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Uvod
1 Soucasna fakta

1.2 Potravni pyramida a tok Zivin

Potravni pyramida a jeji variace pfedstavuji Siroce pfijimany obecny model toku
zivin v ekosystému. Na bazi pyramidy je primdrni producent, nad kterym je konzument
prvniho fadu nésledovany konzumentem druhého tadu a tak dale. Organismy z vysSich pater
konzumuji ty z niz$ich a jsou konzumovany trovni nad nimi (viz Obrazek 1). To je béZny
pohled na potravni pyramidu (Janzen 1977). Po smrti organismu jsou latky rozloZeny

saprofagy zcela mimo model pyramidy a putuji do baze systému (Pimm 2002).

Konzumenti
daléich radad

- masozravci reducenti

Konzumenti
|.Fadu - bylozravci

Producenti (zelené rostliny)

Anorganické latky (plda)

Obrazek 1: Tradic¢ni pohled na potravni pyramidu bez scavengingu. Ziviny se §iri do vyssich

pater pomoci konzumace pater nizsich. Mrtvé organismy jsou rozloZeny reducenty.



Za rozkladace jsou v terestrickych ekosystémech nejcastéji povazovany houby
a bakterie (Begon et al. 1990), jiné rozkladace rizné modifikace modelu potravni pyramidy
ve vetsing pripadl opomiji. Odumielé organismy rostlinného ptivodu jsou sice nejcastéji
zkonzumovany houbami a bakteriemi, ov§em zdechliny (mrtvé organismy zivoc¢isného
puvodu) jsou, dle Feller & Feller (1982), ve vétsing terestrickych ekosystémi konzumovany
z 50-100% mrchozrouty. Tato informace ovsem znac¢né¢ méni cely pohled na tok zivin, nebot’
znacna cast se vraci zpét do kolob&hu pravé za pomoci mrchozroutstvi (viz Obrazek 2)

a posunuje tak energetickou hladinu ekosystému zna¢né nahoru (de Vault et al. 2003).

scavenaqin ;
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>

Konzumenti
dalsich Fadad
- masozravci

Konzumenti
|.Fadu - byloZravci

Producenti (zelené rostliny)

Anorganické latky (pida)

Obrazek. 2: Hypotetickd potravni pyramida véetné efektu scavengingu. Ziviny se $iFi do
vysSich pater pomoci konzumace pater nizsich. Sklon pyramidy neni tak ostry a ziviny cykluji

ve vysSich vrstvdach za pomoci scavengingu. Reducenti rozkladaji z velké casti hlavné trus.



Zejména mrtvoly ¢lenoveu (vzhledem Kk jejich zna¢éné celkové biomase a kratkym
zivotnim cyklim) pak mzou mit znany vliv na energetické sit¢ ekosystému, nebot
obsahuji velké mnozstvi nevyuzitych zdroji. Sezénni umrti ¢lenovcl po pareni tak mizou
skokove¢ ovliviiovat cely ekosystém Jako ptiklad popula¢niho vykyvu, lze uvést tieba
periodicky se patici cikady Magicicada cassini, jejiz skupinové amrti zasadné ovliviiuje cely
ekosystém v Kings Creek v Kansasu prokazatelnym zvySenim mnozstvi dusiku se

sedmnactiletou periodou (Whiles et al. 2001).

1.2.1 MrchoZroutstvi bezobratlych zdechlin (Scavenging)

Otazkou zlstava, jaci ZivoCichové tuto potravni strategii pouZzivaji a jak velké
procentudlni zastoupeni potravy zdechliny ptedstavujyi. Této problematice je sice
V soucasnosti vénovano vice pozornosti, piesto je mrchozroutstvi bezobratlych zdechlin
(scavenging) malo prozkoumanou disciplinou. Touto tématikou se v uz§im smyslu do
soucasné doby zabyvalo jen 7 ¢lankt (Fiala 2011). Jsou to Seastedt et al. (1981);
Fellers & Fellers (1982); Young (1984); Retana et al. (1991); Bestelmeyer & Wiens (2003);
Foltan et al. (2005) a Tan & Corlett (2012).

Mrchozroutstvi bezobratlych zdechlin jinymi bezobratlymi je mélo studované, ackoli
se na odklizeni mrtvol podili nejvice pravé hmyz (Young 1984). To podporuje studie
Pechovéd & Foltan (2008), kde je popséna zvlastni strategie proti scavengingu, pii které
parazitoid (hlistice Phasmarhabditis hermaphodita) dokoncujici vyvoj v mrtvém hostiteli
ovlivni chovani hostitele tésn¢ pied smrti, tak aby nebyl hostitel nalezen mrchozroutem. To
nasvédCuje tomu, Ze scavenging je castou potravni strategii, jinak by se proti nému jen tézko
mohla vytvofit strategie. Cela problematika scavengingu na mrtvych bezobratlych je velmi
malo zdokumentovana a Casto se jedna bud’ o laboratorni pokusy, nebo pokusy s bezobratlou
navnadou v misté vyskytu mravencti simulujici vyskyt kofisti. Pii vyzkumu rychlosti
vyhleddvani kofisti a distribuci kofisti v rdmci mravenci kolonie se tak vlastné nedopatienim
podafilo ziskat i data o scavengingu. To zmravencu déla nejlépe zdokumentované
mrchozrouty (Carroll & Janzen 1973; Retana et al 1991; Baur et al. 1998;
Bestelmeyer & Wiens 2003; DeVault et al 2003; Buczkowski & Bennett 2007; Tan & Corlett
2012).



Na mrchozroutstvi je Casto hledéno jako na raritni strategii nez na bézny zdroj zivin
pro organismus (DeVault et al. 2003). Piitom v mrtvolach jsou v podstaté ziviny volné
k dispozici, nebot’ se mrtvoly nebrani ani se nepohybuji. Predator tedy mtize velmi snadno
doplinovat Ziviny za pomoci pozirani nalezenych mrSin (Seastedt et al. 1981), i kdyz je
povazovan prevazné za predatora. Pfekazkou pro obligatorni scavenging je ndhodny vyskyt
mr$in v ¢ase a prostoru (s vyjimkou masovych uhynil po pafeni apod.), jejich mala velikost,
nemoznost skladovat zasoby zivin v malém téle bezobratlého scavengera po velkou dobu
a velka kompetice fakultativnich scavengeri — rychlé mizeni ndhodné distribuovanych

mrtvol (Renata et al. 1991; Foltan et al. 2005).

1.3 Scavenging a problematika vztahu predator-korist

Z hlediska potravni ekologie vétSina modeld predator-kofist problematiku
mrchozroutstvi nezahrnuje. Urcitd a pravdépodobné znacna cast vysledkt studii modelu
predator-kotist mize byt tedy znacné ovlivnéna, nebot predator sice ovlivituje populaci
kofisti, ovS§em nemalé mnoZzstvi kofisti zemie jinou cestou nez predaci jako jsou napiiklad

nemoci, parazitace, dehydratace, hlad nebo smrt nasledkem zranéni. (DeVault et al. 2003)

Problém nastava zejména pii pouziti jinak velmi cennych a uzitecnych analyz
stievniho obsahu predatord (Symondson 2002), nebot je problematické zjistit, jak se
zivocCich do stieva dostal, zdali predaci nebo mrchozroutstvim (DeVault et al. 2003). To
dobie ilustruje priklad, kdy lovci v Iowé nasli v doupéti lisky uzenou Sunku, ztoho ale

neleze usoudit, ze liska lovi prasata (Errington 1935).

Problémem v urceni vztahu predator kofist, pfi pouziti vySe zminénych metod, je
potom i druhotnéd predace, znama také jako hyperpredace, pii které je prvni predator ihned
po konzumaci koftisti uloven dalsim predatorem a pti rozboru stfevniho obsahu je poté mylné
povazovana kofist prvniho predatora za vlastni kofist druhotného predatora i1 piesto, Ze
druhotny predator prvotni kofist vilbec nelovi. Druhotna predace je sice pomérné casto
zminovana v publikacich zabyvajicich se metodami stfevnich analyz (Hagler & Narajo 1996;
Sunderland 1987, 1996; Symondson et al. 1996 a Symondson 2002), ale jeji ¢etnost neni
nijak blize specifikovana. Na tento fakt poukazal jiz napiiklad Harwood et al. (2001).
Hyperpredace sice nemusi byt tak Castd jako scavenging, ale i pfesto by se Sni, pfi

interpretaci stfevni analyzy, mélo pocitat.



Pro zkoumani scavengingu lze pravdépodobné vyuzit nékterych metod bézné
pouzivanych pro zkoumani vztahu predator-kofist. Lze rovnéz predpokladat, ze nckteré
metody pouzivané pro identifikaci vztahu predator-kofist mohou byt scavengingem silné
ovlivnény. Pravé moznosti vyuziti metod pro zkoumani vztahu predator-kofist pro vyzkum

scavengingu, popf. jejich moznym zkreslenim scavengingem, se zabyva nasledujici kapitola.

