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Abstrakt

Prvni ¢ast této bakalarské prace obsahuje vypracovani literarni reserSe zaméiené na
téma vztahu mezi parazitoidy a jejich hostiteli. V reser$i je popsan zpusob zivota
parazitoidi, koevoluce parazitoid — hostitel, jejich mozna adaptace v ¢ase a popis
biologie druhu Dinocampus coccinellae.

Soucasti prace jsou i dva laboratorni experimenty zaméfené na uspéSnost
parazitace slunééek Harmonia axyridis luméikem D. coccinellae. V prvnim
experimentu bylo testovano, zda staii dospélcti lumcika a jejich krmeni ovliviiuje
chovani vici hostiteli a naslednou uspésnost parazitace. Prvni den po vykukleni byl
dospély lum¢ik postupné vlozen do péti Petriho misek
(v kazdé stravil po péti minutach). V piipravenych arenach byl vzdy samec
a samicka H. axyridis. Dalsi sada opakovani byla provedena s lumciky ve véku tii
dni, kteti predtim byli krmeni medem. Cilem bylo zjistit, zda lumcik projevuje
preferenci pro n&jaké pohlavi hostitele a zda snaha parazitovat hostitele klesa
s opakovanim experimentu (dal$im a dal$im nabidnutym parem hostitelr). Dale bylo
sledovano, zda tspésnost parazitace Souvisi S poctem utokt (vpich) luméikova
ovipozitoru na hostitele. Vysledky ukazuji tendenci lumcika preferovat samicky.
Usp&snost parazitace neni ovlivnéna jeho krmenim, vékem nebo podtem utoki
na dané slunécko.

Ve druhém experimentu bylo cilem zjistit, zda geograficka oblast ptuvodu
(Estonsko a Ceska republika) luméika D. coccinellae ovliviiuje uspé$nost vyvoje
parazitoida ve slunéckach H. axyridis. Vylihnuvsi se parazitoidi byli pak pouziti
v laboratornim experimentu, pifi kterém byla testovana usp&Snost vyvoje
v nabidnutych hostitelich (H. axyridis ptivodem zCR). Lumdéici pochazejici
z Estonska byli sebrani ze slunécek sedmitecnych, jelikoz H. axyridis se tam zatim
nevyskytuji. Bylo prokazano, ze geograficky puvod luméika vyznamné ovliviiuje
uspésnost parazitace H. axyridis. Z estonskych parazitoidii se nevylihnul ani jeden
lumcik dalsi generace. Naproti tomu mnoho ceskych populaci parazitovalo slunécka
H. axyridis uspésné. Vypada to, ze populace D. coccinellae vyskytujici se v Estonsku
skute¢né nejsou adaptované na invazni slunécko H. axyridis.

Jesté¢ pred deseti lety byl druh H. axyridis celosvétové povazovan

za nevhodného hostitele pro D. coccinellae. Nejnovéjsi studie ovsem poukazuji



na schopnost nékterych populaci D. coccinellae prekonat imunitni systém H. axyridis

VW

a uspésné tento druh parazitovat.

Klic¢ova slova: Harmonia axyridis, koevoluce, parazitoid, Gispé$nost vyvoje



Abstract

The first part of this Bachelor thesis consists of a literature review focused on
the relationship between parasitoids and their hosts. The literature review describes
the way of life of parasitoids, coevolution of parasitoids and hosts, their possible
adaptation over time and a description of the biology of braconid wasp Dinocampus
coccinellae. The second part of the thesis consists of two laboratory experiments
focused on the success of ladybird parasitization.

In the first experiment, it was investigated whether the age of adult
D. coccinellae and their feeding affects their behaviour towards the host and
subsequent parasitism success. On the first day after hatching, the braconid wasp was
gradually placed in five Petri dishes for five minutes. There was always one male and
one female Harmonia axyridis ladybird per dish. The aim was to find out whether
D. coccinellae prefers particular host sex for parasitation and parasitation rate is
affected by feeding or parasitoid age. Furthermore, I investigated whether the success
of the parasitism was attributed to the number of braconid wasp attacks. Results
showed that D. coccinellae slightly prefered females hosts. The success
of the parasite is not affected by its feeding, age or the number of attacks
(ovipositor inserts) to the focal ladybird.

In the second experiment, | investigated whether the geographical area
of origin (Estonia or Czech Republic) of D. coccinellae affected the success
of parasitoid development in H. axyridis ladybird. Both parasitoid were allowed to
lay eggs in H. axyridis hosts originated from the Czech Republic. Results indicate
strong effects of parasitoid origin parasitism success in H. axyridis. No braconid
wasp emerged for Estonian populations, while many offspring were produced
for Czech populations.

H. axyridis was historically considered a marginal host species for
D. coccinellae. Recent studies, however, indicate a possible adaption of some
D. coccinellae populations to overcome the immune system of H. axyridis

and parasitize this species successfully.

Keywords: Harmonia axyridis, coevolution, parasitoid, success evolution
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1 Uvod a cile prace

Parazitoidi a jejich hostitelé se vyskytuji po celém svéte a tvoii az 10 % popsaného
hmyzu. Jsou nedilnou soucasti mnoha fungujicich ekosystému. Lidé vyuzivaji jejich
sluzeb k biologické kontrole fady vyznamnych hmyzich skudct. Tato metoda je
velice efektivni hlavné z finan¢niho hlediska a mnohdy ma vétsi pfinosy nez
vyuzivani agrochemikalii ve formé pesticidii.

Parazitoidi svym zplGsobem zivota snizuji populaéni hustotu hostitele
v kratkém c¢asovém méfitku. Z pohledu evoluce jsou hostitelé a jejich parazitoidi
V neustalém zavod¢ ve zbrojeni. V ramci tohoto evolu¢niho konfliktu maji schopnost
ucit se novym vécem jak parazitoidi, tak hostitelé a nachazet nové moznosti, jak
svého neptitele prelstit.

Cilem této prace je vypracovat literarni reSer$i a pfiblizit téma vztahu mezi
parazitoidy a jejich hostiteli. Soucasti prace je obecny nahled do historie jejich
vztahu a koevoluce, a dale popis zivotnich cyklu parazitoidd i jejich vyznam pro
lidstvo. Teoreticka ¢ast se podrobn&ji zamétfuje na vztah lumcika Dinocampus
coccinellae a riznych druhti slunécek. Prace také nastini moznou adaptaci lumcika
na nového hostitele, slunécko vychodni (Harmonia axyridis).

Jeden zdalSich cild vychazi z experimentalni ¢asti mé prace. Prvni
experiment se zabyval ovéfenim, zda stafi dospélct lumcika a jejich krmeni
ovliviiuje chovani viic¢i hostiteli a naslednou uspéSnost parazitace. Soucasti tohoto
experimentu bylo otestovat, zda lumcik projevuje preferenci pro né&jaké pohlavi
slunééek a zda snaha parazitovat hostitele klesa s opakovanim experimentu. Nakonec
bylo sledovano, zda uspésnost parazitace souvisi s poctem ttokt na dané slunécko.

Druhy experiment (dalsi dil¢i cil) testoval mozny vliv pivodu lumcika
D. coccinellae pochazejicich ze dvou geografickych oblasti na Gspés$nost parazitace

slunécka H. axyridis.
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2  Teoreticka vychodiska

2.1 Definice parazitoid

Parazitoid je organismus, jehoz juvenilni stadium se vyviji na nebo uvniti hostitele,
jimz se zivi, a hostitele nakonec pfimo ¢ nepfimo  uUsmrti
(Lenteren & Godfray, 2005). Jsou vyjimky, kdy parazitoidi svého hostitele pouze
paralyzuji na cely proces vyvoje a po ukonceni bud’ piezije nebo zemfte. Vétsinou se
zde vyskytuje nejjednodussi paraziticky vztah, Ktery zahrnuje dva organismy, tedy
parazitoida a hostitele. Podle Townsenda (2003) ma parazitoid pouze jediného
hostitele, kterého typicky na konci larvalniho vyvoje zabiji. Existuji pfipady, kdy ma
parazitoid jako svého hostitele jiného parazitoida, tomu se fika hyperparazitoidismus,
zde jsou zapojeny tii razné druhy (Vinson, 1976).

Parazitoidi se rozdéluji na endoparazitoidy a ektoparazitoidy. Endoparazitoidi
se lihnout z vaji¢ek uvnitf nebo na povrchu téla hostitele. Poté se krmi a vyvijeji
uvnitt  t€la  hostitele. Ektoparazitoidi svého  hostitele  paralyzuji
(provede rodi¢ ¢i samotny prvni larvalni instar) a vyvijeji se na povrchu jeho téla
nebo v bezprostiedni blizkosti téla. Zivi se odsavanim télesné tekutiny pies pokozku
hostitele (Strand, 2014).

