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Abstrakt

Imunitni systém predstavuje zdklad pro preziti vSech zivocichli na Zemi, miize byt ovliviiovan
faktory vnéjSiho i1 vnitinitho pivodu. Mezi vyznamné vnitini faktory patii vyvoj jedince
(ontogeneze) a reprodukéni usili jedince. V moji bakalaiské praci jsem zkoumal vliv potravy
béhem larvalniho vyvoje (ve tfetim a Ctvrtém instaru) invazniho slunécka vychodniho
(Harmonia axyridis) na jeho imunitni systém Vv dospélosti. Zkouman byl také vliv
reprodukéniho usili na imunitni systém dospélych jedinct a vliv starnuti na imunitni systém

jedinct téchto slunécek.

V prvni fazi experimentu jsem zkoumal vliv piijmu potravy béhem larvalniho vyvoje
na imunitni systém dospé€lct. Larvy, které se nachazely ve tfetim instaru, byly postupné
rozdéleny na dvé skupiny - prvni ¢ast larev piijimala potravu v podobé vaji¢ek zavijece
mouc¢ného (Ephestia kuehniella) kazdy den (potrava ad libitum) a druha polovina byla krmena
kazdy druhy az tfeti den (nastaven rezim hladovéni). Nasledujici den, po vylihnuti dospélych
jedincti byly odebrany vzorky hemolymfy a zjisténa koncentrace imunitnich bun¢k (hemocytit)
pod svételnym mikroskopem pomoci Biirkerovy komirky. Koncentrace hemocyti se mezi
krmenymi a hladovéjicimi jedinci liSila v priméru pouze o 400 hemocytti na 1 pl Cisté
hemolymfy a nebyl tak prokazéan vliv hladovéni béhem larvalniho vyvoje na bunéénou imunitu

Cerstveé vylihlych dospélct.

Ve druhé fazi experimentu byl zkouman vliv ontogeneze a starnuti na buné¢ny imunitni
systém dospélych sluné¢ek. Jedincim Harmonia axyridis byl postupné odebiran vzorek
hemolymfy ve staii 24 hodin, 30 dni a 90 dni. V téchto ¢asovych intervalech byla zjiSténa
koncentrace hemocytil dle stejné metodiky jako v prvni ¢asti. Byl prokazan vliv ontogeneze a
starnuti na imunitni systém. Primérna koncentrace hemocyti byla u 24 hodin starych jedincii
cca 9200 hemocyti v 1 pl ¢isté hemolymfy, u 30 dni starych 42000 na 1 pl ¢isté hemolymfy a
u 90 dni starych dospélch byla koncentrace 25000 v 1 pl Cisté hemolymfy. Zajimavé je, ze
oproti o¢ekavanim, pafeni béhem dospélosti vyrazné neovlivnilo koncentraci hemocyti v
hemolymf€.

Vypada to, Ze imunitni systém je velmi uzce spjat s vyvojem jedince a tato data dopliuji
larvalniho hladovéni na imunitni systém dospélcii nebyl prokazan, coz lze prikladat
pravdépodobné plisobenim fyziologickych zmén prodélanych béhem metamorfézy ¢i obecné

nizké investici do imunitniho systému béhem larvalniho vyvoje slunécek.



Klic¢ova slova: Imunitni systém, ontogeneze, slunécko vychodni, hemocyty, hemolymfa,

potrava



Abstract

The immune system, which is the basic tool for survival of all the animals living on the earth,
can be to some extent affected by factors of external and internal origin. Important internal
factors include the development of the individual (ontogenesis) and the reproductive efforts of
the individual. In my bachelor thesis, | examined the effect of food intake during the larval
development (in the third and fourth instar) of the invasive harlequin (Harmonia axyridis) on
its immune system in adulthood. The influence of reproductive efforts on the immune system
of adult individuals of this kind of harlequin has been examined just as well as the effects of

ageing on individuals' immune systems.

In the first phase of the experiment, | examined the effects of food intake during the
larval instar on the immune system of freshly hatched adults. The larvae, which were in the
third and fourth instar, were gradually taken and divided into two halves — one half of the larvae
received food in the form of flour swirl eggs (Ephestia kuehniella) every day (food ad libitum)
and the other half was fed every second or third day (set a certain starvation mode). The
following day, after hatching adult individuals, hemolymph samples were taken and
concentration of immune cells (hemocytes) was detected under a light microscope using the
Biirker chamber. The concentration of hemocytes differed between fed and starving individuals
(on average by 400 hemocytes per 1 pl of pure hemolymph), thus not proving the effects of
starvation during larval development on the cellular immunity of freshly hatched adults.

In the second phase of the experiment, the effect of ontogenesis and ageing on the
cellular immune system of adult harlequin was examined. Individuals (Harmonia axyridis)
were gradually taken a sample of hemolymph at the age of 24 hours, 30 days and 90 days. At
these time intervals, the concentration of hemocytes was observed, using the same methodology
as in the first phase. The effects of ontogenesis and ageing on the immune system have been
demonstrated. The mean hemocyte concentration in 24-hour-old individuals was approximately
9200 hemocytes in 1 pl of pure hemolymph; for 30-day-old it was 42 000 hemocytes per 1 ul
of pure hemolymph and in 90-day-old adults, the concentration was 25 000 hemocytes in 1 pl

of pure hemolymph.



Note, that nevertheless the expectations, mating during adulthood did not
significantly affect the cellular immune system.The immune system appears to be very
closely related to the development of the individual and complements this data, while
also confirming the previously studied trend of immune system development in instar
on the immune system of adults has not been demonstrated, which can probably be

attributed to the action physiological changes during metamorphosis.

Keywords: imunne system, ontogenesis, Harmonia axyridis, hemocytes, hemolymph



Cile prace

Zakladnim cilem prace je prispét novymi poznatky k vyzkumu imunitniho systému

hmyzu a faktoriim, které systém ovliviuji.

Dil¢im cilem moji bakalarské prace je teoreticky nahled do imunitniho systému
bezobratlych zivocicht, dale jsou zde vysvétleny faktory, které mohou imunitni
systém bezobratlych ovlivnit a porovnani imunitniho systému bezobratlych
s obratlovéim. Poznatky K imunitnimu systému bezobratlych zivocicht byly
zjistovany z jiz provedenych studii a experimentl (piedevsim z ¢lanka databaze Web

of Science).

Modelovym organismem je slunécko vychodni (Harmonia axyridis). Moje
bakalarska prace totiz klade diraz vedle reSer$ni Casti také na vlastni experiment.
V experimentalni ¢asti (dalsi dil¢i cil) bakalaiské prace je cilem ovéfit, ze piijem
potravy béhem larvalniho stddia dokaze opravdu ovlivnit funkci imunitniho systému
dospélych jedinci. V experimentu jsme také testovali vliv reprodukéniho sili na
imunitni systém. Vysledky praktické c¢asti jsou zaroven zpétné konfrontovany

S teoretickou Casti prace.
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1 UVOD

1.1 DileZitost imunitniho systému pro hmyz

vvvvvv

pro preziti organismi. Ve starych dobach si ho lidé piedstavovali jako neviditelny Stit,
ktery se neustale vyvijel a mél za ukol chranit jeden biologicky druh pfed jinym
druhem. Chranil tedy samotné jedince a také jejich chemickou jedinecnost. Jako
ptiklad 1ze uvést bakterie nebo plisné, které v pfitomnosti jinych bakterii vypousteji
do svého okoli inhibi¢ni latky (napf. antibiotika) a tim se chrani. Mezi nejstarsi
imunitni reakce patfi fagocytodza, kterou vyuzivaly piedevSim zminované bakterie
(ptivodné jako zptisob pfijimani potravy). V soucasnosti je fagocytdza chapéana jako
jev, pii kterém dokaze bunka pohlcovat Castice, které jsou pro bunku cizi. Zaroven
patii k pfednim reakcim imunitniho systému bezobratlych Zivoc¢ichl (Ferencik et al.

2005).

Imunitni systém hmyzu prosel dlouhym fylogenetickym vyvojem a dnes se
jednd o pomérné slozity funkéni systém. Zékladni uloha imunitniho systému
bezobratlych i obratlovct ziistava stejnd, chrénit jedince pied patogeny, negativnimi
vlivy a zajistit funkéni ochranu, kterd povede k delSimu zivotu. Mezi dalsi dulezité
ulohy patii odstrafiovani vlastnich bunék, které uz pro télo nemaji vyznam (ptedevsim
poskozené a zni¢ené buiiky). Imunitni systém bezobratlych je vybaven specidlnimi
receptory, které rozpoznaji cizorodé struktury od vlastnich, aby tak nedochazelo k
selhani celé imunity. Systém je také dilezity z hlediska prevence. Za pomoci
fagocytdzy jsou schopny buiiky imunitniho systému cizorodou struktura zcela pohltit

a zamezit tak dal§imu Sifeni (Ferencik et al. 2005).

S pochopenim principti fungovani imunitniho systému lze zlep$it naptiklad
chov bezobratlych zivocicht, ktefi se vyuzivaji v rlznych odvétvich. Naptiklad
Vv potravinafstvi (krevety) nebo také v I€kafstvi (pijavka lékaiska). V textilnim
primyslu lze od bezobratlych vyuZzivat rtizné ptirodni materidly (napf. hedvabi od
bource morusového; Brivio et al. 2005; Hyrsl, 2018b). Vyzkum principti imunitniho
systému bezobratlych bude stale velmi dileZity, mize dojit naptiklad k vyznamnému
zlepSeni kontroly Skiidcti zemé&délskych plodin a lesii, coz by vyznamné piispélo ke

zlepSeni svétové biodiverzity (Brivio et al. 2005; Hyrsl, 2018b)
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1.2 Zékladni prehled imunitniho systému hmyzu a porovnani s imunitnim
systémem obratlovci

V recentnich studii jsou vysvétlovany funkce imunitniho systému, napiiklad
rozpoznani Skodlivych latek od latek neskodlivych, dale také ochrana pted patogeny

(ty mohou byt vn&jsiho nebo vnitiniho ptivodu; Hofejsi & Bartinkova, 2005).

Pod pojmem patogen si lze piedstavit néjaky biologicky faktor, ktery muze
zpusobit onemocnéni hostitele nebo ho mize né¢jakym zptasobem ohrozit. Tyto funkce
ochrany organismtl se projevuji jako obranyschopnost, autotolerance a imunitni

dohled (Hoftejsi & Bartinkova, 2005).

