrhuje, Ze tmavsi
jedinci jsou pii nizkych teplotach zvyhodnéni oproti svétlejsim, protoze se slune¢nimi
paprsky rychleji vyhieji (Trullas et al., 2007). U slunéckovitych brouku, kteii méli krovky
z velké casti Cerné, oproti svétlejSim jedincim pod pfimym osvétlenim opravdu doslo
k v&tsimu navySeni télesné teploty (Stewart & Dixon, 1989). H. axyridis vykazuje dva
druhy termalniho melanismu: jednak geneticky podminény, jednak fyziologicky (sensu
Michie et al., 2010; Nedved, 2011).

Geneticky podminény termalni melanismus spoc¢iva v tom, ze slunécko mulze na
geografickou heterogenitu prostfedi v klimatu odpovidat zménami v relativni frekvenci
jednotlivych forem, tedy lokalni adaptaci. Geograficka proménlivost se v po€atecnich
populacné-genetickych studiich opravdu zdala byt spojena s klimatem, piicemz
nemelanické formy byly obvyklé v teplych aridnich oblastech, zatimco melanické
v oblastech vlhkych a chladnégjsich (Dobzhansky, 1933). V Japonsku byl vsak zjistén
frekven¢ni gradient naprosto neodpovidajici popsanému scénafti (Komai et al., 1950).

Fyziologicky termalni melanismus je jev, kdy se zbarveni jedince béhem vyvoje
ptizpusobi teplotnim podminkam prostiedi (Nedvéd, 2011). U slunécka vychodniho se
projevuje pouze u formy succinea, u které rozsah ¢erného zbarveni krovek negativné
koreluje s teplotou zazitou pii preimaginalnim vyvoji (Michie et al., 2010). Pfi teploté
vyvoje okolo 30°C jsou krovky téméf Cisté Cervenooranzové, pii teplotach 25 — 30°C
vznikd maly pocet drobnych cernych tecek, pti nizSich teplotach se teCky zvétsuji, az
splyvaji v ¢erny vzor se zbytkovymi Cervenymi policky (Nedvéd, 2014). V reakénich
normach existuje geneticka proménlivost — riizné linie H. axyridis odpovidaji na zmény
teploty rliznym zpisobem, coZ znamend, Ze promeénliva prostifedi mohou indukovat

15



genetické i fenotypoveé plastické adaptace (Michie et al., 2010). Fenotypova plasticita je
vyhodna zvlaste¢ tehdy, pokud je zména v prostiedi predikovatelna (Via, 1995).
Nejadaptivnéjsi by mélo byt ptizpisobeni se pozd¢€ji v preimaginalnim vyvoji, protoze
¢im recentnéj$i podminky jedinec reflektuje, s tim vétsi pravdépodobnosti se miize
»zrovna trefit“ (Michie et al., 2010). A opravdu, pokud se larvy prvniho, druhého ¢i
tretiho instaru kratce vystavi zvySené teploté, fenotyp neni ovlivnén. Pokud vSak
zvysenou teplotu zaziji pozdé€jsi vyvojova stadia (4. instar nebo kukla), dojde ke snizeni
melanizovanosti krovek u imag (Knapp & Nedvéd, 2013). Ktizenec Cistych homozygoti
forem succinea a conspicua by mél mit podle konceptu mozaikové dédi¢nosti
v ¢ervenych okénkéch ¢erné skvrny, coz se ale projevi pouze tehdy, pokud se vyvijel za
nizké teploty. Pfi vyvoji za vysoké teploty nebude jeho fenotyp odliSitelny od Cistého
homozygota formy conspicua, proto je v laboratofi nutné nechavat slunécka lihnout
Vv nizké teploté (Nedvéed, 2014).

Dospélé slunécko vychodni formy succinea ma zbarveni determinované jiz pii lihnuti
se z kukly. Béhem nékolika hodin se kutikula vybarvi a vzor se pak jiz neméni, 1 kdyz
dojde ke zménam teploty. Dospélci ale dokazi regulovat télesnou teplotu chovanim —
mohou se schovat do stinu nebo vyhiivat na slunci. Jenze kukly jsou pevné pfitmelené
k podkladu a s okolim nic nezmuzou, a tak je pro n€ zbarveni mnohem zasadngjsi nez pro
mobilni imaga. Rozsah ¢erného zbarveni na kukle je proto nepiimo umérny teploté, které
byl vystaven ctvrty larvalni instar (prepupa). Dilezité je, ze to plati pro vSechny kukly
bez ohledu na barevnou formu a ze kukly formy succinea nemaji termalni pamét’. Pokud
bude oranzové kukle, jejiz ctvrty larvalni instar zazil vysokou teplotu, zima, vylihne se
z ni ¢erny jedinec (Nedvéd, 2011).

1.4.4 Zbarveni §titu

Melanické formy (axyridis, conspicua, spectabilis) maji na S$titu ¢erny lichob&Zznik
ohrani¢eny bilymi okraji zasahujicimi do jedné ¢tvrtiny Stitu (Obr. 2; Nedvéd, 2015).
Forma succinea je v pigmentaci §titu mirné proménliva, ma na $titu 4 — 5 jednotlivych
nebo slitych ¢ernych skvrn ve tvaru pismene M (Obr. 1). Rozsah ¢erného zbarveni §titu
je pozitivné korelovan s rozsahem ¢erného zbarveni krovek a ¢erna frakce $titu je u samic
tmavsi a rozséhlejsi nez u samcl (Bezzerides & Loofbourrow, 2014). Zda se tedy, zZe
zbarveni §titu u formy succinea rovnéz podléha fyziologickému termalnimu melanismu.

1.4.5 Ontogenetické mechanismy tvorby ¢erného vzoru

Krovky slunéka vychodniho jsou pigmentovany cernym melaninem, cervenymi
karotenoidy a pteriny (Bezzerides et al., 2007). Cervena barviva se ukladaji v buiikach
pokozky a melanin do kutikuly nad pokozkou (Nedvéd, 2011; Wittkopp & Beldade,
2009). O tom, zda piislusna ¢ast kutikuly bude zbarvena cerné, se rozhoduje na bunécné
urovni dvéma zpusoby: pozi¢ni informaci nebo piisobenim morfogent (Nedvéd, 2011).

Buiiky pokozky v ptipadé prvniho zpiisobu vyhodnoti svou pozici na krovkach, podle
toho tvoii melanin a ukladaji jej do kutikuly nad sebou. To je pfipad melanickych forem
(Nedvéd, 2011).

Druhy zptsob cernani kutikuly fidi morfogeny — neznamé signalni molekuly

predavané z buniky do bunky od melaniza¢nich center. V melanizacnich centrech sidli
bunky, které kladn€ vyhodnoti svou pozici na krovce, ale kromé toho, Ze ukladaji do
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kutikuly melanin, posilaji do svého okoli morfogeny. Buniky, do nichz se dostane
nadlimitni mnozstvi morfogenu, za¢nou rovnéz produkovat melanin. Tento fenomén je
typicky pro formu succinea. Jedinci, ktefi se vyvijeli ve vysoké teploté, maji niz§i aktivitu
melanizacnich center (= expresi pfislusného genu nebo aktivitu vzniklého enzymu,
piipadné export signalu do dalSich buné€k). Pti vyvoji za nizké teploty (kdy se hodi byt
¢erny) melanizacni centra zvySuji svou aktivitu a tvofi Cerné tecky, které se mohou
dokonce slévat v kontinualni kresbu (Obr. 12; Nedvéd, 2011).

1.4.6 Causa karotenoidy

Karotenoidy se poprvé objevily u archebakterii, kterym slouzily na vyztuzovani
bunéénych membran. K této funkci maji jejich dlouhé molekuly velmi neohebnou
zékladni kostru z deseti az jedenacti konjugovanych C=C vazeb v trans-konfiguraci, coz
je délka odpovidajici tloustce hydrofobni ¢asti membrany, kterou penetruji jako jakési
,molekuldrni nyty“. U nékterych hub a Zzivocichii si karotenoidy svou membrano-
vyztuzovaci funkci zachovaly. Obecna struktura molekul karotenoidii, ktera piivodné
plnila mechanickou funkci v membranach, se vSak ukazala byt skvéle preadaptovana ke
spousté jinych uceld. Systém konjugovanych dvojnych vazeb absorbuje viditelné svétlo
pfesné v mezeie chlorofylové absorbce, takze slouzi jako ptidavné svétlosbérné pigmenty
u zelenych rostlin. Jedine¢né uspofadani nejenze umoziuje prfenos energie
z excitovaného karotenoidu na chlorofyl ve svétlosbérnych komplexech, ale i
z tripletniho excitovaného chlorofylu nebo singletniho kysliku na karotenoid, coz je
zasadni fotoprotektivni mechanismus v reakénich fotosyntetickych centrech. Dale se
podileji na tvorbé barevnych vzord zvitat a rostlin, u nékterych bezobratlych chrani
vajecné proteiny pred protedzami a mohou slouzit jako antioxidanty. Pfimy
karotenoidovy derivat — retinal — je u zivocichti sou¢asti zrakového pigmentu rhodopsinu,
dalsi derivaty: kyselina retinova u zivoéicht a kyselina abscisova u rostlin slouzi jako
hormony (Vershinin, 1999).

O karotenoidech se mélo dlouho v§eobecné za to, Ze je dokazi syntetizovat de novo
pouze rostliny, mikroorganismy a houby, zatimco ZivoCichové je museji ziskavat
z potravy (Needham, 1974). Britton et al. (1977) zjistili u Coccinella septempunctata
Linnaeus, 1758 karotenoidy, které nemohly pochdzet z rostlin, na nichZ saji msice, jimiz
se slunécko zivi. Dosli k zavéru, Ze karotenoidy pravdépodobné pochdzely od né&jaké
symbiotické bakterie pfimo ze slunécka, protozZe jejich struktura napovidala, Ze nebyly z
potravy. Poté se dlouho nic ned¢lo, az kone¢né¢ Moran & Jarvik (2010) prokézali, ze
v genomu msice Acyrthosiphon pisum (Harris, 1776) se nachazeji geny pro rizné enzymy
na de novo biosyntézu karotenoidi. Fylogenetickd analyza ukazala, ze doSlo k
horizontalnimu genovému transferu zminénych geniti od hub, nasledné integraci do
genomu mSic a jejich duplikaci. Pozdgji byl prokazan genovy transfer podobnych gent
od hub do svilusek a bejlomorek (Altincicek et al., 2012; Cobbs et al., 2013). Molice
dostavaji karotenoidy od endosymbiotickych gama proteobakterii (Sloan & Moran,
2012).

Krovky H. axyridis obsahuji asi deset riznych karotenoidt, naprostou vétsinu z nich
(72 %) predstavuji: a-karoten, P-karoten a lykopen. Cervenost krovek méfena
v grafickém programu pozitivné koreluje s celkovou koncentraci karotenoidll v krovkach
(Bezzerides et al., 2007). Multivoltinni zivotni cyklus a dlouha délka zZivota dospélce u
H. axyridis zpisobuji znacny piekryv generaci (Ceryngier & Twardowska, 2013). Jiz
Hodek (1973) pise, ze krovky slunécek ziskavaji po vylihnuti sviij obvykly vzhled

17



postupné, pricemz vétSina zmén se dostavi v fadu hodin, ale Cervena barva ziistava
vybledla po mnoho tydnti az mésicii. Proto je mozné rozlisit jedince, ktefi piezimovali,
od téch nové vylihlych. Obsah karotenoidii v krovkach tedy nejspiSe miize vypovidat o
stafi jedince, coz ovSem dosavadni studie zabyvajici se migrujicimi nebo pfezimujicimi
slunécky vychodnimi vesmés nereflektovaly (napt. Nalepa et al., 1996; Nedvédova et al.,
2012; Pons et al., 2015; ALE: Osawa & Nishida, 1992; ad Adalia bipunctata: Brakefield,
1984). Detailni porozuméni piekryvani generaci je vSak mimo jiné krucialni pro studium
dynamiky pohlavné pienosnych chorob slunéek a hmyzu obecné (Ceryngier &
Twardowska, 2013; Knell & Webberley, 2004).

Vliv potravy larev na barvu dospé€lce H. axyridis zkoumal Grill & Moore (1997).
Pylova strava ad libitum vyustila ve svétlejsi krovky, kratsi vyvoj a vétsi velikost
dospélce. Oproti tomu jedinci limitované krmeni mSicemi byli ¢ervenéjsi. Grill & Moore
(1998) navrhuji, ze nejpiizniveéjsi prostiedi pro tvorbu syté ¢erveného zbarveni zaroven
nemusi byt vhodné pro expresi jinych Zzivotnich znakt, zvlasté pak ve stresovych
podminkach. Msice si vSak mohou samy syntetizovat karotenoidy (Moran & Jarvik,

2010) a jedinci (jakkoli limitované€) krmeni mSicemi tedy pfirozené byli Cervenéjsi.

O roli karotenoidli v aposematické signalizaci a jejich pfipadné vérohodnosti u
slunécek pojednavam nize.

1.4.7 Barevné formy a pohlavni vybér

Osawa & Nishida (1992) ve stfednim Japonsku zkoumali sezénni zmény v zastoupeni
barevnych forem H. axyridis v kontextu nenahodného pafeni. Zastoupeni nemelanickych
jedinct od jara do 1éta znatelné narostlo kvili jejich Castéj§imu pafeni mezi ostatnimi
formami jarni generace. V laboratornich experimentech byli na jafe upfednostiovéani
nemelani¢ti samci, zatimco v 1ét€ byli uspé$néj$i samci melaniéti. Sezonni zmény
pohlavni vybér byl markantnéjs$i ze strany samic. Samci formy conspicua uméle
pfemalovani na formu succinea méli vyrazné zvyseny Gspéch pii patfeni. I kdyz je barevny
vzor na krovkach pro mezipohlavni selekci ze strany samic velmi vyznamny, nelze
opomijet rizné behaviordlni a chemické faktory, protoze frekvence pafeni formy
succinea piemalované na formu conspicua se nezmeénila.

Z Japonska je rovnéZ znamo, Ze v ramci nemelanickych samcl byli péfici se samci
signifikantné vétsi neZ samci solitérni. Mezi solitérnimi a kopulujicimi melanickymi
samci nebyli ve velikosti prukazné rozdily. Na uspéch pfi patreni maji tedy vliv barevna
forma i télesna velikost. Ruzné velci samci maji vyhody v pafeni determinované
barevnym vzorem na krovkach (Ueno et al., 1998).

