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Cilem diplomové prace bude wypracovat |iterarni resersi na téma “reflexni krvaceni u hmyzu”. Detailngjs
pozormost by v reZersi méla byt vénovana slunétkim (Coleoptera: Cocrinellidae) a problematice maozmpch
negativnich dopadd reflescniho krvdceni pro hmyz. Praktickd Sst diplomové price bude tvofena
laboratomim experimentsm, pri kterém bude zkouman dopad opakovangho reflexniho krdceni

v lzmbinaci s riznou trovni fyziologického stresu (hlad, fized) na kondici slunézek.

Metodika

Rederie bude zalofena predeviim na informacich z védedkych Hénkd nalezenych na Web of Knowledge
a v anglicky psamych odbormych knihach. Prakticky experiment bude realizovan na modelovém druhu Har-
monia axyridis (Coleoptera: Coccinellidae). Slunéika budou vystavena rizné drovni fyziologického stresu
{Zadny, hladowéni, hladoveni spojens s nedostatkem vody). Polovina jedinch bude navic 2x tydné wyprovo-
kovana k reflexnimu krvaceni. Cilem experimentu bude porownat dopady opakovaného reflexniho krvaceni
pifi rizné drowni fyziologického stresu na pretivdni slunétek a jejich fyziologicky stav (fungovdni imunitniho
systému, energeticke zasoby). Dale bude méfen wvoj ochoty jedincd reagovat na nebezpedi reflesmim kr-
vacenim, pripadné wvo] mnozstvi wkrvacene hemeolymfy. Data budou analyzovana pomoci zobecnémych
linedmich modell [GLM).
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Abstrakt

Jednim z nejucinngjsich obrannych chovani hmyzu proti predatorim je reflexni
krvaceni, které lze zatadit mezi obranu chemickou. S reflexnim krvacenim jsou ¢asto
spojené energetické naklady, které jsou do takové obrany vlozeny. V této diplomové
praci jsem Vramci dvou experimentd zkoumala vliv reflexniho krvaceni na

fyziologicky stav slunécek vychodnich (Harmonia axyridis).

V prvnim experimentu byl zkouman vliv reflexniho krvaceni a nedostatku
potravy na piezivani slunécek po piezimovani, jejich reprodukci a zakladni
fyziologické a imunologické parametry. Slunécka (samci i samice) byla rozd¢lena do
dvou skupin (krmena / nekrmena) a vzdy polovina jedincii byla podrobovana
reflexnimu krvaceni kazdé 3 — 4 dny po dobu 17 dni (celkem 5 odbérit). Nedostatek
potravy m¢l vliv nejen na piezivani, ale i na télesnou hmotnost slunécek a stav jejich
imunitniho systému. Hladovéni i reflexni krvaceni aditivné negativné ovlivnily
koncentraci hemocytii a proteini v hemolymf¢ a také zpusobily niz$i aktivitu
hemolymfy proti bakteriim Escherichia coli a Micrococcus luteus. Krmené samice,
které byly nuceny reflexné krvacet, nakladly nizsi pocet sntisek nez krmené samice

bez krvaceni. Hladovéni samic vedlo k nulové reprodukci kratce po piezimovani.

Druhy experiment se zabyval vlivem reflexniho krvaceni na pocet nakladenych
vaji¢ek samicemi v pribéhu vegetacni sezony. Po prvnich par dnech kladeni snisek
(kontrolni perioda) byla polovina samic denné podrobovana reflexnimu krvaceni a
nasledné byl pocitan pocet nakladenych vajicek béhem dvou Sesti dennich period.
V pribéhu ¢asu dochazelo k poklesu poc¢tu nakladenych vaji¢ek samicemi. Nejveétsi
rozdil je vidét mezi kontrolni a druhou periodou. Vliv reflexniho krvaceni je v datech

¢astecné pozorovatelny, statisticky test vSak vySel nepriikazné.

Zda se, ze reflexni krvaceni kromé efektivni obrany proti predatoram s sebou
piinasi i opravdu vysoké naklady, které se mohou projevit i ve fitness slunécek.
Vyrazny je vliv opakovaného reflexniho krvaceni na fungovani imunitniho systému.
Vysledky mych experimentt tak podavaji dalsi dikaz, ze reflexni krvaceni, S nimz je
spojena ztrata podstatného objemu hemolymfy je pro slunécka energeticky

nakladnou aktivitou.
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Abstract

One of the most effective defence mechanisms insects have against predators is
reflex bleeding, which can be classified as chemical defence. There are certain
energy requirements often associated with such defence mechanisms. In this thesis
two experiments were conducted to examine the effects of reflex bleeding on the

physiology of Asian ladybeetles (Harmonia axyridis).

The first experiment assessed the effect reflex bleeding and lack of nutrition
had on the ladybeetle’s survival after hibernation, on their reproduction, and on their
basic physiological and immunological parameters. The ladybeetles (male and
female) were separated into two groups (fed / not fed) and half of them underwent
reflex bleeding every three to four days over a seventeen-day period (5 samples
collected). Lack of nutrition affected not only the survival rate, but the ladybeetles’
body mass and the state of their immune system as well. Malnutrition and reflex
bleeding cumulatively had a negative effect on haemocyte and protein concentrations
in haemolymph and decreased the haemolymph’s activity against Escherichia coli
and Micrococcus luteus bacteria. All fed females that underwent reflex bleeding laid
fewer eggs than fed females that did not undergo reflex bleeding. Shortly following

hibernation, the starved females showed no signs of reproduction.

The second experiment evaluated the impact that reflex bleeding had on the
number of eggs laid by the females throughout the growing season. Following the
first few days of egg laying (control period), half of the females underwent reflex
bleeding daily and, subsequently, the number of eggs laid was counted for two six-
day periods. Over the course of time a decrease in the number of laid eggs can be
observed. The greatest difference was between the control period and the second
period of counting. The impact of reflex bleeding can be partially observed in the

acquired data but the statistical test was inconclusive.

It appears that aside from being an effective defence mechanism, reflex
bleeding carries along a significant cost and may have an impact on the ladybeetles’
fitness. Especially significant is the effect reflex bleeding has on the immune system.
The results these experiments produced are more proof of the fact that reflex
bleeding, which is accompanied by considerable haemolymph loss, is energetically

demanding for ladybeetles.
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1 Uvod

1.1 Predator a Kkorist

Pojem pfirozeny nepfitel je asto pouzivan k oznaceni organismu, ktery cerpa
vyzivu z jiného organismu, jako je naptiklad predator, parazitoid, parazit nebo
patogen. Tento pojem lze chédpat i v SirSim slova smyslu, tedy ze se jednd o
organismy, které zabijeji, snizuji reprodukéni potencial nebo jinym zplisobem snizuji

pocetnost jinych organismu (Hodek et al. 2012).

Predace je primarni hnaci silou v evoluci hmyzu, nicméné i environmentalni
podminky béhem vyvoje hmyzu mohou ovlivnit fenotyp dospélcu (Grill et Moore
1998, Boeve et al. 2013). Naptiklad nedospéli jedinci, majici relativné nizkou kvalitu
¢i kvantitu jidla, s velkou pravdépodobnosti budou mit snizenou velikost téla ve
stadiu dospélce. Efekty environmentalnich podminek v jakékoli zivotni fazi hmyzu

mohou kaskadovat i do nasledujicich stadii (Grill et Moore 1998).

Velka velikost téla dospélce uzce souvisi Sjeho vyssim reprodukénim
potencialem. Dosazeni vétsi télesné velikosti vSak v sobé muze nést riziko vyssi
umrtnosti béhem larvalniho vyvoje. Dortst do vétsi velikosti znamena potiebu zvysit
piijem potravy a zvySena aktivita pfi shanéni potravy je povazovana za nebezpecnou,
protoze je pravdépodobné, Ze kofist bude sndze detekovana predatorem. Rist do
vétsi velikosti dale typicky vyzaduje prodlouzeni obdobi juvenilniho ristu a
vystavuje tak jedince predatoraim po delsi dobu (Berger et al. 2006). Rada
mechanismll miZze pozménovat reakci kofisti na predacni riziko. Kofist musi feSit
trade — off mezi preda¢nim rizikem a rizikem hladovéni. Existuje nékolik teorii, jak
se v takové situaci maji zivoCichové chovat. Lze sem zatadit napiiklad nasledujici
hypotézy: (i) Behavioralni hypotéza preda¢niho rizika (Behavioural hypothesis for
predation risk effects) fika, ze kofist dospéje do mensi velikosti a bude se snazit o
rovnovahu mezi reprodukci a ristem. Studie na motylicich a pulcich jako kofisti
potvrzuje, ze chemické signaly indikujici pfitomnost predatori méni chovani kofisti,
jako je naptiklad jeji pohybova aktivita. Snizend aktivita vede ke sniZenému piijmu
potravy a sniZzeny piijem potravy snizuje velikost pii dospivani a ¢asto je to spojeno |
se zpozdénym dospivanim. OvSem vtomto piipadé predator neni velikostné
selektivni. Na druhé stran€ je (ii) fyziologicka hypotéza (Physiological hypothesis),

kdy je predator velikostné selektivni a kofist, ktera vykazuje prostredni rdst (neni
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dostatecné velka ani mald), nemusi Celit ¢asovym omezenim b&éhem juvenilniho
vyvoje. Teorie je ¢asto spojovéana s argumenty o zménach béhem zivotni historie,
které jsou fizeny pfimo chemickymi podnéty, spiSe nez by byly zprostiedkovany
chovanim ¢i snizenim piijmu potravy. Dle toho, zda predator uptednostiiuje malou ¢i
velkou kofist (pokud je velikostné selektivni) lze predpovédét vzor chovani kofisti.
Vybér malé kofisti predatorem by mél upfednostiiovat investice do rustu pied
reprodukci, coz ma za nasledek pozd¢jsi zralost ve vétsi velikosti. Vybér velké
koftisti predatorem by m¢l upiednostiiovat investice do reprodukce pted ristem, coz
ma za nasledek piedcasnou pohlavni zralost pti malé velikosti téla (Beckerman et al.
2007).

1.1.1 Obrana proti predatorovi

Selektivni tlak predatord je natolik rozsahly, ze strategie vedouci k redukci
mortality zplisobené predatory jsou dobie rozvinuté, ale pfitom velmi rozmanité
napfi¢ taxony. Specifické obranné strategie se méni béhem ontogeneze a vztahuji se
Kk piizptsobeni fenologie, chovani, morfologie i fyziologie hmyzu (Higginson et
Ruxton 2009, Boeve et al. 2013). Hmyzi obranné strategie proti predatorum lze
rozdelit do tfi kategorii: (i) vlastnosti, které snizuji pravdépodobnost setkani
s predatorem, (ii) behavioralni a morfologicka obrana, (iii) fyziologicka obrana
(chemicka obrana, Greeney et al. 2012). Primarni obrana je takova, ktera se snazi 0
sniZzeni pravdépodobnosti setkani s predatorem. Sekundarni obranou se poté chéape
zvysena pravdépodobnost preziti kofisti po setkani s predatorem. Obrana souvisejici
S barvou (maskovani €1 aposematismus) je obranou vyuzivanou proti vizudlné se
orientujicim predatorim (napf. ptaci, vosy ¢i kudlanky). Morfologicka a behavioralni
obrana je obranou, ktera je pfizpisobena i pro nevizualné se orientujici predatory,
jako jsou napiiklad predatoti bezobratlych (mravenci; Greeney et al. 2012, Sendoya
et Oliveira 2017).

1.1.2 Behavioralni obrana

Behavioralni obranné strategie jsou vSudyptitomné a velmi riznorodé. Vétsina
druhil vykazuje vétsi mnozstvi riiznych typli obranného chovani, coz mizeme vidét
napiiklad u housenek druhu Urbanus esmeraldus patticich do ¢eledi soumraénikoviti

(Hesperiidae). Housenky si stavi architektonicky naro¢né ukryty a upravuji rostlinné

pletivo, zejména pak barvu, tak aby jejich ukryt byl vice krypticky a fekalni pelety
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hazi dale od téla. Odhozenim fekéalnich pelet dojde ke snizeni pravdépodobnosti
jejich detekce predatorem, ktery predpoklada, ze kotist bude v blizkosti pelet
(Greeney et al. 2012, Moraes et al. 2012).

Behavioralni obrana mutize byt vyhybava nebo agresivni — kousani, chrleni
toxické tekutiny ¢i produkce odpuzujicich chemickych latek (Greeney et al. 2012).
Vétsina slunéckovitych brouki (Coleoptera: Coccinellidae) ma také urcitou formu
behavioralni obrany proti predatorovi. Pro mobilni stadia, jako jsou larvy, by prvni
reakci na vnimanou hrozbu mohl byt uték (Obrazek ¢. 1). Dalsi obranné taktiky
zahrnuji pad z hostitelské rostliny, jestlize se potencionalni dravec pftiblizuje,

ptipadné presun na nové misto (Ware et Majerus 2008).

Blaustein (1999) a Rieger et al. (2004) ptedpokladaji, ze druhy, které
postradaji individualni ochranu nebo tinikové mechanismy v larvalnich stadiich jsou
nuceny obsadit habitaty bez predatort. Vodni hmyz a obojzivelnici si vyvinuli
vysoce specifické behavioralni reakce na chemické stopy piitomnosti predatora.
V experimentu Andrade et al. (2017), zkoumali obranné reakce druhi z celedi
komaroviti (Culicidae) Culex mollis, Limatus durhami a Aedes albopictus pti kladeni
vajicek V prostiedi se stopami piitomnosti predatora Toxorhynchites theobaldi
(Culicidae). Samice Culex mollis se vyhybala kladeni vajicek do vody se stopy
predatora, coz déle naznacuje, Ze dospé€lé samice jsou schopny detekovat chemické
latky produkované predatory. Naproti tomu samice druhd Limatus durhami a Aedes

albopistus nevykazovaly zadnou reakci na tytéz stopy predatora.
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Situace — setkani

N

v
kofist detekuje predator deteluje

nesetkali se ) . T ;
predatora jako prvni kofist jako prvni

.

v
efektivni predator detekuje

e - ignorace
kofist - interakce

vyhnuti se predatorem

\

v v

1gnorace . . - . . -
sa . utok na védomou kofist 1utok na nevédomon kofist
predatorem
/ | / \
sk kofisti uloveni kofisti ek kofisti

utek po uloveni smirt (zranéni, konzumace)

Obrazek ¢. 1: Prubéh mozného setkani kotist — predator. Zdroj: Lima et Dill 1990

Behavioralni obrana snizuje pravdépodobnost napadeni ¢i detekce predatorem,
ovSem za ur€itou cenu. Zmeéna chovani, ktera snizuje pravdépodobnost napadeni
predatorem, obvykle pfichazi za cenu ztracenych pfilezitosti ke krmeni se, nalezeni
vhodného sexudlniho partnera ¢i vyhnuti se jinym predatorim. To vSe mlZe mit

velké dusledky pro celkovy reprodukéni aspéch (Andrade et al. 2017).
1.1.3 Morfologicka obrana

Morfologické charakteristiky mohou fungovat jako obrana, at’ uz se jedna o
kutikuldrni trny, chloupky, zesileny exoskelet, krovky ¢i jasné zbarveni
(aposematické) ¢i vizualné kryptické (Greeney et al. 2012, Hodek et al. 2012,
Uemura et al. 2017). Tuhy ¢i zhustény exoskelet, mize zabranit uspé$nému utoku
predatora na housenky nékterych druhG motyld. Napiiklad u rodu Menander jsou
housenky dorso-ventraln¢ zplostélé. Toto zplosténi umoziuje housenkdm té€sné se
ptitisknout k povrchu listu a chranit tak exponované piivésky, které by jinak mohly

byt napadeny (Greeney et al. 2012).

