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Ekologické pasti jsou takova prostredi, kterd se organismUim zdaji byt optimalni, prestoze pro jejich zZivot
nemusi byt zcela vhodna.

U vazek o osudu vodnich larev rozhoduje terestricka samice. Existuji neprimé dikazy o tom, Ze v ¢lovékem
pozménéném prostredi mohou samice ¢asto chybovat. Chybné rozhodnuti mizZe vést primo k mortalité
nebo ke sniZeni fitness.

Tato prace ma za ukol zjistit, jaky vliv ma kvalita prostredi vliv na jejich celkovou kondici larev. Bude se
tedy zkoumat rozdil vimunité larev nakladenych do skutecné vhodného prostredi a larev kladenych do
ekologickych pasti.

Metodika

Na zacatku experimentu bude na 10-ti lokalitach umisténo 30 experimentalnich klicek s larvami. Postupné,
béhem sezdny bude opakované (tfikrat) odebran vzorek 200 larev vazek (z kazdé lokality 20). V laboratofi se
tedy bude postupné pracovat celkem s 600 larvami. Po oznaceni bude kazdé larvé tfeba opatrné odstranit 1
koncetinu v oblasti kyc¢le a odebrat odtud télni hemolymfu pomoci kapdatka. Ta se smicha v uréitém poméru
s fyziologickym roztokem a bude se zkoumat pod mikroskopem. Dle poctu pozorovanych bunék se pak urci
imunita larev jednotlivych vazek.
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Abstrakt

Jednotlivé druhy si sva stanovisté vybiraji podle urcitych kritérii. Pokud tato
kritéria splfiuji, habitat se pro né stava atraktivnim. Tato bakalafska prace se vénuje
problematice ekologickych pasti, kterymi se stanovisté stavaji, pokud jsou pro jedince
atraktivni, a pfesto pro né pfedstavuji nekvalitni misto pro Zivot. Tyto pasti vétSinou
vznikaji lidskou cCinnosti. Cilem prace bylo zjistit, jaky vliv ma kvalita prostfedi
na kondici larev vazky obecné (Sympetrum vulgatum), kterym jejich habitat vybira
terestricka matka pfi ovipozici. Vyhodnoceni probihalo na zakladé poc¢tu imunitnich

bunék v jejich hemolymfé.

V teoretické €asti bylo shrnuto, ze hlavnimi faktory ovliviujici kondici larev
je predace, nedostatek potravy, znecisténi a stres, ktery je zarover dusledkem téchto
faktorl a =zaroven také pfiinou snizeni imunitnich funkci. Imunitni systém
bezobratlych funguje jak na humordlnich (latkovych), tak na buné&cnych
mechanismech, které jsou postaveny na bunkach zvanych hemocyty. Pravé
hemocyty zkouma experimentalni ¢ast této prace, a to konkrétné jejich koncentraci
v hemolymfé larev pochazejicich z rizného prostfedi. Pro vyzkum bylo vybrano 10
lokalit v okoli Sokolovska, z nichz 5 mélo pfirodni charakter a 5 predstavovalo
rekultivovana mista po tézbé& hnédého uhli. V laboratofi se pak pocitalo mnozstvi
hemocytl a granulocytd v hemolymfé larev z obou typu habitatl ve dvou terminech.
Vysledky mé prace potvrdily pfedpoklad, Ze larvy z pfirozenych lokalit disponuji
vétsim poctem imunitnich bunék, a to zejména granulocytd nez larvy
z rekultivovanych habitatd, u kterych byly navic vypozorovany mensi rozméry. Tyto
rozdily se projevily hlavné pfi druhém méfeni. Z této studie dochazim k zavéru,
Ze kvalita prostfedi ma signifikantni vliv na kondici larev vazek a tento vliv se zvySuje

s délkou expozice danému prostredi.

Porozuméni podobnym mechanismim v pfirodé je kritické pro ochranu
zivocichU a jejich prostfedi. V navaznosti na tyto poznatky je mozné utlumit vliv lidské
¢innosti vhodnymi opatfenimi a managementem stanovidt. Poznatky o imunité
bezobratlych je pak mozné pfispét k rozvoji mediciny a ochrané zemédélskych plodin

pFed Skudci.
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Abstract

Individual species choose their habitats according to certain criteria. If they
meet these criteria, the habitat becomes attractive to them. This bachelor's thesis
focuses on the topic of ecological traps. Habitats may become such a trap if they are
attractive to individuals and yet represent a poor-quality place for them to live. These
traps are mostly created by human activities. The aim of this study was to investigate
the effect of environmental quality on the fitness of dragonfly (Sympetrum vulgatum)
larvae, which inherit their habitat from their terrestrial mother during oviposition.

The evaluation was based on the number of immune cells in their haemolymph.

The theoretical section of this work summarizes that the main factors affecting
the fitness of larvae are predation, lack of food, pollution and stress, which is both
a consequence of these factors and a cause of reduced immune function.
The invertebrate immune system is based on both humoral and cellular mechanisms,
which are based on cells called hemocytes. Hemocytes are investigated in the
experimental section of this thesis, specifically their concentration in the haemolymph
of larvae coming from different environments. Ten sites in the Sokolov region were
selected for the research, 5 of which were natural and 5 were reclaimed sites after
lignite mining. The amount of hemocytes and granulocytes in the haemolymph
of larvae from both types of habitats collected on two dates was identified in
the laboratory. The results of my work confirmed the assumption that larvae from
natural sites possess a greater number of immune cells, especially granulocytes, than
larvae from reclaimed habitats. In addition, larvae from reclaimed habitats were
of smaller size. These differences were particularly evident in the second
measurement. From this study, | conclude that environmental quality has a significant
effect on the fitness of dragonfly larvae, and this effect increases with the prolonged

duration of exposure to a given environment.

Understanding similar mechanisms in nature is critical for the conservation
of animals and their environment. Building on this knowledge, it is possible to mitigate
the impact of human activities through appropriate measures and habitat
management. In addition, data concerning invertebrate immunity can contribute to the

development of medicine and pest control.
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1 Uvod

Lidska €innost ma obrovsky vliv na fungovani pfirody. Ma za nasledek napfiklad
fragmentaci a degradaci pfirodni krajiny, zvySovani primérné roc¢ni teploty
a znecisténi ovzdusi i vodnich ekosystému. Vzhledem k rozsahlosti téchto zmén
a rychlosti, s kterou se déji, je nezbytné podrobné pochopit fungovani ekosystému
v divo€iné i v urbanizovanych oblastech (Villalobos-Jiménez et al., 2016). Typ
habitatu ma zasadni vliv na kvalitu prostfedi pro vyvin vazek i ostatnich zivocicha.
Larvalni stadium je pro vazky kritické, jelikoz téméf vSechny druhy v ném stravi
nejvétsi ¢ast Zivota (McPeek, 2008). O tom, v jakych podminkach bude larva Zit,
u vazek rozhoduje terestricka matka vybérem ovipozi¢niho mista (Wildermuth, 1993).
Diky efektum lidské Cinnosti vS8ak muze narazit na fenomén zvany ekologicka past,
kdy prostfedi, které se jedinci na prvni pohled mlze zdat jako idealni, ve skutenosti

skryva nastrahy vedouci ke sniZeni jeho fitness (Schlaepfer et al., 2002).

Vazky jsou velmi citlivé na znecisténi a zmény teplot (Villalobos-Jiménez et al.,
2016). Kromé toho na né plisobi (obzvlasté v nevhodném prostfedi) také fada dalSich
faktor( ovlivilujicich jejich kondici jako je napf. stres, kompetice, predace a parazitace
(McPeek, 2008). Strategie bezobratlych na obranu vi&i patogenim a parazitim
spociva predevsim v pevné vnéjsi chitinové kostie, kratkym Zivotnim cyklu, velkém
poctu potomkl a také buné€ném a humoralnim imunitnim systému (Hyrsl, 2018b).
Imunitni systém je jak tvarny, tak citlivy vici stresu (Mangahas et al., 2019).
Zprostfedkovani imunitni reakce je fyziologicky pomérné nakladné — jsou zapotfebi
Ziviny a energie, které by jinak jedinec investoval do jinych fyziologickych funkci.
Vysoka mira parasitismu ma tak negativni dopady na fertilitu, fekunditu a délku Zivota
jedincu. Tento jev, kdy naklady na imunitni reakce maji negativni dopad na fitness

se nékdy oznacuje jako ,metabolic fitness impacts” (Beckage, 2009).

V této praci se vénuji vlivu kvality prostfedi na kondici a imunitu larev vazky
obecné. Vazka obecna (Sympetrum vwvulgatum) je druh z Celedi Libellulidae
a vyskytuje se v téméF po celé Eurasii (Hinojosa et al., 2017). V experimentalni ¢asti
jsem se zaméfila na pocCet imunocytl v jejich hemolymfé jako ukazatel kvality

imunitnich funkei.



2 Cile prace

Cilem mé prace je predstavit problematiku ekologickych pasti a jejich vliv na
kondici potomstva. Mym zamérem je popsat, jaké faktory ovliviiuji jejich celkovou
kondici a imunitu, které se chci vénovat v zavéru literarni reSerSe. Cilem
experimentalni ¢asti bylo urcit, jaky vliv ma kvalita prostfedi larev vazek obecnych na
pocget imunitnich bunék v jejich hemolymf&. Ukolem bylo porovnat pomé&r hemocytl
v hemolymfé larev pochazejicich z pfirozeného prostfedi a larev pochazejicich

ze stanovist rekultivovanych po tézbé hnédého uhli.



3 Teoreticka ¢ast

3.1 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus vazek (Odonata) méa 3 zakladni stadia — vaji¢ko, larvu a dospélce.
VajiCka samicka klade do vodniho prostfedi (McPeek, 2008). Embryo pfeziva 5-60
dni, pokud se vyviji pfimo, nebo 80-200 dni pokud podstupuje diapauzu (Tennessen,

2009). Délka zavisi pfedevsim na konkrétnim druhu a také na teploté (Corbet, 1999).

