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UvoD

Zivotichové se z pohledu reakci na zmény teploty déli na dvé vyrazné odlisné skupiny. Prvni,
jsou homoiotermni zivoCichové (se stalou teplotou téla), ktefi jsou vétSinou zaroven
endotermni (teplo produkuji, udrzuji teplotu téla vnitiné na ukor energetickych zdroji) — jsme
to napiiklad my, tedy savci, a ptaci. Druhou kontrastni skupinou zivoCichl je vétSina
obojzivelnikil, plazii a predevsim hmyz, ktefi se nazyvaji poikilotermni (studenokrevni) a

vyznacuji se zaroven svoji zavislosti na vnéjsich zdrojich tepla — tedy ektotermii.

Protoze tito zivoCichové nemohou vyrovnavat svoji teplotu, musi na vnéj$i nepfiznivé vlivy
reagovat jinak, aby dokazali ptezit. Ve velmi nizkych teplotdich jim hrozi zmrznuti
hemolymfy, coZ samo o sob¢ neni ten nejvétsi problém. Avsak vytvoteni ostrych krystalkil
muZe potrhat membrany v bunikdch a Zivocicha tak zabit. Druhd negativni stranka véci je, Ze
pii mrznuti dochdzi k odCerpavani vétsiny cCisté vody do krystaldi, rozpusténé latky pak
zlustavaji v malém mnozstvi nezamrzlé vody ve velmi vysokych, pro organismus toxickych

koncentracich (Falteisek a kol., 2006).

Obecné jsou dvé strategie, jak se pfedevSim hmyz vypotradava s rizikem zmrznuti. Nekteré
druhy zmrznuti toleruji a poSkozeni tkani zabraiuji tak, Ze maji v hemolymf€ dostate¢ny
pocet castic fungujici jako krystalizacni centra, kterd zajisti vznik drobnych neostrych
krystalkli (ve velkém mnoZstvi), coz znamend, Ze mechanicky neposkodi tkané. Jiné
organismy se zmrznuti chtéji striktné vyhnout, s ¢imz jim velmi pomahaji kryoprotektanty
pfitomné v hemolymf€, které vyrazné snizuji teplotu jejiho mrznuti (pt. glycerol). Pomocnym
faktorem je také mechanismus inaktivace krystalizac¢nich jadérek, ktery zpisobi, ze télesné
tekutiny jsou schopny zlstat v kapalném stavu az priblizn€ do —15 °C, kdy se krystaly za¢nou
tvofit samy spontann¢. Ke chladové odolnosti miize piispét také podil nasycenych a
nenasycenych lipidi v bunéénych membranach. V chladu tyto lipidy tuhnou, proto je

vyhodnéjsi mit vyssi podil nenasycenych kyselin, které jsou tekutéjsi (Lee, 1991).

Mohlo by se tedy zdat, ze studenokrevné organismy jsou ohrozeny az teplotou, pii které
pfimo hrozi zmrznuti hemolymfy, avSak i1 ponckud vyssi teploty vyrazné ovliviuji jejich
zivotni funkce. Chlazeni pod 5-10 °C snizuje jejich pohybovou aktivitu, az se dostanou do

stavu zvaného chill coma. To je zpisobené zastavenim ¢innosti enzymil, tedy 1 iontovych



pump, které transportuji Na', K" a Ca’’, a tim vytvafeji membranovy potencial potiebny
k pfenosu nervového vzruchu a praci svalu. To se v disledku projevi blokaci svali, jedinec se
tudiz nemtize hybat. Tento stav ale neni nevratny, po exponovani jedinct zpét do pokojové
teploty se po urcitém case funkce pump obnovi a nervy a svaly za¢nou zvolna plnit svou
funkci (Kostal a kol., 2004). Po dostatecném obnoveni pohyblivosti napiiklad brouci za¢nou

projevovat snahu obratit se do pfirozené pozice na biicho.

Schopnost udrZzovat Na“ v hemolymfé (a tudiz jeho malou koncentraci v bufikich) byla
nejvyssi u rumeénic (Pyrrhocoris apterus) aklimovanych v chladu, nizsi u diapauzujicich

plostic v laboratorni teploté a nejnizsi u reprodukéné aktivnich plostic (Kost’al a kol., 2004).

Pii méfeni doby probouzeni z nizkych teplot se samoziejm& musi pocitat také se schopnosti
zvitat aklimovat se. To znamenad, Ze pokud se pfed pisobenim nizkych teplot zapticinujicich
ztuhlost organismu aklimuji v teplotach o néco vysSich, mechanismy zajist'ujici svalovy stah
se mirn¢ piizpusobi a snadnéji pak odolavaji nizkym teplotdm, coz znamend, ze doba
probuzeni (recovery time) se timto zkracuje. S tim Uzce souvisi dal$i faktor, ktery mulize
zotavovani mechanisml ovlivnit. Riizné populace v geograficky odlisném prostfedi mohou

vykazovat jin¢ hodnoty délky probouzeni.

Oblibenym modelovym druhem pro vyzkum chladové odolnosti se spolu s octomilkou
(Drosophiloa melanogaster) stali potemnici moucni (7Tenebrio molitor). Zejména Casto se u
nich zkoumala pfitomnost a funkce protimrazovych proteinil. Protimrazovy protein ptfitomny
u potemnika je molekula s malou molarni hmotnosti a vysokym obsahem cysteinu a
threoninu. ZvySeny obsah téchto proteinli za normalni teploty v téle méa posledni larvalni
instar, coz zpusobuje, Ze teplota tani se snizuje vice nez o 3 °C. Pokud jsou jakékoli larvalni
instary vystaveny teplotdm nizkym, pozorujeme u nich vysoky nariist koncentrace 1 aktivity
protimrazovych proteinii. U kukel a dosp€lych jedincii se tato aktivita trvale snizuje (Graham

a kol., 2000).

Ukéazalo se, ze stres zpiisobeny ionty kovi snizuje chladovou odolnost u bezobratlych.
Pedersen a kol. (2006) zjistili, ze kadmium, zinek a méd’ snizuji u larev potemnikt produkci
protimrazovych proteind, avSak pouze v letnich podminkach; v zimnim obdobi nem¢ly kovy

na produkci proteind vliv.



Suspenze bakterii Pseudomonas syringae snizuje chladovou toleranci hmyzu Skodiciho na

uskladnéném zrni o 5-12 °C (Lee a kol., 1992).