Larvy rodu Scymnus pattici do ¢eledi slunéckoviti (Coccinellidae) jsou pokryty
voskovym povlakem, ktery poskytuje ti¢innou obranu proti mravenciim nebo larvam

pestifenek (Ware et Majerus 2008). Mnoho druhtt hmyzu, zejména pak larvy motyli
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vyuzivaji krypse. Krypse umoznuje jedinci splynout s okolim, ve kterém se
vyskytuji, diky ¢emuz se snizi pravdépodobnost odhaleni a detekce predatorem

(Greeney et al. 2012).

Aposematické (varovné) zbarveni, jak jiz bylo feCeno vySe, je dilezité¢ pro
vizualné se orientujici predatory (Greeney et al. 2012). Funkci aposematického
zbarveni je upozoriiovat potencionalni predatory, Ze nositel je nepozivatelny, toxicky
nebo Zivinové chudy (Hodek et al. 2012). Predator se nauci rozeznavat barevny vzor
(Jasny a napadny) s ucinky toxinu a zacne se takovému hmyzu vyhybat. Vetsi
velikost téla, mize zvysit varovny efekt, coz kofist Cini jesté méné piijatelnou pro
predatora (Sillén - Tullberg et Bryant 1983, Marples et al. 1994, Remmel et
Tammaru 2009). Kromé barevného vzoru mohou mit ndznaky i formu zvuku, viné
nebo chuti. Chut' a vzhled mohou byt dilezité pro ptaky, ktefi se postupné nauci

vyhybat toxické koftisti (Marples et al. 1994).

Dospélci mnoha druhii slunéckovitych broukii jsou népadné zbarveni, Casto
S kontrastnimi ¢ervenymi, ¢ernymi nebo Zlutymi vzory na jejich krovkéch. I jejich
larvy mohou byt na povrchu aposematicky zbarveny pomoci tmavych a svétlych
ploch. Nejen varovné zbarveni, ale také vzor a obecny vzhled slunécka (ovalny a
konvexni tvar téla) mohou byt signdlem kofisti o neprospéSnosti pro opticky
orientované predatory z fad obratlovct, jako je naptfiklad sykora konadra (Parus

major; Hodek et al. 2012).

Ve studii Remmel et Tammaru (2009) chtéli objasnit vztah mezi velikosti,
krypsi a aposematickym zbarvenim. Jako kofist byly pouzity uméle vyrobené larvy,
které napodobovaly larvy motyli. Napodobeniny byly riznych velikosti a barev.
Byly zbarvené do zelena (krypse) nebo ¢erné a zluté (napadné — aposematicky).
Vysledky ukazaly, ze predace sykorou konadrou (Parus major) byla zavisla na
velikosti umélych larev jak u kryptickych, tak i u napadné zbarvenych umélych
larev. Z hlediska denni umrtnosti byly nejvétsi kryptické larvy napadeny 1,5 krat
Castéji nez mensi larvy a nejvetsi ndpadné zbarvené larvy asi 3 krat Castéji nez ty
nejmensi. Ndpadné zbarvené larvy byly napadany castéji nez larvy kryptické.
Z vysledku této studie vyplyva, ze aposematické zbarveni nemusi vzdy zajiStovat

plnou ochranu.
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U mnoha aposematickych druhii se vyvinul agregovany zptisob Zivota. Jednou
z moznych vyhod seskupeni vystrazn¢ zbarvenych druhii je, Ze €ini aposematické
signaly efektivnéjs$i pfi odrazovani predatorat (Gamberale et Tullberg 1998).
Gamberale et Tullberg (1998) pouzili domestikovana kufata (Gallus
gallus domestica) a aposematicky zbarvené larvy plosticky tolitové (Tropidothorax
leucopterus). Vysledky ukazaly, ze pravdépodobnost utoku klesala se zvysujici se
velikosti skupin plosti¢ek. Pro G¢innost aposematického zbarveni jsou dulezité 3
vlastnosti: (i) vypadat co nejvice odlisné od krypticky zbarvené kofisti, kterou
predatofi lovi nejcastéji, (ii) byt kontrastni proti pozadi, coz slouzi jako ochrana pred
napadenim predatorem (iii) vyuZzivat barvy (intenzity a odstiny), které jsou samy o
sob&é pro predatory odstraSujici bez ohledu na pozadi (Iépe funguje v raznych

podminkach prostiedi; Gamberale et Tullberg 1998).

Pro zbarveni druht jsou dulezité karotenoidy, které patii do skupiny
tetraterpenoidd. Zbarveni zptisobené karotenoidy poskytuje informaci pro predatora
0 jedovatosti nositele, u hmyzu se jedna nejcastéji o mimodruhovou signalizaci.
Karotenoidy jsou dilezitym pigmentem, ktery zivo¢ichové musi ziskat ze své stravy.
Napomahaji zbarveni od Zlutého po ¢ervené a hraji i diillezitou roli jako antioxidanty
nebo imunostimulanty. Karotenoidni zbarveni a tim i signal o ,,poctivosti® byva Casto
pouzivan k vybéru partnera. Jasné zbarveni jedinci signalizuji potenciondlnimu
partnerovi své silné schopnosti ziskat potravu, dobrou kondici a zdravy imunitni

systém (Bezzerides et al. 2007, Nedvéd 2008).

Bezzerides et al. (2007) zjistovali pro slunécko vychodni (Harmonia axyridis),
zda je zbarveni krovek zplsobeno pigmenty karotenoidi anebo pigmenty
pterinovymi, které mohou za Cervené, oranzové nebo zluté zbarveni u nékterych
druhtt hmyzu, obojZivelnikli nebo ptakt. Dale chtéli zjistit, zda existuje vztah mezi
zbarvenim a obsahem obrannych sloucenin v téle. U obou pohlavi slunécka
vychodniho zjistili, ze Cervengjsi slunécka ukladaji veétsi mnozstvi karotenoidi do
svych krovek nez svétlejsi jedinci. Samci méli v priméru vyss$i procento svych
krovek pokrytych Cervenym zbarvenim oproti samicim. OvSem cerné skvrny na
krovkach samic byly signifikantné tmavsi nez skvrny u samct. Z hlediska obsahu
alkaloidi zjistili, Ze jedinci s vice ¢ervenou (mén¢ Cernou) barvou na krovkach byli
bohatsi na alkaloidy, tento vztah byl zvlasté silny u samic. Vysledky naznacuji, ze

barva krovek, zplisobena karotenoidy, méa potencial odhalit informaci o chemické
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obran¢ pro partnery nebo predatory. Zbarveni by se tedy dalo také pouzit jako
indikator chutnosti (Greeney et al. 2012).

1.1.4 Chemicka obrana

Chemicka obrana proti predatorim je v zZivoCiSné fiSi velmi rozsifena.
Vyvinula se u mnoha terestrickych ¢lenovet, moiskych bezobratlych, ryb a
obojzivelnikd. Nejbézngjsi je chemicka obrana u bylozravého hmyzu, zejména pak u
fadu motyli (Lepidoptera), brouci (Coleoptera) a blanokiidli (Hymenoptera,;

Higginson et al. 2011).

Obranné toxiny se pouzivaji k odvraceni Gtokt nepratel, jako jsou naptiklad
predatofi a paraziti (Speed et al. 2012). Mnoho druhd hmyzu disponuje nechutnymi,
toxickymi chemickymi latkami, které snizuji pravdépodobnost utoku predatory.
Predatofi konzumuji riiznorodou kofist a musi se ¢asto vyrovnat s ¢asti jeji chemické
obrany. Z tohoto divodu je metabolismus predatora ptizptisoben pro feSeni Sirokého

spektra potencionalnich toxint kofisti (Skelhorn et Rowe 2006, Katsanis et al. 2017).

Hmyz svou chemickou obranu muize propagovat pomoci aposematického
zbarveni. Jednim z dilezitych zpusobd, jak mize hmyz zlepsit rychlost, s jakou
predatofi detekuji jejich chemické latky je pomoci obranné sekrece. Mnoho
aposematického hmyzu, kdyz je napaden potenciondlnim predatorem vylucuje
chemické latky ven z téla. Objem vylucovanych obrannych chemikalii se lisi jak
V ramci druhd, tak 1 mezi jednotlivymi druhy a miZe zaviset také na mife napadeni

predatorem (Skelhorn et Rowe 2006).

Nékdy mohou byt morfologické znaky spojeny s chemickymi, jako je tomu u
larev druhu Ochrogaster lunifer (Lepidoptera: Thaumetopoeidae). Tyto larvy si
vyvinuly efektivni obranné strategie ve formé& chemickych slozek v chlupech,
Stétinach a exoskeletu. Diky této obrané jsou chranény pfed dravym mravencem
Rhytidoponera metallica. Chemické napusténé S§tétiny zplsobuji pii poranéni
zdravotni komplikace i ¢lovéku (napft. kopiivku; Uemura et al. 2017).

1.2 Rozmanitost chemické obrany

Chemické latky, nezdvisle na taxonu, hraji vyznamnou roli v mezidruhovych
vztazich, a jsou to stejné latky, jako ty, které organismy vyuzivaji napiiklad k traveni
¢1 vyluCovani se nazyvaji sekundarni metabolity. Sekundarni metabolity jsou

odvozeny od metabolitil, které se Gcastni primarnich procesii. U hmyzu je mnoho
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obrannych sekreci odvozenych ze stejnych aminokyselin, které jsou pouzivany ke
konstrukci proteinti (mezi n€ patii napt. chinony odvozené od tyrosinu, které jsou u
mnoha broukt ¢i Svabu, nebo kyselina mraven¢i u mravenct odvozena od serinu).
Ptitomnost sekunddrnich metabolitii v organismu je obecné charakterizovana
specializovanou syntézou, transportem anebo skladovanim. Sekundarni chemické
latky lze povazovat za obranné pouze tehdy, kdyz chrani své producenty pted
zivotohrozujicimi aktivitami jiného organismu. Obranna latka je latka vyrabéna
s cilem sniZit riziko ubliZeni na zdravi (Berenbaum 1995). U¢inky obrany mohou
zaviset na charakteristickych obrannych latkdch. Obranné slouceniny jsou casto
klasifikované jako toxické (skute¢né¢ jedovaté pro predatory), obecné neskodné
tékavé repelenty nebo jako odstrasujici. Toxické slouceniny se obvykle nachéazi
Vv téle kofisti, zatimco obecné neSkodné slouceniny jsou vylu¢ovany zldzami a drazdi

chemické receptory predatori (Zvereva et Kozlov 2016).

Chemické latky pouzivané hmyzem mohou byt ziskavany de novo (autogenné)
nebo jsou ziskavany z potravy a uzavieny v tkanich hmyzu (Stocks 2008, Mason et
Bowers 2017). Zpisob, kterym hmyz prezentuje svoje obranné slouceniny je
riznorody. Aby chemickd obrana dobfe fungovala, musi hmyz ptedlozit
potenciondlnimu Uto¢nikovi bud’ toxickou chemickou latku, nebo dikaz Ze obsahuje
toxin. V idealnim ptipad¢ to probéhne jesté pred tim, nez je hmyz zranén nebo zabit
(Stocks 2008). Chemické latky mohou byt vylu¢ovany ze zlaz do vné&jsiho prostiredi
jako odpovéd’ na utok predatora (externalizovana ochrana). Cilem téchto latek je

predatora odradit od utoku nebo utok narusit.

Dalsi moZnosti mizZe byt, Ze se predator musi setkat s obrannymi slouceninami
v téle kofisti (tzn., ze kofist nevylucuje chemické latky do vné¢jSiho prostiedi;
internalizovanad ochrana). V tomto pfipad¢ ovlivituje lokalizace sloucenin v téle
hmyzu jak pravdépodobnost, ze se s predatorem potkaji, tak i to, ze kofist piezije

utok (Mason et Bowers 2017).

Brower et Glazier (1975) testovali hypotézu, 0 rozlozeni kardenolidl v téle
monarchy st¢hovavého (Danaus plexippus). Tato hypotéza tvrdi, Ze rozlozeni odrazi
adaptivni strategie obrany proti predatorovi. Predpokladali, Ze kardenolidy by mély
byt koncentrovany V kiidlech motyla siln€ji nez v jakékoliv jiné ¢asti téla. Tento
predpoklad byl zaloZen na nasledujici logice: U dospélych motyli jsou chemické

latky umistény v kutikule kridel, tedy v misté, za které je chytaji ptaci (Higginson et
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Ruxton 2009). Kdyz ptaci pfi lovu motyld ochutnaji hotké slouceniny v kiidlech, tak
motyla pusti bez smrtelného zranéni. V souladu s touto hypotézou obsahovala ktidla
monarcht téméf trojnasobek koncentrace téchto hotkych latek (Brower et

Glazier,1975).

Jaka je distribuce obrannych slouc¢enin zndmych jako iridoidni glykosidy (IG)
Vv télnich ¢astech zkoumali Mason et Bowers (2017) na dvou druzich motyld,
Euphydryas anicia a Euphydryas phaeton, patiicich do c¢eledi babockoviti
(Nymphalidae). Nejvyssi koncentrace IG byla nalezena na hlavé obou druht, i kdyz
absolutni hodnoty byly malé. Pravdépodobné proto, Ze i hlavy téchto jedinct jsou
malé. Euphydryas anicia mél relativné vysoké koncentrace IG ve svém zadecku a
nizké koncentrace IG ve svych kiidlech oproti Euphydryas phaeton, ktery je mél
v kiidlech vysoké. Studie ukazala, ze lokalizace chemické obrany se miiZe liSit a to 1

mezi uzce piibuznymi druhy.
1.2.1 Ochrana pred predaci uvniti potravni gildy

Jak z hlediska predace uvniti gildy, tak i z hlediska kanibalismu se zda byt
konzumace vaji¢ek slunécek vyhodnd, jelikoz dochazi ke snizeni konkurence a
zaroven slouzi jako zdroj potravy. Na druhé strané kofist ze stejné gildy neni pro
slunécka pftili§ kvalitnim zdrojem potravy. I proto se larvy slunécek uchyluji k této
predaci pouze, pokud jim chybi jejich primarni zdroj potravy napiiklad Cervci ¢i

mSice (Hemptinne et al. 2000, Sato et al. 2009).