Obranyschopnost je rozpoznani vnéjsich skodlivin a ochrana pied patogennimi
mikroorganismy. Autotolerance se ptfedev§im zamétuje na rozpoznani vlastnich tkani
a na jejich toleranci. Imunitni dohled dohlizi a chrani organismus pied vnitfnimi
Skodlivinami a odstraiuje staré, narusené nebo zmutované bunky. U Zivocicht také
rozpoznavame rizné druhy imunitnich mechanismu, které se déli pfedevsim do dvou
kategorii: nespecifické (vrozené) a specifické (adaptivni) imunitni systémy (Hotej$i &

Bartankova, 2005).

Nespecifické nebo také vrozené imunitni mechanismy jsou mechanismy, které
jsou evolucné starSi. Jsou tvoreny piedevSim bunikami a molekulami, které jsou
pfitomné v organismu jiz pfed reakci, proto jsou ucinné vuci Skodlivinam tak, ze
reaguji napf. na strukturu, které se podoba struktufe téchto Skodlivych patogenti

(Hotejsi & Bartlinkova, 2005).

Specifické nebo také adaptivni imunitni mechanismy jsou evolu¢né mladsi.
Tyto mechanismy se od téch vrozenych lisi tak, Ze reaguji na cizorodé ¢astice pomoci
specialnich molekul. Do specifickych reakci patfi naptiklad protilatky a specifické
receptory. Aktivuji se ihned, kdyz ptijdou do kontaktu s cizorodou ¢astici (Hotejsi &
Bartankova, 2005).

Obecné patii bezobratli zivocichové mezi nejpocetnéjsi organismy na planeté
Zemi a jsou zajimavy tim, ze disponuji pouze specifickou imunitou. V minulosti

nebyla vyzkumu imunitniho systému hmyzu vénovana piili§ pozornost (Brivio et al.

2005; Hyrsl, 2018b).
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Od ptelomu tisicileti nastal vyrazny progres ve védeckém badani o tomto
systtmu. Hmyz je jednou z nejpocetnéjSich skupin na Zemi a néktefi modelovi
zastupci jsou pro vyzkum velmi dobfe dostupni. Konkrétné se jedna o bource
morusového (Bombix mori), octomilku obecnou (Drosophilla melanogaster) nebo

také o Svaba amerického (Periplaneta americana; Brivio et al. 2005; Hyrsl, 2018a).

Za zminku také stoji to, ze vyzkumy na octomilce (Drosophilla melanogaster)
velmi rozsifily znalosti o vrozené imunité. Pfi téchto vyzkumech byly porovnany
genomy Clovéka a zminéné octomilky. Bylo dokdzano,Ze 75% genl
identifikovatelnych pro lidské geny, které koduji stavebni prvky imunitniho systému,
jsou u octomilky stejné, a proto se octomilky zacaly pouzivat Casto v 1ékaistvi pfi

selekcei 1éCiv (Brivio et al. 2005; Lemaitre & Hoffmann, 2007).

Hmyz je skupina s otevienou cévni soustavou. Otevienou cévni soustavu lze
charakterizovat jako cévni soustavu, kde télni tekutinu zastupuje hemolymfa.
Hemolymfa je pro hmyz opravdu vyzna¢nd v oblasti imunity. Je vedena drobnymi
cévami ze srdce do téla, kde se rozléva do organti. Poté dochazi k vstiebani latek z
hemolymfy, ovSem né&které latky jsou do hemolymfy také vyluCovany. Tento dg&j
prakticky probihd pomoci difuze, probiha tedy mezi tkanovym mokem, bunikami
a hemolymfou (Kodrik, 2004). Hemolymfa je télni tekutina, ktera je n€kdy bezbarva,
ovSem Casto muze byt zbarvena do Zluta. Vzacnéji muze byt hemolymfa zbarvena az
do Cervena z diivodu pfitomnosti hemoglobinu. Hemolymfa zajistuje u hmyzu hned
nékolik dalezitych funkci. Napiiklad transportuje Ziviny po téle organismu hmyzu
a transportuje 1 hormony. U nékterych druhG hmyzu, které disponuji mekkym
povrchem, se hemolymfa podili 1 na tvarovani téla. Zménou tlaku se také hemolymfa
podili na rozpinani kiidel (mechanickd funkce), pfi mechanickém zranéni nebo
poskozeni se podili na vzniku zatky, kterd je tvofena melaninem, a jsou na ni postupné
nabalovany krevni buiiky, kterou ranu postupné ucpavaji (zastava krvaceni). Déle se
hemolymfa podili na obrannych funkcich, rezervuje vodu pro organismus a zajist'uje
termoregulaci. Hemolymfa také casto obsahuje ,antifeedanty®, které odpuzuji

potencionalniho predatora (Kerkut & Gilbert, 1985; Kodrik, 2004).

Bariéry pred vstupem patogent do téla hostitele rozlisSujeme celkem dvée. DéEli
se na bariéry vnéj$i a vnitini. Vnéjsi bariéra zamezuje vstupu patogent do organismu

a je tedy v pfimém kontaktu s vnéjS$im prostiedim. U téla bezobratlych tvoti vnéjsi
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bariéru kutikula, kterd je velmi pevna a tvofi ,,pokozku‘ hmyzu. U obratlovct se jedna

o kizi a sliznice (Toman, 2009).

Hlavnim principem fungovanim vnéjSich bariér je, ze dojde k vyhodnoceni
patogenu na receptorech, které ho vyhodnoti na bazi chemickych vlastnosti, nebo
na zaklad¢ fyzikalnich vlastnosti povrchu. U hmyzu tomu dopomaéhaji latky, kterou
jsou povahy bilkovinné a nazyvaji se odbornym nazvem lektiny. Ty funguji tak, ze
rozeznaji glycidy, coz jsou latky, které jsou vzdy pfitomny v bunécné stén¢ bakterii.
Pokud dojde k proloment této bariéry, nastupuje na scénu specificka nebo nespecificka
imunitni reakce. Tyto reakce se fadi mezi vnitini bariéry (Wigglesworth,

1972; Kodrik, 2004)

Nespecificka imunita je charakterizovana tak, Ze je vrozena a je tedy
zakodovand v DNA. Reakce funguje spontdnné bez imunologické paméti.
Znamena to tedy, Ze reakce se stale opakuje, prib¢h je vzdy naprosto totozny, jelikoz
je zde absence imunologické paméti. Jak jiz bylo dfive zminéno, nespecifickou
imunitu tvofi pfedevsim imunitni buiikky a humoralni komponenty. Imunitni bunky se
u bezobratlych nazyvaji hemocyty a déli se na pét az Sest typu, ale déleni téchto typt
neni zatim ve védeckeé literatute sjednocené. U obratlovcil se imunitni butiky nazyvaji
bil¢ krvinky (leukocyty), které se také déli na né€kolik typl. Leukocyty lze
charakterizovat jako bilé kulovité utvary a déli se na agranulocyty a granulocyty.
Dalsim komponentem, ktery se podili na imunitnim systému obratlovci, jsou krevni

desticky (Wigglesworth, 1972; Kodrik, 2004; Toman, 2009).

Krevni desticky nemaji jadro a Ziji maximalné nékolik dnl, u obratlovecl
pomdhaji a urychluji srdZeni krve pfi poranéni, princip je jednoduchy, jedna
se 0 nahromadéni velkého mnozstvi téchto krevnich desticek, které vytvoii sraZzeninu
a zalepi misto, odkud dochazi k niku télnich tekutin, konkrétn€ krve. Obdobny jev se
také vyskytuje u bezobratlych zivocichi a nazyva se koagulace (Toman, 2009).
Koagulace nastava prakticky ihned po poranéni. U bezobratlych se koagulace ucastni
diferencované hemocyty z tzv. prohemocytt, na rozdil od obratlovct, kde se koagulaci
ucastni krevni desticky. Poté dochazi k migraci hemocytii do mista poranéni, kde se
hemocyty seskupi a zalepi vzniklou ranu. Vytvori se zatka, kterd brani zbyte¢nému

uniku dalSich télnich tekutin z té€la (Turner, 1994; Nation, 2002).
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Nespecifickou reakci je konkrétné¢ fagocytdza, kterd je definovana jako
imunitni reakce, pti které dochazi k postupnému pohlcovani cizorodého organismu
nebo-li patogent. Princip fagocytézy se u obratlovci a bezobratlych moc nelisi,
rozdilem jsou vSak buiiky, které u obou skupin organismu fagocytozu aktivuji (Turner,

1994; Nation, 2002).

Specificka imunitni reakce (absentovana u bezobratlych) je zajiSténa
u obratloveti pomoci lymfocytti a natural Killers (NK) bun¢k. Lymfocyty jsou déleny
na dva druhy, Lymfocyty B a T. Lymfocyty B, které se jesté nesetkaly s urCitym
patogenem jsou vybaveny specifickymi receptory, které patogen pozdéji umi velmi
dobfe rozeznat. Lymfocyty T se specializuji na rozpoznavani antigent na povrchu
patogend. Miizeme je také nazvat pamétovymi buiikami (Toman, 2009). NK bunky
jsou imunitni buriky, které se nazyvaji ptirodnimi zabijeci a specializuji se pfedevsim
na obranu pied viry nebo proti potencidlnim nddorovym buikdm (Hofejsi &

Bartiinkova, 2005).

Pfi rozpoznani patogenu a vyhodnoceni, ze se jedna o hrozbu organismu, se
zacnou lymfocyty postupné mnozit a presouvat tam, kam je potieba a kde hrozi
potenciondlni hrozba (Jelinek & Koudela, 2003). U obratlovch existuji specifické
organy, které obsahuji velké mnozstvi také lymfocytl (n¢kdy také dal$ich imunitnich
bungk), které tvoii pro tyto buniky vhodné prostiedi. Jmenovité jde o brzlik (thymus),
kostni dien, slezina a lymfatické uzliny, kde se tyto buniky opravdu v hojném mnoZzstvi

vyskytuji a také zde vznikaji (Hofejsi & Bartinkova, 2005; Oku et al. 2019).