Z vajiek se vylihnou akvatické nebo semiakvaticke larvy (McPeek, 2008). PocCet
larvalnich instard se pohybuje mezi 9 a 17 podle konkrétniho druhu, dostupnosti
potravy a teploty. VétSina druht ma mezi 11 a 13 instary, které jsou vSak velmi Spatné
odliSitelné, a navic se jejich pocet maze liSit i mezi sourozenci. Nejdelsi je posledni
instar, ktery muze trvat pét dni az rok (Tennessen, 2009). Larvy vazek jsou dravé
a v nékterych ekosystémech mohou byt i na vrcholu vodniho potravniho fetézce. Zivi
se jinymi bezobratlymi, a to pfevazné dvoukfidlimi (Diptera). Nékdy se jejich potravou
mohou stat také vajicka mékkysi nebo nékterych obratlovcu, jako jsou ryby nebo
obojzivelnici (Corbet, 1999; Tennessen, 2009). Dychani pod vodou larvam
riznokfidlic (Anisoptera) zajistuji rektalni zabry a vétSiné skupin stejnokfidlic
(Zygoptera) lupinkové zabry. Ty se pozdgji metamorfézou pfeméni na vzduSnice
(Corbet, 1999). Na vyvoj larev i vaji¢ek maji zasadni vliv nékteré vlastnosti vodniho
prostfedi. Ztéch abiotickych je to teplota, pH, obsah rozpusténého kysliku,
rozpusténé latky a vysychani. Plasobi zde vSak také biotické faktory, a to hlavné
predace, kompetice, parazité a nemoci. Spravné umisténi vaji¢ek tedy hraje zasadni
roli nejen pro preziti larev, ale také pro jejich fitness (Crumrine et al., 2008; McPeek,
2008).

Dospélci vazek prochazi dvéma obdobimi — prereprodukéni a produkéni. Vzacné
také mulzeme pozorovat kratické postreprodukéni obdobi. Samicky Casto
do reprodukéni doby dospéji pozdéji nez samci (Tennessen, 2009). Dospéla faze trva
vétSinou jen par dni. Najdou se vSak také druhy, které Ziji az nékolik mésict (vétSinou
se jedna o druhy tropické). Rizné druhy vazek muzeme nalézt v Sirokém spektru
vodnich stanovist. Mohou osidlit jak velka jezera a feky, tak napf. i dendrotelmy, a to
jak permanentni, tak i sezonni (McPeek). Témér vSechny druhy vazek maji za zivot
vice partneru. Najdou se v8ak i nékteré monogamni druhy. VétSina druhd zplodi jednu
nebo dvé generace do roka, mnoho vazek je vSak semivoltinnich, a vyvoj jedné

generace jim trva vice jak rok (Tennessen, 2009).



3.2 Vybér ovipozi€niho mista matkou

Vazky, stejné jako fada jinych zivocichl, maji rGzné naroky na strukturu prostredi
pro vykonavani odliSnych aktivit nezbytnych pro jejich pfeziti, jako je shanéni potravy,
dospivani, odpocinek &i reprodukce. Obzvlasté dulezita je pak kvalita lokality pro
umisténi vajicek (proces habitat selection), jelikoz ta pfimo determinuje jejich Sanci
na pfeziti (Wildermuth, 1993). Patrné k tomu pouzivaji zrakové a hmatové vjemy
(Crumrine et al., 2008). Bylo vypozorovano chovani oznalované jako ,water-
touching®, kdy se vazky za letu lehce dotykaji substratu pod nimi pro jeho lepSi
prozkoumani. Hlavnim smyslem pro vybér mista na kladeni vajiek je vSak zrak
(Wildermuth & Spinner, 1991).

Ovipozi¢ni mista samicka vybira podle nékolika faktorl, témi jsou pfedevsSim
polarizované svétlo, rozméry vodni plochy a pfitomnost i struktura vodni vegetace
(Crumrine et al., 2008). Dulezita je také pfitomnost jedincu stejného druhu a predatorti
(Wildermuth, 1993), tu vSak vazky obecné nedokazou pfili§ dobfe detekovat. (Harabis
& Dolny, 2012). Nékteré druhy vazek (napfiklad Anax junius) kladou vajicka
endofyticky Cili dovnitf ¢asti rostlin. Vodni fléra vS8ak nemusi mit vzdy takto pfimy vliv
na vyvin nebo vyvoj jedincu. Poskytuje také vice ukrytl pro larvy a snizuje tak
pravdépodobnost predace (Crumrine et al., 2008). Ruzné druhy makrofyt také indikuji
rlznou strukturu vodniho prostfedi (Corbet, 1999). Zfejmé proto je pfitomnost
mista (Harabi§ & Dolny, 2012), samice ve vétSiné pfipadl preferuji tanky
pokryté mykrofyty pfed témi, jenz jsou jimi obklopeny méné nebo vibec
(Wildermuth & Spinner, 1991). Vazky také obecné preferuji vétsi plochy vodni
hladiny pfed menSimi (Wildermuth, 1993), existuji ale i druhy, které vyhradné preferuji

malé plochy, jako jsou louze a fytotelmy (Corbet, 1999).

Samotné kladeni pak probiha €asto na vodni hladiné v blizkosti stonku rostlin,
mechového podlozZi nebo bahna z raseliny (Wildermuth & Spinner, 1991). Samicka
vajiCka z pravidla naklade rychleji, pokud je pfi ovipozici hlidana samcem. Fitness
obou pohlavi se timto tedy zvySuje (Tennessen, 2009). U vazek bylo také
vypozorovano jisté agregacCni chovani. Pfitomnost paru v tandemu Casto laka dalSi

jedince na to samé misto a stimuluje jejich pafeni a ovipozici (Martens, 1994).

Pres vSechny tyto obecné poznatky je tfeba brat v potaz, Ze rizné druhy vazek
preferuji jina stanovisté a typy vod (maji rdzné niky)(Wildermuth, 1993). Jednotlivé
skupiny osidluji jak potoky a feky vSech velikosti, tak i stojaté vody jako jsou jezera,

rybniky, mokrady i drobné fytotelmy, litotelmy a prisaky (Tennessen, 2009). Je tedy
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zfejmé, Ze soubor znaku, podle kterych si vazky vybiraji sva ovipoziéni mista

se mezidruhové nepatrné liSi (Wildermuth, 1993).
3.3 Ekologické pasti

PFi vybéru vhodného prostiedi se organismy fidi evoluénimi algoritmy (Darwinian
algorithms), diky kterym jsou schopné rozpoznat urcité podnéty naznacujici kvalitu
prostfedi, ve kterém eventualné Ziji a plodi potomstvo. Tyto evoluéni algoritmy jsou
adaptivni a méni se v ramci evoluce a Zivotni historie druhu. Lidska ¢innost v§ak méni
pfirodu s takovou rychlosti, Ze se organismy nedokazou v€as adaptovat (Schlaepfer
et al., 2002). Zminéné podnéty tak jiz nemusi byt znamkou vysoké kvality prostiedi,
nebo jedinec dokonce za tento podnét povazuje néco jiného — zpravidla ¢lovékem
vytvofenou strukturu. Tato Spatna vyhodnoceni ¢asto dopadaji tragicky, jelikoz diky
nim se organismy dostavaji do ekologickych pasti, kieré pro né byvaji fatalni,
ba nékdy dokonce i pfi€inou zaniku celych populaci (Harabis & Dolny, 2012).
Ekologické pasti jsou soucasti evoluénich pasti, coz je SirSi fenomén na stejném
principu, jen se kromé vybéru stanovisté vztahuje i na ostatni selekce v ramci zivotni
historie, jako napfiklad vybér potravy, natasovani migrace €i rozmnozovani, pocet

potomku, vybér partnera a podobné (Schlaepfer et al., 2002).

Vazky jsou pfi vybéru vhodného stanovisté odsouzeny pfevazné na vizualni
posouzeni (Wildermuth & Spinner, 1991). Za indikator kvalitniho prostfedi povaZzuji
rozsahlou a dobfe strukturovanou makrofytni vegetaci, nedokazou vsak rozeznat
vodni znecisténi a dospélé vazky také neumi pfili§ dobfe odhadnout pfitomnost
predator( (Harabi$ & Dolny, 2012). Vazky a jini bezobratli s vodnimi larvami (vyjimkou
je Aedes aegypti) rozpoznavaji pfitomnost vody pomoci horizontalné polarizovaného
svétla, které voda odrazi (Kriska et al., 2009) a to i z vétSich vzdalenosti (Harabi$
& Dolny, 2012). Tato schopnost se nazyva pozitivni polarotaxe a vyskytuje se
u nejméné 250 druhl vodnich bezobratlych (Horvath & Kriska, 2008). Polarizované
svétlo vSak odrazi také fada antropogennich struktur, jako jsou lesténé cCerné
nahrobni kameny, asfalt, dehet, nadrze ropy a odpadniho oleje (Horvath & Kriska,
2008), které mohou byt pro nékteré druhy dokonce atraktivnéjSi nez samotna voda,
jelikoz odrazi vice polarizovaného svétla (Wildermuth & Horvath, 2005), dale také
tmavé sklenéné povrchy, lesklé Cerné fotovoltaické solarni panely (Kriska et al.,
2009), panely z plexiskla (Horvath et al., 2007), povrchy aut (zejména Cerné a Cervené
barvy) (Horvath & Kriska, 2008) a &erné plastové plachty pouzivané zejména

v zemédelstvi na ukryti Urody pfed destém a parazity (Bernath et al., 2001). VSechny



tyto a mnohé dalSi povrchy jsou soucasti takzvaného ,polarizaéniho svételného

znecisténi“ (Kriska et al., 2009).

V disledku toho pak vodni bezobratli na tyto povrchy sedaji, zejména pak
samicky, které se na né pokousi naklast vajicka (Horvath & Kriska, 2008), pfestoze
mohou mit vhodna stanovisté nedaleko. To pro né ma Casto fatalni dopady —
obzvlasté kdyz se jedna napfiklad o ropné nadrze nebo asfaltové silnice (Schlaepfer
et al.,, 2002). Bylo doloZeno, Ze pfirodni asfaltové vyrony z davné historie Zemé
fungovaly jako podobné pasti. TehdejSi zZivo€ichové — zejména bezobratli se do nich
chytali v masovém méfitku a jejich pozlstatky jsou dnes dalezitym paleontologickym
materialem (Horvath & Kriska, 2008). V tomto pfipadé se vSak jedna o ekologickou
past, jejiz vznik neni zplsobeny antropogenni &innosti. Mizeme zde tedy uvazovat
0 pojmu ,pfirodni ekologicka past® Ci ,pfirozena ekologicka past® (Schlaepfer et al.,
2002).