Kazdy druh slunécka preferuje urcity biotop a vykazuje rizné stupné
prekryvani s ostatnimi druhy. Tyto druhy, jejichz larvy a vajicka se pravidelné
vyskytuji spolu, jsou dobfe chranény pomoci povrchovych chemikalii, které jim
pomohou rozpoznat jiné druhy slunécek. Pokud jsou mSice omezeny, konzumuji
hladové larvy i kofist ze stejné gildy, coZ naznacuje, Ze povrchovd ochrana je
neucinnym prosttedkem v takovych situacich (Hemptinne et al. 2000, Sato et al.
2009).

Hemptinne et al. (2000) provedli experiment, kde pouzili slunécko dvojtecné
(Adalia bipunctata) a slunécko sedmitecné (Coccinella septempunctata) a nabizeli
jim vajicka jak stejného, tak druhého druhu. Hladové larvy slunécka dvojtecného
odmitaly jist vajicka slunécka sedmitecného a zdrahavé i své. Slunécko sedmitecné

jedlo své vlastni vajicka a vyhybalo se vajickdm slunécka dvojteéného, ale pouze
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dokud nebylo opravdu hladové. Vajicka slunécka dvojtecného jsou chranéna pied
kanibalismem a predaci ze stejné gildy, zatimco vaji¢ka slunécka sedmite¢ného jsou

silné chranéna proti predaci ramci stejné gildy, ale jiz ne tak dobie proti kanibalismu.

Pro lepSi pochopeni chemické obrany a rizika predace u rodu Calvia
(Coleoptera: Coccinellidae) testovali Katsanis et al. (2017) chutnost vajicek a jejich
nachylnost k predaci larvami slunécka vychodniho (Harmonia axyridis). V umélych
podminkach odchovali vajicka Calvia quatuordecimguttata a Calvia decemguttata a
také larvy a vajicka slunécka vychodniho. Neomytd vajicka Calvia
quatuordecimguttata byla méné nachylna k predaci a méné chutna nez vajicka
zbylych dvou druhti. Neomyta i omyta vajicka slunécka vychodniho byly pro larvy
téhoz druhu velmi chutnd. Vajicka Calvia decemguttata byla nejnachylnéjsi na
predaci novorozenymi larvami slunécka vychodniho. Analyza povrchovych
chemikalii u vajicek obou druhli rodu Calvia ukazala, ze mnozstvi obrannych

sloucenin je mnohem vyssi u druhu Calvia quatuordecimguttata.
1.2.2. Externalizovana obrana

Velmi efektivni vnéj$i chemickou obranou je vyvrhovani (zvraceni), které je
bézné zejména u larev motyli (Lepidoptera) a Siropasych blanokiidlych
(Hymenoptera: Symphyta). Pti vyvrhovani dochézi k vyvrzeni ¢astené Straveného
materidlu, ktery obsahuje obranné slouceniny, které jsou uschovany ve
specializovanym divertikularnim sttevé. Vyvrhovani je rychlou reakci na kutikuldrni
stimulaci, ktera odrazuje predatory od konzumace a je vyuzita pied nebo Vv ranych

fazich utoku. (Higginson et Ruxton 2009, Higginson et al. 2011).

Prskavci (Brachininae) je podéeled’ brouku z Celedi stievlikoviti (Carabidae),
téZ nazyvana jako ,,bombardérsti*“ brouci. Tito brouci maji pozoruhodnou schopnost
vybusné vypoustét horké chinony ze zldzového otvoru v blizkosti jejich zadecku.
Tento odvozeny systém piedstavuje extrémni specializaci jednoduchych sparovanych
pygididlnich obrannych zldz. Pygidialni obranné Zlazy se skladaji ze sekreCnich
bungk, sbérného kanalku a zasobni komory. Systém obrannych zlaz téchto brouku je
jedine¢ny vtom, ze ma druhou vysoce sklerotizovanou komoru (tzv. reakcni
komora), ktera je od zadsobni komory oddélena chlopni. Reakéni komora je spojena
se sekrecnimi buiikami, které produkuji kataldzy a peroxidazy, které jsou v této

komote ulozeny. Kdyz jsou brouci obtézovani, tak pomoci svalt, které obklopuji
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zasobni komoru, mize dojit k pfesunu hydrochninu a peroxidu vodiku (ulozenych
v zasobni komote) pres chlopeit do reakéni komory. V reakéni komote dojde
k smichani téchto latek s katalazou a peroxidazou. Vysledkem tohoto procesu je
vybusna exotermicka reakce, kterd produkuje benzochinony, volny kyslik a vodu
ohfatou na 100 °C a cely mechanismus je jeSté doprovazen charakteristickym
praskavym zvukem. Tato obrana je zndma jeS$t¢ u jedné podceledi z celedi
stievlikovitych broukt (Carabidae: Paussinae). Ob¢ podéeledi maji velmi podobny

systém, avSak fylogeneticky vztah mezi nimi neni jasny (Di Giulio et al. 2015).

Dalsi obranny mechanismus se nazyva reflexni krvaceni a spole¢né s toxicitou
v krvi to mize byt velmi efektivni forma obrany. Reflexni krvaceni by se dalo
povazovat za fyziologicky a behaviordlni jev. K této obran¢ dochazi pii rozrusSeni
nebo napadeni hmyzu. Hmyz za¢ne uvolnovat hemolymfu, kterd je pro predatora
bud’ chemicky nebo mechanicky odpuzujici, skrz specializované kutikularni
struktury nebo trhliny (Karystinou et al. 2004, Stocks 2008, Bateman et Fleming
2009). Tim dochazi ke snizeni pravdépodobnosti napadeni kofisti predatorem a
zvySuje se pravdépodobnost pieziti kofisti, zvlasté je-li reflexni krvaceni pouzito
v kombinaci s jinou obranou jako je pach ¢i varovné zbarveni (Grill et Moore 1998).
Uvolnéna hemolymfa mize mit vice obrannych roli. Mize pusobit jako fyzicky,
mechanicky (lepivy) nebo chemicky odstrasujici prosttedek, jehoz u¢inek mize byt

posilovan pachem (Peck 2000).

Mezi cykasy pattici do celedi zamiovité (Zamiaceae) a aposematicky
zbarvenymi brouky pod¢eledi Aulacoscelinae existuje starodavny vztah. Cykasorosty
obsahuji toxické azoxyglykosidy (AZG), coz jsou obranné slouceniny proti
herbivoriim, které maji spole¢ny aglykon a methylazoxymethanol. Dospélci broukt
vykazuji mechanismus reflexniho krvéaceni. Pfi vyruSeni uvolni kapku hemolymfy
ptes kolenni klouby. Barva hemolymfy se pohybuje od ¢iré po zlutou s pronikavym
zédpachem. Stopové mnozstvi AZG bylo detekovano u dospélcti, v hlavé, hrudniku,
zadecku, nohach. Piitomnost vyS$§i koncentrace AZG Vreflexni hemolymfé¢
naznacuje, Ze tyto slou€eniny jsou pfijimany do hemolymfy piimo ze stfeva pomoci

transportniho mechanismu (Prado et al. 2011).
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1.2.3 Reflexni krvaceni

Obranné vyuziti krve (hemolymfy) hmyzu bylo objeveno u 35 cCeledi z 9 tada
(Peck 2000): brouci (Coleoptera), dvoukiidli (Diptera), plostice (Heteroptera),
stejnokiidli (Homoptera), blanokiidli (Hymenoptera), motyli (Lepidoptera),
rovnoktidli (Orthoptera), strasilky (Phasmatodea), posvatky (Plecoptera). Tyto
skupiny mohou krvacet z riznych mist a Ize najit i vnitrodruhové rozdily mezi samci

a samicemi.

Zpusob uvolnéni hemolymfy se liSi i mezi samci a samicemi napiiklad u
svétlusky Pyrocoelia pectoralis, ¢imz se zabyval Fu et al. (2006). Pokud byli samci
svétlusky vyruseni, uvoliovali tekutinu podél krovek, z okrajii §titu a kolem baze
tykadel. Naproti tomu samice uvoliovaly tekutinu pouze z okraji $titu a kolem baze
tykadel. Obé pohlavi mohla ob¢as vypoustét tekutinu také z konecniku. Uvolnéna
tekutina byla lepkava, svétlé nebo mlécné barvy a vzdy byla uvolnéna z mista, které
bylo nejblize mistu stimulace. Hemolymfa byla bohatd na stejné typy hemocyti
(imunitni buniky), at’ uz byla uvolnéné z jakéhokoliv mista. Hlavicku pfi stimulaci

schovavaly svétlusky pod §tit a zacaly 1 lehce svitit.

Hemocyty zprostiedkovavaji mimo jiné¢ imunitni odpovéd hostitele vici
cizimu materialu (parazit, parazitoid atd.). Mohou pomahat naptiklad pti zapouzdieni
vajicek parazitoidli uvnitf téla hostitele. Bunky pokryji vajicko a vytvoii kapsli
(pouzdro), které zptisobi smrt parazitoida — nej¢astéji udusenim (Firlej et al. 2012). U
slunécka vychodniho (Harmonia axyridis) bylo nalezeno 5 typt hemocyta (Firlej et
al. 2012). Jednalo se o plazmocyty, granularni hemocyty I a II, oenocytoidy a

kulovité buniky. Posledni dva typy bunék se nepodileji na zapouzdiovani.

Experimentalni prace ukazaly, Ze dva druhy poSvatek Pteronarcys proteus a
Peltoperla maria pii rozruseni krvaceji z intersegmentalni membrany kycelnich a
kolennich kloubii. Uvolnénd hemolymfa je zlutooranzova, obsahuje hemocyty, a
rychle koaluguje pfi kontaktu s Gtocnikem. U téchto druhli mize byt hemolymfa
nasilné vylou€ena tak, Ze je slySet praskajici zvuk a rozprasujici tekutina muze

dosahnout az do vzdalenosti 25 cm (Stocks 2008).

Reflexni krvaceni se také vyskytuje u rovnokiidlych, kde je ale nékolik
odli$nosti od ostatnich druht hmyzu. Dictyophora spumans a Phymateus leprosus

patiici do ¢eledi Pyrgomorphidae, uvolnuji hemolymfu jako pénu, ktera obsahuje
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srdecni glykosidy. Eugaster spp. z celedi kobylkoviti (Tettigoniidae) naptiklad
hemolymfu vyfoukne z ,.trysek nebo $vi pojivové tkan¢, kterou ma u zékladu kazdé
nohy. Druh kobylky Enyaliopsis nyala mtze hemolymfu stiikat az do vzdalenosti 25
cm (Bateman et Fleming 2009).

Nedobrovolné reflexni krvaceni ukazuje motyl Heliconius himera z celedi
babockoviti (Nymphalidae). Jedna se o druh motyla, ktery je nejcastéji nakupovan na
motylich vystavach. V roce 2002 zacaly jeho sklenikové kolonie vykazovat znamky
onemocnéni, které zdecimovalo celou kolonii. Jednalo se o virovou infekci kozniho
epitelu, ktera zptsobila oslabeni §picek trnti u larev, coz vedlo k reflexnimu krvaceni.
Pokud doslo k ndhodnému kontaktu nemocnych larev sklestémi, zacaly ihned
reflexné krvacet. U zdravych larev vibec pii takovém ndhodném kontaktu
nedochazelo k reflexnimu krvaceni. Krom spousténi reflexniho krvaceni dochazelo i
ke zpomaleni pohybu larev a krmeni se larev (zejména v zavéreéné fazi
onemocnéni). Pokud se housenky dozily faze kukleni, tak se v jeho prabéhu vysusily
a zCernaly. Plivodce choroby postihujici tento druh motyla zatim neni pfesn€ znam

(Hay-Roe et al. 2003).
1.2.4 Reflexni krvaceni u slunécéek

Reflexni hemolymfa slunéckovitych brouku (Coccinellidae) siln¢ zapacha, je
hotkd a u vétSiny druhl obsahuje toxické alkaloidy, které napomaéhaji obrané proti
predatoram. U slunéckovitych bylo indentifikovano ptes 50 riznych alkaloidi. Tyto
alkaloidy jsou v hemolymf¢ slunécek a diky tomu jsou distribuovany po celém jejich
téle. Reflexni krvaceni je bézn€ pouzivané dospélci U mnoha druhi, ktefi uvoliuji
tekutinu (hemolymfu) z kolennich kloubdi. Hemolymfa muize mit barvu od bilé
(prihledné) az po cervenou. (Hodek et al. 2012). Larvy mohou uvoliovat
hemolymfu ze zadeckovych ¢lankd na hibetni strané. Hemolymfa riznych druht
slunécek vzbuzuje riizné odezvy uto¢nikii a Skodlivost jejich u€inkl pro predatory se
lisi. To je dano rozdily ve slozeni alkaloida (Schroder et al 1998, Hodek et al. 2012).
Razné druhy slunécek obsahuji rizné druhy alkaloidl, ale ptfibuzné druhy casto
obsahuji podobné druhy (Laurent et al. 2003, Haulotte et al. 2012). Obecné existuje
vzdy jen jeden hlavni alkaloid: Napiiklad u rodu Adalia je hlavnim alkaloidem
adalin, coccinellin je hlavni alkaloid u rodu Coccinella a harmonin u rodu Harmonia
(Schroder et al. 1998, Patocka 2004). Reflexni hemolymfa také obsahuje pyraziny,

které se podileji na obran¢ slunécka. Na rozdil od alkaloidd, pyraziny jsou tékavé,
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takZze mohou byt detekovany predatory. Tato sloucenina je zodpovédna za zapach,
ktery krom aposematického zbarveni puisobi jako signal o nevhodnosti slunécka jako

potravy (Hodek et al. 2012).

Hnizda sykory modiinky (Cyanistes caeruleus) trpi vaznou mortalitou, pokud
potrava pro mlad’ata obsahuje slunécko sedmitecné (Coccinella septempunctata).
Jestlize potrava obsahuje slunécko dvojtecné (Adalia bipunctata) neni pozorovan
zadny negativni ucinek. Rozdil mezi reakci sykory modiinky byl zptsoben
rozdilnym hlavnim alkaloidem mezi slunéckem sedmitenym (coccinellin) a

slunéckem dvojtecnym (adalin; Hodek et al. 2012).