Parazitoidi jsou charakterizovani dvéma druhy vyvojovych strategii: idiobiont
a koinobiont. Vyvojova strategie idiobiont spoc¢iva v tom, Ze parazitoid zabranuje
jakémukoliv  dalsimu  vyvoji  hostitele nebo schopnosti jeho pohybu
(Desneux et al., 2009). Je to piedevsim z divodu, aby hostitel parazitoida neposkodil
pii pohybu nebo 1étani. Naopak koinobionti umoznuji hostiteli se dale vyvijet
a pohybovat se. Vétsina ektoparaziti jsou idiobionti a naopak endoparazitickou
strategii vyuzivaji koinobioti (Harvey et al., 2016).

Nékteti parazitoidi umi dokonce ovliviiovat chovani svého hostitele, tak aby

byla zvySena uspésnost vyvoje parazitoida. (Weinersmith, 2019).

2.1.1 Rozsiteni (Taxonomicky rozsah)

Celkem skupina parazitoidi tvofi az 10 % popsaného hmyzu (Vilhelmsen, 2003).
Prevazna vétsina parazitoida se vyskytuje v fadu Hymenoptera (blanokiidli), kde je
popsano okolo padesati tisic druht a Diptera (dvoukiidli), kde je popsano patnact

tisic druhti parazitoidi. Mezi blanok#idli patii napiiklad Ichneumonidae (lumkoviti),
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Braconidae (lum¢ikoviti) nebo Chalcidoidea (chalcidky)
(Aigbedion-Atalor et al., 2020). Z fadu Diptera jsou nejznaméjsi zastupci parazitoida
z cCeledi Tachinidae (kuklicoviti). Parazitoidi se napiiklad vyskytuji i v fadech
Coleoptera (brouci), Lepidoptera (motyli) nebo Neuroptera
(sitokiidli) - (Vilhelmsen, 2003).

2.1.2 Zivotni cykly

K rozmnozovani parazitoidi vyuzivaji tzn. ovipozitor, coz je trubicovy organ
vyuzivany ke kladeni nebo vstfikovani vajicek do hostitele (Vilhelmsen, 2003).
Samicka naklade vajicka dovniti téla (Casto nedospélého) hostitele, nebo do jeho
bezprostiedni blizkosti (Vansant, et al., 2019).

Dospélci volné 1étaji a zivi se napiiklad medovinou, pylem nebo nektarem
(Heimpel, 2019). Nezrala parazitoidni stadia jsou vSak smrtici, zivi se pfimo hostiteli
a zabijeji je. Zprvu se mohou Zivit nezivotné dulezitymi tkanémi, takze hostitel neni
zabit, ale nakonec se dostanou az k zivotn¢ dilezitym organtim, coz je pro né€j smrtici
(Lenteren & Godfray, 2005).

Parazitoidi prochazeji aplnou metamorfozou. Jedna se o cyklus, kde hmyz
prochazi ¢tyfmi stadii vyvoje: vaji¢ko, larva, kukla a imago nebo dospélec. Z vajicek
se prvn¢ lihnout larvy, které se dospélci nepodobaji vzhledem ani tvarem. Larvy
prochazeji nékolika stadii az se nakoneC zakukli a vylihne se dospély jedinec
(imago), ktery je schopny se dale rozmnozovat (Thompson, 2021).

Jejich zivotni cykly jsou tuzce spjaty s zivotem hostitele. Parazitoidi hledaji
vhodného hostitele nejéastéji pii jejich pohybu nebo kdyz jsou také aktivni
(Thompson, 2021). Pti svém hledani jsou velmi dasledni. Dospélé samicky pouzivaji
chemické stopy hostitele k jeho nalezeni. Dokazi si diky tomu najit vhodného
hostitele, i kdyZ je jeho hustota populace zrovna mala (Weinersmith, 2019).

Napftiklad lumek Dolichomitus mesocentrus hleda v kmenech stromu larvy
broukut, zejména Cerambycidae (tesafiki). Diky svému dlouhému kladélku naklade
na larvu tesatfika vajicko. Z vajicka se za par dni vylihne larva. Larva lumka
postupné¢ béhem pribéhu vyvoje zkonzumuje larvu tesafika. Parazitoid potom
piezimuje jako larva a az na jate se zakukli. Dospéli jedinec se lihne na prelomu

kvétna a ¢ervna (Zwakhals, 2010).
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2.1.3 Vyznam pro lidstvo

Parazitoidi jsou klicovymi druhy pro biologickou kontrolu mnoha druhd hmyzich
Skidct (Waage & Hassell, 1982). Poskytuji tak zemédélcum cenné ekosystémové
sluzby. Zeméd¢€lci je vyuzivaji jako piirozené nepiatele skudct, které chtéji
omezovat. To casto znamend umyslné vypousténi odchovanych parazitoidi na
uréeném mist¢ a cilem je regulace pocetnosti Skidct na dané lokalité
(Scheiner & Martin, 2020). Tato metoda je velice efektivni hlavné z finan¢niho
hlediska, mnohdy ma i nékolikrat vétsi pfinosy oproti vyuziti agrochemikalii ve
form¢ pesticida. Z hlediska zivotniho prostiedi je vyuziti pfirozenych nepratel
I daleko udrzitelngjsim ptistupem, jelikoz parazitoidi jen vyjimecné Skodi necilovym
organismum (Stanley & Preetha, 2016).

Zajimavé je, ze nékteré druhy rostlin umyslné produkuji chemické latky,
které lakaji parazitoidy do jejich bezprostiedni blizkosti. Zajistuji si tak ochranu pied
herbivornim  hmyzem, ktery by je mohl poskodit nebo  zahubit
(Scheiner & Martin, 2020).

Bioagens je ptipravek na piirodni bazi. Vyskytuji se zde organismy raznych
druhd (bakterie, houby apod.) a nedilnou soucasti jsou i parazitoidi. Veskeré tyto
slozky maji za tkol eliminovat pocetnosti skudca (Gal et al., 2020). Vsichni
parazitoidi a veskeré zbylé slozky vyuzivané k biologické ochrané pfirody musi byt
registrovany v seznamu  registrovanych  pfipravkd v ochrané¢  rostlin
(Gaigher et al., 2015).

Nevyhodou biologické ochrany rostlin je casova naroCnost a vétSinou
nemoznost kombinace s pesticidy. Proces je ¢asové daleko delsi nez u pouziti
chemikalii, za to ale bude mit dlouhodobé&jsi vysledky (Gaigher et al., 2015). Mnoho
parazitoidi je citlivych na bézné€ pouzivané insekticidy, zejména na Sirokospektralni
toxiny (Stanley & Preetha, 2016). Insekticidy kromé smrticich G¢inkti maji za
nasledek i subletdlni ucinky, které jsou pozorované u piezivSich parazitoidii a maji
vliv na jejich reprodukci a pomér pohlavi potomku (Teder & Knapp, 2019).

Pred jakymkoliv vysazenim parazitoida musi byt znam druh skidce, ktery
bude huben. Dulezita je také znalost jeho bionomie, coz zahrnuje zpusob vyzivy,
rozmnozovani nebo vhodné prostiedi pro zivot. V neposledni fadé by se mélo dat

pozor na predchozi chemizaci a zcela ji vyloucit, popiipadé co nejvice omezit
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(Grasman et al., 2001). Spravné nacasovani aplikace danych parazitoidd na sktdce je
klicova (Waage et al., 1982).

z nad¢eledi Ichneumoniedae (lumkoviti), jejichz nedilnou soucast potravy tvoii
housenky motyld a mur. Dale c¢eled Braconidae (lumcikoviti), tzce piibuzny
z Ichneumoniedae, ktefi Gito¢i na velké mnozstvi jiného hmyzu, véetné msic. Casto
vyuzivanymi parazitoidy jsou také vosy z nadceledi Chalcidoidea, které parazituji na

vejcich a larvach msic a molic (Aigbedion-Atalor et al., 2020).

2.2 Koevoluce parazitoid — hostitel

Parazitoidi, podobn¢ jako predatofi snizuji populac¢ni hustotu hostitele v kratkém
¢asovém méfitku. Interakce mezi nimi vsak neni jediny faktor ovliviujici populacni
dynamiku. Jsou to naptiklad rizné faktory prostiedi, jako je klima, stanovisté nebo
zdroje potravy (Hackett-Jones et al., 2008).

