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do teploty 17°C, 26°C nebo 35°C. Nasledné bude u 24h starych dospélct a u 7 dni starych dospélcd spo-
¢itdna koncentrace hemocytl v hemolymfé. Pfilohou diplomové prace bude i anglicky psany manuskript
védeckého ¢lanku pojednavajici o ontogenezi imunitniho systému slunééka Harmonia axyridis.
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Abstrakt

Slunécko vychodni, Harmonia axyridis, je povazovano za velmi Usp&Sny
invazni druh hmyzu. Usp&nost invaze ziejmé souvisi s vlastnostmi druhu, jako jsou
vykonny imunitni systém ¢i vyborné fungujici chemickd obrana. Ptfes vyrazny
recentni boom studii zamétenych na vyzkum biologie tohoto druhu je jeho imunitni
systém oblasti probadanou jen ¢astecné a dava vyznamny prostor pro dalsi badani.
Tento fakt byl hlavnim impulzem k vytvofeni diplomové prace zabyvajici se
imunitnim systémem vybranych druhl slunécek s dirazem na H. axyridis. V praci
jsou predstaveny tii odlisné studie shrnujici moje n€kolikaleté experimentovani se
slunécky.

Prvni experiment se zabyval porovnanim koncentrace hemocyt, bilkovin a
antimikrobidlni aktivitou hemolymfy pochazejici z télni dutiny a z reflexniho
krvaceni u H. axyridis a dvou ptivodnich druhti naSich slunécek. Reflexni krvéaceni je
zpusob chemické obrany hmyzu, kdy pachnouci a toxickd hemolymfa je dobrovolné
vykrvdcena na predatora. Vysledky experimentu ukazuji, Ze méfené imunitni
parametry se neliSi mezi vzorky odebranymi riznymi metodami. Odbér vzorki
zreflexniho krvéaceni je tak pfirozenou alternativou ke standardnim metoddm
zpuisobujicim nepfirozend zranéni. Studie vSak ukazuje i zajimavé mezidruhové
rozdily, naptiklad invazni slunéCko H. axyridis ma vyznamné¢ vysSi koncentraci
voln¢ cirkulujicich hemocytii nez nase puvodni Ceratomegilla undecimnotata a
Coccinella septempunctata.

Dalsi experiment se veénoval striktné vyvoji vybranych fyziologickych a
imunitnich parametri béhem ontogeneze u H. axyridis. Byl zkouman vliv
ontogeneze na obsah hemocytl, bilkovin a antimikrobidlni aktivitu hemolymfy
od 2. larvalniho instaru az po 32 dnd staré dospé€lce. Obecné lze fici, ze prubéh
ontogeneze sledovanych imunitnich a fyziologickych parametri H. axyridis se 1isi
oproti doposud publikovanym datim pro hmyz. Bazéalni imunitni systém larev je
mén¢ vykonny nez dospélcti a pocCty hemocytll i antimikrobidlni aktivita navic
vyrazné rostou i v prib&hu Zivota dospélce. Ziskana data také poukazuji na mozné
metodické nedostatky srovndvacich studii, které porovnavaji jedince riizného ¢i
neznamého veéku.

Posledni experimentalni ¢ast navazuje na moji bakalafskou praci, kterd se
vénovala vlivu teploty béhem stadia kukly na imunitni systém dospélct H. axyridis.
V ramci tietiho experimentu byl porovnavan vliv teploty béhem kukly na koncentraci
hemocytl u Cerstvych, jednodennich dospélcii a i starSich, tydennich dospélci. Nizsi
teplota béhem stadia kukly vedla k vyssi koncentraci hemocytii u Cerstvych dospélcii
a tento trend nevymizel ani u starSich dospé€lcl. Samci navic maji vyssi koncentraci
hemocytl v hemolymf¢ nez samice, coZ je patrné piedevsim u zvifat pochazejicich
z vyssi teploty.

Dle mych dosavadnich vyzkumi se zda byt H. axyridis velmi zajimavym

druhem, ktery se vymyk4 mnoha obecnym pfedstavam o fungovani imunitniho
systému hmyzu. Dalsi vyzkum tak mize pfinést mnoha necekana ptekvapeni.
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Abstract

Harlequin ladybird, Harmonia axyridis, is considered to be one of the most
successful invasive insect species in the world. Its invasive success is among
the other traits thought to be caused also by a powerful immune system and excellent
chemical defence. Despite a marked recent boom of studies focused on biology of
this species, its immune system is still partially unexplored and provides a significant
topic for novel research. This thesis composes of three different experiments focused
on immune system and physiology of H. axyridis.

In the first experiment I compared the concentration of hemocytes,
antimicrobial activity and protein concentration in hemolymph between samples
collected using two different sampling methods, reflex bleeding and puncture.
The experiment was repeated for three different ladybird species (Ceratomegilla
undecimnotata, Coccinella septempunctata and Harmonia axyridis). The reflex
bleeding is a defence behaviour of insects, when the smelling and toxic hemolymph
is voluntarily bled to a predator. The results show that the measured immune
parameters do not differ between the sampling methods and reflex bleeding is thus
a very good alternative method of hemolymph sampling to the standardly employed
puncture. The advantage of reflex bleeding sampling is that it does not cause
unnatural injuries to beetles. In addition, interesting interspecific differences in
immune system between ladybird species were observed. For example, H. axyridis
has a significantly higher concentration of circulating hemocytes than our native
species C. undecimnotata and C. septempunctata.

In the second experiment | investigated the development of above mentioned
physiological and immune parameters during ontogeny in H. axyridis, from 3 larval
instar to 32 days old adults. Protein concentration, concentration of circulating
hemocytes as well as constitutive antimicrobial activity against Escherichia coli
differed in the course of ontogeny. In general, patterns observed for H. axyridis
contrasted to the results reported for other insects. Innate immune system of larvae is
less efficient than in adults and also the concentration of hemocytes grow
significantly during adulthood. Substantial variation in physiological and immune
parameters during ontogeny has also important methodological implications, as
individuals of exactly the same stage/age have to be employed for comparative
studies.

In the last experiment I investigated effects of temperature (17 °C, 26 °C and
35 °C) experienced during pupal stage on hemocyte concentration in adult harlequin
ladybirds. Effects of pupal temperature on adults of different age, either 1 day old or
7 days old, were measured. Concentration of circulating hemocytes steeply
decreased with increasing pupal temperature in fresh (1 day old) as well as older
(7 days old) adults. Males had higher concentration of hemocytes in the hemolymph
then females and this pattern emerged especially for beetles that experienced higher
pupal temperature.



The immune system of the harlequin ladybird, H. axyridis, seems to differ
from other insect species and further research could bring many unexpected, exciting
and novel findings.



Keywords:

Aging, antimicrobial activity, haemolymph, Harmonia axyridis, immune system,
larval growth, ontogeny, reflex bleeding, sampling technique, temperature
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1. Uvod

1.1 Imunitni systém a jeho duleZitost pro organismy

Spravné fungovani imunitniho systému je jeden ze zakladnich predpoklada
pro pieziti organismi. Proto se béhem fylogeneze vytvofil imunitni systém téméf
u vSech organismi na Zemi. Pivodné se ziejmé jednalo pouze 0 mechanismus
jakéhosi strazce chemické jedine¢nosti kazdého druhu a jedince. Nejlépe Ize ptiblizit
puvod imunitniho systému u bakterii a plisni, kde se vyskytuje obranny
mechanismus zajistujici jistou vyhodu v piezivani. Vylucuji totiz do svého okoli
latky, které jsou jedovaté pro jiné druhy bakterii, obvykle tim, Ze brani rastu jinych
kolonii nebo rovnou zabrani rozmnozovani v jejich zivotnim prostfedi (Ferencik
2005).

vvvvvv

jedné se o sit’ specializovanych molekul, bunék ¢i tkéni, kde je dilezité vzajemné
propojeni jednotlivych struktur. Uplny imunitni systém, ktery realizuje schopnost
rozpoznat vlastni biochemickou strukturu od cizi pomoci specializovanych molekul,
se objevil jiz u nejprimitivnéjSich mnohobunéénych bezobratlych, jako jsou lackovci
¢i nalevnici (Ferencik 2005). Mezi prioritni tkoly imunitniho systému patii ochrana
organismu pied patogeny, které mohou télu Skodit, a dale odstranovani vlastnich
poskozenych nebo abnormalnich bun¢k. Pro efektivni fungovani imunitniho systému
organismu je dulezity spravny vybér zptusobu obrany vici danému druh patogenu,
aby nedoslo k selhani obrany ¢i sebeposkozovani organismu (Hofejsi 2013).

1.2 Imunitni systém hmyzu
1.2.1 Uvod do imunitniho systému hmyzu a diileZitost hemolymfy

Spravné fungovani imunitniho systému je velmi dalezité pro témér veskeré
organismy na Zemi a stejné tomu je i u hmyzu. Z doposud popsanych organismu
bezobratlych zivocichti je hmyz. Odhady druhové diverzity celého kmene ¢lenovct
se mezi autory lisi. Novotny et. al (2002) odhaduji diverzitu celého kmene
na 5 miliont druhti. Popsanych druhti je okolo jednoho milionu (Grimaldi et Engel
2005). Z téchto udaju je patrné, ze pokud si hmyz zachoval do soucasnosti vysokou
diverzitu a v mnoha biotopech tvoii vétSinu zivocisné biomasy, mél by mit také
kvalitn€ fungujici imunitni systém.

Imunitni systém hmyzu je relativné rozdilny oproti imunitnimu systému
obratlovct, ovSem ani v tomto piipadé se nejednda 0 jednoduchy systém (Kodrik
2004, Agaisse 2007). Pro funkénost imunitniho systému hmyzu je dtlezity spravné
fungujici obehovy systém a v ném obsazené télni tekutiny.

Krvomiza, odbornéji oznacovéana jako hemolymfa, je télni tekutina hmyzu
obsahujici organické i anorganické latky a byva velmi ¢asto pigmentovana, nejcastéji
do nazloutlé, zelenavé az hnédé barvy. Je zajimavé, ze napiiklad obsah aminokyselin
a peptidi v hemolymf€ je obvykle vys$si u hmyzu nez u obratlovcd (Chapman 2013).
Bilkoviny tvofi kolem 6 % z celkového objemu a jednou z jejich dilezitych funkei je



1 ucast na imunitnich reakcich. Mezi imunitni proteiny lze fadit napiiklad
fenoloxidazu a nespocet antimikrobialnich peptidi (Kodrik 2004). Dale se
z imunitniho hlediska v hemolymf€ nachazeji krevni buiky zvané hemocyty (Kodrik
2004, Chapman 2013). Hemolymfa obsahuje casto také steroidy, hormony a
naptiklad u brouki z ¢eledi slunéckoviti jsou v hemolymf¢ ¢asté i alkaloidy, které se
podileji na chemické obrané slunééek proti predatorim (Hodek et al. 2012). Dalsi
vlastnosti hemolymfy, ktera s imunitou velmi uzce souvisi, je schopnost srazeni se
(koagulace). Pti poskozeni téla vlivem vngjsiho Cinitele, totiz vznika melaninova
zatka, na kterou se pozdéji nabaluji krevni buiiky a dochéazi diky tomu k zastaveé
krvaceni (Kodrik 2004).

1.2.2 Imunitni schopnosti hmyzu

Hmyz vyuziva predev§im vrozenou ¢ast imunity, nékdy je tato ¢ast imunity
oznacovana jako nespecifickd. Predpoklada se, Ze se jedna o evolucné star$i Cast
imunitniho systému a pravdépodobné proto také odpovidd po kazdém setkani
s antigenem“ stejnymi mechanismy. Imunita ziskana béhem Zivota, neboli
specificka, je fylogeneticky mladSi ¢é&st imunity a surcitosti se vyskytuje
u obratlovct. Jeji existence u hmyzu je vsoucasné dobé predmétem
experimentalniho zkoumani (Agaisse 2007, Hotejsi 2013). Prikladem takové studie
muze byt experiment S octomilkou obecnou (Drosophila melanogaster Meigen,
1830, Pham et al. 2007). Tato studie dokazuje urcité ,,zapamatovani si* patogenu a
mize se proto jednat o jistou podobu ziskané imunity (Pham et al. 2007). Dalsi
ptiklad specifické imunitni reakce byl zjistén u Svaba amerického (Periplaneta
americana (Linnaeus, 1758), Turner 1994). Do téla §vabu byly nejprve aplikovany
rozpusténé proteinové toxiny V subletalni koncentraci, coz nasledné zvysilo odolnost
vuci aplikovanému toxinu (Turner 1994). Imunitni systém si zaroven udrzuje urcitou
aktivitu neustéle, ale existuje fada studii dokazujici zvySeni uc¢innosti riznych slozek
imunitniho syst¢ému po napadeni patogenem. Humordlni komponenty obvykle
zvySuji svou koncentraci stejné tak dochéazi k diferenciaci specifickych typt
hemocyti a jejich uvolnéni do ob&hu (Turner 1994, Gupta 2001, Ponnuvel
et Yamakawa 2002, Crozatier et al. 2004).

Prvnim mechanismem chranicim pfed vniknutim choroboplodného zarodku
do t¢éla hmyzu je kutikula. Jeji pevnost je zajisténa piedevsim procesy melanizace a
sklerotizace. Dalsimi fyzikalnimi bariérami jsou epitel stfedniho stfeva a peritroficka
membrana. Lze tedy fict, Ze se tyto procesy také nepiimo podileji na spravném
fungovani imunitniho systému (Siva - Joty et al. 2005, Dobes 2009). Za piedpokladu,
Ze patogen pieckona vnéjsi mechanismy, piichazi na fadu spousténi vnitinich reakcich
imunitniho systému (Ferrandon et al. 2007). Vrozeny imunitni systém se c¢asto
v literatute rozdéluje do dvou zakladnich typt reakci, na tzv. bunééné a humoralni.
Je dulezité zminit, Ze neexistuje zadné jednoznacné a presné oddéleni obou slozek.
Humoralni latky totiz zajiSt'uji i kontrolu nad bunéénym systémem a hemocyty zase
spolecné s humoralni slozkou zajistuji napiiklad sprdvnou koagulacni cinnost.
Koagula¢ni kaskada proto lezi na hranici mezi bunéfnou a humoralni imunitou
(Theopold et al. 2004, Feldhaar et Gross 2008).
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1.2.3 Reakce humoralniho typu

Jedna se predev§im o reakce zprostfedkované latkami typu aglutining,
antimikrobialnich peptidd, lysind ¢i slozek fenoloxidazové kaskady (Turner 1994).

Aglutininy, nékdy znamé pod obecnéjsim oznacenim jako lektiny, pro svou
schopnost vazat se na uhlovodikové struktury cizorodych ¢astic maji hlavni
schopnost aglutinovat neboli shlukovat cizorodé ¢astice ¢i buniky. Nachazeji se nejen
u zivocichu, ale jsou dale u rostlin, hub a dokonce i u nékterych mikroorganismd.
Jejich vyskyt je ptimo vV hemolymf€ nebo v podobé molekul vazanych na povrch
bun¢k. Syntéza probihd pfedev§im pomoci hemocytd, coelomovych buiiek a
tukového télesa (Turner 1994, Gupta 2001). Funkce téchto latek je velmi riznoroda,
naptiklad zajistuji vzajemné interakce mezi samotnymi bunikami ¢i mezi bunkami a
mezibunéénou hmotou, jedna se o tzv. povrchové receptory bunék. Jsou dulezité také
u indukované imunity, v kone¢nych fazich jsou totiz dilezité pti hojeni poskozenych
tkani. Dale jsou aktivatory koagulace hemocytii a profenoloxidazy (Turner 1994,
Gross et al. 1999, Nappi et Ottaviani 2000, Gupta 2001).

Antimikrobidlni peptidy (Casto oznacovany zkratkou AMP) vznikaji syntézou
pfedevSim v tukovém télese a cCastecné také v bunkach kutikularni vrstvy,
hemocytech nebo travici soustavé. Tato ¢ast humordlni imunity se vyskytuje témer
u viech organismtl a v mensi mife také u rostlin (Vilmos et Kurucz 1998, Sima et
Trebichavsky 2001, Feldhaar et Gross 2008). Antimikrobialni peptidy zarucuji
ucinnou bariéru proti infekcim patogeny, od vira pfes bakterie az po houby,
predeviim diky své schopnosti nieni bund¢né membrany patogenu (Sima et
Trebichavsky 2001). De¢leni antimikrobidlnich peptidii neni v literatufe jednotné,
nicméné za zminku stoji rozdéleni téchto nizkomolekularnich latek pravé podle
pusobeni na cilové patogeny. Dle Li et al. (2012) jsou antimikrobialni peptidy déleny
podle funkénosti proti: grampozitivnim bakteriim, gramnegativnim bakteriim,
houbam, virim a nekontrolované se délicim bunkam. Podle strukturalni a sekven¢ni
podobnosti  byly rozdéleny antimikrobidlni peptidy do skupin, podskupin
a peptidovych rodin. Do skupin se fadi cyklické a linearni antimikrobidlni peptidy.
Cyklické l1ze dale ¢lenit na cystein-rich peptidy z nich nejznaméjsi jsou defenziny,
linearni antimikrobialni peptidy jsou dale zde zjednodu$ené rozdéleny na prolin-rich
peptidy a glycin-rich peptidy (Andreu et Rivas 1998).

Lysiny jsou molekuly se schopnosti rozkladat bunéénou sténu (lyzovat buniky).
Jejich kol v humoralni imunité¢ je predevSim antimikrobidlni plsobeni a
cytotoxicita. Nejznaméj$im zastupcem lysinti je enzym lysozym. I piesto, Ze slouzi
¢asto jako travici enzym, ma mnoho spoleéného s antimikrobidlnimi peptidy. Byla
zjisténa jeho antimikrobialni aktivita proti grampozitivnim bakteriim, buiikam hub a
nékterym zdstupcim gramnegativnich druh bakterii, pfedevsim v soucinnosti
s jinymi antibakterialnimi peptidy (Turner 1994, Dobes 2007).

Fenoloxiddzova kaskada, dillezitd ¢ast humordlni imunity se sklada ze tii
funkénich celk. Nejprve nastupuje tzv. profenoloxiddzu aktivujici systém. Ten
zahrnuje proteiny detekujici cizorodé Castice a serinové proteazy. Serinové proteazy
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slouzi k pfenosu signalu pro pozd¢jsi aktivaci profenoloxidazy. Hlavni ¢ast kaskady
tvoii samotny enzym fenoloxidazy a jeho zatim neaktivni prekurzor, ktery je
syntetizovan urcitymi druhy hemocytli. Po dokonceni syntézy profenoloxiddzy muze
byt dale prekurzor upravovan a shromazdovan kolem mista poranéni,
enkapsulovanych parazitl nebo transportovan do kutikuly (Asano et Ashida 2001,
Dobes 2009). V posledni fazi jiz aktivovana fenoloxidaza katalyzuje pocatecni kroky
fenoloxidazové kaskady. Zakladem této faze je preména chemickych latek, pii které
vzniké cela fada funkéné dilezitych meziproduktd a hlavni koncovy produkt melanin
(Dobes 2009). Tento barevny pigment je hnéd¢ zbarveny a nerozpustny. Jeho
dilezitost spo¢iva v hojeni zranéni, izolaci rany od patogenit a ochrany
pted skodlivym UV zafenim. Melanin se ukladéd v riznych castech téla beéhem jejich
pigmentace (Sugumaran 2002). Fenoloxidadza také podporuje celou fadu bunécnych
imunitnich odpovédi (Gupta 2001).

V recentnich studiich se stale Castéji objevuji experimenty potvrzujici také
tzv. ,,Complement-like molecules. Pivodné se pfedpokladalo, ze komplementovy
systém je typicky pouze pro obratlovce. U nich se jednd o formu nespecifické
imunitni odpovédi, kde se kaskddovou reakei pfeménuji bilkoviny z neaktivni formy
do podoby enzymi, které pak pasobi na dalsi slozky kaskady a postupné je cilem
likvidace nezadoucich latek ¢i bunék v téle. U hmyzu byly podobné komplementy
detekovany, naptiklad u Drosophila melanogaster, $vaba smrtihlava (Blaberus
craniifer Burmeister, 1838) nebo =zavijete voskového (Galleria mellonella
(Linnaeus, 1758), Gupta 2001, Jiravanichpaisal et al. 2006).

1.2.4 Koagula¢ni kaskada jako hranice mezi bunéénou a humoralni imunitou

Jelikoz hmyz ma otevienou cévni soustavu, piedpoklada se, Ze musi mit
velmi U¢inny mechanismus utésiiujici poranéni (schopnost kolagulace). Proces by
m¢él byt skutecné rychly, aby nedochdzelo k nadmérné ztraté hemolymty. Dokonce se
zda byt tento systém propracovanéj$i neZz u obratlovcl. Vyuzivd totiz vétSiho
mnozstvi tzv. ptilezitostnych proteind, které jsou za urcitych okolnosti schopné plnit
1 imunitni funkci. Koagula¢niho procesu se samoziejmé ucastni jak celé hemocyty,
konkrétné¢ se jednd o plasmatocyty, tak i1 fada humordlnich faktort. K spravné
koagulacni Cinnosti je dulezité zejména propojeni s fenoloxydazovou kaskadou.
Enzym fenoloxydazy totiz napomaha k zasitovani bilkovin, eliminuje patogeny a
pfi pozdé€jsi melanizaci se podili na vytvareni koagulacni zatky. Koagulat je pak
schopny zabranit dalSimu S$ifeni potencidlnich patogend. Zajimavé také je, Ze se
vyskytuji rozdily ve srazlivosti hemolymfy mezi jednotlivymi zéastupci kmene
¢lenoveu (Kanost et al. 2004, Theopold et al. 2004). Lze tedy piedpokladat rozdily
I mezi konkrétnimi druhy hmyzu, hlavné diky vysoké variabilit¢ v ekologii
jednotlivych druhd.
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1.2.5 Reakce bunééného typu a mozné druhy hemocyti

Reakce bunécného typu jsou zajisStovany predevSim pomoci imunitnich
bun¢k neboli hemocytli (Chapman 2013). Mezi tyto reakce patii mikroagregace Casto
prechézejici az v pozdéjsi nodulaci, enkapsulace a fagocytoza.