V Ciné nemelanické fenotypy prevazovaly nad melanickymi 5:1 na podzim, zatimco
na jafe byla frekvence obou stejna. Melanismus je tedy vyhodny v zimé a nakladny v 1ét¢.
Samice provadély mezipohlavni selekci bud'to oteviené pfimym odmitdnim nékterych
samcich fenotypt, nebo krypticky udrZenim si vajicek po pafeni s ,,nep€knym* samcem
delsi dobu (udajné¢ aby nahradily jeho sperma; Wang et al., 2009). Pfed pouzitim
spermatu melanickych samcti Cekaly samice déle, pficemz melanické samice se
zpozdovaly vice nez nemelanické. Melani¢ti samci travili in copula vice casu
s nemelanickymi nez s melanickymi samicemi (Su et al., 2013). Selekce proto probiha i
ze strany samcii.
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1.5 Zbarveni v kontextu aposematismu
1.5.1 Vyznam a piivod zbarveni slunécek

Hlavnim zamérem autort studujicich vnitrodruhovy barevny polymorfismus byva
vysvétlit jeho vyznam a piivod. ProtoZe jsou vSak barevny vzor, télesna velikost a toxicita
mezi slunéckovitymi brouky zna¢né riizné, je pravdépodobné, ze vysvétleni nebude pro
vSechny stejné. Svétlé a melanické formy maji u odlisSnych druht odlisny vyznam. Urcité
barevné vzory slouzi jako varovné u jedovatych druhi a jejich mimika (napodobitellt).
Kryptické zbarveni zase mtize byt adaptace na okolni prostiedi, signal pro partnera nebo
prostiedek k termoregulaci (Slogget & Honék, 2012).

1.5.2 Aposematismus

Aposematismus je jev, kdy organismus svym varovnym zbarvenim demonstruje
potencialnimu predatorovi nepozivatelnost (Guilford, 1988). Byl popsan E. B. Poultonem
(1890 ex Komarek, 2004). Slunécka jsou typickym ptikladem aposematismu, protoze
vykazuji napadné zbarveni a pii ohrozeni vyluéuji odpudivé obranné latky (Majerus, 1994
ex Jan Pettersson, Hodek 2012).

1.5.3 Miillerovské mimikry

Jako jev zodpovidajici za zachovani barevného polymorfismu byly mimo jiné navrzeny
Miillerovské mimikry. Druhy, jejichz dospélci maji kiiklave zluty ¢i Cerveny povrch, jsou
povazovany za aposematické, tedy piedchazeji utoku ze strany vizualné se orientujicich
predatorti, obvykle ptakd. Odpudivost je dusledkem diivéjsi negativni zkuSenosti
predatora s nechutnou kofisti. Nékolik druht podobného zbarveni pak tvoii Miillerovsky
komplex, ve kterém predator jednotlivé druhy nerozliSuje. Negativni zkuSenost
s prvnim Utokem na c¢lena komplexu se zobecni a vsichni ¢lenové komplexu se do
budoucna stanou chranénymi (Slogget & Honé¢k, 2012). Komarek (2004) se vSak
domniva, ze ¢eled’ Coccinellidae je témét jen aposematicka bez mimetismu.

1.5.4 Chemicka obrana a reflexni krvaceni

H. axyridis je jako vétSina slunécek chranéna alkaloidy (Sloggett et al., 2011), a to: 3-
hydroxypiperidin-2-onem a harmoninem, ktery je také znamy jako (17R,9Z)-1,17-
diaminooktadec-9-en (Alam et al., 2002). Krom¢ alkaloid ma v hemolymf€ nechutné
zapachajici 2-alkyl-3-methoxypyraziny, a to naptiklad: 2,5-dimethyl-3-methoxypyrazin
(DMMP);  2-isopropyl-3-methoxypyrazin  (IPMP);  2-sek-butyl-3-methoxypyrazin
(SBMP); 2-isobutyl-3-methoxypyrazin (IBMP; Cudjoe et al., 2005; Cai et al., 2007).

Pfi ohroZeni vypousti slunécko kapky hemolymfy — dospélec z tibiofemoralnich
kloubti (= kolen), larva z dorzalnich Zlaz na zadecku (Pettersson, 2012). Tomuto jevu se
tika reflexni krvaceni.

Chemicka obrana H. axyridis je i v porovnani s jinymi slunécky zvlaste silna. Extrakt
z celého tela H. axyridis byl pro mladé hrotnatky (Cladocera: Daphnia magna Straus,
1820) mnohem toxictejsi nez extrakt ze slunécek Coccinella septempunctata ¢i Adalia
bipunctata (Nedvéd et al., 2010). Navic pii srovnani nechutnosti extraktii z osmi druhd
slunécek pro mravence Lasius niger (Linnaeus, 1758) byla jako ,,nechutnéj$i“ nez
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H. axyridis zjisténa jen Coccinella septempunctata (Nedvéd et al., 2010). Znac¢na toxicita
a nechutnost pro ostatni ¢lenovce muze slunéckiim vychodnim poskytovat ekologické
vyhody.

1.5.5 Naklady na produkci aposematickych sloucenin, vérohodnost signalizace

Za aposematické slouceniny zde povazuji dvé skupiny latek: karotenoidy, které se u
H. axyridis podileji na zbarveni (Bezzerides et al., 2007), a alkaloidy s methoxypyraziny,
které slouzi k chemické obrané (Alam et al., 2002; Cudjoe et al., 2005).

Produkce obrannych sloucenin je pro slunécko nakladna (Pettersson, 2012). Larvy,
které byly nuceny reflexné krvacet, se vyvijely déle a v dospé€losti mély oproti kontrolnim
jedincim mensi velikost a niz§i hmotnost (Grill & Moore, 1998; Sato et al., 2009). To
vSak mohlo byt zpisobeno i ztratou bilkovin obsazenych v hemolymfe.

Vnitrodruhova proménlivost v obsahu harmoninu byla zdokumentovéana u dospélcti i
vaji¢ek H. axyridis (Bezzerides et al., 2007; Kajita et al., 2010). Bezzerides et al. (2007)
zjistili, ze jedinci formy succinea s vétSim podilem Cervené na krovkach méli vétsi
mnozstvi harmoninu v téle. Navrhuji, Ze barevny vzor muze slouzit jako ,,vérohodny*
ukazatel nepozivatelnosti. Mezi koncentraci karotenoidi v krovkach a obsahem
harmoninu nenalezli zadny vztah. Posléze bylo potvrzeno, Ze méné melanizovani jedinci
maji vskutku vice harmoninu nez ostatni, véetné dalsich barevnych forem (Fischer et al.,
2010 ex Sloggett et al., 2011). Laboratorni experimenty s kiizaky nepfinesly zadny dukaz
o tom, ze by silné melanizovani jedinci nebo melanické formy byli méné chranéni pred
predaci (Sloggett, 2010). ZvySeny obsah harmoninu u bezte¢nych jedincti formy succinea
pravdépodobné neni pifedmétem selekce ani ze strany ptaciho predatora (Prichova et al.,
2014). Sloggett (2010) poznamenava, ze k plné interpretaci vysledkli podobnych studii
chybi poznatky o druhém alkaloidu H. axyridis — 3-hydroxypiperidin-2-onu.

Cai et al. (2007) zjistili, Ze svétlejsi (,, yellow ) jedinci formy succinea méli nizsi
prumérnou koncentraci tfi methoxypyrazini (IPMP, SBMP, IBMP) neZz tmavsi
(,,orange*) jedinci. Kogel et al. (2012) zaznamenali ve dvou ze tfi potravnich rezimt u
Cisté oranzovych jedincti formy succinea niz§i obsah IPMP nez u te¢kovanych jedincii.

Jedinci Coccinella septempunctata, ktefi byli v larvalnim stadiu bohaté krmeni
mSicemi, méli oproti malo krmenym jedinciim V dospé€losti vy$si hladinu alkaloidu
prekokcinellinu a byli ¢ervenéjsi s vyssi koncentraci karotenoidil v krovkach. Rozdil ve
zbarveni krovek mezi malo a bohaté krmenymi jedinci byl rozpoznatelny ptacim
predatorem (Spackem). Potravni reZim nemél vliv na hladinu dalSiho alkaloidu,
kokcinellinu. Koncentrace karotenoidii v krovkach pozitivné korelovala s celkovym
obsahem prekokcinellinu u obou potravnich rezimi i1 pohlavi. Obsah karotenoidi
s hladinou kokcinellinu koreloval u samic pozitivné, u samct negativné. Velikost ¢ernych
tec¢ek s hladinou kokcinellinu korelovala pozitivné u méalo krmenych, negativné u bohaté
krmenych jedinct. Mezi slozkami aposematického signalu tedy pravdépodobné existuji
fyziologické spojitosti, které jsou modulovany zdroji (potravou), a ovliviiuji vérohodnost
signalizace (Blount et al., 2012). Zminéna studie navic ukazuje, ze ruzné alkaloidy
jednoho slunécka mohou byt odlisné korelovany se zbarvenim krovek ¢i ovlivnény
dostupnosti zdrojii. To podporuje zavéry Sloggetta (2010) o nutnosti studia i druhého
alkaloidu H. axyridis (3-hydroxypiperidin-2-onu).
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1.5.6 Interakce s pta¢im predatorem

Dolenska et al. (2009) porovnavali reakce sykory konadry (Parus major Linnaeus, 1758)
na Ctyfi rizné zbarvené druhy slunécek a dvé umélé modifikace slunécka Coccinella
septempunctata (s nahnédo nabarvenymi ¢i Gpln€ odstranénymi krovkami). Slunécka
S pfirozené teCkovanymi krovkami byla napaddana méné Casto nez slunécka beztecna.
Slunécka s odstranénymi krovkami byla napaddna mnohem castéji nez jakakoli jina, u
kterych nebyl porusen celkovy vzhled (tvar téla). V procesu rozpoznavani slunécka
pta¢im predatorem je tedy dulezity jak teCkovany vzor, tak i celkovy vzhled. Pokusy
s naivnimi (v zajeti vychovanymi) sykorami ukazaly vrozenou averzi vici Coccinella
septempunctata.

Porovnavani rtznych druhti slunécek muize byt zkreslené jejich odliSnostmi ve
velikosti, chemické obrané atd. Prichova et al. (2014) konfrontovali sykory konadry
s H. axyridis, a to s pfirozené teCkovanymi, Cisté oranzovymi nebo uméle nabarvenymi
jedinci formy succinea. Sykory se intenzivné vyhybaly v§em ¢erveno-¢ernym jedincim,
hnéd¢ nabarveni jedinci byli napadani Castéji. Jedinci nabarveni hnéd¢ a cernymi teckami
byli chranéni nepatrné Iépe nez jedinci pouze hnédi. Tecky tedy maji v ochrané slunécka
uréity vyznam, nicméné Cerveno-Cerné zbarveni piedstavuje hlavni slozku vizuédlniho
signalu.

Vrabci polni (Passer montanus (Linnaeus, 1758)) s H. axyridis interaguji ponékud
kontraintuitivné. Jedinci odchyceni na zimnich krmitkach slunécka bezné napadali a
pozirali. Zaroven se nikdy u zadného vrabce, ktery slunéCko poziel, neprojevovala
sebemensi nevolnost nebo naznak intoxikace. Naivni vrabci vybrani z budek, ale i
Vv prirod¢ odchyceni mladi vrabei, slunécka napadali, odmitali je v§ak pozfit — chemicka
obrana na n¢ méla vliv. Dospéli jedinci odchyceni v letnich mésicich vdhali dokonce
s utokem na slunécko. Vrabci tedy napadaji a pojidaji slunécka, pokud: (i) maji omezenou
potravni nabidku, (i1) nemaji recentni zkuSenost s aposematickou kofisti, (iii) postradaji
Vv potravé ZivociSnou slozku. Fyziologicky jsou pravdépodobné pfipraveni na piijem
toxického slunécka jako zdroje potravy a skute¢né jej poziou piesto, ze ho dobie znaji
(Vesely et al., 2016).

1.6 Prirodni nepratelé a biologicky boj

Harmonia axyridis ma mnoho pfirodnich nepftatel, v Sir§im smyslu tedy: ,,organismd,
které zabijeji, snizuji reprodukéni potencidl, ¢i jinak negativné ovliviiuji po€etnost jiného
organismu‘ (Flint & Dreistadt, 1998). Jsou to naptiklad: ptaci, lum¢ik, mouchy, roztoc,
hlistice, houby nebo bakterie zabijejici samce (Roy et al., 2011; Vesely et al., 2016). Zde
se vénuji ptirodnim nepfratelim, kteti bezprostiedné¢ souvisi s mou praci: parazitické
hlistici a houbg&, bakteriim zabijejicim samce. Pro podrobnosti o dalSich neptatelich viz
Kenis et al. (2008) nebo Roy et al. (2011).

Biologicky boj je ,environmentalné staly a efektivni prostiedek redukovani ¢i
umirnovani skudct a jejich dopadiu prostfednictvim ptfirodnich nepratel” (Biological
Control, 2015). Muze byt pouzit i proti H. axyridis, ale m¢l by byt specificky a bez
vedlejSich ucinkd na ostatni druhy slunécek, protoZe ta jsou obecné povaZovana za
uzitetny hmyz (Kenis et al., 2007).
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1.6.1 Vyznamné teorie biologie invaznich druhu

Hypotéza tniku pfed neprateli (the enemy release hypothesis — ERH) je teoreticky
koncept vysvétlujici tspéch invaznich druhti (Roy et al., 2011; Wolfe, 2002). Tato
hypotéza predikuje, ze kdyz se néjaky druh dostane do nového prostiedi, kde neni
puvodni, pfestanou ho ovliviiovat pfirodni nepfatelé, a tak dojde k navySeni jeho
pocetnosti a schopnosti se §ifit. Doslova tedy ,,utece* pied neptateli. ERH samoziejmé
mlcky predpokladd, ze ptirodni neptatelé opravdu dokazi regulovat populace svych
hostitelskych druhi a navic maji vétsi vliv na druhy plivodni nez na nepiivodni
ptistéhovalce, diky ¢emuz dochazi u ptistéhovalcti k popula¢nimu nartstu. Colautti et al.
(2004) rozlisuji dva zptsoby, kterymi mtize néjaky druh ,,utéct” svym nepiateltim. Prvni
nastava, kdyz je hostitelsky druh siln€ regulovan svymi neptateli, tedy je malo odolny a
velmi zranitelny. V takovém piipad¢é ztrata neptatel béhem procesu invaze vyusti ve
zvysSené prezivani, plodnost nebo télesnou hmotnost ¢i jiné demografické faktory. Jedna
se o unik regulatorni (regulatory release). Pokud byl hostitelsky druh proti neptatelim
dobte chranén, jejich ztrata by na jeho populaci méla zanedbatelny vliv. Jestli vSak byla
obrana néjakym zptisobem nakladnd, mohlo dojit k nepfimému tniku tim, Ze limitované
zdroje pouzivané na obranu proti nepfatelim byly re-alokovany jinam (tfeba do
populaéniho ristu) — to je inik kompenzacni (compensatory release). Tento druhy jev je
od rostlin znamy také jako hypotéza evoluce zvysené konkurenc¢ni schopnosti (the
evolution of increased competitive ability hypothesis — EICA; Blossey & Notzold, 1995).