3.4 Faktory ovlivhujici kondici larev

3.4.1 Kompetice

Larvy vazek byvaji ve vétSiné pfipadld limitovany nedostatkem potravy diky
kompetici s jedinci stejného druhu, nebo s jinymi druhy na stanovisti (McPeek, 2008),
coz v8ak témér vzdy byvaji jiné druhy vazek. Velkou roli zde hraje velikost — vétsi
larvy jsou kompeti¢né silngjsi, nez larvy vétsi (Moore, 1964). P¥i interakci dvou larev
muzeme Casto pozorovat agresivni chovani a situace Casto dospéje az
ke kanibalismu. MenSi vazky se tak kompetici snazi vyhnout snizenim své aktivity,
coz muze vést k niz8imu pfijmu potravy a problém se tak prohlubuje. Pfitomnost
vétSich jedincu stejného druhu, nebo jinych druhu vazek tedy vede ke snizZeni fitness
(Buskirk, 1992). Pfi zménach zplUsobenych Cclovékem — napfiklad znecisténi
a degradace ekosystému, se také Casto stava, Ze ubyva specialist(, ale generalisté
jsou mnohdy schopni se pfizplsobit. To déla generalisty kompeti¢né silngjsi a tento

efekt se tak prohlubuje pravé kvuli kompetici (Villalobos-Jiménez et al., 2016).
3.4.2 Predace

Hlavni predatory larev pfedurCuje predevs8im prostfedi, ve kterém se jednotlivé
druhy vyskytuji (McPeek, 2008). Obecné by se vSak dalo konstatovat, Ze
dominantnimi predatory larev vazek jsou ryby, tésné za nimi jsou ptaci a na tretim
misté pak pfipadné obojZivelnici (Corbet, 1999; McPeek, 2008). DalSimi mohou byt
plazi, vodni brouci, ploStice a jiné vazky (a to Casto stejného druhu)(Tennessen,

2009). Ryby si Castéji vybiraji vétsSi larvy a bylo zjiSténo, ze vazky z podiadu
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rlznokfidlic (Anisoptera) jsou loveny vice druhy ryb a cCastéji nez larvy z fadu
stejnokfidlic (Zygoptera). Z ptakua byvaji nejvétsimi predatory larev vazek ty druhy,
které lovi v mélkych sladkych vodach. Co se tyCe zab, vztah predator-kofist je zde
oboustranny, jelikoz larvy vazek Casto preduji na zabich vajickach a zaby pak
v dospélosti lovi jak larvy, tak i dospélce vazek. Vnitrodruhova predace se objevuje
u vSech druhl vazek kromé nékolika malo, ze kterych v$echny patfi mezi
stejnokfidlice (Zygoptera)(Corbet, 1999; McPeek, 2008).

Béhem promény jsou vazky také zranitelné vac&i pavoukdm. Predatory dospélych
vazek mohou byt (kromé skupin jmenovanych u larev) také napf. dvoukfidli, vosy
a letouni. Dostupnost dospélct je vSak v pribéhu roku omezena, a tak je jejich
predatofi lovi ¢asto napfiklad jen pfi krmeni mladat — napf. ptaci (Corbet, 1999).
Dospélé vazky se navic mohou dostat do pasti masozravych rostlin, nebo se omylem
zachytit o trny, uponky Ci lepkavé stonky jiné vegetace (Torralba-Burrial & Ocharan,
2007).

Obranné mechanismy, kterymi larvy proti predaci bojuji jsou vyuzZivani skrysi,
strnulost, nebo také predstirani smrti. Larvy rtiznokfidlic (Anisoptera) se navic ¢asto
brani bodavymi pohyby zadecku. Pokud larvy jsou chyceny za télni pfivésky, dokazou
je odvrhnout a pozdéji regenerovat nové (Tennessen, 2009). V obdobi, kdy vazky
podstupuji metamorfézu jsou k predaci obzvlasté nachylné (Corbet, 1999). Neletalni

ucinky zplsobené predaci popisuje kapitola (3.4.4.)
Parazitace

Vazky jsou hned po rovnokfidlych (Orthoptera) nejvice napadana skupina
hromadinkami (Protozoa)(Corbet, 1999). Hostitel pozfe jejich oocysty s potravou
a uvolnéné sporozoity se usadi ve stfevé, kde zapocCnou pfijimat potravu pomoci
osmozy (Hupato et al., 2014). Hromadinky larvam zpUsobuji snizeni obsahu tuku
v téle, zhorseni létacich schopnosti (McPeek, 2008) a ve velkém mnozstvi mohou
ucpat stfedni stfevo vazky a zpusobit tak jeji podvyzivu nebo smrt (Corbet, 1999).
Proti hromadinkdm se vazky pravdépodobné brani spusténim fenoloxidazové
kaskady (viz. 3.5.5.) ve stfednim stfevé (Forbes & Robb, 2008). Na infekci
hromadinkami jsou zfejmé& nachylngjSi stejnokfidlice (Zygoptera)(Corbet, 1999).
DalSi parazité larev vazek jsou hlisti (Aschelminthes) a plosténci (Platyhelminthes),
a to obzvlasté motolice (Trematoda) a tasemnice (Cestoda)(Corbet, 1999; McPeek,
2008). VSechny skupiny jmenovanych parazitd maji sloZity Zivotni cyklus a larvy
vazek slouzi pouze jako jejich mezihostitelé. Definitivnimi hostiteli byvaji ¢asto ptaci

nebo néktefi savci, ktefi na larvach vazek preduji (Corbet, 1999).



Dospélce mohou navic také infikovat entomopatogenni houby, které jim Casto
pusobi fatalni mykézy a ektoparaziti¢ti vodni roztoci (Corbet, 1999). Rozto¢i se
pfisavaji saci trubici, ktera parazita zatne zasobovat potravou z hemolymfy. Na
to videalnim pfipadé reaguje imunitni systém hostitele melanickou enkapsulaci
(viz. 3.5.4.) saci trubice rozto¢e, coz vétsinou zpusobi jeho smrt. Na odolnost vici

parazitdm ma mimo jiné vliv také teplota pfi vyvinu (Forbes & Robb, 2008).
3.4.3 Znecisténi

Méstské vodni toky jsou Casto uzplsobené k odvadéni deStové vody do
pfirodnich vodnich tokd a nadrzi. DeStova voda vSak odplavuje také odpadky,
odpadni vody a odtoky ze silnic (Mangahas et al., 2019; Villalobos-Jiménez et al.,
2016) a pfirodni toky a nadrze jsou pak vystavené toxickym latkdm, organickému
znecisténi (v€. organickych hnojiv) a jinym naplaveninam. Navic se také méni jejich

teplota a pH (Shiddamallayya & Pratima, 2008; Villalobos-Jiménez et al., 2016).

Odpadni vody zanasi zivotni prostfedi kovy, organickymi i anorganickymi hnojivy,
pesticidy (Villalobos-Jiménez et al.,, 2016) a také farmaceutickymi latkami v€etné
hormonu a antibiotik (Oertli, 2008). Tyto latky mohou byt pfimo toxické pro organismy
veetné vazek. Tézké kovy se akumuluji v jejich tkanich a vnéjsi kostre. Pesticidy pak
mohou zpUsobit pokles aktivity larev a tim také k snizeni pfijmu potravy (Villalobos-

Jiménez et al., 2016) a také deformace a asymetrii téla (Oertli, 2008).

Znecisténi odtoky ze silnic pak popisuje studie Mangahas et al. (2019), ktera
konkrétné zkouma pUsobeni vyplavenych rozmrazovacich latek na larvy vazek.
Vysledky této studie prokazuji sniZzenou zivotaschopnost vodnich organisma
vystavenych tomuto ,zasoleni“. To zpUsobuje napfiklad zvySenou hladinu stresu,
zhorSeni kvality osmoregulace a sniZzenou odolnost vuci parazitim (Mangahas et al.,
2019).

Nékteré efekty na kondici vazek jsou podobné pro znecisténi pesticidy, hnojivy
a rozmrazovacimi soli. Vystaveni larev rozmrazovacim latkam i po méné tyden muze
znesnadnit spusténi buné€nych imunitnich reakci proti cizim strukturdm (Mangahas
et al.,, 2019). Pokles imunitniho systému Casto zpUsobuji i pesticidy (Villalobos-
Jiménez et al., 2016). V zasolené vodé je také méné rozpusténého kysliku, stejné
jako ve vodé znecisténé hnojivy, které zpusobuiji jeji eutrofizaci. Nedostatek kysliku
zpusobuje ztizené dychani organismu. Trachealni Zabry, které larvy vazek vyuzivaji
pro dychani, jsou navic pfi hypoxii velmi neefektivni. To celé vede k respiraCnimu

stresu (Mangahas et al., 2019; Villalobos-Jiménez et al., 2016).



Energii, kterou organismus vyda pro udrzeni homeostazi pfi znecisténi, by jinak
vyuzil na jiné funkce (napfiklad na reprodukci), jak to byva také u fady jinych
ohrozujicich faktort. Pokud organismus nese nasledky tohoto znecisténi a zaroven
je vystaven jinému stresoru (napf. v dusledku parazitace ¢i predace), mize to pro néj
mit fatalni nasledky (Oertli, 2008; Mangahas et al., 2019). Generalisté se tomuto
znecisténi mohou byt schopni pfizpusobit, specializovanych druht vSak v dusledku
téchto zmén ubyva (Villalobos-Jiménez et al., 2016). Kromé toho toto znecisténi maze
snizit populace jinych druhl v ekosystému a narusit tak potravni fetézec, coz ma
zpétné vliv i na larvy vazek, obzvlasté pokud se sniZi populace jejich kofisti
(Shiddamallayya & Pratima, 2008).

3.4.4 Stres

Vsechny popsané faktory mohou u jedincl vyvolat také stres. Stres mizeme
popsat jako negativni plasobeni fyzikalnich, chemickych nebo fyziologickych vliva,
které aktivuje jednu nebo vice slozek imunitniho systému. Stres mize vyvolat
naruSeni homeostazy, rozvrat fyziologickych funkci nebo dokonce i smrt. Dokazeme
rozliSit mnoho typ( stresu. Napfiklad stres teplotni, asovy, stres vyvolany parazitaci,
predaci €i zménou typu nebo dostupnosti potravy a také stres mechanicky,
zpusobeny poranénim (Hyrsl, 2018a). V pfedchozi kapitole je také popsan stres
respiracni, ke kterému dochazi pfi snizeném obsahu rozpusténého kysliku ve vodé
(Mangahas et al., 2019). Typické stresory pro vodni larvy vazek jsou nedostatek

potravy a predace (Stoks et al., 2008).

Hormony & neurohormony hmyzu, které jsou vylu€ovany béhem stresovych
situaci, pomahaiji pfipravit zasoby energie a podporuji smyslové vnimani, podobné
jako u obratlovcl. Veskera aktivita stresovych hormonl zavisi na konkrétnim
kontextu, stresoru, ¢ase a koncentraci latek (Adamo, 2012). Nékteré stresory mohou
jedince ovliviiovat nejen v Zivotni fazi, v které se v dany moment nachazi, ale také
ve fazich pozdéjsich diky pfenosnym efektim. Stres, ktery zaziva larva, mdze mit
tedy ucinky jesté na dospélce. Nékteré efekty se dokonce mohou pfenést i z matky

na vaji¢ko (Villalobos-Jiménez et al., 2016).