Mikroagregace je proces, pii kterém dochazi ke shlukovani hemocytt
0 piiblizné deseti az dvaceti buiikach kolem malé ¢astice, ktera vnikla do téla
organismu. Po této pocateCni agregaci zpravidla pocet shluknutych hemocytl jesté
roste a kolem cizorodého predmétu dochazi ke tvorbé nodule (Stanley et Miller
2006). Patogeny, Casto to byvaji drobn¢jsi bakterie pii pocetnéjsich invazich, jsou
postupné pokryty koagulatem a granulocyty s podporou plasmatocytii ¢i lamelocytti
(Schmidt et al. 2001). Po adhezy granulocyti na povrch patogenu vznika koneéna
nodule. Nodulace je zakoncena nekrozou granulocytli a melanizaci celého utvaru.
Bakterie v noduli pravdépodobné hynou vlivem fyziologického stresu, pii¢inou muze
byt nedostatek zivin a kysliku (Turner 1994, Lavine et Strand 2002, Kodrik 2004).

Enkapsulace je reakce oznacujici proces zapouzdieni. Od nodulace ji odliSuje
predevsim velikost zneSkodilovanych ¢astic. Vyskytuje se totiz v ptipadech napadeni
velkymi objekty. Mohou to byt naptiklad parazitoidi, prvoci nebo hlistice (Schmidt
et al. 2001, Browne et al. 2013). Po vniknuti cizorodého objektu dochazi k jeho
obklopeni vrstvami hemocytti. Mezi konkrétni druhy hemocyti piisedajici kolem
cizorodé Castice patii plasmatocyty a granulocyty. Pokud dojde k dostatecnému
obklopeni celé castice, uplatiiuje se dale fenoloxidaza po jejimz ptlisobeni jsou
agregované hemocyty nekrotizovany a melanizovany. Nasleduje zniceni vniknutého
objektu. Obvykle cely proces trva jeden aZz né€kolik dni. Zajimavosti je, ze
enkapsulaci lze zatim nalézt pouze u bezobratlych (Schmidt et al. 2001,
Jiravanichpaisal et al. 2006, Williams 2007).

Fagocytdza je nejstarS$i imunitni reakce. Pivodn€ mohly organismy diky této
reakci piijimat potravu. Béhem evoluce vSak byla tato funkce u fady druht
nahrazena extracelularnim travenim a dnes je fagocytézy vyuzivano hlavné béhem
imunitnich reakci. Dikaz tohoto evoluéniho pokroku dokladaji bakterie a prvoci,
kteti stale vyuZivaji fagocytdzu jako zplsob piijmu potravy (Kodrik 2004, Ferencik
2005). Z pohledu imunity hmyzu je fagocytoza proces, ktery pohlcuje pomérné malé
cizorodé biotické i abiotické objekty. Mezi biotické objekty 1ze fadit drobné bakterie,
spory hub, prvoky, kvasinky ¢i apopticka téliska. Fagocytoza je také dilezitd béhem
metamorfozy, kdy diky této reakci dochazi k likvidaci zbytkli nepotifebnych tkani
(Yokoo et al. 1995, Lavine et Strand 2002, Kodrik 2004). Druhy hemocytd, které se
ucastni fagocytozy lze oznaclit jako fagocytarni. Tyto druhy se mohou liSit napfic
taxonomickymi skupinami (Anggraeni et Ratcliffe 1991). Mezi nejrozsitengjsi
fagocytarni druh patii plasmatocyty (Kodrik 2004). Browne et al. (2013) popisuji
ve své studii podrobnéji celou fagocytéozu. Jednd se o stupniovity proces,
se zapojenim také humordlnich faktor. Na konci procesu dochazi k respiraénimu
vzplanuti a tim k degradaci ¢i usmrceni patogenu.
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Imunitni bunky vznikaji rGznorodou cestou. Z embryotického mezodermu
b&hem procesu embryogeneze vznikaji primarni hemocyty. Dalsi, druhotna produkce
je béhem larvalniho vyvoje ¢i v kukle. Druhotné hemocyty vznikaji
Vv tzv. hemopoetickych organech, kde z pivodnich prohemocytl vznikaji specificté;si
druhy (Chapman 2013). Z funk¢niho hlediska maji hemocyty zasadni vyznam
pii zachovani homeostazy téla, ¢ast z nich totiz neustale cirkuluje v hemolymfé a
zajiStuje stav pro jeji udrzeni. Pfi naruSeni vnitini rovnovahy jedince dochazi
ke zvySeni aktivity, diferencuji se specifi¢téjsi formy a je snaha o zneSkodnéni
patogenu. Na zaklad¢ intenzity imunitni vyzvy je pak mozné odhadnout vyznamnost
vlivu abiotickych ¢i biotickych faktort (Turner 1994, Pandey et Tiwari 2012).
Hemocyty lze kvantifikovat jako pocet bun€k na jednotku objemu hemolymfy.
Po prepoctu lze vyjadfit jejich absolutni pocet, neboli tzv. ,,Total hemocytes count*
(THC). Dale Ize urcit diferencialni pocet hemocytti neboli ,,Differencial hemocytes
count (DHC; ¢ili relativni zastoupeni jednotlivych druhti hemocytd) ¢i mnozstvi
aktivnich metaboliti (Szymas et Jedruszuk 2003). Celkovy pocet cirkulujicich
hemocytli se mlze meénit, zavisi totiz na vyvojovém stadiu jedince, faktorech
ovlivitujici fyziologickou kondici jedince a tfada hemocyti je také ve stavu
homeostazy pouze ptisedla na epitelové tkani a uvoliiovany do ob&hu jsou az
po imunitni vyzve. Je dilezité si také uvédomit, Ze mezi druhy hmyzu se muze lisit
podil vody v hemolymf€. To mize byt také pficinou velka variability v koncentraci
hemocyti v hemolymf€ riznych druhtt hmyzu (Kodrik 2004, Chapman 2013).

Druhy hemocytl jsou tvarové velmi proménlivé, ale vSechny maji bunécné
jadro. Lze je rozdélit podle funkéni, morfologické a antigennich charakteristik
(Kerkut et Gilbert 1985). Zejména u starSich publikaci vSak panuji znacné
nepiesnosti v systematice (Jones 1962, Lackie 1988, Lavine et Strand 2002, Ribeiro
et Brehelin 2006). Pavodni snahy piifadit nazvy hemocyt podle jejich morfologie
totiz nebyly vhodné. Efektivnéjsi metodou je rozfazeni hemocytl podle jejich hlavni
funkce (Turner 1994). Gupta (2009) vyliSuje 7 zakladnich druhti hemocytt. Jsou
to: prohemocyty, plasmatocyty, granulocyty, sferulocyty, adipocyty, oenocyty a
koagulocyty.

Prohemocyty jsou zakladni stavebnim kamenem pro ostatni typy hemocytd,
nékdy dokonce vytvateji jesté specifické lamelocyty, pfispivajici k enkapsulaci
béhem napadeni téla hostitelem nebo se ucastni metamorfozy (Lanot et al. 2001).
Jejich tvar je proménlivy od kulovitého az po elipticky, jsou relativné malé
s vyraznym jadrem. VéEtSina jich je ulozena nediferencovanych v hemopoetickych
organech. Diferenciované maji dulezitou roli ve vnitini obrang, kterd zahrnuje
fagocytozu, hojeni poranéni a reakce srazeni hemolymfy. Nepfeménéné
prohemocyty vSak nejsou schopné fagocytozy (Turner 1994, Lanot et al. 2001,
Kodrik 2004, Gupta 2009).

Plasmatocyty jsou nejbéznéjSimi cirkulujicim druhem. Maji velmi variabilni
tvar 1 velikost, jadro je kulaté aZ prodlouzené, vétSinou ve stiedu. U nékterych druhti
hmyzu mohou plasmatocyty tvofit az 95 % ze vSech hemocytu. Jejich hlavni funkce
jsou enkapsulace a fagocytdza. (Nelson et al. 1994, Kodrik 2004).
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Granulocyty jsou dal$im, Castéji zastoupenym druhem v télni tekutiné. Opét
maji proménlivy tvar, jsou ovalné az sférické. V porovnani S plasmatocyty je jadro
mensi, kulaté nebo podlouhlé, umisténo ve stiedu (Kodrik 2004, Gupta 2009). Jsou
dilezité hlavné pii koagula¢ni ¢innosti a tvorb¢é noduli. Dle jejich nazvu obsahuji
V Ccytoplazmé mnoho membranové vazanych granuli. U téchto granuli dochazi
k povrchové vymeéné, coz muze souviset s obranou funkci organismu (Kodrik 2004,
Strand et al. 2006).

Spherulédrni bunky neboli sferulocyty nejsou béznym druhem hemocytt.
Jednd se o bunky kulatého az vejcovitého tvaru s proménlivou velikosti. Jadro je
vétsinou umisténé centralné a je bohaté na chromatinova téliska. Vyznam sferulocyti
neni zatim odhalen. Obsahuji vSak velké mnozstvi spheruli (neboli tzv. kulovitych
vyplni buniky), které n€kdy vypliuji celou buitku (Kodrik 2004).

Adipocyty neboli tukové buiiky, jsou opét velikosti proménlivé kulovité nebo
ovalné bunky. Jadro je relativné malé, kulaté az protahlé s umisténim casto mimo
sttedovou osu (Kodrik 2004).

Oenocyty jsou pomérné velké, tvarem protahlé az sférické bunky. Je u nich
zatim nejvetsi zkoumand variabilita ve velikosti. Jadro je mensi, Casto excentrické.
Nachazeji se v t€lni duting€, tukovém pouzdie a v epidermis. Jsou pohyblivé a
dalezité pii fenoloxidaze, produkuji latky nutné pro tvorbu kutikuly, ekdysteroidy a
u Chironomidae produkuji hemoglobin (Kodrik 2004, Castillo 2006).

Koagulocyty jsou obecné také variabilni ve velikosti, tvarem casto sférické.
Je pro né typickd jejich kiehkost a nestabilnost. Jadro je ovalné, malé a casto
excentricky umisténo (Gupta 2009). Jejich zasadni vyznam je popsan v ptredchozi

podkapitole.

1. 3 Imunitni systém a chemicka obrana brouku ¢eledi slunéckoviti
(Coccinellidae) s diirazem na invazni druh Harmonia axyridis (Pallas, 1773)

Slunécka jsou na rozdil od vétSiny jiného hmyzu oblibena Sirokou vetejnosti,
to 1 pies jejich vSeobecné znamy odporny zapach a jedovatost. Je proto az s podivem,
Ze neexistuje zatim mnoho védecké literatury vénujici se aspon fyziologii ¢i presnéji
imunité téchto broukll. V nasledujicich podkapitolach tak budou prezentovany zatim
znamé poznatky o chemické obrané¢ a imunité celedi Coccinellidae s dirazem
na H. axyridis, jejiz imunitni systém je zatim nejprobadanéjsi a je ji také vénovana
nejvetsi pozornost v praktické ¢asti moji diplomové prace.

1. 3. 1 Biologie a ekologie studovaného druhu Harmonia axyridis

Na ekologii slunécek vychodnich, Harmonia axyridis, lze vyborné
demonstrovat biologickou kontrolu, ktera se pozdéji vymkla kontrole a druh se tak
stal invaznim. Jednd se o druh plivodem z mirného aZ subtropického podnebného
pasu vychodni Asie, se zadpadni hranici vyskytu v Kazachstanu. V prabehu 20. stoleti
bylo slunécko opakované introdukovdno do USA a Evropy jako predator mSic
v sadech. H. axyridis ve srovnani s ostatnimi druhy slunécek vynika svou vysokou
zravosti mSic a vysokou fekunditou. V této etape (70. - 80. 1éta 20. stoleni) jeste
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nedochézelo k $ifeni populaci mimo sady (Nedvéd 2014). Formovani prvni ,,divoké*
invazni populace probéhlo kolem roku 1988 v Louisiané, USA. V severni Americe
tou dobou doslo ke zkiizeni dvou geneticky odlisSnych poddruhti dovezenych
z geograficky oddélenych ptivodnich aredlti rozsiteni a pozdéji doslo pravdépodobné
i kjist¢é mutaci. Tyto udalosti mohou byt moznym vysvétlenim vzniku invaze
H. axyridis. V obdobi na pfelomu tisicileti postupovala invaze ze Spojenych stati
americkych do Evropy. Mezi prvni zem¢ osidleni invazni formou v Evropé patiily
Belgie a Nizozemsko. V Ceské republice je dolozeny zdznam o prvnim vyskytu
z roku 2006, ale urcité se zde druh vyskytoval jiz diive. V soucasné dob¢ se invazni
druh $ifi v oblastech mirného klima napfi¢ Evropou i USA, misty az s masovym
vyskytem (Lombaert et al. 2010, Nedvéd et al. 2011, Nedveéd 2014).

Velikost t€la dospélct stejné jako zbarveni krovek je u H. axyridis velmi
variabilni. Télo dosahuje rozméra 5 - 8 mm, je Siroce ovalné, 1,3 - 1,4 krat delsi nez
Siroké. Variabilni zbarveni krovek je uréeno geneticky. V Ceské republice je
nejrozsitengjsi svétle zbarvena forma succinea, ke které piislusi az 86 % jedinca.
Larva je eruciformniho typu, protdhla s vyraznymi trnitymi hrudnimi sklerity.
Larvalni vyvoj se sklada ze ¢tyr instard. Kukla je oranzova, typu pupa obtecta.
Obsahuje cerné skvrny na hrudi a na kiidelnich pochvéach. Rozsah ¢erné barvy
u dospélct formy succinea je neptimo tmérny s teplotou zazitou béhem stadia kukly.
Pro determinaci pohlavi slouzi horni pysk na kousacim ustnim tstroji a klypeus.
Samice ma horni pysk a teCku na klypeu ¢erné barvy, nékdy hlavu aZ skoro ¢ernou,
kromé& bilého trojuhelniku na cele. Samci maji naopak tento soubor znakl v bilé
podobé (Nedvédova 2013, Nedvéd 2015). Je dilezité doplnit, Ze pfi CastéjSim
uréovani pohlavi je nutné ptihlédnout i k morfologii posledniho zade¢kového ¢lanku
s vyusténim kopulacnich orgédni. Jelikoz vice melanizovani jedinci mohou byt pfi
determinaci pohlavi pomoci horniho pysku zaméiovani.

Druh Zije pfedevsim na listnatych stromech a kefich, n€kdy na bylinach a
vzacné jehlicnanech. H. axyridis je hojna na mistech s masovym vyskytem kolonii
mSic, hlavné€ na lipé, peckovinach, okrasnych kefich ¢i kopfivach. Kromé msSic se
Zivi merami, Cervci a alternativné dal$imi drobnymi mékkymi druhy hmyzu, vajicky
a larvami jinych druht slunécek nebo pylem a sladkymi plody. Slunécko vychodni
stihne vytvofit 2 az 3 prekryvajici se generace za rok. V fijnu migruji dospé€lci na sva
zimovisté a obvykle zimuji v uzkych Stérbinach nejriznéjsiho typu (Nedvéd 2015).

Tento druh zpisobuje svou pfitomnosti v nasi pfirod¢ fadu problémi. Miize
napiiklad vytvaret konkurenéni tlak na néktera nase plivodni slunécka. Vinaiim
zpuisobuje skodu na vinné réveé. Predev§im kvili obsahu alkaloidi v hemolymfé.
Réva totiZ miZe byt pii nedostatku kolonii mSic také nahradni potravou pro slunécka.
Pti nédsledném zpracovani na vino dochéazi k znehodnoceni kvality produktu. Nejvétsi
nepiijemnosti z lidského hlediska je pfirozeny zplsob zimovani druhu ve skalnich
stérbinach. Uzké skalni §térbiny totiz byvaji v nahradnich stanovistich nahrazovany
naptiklad okennimi ramy obytnych budov (Nedvédova 2013).
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1. 3. 2 Soucasné poznatky o imunitnim systému ¢eledi Coccinellidae

Buné¢nou imunitou slunécka Anisolemnia dilatata (Fabricius, 1775) se vénuji
ve své praci Majumder et al. (2016), kteti zkoumali morfologii a diferencidlni pocet
hemocytl. V praci bylo zjisténo 5 druht hemocyti v kazdém z vyvojovych stadii.
Konkrétné se jednalo o prohemocyty, plasmatocyty, granulocyty, sferulocyty a
oenocyty. Nejpocetn€jsim druhem byly plasmatocyty a nejméné fluktujicim
druhem béhem ontogeneze byly granulocyty. Nejmensich primérnych velikosti
dosahovaly prohemocyty s primérem bunky 11, 59 um a nejvétsi byly oenocyty
S primérem 26,11 pm. Diferencialni pocty hemocytid byly zkoumdny pro vSechna
larvalni stadia, kuklu a 24 hodin staré¢ dospélce. Mezi prvnim a druhym larvalnim
instarem nebyl signifikantni rozdil Vv zastoupeni jednotlivych typli hemocytu.
Pfi porovnani tietiho a ¢tvrtého larvalniho instaru byl naopak prokazan statisticky
prikazny rozdil u prohemocytt a sferulocytl, pticemz prohemocyty klesaly na tkor
spheruldrnich bunék. Zajimavé je, ze ve stadiu kukly opét stoupala koncentrace
prohemocytt pravé na tkor diive diferenciovanych prohemocyti. Tento posun je
pravdépodobné zpiisoben samotnou pfeménou (metamorfozou) béhem stadia kukly,
kde je naopak pravdépodobné potieba vyssi koncetnrace nediferenciovanych
hemocytd (prohemocytil). U 24 hodin starych dospélcti byly diferencialni pocty
vétSiny druht hemocytli velmi podobné prvnimu a druhému larvalnimu stadiu.
V praci autoii dale neprokazali statisticky vyznamny rozdil mezi pohlavimi.

U H. axyridis bylo také pozorovano 5 odlisnych typt hemocytt. Podobné
jako u ptfedchozi studie to jsou prohemocyty, plasmatocyty, oenocyy, sferulocyty a
granulocyty jsou v tomto piipadé rozdéleny do dvou podtypi (granulocyty prvniho
typu — s kulovitym tvarem bufiky a granulocyty druhého typu — s ovalnym tvarem
buiky). Nejvétsim typem u slunéka vychodniho jsou sferulocyty, dosahujici
rozmé&ra kolem 25 pm. Nicméné 1 oenocyty podobné jako v pfedchozi studii pattily
rozméry k velkym imunitnim bunkam, pramér bunék byl kolem 18 um (Firlej et al.
2012).

Vyse zminéné studie mohou predpovidat jisty predbézny typologicky trend
hemocyti u ¢eledi Coccinellidae. Dalsi studie na larvach slunécka sedmitecného
(Coccinella septempunctata Linnaeus, 1758) totiz stejnym druhovym sloZenim toto
potvrzuje také (Suhail et al. 2007). Humordlnim slozkdm vrozené imunity je
V literatufe vénovana vétsi pozornost. Predev§im pro invazni druh H. axyridis
existuje fada recentnich studii. U tohoto druhu je prokézana tvorba cca 50 riiznych
antimikrobialnich peptidd, jejichz tvorba muze byt zvySena po ndkaze slunécka
bakteriemi a plisnémi (Vilcinskas et al. 2013, Nedvéd 2014). Nejucinnéji pracuji
antimikrobialni peptidy H. axyridis proti kvasince pivni (Saccharomyces cerevisiae
Hansen, 1883) a Escherichia coli Escherich, 1885 (Koegel et al. 2012).
Schmidtberg et al. 2013 se ve své studii vénovali porovnani antimikrobialni aktivity
slunécka sedmitecného a slunécka vychodniho. Antimikrobidlni aktivita byla métena
technikou radialni difuze 24 hodin po aplikaci pufru s Escherichia coli a
Micrococcus luteus Cohn, 1872. Vysledky antimikrobialni aktivity po imunitni
vyzveé vysly piekvapivé vyssi u slunéfka sedmiteCného V provnani s invazni

17



H. axyridis, ale neidukovana imunita byla ve studii dle ocekavani mnohonasobné
vyssi u H. axyridis. Jednim z moznych vysvétleni je silny alkaloid v téle slunécka
vychodniho, ktery by mohl suplovat do urCit¢ miry humordlni ¢ast po imunitni
vyzve. Slunécko vychodni se diky tomu nemusi po imunitni vyzvé tolik spoléhat
na produkci antimikrobidlnich peptidii, coz mize naopak piedpokladat jistou vyhodu
V porovnani s ptvodnim druhem nasi piirody. V praci podle
Schmidtberg et al. (2013) byla dale vénovana pozornost antimikrobialni aktivité
vajicek, larev a dospélcim slunécka vychodniho, pficemz tato aktivita
u nenakazenych broukd v Case zivota rostla. Dulezité je zminit, ze vSak nebylo
feSeno presné stari jednotlivych stadii, coz mize vysledky zkreslovat. Gross et al.
(2010) dale zjistili, ze dospéli jedinci H. axyridis maji podobnou pfirozenou
antimikrobialni aktivitu proti Escherichia coli jako larvy 4. instaru. Dalsi studie
U neindukovené imunity také potvrzuje nejvy$si antimikrobialni aktivitu proti
Micrococcus luteus u Harmonia axyridis, nasledovala Coccinella septempunctata a
Linnaeus, 1758 Roehrich et al. 2012). Navazujici prace zkoumala transkriptomy
antimikrobidlnich peptidi u stejného druhového tria. U vSech zkoumanych druhti
byly nalezeny vzdy vSechny zkoumané antimikrobidlni peptidy z osmi genovych
rodin (tj. attaciny, coleopteriny, defenziny, thaumatiny, cys — knot proteiny,
cecropiny, C a | lysozymy). Nicméné¢ slunécko vychodni v pfipadé attacinu,
coleopterinti a defensini vykazovalo daleko vyssi vyskyt. Cecropiny a lysozymy se
vyskytovaly u vSech zkoumanych druhii slunééek v podobné koncentraci. Zajimavy
byl také vyssi vyskyt ,.protihoubovych® peptidd tzv. thaumatini u slunécka
vychodniho v porovnani s ptivodnimi druhy. Vy$§i mnoZzstvi thaumatinii mize byt
spojeny s vysokym vyskytem mikrosporidii v téle tohoto invazniho druhu, aniz by
dochézelo k letalnim nasledkiim pro hostitelské jedince. Problematice mikrosporidi
bude vénovana podrobnéji nésledujici podkapitola. Po imunitni vyzvé coleopteriny
vykazovaly u invazniho druhu mnohem vyssi syntézu nez u obou ptvodnich druht
nasi fauny. Dale napfiklad slunécko dvoute¢né po imunitni vyzvé ani nikterak
nezvysilo tvorbu defensinti (Vogel et al. 2017).