Holloway et al. (1991) se =zabyvali reflexnim krvacenim u slunécka
sedmite¢ného (Coccinella septempunctata). Zjistili, Ze slunéfka byla schopna
uvolnovat hemolymfu ze vSech Sesti nohou, respektive z jejich kolennich kloubu.
Hemolymfa se ¢asto ukazovala jen z nohy, kterd byla pravé stimulovana. Vzhledem
K tomu, Ze zasoby hemolymfy se mohou vycerpat, v prub&éhu nékolika odebirani se
barva hemolymfy vétSinou zménila z citronové ¢i oranzové na prasvitnési.
Coccinellin byl pfitomen v celém téle, ale nejkoncentrovanéjsi byl v hemolymf€.
Samice produkovaly 0 28 % vice obranné hemolymfy nez samci, coz bylo zptisobeno
odliSnou télesnou hmotnosti mezi pohlavimi. MnoZstvi produkované hemolymfy
pozitivné korelovalo s ¢erstvou télesnou hmotnosti. Z pohledu samic nebyl zjistén
zadny vliv mezi pocty vajicek a mnoZstvim produkované hemolymfy nebo
mnozstvim coccinellinu. Zajimavé je, Ze néktera slunécka s parazity (Dinocampus
coccinellae) produkovala pozoruhodné velké mnozstvi hemolymfy pied imobilizaci
parazitem. Tento G¢inek mohl byt ovlivnén parazitem, ktery zfejmée zptsobil rozsahlé
vnitini poSkozeni. Slunécka, kterd byla stimulovédna ihned po zimni hibernaci,
produkovala velmi malé mnozstvi hemolymfy (Holloway et al. 1991). Stimulaci po
hibernaci se zabyvali také de Jong et al. (1991), kteti pro vyzkum pouzili slunécko
dvojte¢né (Adalia bipunctata). Pokud byla slunécka stimulovana ihned po hibernaci,
neprodukovala velké mnoZstvi hemolymfy, ale hemolymfa byla velmi koncentrovana
z hlediska adalinu. Mnozstvi hemolymfy se zvysilo, kdyz byla slunécka napita a
nakrmena. | zde zjistili, Ze samice produkovaly vice hemolymfy nez samci, jelikoz
jsou vétsi. Nebyl také zjistén zadny vliv mezi poctem vajicek a mnozstvim
hemolymfy nebo mnozstvim adalinu. Je pravdépodobné, Ze nejen vyroba obrannych

latek, ale 1 zimni hibernace je energeticky velmi ndro¢nd. Zda se, Ze fyziologicka

25



flexibilita umoznuje hibernujicim slunéckiim resorbovat a metabolizovat tekutinu
vyrobenou béhem ptedchoziho podzimu, coz se zda byt selektivné vyhodnou volbou.
Pokud by doslo k resorpci, miize coccinellin popiipad¢ adalin zlstat ve zlazach a
nasledné se velmi koncentrovat. Vysledkem by byla vyroba velmi mal¢, ale vysoce

koncentrované obrany (Holloway et al. 1991).

Sloggett (2010) zjistil, ze jeden druh pavouka je pfizpisoben i na velmi
chemicky branéné slunécko. Jedna se o kiizaka obecného (Araneus diadematus),
ktery snadno poziel jak pavodni slunécko sedmiteéné (Coccinella septempunctata),
tak i exotické slunécko vychodni. Na kfizékovi nebyly pozorovany zadné negativni
ucinky pfi a ani po konzumaci. Tento predator generalista ma velmi silné detoxikacni
mechanismy proti rizné chemické obrané kofisti, které byly ucinné i proti nové
obranné chemii, jez pfedstavovalo slunécko vychodni. Silnd chemickd obrana u
slunécka vychodniho (Harmonia axyridis) zptsobuje, ze je méné zranitelné ze strany

ptirozenych neptatel v nové oblasti, kterou kolonizuje.
1.2.5 Alergicka reakce

Na pocatku roku 1916 bylo z Asie do Spojenych stati dovezeno slunécko
vychodni (Harmonia axyridis). Prvni ,,divoka“ populace slunécka byla hlasena
z Louisiany v roce 1988. Slunécko vychodni je dravy nepfitel zemédélskych skudci,
ktery zacal vytvaret pocetné populace a rozSifovat se napfi¢ severni Amerikou.
Nasledné se stal 1 Skitldcem pro majitele domt a vinafské podniky (Goetz 2008). Na
podzim, kdyz dochdzi ke zkracovani dnii, vyhledavaji slunécka vhodné misto k
hibernaci a dochazi k jejich agregaci. Nejcastéjsimi misty k hibernaci jsou domy
(preferuji svétlé budovy), respektive jejich podkrovi, stény nebo dalSi chranéné
prostory. V horskych oblastech dospélci migruji do vyssich nadmotskych vySek. Zde
pak prezimuji v mélkych jeskynnich, S$térbinach nebo ve skalnich prasklinach

(Sloggett et al. 2011).

Pfi pohybu za sebou slunéka mohou zanechavat nazloutly ,,prach®, ktery je
castecné vysledkem jejich reflexniho krvaceni. Reflexni krvaceni ptivede hemolymfu
a jeji alergeny na povrch. Hlavni alkaloid obsazeny v reflexnim krvéceni je 2 —
isopropyl 3 — methoxypyrazin a harmonin. Alkaloid 2 - isopropyl 3 -
methoxypyrazin obsahuji 1 dal$i druhy hmyzu, ale ne v takovém mnoZstvi jako

slunécko vychodni. Tento alkaloid je také mozné najit potravinach jako naptiklad
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cedar, paprika, kava, kterym poskytuje zemitou nebo prazenou vini. Hemolymfa

slunécka, je tedy primarni zdroj alergenu (Goetz 2008).

Od 90. let 20. stoleti zacaly byt hlaSeny prvni alergické reakce na slunécko
vychodni, piredevs§im z vychodniho pobfiezi, severozapadu a stfedozapadu Spojenych
statli americkych (zde se totiz slunécko nejvice rozsifovalo). Mize dojit k vyvolani
celé fady alergickych reakci véetné astmatu, koptivky anebo anafylaxe (Goetz 2008).
»hapadeni lidi slunéCkem. Alergickd reakce byla hlaSena v 77 domécnostech.
Z toho 50 % hlasilo slzeni o¢i jako prvni spousté¢ alergie a 19 % hlasilo kontaktni

alergii, ktera se projevila kopfivkou a zanétem spojivek.
1.3 Naklady na chemickou obranu

Chemické obrana kofisti proti predatorovi ¢asto zahrnuje vylouceni tekutiny,
jako je hemolymfa (reflexni krvaceni) nebo vyprazdnéni stfev (vyvrhovani). Kazdy
pokus predatora, ktery je kofisti odvracen vede ke snizeni u¢innosti chemické obrany
kofisti a k nakladim spojenym s obnovenim t¢innosti chemické obrany. Pokud se
v blizké dobé titok opakuje, je mozné, ze kofist jiz neni schopna se branit kvuli pfilis

kratké dob¢€ na doplnéni chemické obrany (Higginson et Ruxton 2009).

K vytvofeni a udrZeni jakékoliv chemické obrany, neodmyslitelné patii 1
naklady na obranu. Jedna se piedev§im o energetické naklady na tvorbu chemické
obrany. Energetické naklady jsou nepfimo méfitelné z hlediska rychlosti ristu a
velikosti dospé€lct. Zménou téchto dvou veli¢in mize dojit k negativnimu ovlivnéni
budouciho pteziti dospélci a jejich reprodukéniho tspéchu (Higginson et al. 2011,
Lagos et Herberstein 2017). Jelikoz je kofist schopna kontrolovat rozsah svych
reakci, dala by se ocekavat existence trade — off mezi investici do obrany a do
dalsich aktivit. Kofist tedy musi naptiklad volit mezi odrazenim soucasné hrozby a
potifebou udrzovat obranu proti budoucim hrozbam a zaroven si uchovavat energii
pro dalsi zakladni aktivity. Obrany, do kterych investuji larvy hmyzu, se casto
vytvareji v prubéhu Casu a n¢kdy mohou byt uchovany i do dospélosti. Mnozstvi
dostupnych obrannych latek po vykukleni ovliviiuje reprodukéni uspéch u mnoha
druhtt hmyzu. Kvalitni chemicka obrana snizuje riziko predace dospé€lct a zvySuje
jejich uspésnost pii pafeni a preziti jejich potomkd, pokud jsou vajicka chemicky
chranéna (Higginson et Ruxton 2009).
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1.3.1 Naklady na vyvrhovani

Vyvrhovani, stejné jako dalsi obranné sekrety, funguje jako kratkodoba
odpovéd’ na hrozby zpusobené predatorem. V dusledku vyvrhovani ¢asto dochazi ke
ztraté tekutin a k nutnosti nakladného dopliovani obrany (Speed et al. 2012).
Vyvrhovani je nejbéznéjsi u fadu motylt (Lepidoptera). Vyvrhovanim a naslednou
ztratou Castené natravené potravy, tekutin a stfevniho materialu, dochazi ke snizeni
rychlosti riistu jedince. Snizend mira rastu mtze vést k delSimu larvalnimu vyvoji a
tim paradoxné K vét§imu ohrozeni predatory béhem dalsiho zivota. Muze také dojit
ke snizeni kondice jedince. Kofist vystavena vysokému stupni predace neustale celi
nutnosti Sirokého kompromisu mezi zvySenim své zranitelnosti a fitness dospélce
(Higginson et al. 2011).

Higginson et al. (2011) usoudili, Ze vhodnym druhem pro studium zivotni
historie spojené s nasledky obrany proti predatorim je bélasek zelny (Pieris
brassicae). Bélasek je spole¢ny skidce brukvovitych plodin (Brassicaceae) po celém
svété a proto jsou jeho interakce s predatory dobie studovany. Bélasek transportuje
glukosinolaty produkované brukvovitymi plodinami pies stfevni sténu a uklada si je.
Pokud je vyruSen (kutikularni stimulace) predatorem, brani se vyvrhnutim, které je
pro predatory odporné. Vyvrzenim dojde ke ztraté Zivin, tekutin a toxind z housenky,
coz ma za nasledek, Ze pfi dalsi stimulaci se zpomali rlst a snizi se hmotnost kukel a
dospélcti. Autofi zjistili, Ze pfi umélé stimulaci larev bélaska se preziti snizovalo se
zvysujici se frekvenci stimulace. Dale zjistili, Ze pocet zralych vajicek u samic byl

pozitivné vztazen k hmotnosti kukel.

Skupinové Ziti je v ptirodé bézné navzdory moznym negativnim disledkiim,
jako je zvySena konkurence o zdroje nebo vétsi napadnost pro predatora. Na druhé
strané by skupinové ziti mohlo znamenat mens$i investici do nakladd jedince do
obrany. Intuitivné by se dalo ocekavat, ze ochota jednotlivce vyuzit nakladnou
obranu by se méla ménit s velikosti skupiny. Naptiklad housenky, které se brani
vyvrhovanim a Zziji ve vétsi skuping, by mohly byt méné ochotné vyvrhovat obsah
stiev, nez kdyby zily jako jednotlivci. SniZzeni investic do obrany lze vidét dvéma
zpusoby: (i) jedinci, ktefi se brani, mohou tak ¢init mén¢ energeticky nakladné. To
vede k tomu, Ze primérna investice jednotlivé kofisti klesa s tim, jak se zvySuje
velikost skupiny, (ii) néktefi jedinci mohou Svindlovat a nebudou do obrany

investovat nic (Daly et al. 2012). Daly et al. (2012) s vyuzitim b¢laska zelného
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ukazali, Ze pfi skupinovém ziti jedinci méné Casto vyvrhovali. Jednim z vysvétleni
muize byt i to, Zze skupinové Zziti ssebou nese dodateéné naklady (napi. vyssi

konkurence o zdroje) a tak dochazi ke snizeni obrany jednotlivce.
1.3.2 Naklady na reflexni krvaceni

Mnozstvi ztracené hemolymfy v disledku reflexniho krvaceni muze tvofit
vyznamny podil z té€lesné hmotnosti jedince. U slunéckovitych se mize jednat az o
ztratu 20 % télesné hmotnosti a pfitom podil obrannych alkaloidii v hemolymf¢ mtze
¢init az 70 % z celkového obsahu alkaloida v téle. U hemolymfy hmyzu je znamo, Ze
funguje jako rezerva vody a reflexni krvaceni je extravagantnim pouzitim takové
vody (Nicolson 1994, Higginson et Ruxton 2009). Kvuli vysokym energetickym
nakladim a ztraté vody, je reflexni krvaceni pouzivano az kdyZz ostatni obranné

strategie selzou (de Jong et al. 1991, Majerus 1994).

Jaky je vztah mezi reflexnim krvacenim a néslednym doplnénim vody zkoumal
Nicolson (1994). Pro odpovéd vyuzil brouka Decapotoma lunata z ¢eledi majkoviti
(Meloidae). Tito brouci reflexné krvaci z kolenich kloubli a uvolnénd hemolymfa
obsahuje vedle zna¢ného podilu vody i kantaridin (terpenoidni jed). Majkoviti brouci
byli stimulovani pomoci pinzety a vypoustéli zlutou hemolymfu. Ztrata hmotnosti
v disledku krvaceni byla primémé 16,5 £ 1,6 mg, coz v pruméru piedstavovalo
7,4 % zivé hmotnosti jedince. Jedna skupina 7 brouku krvacela tiikrat po minutovych
intervalech. Dochézelo k postupnému poklesu objemu uvolnéné hemolymfy (17,7 +
3,8 mg, 11,8 + 1,7 mg a posledni 4,1 £ 1,1 mg). Brouci pfed krvacenim vodu
odmitali, ale po ném nékteii brouci vypili 1 velké mnozstvi vody. Objem vypité vody
po krvaceni zavisel na hmotnosti ztracené hemolymfy. Pii reflexnim krvaceni

dochazi tedy ke ztraté vody, kterou je nutné doplnit pro moznost dal$i obrany.