2. Metody identifikace vztahu predator-kofist

Znacna cast ekologickych nebo etologickych studii zabyvajicich se trofickymi sitémi,
které pracuji s populacemi zivocichti v daném ekosystému, potiebuji zjistit, kym je dany
zivodich loven, piipadng, kdo je jeho kofisti. ReSeni tohoto zdanlivé banalniho problému
muze byt metodicky velmi komplikované. Pokud se jedna o zivoCicha dostateéné velkého,
denniho a terestrického, jako naptiklad lvi lovici zebry, tak to neni problémem. Zna¢na cast
zivoCichli je ale drobna, evasivni, kriptickd nebo nocni. Tento fakt znaéné¢ komplikuje

nejjednodussi zjiStovaci techniku, kterou je pfimé pozorovani.

ProtoZe vétSina chovani zivo€ichli nemlze byt pfimo pozorovéana, vznikly rizné
metody pro jejich nepfimé pozorovani. Mezi nejpouzivangjsi patii pouziti urcité latky pro
oznaceni sledovanych jedincii. Tento princip sledovani hmyzu byl vyuzit jiz v r. 1920
(Hagler & Jackson 2001) pro znacCeni komart v ryzovych polich pro kontrolu rozsiteni

malarie.

Znaceni biologickych vzorkt je velmi dulezity proces pfi provadéni jak terénnich tak
laboratornich pokust. Vybér vhodného oznaceni pro dany pokus mtize byt naprosto zasadni
pii planovani metodiky pokusu. Pfitom byva tento fakt Casto opomijen, piipadné nejsou
nekteré techniky ptilis zndmé (Symondson 2002). Pti znaceni vzorku musi byt brany v potaz
zejména faktory, jako jsou délka oznaceni, cena, presnost vysledkli, moznost manipulace se

vzorkem apod.

2.1 Typy pouzivanych metod pro vyzkum vztahu predator-korist
Pouzitelnych metod je velké mnozstvi a pro zpiehlednéni se mohou teoreticky
rozdelit do nékolika skupin, podle kritérii jako jsou prace s materialem, jakym zptisobem lze

metody vyuZit, nebo naro¢nost na vybaveni.



Nejjednodussim kritériem délenim metod je déleni na invazni a neinvazni. Invazni
metody jsou vSechny, pfi kterych dochdzi k zabiti nebo poskozeni predatora pro ziskani
informace o obsahu zaludku, popfipadé zbytku travici trubice. I pies velmi malou
pravdépodobnost opétovného pouziti zivocicha maji tyto metody hned né€kolik vyhod, nebot’
pifima analyza obsahu travici trubice dodava velmi silny dukaz (ne stoprocentni,
viz hyperpredace) o predaci dané¢ho ZivoCicha. Bohuzel ovSem netikaji nic o tom, jakym
zpusobem se dany vzorek do zivoCicha dostal. Predaci nebo scavengingem? Vzorek
pozienych zivoc¢ichu lze ziskat i neinvazivné a to z trusu. Metoda vyzkumu trusu, mize byt
ucinna, jen pokud se v trusu daji nalézt tvrdé, nestravitelné ¢asti zivocichii jako naptiklad
kosti, chitin atd. Na uréeni je ovSem potieba velmi zkuSeny determinator. Bohuzel je tedy
tato technika casto nevhodna pro vyzkum zna¢ného mnoZstvi bezobratlych jak ukézal

naptiklad Moreby (1988), pfi vyzkumu zbytkl bezobratlych v ptac¢im trusu.

Invazni metody ovSem nemuizeme pouzit, pokud mame napiiklad malé mnoZstvi
testovacich subjektli, nemtizeme piresné urcit, jak se dana organickd hmota do travici trubice

dostala nebo se jedna o chranéného predatora.

Dalsi moznost déleni metod je déleni na kvalitativni a kvantitativni, které pouzil
napiiklad Grant & Sheppard (1985). Kvalitativhi metody zodpovidaji jednoduchou otazku
ato zda se dany zivocich zivi pravé touto kofisti. Odpovédi jsou ANO nebo NE. Naproti
tomu kvalitativni metody fikaji kolik ZzivoCichti je predator schopen zabit a pozfit

a frekvence loveni daného druhu.



Podle Haglera & Jacksona (2001), ktefi se ve své reserSi zametuji na znaceni hmyzu
jako obecny problém, je mozné déleni metod zkoumajici vztah predator-kofist na MRR
(mark-release-recapture) a MR (mark-recapture) metody. Vyuziti konkrétniho metodického
postupu pak zavisi zejména na tom, pro jaky ucel chceme zivolichy pozorovat. Zatimco
MRR se vyuzivaji na dlouhodobé znaceni jednotlivych jedinc, MR metody mohou byt
pouzity bud’ pro plosné znaceni velkého mnozstvi jedincli, nebo na techniky, kdy dochazi
k oznafeni jedince automaticky (samooznaceni) bez zasahu cloveéka (napiiklad miska
S barvou polozena pied vchod do mravenisté oznaci kazdého jedince, ktery projde dovnitt
nebo ven). Pfi zkoumani vztahu predator-kofist se spiSe vyuziji metody MRR nebot’
potiebujeme interakce mezi znaCenou kofisti a predatorem. Metody MR by byly pouZitelné,
pouze pokud by znaceni bylo pfenosné. To ovSem nezaruci, ze pfenos znacCeni probchl
piipredaci a ne pfi ndhodném stietu, obrané teritoria nebo jiné interakci. MRR jsou
v ur¢itém pohledu pro vyzkum scavegingu vhodnéjsi, naptiklad je mozné oznacit predem
zdechliny (mark), poloZit je jako navnady (release) a nasledné zkoumat travici trakty

chycenych potencialnich scavengerl na pfitomnost oznacené kofisti (recapture), viz dale.

Dalsi z moznych dé€leni metod pro vyzkum vztahu predator-kofist je na terénni
pouziti a laboratorni pokusy. Zatimco laboratorni pokusy dovoluji 1épe pracovat s materialy
a zivoCichy, terénni pokusy jsou casto mnohem blize pfirozenému prostiedi a skutecné
funkci ekosystému. Pokusy v laboratofi sice umoziuji snadné¢ji designovat pokus a casto
zvySuji celkovou piesnost vysledkl, ale interakce mezi zivoCichy v laboratornich

podminkach nemusi mit v mnohych ptipadech s realnou interakci nic spole¢ného.
3. Souhrn a pouZiti znaAmych metod na vyzkum predator-korist

3.1 Statistické metody

Statistické metody vyuZivaji data o velikosti populaci a jejich spravné zpracovani
a interpretovani ndm muize poskytnout nové informace o vztazich mezi Zivoc€ichy
Vv ekosystému s moznosti odhaleni potencidlniho predatora. Pokud se na tyto metody navic
podivame s ptihlédnutim na existenci scavengingu, mizeme ziskat unikdtni pohledy na

vztahy mezi organismy a n€kdy i zcela nové interpretace ziskanych dat.



3.1.1 Korela¢ni odhad

Korela¢ni odhad je statisticka metoda zaloZzend na zaznamenavani velikosti populace
predatort a kofisti po n€kolik sezon a hledéni korela¢ni zavislosti mezi populacemi. I kdyz
se jednd pouze o neptimé potvrzeni vztahu, byla tato metoda v minulosti pouzivana.
Putman & Herne (1964) napiiklad pomoci manipulativniho experimentu Vv broskvovych
sadech zjistil preda¢ni vztah mezi pavoukem rodu Typhlodromus a vinovnikem Aculus
cornutus. Negativum této metody je zejména moznost, Ze ob&é populace patii do mnohem
komplikovanéjsi struktury vztahii v dané populaci a nemusi spolu pifimo interagovat
(Huffaker & Kennett 1969). Ob¢ populace navic musi byt sledovany po zna¢nou dobu a ani
to nemusi poskytnout t€snou korelacni zavislost. O kauzalité¢ se mnohdy nelze dozvédét vice,
dokud neni proveden manipulativni experiment. Tato metoda je tedy vhodna pro prvotni
podezieni na vztah predator-kofist, ale nelze ji pouzit jako silny argument pro potvrzeni
predacniho vztahu. Z pohledu zjiSténi scavengingu je tato metoda naprosto nevhodna nebot’
Z dat o poctu jedincii nelze fict co se déje s mrtvolami, které nepodlehnou predaci. Naopak,
pokud je predator zaroven scavengerem, znacné to zkomplikuje urcéeni vztahu. Pfi vysokeé
umrtnosti jednoho druhu miZe jiny druh za pomoci scavengingu prospivat i pfesto, Ze neni

piimym predatorem dané¢ho druhu.