Velmi dileZitym rozdil mezi imunitnim systémem obratlovcl a bezobratlych
je také fenomén socialni imunity. Socialni imunita zajist'uje jedincim spoustu vyhod.
Mezi hlavni vyhody patii predev§im leh¢i shanéni potravy, lepsi obrana pted predatory
nebo také Casto dochazi k redukci vyskytu nemoci a patogentl. Socialni imunita se
ovSem nevyskytuje u vSech skupin bezobratlych, ale pouze u vybranych skupin.
Typickym piikladem hmyzu se socialni imunitou jsou naptiklad v¢ely nebo mravenci.
Socidlni imunita je jakousi kompenzaci, jelikoZ bezobratli se socidlni imunitou
maji 0 mnoho mén¢ imunitnich gend nez jiné skupiny (naptiklad octomilky nebo

komafi; Cremer & Sixt, 2009; Hyrsl, 2018b).
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1.3 Bunéény imunitni systém hmyzu, jeho podobnosti a odli$nosti od
obratlovci

Bunéénd imunita hmyzu je zprostfedkovana pomoci imunitnich bunék, které
nazyvadme hemocyty. Volné¢ se vznasi v hemolymf€ nebo jsou ulozené v tukovém
télese (Turner et al. 1994). Hemocyty jsou diferenciovany ze stiedniho zarode¢ného
listu (mezodermu). Casto vznikaji délenim ve specifickych organech, které byvaji
v oblasti srdce. Tyto orgdny vSak nejsou pfitomny u vSech druhi
bezobratlych, ze studii bylo dokézano, ze u nékterych druhti plostic tyto organy zcela
chybi (Wigglesworth, 1972; Kodrik, 2004). Po¢et hemocytii u bezobratlych kolisa.
Zavisi tedy predevsim na druhu, na jeho velikosti a vyvojové fazi Zivota, ve kterém se

jedinec momentalné nachazi (Turner et al. 1994; Nation, 2002).

Rozdéleni hemocyti bylo v minulosti v literatufe velmi komplikované
z diivodu velké rozmanitosti morfologie téchto bunék (Turner et al.1994). Nakonec se
klasifikace ustdlila na pét az Sest druhd. Mezi tyto druhy patii: prohemocyt,
plazmatocyt, granulocyt, koagulocyt, oenocytoid, adipohemocyt a spherulocyt (Gupta,
2002). Prohemocyt lze charakterizovat jako kulovity atvar velmi malych rozmért.
Rozméry se téchto imunitnich bunék pohybuji v fadu par mikrometrti, vétSinou 6-9
um. Jsou velmi podstatné z divodu, ze z nich ve specifickych organech, které se
vyskytuji ¢asto v oblasti velké hibetni cévy, vznikaji ostatni druhy hemocytt (Turner
etal., 1994). Plasmatocyt je druhem hemocytt, ktery je v hemolymf€ hojné zastoupen,
vétsinou z 85 % a byva nékdy rozdélen do nékolika poddruht (znaci se P1 — P4 a lisi
se velikosti a tvarem). Jedné se ptedevSim o buiiky kulovitého tvaru, vyjimkou jsou
tzv. P4 plasmatocyty, které vykazuji vietenovity tvar (Turner et al., 1994). Granulocyt
se 1i$i od ostatnich typl hemocytl svou velikosti, je pomémé velky. Velikost
se pohybuje vétSinou v fadu par desitek mikrometrti, ¢asto 10-30 um (Turner et al.,
1994). Oenocyt je imunitni buikou velmi podobnou granulocytiim, ovSem je Casto
0 né¢kolik mikrometrt jesté vétsi (Turner et al. 1994). Koagulocyt je velmi nestabilni
imunitni bunikou, ktera vznika pifi koagulacni kaskade. Pti pozorovani si u koagulocytu
1ze v§imnout pouze velmi malého jadra, které je kulatého tvaru (Turner et al. 1994,

Nation, 2002).

Buiikky imunitniho systému obratlovc se nazyvaji leukocyty nebo-li bilé
krvinky. Bilych krvinek Ize rozdélit na n€kolik druhti, ovSem vSechny druhy pochazeji
z kmenovych bunék, jez jsou v malém poctu pfitomny v kostni dfeni po cely Zivot

jedince. Z kmenovych bunék vznikaji hlavni dvé linie-lymfoidni a myeloidni. Zastupci
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myeloidni linie jsou monocyty a granulocyty, jsou hlavnimi komponenty nespecifické
imunity. U lymfoidni linii se jmenovité jedna o lymfocyty typu B, T a NK lymfocyty
(Hoftejsi & Barttiikova, 2005).

Lze tici, ze princip bunécné imunity je u obratlovcl a bezobratlych zivocicha
velmi podobny. Bunécnou imunitu zajist'uji u obou skupin zivoc¢ichli imunitni bunky,
které se ovSem nazyvaji jinak. Imunitni buiiky jsou casto shromazdovany
ve specifickych organech, kde dochazi k dozravani. U obratlovcii jsou shromazd’ ovany
naptiklad v kostni dieni nebo brzliku. U hmyzu jsou shromazd’ovany v oblasti horni
hibetni cévy a také v tukovém télese. V malém mnozstvi se mohou vyskytovat také

v hemolymf€ (Turner et al. 1994).

Mezi hlavni reakce bunécné imunity vSech organismt patii fagocytdza,
enkapsulace a nodulace (podrobnéji jsou tyto reakce popsany nize v textu). Ve vSech
ptipadech se jedna o postupné pohlcovani patogenli pomoci imunitnich bun¢k nebo
dochazi k postupnému obklopovani imunitnimi butikami. Zamér je jasny, cizorodou
strukturu zni¢it a zamezit tak hrozbam, které by mohly vést ke kolapsu organismu

(Hotejsi & Bartiiiikova, 2005).

1.4 Humoralni imunitni systém hmyzu, jeho podobnosti a odliSnosti od
Obratlovcii

Humoralni imunitni systém hmyzu je zaloZen na latkach, které jsou zastoupeny
V hemolymf€ a s tim spojenych nebunécnych reakcich. Zminované latky jsou Casto
produkovany pomoci tukového télesa nebo pomoci hemocyti (Kodrik, 2004). Nelze
proto piimo vytvaret ostrou hranici mezi bunéénym a humordlnim imunitnim

systémem (Kerkut & Gilbert, 1985; Kodrik, 2004).

U bezobratlych zivocichli tvofi humordlni imunitni systém konkrétn¢ dveé
proteolitické kaskady: koagulaéni a fenoloxiddzova kaskada. Nedilnou soucdsti
humoralni imunity jsou také lysosomy, lektiny, antibakteridlni a regulacni peptidy
(Kurtz & Armitage, 2006; Hyrsl, 2018b). Lysosym je podstatnym komponentem
humoralniho imunitniho systému. Vyskytuje se u bezobratlych 1 u obratlovci. Hlavni
ulohou lysozymu je pii rozeznani cizorodého organismu postupné naruSovani jeho
bunééné stény a zamezeni dal$iho Sifeni cizorodého organismu (Kurtz & Armitage,
2006; Hyrsl, 2018b). Lektiny jsou skupinou latek patiici do bilkovin, které funguji tak,

Ze pomoci tzv. glycidl jsou schopny rozeznavat cizi struktury. Vznikaji v tukovém
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télese po poranéni a podili se tak na destrukci patogenti. Vyskytuji se také u obratlovcii
(Kurtz & Armitage, 2006; Hyrsl, 2018b).Dalsim zajimavym komponentem humoralni
imunity bezobratlych a obratlovcl jsou aglutininy. Opét se jedna o skupinu latek
bilkovinného ptivodu. U téchto aglutininii byla zaznamenana rizna imunitni intenzita,
ktera zavisela na vyskytu patogent. Nevyskytuji se pouze v téle bezobratlych
zivocichd, ale vyskytuji se ¢asto na povrchu téla nebo také v t€lnich tekutinach (Hyrsl,
2018b). U obratlovch tvoii humoralni imunitni systém komplementovy systém. Pod
pojmem komplement si Ize piedstavit soubor proteini a glykoproteint.
Komplementovy systém je spustén pomoci komplementovych kaskad, které tvofi
ochranu pfed cizorodymi organismy. Setkame se zde také s tzv. oOpSonizaci.
Opsonizaci Ize definovat jako déj, ktery pfedchazi fygocytoze, pii kterém dochazi
k navazani komplementu na cizorodé organismy. Tento jev zpusobuje leh¢i
pohlcovani a niceni bunék a cizorodych organismti. Komplementovy systém je velmi
dalezity také pii eliminaci nadorovych bunék a pfi tvorbé zanétu. Zanét je odpoveéd
organismu na poskozené tkan¢, nejprve probihd lokalné a poté pomoci systémové

odpovédi (predevsim jde o hore¢ku apod.; Sterzl, 2005).

1.5 Prehled imunitnich reakeci hmyzu

U skupiny hmyzu se lze setkat s n€kolika imunitnimi reakcemi, které brani télo pred
napadenim cizorodych organismil. Lze je rozdélit do n¢kolika kategorii: vné&jsi bariéry,
vnitini bunééné a humordlni komponenty. Bunééné a humordlni komponenty
reprezentuji rizné typy imunitnich reakci, ovSem vétSinou spolu velmi dobie
spolupracuji. Zda-li se jedna o bunécnou nebo humoralni odpovéd’ zalezi na tom, ktera

slozka pfevazuje na konci imunitni reakce (Turner, 1994; Nation, 2002).

1.5.1 Bunééné reakce
Vibec nejvyznamnéjsi bunéénou reakei je fagocytdza, kterd je pritomna u vSech
bezobratlych organismti. DalSi reakce jsou: enkapsulace, hojeni ran, nodulace

a koagulace (Turner, 1994).
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1.5.1.1 Fagocytoza

Fagocytoza byla ptivodné reakci pro piijimani potravy, ovSem postupnym vyvojem
byla nahrazena dokonalejSim travenim, a tak jiz byla pro piijimani potravy zbytecna.
Fagocytoza se stala zakladni bunénou odpovédi eukaryotnich organismt.
U bezobratlych zivocichii se jednd o prvotni reakci, kdy dochazi ke stietu s patogenem.

Fagocytoza je proces, ktery probihd v n¢kolika fazich (Turner, 1994).

Prvni fazi fagocytozy je tzv. chemotaxe. Chemotaxe se da popsat jako rychly
jednosmérny pohyb fagocyti smérem k cizorodé latce, aby ji co nejdiive pohltily.
Rozpoznani cizorodych latek je zde klicovy faktor a bez néj by fagocytdéza nemohla

fungovat (Gupta, 2002).
Receptory

Povrchové receptory jsou velmi dilezitym komponentem fagocytéozy z divodu
shlukovani bunék a pfijimani potravy. Tyto povrchové receptory dohlizi nad pohybem
bunék. U bezobratlych Zivo€ichil byly na povrchu imunitnich bunék nalezeny rtizné
druhy receptorti, které umi rozeznat lektiny. Receptory u obratlovcli maji stejnou

funkeci a pracuji velmi podobné (Gupta, 1997).
Cytoskelet

Cytoskelet je dalSim dilezitym komponentem fagocytézy. Pfedev§im ohranicuje
plazmatickou membranu a udava tak tvar imunitnich bun&k. Dale také pomaha
S upevnénim receptorll a transportuje mediatorovu ribonukleovou kyselinu (mRNA).
Cytoskelet je tvofen né€kolika vldkny bilkovinné povahy (napftiklad bilkovina aktin,
mikrotubuly apod.; Gupta & Campenot, 1996). Fagocytdza je tedy obecné odpoveéd’
na reakci imunitnich bun¢k (Gupta, 1997).