Narozdil od dospélcii nejsou larvy a kukly potemnika mou¢ného zatiZzeny chladovym stresem,
pfi kterém vznikaji peroxidy lipidd, jsou tedy vyrazné chladové odolnéjsi (Gulevsky a kol.,

2006).

Chladova odolnost se muze vnitrodruhové liSit podle mista, odkud dand populace
zivoCicha pochézi. U slavky (Mytilus sp.) bylo jasné zjisténo, ze kriticka teplota aerobniho
metabolismu klesa se zvySujici se zemépisnou Sifkou; populace na jih od Lamansského
pralivu upadaly do chill comatu pii vysSich teplotach nez populace ze severu (Jansen a kol.,
2007). Populace stinky (Porcelio laevis) z riznych zemé&pisnych Sitek v Chile vykazovaly
rozdilnost v ¢ase probouzeni z chill coma, ktera se zaroven liSila v zavislosti na pouzité nizké

teploté. Rozdilné hmotnosti téla nemély vliv na chladovou odolnost (Castaneda a kol., 2005).

U octomilek (Drosophila melanogaster) z Austrélie byla pozorovana vyssi chladova odolnost
u populaci z vysoké zemépisné Sitky, avSak u rezistence k vysoké teploté byl tento gradient
opacny a nepiili§ vyrazny (Hoffmann a kol., 2005). Dv¢ subtropické populace Drosophila
subobscura mély delsi dobu probouzeni oproti temperatnim (David a kol., 2003). U 26 druha
octomilek z mirného pasu bylo probouzeni z chill coma navozené 0 °C v rozsahu 0,15-4,9
min, zatimco u 48 tropickych druhi se tato doba pohybovala od 24 do 120 minut. U n¢kolika
kosmopolitnich druhitt mély populace z mirného péasu krat$i dobu probouzeni neZ populace

téhoz druhu z tropického pasu (Gibert a kol., 2001).

V laboratornich podminkidch bylo mnohokrat dokazano, ze chladovou odolnost hmyzu,
konkrétné octomilky (Drosophila melanogaster), pozitivné ovliviiuje aklimace v teplotach
okolo 10°C. Stejnou schopnost ziskavaji octomilky ve svém ptirozeném prostiedi v nizSich
teplotdich béhem noci (Kelty, 2007). Tato rychld aklimace trvajici n¢kolik hodin zlepsi
schopnost ptezivani velmi nizkych teplot, av§ak nezkracuje dobu probouzeni z chill coma;
pokud se doba aklimace prodlouzila na dobu 2 dnii, mé pozitivni vliv i na dobu probouzeni
(Rako a kol., 2006). Samicky, které byly aklimovany v mirnych teplotach, mély vyssi
procento lihnivosti vajicek (Rako a Hoffmann, 2006). Bylo zjisténo, Ze jednotlivd méfitka
chladové odolnosti na sob& nezavisi a jejich mechanismy nejsou totozné (Sinclair a Roberts,

2005).



Tato rychld aklimace mizZe byt zruSena pusobenim oxidu uhli¢it¢ého nebo anoxii, které se
Casto pouzivaji v laboratofich na anestezi zkoumanych jedinct. Oxid uhli¢ity prodluzuje Cas
probouzeni z chill comatu (Nilson a kol., 2006), této anesteze by se tedy nemélo pfi zkoumani
chladové odolnosti uzivat. David a kol. (1998) zjistili, ze chill coma ma na nervovou soustavu

podobny ucinek jako anesteze.

Kromé aklimace ma na rizné parametry chladové odolnosti véetné doby probouzeni vliv
teplota, ve které organismy trvale ziji. Napiiklad octomilky vychované v 25 °C se z chill
coma probouzely déle nez ty, které byly chovany v 19 °C (Rako a kol., 2006). To samé bylo
prokazano u okace (Bicyclus anynana) chovaného bud’ ve 20 °C nebo 27 °C (Geister a Fisher,
2007). U ohnivacka (Lycaena tityrus) vychovavaného ve stejnych dvou teplotach byl presné

zmeéten rozdil v ¢ase probouzeni a Cinil 28% (Zeilstra a Fischer, 2005).

David a kol. (1998) zjistili, ze ¢as probouzeni u octomilky (D. melanogaster) zavisi mimo

jiné na teploté, ve které byly octomilky exponované po dobu probouzeni.

Linie octomilky (D. melanogaster) byly selektovany po 30 generaci na kratkou dobu
probouzeni z chill coma (v 0 °C). Ziskana odolnost pak fungovala ve vétsim rozsahu nizkych
teplot, neZ kde byly octomilky selektovany. Selektované linie si zachovaly schopnost
aklimace v mirnych teplotach (okolo 10 °C) a jejich chladovéd odolnost se tim jesté zlepsila
(Anderson a kol. 2005). U octomilek z Australie bylo pozorovéno, ze vliv aklimace k zimnim

oproti letnim podminkam byl 1,5x vétsi nez dédicné dispozice (Hoffmann a kol., 2005).

Testovani octomilek z celého svéta ukazalo rozdily v dobé probouzeni z chill coma jak mezi
populacemi z tropt a temperatu, tak 1 mezi skupinami vychovanymi v riznych teplotach. Pti
porovnani téchto vlivli pfipadal na aklimaci podil vice nez 80%, zatimco dédi¢né dispozice

vysvétlovaly jen 4% (Ayrinhac a kol., 2004).

Bylo prokazano, Ze chladova odolnost octomilek métena jako doba probouzeni z chill coma
se s vékem zhorSovala (Burger a Promislow, 2006; David a kol., 1998). Doba probouzeni byla
primémé del$i u samcl octomilek nez u samic. Tato veli¢ina vykazovala vysokou
vnitroskupinovou variabilitu — koeficient variance byl ¢asto vyss$i nez 25% (David a kol.,

1998).



ZlepSeni chladové odolnosti nemélo vliv na odolnost ve vysokych teplotach ani na Zadné
morfologické a anatomické zmény. Doba doziti se vSak touto adaptaci zmensovala (Anderson

a kol. 2005).