3.1.2 Sez6nni Cetnost predatori

Jedna se opét o dedukci za pomoci jiz ziskanych dat o populacich. Velikosti populaci
mohou nejen kazdoro¢né oscilovat, ale mohou vykazovat narazové vzristy i propady
v zavislosti na sezoné. Sledovany mohou byt napiiklad populace predatora po nahlych
sezonnich vyskytech kofisti, jako jsou hromadné pateni a jiné. Muze byt také ale sledovana
napiiklad reakce dané populace na nahly sezonni narist populace predatora. Je velmi lakavé
utvotit jednoduchy precedent o vztahu predator-kofist, ovSem nesmime zapominat na
problematiku pfi¢iny a nasledku, nebot’ systém muze byt opét mnohem slozitéjsi a ze
ziskanych dat nevyCteme vSechny slozky ekosystému. Tato metoda mize byt velmi
prospésna, pokud zkoumame vztah predator-kotist-pesticid (Grant & Sheppard 1985), kdy se
zkouma vliv Cetnosti predatora na stav péstované plodiny. Pesticidy mohou ovliviiovat nejen
stavy herbivort ale i populace predatorti, protoze ti se mohou zivit i ¢astecné otravenymi
Skudci (Langan et al. 2004). Statistické metody mohou byt v budoucnu pouzity na vyzkum
scavengingu pokud by se sledovala hromadna umrti hmyzu po péfeni a néasledny nartst

populace podezielé na scavenging.

3.2 Piimé pozorovani

Jak jiz bylo zminéno, pfimé pozorovani je metoda, kterd casto dava piibliznou
informaci o interakci mezi dvéma organismy. Mtize pozorovateli dodat predstavu, jak bude
zivoc¢ich na kofist reagovat, pokud ji potkd znovu. Tato metoda byla pouzita ve velkém
mnozstvi pokusi (napiiklad: Richman et al. 1983; Young 1984; Gibson et al. 1997,
Pfannenstiel & Yeargan 2002). Pokud je ovSem pozorovano pouze piimo Zrani a nikoliv
samostatny lov, mize dojit k podcenéni vlivu scavengingu. Tato metoda ma i dalsi
nevyhody. Mezi nejvétsi patii obrovské mmnozstvi ¢asu, které musi pozorovatel stravit
sledovanim pokusu a jeho opakovanim. I kdyz by tento problém mohl byt lehce vyfeSen
pomoci moderni techniky (napiiklad videokamery). Fakt, Ze pfitomnost pozorovatele
(ptip. videokamery) znehodnoti pfirozené prostfedi vyfesit nelze, nebot’ obecné lIze Fici, ze

samotné pozorovani miize ovliviilovat stav pozorovaného.



Nejednim z dalSich problémt pfi zkoumani vztahu predator-kofist piimym
pozorovanim je zhorSend viditelnost, jako je mlha nebo tma. Znacna cast zivoCichl je
nokturnalni a no¢ni pozorovani bez pomoci svétla prakticky neni mozné (kdyz nebudeme
uvazovat o termovizorech a noctovizorech, které jsou pro sledovani bezobratlych velmi
nepiesné a drahé). I pfes tento problém se tato metodika pouziva v praxi. Naptiklad
Tan & Corlett (2012) pouzivali specialni kameru s no¢nim moédem pro pozorovani rychlosti
scavengingu V tropické oblasti Singapuru v nékolika terénech, jako je napiiklad primarni
a sekundarni les nebo park. Kamera pomohla dojit k zavéru, Ze ptes den jsou v dané oblasti

hlavni scavengefi mravenci, kdeZto v noci byly nejvice vidéni Skvofi.

DalSim problémem je neptehlednost pfirozené¢ho prostiedi. VéEtsina zivocicht je mala
a siln¢ krypticka, takze pouhé jejich nalezeni mtize byt problém, natoz pozorovani chovani
a predace. Snahy o upraveni prostiedi (terénu) nebo presunuti zivocicha do piehlednéjsiho
prosttedi vyuasti v naruSeni jeho piirozeného prostiedi a poskytnou nepifesnou

informaci (Tan & Corlett 2012).

I pfes vSechny tyto nevyhody se ovSem jednd o metody poskytujici v urcitych
ptipadech velmi vérohodnou informaci o stravovacich navycich zivo€icha. MiiZze velmi Casto
prispét 1 pfi vyzkumu scavengingu, protoze jedinec muze byt zpozorovan pii pojidani
mrtvol, nebo vyuziti techniky pro pfimé pozorovani zdechlin, které jsou predem ptipravené
jako navnady a je pozorovano, ktefi zivo¢ichové pfi nalezeni zdechliny budou jevit tendence

ke scavengeingu.

3.3 Pouziti mini-plot experimenti

Pfi pokusu v terénu je mozné pouzit neprostupnou bariéru pro uzavieni jistého
prostoru a ten poté vyuzivat pro sledovani interakci v tomto zmenseném, uméle vytvoreném
ekosystému. Jedna se tedy o jisty kompromis mezi terénnim piimym pozorovanim
a laboratornim pokusem. Prostor se tak totiz vice podoba pfirozenému prostredi, ale ulehcuje
manipulaci s pokusem. Muze se jednat bud’ o bariéru uplnou, jako pouzil naptiklad
Hagler (2006), ktery zkoumal predatory dvou motyli (Pectinophora a Trichoplusia)
a klopusky (Lygus) v polnim mini-plot experimentu. Nebo bariéru polopropustnou, kdy
prekazkou nékteré organismy projdou a jiné ne. Naptiiklad Gibson et al. (1997) polozil

navnady do zemé¢ a piikryl kameny, aby se k nim dostali pouze zivo¢ichové Zijici v padé.
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Grant & Sheppard (1985) doporucuji pouziti n€kolika ohrani¢enych tuzemi, kdy do
nékterych vypusti i predatora i kotist a do jinych pouze kofist (kontrolni). Tato metoda ma
velké vyhody nebot” je vysledek velmi dobie ¢itelny a s pokusem se d& lehce manipulovat.
Grant & Sheppard uvadi napiiklad moznost zavedeni standardizovanych velikosti mini-plot
experimentll pro snazsi porovnavani vysledkli mezi védci a jako nejvétsi nevyhodu uvadi
zejména ovlivnéni pfirozeného prostiedi, nebot’ i jednoducha mini-plot vytvoii mikroklima a
studované organismy mohou byt bariérou ovlivnéni. Ve vétSin€ praci se prace s bariérou
pouziva jen jako modifikace pfimého pozorovani proto pro ni plati istejné vyhody pfti
vyzkumu scavengingu. V n€kterych ptipadech je pokus pouzitim mini-plotu doplnén i o jiné
metody jako napfiklad imunologické znafeni nebo znacCeni barvivem (viz dale) jako

napiiklad pouzil Hagler (2006).

3.4 Znaceni Kkoristi

Idedlni znaceni kofisti pro vyzkum interakci s dal§imi zivocichy by mélo byt trvalé,
netoxické, snadno aplikovatelné, jasn¢ zpétné identifikovatelné a levné. To ovSem neni tak
snadné, nebot’ znaceni pro jeden druh pokusu muize byt v nékterych piipadech velmi dobré
ale v jiné situaci (jiné podminky, vzorky, ZivoCichové,...) mize byt zcela nepouzitelné
(Hagler & Jackson 2001). Mezi nejjednodussi metody znaceni patti metody na zjednoduseni
piimého pozorovani, tedy rozpoznavani jedincl, jako jsou napiiklad polepovaci Stitky,
mechanické poskozeni (v tomto piipadé mysleno jako lehké poskozeni zviiete pro budouci
lehké rozpoznani, pouzivané zejména pro vétsi zvirata jako ryby, ptaky a savce, Casto
oznacované jako cejchovani) a znacCeni barvivem. Tyto metody jsou levné i rychlé, maji
ovSem 1 své nevyhody. V piipad¢ stitkli hrozi snadna ztrata, naruSeni ptirozené¢ho chovani
(kolonialni hmyz) nebo zranéni zvirete. Mechanické poskozeni je narocné na provedeni
U bezobratlych Zivoc¢icht z Cisté velikostnich proporci a na Casto se na jedince nemusi vejit.
Mechanické poSkozeni musi byt provedeno tak, aby nebyl jedinec pfiliSné poskozen nebo
nezemfel. Pfi pokusech s bezobratlymi Zivoc¢ichy je navic Casto potieba pracovat s velkym
mnozstvim jedincli a metoda mechanického poskozeni by se tak mohla stat velmi casoveé
naronou a moznosti variaci znacek také u hmyzu nejsou pftili§ veliké. Existuji ovSem
i velmi specifické a naro¢né druhy znaéeni jako implantace magnetickych ¢ipt do zivych

slimakt (Grimm 1996).
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3.4.1 Barviva, znaceni prachem a peroralni barveni

Znaceni barvivem muze byt velmi levné a provedeno ve velkém métitku, protoze
barvu lze snadno rozprasit na velké mnozstvi jedincii. Barvivo mize byt také dlouhotrvajici
a mize byt pouzito pro pokusy pracujici s delSim ¢asovym usekem. Problém opét nastava
V moznosti zmény piirozeného chovani zivoc¢ichd. Jedinec mize ptitahovat predatory, ktefi
by ho jinak nenapadli nebo naopak zastraSovat. U kazdého barviva musi byt navic zjisténa

toxicita pro dany druh.