V dalsim vyzkumu byla hodnocena ucinnost hemolymfy coby obrany proti
predaci v ramci stejné gildy a naklady na reflexni krvaceni (Sato et al. 2009). Pro
vyzkum autofi vyuzili dva druhy slunécek: slunécko sedmite¢né (Coccinella
septempunctata) a slunécko vychodni (Harmonia axyridis). Predace ve stejné gildé
vétSinou nastava v piipade, kdy larvy nemaji k dispozici mSice jako svlij hlavni a
vyzivny zdroj potravy. Porovnan byl rist larev, které byly nuceny k reflexnimu
krvéaceni s témi kontrolnimi. Reflexni hemolymfa ze slunécka vychodniho, které bylo

jedenkrat denné stimulovano S$tétcem, aby uvolnilo hemolymfu, byla natfena na
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vajicka slunéfek sedmitecnych. Autofi zjistili, Ze pii piitomnosti hemolymfy
slunécka vychodniho na vajickach slunécka sedmiteéného se snizila predace az o
20 %. Tedy hemolymfa slunécka vychodniho zvySila ochranu vaji¢ek slunécka
sedmitecné¢ho. Z hlediska hmotnosti zde byl rozdil hmotnosti u samcii slunécka
vychodniho. Hmotnost té¢la byla v priméru 32,8 + 1,3 mg, kdyz reflexné nekrvacela.
Pokud byla slunécka stimulovana, aby reflexné krvacela, hmotnost signifikantné
Klesla 0 15 % (27,6 +1,1 mg). U samic byla hmotnost téla, pokud nekrvacely 35,3 +
0,9 mg, ale nebyl zde signifikantni rozdil s hmotnosti pokud ke krvaceni doslo.
V dusledku reflexniho krvaceni béhem larvalniho vyvoje, které je vyuzito k obrané
pted predatorem, muze tedy dochazet i ke snizeni vysledné hmotnosti dospélych
jedincu (Sato et al. 2009).
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1.4 Cil prace

Cilem experimentalni c¢asti této prace je na zakladé dvou laboratornich
experimentli zkoumat mozné negativni dopady reflexniho krvaceni na slunécko
vychodni (Harmonia axyridis). V prvnim experimentu je reflexni krvaceni studovano
spole¢né s vlivem dalsiho fyziologického stresu (hladu). Cilem tohoto experimentu je
zkoumat dopady opakovaného reflexniho krvéaceni a hladu na fyziologické parametry
hemolymfy slunécek (koncentrace hemocytl, antimikrobialni aktivita hemolymfy,
obsah bilkovin), zménu t€lesné hmotnosti slunécek, reprodukci a prezivani
zkoumanych slunécek. Pouzit je kompletné faktoridlni design experimentu, tedy
vSechny mozné vzajemné kombinace obou studovanych faktorti (reflexni krvaceni a
hladovéni). Ve druhém experimentu je studovan vliv opakovaného reflexniho
krvaceni na pocet nakladenych wvajicek pii standardizovanych (optimalnich)
podminkach. Hypotézou pro druhy experiment je ocekavani, ze s postupujicim
c¢asem budou stresované samice slunécek (podrobené opakovanému reflexnimu
krvaceni) postupné snizovat produkci vajicek, tedy energetickou investici do
reprodukce. Dohromady by experimenty m¢ly odhalit i mozny negativni dopad
reflexniho krvaceni na fyziologicky stav jedince, jeho piezivani, u¢innost imunitniho

systému a fitness (pocet nakladenych vajicek).
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2 Metodika

2.1 Studovany druh

Slunécko vychodni Harmonia axyridis (Pallas, 1773) patii do celedi
slunéckoviti (Coleoptera: Coccinellidae). Jedna se o dravé slunécko, které pochazi
z vychodni Asie (napf. Rusko, Mongolsko, Cina, Korea, Japonsko), Zivici se
predevsim msicemi. Dospélci slunécka vychodniho jsou nejméné 5 mm dlouzi a od
druhého druhu stejného rodu (Harmonia quadripunctata) se poznaji dle Stitku 12 —
15 x uz§iho nez télo. Pro rozpoznani pohlavi miize pomoct horni pysk a pfedni okraj
hlavy, ktery je u samct bily, zatimco u samic je s riizné velkou Cernou skvrnou.
Jednozna¢nou morfologickou determinaci pohlavi pak umozniuje specificky tvar
posledniho sternitu. Vajicka pokladaji vzpiimené, kdy jsou jednim koncem pfilepena
k podkladu. Jsou eliptického tvaru, barvu maji Zlutooranzovou a jsou kladeny

v té€snych snuskach vétsinou v poétu 20 — 70 vajicek na snisku (Nedvéd 2014).

Slunécko vychodni ma teplotni optimum, ale i limity pro sviij vyvoj posunuty
Kk niz8§im hodnotam oproti slunécku sedmitecnému (Coccinella septempunctata). Pro
vajicka a kukly je horni prdh vyvoje 36 °C. Pro srovnani slunécko sedmitecné se pii
této teploté vyviji dobie (Krengel et al. 2012). V prtubéhu larvalniho vyvoje slunécka
vychodniho, je dulezitd i vlhkost. Pii nizké vzdusné vlhkosti se zvySuje podil
prezivSich samct, zatimco pii vysoké vlhkosti prezivaji 1épe samice (Nedvéd et

Kalushkov 2012).

Zbarveni slunécka vychodniho je vysoce polymorfni, co se zbarveni krovek
ty€e, a mirn¢ promenlivé ve zbarveni predohrudi. Existuje nékolik barevnych forem
slunécka vychodniho, které mizZeme dé€lit na melanické (tmavé) a nemelanické
(svétlé) formy (Obrazek ¢. 2). Mezi melanické formy (Cerny podklad s Cervenymi
puntiky) patfi: i) axyridis — na kazdé krovce ma Sest ¢ervenych skvrn, tuto formu
tvoii az 90 % jedinct populace v zapadni ¢asti jejich pivodniho arealu, ii) spectabilis
— kazda krovka nese dvé Cervené skvrny, a tvofii ji ve stfedoevropskych populacich
asi 9 % jedinctu (vCetné kiiZencu), iii) conspicua — na kazdé krovce nese jednu
cervenou skvrnu, a tato forma tvoii asi 3 % stfedoevropskych jedinct (vcetné
kiizenct). Mezi nemelanické formy (Cerveny podklad s Cernymi skvrny) patfi forma
succinea, ktera nese obvykle deset ¢ernych skvrn na kazdé krovce. Pocet skvrn vSak

muZe byt proménlivy dle podminek prostfedi. Pfevlad4d v invazivnich populacich
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v severni Americe a Evropé, ale i v pivodnim arealu rozsiteni v Cing. V Ceské
republice tato forma tvoii cca 88 % jedinct. Existuji i vzacné formy jako je naptiklad
equicolor (Dobzhansky 1993, Nedveéd 2014).

Obrazek ¢. 2: Barevné formy slunécka vychodniho (Harmonia axyridis), a) axyridis, b) spectabilis, c)
conspicua, d) succinea, e) equicolor. Zdroj: Nedveéd 2014

2.1.1 Invaze a rozsireni

Slunécko vychodni bylo vypusténo nejen v USA, jako zbran proti drobnym
hmyzim Skudcim (1916), ale dochazelo k vypousténi slunécka i v evropskych
zemich jako jsou Ukrajina (1964), Bélorusko (1968) Francie (1982), Portugalsko
(1984), Recko (1994), Spanélsko (1995), Svycarsko a Holansko (1996), Némecko a
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Belgie (1997), Italie (90. 1éta) a Dansko (pocatek 21. stoleti). AvSak zadna
z provedenych introdukci nevedla ktrvalému udrzeni populace v Evropé.
Celoevropské invazi slunéCka vychodniho dala zaklad az naslednd introdukce do
Nizozemska a Belgie. Zde doslo ke zkiizeni slunécka vychodniho s invazivni

populaci ze severni Ameriky, ktera byla na toto uzemi nahodné zavlecena (Brown et

al. 2011, Nedved 2014)

Postupem ¢asu se ze slunécka vychodniho stalo nejinvazivnéjsi slunécko na
svété. Na otdzku pro¢ k tomu doslo, davaji odpovéd’ genetické analyzy. Analyzy
ukazuji, ze k vysoké mife invaznosti pfispélo nejen zkiizeni dvou vzdalenych
populaci (poddruhii), ale i genetickd mutace v populaci introdukované do severni
Ameriky. To v§e pomohlo slunécku k vybornym invazivnim schopnostem v Evropé i

v severni Americe (Lombaert et al. 2010, Facon et al. 2011, Turgeon et al. 2011).

V Ceské republice bylo slunétko vychodni introdukovéno az v roce 2003,
avSak bez trvalého uchyceni jeho populace (Brown et al. 2011). Prvni nalez
invazniho jedince na naSem Uzemi byl zjiStén v roce 2007 ve starém tfeSiovém sadu
v Ceském stiedohoii na tpati vrchu Oblik. Od roku 2007 dochazelo k $ifeni slunécka
v ramci Ceské republiky jednak od severozapadu a poté kruhové do okoli od velkych
mést (Sprynar 2008, Nedvéd 2009). Pomoci genetickych analyz bylo zjisténo, Ze
sluné¢ko vychodni do Ceské republiky pfislo z Belgie a Nizozemska pres Némecko

(Nedved 2014).

V ramci Evropy se slunécko vychodni §ifi z centra v Beneluxu na vychod
rychlosti zhruba 200 km/rok. V roce 2011 bylo zaznamenano ve 26 evropskych
zemich (Nedvéd 2014). Pomaleji se ovSem S§ifi na sever, pravdépodobné kvili
chladnému pocasi a zachovalému ptirodnimu razu krajiny. Ve sttedomoti slunécko

ohrozuji naopak vysoké teploty v letnich mésicich (Kontodimas et al. 2008).

Slunécko vychodni si konkuruje spise s druhy z jinych rodl nez ze stejného
rodu (Roy et al. 2012). Piedpoklada se, Ze neptivodni druhy predatori na rozdil od
puvodnich uzivaji zdroje (pfedevsim msSice) méné ohleduplné. Tim dochazi
k znevyhodnéni ptivodniho druhu, ktery je adaptovan na urcitou pocetnost kofisti
(Crowder et Snyder 2010). V disledku vysoké konkurence o potravu a kvili pfimé
predaci, ziejm¢ dochazi k sniZeni pocetnosti nékterych ptivodnich druhti slunécek

v Evropé (Nedved 2014).
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2.1.2 Vyuziti slunécka v 1ékarstvi

Slunécko vychodni se lehce §ifi zfejmé i1 diky své rezistenci proti celé radé
patogenti. Nékteré mechanismy imunitni obrany slunécek by bylo mozné vyuzit i
vV humanni mediciné. Jedna se kupiikladu o alkaloid harmonin, ktery je pifitomen
V hemolymf€ slunécka vychodniho a ukazuje Sirokospektralni antimikrobialni
aktivitu. Jedna se napf. 0 kmeny bakterii, které jsou odpovédné za tuberkuldézu
(Mycobacterium tuberculosis). Vyuziti harmoninu v lékaistvi se zatim pouze
zvazuje, protoze je zde jistd obava z jeho pouziti, nebot’ je lehce toxicky i pro

samotné lidské bunky (Rohrich et al. 2012, Nedvéd 2014).

2.2 Popis experimentu ¢. 1 - Vliv opakovaného reflexniho Kkrvaceni na

fyziologickou kondici slunécka vychodniho (Harmonia axyridis)
2.2.1 Priprava slunééek

Pro tento pokus byla pouzita Cerstvé piezimovana slunécka, ktera nakonec
nebyla vyuzita v ptezimovacich experimentech realizovanych kolegou Michalem
Refichou. Sluné¢ka byla na podzim roku 2016 sebrina b&hem naletovani na
zimovisté (domy v obci Konétopy). Nasledné byla hromadné piezimovana ve
sklenici umisténé ve venkovnich podminkach v aredlu CZU v Praze. V poloving
dubna roku 2017 byla pfezimovana slunécka rozdélena v laboratoti do Petriho misek,
kde méla dostatek vody a potravy, kterou piedstavovala vajicka zavije¢e mouéného

(Ephestia kuehniella).

Po tydnu, kdy méla slunécka dostatecny Cas, na zlepSeni svého fyziologického
stavu po prezimovani, se zacalo s dvoudenni pfipravou experimentu (Pfiloha 1). Na
zacatku pfipravy bylo potieba nachystat 80 Petriho misek, jelikoz pro experiment
bylo dohromady pouzito 80 slunécek. Do vSech misek byly umistény kulicky
mokrého papiru jako zdroj vody. Pouze do poloviny Petriho misek (40 misek) byla
umisténa i potrava (vajicka zaviject Ephestia kuehniella). Ta slunécka, ktera méla
Vv Petriho miskach pouze vodu, predstavovala skupinu hladem stresovanych slunécek,
zatimco slunécka, ktera méla i potravu, byla z pohledu potravy nestresovanou
skupinou. Nestresovana i stresovand skupina z hlediska potravy (kazda po 40
slunéckach) byla déle rozdélena na dvé podskupiny. A to na kontrolni (nekrvécejici)
jedince a jedince stresované opakovanym reflexnim krvacenim (kazda skupina

obsahovala 20 slunécek), pticemz vzdy 10 slunécek byli samci a 10 slunééek samice.
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Jednotlivé Petriho misky byly popsany identifika¢nimi koédy (viz Tabulka ¢. 1;
Ptiloha 2).

Jednotliva slunécka byla na pocatku experimentu zvazena, bylo urceno jejich
pohlavi a byla jednotlivé umisténa do Petriho misky s identifikacnim ¢islem. DalSim
krokem bylo nachystat antikoagulaéni pufr kvili pozdéjSim odbérim hemolymfy.
Slozeni pufru podle Firlej et al. (2012) je nasledujici: 62 mM chloridu sodného, 100
mM glukézy, 30 mM citronanu sodného a 26 mM kyseliny citronové. Pro odebirani
hemolymfy bylo potfeba pouzit Petriho misku s oboustrannou lepici paskou, na
kterou byla slunécka pomoci pinzety zafixovana krovkami doli. Pomoci jemného
drazdéni entomologickym Spendlikem u kolennich kloubti doslo k reflexnimu
krvaceni, které se projevilo uvolnénim kapicky hemolymfy (Pfiloha 3). Kdyz
slunécka hemolymfu uvolnila, pomoci sklenéné mikrokapilary byla cerstva
hemolymfa odsata (Ptiloha 6). Objem hemolymfy v mikrokapilafe byl zméfen
pomoci Supléry a vzorek byl vyfouknut do pfipravenych a oznacenych eppendorfek
(velikosti 0,5 ml), ve kterych jiz bylo ptipraveno 50 pl antikoagulacniho pufru. Bylo
nutné, aby slunécka uvolnila asponi 0,75 cm hemolymfy (tj. 0,5 ul hemolymfy, jeden
dilek = 1 pl = 1,5 cm) z divodu pozdéjsich méfeni fyzioimunitnich parametrti
ze zmrazenych vzorku kolegy v Brné. Poté byl odebrany vzorek hemolymfy natedén
do kone¢ného poméru 1 pl Cisté hemolymfy ku 100 pl pufru (fedéni 101 krat).
Poslednim krokem bylo spocitani hemocytti v 1 ul hemolymfy pomoci mikroskopu a
Biirkerovy komiirky. Do Biirkerovy komurky bylo postupné pro kazdy vzorek,
pomoci pipety vlozeno 0,75 pl roztoku hemolymfy s antikoagula¢nim pufrem. Poté
byla komirka vlozena pod mikroskop a byl pocitan pocet hemocytii v prvnich 50

velkych ¢tvercich pii celkovém zvétSeni 400 krat.