Nekolik studii ukazuje, ze chladova odolnost a odolnost proti vysychani spolu souviseji.
Sinclair a kol. (2007) selektovali populace octomilek po 50 generaci na odolnost vici
vysychani. Zjistili, ze schopnost aklimace v mirnych teplotdch nebyla ovlivnéna, zatimco
probouzeni zchill coma se mirn¢ zkratila. U octomilek z Australie aklimace v zimnich
podminkach zkracovala probouzeni zchill coma, ale zaroven snizovala odolnost vici

vysokym teplotam (Hoffmann a kol., 2005).

Macdonald a kol. (2004) zkoumali dobu probouzeni z chill coma v kombinaci vice teplot a
vice dob expozice a zjistili pfitomnost bifazické zavislosti. To znamend, Ze se sniZujici se
teplotou doba probouzeni nejdiive rostla, az dosahla urcit¢é hodnoty. Potom znovu prudce
rostla v teplotach pfiblizujicich se teploté letalni. Se zvySenym cCasem chladové expozice se
také zvySoval ¢as probouzeni. U octomilky (D. subobscura) Cas probouzeni stoupal se
snizujicimi se teplotami; mezi —4 a —6 °C se narist zastavil a opét pokracoval pfi nizSich
teplotaich. Dvoufazovost zéavislosti doby probouzeni na teplot¢ naznacuje existenci dvou

nezavislych fyziologickych mechanismt (David a kol., 2003).

U ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) rostl ¢as probouzeni z chill coma z -5 °C (pii této
teploté nedochazelo k mrznuti hemolymfy) linearn€ s rostoucim casem expozice (Kostal a
kol., 2004). Lineéarni zavislost byla zmétena t€Z u octomilek (D. melanogaster) (David a kol.,

1998).



CIL PRACE

Cilem prace bylo zjistit podrobné pritbéh zavislosti doby probouzeni z chill coma na teploté
expozice a na ¢asu v ni strdvené. Doba probouzeni je Cas, ktery uplyne od okamziku vyjmuti
jedincti z chladu a vystaveni pokojové teploté¢ do doby, kdy se kazdy jednotlivec obrati
(postavi na nohy, viz pokus s Drosophila subobscura — David a kol., 2003). U&elem bylo najit
nejvhodnéjsi funkcei popisujici zavislost uvedenych velicin. Co nejpiesnéjsiho aproximujiciho
prib&hu funkce jsem dosédhla aplikaci metody nejmensich malych mocnin odchylek (analogie
obecné uzivané metody nejmensich Ctvercll) na naméfend data jednotlivych teplot (pro
kazdou teplotu jeden graf). Chtéla jsem zjistit, jestli doba probouzeni s dobou expozice a
exponovanou teplotou roste linearné, jednoduSe nelinearn€é, anebo bifazicky (ve smyslu

Macdonald a kol., 2004).



METODIKA

K pokusu byli pouziti dospéli jedinci potemnika moucného (Tenebrio molitor; obrazek 1). Je
to druh brouka aktivni hlavné v noci, obvykle dava ptfednost suchym, teplym stanovistim,
pfi¢emz mnoho druhti se dokonale piizptsobilo k Zivotu v bezvodych poustich. Zivi se hlavng
rozkladajicim se difevem, suchymi organickymi odpadky, ale nalezl ptiznivé podminky 1 ve
skladech potravin, kde Casto pusobi zna¢né Skody na mouce a obili.Larvy tohoto brouka —
moucni Cervi (obrdzek 2) — se pouzivaji jako krmeni pro nejriiznéj$i domaci mazlicky i1
exotické zivocCichy. Jejich rist a vyvoj je rychly, takze je Ize chovat nepftetrzite. Jejich chovy
se nachazeji i na katedfe zoologie na Piirodovédecké fakulté Jihoeské univerzity v Ceskych
Bud¢jovicich . Potemnici zde Ziji v krmné smési z pSeni¢ného Srotu pii teploté asi 20-25 °C

v desetilitrovych plastovych, poptipadé sklenénych nddobach (obrazek 3).

Z té&chto chovl jsem vzdy vybrala skupinu kukel ¢i dosp€lct a aklimovala je nejméné 2 tydny
pii konstantni teploté¢ 25-27°C. Pied pokusem jsem entomologickou pinzetou vybrala
pottebné dospélé jedince (10 az 30 na jeden pokus — zdlezelo na ucelu dané¢ho pokusu, viz
dale) a ulozila je jednotlivé do aluminiovych misti¢ek od ¢ajovych svi¢ek (obrazek 4). Tyto
nadoby jsou pro tento ucCel idedlni, protoze dobie vodi teplo. Vlastni chlazeni brouku
probihalo v chladicich boxech firmy SANYO MIR153 s regulovatelnou teplotou (obrazek
5, 6). Vzdy né€kolik hodin pfed zapocetim pokusu bylo nutno nastavit v boxu pfislusnou
teplotu, aby se stacila zkorigovat a doba pobytu potemnikd v dané teploté¢ byla objektivni.

Vystavovala jsem je teplotam

s +5°C,

e +25°C,
* 0°C,

e -25°C,
« -5°C.

Stabilita teploty byla + 1 °C s kolisdnim s periodou desitek minut, pfesnost primérné teploty

+0,2 °C.
Casy pobytu v chladu se pohybovaly od do v zavislosti na reakcich potemniki (kdyZ v uréité

teplot¢ za urcitou dobu vSichni uhynuli, nemélo cenu méfit jesté delSi Casy, coz vSak

nemuselo platit pro teplotu vyssi).
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Teploté +5 °C byli potemnici vystaveni na doby 3,75; 22; 46; 70; 96; 192 hodin. V + 2,5°C na
15,5; 22; 46; 72; 96; 184; 192 hodin. V 0°C na 4; 8; 15,5; 22; 46; 70 hodin. V -2,5 °C 2; 3;
3,75; 4, 6,5; 8; 16,33; 24 hodin. V -5 °C na 1; 2; 4; 8; 16; 22 hodin.

Po této urcité predem stanovené dobé jsem tedy zkiehlé potemniky (ve stavu chladového
komatu = nepohyblivé) z chladiciho boxu vyjmula do pokojové teploty (23 °C) a v tom
okamziku spustila stopky na meétfeni Casu probuzeni (obrazek 7). Nasledné jsem polozila
nehybné potemniky z aluminiovych misticek na smirkovy papir (zrnitost 80; obrazek 8). Toto
opatfeni bylo provadéno proto, ze misticky byly hladké a poskytovaly minimalni opéru pro
Satrajici potemnici nozicky 1 u jedinct zcela probuzenych (viz dale). Na smirkovém papite
byli rozmisténi rovnomérné, aby se nezachytavali o sebe a nepomahali si tak. Jedince, ktefi se
neprobudili 1 ty, ktefi se nedokazali obratit na nohy do dvou hodin od vyjmuti z chladu, jsem

povazovala za uhynulé.