3.4.1.1 Barveni UV-fluorescené¢nim pigmentem

Pouzivani riiznobarevnych pigmentl jako znaceni je pomérné starda metoda.
UV-fluorescentni pigmenty mohou odstranit problém se zménou ptirozeného chovani
a pritom jsou stale stejné dobie detekovatelné. Znaceni pigmentem ma opét vyhodu zejména
diky moZnosti oznacit velmi rychle velké mnozstvi jedincti a to neplati jen o drobném
hmyzu, jako jsou napiiklad termiti nebo octomilky (Bestelmeyer & Wiens 2003), ktefi byli
oznaéeni oranzovym fluorescenc¢nim pigmentem k detekci predace mravenct v Coloradu.
Znaceni lze ale pouzit napiiklad i na sliméaky, coz pfedvedli Foltan & Konvicka (2008), kteti
pomoci pigmentu rozpuSténého v polyetylen glykolu injekci oznadili = slimaky.
Warner & Bierzychudek (2009) zase potvrdili, Zze znafeni jimi pouzitého fluorescen¢niho
pigmentu nema vliv na Zivotnost jedinct, kdyZ oznacili skupinu babocek (Vanessa cardui)

a sledovali umrtnost proti kontrole v laboratornich podminkach.

Hlavni nevyhodou potom muze byt pouziti pfili§ velkého mnozstvi prachu, a jedinec
mize tak byt omezen v pohybu a tim se zméni i jeho disperzni schopnosti (Chang 1946),

Vv extrémnich pfipadech potom jedinec umira (Messing et al. 1993).
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3.4.2. Peroralni vyuziti barviv a pigmenti

Podavat barviva jedincim peroralné¢ je dal$si moznost vyuziti barev a pigmentt. Do
potravy se mohou pfidat naptiklad v oleji rozpustné barvy. Termiti krmeni papirem s barvou
se ukazali jako vhodna metoda pro pozorovani disperze termitti. Obarveni jedinci mohou byt
vraceni do hnizda a pouziti pro MRR metody (Haagsma & Rust 1993). Mezi vyhody tohoto
vyuziti patfi zejména nizka cena a snadnd manipulace nebot’ staci smichat barvu s potravou.
Nutnosti je ovSem zjisténi toxicity barviva. Nevyhodou je moznost $patného rozpoznani
oznacenych jedinci a jejich nutnost zabiti, rozdrceni a extrakce pro potvrzeni obarveni

(Hagler & Jackson 2001).

Peroralni znac¢eni UV-fluorescentnim pigmentem poprvé pouzil Hawkes (1972), kdy
oznadil vajicka miry Tyria jacobaeae pomoci barviva rozpusténém v alkoholu. Ty nechal
poté poziit Skvory, které nasledn& rozdrtil, nechal péci Vv troubé po dobu jedné¢ hodiny
a fluorescenci vyhodnocoval tak, ze svitil UV lampou na vzorky v temné mistnosti. Potvrdil,
ze pigment se udrzi ve stievech po dobu 3 dnti a varuje pted zvolenim spravného pigmentu,
nebot’ n€které, jim zvolené pigmenty byly neu¢inné. Od té doby se prace s pigmenty
posunuly dale a vyhledavaji se nejvhodnéjsi pigmenty pro obarvovani riznych bezobratlych

(Okrouhlik & Foltan, nepublikovano).

Perordlni znaceni fluorescentnim pigmentem je levné, snadno manipulovatelné, se
snadnou aplikaci na velké mnozstvi jedincii a pii pouziti metody na zjisténi specifického
kvantového vytézku fluorescence obsahu stfev predatorti i velmi prikazné rozpoznani
oznacenych jedincti. Tato metoda je velmi dobra i pro vyzkum scavengingu (viz vlastni
pokus). Nevyhody jsou poté nutnost zjisténi specifického kvantového vytézku fluorescence
kontrolnich jedincti od vSech chycenych druhd a nutnost pouziti drazsiho piistroje, ktery je
ovSem velmi jednoduchy na ovladani a pfedevSim dovoluje provadét test nékolika desitek

jedinct najednou (Okrouhlik & Foltan, nepublikovano).
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3.4.3 Znaceni vzacnymi prvky

Bezobratlé je mozné znadit vzacnymi prvky, jako jsou napiiklad rubidium, stroncium,
cesium, mangan, hafnium a iridium, pfipadné lanthanoidy jako jsou lanthanium, samarium
europium, dysprosium a cerium (Hagler & Jackson 2001). Bézné pouzivany je chlorid
rubidia (RbCl), ktery byl pouzit naptiklad ve studii Prasifka et al. (2001) v Texasu, pii
vyzkumu piesunu bezobratlych a jejich predatori mezi bavlnou a obilovinami. Prokazali, ze

oznaceni pomoci chloridu rubidia je pouzitelné nejdéle na Sest dni.

Pti pouziti této metody ve veétsSim métitku mize byt zpétnd identifikace casoveé narocna
a pracna. Znaceni vzacnymi prvky patii mezi pomérné finanéné€ narocné metody, pro které je
navic potfeba zvlastni znalosti pro praci se zdrojem neuroni (pii praci s lanthanoidy).
Nekteré druhy mohou byt, pifi vysSich koncentracich uréitych prvkid, ohroZzeny i na zivote.
Z tohoto dlivodu je potieba prvotni testovaci pokus na toxicitu pro dany druh. Pouzit tuto
metodu jako MRR pro vyzkumu scavengingu lze Uplné stejné jako znaceni barvivem nebo
UV-fluorescencnim pigmentem, kdy se zvolend zdechlina ozna¢i vzacnym prvkem a
nasledné se testuji chyceni predatofi v oblasti na piitomnost zvoleného vzacného prvku.
Vzacnych prvki lze pouzit 1 nékolik najednou, naptiklad pro oznaceni riznych druhti navnad

jinym prvkem. Obecné je tato metoda ovSem znacné€ financné i ¢asoveé narocna

3.4.4 Pouziti stabilnich izotopi

Stabilni izotopy lze, v urCitém pohledu, chapat jako vzacné prvky, nebot nékteré
biotopy mohou byt na urcité izotopy velmi chudé. MozZnost pouziti stabilnich izotopu
uhliku®C a  dusiku "N ke zkouméni potravnich siti pouzili naptiklad
Ponsard & Arditi (2000) v terénnich podminkach. Potvrdili, ze pomoci zjistovani mnozstvi
danych izotopil v zeming, rostlinach a zivoc¢iSich mohli zjistit, zdali je dany jedinec herbivor
nebo predator. V diskuzi ovSem uvadéji, ze blizsi a presnéjsi vysledky o vzajemnych

interakcich fici zatim nemohli.

Dal$i vyuziti znaCeni stabilnim izotopem dusiku byla provedena v laboratofi
(Nienstedt & Poehling 2004), kdy byly oznafené msSice predkladany jako kofist riznym
predatorum (stievlicek a pavucenka) a poté zjisStovany narlsty koncentrace izotopu v jejich
télech. Jednalo se o velmi prikazné oznaeni, protoze jiz po pozieni jediné msice, bylo

mozno jedince oznacit jako pozitivniho.
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Mezi hlavni nevyhody této metody patii nutnost pouziti drahého vybaveni, které
vyzaduje zvlastni technické vyskoleni. Pro provoz vétSiny pfistroju je potfeba fadove nékolik
miligrami biomasy, coZ muze byt u hmyzu zna¢ny problém (Hagler & Jackson 2001). Pro
vyzkum scavengingu je metoda vhodna podobné¢ jako znaéeni barvivem, pokud jsou izotopy

pouzity na oznaceni zdechlin a je sledovano, kdo je pozira. Tato metoda je ovS§em mnohem

v v

3.4.5 Znaceni radioaktivnimi izotopy

Pouziti radioaktivnich prvkli ke znaeni hmyzu je metoda pouzivana hlavné¢ od
padesatych do sedmdesatych let (Buschman et al. 1977; McDaniel & Sterling 1979). Tato
metoda je vhodna zejména jako MRR pro svoji velmi dobrou citelnost vysledl. Jeji
provozovani muze byt ale Skodlivé zivotnimu prostfedi, mize byt ¢asové velmi naro¢né
a drahé a v dneSni dob¢é musi mit navic kazdy pokus vlastni povoleni. Proto se v dnesni dob¢
prakticky nevyuziva pro vyzkum predator-kofist natoz pro vyzkum scavengingu

