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Abstrakt

Parazitoidi jsou nedilnou soucasti ekosystému, ovliviuji tok energii a jsou schopni
v relativné kratkém case efektivné zmensit populaci svého hostitele. Jejich provazanost

s konkrétnimi druhy hostitell je ¢ini G¢innym ndstrojem pro biologickou kontrolu skidc(.

Prvni ¢ast mé diplomové prace byla zpracovana formou literadrni reserse, kterd kratce
predstavuje parazitoidy, jejich Zivotni cykly a Zivotni strategie, vzajemnou koevoluci
parazitoidd a hostitelll a zplsoby vyuzZiti parazitoidll clovékem. Vétsi Cast reserSe
je vénovana metodam detekce parazitoidd v Zivych i mrtvych hostitelich. Jsou zde zahrnuty
jak konvenéni metody (odchov a pitva), tak moderni metody, kam fadime metody
molekuldrni ¢i rentgenové. Zavér reserse predstavuje dva zkoumané druhy, parazitoida
Dinocampus coccinellae (Schrank, 1802) (Hymenoptera: Braconidae) a slunécko vychodni

(Harmonia axyridis) (Pallas, 1773) (Coleoptera: Coccinellidae).

Resersni Cast je doplnéna o vlastni vyzkum, ktery se snaZzil pomoci pitvy prokazat,
zda se v uhynulych jedincich slunécka vychodniho nachazi larvéini stadia parazitoida
Dinocampus coccinellae. Tento experiment sestaval z terénni i laboratorni Casti, které
probihaly mezi lety 2022-2024. V prvnim roce byly sesbirdny desitky slunécek, jejichz
potomci byli uméle odchovani a nasledné uméle infikovani, usmrcovani po 10,15 a 20
dnech od infekce a poté pitvani. Jako dalsi ¢ast dat byla pitvana slunécka z volné pfirody,
kterd zemfela béhem 4 tydnl nasledného laboratorniho chovu (za ucelem lihnuti
parazitoidd). Posledni cast jedinch k pitvé byla poskytnuta Tymem ekologie hmyzu z
experimentu, kde se pro slunécka z prirody zkoumaly fyziologické parametry jejich
hemolymfy. Kromé potvrzeni ¢i vylouéeni pfitomnosti parazitoida byla sbirana i doprovodna
data, jako naptiklad uloZeni parazitoida v téle hostitele, pohlavi hostitel( i které instary

parazitoidd se v hostitelich nachazely nejcastéji.

Pitvy potvrdily, Ze se v nékterych uhynulych hostitelich nachazela larvalni stadia lumcikd
Dinocampus coccinellae. Parazitoidi byli nalezeni u 4,92 % jedincu. Pitvy cilené infikovanych
a usmrcenych jedincll napomohly popsat, jak vypadaji jednotlivé instary tohoto parazitoida
a poridit jejich kvalitni fotografie. Analyza uloZeni parazitoid( v téle hostitele neprokazala,
Ze by se larvy zdrzovaly pouze v urcité Casti, nebot byly nalézany ve vsech castech
hostitelského téla s mirnou preferenci bfisni c¢asti abdomenu. NejéastéjSim instarem

v uhynulych hostitelich byl 1. instar, nejméné casty byl pak posledni 3. instar. Analyza



poméru pohlavi hostitelll neprokazala, Ze by se uhynuli parazitoidi vyskytovali pfednostné
u nékterého pohlavi hostitel(. Posledni analyzou jsem se pokusila zjistit, zda je néjaky vztah
mezi infikaci hostitele a poctem hemocytl v hemolymfé. Hemocyty slouzi mimo jiné
i jako bunky imunitniho systému a jejich zvySeny pocet by mohl byt prvotni znamkou

infikace parazitoidem. Tato domnénka vsak byla vyvracena.

Klicova slova:

larvalni stadium, parazitoid, identifikace, mortalita hostitele, fyziologické markery



Abstract

Parasitoids are an integral part of the ecosystem and can efficiently reduce
the population of their hosts within a relatively short period of time. Their preference
of specific host species makes them effective tool in agriculture for the biological pest

control.

The first part of my thesis consists of literature review briefly introducing parasitoids,
their life cycles, and strategies, the coevolution between parasitoids
and hosts, and human utilization methods. The majority of the review primarily focuses
on parasitoid detection methods in both live and dead hosts, encompassing conventional
techniques such as rearing and dissection, as well as modern approaches including
molecular and radiographic methods. The last part of the review introduces two studied
species: Dinocampus coccinellae (Schrank, 1802) (Hymenoptera: Braconidae) and the asian

ladybird (Harmonia axyridis) (Pallas, 1773) (Coleoptera: Coccinellidae).