1.6.2 Bakterie zabijejici samce

U bezobratlych jsou béZné vertikalné prenosné bakterie manipulujici reprodukci hostitele.
Ze Ctyt znamych zpasobli manipulace hmyzu bakteriemi jsou tfi (cytoplazmaticka
inkompatibilita, feminizace a indukce partenogeneze) zplisobovany pouze rodem
Wolbachia. Naproti tomu ¢tvrtou strategii, zabijeni samct, dokaze Siroka plejada bakterii
(Majerus et al., 1999).

Kdyz se takova cytoplazmaticka bakterie vyskytne v samci, je to pro ni slepa evoluéni
uli¢ka, protoze do spermie se prosté nevejde, a tak se nemulze vertikalné€ prenést na dalsi
generaci. Namisto toho miiZe své fitness zvysit tim, Ze samce zabije, ¢imZ zvyhodni své
klony v samicich (Ceryngier et al., 2012; Hurst & Majerus, 1993). U slunécek bakterie
zabijeji samce na pocatku embryonalniho vyvoje, ¢imz re-alokuji (pfesmeéruji) zdroje,
které by vyuzili samci, k jejich sami¢im sestram (Majerus, 2003 ex Ceryngier et al.,
2012). Samice ziskaji vyhodu v odstranéni konkurentli a ve zdroji potravy v podobé
mrtvych saméich embryi. Pomér pohlavi je z tohoto davodu u H. axyridis ¢asto vychylen
ve prospéch samic (Majerus et al., 1998). Pojidat mrtvé bratry je vyhodné&jsi pro potravné
specializované druhy slunécek, protoZe jejich kofist je hiife dostupna, a tak se jim hodi se
po vylihnuti pfed cestou najist (Noryiuki et al., 2014). H. axyridis je vhodny hostitel
bakterii zabijejicich samce, protoze je afidofagni, snasi semknuté snisky a je kanibal
sourozeneckych vajicek (Majerus et al., 1999).

1.6.3 Hlistice Parasitylenchus bifurcatus
Napadeni H. axyridis hlistici Parasitylenchus sp. poprvé zaznamenali Harding et al.
(2011) v Dansku na podzim roku 2009. Prevalence kolisala mezi 2 a 33 %. Dospélé i

juvenilni hlistice se spolecné vyskytovaly v té€lni dutiné (hémocelu) samcii 1 samic.
Pozdé¢ji byla tato hlistice popsana jako novy druh Parasitylenchus bifurcatus (Poinar &
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Steenberg, 2012). Na podzim roku 2010 byla prevalence v Dansku 35 % (Poinar &
Steenberg, 2012). Napadeni jedinci méli zten¢ené tukové zasoby a Castecné atrofované
pohlavni organy, coZ je jeden z diuvodu, pro¢ byl P. bifurcatus navrzen jako mozny
prostiedek biologického boje proti H. axyridis. P. bifurcatus je zatim znamy pouze
z Evropy (CR, Dansko, Nizozemi, Polsko), i kdyZ blize nedeterminované hlistice byly
zaznamenany v Némecku a USA (Haelewaters et al., 2016).

1.6.4 Houba Hesperomyces virescens

Rad Laboulbeniales je vysoce specializovana skupina vieckovytrusnych hub
(Ascomycota: Laboulbeniomycetes) obligatné vazana na ¢lenovce (Haelewaters et al.,
2015). Byla pojmenovana na pocest francouzského entomologa Josefa Alexandra
Laboulbéna (Weir & Beakes, 1995), ktery ji pozoroval jako prvni, a to spolu s Augustem
Rougetem ve Ctyficatych letech devatenactého stoleti (Haelewaters, 2012). Zpocatku byly
tyto houby povazovany za zvlastni vyrastky (chlupy) na povrchu ¢lenovci, nebo dokonce
za parazitické Cervy. Systematicky je studoval az Roland Thaxter, profesor Harvardovy
univerzity, v letech 1891 az 1932 (blize viz Haelewaters et al., 2015). Méaca (2003) navrhl
pro Laboulbeniales ¢esky nazev roztfepenky.

Fylogenetické¢ analyzy DNA wukazuji tfidu Laboulbeniomycetes zahrnujici fad
Pyxidiophorales jako sesterskou k Sordariomycetes, kladu, ktery obsahuje saprofagy a
patogeny zivocichu, rostlin ¢i hub, a jehoz zastupci obecné tvoii peritécia (Schoch et al.,
2009; Weir & Blackwell, 2001).

Laboulbeniales netvoii hyfy a jsou naprosto ojedinélé v tom, Ze vykazuji
determinovany rist Ustici v pfesné definovanou stélku tvofenou urcitym poctem bunék
(Santamaria, 1998; Tavares 1985 ex Haelewaters 2015). Hlavnimu ,,valecku* stélky se
fika receptakulum (Weir & Beakes, 1995). Receptakulum je ukotveno v exoskeletu
hostitele melanizovanou c¢asti bazalni bunky, obvykle nese peritécium a piivésky
s anteridii, kterd produkuji spermacia (Haelewaters, 2015; Weir & Beakes, 1995). Celé
stélce zde budu fikat plodnice.

Hesperomyces virescens popsal profesor Thaxter (1891) ze slunécka Chilocorus
stigma Say, 1835 (= C. bivulnerus Mulsant, 1850). Tato roztfepenka ma 215-511 pm
dlouhou zlutavé zelenou plodnici s 60-90 pm dlouhym trojbunéénym receptakulem (De
Kesel, 2011). Je jednodoma (De Kesel, 2011), jinak feceno hermafroditickd, coz
preferuji, protoZze patii do Opisthokonta stejné jako tieba ja nebo néjaky hlemyzd
(Baldauf, 1999).
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Obrazek 5: Spodni polovina plodnice Hesperomyces virescens; zvétseni: 10 x 20;
zkratky: p — peritécium, a — antheridia, b — melanizovana ¢ast bazalni bunky, r —
receptakulum; vlastni fotografie.

Cely zivotni cyklus H. virescens se odehrava na povrchu hostitele. Vyvojovou
morfologii detailné popsali Weir & Beakes (1996). Dvoubunééné askospory jsou casto
vypoustény v parech a pifi kontaktu s povrchem hostitele se prodluzuji. Pocatecni ptilnuti
pravdépodobné zajist'uje zdufela ¢ast pochvy, ktera obklopuje $pi¢ku vrcholu vétsi bunky
askospory. Tato $picka dava vzniknout melanizované ¢asti bazalni bunky (Obr. 5) —
hlavnimu kotvicimu orgénu. Vétsi ze dvou bunék askospory se pak déli a vytvari
peritécium a trojbunécné receptakulum. Z mensi buiiky se stavaji anterididlni ptivesky.
Jako jedna z mala Laboulbeniales vytvaii H. virescens vétveny haustorialni aparat
rhizoidalniho charakteru bez sept a penetruje do hémocelu hostitele. Po vytvofeni
anterididlnich vybezkl vyrasta pobliz na receptakulu trichogyn, ktery nasledné oplozuji
spermdcia. Trichogyn se poté odlamuje a zlistdva po ném jizva na naristajicim peritéciu,
v némz se tvoii viecka s askosporami. Na vrcholu peritécia se formuje komplexni a
jedine¢ny aparat s apikalnimi vybézky (Obr. 6), ktery nejspi§ slouzi jako ,,spoust™
k vypuzovani askospor.
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Obrazek 6: Plodnice Hesperomyces virescens vyrustajici z koncetiny slunécka;
zvétSeni 10 x 20; zkratky: p — peritécium, av — apikalni vybézky; vlastni fotografie.

Obrazek 7: Horni polovina plodnice Hesperomyces virescens; zvétseni: 10 x 20; zkratky:
a — antheridia, s - askospory; vlastni fotografie.

Askospory (Obr. 7) nejsou trvanlivé, prezivaji kratce, a proto se musi $ifit pfimym
kontaktem hostiteld. Jejich pfenos mezi riznymi druhy slunécek je malo Casty, obvykle
se prendsi jen mezi jedinci jednoho druhu (Cottrell & Riddick, 2012), coz muze byt
zpusobeno tim, Ze na konkrétnim druhu hostitelského slunécka roste jen urcita linie
H. virescens. Fylogeneticka analyza zaloZena na sekvencich ribozomalni RNA skute¢né
odhalila kryptickou diverzitu v ramci H. virescens (Haelewaters & Pfister, 2015),
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piestoze dosud nebyla povazovana za pftili$ hostitelsky specifickou, protoze cely komplex

napada pomérné Siroké spektrum slunécek po celém svété (Ceryngier & Twardowska,
2013).

Obrazek 8: Harmonia axyridis pii kopulaci. Samec (nahoie) patii k form¢& succinea,
samice (dole) patii k formé conspicua. (Pfevzato z Nedvéda, 2014.)

H. virescens je povazovana za pohlavné pienosnou chorobu (sexually transmitted
disease — STD). Teorie pifedpovida, ze distribuce plodnic takové houby by méla odrazet
prubéh kopulace hostitele (Whisler, 1968; Welch et al., 2001). U slunécek samec pfi
pareni vyléza na samici, ktera se ptidrzuje podkladu (Obr. 8). Samci by tedy méli byt
napadeni spiSe ve ventroposteriorni oblasti (= na bfiSe), zatimco samice
v dorzoposteriorni oblasti (= zada; Obr. 15; Welch et al., 2001). N¢které studie vSak
zjistily ¢etné odchylky od scénéfe sexudlniho pfenosu, ¢i ho dokonce zpochybiiuji (De
Kesel, 2011; Nalepa & Weir, 2007).

H. virescens byla na H. axyridis poprvé zaznamenana v Severni Americe (Ohiu)
v Iét€ 2002 (Garcés & Williams, 2004). Dnes je tato interakce znama z Afriky (JAR) i
Evropy (Belgie, Chorvatsko, CR, Mad’arsko, Némecko, Nizozemi, Polsko, Velka
Britanie, Slovensko), Jizni Ameriky (Argentina) a Kanady (Haelewaters et al., 2016).
Dodate¢né byli prohlizenim muzejnich sbirek vystopovani napadeni jedinci H. axyridis z
ptuvodniho arealu (¢inska provincie Secudn) sebrani v prvni poloviné dvacéatého stoleti
(Haelewaters et al., 2014). V USA byl prvni napadeny jedinec zaznamenan az 86 let po
prvni introdukci H. axyridis do Severni Ameriky a 14 let po prvnim uspé$ném uchyceni
populace H. axyridis v Severni Americe (Haelewaters et al., 2014). V Evropé se ¢asova
prodleva mezi uchycenim slunécka a objevenim ndkazy vyskytla rovnéz, pravdépodobné
tedy byli vysazovani zdravi jedinci H. axyridis, na které se houba pfenesla z mistnich
slunécek (Haelewaters et al., 2016). H. axyridis se pro H. virescens stala hlavnim
hostitelem a nejspise také rozsitila jeji aredl do chladnéjSich lokalit na severu (Ceryngier
& Twardowska, 2013). Popsané ,,znovunabyti parazita je trochu v rozporu s hypotézou
uniku od nepiatel (ERH), H. axyridis vSak vykazuje mnoho vlastnosti, které ji pro
H. virescens ¢ini mimofadn¢ vhodnym hostitelem (Ceryngier & Twardowska, 2013).
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Jmenovité je multivoltinni (Bazocchi et al., 2004; Katsoyannos et al., 1997), dlouhovéka
(Koch et al., 2003), promiskuitni (Osawa, 1994), ptezimuje ve velkych agregacich
(Hodek, 2012) a jeji generace se piekryvaji (Ceryngier & Twardowska, 2013).

Laboulbeniales byly tradi¢né povazovany za celkem neSkodné komenzaly (Weir &
Beakes, 1995). V citrusovych sadech v Izraeli bylo napadeno 95 % jedincti Chilocorus
bipustulatus houbou H. virescens a byla zaznamenana brzka umrtnost napadenych
jedincut, pticemz Kamburov et al. (1967) dramaticky letni pokles pocetnosti slunécka
pticetli na vrub ektoparazita. Applebaum et al. (1971) nenasli pro takové vysvétleni
zadnou podporu, v jednom ze zkoumanych sadi byla dokonce v obdobi kritického
poklesu popula¢ni hustoty uzite¢ného slunécka incidence H. virescens blizka nule. Jako
pfi¢inu poklesu navrhli nedostatek kofisti. Kehat et al. (1970) prokazali snizenou
fekunditu a reprodukéni aktivitu samic letni generace a rovnéZz zpochybnili vliv
H. virescens. V simulovanych zimnich podminkach bylo prokazano nepatrné snizené
prezivani H. axyridis infestovanych H. virescens (Riddick, 2010). Nalepa & Weir (2007)
navrhli snizenou frekvenci patreni u samic s H. virescens, ale hned nato poznamenali, ze
jejich data se dala vysvétlit i prostou preferenci mladych samic pied star§imi bez ohledu
na jejich napadenost. Rozdily mezi zdravymi a rtzné siln€¢ napadenymi jedinci
v hmotnosti nebyly v jejich studii signifikantni. Od jinych Laboulbeniales je znamo, ze
mohou z hostitele odebirat vodu (Bathori et al., 2015) nebo zptsobovat zvySené
olamovani tykadel, makadel ¢i cerek §vabi (Gemeno et al., 2004).

1.6.5 Ko-infekce

Zasadni roli v biologickém boji proti H. axyridis by mohly hrat ko-infekce riznymi
parazity. V simulovanych zimnich podminkéch bylo prokazano snizené piezivani jedinct
ko-infestovanych roztocem Coccipollipus hippodamiae (McDaniel & Moril, 1969)
(Acarina: Podapolipidae) a houbou H. virescens, jedinci infestovani pouze rozto¢em
snizenym prezivanim netrp€li (Riddick, 2010). Raak-van den Berg et al. (2014)
v Nizozemi zjistili u jedné ze studovanych lokalit pozitivni korelaci mezi napadenim H.
axyridis houbou H. virescens a hlistici P. bifurcatus.

Efektivita pfenosu pohlavné pienosnych chorob (C. hippodamiae, H. virescens) by
byla znané navySena rozsifenim samce zabijejicich bakterii (Kenis et al., 2007).
U druhd, jejichz obé& pohlavi jsou vysoce promiskuitni, jako je H. axyridis, se bude
pohlavné pfenosna choroba snaze §ifit v populacich s pfevahou samic. Samci totiz budou
,»vzacnym zbozim* a pti kontaktu s mnoha partnerkami snaze pfenesou parazita (Majerus,
2003 ex Kenis et al., 2007).