(Hagler & Jackson 2001).
3.5 Molekularni metody

3.5.1 Elektroforéza proteini

Elektroforéza proteinii je nejjednodussi molekularni metoda, kterd je vyuzivana pro
vyzkum predator-kofist. Jeji princip spoc¢iva v ziskani vzorku kofisti a vzorku obsahu stieva
predatora. Oba vzorky jsou pouzity k elektroforéze v polyacrylamidovém gelu a porovnaji
se vzorky vyslednych prouzkii gelu na shodu. Tato metoda je sice jednoducha, nese ovsem
znacné nevyhody. Napiiklad je nutnd znalost jak predatora, tak kofisti. Pokud naptiklad
chytime jen predatora a netusime, ¢im se zivi, tak je velmi obtizné to zjiStovat. Hlavni
problém ovSem nastava, pokud predator sezere vice druhti kofisti. Proteiny se promichaji
a vysledek nebude jasny. Pouziti této techniky je vhodné naptiiklad pro laboratorni ovétreni
predace jednoho druhu jinym. I pfes nevyhody se tato metoda pouzivala jesté doneddvna
(Corey et al. 1998). Pro pouziti na vyzkum scavengingu se jedna o potencialn¢ zajimavou
variantu potvrzeni vztahu v laboratornim pokusu, pfi praci S jednim druhem scavengera

a jednim druhem mrtvoly.
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3.5.2 Serologické znaceni

Metoda serologického znaceni vyuziva pfirozenou reakci teplokrevnych organismu-
tvorby protilatek. Poprvé byly serologické testy pouzity pro vyzkum vztahu predéator-kofist
jiz v roce 1946 (Brooke & Proske 1946; Hagler et al. 1992). Vzniklo hned nékolik variant
této metody. Prvni vyuziva polyklondlni protilatky, kdy se vzorek zkoumané koftisti injekéné
vstiikne do krevniho ob&hu obvykle savce (nejcastéji kralika) a po urcité dobé se z krve
odeberou protilatky. Vznikne smés riznych protilatek, nékteré z nich pak pti dalsim kontaktu
budou reagovat na pivodné vstiiknuté imunogeny. Tak mohou byt protilatky pouzity na
testovani obsahu traviciho traktu nebo vykalid predatora na ptitomnost zkoumaného vzorku
kofisti. P¥ vyzkumu scavengingu ovSem neni jasné, jak se dany jedinec do traviciho traktu
dostane. To mize vést k mylnému oznaCeni scavengingu jako predace. Pro zjiSténi
presnéjsiho vztahu predator-kofist se tato metoda se pouziva v kombinaci s elektroforézou
(Symondson 2002). Casté byva i pouziti u vodnich Zivo¢icht, kde znatna &ast vyse
zminovanych znaceni nelze pouzit. Hlavni nevyhodou této metody mize byt nespecificka
faleSn¢ pozitivni reakce protilatek s antigenem, protoze sérum obsahuje velké mnozstvi
ruznych protilatek. VSechny kombinace protilaitek a antigent by se tedy, pro zpiesnéni
vysledktli, mély testovat na ,,cross-reaction®. Dalsi velmi zdsadni nevyhodou je nemoznost
opakovani pokusu protoze zadna dvé séra nebudou stejna i kdyz se nechaji vytvorit ve

stejném savci (Symondson 2002).

3.5.2.1 ELISA

ZlepSeni vyuziti polyklonalnich protilatek piineslo hlavné pouziti metody ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Tato metoda spodiva ve vyuziti zvlastnich
proteint, které se navazou na komplex protilatka-antigen a to pouze na komplex a nikoliv na
jednotlivé Casti. Pii navazani dojde ke zméné struktury a ve vétSin€ piipadii 1 zméné barvy.
Toho se vyuziva tak, Ze se na mikrotitracni desticku nanese sada vzorkd spolecné
s protilatkami a enzymem a pozoruje se, u kterého vzorku doslo k vytvofeni komplexu
protilatka-antigen, ndslednému napojeni enzymu a tim padem i zabarveni. Tim se cely
znaén¢ zrychli a zpfesni oznaCovani pozitivnich vzorkid, presto zlstdva problém

S ,,cross--reaction‘ a faleSnou pozitivitou.
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3.8.2.2 Monoklonalni protilatky

Vyraznym vylepSenim sérologickych metod pfineslo pouzivani monoklondlnich
protilditek (monoclonal antibody, MAB). Oproti polyklondlnim se na tvorbu protilatek
vyuzivaji zvlastni fuze B-lymfocyti a bunck myelomu, které umoziuji vytvofeni pouze
protilatek proti jednomu danému druhu. Pfesnost mize byt zvolena jako instar-specificka,
druhoveé-specificka, nebo specificka proti jakémukoliv vy$Simu taxonu (Hagler et al. 1992).

Tato metoda se podobné jako polyklonalni protilatky pouziva v kombinaci s ELISA.

Metoda MAB pomohla ukazat n€kolik zajimavych interakci mezi zivo¢ichy, naptiklad
Symondson et al. (2000) ukazal, ze k udrzeni poctd predatort Pterostichus melanarius
(carabidae), pfirozenych neptatel slimakl a msic v polich vyrazné piispivaji pocty zizal a dal

by se tak upravit management poli tak, aby vyhovoval nejen sttevlikim, ale i zizalam.

Problém hyper-predace, ktery byl jiz zminovan vySe, byl zkouman pomoci
monoklonalnich protilatek (Harwood et al. 2001), kdy byly oznaceny msice, které byly
podanyjako potrava pavoukovi, kterého podali jako potravu stievlikovi, jehoz travici trubici
poté testovali na pritomnost mSice. Vysledkem tohoto pokusu je, Ze druhotna predace
nekomplikuje stievni analyzy tolik, jako se myslelo. Problém scavengingu ovsem pfi testech
na stfevech predatorti stale ziistavd. Pouzivat tuto metodu pro vyzkum scavengingu je
mozné, s piihlédnutim na problém, ze zjistit, jak se do stfeva (trusu) urcity material dostal,
nemiizeme, pokud sami tento materidl nepiipravime (formou navnad). Monoklonalni
protilatky se casto pouzivaji pii vyzkumu vztahu predator-kofist a ztohoto divodu
Calder et al. (2005) zjistoval jak moc scavenging tento vztah ovliviiuje v laboratornim
pokusu se stievliky a slimaky a poukazal, Ze scavenging muze zna¢né ovliviiovat pohled na

ekologické vztahy v ptirod¢ z hlediska pfenosu Zivin.
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3.5.2.3 Krali¢i imunoglobulin

Velmi pouzivané je 1 pouziti pfimého oznaCeni kofisti pomoci krali¢iho
imunoglobulinu G (IgG) a nasledné testovani stiev predatori pomoci séra jiného savce
(nejcastéji kozy) s jiz vytvofenymi protilatkami proti krali¢imu IgG. Tuto metodu ve vztahu
predator-kofist poprvé pouzili Hagler & Durand (1994), kdy studoval slunécka
a bradavic¢niky jako zastupce kousajicich predatorti a hlavnénky a hladénky jako zastupce
sajicich predatorid. Obé skupiny byly nakrmeny oznacenymi dospélci molice a vajicky
motyla (Gelechiidae). Metoda se ukazala byt ucinnou pro detekci potravy kousajicich
predatort (98.8% vyhodnoceno jako jako IgG pozitivni). Vyhoda této metody proti MAB je
zejména vyssi citlivost metody, jak prokazal Mansfield et al. (2008), kdy porovnaval obé
zminované techniky v laboratornich podminkach. Odpad4 nutnost vytvareni specifickych
protilatek pro jednotlivé druhy bezobratlych, coz zna¢né ulehCuje a urychluje pouzivani.
Pozdé€ji se tato metoda pouzila napiiklad k rozuzleni potravnich vztahli mezi mravenci
a termity v zahradkarské kolonii v Indiané¢ (Buczkowski & Bennett 2007). Mezi nevyhody
patfi hlavné cena metody, nutnost specializovanych piistroji a ¢asova narocnost ELISA
metody. Dalsi riziko mize hrozit, pokud se IgG rozprasuje na jedince zevné pro urychleni
a pro praci ve vétSich métitcich. Pak hrozi pienos IgG z jednoho jedince na jiného dotykem,

kopulaci nebo jinou interakci. (Hagler 2006).