Ve druhé fazi fagocytozy dochazi ke stietu imunitnich bunék s cizorodym
organismem a také dochazi k jejich naslednému spojeni. K rozpoznani cizorodého
organismu muiZze pomoci také povrchovy naboj, ale standartné¢ dochéazi k rozpoznani
cizorodych latek pomoci receptorti (Turner, 1994).

Pokud tedy dojde k vyhodnoceni ¢astice jako cizorodé, nasleduje posledni faze
fagocytdzy. Zde dochazi k postupnému pohlcovani cizorodé¢ latky fagocytem. Fagocyt
zacne buiiku postupné obklopovat a umistovat ji do fagocytujici vakuoly. Zde jsou

potom ¢asti bun¢k patogenu traveny pomoci enzymd, kyselin apod. (Turner, 1994).
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1.5.1.2 Nodulace

Nodulace je d€j, ktery se spousti pii vniknuti velkého mnozstvi cizorodych organismi
do téla bezobratlého. D¢&j spociva ve vytvareni noduli, coz jsou tzv. kapsule nebo
piihradky, které vznikaji nahromadénim hemocytt a dochézi zde k aplnému obklopeni
bunky (struktury) cizorodého pivodu. Hlavnim smysl nodulace spoc¢iva v tom, aby se
patogen dale v téle nesifil a nezpisoboval organismu dalsi komplikace (Kurtz &

Armitage, 2006; Hyrsl, 2018b).

1.5.1.3 Enkapsulace

Princip enkapsulace je d€j podobny nodulaci. Opét dochdzi k obklopeni cizorodé
buiiky nebo struktury, aby se minimalizovalo zatiZzeni organismu. K enkapsulaci
dochazi pouze tehdy, pokud se jedna o velké mnozstvi cizorodych buné€k, na které jiz
nesta¢i samotna nodulace nebo pokud se jedna o jednu cizorodou strukturu velkych
rozmérd. Hemocyty v tomto piipad¢ nejsou schopny patogen dostatecné pohltit
a zlikvidovat. Vznika zde obal, ktery se nazyva kapsule. Enkapsulace se d€li na
humorélni a bunéénou. Pro obé formy je spolecné to, Ze je patogen rozeznan
a postupné obalen, po urcité dobé€ dojde k vytvoreni kapsule. Bunééna enkapsulace se
lisi tim, ze je kapsule obalend melaninem. V kapsuli je cizorodd bunka naprosto
obklopena a ptisobi na ni n¢kolik faktort, které vedou k postupné likvidaci (napiiklad

reaktivni metabolity kysliku a dusiku; Kurtz & Armitage, 2006; Hyrsl, 2018b).

1.5.2 Imunitni reakce na pomezi bunééné a humoralni imunity

1.5.2.1 Koagulaé¢ni kaskada

Ke koagulacni kaskadé u bezobratlych dochazi v ptipadé poranéni, aby nedochazelo
ke zbyte€nému uniku tekutin z téla. Je tfeba zminit, Ze koagulacni kaskada je na
pomezi mezi bunéénou a humoralni imunitou, z divodu pribéZzného rozpadu imunitni
bun¢k, konkrétné¢ tedy hemocyti a pulsobeni humordlnich komponentl pii

reakcich (Stanley-Samuelson & David, 1991; Hyrsl, 2018b).
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Tim tedy dochazi k vytvofeni bilkovinné zatky, kterd poranéné misto ucpe
azamezi Uniku tekutin. Obecné koagulacni kaskdada dobfe spolupracuje
s fenoloxidazovou kaskadou a toto propojeni je ukazkovy piiklad toho, jak spolu
spolupracuje buné¢na a humoralni imunita (Stanley-Samuelson & David, 1991; Hyrsl,
2018Db).

1.5.2.2 Fenoloxidazova kaskada

Fenoloxiddazova kaskdda mize byt spusténa stejné¢ jako u koagulacni kaskady
poranénim nebo stfetem s bunkou cizorodého organismu. Dilezité je zminit, ze tato
reakce se nevyskytuje u vSech bezobratlych zivocichli, vyskytuje se predevsim
u skupiny koryst, mékkyst a hmyzu. V minulosti bylo dolozeno, ze fenoloxidazova
kaskada se nevyskytuje naptiklad u skupiny klistat. Podstatou této kaskady je
aktivovani enzymu fenoloxiddzy, ktery katalyzuje a dochdzi k tvorbé melaninu.
Konkrétné je tedy tato reakce spusténa pomoci slozek, které se vyskytuji ve sténach
bakterii a dochazi k postupné pfeméné na fenoloxidézu, kterd je v aktivni formé (Hyrsl,
2018b). Kone¢ny bod reakce tvoii tedy vznik melaninu, ktery v praxi lze zaznamenat

tmavym zbarvenim (Turner, 1994; Gupta, 2004).

1.6 Faktory ovliviiujici imunitni systém hmyzu

Pteziti organismu zavisi na mnoha podminkach. Hmyz je obzvlasteé uspesny v adaptaci
na environmentalni stres, a proto jsou mechanismy stresového vniméni a reakci
dilezitymi otdzkami. Odezvy hmyzu na stres jsou témata intenzivniho studia (Clark &
Worland, 2008; Teets et al. 2011). Fyziologické déje, kam spada i imunita hmyzu, jsou
ovlivilovany celou fadou faktorti. Faktory, které mohou imunitni systém ovlivnit
negativnim i pozitivnim smérem, Ize rozdélit do nékolika skupin. Konkrétné je
imunitni systém hmyzu ovlivnén faktory biotickymi a abiotickymi. Do biotickych
faktort spadaji predevsim potrava a jeji dostupnost, populaéni hustota (denzita) a tlak
patogend na hostitele (Kodrik, 2004). Stresort, které na jedince negativné ptisobi,
muze byt najednou i nékolik. V tomto piipadé jde o synapsi nékolika stresorti zaroven,
to je v prirod¢ velmi obvyklé. Jako dalsi vyznamny faktor 1ze zaradit vliv okolniho

zivotniho prostfedi (Dinh & Stoks, 2016).
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1.6.1 Biotické faktory ovliviiujici imunitni systém hmyzu

1.6.1.1 Potrava

Mezi biotické faktory bychom mohli zaradit naptiklad dostupnost potravy. Je ziejmé,
ze kvalitni potrava a jeji dostatené mnozstvi pozitivné ovliviiuje vyvoj jedinct
(Kodrik, 2004). U vétsiny bezobratlych Zivodich velikost téla vyplyva Casto z
genetickych predispozic v kombinaci s plasticitou plynouci z kvality vyzivy. Lze fici,
ze pii pfijiméni vétSitho mnozstvi potravy by meélo byt télo jedince vétsi. OvSem
existuji také nekteré vyjimky, naptiklad u nékterych motylt vede pfijimani mensiho
mnozstvi potravy spise k prodlouzeni vyvoje nez ke zmenSeni téla v dospélosti (Kerkut

& Gilbert, 1985; Kodrik, 2004).

Jelikoz je ptisun potravy v ptirodé ¢asto omezen, stava se, ze jedinci jsou vystaveni
hladovéni, coz zpusobuje fyziologicky stres (Metcalfe & Monaghan, 2001). Vznikl
také nazor, ze snizena koncentrace proteinu v hemolymfé je pravdépodobné podstatné
ovliviiovan hladovénim (Handke et al. 2013). Hladovéni muze také zpusobit reakci,
ktera slouzi k tomu, aby jedinec minimalizoval rychlost svého metabolismu, a tim
investuje energii do imunitniho systému, protoze poticbuje piezit (Guppy &
Kohoutek, 1999; Marshall & McQuaid, 2010; Storey, 2015). Studie, ktera se vlivem
potravy na imunitni systém hmyzu zabyvala, prob&hla na larvach Sidélka paskovaného
(Puella damsel). Zde byli jedinci v riznych larvalnich instarech vystaveni dennimu
prisunu potravy, ptisun byl bud’to vysoky nebo velmi maly. Pfredpoklad byl takovy, ze
pfisun menSiho mnoZstvi potravy bude mit na jedince negativni vliv. Vysledky byly
takové, ze larvalni jedinci, ktefi hladové€li, méli opravdu mensi velikost téla méli
mensi tukové zasoby nez jedinci, ktefi ptijmali potravu pravidelné (Janssens & Stok
s, 2013; Arambourou & Stoks, 2015). Z hlediska vlivu potravy na imunitni systém
jedinct bylo v tomto experimentu dokazéno, ze vliv potravy ma vliv na mortalitu
jedinct. Konkrétné jedinci s vétSim pifjmem potravy zili déle, je tedy pravdépodobné,
ze funkénost jejich imunitniho systému byla lepsi nez u jedinct hladovéjicich (Bayoh
& Lindsay, 2003; Muturi et al. 2010). Dalsi experiment probéhl v roce 2006 na larvach
zavijece paprikového (Plodia interpunctella). Byla zde zkoumana koncentrace
hemocytii v hemolymf&. Larvy byly rozdéleny do dvou kategorii podle pfijmu potravy.
Prvni skupina si dopravala kvalitni potravu s diirazem na dostatek proteina a lipidi,
druha skupina méla stravu mnohem méné kvalitni. Zavér byl takovy, ze larvalni

jedinci, ktefi méli kvalitni stravu s dirazem na lipidy, proteiny a mikroZiviny,
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disponovali lepsi funkci imunitniho systému. Koncentrace hemocytii u jedinci s horsi

kvalitou potravy byla mnohem niZs$i, ptiblizné o 46 % (Triggs & Knell, 2012).

1.6.1.2 Popula¢ni hustota jedincu

Lze fici, ze pii vyssi koncentraci jedinct je daleko snazsi pro patogen se Sifit a jsou
zde pro n¢j lepsi podminky z hlediska rozsiteni infekci (Anderson, 1981). Toto ovSem
vyvraci studie zroku 2001 a 2002. V téchto letech prob&hl experiment na Cervu
africkém (Spodoptera exempta) a kobylce poustni (Schistocerca gregaria). Jedinci
téchto druht se vlozili do stisnénych prostor s vyssi koncentraci jedinct a do prostor,
kde byla koncentrace jedinci nizs$i. Vysledky byly takové, ze jedinci, ktefi se
vyskytovali ve vy$si populacni hustoté prokazovali vyssi fenoloxidazovou aktivitu,
trpéli tedy méné houbovymi infekcemi a méli zvySenou ¢innost imunitniho systému.