Stres vyvolany predaci

Kromé samotného zabiti jedince mize mit pfitomnost predatora také vyznamny
neletalni ucinek (Corbet, 1999). Larvy vazek jsou schopné vycitit pfitomnost
predatora pomoci chemickych signall, které vydavaji bud samotni predatofi, nebo
zranéni jedinci stejného druhu ¢i druhu ze stejné potravni guildy (Wisenden et al.,

1997). Pokud se v prostiedi larev vyskytuje nebezpeci predace, jsou zpravidla méné
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aktivni a konzumuji méné potravy. Casto se v&ak krmi po del$i dobu, aby na konci
dne pfijmuly stejné mnozstvi. Pfitomnost predace na né ma ovSem fyziologické
dopady, které zplsobuji, Ze jsou méné schopné konvertovat pozitou potravu
ve vlastni biomasu. U nékterych druhl se tak tempo larvalniho rastu mize snizit
o vice nez 50% (McPeek, 2008).

Stres vyvolany nedostatkem potravy

Dostupnost potravy Casto neni tak velka, aby larvy vazek rostly maximalni
rychlosti. To je zplUsobené bud malo produktivnim prostfedim, nebo vysokou
vnitrodruhovou, ¢ mezidruhovou kompetici (McPeek, 2008), ktera ¢asto vede k velké
agresivité, a dokonce i ke kanibalismu. Tomu se larvy snazi vyhnout, a tak v disledku
tohoto kompeti¢niho stresu snizuji svou aktivitu, nepfijimaji tak tolik potravy a tempo
jejich rastu se tak snizuje, stejné jako u stresu vyvolaného predaci (Buskirk, 1992).

Nedostatek potravy vSak nebyva pfilis ¢astou pfi¢inou mortality (McPeek, 2008).

Teplotni stres

Vazky jsou pomérné citlivé na zmény teplot. Pokud je jejich organismus vystaven
stresu v dusledku nevyhovuijici teploty prostfedi, muze to na né mit letalni ucinky.
Teplota ma totiz vliv na Fadu fyziologickych funkci jako je termoregulace,
metabolismus, dychani, svalova €innost, reprodukce, vyvoj (Villalobos-Jiménez et al.,
2016) a také imunita, jelikoz odolnost vic&i vnéjSim parazitdm ovliviiuje mimo jiné také
teplota pfi vyvinu (Forbes & Robb, 2008). Za zminku také stoji to, ze zvySeni teploty
prostiedi muze zpusobit vyschnuti vodni plochy (Villalobos-Jiménez et al., 2016)

a zpUsobit tak organismu také ¢asovy stres (Stoks et al., 2008).

"%

Casovy stres

Casovy stres (time stress) je zptisobeny sezonalitou, pGsobi tedy na populace
Zijici na uzemich se sezonnim klimatem. Jedinci pak musi dosahnout urcitého stadia
pfed zménou podminek, jako je napfiklad vyschnuti vodniho habitatu nebo nastup
zimniho obdobi (Stoks et al., 2008). Hmyz poznava €asovy posun v ramci obdobi
pomoci fotoperiody (Kostal, 2011). Casovy stres se typicky projevi mensi velikosti po
metamorféze nebo zrychlenim vyvinu (pokud je to mozné), kdy energii, kterou larvy
ziskaji z potravy, nasméruji pfedevSim na rust na ukor jinych funkci. To ma v8ak
mnoho dusledku. Tyto larvy jsou pozdéji vice citlivé na hladovéni, méné investuji do
tvorby imunocytl a také v dospélosti pomaleji reaguji na predatory. Jedinci, na které
v larvalnim stadiu pUsobil Casovy stres také byvaji méné uspésni pfi hledani partnera
Stoks et al.(S, 2008).
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Kombinace stresoru

Obzvlasté nebezpecné pro larvy je, kdyz na né plsobi vice stresori najednou
(Stoks et al., 2008; Mangahas et al., 2019). Pokud se napfiklad spoji Casovy stres,
na ktery larvy reaguji zrychlenym vyvinem, se stresem z nedostatku potravy, tak se
larva vyvijet rychleji nemuze, jelikoz na to nema dostatek zdroju. V takovém pfipadé
pak dochazi naopak k vyvinu pozdéjSimu. Zajimava je kombinace ¢asového stresu
a stresu predacniho. Tyto omezeni maji opét opacny efekt na Zivotni strategie vazek
— Casovy stres vyvin urychluje, zatimco predaéni stres ho zpomaluje. Pokud se tedy
objevuji zaroven, pozorujeme odliSné strategie mezi jednotlivymi druhy. Kazdy druh

si tak ur€uje, na jaké omezeni je tfeba reagovat prioritné (Stoks et al., 2008).

Stres a imunita

Je znamo, ze imunita je jak citliva, tak pfizpusobiva vici stresu (Mangahas et al.,
2019). Stresové hormony ovliviuji imunitni funkce u korysa, mékkysd i u hmyzu. Tyto
hormony se uplatiuji pfedevsim béhem ,fight or flight“ reakce. (Adamo, 2012). ,Fight
or flight* reakce probiha béhem nebezpeli a je to okamzitd a automaticka reakce
organismu, pfi které bud’ dojde k tomu, Ze se jedinec zaCne branit (fight), nebo zahaji
uték (flight)(Milosevic, 2015). Existuje velmi pravdépodobna hypotéza, Ze stresové
hormony vyvolavaji pfetvareni siti, aby si jedinec zachovaval optimalni imunitu b&éhem
zmén probihajicich v organismu. Toto pfetvareni podporuje nékteré imunitni reakce
a jiné zase potlaCuje. To vSe zavisi na konkrétnim kontextu vznikajici stresové
situace. PFfitomnost receptor( pro stresové hormony a souvisejicich vnitrobuné&nych
signalnich drah naznacuje, Ze tento efekt je adaptivni a musi tak organismu pfinaset

zvySeni jeho fitness. (Adamo, 2012)

U bezobratlych (podobné jako u obratlovcu) zacina akutni stresova reakce
rychlym uvolnénim biogennich amind (dopamin, serotonin, histamin apod.). U hmyzu
se konkrétné uvolfiuje oktopamin (OA). Ten pfipravuje organismus na energeticky
narocné ukony a podporuje svalové kontrakce a dlouhy let. Uvolfiuje se lokalné do
téch svald, které jsou v dané situaci potfeba (Adamo, 2012; Baumann et al., 2009).
OA ma také znacny vliv na hemocyty a dokaze navySovat imunni reakce — napf.
fagocytézu (viz. 3.5.4.). Na druhou stranu mize mit také efekty, které nékteré imunitni
reakce zpomaluji nebo znemozniuji — napfiklad snizovat odolnost vici nékterym
bakteriim (Adamo, 2012). U nékterych druhtd OA také navozuje behavioralni obranné
mechanismy, jako je agresivni chovani (Baumann et al., 2009). Po urcité prodlevé
organismus uvolni dal§i neuroendokrinni faktor, coz u bezobratlych byva ¢asto peptid
nebo protein — u hmyzu je to konkrétné peptid zvany adipokineticky hormon (AKH),

ktery zaktivuje zasoby energie (Adamo, 2012).
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Co se tyCe chronického stresu, jeho efekty jsou vzdy imunosupresivni Cili potlacuiji
imunitni reakce. Konkrétné snizuji expresi genl kédujicich nékteré latky
zprostredkujici imunitu, potla¢uji imunitni funkce a zplsobuji ztratu rezistence na
neékteré nemoci. Kratkodoby stres tedy mize byt nezbytny pro preziti jedince, ale
z dlouhodobého hlediska stres zplsobuje fyziologické zmény zpusobujici hromadéni
toxickych latek a vy€erpani zdroji nezbytnych molekul. Vztah stresu a imunity je navic
oboustranny — stres prokazatelné ovlivriuje imunitu a na druhé strané nékteré imunitni
reakce zpusobuji vyluCovani stresovych hormonl (Adamo, 2012; Horvath et al.,
2013).

3.5 Imunita hmyzu

Imunitu definujeme jako soubor reakci organismu na cizi struktury, nebo struktury
vlastni, které byly néjakym zpisobem pozménéné (Kucerakova, 2018). Bezobratli
zivoCichové maiji na rozdil od obratlovcli pouze imunitu vrozenou (nespecifickou)
a vprubéhu zivota se jim jiz neformuje imunita adaptibilni (specificka). Pred
samotnym napadenim se hmyz muze branit uritymi behavioralnimi mechanismy
(Siva-Jothy et al., 2005). Pokud se patogen, jeho &asti, nebo latky jim vyluGované
snazi dostat do téla hostitele, stoji pfed nimi soubor vnéjSich télnich bariér. Obranu
proti vniklym patogenim jim pak zajistuje kombinace buné&&nych mechanismu
a latkovych (humoralnich) mechanismua (Hyrsl, 2018a). Buné&na a humoralni slozka
se vSak velmi Casto prolina (D. Li et al., 2002). Stejné jako u obratlovci muzeme
i u bezobratlych imunitu rozliSovat také podle lokalizace v téle — slizni€ni imunita,
imunita stfeva, imunita dychaciho systému, pohlavnich organt apod. (Hyrsl, 2018a).
Bylo vypozorovano, Ze imunita u larev fady druh( je nejucinnéjSi v poslednim
(JH), ktery ma negativni u€inky na indukci exprese genu kédujiciho antimikrobialni
peptidy (viz. 3.5.5.)(Beckage, 2009).

3.5.1 Behavioralni obranné mechanismy

Obrana pomoci urcitého chovani je prvni pfekazkou, kterou musi patogen zdolat
pro to, aby byl uspésny (Schmid-Hempel, 2005). U ostatnich skupin Zivocichl se
muzeme setkat napfiklad s ptaim popelenim nebo s vybiranim parazitl, které
je znamo napfiklad u primati nebo nékterych ryb. Tyto adaptace jsou u bezobratlych
pomeérné malo prostudovany, pfesto zname fadu impozantnich mechanismu, kterymi

bezobratli snizuji risk parazitace (Siva-Jothy et al., 2005).
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Jednim z nich je napfiklad pfesun nebo disperze smérem od skupin ¢i populaci
s prevahou napadenych jedincu. Tento jev je velmi U¢inny a zaroven jednoduchy.
Dalsim je takzvana ,behavioralni horecka“ (behavioral fever), pfi které jedinec
védomé zvySuje svou teplotu, ¢imz znevyhodriuje parazita, ktery jiz nema vhodné
podminky pro invazi. Tato adaptace byva €asto specificky mifena na konkrétni druh
parazita (Adamo, 1998; Siva-Jothy et al., 2005). Zajimavou behavioralni obranu
pouzivaji cvrcci. Samci hlasovymi projevy lakaji samicky, mohou jimi vSak zaroven
pfilakat i nékteré parazitoidy (zejména masarky a kuklice) (Kolluru, 1998). Néktefi
cvrcci se fidi principem trade-off a bud’ hlasitost svych projevl nesnizuji, ale zvySuji
tak riziko parazitace, anebo své projevy tlumi &i vibec neprovozuji a snizuji tak Sanci
na pfedani svych genu. Najdou se vSak samci, ktefi tento princip obejdou tim
zpusobem, Ze se zdrzuji v blizkosti zpivajiciho samce a v okamziku, kdy se pfiblizi

samicka, vyuziji pfilezitosti a spafi se s ni (Siva-Jothy et al., 2005).