U slunécek hraje nezastupitelnou roli v obranych schopnostech také obsah
melaninu. Tento pigment se totiz vyskytuje v cernych skvrnach (nékdy
pfipominajicich tecky) na krovkach. Obecné se u hmyzu piedpoklada pozitivni vliv
obsahu melaninu na imunitni systém. Vice melanické formy zpravidla vykazuji
ucinnéj$i imunitni obranou schopnost (Wilson et al. 2008). U slunécka vychodniho
formy succinea byl dokonce zjistény vliv melaninu na obsah 2-isopropyl-3-
methoxypyrazinu. Silnéji melanizovani jedinci obsahovali vys§i koncentrace této

zapachajici antipredacni latky (Koegel et al. 2012).
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1. 3. 3 Reflexni krvaceni jako chemicka obrana celedi Coccinellidae pied
predaci

Krom¢ aposematického zbarveni zvySuji slunéckoviti Uc¢innost své
antipredacni obrany pomoci reflexniho krvaceni. Jedna se o chovani, pfi kterém
dochazi po napadeni predatorem k vylucovani hemolymfy v podob¢ drobnych kapek
Z kolennich kloubti dosp€lcti nebo u larev ze zadeckovych ¢lankti na hibetni stran€.
Ve vyloucené hemolymf€ jsou nechutné a toxické latky, naptiklad nejriznéjsi
alkaloidy. Rada téchto latek je druhové specifickd, jejich vznik je prikladan asto
vlastni syntéze (nepochdzi z potravy). U slunécka sedmite¢ného se napiiklad
vyskytuje pomérné¢ silny alkaloid coccinellin. Obecné jsou u slunécek také casté
latky typu pyrazin, které zapachaji a jsou dulezit¢é pii podzimni agregaci
pted pfezimovanim (Hodek et al. 2012). OvSem existuji i piipady u nekterych druht
vazanych na predaci msic, ze slunécko dostane chemickou latku do svého téla prave
ptes konzumaci mSic z jejich ptivodni zivné rostliny.

U druhu H. axyridis se vyskytuje krom¢ jiz zminéného 2-isopropyl-3-
methoxypyrazinu také velmi silny alkaloid harmonin. Je nahotklé chuti a vykazuje
Sirokospektralni antimikrobialni aktivitu. Pro svou vybornou u¢innost je tento
alkaloid pfedmétem zkoumani i v huméanni medicin¢ (Schmidtberg et al. 2013).
Dokonce byla zjisténa jeho Gc¢innost proti nékterym kmenim bakterie tuberkulozy,
tj. bacil Kochiv (Mycobacterium tuberculosis Zopf, 1883) a zimnicce tropické
(Plasmodium falciparum Welch, 1897), puvodci malarie (Schmidtberg et al. 2013).
Laboratorné je mozné jiz n¢kolik let harmonin syntetizovat, coz je vyborné zjisténi
pro jeho mozné dalsi vyuziti (Braconier et al. 1985). Kolem tohoto vyznamného
alkaloidu vSak zlstdva stale mnohé neodhaleno. Napiiklad mechanismus, jak tclo
slunécka vychodniho dokaze zabranit otravé vlastnim harmoninem, je zatim
neznamy (Roehrich et al. 2012). JeSté zajimavejsi jsou studie, zajimajici se
o mikrosporidie vyskytujici se v hemolymfé H. axyridis (Vilcinskas et al. 2014,
Vogel et al. 2017). V literatufe jsou mikrosporidie uvadéné jako obligatni
intracelularni parazité, ale tento invazni druh jich ma ve své hemolymf€ napfi¢ vSemi
vyvojovymi stadii a geografickym rozSifenim extrémné vysoké mnozstvi. Proto se
pravdépodobné nemiize jiz jednat o parazitismus. H. axyridis je pravdépodobné
schopna se vyrovnat s pfitomnosti urcitych druhG mikrosporidii a patrné ji ani
neskodi. Jako mozné vysvétleni je pravé piitomnost silného harmoninu. Casto se
ve studiich objevuji teorie, Ze tento parazit muize zvyhodiovat slunécko
V konkuren¢nim tlaku pted ostatnimi druhy slunécek, jelikoz pro jiné by mohla byt
ptitomnost mikrosporidii az letalni (Vilcinskas et al. 2014). Kolem mikrosporidii je
ovSem také fada neznamych a bylo by vhodné doplnit informace o slunécku
vychodnim dal$imi druhy slunécek s moznym vyskytem mikrosporidii v jejich
hemolymf¢. ZnaSich predbéznych pozorovani naptiklad vime, Ze v druhu
Ceratomegilla undecimnotata (Schneider, 1792) se vyskytuje také vysoké mnozstvi
téchto intracelularnich paraziti.
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2. Cile prace

Cilem literarni reSerSe je shrnuti dosavadnich poznatki o fungovani
imunitniho systému hmyzu. Detailngji je reSerSe zaméfena na popis existujicich
znalosti o imunitnim systému slunécek (Coleoptera: Coccinellidae). U této ¢eledi byl
pak zajem sméfovan piedev§im k modelovému druhu Harmonia axyridis, jelikoz
vybrané studie, zkoumajici imunitni systém tohoto invazniho druhu, jsou dalezitym
podkladem pro experimentalni ¢ast mé diplomové prace.

Cilem prvniho experimentu je porovnat dvé riizné metody odbéru hemolymfy
z jedincu tfi druhi slunécek. Lisi se fyziologické a imunologické vlastnosti vzorkt
hemolymfy mezi metodou punkce a metodou odbéru reflexnim krvacenim? Podobné
studie ve védecké literatufe chybi, ackoliv ptfipadné rozdily mohou zkreslovat
vysledky publikovanych i budoucich studii. Zajimava je tato studie i z evolu¢niho
pohledu, protoze ,plytvat® cennymi soucdstmi hemolymfy (napf. hemocyty c¢i
bilkoviny) mize byt pro slunécka fyziologicky naroc¢né. Je zde tedy predpoklad, Ze
vysledky tohoto porovnavani budou v budoucnu publikovany formou védeckého
¢lanku.

Druhy experiment si klade za cil zkoumat ontogeneticky vyvoj imunitniho
systému slunécka vychodniho, H. axyridis. Hlavnim cilem této ¢asti je snaha
0 detailni porozuméni vyvoje zékladnich parametri imunitniho systému b&hem
larvalniho vyvoje a béhem starnuti dospélct. I tento experiment ma metodologické
dopady, protoze poukazuje na fakt, ze pii zkoumani imunity hmyzu je tfeba dbat
na determinaci presného stafi analyzovanych jedinct. Cilem je i vytvoieni vlastniho
manuskriptu védeckého ¢lanku, ktery je ptilohou této diplomové prace.

Cilem posledniho experimentu je doplnit zkoumané poznatky ziskané¢ béhem
mé bakalatské prace na téma ,,vliv teploty béhem preimaginalni vyvoje na imunitni
systém dospélcit u slunécka H. axyridis“. Cilem je porovnat vliv teploty béhem
stadia kukly (17°C, 26°C, 35°C) na pocet cirkulujicich hemocyti v hemolymf¢
dospélct starych 24 hodin ¢i jeden tyden. Data z mé bakalarské prace jsou v tomto
ptipadé doplnéna pravé o tyden staré jedince.

VSechny tfi experimenty maji ambici byt publikovany ve védeckych
Casopisech. Zakladnim cilem prace je vSak predevSim pfispét novymi poznatky
ke znalostem biologie vyznamného invazniho druhu hmyzu, kterym slunécko
vychodni, Harmonia axyridis, bezpochyby je.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Porovniani dvou odliSnych metod odbéru hemolymfy z tél slunécek
Harmonia axyridis, Ceratomegilla undecimnotata a Coccinella septempunctata

3.1.1 Uvedeni do problematiky

Reflexni krvaceni je formou obranné reakce proti predaci, kterd neni mezi
druhy hmyzu nikterak vzacna. Hemolymfa vyronéna pii reflexnim krvaceni obsahuje
jedovaté a zapachajici latky. Nékteré druhy hmyzu jsou pii obranné reakci schopny
hemolymfu dostiiknout az do vzdalenosti n€kolika centimetrii (Glenn 1991).
Reflexni krvéaceni je zndmé jak u larev, tak dospélcti naptfiklad téchto tadu:
blanokiidli (Hymenoptera; Boevé et Schaffner 2003), posvatky (Plecoptera; Moore
et Williams 1990), rovnokiidli (Orthoptera; Bateman et Fleming 2009), polokfidli
(Hemiptera; Bugila et al. 2014). U tadu brouci (Coleoptera) je znamo reflexni
krvaceni napiiklad u ¢eledi majkoviti (Meloidae; Nicolson 1994), mandelinkoviti
(Chrysomelidae; Jolivet et Poinar 2007), Erotylidae (Drilling et Dettner 2010),
svétluskoviti (Lampyridae; Fu et al. 2009) ¢i slunéckoviti (Coccinellidae; Sato et al.
2009). U nekterych celedi, jako jsou slunéckoviti, je reflexni krvaceni natolik
rozsifenou obranou reakci, e na né& spoléha valna vétSina druht. Uginnost
reflexniho krvaceni jako obrany proti predaci byla dokdzana proti predatorim z fad
obratlovcll i bezobratlych, napiiklad proti drobnym savcim, ptakim ¢i jeStérkam
(Eisner et al. 2005, Bateman et Fleming 2009, Sato et al. 2009, Novgorodova 2015,
Zvereva et Kozlov 2016).

Tento zptisob mimotélniho krvaceni je vhodnou a ucinnou strategii, jelikoz
kofist dava svou nechutnost a jedovatost najevo uz pfed samotnou predaci (Endler
1986). Nedavna studie shrnujici rizné zpisoby chemické obrany hmyzu potvrdila
ucinnost reflexniho krvaceni. Herbivorni druhy hmyzu, které vyuzivaji této strategie,
byly méné predovany nez druhy s nechutnou hemolymfou, kterou si vSak
ponechavaly pouze uvniti téla (Zvereva et Kozlov 2016). Na druhou stranu je
dilezité upozornit na fyziologickou néaroCnost ztraty hemolymfy po reflexnim
krvaceni, kterd musi byt v kratké dobé opét doplnéna. Casté reflexni krvaceni
Vv larvalnim stadiu mize vést napiiklad ke snizeni velikosti téla dospélct (Rowell —
Rahier et Pasteels 1986, Gril et Moore 1998, Sato et al. 2009), ¢i prodlouzeni
ontogenetického vyvoje larev (Gril et Moore 1998). Zvereva et Kozlov (2016) ve své
studii ukazuji, Ze reflexné krvéacejici druhy mohou mit vyssi riziko ndkazy parazity ¢i
parazitoidy. To by mohlo byt zptisobeno oslabenym imunitnim systémem v dtsledku
krvaceni. Aby byl tento negativni vliv minimalizovan, jsou né€které¢ taxonomické
skupiny schopny vstiebavat vylou¢enou hemolymfu zpét do téla (Rowell - Rahier et
Pasteels 1986). Jiné druhy (v¢etné slunécek) vstiebavani schopny nejsou a musi tak
nasledné rychle obnovit plivodni objem hemolymfy (Hodek et al. 2012). MoZnosti,
jak v takovém ptipad¢ minimalizovat riziko spojené se ztratou hemolmyfy vlivem
reflexniho krvaceni, mize byt schopnost nékterych druhli odfiltrovat cenné
komponenty hemolymfy (napf. hemocyty) béhem krviceni a ponechat si je tak
i nadale ve svém téle (Dixon 2000). Podobné studie dokazujici moznou “schopnost”
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udrzeni dilezitych komponenti hemolymfy i nadile v téle béhem reflexniho
krvaceni vSak u Celedi Coccinellidae zatim v literatufe stale chybi.

Cilem prvniho experimentu je porovnavat koncentrace cirkulujicich
hemocytd, celkové koncentrace bilkovin a antimikrobialni uc¢innost proti Escherichia
coli (K12) mezi vzorky ziskanych pomoci reflexniho krvaceni ¢i standartni metody
punkce, vzdy od stejnych jedinci tfech vybranych druhi slunécek. Takto
strukturovany experiment navic poskytuje moznost porovnani zakladnich imunitnich
parametrd u tfech druhti slunécek. V experimentu byl imysilné zahrnut druh slunécka
Ceratomegilla undecimnotata, o kterém v literatufe zatim nejsou znamy zadné
imunitni ¢i fyziologické charakteristiky.

3.1.2 Metodika - chov jedincii a odbér hemolymfy

Jedinci vSech tfech druhli pouzitych v tomto experimentu byli sebrani
na uzemi hl. m. Prahy. Po pfenosu sebranych broukii do laboratofe bylo ihned
zjisténo pohlavi vSech jedinci. Nasledné byla slunécka rozdélena po cca cCtyfech
jedincich, vzdy stejného druhu a pohlavi, a ubytovana do Petriho misek (9 cm
primeér). Kazdd Petritho miska obsahovala filtraéni papir sloZzeny do harmoniky
(ptiloha 1), na ktery byla vzdy nasledné aplikovana potrava v podobé vajicek
zavije¢e moucného (Ephestia kuehniella Zeller, 1879). Kromé potravy bylo jedincim
zajisténo také neomezené mnozstvi tekutin v podobé vody aplikované na bunicitou
vatu (2 cm x 2,5 cm). Dostatek potravy byl kontrolovan denné. Jedinci byli chovani
v klimatickych komorach pfi konstantni teplot¢ 26 °C, fotoperiodé nastavené
na dlouhy den (16L : 8D) a relativni vlhkosti cca 50 %.

Pro ziskéni hemolymfy z tél dospélych slunécek byly vytvoteny dvé odlisné
metody odbéru, které byly pozdé&ji vzajemné porovnavany. Metoda punkce
vyzadovala nejprve piichyceni broukd za pomoci oboustranné lepici pasky
na specialné upravenou ¢ast Petriho misky (pfiloha 2). Nasledn¢ doslo za pomoci
sterilizované¢ho entomologického Spendliku (o priméru 0,30 mm) k propichnuti
hrudni ¢asti téla, zpravidla v oblasti pfedohrudi. Takto poranény brouk ihned zacal
v oblasti poranéni ronit hemolymfu. Metoda reflexniho krvaceni je vlastni
vytvofenou metodou odbéru hemolymfy. Pfi této metod& bylo opét nejprve nutné
brouka dostate¢né znehybnit pomoci pfichyceni na oboustrannou lepici pasku.
Po diikladné fixaci brouka nastalo opakované drazdéni entomologickym Spendlikem
(o priméru 0,30 mm) za ucelem vyronu hemolymfy pii reflexnim krvéceni.
U slunéckovitych jde o proces chemické obrany, pii kterém dochéazi k vylucovani
hemolymfy v podobé drobnych kapek z kolennich kloubl dospélcti nebo u larev
ze zadeCkovych c¢lankli na hibetni strané. Pravé v téchto mistech byli brouci
dostatecné drazdéni.

U vSech analyzovanych jedincii byl nejprve proveden odbér hemolymfy
metodou reflexniho krvaceni a aZ posléze odbér metodou punkce. Odbéry byly
provedeny Vv co nejkratsim Casovém intervalu, aby takto odebrané vzorky bylo
mozné korektné porovnavat. Kapka cerstvé vyronéné hemolymfy, nezéavisle
na pouzit¢ metodé¢ vzdy cca 0,5 - 1,5 ul, byla nasana vlivem kapilarnich sil
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do sklenéné mikrokapilary (znacka: Hirschmann, Némecko; ptiloha 3). Objem
odebraného vzorku hemolymfy byl nasledné¢ zméten ve sklenéné mikrokapilafe
pomoci posuvného méfitka a vyfouknut do 50 ul pufru. Nasledné byl vzorek nafedén
do konecného pomeéru 1 ul Cisté hemolymfy ku 100 ul antikoagulacniho pufru.
SloZeni pufru podle Firlej et al. (2012) je nasledujici: 62 mM chloridu sodného,
100 mM glukozy, 10 mM EDTA, 30 mM citronanu sodného a 26 mM Kkyseliny
citrononové. Po nafedéni vzorkli v antikoagulacnim pufru byla ihned analyzovana
koncentrace cirkulujicich hemocytii v hemolymf¢ obsazena u obou metod odbéru,
zbyly objem vzorkt byl zmraZen pii - 25 °C pro dalsi méfené fyziologické a imunitni
parametry.

3.1.3 Metodika - méfeni vybranych fyziologickych a imunitnich parametra

Meéteni vybranych fyziologickych a imunitnich parametri bylo rozdéleno
na dvé faze. Vprvni fdzi byla zjiSt€éna koncentrace hemocytl cirkulujicich
vV hemolymf&. Hemocyty byly méfeny proto, Ze jejich tvorba je pomérn¢ energeticky
narocnéd pro organismus a jejich velk4 velikost by mohla umoziiovat mechanickou
filtraci. Z evolu¢niho hlediska by tak mohlo byt vyhodné hemocyty z hemolymfy
neztracet. Zjisténi koncentrace cirkulujicich hemocyti v 1 pl hemolymfy bylo
analyzovano pod svételnym mikroskopem znacky Olympus CX31 (Japan). U vsech
ziskanych vzorkd bylo odebrano pomoci automatické pipety 7,5 ul roztoku
hemolymfy s antikoagulaénim pufrem. Napipetované vzorky, v ptivodnim poméru
fedéni 1 pl Cisté hemolymfy na 100 pl antikoagula¢niho pufru, byly postupné
aplikovany na Biirkerovu pocitaci komurku (ptfiloha 4). Pocet hemocyti byl vzdy
seCten v padesati velkych ctvercich komirky pii celkovém zvétSeni mikroskopu
Ctyfistakrat (piilohy 5, 6, 7). Piesny postup pocitani hemocytt v Biirkerové komitirce
a nasledny piepocet zjisténého poctu hemocytii na koncentraci hemocytti v 1 pl Cisté
hemolymfy je zobrazen v ptilohach 8 a 9. Zbyvajici objem odebranych vzorkt byl
zmrazen a pozd&ji pfevezen na Prirodovédeckou fakultu Masarykovy univerzity
vBmé (Ustav experimentélni biologie), kde byla Mgr. Pavlem Dobeiem, Ph.D.
zjisténa antimikrobidlni aktivita proti gramnegativnim bakteriim Escherichia coli a
koncentrace bilkovin v hemolymfg.

Poranéni po proniknuti Spicky Spendliku do téla slunécek sebou nese riziko
kontaminace hemolymfy dal§imi tkdnémi, které mohou pozdéji zkreslovat
interpretaci samotnych dat, napfiklad koncentraci bilkovin v hemolymf€.
Koncentrace bilkovin (mg/ml) v hemolymfé byla zjisténa pomoci Bradfordovi
metody meéfeni proteind. Do jednotlivych plasth pro pozd€jsi analyzu
ve spektrofotometru bylo nanaseno vzdy 5 pl fedéné hemolymfy (1:100) smichané se
specialnim piipravkem (Bio-Rad, USA). Ze sady piipravku Bio-Rad bylo pfidano
do antikoagula¢niho pufru s hemolymfou 25 pl reaktantu A a poté 200 pl reaktantu
B. Dilezit¢ je dodrzet potfadi pifidavani jednotlivych pfipravkl, jelikoz diky
spravnému uziti dochazi k chemické reakci médi s bilkovinovymi strukturami, coz
zpiisobuje Zadouci namodrani celého roztoku pro pozdéjsi analyzu. Po cca 15
minutich cekani bylo zjiSténo mnozstvi absorbovaného svétla ve spektrofotometru
(mé&feno pii A= 700 - 750 nm). Nasledn¢ bylo mozné za pomoci kalibracni kiivky
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porovnat miru absorbce s piesné¢ definovanym standardem (v tomto piipadé byl
standardem piipravek Bio-La-Test® LYONORM, Ceska republika) a vypodist
koncentraci bilkovin.

Antimikrobidlni aktivita hemolymfy je jednou z velmi Casto méfenych velicin
pii vyzkumu humoralni ¢asti imunitniho systému. Pro tento experiment byla métena
antimikrobialni aktivita proti gramnegativnim bakteriim metodou bioluminometrie
za pouziti geneticky modifikovaného kmene bakterie Escherichia coli (K12). Tento
kmen bakterie obsahuje svitici enzym, luciferazu. Metoda vychdzi ze zakladni
myslenky, Ze mira bioluminiscen¢niho signalu je pifimo imérna piezivani bakterii.
Podrobnéjsi popis metody a pfiprava fedéni bakterii pro ndslednou aplikaci je
popséana v praci Vojtek et al. (2014). Pro luminometrické méteni bylo pouzito 40 ul
zfedéné hemolymfy z pivodnich mrazenych vzorkti. Tento roztok byl smichan se
120 ul PBS (pH = 7) spiibliznym poctem 100000 bakterialnich bunék.
Po napipetovani vzorkl na pifedem piipravenou desticku luminometru byla sledovana
sila svételného signdlu po dobu 60 minut. Vysledkem méteni jsou jednotlivé kiivky
ubytku svételného signalu bakterii pro jednotlivé analyzované vzorky. Vyslednou
analyzovanou veli¢inou je integral svitivosti vzorku po dobu 60 minut, ktery je
relativizovan vuci kontrolnimu vzorku s pfidanim jen samotného PBS bez bakterii
(kontrola = 100 % ptezivani bakterii).