V zavislosti na teploté a ¢asu v ni strdveném se zacali dfive ¢i pozdéji pozvolna probouzet ze
strnulosti (chill coma), kdy lezi na zadech s nozickami vytréenymi nahoru. Stézejni pro muj
vyzkum nebyl okamzik, kdy se zacali hybat a nemotorné se snazit dostavat do své obvyklé
polohy (obrazek 9), ale moment, kdy se opravdu otocili — to jsem povazovala za opravdové

probuzeni (recovery time), jehoZ €as jsem zapisovala s nim nadale pracovala.

V kombinaci teploty -2,5 °C a doby expozice 4 hodiny jsem na vétSim poctu jedincu (30)
pozorovala vliv pohlavi a staii dospelych potemniki na dobu probouzeni. Dospélé jedince
jsem vybirala ze zakladniho chovu tak, aby jedna polovina byla stard 2-7 a druhé 8-11 dni.

Pohlavi bylo ur¢ovano az po provedeni méfeni a probuzeni potemnikti z chill coma, protoze
pro bezpecné urceni pohlavi musi byt potemnik zmacknut, aby se ukazaly pohlavni organy,
coz by mohlo vést k poskozeni brouka a mélo by to tedy zaporny vliv na jeho dobu

probouzeni.
Na skupiné 28 jedincl piiblizné stejného staii a obou pohlavi jsem zkoumala také vliv

hmotnosti na dobu probouzeni z chill coma po 4 hodinach v -5 °C. Pouzila jsem analytické

vahy znacky KERN s pfesnosti na 0,01 mg.
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VYSLEDKY

Matematické modelovani namérenych dat

Pozorovani probouzeni potemnikll z chill coma trvalo nejvyse dvé hodiny. Pokud se do této
lhiity néjaci jedinci neprobudili, povaZovala jsem je za mrtvé a nezahrnula je do
zpracovavanych dat. Aby vysledky nebyly touto eliminaci zkresleny, znamenalo to, Ze jsem
musela vyfadit i stejny pocet jedincii s nejkrat§imi dobami probouzeni v dané kombinaci ¢asu
expozice a teploty. Jako alternativu tohoto feSeni jsem pro zhodnoceni dat pouzila medidny

kazd¢ kombinace Casu expozice a teploty.

Nameétend surova data jsem potiebovala zpracovat do dvojrozmérného grafu jako zéavislost
doby probouzeni (recovery time) ze strnulosti (chill coma) na dobé expozice potemnikl
v nizkych teplotach. Kiivka zavislosti pi1 kratkych Casech expozice stoupala prudce, ve
vysSich ¢asech nebyl jeji narist uz tak markantni. Zavislost pfipominala odmocninnou funkci
(mocninné funkce, kde exponent x je mensi nez jedna). Stanovili jsme tedy rovnici zavislosti

y=a-x", kde y je doba probouzeni, x je doba expozice a b je mensi nez 1.

Obvykle se k odhadu parametr funkce pouziva metoda nejmensich Ctvercii (least squares) —
pro vSechny piipady, kdy z hodnot méfené zéavislosti dvou fyzikélnich veli¢in zatizenych
chybami urc¢ujeme jeji nejpravdépodobnéjsi prubéh. Tato metoda umoziuje nalézt vhodnou
aproximujici funkci pro dané hodnoty; vypoclist parametry pfedem znamé funkce a hleda
takové feSeni, aby soucet druhych mocnin chyb nalezeného fe$eni byl minimalni. Ctverce
odchylek se pouZzivaji misto neumocnénych odchylek proto, Ze za pfedpokladu, Ze pouZijeme
absolutni hodnoty vzdéalenosti bodid od aproximujici funkce, muze nastat pfipad, ze

nemuiZzeme rozhodnout mezi nekone¢né mnoha stejné dobrymi feSenimi.

Vys8i mocniny (absolutnich hodnot) odchylek (krychle, hyperkrychle atd.) se nepouzivaji
z toho divodu, Ze precenuji dilezitost meznich hodnot (outliers) a funkci timto zpiisobem
deformuji. Druha mocnina (¢tverec odchylek) tyto mezni hodnoty také mirné¢ nadhodnocuje,
avsak je nejfrekventované€ji pouzivana proto, Ze je to nejmensi mozna cela mocnina, a necelé

mocniny diive neslo pocitat bez specialnich pomticek (logaritmické tabulky, pravitka...).
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Abychom se pfi vypoctu zavislosti namétenych veli¢in vyhnuli pfiliSnému ovliviiovani kiivky
funkce meznimi hodnotami, mohli bychom pouzit necelou mocninu o malo vétsi nez jedna.
Vybrala jsem tedy hodnotu mocniny 1,1. Na grafu 1 a 2 je porovnani odmocninnych kiivek
prokladajicich data naméfend v +5 °C. Prubch kiivek se odliSuje pouze mirné. Kiivka
vypocitand na zakladé¢ metody nejmensich Ctverci skute¢né lezi blize extrémné vysokym
hodnotam doby probouzeni pifi nejdelsi dobé expozice. Pro metodu nejmensich ctverci je

0,456

rovnice stanovena na y=107-x""", pro nas$i metodu nejmensich malych mocnin na

0,336

y=167-x

Specifika prubéhii hodnot doby probouzeni v riznych teplotach

V kazdé pouzité teplot¢ doba probouzeni stoupala s dobou expozice. Nartst byl jednodusSe
nelinedrni, zhruba kopiroval odmocninnou kiivku. Doba probouzeni pii delSich dobach
expozice dosdhla jist¢ maximalni hodnoty specifick¢é pro kazdou teplotu, za kterou jiz
dochazelo k hynuti potemnikt. V nizsich teplotach (-5 °C, 2,5 °C, 0 °C) doby probouzeni
stoupaly nejen rychleji, ale 1 do vysSich hodnot, kterych nebylo u vyssich teplot dosazeno ani
v nejdelsim ¢asovém intervalu (graf 8).