(Wilson & Reeson, 1998).

1.6.1.3 Tlak patogenii na hostitele

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje imunitni systém bezobratlych, je ptfitomnost
patogenti. Vyskyt a Cetnost patogent jSou velmi Casto provazané s vné&jsim prostiedim
(Lazzaro & Little, 2009). To, jaky ucinek bude mit negativni vliv patogenu na
konkrétni druh, zalezi na kondici a zdatnosti svého potencionalniho hostitele. Je
zfejmé, Ze jedinci s lepsi zdatnosti jsou schopni svou energii investovat do imunitniho
systému a tim lépe odolat potencidlnim hrozbam ze strany patogent. Obecné lze fici,
ze tyto jedinci jsou schopni odolévat vétSimu mnozstvi riznych patogent. Tolerovani
patogenu je stav, kdy se patogen vyskytuje v nizké koncentraci a nemiize tak ovlivnit
télo hostitele. Odpor proti patogeniim nebo boj s patogeny zacne tehdy, pokud je
koncentrace patogenu dostacujici, aby na télo hostitele byl schopen vyvinout urcity

tlak, kterému musi dany Zivo€ich odolavat (Moreno-Garcia et al. 2014).
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1.6.2 Abiotické faktory ovliviiujici imunitni systém hmyzu

1.6.2.1 Teplota

Je dulezité zminit, ze hmyz patii do skupiny zivo¢ichu, kde jedinci neumi automaticky
kontrolovat a ménit svoji té€lesnou teplotu. Znamena to tedy, Ze teplotu jejich téla
ovlivituje okoli a vnéjsi prostiedi. Tento mechanismus ma samoziejmé své vyhody a
nevyhody. Mezi hlavni vyhody patii Setieni energie, hmyz tedy nemusi ztracet energii
na udrzeni své télesné teploty a muze ji investovat jinam (Triggs & Knell, 2012). Jako
hlavni nevyhodou je fakt, ze pii extrémné vysokych nebo nizkych teplotach nejsou
schopni jedinci zajistovat své hlavni zivotni funkce a poté upadaji do abiotickych
stavll. U hmyzu se vyskytuji dohromady dva druhy termoregulaci teploty. Jedna se o

behavioralni a fyziologickou termoregulaci (Kodrik, 2004).

Teplota je jeden z abiotickych faktorii Zivotniho prostiedi, ktery vyznamné
ovliviiuje buné¢nou 1 humoralni imunitu hmyzu (Catalan et al. 2012). Vystavovanim
se extrémnim teplotdm je v poslednich dobéch velmi ¢asté z divodu globalnich zmén
Klimatu. Pokud jsou vysoké teploty zkombinované s nedostatkem potravy, disledky
mohou byt opravdu fatalni. Nékteré faktory mohou negativné ptisobit na jedince se
zpozdénim. Znamena to tedy, ze uCinek urcitych stresorll se projevi na organismu az
po urcité¢ dobé&. Jedna studie se této konkrétni situaci zabyvala. Studie probihala na
larvach  Sidélka paskovaného (Coenagrion puella). Jedinci byli chovani
Vv laboratornich podminkach, byl zde zkouman vliv extrémnich vysokych teplot,
hladovéni a aplikace insekticidi. Vysledek byl takovy, Ze extrémni teploty snizily
imunitni systém téchto jedincti. Teplota méla ucinek na imunitni systém aZ po urcité
dobé, tcinek ndhlého negativniho ovlivnéni imunitniho systému nebyl signifikantni.
Byla zde prokazatelné snizena aktivita fenoloxidazy pfi teploté 30 °C a také doslo ke
snizeni rychlosti celkového metabolismu. Larvy byly obecné mensiho vzristu, mély
tedy nizsi télesnou hmotnost a také trpély vétsi imrtnosti nez jedinci, ktefi byli

vystaveni teploté 22°C (Dinh & Stoks, 2016).

Opacnym extrémem jsou velmi nizké teploty. Na nizkou teplotu ¢asto hmyz
reaguje snizenim rychlosti metabolismu, tento jev byva velmi ¢asto spojovan
s nedostatkem vody (Danks, 2000). To, jak dany organismus reaguje na zménu teplot
se nazyva terminem cross-talk. Cross talk Ize definovat jako urcitou signalni nebo
regulacni dréhu, kterd aktivuje v organismu obranné mechanismy na jakykoliv stres

(Dinh & Stoks, 2016).
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V ptirod¢ také nastavaji situace, kdy se musi imunitni systém hmyzu vypotadat
s n€kolika negativnimi faktory najednou, napiiklad s teplotou a dal§imi vlivy, které
pochézi ze zivotniho prostiedi. Typickym pftiklad je piezimovani hmyzu, kdy hmyz
musi odolavat nizkym teplotam a zaroven také vysouSeni. Hmyz si proto vytvoiil
mechanismy, které pomahaji negativnim vlivim odolavat. Prvni strategie je tzv.
chladu tolerantni hmyz, ktery je schopny udrzovat rovnovahu pifi zménach
v koncentraci ionti, které jsou obsazeny v hemolymf€, pokud dojde k poklesu pod
hranici 0 °C (Kristiansen & Zachariassen, 2001; Gibbs et al. 2003).

1.6.2.2 Zivotni prostiredi

Od dyvnych dob se organismy potykaji s Gtokem paraziti ve volném prostiedi
a idedlni obrana proti nim pochazi z energetickych zdroja, které jsou velmi flexibilni
a souvisi s pojmem fitness (Feeny, 1976). Vliv Zivotniho prostfedi na imunitni systém
je ziejmy, ovSem vzdy se nemusi nutné jednat o vlivy negativni (Feeny, 1976).
Podrobnéjsi dusledky, jak muaze zivotni prostfedi ovliviiovat imunitni systém jsem

popsal v ptedchozi kapitole vénujici se vlivu pfezimovani.

1.7 Preimaginalni vyvoj jako prediktor k imunitnimu systému dospélci hmyzu
Energetické investice do spravné fungujiciho imunitniho systému organismu jsou
velmi nékladné a existuji domnénky, ze béhem vyvoje jedince jsou tyto energetické
zasoby rizné prelévany do jinych dilezitych funkci (Schwenke et al. 2016). Typickym
ptikladem, kdy dochézi k dilezité zmén¢ tkani u jedinchh hmyzu, a tim tedy ke zméné
investice energickych zasob do imunitniho systému, je metamorféza (Nation, 2015).
Je tieba fici, ze toto jsou zatim pouze domnénky, jelikoz vliv vyvoje na imunitni
systém bezobratlych nebyl do této chvile tak intenzivné zkoumén, abychom vSem

mechanismim dostate¢né porozuméli (Hyrsl, 2018a).
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DalSim experimentem preimaginalniho vyvoje na imunitni systém se zabyval
pan Schmidtberg s jeho tymem v roce 2013. Studium se zabyvalo porovnanim larev
Vv prvnim instaru S dospélymi jedinci. Bylo ziejmé, Ze dospéli jedinci méli vys$si
hladinu fenoloxidazové aktivity. Dalsi velmi dileZita studie prob&hla na tizemi Ceské
republiky vroce 2018, konkrétné¢ na slunécku vychodnim (Harmonia axyridis).
Experiment prob&hl na pidé Ceské zemé&délské univerzity v Praze a tym, ktery na
experimentu pracoval, byl nasledujici: Ing. Michal Knapp, Ph.D., Ing. Michal Reficha,
Mgr. Pavel Dobes, Ph.D. a RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D. Tato studie se zaobirala nejen
vlivem ontogeneze na imunitni systém bezobratlych, ale zaobirala se také vlivem
pohlavi a pfijmu potravy na funkci imunitniho systému. Podle studie ma pribéh
ontogeneze dilezity vliv na imunitni systém jedince (Reficha et al. 2018). Larvy
jedinct mély v pribéhu ontogeneze stoupajici narust koncentrace hemocytti. Podobné
schéma mé vyvoj imunitniho systému dospélého jedince, ovSem u Cerstvé narozené

jedince je koncentrace hemocytt niz§i nez u larev (Reficha et al. 2018).

1.8 Vliv potravy béhem preimaginalniho vyvoje na imunitni systém dospélci
hmyzu

Existuji ur¢ité podminky (faktory), které mohou béhem larvalniho vyvoje do budoucna
poznamenat dospélého jedince. Jedna ze studii, ktera se zabyvala timto tématem, byla
provedena na larvach motylic (Lestes viridis). Larvy zde byly rozdéleny do dvou
skupin — jedna skupina larev dostavala o polovinu méné potravy nez skupina druha.
Vysledek ukazal, ze larvy, které pfijimaly mens$i mnozstvi potravy, vykazuji
Vv dospélosti nizsi fenoloxidazovou aktivitu a také jejich hemolymfa obsahuje nizsi

koncentraci hemocytl (Rolff, 2002).

Skutecnou pfi¢inu vlivu pfijmu potravy v larvalnim stddiu na imunitni systém
dospélct veédci zatim neznaji. Existuji teorie, které mohou tuto otazku poodhalit.
Nasledujici teorie popisuji dva mechanismy, jak by tento jev mohl pravdépodobné
fungovat (Fellous & Lazzaro, 2010). Prvni z teorii jev vysvétluje nasledovné: pfi
pfijimani potravy dochazi ke zvySovani zdroji energie, které jsou velmi vyznamné pii
stimulaci imunitniho systému, tim padem obecné dochazi ke zlepSeni zivotnich
podminek, coz vede k lepSimu zdravi (fitness). To je cestou k 1épe fungujicimu

a silngj$imu imunitnimu systému (Fellous & Lazzaro, 2010).
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Druhd teorie je podpofena experimentem, ktery probéhl na komadrech,
slunéckach a také na jiz dfive zminovanych motylicich (Fellous & Lazzaro, 2010).
Vsechny tyto studie byly opét zaméteny na hladovéni nebo ptfisun potravy. Zde se
ukazalo, ze mens$i pfisun potravy neovliviiuje pouze negativné imunitni systém
dospélych jedincii, ale také ovliviiuje velikost jejich téla a procentudlni zastoupeni
tukd. Proto se tento poznatek otestoval dal§im experimentem na octomilce (Fellous &
Lazzaro, 2010). Doslo k testovani, zda imunitni systém dospélci koreluje s jinymi
ukazateli celkového stavu nebo je imunitni systém dospélcti ovlivnéna vyzivou
Vv larvalnim stadiu. Larvam se podéavalo zradlo, kde byly obsazeny kvasinky, které se
povazuji za jediny pfisun bilkovin zminovanych octomilek, a ukézalo se, ze mnozstvi
téchto bilkovin opravdu ovlivituje reprodukci, stdrnuti a také imunitni systém dospélcii

(Rolff et al. 2004; Fellous & Lazzaro, 2010).