DalSi soubor behavioralnich jevl pak oznaujeme jako socialni imunita. Socialni
imunita je typ imunitniho systému, ktery se vyvinul u socialniho hmyzu a jedna se
o formu vzajemné spoluprace, ktera vede k potlaceni pravdépodobnosti infekce nebo
prenosu patogenl (Schmid-Hempel, 2017). Zahrnuje jednoduché mechanismy, jako
je Cisténi jedincu ¢&i hnizda, ale také slozitéjSi ukony, jako je vytvareni
antimikrobialnich latek (pfipadné jejich sbér po okoli) a jejich nasledné pfedavani
mezi zdravymi a nakazenymi zivo€ichy. DalSi impozantni jev, ktery v ramci socialni
imunity mizeme pozorovat je trofolaxe. Trofolaxe je jednostranné nebo oboustranné
pfedani zazivaciho traktu, a to bud uUstnim nebo Ffitnim otvorem. Pfedani usty
se nazyva stomodealni trofolaxe a pfedani fitnim otvorem je trofolaxe proktodeaini.

Tento mechanismus vyuzivaji napfiklad mravenci. (Hyrsl, 2018b)

Vv s

ochranu pfed poSkozenim tkani, které by zpUsobilo ztratu télnich tekutin a vstupu
patogent (Homolova, 2008). Diky velké raznorodosti skupin bezobratlych jsou i jejich
vnéjsi bariéry velmi variabilni. Hmyz chrani pfevazné pevna kutikula. U jinych skupin

se objevuji také napfiklad ulity, lastury, sliz apod. (Hyrsl, 2018a).

Kutikula je pevna, pruzna a vodotésna struktura na povrchu téla. Vznikla
z bazalnich epidermalnich bunék a muze byt pokryta mikrobialnim biofilmem (Siva-
Jothy et al., 2005). Pokryva povrch téla hmyzu a také povrch jejich travici soustavy.
Zaroven slouzi jako ,kostra“ pro uchyceni svall (Andersen, 2009). Jeji sila spociva

v procesech zvanych sklerotizace a melanizace. Oba procesy vedou k zesitovani
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protein a jejich zakladni enzymy jsou také slozky vnitfni imunity, coz znadi jistou
propojenost s hemolymfou. Kutikula se sklada z epikutikuly, exokutikuly a endokutily,

pfiCemz souhrnné oznaceni pro exokutikulu a endokutikulu je prokutikula.

Epikutikula je zpravidla velmi tenka, ale pomérné komplexni. Neposkytuje téméf
zadnou fyzikalni bariéru (jen vyjimecné muze byt tvofena silnou vrstvou vosku — napf.
u Cervcl), pravdépodobné vSak vykazuje znanou antimikrobialni aktivitu (Siva-Jothy
et al., 2005). Na epikutikulu navazuje prokutikula. Prokutikula obsahuje kanalky, které
zajistuji propojeni s okolnim prostfedim. Je diky své struktufe a obsahu chytinu velice
ucinna (Andersen, 2009). Jedina skupina entomopatogenu, ktera je schopna ji pfimo
proniknout jsou houby. Uspé&snost obrany proti entomopatogennim houbam zavisi

zejména na tloust’ce a mife sklerotizace kutikuly.

Kutikula také zajiStuje biochemickou bariérni obranu, byla v ni zaznamenana
antimikrobialni aktivita a aktivita enzymu fenoloxidaza (Siva-Jothy et al., 2005).
Fenoloxidaza je soucasti procest vedoucich k melanizaci, ktera je schopna
zne8kodnit patogeny (v€etné entomopatogennich hub)(Schmid-Hempel, 2005). Neni
v8ak jednoznacCné, zdali tento enzym nema pouze strukturalni funkci v kutikule.

V kazdém pfipadé je jeho ukolem obrana proti patogentm.

Casti, kde by patogeny mohly mit vétsi Sanci na proniknuti, jsou napfiklad
chemoreceptory, stfedni stfevo, malpigické trubice nebo reprodukéni organy pfi
kopulaci. Nejméné chranéné je vSak stfedni stfevo, jelikoz je s potravou neustale
vystaveno strukturam, které nejsou télu viastni (Siva-Jothy et al., 2005) a je potazeno
pouze tenkou kutikularni peritrofickou membranou, ktera zajistuje vstrebavani zivin
do téla. Tento pokryv je v8ak imunologicky aktivni produkuje napfiklad obranné
peptidy. (Terra & Ferreira, 2009)

3.5.3 Rozpoznani mikroorganismu

Samotné imunitni reakci pfedchazi rozpoznani mikroorganismu v téle. To probiha
pomoci receptord PRRs (Pattern Recognition Receptors)(Schmid-Hempel, 2005).
PRRs jsou peptidy nachazejici se volné v télni tekutiné nebo na povrchu bunék (Hyrsl,
2018a). Jejich hlavnim ukolem je rozpoznat charakteristické struktury na povrchu
potogenll, nebo patogeny vylu€ované (Schmid-Hempel, 2005). Souhrnné je
oznaCujeme jako PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns), pfipadné

MAMPs (Microbe-Associated Molecular Patterns).

PAMPs jsou riznorodé molekuly, mohou to byt napfiklad proteiny, glykoproteiny,

oligosacharidy, lipidy a motivy nukleovych kyselin. Do téla bezobratlych se vSak
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mohou dostat také mikroorganismy, které nejsou patogeny, ale pFesto vylucuji
PAMPs. Pro organismus jsou neméné nebezpecné, prestoze hostitelské burky pfimo
neposkozuji (Hyrsl, 2018a). Bunky diky nim umiraji, jelikoz jsou stresované
a nasledné podstupuji nekrézu (smrt). Imunitni systém organismy vyhodnoti jako
nebezpecné az poté, co zanikajici buriky vylouci vzory, které oznalujeme jako
DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns), mezi které patfi napfiklad aktin
(Srinivasan et al., 2016).

PRRs rozpoznavaji vzory PAMPs, MAMPs a DAMPs bud pomoci jejich
nespecifickych vlastnosti, jako je povrchovy naboj, hydrofobicita a dalSi, nebo
specifickych antigennich molekul jako jsou lektiny (sacharidové vazebné bilkoviny
vyskytujici se v hemolymfé a tkanich bezobratlych) nebo slozek fenoloxidazové
kaskady (viz nize). Jakmile jsou tyto molekuly rozpoznany pomoci pfislusnych PRRs,
spusti se vnitrobuné&né signalni drahy a zvysi se exprese efektorl zprostfedkujicich

buné&cnou a humoralni imunitni odpovéd. (Homolova, 2008; Hyrsl, 2018a).
3.5.4 Bunéc¢na imunita

Po rozpoznani cizorodych latek pfichazi na fadu samotna bunécna imunita.
Tu zprostfedkovavaji pouze buriky, a to konkrétné imunocity. Imunocity jsou volné
buriky a délime je na hemocyty, které cirkuluji v hemolymfg&, a coelomocyty, které se
pohybuji v coelomové tekutiné (Hyrsl, 2018a). Hemocyty se mohou uplatnit i pfi
imunité humoralni. Konkrétni imunitni reakce, na kterych se hemocyty podileji jsou
fagocytéza, enkapsulace, nodulace a hojeni ran. Tyto reakce zamezuji ztraté téini

tekutiny a vniknuti cizorodych latek do organismu (Homolova, 2008; Beckage, 2009).

Pfi aktivaci imunitni reakce mohou byt také kromé téchto volné cirkulujicich bunék
k dispozici fixni buriky, které se nachazeji v blizkosti organt a kutikuly, odkud se
v pfipadé potfeby uvolni. Na pocet a aktivitu volné cirkulujicich bunék ma vliv kromé
celkového fyzického stavu a stafi jedince (pfipadné vyvojové stadium) také

neuroendokrinni systém a pasobeni humoralnich faktord (Hyrsl, 2018a).

Morfologie imunocytl je velmi slozita a rozmanita, a tak je jejich klasifikace
doposud nejednoznacna. NejCastéji se vSak odliSuji granulocyty, prohemocyty,
plasmatocyty, koagulocyty, sférulocyty a oenocyty (Hyrsl, 2018a; D. Li et al., 2002).
Zastoupeni jednotlivych typd bunék se li§i u jednotlivych skupin bezobratlych
(Beckage, 2009). Prehlednéjsi klasifikace je tak podle jejich funkce na buriky
fagocytujici, hemostatické, pigmentové, nutritivni a progenitorové. Ctyfi zakladni
imunitni aktivity jsou pak fagocyt6za, enkapsulace, nodulace a koagulace. Koagulace

probiha navic s pomoci humoralnich faktort (Homolova, 2008; Hyrsl, 2018a). Pro tuto
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praci jsou dulezité prfedevSim granulocyty, které se fadi mezi fagocyty a jsou tedy
u nékterych druht schopny fagocytézy. Granulocyty obsahuji vezikuly a granula, coz

jsou vnitrobuné&céné vacky (Siva-Jothy et al., 2005).