Zbytek vzorkl v eppendorfkach, ktery nebyl analyzovdn pod mikroskopem,
byl zmrazen kvuli dalS$imu méfeni fyzioimunitnich parametrii hemolymfy, které
provadéli kolegové v Brné. Veskeré udaje byly zaznamenavany do pfipravenych
zapisnikli. Slunécka, ktera neuvolnila pfi iniciaci experimentu dostatecny objem
hemolymfy, nebyla do experimentu zafazena. Stejné¢ tomu bylo, kdyz slunécka
neméla 7zadné hemocyty pfi pocitani jejich koncentrace pod Biirkerovou komirkou —

takova slunécka se ziejme vyskytuji v extrémnim fyziologickém stavu.
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Tabulka €. 1: Tabulka ukazuje rozdéleni slunécek dle péce, ktera jim byla poskytnuta ¢i
neposkytnuta. (F — samice; M — samci)

ID ID
slunécka | Pohlavi Péce slunécka | Pohlavi Péce
W01C F voda, bez potravy | kontrolni A41C F voda, potrava kontrolni
wo2c F voda, bez potravy | kontrolni A42C F voda, potrava kontrolni
WO03C F voda, bez potravy | kontrolni A43C F voda, potrava kontrolni
W04C F voda, bez potravy | kontrolni A4AC F voda, potrava kontrolni
WO05C F voda, bez potravy | kontrolni A45C F voda, potrava kontrolni
WO06C F voda, bez potravy | kontrolni A46C F voda, potrava kontrolni
WO07C F voda, bez potravy | kontrolni A47C F voda, potrava kontrolni
WOSC F voda, bez potravy | kontrolni A48C F voda, potrava kontrolni
WO09C F voda, bez potravy | kontrolni A49C F voda, potrava kontrolni
Ww10C F voda, bez potravy | kontrolni A50C F voda, potrava kontrolni
W11C M voda, bez potravy | kontrolni A51C M voda, potrava kontrolni
W12C M voda, bez potravy | kontrolni A52C M voda, potrava kontrolni
W13C M voda, bez potravy | kontrolni A53C M voda, potrava kontrolni
W14C M voda, bez potravy | kontrolni A54C M voda, potrava kontrolni
W15C M voda, bez potravy | kontrolni A55C M voda, potrava kontrolni
W16C M voda, bez potravy | kontrolni A56C M voda, potrava kontrolni
W17C M voda, bez potravy | kontrolni A57C M voda, potrava kontrolni
W18C M voda, bez potravy | kontrolni A58C M voda, potrava kontrolni
W19C M voda, bez potravy | kontrolni A59C M voda, potrava kontrolni
W20C M voda, bez potravy | kontrolni A60C M voda, potrava kontrolni
W21R F voda, bez potravy | krvacejici A61R F voda, potrava krvacejici
W22R F  |voda bezpotravy | krvacejici A62R F  |voda, potrava krvacejici
W23R F voda, bez potravy | kryicejici A63R F voda, potrava krvacejici
W24R F  |voda bezpotravy | krvacejici A64R F  |voda, potrava krvacejici
W25R F voda, bez potravy | kryicejici AB5R F voda, potrava krvacejici
W26R F voda, bez potravy | krvacejici AB6R F voda, potrava krvacejici
W27R F voda, bez potravy | krvacejici A67R F voda, potrava krvécejici
W28R F voda, bez potravy | kryicejici AB8R F voda, potrava krvacejici
W29R F  |voda bezpotravy | krvacejici A69R F  |voda, potrava krvacejici
W30R F voda, bez potravy | kryicejici A70R F voda, potrava krvacejici
W31R M | voda, bezpotravy | kryacejici A71R M | voda, potrava krvacejici
W32R M | voda, bezpotravy | ryacejici A72R M | Vvoda, potrava krvacejici
W33R M voda, bez potravy | kryacejici A73R M voda, potrava krvacejici
W34R M | voda, bezpotravy | kryacejici A74R M | voda, potrava krvacejici
W35R M | voda, bezpotravy | kryacejici A75R M | voda, potrava krvacejici
W36R M | voda, bezpotravy | kryacejici A76R M | voda, potrava krvacejici
W37R M | voda, bezpotravy | kryacejici A77R M | voda, potrava krvacejici
W38R M voda, bez potravy | kryacejici A78R M voda, potrava krvacejici
W39R M | voda, bezpotravy | racejici A79R M | Vvoda, potrava krvacejici
WA40R M voda, bez potravy | ryacejici A80R M voda, potrava krvacejici
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2.2.2 Pribéh odebirani hemolymfy v dalSich dnech

Prvni odbér hemolymfy pomoci reflexniho krvaceni byl proveden paty den ode
dne piipravy experimentu. Dalsi odbéry probéhly kazdy tieti ¢i ¢tvrty den, tedy 2x
tydné. Celkové byly provedeny ¢&tyfi pribézné odbéry a paty odbér pii ukoncovani

experimentu.

Ve dny, kdy probihaly odbéry, byli podrobovani drazdéni entomologickym
Spendlikem vSichni jedinci pfifazeni do rezimu ,reflexni krvaceni. Kromé
entomologického Spendliku bylo potieba pfipravit si pinzetu, Petriho misku
s oboustrannou lepici paskou, sklenéné mikrokapilary a Supléru (Ptiloha 4). Postup
pfi odebirani hemolymfy byl podobny jako v pfipravné ¢asti experimentu. Slunécko
bylo pomoci pinzety polozeno na Petriho misku s oboustrannou lepici paskou, diky
které bylo znehybnéno. Déle pomoci entomologického Spendliku doslo k drazdéni
slunécek v oblasti kolennich kloubdi po nékolik vtetin. Pokud béhem této doby
slunécka uvolnila hemolymfu, byla hemolymfa odebrana pomoci sklenéné kapilary.
Kapilara se poté piilozila k Supléie pro zméfeni odebraného mnozstvi (objemu)

hemolymfy.

Mimo odbéri hemolymfy, bylo nutné slunéckam dle piislusného oznaceni
doplinovat vodu, piipadné i potravu (slunécka nestresovana hladem) a dle stavu
Petriho misky ji vy¢istit. Zaznamenavano do zapisniku bylo v ptipadé samic také to,
zda slunécka nakladla snGsku vajicek. Pokud byla nalezena mrtvéa slunécka, byla
smrt jedince zaznamenana a slunécka byla umisténa do eppendorfek, které byly
popsany piislusnym identifika¢nim cislem jedince a byly uloZeny do mrazéku. Tento

postup byl aplikovan vzdy u vSech nalezenych mrtvych tél slunécek.

Posledni den (ukonceni experimentu) byl postup podobny jako U ptipravnych
praci. Slunécka, ktera piezila, byla zvazena (ziva hmotnost), pfichystal se
antikoagulacni pufr (stejny postup jako v predchozi ptipravé) a zivym slunéckam
byla odebirdna hemolymfa. Hemolymfa byla stejnym zplsobem dofedéna
v eppendorfkach a popsana piislusnym identifikaénim kodem. Opét bylo nutné, aby
bylo odebrano aspon 0,5 pul ¢isté hemolymfy. Tentokrate byla k zisku hemolymfy
pouzita 1 metoda punkce, kdyZz slunécka nebyla ochotna reflexné vykrvacet
dostatecné mnoZstvi hemolymfy. Mikroskopovany nebyly vzorky, u nichz jedinci

neuvolnili dostatecné mnozstvi hemolymfy ani po pichnuti (punkci). Pocitani
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hemocytl probihalo stejnym zptsobem jako pfi ptipravnych pracich. Veskeré zbylé
vzorky v eppendorfkach byly zmrazeny, stejné jako slunécka a vse bylo popsano
prislusnymi identifikacnimi kédy. Zmrazené vzorky byly poté poslany do Brna pro
provedeni dalSich analyz (méfeni koncentrace proteinti a antibakterialni aktivity proti

Micrococcus luteus a Escherichia coli).

Pro méteni celkové koncentrace proteinii byl pouzit komeréni kit (Bradford
protein assai; Bior — Rad, USA): pouzito bylo vzdy 5ul vzorku hemolymfy (101 x
fedén), 25 ul regentu A a 200 ul regentu B. Poté doslo k promichani a po dobu 15
minut se kit nechal inkubovat v laboratorni teploté. Po uplynuti doby inkubace bylo
zméfené mnozstvi absorbovaného svétla ve spektrofotometru (A = 700 — 750 nm).
Nésledné byla z absorbance vytvoifena kalibraéni kiivka a dle ni byl dopoc¢itan obsah

proteind v méfenych vzorcich.

Antibakterialni aktivita proti Escherichia coli byla méfena pomoci metody
bioluminiscence. Pro analyzy byly pouzity geneticky modifikované ,,svitici* bakterie
E. coli K12. V luminometru byl nasledné méfen pokles svitivosti bakterii, tedy
jejich ptfezivani pod vlivem plsobeni hemolymfy. Kvili menSimu objemu vzork,
bylo pouzito i mén¢ bakterii néz je popsano v metodologickém ¢lanku (Vojtek et al.
2014). Bylo pouzito vzdy 20 ul vzorku (101 krat fedéného) a 60 pl suspenze bakterii
(ptes 50 000 bioluminiscenénich E. coli K 12). Pro kontroly se misto vzorku dalo
20 pl cistého antikoagulaéniho pufru. Pfi vyhodnoceni byla spocitdna integralni
bioluminiscence za hodinu méfeni a poté byla data vzdy kalibrovdna pomoci
porovnani mezi ,ostrymi“ vzorky a kontrolnimi vzorky, obsahujicimi
jen antikoagulaéni pufr, uvnitt dané sady méfeni. Piezivani bakterii v kontrolnich

vzorcich pfedstavovalo 100% pieZivani.

Antimikrobialni aktivita hemolymfy proti bakteriim Micrococcus luteus byla
méfena pomoci metody radidlni difuze. Pro méfeni antibakteridlni aktivity
hemolymfy proti bakteriim M. luteus bylo zapotiebi pfipravit LB agar (40 g na litr
vody): 10 g NaCl, 5 g kvasni¢niho extraktu, 10 g tryptonu a 15 g agaru. Poté doslo
k tani 42 — 45 ml agaru v mikroviné troub¢, ochlazeni, a bylo do n&j ptidano 100 pl
bakterialni kultury a vSe bylo diikladn€ michano po dobu né€kolika minut. Poté byl na
pfipraveny agar s vyrazenymi dirkami pipetovan vzorek hemolymfy (5 pl s fedénim
101 krat). Nasledn¢ se nechal M. luteus ptes noc kultivovat pii teploté¢ 25 °C

v klimaticky komorach. Druhy den po kultivaci byly zmétfeny priméry oblasti
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vzniklych zon v oblastech, kde se projevil svétly kruh kolem vyrazené jamky, coz
znamena, ze se projevila antibakterialni aktivita proti M. luteus. Pro vyjadfeni miry
antibakterialni aktivity ve vzorcich byla pouzita kalibrace pomoci lysozomu

(u¢innost hemolymfy byla vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi lysozomu v mg/ml).
2.2.3 Analyza dat

K analyze pfezivani byl pouzit Coxtiv model relativniho rizika. Piezivani
jedince pii dané kontrole bylo pouzito jako zavisla proménnéd a pohlavi jedince,
prislusnost jedince k danému rezimu stresu z hladu (ano/ne) a stresu z opakovaného
reflexniho krvaceni (ano/ne) byly pouzity jako nezavislé proménné. K otestovani

statistické vyznamnosti jednotlivych nezavislych proménnych byly pouzity z-testy.

K analyze reprodukcéniho usili samic pfifazenym k jednotlivym stresovym
rezimim byla pouzita dvoucestna analyza variance (ANOVA), kde stres z hladu
(ano/ne) a stres z opakovaného reflexniho krvaceni (ano/ne) byly pouzity jako
nezavislé proménné. Jako zavisla proménnd byl pouzit pocet vyprodukovanych
snisek vajicek. K otestovani statistické vyznamnosti jednotlivych nezéavislych

proménnych byly pouzity F-testy.

K analyze dat porovnavajicich stav dané¢ proménné na pocatku a na konci
experimentu byly jako datové body pouziti jedinci, pro které existovala relevantni
data z konce experimentu. Jako proménna byl pouzit rozdil hodnot ,zacatek —
konec®, tedy zdpornd hodnota reprezentuje pokles a kladna hodnota reprezentuje rist
daného parametru béhem experimentu. Pro analyzu dat byla pouZita tficestna analyza
variance (ANOVA). Pro jednotlivé parametry, pouzité jako zavislé proménné
v modelech, tedy: rozdil v télesné hmotnosti, rozdil v koncentraci hemocyt
V hemolymf¢€, rozdil v koncentraci bilkovin v hemolymf€, rozdil v antimikrobialni
aktivit¢ hemolymfy proti E. coli a rozdil v antimikrobialni aktivité¢ hemolymfy proti
M. lutteus byl sestaven vzdy samostatny model. Jako nezavisla proménna bylo
pouzito pohlavi jedince, rezim stresu z hladu (ano/ne) a rezim stresu z opakovaného
reflexniho krvaceni (ano/ne). K otestovani statistické vyznamnosti jednotlivych

nezavislych proménnych byly pouzity F-testy.

VSechny statistické analyzy byly provedeny v programu R (R Development
Core Team 2017).
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2.2.4 Vysledky

Prezivani slunécek se vyznamné lisi v zavislosti na dostupnosti potravy (z =
3,76; P < 0,001). Slunécka, ktera nebyla krmena, ukazuji mnohem vét§i imrtnost,
nez slunécka, ktera krmena byla (Obrazek ¢. 3). Nebyl pozorovan zadny prikazny
vliv opakovaného reflexniho krvéaceni na prezivani slunécek béhem experimentu (z =

-1,16; P = 0,25).

1.0
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04
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Obrazek ¢. 3: Piezivani slunécek vychodnich, Harmonia axyridis, v zavislosti na dostupnosti potravy
(krmena / nekrmena). Plna ¢ara ptedstavuje slunécka, ktera byla krmena, a teckovana Cara piedstavuje
slunécka, ktera nebyla krmena. Time = Cas / potadi kontroly (0 = zacatek experimentu, 5 = konec
experimentu), Survival = podil piezivajicich jedinci.
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Pocet nakladenych sniisek vajicek se na prvni pohled lisi mezi krmenymi
samicemi slunécka vychodniho, jelikoz hladovéjici samice nenakladly zadna vajicka.
Pozorovan byl i vliv opakovaného reflexniho krvaceni u krmenych samic (F = 6,94;
P = 0,017). Samicky, které¢ nebyly podrobeny reflexnimu krvéaceni, vyprodukovaly

vetsi pocet snisek (Obrazek ¢. 4).