1.9 Systém trade off mezi reprodukcni schopnosti a imunitnim systémem
(Batemaniiv princip)

Termin trade off je pojmem, ktery se vyskytuje v evoluéni biologie a znamena nutnost
volby jedince investovat/uplatnit omezené zdroje jednim ¢i druhym zplisobem. Pro
reprodukci je velmi dtlezity a hraje zde svou vyznamnou roli (Sheldon & Verhulst,

1996).

Je védecky doloZeno, Ze samci spotifebovavaji vice energetickych zasob
z dtvodu boje s ostatnimi samci o samicky. Z tohoto faktu vyplyva, ze pokud spoustu
energie samci investuji do boje s konkurenci, mén€ energie zbyva pro
obranyschopnost, tim padem se doZivaji kratsSiho véku neZ samice (Adamo et al. 2001).
Teorie, kterd tento princip popisuje, se nazyva Batemaniv princip. Jako prvni
experiment provedl pravé A. J. Bateman a probéhl na octomilce. Cely experiment
spocival v tom, Ze byl chovan urcity pocet jedincti od kazdého pohlavi. Jedinci se
mohli pafit dle libosti. Sledovala se tedy jejich reprodukéni tspéSnost. Kromée malych
odchylek byla primérna hodnota ispésnosti stejna u obou pohlavi. Jinak feceno, rozdil
mezi nejplodnéjsi a nejméné plodnou samici nebyl tak velky. Naproti tomu rozdil mezi
nejplodnéj$im a nejméné plodnym samcem byl znatelny (Bateman, 1948). Z principu
1ze vyvodit, ze samice obecné vice investuji do svého imunitniho systému, aby se
mohly dozit vyssiho véku a mit tedy vice potomki, u samcti jde spise o frekvenci

pareni (Rolff, 2002).
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Za zminku také stoji, Ze zivo¢ichové maji rizné zivotni strategie. Pfedevsim se
rozlisuji dvé zivotni strategie. Jedna z nich se nazyva ,.capital beeders” a jedna se
0 strategii s velmi kratkym zivotem. Jedinec prakticky nepiijima potravu a jedinym
jeho tkolem je rozmnozovani. Typickym zastupcem této zivotni strategie je jepice
strategie Se nazyva ,,income beeders* a na rozdil od prvni je Zivot jedince daleko delsi.
Pfijima tedy potravu a postupné ziskava energii, kterou investuje do rozmnozovani

(Houston et al. 2006).

1.10 Zména investice do imunitniho systému béhem starnuti dospélci

Starnuti je pojem, ktery se da ¢asto popsat jako zhorSovani fyziologickych vlastnosti
s ptibyvajicim v€kem. Obecné je starnuti organismi a vyvoj imunitniho systému
v dospélosti  spojeno s ur€itymi podminkami. Jednd se ptfedevS§im o pohlavi,

reprodukéni aspéch a hmotnost dospélych jedinct (Nussey, 2013).

Jeden z vyzkumd, ktery se touto problematikou zabyval, pochazi z roku 1970
a trval po dobu 35 let. Jako modelovy druh zde byl zvolen jezevec evropsky (Meles
meles meles). Studie se zamé&fovala na odchyt jedinct, kteti byli minimalné 5 let stafi.
Chytali se do pasti a byli nasledné¢ oznaCkovany. Pfi odchyceni bylo vzdy
zaznamenano misto odchytu, pohlavi, hmotnost a nasledn€ byli jedinci rozifazeni do
kategorii podle véku (jednalo se tedy o mladistvé a dospél¢é). Vysledky této studie byly
nasledujici: bylo zjiSténo, Ze se starnutim je spojené ztraceni télesné hmotnosti,
u samcu byl tento pokles daleko strméjs$i nez u samic. To, jak budou samci rychle
ztracen svoji télesnou hmotnost, je podle studie také ovlivnéno tim, zda-li byl mlady
samec ve spole&nosti dal§ich samcti. Cim vétsi télesnou hmotnost samci méli, tim vice
se rozmnozovali, ale také vice umirali. Z tohoto tvrzeni také plyne, ze samci, ktefi maji
vétsi upadek té€lesné hmotnosti umiraji diive, jelikoz musi investovat energii do

reprodukéniho usili (Woodroffe, 1995; Kelly et al. 2018).

Priklad dalsi studie, ktera se zaobirala zménou investice do imunitniho systému
béhem starnuti dospélci, byla provedena na dospélych mravencich (Acromyrmex
octospinosus). Mravenci byli stafi 24 hodin az 71 dni. Prokazalo se, ze star$i mravenci
méli vyssi aktivitu fenoloxidazy, coZ pravdépodobné znamena, Ze disponovali lepSim
imunitnim systémem nez mravenci mladsi (Finkel et al. 2000; Armitage & Boomsma,

2010). Dalsi studium probéhlo na octomilce (Drosophilla melanogaster). Byla zde
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testovana mira enkapsulace u dospélych jedinci. Prokdzalo se, Ze schopnost
enkapsulace s pribyvajicim vékem klesd, to znamend, Ze jejich imunitni systém

S ptibyvajicim vékem posupné slabnul (Armitage & Boomsma, 2010).

Dalsi velmi duleZita studie probéhla na uzemi Ceské republiky na slunécku
vychodnim (Harmonia axyridis). Experiment prob&hl na padé Ceské zemédélské
univerzity v Praze a tym, kterym na mé& pracoval byl veden Ing Michalem Refichou
a Ing. Michalem Knappem, Ph.D. Podle studie ma prub¢h ontogeneze dulezity vliv na
imunitni  systém  jedince  (Reficha et al. 2018). Larvy jedincti mély Vv pritbéhu
ontogeneze stoupajici narust koncentrace hemocytii. Podobné schéma ma vyvoj
imunitniho systému dospélého jedince, ovsem u Cerstvé narozené jedince je

koncentrace hemocytt niZ$i ne u larev (Reficha et al. 2018).
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EXPERIMENTALNI CAST

2 METODIKA

2.1 Zakladni informace o studovaném druhu Harmonia axyridis

Slunécko vychodni (Harmonia axyridis) je invazni, polyfagni brouk a ptvodné
pochézi z oblasti subtropického az mirné¢ho klimatického pasu, konkrétné¢ z vychodni
Asie. Postupem casu se zacalo zdmérné vysazovat na jinych kontinentech, také
Vv Evropé¢, kvili své aktivité v pojidani msSic a jinych drobnych zivocichu. Je to tedy
takovy maly ochrdnce ptfed Skiidci rostlin. Prvni populace, kterd byla urCena
k biologické ochrang rostlin pfed msicemi, byla vypusténa v USA kolem roku 1915
(Nedvéd, 2014). Prvni objevy pfitomnosti slunécka vychodniho na naSem Uzemi
objevil vyzkumny tym v roce 2007 v tfestiovém sadu v Ceském stiedohoii. Déle toto
sluné¢ko bylo objeveno na uréitych mistech v Praze, v Brn& a ve stiednich Cechach

(Nedved et al. 2011).

Piivodni areal slunécka je subtropicky az mirny zemépisny pas, to znamena, ze
se vyskytovalo pfedev§$im v zemich vychodni Asie, kam patii naptiklad Japonsko,
Cina, Korea a dalsi zemé&. Geneticky bychom mohli toto slunééko rozdélit na dva
rozdilné geografické populace-zdpadni a vychodni. Brouci ze zdpadniho aredlu se
vyznacuji znakem bez kylu na krovkach, zatimco vychodni se vyznacuji s kylem na

krovkach (Nedvéd et al. 2011).

Ovsem na tento druh brouka se nedivame pouze pozitivné, jelikoZ se v posledni
dobé velmi pfemnozil, a to z n€j udélalo velmi obtizny hmyz, ktery €asto zimuje
vV domacnostech, obcas kouse lidi nebo zaléza do vinné révy a kazi chut’ vina. JelikoZz
je slunécko velmi odolné vic¢i patogentim, je pro néj opravdu snadné se déle Sifit

(Nedvéd, 2014).

Slunécka pii nedostatku potravy jedinci také poziraji sva vajicka, a tim dochazi
tedy ke kanibalismu. Specifickym jevem u tohoto druhu slunécka je to, ze pii
kanibalismu nepoZiraji pouze sva vajicka a larvy, jako je to u ostatnich druht, ale
poZziraji také vajicka a larvy jinych druhl slunécek. Toto lze oznacit za problém,
jelikoz tento druh postupné vytla¢uje dalsi druhy slunécek. Velikost téla tohoto
slunécka je velmi variabilni. Jeho délku métime v milimetrech, ¢asto méti 6 az 9 mm

(Lombaert et al. 2011; Nedvéd, 2014; Honek et al. 2017)
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Dospéli jedinci slunécka vychodniho mohou mit rtizné zbarveni krovek (mohou se lisit
v barvé krovek nebo v typu barevného vzoru). Barva krovek se pohybuje od oranzové
do cisté Cervené, nékdy se mize objevit i Cerné zbarveni. Na naSem uzemi
prevazuji slunécka se svétlym zbarvenim, v celkovém zastoupeni cca 87 % (Nedvéd,
2014; Hongk et al. 2017). Vyskyt slunééek s Cernymi krovkami je méné Casty, a tim
také vzacny. U forem oranzového a ¢erveného zbarveni krovek se mohou na povrchu
objevovat Cerné skvrny piipominajici zdanliveé teCky v poctu, ktery se pohybuje od 0

az do 21 (Majerus et al. 2006).

Povédomi o bunécné imunité tohoto druhu slunécka je pomérné vzacné, ale
v posledni dobé je intenzivné studovana i na nagem tzemi (Reficha et al. 2018).
V porovnani s ostatnimi druhy slunécek se jevi obsah hemolymfy slunécka
vychodniho velmi G¢inny proti patogeniim (pravdépodobné ovlivnéno tim, ze dospélci
investuji obrovské mnozstvi energie do jejich funkce imunitniho systému; Reficha et
al. 2018). U¢innost proti patogeniim mize byt také zdivodnéna vyssi koncentraci
antibakterialnich peptidi v hemolymf€, dale také harmoninem, jedna se o alkaloid,
ktery je také obsaZen v hemolymf¢ a je pro toto slunécko specifickym (Beckert et
al. 2015).