Fagocytéza

organismd a provadi ji vSechny skupiny bezobratlych. Slouzi k pohlceni malého
mnozstvi cizorodého materialu a u zivoCichl s otevienou cévni soustavou ji provadi
hemocyty. U hmyzu to byvaji konkrétné granulocyty a plasmatocyty (Hyrsl, 2018a;
Schmid-Hempel, 2005). P¥i likvidaci patogend se pak uplatiiuje proces zvany
Loxidaéni vzplanuti“, vyvolany nedostatkem kysliku pfi zvySené bunécné aktivité. Pfi
oxida¢nim vzplanuti se vytvafi toxické latky — reaktivni kyslikové metabolity (RKM),
které patogen uvnitf fagolysozomu znesSkodni. Pokud vS$ak dojde k nahromadéni
RKM, muze dojit k tzv. oxidaénimu stresu, coz vede k poSkozeni proteind, lipidd
a nukleovych kyselin, které nasledné poskozuje hostitele. Tento jev vyvolavaji napfr.
latky znecistujici zivotni prostfedi nebo chemické pesticidy. U bezobratlych jsou vSak
ucinky RKM zatim velmi neprobadané. (Homolova, 2008; Hyrsl, 2018a; Kucerakova,
2018)

Nodulace

Nodulace naopak slouzi k obrané pfi vniknuti vétSiho mnozstvi patogend mensi
velikosti. Kolem cizorodého materidlu (napf. bakterie) se zacnou agregovat
hemocyty/coelomocyty do mnoha vrstev (20-30) a vytvofi tak takzvanou noduli (Hyrsl,
2018a; Kucerakova, 2018). Nodule tak zabrani dalSimu Sifeni patogenu a hemocyty
zaroven produkuji latky toxické pro patogeny. Uplathiuji se také slozky humoralni
imunity, jako je fenoloxidazova kaskada (viz. 3.5.5.), ktera vede ke tvorb& melaninu.
Mikroorganismy v nodulich hynou, nebo v nich mohou pfezivat po cely Zivot hostitele.
Mira, v jaké jsou bezobratli schopni provadét nodulaci se liSi podle jednotlivych
skupin. Napfiklad octomilka, ktera je hojné pouzivana v laboratofich, se vyznacuje

pfirozené nizkou nodulaéni aktivitou (Homolova, 2008; Hyrsl, 2018a; Beckage, 2009).

Enkapsulace

Velmi podobnym imunitnim procesem je enkapsulace. Stejné jako u nodulace se
jedna o izolaci patogenu od vlastnich tkani hostitele. Enkapsulace vSak slouzi
k obrané proti vétSim organismim, které jsou pfili§ velké na pohlceni
hemocyty/coelomocyty. Témi mohou byt napfiklad prvoci, hlisti, vajicka &i larvy
parazitd, nebo dokonce umély material (napf. sklo apod.). Enkapsulaci se tvofi

bunécéné valy, které parazita oddéli od pFistupu zivin a pfipadné ho vystavi pusobeni
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melanizace nebo reaktivnich metabolitd kysliku a dusiku (Hyrsl, 2018a; Beckage,
2009). Ve vyjimecnych pfipadech mlze byt enkapsulovany parazit vylouc¢en do vrstev
kutikuly a nasledné svle€en pfi ekdyzi (,cuticular encystment‘)(Beckage, 2009).
Reaktivni kyslikové a dusikové metabolity mohou melanizaci podporovat, nebo se na
likvidaci patogent podilet pfimo (Kucerakova, 2018). Také rozliSujeme enkapsulaci
bunéénou a humoralni, pficemz humoralni enkapsulace probiha u druh( s malym
poctem cirkulujicich bunék (Hyrsl, 2018a). Nodulace i enkapsulace mohou probihat
soucasné, a to i jako reakce na ten samy patogen. Je tak ¢asto obtiZné od sebe tyto

procesy odliSit (Homolova, 2008).

Regulace bunééné imunity

Bunécnou imunitu reguluje fada faktord. NejvyznamnéjSimi jsou rlstové
regulatory, hormony (napf. ekdyson) a metabolity. Z metabolitd jsou to napf.
eikosanoidy (okysliCené derivaty nenasycenych mastnych kyselin — napf. kyselina
arachnidova), které se uplatriuji pfi antioxidaénich mechanismech regulujicich tvorbu
RKM pfi oxidaénim stresu. Kromé regulace bunécné imunity se uplatiuji také pfi
vychytavani bakterii z hemolymfy pfi infekci, fagocytéze, nodulaci a také pfi aktivaci
nékterych humoralnich mechanismu. Eikosanoidy maji také své inhibitory biosyntézy

(u savcl napf. aspirin nebo ibuprofen). (Hyrsl, 2018a)
3.5.5 Humoralni imunita

Podil patogen, které pronikly do téla bezobratlého ZivoCicha pfes mechanické
bariéry a nebyly odstranény bunécnymi slozkami imunity je velice nepatrny. Nékteré
zdroje uvadeéji, Ze je viadu sekund fagocyty odstranéno az 99,5% téchto
mikroorganism0. Teprve zbyvajici ¢ast ma za ukol zlikvidovat humoralni imunita
(Hyrsl, 2018b).

Humoralni neboli latkova imunita je u bezobratlych zprostfedkovavana raznymi,
pro patogeny toxickymi, molekulami a také procesy zvanymi fenoloxidazova kaskada
a koagulacni kaskada, kdy se humoralni imunita prolina s bunéénou (D. Li et al., 2002;
Beckage, 2009). Molekuly humoralni imunity jsou napfiklad lysozym, lektiny,
aglutininy a antibakterialni a regulacni peptidy a jiné. Nachazi se v cirkulujici
coelomové tekutiné a hemolymfé, nebo jsou produkovany lokalné v tkanich — mohou
byt napfiklad slozkou sekretll (typicky slizu) nebo bariérnich antimikrobialnich
mechanismu na povrchu kutikuly. Tyto molekuly a slozky koagulaéni a fenoloxidazové
kaskady jsou bud vytvareny pouze pfi infekci (typicky baktericidni peptidy), nebo jsou
v organismu neustale (konstitutivng) pfitomny a jejich koncentrace se vyrazné

zvySuje v pfipadé stresovych situaci. To jsou napfiklad lektiny, lysozym, hemolin,
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aglutininy nebo také profenoloxidaza (neaktivni prekurzor enzymu fenoloxidaza).
Zastoupeni téchto molekul se méni v pribéhu vyvoje jedince a ve stresovych
situacich, jako je poranéni, setkani s patogenem a podobné (Dunn, 1990; Hyrsil,
2018b).

Lysozym

Zcela zakladni humoralni slozkou imunity je enzym lysozym fadici se mezi lyziny.
Lysozym se nachazi pfedevsim v slzach, slinach, matefském miéce a krevni plazmé
obratlovcl a télnich tekutinach a sekretech bezobratlych. Lysozym velice G¢inné nici
bunécné stény bakterii, je to tedy tkz. baktericidni faktor (Hyrsl, 2018b; Kanost, 2009).
Takto vSak pusobi pouze na grampozitivnich bakterie, gramnegativni bakterie maji
odliSnou stavbu bunécéné stény a lysozym tak dokaze pouze branit jejich rdstu

a mnozeni — pUsobi na né bakteriostaticky (Hyrsl, 2018b).

Antimikrobialni peptidy (AMP)

DalSi dllezitou slozkou jsou antimikrobialni peptidy (AMP). Existuje jich Siroka
Skala s odliSnym plsobenim a jejich zastoupeni v organismu se odviji od konkrétnich
taxonu, vyvojovych stadii i zdroju nakazy. U bezobratlych byly popsany pouze
u malého mnozstvi druha (Hyrsl, 2018b; Y. Li et al., 2012). Tyto poznatky by vSak
mohly vést ke znaénému posunu v Iékaiské medicing, jelikoz fada AMP muze mit
protinadorové ¢i antibiotické ucinky. Antimikrobialni peptidy se vétSinou rozdéluji
podle struktury a chemické stavby. Také se Casto pojmenovavaji podle taxonu,
z kterého byly izolovany, napf. diptericiny od Diptera (dvoukfidli) (Hyrsl, 2018b;
Beckage, 2009). Syntéza AMP je tkanové specificka a jeji aktivace je u hmyzu
prozatim nejlépe popsanym poznatkem tykajicim se této humoralni slozky. Aktivacni
systém syntézy AMP ma 2 signalni drahy (Toll a IMD — imune deficiency), které fidi
syntézu mensich kladné nabitych antimikrobialnich peptidi. Ty pak pusobi proti
bakteriim, virdm a houbam (Hyrsl, 2018b). Prvni signalni draha nese nazev ,Spaetzle-
Toll“ a je aktivovana primarné pfi infekci houbami a grampozitivnimi bakteriemi. Druha
draha se oznacuje jako ,Imd“ a aktivuje ji infekce gramnegativnich bakterii (Schmid-
Hempel, 2005). AMP s baktericidnimi G€inky vzdy pusobi pouze na grampozitivni
nebo pouze na gramnegativni bakterie a na opacny typ maji pouze bakteriostaticky
ucinek (Hyrsl, 2018b).

Lektiny a aglutininy

Po ATP je dalSi humoralni slozkou skupina proteint zvanych lektiny. Lektiny se
uplatfiuji jiz pfi rozeznavani vniklych mikroorganismu do téla a to tak, Ze hydrofobné

vazou specifické glycidy (Arcier, 1986). Dokazou rozeznat patogeny a parazity
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a zaroven se podileji na jejich likvidaci. Jejich syntéza u hmyzu probiha v tukovém
télese, a to po zranéni, bakterialni infekci nebo béhem metamorfézy. Dobrym
prikladem lektinu je limulin, ktery byl izolovan z ostrorepa a vyuziva se pfi testovani

lékarského materialu na bakterialni kontaminace (Hyrsl, 2018b).

Nékteré latky patfi zaroven mezi lektiny a zaroven mezi aglutininy. Aglutininy jsou
témer neprobadana skupina protein(, které lze nalézt v télni tekuting, hlenu a na
povrchu téla pfevazné vodnich, ale také suchozemskych bezobratlych. Jsou schopny
vyvolat aglutinaci (shlukovani) antigenu zvany aglutinogen, ktery se nachazi na
povrchu bakterii, vird, spermii a dalSich bunék. Plsobi také opsonizacné (Hyrsl,
2018b; Arcier, 1986), Cili navazuji na antigen castice, diky kterym se usnadnuje
navazani na fagocyty a dochazi tak ke zvySeni efektivity fagocytozy (Griffin JR, 1977).
Oba procesy provadi proti jednotlivym patogenim s rliznou intenzitou. Aglutininy také
mohou aktivovat profenoloxidazu a tim nastartovat fenoloxidazovou kaskadu

(viz nize). Navic se ucastni procesu nodulace a enkapsulace (Hyrsl, 2018b).