3.5.3PCR a DNA

Vyuziti druhoveé-specifickych primert na pouziti amplifikace DNA ze stiev predatort
na vyzkum vztahu predator-kofist bylo poprvé piedstaveno v roce 1999 (Zaidi et al. 1999).
V této praci byli komafi pienechani K sezrani dravymi stievliky Pterostichus cupreus, kteii
byly poté zabiti za ur€itou dobu (0-28 hodin) a rozdrceni. DNA komara v jejich travicim
traktu byla poté cilené¢ amplifikovana pomoci specifického primeru a PCR (polymerase
chain reaction). Zaidi potvrdil, Ze detekce komaii DNA je stejné silna, at’ nechali stfevlika
travit 0 nebo 28 hodin. Na poctu sezranych komarii jednim jedincem také nezélezelo.
Zaroven poukdzal na fakt, Zze komaii DNA je 1épe detekovatelnd pii amplifikaci krat$iho
fetézce (146 bazi). Dale Zaidi doporucuje zlepSeni metodiky, protoze ucinnost metody byla

jen 85,5%.

18


http://www.biolib.cz/cz/taxon/id17257/

Od té doby vzniklo né€kolik praci, které se zamétuji na metodickém zlepSeni celé
metody jako napiiklad teplota gelu pii elektroforéze (Harper et al. 2007), pouZzivani
spravnych primerd (King et al. 2008) a zejména vyuziti next-generation DNA sequencing
(Shendure & Hanlee 2008). Pozdg&ji se také zacala metoda pouzivat spiSe na extrahovany
obsah traviciho traktu (Hoogendoorn & Heimpel 2001) nebo vykaly predatoru (Deagle et al.

2005) nez na celé rozdrcené jedince.

Tato metoda také vyzaduje tvorbu specifickych latek pro kazdy druh. Zatimco u MAB
se jednalo o specifické protilatky, u DNA metody se jednéd specifické primery, které jsou
ovSem jednodu$i a levnéj$i na vyrobu (Chen et al. 2000). Obé metody maji problém
S postupnou degradaci organického materidlu ve stfevech predatort, ale DNA metoda ma tu
vyhodu, Ze sledovana DNA, miize byt amplifikovana pomoci PCR, i kdyz v tomto procesu

muze vzniknout zna¢né mnoZzstvi chyb (Symondson 2002).

Metoda byla pouzita ve znaéném mnoZstvi praci pracujicich s bezobratlymi ve vztahu
predator-kofist (Chen et al. 2000; Hoogendoorn & Heimpel 2001; Harper et al. 2005;
Gariepy et al. 2007), na druhy u kterych ostatni metody nelze tak dobie pouzit, jako je
napiiklad krill (Martin et al. 2006). Pti vyzkumu je tedy mozné pouzit metodu jako potvrzeni
vztahu predator-kofist. OvSem metoda, jako vSechny ostatni stfevni analyzy nebo rozbory
exkrementti, nemize potvrdit, jakym zptisobem se material do traviciho traktu dostal a hrozi

nebezpeci Spatné interpretace vysledka (Juen & Traugott 2005; Foltan et al. 2005).

Hlavni nevyhodou PCR a DNA metod identifikace kofisti ve stievech predatort je
¢asové narocna prace v laboratofi nutna k extrakci kazdého vzorku a finan¢ni naroc¢nost jak

pristroju, primert a ptipadné PCR kitd.
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Pilotni pokus

Cilem pilotniho pokusu bylo v terénnich podminkach ovéfit funkénost metody znaceni
kotisti UV-fluoescenénim pigmentem (Foltan & Konvicka 2008; Okrouhlik & Foltan,
nepublikovano) pro jednozna¢nou identifikaci scavenger a nalezeni ptipadnych mozZnosti

zlepSeni v metodice.
4 Material a metody

4.1 Detekce fluorescencné obarvené koristi UV-fluorescenéni pigment
V pokusu bylo pouzito fluorescenéni barvivo JST-10 (Radglo). Toto barvivo neni
rozpustné ve vod¢ ani v ethanolu. Miize byt rozpusténo jen silné nepolarnim rozpoustédlem

napiiklad chloroform-methanolovou smési.

4.2 Priprava navnady

Larvy mouchy domaci (Musca domestica) byly krmeny pSeni¢énym Srotem smichanym
S fluorescennim pigmentem (v poméru 20:1) po dobu 3 dnti od nakladeni vajic¢ek, vybrany
ze substratu, omyty, zabity zmrazenim a uchovany v teploté -18°C. Pfed pouzitim byly
rozmrazeny, namoceny ve vod¢ po dobu 20 minut a poté ususeny. Tim se barva dostala

pouze do traviciho traktu larvy a nemohla kontaminovat dotykem.

4.3 Zemni pasti

Byly pouzity zemni pasti slozené¢ ze dvou c¢asti. Prvni ¢ast je duty valec zakopany do
zemé¢ tak, aby jeho horni okraj nebyl vySe nez okolni terén a nevznikla tak piekézka pro
volné se pohybujici hmyz. Druhou ¢asti je plastovy kelimek vlozeny do valce naplnény do

jedné étvrtiny detergentem pro usmrceni chycenych jedinci (viz Obrazek 3).
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2 - Zakopany vilec
3 3 - Wyjimatelny kelimek

4 - Detergent

Obrazek 3: Schéma zemni pasti pouzité pri chytani bezobratlych v kukuricném poli pri

terénnim pokusu pro urceni spektra scavengeri.

4.4 Vybér lokality

Jako lokalita byla zvolena hranice kukufi¢éného pole a lesa v obci Mokré v jiznich
Cechach. Tato lokalita byla vybrana pro maximalizaci abundance predatort a piehlednost
terénu. Jednalo se o 2 metry Siroky vysekany pruh vzdaleny cca 5 metri od konce pole.

Jedna jeho ¢ast byla blizka hranici lesa a druha sekané louce (viz Obrazek 4).
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Obrazek 4: Nakres lokality a polohy pasti vzhledem k okolnim biotopiim pri provadeni

terénnich pokusu v kukuricném poli

4.5 Meteorologicka data

Experimenty byly provedeny ve dnech 22. 08. 2011 (primérna teplota: 19.2°C,
primérna relativni vlhkost vzduchu 68%, nejvy$di naméfena rychlost vétru 5,9 m*s™,
pramérna rychlost vétru 1,16 m*s™) a 23. 08. 2011 (primérna teplota: 22.2°C, primérna
relativni vlhkost vzduchu 65%, nejvy$si naméfena rychlost vétru 5,9 m*s™, primérna

rychlost vétru 1,47 m*s™).
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4.6 Polni experiment — Spektrum scavengeri

Bylo zakopano deset zemnich pasti (oznaceni A-J) po dvojicich. Mezi jednotlivymi
dvojicemi byly rozestupy cca 10 metri a mezi pastmi v kazdé dvojici byly rozestupy jeden
metr. Kazda dvojice pasti byla navic opatiena barié¢rou (viz Obrazek 5) pro zisk vétsiho
mnozstvi jedincti pohybujicich se v okoli. Kolem kazdé pasti bylo rozprostfeno asi 100
oznacenych larev v okruhu maximalné 20 centimetri tak aby kazdy jedinec pfiblizujici se

k pasti musel pfijit do kontaktu s musi navnadou.

Pasti byly vybirany po dobu 24 hodin, prvni vybér byl proveden v 22:00 20.08.2011
a posledni 19:00 21.08.2011. Pro zamezeni hromadéni jedincl v pastech byly pasti vybirany
kazdé 3 hodiny.

Vzorky z kazdého vybéru byly konzervovany v 80% ethanolu, a oznaceny kédem. Do
pasti byl po vyjmuti chycenych jedincti doddn novy detergent, aby se minimalizovala

moznost piipadné kontaminace.

1 1 - Bariéra

/ " 2 - Oblast rozprostienych

| ' navnad
. 7 A, B — Zemni pasti

Obrazek 5: Nacrt polohy jedné dvojice zemnich pasti pasti s bariérou pri pohledu shora
véetné vyznacené plochy s navnadami (musi larvy). Dvojice pasti mély mezi sebou vzdy

rozestupy 5 metrii. Mezi dvojicemi pasti byla vzdalenost asi jeden metr.