2.2 Popis experimentu

Cela experimentalni ¢ast bakalaifské prace probihala v laboratoii D414 v budové
Mezifakultniho centra environmentélnich véd na ptidé Ceské zemédélské univerzity
Vv Praze a byla pod odbornym vedenim Ing. Michala Knappa, Ph.D. a Ing. Michala
Refichy. Rodicovskych parli pro experimentilni &ast prace bylo celkem Sest
a pochézely z oblasti Konétop a Nucic. Jedinci byli chovani pii konstantni teploté
23 °C a relativni vlhkosti vzduchu cca 50 %. Pristup svétla byl nastaven na cca
16 hodin denné (16L:8D), cely experiment takto probihal ve standardizovanych
podminkach.

Rodicovské pary byly postupné vlozeny do Petriho misek, kazdému paru byl
piidélen papir slozeny do harmoniky a GstfiZzek papirového kapesniku nasakly vodou.
Papirek do tvaru harmoniky slouZzil k umisténi potravy a k ptipadnému kladeni vajicek.

Jako potravu jsme pouzili vajicka zavije¢e moucného (Ephestia kuehniella).

Nakladena vajicka slunécek byla tedy chovana v laboratornich podminkéch,

rodicovskym parim byla postupné vajicka odebrana a vlozena do novych Petriho
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misek, které byly oznaceny piislusSnym kédem, aby se poznalo, od kterého z part
pochazi. Pti vyvoji larev do tietiho instaru byly rozdéleny ve stejném poctu od kazdého
rodicovského paru do dvou kategorii podle toho, zda budou dile vystavovani
hladovéni nebo budou piijimat potravu kazdy den. Toto bylo kazdy den peclivé
kontrolovano. Na konci ¢tvrtého instaru se jedinci postupné zacali chystat na kuklent,
stala se z nich tzv. prepupa, to znamend, Ze se piilepili k podkladu a prestali piijimat
potravu. Tyto Petriho misky byly zbaveny potravy, vody a postupné se zapisovalo
datum zakukleni jedinct a nasledné i narozeni dospélého jedince. Pro pozd¢jsi analyzy
vlivu potravy na délku vyvoje jednotlivych instarti (neni soucasti této bakalarské

prace).

Pti vylihnuti dospélych jedinci bylo urceno jejich pohlavi pomoci
stereoskopického mikroskopu, zvazena jejich hmotnost a postupné se vSe zapisovalo
do pripravenych zaznamovych archti. Z kazdého rodicovského paru byl vybran stejny
pocet jedinct a rozdélen do novych Petriho misek. Prvni ¢ast tvotily pary samec —
samice (rezim ,;mated”) a druhou c¢ast tvofila slunécka, ktera byla v Petriho misce
sama, bez moznosti pafeni (rezim ,,virgin®). PriibéZné probihalo odebirani hemolymfy

u jedinc, kteti byli stafi vzdy ptesné 1, 30 a 90 dni.

2.3 Odbér hemolymfy a po¢itani hemocytu

Pied samotnym odbérem hemolymfy bylo diileZité si nachystat antikoagulacni pufr
podle (Firlej et al., 2012) a sloZeni vypadalo nasledovné: na 1 ml pufru bylo tfeba si
odvazit 62 mM chloridu sodného, 100 mM glukézy, 30 mM citronanu sodného, 26

mM kyseliny citronové a doplnit vodou.

Pfi samotném odebirani hemolymfy byla pouzita Petriho miska s oboustrannou
lepici paskou. Slunécka, ktera byla rtizné stara (dle stanovenych rezimi: 1, 30 a 90
dni) se vzdy umistila na lepici pasku hrudni ¢asti vzhliru, aby nemohla utéct a pomoci
sterilniho entomologického Spendliku bylo slunécko drazdéno v oblasti kloubt. Pti
drazdéni téla slunécka dochazelo k reflexnimu krvaceni, které se projevovalo tinikem
hemolymfy tak, ze na povrchu se zaCaly objevovat nazloutlé¢ kapicky hemolymfy.
Hemolymfa ziskana pomoci reflexniho krvaceni mé piesné stejné vlastnosti jako

hemolymfa kolujici v t€lni dutiné (Knapp et al., 2018).

Kapicky hemolymfy byly postupné nasavany pomoci sklenéné mikrokapilarni

trubicky, délka nasatych kapek hemolymfy byla zméfena pomoci posuvného
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zelezného méfitka a pozdé€ji byl objem hemolymfy vyfouknut do piipravenych,
prazdnych eppendorfek, kde byl jiz ptipraveny pufr o objemu 50 pl. Jelikoz se vzorky
nasledn¢ zmrazily a budou poslany kolegiim do Brna za ucelem dalSich méfeni, bylo
nutné, aby se odebralo minimalni mnozstvi hemolymfy 0,5 pl (miniméalni vzorek nutny
pro budouci stanoveni antimikrobidlni aktivity). Vzorek hemolymfy bylo nutné
nasledné dotedit do poméru 1 pl ¢isté hemolymfy: 100 pl pufru. To znamena, Ze se

zde jednalo o 101x fedény vzorek. Dale bylo nutné cely objem zkumavky protiepat.

Nasledovalo pocitani hemocytti. Prvnim krokem bylo naneseni 7,5 ul fedéné
hemolymfy na Biirkerovu pocitaci komurku. Vzorek se nanesl na podlozni sklo a doslo
mi pfilozeni kryciho sklicka z diivodu, aby se ve vzorku neobjevovali vzduchové
bubliny, které by mohly narusit korektni poc¢itani hemocyti ve vzorku. Poté byl vzorek
vlozen pod svételny mikroskop. Po nastaveni mikroskopu nésledovalo pocitani

hemocytil v prvnich 50 velkych ¢tvercich, zvétSeni bylo nastaveno na hodnotu 400x.

n
X = — X Tedéni
0,4
X = koncentrace hemocytd v 1 pl €isté hemolymfy
n = pofet hemocytd ve 100 velkych &tvercich v Biirkerové komirce
fedéni = v tomto pfipadé se jednalo o 101x

0,4 = celkovy objem nafed&né hemolymfy ve 100 velkych Etvercich v Biirkerové komirce

Obrdzek 1 Vztah pro vypocet koncentrace hemocytii (Reficha, 2018)

messssss) DEEEEEES) EEEE———)

Hemocyty byly pocitdny v prvnich 50 velkych
Ctvercich, k dopocitani krajnich  hemocytl
slouzilo nasledujici pravidlo :
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Obrazek 2 Pravidlo pocitdni krajnich hemocyti — vytvoreno v
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Obradzek 3 Vlyznaceni velkych/malych ctverci v Blirkerové komdrce + smér pocitdni — vytvoreno v malovdni
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2.4 Analyza dat

Vsechna data byla analyzovana s pomoci zobecnéného linearniho smiseného modelu
(GLMM; funkce glmmPQL) ve statistickém programu R (R version 3.6.3., 2020).
Celkem byly pouzity dva modely. Prvni model byl zaméten na vliv potravy béhem 3.
a 4. larvalniho instaru na imunitni systém 24 hodin starych dospélct. Jako zavisla
proménna byla zvolena koncentrace hemocytii a jednalo se o spojitou proménnou.
Nezéavislé proménné byly celkem dveé, jedna =z nich byla LarvalTR
(STARVED/FOOD) = zda jedinci hladovéli nebo pfijimali potravu kazdy den a druha
znezavislych proménnych byla pohlavi = Sex (M/F). V obou ptipadech se tedy jednalo
o kategorialni proménné. Bylo zde pouzito quapoissonovo rozdéleni z divodu

overdisperze.

Druhy model byl zaméten na koncentrace hemocyti v priabéhu stafi dospélet.
Jednalo se zde tedy o jednice, ktefi byli stafi 24 hodin, 30 a 90 dni. Tento model byl
obdobny jako prvni, ovSem obsahoval vice nezavislych proménnych. Ty byly
doplnény o Period = stafi jedincl (A= 1 den; B= 30 dni; C= 90 dni), AdultTR
(MATED/VIRGIN), coz byly opét kategorialni proménné. Model byl také doplnén o
mozné interakce mezi hlavnimi efekty. Bylo zde opét pouzité stejné rozdéleni

(quasipoissonovo) jako u pfedchoziho modelu.
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3  VYSLEDKY
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potrava hladovéni
Obradzek 3 Prehled vlivu potravy v preimagindlnim vyvoji na koncentraci hemocytt u dospélych jedinct

Vliv potravy (hladovéni) béhem larvalniho vyvoje na koncentraci hemocyti u jedinct,
kteti byli 24 hodin stafi, nebyl statisticky prokazan (P = 0,515; Obrazek 3).
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Obrazek 4 Prehled viivu pohlavi na koncentraci hemocytt u dospélych jedincu

Neprikazné vysel také vliv pohlavi na koncentraci hemocytt téchto jedinct (P =

0,842; Obrazek 4).
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Imunitni systém dospélych jedinch slunécek tak ziejmé& neni vyrazné ovlivnén

pfijmem potravy v larvalnim stddiu, ani pohlavi neovliviiuje funkénost mnou

studované slozky imunitniho systému slunécek v brzké dospélosti.

Obrdzek 5 Prehled vlivu investice do pdreni na koncentraci hemocyti u dospélych jedinci

Prikazné, ovSem jen okrajové, vysel vliv investice do pareni na koncentraci
hemocytt (P = 0,045; Obrazek 5).

Obrdzek 6 Prehled vlivu ontogeneze na koncentraci hemocyti
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Statisticky prikazné vysSel vliv starnuti dosp€lcii na koncentraci hemocyti (P <
0,001; Obrazek 6). Statisticky prikazné vySel také vliv interakce mezi piijmem

potravy v larvalnim stadiu a pohlavim (P=0,035).
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4  DISKUZE

Imunitni systém hmyzu je ochrannym mechanismem, ktery prosel velmi dlouhym
evoluénim vyvojem a dnes tvoii pomérné slozity funkéni systém. Zakladni uloha
imunitniho systému u vSech Zivocichll po cely zivot zlstava stejnd, chranit jedince
pted patogeny, negativnimi vlivy, zamezit zbyte¢nému uniku tekutin z téla a zajistit
funkéni ochranu, kterd povede k delSimu zivotu. Mezi dalsi dilezité ulohy patii
naptiklad odstraiiovani vlastnich bun¢k, které uz pro télo nemaji vyznam (Ferencik et

al. 2005; Oku et al. 2019).