3.1.4 Metodika - analyza dat

Pro porovnani vzorkl ziskanych dvéma metodami odbéru vzorki hemolymfy
zt¢l slunéCek byly pouzity zobecnéné linedrni modely se smiSenymi efekty
(GLMMs). Kazdy laboratorné méteny fyziologicky a imunitni parametr byl
analyzovan v samostatném modelu. Ve vSech modelech byla identita zvifete pouzita
jako ndhodny efekt a metoda odbéru hemolymfy (punkce ¢i reflexni krvaceni),
pohlavi jedince a druhové identita jedince jako nezdvislé proménné. VSechny
vysvétlujici proménné jsou kategoridlni, pfiCemz druhova identita nabyvala tii
kategorii  (Harmonia axyridis, Ceratomegilla undecimnotata, Coccinella
septempunctata), pohlavi dvou (samec, samice) a metoda odbéru hemolymfy dvou
(reflexni  krvaceni, punkce). V modelu vysvétlujici koncentraci hemocyti
V hemolymf€ bylo pouzito quasipoissonova rozdéleni chyb. V modelu analyzujicim
koncentraci bilkovin v hemolymf€ bylo pouzito gamma rozdéleni chyb. V poslednim
modelu analyzujicim antimikrobidlni aktivitu proti gramnegativnim bakteriim
Escherichia coli (K12) bylo pouzito binomické rozdéleni. Analyzy byly zpracovany
ve statistickém programu R verze 3. 0. 3. (R Core Team 2014).

Nulové hypotézy byly pro vSechny modely stanoveny nasledovné:
HO;: Méfena veli¢ina nezavisi na metodé odbéru hemolymfy.
HO,: Métena veliCina nezavisi na pohlavi jedince.

HO3: Méfena veliCina nezavisi na druhové identité jedince.
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3.1.5 Vysledky

Koncentrace hemocyti v hemolymfé se statisticky vyznamné neliSila mezi
hemolymfou z téIni dutiny a tou reflexn¢ vykrvacenou (GLMM: F = 0,77; P = 0,38).
Déle nebyl prokdzan ani signifikantni rozdil mezi pohlavim (GLMM: F = 0,01;
P = 0,93). OvSem pii mezidruhovém porovnani koncentrace hemocytti v hemolymfé
jedinct tii odliSnych druhit slunécek vysel vyrazné prikazny rozdil mezi
zkoumanymi druhy (GLMM: F = 16,00; P < 0,001; obrazek 1).
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Harmonia Coccinella Ceratomegilla
axyridis septempunctata undecimnotata . Punklce

Obrazek 1: Vliv metody odbéru hemolymfy (punkce - ¢erna barva a reflexni krvaceni - Seda
barva) na koncentraci cirkulujicich hemocytii v 1 pl &erstvé hemolymfy u téi druht slunééek. Data
jsou zobrazena bez rozdilu pohlavi (slouceny dataset pro ob& pohlavi). Vyneseny jsou pramérné
hodnoty doplnéné o stfedni chybu primeéru - SE.
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Koncentrace bilkovin v hemolymf¢ se také statisticky vyznamné neliSila mezi
obéma metodami odbéru hemolymfy (GLMM: F = 0,20; P = 0,66). Opét ani v téchto
datech nebyl statisticky priikazny rozdil mezi pohlavim (GLMM: F = 0,0002;
P =0,99). Koncentrace bilkovin se vSak statisticky prukazné lisila mezi zkoumanymi
druhy (GLMM: F =16,19; P <0,001; obrazek 2).
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Obrazek 2: Vliv metody odbéru hemolymfy (punkce - ¢erna barva a reflexni krvaceni - Seda
barva) na koncentraci bilkovin (mg/ml) hemolymfy u téi druhd sluné¢ek. Data jsou zobrazena bez
rozdilu pohlavi (slou¢eny dataset pro ob& pohlavi). Vyneseny jsou prumérmé hodnoty doplnéné
o stfedni chybu pramért - SE.
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Antimikrobialni aktivita hemolymfy, méfena jako mortalita gramnegativnich
bakterii Escherichia coli (K12), se statisticky vyznamné neliSila mezi metodou
punkce a reflexnim krvacenim (GLMM: F = 2,26; P = 0,14). Ani vliv pohlavi
na antimikrobidlni aktivitu hemolymfy nebyl statisticky prukazny (GLMM: F = 0,57;
P = 0,45). | v piipadé antimikrobialni aktivity byl vSak prokazan vyznamny rozdil
mezi jednotlivymi druhy slunécek (F = 186,33; P < 0,001; obrazek 3).
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Obrazek 3: Vliv metody odbéru hemolymfy (punkce - ¢erna barva a reflexni krvaceni - Seda
barva) na mortalitu gramnegativnich bakterii Escherichia coli (K12) u t#i druht slunééek. Data jsou
zobrazena bez rozdilu pohlavi (slouceny dataset pro obé pohlavi). Vyneseny jsou primérné hodnoty
doplnéné o stiedni chybu priméra - SE.

3.1.6 Diskuze

Vysledek tohoto experimentu ma vyznamné metodologické souvislosti.
Reflexni krvaceni muze predstavovat nedestruktivni metodu extrakce DNA
(Karystinou et al. 2004). Tato studie potvrzuje i moznost vyuziti odbéru hemolymfy
z reflexniho krvéceni, tedy bez traumatizace hmyzu pfi jejich poratiovéni, i pro
imunologické analyzy. Odbér hemolymfy metodou reflexniho krvaceni je také dale
vhodny 1 pro studie vyzadujici opakované odebrani vzorku z konkrétniho jedince
(naptiklad pted a po plisobeni ur¢itého stresoru). Naopak odbér vzorki tradi¢nimi
technikami (napiiklad metoda punkce) mize mit po vytvofeni nepiirozeného
poranéni urcité stimulujici u¢inky na imunitni systém hmyzu. Lze fici, ze v takovém
pfipadé muze byt vyvolana tzv. imunitni vyzva. Imunitni systém si udrzuje neustale
urcitou hladinu imunitni aktivity, ale pravé po poranéni pii metod¢ punkce dochazi
k moznosti vniknuti patogenu do téla jedinct, coz je spoustééem pro zvySeni aktivity
nejriznéjSich  slozek imunitniho systému, napifiklad zvySeni koncentrace
antimikrobialnich peptidi ¢i diferenciace specifickych typtt hemocyt (Turner 1994,
Gupta 2001, Ponnuvel et Yamakawa 2002, Crozatier et al. 2004). Krom¢é mozného

27



vniknuti patogenu do t€la, je pro organismus vyzvou i samotné poranéni, dochazi
totiz ke spousténi mechanismi podilejicich se na tzv. koagulaénim procesu (Kanost
et al. 2004, Theopold et al. 2004).

Z evolu¢niho pohledu je zajimavé, ze slunécka s hemolyfou vybavenou
dilezitymi imunitnimi slozkami pfi reflexnim krvaceni nikterak neSetfi. Slunécka si
tedy nevytvorila schopnost udrzeni si dulezitych slozek hemolymfy uvniti téla
béhem reflexniho krvaceni. Reflexni krvaceni tedy znamena ztratu cennych bilkovin,
hemocytt, vody atd. a muze byt pro slunétka znaéné fyziologicky nakladné. Nabizi
se vSak otazka, zda jsou piipadné mechanismy omezujici tyto ztraty skute¢né
pro slunécka tak dulezité a je-li mozné, zda slunécktim ztrata hemolymfy nepiinasi
vyznamné snizeni fitness. Faktem je, Zze né&které nedavno publikované studie
naznacuji opak. Dle Sato et al. (2009) reflexni krvaceni vede ke snizeni velikosti
larev. Napiiklad Higginson et al (2011) zjistili ve své studii u bélaska zelného (Pieris
brassicae (Linnaeus, 1758)) negativni vliv cCasté regurgitace (opakovaného
»zvraceni®) béhem larvalniho stadia na fyziologické procesy. Vliv regurgitace se
totiz projevuje zménSenim velikosti ¢i snizenou schopnosti doziti kukel tohoto
motyla. Dal§im moznym vysvétlenim branici zbyte¢né ztraté hemolymfy je
i zapojeni jinych mechanismi, napifiklad behavioralnich. Slunécka v horsi télesné
kondici mohou mit sniZzenou ochotu reflexné krvacet pii utoku predatora a ptichazet
tak o cennou hemolymfu (Dejong et al. 1991). Detailnéjsi studium této problematiky
je jednim z ukolt pro budouci ekofyziologicky vyzkum zaméteny na slunécka.

Tato studie navic déale ukazuje zajimavé mezidruhové rozdily v zékladnich
fyziologickych a imunitnich parametrech hemolymfy slunécek. Naptiklad invazni
slunéko Harmonia axyridis ma vyznamn¢ vyssi koncentraci cirkulujicich hemocyt
vV 1 ul hemolymfy neZ dals§i dva druhy naSich pivodnich slunécek. Prekvapenim je
vysoka antimikrobialni aktivita u druhu Ceratomegilla undecimnotata, ktera je téméf
srovnatelna s antimikrobialni aktivitou invazniho slunécka vychodniho, Harmonia
axyridis (Roehrich et al. 2012, Schmidtberg et al. 2013, Vogel et al. 2017). Ackoliv
fada studii predpoklada, ze H. axyridis ma vyborné fungujici imunitni systém a
hemolymfu s vysokou antimikrobialni aktivitou, coz ma byt jednou z pficin jejiho
invazniho tspéchu (Schmidtberg et al. 2013, Vogel et al. 2017)

Pohlavni dimorfismus u méfenych imunitnich a fyziologickych parametrii je
v piipadé hmyzu velmi casty (McKean et Nunney 2005, Nunn et al. 2009,
Schwenke et al. 2016). V této studii vSak nebyly prokazany rozdily mezi pohlavimi
ani u jednoho zkoumaného druhu. Jako moZné vysvétleni pro chybéjici efekt pohlavi
se nabizi vytvofeni optimalizovanych podminek po samotném sbéru slunécek
z venkovniho prostfedi. Pobyt v laboratornich podminkach (zamezeni pateni
oddé€lenim samct a samic, poskytovani zdroji v nadbytku, ochrana pied predatory a
parazitoidy) by totiz mohl smazat ptipadny rozdil v tlaku prostiedi na rtizna pohlavi
(McKean et Nunney 2005).

Zavérem je jeste dilezité zminit upozornéni, Ze odbér vzorki hemolymfy
pomoci reflexniho krvaceni ma smysl pro imunoekologicky vyzkum pouze
za ptredpokladu, Ze jsou vlastnosti hemolymfy odebrané¢ reflexné totozné
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s vlastnostmi hemolymfy odebrané pomoci standardnich metod destruktivniho typu,
nejcastéji punkce. Hlavnim cilem této studie je proto poukazat na zcela novou
metodu odbéru hemolymfy z reflexniho krvaceni, ktera tyto ptedpoklady napliuje
(viz konkrétni méfeni vybranych fyziologickych a imunitnich parametri) a soucasné

je Setrnéjsi ke zkoumanym zvifatim.
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3.2 Méfeni vybranych imunitnich parametric béhem ontogenetického vyvoje
slunéfka Harmonia axyridis

3.2.1 Uvedeni do problematiky

Velmi rychlé Sifeni invazniho druhu slunétka Harmonia axyridis ve spojeni
s potencialnim rizikem pro pivodni druhy dalo jasny impuls k zaméteni pozornosti
pravé na vyzkumu biologie tohoto druhu. Vysledkem je vice nez pét set
publikovanych ¢lankt v poslednim desetileti (Web of Science 2006 - 2016).
V literatufe existuji studie zaméfené na imunitni systém jednotlivych slozek
H. axyridis, ale experiment zkoumajici vyvoj imunitniho systému béhem zivota neni
az na dvé vyjimky feSen (Gross et al. 2010, Schmidtberg et al. 2013). Piitom
imunitni systém musi celit riznym vyzvam béhem piekonavani jednotlivych
vyvojovych zivotnich fazi. Zejména u hmyzu s proménou dokonalou je odliSnost
jednotlivych vyvojovych stadii obrovska (Wilson - Rich et al. 2008, Nation 2015).
Bunécnd imunita se dokonce méni i béhem metamorfézy, kdy jsou vytvafeny
specifické druhy hemocytl ztzv. prohemocytil, které se podileji na odstranéni
odumftelé tkané, jednd se napiiklad o lamelocyty (Chapman 2013). Ontogeneze
imunitniho systému neni vSak zajimava jen z pohledu ekologie ¢i evolucni biologie
hmyzu, ale mize predstavovat také vyznamny metodologicky problém. Kolisani
méfenych imunitnich parametri by mélo byt brano v tvahu pii designu
navrhovanych srovnavacich studii. Méli by byt totiz vzdy srovnavani jedinci stejného
Stari.

Studie zkoumajici vyvoj imunitniho systému hmyzu v zavislosti na case jsou
znamé piedevsim u hospodaisky vyznamnych ¢i védecky ,,oblibenych* druht. Mezi
prozkoumané druhy patii Drosophila melanogaster (Lanot et al. 2001,
Krzemien et al. 2010, Khan et Prasad 2013), z medicinského pohledu zajimavi
komaii (Hillyer et al. 2005, King et Hillyer 2013), pro zeméd¢lstvi dulezita vcela
medonosna (Apis mellifera Linnaeus, 1758; Wilson - Rich et al. 2008,
Laughton et al. 2011, Gaetschenberger et al. 2013) ¢i dalsi hmyzi sktdci (Milks et al.
1998, Gardiner et Strand 2000, Stoepler et al. 2013, Tan et al. 2013).

Znalosti o ontogenetickém vyvoji imunitniho systému H. axyridis jsou
omezeny na jedinou studii. Schmidtberg et al. (2013) vsak porovnavali pouze stadia
vajicek, larev a dospélct blize nespecifického veéku a to pouze u humorélni imunity.
V praci byla feSena antimikrobidlni aktivita pomoci radidlni difize u bakterii
Escherichia coli a Micrococcus luteus. Nutno podotknout, Ze hlavnim cilem prace
nebylo sledovani vyvoje imunity béhem ontogeneze, ale porovnani imunitniho
systému Harmonia axyridis s druhem Coccinella septempunctata.

3.2.2 Metodika - chov jedincii a odbér hemolymfy

Jedinci H. axyridis ur€eni pro zaloZeni rodiCovskych part byly sebrani
vsrpnu 2015 zlip srd¢itych (Tilia cordata Miller, 1768) rostoucich v ramci
univerzitniho kampusu Ceské zemédélské univerzity v Praze (GPS: 50° 8° N, 14°
21° E; cca 285 m n. m.). Po pfenosu sebranych jedinct do laboratotfe bylo zjisténo
pohlavi jedinct. Nasledovalo rozdéleni broukii do rodiovskych part, vzdy jeden
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samec a samice spolecné v Petriho misce o pruméru 9 cm. VSechny Petriho misky
obsahovaly filtracni papir slozeny do harmoniky (pfiloha 1), na ktery byla
aplikovana potrava v podob¢ vaji¢ek zavije¢e moucného (Ephestia kuehniella Zeller,
1879). Krom¢ neomezeného mnoZstvi potravy bylo jedincim dopiavano dostatecné
mnozstvi vodného roztoku obohaceného o sacharidy (med). Dostatek potravy byl
kontrolovan denné, vzdy ve stejny Cas. Pfi kontrole byl zaroven zajistén odbér
Cerstvé nakladenych vajicek. Pro jesté lepsi efektivitu byly po nékolika dnech
kladeni vajicek vybrany pouze tfi pary s nejvyssi plodnosti a pouze ty byly nakonec
zahrnuty do vlastniho experimentu. VSichni jedinci jiz rozdéleni v Petriho miskach,
méli vzdy stejné prostiedi pro zivot. Kromé potravy bylo jedinciim zajisténo také
neomezené mnozstvi tekutin v podobé vody aplikované na buni¢itou vatu (2 cm X
2,5 cm). Dostatek potravy byl kontrolovan denné. Jedinci byli chovani
Vv klimatickych komorach pii konstantni teplot¢ 26 °C, fotoperiodé¢ nastavené
na dlouhy den (16L : 8D) a relativni vlhkosti cca 50 %.

Vajicka, pozdéji larvy €1 dospélci od vybranych rodiCovskych part byly
drzeny opét ve stejnych standardizovanych podminkéch. K piti vSak potomci
dostavali pouze Cistou vodu bez medu. Prvni a druhé instary larev byly chovany
spole¢n¢ v jediné Petriho misce celd sntiska. Po svleceni do tietiho instaru byly larvy
Z jedné snusky rozdéleny do nekolika Petriho misek po 4 - 5 jedincich. Divodem
bylo snizeni rizika spojeného s moznym kanibalismem. Vzdy po nakladeni sntsky
byla tato snGSka nahodné pfifazena kjedné =z deviti ontogenetickych fazi
zkoumanych v experimentu (tj. rozdéleni pro odbéry hemolymfy v: 3. a 4. larvalnim
instaru, Vv prepulalni fazi zivota, 1, 2, 4, 8, 16 a 32 dnech staifi dospélcn).
Pro nasledné méfeni jednotlivych imunitnich parametrti bylo vybrano vzdy Sest
jedinci od vSech larvalnich stadii (3. instar, 4. instar a prepupa) a vSech
rodicovskych part. U Cerstvé vylihlych dospélci bylo nejprve urceno pohlavi a poté
byli vybrani ¢tyfi dospélci od kazdého pohlavi a rodicovského paru opét
pro jednotlivé odbéry hemolymfy na vySe uvedené faze experimentu. Dulezité bylo,
ze dospélci byli chovani jednotlivé v Petriho miskach, aby nedochazelo k jejich
pareni, které by mohlo vyznamné ovlivnit méfené fyziologické a imunitni parametry.

Pro ziskani hemolymfy z t¢l slunécek byla vytvofena vlastni metoda odbéru.
Jedinci byli pfichytavani za pomoci oboustranné lepici pasky na specidlné upravenou
¢ast Petriho misky (pfiloha 2). Odbér hemolymfy byl zajistén metodou reflexniho
krvéaceni (podrobnéji popsano v pfedchozim experimentu). Kapka cerstvé vyronéné
hemolymfy (cca 0,5 — 1,5 pl) byla nasata vlivem kapilarni elevace do sklenéné
mikrokapilary (znacka: Hirschmann, Némecko; pfiloha 3). Objem odebraného
vzorku hemolymfy byl nasledné¢ zméfen ve sklenéné mikrokapilafe pomoci
posuvného méfitka a vyfouknut do 50 pl pufru. Nésledné¢ byl vzorek nafedén
do kone¢ného poméru 1 pl ¢isté hemolymfy ku 100 pl antikoagula¢niho pufru.
Slozeni pufru podle Firlej et al. (2012) je nasledujici: 62 mM chloridu sodného,
100 mM glukézy, 10 mM EDTA, 30 mM citronanu sodného a 26 mM kyseliny
citrononové. Po nafedéni vzorkli v antikoagulacnim pufru byla ihned analyzovana
koncentrace cirkulujicich hemocyti v hemolymf€ obsazena u obou metod odbéru,
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zbyly objem vzorkil byl zmrazen pii - 25 °C pro dalsi mefené fyziologické a imunitni
parametry.

3.2.3 Metodika - méfeni vybranych fyziologickych a imunitnich parametra

Méteni vybranych fyziologickych a imunitnich parametri bylo rozdé€leno
na dvé faze. Vprvni fazi byla zjisténa koncentrace hemocytl cirkulujicich
V hemolymf€. Hemocyty byly méfeny proto, ze jejich tvorba je pomérné energeticky
naro¢na pro organismus a jejich velka velikost by mohla umoznovat mechanickou
filtraci. Z evolu¢niho hlediska by tak mohlo byt vyhodné hemocyty z hemolymfy
neztracet. Zjisténi koncentrace cirkulujicich hemocyti v 1 pl hemolymfy bylo
analyzovano pod svételnym mikroskopem znacky Olympus CX31 (Japan). U vsech
ziskanych vzorkd bylo odebrano pomoci automatické pipety 7,5 pl roztoku
hemolymfy s antikoagulaénim pufrem. Napipetované vzorky, v ptivodnim poméru
fedéni 1 pl cisté hemolymfy na 100 pl antikoagulaéniho pufru, byly postupné
aplikovany na Biirkerovu pocitaci komurku (ptiloha 4). Pocet hemocytl byl vzdy
seCten V padesati velkych ctvercich komirky pii celkovém zvétSeni mikroskopu
Ctyfistakrat (ptiloha 5). Presny postup pocitani hemocytli v Biirkerové komurce a
nasledny piepocet zjisténého poctu hemocytli na koncentraci hemocytd v 1 pl Cisté
hemolymfy je zobrazen v ptilohach 8 a 9. Zbyvajici objem odebranych vzorku byl
zmrazen a pozd¢€ji prevezen na Prirodovédeckou fakultu Masarykovy univerzity
v Brn¢ (Ustav experimentalni biologie), kde byla Mgr. Pavlem Dobesem, Ph.D.,
zjisténa antimikrobialni aktivita proti gramnegativnim bakteriim Escherichia coli a
koncentrace bilkovin v hemolymfg.