Priiméma doba probouzeni byla u nejvyssi teploty +5 °C nejkratsi (y=167-x"*

) a to pro
jakoukoli dobu expozice (graf 2,3,4,5,6). Funkce aproximujici data naméfena pro +2,5 °C lezi
v celém svém pribéhu (y=97-x**”) nad kiivkou pro +5 °C. Odmocninné funkce doby
probouzeni pro tfi nizsi teploty maji vyssi hodnoty nez funkce teplot +5 °C a +2,5 °C, avSak
jejich poradi neni jednoznacné. Pii kratkych dobach expozice je pofadi téchto tfi funkci
uspoiadané podle piedpokladu (,0 °C < -2,5 °C < -5 °C* - y=562-x"%; y=1064-x"";
y=1168-x"%). Oviem pii dobach expozice vyssich nez ptiblizné¢ 20 hodin graf funkce pro 0
°C stoupa prudceji nez graf pro -2,5 °C, protind jej a jeho pribéh pokracuje do vysSich
hodnot. Pfi hodnotich doby expozice kolem 40 hodin nastavd obdobna situace pro grafy

teploty 0 °C a -5 °C, coz ale plati pouze kdyZ odmocninnou funkci proklddam jednotliva

naméfena data.

Alternativou pro prolozeni funkce jednotlivymi naméfenymi daty je prolozeni medidny pro
jednotlivé kombinace doby expozice a expozicni teploty. Potfadi kiivek v grafu je podobné
jako v prvnim piipad¢€ az na pribeh funkce pro -5 °C, ktera zde lezi nejvyse pro vSechny doby

expozice (graf 9).
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Zavislost doby probouzeni na dobé expozice a expozicni teploté v celé jeji komplexnosti 1ze

nejlépe pochopit a znazornit prostorovym grafem (graf 7).

Bifazicky charakter doby probouzeni

Ve vSech péti teplotich jsem naméiila piiblizné stejné dat, avSak nevystavovala jsem
potemniky nizkym teplotdm po stejnou dobu. Pro vyssi teploty jsem samoziejmé pouzila delsi
Casy expozice, pro niz$i teploty kratsi Casy, protoze v delSich hynuli. Pouzité¢ doby expozice
se prekryvaly pouze v hodnotdch 16 az 22 hodin. Proto jsem stanovila dobu 20 hodin pro

porovnani vSech péti teplot.

Se snizovanim teploty doba probouzeni rostla, coz se vSak délo jen do hodnoty 0°C. Mezi
0 °C a -2,5°C nedoslo k o¢ekdvanému nartstu doby probouzeni (graf vytvoftil ,,plateau*). Az
pii dalsim snizovani teploty (k -5 °C) opét doba probouzeni rostla. Funkce tedy ziskala

bifazicky charakter (graf 12).
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Variabilita méreni

V ramci kazdé méiené kombinace doby expozice a teploty expozice byly vzdy velké rozdily
mezi jednotlivymi jedinci. Pomér mezi maximalni a minimalni naméfenou hodnotou v ramci
jedné kombinace se pohyboval od 1,3 do 6,3. Tomu odpovidaji vysoké hodnoty koeficientu
variance (podil standardni odchylky a aritmetického primeéru), které se pohybuji v rozsahu
10-75%. S dobou expozice tato hodnota v kazdé teploté¢ mirné klesd, to znamend, ze data
nepotiebuji logaritmickou transformaci. Primérny koeficient variance pro vSechny kombinace
byl 37%. Nejnizsi koeficienty variance jsem spocitala pro teplotu 0 °C; nebyl pozorovan

zadny vyrazny trend riistu rozptylu s rostoucimi teplotami.

Pokud by se data vramci jednotlivé kombinace zakreslila do histogramu, dostali bychom
obvykle mirn¢ Sikmé rozdéleni. To znamend, Ze pii méfeni doby probouzeni z chill coma

jsem nameéfila hodné kratkych Casii a par vyrazné delSich v dané kombinaci.

Pro zjisténi moznych faktorti podilejicich se na velké variabilit¢ naméfenych dat jsem
porovnavala doby probouzeni samci a samic, doby probouzeni rizné starych jedinct a

zkoumala vliv hmotnosti potemnikti na dobu probouzeni.

Vliv pohlavi a stari

Dobu probouzeni v kombinaci teploty -2,5 °C a doby expozice 4 hodiny jsem analyzovala
dvoucestnou ANOVOU. Skupina starSich potemnikli méla Casy probouzeni mirné¢ delsi,
skupina narozend pozd¢ji se probouzela rychleji. Rozdil mezi skupinami vSak nebyl

signifikantni (F=1,73, p=0,201; graf 10).

Pti zkoumani vlivu pohlavi na dobu probouzeni z chill coma jsem zjistila mirny trend, kdy
samci se probouzeji o néco rychleji, samice pomaleji (graf 10), avSak rozdil neni opét

statisticky dost prukazny (F=1,092, p=0,307).
Interakce téchto dvou faktort je velmi nepriikkazna (F=0,406, p=0,53), coz znamena, ze mladsi

samci se probouzeji rychleji nez mladsi samice, stejné jako starS$i samci srovnatelné rychleji

nez starsi samice (graf 10).
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Vliv hmotnosti potemniki

Hmotnosti vazenych jedinct se pohybovaly od 97 mg do 157 mg a pramér byl stanoven na
129 mg. Linedrni zavislost doby probouzeni na hmotnosti nebyla statisticky priikazna
(R=0,055, p=0,78), takze s rostouci hmotnosti odolnost vii¢i nizkym teplotdm nestoupala ani
neklesala (graf 11). Brouci s primérnou hmotnosti mély doby probouzeni kratsi, brouci s
extrémné nizkou i vysokou hmotnosti vyrazné¢ vyss$i. Pokud jsem tedy data prolozila
kvadratickou funkeci (graf 11), vySla zavislost prikazné (R=0,464, p pro kvadratickou slozku
rovnice=0,0155).
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DISKUZE

Matematické modelovani namérenych dat

Ukéazalo se, ze pro moji metodu nejmensSich malych mocnin se pribéh pouzit¢ odmocninné
funkce opravdu nenechal tolik ovliviiovat naméfenymi extrémnimi hodnotami, coz je zadouci.
Doporucila bych proto tuto statistickou metodu zpracovani dat pouzivat hojné¢ tam, kde je

nebezpeci nadmérného ovlivnéni priibéhu regresni kiivky extrémnimi hodnotami.