2 -

Number of clutches

Control Reflex bleeding

Obrazek ¢ 4: Primérny pocet (+SEM) nakladenych sntisek krmenymi samicemi slunécka
vychodniho. Nekrmené samice nenakladly ani jednu sndsku, proto jsou zde zohlednény pouze krmené
samice. Seda barva znazornuje kontrolni slunécka (bez krvaceni) a ¢ernd barva zndzoriuje reflexné

krvacejici slunécka.
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Vyvoj hmotnosti slunééek vychodnich béhem experimentu se vyznamné lisi
mezi pohlavimi (F = 24,89; P < 0,001), tak i mezi dostupnosti potravy (krmena /
nekrmena; F = 79,49; P < 0,001). Samice, které byly krmeny, ukazuji mnohem vétsi
narst hmotnosti nez samci, ktefi méli stejné podminky. Hladovéjici jedinci obou
pohlavi pak jednoznacné ztraceji t€lesnou hmotnost (Obrazek €. 5). Nebyl pozorovan
zadny vliv opakovaného reflexniho krvaceni na télesnou hmotnost slunécek (F =

0,18; P =0,67).
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Obrazek ¢ 5: Zména télesné hmotnosti slunécka vychodniho, Harmonia axyridis, b&hem
experimentu. Cerchovana &ara rozdéluje jedince podle toho, zda nebyli / byli krmeni (starved /
feeded). Samci (males) jsou zndzornéni modfe a samice (females) jsou zndzornény cervené.
Zobrazeny jsou pramérné hodnoty + SEM.
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Zména v koncentraci hemocytti na 1 pl hemolymfy slunécka vychodniho se lisi
podle toho, zda méla slunécka dostupnou potravu (krmena / nekrmena; F = 6,60; P =
0,014) a zda byla nucena reflexné krvacet ¢i ne (F = 4,37; P = 0,04). Slunécka, ktera
byla krmena a zaroven nebyla podrobovana reflexnimu krvaceni, ukazuji nejvétsi
nartist V koncentraci hemocytli na rozdil od slunééek, ktera byla bez potravy a byla
jesté nucena ke krvaceni (Obrazek ¢. 6). Jak hladovéni, tak opakované reflexni

krvéaceni tedy vede ke snizeni koncentrace hemocytii v hemolymf¢ slunécek.
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Obrazek ¢. 6:Zména koncentrace hemocyta v 1 pl hemolymfy sluné¢ka vychodniho, Harmonia
axyridis. Seda barva znazorfiuje kontrolni slunécka (bez krvaceni) a Gerna barva znézorfiuje reflexné
krvacejici slunécka. Cerchovana &ara déle rozdéluje slunééka podle toho, zda nebyla / byla v pribéhu
experimentu krmena (starved / feeded). Zobrazeny jsou primérné hodnoty + SEM.
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Koncentrace bilkovin v hemolymf¢ slunécka vychodniho byla ovlivnéna jak
opakovanym reflexnim krvacenim (F = 9,47; P = 0,004), tak hlavn¢ dostupnosti
potravy (F = 34,72; P < 0,001). Slunéc¢ka, ktera nebyla krmena, maji mnohem v¢&tsi
pokles v koncentraci proteind nez slunécka, ktera krmena byla (ta maji koncentraci
bilkovin +- zachovanu na ptivodni hladin€). Na prvni pohled je vidét, ze slunécka,
ktera nekrvacela a byla krmena, maji na konci experimentu dokonce
vy$8i koncentraci proteint V hemolymf€, nez méla na zacatku experimentu (Obrazek
¢. 7).
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Obrazek ¢ 7: Zména v koncentraci proteinti V hemolymf& v pribéhu experimentu. Seda barva
znazoriiuje kontrolni slunécka (bez krvaceni) a ¢erna barva znazorfiuje reflexné krvacejici slunécka.
Cerchovana ¢ara dale rozdéluje jedince podle toho, zda nebyli / byli krmeni (starved / feeded).
Zobrazeny jsou prumérné hodnoty + SEM.
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Zména v antibakterialni aktivit¢ hemolymfy slunécka vychodniho proti
Escherichia coli je ovlivnéna dostupnosti potravy (F = 6,89; P = 0,016) a ¢astecné
také tim, zda byla slunécka nucena opakované reflexné krvacet ¢i nikoli (F = 3,29; P
= 0,08). Nejvyssi pokles antibakterialni aktivity hemolymfy proti E. coli vykazuji
slunécka, ktera nebyla krmena a jesté k tomu byla nucena reflexné krvacet (Obrazek

¢ 8).
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Obriazek ¢. 8: Zména v antibakterialni aktivité hemolymfy slunécka vychodniho, Harmonia axyridis,
proti bakteriim Escherichia coli. Seda barva znazoriiuje kontrolni slunééka (bez krvaceni) a Gerna
barva znazorfiuje reflexnd krvéacejici slunééka. Cerchovana &ara dale rozdéluje slunécka podle toho,
zda nebyla / byla krmena (starved / feeded). Zobrazeny jsou pramérné hodnoty + SEM.
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Zména v antibakterialni aktivit¢ hemolymfy slunécka vychodniho proti
bakteriim Micrococcus luteus je vyznamné ovlivnéna dostupnosti potravy (F =
13,18; P < 0,001), tak i tim, zda byla slunécka nucena opakované reflexné krvacet ¢i
nikoli (F = 15,16; P < 0,001). Nejvyssi narist aktivity hemolymfy proti bakteriim M.
luteus je vidét u slunécek, ktera byla krmena a zaroven nebyla nucena reflexné
krvacet. Nejvyssi pokles antimikrobialni aktivity proti bakteriim M. luteus naopak
ukazuji slunécka, kterd nebyla krmena a ktomu byla nucena reflexné krvacet
(Obrazek ¢. 9).
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Obrazek €. 9: Zména v antibakterialni aktivité hemolymfy slunécka vychodniho, Harmonia axyridis,
proti bakteriim Micrococcus luteus. Sed4 barva znazoriiuje kontrolni slunécka (bez krvaceni) a Gerna
barva znazorfiuje reflexné krvéacejici slunécka. Cerchovana &ara déle rozdéluje slunécka podle toho,
zda nebyla / byla krmena (starved / feeded). Zobrazeny jsou pramérné hodnoty + SEM.
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2.3 Popis experimentu ¢. 2 — Vliv opakovaného reflexniho krviaceni na pocet

vajicek nakladenych slunéckem vychodnim (Harmonia axyridis)
2.3.1 ZaloZeni experimentu

Slunécka byla pro experiment sebrdna na zacatku srpna na uhoru nedaleko
Reporyji a v kukufi¢ném poli v lokalité Slatina (Praha-Dube¢). Celkem bylo pro
experiment sebrano 146 jedinci, ale hodné slunécek bylo parazitovano vosickou
Dinocampus coccinellae (nakonec 44 slunécek), coz zpusobovalo problémy béhem
realizace experimentu. Po sbéru byla slunécka ptevezena do laboratornich podminek,
kde experiment dale probihal. Slunécka byla umisténa do Petriho misek v poctu cca
10 — 12 slunécek. Do Petriho misek byla ptidana voda (mokry toaletni papir), vajicka
zavije¢e moucného (Ephestia kuehniella) a nastfihané harmoniky z papiru pro
kladeni vaji¢ek (Pfiloha 5).

Béhem prvnich ¢ty dnt pobytu V laboratornich podminkach bylo uréeno
pohlavi jednotlivych slunééek a bylo zalozeno 63 part slunécek. Kazdy par byl
umistén do vlastni Petriho misky, kam mu byla pfiddna voda, potrava a papirova
harmonika. Ze zacatku byl do Petriho misek pfidavan i platek hroznového vina, aby
doslo k nabuzeni samicek ke kladeni vajicek (zdroj cukru). V tomto experimentu,
m¢éla slunécka po celou dobu standardizované ,,optimalni“ podminky, tedy pfistup
Kk neomezené potravé a zdroji vody. Pokud slunécko zemielo (nebo bylo
parazitovano vosickou), jest¢ pred zafazenim do experimentu, bylo Vv ramci
rodi¢ovského paru nahrazeno nahradnim jedincem. Pro jednotlivé pary samotny
experiment zacal tim, Ze v dané Petriho misce byla opakované nalezena vajicka. Cca
po péti dnech kladeni zacala pro dany par kontrolni perioda (pre-bleeding), kdy po
dobu dalSich 6 dni byla vSechna slunécka vystavena optimalnim podminkdm a
zadnému reflexnimu krvaceni. Cilem této kontrolni periody bylo pro kazdy par
stanovit ,,pfirozenou’ produkci vajicek. Tato produkce vajicek se 1i$i mezi jedinci
z ditvodu rozdill v jejich velikosti, stafi, zdravotnim stavu atd. Po prvni periodé byly
rodicovské pary rozdéleny do dvou rezimi: 1) optimalni podminky, 2) opakované
reflexni krvaceni (kazdy den). Nasledovné byla pro vSechny pary méfena produkce
vaji¢ek V dalSich dvou periodach (bleeding), kazda trvala 6 dni. Celkem byla
nakonec ziskdna data pro 13 part v kontrolnim (optiméalnim) rezimu a 13 pari

Vv rezimu opakovaného reflexniho krvéceni.
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2.3.2 Priibéh poditani vajicek a odbéru hemolymfy

Slunécka byla kontrolovana kazdy den. Hlavnim diivodem kontroly bylo zjistit,
zda dana samicka nakladla vajicka. Krom¢ kontroly vaji¢ek byl také kontrolovan
dostatek vody, potravy, a zda neni potifeba vyménit papirovou harmoniku ¢i umyt
Petriho misku (trus, plisenl). Pokud pii kontrole byla objevena vajicka, byl pod
binokularni lupou spocitan presny pocet vajicek v dané sntisce. Vétsinou byla vajicka
nakladena piimo na papirové harmoniky, a tak bylo nutné po spocitani vajicek

umistit do Petriho misek harmoniky nové.

Pro pary vrezimu reflexniho krvaceni byla hemolymfa odebirana pouze
samiCkam, samci zlstali neovlivnéni. Odbéry byly provadény pomoci
entomologického Spendliku, pinzety, Petriho misky s oboustrannou lepici paskou,
sklenéné mikrokapilary a Supléry pro méfeni mnozstvi odebrané hemolymfy (Ptiloha
4). Slunécko bylo pomoci pinzety znehybnéno na Petriho misce s oboustrannou
lepici paskou a za pouziti entomologického Spendliku bylo drazdéno v blizkosti
kolennich kloubli po né€kolik vtetfin (Pfiloha 3). Pokud béhem této doby slunécko
uvolnilo skrz reflexni krvaceni hemolymfu, tak byla odebrdna pomoci sklenéné
mikrokapilary (Ptiloha 6). Mikrokapilara byla poté ptilozena k Supléfe pro zméfeni
uvolnéného objemu hemolymfy. U kontrolnich slunécek se pouze denné pocital
pocet nakladenych vajicek a reflexnimu krvaceni nebyli vystaveni ani samci ani

samice (Ptiloha 7, 8).

Pokud pted ukonéenim experimentu byla nalezena mrtva samice slunécka, byla
vloZena do eppendrofky, popsdna identifikaénim cislem a vlozena do mrazaku pro
pfipadné dalSi zkoumdani pfi¢in smrti. Pary, kde samice zemiela v prib&hu
experimentu, nebyly zahrnuty do finalniho datasetu. Celkové byl experiment
ukoncen po 48 dnech. Samecci, ktefi prezili, byli zpét vypusténi do volné pfirody,

samicky byly uschovany pro ptipadna dal$i méfeni (napt. velikost téla).
2.3.3 Analyza dat

Vliv opakovaného reflexniho krvaceni na produkci vajicek samicemi
Harmonia axyridis byl analyzovan pomoci zobecnénych linearnich modelt
s ndhodnymi efekty (GLMM). Jako zavisld proménna byl pouzit pocet vajicek
vyprodukovany béhem dané 6-ti denni periody, jako nezavisla proménna do modelu

vstupovala identita periody (pre-bleeding, bleeding 1 ¢i bleeding 2), rezim, kterému
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byla dan4 samice vystavena (optimalni podminky ¢i opakované reflexni krvaceni
béhem period bleeding 1 a bleeding 2) a interakce mezi identitou periody a rezimem.
Jako ndhodny efekt do modelu vstupovala identita rodi¢ovského paru (aby byla
produkce vajicek porovndvana napii¢ periodami uvniti daného paru).
Vyprodukované pocty vajicek nemaji normalni rozdéleni, a tudiz byl pouzit model
s Poissonovym rozdélenim chyb. Statistickd prikaznost jednotlivych nezéavislych
proménnych byla testovana pomoci F-testi. Rozdily v produkci vajicek mezi
konkrétnimi periodami byly nakonec testovany pomoci post-hoc testu (Tukey test).
Analyza dat byla provedena v programu R (R Development Core Team 2017).
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2.3.4 Vysledky

Produkce vaji¢ek slunécka vychodniho se prukazné lisila mezi jednotlivymi
periodami (F = 4,83; P = 0,012). Nejvétsi rozdil v poc¢tu nakladenych vajicek byl
pozorovan mezi kontrolni periodou (pre-bleeding), kdy nedochazelo k reflexnimu
krvaceni a druhou periodou reflexniho krvaceni (P = 0,005). Mensi rozdil byl vidét
mezi prvni a druhou periodou reflexniho krvaceni (P = 0,021). Statisticky
neprikazny rozdil v po¢tu nakladenych vajicek byl mezi periodou, kdy nedochazelo
k reflexnimu krvaceni (pre-bleeding) a prvni periodou reflexniho krvaceni (P =
0,892). Celkové lze konstatovat, ze produkce vajicek klesala v Case v pritbéhu
experimentu (Obrazek ¢. 10). Opakované reflexni krvaceni (F = 0,81; P = 0,38) ani
interakce mezi periodou a reflexnim krvacenim (F = 64; P = 0,53) nem¢ly prikazny
vliv na produkci vaji¢ek. Pfesto je z grafu (Obrazek ¢. 10) vidét jista tendence
k snizeni produkce vaji¢ek v druhé period¢ reflexniho krvaceni (bleeding 2) u samic,

které byly vystavené opakovanému reflexnimu krvaceni.
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Obriazek €. 10: Vliv opakovaného reflexniho krvaceni na produkci vajicek v jednotlivych Castech
experimentu. Jedna perioda predstavuje vzdy obdobi Sesti dni. Prvni perioda oznacuje prvnich Sest dni
pted prvnim reflexnim krvacenim (pre — bleeding period). Druha perioda oznacuje druhych Sest dni,
kdy uz dochézelo k reflexnimu krvaceni (bleeding period 1) u samic pfifazenych do rezimu krvaceni a
tieti perioda oznacuje poslednich Sest dni méfeni produkce vajicek, kdy dochazelo k reflexnimu
krvaceni jiz delsi dobu (7. — 12. den reflexniho krvaceni; bleeding period 2). Seda barva znazorfiuje
kontrolni samice (bez krvaceni) a ¢erna barva znazoriiuje samice vystavené opakovanému reflexnimu
krvaceni. Znazornén je primérny pocet vyprodukovanych vajicek za obdobi 6-ti dni + SEM.
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3 Diskuse

Z mych dosazenych vysledkii prvniho experimentu je viditelné, ze slunécka,
ktera byla nucena reflexné krvacet a zaroven neméla dostatek potravy, méla nejvetsi
pokles v koncentraci hemocytd, bilkovin a antibakterialni aktivité proti dvéma
druhtim bakterii (Micrococcus luteus a Escherichia coli). Naopak slunécka, ktera
nebyla nucena reflexné krvacet a méla k dispozici dostatek potravy, vice prospivala a
dosahovala spiSe zvySenych hodnot méfenych parametrti, ovSem stéle byla reflexnim
krvacenim negativné ovlivnéna v porovnani s nekrvacejicimi krmenymi jedinci.
Vysledky, kterych jsem dosahla, nejsou v rozporu s v§eobecnym piedpokladem, Ze
s reflexnim krvacenim jsou spojeny i vysoké fyziologické nadklady, které je potteba

do takovéto chemické obrany investovat.