Parazitoidi se dokazou prab&ézné ptizpusobovat novym podminkam
a hostitelim (naptiklad: prodluzovani kladélka ¢i zvySeni jeho pevnosti). VéEtSina
parazitoidi je vysoce specializovana na urCity druh hostitele hmyzu
(Forbes et al., 2018) a ma tedy vrozenou schopnost zachytit chemické stopy hostitele.
Kromé chemickych podnéti pouzivaji nektefi parazitoidy i zvukové, vizualni nebo
zvukové signaly hostitele (Gross, 1993).

Z pohledu evoluce jsou parazitoidi a hostitelé v neustalém zavodé ve
zbrojeni, ktery sahda od imunitnich odpovédi po ruzné strategie chovani
(Dicke et al., 2020). V ramci tohoto evoluéniho konfliktu maji schopnost ugit se
novym vécem jak parazioidi, tak hostitelé (Leavell et al., 2019). Pf¥ikladem muze byt
zména Chovani parazitoida a hostitele v dusledku klimatickych zmén
(Snell-Rood et al., 2019).

Ve chvili, kdy parazitoid hostitele nalezne, nasleduje behavioralni,
morfologicka, fyziologicka nebo imunitni obrana hostitele (Gross, 1993). Pro
hostitele je vzdy vyhodnéjsi vyuzit soucasné vice typa obrany (Weseloh, 1976).
Pii interakci hostitele parazitoida hraje dalezitou roli i fenologie. Spravné nac¢asovani
vyvoje (kladeni sntsky) je pro parazitoida klicové. Kromé uspéSného nakladeni
vajic¢ek, spravné nac¢asovani parazitoidim pfinasi moznost koexistence vice druhti na

jediném hostiteli (Hackett-Jones et al., 2008).
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Nasonia vitripennis je znamy parazitoid Musca domestica (moucha domaci).
Je to mala chalcidoidni vosa, ktera napada kukly mouchy domaci a dalsi ztadu
Diptera. Za dlouhé obdobi n¢kolika experimentd Pimentel et al. (1963) zkoumali
koevoluéni interakce hostiteld a parazitoida v laboratornich podminkach. Hlavni
zména, ke které doslo béhem experimentd byla, Zze hostitelské kukly se staly tézsi
a silngjsi. Kukla mouchy celkové stravila kratsi dobu ve zranitelné fazi zivotniho
cyklu. Robustngjsi kukla je jasné obranné piizptisobeni proti vose. Kratsi obdobi
kukly odpovida teoriim z minulosti, ze vyvoj by se mél zrychlil v priabéhu Zivotnich
fazi, kdy rizika  Gmrtnosti  zapfiCinéné  parazitoidy = jsou  vysoka
(Pimentel et al., 1963).

Teorii tritrofickych interakci predstavili Price et al. (1980). Popsali
vzajemnou komunikaci mezi tfemi organismy: rostlinou, bylozravcem
a souvisejicimi pfirozenymi nepiateli, vCetné predatort Clenovci a parazitoidi
(Price et al., 1980). Tritroficka interakce je schopnost rostliny si za pomoci vonnych
latek ptivolat na pomoc parazitoida, aby napadl fytofagni hmyz, ktery ji poskozuje.
Po napadeni a poskozeni rostliny fytofagnim hmyzem uvolfiuji smés vonnych latek,
nazyvanych tékavé latky vyvolané bylozravei (HIPV). Tyto latky piisobi bud’ jako
repelenty bylozravei (Landolt, 1993; Signoretti et al., 2012), nebo jako atraktanty
pro parazitoidy (Anderson & Alborn, 1999; Shiojiri & Takabayashi, 2003). Bylo
prokdzano, Zze HIPV pfitahuji vice nez 30 druhl parazitoidi, vcetné nékolika
zastupcu cCeledi Braconidae (Hymenoptera) - (Geervliet et al., 1996). Vzhledem
k potencialni uzite¢nosti parazitickych vos pro hubeni sktdcl, pochopeni ¢ichovych
mechanismu, kterymi bylozravci a parazitické vosy detekuji rostlinu, by mohlo
usnadnit  vyuziti  parazitoidd  k0¢inné  ochrané  péstovanych  rostlin
(Guo & Wang, 2019).

2.2.1 Kvalita hostitele

Pokud parazitoid naklade vaji¢ka do hostitele, ktery byl jiz parazitovan, je ohroZeno
preziti, nebo pocet a kvalita vzniklych potomkti. Obsazenost hostitele tak ma piimy
vliv na dalsi vyvoj parazitoida (Van Alphen & Nell, 1982). Z tohoto divodu hraje
velkou roli schopnost parazitoida rozpoznat, zda byl dany hostitel jiz napaden.
Odmitnuti hostitele parazitoidem, ve kterém objevil vajicka jiného jedince

(respektive jeho stopy) se nazyva diskriminace hostitele. Tento jev je rozsifen mezi
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parazitoidy z fadu Hymenoptera (Hofsvang, 1988). Diskriminace hostiteltl je bézna
i u nadceledi Chalcidoidea.

Parazitoidi ¢asto ovliviuji i chovani hostitele, vétSinou ve stylu manipulace.
Cilem behavioralni manipulace muize byt snizeni predac¢niho tlaku na parazitoida
(Tanaka & Ohsaki, 2006), nebo zména vnitiniho prosttedi hostitele
(Kaeslin et al., 2005). K tomu, aby se zména v chovani hostitele mohla povazovat za
adaptaci parazitoida, musi jeho pfitomnost v téle hostitele zvySovat pravdépodobnost
jeho dalsiho pienosu a vyvoje (Weseloh, 1976). Neni vzdy snadné urcit, zda se jedna
0 umyslnou manipulaci ze strany parazitoida nebo pouze o reakci hostitele na vyvoj
parazitoida (Leavell, et al., 2019).

Parazitoidi z c¢eledi Ichneumonidae a Braconidae pouzivaji k ovlivnéni
hostitele mimo jiné i symbiotické viry. Jedna se o polyDNAVviry, které se mnozi
v buiikach vajeéniki samicky (Kaeslin et al., 2005) a jsou aplikovany pii kladeni
vajicek, které po urcitou dobu zajist'uji pasivni ochranu vajicek pted imunitni reakci
hostitele. Tyto symbiotické viry jsou naprosto klicové pro Gspé$ny Zivotni cyklus
parazitoida (Asgari & Schmidt, 1994).

2.3 Parazitoid slunécek Dinocampus coccinellae

Dinocampus coccinellae je parazitoidni lumcik, ktery patii do fadu Hymenoptera,
¢eledi Braconidae a rodu Dinocampus. Nejcastéji parazituje na slunéckach z tribu
Coccinellini. Dospéli D. coccinellae maji prihlednd membranova kiidla. Pfedni
ktidla jsou delsi nez ta zadni (Silva et al., 2012). Dospély lumcik je velmi drobny
a Vv prirod¢ jen ziidka pozorovatelny.

Do téla hostitele (slunécek) vkladaji vajicka pomoci ovipozitoru. Ovipozitor
neboli kladélko je vyuzivano nékterymi druhy hmyzu ke kladeni vajicek
(Vansant, et al., 2019). Zajimavé je, Ze pteziva ve stadiu kukly (vytvoieni kokonu)
pod télem paralyzovaného hostitele. Hostitel je paralyzovany, aby slouzil jako
ochrana parazitoida pred predaci (Geoghegan et al., 1998).

Laboratorni studie dle Wright et al. (1979) pozorovala pafeni parazitoidd,
potomci puvodnich parazitoidid byly zde pouze samicky. Samecci byli pozorovani
jen velmi ziidka. Samecéek ma stihlejsimu a celkové drobnéjSimu télo, nez samicka

a byva tmavsi barvy. Samecek nema ovipozitor (Koyama et al., 2007).
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Dosavadni tdaje o parazitismu a vyskytu D. coccinellae u né¢kolika druha
slunécek naznacuje, ze lumcik preferuje vétsi druhy slunécek jako hostitele, protoze
pravdépodobné¢ poskytuji dostacujici potravni zdroje pro vyvoj larvy
(Ceryngier et al., 2017).

V Evropé¢ je nejbéznéjsim druhem lumcika Slunécko sedmiteéné
(Coccinella semptempuncatata) - (Obrycki et al., 1985). Nejmensi hostitelé,
Hippodamia parenthesis produkovali nejmensi dospélé lumcéiky. Stejné tak nejvetsi
hostitelé (Coccinella septempunctata), dokazali produkovat nejvétsi lumciky
(Ceryngier et al., 2017).