1.7 Uzite¢nost a Skodlivost
1.7.1 Uzite¢nost

Harmonia axyridis byla vysazovana piedevsim kvuli biologické ochrané rostlin (Koch,
2003). Nejpiirozengjsi prostiedi jsou pro ni stromy, a tak likviduje skidce v sadech, ale i
ve sklenicich, polnich a zahradnich kulturdch a na okrasnych rostlinach (Nedvéd, 2014).
Odlisna fenologie a multivoltinismus H. axyridis oproti pivodnim druhim nasich
slunécek umoznuji efektivnéjsi regulaci nékterych sktideti, jako jsou tteba mery (Nedvéd,
2014).
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Alkaloid harmonin vykazuje Sirokospektré antimikrobidlni a antiprotozoikalni ucinky.
Pusobi na kvasinky Candida albicans; je stejné ucinny proti senzitivnim i
multirezistentnim kmentm Staphylococcus aureus (MRSA); je zvlasté efektivni na
rychlorostouci mykobakteria a Mycobacterium tuberculosis; pfi velmi nizkych
koncentracich zabranuje rustu ptivodce malarie (Plasmodium falciparum) a piedchazi
ptrenosu jeho pohlavnich stadii do komara (Rohrich et al., 2012). Navic pisobi na ni¢ivky
Leishmania major (Nagel et al., 2015). Bohuzel vsak na linie motylich a lidskych bunék
pusobi antiproliferatné a cytotoxicky, takze jeho pouziti jako antimalarika nebo
antibiotika je zatim v nedohlednu (Alam et al., 2002; Rohrich et al., 2012). Recentni
studie zdiraziuje vyvoj 1é¢iv odvozenych od struktury harmoninu (Nagel et al., 2015).
In vitro syntéza harmoninu je dobfe zvladnuta, recentné¢ byla dosazena i kompletni
stereokontrola pii syntéze jednotlivych izomera (Abel et al., 2016; Haulotte et al., 2012;
Nagel et al., 2015; Philkhana et al., 2014).

Harmonia axyridis je zvlastni v tom, ze po aplikaci bakterii do téla nezvysi, ale
naopak snizi produkci harmoninu, a za¢ne tvofit antimikrobialni peptidy (Schmidtberg et
al., 2013). Ty vykazuji aktivitu proti gram-negativnim bakteriim a entomopatogennim
houbam (Vilcinskas et al., 2013).

1.7.2 Skodlivost

Drava slunécka obecné piijmaji rada v 1ét€ a na podzim sladkou nédhradni potravu, ktera
jim neumoznuje rozmnozovani, ale je pfeménéna na tukové zasoby (Nedvéd, 2014).
NedokaZzi prokousnout slupku sladkych plodi, a tak vyhledavaji plody ptezralé ¢i jiz
narusené od vos nebo houbovych chorob. Jedinci H. axyridis v USA zalézaji do hrozni
vinné révy a po zpracovani jejich alkyl-methoxypyraziny negativné ovliviiuji chut’ a viini
vysledného vina (Pickering et al., 2004). N¢které enologické studie vSak neoznacuji
kontaminované vino za Spatné, pouze za pozménené, a nevylucuji zamérné pridavani
slunécek do zpracovavané suroviny a vyrobu specialniho slunéckového vina (Nedvéd,
2014).

H. axyridis na podzim masivné naletuje a vnika do budov za ucelem ptrezimovani.
Slunécka silné zapachaji a pfi odstranovani vylucuji hotkou zlutou hemolymfu, ktera
trvale barvi omitky a interiéry (Huelsman et al., 2002; McCutcheon & Scott, 2001).
Mohou [ézt po automatickych stinicich stahovacich roletach na rodinnych domech, které
je pii skladani drti a zustavaji znecisténé (Obr. 9, L. Fiedler, nepublikovano). Slunécka
mohou kousat, kontaminovat jidlo a zptsobovat koZni ¢i dychaci alergické reakce
(Huelsman et al., 2001). Prvni specificka alergie na H. axyridis byla zaznamenana roku
1998 (Goetz, 2008). Alergie se projevuje slzenim oci, koptivkou, otoky a astmatem.
Hlavnim alergenem je hemolymfa slunécek, zvlasté pak proteiny Har 1 a Har 2. Je znamy
ptipad psa (kfizenec vazici 22 kg), ktery poziel Sestnact slunécek vychodnich (Stocks &
Lindsey, 2008). Utrpél zavazné poranéni Ustni dutiny, protoze mu chemické latky ze
slunécek silné naleptaly sliznici a samotnych Sestnact brouk se jaksi ,,zabofilo* hluboko
do sliznice tvrdého patra a museli byt mechanicky odstranéni.
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Obrazek 9: Po slunéCku rozdrceném skladacimi automatickymi roletami zGstala
pachnouci zlutd skvrna od hemolymfy; foceno tabletem Samsung GALAXY Note 8.0
s komer¢né dostupnym nastavnym makro objektivem.

Existuji ditkkazy o tom, ze ptichod H. axyridis zptasobil pokles pocetnosti ptivodnich
evropskych druhti slunécek (Roy et al., 2012), k nejznatelnéjsimu poklesu doslo u Adalia
bipunctata. Pravdépodobné jsou na vin¢ vnitrocechové kofistnictvi (= pojidani druht
s podobnou potravni strategii) a konkurence. JiZ tii roky po piichodu do CR se H. axyridis
na stromech a kefich stala viibec nejpocetnéjsim slunéckem (Ameixa et al., 2010).
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2. Cile prace

Mym cilem je detailné popsat na podzim migrujici slunécka vychodni, provést jejich
fyziologickou a reproduk¢ni charakteristiku a pfinést nové poznatky o malo
prozkoumanych parazitech potencialné vyuzitelnych v biologickém boji proti slunécku
vychodnimu. Migrujici slunécka piedstavuji smés dvou generaci, coz nebylo
V dosavadnich studiich dostate¢né zohlednéno. Starsi jedinci by méli byt Cervenéjsi nez
ti mladsi, protoze naakumulovali vice karotenoidi. Cervené samice by mély byt s vyssi
pravdépodobnosti jiz oplozené. Prub&éh migrace bude charakterizovan zménami
jednotlivych parametrt slunééek v prubéhu podzimu.
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3. Material a metodika

3.1 Material

Dospéla slunécka vychodni jsme (se Skolitelem) sbirali pfi naletovani na budovy koleji
JihoCeské univerzity v Ceskych Budé&jovicich (48°58'39"N, 14°27'05"E) a v Dlouhé ulici
(48°59'19"N, 14°27'23"E) s dirazem na nediskriminovani mezi barevnymi formami.

e 9.10. 2014 na budovach koleji od 13:00 do 14:00 (n = 202), od 14:00 do 15:00 (n
= 88), od 15:00 do 16:00 (n = 207)

e 9.10. 2014 v Dlouhé ulici (n = 112)

e 10.10. 2014 na budovach koleji od 13:00 do 14:00 (n = 169), od 15:00 do 16:00
(n =200)

e 19.10. 2014 na budovach koleji od 16:00 do 17:00 (n = 74)

e 10.11. 2014 na budovach koleji od 13:00 do 14:00 (n = 50)

Na budovach koleji jsme zaznamenali také po jednom jedinci od tfi druhd naSich
pivodnich slunééek — Coccinella septempunctata Linnaeus, 1758; Harmonia
quadripunctata (Pontoppidan, 1763) a Tytthaspis sedecimpunctata (Linnaeus, 1761). Ze
sbéru jsme tato slunécka vytiidili. Z Katalanska (severovychod Spanélska) je znamo, Ze
Harmonia quadripunctata muze pobyvat v agregacich spolu s Harmonia axyridis (Pons
etal., 2015).

3.2 Zpracovani

Nasbirana slunécka jsme umistili do sklenic se zptehybanym filtraénim papirem (ukryt)
a kouskem vlhké buniéiny (zdroj vody K piti), sklenice jsme pak pomoci gumicek uzavieli
prody$nou silonovou tkaninou. Takto byla slunécka nékolik dni uchovana v chladu (5—
10°C). Na analytickych vahach A&D GR-202 EC jsem stanovil hmotnost kazdého
jedince na nejblizsich 0,1 mg. Nasledné jsem slunécka po jednom umistil do jamek
mikrotitracnich desti¢ek, usmrtil a uchoval je v mrazaku pti — 20°C.

Obrazek 10: Zkratky: a — Sitka krovek, f — délka krovek; vlastni fotografie.
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Na stereomikroskopu Nikon SMZ 1500 jsem pomoci zobrazeni kamerou Lumenera
INFINITY 2-5C v programu QuickPHOTO CAMERA 3.0 zméfil délku a $ifku krovek
na nejbliz§ich 0,01 mm. Délku jsem métil od anteriorniho okraje Stitku az po vrchol
krovek (podél svu krovek), sitku pak kolmo na Sev krovek v misté, kde jsou od sebe
lateralni okraje krovek nejvzdalenéjsi (Obr. 10). Soucasné jsem za standardizovaného
osvétleni a pozadi kazdé slunécko vyfotil a ulozil jeho digitalni fotografii.

U kazdého jedince jsem urcil barevnou formu (axyridis, conspicua, spectabilis,
succinea) a pohlavi. Pro formy succinea jsem provedl subjektivni odhad rozsahu ¢erného
zbarveni na krovkach a odhad sytosti zbarveni Cerveného. Podle rozsahu cerného
zbarveni jsem slunécka kategorizoval nasledovné:

1) cisté Cervenooranzovi jedinci, piipadné s nékolika drobnymi ¢ernymi tec¢kami
(Obr. 11: p = 5,38 mm)

2) tecCkovani jedinci, ktefi maji ~19 stiedné velkych tecek (Obr. 1)

3) siln¢ melanizovani jedinci, u kterych cerné tecky splyvaji v Cerny vzor se
zbytkovymi ¢ervenymi poli¢ky (Obr. 12: B = 4,86 mm)

Obriazek 12: Siln¢ melanizovany jedinec formy succinea; vlastni fotografie.
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Podle sytosti ¢erveného zbarveni jsem rozliSoval tii kategorie:

1) bledi az Zluti jedinci (Obr. 13)
2) oranzovi jedinci (Obr. 14)
3) syté Cerveni jedinci (Obr. 15)

Obrazek 14: Oranzovy jedinec formy succinea; (f = 5,24 mm); vlastni fotografie.
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Obrazek 15: Cerveny jedinec formy succinea; (p = 5,77 mm); Sipka ukazuje plodnice
Hesperomyces virescens; vlastni fotografie.

Pti pozorovani pod stereomikroskopem jsem kvalitativné mapoval vyskyt parazitické
houby Hesperomyces virescens. Povrch slunééek jsem k tomuto ucelu pomysiné rozdélil
do Sesti zon (Nalepa & Weir, 2007; Obr. 16). Plodnice H. virescens jsem pro ilustraci
nafotil na mikroskopu RTL PC-2 v programu DinoCapture 2.0 (Obr. 5; Obr. 6; Obr. 7).

Obrizek 16: Sest zon vymezenych na télech slunééek k zaznamenavani plodnic
Hesperomyces virescens. (Nakres prevzat z Nedvéda, 2015; zony podle Nalepy &
Weira, 2007.)

Kazdému slunécku jsem niztickami odstiihl krovky v misté jejich pfipojeni ke hrudi
a umistil je do 1 ml 96% etanolu. Takto pfipravené vzorky jsem nechal nékolik tydn
extrahovat v chladu (5-10°C). Na spektrofotometru UVmini-1240 jsem nasledn¢ zméfil
absorbanci kazdého vzorku pii 450 nm. JelikoZ karotenoidy se fidi Lambert-Beerovym
zakonem (absorbance je pfimo umérna jejich koncentraci ve vzorku), je meéfeni
absorbance vhodné ke stanoveni celkové koncentrace karotenoidii v karotenoidovém
extraktu z krovek (Scott, 2001).
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Kazdé samici jsem v Ringeroveé roztoku pod stereomikroskopem vypitval spermatéku
a nasledné¢ ji rozlomil, abych zaznamenal oplozenost (spermie ve spermatéce).

Pritomnost hlistic rodu Parasitylenchus (Tylenchomorpha: Allantonematidae) v télni
dutin€ jsem zaznamenal u 49 samic pitvanych za Cerstva (nikoli po zmrazeni; 9. 10. 2014,
n=29; 10. 11. 2014, n = 20).

Statistické analyzy

Odlisnosti v télesnych rozmérech mezi pohlavimi a jednotlivymi barevnymi formami
jsme testovali dvoucestnou analyzou variance (two-way ANOVA). Nasledné jsme
procedurou Nonlinear estimation zvlast’ pro samce a pro samice vynesli mocninnou
regresi vztahu §itky a délky podle funkce y =a + b x x%, kde y je sitka, x je délka. Formu
axyridis jsme z analyzy vyloucili, protoZe byla zastoupena pouze samci.

Jednocestnou analyzou variance (one-way ANOVA) jsme analyzovali rozdily
v hmotnosti mezipohlavné a mezi oplozenymi a neoplozenymi samicemi.

Jednocestnou ANOVA s post hoc porovnavanim pomoci Fischerova LSD (least
significant difference) testu jsme analyzovali odli$nosti v zaznamenanych parametrech
mezi vzorky nasbiranymi v jednotlivych dnech migrace. Pti zjisténi signifikantnich
rozdilt mezi vzorky jsme stanovili rovnice zavislosti a prolozili zavislosti jednotlivych
parametrti charakterizujicich slunécka na uplynulych dnech od 1. fijna regresnimi
kiivkami.

Rozdily mezi kategoriemi subjektivné¢ odhadovaného rozsahu cerného zbarveni
forem succinea ve dni migrace a nacasovani migrace v priubéhu dne jsme zjistovali
jednocestnou ANOVA s post hoc porovnavanim Fischerovym LSD testem.

Efekt denni doby a dne migrace jako kategoridlnich proménnych jsme studovali
pomoci dvoucestné analyzy variance bez interakci (main effects ANOVA) s post hoc
porovnavanim Fischerovym LSD testem. Existenci interakce jsme se rozhodli a priori
zamitnout kvuli absenci faktorialniho uspofadani dat — nemé¢li jsme data sbirana v urcitou
dobu pro vSechny dny, kdy byl provadén sbér.

Dale jsme jednocestnou ANOVA s Fischerovym LSD testem zjistovali rozdily
v absorbanci ¢i absorbanci ptepo¢tené na hmotnost, oplozenosti a hmotnosti mezi
kategoriemi subjektivné odhadovaného odstinu krovek (v¢etné kategorie nemelanickych
a melanickych forem). Stejné¢ jsme analyzovali rozdily v absorbanci pfepoctené na
hmotnost mezi jednotlivymi barevnymi formami. U forem succinea jsme testovali rozdily
Vv absorbanci piepoctené na hmotnost mezi kategoriemi subjektivné odhadovaného
rozsahu ¢erného zbarveni.