Koncentrace bilkovin (mg/ml) v hemolymfé byla zjisténa pomoci
Bradfordovi metody méfeni proteini. Do jednotlivych plastl pro pozd¢jsi analyzu
ve spektrofotometru bylo nanaseno vzdy 5 pl fedéné hemolymfy (1:100) smichané se
specialnim pfipravkem (Bio-Rad, USA). Ze sady ptipravku Bio-Rad bylo pfidano
do antikoagulaéniho pufru s hemolymfou 25 pl reaktantu A a poté 200 ul reaktantu
B. Didlezit¢ je dodrzet potfadi ptfidavani jednotlivych pfipravku, jelikoz diky
spravnému uziti dochazi k chemické reakci médi s bilkovinovymi strukturami, coz
zpiisobuje Zadouci namodrani celého roztoku pro pozdé¢jsi analyzu. Po cca 15
minutach ¢ekani bylo zjiSténo mnozstvi absorbovaného svétla ve spektrofotometru
(méfeno pii A= 700 - 750 nm). Nasledné bylo moZné za pomoci kalibracni kiivky
porovnani miry absorbce s pfesné definovanym standardem (v tomto piipad¢é byl
standardem piipravek Bio-La-Test® LYONORM, Ceskd republika) a vypodist
koncentraci bilkovin.

Antimikrobidlni aktivita hemolymfy méfena u gramnegativnich bakterii byla
zjiSténa metodou bioluminometrie za pouziti geneticky modifikovaného kmene
bakterie Escherichia coli (K12). Tento kmen bakterie obsahuje svitici enzym,
luciferdzu. Metoda vychazi ze zékladni mysSlenky, Ze mira bioluminiscen¢niho
signalu je pfimo Umérna piezivani bakterii. Podrobné&jsi popis metody a piiprava
fedéni bakterii pro naslednou aplikaci je popsana v praci Vojtek et al. (2014).
Pro luminometrické méteni bylo pouzito 40 pl zfedéné hemolymfy z ptivodnich
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mrazenych vzorkl. Tento roztok byl smichén se 120 ul PBS (pH= 7) s pfibliznym
poctem 100 000 bakterialnich bunék. Po napipetovani vzorkl na pfedem ptipravenou
desticku luminometru byl sledovéan pocet svételnych signalii za sekundu (tzv. CPS),
vSe bylo zaznamendvano po dobu deseti minut. Po uplynuti deseti minut piisobeni
roztoku hemolymfy na roztok bakterii byla vysledna hodnota (svitivost daného
vzorku) porovnana se svitivosti kontrolniho vzorku (jen PBS bez hemolymfy) a byla
vypoctena mortalita bakterii (0 % = svitivost jako kontrolni vzorek; 100 % = vSechny
bakterie mrtvé = nulova svitivost vzorku).

3.2.4 Metodika - analyza dat

Pro analyzu ontogenetickych zmén v méfenych imunitnich a fyziologickych
parametrech Harmonia axyridis byly pouzity zobecnéné linearni modely se
smiSenymi efekty (GLMMs). Kazdy méfeny parametr byl analyzovan
v samostatnych modelech, tedy: 1) koncentrace cirkulujicich hemocytl
v hemolymf¢, 2) antimikrobidlni aktivita proti Escherichia coli (K12) a
3) koncentrace bilkovin v hemolymfg. Identita rodicovského paru byla vzdy pouzita
jako ndhodny efekt pro zohlednéni riiznych genotypii. Pro kazdy méfeny parametr
byly vytvofeny dva modely. V prvnim modelu byla jako pevny efekt pouzita
ontogenetickd etapa vyvoje (tj. larvy 3. a 4. instaru, prepupa, 1, 2, 4, 8, 16 a 32 dni
stafi dospélci). Pro zjisténi statisticky vyznamnych rozdild mezi jednotlivymi
ontogenetickymi etapami bylo pouzito post-hoc testovani pomoci Tukeyho kontrastti.
Tento model si kladl za cil zkoumat zmény imunitnich a fyziologickych parametri
napti¢ celym zkoumanym obdobim vyvoje (larvy az 32 dni stafi dospélci). Druhy
model zkoumal jen zmény v imunitnich a fyziologickych parametrech u dospélct
(1 az 32 dni starych), ale rozliSoval i1 vliv pohlavi. Jako nezavislé proménné tak bylo
pouzito stafi jedince, jeho pohlavi a interakce mezi stafim a pohlavim. V modelech
zkoumajicich koncentraci bilkovin v mg/ml hemolymfy a koncentraci hemocytt
cirkuluyjicich v hemolymf¢ bylo pouZito gamma rozdéleni chyb. Data zavislé
proménné totiz mohou teoreticky nabyvat vSech redlnych hodnot v intervalu (0,0).
Mortalita gramnegativnich bakterii Escherichia coli (K12) po prvnich deseti
minutaich méfeni pomoci luminometru byla analyzovdana pomoci modelt
s binomickym rozdélenim chyb. Proménna totiZ nabyvala hodnot 0 az 100 %, kde
0 % byla mortalita odpovidajici kontrolnimu vzorku (tedy nulovd) a 100 % mortalita
predstavovala situaci, kdy vSechny bakterie zemiely do 10 minut od ptidani roztoku
s hemolymfou. Data byla analyzovana pomoci programu R verze 3. 0. 3. (R Core
Team 2014).

Nulové hypotézy byly pro jednotlivé modely stanoveny nasledovné:

Model 1la: Koncentrace cirkulujicich hemocyti v 1 pl hemolymfy neni
z4avisla na ontogenetickém vyvoji jedinct.

Model 1b: Koncentrace cirkulujicich hemocyti v 1 pl hemolymfy neni
zavisla na pohlavi jedince.
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Model 2a: Koncentrace bilkovin (mg/ml) obsazenych v hemolymfé neni
z4avisla na ontogenetickém vyvoji jedinct.

Model 2b: Koncentrace bilkovin (mg/ml) obsazenych v hemolymfé neni
zéavisla na pohlavi jedince.

Model 3a: Mortalita gramnegativnich bakterii Escherichia coli (K12)
V hemolymf¢ pii desetiminutovém meéfeni v luminometru neni zavisla na
ontogenetickém vyvoji jedincil.

Model 3b: Mortalita gramnegativnich bakterii Escherichia coli (K12)
V hemolymf¢ pifi desetiminutovém méfeni v luminometru neni zavislad na
pohlavi jedince.

3.2.5 Vysledky

Koncentrace hemocytit v 1 pl hemolymfy slunécka H. axyridis se prikazné
lisi v prubéhu ontogenetického vyvoje (GLMM: F= 30,40; P < 0,001; obrazek 4).
Béhem larvdlniho vyvoje se koncentrace pfiliS neméni a je v praméru 5000
hemocytii v 1 pl hemolymfy. Koncentrace hemocytii déle roste az do 8. dne stafi
dospé€lce (v priméru 30000 hemocytli v 1 pl hemolymfy). Béhem dalSiho Zivota
dospélct (do 32. dne stafi) jiz zistava koncentrace hemocytti v hemolymf¢ viceméné
konstantni.
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Obrazek 4: Vyvoj koncentrace hemocyti v hemolymfé¢ H. axyridis v pribéhu ontogeneze
(Hemocytes per 1 pl of hemolymph). Délka Zivota dospélct (Lifetime) je uvedena ve dnech, vzdy
od procesu vykukleni (vpravo od piferusované ¢ary). Preimaginalni vyvojova stadia jsou oznacena
nasledujicim zplsobem: L3 = larva 3. instaru, L4 = larva 4. instaru a PreP = prepupalni stupen ve
¢tvrtém larvalnim stadiu. Stadia, kterda navzajem nesdileji stejné pismeno, vykazuji statisticky
vyznamné rozdily (P < 0,05) v koncetraci hemocytt.. Primérné hodnoty, doplnéné o stfedni chybu
pruméru (+ SE), jsou pro dospélce uvedeny zvlast pro jednotliva pohlavi (M) a (F).
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Koncentrace bilkovin obsazenych v hemolymfé (mg/ml) se také signifikantné
lisila v pribéhu ontogeneze (GLMM: F= 31,06; P < 0,001; obrazek 5). Nejnizsi
koncentrace bilkovin byla pozorovana u ¢erstvé vylihlych dospélct (cca 45 mg/ml
hemolymfy). Stfednich hodnot dosahovala preimaginalni stadia (cca 70 mg/ml
hemolymfy) a nejvy$si koncentrace byla zaznamenana u 8 a vice dni starych
dospélcu, kolem 100 mg/ml hemolymfy.
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Obrazek 5: Vyvoj koncentrace bilkovin v hemolymf¢ H. axyridis v prib&hu ontogeneze
(Protein concentration in hemolymph mg/ml ). Délka Zivota dospélcti (Lifetime) je uvedena ve dnech,
vzdy od momentu vykukleni (vpravo od preruSované Cary). Preimaginalni vyvojova stadia jsou
oznacena nasledujicim zpusobem: L3 = larva 3. instaru, L4 = larva 4. instaru a PreP = prepupalni
stupenn ve Ctvrtém larvalnim stadiu. Stadia, kterd navzajem nesdileji stejné pismeno, vykazuji
statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) v koncentraci bilkovin. Praimérné hodnoty, doplnény o stfedni
chybu priméru (+ SE), jsou uvedeny zvlast’ pro jednotliva pohlavi (M) a (F).
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Antimikrobialni aktivita hemolymfy H. axyridis proti Escherichia coli (K12)
se také statisticky prukazné zménila v pribéhu ontogeneze (GLMM: F= 29,82;
P < 0,001; obrazek 6). Ubytek piezivani (viability) bakterii ve srovnani s kontrolnimi
bakteriemi byl nejvyssi u nejstarSich dospélcit (mortalita bakterii cca 95 %). Naopak
hemolymfa larvalnich stadii dovolila pfeziti podstatné ¢asti bakterii (az 40 %).
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Obrazek 6: Zména antimikrobidlni aktivity hemolymfy H. axyridis viag¢i bakteriim
Escherichia coli béhem ontogeneze (Mortality of E. coli). Délka zivota dospélci (Lifetime) je
uvedena ve dnech, vzdy od procesu vykukleni (vpravo od prerusované ¢ary). Preimaginalni vyvojova
stadia jsou oznaCena nasledujicim zptisobem: L3 = larva 3. instaru, L4 = larva 4. instaru a
PreP = prepupalni stupeil ve ¢tvrtém larvalnim stadiu. Stadia, kterd navzajem nesdileji stejné pismeno,
vykazuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) v procentualni umrtnosti bakterii. Primérné hodnoty,
doplnény o stiedni chybu praméru (+ SE), jsou uvedeny zvlast pro jednotliva pohlavi (M) a (F).

3.2.6 Diskuze

V ontogenetické studii byly zjiSt€ny podstatné zmény ve fyziologickych a
imunitnich parametrech v zavislosti na vyvojovém stadiu invazniho druhu
H. axyridis. Vyznamnad zména ve fyziologickych a imunitnich parametrech
v prib¢hu ontogeneze ma evolu¢ni 1 metodické diisledky. Navic vysledky této studie
podporuji jiz difive publikované studie o velice ufinném fungovani imunitniho
systému invazniho slunécka H. axyridis (Roehrich et al. 2012, Schmidtberg et al.
2013, Vogel et al. 2017).

Obecné plati, ze studie zkoumajici ontogenezi bunééné imunity hmyzu ¢asto
ukazuji vyssi koncentrace hemocyti béhem larvalniho vyvoje (Gardiner et Strand
2000, Lanot et al. 2001, Strand 2008, Wilson - Rich et al. 2008, Tan et al. 2013) a
naopak snizeni koncentrace hemocyti v dospélosti (Hillyer et al. 2005; King et
Hillyer 2013; Park et al. 2011; Wilson - Rich et al. 2008). V této studii lze vsak
pozorovat mirny propad koncentrace hemocyti béhem larvalniho vyvoje. V pribéhu
zivota larev totiz dochazi k vyraznému zvétSovani velikosti téla a tak miize byt
pokles hemocyti zpisoben zvySenim objemu hemolymfy (nafedénim koncentrace
cirkulujicich hemocyti), ackoliv nemuselo dojit ke snizeni tvorby novych imunitnich
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bunék. Celkové larvy H. axyridis maji velice nizké koncentrace hemocytu. Studie
na motylech Pseudoplusia includens (Walker, 1857) a Spodoptera frugiperda (Smith
1797) vsak béhem larvalniho stadia zaznamenala narGst koncentrace hemocyti
i celkového objemu hemolymfy (Gardiner et Strand 2000). Dalsi mozné vysvétleni
niz§i koncentrace hemocytl v larvalnich stadiich je spojeno s Zivotni strategii
preimaginalniho vyvoje. Larvy slunécka vychodniho potiebuji rychle zpracovat
docasny zdroj potravy a pii nedostatku potravy inklinuji dokonce ke kanibalismu
(Hodek et al. 2012). Proto musi pravdépodobné investovat vyssi mnozstvi energie
spiSe do rychlého ristu nezli do bunécné imunity (Labrie et al. 2006, Dmitriew 2011,
Knapp 2014). Zvysujici se koncentrace hemocytii béhem rané faze dospélosti
H. axyridis je opét v urcitém rozporu se studiemi v¢el, komara ¢i cvrcku (Hillyer et
al. 2005, Wilson - Rich et al. 2008, Park et al. 2011, King et Hillyer 2013). Zvysujici
se koncentrace hemocyti béhem prvnich 8 dn zivota dospé€lct slunécka vychodniho
muze opét vychazet ze zivotni strategie druhu. Dospélci jsou pomérné dlouho zijici
zvitata s vybornou schopnosti pfezimovani a moZznosti vytvofeni az tfi generaci
za sezonu. Jelikoz se druh spoléha na svou dlouhove€kost, mohlo by se mu vyplatit
b&hem prvnich dni Zivota dospélcti investovat do tvorby hemocytli a zvysit tak svou
budouci fitness (Hodek et al. 2012). Toto tvrzeni by mohla podpofit i studie $idlatky
velké (Lestes viridis Vander Linden, 1825). Dospélci této Sidlatky jsou znamy
extrémné dlouhym obdobim pohlavni zralosti a vrané fazi Zivota dospélci byl
u tohoto druhu také zaznamenan postupny nartust koncentrace hemocyti (Sternberg
et Buchwald 1999, Rolff 2001).

Hemolymfa, podobné¢ jako bilkoviny obsazené vni, ma mnoho
fyziologickych funkei, naptiklad ukladani Zivin, hormonélni regulace ¢i imunitni
reakce chranici télo pfed piipadnym patogenem (Kodrik 2004). Cilem proto bylo
sledovat rozdily v koncentraci bilkovin v pribéhu ontogeneze H. axyridis. Recentni
studie zkoumaly zavislost koncentrace bilkovin v hemolymfé na hladovéni (Handke
et al. 2013) ¢i stresu vyvolanym nedostatkem vody (Wilson - Rich et al. 2008), ale
témét neexistuji studie, které fe$i mozny vliv ontogeneze piimo na koncentraci
bilkovin. Vysledky mé studie naznacuji, ze koncentrace bilkovin se vyznamné méni
Vv pribéhu ontogeneze. Napiiklad zvySeni koncentrace proteinli v prepupalnim
obdobi je znamo i u jinych druhtt hmyzu s proménou dokonalou (Bombyx mori
Linnaeus, 1758; Wyatt et al. 1956). Rychly pokles koncentrace bilkovin
v hemolymf¢, ke kterému dosSlo po vylihnuti dospélcii, mize souviset s vyraznou
prestavbou téla behem stadia kukly. Proces metamorfozy je totiz doprovazen fadou
hormonalnich zmén, které zaroven zvysSuji energetické naklady pro organismus
(Nation 2015). Pfi porovnani koncentrace bilkovin H. axyridis s jinymi zastupci
hmyzu lze z literatury zjistit, Zze je srovnatelnd s irovni pozorovanou u Galleria
mellonella (konec¢na larvalni stadia cca 80 - 100 mg/ml; Wyatt et al 1956), ale je
vys$si nez u Apis mellifera (cca 2 - 40 mg/ml; Wilson - Rich et al 2008) ¢i u Bombyx
mori (larvy a kukla dosahuji hodnot cca 12 - 52 mg/ml; Wyatt et al. 1956).

Vysledky studie dale ukazuji extrémné vysokou konstitutivni antimikrobiélni
aktivitu hemolymfy H. axyridis, ktera prevysSuje i n¢které jiné druhy slunécek (napf.
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Coccinella septempunctata; Gross et al. 2010; Schmidtberg et al. 2013). U¢innost
proti gramnegativnim bakteriim Escherichia coli (K12) byla dokonce ptiblizné
Ctyinasobné vyssi v larvalnim stadiu v porovnani s druhem Bombyx mori a az
pétinasobné vyssi u dospélct (Vojtek et al. 2014). V hemolymfé H. axyridis bylo
totiz popsano vicero faktorti s aktivitou vici gramnegativnim bakteriim, naptiklad:
attaciny, coleoptericiny ¢i silny alkaloid harmonin (Roehrich et al. 2012,
Vilcinskas et al. 2013, Beckert et al. 2015, Vogel et al. 2017). Pro lepsi srovnani
meéfené antimikrobidlni aktivity proti Escherichia coli (K12) bohuzel v literature
chybi podrobnéjsi studie. Pouze Schmidtberg et al. (2013) zjistili vyznamné vyssi
antimikrobialni aktivitu proti Escherichia coli u dospé€lci H. axyridis v porovnani
s larvami bliZze nespecifikovaného véku. Naproti tomu Gross et al. (2010) zase
zjistili, ze dospélci H. axyridis maji podobnou pfirozenou antimikrobialni aktivitu
proti Escherichia coli jako larvy 4. instaru. Vysledky mého experimentu zaméteného
na ontogenezi imunitniho systému H. axyridis naznacuji, Ze rozdil ve vysledcich
vyse uvedenych studii mize byt zplsoben porovnanim riznych ontogenetickych
stddii. Pro budouci experimenty je z hlediska antimikrobidlni aktivity proti
Escherichia coli velmi dulezité znat presné stafi jednotlivych zkoumanych jedinct.
Sledovani zmén v antimikrobialni aktivité v pribéhu ontogeneze larev vSak existuje
napiiklad pro Drosophila melanogaster. V tomto pfipadé obecné plati, ze exprese
gen antimikrobialnich peptidii je stabilni nebo se mirn¢ zvySuje v priubéhu
larvalniho vyvoje a v prepupalni fazi nastava podstatné zvyseni exprese (Benesova et
al. 2009, Laughton et al. 2011).

Ackoliv pohlavni dimorfismus u imunitniho systému a obsahu proteinli
v hemolymf¢ je u hmyzu velmi ¢asty (McKean et Nunney 2005, Nunn et al. 20009,
Schwenke et al. 2016), nebyly v piipadé dospélci H. axyridis mezi samcem a samici
statisticky prikazné rozdily. Moznym vysvétlenim je fakt, Ze optimalni
standardizované podminky chovu neumoziuji naplno projevit piipadné rozdily
Vv pohlavni identité, ale v pfirozenych podminkach naopak mohou byt tyto rozdily
naplno realizovany (McKean et Nunney 2005). Rozdily mezi pohlavnim mohou byt
napiiklad pozorovany az po napadeni patogenem. V tomto piipad¢ pravdépodobnost
nakazy patogenem v laboratornich podminkach je mnohonasobné niz8i nez ve volné
ptirodé (Freitak et al. 2012, Koegel et al. 2012, Moreno - Garcia et al. 2015, Khan et
al. 2016).
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3.3 Vliv teploty béhem stiadia kukly na koncentraci cirkulujicich hemocytu
u 24 hodin a jeden tyden starych dospélciu Harmonia axyridis

3.3.1 Uvedeni do problematiky

Teplota je jednim z nejvyznamnéjSich abiotickych faktord, ktery ovliviuje
fyziologické vlastnosti hmyzu vcetné fungovani jeho imunitniho systému. Zastupci
hmyzu jsou ektotermnimi (poikilotermnimi) organismy a nejsou tedy schopni pfimo
fidit svou teplotu téla. Hmyz je pouze schopny v kratkych ¢asovych intervalech
vyuzivat fyziologické a behavioralni termoregulace, z dlouhodobého hlediska jsou
podobné mechanismy pro organismus vSak neudrzitelné. Obecné lze fici, ze
s rostouci teplotou prostiedi roste intenzita metabolismu, proto také stoupa spotieba
kysliku. Pokud intenzita metabolismu dosdhne svého maxima a teplota se dale
zvySuje, dojde k destrukénim procesiim bunéénych struktur (tzv. denaturace). Cely
proces muze koncit az smrti jedince. K obdobnim destrukénim procesim
samoziejm¢ dochazi i1 pii extrémnim snizovani teploty, dojde totiz k ptekonani
kritické chladové zony (Chown et Nicolson 2004, Kodrik 2004, Kuhrt et al. 2005,
McCue et Santos 2012, obrazek 7).
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Obrazek 7: Graf vyjadfujici zavislost mezi okolni teplotou prostfedi a intenzitou metabolismu
vyjadienou spotiebou kysliku (ml). V extrémnich hodnotiach teplot dochazi ke smrti druhu.
Zdroj: Kodrik, 2004.