23



4.6.1 Analyza obsahu stfevniho traktu

V laboratoti byl kazdy jedinec vyjmut z fixa¢niho media. Poté mu byl odtrzen thorax
od cephalu tak, aby se vytahlo stievo, které bylo lehkym zmacknutim vymackano. Vse bylo
vlozeno do  mikrozkumavky  (eppendortka  1,5ml), poté  byla  pfidana
chloroform-methanolova smés (michano v poméru 2:1) do naplnéni eppendorfky. Kazda
eppendorfka byla oznacena kodem. Po kazdé extrakci stfeva byla drtici ty¢inka pecliveé
omyta Vv sérii Cisticich roztokli (2x chloform-methanolova smés, detergent, 2x destilovana
voda). Mezi kazdym roztokem byla ty¢inka utfena ¢istym kusem filtraéniho papiru. Vzorky
byly poté centrifugovany po dobu 15 minut pti 10000 g pro oddéleni supernatnatu
(rozpusténé barvivo) a peletu (nezadouci zbytky ze stiev). Z kazdé eppendorfky bylo
mikropipetou odebrano 100 upl supernatantu do cerné polypropylenové desticky
(Nunclon 96) a ta byla piikryta alobalem. Cely postup byl provazen maximalni snahou

0 zamezeni kontaminace mezi jednotlivymi vzorky.

4.6.2 Detekce Fluorescence

Chloroform-methanolova extrakéni smés se nechala z polypropylenové desticky
odpafit pies noc v digestofi za pokojové teploty a poté byla zméfena fluorescence zbylého
vzorku pomoci RF-5301 fluorescent reader (Shimadzu, Japan) pifi nastaveni: excitacni
vinova délka 455 nm, emisni vlnova délka 505 nm, Sife excita¢niho pasma 20 nm, Sitka

emisniho pasma 9 nm, gain 75, pocet ¢teni 25 a integra¢ni ¢as 20us.

4.6.3 Zjisténi kritické hodnoty pozitivniho oznaceni

Kriticka hodnota fluorescence pro stanoveni pozitivnich vzorka byla stanovena jako
hodnota trojnasobku nejsiln€j$i emise z osmi kontrolnich jedinci druhu Pterostichus
melanarius (brouci byli nakrmeni larvou mouchy neoznacené fluorescen¢nim pigmentem).

Tato hodnota byla pfi pouzitém nastaveni piistroje (viz 4.6.2) stanovena jako 1600.

4.6.4 Zpracovani dat

Veskerd data byla zpracovana pomoci STATISTICA v. 10 (STATSOFT). Vysledné
fluorescence byly zapsany spolu s tdaji o druhu, pozici pasti kde byl vzorek nalezen, casem
nalezu a udaji o pozitivité. Za pozitivniho byl povazovan kazdy jedinec, jehoz fluorescence

ptesahla kritickou hodnotu.
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4.7 Dynamika scavengingu

Po dobu 24h byl v hodinovych intervalech sledovan Ubytek zdechlin umisténych na
poli. Na zacatku experimentu bylo polozeno 16 zdechlin jednoho druhu v matici 4x4
srozestupy 5 cm mezi jedinci. Toto uspotfadani se opakovalo pro kazdou navnadu
predstavujici zastupce Ctyt télnich plant bezobratlych: larva mouchy domaci (A), dospély
cvrcek (B), ulitnaty plz (idealné paskovka podobné velikosti) (C) a zizala (D). Mezi
jednotlivymi maticemi byly rozestupy asi 5 metri. Experiment mél pét replikaci
Vv pravidelném designu tedy 20 matic o celkovém poctu 320 zdechlin (viz Obrazek 6). Data
byla zpracovana programem Statistica 10.0 pomoci analyzy piezivani Kaplan-Meier, kde
byli zapocteni i ¢asteéné sezrani jedinci.
e ™ A-Larva mouchy

B - Cvrcek

5X

C - Snek

D - ZiZala.

Obrazek 6: Schéma rozmisténi mrtvol pri terénnim pokusu pro zjisteni rychlosti scavengingu.
Kazdy druh navnady byl rozmistén do vzorce 4x4 a mezi jednotlivymi ndvnadami byly

pétimetrové rozestupy. Kazda skupina méla pet opakovani
5 Vysledky

5.1 Vysledky pokusu Spektrum scavengeri

V pokusu s UV-fluorescenénim barvivem bylo do pasti chyceno celkem 117 jedinct,
priCemz 108 bylo identifikovano jako stfevlikoviti (Carabidae). Z téchto bylo 96 jedincu
(88,89%) pozitivnich na ptitomnost UV-fluorescenéniho barviva v travicim traktu. Pii
bliz§im pohledu na sloZeni jednotlivych druhti (viz Tabulka 1) je vidét, Ze nejvice bylo
chyceno stfevliki druhu Pterostichus melanarius (70 jedinct, tzn. 60%) a Pseudoophonus
rufipes (30 jedinct, tzn. 26%). Dohromady tyto dva druhy tvofi naprostou vétsinu chycenych
exemplaii (82%). Celkové pocty chycenych jedinct v zavislosti na ¢ase jsou zobrazeny na

obrazku 8.
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Tabulka.l: Druhy chycené do pasti pri terénnim pokusu véetné poctii jednotlivych jedincii a

procentuadlniho vyjadreni pozitivnosti na UV-fluorescencni pigment v travicim traktu.

Chyceno ztoho %

Systematické zarazeni (ks) positivnich  negativnich positivnich

Pterostichus melanarius

] 70 65 5 93%
Coleoptera: Carabidae
Pseudoophonus rufipes
] 30 24 6 80%
Coleoptera: Carabidae
Poecilus versicolor
) 2 1 1 50%
Coleoptera: Carabidae
Calathus fuscipes
) 2 2 0 100%
Coleoptera: Carabidae
Harpalus affinis
] 2 1 1 50%
Coleoptera: Carabidae
Pterostichus niger
] 1 1 0 100%
Coleoptera: Carabidae
Poecilus cupreus
] 1 1 0 100%
Coleoptera: Carabidae
Neurcena vosa
] 3 0 3 0%
Hymenoptera: Vespidae
Neurceny pavouk
y.p 3 0 3 0%
Arachnida: Aranaeae
Neurceny sekac
] N 2 0 2 0%
Arachnida: Opiliones
Neurceny nosatec
1 0 1 0%

Coleoptera: Curculionidae
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Obrazek 7. Logaritmus specifického kvantového vytezku fluorescence zazZivaciho ustroji pro
jednotlivé jedince serazené podle druhu, kteri byli chyceni do zemnich past pri terénnim
pokusu Spektrum scavengeri, kdy byly jako ndavnady kolem pasti poloZeny mrtvé larvy
mouchy domaci oznacené UV-fluorescencnim barvivem. Za pozitivni byli povazovani vSichni
jedinci se specifickym kvantovym vytézkem fluorescence nad Kritickou hodnotou (vice viz

text).
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Obrazek 8:Pocet chycenych jedincii do zemnich pasti pri urcitych casech pri terénnim

pokusu Spektrum scavengerii V kukuricném poli.

5.2 Vysledky Dynamiky scavengingu

Za 24 hodin sezrano 179 z 320 jedinct (55,94%). Pokud se podivame na jednotlivé
navnady tak musi larvy nebyly sezrany pouze dve, cvréei byly sezrani vSichni, Snekti bylo
sezrano 7 a zizal bylo sezrano 14. Pokud se podivame na pribéh mizeni mrtvol v Case
(viz Obrazek 9), vidime, Ze nejrychlejsi prabéh ubytku vykazuji larvy mouchy a cvréci, kdy
median larev zmizi jiz po 3 hodinach a polovina cvré¢ku po ¢tyfech hodinach. V datech jsou
zapoctena 1 data o Castecné zapoctenych jedincich. Primérné Casy mizeni pro jednotlivé
druhy pfi N= 80 jsou: cvréci — 4 hodiny 28 minut (SD = 2,96), musi larvy — 5 hodin 40
minut (SD = 4,80), $nek — 22 hodin 35 minut (SD = 5,02), zizala — 19 hodin 15 minut (SD =
7,61). Pti pohledu na vSechny druhy dohromady vychazi primérny ¢as mizeni na 13 hodin

pti N=320, SD = 9,65 a median je také 13 hodin.

28



100%

90% ¢t

80% ¢t

70% ¢t

60% ¢t

50% ¢t

40% ¢t

30% ¢

Kumulativni podil nesezranych zdechlin

20% ¢

10% |

— cvréek
----- larva
--------- Snek
Cas od zadéatku pokusu (h) —— ZiZala

0%

Obrazek 9: Analyza prezivani mrtvol v terénnim pokusu sledujicim dynamiku scavengingu
V kukuricnem poli. Byly pripraveny 4 druhy navnad o celkovém poctu 320 jedincii. Po

celkovou dobu 24h byli v hodinovych intervalech odecitiny pocty zmizelych mrtvol.