Lumc¢ik neni novym parazitoidem ani pro slunécko vychodni, oba druhy se
spoleéné vyskytuji v puvodnim arealu Asie. Zde je povazovan za Okrajového
parazitoida slunécka vychodniho (Koyama & Majerus, 2007). Nové naméiené
hodnoty v ¢eské populaci Harmonia axyridis udavaji daleko vé&tsi parazitaci
lumc¢ikem nez populace sesbirané kdekoliv jinde po celém svété. Tyto vysledky
poukazuji na adaptaci stfedoevropské populace D. coccinellidae na H. axyridis.
Vysoka troven parazitismu ukazuje na moznost redukce invazniho druhu slunécka
pomoci pfirozenych nepratel (lumcika). K ovéteni hypotézy jsou potieba dalsi

laborotni vyzkumy (Knapp et al., 2019).

2.3.1 Zivotni cyklus Dinocampus coccinellae
Dinocampus coccinellae zahajuje parazitismus uz jednu hodinu po svém vylihnuti
z kukly. Lum¢ik preferuje a daleko 1épe reaguje na hostitele v pohybu. Hned co
spatfi hostitele, tak se snazi dostat do jeho bezprostiedni blizkosti. Pohybuje
zadeckem dopiedu a dozadu. Vajicka do téla hostitele vklada pomoci ovipozitoru.
Vajicka musi vlozit do jakékoliv nechranéné casti téla slunécka. Kazdy tento pokus
neni pro luméika uspésny, proto ho vétsinou opakuje na jednom hostiteli nékolikrat.
Ovsem v téle vybraného hostitele se vyviji vzdy jen jedna larva (Silva et al., 2012).
Larva se zivi Caste¢né burnikami, tzv. teratocyty. Jsou to jeji vlastni buiky
poslané do hemolymfy hostitele, z nichz ziskava ziviny (Strand, 2014). Dal§im
zdrojem pro larvu mohou byt tukové zasoby hostitele, které mu slouzi jako zasobarna
zivin. Studie dale ukazaly, Ze reakce vyvolané ptitomnosti D. coccinellae v téle
hostitele muze vyvolat zvysené ukladani energetickych zdroju v téle. Zvysuje to

pravdépodobnost preziti lumcika pies zimu v hostiteli (Ceryngier et al., 2017).
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Inkubaéni doba larvy lumcika uvnitt téla slunécka je 18 — 27 dni. Larvy v téle
hostitele prodélavaji 3 instary. V prvnim instaru jsou vybaveny velkymi kusadly,
kterA  pouzivaji Kk  zabijeni  jinych vajec a larev v hostiteli
(nejsilngjsi larva vyhrava svého hostitele). Jsou zlutavé barvy, valcovita a mirné
zplostéla, bez nohou, ale s vyraznou hlavou (Balduf, 1926; Strand, 2014). Kdyz je
larva pripravena k zakukleni, tak zpisobi paralyzaci hostitele a z t€la se dostava
pomoci kusadel v zadni ¢asti téla. Paralyzaci zpusobuje vir RNA pojmenovan DcPV.
Viry se nejdiive mnozi v téle larvy a pozdé&ji se dostavaji i do téla hostitele.
Paralyzuji jeho nervové bunky. Slunécko je pii zivoté, ale nemlze se pfili§ hybat
(Dheilly et al., 2015). Larva se béhem par hodin zakukli do kokonu pfipevnéném na
spodni strané téla slunécka pomoci vyprodukovanych vlaken
(Geoghegan et al., 1998). Aposematické zbarveni hostitele zajist'uje larvé lumcika
jesté veétsi bezpeci. Studie z roku 2011 prokazala, ze parazitoidni kokony, kterych se
ucastnilo zivé a manipulavané slunécko, utrpély mensi predaci nez samostatné
kokony nebo kokony pod mrtvymi slunéckami (Maure et al., 2011).

Slunécko se probere z paralyzace az po nékolika dnech, kdyz vir RNA
vymizi. Ktomu dochazi az po vylihnuti dospélého Iumcika z kukly
(Dheilly et al., 2015). Zda slunécko ptezije napadeni parazitoidem zavisi na mnoha
faktorech. Naptiklad u druhu Harmonia axyridis jsou Casté ptipady, ze slunécka ziji
svij zivot nadale. Na druhou stranu existuji pripady, ze vyvoj larvy lumcéika v téle
hostitele byl pro ng& tak drasticky, Ze hostitel na nasledky umira
(Ceryngier et al., 2017). Terénni experiment zroku 2016 naznacuje, ze osud
parazitovanych slunécek souvisi také s dostupnosti potravy. Slunécka, kterd se zivi
msicemi nebo kombinaci msSic a pylu se CcCastéji zotavuji z parazitismu
(od 65 % do 81 %) nez ty, které se zivi pouze pylem (Maure et al., 2016). Lum¢ik
ma obvykle za jednu sezénu dvé nebo tii generace a nejéastéji piezimuje jako larva

prvniho instaru v hostiteli (Majerus, 1997).

2.3.2 Hostitelska vazba

Dinocampus coccinellae je druh, schopny parazitovat asi 50 druhi slunécek v
raznych klimatickych podminkach na celém svété (Koyama et al., 2007). Nejcastéji
parazituje tribus Coccinellini (Hoogendoorn & Heimpel, 2002).
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Prevalence parazitismu se u hostitelskych druhu 1isi (Majerus, 1997), ato i v
ramci konkrétniho hostitelského druhu. Lumcik prednostné uto¢i na dospé€lé jedince
druhti slunécek spise nez na nedospéla stadia (Geoghegan et al., 1998), ale
laboratorni studie zdokumentovala, ze se dokaze vyvijet i na larvach nebo kuklach
slunécek (Vansant et al., 2019). D. coccinellae si jako své hostitele ¢astéji vybira
vétsi druhy Coccinellidae (Silva et al., 2012). Ve volné piirod¢ si castéji lumcik
vybira samicky slunécek. Samicky byvaji vétsi a hmotnéjsi nez samecci, a to
poskytuje parazitoidam vétsi zdroje pro larvu (Barron & Wilson, 1998). Krom¢ toho
larvy D. coccinellae v téle samic¢¢iho hostitele, mohou byt schopny vyuzivat zdroje
z vajecnikti a tukovéhé téla, zatimco u samecklt mohou energii Cerpat pouze

z tukového t¢la (Geoghegan et al., 1997).

2.4 Biologie druhu Harmonia axyridis

Harmonia axyridis je vicebarevny asijsky brouk. Pochazi ze stfedni a piedevs$im
vychodni Asie (Chapin et al., 1991). Cela taxonomicka historie H. axyridis je
pomérn¢ komplikovana a dlouha. V roce 1773 byl tento druh pivodné popsan jako
Coccinella axyridis Pallas. V soucasné dobé nese kone¢ny nazev H. axyridis a je
umistén v tribu Coccinellini z rodiny Coccinellidae (Roy et al., 2016). Da se setkat
s celkem béznym nazvem halloweensky brouk. Tato ptezdivka nejspiSe pochazi
z masivnich migraci H. axyridis, ke kterym dochazi kolem Halloweenu
(tj. koncem fijna v Severni Americe) - (Verheggen et al., 2017)

Zbarveni slunécek je vysoce variabilni. Hlava mtze byt ¢erna, Zluta nebo
Cerna se zlutymi znaky. Obecné se barvy krovek mohou pohybovat od Zluté,
oranZzové po Cervenou barvu. Pocet skvrn je také variabilni. Od zadné az po
devatenact cernych skvrn na krovkach (Chapin & Brou, 1991). Barevny
polymorfismus H. axyridis je dédi¢ny a pravdépodobné spojeny s fadou nékolika alel
(Osawa, 1993).

Cerstvé nakladena vajicka jsou svétle Zluté barvy a postupem ¢asu se zméni
na tmavsi Zlutou. Pfiblizné 24 hodin ptfed vylihnutim larev se cela snuska vajicek
zbarvi do Sedocerné barvy. Instary mohou byt relativné snadno odlisitelné na zakladé
zbarveni a velikosti (Chapin & Brou, 1991).
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Obr. 1: Prvni instar larvy Harmonia Obr. 2: Druhy instar larvy Harmonia
axyridis (American insects, 2020) axyridis (Martin, 2016)

Obr. 3: Treti instar larvy Harmonia Obr. 4: Ctvrty instar larvy Harmonia
axyridis (Martin, 2016). axyridis (American insects, 2020)

Stejné jako u ostatnich druhtt podéeledi Coccinellinae, dochazi na konci
¢tvrtého instaru k zakukleni. Exuvie neboli svlecka z posledniho svlékani larvy
zustava pripojena k zadnimu konci kukly. Kukla je diky tomu ptipevnéna k substratu
(typem tzv. kukla mumiova) - (Chapin et al., 1991).