Rozsah teplot, ve kterych jsou jednotlivi zastupci hmyzu schopni Zit je velmi
riznorody, divodem je odlisna adaptace druhd na okolni prostiedi. Schopnost druhu
ptezit v urcitém teplotnim rozpéti Ize vyjadtit pomoci tzv. vitalni zony jednotlivych
druhil. Uvnitt zOny 1ze najit pasmo optimalni teploty, typické optimalnim pritbéhem
fyziologickych procest, horni mez (kriticka tepelnd zoéna) a spodni mez (kriticka
chladova zéna). V kritickych meznich hodnotach jsou zivotni procesy druhil jiz
naruseny, a pokud dojde k vyraznéjsi odchylce od kritickych zon, dochéazi ke smrti
jedince. Jelikoz jednotlivé faktory ovliviiyjici fyziologické procesy jsou casto
synergické, je pfesné vymezeni teplotnich zon v praxi velmi obtizné (Kodrik 2004).
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Existuji pfimo studie dokazujici, Ze teplota okolniho prostfedi miize
ovlivilovat imunitni systém hmyzu, a to humoralni i buné¢nou ¢ast (Cataldn et al.
2012). Adamo et Lovet (2011) se ve studii provedené na cvrékovi (Gryllus texensis
Cade et Otte, 2000) zabyvali humoralnimi faktory imunity. Bylo zjisténo, ze lehce
vysSi teplota okolniho prostiedi odchylena od optima vitdlni zony zvysila aktivitu
fenoloxidazové kaskady a dokonce i vyskyt enzymut s podobnou funkci jako
lysozym. Pii vyraznéj$im sniZeni ¢i zvySeni teploty, piesahujici uz rozpéti vitalni
zony druhti je zptisoben fyziologicky stres, ktery vede naopak ke snizeni imunitnich
reakci (Karl et al. 2011). Naptiklad studie na bourci morusovém dokazuje snizovani
aktivity imunitniho systému u vyznamné vysokych teplot. Kukly motyla byly
rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina zazivala optimalni teplotu (26 °C)
pro vyvoj. Druhd skupina kukel byla naopak vystavena extrémni teploté pro vyvoj
(38 °C). Ve studii zjistili, ze koncentrace hemocyti byla vyrazné niz§i praveé
u jedincu, ktefi prodélali vyvoj v extrémni teploté¢ (Kuhrt et al. 2005). U larev
Galleria mellonella byla také zjisténa snizena imunitni aktivita pfi vystaveni
extrémni teploté (40 °C). Zajimavé vSak ve studii bylo zjisténi, Ze v rozpéti teplot
4 °C az 37 °C byl prokdzan pozitivni vliv zvySujici se teploty na koncentraci

vvvvv

od vitalni zony, naopak teplota 40 °C jiz ano (Ghasemi et al. 2013).

Metabolismus druhu Harmonia axyridis je samoziejmé také ovlivnén okolni
teplotou prostredi. Katabolické procesy druhu jsou nejvyssi kolem 5 °C, naopak
anabolické jsou maximalni pfi teploté 25 - 30 °C. Spodni hranice pro vyvoj larev je
kolem 11 °C (Stathas et al. 2011). Vitalni zoéna druhu se nachéazi pravdépodobné
v rozmezi teplot mezi 14 az 28 °C (Castro et al. 2011). Horni hranice pro vitalni zonu
je pak odhadovana kolem teplot 33 az 38 °C, vSe v zavislosti na vyvojovém stadiu
(Knapp et Nedved 2013).

Na zavér uvodu do problematiky vlivu teploty na imunitni systém hmyzu je
dulezité jesté zminit, ze pfi imunitni odpovédi jedince na patogeny nékdy dochazi
také k ovlivnéni patogenu touto teplotou. Teplota okolniho prostfedi muze totiz
ovlivnit jeho virulentni schopnosti (Inglis et al. 1996).

3.3.2 Metodika - chov jedinci

Cela experimentalni ¢ast prace byla provedena v laboratoti PfF JU v roce
2014 ve spolupraci s Ing. Michalem Knappem Ph.D. a doc. RNDr. Oldfichem
Nedvédem CSc. Rodiovské pary slunécek piipravené pro tuto studii pochazeli
z jedinct sebranych v kampusu JU v Ceskych Budgjovicich v témZe roce. Nasledng
bylo ndhodné¢ vybrano ze sebranych jedinci 7 rodicovskych part. Vybrané
zakladajici rodi¢ovské pary byly krmeny kyjatkou hrachovou (Acyrthosiphon pisum
Harris, 1776), msicim byla podavana potrava v podobé bobu obecného (Vicia faba
Linnaeus). Jednotlivé rodiCovské pary byly ubytovadny ve vlastni Petriho misce
obsahujici filtracni papir slozeny do harmoniky. Papir slouzil jako material
pro kladeni sntsek vajicek a jako pfipadné misto uréené k aplikaci potravy.
Neomezené mnozstvi tekutin bylo zajiStovano jednak pomoci vody obsazené
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v mSicich a z ¢asti téZ namocenou bunicitou vatou, kterd méla vzdy rozmér 2 cm x
2,5 cm. Pro dosazeni rezimu ad libitum bylo nutné kontrolovat a dopliovat potravu a
vodu kazdy den. Rodicovska generace byla chovana ve standardizovanych
podminkach v klimatickych komorach (Sanyo MIR-155) pfi teploté 26 °C, relativni
vlhkosti vzduchu 70 % a fotoperiod¢ nastavené na dlouhy den (16L: 8D).

Sntsky vajec byly kazdy den kontrolovany a v pfipad¢ vylihnuti larev
predany do novych misek. U vSech Cerstvé nakladenych sniisek byl pak zaznamenan
datum lihnuti a identita rodiovského péaru. Potomci (vajicka az prepupy) byli
ponechani ve standardizované teplot¢ 26°C a relativni vlhkosti 70%. VSechny larvy
Z jedné snisky byly vzdy ponechany v jediné Petriho misce az do tietiho instaru.
Po svléknuti larev do tfetiho larvalniho instaru nastalo pferozdéleni jedincii pfiblizné
po ctyfech kusech vzdy do jediné Petriho misky. Takto byly larvy ponechany az
do posledniho larvalniho stadia a opét jim byl kazdodenn¢ kontrolovan piisun zivin
(ptiloha 10). Potomci (larvy) byli krmeni vaji¢ky zavijece Ephestia kuehniella.

Béhem ctvrtého instaru doSlo k rozdéleni larev do samostatnych Petriho
misek a opé€t jim byly zajistény stejné standardizované podminky. Po ptfechodu larev
do stadia prepupy byla dikladné vycisténa cela Petriho miska od veskerych
organickych zbytkti, aby nedochézelo k ovlivnéni Cerstvé lihnutych dospélct touto
potencidlni potravou.

Prepupy metamorfované v Cerstvé kukly byly dale rozdéleny na tii skupiny a
umistény do dalSich klimabox0 nastavenych na tfi rizné teplotni rezimy (17 °C,
stupnit nad spodnim teplotnim vyvojovym prahem druhu. Vyvoj v 17 °C je proto
nejdelsi, metabolické procesy nejpomalejsi a melanizace kutikuly u nové vylihlych
dospélct nejveétsi. Teplota 26°C reprezentuje prostiedi uvniti optimalni vitalni zony
druhu, proto 1 vyvoj kukly v té€chto podminkéach by mél byt nejméné komplikovany.
Horni teplotni reZim (35°C) je na hranici vitdlni zony a preziti druhu v téchto
podminkach je jiz znacné komplikované. Kukldm byla do Petriho misky pravidelné
dodéavana voda, aby netrpé€ly pfipadnym vysychanim (obzvlasté v teploté 35°C).

Ve vSech nastavenych teplotnich reZzimech byla kazdy den rdno a vecer
provadéna kontrola kukel, aby bylo zaznamenano lihnuti ¢erstvych dospélcti. Novée
vylihnuti dospélci byli pfeneseni do standardizované teploty 26 °C. Kazdy vylihnuty
jedinec obdrzel ihned specificky identifikaéni kéd s datem vylihnuti a identitou
rodici, ktery byl druhy den doplnén jesté o urCeni pohlavi. Nasledné byli brouci
rozdéleni na nékolik €asti pro vlastni experimenty. V ptipadé zjisStovani koncentrace
cirkulujicich hemocyti v 1ul hemolymfy bylo zapotiebi brouky rozdé€lit do dvou
skupin. Prvni skupina byla analyzovana 24 hodin po vylihnuti dospélcti a druha
skupina byla analyzovana po tydnu Zivota broukl. Brouci ponechini po tyden
Vv laboratornich podminkach byli krmeni vajicky zaviject, byla jim poskytnuta voda,
klimaboxy byly nastaveny na 26°C a dlouhy den (16L: 8D). Jeden den pied odbérem
hemolymfy pro méteni koncentrace hemocytl byli jiz brouci ponechani bez ptistupu
k jidlu, ponechana jim byla pouze voda.
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3.3.3 Metodika - odbér hemolymfy a zji§t'ovani koncentace hemocytu

Koncentrace cirkulujicich hemocyti obsazenych v 1ul hemolymfy byla opét
zjistovana pomoci Biirkerovy pocitaci komirky. Nejprve byl za odborné pomoci
doc. RNDr. Oldficha Nedvéda CSc., piipraven fosfatovy pufr (PBS). Funkce pufru
byla pfevazné ftedici a casteCné antikoagulacni, nicméné v soucCasné dob¢ jiz
fosfatovy pufr nahrazujeme sofistikovanéjSim s vyrazné vysSs$i antikoagulacni
schopnosti, ktery je zaroven schopen do urcité doby 1 imunitni buiiky vyzivovat.

Odbér hemolymfy z téla slunécek byl zajistovan vlastni metodou odbéru.
Jedinci byli opatrné uchyceni mezi ukazovackem a palcem levé ruky, nasledné doslo
za pomoci sterilizované jehly k ,Setrnému‘ naruSeni hrudni C¢asti téla, obvykle
Vv oblasti predohrudi. Vyronéna hemolymfa pak byla pomoci kapilarnich sil nasata
do sklenéné mikrokapilarni trubicky (znacka: Hirschmann, Némecko; ptiloha 3
a 11). Objem hemolymfy uvnitf mikrokapilary byl zjiStén pomoci posuvného
méfitka. Vzorek hemolymfy byl dale ptesunut z mikrokapilarni trubi¢ky do
ptedptipravené zkumavky obsahujici 200 ul antikoagula¢niho pufru. Nafedéna smés
hemolymfy a PBS byla nakonec stejnomérné promichana.

Koncentrace cirkulujicich hemocyti byla zjisténa pod svételnym
mikroskopem (Arsenal). Na Biirkerovu pocitaci komirku byl u vSech vzorkua
nanasen objem 25 pl ziedéné hemolymfy s PBS. Kazdy vzorek byl pocitan dvakrat
ve vSech velkych c¢tvercich komitrky, vysledny pocet byl zjistén stfedni hodnotou
pomoci aritmetického priméru z téchto dvou meéteni. Piesny postup zapocitavani
hemocytli je K nahlédnuti v pfiloze 12. Zjistény prumér byl nakonec piepocitan
na koncentraci hemocytt v 1 pl €isté hemolymfy, vztah pro vypocet je k nahlédnuti
Vv ptiloze 13.

3.3.4 Metodika - analyza dat

Data pro jednodenni i tyden staré dospé€lce byla spole¢né analyzovana pomoci
zobecnénych linearnich modeld se smiSenymi efekty (GLMM) s quasi-poissonovym
rozdélenim chyb. Koncentrace hemocytil v hemolymfé byla zavislou proménnou,
teplota béhem stadia kukly (17°C, 26°C ¢i 35°C), pohlavi, stafi jedince (1 ¢i 7 dni) a
vSechny mozné interakce mezi t€émito proménnymi byly pouZity jako proménné
nezavislé. Po nafitovani maximalniho modelu obsahujiciho vS§echny mozné nezavislé
proménné byl model nésledné zjednodusen (procesem ,backward selection®)
na findlni model obsahujici pouze proménné s prikaznym efektem. Identita
rodic¢ovského paru byla v modelu pouzita jako nahodny efekt. Za ucelem piehledné
prezentace dat byl dale proveden post-hoc test (Tukey), ktery ukazuje signifikanci
rozdilu mezi jednotlivymi kombinacemi faktorii (teplota x pohlavi x stafi; viz
obrazek 8). Analyza dat byla provedena ve statistickém programu R verze 3.0.3.
(R Core Team 2014) s vyuzitim balickit MASS, nlme a multcomp.

Nulové hypotézy byly pro model stanoveny néasledovné:

HO;: Koncetrace hemocytli v hemolymf¢ nezéavisi na teploté¢ zazité b&hem
stadia kukly.
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HO,: Koncetrace hemocytli v hemolymf€ nezavisi na pohlavi jedince.
HO3: Koncetrace hemocyti v hemolymf€ nezavisi na stafi jedinc.
3.3.5 Vysledky

Teplota beéhem stadia kukly signifikantné ovlivnila koncentraci hemocytt
vV hemolymfé dospélci (GLMM: F = 26,17; P < 0,001). Strmy propad koncentrace
hemocytl s rostouci teplotou béhem stadia kukly je patrny piedevsim u jednodennich
broukd (interakce teplota:staii jedince; GLMM: F = 8,95; P < 0,001). Dale byl
prokazan také signifikantni rozdil v koncentraci hemocytii mezi samci a samicemi
(GLMM: F = 8,55; P = 0,004). Rozdil mezi pohlavimi se zvétSoval s rostouci
teplotou, které¢ byli jedinci vystaveni béhem stddia kukly (interakce teplota: sex;
GLMM: F = 3,05; P = 0,049). Koncentrace hemocytu se také vyznamn¢ liSila mezi
hemolymfou odebiranou prvni a sedmy den Zivota brouki (GLMM: F = 462,67,
P < 0,001). V pribéhu ontogenetického vyvoje dospélct totiz doslo k nartstu
koncentrace hemocytu a byl tak ¢asteéné smazan rozdil mezi jednotlivymi teplotami
zazitymi béhem stadia kukly. Graficky jsou vysledky shrnuty v obrazku 8.
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Obrazek 8: Vyvoj koncentrace hemocytii v hemolymfé H. axyridis u 24 hodin a jeden tyden
starych dospélct v zavislosti na teploté zazité béhem stadia kukly. Sloupecky, které spolu nesdileji
stejné pismeno, vykazuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05; Tukey post-hoc test). V grafu jsou
zobrazeny primérné hodnoty, doplnéné o stiedni chybu priméru (+ SE). Data jsou ukazana
samostatné pro jednotliva pohlavi (M) a (F).
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3.3.6 Diskuze

Teplota béhem stadia kukly vyznamné ovlivnila zkoumanou ¢ast bunécné
imunity dospé€lct. Ovlivnéni imunitniho systému hmyzu teplotou prostfedi potvrzuje
fada nedavnych studii zabyvajicich se fyziologickymi ¢i imunitnimi reakcemi
v zavislosti na teploté prostiedi (Tiwari et Shukla 2000, Kodrik 2004, Adamo et
Lovett 2011, Triggs et Knell 2012). V mé studii s rostouci teplotou béhem stadia
kukly klesa koncentrace cirkulujicich hemocytti v hemolymfé broukt. Tento trend je
Vjistétm rozporu se studiemi zkoumajici rizné slozky imunitniho systému
Vv zavislosti na teploté. Vyssi teplota prostfedi zpravidla zvysuje aktivitu imunitniho
systému hmyzu u humoralni i bunécéné casti (Tiwari et Shukla 2000, Pandey et al.
2010, Adamo et Lovett 2011). Divodem odlisnosti muze byt fakt, Ze vySe uvedené
studie vzdy zkoumaly rovnou dané stddium hmyzu vystavené urcité teploté prostredi.
Naproti tomu muj vyse prezentovany manipulativni experiment byl jiny, k ovlivnéni
teplotou dochézelo ve stadiu kukly, nacez zkoumani dospélci zazivali vzdy uz pouze
jedinou teplotu a to 26 °C. Jedinciim aklimatizovanym na 17 °C mohla tato teplota
pfipadat vysoka, jedincim aklimatizovanym na 35 °C naopak nizka. Dal$im
pfipadnym vysvétlenim opacného trendu koncentrace hemocytti Vv zavislosti
na teploté prostiedi je nemoznost aktivniho pfijmu potravy béhem stadia kukly. Lze
predpokladat, ze vysSi teplota prostfedi ma za nasledek urychleni cinnosti
metabolismu organismu a zvySeni energetickych pfijma (Kodrik 2004, Triggs et
Knell 2012). Je tedy mozné, ze nemoznost aktivniho pfijmu potravy u jedinct
vystavenych vysokym teplotdm snizuje funkénost imunitniho systému, podobné jako
je popsano v recentni studii u larev zavijeCe paprikového (Plodia interpunctella
(Hiibner, 1813); Triggs et Knell 2012).

Na rozdil od prvniho a druhého experimentu z této diplomové prace, v tomto
experimentu vySel prikazny rozdil v koncentraci hemocytli mezi samci a samicemi.
Je mozné, ze se Cerstvé vylihnuti dospélei 1i§i v koncentraci hemocyti mezi
pohlavimi a v pribé¢hu ontogeneze je tento efekt postupné mazan (viz vysledky
pfedchozi studie). Dale byvaji imunitni rozdily mezi pohlavnim u hmyzu casto
pozorovany pii napadenim patogenem a podobny vliv na imunitni systém by mohl
vyvolavat 1 jiny stres, napf. extrémni teplota prostiedi (viz kukly v 35 °C;
Freitak et al. 2012, Koegel et al. 2012, Moreno - Garcia et al. 2015,
Khan et al. 2016).

V prubéhu vyvoje dosp€lcli, od prvniho do sedmého dne zivota doslo
k zhruba dvojnasobnému nartstu koncentrace hemocyti a byl ¢aste¢né smazan rozdil
mezi jednotlivymi teplotami zaZitymi béhem stadia kukly. ZvySujici se koncentrace
hemocytd od prvniho do sedmého dne dospélosti H. axyridis je v souladu s vysledky
druhého experimentu a opét v uréitém rozporu se studiemi provedenymi na vcelach,
komarech ¢i cvréeich (Hillyer et al. 2005, Wilson - Rich et al. 2008, Park et al. 2011,
King et Hillyer 2013). Caste¢né zmenseni rozdili v podtech hemocytii mezi jedinci
zazivajicimi ve stadiu kukly teplotu 17 °C, 26 °C ¢i 35 °C po tydnu Zivota ve 26 °C
muze byt zplisobeno prizplisobenim se teploté prostfedi, pfiCemz piekvapenim je
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spiSe to, ze rozdily nejsou rychle Uplné¢ smazany a pretrvavaji i po tydnu Zivota
ve standardizované teplot¢.

Ohledn¢ absolutnich namétenych hodnot koncentraci hemocytd je dilezité
zminit, ze tento experiment byl realizovan jiz na jaie roku 2014 a byl pouzit jiny
antikoagulacni pufr (PBS), jina technika odbéru hemolymfy z tél slunécek a jiny
zpusob zachazeni se vzorky nez pozd€ji v ontogenetickém experimentu
realizovaném v roce 2015. Divodem odliSnosti experimentu oproti ontogenetickému
proto muze byt jak rozdilnost pouzité metodiky, tak geneticka odliSnost zkoumanych
jedincit (populace z Prahy vs. populace z Ceskych Budgjovic).
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4. Zavér

Vyborné fungujici imunitni systém je jeden z klicovych faktort pro piezivani
vétSiny organismil. V piipad¢ hmyzu, 1ze imunitu délit podle povahy imunitni obrany
na bunéfnou a latkovou. Uvedené d¢€leni totiz tvoii dilezity zaklad znalosti
pro experimentalni cast prace. V uvodu prace byl blize predstaven zkoumany druh
Harmonia axyridis a pozornost byla vénovana také imunitnimu systému ¢i
fyziologickym zajimavostem celedi slunéckovitych.

Experimentalni Casti byly logicky fazeny od experimentli zkoumajicich
metodiku odbéru hemolymfy po vyzkum vybranych faktori ovlivitujicich fungovani
imunitniho systému hmyzu. V diplomové praci jsem ukézal, Zze ze slunécek
vyuzivajici reflexniho krvaceni k obrané pifed predatorem je mozné odebirat
hemolymfu pro fyziologické a imunologické analyzy, aniz by bylo potfeba brouky
uméle zranovat. Metoda odbéru hemolymfy z reflexniho krvéaceni se navic velmi
hodi 1 pro experimenty vyZzadujici opakovené odebirani vzorkii hemolymfy
ze stejnych jedincii.

Béhem ontogenetického experimentu jsem prokazal vliv stafi jedinch
H. axyridis na hodnoty méfenych fyziologickych a imunitnich parametri. Opét i
Vtéto Casti prace lze vysledovat vyznamny metodologicky dopad studie.
V experimentech zkoumajicich vlivy nejriznéjsich faktord na fyziologii ¢i imunitni
systém hmyzu by méli byt porovnavani vzdy jedinci stejného (zndmého) stafi.

V posledni experimentalni Casti jsem ukézal, Ze teplota béhem stadia kukly
muze ovlivitovat koncentraci cirkulujicich hemocytl u ¢erstvych dospélcii (24 hodin
starych) a tento efekt nezmizi ani u dospélct starych jeden tyden. Piekvapenim je, ze
slunécka H. axyridis prozivajici stadium kukly v nizké teploté maji vyssi koncentrace
hemocytl v hemolymf€. VSechny experimentdlni ¢asti dohromady potvrzuji, ze
slunécko vychodni ma vyborné fungujici imunitni systém.

Ve vyzkumu H. axyridis bych rad v budoucnu pokracoval vramci své
disertani prace a snazil se tak dal§imi poznatky piispét k moznému boji s timto
nepfijemnym invaznim druhem. Zajimavé by napiiklad bylo sledovat imunitni
parametry pro vEétsi mnozstvi druhti slunécek, aby bylo mozné mit lepsi predstavu
o sile imunitniho systému H. axyridis v porovnani s mnoha zastupci Celedi
slunéckovitych. Dale planuji se svym vedoucim Ing. Michalem Knappem, Ph. D.,
piezimovaci experimenty, které by sledovaly piezivani H. axyridis pfi pfezimovani
Vv prostiedi s riznym teplotnim rezimem.

Zaroven doufam, Ze v nejbliz§i dobé bude piijat na§ manuskript védeckého
¢lanku nazvany: Ontogeny of protein content, hemocyte concentration and
antimicrobial activity against Escherichia coli in invasive harlequin ladybird,
Harmonia axyridis (Coleoptera: Coccinellidae, ptiloha 20), ktery je v souc¢asné dobé
V recenznim fizeni v ¢asopise Physiological Entomology.
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6.  Prilohy

Seznam piiloh:
Ptiloha 1: Petriho misky vybavené filtra¢nim papirem a potravou.

Priloha 2: Upravena Cast petriho misky, slouzi pro lepsi moznost odbéru hemolymfy
(experiment ¢. 1 a 2).

Piiloha 3: Odbér hemolymfy s pomoci sklenéné mikrokapilary (experiment ¢. 1 a 2).
Priloha 4: Biirkerova komurka pro pocitani hemocytd.