Specifika prubéhii hodnot doby probouzeni v riznych teplotach

Narozdil od linearni zavislosti doby probouzeni na dob& expozice u octomilky
(D. melanogaster) (David a kol., 1998) a ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) (Kost'al a
kol., 2004) vykazovaly doby probouzeni u potemnikt (7enebrio molitor) charakter
odmocninné funkce. Pfitom bychom mohli pfedpokladat vice moznych prabéhti — naptiklad
tésn¢ pred zacatkem hynuti prudky konkévni vzestup kiivky, avSak tato premisa nebyla
potvrzena. Doba probouzeni stoupala v nizsich teplotach (5 °C, -2,5 °C, 0 °C) nejen rychleji,
ale pfedevsim do vysSSich hodnot, nez kterych bylo u vysSich teplot dosazeno v nejdelSim

¢asovém intervalu.

Predpoklad, Ze potemnici se budou probouzet z vyssich teplot snadnéji a rychleji, se potvrdil.
Je pravda, ze doslo k prekiizeni kiivky pro 0 °C s kiivkami niz$ich teplot, takze se zda, jako
by k probouzeni v nizsich teplotach dochazelo rychleji, ale k tomu dochédzi pouze za dlouhych
dob expozice. Pro niZsi teploty v delSich dobach nebyly (a nemohly byt) naméteny Zadné
hodnoty dob probouzeni, protoze za téchto podminek uz brouci hynuli. Priitbéh kiivek nizsich
teplot v delSich dobach byl jen odhadnut statistickym programem podle skute¢né naméienych

dat v kratSich dobach expozice, proto je irelevantni se jim zabyvat.

Kdyz jsem funkci prolozila mediany pro jednotlivé kombinace doby expozice a expozi¢ni
teploty, vetsi rozdily od prolozeni jednotlivymi daty nastaly pouze v delSich dobéach expozice,
kde uz nema smysl se jejim pribéhem zabyvat. V konkrétnich kombinacich expozi¢ni teploty
a doby expozice, kde nalézdme Sikmé rozdéleni dob probouzeni jednotlivych potemniku, se
vSak kfivka prokladajici mediany a piivodni data mize lisit. Je to dano tim, Ze v tomto piipade

median dat lezi vyrazné pod aritmetickym primérem dat.
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Prostorovy graf vypracovany ve statistickém programu (pouziti metody Negative exponential
smoothing) znéazoriiuje pro krat$i doby expozice vystizn€¢ zavislost doby probouzeni na
teploté. AvSak v nizSich teplotach je jeho pribéh zcestny ze stejného divodu jako je tomu u
dvourozmérného grafu, proto jsou tyto hodnoty na grafu vyznaceny bile. Pribéh v kratSich

exponovanych teplotach nasvédcuje mirné bifazi¢nosti doby probouzeni (viz déle).

Bifazicky charakter doby probouzeni

U potemnika (7. molitor) je z naméfenych dat patrny bifazicky pribéh funkce doby
probouzeni v zavislosti na teploté¢ expozice. Podobn¢ tomu bylo i u dvou druht octomilek
(D. subobscura - Macdonald a kol., 2004; D. melanogaster - David a kol., 2003). Se snizujici
se teplotou doba probouzeni nejdiive rostla, az dosahla urcité hodnoty. Potom znovu prudce
rostla v teplotach pftiblizujicich se teploté letalni. U octomilky D. subobscura se narust
zastavil mezi —4 a —6 °C, u D. melanogaster mezi 0 a -3 °C. U potemnika graf toto ,,plateau
vytvoril mezi 0 a -2,5 °C. V teploté¢ -5 °C nebylo dosazeno spodni letdlni teploty, se

snizovanim teploty v kratSich dobéach expozice bychom tedy mohli jesté dale pokracovat.

Dvoufazovost zavislosti doby probouzeni na teplot€¢ naznacuje existenci dvou nezavislych
fyziologickych mechanismt (David a kol., 2003). Protoze u potemnika je tomu obdobné¢ jako
u diivé zkoumané octomilky, neda se predpokladat, Ze by mechanismy jeho odolnosti vici

nizkym teplotam byly jednodussi a tedy 1épe zkoumatelné.

Variabilita méieni

Vysokd variabilita naméfenych dat znesnadiiovala pfesnou analyzu vysledki a vyzadovala
vice zkoumanych jedincl. Primérny koeficient variance byl 37%, také u octomilek byl
koeficient variance Casto vyssi nez 25% (David a kol., 1998). Proto jsem se snaZila uz mezi
pokusy najit urcité faktory ovliviiujici a podporujici variabilitu, abych mohla modifikovat
experimenty tak, aby byla variabilita mensi a zpracovani vysledkl jednodussi. Variabilita se
vyrazné nemeénila vlivem riznych expozi¢nich teplot, ani dob expozice a nevykazovala
zadnym smérem urcity trend. Naméfend data tedy nemusela byt logaritmovana, narozdil od
vysledkt Davida a kol. (2003), kde variabilita namétenych dob probouzeni vyrazné rostla se

snizujici se teplotou expozice.
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Z moznych faktort ovliviujicich dobu probouzeni, tedy v disledku zvySujicich jeji
variabilitu, jsem zkoumala vliv stafi, pohlavi a hmotnosti potemnikt. Skupina starSich
potemnikii (8-11 dni od imaginalni ekdyze) méla Casy probouzeni mirné delsi, skupina
narozena pozdéji (2-7 dni od imaginalni ekdyze) se probouzela rychleji. Rozdil mezi
skupinami vSak nebyl signifikantni, takZe jsem nadale pouzivala potemniky rizného stafi.
Také u octomilek bylo prokazano, ze chladova odolnost se s vékem zhorSovala a starsi jedinci
se z chill coma probouzeli del$i dobu (Burger a Promislow, 2006; David a kol., 1998).
Zajimavé je, ze larvy a kukly potemnika mouc¢ného nejsou zatizeny chladovym stresem a jsou
tedy vyrazné chladové odolnégjsi (Gulevsky a kol., 2006), cozZ je pravdépodobné adaptace pro

preziti stadii, které se nemohou chladu branit napt. inikem.