Dostupny zdroj potravy je dulezity pro vSechny organismy a zivot bez néj je po
delsi dobu nemozny. Proto neni zddnym piekvapenim, Ze slunécka, kterd neméla
k dispozici potravu, nedokazala dlouho piezivat. I pfes nedostatek potravy v pribéhu
celého experimentu dokazalo 10 slunééek piezit do ukonceni experimentu. Z téchto
10 slunécek byla 3 slunécka ze skupiny, kterd byla navic podrobovana reflexnimu
krvaceni. Jak je ovSem vidét z vysledki, reflexni krvaceni nemélo na piezivani
slunécek vliv. Toto zjisténi je dle mého nazoru zajimavé, protoze by se dalo
ocekavat, ze reflexni krvaceni bude slunéCka oslabovat a projevi se jeho vliv
spole¢né s hladem. Jak se zda, tak pro slunécka i pres nucené reflexni krvaceni bylo
nejvic stresujici, ze nemeéla dostatek potravy a pravé toto omezeni mélo velmi
vyznamny vliv na jejich pfeZivani.

Rozdil v poc¢tu nakladenych snliSek se projevil mezi samicemi, které byly
krmeny, podle toho, zda byly nebo nebyly reflexné krvaceny. Opét se zde jedna
pravdépodobné o kompromis, kdy se samice, které byly reflexné krvaceny, musely
rozhodnout, co upfednostni. Jednalo se o volbu mezi obranou vlastniho téla pied
predatorem a vyprodukovanim novych potomki. Kdyz samice pouziji reflexni
krvaceni, pak jim jiZ nezbyde energie na tak Cast¢ kladeni vajicek, jako u samic,
které reflexné nekrvacely a nemély tak jiné naklady nez na reprodukci, na kterou se
mohly soustfedit. Zd4 se, ze vrozporu S mymi vysledky by mohla byt studie
Holloway et al. (1991), kde se zabyvali slunéckem sedmiteénym (Coccinella

septempunctata), které podrobovali reflexnimu krvaceni a sledovali pocet
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nakladenych vajicek, ale v opa¢ném vztahu nez byl mij vyzkum (tedy tim, jak
produkce vaji¢ek ovliviiuje objem uvolnéné hemolymfy). Avsak nezjistili vliv poctu
vajicek na mnozstvi hemolymfy uvolnéné pomoci reflexniho krvaceni. Toto jejich
zjisténi je zajimavé, nebot’” hemolymfa jako obranny mechanismus je metabolicky
velmi draha (Stocks 2008). Proto by se, dle mého nazoru, dalo pfedpokladat, ze
slunécko uvolni vice obranné hemolymfy a poté naklade méné vajicek. Pro potvrzeni
tohoto ptedpokladu by bylo vhodné, experiment, ktery jsem provadéla zopakovat a
pocitat vzdy pocet nakladenych vajicek samicemi. Sledovat pocet vajicek v prvnim
experimentu vsak nebylo tim hlavnim, co se zde sledovalo, proto se zaznamenavaly

pouze nakladené snasky.

Je zajimavé, ze zména hmotnosti slunécek se lisila mezi pohlavimi a dle
dostupnosti potravy, ale nebyl zde pozorovan vliv reflexniho krvaceni. Sato et al.
(2009) ukazali, ze pokud be&hem ctvrtého instaru zazilo slunécko vychodni
(Harmonia axyridis) reflexni krvaceni, pak dospélci vzesli z téchto larev méli nizsi
hmotnost. Kromé toho ukazali, ze pokles v hmotnosti byl viditelny zejména u samct,
ktefi byli dfive reflexné krvaceni. Ve svém experimentu, kde reflexnimu krvéaceni
byli podrobeni az dospélci, nebyl vliv reflexniho krvaceni prokazan. Zde je dle mého
nazoru rozdil ve vlivu reflexniho krvaceni zptisoben odlisnym stddiem. V prib&hu
ctvrtého instaru, kdy dochazelo k obrané¢ pomoci reflexniho krvaceni, musi jedinec
investovat maximum ziskané energie do rychlého ristu (larvalni vyvoj slunécek je
velmi rychly; Hodek et al. 2012), kdyz tuto energii nema, projevi se to mensi
velikosti v dospélosti. Kromé toho krvaceni pro nedospéla slunécka mohlo byt
mnohem vice stresujici neZ pro dospé€la. Obecné plati, Ze ndklady na chemickou
obranu u larev slunécka vychodniho vedou k snizené vyvojové rychlosti, mensi
velikosti a niz§i hmotnosti v dospé€losti (Sloggett et al. 2011). Dospéla slunécka také
mohou mit lepSi schopnost kompenzovat ztraty hemolymfy jejim zifedénim, jejich

hmotnost je tedy kompenzovana doplnénim vody do organismu.

Koncentrace hemocyti v hemolymf&€ neni stald. MlZe se zejména meénit
v zavislosti na fyziologické kondici jedince (Kodrik 2004). Jedinci, kteti se vyvijeji
za ptiznivych podminek, maji sviij imunitni systém v lepSim stavu, nez jedinci ktefi
se vyvijeji za neptiznivych podminek (napi. méné stravy, paraziti, infekce, nevhodna
teplota). Hladovéjici hmyz ma proto ¢asto snizenou funkci imunitniho systému a i

pocet hemocyti (Triggs et Knell 2012). V rozporu s timto tvrzenim nejsou ani mé
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dosazené vysledky. Slunécka, ktera nemeéla dostatek potravy, ukazuji propad
Vv koncentraci hemocytti ve své hemolymf&. Je patrné, zZe nedostatek potravy je pro né
vice stresujici, nez vystaveni reflexnimu krvaceni, jelikoz i slunécka, ktera nebyla
reflexné krvacena, ukazuji snizeni koncentrace hemocytli. Samotné reflexni krvaceni
také vede ke ztraté hemocyti (Knapp et al. 2018) a jelikoz mnozstvi hemolymfy
ztracené béhem reflexniho krvaceni mize byt znacné (pies 10 % télesné hmotnosti
slunécka; Holloway et al. 1991, de Jong et al. 1991), neni ptekvapivé, ze lze
pozorovat snizeni koncentrace hemocyti V dusledku opakovaného reflexniho
krvaceni i v mém experimentu. Je ziejmé, Ze spojeni hladovéni s reflexnim

krvacenim je pro slunécka velmi stresujici, coz se o¢ekavalo.

Z hlediska dalSich métenych fyziologickych parametri hemolymfy, meélo
reflexni krvaceni spoleéné s nedostatkem potravy negativni vliv na koncentraci
proteinii a antibakterialni aktivitu proti Escherichia coli a Micrococcus luteus.
Handke et al. (2013) zkoumali vliv krmenych / nekrmenych larev rodu Drosophila
na mnozstvi protein v hemolymf€ a zjistili, Ze koncentrace proteinti v hemolymfg je
zavisld na vyzivovém stavu larev. Larvy, které¢ nebyly krmeny, mély mnohem mensi
koncentrace proteint. Tento vysledek je vsouladu i svysledky, kterych bylo
dosazeno vV mé praci. Potrava je dle mého nazoru velmi dulezitd pro spravné
fungovani celého organismu. Navic dle vysledku je dilleZita i pro tvorbu proteint ¢i
pro funkéni antibakterialni obranu. Hlad spole¢né s vydavanim energie do reflexniho
krvaceni jsou podle mne vyznamnou zatézi pro slunécka. Kvili $patné kondici Si
slunécka nezvlddnou udrzet imunitni systém v dobrém stavu a V disledku tohoto

faktu je sniZzena antibakterialni aktivita hemolymfy.

Z vysledkd druhého experimentu je vidét, Ze az postupem Casu (6-12 dni) se
zacina objevovat vliv reflexniho krvaceni na pocet nakladenych vajicek (efekt vsak
zlstal v mém experimentu neprikazny). Je zde vSak zvlastni, ze 1 kontrolni samice,
tedy samice, které nebyly podrobovany reflexnimu krvaceni, postupné zacaly mén¢
klast. JelikoZ méli vSichni jedinci stejné podminky, nabizi se jen jediné vysvétleni,
které je potieba zdlraznit. Na pocatku experimentu byli jak samice, tak i samci, ktefi
zde byli pouziti, nachytani v pribéhu sezony ve volné piirod¢ na riznych mistech.
Neméla jsem proto zadné informace o fyziologickém stavu slunécek, a nevédéla
jsem, jestli jsou zdrava nebo ne. To se projevilo i na pocatku experimentu, kdy vétsi

pocet jedinct byl parazitovan vosickou Dinocampus coccinellae. Tento ptredpoklad
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by bylo vhodné vzit v potaz i v prvnim experimentu, kde se také presné nevédelo, jak

jsou slunécka stara a neexistovala ani informace o jejich fyziologickém stavu.

Pro odstranéni pochybnosti z hlediska stafi jedinct, které mohlo ovliviiovat
jejich reprodukéni schopnost ¢i umrti, se nabizi experiment zopakovat, ale ne s
odchycenymi jedinci z volné ptirody, nybrz s jedinci pochézejicimi z laboratorniho
chovu. Pro zajisténi standardizace dobrého stavu samct a samic, by bylo zapotiebi,
prvni generaci nachytat ve volné pfirod¢, ale do experimentu pouzit az jejich
potomky. Vajicka by byla od zacatku chovana ve znamych laboratornich
podminkach. Kromé zajisténi stejnych podminek pro vyvoj jedinci bych také
dosahla zamezeni nakazeni takto odchovanych jedincii parazitoidy ¢i patogeny. Stafi
vSech jedinci by bylo standardizovano a mohl by byt zkoumén i vliv reflexniho
krvaceni béhem pocatku zivota dospé€lce na pocatek reprodukce. Lze predpokladat,
jesté investuje znacné mnozstvi energie do vystavby svého téla (svaly, tukové téleso)
a budovani fungujictho imunitniho systému (Reficha et al. 2018). Reflexni krvaceni
by tak mohlo oddalit pocatek reprodukce u slunécek. Vysledky takto nastavené¢ho

experimentu by mohly byt vice priikazné a sndze interpretovatelné.
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4 Zavér

V této praci byl vramci dvou laboratornich experimenti zkouméan vliv
reflexniho krvaceni na slunécko vychodni (Harmonia axyridis). Predpokladanym
vysledkem bylo, Ze slunécka, kterd jsou podrobovéna reflexnimu krvaceni, budou

mit horSi vysledky ve sledovanych fyzioimunitnich pametrech a sniZzenou

reprodukéni kapacitu a prezivani.

Po vyhodnoceni vysledkli zprvniho experimentu, kde slunécka byla
vystavovdna 1 dalSimu fyziologickému stresu (hladu), se ukézalo, ze reflexni
krvaceni mé vyznamny vliv na pocet nakladenych sniiSek a na fyziologické
parametry jejich hemolymfy. Kromé reflexniho krvaceni se zde projevilo i ovlivnéni
nedostatkem potravy, ktery je v kombinaci s krvacenim pro slunécka velmi stresujici.
Ptezivani a zména hmotnosti slunécek se liSily dle dostupnosti potravy, ale u téchto
sledovanych parametrli nebyl prokazan vliv reflexniho krvaceni. U zmény hmotnosti

slunécek byl navic i rozdil mezi pohlavimi.

V druhém experimentu se po vyhodnoceni dat ukazalo, Ze opakované reflexni
krvaceni mé v pritbéhu experimentu jisty vliv na pocet nakladenych vajicek.
Pocetnost vajicek se zaCala S postupem casu a opakovanym reflexnim krvacenim
lehce snizovat, ale neni zde zjistén pritkkazny vliv opakovaného reflexniho krvaceni

na sniZzeni poctu nakladenych vajicek.

Tato diplomova prace ukdzala negativni vliv reflexniho krvaceni na né&které
sledované parametry u slunécka vychodniho, zejména v prvnim experimentu. Pro
zptesnéni vysledki vlivu reflexniho krvaceni na pocet nakladenych vajicek, ktery byl
zkouman ve druhém experimentu, by bylo zapotfebi experiment zopakovat za
standardizovanéjSich podminek. Pfi novém experimentu by méla byt slunécka, ktera
vném budou pouzita, od zacitku svého vyvoje odchovéna v laboratornich
podminkach. V takto nastaveném pokusu by se mél vliv reflexniho krvaceni na pocet
nakladenych vaji¢ek projevit silnéji, nemohl by byt maskovan vlivem neznamého

fyziologického stavu sledovanych jedincii (nachytanych ptimo z volné ptirody).
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6 Prilohy
Seznam piiloh:

Piiloha 1: Piipravné prace — vazeni, odebirani hemolymfy, poc¢itani hemocyta

pii zakladani experimentu (experiment ¢.1).
Piiloha 2: Slunécko v Petriho misce s identifika¢nim kédem (experiment €. 1).

Piiloha 3: Uvolnéna hemolymfa slunécka, které je prichyceno na lepici pasku

na Petriho misce (experiment ¢. 1 a 2).
Priloha 4: Pomucky pro odbér hemolymfy (experiment ¢. 1 a 2).

Priloha 5: Slunécka umisténa v Petriho misce s potravou, vodou a papirovou

harmonikou (experiment €. 2).

Piiloha 6: Odebrand hemolymfa ve sklenéné mikrokapilafe (experiment ¢. 1 a

2).
Priloha 7: Poc¢itani vajicek pomoci binokularni lupy (experiment ¢. 2).

Piiloha 8: Mensi sniiSka vajiek (experiment €. 2).

Priloha 1: Pfipravné prace — vaZeni, odebirani hemolymfy, pocitani hemocytl pii

zakladani experimentu (experiment ¢.1).
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Piiloha 3: Uvolnéna hemolymfa slunécka, které je ptichyceno na lepici pasku na

Petriho misce (experiment ¢. 1 a 2).
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Piiloha 4: Pomiicky pro odbér hemolymfy (experiment €. 1 a 2).

Priloha 5: Slunécka umisténa v Petriho misce

harmonikou (experiment €. 2).
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s potravou, vodou a papirovou



Piiloha 6: Odebrand hemolymfa ve sklenéné mikrokapilafe (experiment €. 1 a 2).

Piiloha 7: Pocitani vajicek pomoci binokuldrni lupy (experiment €. 2).

68



Priloha 8: Mensi sniiSka vajicek (experiment €. 2).
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