Piiloha 5: Tlustracni fotografie hemocyti pfi pocitani pod Biirkerovou komurkou
(eperiment €. 1 a 2).

Piiloha 6: Ilustracni fotografie hemocytii s vyraznymi pseudopodii, barveni pomoci
Alexafluoro — phalloidinu.

Piiloha 7: Ilustracni fotografie hemocytil, barveni pomoci DAPI.
Piiloha 8: Postup po¢itani hemocytl (experiment ¢. 1 a 2).

Piiloha 9: Vztah vypoctu koncentrace hemocytii v 1 pl nefedéné hemolymfty
(experiment €. 1 a 2).

Piiloha 10: Tiidéni a krmeni larev tietiho instaru (experiment ¢. 3).
Piiloha 11: Odbér hemolymfy (experiment ¢. 3).
Piiloha 12: Postup pocitani hemocytt (experiment €. 3).

Piiloha 13: Vztah vypoctu koncentrace hemocytti v 1 pl nefedéné hemolymfy
(experiment ¢. 3).

Priloha 14: Pocitani hemocyti pod svételnym mikroskopem (experiment €. 3).
Piiloha 15: Prace v laboratofi (experiment €. 1).

Priloha 16: Klimatické komory (experiment €. 3).

Priloha 17: Védecky ptispévek na konferenci Zoologické dny 2016.

Piiloha 18: Védecky piispévek na konferenci Kostelecké inspirovani 2016.
Piiloha 19: Védecky pfispévek na konferenci Zoologické dny 2017.

Piiloha 20: Manuskript védeckého ¢lanku nazvany: Ontogeny of protein content,
hemocyte concentration and antimicrobial activity against Escherichia coli in
invasive harlequin ladybird, Harmonia axyridis (Coleoptera: Coccinellidae).
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Piiloha 2: Upravena ¢ast petriho misky, slouzi pro lepsi moznost odbéru hemolymfy
(experiment €. 2 a 3).
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Priloha 3: Odbér hemolymfy s pomoci sklenéné mikrokapilary (experiment €. 2 a 3).

Priloha 4: Biirkerova komitirka pro pocitani hemocytu.

59



Piiloha 5: Ilustracni fotografie hemocytii pfi pocitani pod Biirkerovou komirkou
(eperiment ¢. 1 a 2).

Ptiloha 6: Ilustracni fotografie hemocytii s vyraznymi pseudopodii, barveni pomoci
Alexafluoro — phalloidinu.

60



Piiloha 7: Ilustracni fotografie hemocytil, barveni pomoci DAPI.

1 mm

1 mm

Hemocyty byly pocitany v
50 - ti yelkych ¢tvercich.
Mensi étverce slouzily pro
zapocitani/nezapoditani
krajnich hemocyti. Podle
nasledujiciho postupu.

»

velky Ctverec

=

e

¢ smér poditani

Upraveno podle Fellnerové . nepublikovano.

Piiloha 8: Postup po¢itani hemocytl (experiment ¢. 1 a 2).
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" 101
= —— X
YT 0.2

kde x je koncentrace hemocytu v 1 pl nefedéné
hemolymfy

n je poc¢et hemocytu v 50 — t1 velkych ¢tvercich

0,2 je objem, ktery vyplni fedéna hemolymfa
s pufrem v 50 — t1 velkych ¢tvercich

101 je objem redeéni (t3. 1 pl hemolymfy ku 100 pl
pufiu)

Piiloha 9: Vztah vypoctu koncentrace hemocytt v 1 pul nefedéné
hemolymfy (experiment ¢. 1 a 2).
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Ptiloha 11: Odbér hemolymfy (experiment €. 3).

1 mm

1 mm

= =

Piiloha 12: Postup pocitani hemocytt (experiment ¢. 3).
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n
= — X
0,4

kde x je koncentrace hemocyti v 1 pl neredéne

X redéni
hemolymfy
n je pocet hemocytiu ve 100 velkych ¢tvercich

0,4 je objem, ktery vyplni rfedéna hemolymfa
s pufrem ve vsech (100) velkych ¢tvercich

Priloha 13: Vztah vypoctu koncentrace hemocytli v 1 ul nefedéné hemolymfy

ur

§

(experiment €. 3).

Piiloha 14: Pocitani hemocytl pod svételnym mikroskopem (experiment €. 3).
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Priloha 15: Prace v laboratofi (experiment €. 1).

Piiloha 16: Klimatické komory (experiment ¢. 3).
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Ontogeneze imunitniho systému invazniho slunécka Harmonia axyridis
Michal Reficha', Michal Knapp®, Pavel Dobes?, Pavel Hyr31?

! Katedra ekologie, FZP-CZU v Praze, Praha 6 - Suchdol
2 Ustav experimentalni biologie PfF MU, Brno

Slunécko Harmonia axyridis preduruje k roli uspé$ného invazniho druhu vedle
jinych vlastnosti i jeho vykonny imunitni systém. Pies vyrazny recentni boom studii
zaméfenych na vyzkum biologie tohoto druhu je jeho imunitni systém oblasti
probadanou jen ¢asteéné. Rozhodli jsme se proto zaméfit svou pozornost na vyvoj
imunitniho systému H. axyridis b&éhem ontogeneze. Zkoumali jsme vyvoj
koncentrace hemocyti v hemolymf¢€ od 2. larvalniho instaru az po 32 denni dospélce.
Larvalni stadia hmyzu s proménou nedokonalou maji ¢asto srovnatelné koncentrace
hemocytt s dospélci. Naproti tomu nékteré druhy s proménou dokonalou maji vyssi
koncentrace hemocyti béhem larvalniho vyvoje nez v dospélosti. Koncentrace
hemocytli se mize skokové ménit béhem metamorfézy, kdy jsou vytvaieny
specifické druhy hemocytd. Koncentrace hemocyti v hemolymfé slunécka H.
axyridis se v prub¢hu larvalniho vyvoje pfili§ neméni, spise klesa smérem ke stadiu
prepupy a je celkové docela nizka (cca 5500 hemocyt v 1 pl hemolymfy). Jeden den
staii dospélci maji v priméru 11500 hemocytd v 1 pl hemolymfy. Koncentrace
hemocytii déle roste az do 8. dne stafi dospélce (v priméru 30000 hemocytl v 1 pl
hemolymfy). B&éhem dalSiho Zivota dospélci (do 32. dne stafi) jiz zistava
koncentrace hemocyti v hemolymfé¢ viceméné konstantni. Je zajimavé, ze H.
axyridis se trochu vymyka prevladajicim hmyzim trendim i ontogenetickym
vyvojem svého imunitniho systému, kdyZ preimaginalni stddia maji vyrazné nizsi
koncentrace hemocytii v hemolymf¢ nez dospélci. Na posteru by jiz méla byt
prezentovana i data pro ontogeneticky vyvoj humorélni slozky imunitniho systému
H. axyridis.

Priloha 17: Védecky ptispévek na konferenci Zoologické dny 2016.
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Ontogeneze vybranych imunitnich a fyziologickych
parametri u invazivniho slunéfka Harmonia axyridis

Michal Reficha (1), Pavel Dobes (2), Pavel Hyrl (2), Michal Knapp (1)

(1) Katedra ekologie, FZP-CZU v Praze, Praha 6 — Suchdol
(2) Ustav experimentalni biologie PiF MU, Brno

Slunécko vychodni (Harmonia axyridis Pallas, 1773) je povazovano za Uspésny
invazni druh hmyzu. Jeden z mnoha faktort, které mohou vysvétlovat GspéSnou
invazi je vyborné fungujici imunitni systém. Zkoumali jsme vliv ontogeneze na
koncentraci proteintl, koncentraci cirkulujicich hemocytli a antimikrobialni aktivitu
proti gramnegativni bakterii Escherichia coli. Vliv ontogeneze na vybrané imunitni
mechanismy byl zkouman od 3. larvalniho instaru az po ranou dospélost.
Koncentrace proteinti rostla béhem prvnich 32 dnl zivota dospélce a v larvalnich
stadiich dosahovala stfedni hodnoty. Koncentrace hemocytl byla nizka v larvach a
strmé stoupala béhem prvnich 8 dni Zivota dospélce. Uginnost hemolymfy proti ristu
Béhem zivota dospélcti se ucéinnost pouze lehce zvySovala. Obecné lze fici, Ze
ontogeneze sledovanych imunitnich a fyziologickych parametri u H. axyridis je
rozdilna nez u jinych zastupct ztfidy hmyzu. Rozdily v prib&hu ontogeneze u
méfenych fyzioimunitnich parametrit maji také vyznamné metodologické dusledky,
ve srovnavacich studiich by vzdy méli byt porovnavéani stejné staii jedinci.
Z metodologickych duvodu byl v praci téZ testovan vliv metody odbéru hemolymfy
z téla slunécek na koncentraci proteinii a koncentraci cirkulujicich hemocytt. Pro
slunécka totiz existuji dvé zakladni moznosti odbéru hemolymfy — reflexni krvaceni
a punkce. Vysledky ukazuji, Ze mezi metodami neni signifikantni rozdil v Zadném
Zz méfenych parametrl. Slunécka tedy reflexné krvaceji stejnou hemolymfu, jako jim
koluje uvnitf téla a pii reflexnim krvaceni tak ztraceji cenné hemocyty a bilkoviny.

Kli¢ova slova: Harmonia axyridis, imunitni systém, ontogeneze, antimikrobialni
aktivita, hemocyty, proteiny, reflexni krvaceni, punkce

Piiloha 18: Védecky ptispévek na konferenci Kostelecké inspirovani 2016.
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= T . Punkice Reflexni krvaceni je jeden ze zpusobl chemické obrany nékterych bezobratlych vici predatorim.
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Obr. 1: Viv metody odbéru hemolymfy (punkce vs. reflexni krvaceni) na koncentraci 2
hemocytis v hemolymfé tii druhii slunécek. € &
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Pro tfi druhy slunécek (F ia axyridis, Coccir taa C %
undecimnotata) jsme ovéfovali, zda obsah hemocytl v hemolymfé vykrvacené je stejny g
jako v hemolymfé kolujici uvniti téla. Stejné tak jsme porovnavali obsah bilkovin
a antimikrobialni aktivitu hemolymfy proti E. coli. Hemolymfa z téIni dutiny byla odebrana $
4%  metodou punkce, tedy vpichem entomologickym $pendlikem o pruméru 0,35 mm do téla o
; F 2 » Cripmn oot b2 - Harmonia Coccinella Ceratomegilla
v oblasti zadoprsi. Data byla analyzovana pomoci zobecnénych linearnich modelu axyridis septempunctata undecimnotata ®
s nahodnymi efekty, kde identita zvifete byla pouZita jako nahodny efekt a metoda
odbéru hemolymfy (punkce &i reflexni krvaceni) jako nezavisla proménna.
k) Obr. 2: Vliv metody odbéru hemolymfy (punkce vs. reflexni krvaceni) na koncentraci
@ @ bilkovin v hemolymfd tii druhii slunééek.
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- Vysledky ukazuji, Ze koncentrace hemocytl (F =0,77; P =0,38; Obr. 1), bilkovin (F =0,20;
90 T P =0,66; Obr. 2) ani antimikrobialni aktivita (F =2,26; P =0,14; Obr. 3) se neli§i mezi
hemolymfou z télni dutiny a tou reflexné vykrvécenou pro zadny ze zkoumanych druht. Jsou
80 zde v8ak patrné rozdily ve vSech méfe h mezi druhy: | yty (F = 16,00;
P < 0,001), bilkoviny (F = 16,19; P < 0, 001 )a antlmlkroblélm aktivita (F = 186,33; P < 0,001).
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3 % L 4 Vysledek ma jak i souvislosti odbéru fy pro imur
& analyzy bez 2zvifat jejich p: anim), tak ické dusledky pro Zivot slunécek
L (s pInohodnotnou hemolymfou obsahujici velké mnozstvi hemocytu je tfeba Seffit). Nase
studie navic ukazuje zajimavé mezidruhové rozdily v zakladnich parametrech hemolymfy
30 - $ slunécek. Napriklad invazni slunécko Harmonia axyridis ma vyznamné vy$si koncentraci é
emocytll nez dva zkoumané druhy nasich plvodnich slunégek. Pfekvapenim je vysol
L h 4 nez d ke é druh Sich dnich slunécek. Prek ka
2 antimikrobialni aktivita u druhu Ceratomegilla undecimnotata, které je témeéf srovnatelna
s antimikrobialni aktivitou invazniho slunétka Harmonia axyridis, které bylo dosud povazovano
10 za imunitniho supermana mezi slunécky.
Harmonia Coccinella Ceratomegilla
axyridis seplempunctata undecimnotata -«
Obr. 3: Vliv metody odbéru hemolymfy (punkce vs. reflexni krvaceni) na antimikrobialni @
aktivitu hemolymfy proti E. coli u tfi druhi slunécek. ® é ® & 4
& &
Tento vyzkum byl podpofen vnitfnim grantem FZP-CZU v Praze s nzvem “Vyzkum biologie &lovéku prosp&snych druhi broukl z &eledi stfevlikovitych a slunéékovitych”.
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Porovnani vlastnosti hemolymfy slunéek pochazejici z télni dutiny a z
reflexniho krvaceni

Michal Reficha (1), Pavel Dobes (2), Pavel Hyr$l (2), Michal Knapp (1)

(1) Katedra ekologie, FZP-CZU v Praze, Praha 6 — Suchdol
(2) Ustav experimentélni biologie P¥F MU, Brno

Reflexni krvéceni je jeden ze zplisobl chemické obrany nekterych bezobratlych viici
predatorim. Hemolymfa slunécek obsahuje pachnouci, nechutné a casto pro
predatory piimo toxické latky, pfedevsim rizné alkaloidy. U dospé€lct slunécek je
reflexni krvaceni realizovano ptedevsim z kolennich kloubli a u larev z otvori na
hibetni strané zadeckovych ¢lanka. Reflexni krvaceni samo o sobé muze byt pro
slunécka fyziologicky nakladné. MiiZze znamenat ztratu cennych bilkovin, hemocytu,
vody atd. Nabizi se proto evolu¢ni hypotéza, ze mechanismy omezujici tyto ztraty by
mély zvySovat fitness slunécek. Cilem nas$i studie bylo ovéfit moznou existenci
takovych mechanismi. Pro tfi druhy slunécek (Harmonia axyridis, Coccinella
septempunctata a Ceratomegilla undecimnotata) jsme ovétovali, zda obsah
hemocytii v hemolymf¢ vykrvéacené je stejny jako v hemolymf¢ kolujici uvnitt téla.
Stejné tak jsme porovnavali obsah bilkovin a antimikrobialni aktivitu hemolymfy
proti E. coli. Hemolymfa z t€lni dutiny byla odebrana metodou punkce, tedy vpichem
entomologickym Spendlikem o priméru 0,35 mm do téla v oblasti zadoprsi.
Predbézné vysledky ukazuji, Zze koncentrace hemocyti a bilkovin se neli§i mezi
hemolymfou z téIni dutiny a tou reflexné vykrvacenou pro zadny ze zkoumanych
druhii. Vysledek ma jak metodologické souvislosti (moznost odbéru hemolymfy pro
imunologické analyzy bez traumatizace zvitat jejich poranovanim), tak praktické
dasledky pro zivot slunéfek (s plnohodnotnou hemolymfou obsahujici velké
mnozstvi hemocytl je tieba Setfit). Nase studie navic ukazuje zajimavé mezidruhové
rozdily v zakladnich parametrech hemolymfy slunécek. Naptiklad invazni slunécko
Harmonia axyridis ma vyznamné vyss§i koncentraci hemocytii nez dva zkoumané
druhy naSich ptivodnich slunécek.

Kli¢ova slova: imunitni systém, punkce, reflexni krvaceni, antimikrobidlni aktivita,
hemocyty, proteiny, chemicka obrana

Priloha 19: Védecky ptispévek na konferenci Zoologické dny 2017.
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Abstract

The harlequin ladybird is considered to be one of the most successful invasive insect
species. Its invasive success is among the other traits thought to be caused also by a
powerful immune system. Here we investigated ontogenic profile of protein
concentration, circulating hemocyte count and constitutive antimicrobial activity
against Escherichia coli in Harmonia axyridis hemolymph during late larval
development and early adult life. Protein concentration increased during the first 32
days of adult life from 45 to 100 mg per ml of hemolymph and reached intermediate
values during larval stages. Concentration of circulating hemocytes was very low,
5,000 hemocytes per pl of hemolymph, in late larval stages and increased strongly
during first eight days of adult life to values around 30,000 hemocytes per ul of
hemolymph. The killing efficiency of hemolymph against E. coli was lowest in larval
stages, rapidly increased in the prepupal stage and then steadily grown during the
whole investigated period of adult life. There were no significant effects of sex on
any of the investigated physiological or immune parameters. In general, patterns
observed for H. axyridis contrast with many results that have been reported for other
insects, e.g., bees, fruit flies, crickets or mosquitoes. Possible explanation is
contrasting life history of H. axyridis with fast preimaginal development and long
adult lifespan linked to long reproductive period. Substantial variation in
physiological and immune parameters during ontogeny has also important
methodological implications, as individuals of exactly the same stage/age have to be

employed for comparative studies.

Key Words:

ageing, antimicrobial activity, hemocyte concentration, innate immunity, invasive

species, ontogenetic stage, sexual dimorphism, total protein
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Introduction

The harlequin ladybird, Harmonia axyridis (Pallas, 1773), investigated in this study
Is considered to be one of the most invasive insect species (Brown et al., 2011,
Lombaert et al., 2011). H. axyridis is native to East Asia, particularly to areas with
temperate and subtropical climate (Brown et al., 2008). During the last decades it has
been introduced to many European countries and to North America many times
(Brown et al., 2011, Lombaert et al., 2010). The harlequin ladybird has been used
there as biological control agent in orchards, as this aphidophagous species is known
for its high voracity and high fertility (Raak-van den Berg et al., 2012, Tayeh et al.,
2015, Pell et al., 2008). Invasive populations probably originated in the eastern US
by hybridisation between two Asian subspecies, subsequently crossed the ocean to
the Europe, where European invasive populations emerged by hybridisation between
US invasive populations and biocontrol strains reared locally in orchards (Lombaert
et al., 2010). The speed of range expansion in a novel environment is extremely fast,
as in 15 years (2000-2015) the species spread over almost the whole of Europe
(Ukrainsky and Orlova-Bienkowskaja, 2014, Brown et al., 2011). Moreover, this
species has the potential to cause a decline of native ladybird species through its
superiority in intra-guild predation (Raak-van den Berg et al., 2012, Roy et al.,
2012).

Rapid spread, high densities of established populations and the potential risk
for native species resulted in extremely intensive research efforts, which focused on
various aspects of H. axyridis biology (for example see Sloggett et al., 2011, Pell et
al., 2008, Brown et al., 2008, Dmitriew, 2011, Firlej et al., 2012, Hodek et al., 2012,
Knapp and Nédved, 2013, Lombaert et al., 2010, Roehrich et al., 2012, Vilcinskas et
al., 2013a). The powerful immune system of H. axyridis seems to be one of several
possible causes of this successful invasion (Vogel et al., in press). Previous research
has revealed several interesting findings (see below), however some areas are still
unexplored. H. axyridis hemolymph contained much higher antimicrobial activity
than hemolymph of Coccinella septempunctata, which is the most common and
abundant ladybird species native to Europe (Gross et al., 2010). Partially responsible
for this pattern could be a specific alkaloid called harmonine that has also the
potential to be used in human medicine as it shows antimalarial activity (Roehrich et
al., 2012, Schmidtberg et al., 2013). Interestingly, the constitutive chemical defence
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of H. axyridis based on alkaloid harmonine is lowered by immune challenge,
followed by enhanced production of antimicrobial peptides (Schmidtberg et al.,
2013). H. axyridis is characterised by an extremely diverse antimicrobial peptide
repertoire comprising of more than 50 various antimicrobial peptides from seven
gene families, some of them are present constitutively and others induced after
immune challenge (Vilcinskas et al., 2013a). Moreover, the cooperation of
harmonine and antimicrobial peptides, specifically coleoptericins and C-type
lysozyme, resulting in a potentiated antimicrobial effect was described in this species
(Beckert et al., 2015). An additional difference between H. axyridis and other
ladybird species is the high load of Nosema microsporidia present in the former
species without any noticeable detrimental effects (Vilcinskas et al., 2013b).
Microsporidia were suggested to function as biological weapons during intraguild
predation events (Vilcinskas et al., 2013b); however there is still controversy
regarding the ecological relevance of Microsporidia in coccinellid interactions (de
Jong et al., 2013, Sloggett, 2013). Knowledge of cellular immunity of H. axyridis is
quite scarce. Firlej et al. (2012) identified five types of hemocytes (plasmatocytes,
granulocytes | and Il, oenocytes and spherule cells) and described their role in

nodulation and encapsulation.

The insect immune system has to face various challenges during particular
developmental phases which is especially evident in holometabolous taxa with
substantial discrepancy in the preimaginal and adult way of life (Wilson-Rich et al.,
2008, Nation, 2015). In addition, the pupal stage represents a period of dramatic
tissue reorganisation that is expected to also affect the function of immune system
(Nation, 2015). As maintenance of the immune system is energetically costly,
competition for resources between the immune system and other life-history traits is
supposed to occur within organisms and resource allocation could differ during
ontogeny (Wilson-Rich et al., 2008, Khan et al., 2016, Schwenke et al., 2016).
Despite supposed variations in immune functions during insect life, only a limited
number of studies have investigated the ontogeny of the insect immune system and
its ageing. Knowledge is limited mainly to insect model taxa such as fruit flies (Khan
and Prasad, 2013, Krzemien et al., 2010, Lanot et al., 2001), medically important
taxa such as mosquitoes (Hillyer et al., 2005, King and Hillyer, 2013), taxa providing

valuable ecosystem services such as bees (Gaetschenberger et al., 2013, Laughton et
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al., 2011, Wilson-Rich et al., 2008), crop pests including moths (Tan et al., 2013,
Gardiner and Strand, 2000, Milks et al., 1998, Stoepler et al., 2013) and pests of
stored products such as flour beetles (Khan et al., 2016). To our best knowledge,
information on ontogeny of immune system in invasive insect species and
specifically in ladybirds is limited to a single study performed by Schmidtberg et al.
(Schmidtberg et al., 2013), who compared only the egg stage, one larval stage and
adults of unspecified age. The well-defined ontogeny of the immune system,
especially its constitutive part which is responsible for primary response to
pathogens, is not only interesting from the perspective of insect ecology and
evolutionary biology, but also represents an important methodological issue.
Variation in immune system parameters during ontogeny needs to be taken into
account when designing comparative studies, e.g., inter population or inter specific

comparisons, where the exactly same developmental stages must be compared.