Jednocestnou ANOVA jsme analyzovali prostou parazitovanost mezi oplozenymi a
neoplozenymi samicemi.

Mezipohlavni rozdily v primérném poctu zon obsazenych Hesperomyces virescens
jsme testovali jednocestnou ANOVA. Vzhledem k naruSeni piedpokladu normalniho

35



rozdéleni dat jsme se rozhodli jesté provést Kruskal-Wallistiv test — neparametrickou
analogii jednocestné ANOVA.

Jednocestnou ANOVA jsme dale zjist'ovali rozdily v primérném poctu obsazenych
z6n na jednoho jedince mezi jednotlivymi dny migrace, mezi barevnymi formami, mezi
kategoriemi subjektivné odhadovaného odstinu a mezi oplozenymi a neoplozenymi
samicemi.

Odlisnosti v hmotnosti a absorbanci pfepoctené na hmotnost mezi jedinci s riznym
po¢tem obsazenych zon jsme testovali jednocestnou ANOVA s Fischerovym LSD
testem.

Odlisnosti v soucinu délky a Sifky mezi jedinci zdravymi ¢i s jednou obsazenou
zonou a jedinci s vice nez jednou obsazenou zénou jsme testovali dvouvybérovym t-
testem.

Mezipohlavni rozdily v obsazenosti druhé a tieti zony a obsazenosti paté a Sesté zony
jsme zjistovali jednocestnou ANOVA.

Mezipohlavni rozdily v obsazenosti kazdé jednotlivé zony jsme testovali Kruskal-
Wallisovym neparametrickym testem.

Korelaci mezi napadenim v jednotlivych zonach jsme kvantifikovali Spearmanovym
koeficientem potadové korelace (Spearman’s rank correlation coefficient), ktery
nevyzaduje normalitu dat.

Rozdily v oplozenosti, hmotnosti a absorbanci piepoctené na hmotnost mezi
samicemi parazitovanymi hlistici (Parasitylenchus) i houbou (H. virescens) a zbytkem
samic jsme testovali jednocestnou ANOVA. Stejné¢ jsme zjistovali vliv pouhé
napadenosti hlistici na oplozenost a hmotnost samic.

Ke zpracovani dat a tvorbé grafii jsme pouzili program Statistica 12. Mezipohlavni

analyzu hmotnosti jsem provedl v Microsoft Excel 2013. Vysledky uvadim jako pramér
+ stfedni chyba praméru (SE).
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4. Vysledky

4.1 Zastoupeni pohlavi a forem, reprodukéni stav

Z celkového poctu 1102 jedinct bylo 523 samic (47 %) a 579 samct (53 %), z hlediska
barevnych forem 3 jedinci (0,3 %) formy axyridis, 29 jedinct (2,6 %) formy conspicua,
88 jedincu (8 %) formy spectabilis a 982 jedinct (89,1 %) formy succinea. Oplozenych
samic bylo celkem 259 (49,5 %). Primérné bylo oplozeno (po¢itano za ¢tyii dny sbirani)
47,1 % samic.

4.2 Subjektivni charakteristika formy succinea

Z hlediska termalniho melanismu bylo z celkového poctu 982 jedinct formy succinea
176 jedinct (17,9 %) s malym rozsahem c¢erné, 768 jedinct (78,2 %) se stfednim
rozsahem cerné a 38 jedinct (3,9 %) s velkym rozsahem ¢erné kresby na krovkach.

Z celkového poctu 982 jedinct formy succinea bylo z hlediska odstinu krovek 267
jedinct (27 %) cervenych, 696 jedinct (71 %) oranzovych a 19 jedinct (2 %) zlutych.

4.3 Télesné rozméry

Samci a samice se prukazné lisili v télesnych rozmérech — v délce (dvoucestna ANOVA:
F1, 1003 = 123,7; p < 0,0001) 1 Sifce krovek (dvoucestna ANOVA: F1, 1003 = 30,3; p <
0,00001). Samci méli krovky dlouhé 5,10 = 0,03 mm a $iroké 5,09 = 0,03 mm, samice
5,61 £ 0,03 mm dlouh¢ a 5,33 = 0,03 mm Siroké. Pohlavi mélo zna¢ny vliv i na pomér
délky a sitky krovek (dvoucestna ANOVA: Fy, 1003 = 146,7; p < 0,0001), u samcti byl
pomeér 1,003 £+ 0,003, u samic 1,054 + 0,003. Barevna forma ani interakce barevné formy
S pohlavim nemély na Sitku, délku ¢i pomér délky a Sitky krovek signifikantni vliv.
Pouziti poméru ptredpokldda linedrni vztah mezi Sitkou a délkou, ale mezi
morfologickymi strukturami je obvykle vztah alometricky, obvykle popisovany
mocninnou funkei. Pro samce vychézi funkce: $itka = 1,25 (£ 0,04) x délka®8® 002
korela¢ni koeficient R = 0,89. Pro samice vychazi: sitka = 1,25 (+ 0,04) x délka®84 (+0.02)
R =0,88. Mensi jedinci méli Sitku krovek vétsi nebo blizkou délce krovek, velci jedinci
byli v§ak ponékud protahli. U samct a samic byl tento vztah stejny, jen hodnoty byly
posunuté (Graf 1). Proto se samice zdaji spise protahlé.
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Graf 1: Alometricky vztah §itky a délky krovek; modré ¢tverce = samci; rizova kolecka
= samice; ¢ernd prerusovand ¢ara = mocninnd regrese pro vSechny jedince dohromady.

4.4 Hmotnost

Mezipohlavni rozdily v hmotnosti byly signifikantni (jednocestnd ANOVA: F1, 1100 =
334,15;p< 10'5). Primérna hmotnost samct byla 29,5 + 0,2 mg; samic 35,4 + 0,2 mg.

Mezi oplozenymi a neoplozenymi samicemi nebyly rozdily v hmotnosti prikazné
(jednocestna ANOVA: F1,521 = 1,55; p =0,21).

4.5 Proménlivost sledovanych parametrii béhem podzimni migrace

V hmotnosti migrujicich jedinci mezi jednotlivymi dny migrace byly signifikantni
odlisnosti (jednocestna ANOVA: F3, 1008 = 8,02; p = 0,00003). Prvni den se lisil od v§ech
ostatnich (p = 0,0002; p = 0,0009; p = 0,01), ostatni dny se mezi sebou signifikantné
nelisily (p = 0,06; p = 0,30; p = 0,65). Hmotnost slunécek s ¢asem pritkazn¢ poklesla
podle kvadratické funkce: hmotnost = a + b x den + ¢ x den? (Graf 2). Parametry: a =
37,13 (£ 1,35), p< 10°% b= 0,58 (+ 0,17), p = 0,0007; ¢ = 0,0105 (+ 0,0035), p = 0,003.
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Graf 2: Cerstva hmotnost migrujicich slunééek od 9. fijna do 10. listopadu 2014; modré
¢tverce = samci; rizova kolecka = samice; Cernd preruSovana ¢ara = kvadraticka regrese
pro vSechny jedince dohromady.

Mezi jedinci migrujicimi v riznych dnech byly signifikantni rozdily také
v absorbanci (jednocestna ANOVA: F3, 1008 = 8,02; p = 0,00003), ktera vykazovala témét
shodny prubéh v case jako hmotnost. Proto jsme zavedli novou proménnou — podil
absorbance a hmotnosti s jednotkami reciproky gram (g?'). | tento podil se mezi
jednotlivymi dny signifikantné lisil (jednocestna ANOVA: F3, 1008 = 4,36; p = 0,005). Pii
prolozeni jeho pribéhu v case kvadratickou kiivkou vychéazel kvadraticky c¢len
nesignifikantni, a tak jsme pfesli na linearni rovnici. Podil absorbance a hmotnosti klesal
s ¢asem podle funkce: absorbance x hmotnost® = a + b x den (Graf 3). Parametry: a =
5,17 (£ 0,16), p < 10° b =—-0,023 (£ 0,012), p = 0,046.
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Graf 3: Absorbance na gram cerstvé hmotnosti migrujicich slunécek od 9. fijna do 10.
listopadu 2014.

Dale byly signifikantni odliSnosti v parazitovanosti migrujicich jedinci houbou
Hesperomyces virescens v jednotlivych dnech (jednocestna ANOVA: F3, 1008 = 4,94; p =
0,002). Ve druhém vzorku byla parazitovanost vyssi, pak klesala. Prolozeni kvadratickou
kiivkou ukazalo nevyznamny trend. Pro b: p=0,97; pro ¢: p = 0,76.

Tabulka 1: Odlisnosti v zaznamenanych parametrech mezi vzorky nasbiranymi
Vv jednotlivych dnech migrace: jednocestné ANOVA.

Parametr F df p
Délka 0,80 3,1098 0,49
Sitka 0,75 3,1098 0,52
Hmotnost 8,02 3,1098 0,00003
Absorbance 10,80 3,1098 <0,0001
Absorbance x g 4,36 3, 1098 0,005
Oplozenost 0,94 3,519 0,42
Parazitovanost 4,94 3, 1098 0,002
Pohlavi 1,20 3,1098 0,31
Formy 0,49 3,1098 0,69
Odstin 1,43 3,1098 0,23
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Den migrace od 1. fijna

Jedinci migrujici v riznych dnech se nelisili statisticky vyznamné v délce a Sitce
krovek, oplozenosti, zastoupeni pohlavi, zastoupeni barevnych forem a Vv subjektivné
odhadovaném odstinu krovek (Tabulka 1).

4.6 Migrace rizné melanizovanych jedinci formy succinea

Mezi kategoriemi subjektivné odhadovaného rozsahu ¢erného zbarveni na krovkach byly
statisticky vyznamné odliSnosti v primémém dni migrace (jednocestna ANOVA: F2, 979
= 13,6; p < 10°). Kazda kategorie se lisila od kazdé (p = 0,003 az p = 107°). Primérné
dny uloveni (= migrace) byly nasledujici: 9,9 + 0,5 dne pro jedince s malym rozsahem
¢erné; 11,6 = 0,2 dne pro jedince se stiednim rozsahem ¢erné; 16,1 & 1,1 dne pro jedince
s velkym rozsahem cerné kresby (Graf 4).

20 ¢

18t T

16 | )

14 ¢ 4

12 §

10 ¢

8 " " "

-1 0 1
Termalni melanismus

Graf 4: Migrace rizné melanizovanych jedinci formy succinea; -1 = Cisté

cervenooranzovi jedinci; 0 = teckovani jedinci; 1 = siln€ melanizovani jedinci. Primér +
S.E.

Odlisnosti v nacasovani migrace v prubéhu dne mezi kategoriemi subjektivné
odhadovaného rozsahu ¢erného zbarveni na krovkach nebyly signifikantni.
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4.7 Proménlivost sledovanych parametri béhem dne a béhem sezony

Nekteré statistické testy jsme zopakovali pi1 sou¢asném analyzovani data a denni doby
migrace (Tabulka 2). Potvrdili jsme signifikantni vliv dne migrace na hmotnost slunécek
(main effects ANOVA: F3, 1008 = 5,01; p = 0,007). Posledni den se signifikantn¢ lisil od
ostatnich (p = 0,016; p = 0,02; p = 0,007), prvni tfi se mezi sebou nelisily (p = 0,56; p =
0,58; p = 0,84). Denni doba na hmotnost neméla signifikantni vliv.

Na absorbanci mél signifikantni vliv den migrace (main effects ANOVA: F3, 1008 =
8,39; p =0,0002) i denni doba (main effects ANOVA: F3, 1008 = 3,81; p = 0,007). V pribéhu
sezony doslo k poklesu a nasledné stagnaci absorbance, v prubéhu dne nejdiive stoupla,
pak poklesla jesté¢ nize pod piivodni tGroven. Podobné se ménil podil absorbance a
hmotnosti — signifikantn¢ se 1iSil mezi jednotlivymi dny (main effects ANOVA: F3, 1098 =
3,85; p=0,022) i v prub¢hu dne (main effects ANOVA: F3, 1008 = 3,79; p = 0,023). Béhem
sezony klesl, pak stagnoval a béhem dne ve 14:00 narostl a nasledn¢ opét poklesl.

Denni doba méla signifikantni vliv na oplozenost samic (main effects ANOVA: F3 s19
= 3,16; p = 0,043). Nejvyssi byla ve 14:00, kdy se signifikantn¢ liSila od ostatnich ¢asi
(p = 0,024; p = 0,024; p = 0,026), pak klesala. Rozdily v oplozenosti mezi jednotlivymi
dny migrace nebyly signifikantni.

Na parazitovanost mé¢l opét vyznamny vliv den migrace (main effects ANOVA: Fs,
1008 = 5,36; p = 0,005), jeji pribeh byl stejny jako pii jednoduché analyze vySe. Rozdily
Vv parazitovanosti v prubéhu dne nebyly signifikantni.

Rozdily v zastoupeni pohlavi v prib&hu dne byly signifikantni (main effects ANOVA:
F3 1008 = 4,51; p = 0,01). Ve 14:00 ubylo samic, a pak jich zase piibylo (rozdil od 13:00:
p =0,016; od 15:00: p = 0,006; od 16:00: p = 0,33). Rozdily v zastoupeni pohlavi mezi
dny migrace nebyly signifikantni.

Jedinci migrujici v riznou denni dobu se statisticky vyznamné lisili v subjektivné
odhadovaném odstinu krovek (main effects ANOVA: F3 1008 = 21,0; p < 0,00001). Ve
14:00 doslo k velkému nariistu zastoupeni Cervenych jedinct, pak jejich zastoupeni kleslo
na piivodni hladinu (p < 10°). Rozdily v odstinu krovek mezi dny migrace nebyly
signifikantni.

Denni doba a den migrace nemély signifikantni vliv na délku nebo Sifku krovek a
zastoupeni barevnych forem.
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Tabulka 2: Vliv dne migrace a denni doby na sledované parametry: dvoucestné
ANOVA (bez interakci = main effects).