Zda se, ze kanibalismus hraje dtlezitou roli v popula¢ni dynamice H. axyridis
(Osawa, 1993). Wagner et al. (1999) prokazali, Ze kanibalismus mezi slunéckem
vychodnim je dédi¢ny a existuje variabilita mezi liniemi. Intenzita kanibalismu se
zda byt nepfimo tmérna hustoté msic (Wagner et al., 1999). Piiblizné 50 procent
kanibalismu je na sntskach vaji¢ek (Osawa, 1993).
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Druh byl piedstaven jako prostiedek biologické kontroly msic a kokcidnich
skudct, nejprve v Severni Americe a pozdéji v Evropé (Koch, 2003). Z né¢kterych
ptirozenych biotopti zacalo slunécko vychodni vytlatovat puvodni druhy slunécek.
Velmi rychle se zacalo §ifit po celych Spojenych Statech. Svéd¢i jim teplé a slune¢né
pocasi, jehoz v poslednich letech ptibyva. V Evropé bylo zamérné vysazovano od
zaatku osmdesatych let a v Cesku se invazni forma objevila az v roce 2006.
Poslednich nékolik let se $ifi nekontrolovatelné (Berkvens et al., 2010).

Diky své nadprimérné schopnosti likvidovat mSice a rychlé reprodukci, se
stalo slunécko oblibenym pfirozenym neptitelem Skidct vysazovanych na polich
a v sadech (Zaviezo et al., 2019). Bohuzel slunécko vychodni je schopné vytvaret
konkuren¢ni tlak i na nase pavodni druhy slunécek, jako jsou slunécko sedmite¢né
(Coccinella septempunctata) nebo slunécko dvojtecné (Adalia bipunctata). Diky
tomu, Ze je invazni druh daleko Zravéjsi a plodnéjsi. Invazivni uspéch H. axyridis byl
z casti prisuzovan slabé populaci pfirozenych neptatel, jako jsou predatofi,

parazitoidy nebo paraziti (Gegner et al., 2018).

2.4.1 Imunitni systém Harmonia axyridis

Harmonia axyridis ma nékolik obrannych mechanismi, které ji chrani pied
piirozenymi neptateli. Bunéfnou imunitu 2zajistuji hemocyty. Jsou to bunky
zprostiedkujici  imunitni  reakce  hostitele na  cizi  negativni  vlivy
(napt. parazity, patogeny nebo inertni material) - (Firlej et al., 2012). Koncentrace
hemocyti se méni béhem ontogenetického vyvoje. Ortogeneze je vyvoj jedince,
ktery obvykle zac¢ina oplodnénim vajicka. Tento proces byl zkouman u H. axyridis,
u kterého byla nejnizsi koncentrace hemocytti nameéfena v larvalnich stadiich. Béhem
ortogeneze se koncentrace hemocytii zvySovala (Reficha et al., 2018). Béhem vyvoje
H. axyridis se zvysSovalo také mnozstvi proteinii pfitomnych v hemolymfg, které
napoméhaji k humoralné zalozenym imunitnim reakcim (Reficha et al., 2018).

V hemolymfé slunééek vychodnich se také tvofi silny alkaloid
harmonin. Diky tomu ma pravdépodobné hemolymfa velmi silné¢ antibakterialni
ucinky, a to muze zvysovat schopnost odolavat pfed nékterymi patogeny
(Beckert et al., 2015).

Studie naznacuji, ze imunitni systém H. axyridis je schopen eliminovat velky

podil vajec Dinocampus coccinellae (Firlej et al., 2012). D. coccinellae neni schopen
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rozpoznat hostitele na zakladé jejich vhodnosti. Samice kladou podobny pocet vajec
do vhodnych i nevhodnych hostiteli (Ceryngier et al., 2017).

2.4.2 Parazitace Dinocampus coccinellae v téle Harmonia axyridis

Béhem terénniho pruzkumu v Belgii v roce 2005 byli nalezeni tfi dospélci Harmonia
axyridis, kteti byli uspé$né parazitovani parazitoidem Dinocampus coccinellae, coz
piedstavuje prvni zminku 0 lumcikovi parazitujicim naH. axyridisv Evropé
(Berkvens et al., 2010).

Parazitoid napadal dospélé a ¢tvrté instary slunécek castéji nez kukly, nebo
tieti instary (Vansant et al., 2019). H. axyridis by na zakladé¢ své velikosti méla patfit
k idealnimu druhu pro lumcika (Obrycki et al., 1985; Ceryngier et al., 2017). Terénni
data ovsem naznacuji, ze v souladu s pfedchozimi studiemi je H. axyridis okrajovym
hostitelem pro D. coccinellae a to i ve svém puvodnim arealu. Proto je dopad
parazitoidi na populaci exotickych brouki v soucasné dobé minimalni
(Hoogendoorn & Heimpel, 2002).

Vyskyt parazitace lumcika se zde objevuje daleko méné nez u ostatnich druht
slunécek stejné velikosti (Ceryngier et al., 2017). Muze to souviset s tim, ze lum¢ik
nebyl jesté na invazni H. axyridis adaptovan (Knapp et al., 2019). Tento jev je také
pfisuzovan neschopnosti lumcika piekonat imunitni obranu H. axyridis
(Firlej et al., 2012).

Nedavny vyskytdruhu D. coccinellae v ceskych populacich slunécka
H. axyridis je mnohem vyss§i v porovnani s invazivnimi populacemi odebranymi
jinde na celém svété. K ovéfeni hypotézy, Ze se stiedoevropské populace D.
coccinellae adaptovaly na vyuziti H. axyridis jako svého vhodného hostitele, jsou
nutna dalsi experimentalni data (Knapp et al., 2019).

Studie z roku 2016 ukazuje vétsi parazitaci lumc¢ikem u H. axyridis oproti
Coccinella septempunctata. Vyskyt lumcika u spolecné se vyskytujicich populaci
H. axyridisa C. septempunctata naznacuje, ze lumc¢ik tyto dva druhy od sebe
nerozlisuje (Roy et al., 2016).
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3 Metodika

3.1 Experiment ¢. 1

3.1.1 Priprava experimentu
Cela experimentalni ¢ast probihala na Fakulté Zivotniho prostiedi Ceské zemédélské
univerzity v ekofyziologické laboratoii D414. Pod dohledem Ing. Michala Refichy
a Ing. Michala Knappa, Ph.D.

Prvni cast tohoto experimentu zacala sbérem snuSek vaji¢ek Harmonia
axyridis. Vajicka byla sbirdna na piclomu bfezna a dubna roku 2020. Pro ucely
experimentu byla vychovana vlastni slunécka, aby se dal vyloucit vliv véku nebo
mozné parazitace druhem Dinocampus Coccinellae v piirodé. Lokalita sbéru vajicek
se nachézela v blizkosti FZP — CZU v Praze. Snasky byly sbirany na spodni strané
listnatych stromt a mensSich keit. Celkové bylo posbirano 30 snusek. Kazda snuska
byla v laboratoti vlozena do samostatné Petriho misky. Lihnuti larev prvniho instaru
mnohdy trvalo i tyden. Tésné pied vylihnutim cela sntska vajicek ztmavla. V tu
chvili byla do Petriho misky pfidana vaticku s vodou a krmeni. Jako krmeni se
podavala vaji¢ka zavije¢e moucného (Ephestia kuehniella).

Larvy druhého instaru byly rozdéleny do Petriho misek po péti jedincich.
Pravidelné byla dopliovana voda a potrava, aby nedochazelo ke kanibalismu. Jednou
za tyden byla ménéna cela Petriho miska a larvy se davaly do uplné novych a Cistych
misek. Na konci ¢tvrtého instaru se larvy zakuklily a po vice nez tydnu se vylihnuli
dospélci.

Dospélci byli za pomoci binokularni lupy rozdéleni na sami¢ky a samecky
a vlozeni do Petriho misek maximalné po deseti jedincich. Jednou za dva dny jim
byla dopliiovana voda a krmeni.