The research section is supplemented by my own study, which attempted
to demonstrate through dissection whether larval stages of the parasitoid Dinocampus
coccinellae were present in deceased individuals of the ladybird beetle. This experiment
consisted of both field and laboratory components conducted between 2022 and 2024.
In the first year, dozens of ladybird beetles were collected, and their offspring were
artificially reared and subsequently artificially infected, euthanized after 10, 15, and 20 days
post-infection, and then dissected. Additionally, ladybird beetles from the wild that died
within 4 weeks of subsequent laboratory rearing (for the purpose of parasitoid emergence)
were dissected. The final group of individuals for dissection was provided by the Insect
Ecology Group from an experiment where physiological parameters of their hemolymph
were examined. In addition to confirming or excluding the presence of the parasitoid,
accompanying data were collected, such as the location of the parasitoid within the host's
body, the gender of the hosts, and which instars of the parasitoid were most commonly

found in the hosts.

The dissections confirmed that larval stages of Dinocampus coccinellae were present
in some deceased hosts. Parasitoids were found in 4.92% of individuals. Dissections
of intentionally infected and euthanized individuals helped describe the appearance of the
individual instars of this parasitoid and obtain high-quality photographs of them. Analysis
of the location of parasitoids within the host's body did not indicate that the larvae were

confined to a specific area, as they were found in all parts of the host's body with a slight



preference for the abdominal region. The most common instar in deceased hosts was the
1st instar, while the least common was the final 3rd instar. Analysis of the gender ratio
of hosts did not indicate a preference for deceased parasitized hosts among any particular
gender. Lastly, | attempted to determine if there was any relationship between host
infection and the number of hemocytes in the hemolymph. Hemocytes serve, among other
things, as cells of the immune system, and an increased number could be an initial sign

of parasitoid infection. However, this hypothesis was refuted.

Key words:

larval stage, parasitoid, identification, host mortality, physiological markers
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1 Uvod

Studium ekologie hmyzu, tedy vztahu a chovani hmyzu vicéi svému okoli, nabylo
na oblibenosti az v posledni dobé ve srovnani napftiklad s ekologii velkych savcu ¢i ptakd.
Davodem mUZe byt napriklad sloZitost sbéru dat a nasledné analyzy, které se u rychle

prizplsobujiciho hmyzu mohou délat mnohem sloZitéji a zdlouhavéji.

Se zdokonalujici se technologii a metodologii vyzkumu se uz do popredi ovsem posouva
i ekologie hmyzu. Ekologie kazdého druhu hmyzu se vice ¢i méné lisi a je tedy nadmiru
jasné, Ze prozkoumat naroky, potreby a cely Zivotni cyklus tak komplexni skupiny bude
¢asové velice naroéné, nebot mluvime u hmyzu o milionu druh( popsanych (pfiblizné 350
000 tvofi brouci) a o zdanlivé dalSich milionech nepopsanych. Udava se, Zze hmyz tvofi

az 90 % soucasnych Zivocisnych druhd.

Ja se rozhodla své studium vénovat brouklim z celedi slunéckovitych (Coccinellidae),
konkrétné slunécku sedmitecnému (Coccinella septempunctata) (Linnaeus, 1758)
a slunécku vychodnimu (Harmonia axyridis) (Pallas, 1773). Ve své bakalarské praci jsem
se vénovala shrnuti biologie vySe zminénych slunécek a jejich parazitaci parazitoidem z fadu
blanoktidlych, lumcikem Dinocampus coccinellae (Schrank, 1802), kterd byla doplnéna
o experimentalni ¢ast zkoumajici miru parazitace obou druh( slunécek. Zkoumany byly
biotické i abiotické faktory Uspésné parazitace a mozné preference hostitel(l. Tato data dala
vzniknout ¢lanku s nazvem Invasive host caught up with a native parasitoid: field data
reveal high parasitism of Harmonia axyridis by Dinocampus coccinellae in Central Europe

(viz. Pfiloha 10) publikovanému v Zurnalu Biological Invasions.