Parametr F df p
Denni doba
Délka 2,66 3,1098 0,07
Sitka 1,05 3, 1098 0,35
Hmotnost 0,17 3, 1098 0,84
Absorbance 3,81 3,1098 0,022
Absorbance x g 3,79 3, 1098 0,023
Oplozenost 3,16 3,519 0,043
Parazitovanost 1,26 3,1098 0,28
Pohlavi 4,51 3,1098 0,01
Formy 0,36 3,1098 0,70
Odstin 21,00 3,1098 < 0,00001
Den migrace
Délka 0,89 3,1098 0,41
Sika 0,76 3, 1098 0,47
Hmotnost 5,01 3,1098 0,007
Absorbance 8,39 3,1098 0,0002
Absorbance x g'1 3,85 3, 1098 0,022
Oplozenost 0,53 3,519 0,59
Parazitovanost 5,36 3, 1098 0,005
Pohlavi 1,13 3,1098 0,32
Formy 0,53 3,1098 0,59
Odstin 0,53 3,1098 0,59
4.8 Analyza barvy

Mezi kategoriemi subjektivné odhadovaného odstinu byly signifikantni rozdily
v absorbanci (jednocestna ANOVA: F3 1008 = 78,4; p < 10%). Nejvyssi primérnou
absorbanci méli ¢erveni jedinci (0,213 + 0,005), pak postupné oranzovi (0,142 + 0,003),
melaniéti (0,119 £ 0,007) a zluti (0,055 + 0,017) jedinci.

Mezi kategoriemi subjektivné odhadovaného odstinu byly signifikantni rozdily také
v absorbanci piepoétené na hmotnost (jednocestna ANOVA: F3 1008 = 78,6; p < 10).
Vsechny kategorie se priikazné liSily od vSech (i oranzové od melanické) na hladiné
vyznamnosti p = 0,001. Nejvyssi primérnou absorbanci na gram méli Cerveni jedinci
(6,74 +0,15 g 1), pak postupné oranzovi (4,5 = 0,09 g1), melaniéti (3,72 + 0,22 g1) a zluti
(1,59 + 0,56 g1) jedinci.

Mezi kategoriemi subjektivné odhadovaného odstinu byly signifikantni rozdily
v oplozenosti samic (jednocestna ANOVA: F3 1008 = 19,6; p < 10). Cervené samice se
signifikantné ligily od vSech ostatnich (od oranzovych: p = 10%; od melanickych: p =
0,0002; od zlutych: p = 0,007). Oplozenych ¢ervenych samic bylo 77 + 4 %; oranzovych
39 £ 3 %; zlutych 36 + 14 %; melanickych 48 + 6 %.

Rozdily v hmotnosti mezi kategoriemi subjektivné odhadovaného odstinu nebyly
prikazné (jednocestna ANOVA: F3, 1008 = 1,16; p = 0,32). Primérnd hmotnost zlutych
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jedinct byla 34,9 + 1,41 mg; oranzovych 32,3 + 0,23 mg; Cervenych 32,2 + 0,38 mg;
melanickych 32,2 + 0,56 mg.

Mezi barevnymi formami byly signifikantni rozdily v absorbanci pfepoctené na
hmotnost (jednocestna ANOVA: F3. 1008 = 9,3; p < 107°). Forma succinea se lisila od formy
spectabilis (p = 0,00005) a od formy conspicua (p = 0,001). Formy spectabilis a
conspicua se mezi sebou nelisily signifikantné, stejné tak se neliSila forma axyridis od
vSech ostatnich forem. Nejvyssi primérnou absorbanci na gram méla forma axyridis
(5,49 £ 1,53 g'1), pak postupné forma succinea (5,05 + 0,08 g), spectabilis (3,78 + 0,028
g1) a forma conspicua (3,44 + 0,49 g1).
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Graf 5: Absorbance na gram cerstvé hmotnosti rizn¢ melanizovanych jedinct formy
succinea; -1 = ¢isté Cervenooranzovi jedinci; 0 = teckovani jedinci; 1 = silné melanizovani
jedinci. Primér = S.E.

U forem succinea se absorbance piepoctena na hmotnost signifikantné liSila mezi
kategoriemi subjektivné odhadovaného rozsahu ¢erného zbarveni (jednocestnda ANOVA:
F2,979 = 5,84; p = 0,003). VSechny kategorie se mezi sebou statisticky vyznamné liSily (p
= 0,04 mezi malym a stfednim rozsahem cerné; p = 0,01 mezi stfednim a velkym
rozsahem cerné). Jedinci s malym rozsahem cerné méli vysokou absorbanci na gram,
jedinci se stfednim rozsahem ¢erné méli stfedni absorbanci na gram, jedinci s velkym
rozsahem ¢erné méli nizkou absorbanci na gram (Graf 5).
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4.9 Detailni analyza parazitovanosti houbou Hesperomyces virescens

Plodnice H. virescens jsem zaznamenal na 287 jedincich (= prevalence 26 %). Z 287
napadenych jedinci bylo 166 samciia 121 samic. V celkovém vzorku bylo napadeno 28,7
% samct a 23,1 % samic. Prevalence byla tedy vys$si u samcu.

Nejvice jedinct (224) bylo napadeno ve tfeti zon€, pak postupné v Sesté (91 jedinct),
¢tvrté (70 jedinct), paté (65 jedinci), druhé (26 jedincti) a prvni (19 jedinct).

Mezi oplozenymi a neoplozenymi samicemi byly signifikantni rozdily v prosté
kvalitativni parazitovanosti (jednocestnda ANOVA: Fi1, 521 = 51,5; p < 10®). Oplozené (=
spafené) samice byly vice parazitované (35,9 £+ 2,5 %) nez ty neoplozené (10,6 = 2,5 %).

Mezipohlavni rozdily v poctu zon obsazenych H. virescens byly signifikantni
(jednocestna ANOVA: F1, 1100 = 36; p < 10®°). Na samce pfipadal primérné vétsi pocet
obsazenych zo6n (0,61 + 0,04) nez na samici (0,27 + 0,04). Pfi neparametrickém testovani
vychézely rozdily taktéZ signifikantni (Kruskal-Wallisav test: y* = 4,1; df = 1; p = 0,04).

Rozdily v praimérném poctu obsazenych zon na jednoho jedince mezi jednotlivymi
dny migrace byly signifikantni (jednocestna ANOVA: F3, 1008 = 5,9; p = 0,0005). Prvni
den na jednoho jedince ptipadalo 0,37 + 0,4 zény; druhy den 0,62 + 0,05 zony; tieti den
0,38 £ 0,11 zo6ny a ¢tvrty den 0,26 = 0,13 zo6ny.

Mezi barevnymi formami nebyly pritkkazné rozdily v primérném poctu obsazenych
z6n na jednoho jedince (jednocestna ANOVA: F3, 1008 = 0,15; p = 0,93).

Mezi kategoriemi subjektivné odhadovaného odstinu forem succinea byly
signifikantni rozdily v primérném poctu obsazenych zon na jednoho jedince (jednocestna
ANOVA: F2,979 = 38,2; p = 10°). Nejvyssi primérny pocet obsazenych zon méli derveni
jedinci (0,86 £ 0,06), pak nasledovali oranzovi (0,29 £+ 0,03) a zluti (0,16 = 0,21) jedinci.

Oplozené a neoplozené samice se signifikantné liSily v primérném poctu obsazenych
zon (jednocestndA ANOVA: F1 521 = 44,9; p < 10°). Oplozené samice mély primérné
obsazeno 0,43 + 0,03 zony; neoplozené samice 0,12 + 0,03 zony.

Rozdily v hmotnosti mezi jedinci s riznym poétem obsazenych zon byly statisticky
prikazné (jednocestna ANOVA: Fs, 1005 = 4,5; p = 0,0002). Jedinci s zadnou obsazenou
zoénou se lisili od jedinct s jednou obsazenou zo6nou na hladiné vyznamnosti p = 0,02.
Jedinci s dvéma a tfemi obsazenymi zoénami se 1iSili mezi sebou a od zbytku kategorii (p
= 0,01 az p = 0,001). Nejvyssi primérnou hmotnost méli jedinci s Zadnou a s jednou
obsazenou zonou, jedinci s vice obsazenymi zéonami byli leh¢i. Pocet napadenych jedinct
S rostoucim poctem napadenych zon rapidné klesal, a tak byly odhady primérné
hmotnosti pfi vétSim poc¢tu zon méné presné (Tabulka 3).

Rozdily v absorbanci pfepoctené na hmotnost mezi jedinci s riiznym poctem
obsazenych zon byly signifikantni (jednocestna ANOVA: Fs 975 = 4,1; p = 0,0004).
Jedinci s vice obsazenymi zonami méli vyssi absorbanci piepoétenou na hmotnost
(Tabulka 3).
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Tabulka 3: Hmotnost a absorbance na gram cerstvé hmotnosti jedincii S riznym
poctem parazitovanych zén. Primér + S.E.

Pocet plnych zén n Hmotnost Absorbance x gt
0 815 32,4+0,2 49+0,1
1 177 33,6 £0,5 53+0,2
2 51 29,8 +£0,9 6,1+04
3 29 29,2+ 1,1 6,0+0,5
4 22 30,2+ 1,3 6,3+ 0,6
5 6 30,5+2,5 78+1,2
6 2 30,6 £ 43 63+10

Odlisnosti v soucinu délky a $itky mezi jedinci zdravymi ¢i s jednou obsazenou
zonou a jedinci s vice nez jednou obsazenou zonou byly signifikantni (dvouvybérovy t-
test: t = 6,2; df = 1100; p < 0,000001). Pro jedince s jednou ¢i zadnou obsazenou zénou
vysel primérny soucin 28,03 + 0,12 mm?; pro jedince napadené ve vice zonach 25,74 +
0,34 mm?,

Mezipohlavni rozdily v obsazenosti druhé a tfeti zony nebyly signifikantni
(jednocestna ANOVA: Fy,1100= 0,2; p = 0,66).

Mezipohlavni rozdily v obsazenosti paté a Sesté zony signifikantni byly (jednocestna
ANOVA: F1, 1100 = 69; p < 10°). Na samce ptipadalo 0,25 = 0,02 zony, na samici 0,02 +
0,02 zony.

Mezipohlavni rozdily v obsazenosti jednotlivych z6n byly signifikantni pro prvni,
¢tvrtou, patou a Sestou zonu, v nichz byli samci napadenéjsi nez samice (Tabulka 4).

Tabulka 4: Kruskal-Walllisovy testy mezipohlavnich rozdilti v obsazenosti
jednotlivych zon.

2

Zdbna X df p

1 5,40 1 0,02
2 0,07 1 0,79
3 0,16 1 0,69
4 48,70 1 <10*
5 58,40 1 <10*
6 52,90 1 <10*

Napadeni korelovalo mezi vS§emi zénami. Mezi vétSinou zon: p = 0,11 az 0,28. Mezi
¢tvrtou, patou a Sestou zénou pak: p = 0,66 az 0,69.

46



4.10 Samice vySeti‘ené na pritomnost hlistic

Ze 49 vysettenych samic bylo 12 (24 %) napadeno houbou H. virescens a 23 (47 %)
hlistici rodu Parasitylenchus. Koinfekce houbou i hlistici se vyskytla u 7 jedincu (14 %),
coZ je tém¢ét nahodna shoda.

Pouha pfitomnost hlistice neméla signifikantni vliv na hmotnost (jednocestna
ANOVA: p = 0,06) nebo oplozenost (jednocestna ANOVA: p = 0,15) samic. VSechny
ko-infikované samice byly oplozené, zatimco zbylych samic bylo oplozeno jen 57 +
0,08 % (jednocestna ANOVA: Fy,47 =5,04; p =0,03).

Ko-infikované samice mély oproti ostatnim signifikantné vys§i hmotnost
(jednocestna ANOVA: Fy1, 47 = 4,81; p = 0,03) i absorbanci (jednocestna ANOVA: Fy, 47
= 11,08; p = 0,0017). Primérna hmotnost ko-infikovanych samic byla 40,8 + 2,3 mg;
zbylych samic pak 35,1 + 0,99 mg. Pramérna absorbance extraktu z krovek ko-
infikovanych samic byla 0,283 £ 0,05; u zbylych samic pak 0,161 + 0,01.
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5. Diskuse

5.1 Zastoupeni pohlavi a forem, reprodukéni stav

Zastoupeni barevnych forem V nasi studii bylo podobné ostatnim evropskym zemim
charakterizujici ¢eskou populaci (Nedvédova et al., 2013), s tim, ze jsem zaznamenal i
vzacnou formu axyridis, Ktera je bézna v zapadni ¢asti ptivodniho arealu (Dobzhansky,
1933). Vcelku konzistentni frekvence barevnych forem napti¢ Evropou je pricitana
genetické podobnosti v disledku rozsifeni evropské populace z jedné omezené oblasti
(Brown et al., 2008).

Pomér pohlavi v celkovém vzorku byl mirn¢ vychyleny ve prospéch samcti (53 %),
ve sbérech z jednotlivych dnt bylo 51 az 60 % samci. Nedvédova et al. (2013) zjistili
v CR na podzim roku 2009 vychyleni pohlavi ve prospéch samic (46 % samci) s tim, Ze
V jednotlivych dnech migrace kolisalo zastoupeni samct od 36 do 52 %. Mensi
zastoupeni samcil byva vysvétlovano pritomnosti bakteridlnich endosymbionti, kteti
zabijeji samci embrya ve sniiSkach a poskytuji vyhodu infikovanym samicim v podobé
kanibalizovatelnych nevylihlych vajicek (Majerus & Hurst, 1997). Pomér pohlavi u
H. axyridis béhem roku fluktuuje, samci na jaie 2012 tvofili 29 % jedincti pozorovanych
na tavolnicich v Ceskych Bud&jovicich (Awad et al., 2015). Endosymbiotické bakterie
by tedy nemusely samce nutné zabijet, ale mohly pouze sniZovat jejich fitness a zvySovat
mortalitu béhem zimovani. H. axyridis je ohledné afidofagie spiSe potravni generalista
(Alhmedi et al., 2008), mtiZze pojidat i mery a korovnice (Hodek & Hongk, 2009; Wallace
& Hain, 2000), a tak nevylihla sam¢i vajicka nemuseji pfinaSet mladym samic¢im larvam
ptilis§ velké vyhody. Naproti tomu sympatricka Harmonia yedoensis (Takizawa, 1917),
ktera se zivi tézko polapitelnymi velkymi msicemi Cinaria pini (Linnaeus, 1758),
vykazuje mnohem vyssi prevalenci zminénych bakterii, protoze nasyceni mladych larev
samic vajicky zvySuje schopnost nalézt vhodnou kotist (Noriyuki et al., 2014).
Prevalence bakterii zabijejicich samce velmi kolisa i mezi riznymi populacemi
H. axyridis v ptvodnim arealu (Majerus et al., 1998).

Primérné bylo oplozenych 47,1 % samic. V roce 2009 bylo pfi migraci pramérné
oplozenych 46 % samic (Nedvédova et al. 2013), coz je téméf shodné. V Severni Karoling
(USA) bylo v roce 1993 oplozenych pramérné 12 % samic a v roce 1994 pramérné 41 %
samic (Nalepa et al., 1996).

5.2 Télesné rozméry a hmotnost
Samice jsou u slunééek obecné veétsi a tézsi nez samci (Smith, 1996), coz odrazi vyssi
energetické naklady na produkci vaji¢ek v porovnani se spermiemi (Hodek et al., 2012;

str. 85).