Koaguladéni kaskada

Velky vyznam maji také proteolytické kaskady — koagula¢ni a fenoloxidazova.
Koagulaéni kaskada je proces, k jehoz aktivaci dochazi po poranéni téméf u vSech
zivoCichll. Jedna se o srazeni télni tekutiny, které nasledné zabrani uniku hemolymfy
¢i coelomové tekutiny a pfipadné infekce. U bezobratlych probiha tak, Ze nejdfive
dojde poranénim ke stimulaci hemocytu a coelomocytu, které se nasledné rozpadaji
a uvolnhuji faktory koagulaéni kaskady — napf. srazeci proteiny koagulocyty
(koagulogeny hemocytd a coelomocytu). Timto spojenim buné&né a humoralni
imunity se proces aktivuje (Hyrsl, 2018b; Beckage, 2009). DalSi faktory koagulani
kaskady se nachazi v plazmé a jsou to proteiny sekretované vnitfnimi organy (napf.
tukovym télesem u hmyzu). Dale jsou zapotiebi transportni proteiny (lipoforiny),
hexameriny, jejich receptory a dalSi srazeci faktory (hemolektin). Jednim z ukoll
téchto latek je také vytvofit substrat pro enzym transglutaminaza, ktery provazuje
koagulacni proteiny (tvofi vazby mezi glutaminem a lyziny — napf. lysozym) a vznika
tak potfebna srazenina (Hyr$l, 2018b). Transglutaminaza je zavisla na iontech
vapniku a také katalyzuje proces polymerizace (spojovani molekul). Koagulacni
kaskada je u fady bezobratlych propojena také s fenoloxidazovou kaskadou. Enzym
fenoloxidaza totiz pfispiva k zesitovani protein(, likvidaci patogenli a melanizaci
v ,zatce“, ktera v misté poranéni nasledné vznika (Dobe$§, 2009). Zastoupeni
koagulacnich proteint a konkrétnich procesu se li§i mezi jednotlivymi skupinami
¢lenovcl, obecné se vSak vzdy jedna o enzymaticky fizeny kaskadovy proces od

srazecich proteint po nerozpustny gel koagulin (Hyrsl, 2018b).
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Fenoloxidazova kaskada

Druha dulezita proteolyticka kaskada je fenoloxidazova kaskada. Ta je dolozena
u meékkysud, korySl a hmyzu vyjma klistat. U ostatnich skupin bezobratlych chybi,
nebo prozatim neni znama (Hyrsl, 2018b). U hmyzu je vSak tento proces velice
dalezitou ¢asti imunity — jako jedna z prvnich reaguje v organismu na patogeny a bez
ni navic muze dojit k poruSe ve vyvoji jedince, protoze enzym fenoloxidaza je mimo
jiné také zodpovédny za spravnou tvorbu kutikuly (Dobe§, 2009; Andersen, 2009).
Fenoloxidazova kaskada ma v8ak mnohem vice funkci. Ma na starosti také
shlukovani vniklych bakterii, enkapsulaci, tvorbu noduli, agregaci antigenu
a opsonizaci. Cely proces je aktivovan tfemi zplsoby — poranénim, slozkami
bakterialnich stén nebo spusténim jiné imunitni reakce (Hyrsl, 2018b), coz zpUsobi
pfeménu profenoloxidazy na fenoloxidazu pomoci proteolytickych enzyma.
Vysledkem celé kaskady je melanizace (pfeména zbytki aminokyseliny tyrozinu na

polymer melanin za vzniku tmavého pigmentu)(Beckage, 2009).

Na regulaci vy$e zminénych proteolytickych kaskad se podileji serinové proteazy,
coz jsou enzymy, které Stépi peptidové vazby na mistech, kde se nachazi
aminokyselina serin, tvofici jednu ze zakladnich stavebnich slozek protein(. Serinové
proteazy jsou pak regulovany inhibitory, kterych bylo u hmyzu popsano hned nékolik.
U téchto inhibitord bylo zaroven prokazano, Ze také reguluji proteazy nékterych
houbovych patogenl. Ze skupiny proteaz maji na imunitu hmyzu vliv také
metaloproteazy — proteolytické enzymy, jez potfebuji ke své aktivité kov. Patogeny
tyto enzymy produkuji pro usnadnéni jejich invaze. Inhibitory metaloprotedz vsak

nebyly prozatim dostate¢né prozkoumany (Hyrsl, 2018b; Beckage, 2009).

3.5.6 Adaptivni imunita u bezobratlych

PfestoZze bezobratli nedisponuji adaptivni imunitou, fada druh( si vyvinula
mechanismy, které ji mohou pfipominat a podobat se pusobeni protilatek
a komplementového systému obratlovcu (Hyrsl, 2018b). Jsou tedy schopni imunizace
Cili snizovani citlivosti k nakaze pfi opakovaném setkani se stejnym parazitem
(Schmid-Hempel, 2005). Imunizace zde funguje na zékladé specificity (ktera je vSak
zaloZena na konkrétnim vztahu parazita a hostitele, nikoliv na produkci protilatek, jak
je to u obratlovcu) a imunitni paméti. Pfinejmensim kratkodoba imunitni pamét byla
prokazana u hmyzu (Insecta), houbovcl (Porifera), zahavct (Cnidaria), krouzkovc(
(Annelida) a ostnokozcu (Echinodermata). Mékkysi (Mollusca) a Hlistice (Nematoda)
ji v8ak nedisponuji. (Hyrsl, 2018b, 2018a)
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Pfikladem imunizace hmyzu je takzvany ,imunitni priming®. Jedna se o situaci,
kdy se jedinec nejprve setka s malym mnozstvim patogenu, diky ¢emuz je lépe
vyhodné udrzet jen v ramci dnl az tydnd, coz byva vzhledem ke kratkému zivotnimu
cyklu hmyzu dostacujici (Nahodilova, 2018; Schmid-Hempel, 2005). Pfikladem
dosazeni imunitniho primingu muze byt fada jevd pozorovatelnych u socialniho
hmyzu, jako je napfiklad vyména antimikrobialnich latek nebo trofolaxe. Takto

ziskanou imunitu mohou jedinci pfedat i svym potomkim.

U bezobratlych zatim imunitni priming neni ddkladné prostudovan. Zname sice
fadu pfikladd, ale jeho samotné mechanismy jsou zatim pfedmétem vyzkumu.
Je velmi pravdépodobné, ze tyto projevy znaci pfechod k adaptivni imunité, proto jsou

tyto poznatky velmi dilezité pro studium evoluce imunitniho systému. (Hyrsl, 2018b).
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4 Metodika

Na vyzkum bylo potfeba vybrat vhodnou oblast, kde jsou jak kvalitni pfirodni
stanovisté, tak potencionalni ekologické pasti, a to vtakové blizkosti, aby
se podminky v jednotlivych lokalitdch signifikantné neliSily. To vS8e spliuje
Sokolovsko, které bylo v roce 2021 pro podobné vyzkumy vybrano. Nejdfive se zde
provadél vyzkum atraktivity, ktery Iépe pomohl urcit ekologické pasti. Lokality pro nas
vyzkum se pak vyskytuji zapadné od Sokolova mezi meésty Olovi, Harbartov,

KynSperk nad Ohfi a Bfezova.

Dohromady bylo vybrano 10 rdznych mist, z nichz 5 jich predstavuje ,pfirodni

X 6 X 6

stanovisté“ a 5 ,uméla stanovisté“. Jako pfirodni lokality byly vybrany riizné tané,
jedno slepé rameno, ale také staré zraSelinélé rybniky bez rybi obsadky, které mohou

pro vazky predstavovat kvalitni biotop, pfestoze se mezi pfirodni stanovisté neradi.

Do skupiny ,umélych stanovist® pak patfi fada umélych vodnich nadrzi v okoli jezera

Medard, jez vzniklo zatopenim jamy po tézbé hnédého uhli (Gillarova et al., 2010),
podobné jako Libocké mokfady (CSOP Kyn$persko, ©2023), predstavujici dal$i

z nasSich lokalit.

Obrazek ¢.1: Mapa Sokolovska s vyznacenymi vyzkumnymi lokalitami (zdroj: mapy.cz)

1 - Citice,

2 — Medard,

3-Tyn,

4 — Josefov / U Jilmu,
5 — Annenska ves,

6 — inline Habartov,

7 — Litov (uméla),

8 — Litov (pfirodni),

9 — Libocké mokfady,
10 — slepé rameno
Kynsperk
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Nejdfive bylo potfeba nasbirat larvy vazky obecné (Sympetrum vulgatum),
respektive Sympetrum spp. To probihalo na pfirodni lokalité s ¢islem 8, u vesnice
Litov (Habartov), kde se jich pomoci sitky nasbiralo celkem 360. Nachytané larvy se
po 12 jedincich rozmistily do 30 plastovych ko$u, které byly rozvezeny mezi naSich
10 lokalit. Na kazdé lokalité tedy byly 3 experimentalni koSe obsahujici kromé 12 larev
také substrat a vegetaci z daného stanovisté a teplotni datalogger. Kose byly nakonec
ze stran i z vrchu obmotany nylonovou siti. To zajistilo, Ze larvy se nedostaly ven

a jejich predatofi zase dovnitf, zatimco potrava mohla volné prochazet.

Laboratorni prace mély probihat ve tfech terminech s pfibliznym odstupem dvou
tydna s tim, ze v kazdém terminu se ze vSech lokalit odebere 1 koS$. Diky pfed¢asné
proméné nékterych larev se vSak v druhém terminu pfivezlo do laboratofe vSech
zbylych 20 koSu. Jesté pred samotnym laboratornim zpracovanim bylo tfeba nalézt
v8echny larvy. Nejdfive se tedy na roztazeny igelit rozprostfel substrat a vegetace,
Z nichz se larvy vyjimaly do nadoby s vodou. Pokud byly larvy mrtvé, nebyl na nich
laboratorni vyzkum provadén — jejich bunky jiz mohly byt degradované. Z nadoby
jsem vzdy pinzetou odebrala po jedné larvé, kterou jsem opatrné vysusSila papirovou
utérkou a umistila do Petriho misky. Poté jsem larvé chirurgickymi nizkami odejmula
v8echny koncetiny a z rany a pomoci jednorazové kapilary odebrala pokud mozno co
nejvice hemolymfy, aby byl vzorek co nejvétsi pro pfipadné pfezkoumani. Z kapilary
jsem pak opatrné hemolymfu vyfoukla do mikrozkumavky a zfedila ji fosfatovym
pufrem (PBS) v poméru 1:10 pomoci automatické pipety s nastavitelnym objemem.
Diky PBS byly dobfe viditelné imunocyty, které se pocitaly pod mikroskopem
v nasledujicim kroku. Na to bylo za potfebi automatickou pipetou naméfit 7,5 pl
nafedéné hemolymfy a aplikovat ji mezi Burkerovu pocitaci komuarku a pfipevnéné
kryci sklicko. Pod mikroskopem nastavenym na celkové zvétSeni 400x se nakonec

spocital celkovy poet hemocytud s tim, Ze zvlast se odliSovaly granulocyty.