Zavislost doby probouzeni na pohlavi byla prokidzédna u octomilek, kde byla u samct
pramérné del§i nez u samic. Tato veli¢ina vSak vykazovala koeficient variance vyssi nez 25%
(David a kol., 1998). U potemniki jsem pozorovala opacny trend — samci se probouzeli z chill
coma o néco rychleji nez samice, avsak je to op¢t statisticky nepritkkazny fakt, proto jsem se
domnivala, Ze jej lze zanedbat a pfi hromadnych méfenich doby probouzeni na néj dale

nebrala zfetel a jedince vybirala ndhodné.

Pti zkoumani vlivu hmotnosti jedincti na dobu probouzeni jsem nezjistila Zadny trend jdouci
od nejmensi k nejveétsi naméfené hmotnosti nebo naopak. Na druhou stranu brouci
s primérnou hmotnosti méli krat$i doby probouzeni nez lehci 1 t€Zci brouci. Mohla by se zdat
realnad napiiklad moznost, Ze brouci extrémné tézci se prohfivaji hilife, iontové pumpy jim
zacnou fungovat pozd¢ji, na ¢emz jsou tedy zavislé pozdéjsi reakce nervi a svalii. Avsak tato
moznost muze byt vyloucena, protoze vSichni jedinci jsou po preneseni do pokojové teploty
v fadu desitek sekund prohtati. Pravdépodobné vysvétleni pro znevyhodnéni hmotnostnich

extrému jsem tedy nenalezla.

Dalsi divody vysoké variability mych vysledkli mohly spocivat ve specifité jedincti. Nebylo
neobvyklé, aby nékterému starSimu dospé€lci chybéla noha nebo aspon posledni clanek
(pretarsus). Dusledkem toho pak je znevyhodnéni pii kritériu doby probouzeni, kdy je
nezbytné, aby se jedinec obratil ze zad na bficho. Potemnici jsou pomérné nemotorni brouci a
toto obraceni pro n¢ neni jednoduché. Déje se prevazné za pomoci nohou, které se zaptfou o

nerovnost v podkladé (to je také diivod, pro¢ jsem potemniky z aluminiovych misti¢ek, ve
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kterych se chladili, pfenesla na smirkovy papir). V obraceni potemnikiim pomahd také
rozvirani krovek a kiidel. V hromadnych chovech je vSak zcela béZnym tikazem pochroumani
krovek a predevsim zadnich kiidel pfi lihnuti z kukly. Takto postizeni jedinci maji opét

samoziejmé sniZenou schopnost otocenti, tedy relativné del§i dobu probouzeni.

Existuji 1 dal$i faktory ovlivitujici doby probouzeni z chill coma, které byly ovSem v mém
pokusu jednotné, nemohly tedy zplsobovat vysokou variabilitu. Chladovd odolnost
organismi se vnitrodruhové 1i§i podle klimatu mista, odkud dand populace pochazi
(Castaneda a kol., 2005). U octomilek (Drosophila melanogaster) z Australie byla
pozorovana vyssi chladova odolnost u populaci z vysoké zemépisné Sitky (Hoffmann a kol.,
2005). Dvé subtropické populace Drosophila subobscura mély delsi dobu probouzeni oproti

temperatnim (David a kol., 2003).

Chladovou odolnost hmyzu pozitivné ovlivituje také aklimace v teplotich 5-10 °C. Rychla
aklimace trvajici nékolik hodin zlepsi schopnost pfezivani velmi nizkych teplot; pokud se
doba aklimace prodlouzila na dobu 2 dnli, mé pozitivni vliv 1 na dobu probouzeni (Rako a

kol., 2006).

Anesteze oxidem uhliCitym prodluzuje probouzeni z chill coma u octomilek (Nilson a kol.,
2006). U potemnikil neni potfeba anestezi uZzivat, nevykazuji totiz takovou pohybovou

aktivitu.

Kromé¢ aklimace mé na rtzné parametry chladové odolnosti véetné doby probouzeni vliv
teplota chovu. Napfiiklad octomilky vychované ve vyssi teploté se probouzely déle (Rako a
kol., 2006). To samé bylo prokazano u okace (Bicyclus anynana) (Geister a Fisher, 2007) a u
ohnivacka (Lycaena tityrus) (Zeilstra a Fischer, 2005). Potemnici byli v chovani v konstantni
teploté 25 °C—27 °C. Cas probouzeni zavisi mimo jiné na teploté, ve které byli zkoumani
jedinci exponovani po dobu probouzeni (David a kol., 1998). Dobu probouzeni potemnikil

jsem méftila vzdy v teploté okolo 23 °C.

V laboratoii lze vyselektovat linie t¢hoz druhu méné nebo vice odolné k nizké teploté
(Anderson a kol. 2005). Diky tomu je mozné, Ze v jiné laboratofi s potemniky jinak geneticky
disponovanymi Ize naméfit odlisné casy doby probouzeni, ale zjisténé trendy (nartst

s expozi¢nim Casem a klesajici teplotou) by mély odpovidat.
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Chladové odolnost a odolnost proti vysychdni u octomilek spolu souviseji (Sinclair a kol.,
2007). Vsichni potemnici jsou vSak proti vysychani velmi odolni a bézné Zziji v substratu

obsahujicim pouze cca 10% vody.
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ZAVER

* Funkce zavislosti doby probouzeni na dobé expozice méla tvar odmocninné kiivky

* Doby probouzeni pfi stejné dobé& expozice byly v nizsich teplotach vyssi, jak jsem
ptedpokladala

e Zavislost doby probouzeni na teploté expozice nebyla linearni, ale bifazicka;
predpoklad, ze potemnik moucny je jednodussi model pro zkoumani fyziologické
podstaty chill coma nez rizné druhy octomilek, je tedy vyvracen

* Pouzitd metoda nejmensich malych mocnin se ukdzala jako velmi vhodné pro
modelovani zavislosti pfi variabilnich datech

» Stafi a pohlavi potemniki uspokojivé nevysvétlovalo vysokou variabilitu naméfenych
dat

o Zjistila jsem zvlastni zavislost doby probouzeni na hmotnosti potemnikd, kdy nejnizsi
hodnoty mé¢li jedinci se stfedni hmotnosti

e Znalost miry chladové odolnosti mtize pomoci pii potlacovani vyskytu potemnika na

mistech lidstvu nezddoucich (sypky, sklady potravin...)
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PRILOHY