Bezobratli zivocichové patii mezi nejpocetnéjsi organismy na nasi planeté a
1i$1 se od obratlovct predevsim tak, ze disponuji pouze specifickou imunitou (Hotejsi
& Bartiinkova, 2005). Specifickd imunita je druhem imunity, kterd reaguje na
patogeny pomoci specialnich imunitnich bunék (Toman, 2009). Dal§im dilezitym
rozdilem v imunitnich systémech téchto dvou skupin jsou imunitni bufiky, které se
podileji na reakcich imunitniho systému. U bezobratlych zivocicht je imunitni systém
tvofen hemocyty, které jsou ptitomny v hemolymfé (Wigglesworth, 1972; Kodrik,
2004). Naopak u obratlovct je bunéény imunitni systém tvofen leukocyty. Dal$im
komponentem, ktery se podili na imunitnim systému obratlovct, jsou krevni desticky

(Wigglesworth, 1972; Kodrik, 2004; Toman, 2009, Oku et al. 2019).

V oteviené prirod¢ se jedinci setkdvaji se stresovymi faktory, které mohou
ovlivnit jejich funkénost imunitniho systému (Kodrik, 2004). Také ¢asto dochazi ke
kombinaci n¢kolika stresort zaroven (Walther, 2010). Faktort je cela fada, ovSsem ve
sve praci jsem se zaméfoval pfedev§im na vliv potravy béhem preimaginalniho vyvoje
a také na vliv reprodukce v dospélosti. Vlivem potravy na ¢innost imunitniho systému
se zaobiralo ne€kolik studii. Prvni studie probéhla na larvach motylic (Lestes viridis).
Larvy byly rozdéleny do dvou skupin podle pfijmu potravy-larvy, které piijimaly
mens$i mnozstvi potravy, vykazuji v dospélosti nizsi fenoloxidazovou aktivitu a také
jejich hemolymfa obsahuje niz8i koncentraci hemocytu (Rolff, 2002). Druhy
experiment probéhl na larvach komara (Anopheles gambiae) a také na
octomilce (Drosophilla melanogaster), vysledek se shodoval s piedchozim
experimentem, larvy, které hladovély, mély oslabeny imunitni systém a také mély
mens$i tukové zasoby (Foley et al. 2003; Agaisse, 2007; Fellous & Lazzaro, 2010;
Janssens & Stoks, 2013; Arambourou & Stoks, 2015).
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Pro porovnéni byla pouzita jesté jedna studie na larvach Sidélka paskovaného
(Coenagrion puella) a byla také doplnéna o porovnani s vlivem teploty na imunitni
systém. Bylo zde dokazano, ze vliv potravy na mortalitu jedinct je o dost vyss§i nez u
vlivu teploty, také se prokazalo, Ze jedinci s vétSim piijmem potravy zili déle, to
znamena, ze funkcnost jejich imunitniho systému byla lepsi nez u hladovéjicich
(Bayoh & Lindsay, 2003; Muturi et al. 2010).

Vsechny zminéné studie se shodly na vysledku, Ze pfijem potravy ovliviiuje
¢innost imunitniho systému. Vysledek muze byt vysvétlen teorii, Ze pii nedostatku
potravy dochazi k metabolické depresi. Je tedy dost mozné, ze larvy disponovaly
niz8§im mnozstvi energie, kterou mohly investovat do funkéniho imunitniho systému
(Stoks et al. 2006). Muj experiment probéhl na larvach slunécka vychodniho
(Harmonia axyridis). Uskutecnil se na larvach tfetiho a ¢tvrtého instaru, Slo zde o
testovani vlivu potravy na dospélce. Vliv potravy nebyl u mého experimentu
statisticky prikazny. Vysledek miize byt vysvétlen tim, ze larvy pravdépodobné
investuji malo do svého imunitniho systému, to tedy znamena, ze omezeni potravy se
nemuselo na funkci imunitniho systému dostateéné projevit (Reficha et al. 2018).

Ontogeneze je dalsi dulezity faktor, ktery dokaze ovlivnit funk¢nost
imunitniho systému. Prvni studie byla provedena na dospélych mravencich
(Acromyrmex octospinosus), kde byli po dobu 48 hodin chovani a vystavovani
patogeniim. Star§Si mravenci disponovali lepSim imunitnim systémem nez
mravenci mladsi (Armitage & Boomsma, 2010). Dalsi experiment na toto téma
provedl Smidtberg (Schmidtberg et al. 2013) na larvach prvniho instaru octomilky
(Drosophilla melanogaster) v porovnani s dosp€lymi jedinci, kteti disponovali horsi
funkei imunitniho systému.

Dalsim vyznamny experiment prob&hl v roce 2016 pod vedenim Ing. Michala
Knappa, Ph.D. a Ing. Michala Refichy. Studie probéhla na ptidé Ceské zemédélské
univerzity v Praze a zaobirala se vlivem ontogeneze na imunitni systém slunécka
vychodniho (Harmonia axyridis). Podle studie ma prabéh ontogeneze dilezity vliv na
imunitni systém jedince (Reficha et al. 2018). Larvy mély podstatné nizsi koncentraci
hemocytii nez dospéli jedinci (Reficha et al. 2018). Larva musi investovat pfednostng
energii do rychlého riistu a vyvoje, a tim snizi energii do imunitniho systému (Reficha
et al. 2018). Koncentrace hemocytll u dospélych jedincti v prubéhu staii pomalu
stoupala. V mém experimentu jsem zkoumal koncentrace hemocytl u dospélych

jedinc, kteti byli stafi 24 hodin, 30 dni a 90 dni. Vysledek se shodoval s pfedeslym
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experimentem, koncentrace hemocytii u dospé€lych jedincit do 30. dne Zivota pomalu

stoupala, ovSem od 30. do 90. dne Zivota koncentrace zacala klesat. To mtize byt

cvwr

et al. 2005).

Vlivem pohlavi u bezobratlych se zaobiral jiz A. J. Bateman. Experiment pod
jeho vedenim byl proveden na dospélych jedincich octomilky (Drosophilla melanoga
ster), jedinci se mohli pafit podle libosti a byla zde sledovana jejich reprodukéni
uspésnost. Ta vysla v priméru u obou pohlavi podobné, ovsem lisily se odchylky u
samcti a samic. Vysvétleni tohoto jevu je ziejmé to, Ze samice obecné investuji vice
do svého imunitniho systému, aby se mohly dozit vyssiho véku a plodit vice potomkai,
u samct jde spiSe o co nejvyssi pocet pareni se samicemi, to tedy znamena, Ze nemaji
tolik energetickych zdroju, které by mohli investovat do funk¢nosti imunitniho
systému (Rolff, 2002).

V mé experimentdlni ¢asti bakalafské prace jsem zkoumal vliv pohlavi u
dospélych jedincti ve véku 24 hodin az 30 dni na jejich imunitni systém. Vysledek byl
takovy, Ze vliv pohlavi nebyl potvrzen. Vysledek mohl byt pravdépodobné ovlivnén
tim, Ze energeticka investice do imunitniho systému mezi pohlavimi se mlize projevit
az v pozdéjsi fazi zivota, jelikoz pohlavi investuji svou energii do imunitniho systému

na zaklad¢ jejich reprodukéniho usili.
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5 ZAVER

Imunitni systém prosel dlouhym vyvojem a je pro vSechny organismy na nasi
planeté velmi dulezity (pfedevsim z hlediska obrany pied patogeny). U bezobratlych
zivocichu se vyskytuje pouze specifickd imunita, kterou délime podle reakci na
bunécnou a humordlni. V mé bakalaiské praci jsem se zaméfoval predevSim na
bunéénou ¢ast u slunéfka vychodniho (Harmonia axyridis) a celkové byla prace
rozdélena na reSerSni a experimentdlni ¢ast. ReSerSni Cast prace byla zaméfena na
dosavadni poznatky imunitniho systému hmyzu a experimentalni Cast prace se
zabyvala zjisténim koncentraci hemocytu. Soucasti experimentalni prace bylo také
zkoumani toho, jak mohou urcité faktory (piijem potravy béhem preimaginalniho
vyvoje, vliv reprodukce a pohlavi u dospélych jedinci a vliv starnuti) ovlivnit

koncentraci hemocytt.

V experimentalni ¢asti byl potvrzen vliv ontogeneze a reprodukce na
koncentraci hemocytl (bunéény imunitni systém). U vlivu potravy byly vysledky mé
studie vrozporu s dosud provedenymi experimenty. Tento vysledek byl
pravdépodobné ovlivnén tim, ze larvy ve tfetim a Ctvrtém instaru tolik neinvestuji do
funk¢nosti bunééného imunitniho systému. Nemutizu také vyloucit fakt, ze jsem mohl
udélat drobné chyby pfi procesu pocitani hemocyti (jednalo se o mij prvni experiment
se slunécky). U vlivu pohlavi na imunitni systém podle Batmanova principu Se
vysledky mé studie také neshodovaly. Divodem miize byt hypotéza, ze dospéli jedinci
samcu nebyli dostate¢né reprodukéné aktivni, tudiz investovali vice energie do

funk¢nosti svého imunitniho systému.

Imunitni systém nejen slunécka vychodniho je stale malo probadan a chtélo by
do budoucna provést vice podobnych studii, které by obohatily spole¢nost o nové
poznatky. Diky kterym by se dalo imunitnimu systému invazniho slunécka vice
porozumét nebo pochopit dalsi zakonitosti ve fungovani imunitniho systému hmyzu.
Jelikoz byli vmém experimentu zkoumani dospéli jedinci do stati 90 dnu
zivota. Bakalaiska prace slouzi jako doplnék existujici studie (Reficha et al. 2018),

Jo 4 24

jelikoz zde bylo zkoumano stafi jedincii az do 90 dne stafi.

Jsem réad, Ze jsem dostal moznost tento experiment absolvovat a ptemyslim nad

tim, ze bych se rad imunitnim systémem hmyzu zaobiral i v budoucnu.
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7  PRILOHY

Pi'ehled priloh:

Ptiloha 1 Slunécko vychodni v Petriho misce
Ptiloha 2 Rozttidéni dospélych jedinct slunécek
Ptiloha 3 Pocitani hemocyt pod mikroskopem

Ptiloha 4 Pocitani hemocytl pod mikroskopem 2

Priloha 1 Slunécko vychodni v Petriho misce

Priloha 2 Roztridéni dospélych jedinct slunécek
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Priloha 3 Priprava pred pocitanim hemocyti

Priloha 4 Pocitani hemocytu pod mikroskopem
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