Diky ztratam v dusledku mortality a malému objemu hemolymfy u nékterych larev
bylo spocitanych vzorkd celkem 132 (misto zamySlenych 360), z E¢ehoz 45 z prvniho
terminu a 87 zdruhého. Jakmile byla zpracovana data o poctu hemocytu
a granulocytl, mohla se podrobit statistické analyze, kde se pocitala koncentrace
téchto télnich bunék v 1 pl Cisté hemolymfy (K) vydélenim jejich mnozZstvi (N)
objemem &tverce Biirkerovy komurky v pl a vynasobenim zvolenym zfed&nim (R).
Vzorec byl tedy: K=(N/0,2) *R

K porovnani rozdili v po¢tech hemocytu a granulocytd mezi jednotlivymi typy

lokalit byl zvolen zobecnény smiSeny model (GLMM) s poissonovym rozdélenim
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chyb. Pro kazdé opakovani byl vytvofen samostatny model, kde vysvétlovanou
proménnou byl poCet bunék a vysvétlujicimi proménnymi typ lokality (rekultivované /
pfirozené). Abychom zohlednili rozdily mezi lokalitami, jejich efekt byl zohlednén jako
nahodny faktor. Hodnoty signifikance byly testovany na hladiné vyznamnosti 0.05.
Vsechny analyzy byly provedeny v programu R verze 4.2.2., package Ime4 verze 1.7.
(Bates et al., 2015).
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5 Vysledky

V prvnim méfeni se pocet hemocytu mezi larvami z pfirozeného a umélého
prostfedi mirné lisil, tento rozdil v8ak nebyl signifikantni (x> = 1.527; p-hodnota
= 0.216) (viz. Graf ¢.1). Mezi po¢tem granulocytl byl rozdil témér nulovy (x* = 0.247;
p-hodnota = 0.619). Granulocytd se v prvnim méfeni celkové naméfilo velmi malo
(viz. Graf €.2). Vysledky druhého mérfeni jiz byly odliSné. PoCet hemocytl larev
z pfirozenych stanovist byl marginalné (téméf signifikantné) vysSi nez pocet
hemocytu larev ze stanovist umélych (x? = 3.347; p-hodnota = 0.0673) (viz. Graf ¢.3).
Signifikantni rozdil byl pak v po¢tu granulocytu (x? = 4.711; p-hodnota = 0.029), jak

znazorfiuje Graf ¢.4.

Pfi srovnani poc¢tu granulocytd a hemocytd v prvnim a druhém mérfeni bylo
zfejmé, ze celkovy pocet granulocytl stoupnul, zatimco pocet hemocytl klesnul. Tak
tomu bylo jak v pfirozenych, tak v umélych habitatech. Celkovy narast granulocytt byl
pak marginalné signifikantni (x? = 5.778; p-hodnota = 0.056). Nejvyraznéjsi byl pokles
hemocytl larev v umélém prostfedi mezi prvnim a druhym meéfenim znazornény

grafem ¢.3 (x? = 9.014; p-hodnota = 0.011).

Graf €. 1: Po€et hemocytl v hemolymfé larev pfi 1. méfeni
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6000
@ 2 -
; ; Prostiedi
E..E 20001 Pfirozené B4 P
a5 Umélé u
E =
D gy
=@ 20004
’8 E
oy

n_

Prostredi

n
median
igr

25



Graf €. 2: PocCet granulocytt v hemolymfé larev pfi 1. méreni

Poéet granulocytt v hemolymfé larev pfi 1. méfeni
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Graf ¢€.3: Pocet hemocytll v hemolymfé larev pfi 2. méfeni
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Graf €.4: Pocet granulocytl v hemolymfé larev pfi 2. méfeni
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6 Diskuze

Vysledky naseho vyzkumu ukazuji, ze pfi prvnim terminu méfeni mély larvy
vazek v hemolymfé o dost méné granulocytl a vice ostatnich hemocytd nez
pfi méfeni druhém. To je pravdépodobné zplsobeno tim, Ze hemocyty se diferenciuji
na specifické imunitni burniky (v€etné granulocytd) postupné. V této myslence mé
utvrzuje Soderhall et al., (2003) svou studii o zrani a produkci hemocytl
u bezobratlych zivoc€ichu, kde dospiva k zavéru, Zze hemocyty se diferenciuji Castecné
jiz v krvetvorné tkani, ale hlavni rozliSeni se odehrava az kdyZ jsou tyto buiky
soucasti hemolymfy. Podle Nancy E. Beckage (2008) je v pozdéjSich instarech
ucinnéjsi také humoralni imunita, a to diky poklesu juvenilniho hormonu (JH), ktery

potladuje indukci genu kodujicich antimikrobialni peptidy.

Statisticka analyza naSich vysledk( ukazala, ze v pribéhu €asu znaéné poklesl
pocet hemocytu larev v umélém prostfedi (viz. Graf €.2) a ze v pfirozeném prostiedi
se diferenciovalo vice granulocytl (viz. Pfiloha ¢.5 a Pfiloha &.6). To skute¢né
napovida o lepSi imunité larev v pfirodnich stanoviStich nez v rekultivovanych
habitatech. Dlvodud mize byt nékolik. V zatopenych dolech po t&éZbé nejen hnédého
uhli, jak je tomu na Sokolovsku, jsou z pravidla nizSi hodnoty pH a vy3Si koncentrace
tézkych kovu (pfedevsim zZeleza a manganu) (Fafilkova, 2014), které jsou toxické pro
vodni bezobratlé, akumuluji se v jejich tkanich a pusobi negativnhé na nékteré
fyziologické i morfologické funkce (Golovanova, 2008). Krom toho v téchto oblastech
také dochazi degradaci a erozi pady (Harabi§ & Dolny, 2012; Sykorova, 2004) coz
naruSuje vodni rezim a zvySuje se tak riziko vsakovani vody (Sykorova, 2004), které
larvy vazek vystavuje Casovému stresu. VSechny tyto jevy jsou pro vazky

imunosupresivni.

V pribéhu laboratorniho zpracovani jsem si také povSimla zdanlivé mensi
velikosti larev pochazejicich z umélych lokalit, coZ muze mit podobnou pficinu — podle
Golovanové (2008) nékteré tézké kovy zpomaluji larvalni rast. Stoks et al. (2008)
popisuje, ze velikost larev také zavisi na plsobeni stresu. Na vétSinu stresor(i vazky
reaguji snizenim své aktivity, diky ¢emuz pfijimaji méné potravy a zpomaluje se tak
jejich vyvin. Ekologicka past larvy mlze vystavit napfiklad stresu chemickému,
teplotnimu a respiraénimu (Stoks et al., 2008). Zména chemismu vody, zplsobena
znecidténim nejen téZkymi kovy v mistech byvalé téZby, ma totiz vliv také na jeji pH,

teplotu a mnozstvi rozpusténého kysliku (Villalobos-Jiménez et al., 2016).

To vSe také ovliviiuje druhové slozeni stanovisté, coz maze pro larvy znamenat

nedostatek potravy. Ten byva pfiCinou vnitrodruhové kompetice, ktera u vazek Casto
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konCi kanibalismem (Buskirk, 1992), coz by mohlo podavat vysvétleni, pro¢ bylo
z celkového poctu vysazenych larev v koSich nalezeno pouze necelych 40% jedincu.
Nalezenych larev bylo vzdy vice v koSich z pfirozeného prostfedi nez z umélych
habitatll, z ¢ehoz usuzuiji, ze v umélych lokalitach mély vazky skuteéné nedostatek
potravy a uchylovaly se ke kanibalismu (jini predatofi se pfes sit dostat nemohli).
V kosSich z pfirozenych stanovist bylo naopak nalezeno vice jedinct, navic v nich bylo
ale také vice mrtvych larev nez v koSich zumélych habitatd. Domnivam se,
by také souhlasilo s naSimi vysledky o vétSim poctu imunocytu larev, které prezily,
jelikoz napadené larvy, které parazitaci pfeziji, z pravidla disponuji vétsim poctem

imunitnich bunék, jak potvrzuje Alves e Silva (2013).

Z toho vyvozuiji, ze v rekultivovanych habitatech mize mit na mortalitu vliv hlavné
nedostatek potravy, vnitrodruhova kompetice a nasledny kanibalismus s tim, Ze
pokles imunitnich funkci souvisi pfedevS§im s neletalnimi ucinky stresu, zatimco na
pfirozenych stanovistich je mortalita zplsobena hlavné patogeny a parazitismem,
jelikoz neletalni u€inky parazitismu byvaji spiSe imunizacni (Alves e Silva, 2013). Tato
hypotéza by pfipadné mohla byt pfedmétem dalSich vyzkumu. Také by se dale mohlo
zkoumat v jaké mife se zhorSena imunita &i jiné projevy stresu pfenasi po proméné

na dospélce.
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7 Zaver

Vsechny cile mé bakalarské prace byly spinény. V teoretické ¢asti jsem popsala,
jak terestricka matka ovliviiuje kondici svych potomkd vybérem ovipozi¢niho mista
a navazujici fenomén ekologickych pasti. Dale jsem uvedla faktory ovliviuji kondici
larev vazek a na zavér se zaméfila na imunitu bezobratlych zZivoCichl. Také jsem

popsala, jak na sebe jednotlivé ¢asti navazuji a jaké mezi sebou maji souvislosti.

V experimentalni ¢asti prace jsme zkoumali, jak se kvalita prostfedi larev vazek
projevuje na imunité jedincl. Jako ukazatel jsme zvolili koncentraci imunitnich bunék
v hemolymfé. Konkrétné se zjistoval celkovy pocet hemocytl a zkoumalo se, jakou
¢ast z nich tvofi granulocyty. Zjistili jsme, ze celkovy pocet hemocytd mezi typy
prostfedi se nijak zasadné neliSil. Hlavni rozdil byl vS8ak v poméru granulocytl
a nediferenciovanych hemocytu. V umélém prostfedi se z hemocytu diferenciovalo
méné granulocytl nez v prostfedi pfirozeném, diky €emuz jsme dospéli k nazoru, ze
¢im déle je jedinec vystaven nekvalitnimu prostfedi, tim vice se to projevi na jeho

kondici.

Studium imunity bezobratlych ma vyuziti napfiklad v mediciné nebo agrobiologii,
a to zejména v obrané proti Skidcim plodin a kulturnich lesu, nebo také v rozvoji
chovu v€el a jinych CElovéku prospésnych bezobratlych (Hyrsl, 2018a). Z mého
pohledu by se vSak tyto poznatky mély zohledfiovat hlavné v ochrané pfirody, na

jejimz fungovani maji bezobratli zcela zasadni roli.
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