V druhém kroku ptiprav bylo v ptirodé sesbirano velké mnozstvi dospélych
slunécek, u kterych se v laboratofi sledovalo, zda jsou parazitovani lumciky druhu
D. coccinellae. Slunécko, pod kterym se objevil kokon Iumcika bylo ihned

separovano od ostatnich.
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Obr. 5: Slunécko Harmonia axyridis s kokonem

lumcika Dinocampus coccinellae (Baugnée, 2018)

3.1.2 Pribéh experimentu

V den po vylihnuti lum¢ika bylo piipraveno testovaci prostiedi (pét Petriho misek).
V kazdé byl ptipraven jeden samecek a jedna samicka slunécka. Lumcik byl vlozen
do prvni misky a byl stopovan ¢as péti minut. Bylo pozorovano a zapisovano, kdy
a kolikrat luméik do slunécka pichnul kladélkem. Také bylo sledovalo, na jaké
pohlavi lum¢ik utocil. Postupné byl lum¢ik vlozen do prvni az paté Petriho misky. Po
poslednim opakovani byl lumc¢ik separovan a byl mu ptidan do misky vatovy
tamponek namoceny ve vodé s medem. Lumcik byl takto v klidu dva dny. Pouzita
slunécka byla rozdélila do samostatnych Petriho misek a byla jim pfidana potrava
s vodou. Slunécka byla pozorovana v nasledujicich péti tydnech, zda byla parazitace
uspésna a vylihne se z nich luméik druhé generace ¢i nikoliv.

Tteti den se pfipravilo pét novych Petriho misek, do kterych byl ptipraven
vzdy jeden novy samecek a jedna samicka slunécka. Cely experiment byl opakovan
stejné jako prvni den. Lumcik byl postupné vkladan do prvni az paté misky na pét
minut. Vzdy bylo sledovano, kdy a kolikrat lum¢ik pichnul samicku nebo samecka.
Po dokonéeni patého opakovani byl luméik vlozen do malé Eppendorfky
s 96 % ethanolem a byl spole¢né se slunéckem, ze kterého se vylihnul uskladnén do
mrazaku. Infikovana slunécka byla rozdeélena do samostatnych Petriho misek
a pozorovana dalSich pét tydna. Cely tento proces byl opakovan s dvaceti lum¢iky
a celkem 400 slunécky H. axyridis.
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3.1.3 Analyza dat

Veskera data byla analyzovana ve statistickém programu R (version 3.6.2., 2020)
a byly ktomu pouzity zobecnéné linearni smiSené modely, funkce ,,glmmPQL*.
Celkem bylo vytvofeno pét modeld.

Prvni model byl zaméfeny na vliv replikace infikovani a efektu prvniho
a tietiho dne stafi lumcika na uspésnost parazitace. Jako zavisla proménna bylo
zvoleno vylihnuti/nevylihnuti jedince Dinocampus coccinellae z infikovaného
slunécka. Nezavislé proménné byly celkem tfi. Jedna z nich byla proménna stav
lum¢ika (lumcik stary jeden den a bez krmeni/lumcik stary 3 dny s krmenim). Druha
nezavisla proménna byla replikace infikovani (1. - 5. Petriho miska) a posledni bylo
pohlavi slunécka (samicka/samecek). Jako nahodny efekt bylo zvoleno ID jedince
luméika. Model byl doplnén parovymi interakcemi mezi hlavnimi proménnymi. Bylo
zde pouzito binomické rozdéleni.

Druhy model byl stejné jako prvni zaméfeny na vliv replikace infikovani
a efektu prvniho a tfetiho dne stafi lumcika na uspésnost parazitace. Jako zavisla
proménna byla tentokrat zvolena Efekt_ano/Efekt_ne (Zda se lumcik vylihnul nebo
slunécko zemielo do tiiceti dnii od infikovani ¢i nikoliv.) Nezavislé proménné byly
stejné jako v prvnim modelu: stav lumcika, replikace infikovani a pohlavi slunécka.
Za nahodny efekt bylo zvoleno ID jedince luméika. Model byl doplnén interakcemi
mezi hlavnimi proménnymi. Bylo zde pouzito binomické rozdéleni.

Treti model se soustiedil na to, zda ma replikace infikovani, efekt prvniho
a tretiho dne stafi lumcika a pohlavi slunééek vliv na jeho utok. Zavisla proménna
byla zvolena Utok ano/Utok ne (zatito¢il/nezatto¢il). Nezavislé proménné byly stav
lumcéika (vek a potrava), replikace infikovani a pohlavi slunééek. Nahodny efekt bylo
zvoleno ID jedince lumcika. Model byl doplnén interakcemi mezi hlavnimi
proménnymi a bylo zde pouzito binomické rozdéleni.

Ctvrty model byl zaméfen na pocet utoka luméika. Jednalo se o model, ve
kterém bylo zjistovano, zda ma replikace infikovani, efekt prvniho a tfetiho dne stari
lumcika a pohlavi slunécka vliv na jeho pocet utokd. Zavislou proménou byl zvolen
pocet utokd a nezavislé proménné byly tii: stav lumdcika, replikace infikovani
a pohlavi slunécéek. Jako nahodny efekt bylo pouzito ID jedince lum¢ika. Model byl
doplnén interakcemi mezi hlavnimi proménnymi. Kvili overdispezi bylo zde pouzito

quapoissonovo rozdéleni.
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Paty model byl zaméfen na moznou preferenci lumcika na jedno pohlavi
slunécka. Analyzovalo se, zda prvni utok lumcika byl na samicku nebo samecka.
Zavisla proménna byla preference_ano/preference_ne (na jaké pohlavi prvné
zautoCil). Nezavislé proménné byly tfi: pohlavi slunécka, stav lumcika
(vek a potrava) a replikace infikovani. Model byl doplnén interakcemi mezi hlavnimi

proménnymi. Bylo zde pouzito binomické rozdéleni.

3.1.4 Vysledky

Jednim z hlavnich vysledki tohoto experimentu bylo zjisténi, ze replikace infikovani
ma vliv na GspéSnou parazitaci lumcéikem Dinocampus coccinellae v Harmonia
axyridis (P = 0,015). Vétsi uspésnost infikovani byla v prvnim a ve druhém
opakovani, kde se celkem vylihlo 12 parazitoidli (obrazek 6). Statisticky prikazné
také vyslo, ze interakce stavu lumcika (veék a potrava) a replikaci infikovani ma vliv
na tspésnou parazitaci luméikem nebo smrt slunécka do 30 - ti dnd od infikovani
(P = 0,026). Nejvetsi uspésnost méli parazitoidi vV prvnim a druhém opakovani, stafi
24 hodin a bez potravy. Druhou nejvétsi GspéSnost méli parazitoidi z ¢tvrtého

a patého opakovani, kteti pfijimali med a byli staii 3 dny (obrazek 7).

Replikace
infikovani
5
4
1
1 2 3 4 5

Opakované infikovani stejnymi jedinci luméika

~

w

Pocet vylihnutych parazitoidii
8]

N

Obr. 6: Graf znazoriiujici opakované infikovani slunécek Harmonia axyridis
parazitoidy Dinocaampus coccinellae. Na ose y je pocet vylihnutych parazitoida a

na ose X replikace infikovani.
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Obr. 7: Graf znazorfiujici vliv proménné ,.efekt ve vztahu Kk interakci opakovaného
infikovani a dne od infikovani. Na ose y jsou pocty vylihnutych parazitoidd spole¢né
s amrtim sluné¢ek do 30 — ti dni od infikovani. Na ose X je vztah mezi replikaci

infikovani a stavem luméika (vék a potrava).

Na obrazku 8 Ize pozorovat, vliv replikace opakovani na utok/neutok lum¢ika
D. coccinellae. Statisticky nebylo prokazano, ze by replikace infikovani méla vliv,
zda lumc¢ik zatitoci ¢i nikoliv (P = 0,065). Zajimavé je, Ze na pramérny pocet ttokt
lum¢ika ma replikaci infikovani vliv (P = 0,022) a stejné tak i pohlavi slunécek
(P = 0,015). Nejvetsi pocet ttokti na slunécko probéhlo pfi prvnim vloZeni lumcika
do Petriho misky ke slunéckam a nejméné 0tokd pii druhém vlozeni luméika do
Petriho misky (obrazek 9). Vétsi mnozstvi primérnych utokt luméika bylo na
samicky slunécka H. axyridis (obrazek 10). Statisticky nebylo prokazano, ze by
luméik preferoval nékteré pohlavi vice (P = 0,051; obrazek 11). Pocet slunécek
v experimentu byl pomérné¢ maly pro skuteénou statistickou analyzu preference

pohlavi.
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Obr. 8: Graf znazornujici pocet utokt parazitoida Dinocampus Coccinellae na slunécko

Harmonia axyridis v zavislosti na opakovaném vpusténi lum¢ika do Petriho misky. Na