Béhem tohoto vyzkumu byla slunétka mezi lety 2016—2019 sbirdna z pfirody CR
a Estonska a nasledné chovana v laboratofi, kde se ¢ekalo na vylihnuti parazitoid(, abych
zhodnotila procento infikace. Infikovanad slunécka po wvylihnuti parazitoida zpravidla
zahynula. Béhem tohoto vyzkumu jsem si vSimla, Ze i pfes veSkerou péci (krmeni, voda,
Cistota) néktera slunécka zahynula bez ziejmych priznak( infikace lumdikem, presto mé
napadlo, Ze ve skute¢nosti mohla byt infikovana, jen nedoslo k Uplnému dovyvinuti lumcika.
To mé privedlo na myslenku, jak je mozné detekovat parazitoidy v hostitelich a rozhodla
jsem se tomuto tématu vénovat ve své diplomové praci. Cilem resersni Casti tedy bude
shrnuti zakladnich poznatk(l o paraziotidech a jejich mozné detekci v hostitelich (Zivych

i mrtvych). Pozornost bude vénovana jak klasickym metodam, kterymi jsou naptiklad pitva
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¢i odchov hostitell, tak i modernim metodam, kam fadime naptiklad molekularni metody
¢i MikroCT. ResSersni ¢ast bude doplnéna o experiment se slunéckem vychodnim a lumcikem
Dinocampus coccinellae, ve kterém bude zkoumana mira nelspésné parazitace mezi vyse

zminénymi druhy.

1.1 Parazitoidi

Témér 10 % popsanych druhl hmyzu tvofi parazitoidi, ktefi se vyznamné podili
na potravnim ftetézci a ovliviuji jeho stabilitu a tok energii (Lafferty et al. 2008).
Nejpocetnéjsim radem mezi parazitoidy jsou bezesporu blanokfidli (Hymenoptera), ktefi
spolu s dvoukfidlimi (Diptera) tvofi priblizné 75 % parazitoidd. Dalsimi fady, mezi kterymi
mlzeme nalézt parazitoidy jsou brouci (Coleoptera), sitokfidli (Neuroptera), motyli
(Lepidoptera), chrostici (Trichoptera) a rasnoktidli (Strepsiptera) (Eggleton et Belshaw

1992).

1.1.1 Zivotni cykly a Zivotni strategie parazitoid(i

od parazitQ se juvenilni stadia vyvijeji pouze na jednom hostiteli, kterého az na vyjimky
ukonceni jejich vyvoje zabiji, smrtelné mrzaci nebo se hostitel stava sterilnim (Poulin et al.
2015, Lenteren et Godfray 2005). K infikaci hostitele dochazi pomoci trubicovitého organu
zvaného ovipozitor, pomoci kterého samice klade vajicka. Parazitoidi prochazi proménou
dokonalou a svlj vyvoj uskuteCiuji uvnitf nebo vné svého hostitele, délime je tedy
na endoparazitoidy a ektoparazitoidy. Jsou i nékteré druhy parazitoidd, jejichz larvy aktivné
svého hostitele vyhledavaji. Prikladem muze byt rod prskavec z cCeledi strevlikovitych
(Carabidae: Brachininae), jehoz prvni instar hleda své hostitele mezi kvapniky (Carabidae:
Harpalus). Aktivné vyhledava jeho kuklu, kterou zacne postupné poZirat a po prechodu do
druhého instaru se stdvd méné pohyblivym (Saska et Honek 2004). Endoparazitoidi
uskutec€nuji svdj vyvoj uvniti hostitele, ektoparazitoidi se vyvijeji na nebo v blizkosti
hostitele. V obou pfipadech se larvy Zivi télnimi stdvami a organy hostitel( (Strand 2014).
Zprvu se zivi méné duleZitymi organy, aby svého hostitele nezabili a stihli se tak plné
dovyvinout, poté se mohou dostat k Zivotné dulezitym orgdanim a hostitele usmrcuji
(Lenteren et Godfray 2005). Dospélci parazitoidd byvaji zpravidla plné okfidleni a Zivi

se nektarem, pylem nebo preduji na jinych bezobratlych (Heimpel 2019).
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Dalsim zajimavym faktem z jejich Zivotni strategie je mozZnost ovlivnit hostitelovo chovani
ve svUj prospéch pomoci hormon( nebo toxind. V tomto pfipadé mlizeme parazitoidy délit
na idiobionty a koinobionty. Idiobionti jsou zpravidla ektoparazitoidi, ktefi hostitele trvale
parazituji a zabranuji mu v dalSim vyvoji a pohybu. Ektoparazitoidi byvaji zpravidla
pripevnéni ke kutikule hostitele a napftiklad svlek kutikuly ¢i béZzny pohyb hostitele by mohl
parazitoida poranit Ci zabit. NejCastéji se jedna o parazitaci velkych hostitel( a larvalni vyvoj
je pomérné kratky. Koinobionty naproti tomu nachazime hlavné mezi endoparazitoidy, ktefi
své hostitele paralyzuji jen kratkodobé, ve vyvoji mu nezabranuji, a naopak mohou ¢astecné
ovladat jeho pohyb, za Ucelem nevystavovani hostitele nebezpeci pozieni predatorem
(Kathirithamby 2008). Tento fenomén se vyvinul nezavisle na sobé u vsech vyse zminénych

radu parazitoid( (Poulin et al. 2015).