6 Diskuze a zavér

Vysledky pilotniho pokusu potvrdily, ze technika pro vyzkum scavingingu pomoci
detekce UV-fluorescenéniho pigmentu ve stievech predatoru je proveditelna, jednoducha,
levna a rychla. I pfestoze bylo nalezeno nékolik moznych rizik, ukazala se tato metoda jako

velmi slibny nastroj pro budouci vyzkum scavengingu.
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Rizikem pouzit¢ metody znaceni vzorkli UV-fluorescenénim barvivem mize byt
zejména kontaminace mezi odchycenymi jedinci. Z tohoto divodu bylo provedeno nékolik
opatfeni k minimalizaci tohoto rizika. Larvy much byly oznaceny barvou vnitin¢ nikoliv
zevné, aby pigment nemohl byt pfenesen kontaktem. Zemni pasti byly vybirany kazdé
3 hodiny jako prevence hromadéni velkého mnozstvi potencidlnich scavengerii. Pouzity
pigment JST-10 neni ve vod¢ ani v ethanolu rozpustny (Foltan & Konvicka 2008; Foltan &
Okrouhlik, nepublikovano). Potvrzenim, ze dand opatfeni, vCetné maximalni péce pii
extrakci a zpracovani vzorkl, zminéné v metodice, byla G¢inna, je fakt, Ze ve stejném vybéru
byly v pastech nalezeny jak pozitivni, tak i negativni vzorky. Nékteré druhy odchycenych
bezobratlych pak byly 100% negativni.

Dalsi problém by mohlo pfedstavovat zvoleni kritické hodnoty specifického
kvantoveého vytézku fluorescence jen od jednoho chyceného druhu. To je oSetfeno za pomoci
trojnasobné multiplikace nejsilnéjsi fluorescence ze vSech kontrolnich vzorku. Kriticka
hodnota je tak silné¢ nadhodnocena a to by mélo zarucit pokryti rozdilu mezi pfirozenou

fluorescenci P. melanarius popt. musi larvy a jinymi druhy bezobratlych predatort a kofisti.

Hlavnimi scavengery v naSich podminkach, na lokalit¢ bez masivniho vyskytu
mravenct, by tedy mohli byt stfevlici, jak pfedpokladali Foltan et al. (2005) ve své praci
provedené ve Velké Britanii. Rychlost mizeni mrtvol slimakt v riznych lokalitach a Casech

byla v jejich praci silné korelovana s abundaci stfevlika P. melanarius.

Strevlici byli potvrzeni jako nejcCastéjSi scavengefi v nami pozorovaném biotopu
i pomoci fotografického materialu (viz Pfiloha 2). Ostatni prace, zaméfené na scavenging
bezobratlych mrtvol, byly podniknuty v oblastech s vy$si primérnou teplotou: Spanélsko
(Retana et al. 1991) a USA (Seastedt et al. 1981; Fellers & Fellers 1982; Young 1984
a Bestelmayer & Wiens 2002). V téchto pracich byly za hlavni scavengery oznaceni

mravenci a v nékterych piipadech v noénim pozorovani i §kvofi.
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V mém pokusu byly jako hlavni scavengefi identifikovany dravé druhy stievliki a to
zejména P.melanarius a P.rufipes, kterych bylo nejvice. Z ostatnich druhtt nebylo chyceno
tolik jedincti. Nicméné i druhy P.cupreus, C.fuscipes a P.niger byly pozitivni na pouzity
UV-fluorescen¢ni pigment. To naznacuje, ze i ostatni druhy bezobratlych, dfive oznacovany
jako dravé (Bohan et al. 2000; McKemeya et al. 2003; 2010; King et al. 2010) by ve
skute¢nosti mohli byt aspon ¢aste¢nymi scavengery. To vSe by se mohlo znacné promitnout

napiiklad na potravni pyramid¢ zminované v kapitole 1.2 (viz obrazek 2).

Design zemnich pasti s bariérou byl navrhnut tak, aby maximalizoval Sanci, Ze jedinec,
ktery jiz pozifel oznaCenou navnadu, spadl do zemni pasti. Pomoci bariéry a rozsahu
rozmisténi navnad se zvysila Sance, Ze jedinec, at’ pfiSel z jakéhokoliv sméru, natrefil
nejdiive na navnadu a poté az na past nebo na bariéru. Bariéra ho donutila vydat se jednim

ze dvou smért, pfi¢emz minimalné jeden z nich ved| do pasti.

Metodika za pomoci zemnich pasti bohuzel nedovoluje pozorovat aktivitu dal$i
skupiny scavengeri a tou jsou létajici scavengeri, jako jsou napiiklad vosy (Seastetd et al.
1981). Prestoze byly 3 vosi exemplaie chyceny v zemnich pastech ani jeden nebyl oznacen
za pozitivni, ale 3 jedince nelze povaZovat za dostatecny vzorek a v tomto sméru bude
potieba podniknout vyzkum jinou metodikou, napiiklad za pomoci ndrazovych pasti.
Zdechliny by mohly byt také sezrany hlodavci nebo ptaky, kteti se bézné hmyzem zivy,

ovSem v habitatu jako je kukuficné pole je to velmi nepravdépodobné.

Z hlediska rychlosti mizeni zdechlin mizeme zna¢né zptesnit vysledky o dynamice
scavengingu. V biotopu obsahujicim mravence mrtvola zmizi do 5 minut (Fellers & Fellers
1982; Retana et al. 1991), ale v piipadé scavengingu v nasi zemépisné Sifce, v oblasti bez
mravencl, mame vysledky jen o rychlosti Zrani jinych typti ndvnad a to slimaki (Foltan
et al. 2005). V pripadé moji prace byl median mizeni mrtvol od 3 hodin (cvréek, larva
mouchy) do 9 hodin (Snek, zizala). Resl (osobni komunikace), ktery provadél pokus se
stejnym typem navnad v pSeniéném poli v Ceské Republice za pomoci pokladani zdechlin
v transektu, dospél k podobnému vysledku, kdy polovina navnad zmizela do 8 hodin.
Rychlost scavengingu je tedy pravdépodobné silné¢ ovlivnéna mistem kondni studie,

sezonalitou a z toho logicky vyplyvajici pfitomnosti riznych druhd bezobratlych scavengerd.
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Data mohou byt ovlivnéna zvolenym habitatem. Za habitat bylo v mém pokusu
zvoleno kukufi¢né pole. Habitat je zvolen tak, aby byl co nejvice jednoduchy, uniformni,
prehledny a druhové chudy, protoze byla potieba pouze potvrdit metodiku s jednoduchymi

a prehlednymi vysledky a jasnou priikaznosti pilotniho pokusu.

Mimo habitat mohly byt vysledky ovlivnény i dobou provedeni pokusu. P. melanarius
je druh aktivni zejména v noci (Lovei & Sunderland, 1996) a proto miize byt rychlost mizeni
zdechlin ovlivnéna i dobou, kdy pokus zacal. Pokud by byl pokus byl zahdjen naptiklad
Vv rannich hodinach, mohla by se doba, kdy byla seZrana polovina ndvnad posunout, protoze
sttevlici by byly vice aktivni aZ nastdvajici noc. Noc¢ni aktivita je vidét 1 napoCtu chycenych
jedinct do zemnich pasti (viz Obrazek 8), kdy se s nadchazejici noci opét zvysil pocet

chycenych jedinct.

Zvlastni je 1 preference kofisti. O Sneky a zizaly nebyl takovy zajem, piestoze v praci
Resla (osobni komunikace) byly $neci konzumovani velmi rychle. Mala konzumace $neka
a zizal mize byt zptisobena ptilisnou velikosti navnady. Potravy bylo mozna v oblasti tolik,
ze scavengeti preferovali musi larvy a cvrcky z divodu kratSiho handlingu a jedinec tak stihl
seZrat vice potravy, pokud se zamétil na mensi a snadno zpracovatelnou potravu jako byly
musi larvy. | rychlost predace totiz zavisi na velikosti kofisti, jak potvrdil Mair & Port.
(2001).

Dalsi prace by se méla soustfedit na vyuziti metody fluorescentniho oznaceni navnad
v raznych typech biotopii po dobu celé sezony a umoznit tak identifikaci scavengert
v raznych habitatech, ptipadné zjistit sezonni dynamiku scavengingu. Dalsi bod vyzkumu by
méla byt aprava metodiky tak, aby byla pouzitelna i pro vyzkum létajicich scavengera jako

jsou vosy, nebot’ data o létajicich scavengerech zatim tpln¢ chybi.
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8. Prilohy

20 ¢
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Potet jedincl chycenych do pasti
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Vzddlenost pasti od lesa (m)

Priloha 1: Celkovy pocet chycenych jedincii v jednotlivych zemnich pastech a vzdalenost

pasti od lesa pr¥i terénnim pokusu spektrum scavengerii V kukuricném poli.
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Priloha 2: Fotografie hromady mrtvol polozena v kukuricném poli zachycena automatickym

fotoaparatem, potvrzujici, Ze nékteré druhy strevlikovitych jsou aktivnimi scavengeri.
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