0se y je pocet utoku na slunécko a na ose X replikace infikovani.
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Obr. 9: Graf znazorfivjici vztah primémého Gtoku parazitoida Dinocampus coccinellae
v zavislosti na replikaci opakovani. Na ose y je primérny pocet Gtokli a na ose x

opakované vpusténi parazitoida do Petriho misky
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Obr. 10: Pramérny pocet utokt luméika Dinocampus coccinellae v zavislosti na pohlavi

60
404
204
0- T T

Q g

Pohlavi

slunécka

Pohlavi

M
B

Pocet preferovanych jedincti

Obr. 11. Graf znazoriujici vybér lumcika Dinocampus coccinellae mezi
pohlavimi slunécek Harmonia axyridis. Na ose y je pocet preferovanch jedinct

a na ose x pohlavi.
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3.2 Experiment ¢. 2

3.2.1 Priprava experimentu

Parazitoidi pouziti pro druhy experiment pochéazeli ¢aste¢né z navstévy Estonska
vroce 2019. Tito jedinci byli nasledné doplnéni o lumciky ziskané z vybranych
lokalit v Ceské republice v letech 2019 a 2020. V ramci kazdé geografické oblasti
bylo posbirano né€kolik set dospélych slunééek z nékolika geograficky vzdalenych
lokalit. Nasledn& byla sluné¢ka prevezena do laboratofe na FZP CZU v Praze,
krmena a pozorovana po dobu nékolika tydnt. Vylihnuti parazitoidi z téchto
slunécek (kombinace slunécek sedmiteénych a vychodnich) dale vstupovali do

7o

laboratorni ¢asti druhého experimentu.
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Obr. 12: Lokality sbéru slunécek na parazitoidy Dinocampus coccinellae v Estonsku
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Obr. 13: Lokality sbéru slunéek na parazitoidy Dinocampus coccinellae v Ceské
republice

3.2.2 Pribéh experimentu

Experimentalni &ast probihala v budové CZU — FZP v ekofyziologické laboratofi
D 414. Vylihnuti jedinci (24 hodin stafi) lumcika Dinocampus coccinellae
(z Estonska a Ceské republiky) byli pouziti pro infikovani sluné¢ek Harmonia
axyridis. Tato slunécka ptivodem z Ceské republiky byla odchovéana v laboratornich
podminkach, aby bylo jasné, ze pted experimentem nebyla infikovana parazitoidy.
Kazdy parazitoid postupné mohl infikovat 12 slunécek (6 samic a 6 samci). Cilem
bylo zjistit, zda se bude u slunéfek vychodnich lisit pravdépodobnost infekce
parazitoidy pochazejicich ze dvou geograficky vzdalenych regiont, pricemz
v Estonsku se lum¢ici nemaji Sanci setkat se slunéckem vychodnim a tudiz byt na néj

adaptovani.

3.2.3 Analyza dat
Veskera data byla analyzovana ve statistickém programu R (version 3.6.2., 2020) a
byly ktomu pouzity zobecnéné linearni modely, funkce ,,glm*. Celkem byly
vytvoreny tii modely.

Prvni model byl zaméten na vliv zemé a pohlavi slunécek na uspéSnost
parazitace a vylihnuti lum¢ika. Zavisla proménna byla parazitoid_ano/parazitoid_ne

(vylihnul se /mevylihnul se). Nezavislé proménné byly zvoleny dvé: zemé puvodu
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(Estonsko/Cesko) a pohlavi slunééek (samicka/sameéek). Model byl doplnén
interakci hlavni proménné (pohlavi). Bylo zde pouzito binomické rozdé¢leni.

Druhy model byl zaméfen na vliv zemé pivodu a pohlavi slunécek na jejich
umrti do tficeti dnt po infekci parazitoidem. Zavisla proménna byla
umrti_ano/umrti_ne (SlunéCko umielo/neumielo). Nezavislé proménné byly
dvé: zemé pavodu (Estonsko/Cesko) a pohlavi slunéek (samitka/sameéek). Model
byl doplnén interakci hlavni proménné (pohlavi). Bylo zde pouzito binomické
rozdéleni.

Tteti model byl kombinaci dvou piedeslych modeld. Byl zaméfen na vliv
zem¢ a pohlavi slunécek na uspéSnou parazitaci lumcikem a také moznou tmrtnost
slunééek po infekci parazitoidem. Zavisla proménna byla efekt ano/efekt_ne
(vylihnuti luméika nebo smrt slunécka do tticeti dnti od infikovani ¢i nikoliv).
Nezavislé proménné byly dvé: zemé puvodu (Estonsko/Cesko) a pohlavi slunééek
(samicka/samecek). Model byl také doplnén interakci hlavni proménné (pohlavi)

a bylo zde pouzito binomické rozdéleni.

3.2.4 Vysledky

Velmi dialezitym vysledkem je, ze geograficka oblast (zem¢) piivodu Dinocampus
coccinellae ma vliv na primérny pocet vylihnutych parazitoida na riznych populaci
Harmonia axyridis (P < 0,001). Z populace Estonskych lum¢ika se pii infikovani
slunécek H. axyridis nevylihnul zadny lumcik druhé generace, pfi¢emz z Ceské
populace se jich vylihlo mnoho. Na obrazku 14 lze pozorovat primér vylihnutych
luméiki druhé generace z riiznych populaci v Ceské republice a Estonsku. Stejné tak
i prukazné vyslo, ze geograficka oblast (zem¢) pivodu D. coccinellae ovliviiuje
primérnou Gmrtnost Harmonia axyridis do tficeti dnti po infikaci parazitoidem
(P < 0,001). Na obrazku 15 Ize sledovat primérny pocet timrti H. axyridis ve vztahu

s riznymi populacemi D. coccinellae.
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Obr. 14: Graf znazorfwjici primérny pocet vylihnutych parazitoida Dinocampus
coccinellae druhé generace a sesbiranych parazitoidi D. coccinellae prvni generace na

rtiznych lokalitach z Ceské republiky a Estonska.
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Obr. 15: Graf znazoriujici prumérny pocet zemielych jedinci slunééka Harmonia
axyridis na riznych populacich parazitoidi Dinocampus coccinellae v Ceské republice
a Estonsku.
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Z analyzy dat je také patrné, ze geograficka oblast (zem¢) puvodu
D. coccinellae ma vliv na lihnuti parazitoidi druhé generace nebo umrti slunécek do
tficeti dni od infikovani parazitoidem (P < 0.001; obrazek 16). Umrti slunéek
mohlo byt reakei na infekci parazitoidem. Ze vSech obrazki je jasné vidét, ze luméici

z Estonska nejsou schopni infikovat H. axyridis.
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Obr. 16: Graf znazornujici pramérny pocet vylihnutych parazitoidd Dinocampus
coccinellae druhé generace nebo umrti slunécek Harmonia axyridis do tficeti dnd po

infikovani na riznych populaci D. coccinellae z Ceské republiky a Estonska.
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4 Diskuze

Vztah mezi parazitoidy a jejich hostiteli prosel dlouhym evolu¢nim vyvojem.
Parazitoidi i hostitelé se spoléhaji na své vrozené obranné mechanismy
(Gross, 1993). Za dlouha 1éta spole¢né koexistence doslo k mnoha adaptacim.
Hostitel se co nejvice snaZi ubranit pted napadenim parazitoida, za to parazitoid se
snazi co nejvice svého hostitele prelstit. V tomto sméru zde probihd nekonecny
zavod v ,,pirechytraceni (Dicke et al., 2020).

Existuji publikované studie popisujici existenci mozné preference
Dinocampus coccinellae na samicky riznych druhi slunécek. Dtivoda by mohlo byt
hned nékolik. Samicky byvaji veétsi a hmotnéj$i nez samecci, to poskytuje
parazitoidim vétsi zdroje pro larvu (Barron & Wilson, 1998). V téle samicky
slunééka mulze parazitoid vyuzivat zdroje zvajecniki i tukového téla
(Geoghegan et al., 1997).

V experimentu bakalaiské prace bylo pouZito stejné mnozstvi samicek
i samecku a prevazna vétSina sami¢ek Harmonia axyridis byla opravdu vétsi nez
samecci. Statistiky ale nebylo silné prokazano, ze by je lumcik vice preferoval.
P hodnota vysla 0.051, coz je na hranici. Jedno z vysvétleni mtze byt, ze se
pracovalo s malym vzorkem slunécek. Osobné si myslim, podle pozorovani pii
experimentu, ze lumcik bude opravdu vice preferovat vétsi druhy slunécek.
Ocekavala jsem, Ze preference samic bude prokazana i v ramci mého experimentu.