V souladu s obecnym schématem byly samice delsi a SirSi nez samci. Tento sexualni
dimorfismus je u H. axyridis znamy (Knapp & Nedvéd, 2013; Nalepa et al., 1996).

Primérna Cerstva hmotnost samic byla pfiblizné 1,20 krat vyssi nez samcti, coZ jsou

vvvvvv
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a porovnatelné s Cerstvé vylihlymi jedinci (1,10 az 1,20; Nedvéd & Kalushkov, 2012;
Ungerova, 2010). Pons et al. (2015) vSak Vv listopadu pted zimovanim zjistili u katalanské
agregace H. axyridis pomé&r primérné hmotnosti samic a samcu poné¢kud vyssi (1,71).

5.3 Proménlivost sledovanych parametri béhem podzimni migrace

Hmotnost s ¢asem poklesla, nejdiive tedy migrovali jedinci, ktefi jiz méli nastfadané
zasoby na dormanci. Leh¢i jedinci jesté néjakou dobu shanéli potravu, ale horsi podminky
pozdgji v sezéné (nizké teploty, méné koftisti) jim uz nedovolily nabyt takovou hmotnost
Barron & Wilson (1998) rovnéz zaznamenali vy$$i hmotnost (a zvySené piezivani)
brzkych migranta Coccinella septempunctata a poukazali na to, Ze piepnuti
z ,,vykrmovaciho® do ,migra¢niho* chovani pravdépodobné ovliviiuji jak faktory
abiotické, tak faktory genetické. Slunécka jsou podle nich schopna odhadnout sviij
celkovy fyziologicky stav a podle toho se také zaridit.

S ¢asem klesala i absorbance na gram Cerstvé hmotnosti, takze starsi ¢erveni jedinci
odmigrovali na zimovisté hned, jak to $lo, mladsi oranzovi k tomu dospivali pozdéji.

Domnivam se, ze pokles parazitovanosti migrujicich jedinct po druhém dni by se dal
vysvétlit tim, Zze pozdéji na podzim migrovali spise mladsi oranzovi jedinci. U nich byla
pravdépodobnost, ze za zivot nékdy pfisli do styku s H. virescens (tieba pii kopulaci)
niz§i nez u starSich Cervenych jedincti. Lihnutim nové generace vysvétluji kolisani
prevalence H. virescens u slunééek Welch et al. (2001).

5.4 Migrace rizné melanizovanych jedinci formy succinea

Nizké teploty pokrocilé sezony u pozdéji se lihnoucich jedincii vyvolaly rozsédhlou
melanizaci, a tak z analyz vyplynulo, Ze jedinci formy succinea s velkym rozsahem ¢erné
kresby na krovkach migrovali primérné pozd¢ji na podzim nez ti se stfednim a nizkym
rozsahem Cerné. Tento trend jiz byl u H. axyridis popsan (Nedvédova et al., 2013).

Denni doba neméla na migraci ruzné¢ melanizovanych jedincti formy succinea
signifikantni vliv. Siln€ melanizovani jedinci se navzdory své schopnosti snaz§iho vyhtati
na slunci nelisili od oranzovych jedinci aktivitou béhem dne.

5.5 Proménlivost sledovanych parametri béhem dne a béhem sezony

Absorbance na gram cerstvé hmotnosti béhem dne ve 14:00 narostla, pak opét poklesla.
To znamena, ze ve 14:00 narostlo zastoupeni starSich ¢ervenych jedinct.

Oplozenost samic byla prikkazné nejvyssi ve 14:00, coz je jen nepfimé poukazani na

fakt, ze ve 14:00 migrovali Cervenéjsi jedinci, protoze (jak popisuji nize) starSich
¢ervenych samic bylo oplozeno signifikantné vice nez svétlych.

slunécka vyssi vzrist teploty téla nez slunécka oranzova, tento vzrist teploty je funkci
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frakce krovek, ktera je zbarvena ¢erné (Stewart & Dixon, 1989). Samice byly vétsi nez
samci (viz vyse). U forem succinea jsou (pii stejnych preimaginalnich podminkach)
dospélé samice na krovkach rozséhleji melanizované nez samci a tento dimorfismus je
zesileny pii vystaveni kukel vysoké teploté (Knapp & Nedvéd, 2013). Samice maji také
rozsahleji melanizované S$tity a jejich skvrny na krovkach i Stitech jsou signifikantné
tmav¢jsi nez skvrny samcti (Bezzerides et al., 2007; Bezzerides & Loofbourrow, 2014).
Proto navrhuji, ze samice mohou byt nepatrné nachylnéjsi ke Skodlivému zvyseni teploty
téla na pfimém osvétleni a ze tento jev by mél byt vyrazny zvIasté u melanickych forem.
Tento jev mohl stat za ibytkem samic ve 14:00.

Ve 14:00 doslo k velkému narGstu zastoupeni Cervenych jedinch, pak jejich
zastoupeni kleslo na ptvodni hladinu. To je vsouladu s vyse popsanym narGstem
absorbance na gram cerstvé hmotnosti. Barvu krovek je tedy mozné odhadovat
subjektivng, 1 kdyz naptiklad nepatrny pokles piepoctené absorbance v prubéhu sezoény
neni vizualn¢ zaznamenatelny — rozdily v odstinu krovek mezi dny migrace totiz nebyly
signifikantni.

5.6 Analyza barvy

Mij subjektivni odhad odstinu u forem succinea se ukazal jako dobie korelujicici
S rigor6znim meéfenim absorbanci karotenoidovych extraktti z krovek. Barevné odstiny
sefazené¢ podle absorbance (= koncentrace karotenoidii v krovkach) byly: cCervena,
oranzova, melanickd a zlutd. Melanicti jedinci tvofili smés rizn€ starych individui, a tak

cvwr

succinea ke star$i a mladsi generaci je v terénu mozné bez naro¢né&jsich méfeni.

V absorbanci piepoctené na Cerstvou hmotnost byly rozdily jesté markantné&jsi, vyse
popsané setazeni odstinll od nejvetsi absorbance k nejmensi se nezménilo.

Potvrdila se hypotéza, Ze star$i ¢ervené samice budou uz s vétsi pravdépodobnosti
oplozené. Po nich sestupné nasledovaly samice melanické, oranzové a zluté. Melanické
samice byly tvofeny smési rizné starych individui, a tak vykazovaly druhou nejvyssi
oplozenost po cervenych jedincich. Nejniz§i oplozenost zlutych samic je v souladu
s predpokladem, Ze by mély byt nejmlads$i. Vysoka oplozenost cervenych samic by se
dala vysvétlit tim, ze jsou samci preferovany pred samicemi svétlymi. Samci se vSak
orientuji spise olfaktoricky nez vizualné (Harmon et al., 1998). Cervenost krovek by také
musela zaviset hlavné na schopnosti vyhledavat potravu a referovat o celkovém stavu
samice. Pokud plati, ze migranti piedstavuji smés jedinci dvou generaci a Cervenost
krovek vypovida o staii jedince, dochdzelo by k pfednostnimu pafeni se se starSimi
samicemi, coz by nemohlo fungovat.

I ptes neprikazné rozdily v hmotnosti mezi kategoriemi subjektivné odhadovaného
odstinu byla nejvy$s$i primérnd hmotnost zlutych jedincti pfinejmensSim zardZejicici
vzhledem k ptedpokladu, Ze nalezeli k mladsi generaci a neméli tolik ¢asu na kumulaci
Zasob.

Melanické formy spectabilis a conspicua, které maji maly rozsah cervené kresby na

krovkach, mély vyrazné¢ méné karotenoidil (= absorbance na gram ¢erstvé hmotnosti) nez
forma succinea svelkou frakci cervené. Melanické formy se mezi sebou nelisily
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signifikantn¢, ale pofad méla forma spectabilis (4 oranzové tecky) vice karotenoidi nez
forma conspicua (2 oranzové tecky). To znamend, Ze epidermalni bunky pod cernym
melaninem karotenoidy neukladaji.

Jedinci formy succinea s velkou frakci ¢erné na krovkach méli nizkou hladinu
karotenoidd, jedinci se stfedni frakci ¢erné prostfedni hladinu karotenoidl a jedinci
smalou frakci Cerné vysokou hladinu karotenoidi. Tato posloupnost potvrzuje
neuklddani karotenoidli pod melanizovanou frakei krovek a navic naznacuje, Ze se
pravdépodobné kumuluji in situ v epidermis. Pokud by totiz dochazelo k jejich transportu
z jinych oblasti téla do krovek, ocekaval bych stejnou hladinu karotenoidi u rizné
melanizovanych jedinct formy succinea. Nizkd hladina karotenoidi u silné
melanizovanych jedinc formy succinea se da vysvétlit i tim, ze se lihli kratce pied
migraci za niz$ich teplot a nestacili uzZ naakumulovat karotenoidy. To je potieba ovéfit
experimentalné v laboratofi.

5.7 Detailni analyza parazitovanosti houbou Hesperomyces virescens

Z 1102 jedinctu v celkovém vzorku bylo napadeno 26 %. Zda se, Ze prevalence napfic
Evropou kolisa, klednu 2010 byla v némeckém Giessenu 79,1 % (Ceryngier &
Twardowska, 2013). Recentné byl zaznamenan vyskyt H. virescens na H. axyridis
z Chorvatska (< 0,1 %; Ceryngier et al., 2013) a Madarska (< 0,1 %; Pfliegler, 2014).
V nékterych zemich byl pozorovan znacny narist prevalence béhem néckolika let.
V Belgii byla k roku 2007 méné nez 0,5 %; ale roku 2011 narostla na vice nez 96 % (De
Kesel, 2011). V Nizozemi byla prevalence H. virescens: 0 % v roce 2007; 0,4 % v roce
2008; 3,9 % v roce 2009; 7,2 % v roce 2010 (Haelewaters et al., 2012). Podobny nartst
prevalence byl pozorovan i v Ceské republice (Nedvéd, osobni sdéleni). Welch et al.
(2001) u Adalia bipunctata (Linnaeus, 1758) prokazali kolisani prevalence H. virescens
Vv ase i prostoru. Ostry pokles prevalence v ¢ase je podle nich zptsoben vylihnutim nové
zdravé generace, ktera se teprve postupné nakazi. Dale zjistili velmi neobvykly jev, totiz
negativni zavislost prevalence H. virescens na vzdalenosti od centra Londyna. Dynamika
houbové choroby tedy né&jak souvisi s mirou urbanizace. Mize byt asociovana s vyssi
teplotou v urbanizovanych oblastech, ktera zvysuje pravdépodobnost piekryvu generaci
a intergeneracniho pateni spojeného s ptenosem houby.

Prevalence H. virescens byla vy$§i u samcd. Literatura vtomto ohledu neni
konzistentni. Néktefi autoti zaznamenali vyssi prevalenci u samct (H. axyridis: 1éto:
Garcés & Williams, 2004; zima: Nalepa & Weir, 2007; zima: Raak-van den Berg, 2014;
Chilocorus bipustulatus (Linnaeus, 1758): 1éto: Applebaum et al., 1971), zatimco jini
nikoli (H. axyridis: zima: De Kesel, 2011; 1éto: Raak-van den Berg, 2014; podzim a zima:
Riddick & Schaefer, 2005; 1éto: Riddick, 2006). Mezipohlavni rozdily v prevalenci
mohou byt vysvétleny vyssi aktivitou samct, kteti s vétsi pravdépodobnosti piichazeji do
kontaktu se sporami (De Kesel, 2011).

Nejvice jedincii bylo napadeno ve tieti zon€ (dorzoposteriorni oblast = zadni polovina
krovek). Podobny trend je znamy z Rakouska u Adalia bipunctata (Christian, 2001), ale
I z americkych studii H. axyridis (Garcés & Williams, 2004; Nalepa & Weir, 2007;
Riddick & Schaefer, 2005; Riddick, 2006). Druha nejcastéji napadena zéna byla Sesta
(ventroposteriorni oblast = ventrity a zadni polovina epipleur). Tyto dvé zony by mély
byt nejcastéji napadené v pripadé platnosti scénafe sexualniho prenosu (Welch et al.,
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2001; Whisler, 1968). Zbyvajici zony byly napadené vyrazné¢ méng¢, sestupné to byly:
ctvrta, pata, druha a prvni (viz Obr. 16). Zminéné méné Casto napadené zony byvaji
nejspiSe autoinfikovany prostiednictvim sebecisténi, pii némz slunécko protahuje télni
ptivésky UGstnim Ustrojim, tie riizné télni struktury jednou nebo vice nohami a roztahuje
¢i sbaluje kiidla prvniho nebo druhého paru (Valentine, 1973). Sebecisténi obvykle u
star§ich hostitell vytstuje v rozsiteni houby po celém jedinci (Haelewaters et al., 2012).

Oplozenych samic bylo napadeno prikazné vice nez neoplozenych, takze scénar
sexualniho pfenosu H. virescens je relevantni. Nalepa & Weir (2007) zjistili podobny jev
v Severni Karoling, ale pouze u jedinct migrujicich na zimovisté. Ve shodé¢ s jejich daty
ukazuji relativné vysoké napadeni neoplozenych ,,panenskych® samic, které se velmi
pravdépodobné nakazily pfi neuspésnych pokusech samcii o kopulaci. Samice nékdy
pareni odmitaji, utikaji, snazi se samce settast a ohybaji zadeCek nahoru (Obata, 1988 ex
Nalepa & Weir, 2007). Existuji dva druhy odmitavého chovani: prekopulacni, které se
obvykle dostavuje do 15 sekund po nalezeni samce na samici, a pieruseny kontakt
genitalii, ktery nastava béhem dvou minut (Osawa, 1994 ex Nalepa & Weir, 2007).

Na samce ptipadal primérné vétsi pocet obsazenych zon nez na samici, lze tedy
prohlasit, Ze u nich byla houbova infekce rozvinutéjsi. S literaturou se toto zjisténi $patné
porovnava, protoze jini autofi (napf. Nalepa & Weir, 2007; Riddick & Schaefer, 2005)
zaznamenavali krom¢ distribuce alespon piiblizné také pocet plodnic. Korespondence
S jiz popsanou vys$si prevalenci u samct a se zjiSténim, ze zimujici samci hosti vice
plodnic nez samice (Riddick & Schaefer, 2005) je vSak evidentni. Samci jsou asi
aktivnéj$i nez samice, navic snad pii vyhledavani partnerek mohou nechténé vstupovat

do kratkych homosexudlnich interakci, pti kterych se pfenesou spory ze samce na samce
(Riddick, 2006).