Obrazky

Obrazek 1: Imago potemnika moucného (Tenebrio molitor)

Obrazek 2: Larvy potemnika mou¢ného — ,,moucni ¢ervi“ — se chovaji v otrubach a ¢asto se
pouzivaji jako krmivo

Obrazek 3: Na Pfirodovédecké fakulté Jihoeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich na
katedfe zoologie se potemnici chovaji ve velkych nadobach s otrubami

Obrazek 4: Plato s aluminiovymi mistickami, ve kterych byli potemnici exponovani po dobu
chlazeni

Obrazek 5: Inkubator firmy SANYO MIR153 v laboratofi PrFJCU

Obrazek 6: Vnitiek inkubatoru, kde byli potemnici chlazeni

Obrazek 7: Aluminiové misticky se ztuhlymi potemniky tésné po pteneseni z chladiciho boxu
Obrazek 8: Smirkovy papir (zrnitost 80), na kterém se potemnici probouzeli z chill coma
Obrazek 9: Jedinec potemnika mouc¢ného se snazi dostat z neptirozené polohy na zadech, ve

které se nachéazel po dobu strnulosti

Grafy

1) Zavislost doby probouzeni z +5 °C na dobé expozice prolozené¢ odmocninnou funkci za
pomoci metody nejmensich ¢tverct

2) Zavislost doby probouzeni z +5 °C na dobé¢ expozice proloZzené odmocninnou funkci za
pomoci metody nejmensich malych mocnin

3) Zavislost doby probouzeni z +2,5 °C na dobé expozice prolozené odmocninnou funkci za
pomoci metody nejmensich malych mocnin

4) Zavislost doby probouzeni z 0 °C na dob¢ expozice prolozené odmocninnou funkci za
pomoci metody nejmensich malych mocnin

5) Zavislost doby probouzeni z —2,5 °C na dob¢ expozice prolozené odmocninnou funkei za
pomoci metody nejmensich malych mocnin

6) Zavislost doby probouzeni z —5 °C na dob¢ expozice proloZzené odmocninnou funkci za
pomoci metody nejmensich malych mocnin

7) Prostorovy graf vypracovany ve statistickém programu (pouziti metody Negative

exponential smoothing) znazornuje zavislost doby probouzeni na teploté a dobé expozice
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8) Graf porovnavajici doby probouzeni prolozené jednotlivymi naméfenymi hodnotami ve
vSech péti teplotach

« Cervena +5 °C

e QOranzova +2,5 °C

e Zluta 0°C

e Zelena-2,5°C

* Modrda -5 °C
9) Graf porovnavajici doby probouzeni pro mediany jednotlivych kombinaci doby expozice a
expozicni teploty

« Cervena +5 °C

e  Oranzova +2,5 °C

e Zluta 0°C

e Zelena-2,5°C

* Modra -5 °C

10) Doby probouzeni v kombinaci teploty -2,5 °C a doby expozice 4 hodiny analyzované
dvoucestnou ANOVOU ukazuji zavislost na pohlavi a stafi

* m=samci; f=samice

* modra=2-7 dni od imaginalni ekdyze; cervena=8-11 dni od imaginalni ekdyze
11) Zavislost doby probouzeni na hmotnosti dospélych potemnikt

» Cervend=linearni regrese

* modra=kvadraticka regrese

12) Bifazicky nartist doby probouzeni s klesajici teplotou pii expozici 20 hodin
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Graf 1) Zavislost doby probouzeni z +5 °C na dob¢ expozice prolozené odmocninnou funkci

za pomoci metody nejmensich ¢tvercil
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2) Zavislost doby probouzeni z +5 °C na dobé& expozice proloZzené odmocninnou funkci za

pomoci metody nejmensich malych mocnin

29



y=97.x%:609

4000
3500 | 8
g
(@]
3000 | 2
o, o °
—— i oO
§ 2500
3 0 o o
8 2000} 5 o
o o o 8
o o 8 o o
®© 1500 |
-8 o © % o g o ©
= Oo o o} 3
1000 o 8 o
9 (@]
o 8
o o
5001 8 .
o O
O N N N N N N N N N
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

doba expozice [h]

3) Zavislost doby probouzeni z +2,5 °C na dob¢ expozice prolozené odmocninnou funkci za

pomoci metody nejmensich malych mocnin
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4) Zavislost doby probouzeni z 0 °C na dob¢ expozice proloZzené odmocninnou funkci za

pomoci metody nejmensich malych mocnin
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5) Zavislost doby probouzeni z 2,5 °C na dob¢ expozice prolozené odmocninnou funkci za

pomoci metody nejmensich malych mocnin
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6) Zavislost doby probouzeni z —5 °C na dob¢ expozice proloZzené odmocninnou funkci za

pomoci metody nejmensich malych mocnin
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7) Prostorovy graf vypracovany ve statistickém programu (pouziti metody Negative

exponential smoothing) zndzornuje zavislost doby probouzeni na teploté a dobé expozice
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8) Graf porovnavajici doby probouzeni prolozené jednotlivymi naméfenymi hodnotami ve
vSech péti teplotach

« Cervena +5 °C

e  Oranzova +2.5 °C

e Zluta 0 °C

e Zelena -2,5°C

* Modra -5 °C
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9) Graf porovnavajici doby probouzeni pro mediany jednotlivych kombinaci doby expozice a
expozicni teploty

« Cervena +5 °C

* Oranzova +2,5 °C

e Zluta 0°C

e Zelena-2,5°C

* Modra -5 °C
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10) Doby probouzeni v kombinaci teploty -2,5 °C a doby expozice 4 hodiny analyzované
dvoucestnou ANOVOU ukazuji zavislost na pohlavi a stafi
e m=samci; f=samice

*  modra=2-7 dni od imaginalni ekdyze; Cervena=8-11 dni od imaginalni ekdyze
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y = 15059-211.x+0,825.x"2
y = 2038-1,738.x
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11) Zavislost doby probouzeni na hmotnosti dospélych potemnikt
* Cervend=linearni regrese

* modra=kvadraticka regrese
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Distance Weighted Least Squares
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12) Bifazicky nartist doby probouzeni s klesajici teplotou pti expozici 20 hodin
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