D. coccinellae preferuje a vice reaguje na slunécka v pohybu
(Silva et al., 2012). Nejcasteji diky svym tykadlim, Ktera jsou velmi citliva na dotek
a pohyb. V prab¢hu experimentu se tento jev potvrdil. Kdykoliv slunécko nebylo
v pohybu, tak na n¢j lumcik nettocil. Celych pét minut v Petriho misce vedle sebe
nehybné stali. Na druhou stranu, kdyz slunécko bylo v neustalém pohybu v Petriho
misce, tak ho lum¢ik urputné pronésledoval. Béhem pozorovani to vypadalo, Ze
slunécko schvaln¢ zachovavalo klid, aby si ho parazitoid nevSiml. Je mozné, Ze
I v tomto sméru se slunécka adaptovala.

Lumcik se snazi vlozit vajicka do nechranéné casti téla slunéCka pomoci
ovipozitoru (Silva et al., 2012). V experimentu to bylo velmi tézké rozpoznat, zda
doslo k uspésnému vlozeni ovipozitoru, ¢i nikoliv. Analyzovali jsme, zda uspésnost
parazitace zavisi na véku a krmeni lumcika nebo replikaci infikovani. Statisticky

bylo prokazano, ze uspésnost vylihnuti D. coccinellae z hostitele je ovlivnéna
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replikaci infikovani (to znamena, Kolikaté slunécko po sobé uz lumdéik infikoval).
VEtsi aspésnost infikovani byla, kdyZz se lumcik dostal do styku s prvnim nebo
druhym parem slunécek. To by mohlo naznacovat, Zze lum¢ik ma jen uréity pocet
vaji¢ek na urcity ¢asovy tsek a proto je nacasovanost utoku velmi dulezita.

Prikazné¢ také vySlo, Ze interakce mezi stavem  lumcika
(v€k a krmeni) areplikaci infikovani ma vliv na uspésnou parazitaci nebo smrt
slunécka do tiiceti dnd od infikace. BohuZel zde neslo dokazat, zda umrti slunécka
bylo ptirozené nebo umiclo na nasledky infikovani. V téle slunécka se vzdy vyviji
jen jedna larva (Strand, 2014). Nejsilngjsi jedinec vyhraje boj o slunécko. V tomto
piipad¢ slunécko nemuselo prezit boj larev uvnitt svého téla a umielo na drastické
nasledky pojidani larev zivotné dilezitych organtn (Ceryngier, et al., 2017). Tato
hypotéza by mohla byt v budoucnu dale testovana. Pod mikroskopem by se dalo
zkoumat co se nachazi uvniti téla infikovaného slunécka. Bylo by uréité piinosné
vidét, zda je uvniti téla napiiklad nékolik larev, které se ,,praly” o hostitele ten
kompeti¢ni zapas nezvladl a na nasledky zemiel.

V experimentu jsem se také snazila zjistit za jakych podminek a v jaké miie
luméik uto¢i na H. axyridis. Prikazné nevysSlo, Ze by né&jaky znaSich faktord
(pohlavi, replikace infikovani, vék nebo krmeni luméika) mél vliv na to, zda lumcik
na slunécko zautocil nebo si ho po celou dobu v Petriho misce nevsiml. Jak uz jsem
nastinila, Gtok ze strany lumcika bude vice zaviset na pohybu samotného slunécka.
Ovsem, kdyz k Gtokd ze strany lumcéika doslo, tak v po¢tu samotnych utoku hrala roli
replikace infikovani a pohlavi. K vétsimu poctu atokt doslo pii prvnim nebo druhém
opakovani infikovani.

V budoucich experimentech tykajicich se UspéSnosti parazitace slunécek
parazitoidem D. coccinellae, by bylo vhodnéjsi pro vétsi presnost a Uspé$nost
experimentu pouzit veétSi mnozstvi slunécek a parazitoidi. Vice se zaméfit na
moznou preferenci pohlavi ze strany parazitoida a ovéfit hypotézu, zda néjaké
pohlavi opravdu preferuje vice. Celkové se vice pftiblizit K tématu, co parazitoid u
slunécek vyhledava a co ovlivituje jeho vybér. Nabidnout parazitoidovi rizné druhy
slunécek, velikosti a sledovat jeho reakce pii utoku. Tento proces bude urcité jak
¢asove narocny, tak i velmi pracny.

Je velmi zajimavé, ze D. coccinellae pivodem z Estonska, kterym byly

v Ceské republice nabidnuty H. axyridis neméli Zadnou uspé$nost ve vylihnuti
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lumcika druhé generace. Kdyz se infikovala slunécka H. axyridis ¢eskym lumcikem,
tak parazitace méla tspéch. To nas nuti se zamyslet nad moznou adaptaci lumcika
v Ceské republice. D. coccinellae pochazejici z Ceské republiky uspéiné prekonavaji
imunitni systém hostitele H. axyridis. Naproti tomu, v Estonsku se druh H. axyridis
jesté nevyskytuje a je mozné, ze lumcici D. coccinellae pochazejici ze severni
Evropy nejsou na invazniho hostitele jest¢ adaptovani. Nedavna studie z roku 2019
se timto problém zabyva. Byl pozorovan daleko vétsi vyskyt parazitoida
D. coccinellae v ¢eskych populacich H. axyridis v porovnani s populacemi
odebranymi jinde po svété (Knapp et al., 2019).

V nasledujicich ~ experimentech  zabyvajicich se adaptaci lumcika
D. coccinellae by se dala vyzkouset infikace nasich slunééek vychodnich lum¢ikem
na dal$ich lokalitach, které zatim nejsou pfirozenou oblasti pro vyskyt H. axyridis.
Znova poukazat na adaptaci parazitoida na slunééko vychodni v oblastech, kde se
tyto dva druhy ptirozeng vyskytuji. V Ceské republice pied deseti lety parazitoid také
nebyl adaptovan na H. axyridis a jeho uspé&snost parazitace byla velmi nizka. Dnes uz
se na zakladé védeckych experimenti ukazuje, ze se za pomérné kratkou dobu
spole¢né koexistence uspésné adaptoval na H. axyridis a parazitoval jej
(Knapp et al., 2019).
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5 Zavér

Cilem bakalarské prace bylo pfiblizit téma parazitoidd a jejich hostiteli a poukazat
na neustalou adaptaci ve vztahu parazitoid hostitel. Cela experimentalni cast
testovala chovani parazitoida Dinocampus coccinellae, jeho reakci pii infikovani
slunécek Harmonia axyridis a ukazku jeho dosavadni adaptace.

Celkem 400 dospé€lci H. axyridis bylo podrobeno infekci parazitoidem
D. coccinellae a sledovano, zda infikace prob¢hla uspésné. Byl prokazan vliv
replikace infikovani na uspé$né vylihnuti parazitoida v dal$i generaci, kde byla vétsi
uspeésnost pifi prvnim a druhém opakovani infikace. Velmi prikazné vyslo, ze
geograficka oblast (zem¢) puvodu parazitoida D. coccinellae ma vliv na uspésnou
parazitaci H. axyridis. Vysledky experimentalni ¢asti hodnotim kladn¢, stanovené
cile prace byly splnény.

Ve vyzkumu vztahu D. coccinellae a slunécek budu i nadale pokracovat ve
své diplomové praci. Rada bych se i detailngji zamétila na slunécka, ktera po infikaci
parazitoidem do tficeti dnti zemfela, zda jejich smrt byla zapficinéna vyvojem
parazitoida v téle ¢i nikoliv. Rada bych soucasné i budouci vysledky z realizovanych
experimentti prezentovala na vybrané odborné konferenci a pozd&ji pfispéla

k moznosti publikovani vysledkd v nékterém z védeckych ¢asopis.
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Obr. 15: Graf znazornujici vliv geografické oblasti ptivodu Dinocampus coccinellae

na pramérnou tumrtnost Harmonia axyridis

Obr. 16: Graf znazoriujici vliv geografické oblasti pavodu Dinocampus coccinellae

na primeérnou Uspésnost vylihnuti lumcikt druhé generace nebo umrti slunécek
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8 Prilohy
Priloha 1: Ttidéni pohlavi slunécek pomoci binokularni lupy.
Piiloha 2: Snaha parazitoida Dinocampus coccinellae infikovat sluné¢ko vychodni.

Piiloha 3: Cerstvé vylezla larva Dinocampus coccinellae z t&la Harmonia axyridis.

Priloha 1: Tiidéni pohlavi slunécek pomoci

binokularni lupy.
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Piiloha 2: Snaha parazitoida Dinocampus

coccinellae infikovat slunécko vychodni.

Piiloha 3: Cerstvé vylezla larva Dinocampus
coccinellae z téla Harmonia axyridis.
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