Evolutionary theory postulates possible sex specific investment into immune
system (McKean and Nunney, 2005, Rolff, 2002, Schwenke et al., 2016). Limited
evidence indicates that females outperform males at least for some immune
parameters (Lindsey and Altizer, 2009, Nunn et al., 2009) and such sex specific
differences could be enhanced under resource deficiency, when competition for
resources is increased (McKean and Nunney, 2005). As fitness benefits resulting
from increased longevity differ between sexes, investment into immune systems
during aging is predicted to be sex specific (Rolff, 2002). To our best knowledge,
only a single study performed by Koegel et al. (2012) compared sex differences in
immune system (specifically antimicrobial activity) of several days old adult
ladybirds. There is no study investigating the effect of interaction between sex and

age on any immune parameter in ladybirds.

The aim of this study was to investigate the ontogeny of principal
physiological (total protein concentration in hemolymph) and immune parameters
(concentration of circulating hemocytes and constitutive antimicrobial activity
against Escherichia coli) during late preimaginal stages (3" larval instar, 4™ larval
instar and pupal stage) and early adult life (from 1 day to 32 days old adults) in
Harmonia axyridis. In addition, the effect of sex as well as the interaction between

sex and adult age were investigated.
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Materials and Methods
Insect rearing and sampling of hemolymph

The parental individuals used in the present study were collected in August 2015
from shrubs and lime trees near university campus in Czech University of Life
Sciences Prague, Czech Republic (GPS: 50°8' N, 14°21' E; 300 m a.s.l.). No specific
permissions were required for collecting H. axyridis as this common invasive species
is not protected by Czech law. After transportation to the laboratory, beetles were
sexed and parental pairs were formed. Each couple was placed onto a separate Petri
dish (9 cm in diameter) containing crumpled filter paper strips, which provides
suitable substrate for egg laying. Beetles were bred in a long day photoperiod
(16L:8D) at constant temperature 26°C. The relative humidity was kept at 70 %.
Beetles were fed ad libitum with eggs of Ephestia kuehniella (Zeller, 1879)
(Lepidoptera: Pyralidae) and provided with honey dissolved in water. Ephestia eggs
were produced by Andermatt Biocontrol AG, Switzerland. Food and water were
changed daily and at the same time laid egg clutches were checked. After several
days, three fecund parental pairs were selected and their offspring was used in the
laboratory experiment investigating ontogenetic development of H. axyridis immune

system.

Egg clutches and subsequently hatched larvae and adults were kept under the
same conditions as parental pairs (16L:8D, 26 °C, 70 % humidity, food and water ad
libitum) with the exception of omitting honey dissolved in water. The first and
second instar larvae were reared together (complete clutch) in one Petri dish. When
larvae moulted to the third instar, they were assigned randomly to new Petri dishes
(four to five individuals in each) to reduce encounters between these larger larvae.
After laying, egg clutches were assigned at random to one of nine ontogenetic stages:
3" larval instar, 4" larval instar, prepupal stage, newly hatched adult (1 day old), 2
days old adult, 4 days old adult, 8 days old adult, 16 days old adult and 32 days old
adult. Ten individuals per parental pair were sampled from each of the preimaginal
stages — half of them were used to determine hemocyte concentration and the rest for
other immune and physiological analyses (see below). Newly hatched adults were
sexed and four individuals per sex and parental pair were sampled for hemolymph at

age of 1, 2, 4, 8, 16 and 32 days and processed likewise the samples from
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preimaginal stages. Small body size resulting in insufficient amount of hemolymph
precluded sampling of the youngest larval stages for purposes of this study.

To sample hemolymph, animals were glued by their back to stick tape and
stimulated by an entomological pin to perform reflex bleeding. A drop of fresh
hemolymph (ca 0.5 — 1.2 ul) was aspired using a glass microcapillary (Hirschmann,
Germany) and the amount of hemolymph was measured by digital calliper with
precision to 0.01 mm. A volume of 1 ul corresponds to 15 mm of microcapillary tube
length. The hemolymph from individual animals was diluted in anticoagulant buffer
(62 mM NaCl, 100 mM glucose, 10 mM EDTA, 30 mM trisodium citrate, and 26
mM citric acid) according to Firlej et al. (Firlej et al., 2012) and immediately used to
count hemocytes or frozen at -25 °C for further analyses. Note that samples for
several individuals are missing in the final dataset (for details see S1 Dataset) due to
technical complications that occur during hemolymph sampling (fast hemolymph

clotting precluded proper sampling).

Determination of physiological and immune parameters

Protein concentration in the hemolymph was measured colorimetrically by a
Bradford protein assay (Bio-Rad, USA) according to manufacturer instructions.
Serial dilution of control serum Bio-La-Test® LYONORM (Erba Lachema, Czech
Republic) was used as a standard.

The hemocyte concentration was counted from hemolymph of individual

animals in a Biirker chamber under the microscope Olympus CX31 (Japan).

The antimicrobial activity of hemolymph towards Gram-negative bacteria
was measured luminometrically using bioluminescent Escherichia coli K12, which
contains luxABCDEamp plasmid for expression of bacterial luciferase and its
substrate, according to Vojtek et al. (Vojtek et al., 2014). Briefly, 40 ul of
hemolymph diluted in anticoagulant buffer (100x dilution) was mixed in reaction
well with 120 pl of bacteria working solution containing 100,000 bacterial cells in
phosphate buffer (pH 7). The luminescence signal, which is positively correlated
with viability of E. coli K12 was recorded by luminometer Chameleon V™ (Hidex,
Finland) in counts per second (CPS). The antimicrobial effect of hemolymph was

expressed as mortality of the bacterial suspension caused by diluted hemolymph of
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individual animals 10 min after beginning of the measurement. There is dose-
dependent relationship between the volume of insect haemolymph used for the assay
and the number of killed bacteria as described previously (Vojtek et al., 2014). The
luminescence signal of control (40 ul of anticoagulant buffer + 120 ul of bacterial
working solution) marked 100 % viability and was used to quantify the decrease
caused by antimictobial effect of hemolymph (bacterial mortality). The antimicrobial
activity was verified by plating the reaction mixture in serial dilution on agar plates
after the end of luminometric measurement for subset of samples. The plates were

incubated overnight at 30 °C and number of colony forming units counted.

Statistical analyses

To analyse ontogenetic changes in immune and physiological parameters,
generalised linear mixed models (GLMMs) were applied using “glmmPQL” function
implemented in the “nlme” package (Pinheiro et al., 2013) for R (R Development
Core Team, 2016). Separate models were performed for all particular parameters,
namely protein concentration in hemolymph, hemocyte concentration and
antimicrobial activity towards E. coli. Parental pair identity was used as random
effect in all analyses. To analyse differences between particular ontogenetic stages
(3" larval instar; 4™ larval instar; prepupa; 1 day old adult; 2, 4, 8, 16, 32 days old
adults) in measured parameters, the ontogenetic stage was used as fixed effect.
Tukey’s HSD tests were employed to test for significant differences between
particular ontogenetic stages using “glht” function as implemented in the package
“multcomp” (Hothorn et al., 2008). To analyse potential sexual dimorphism in
particular immune parameters, models including sex, adult age and interaction
between sex and adult age as fixed effects were performed for dataset limited to adult
stages. It is not possible to distinguish between sexes based on morphological
characters in preimaginal stages. To analyse the effects of protein concentration in
hemolymph and hemocyte concentration, GLMMs with a gamma distribution of
errors and logarithmic link function were used. To analyse effects of antimicrobial
activity towards Gram-negative bacteria, GLMMs with a binomial distribution of
errors were employed. All raw data serving as input for the above-mentioned

analyses are available in Supporting information Table S1 - Dataset.
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Results

Protein concentration in hemolymph differed during ontogenetic development of H.
axyridis from 3 larval instar to 32 days old adults (GLMM: F = 31.06, P < 0.001;
Fig. 1). Protein concentration was intermediate during preimaginal development (ca
70 mg per ml of hemolymph). The lowest concentration of proteins in hemolymph
was observed in newly hatched adults (ca 45 mg per ml of hemolymph) and then it
steadily increased along with the age of adult H. axyridis. The protein concentration

was highest in more than 8 days old adults (ca 100 mg per ml of hemolymph).
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Fig. 1. Effect of ontogenetic stage on total protein concentration in hemolymph of Harmonia
axyridis. Lifetime is presented in days since eclosion for adult beetles (right of the dashed line).
Preimaginal stages are labelled as follows: L3 = 3" larval instar, L4 = 4" larval instar and PreP =
prepupal stage. Significant differences (P < 0.05) in total protein concentration among particular
ontogenetic stages are indicated by unshared letters above them. Mean values = SE are shown

separately for adult males (M) and females (F).
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Total hemocyte concentration differed significantly during ontogenetic
development of H. axyridis (GLMM: F = 30.40, P < 0.001; Fig. 2). Total hemocyte
concentrations were very low in preimaginal stages (ca 5,000 hemocytes per ul of
hemolymph), but increased sixfold during early adult life and from eight day of adult
life onwards hemocyte concentration stayed constant until one month of adult age (ca

30,000 hemocytes per pl of hemolymph).

40000 .
35000 }SW :

< I i
£ 30000 | :
= N
o :
£ 25000 5
= '
‘S .
= 20000 :
€ 15000
w '
e :
= 10000 :
< :
£ a ga '
£ 5000 —— o9 5
0 1

L3 L4 PreP 12 4 8 16 32

Lifetime

Fig. 2. Effect of ontogenetic stage on concentration of circulating hemocytes in hemolymph of
Harmonia axyridis. Lifetime is presented in days since eclosion for adult beetles (right of the dashed
line). Preimaginal stages are labelled as follows: L3 = 3" larval instar, L4 = 4™ larval instar and PreP
= prepupal stage. Significant differences (P < 0.05) in hemocyte concentration among particular
ontogenetic stages are indicated by unshared letters above them. Mean values = SE are shown

separately for adult males (M) and females (F).
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The constitutive antimicrobial activity of hemolymph towards E. coli changed
significantly during ontogenetic development of H. axyridis (GLMM: F = 29.82, P <
0.001; Fig. 3). The efficiency of hemolymph against E. coli was lowest in larval
stages (60 to 70 % bacterial mortality) and rapidly increased in prepupal stage (80 %
bacterial mortality). The hemolymph of young adults retained its activity from the
prepupal stage and slightly increased during adult life to more than 90 % bacterial
mortality caused by hemolymph of one month old adults. The results of cultivation
corresponded to changes of bacterial viability observed by luminometry (data not

shown).

There were no significant effects (P < 0.05) of sex and interaction between
sex and adult age on any of the investigated physiological or immune parameters.
However, effects of interaction between sex and adult age were marginally
significant (P-values between 0.07 and 0.14) for all investigated parameters (for
details see Supporting information Table S2).
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Fig. 3. Effect of ontogenetic stage on constitutive antimicrobial activity of Harmonia axyridis
hemolymph against Escherichia coli. Activity of antimicrobial factors present in H. axyridis
haemolymph is expressed as the percentage of E. coli killed by 0.4 ul of undiluted hemolymph.
Lifetime is presented in days since eclosion for adult beetles (right of the dashed line). Preimaginal
stages are labelled as follows: L3 = 3 larval instar, L4 = 4™ larval instar and PreP = prepupal stage.
Significant differences (P < 0.05) in mortality of E. coli among applications of hemolymph originating
from particular H. axyridis ontogenetic stages are indicated by unshared letters above the stages. Mean

values + SE are shown separately for adult males (M) and females (F).
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Discussion

In the present study, we report substantial changes in physiological and immune
parameters dependent on developmental stage and age of H. axyridis, a species
proposed as a model for invasive insects. Significant variation in physiological and
immune parameters during ontogeny has important evolutionary consequences and
methodological implications for immunological studies. Furthemore, our results
provide additional support to previously published data indicating the existence of
very efficient immune system in H. axyridis which is supposedly responsible for
exceptional invasive success of this ladybird species. It is of note that the efficiency
of H. axyridis hemolymph against Escherichii coli was very potent even without
prior immune challenge and activation of induced antimicrobials that would further

boost animal resistance.

The hemolymph as well as proteins diluted in hemolymph plasma have a
multiple functions ranging from the physiological roles, such as storage of nutriens
or hormonal regulation, to the immune processes mediating response of insect to
potential pathogens. We observed significant variation in total hemolymph proteins
during ontogeny of H. axyridis. As the protein concentration in hemolymph is
substantially influenced by starvation (Handke et al., 2013) and dehydratation of
insect (Wilson-Rich et al., 2008), we provided ladybirds with food and water ad
libitum to ensure that the observed variation in protein level depends solely on
development. The protein concentration tends to be higher in the prepupal stage than
in early 4™ larval instar which is consistent with early observations in another
holometabolous insect species, Bombyx mori, in which the increase of hemolymph
proteins precedes the spinning period (Wyatt et al., 1956). Not suprisingly, a rapid
drop of hemolymph proteins occured in the pupal stage of H. axyridis, when the
insect undergoes the transformation accompanied by hormonal changes and
increased energy costs (Nation, 2015). The total protein concentration in hemolymph
of 16 days old foragers of Apis mellifera was lower compared to larvae and pupae
(Wilson-Rich et al., 2008) contrasting with H. axyridis where the protein
concentration increased during adult life and its maximum exceeded the protein level
in larvae. The concentration of proteins in H. axyridis hemolymph (app. 50 - 100
mg/ml) is higher than in A. mellifera (app. 2 - 40 mg/ml; Wilson-Rich et al., 2008),
B. mori (app. 12 - 52 mg/ml in larvae and pupae; Wyatt et al., 1956) or Drosophila
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melanogaster (third larval instar app. 30 mg/ml; personal observation), resembling
more the level of proteins observed in Lepidopteran model species such as Galleria
mellonella (final larval instar app. 80 - 100 mg/ml; Wyatt et al., 1956).

In general, studies investigating the ontogeny of innate cellular immune
systems in insects report an increase in hemocyte numbers during larval development
(Gardiner and Strand, 2000, Lanot et al., 2001, Strand, 2008, Tan et al., 2013,
Wilson-Rich et al., 2008) and a decrease in hemocyte numbers during adulthood
(Hillyer et al., 2005, King and Hillyer, 2013, Park et al., 2011, Wilson-Rich et al.,
2008). Our results for H. axyridis indicate that the possible increase in total
circulating hemocyte numbers during late larval development is driven solely by
increase in total hemolymph volume as hemocyte concentration remains constant. A
contrasting pattern was observed for the moths Pseudoplusia includens and
Spodoptera frugiperda by Gardiner and Strand (2000), who recorded and increase in
both hemocyte concentration and hemolymph volume during larval development.
Increasing numbers of hemocytes during early adulthood in H. axyridis contrasts
with the pattern reported for bees, mosquitoes and crickets (Hillyer et al., 2005, King
and Hillyer, 2013, Park et al., 2011, Wilson-Rich et al., 2008). This could be due to
the fact that adult ladybirds are relatively long living animals, overwintering adults
could live for almost a year, males repeteadly fertilize females, which are able to lay
eggs for a period of several months, and thus it could be advantageous for both sexes
to invest into the immune system after emergence (Hodek et al., 2012). A similar
pattern of hemocyte increase during early adulthood was reported for dragonfly
species Lestes viridis (Rolff, 2001), whose adults are known for their extremely long
period of sexual maturation lasting more than a month (Sternberg and Buchwald,
1999). Interestingly, H. axyridis larvae have substantially lower hemocyte
concentration than adults, which contrasts with the trend observed in bees and fruit
flies (Lanot et al., 2001, Wilson-Rich et al., 2008). A possible explanation lies in the
life history of aphidophageous ladybirds. Larvae need to exploit ephemeral food
sources and often suffer from substantial intraguild predation and canibalism when
aphids are exploited (Hodek et al., 2012). Ladybird larvae thus need to invest into
fast growth and preimaginal development, which could be compensated by a lower
investment into innate cellular immune system (Dmitriew, 2011, Knapp, 2014,
Labrie et al., 2006).
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Our results further confirm the previously reported extremly high constitutive
antimicrobial activity of H. axyridis hemolymph that outperformed even some other
ladybird species (e.g., Coccinella septempunctata; Gross et al., 2010, Schmidtberg et
al.,, 2013). The activity against Gram-negative E. coli K12 was found to be
approximately fourfold and fivefold higher in larvae and adults of H. axyridis,
respectively, compared to traditional insect model species G. mellonella and B. mori
(Vojtek et al., 2014). The hemolymph of H. axyridis was described to contain
multiple factors with the activity towards Gram-negative bacteria, including attacins,
coleoptericins and the alkaloid harmonine (Beckert et al., 2015, Roehrich et al.,
2012, Vilcinskas et al., 2013a). It is of note that some other immune effectors, that
have not been described in H. axyridis yet, can contribute to the observed
antibacterial effect. For instance, reactive oxygen and nitrogen species were
identified as mediators of early immune response in insects (Bergin et al., 2005,
Foley and O'Farrell, 2003, Nappi et al., 2000) and the study of their production in
coccinelids would be of great interest. Comparisons of antimicrobial activity of H.
axyridis larvae and adults against E. coli have been previously performed by
Schmidtberg et al. (2013) and Gross et al. (2010). Unfortunately both studies
investigated adults of unspecified age and Schmidtberg et al. (2013) did not specified
nor the investigated larval stage. Schmidtberg et al. (2013) discovered significantly
higher innate antimicrobial activity against E. coli in adults, whereas Gross et al.
(2010) found that adults have similar innate antimicrobial activity against E. coli as
larvae of 4™ instar. Our results show that the discrepancy in results of above
mentioned studies could be caused by comparison of different ontogenetic stages. If
late 4™ instar larvae near to pupation are compared to fresh adults, no difference in
antimicrobial activity is observed. If 3" instar larvae are compared to older adults,
significant difference in antimicrobial activity is observed. Thus the precise staging
of experimental animals could have an impact on study results and precise

knowledge on ontogeny of various physiological parameters are crucial.

Investigations of changes in antimicrobial activity during ontogeny are
missing in coccinellids, but similar studies have been performed in other insects.
Generally, the expression of antimicrobial peptide genes is stable or mildly increases
during larval development of D. melanogaster (the expression data for particular
antimicrobial peptides are available at FlyBase.org) which is followed by substantial
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increase of expression in prepupae. The increase of activity during larval stages and
adulthood was described also regarding other immune parameters that might
contribute to the antimicrobial activity, such as phenoloxidase activity (BeneSova et
al., 2009, Laughton et al., 2011). Consistent with the increase of activity against E.
coli observed in our study, an increase in antimicrobial peptides at the first day of
pupae was described in B. mori (Hou et al., 2016). It was suggested that the higher
demands for antimicrobial defence compensates impaired barrier function of cuticle
following each molt and protects insects at this vulnerable phase of life. An increase
in the innate antimicrobial activity concurrent with increasing age was previously
found in bee workers but no such trend was observed for drones where it was
compensated by an increase in phenoloxidase activity (Laughton et al., 2011). A
decrease in innate antimicrobial activity with increasing adult age was reported for
Tribolium castaneum females but not males (Khan et al., 2016). However,
comparisons between studies and species are complicated as time scales could differ.
It is possible that just early adult phase is investigated in the present study and innate
antimicrobial activity decrease in following months, when real senescence takes
place. On the other hand, as mentioned previously, ladybirds substantially increase
their fitness with increasing longevity and thus investment into immune system even
in older age is possible (Hodek et al., 2012). This issue represents a promising area

for future research.

Although sexual dimorphism in immune system and protein content in
hemolymph seems to be quite common in insects (McKean and Nunney, 2005, Nunn
et al., 2009, Schwenke et al., 2016), no significant differences between adult H.
axyridis males and females were observed in this study. A possible explanation is
that optimal rearing conditions do not allow to manifest trade-offs that could be sex
specific (McKean and Nunney, 2005). Sexual dimorphism in immune fuction is
frequently observed when insects are challenged by pathogens, whereas several cases
where no such difference was observed have been reported for unchallenged insects
(Freitak et al., 2012, Khan et al., 2016, Koegel et al., 2012, Moreno-Garcia et al.,
2015). As maintainence of the immune system is energetically challenging and costs
of reproduction frequently differ between sexes, because egg production is a more
energy demanding process than sperm production, sexual dimorphism in immune

parameters is supposed to manifest more strongly in reproducing adults (McKean

85



and Nunney, 2005, Schwenke et al., 2016). In this study unmated individuals were
investigated and thus investigation of mated beetles could be a proper issue for a
future study focused on sexual dimorphism in immune and physiological parameters

of H. axyridis.

In conclusion, all investigated physiological and immune parameters varied
significantly during late larval development and/or early adult life. Patterns observed
in Harmonia axyridis are in many cases contrasting to these reported for other
insects, e.g., bees, fruit flies, crickets or mosquitoes, which could be given by
specific life strategy consisting of relatively fast larval development followed by long
period of adult life. Our findings indicate that H. axyridis could be an interesting
species for future investigation of trade-offs between immune system and other
physiological processes as well as the proper species for inclusion into comparative
interspecific studies. Significant variation in physiological and immune parameters
during ontogeny has also important methodological implications. Individuals of
exactly the same stage/age have to be compared in comparative studies, to omit bias

caused by ontogenetic signal.
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