Po druhém dni migrace kromé prosté parazitovanosti poklesl i primérny pocet
obsazenych z6n na jednoho jedince. Pozdéji na podzim migrovali spiSe mladsi oranzovi
jedinci (viz 5.3). U nich byla pravdépodobnost, ze za zivot nékdy pfisli do styku
s H. virescens (tieba pti kopulaci) nizsi nez u starSich Cervenych jedinci.

Mezi barevnymi formami nebyly prikazné rozdily v primérném poctu obsazenych
z6n na jednoho jedince ve shod¢ s tdaji z Nizozemi (Raak-van den Berg et al., 2014).
Méfeni viskoelastickych vlastnosti kutikuly krovek ¢inskych H. axyridis pomoci
sofistikovanych metod nanoindentace (zatlacovani drobného hrotu) ukazalo, ze kutikula
z oranzovych oblasti krovek v porovnani s tou z cernych oblasti je visk6znéjsi, pohlcuje
vice energie, vykazuje vétsi obsah proteint a je odolné&jsi viici praskani (Sun et al., 2015).
Zda se, ze germinace spor H. virescens vSak neni piili§ ovlivnéna vlastnostmi kutikuly.

Nejvyssi primérny pocet obsazenych zon méli jedinci, které jsem subjektivné oznacil
jako Gervené, pak nasledovali oranzovi a zluti jedinci. Cerveni jedinci tvofili starsi
generaci, ktera jiz naakumulovala spoustu karotenoida a byla vice napadena. Mladi zluti
jedinci se jesté nestihli nakazit, nebo se u nich alespon ndkaza zatim nerozsitila do vice
zon.

Ve prospéch scénafe sexudlniho pfenosu mluvi kromé vyssi prevalence nakazy u

oplozenych samic také to, ze byly prumérné napadeny ve vice zonach nez samice
neoplozené. Samice H. axyridis jsou vysoce polyandrické (Awad et al., 2015), vyssi pocet
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samecky, zvlasté pfi uvdzeni odmitavého chovéni (viz vyse).

Jedinci napadeni ve vice zonach byli leh¢i nez slabé napadeni jedinci. Nejvyssi
prumérnou hmotnost m¢li jedinci napadeni v jedné zoné (Tabulka 3), coz se muze zdat
zarazejici. Jedna se pouze o artefakt metodiky. Pii prohlizeni slunécek pod
stereomikroskopem jsem totiz zonu zapsal jako parazitovanou pii jakémkoli nenulovém
poctu pritomnych plodnic H. virescens. Velmi ¢asto se stavalo, ze na celém jedinci byla
vSehovsudy jedna nebo nekolik malo plodnic, a to v jediné zoné. U slunéek s vEétSim
poc¢tem napadenych zon jsem typicky pozoroval shluky desitek plodnic. Je tedy evidentni,
ze jedinci, u nichz jsem zaznamenal jednu zonu, byli obvykle Cerstvé napadeni a infekce
se po jejich téle zatim nerozsifila. Vyss$i prumérny pocet obsazenych zoén u Cervenych
jedinct (oproti oranzovym a zlutym) spolu s pozitivni korelaci mezi po¢tem obsazenych
z6n a prumérnou absorbanci na gram Cerstvé hmotnosti (viz nize) jasn¢ ukazuji, ze starsi
jedinci byli siln¢ji napadeni, pravdépodobné kvuli autoinfekci. De Kesel (1993)
zaznamenal na nohou u stievliktt Pogonus chalceus (Marsham, 1802) ze star$i generace,
ktera piedstavovala asi 15 % celkového vzorku, rozsahlé napadeni houbou Laboulbenia
slackensis Cépéde & Picard, 1907, proto v experimentu pouzil brouky mladsi generace.
Dosud bylo prokazano nepatrné snizené prezivani H. axyridis infestovanych H. virescens
nebo ko-infestovanych H. virescens a Coccipollipus hippodamiae, nikoli vsak
infestovanych jen C. hippodamiae (Riddick, 2010). Nalepa & Weir (2007) navrhuji
snizenou frekvenci pafeni u samic S H. virescens, ale hned nato poznamenavaji, Ze jejich
data se daji vysvétlit i prostou preferenci mladych samic pied star§imi bez ohledu na jejich
napadenost. Rozdily mezi zdravymi a rizn¢ siln¢ infikovanymi jedinci nebyly Vv jejich
studii signifikantni. Jako prvni na svété tedy prokazuji, Ze siln&ji napadeni jedinci
H. axyridis maji niz$i hmotnost. Toto zjisténi miize mit zasadni implikace pro biologicky
boj se slunéckem. Je vSak tfeba si uvédomit, Ze jsem neprovadél zddné manipulativni
experimenty, a proto je tieba brat v ivahu i opacnou kauzalitu. Tedy: (i) bud’ jsou jedinci
napadeni ve vice zonach leh¢i, protoze infekce houbou jim znesnadnuje vyhledavéani
potravy atd., nebo (ii) leh¢i jedinci jsou néjakym zptisobem nachylnéjsi ke germinaci spor
H. virescens, ptipadné jsou aktivnéjsi pii pafeni atd.

V piedchozim odstavci jsem nastinil dvé mozZna alternativni vysvétleni vySsi
hmotnosti rozsahle napadenych jedinc. Hmotnost je obecné faktor, ktery se po vylihnuti
slunécka z kukly mize ménit podle dostupnosti potravy, pfitomnosti parazitli atd. OvSem
strukturalni velikost se po vylihnuti z kukly pevné zafixuje a dospély brouk po ztuhnuti
kutikuly uZ nepoporoste ani o mikrometr, pfiCemZ jeho velikost je determinovéna
podminkami, které zaZil v obdobi preimaginalniho vyvoje (mnozstvi potravy, vlhkost,
teplota atd.; Knapp & Nedvéd, 2013). Soucin délky a Sitky krovek byl pro mélo napadené
jedince asi 0 2 mm? vé&tsi neZ pro jedince napadené ve vice zénach. To znamend, Ze mensi
(hmotnost s velikosti tésné koreluje, takze zaroven i leh¢i) jedinci jsou nachylnéjsi ke
germinaci spor H. virescens. Zaroven se miize projevovat fakt, ze samci, ktefi jsou mensi
a leh¢i nez samice, byli napadeni siln&ji nez samice. Vliv H. virescens na hmotnost
slunécek samoziejmeé nemohu vyloucit, ale nejspi$ se jednalo o nepfimé poukdzani na
vys§i napadenost menSich jedincti. Hedstrom & Monge-Ngjera (1998) zaznamenali, ze
neotropické mouchy napadené houbou rodu Stigmatomyces mély signifikantné delsi
ktidla neZ mouchy zdravé, coz vysvétlili vy$sim reprodukénim uspéchem velkych much.
Jedna se o pfesné opacny jev, nez ktery zde popisuji. Vyssi reprodukéni tispéch mensich
slunécek je spise irelevantni.
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Jedinci s vice obsazenymi zoénami vykazovali vy$§i absorbanci na gram cCerstvé
hmotnosti. Starsi jedinci tedy byli silnéji napadeni, coz podporuje mé zavéry o prub&hu
parazitovanosti v ¢ase a vlivu po¢tu obsazenych zoén na hmotnost.

Mezipohlavni rozdily v obsazenosti druhé a tieti zony nebyly signifikantni.
Interpretaci by komplikovala situace, kdy by vysly rozdily signifikantni, ale na samce by
ptipadalo primérné vice zon neZ na samici. Vzhledem Kk tomu, Zze samci byli obecné
napadeni Castéji a ve vice zOnach, neni zde nepritkkaznost podstatna. Vysledek tedy mohu
interpretovat v souladu se scénafem sexudlniho pfenosu. Samice vlastné mély zada
napadena relativné Castéji.

Mezipohlavni rozdily v obsazenosti paté a Sesté zony signifikantni byly a na samce
ptipadal primérné¢ mnohem vétsi poéet zon nez na samici. Zjistil jsem tedy typickou
distribuci plodnic indikujici sexualni pfenos H. virescens. Samice byly napadengjsi ve
druhé a teti zoné (= krovky bez epipleur; Obr. 16), protoZe pii kopulaci ziistavaji vespod
(Obr. 8). Samci byli napadenéjsi v paté a Sesté zoné (= ventralni oblast), protoze pii
kopulaci nalézaji na samici shora a dochazi tak k otirani bfi$ni strany samce o krovky
samice. Tento scénaf je jiz veelku dobfe prokazan (Garcés & Williams, 2004; Harwood
et al., 2006; Riddick 2006), i kdyZ jsou znamé a diskutované odchylky (De Kesel, 2011;
Nalepa & Weir, 2007).

Mezipohlavni rozdily v obsazenosti jednotlivych zén byly signifikantni pro prvni,
¢tvrtou, patou a Sestou zonu, v nichz byli samci napadenéjsi nez samice. Napadeni prvni
(= oblast kolem hlavy) a ¢tvrté (= nohy) zény u samct pravdépodobné vysvétluje jejich
vyssi aktivita pfi hledani partnerky a moznost autoinfekce.

Napadeni korelovalo mezi vSemi zénami, zvlasté mezi Ctvrtou, patou a Sestou.
Korelace mezi napadenim ve vSech zonach ukazuje, ze se infekce miize rozsitit po celém
jedinci kviili autoinfekci. Zv1asté vyznamny je tento jev pro ventralni oblast (Ctvrta, pata
a Sesta zona), protoze pii sebecisténi slunécko protahuje télni piivésky tistnim tstrojim a
tie rtizné télnich struktury jednou nebo vice nohami. U starSich hostiteld pak dochazi
k rozsifeni houby po celém jedinci (Haelewaters et al., 2012).

5.8 Samice vySetfené na pritomnost hlistic

Prevalence hlistic rodu Parasitylenchus byla 47 %, tedy nejvyssi dosud znama (Dansko:
2 a7z 33 % v roce 2009; Harding et al., 2011; 35 % v roce 2010; Poinar & Steenberg,
2012). Na ptitomnost hlistic jsem vSak vySetiil jenom samice. Ko-infekce houbou
H. virescens a hlistici Parasitylenchus se vyskytovala t¢éméf nahodné, naproti tomu Raak-
van den Berg et al. (2014) zjistili u jedné ze studovanych lokalit pozitivni korelaci mezi
pfitomnosti hlistice a houby.

U jedinct napadenych hlistici Parasitylenchus bylo v Dansku pozorovano ztenceni
tukovych zasob a ¢aste€né atrofovani pohlavnich organii (Poinar & Steenberg, 2012).
V kontrastu s tim jsem nezjistil vliv ndkazy na hmotnost samic, i kdyz byl vysledek
nesignifikantni jen tésn¢ (p = 0,06). RovnéZ oplozenost nebyla pouhou ptfitomnosti
hlistice ovlivnéna.
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Ko-infikované samice byly oproti samicim zdravym nebo infikovanym jen houbou
¢i hlistici vSechny oplozené, mély vysSi hmotnost a vice karotenoidl v krovkéch. To
znamena, ze star$i samice déle stfadaly zasoby a akumulovaly karotenoidy. Také byly
s vétsi pravdépodobnosti uz oplozené a parazitované.
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6. Shrnuti a pFinosy prace

o 24

1. Slunécka rozsahleji napadena houbou H. virescens maji niz§i hmotnost nez
slunécka zdrava ¢i napadena jen slabé. To je zptisobeno tim, Ze mensi jedinci
jsou nachylngjsi ke germinaci spor zminéné houby.

2. Pod ¢ernymi teCkami (¢i vzorem) na krovkach slunécek se neukladaji cervené
karotenoidy. Ptedstava, ze zakladni barva krovek je ¢ervena a pouze misty
zakryta melanizovanou kutikulou, je tedy chybna.

Slunécko vychodni bylo vysazovano na biologickou ochranu rostlin. Pfed sto lety by
asi nikoho nenapadlo, Ze se lavinovité rozsifi po celém svété a stane se jednim
z nejznaméjsich invaznich druhd. Role, kterou hraje v potlatovani raznych skiadeu,
zUstava 1 dnes nedocenitelnd. Jeho hemolymfa by mohla poskytnout nova ucinné;jsi
antibiotika. Na podzim naletuje do domacnosti a znecist'uje interiéry. Vyskytuji se na néj
alergie, miiZze piedstavovat hrozbu pro ptivodni biodiverzitu a ovliviiuje chut’ vina.

Abychom mohli pfedvidat ¢i predchazet podobnym ,,nehoddm®, jako bylo rozsiteni
slunécka vychodniho, je zasadni perfektné porozumét vSem aspektim jeho biologie.
Kdyz uz se néco podobného stane, je nutné zvladnout minimalizaci negativnich dopada
a maximalizaci vSech moznych benefitii. Proto je naptiklad diilezité porovnavat vlastnosti
invazni a ptivodni asijské populace nebo zkoumat parazity a jejich potencidlni vyuziti
Vv biologickém boji.

Vysledky této prace budou publikovany jako soucast védeckého ¢lanku
s celosvétovym kolektivem autortt vedenym Dr. Dannym Haelewatersem z Harvardovy
univerzity ve specialnim ¢isle mezinarodniho impaktovaného c¢asopisu BioControl.
V soucasné dobé (17.3. 2016) prochazi ¢lanek procesem peer review.

HAELEWATERS, D.; Zhao, S. Y.; Cottrell, T. E.; De Kesel, A.; Fiedler, L.; Herz, A.;
Hesketh, H.; Hui, C.; Kleespies, R. G.; Losey, J. E.; Murray, K. M.; Nedvéd, O.;
Pfliegler, W. P.; Raak-van den Berg, C. L.; Riddick, E. W.; Shapiro-llan, D. I.;
Smyth, R. R.; Steenberg, T.; van Wieling, P. S.; Viglasova, S.; Zhao, Z.; Ceryngier,
P.; Roy, H. E. Parasites of Harmonia axyridis: current research and perspectives.
BioControl, 2016, ??

56



7. Seznam zkratek

ANOVA
BL3

DNA
DMMP
EICA

ERH
IAS
IBMP
IPMP
LSD

MRSA

RNA
SBMP
SE
STD
USA

analyza variance (analysis of variance)

treti kategorie Cerného seznamu

Ceska republika

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
2,5-dimethyl-3-methoxypyrazin

hypotéza evoluce zvysené konkurencni schopnosti (the evolution
of increased competitive ability hypothesis)

hypotéza uniku od nepiatel (the enemy release hypothesis)
invazni druh (invasive alien species)
2-isobutyl-3-methoxypyrazin
2-isopropyl-3-methoxypyrazin

Fischeruv LSD (least significant difference) test; nezaménovat
s diethylamidem kyseliny lysergové (lysergic acid diethylamide)

methicilin-rezistentni zlaty stafylokok (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus)

ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)
2-sek-butyl-3-methoxypyrazin

stiedni chyba praméru (standard error of the mean)
pohlavné ptenosna choroba (sexually transmitted disease)

Spojené staty americké (United States of America)
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