1.1.2 Vzajemna koevoluce parazitoida a hostitele

Parazitoid je schopny velice rychle zmensit populaci hostitele a tim na sebe parazitoid
s hostitelem na sebe navzajem vyviji silny selektivni tlak, kdy zacina doslova béh o Zivot.
O takové situaci ekologové mluvi jako o efektu Cervené kralovny, kdy se obé strany snazi
navzajem predhonit ve vzijemné koevoluci pomoci nejriznéjsSich evolucnich
a behavioralnich procesl (Leavell et al. 2019). Koevoluce mlZe byt ovlivnéna i zménou
biotickych a abiotickych faktorl, které mohou zménit napfiklad reprodukcni cykly,
sezonalitu ¢i délku vyvoje obou participantl, ¢imz mulze dochazet k mikroevoluénim
procesiim, kterymi se snazi s novymi podminkami vyporadat (Dury et al. 2011). Pfikladem
mUlZe byt Asobara tabida (Nees, 1834) (Hymenoptera: Braconidae), parazitoid octomilky
obecné (Drosopfila melangoster) (Fallén, 1823) (Diptera: Drosophilidae), u kterého se
vyvinulo nékolik fenotypl majici odliSnou diapauzu, pomér pohlavi ¢i preferenci hostitele,

jakoZto predpoklad zvyseni Uspésnosti parazitace (Kraaijeveld et Wel 1994).

Vétsina parazitoidl je velice Uzce specializovana na jeden ¢i nékolik malo druhl
hostitell, které vyhledavaji pomoci vizudlnich, akustickych a pfedné chemickych signalli
(Forbes et al. 2018, Gross 1993). Néktefi hostitelé se v reakci na parazitoida postupné
vyvijeji napfiklad zpevnénim kutikuly, na kterou nasledné parazitoid reaguje napfriklad

zpevnénim ci prodlouzenim ovipozitoru (Forbes et al. 2018).
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Ke zméndm nemusi dochazet nutné pouze na urovni parazitoid-hostitel, ale dochazi
k nim i na tritrofické Urovni, ptikladem je vztah mezi Zivnou rostlinou hostitele, hostitelem
a parazitoidem. Pokud je Zivna rostlina napadena fytofagnim sklGdcem, vypousti
do prostoru latky zvané HIPV (herbivore-induced plant volatiles), které slouzi primarné jako
repelenty pro byloZravce, zaroven se je ale parazitoidi naucili vnimat jako signal pritomnosti
potencionalniho hostitele a slouzi tedy i jako atraktanty parazitoid( (Shiojiri et Takabayashi
2003). Jako formu obrany proti parazitoidovi mUZe hostitel prejit na jinou hostitelskou
rostlinu, v jejiz blizkosti se parazitoid nevyskytuje. Vétsinou je v takovém pfripadé snizené
hostitelovo fitnes, které ale kompenzuje nepfitomnost parazitoida (Diamond et Kingsolver
2010). Jsou pripady, kdy se parazitoidovi podafilo hostitele znovu objevit a diky mozné
zméné v hostitelové téle nebo vlivem toxin( z nové rostliny se parazitoidi musi hostitelovi

opét prizpUsobit a zavod zacina nanovo (Thompson 1996).

U parazitoid(l i jinych bezobratlych neni vyjimecna zaleZitost, Ze svého hostitele zcela
zaméni za jiného. Zpravidla se ovsem jedna o druh, ktery je bud fylogeneticky nebo
ekologicky pribuzny s plvodnim druhem hostitele (Messina 2004). Smith et al. (2007)
béhem svého vyzkumu zjistili velice zajimavou zménu hostitele. Hrobatik Nicrophorus
pustulatus (Herschel, 1808) (Coleoptera: Silphidae) vyuzival ke svému rozmnoZovani mrsiny
mensich rozmérd, které zahrabdval do zemé. Nasledné v blizkosti mrsiny kladl vajicka
a larvy se po vylihnuti zacaly Zivit na predlozené mrsiné. Ve svém vyzkumu ale prokazali,
Zze tento hrobarik zacal v Severni Americe vyuzivat snlsky vajec uzovky teckované
(Diadophis punctatus) (Linnaeus, 1766) (Squamata:Colubridae). Zpravidla pak celd sn(iska
vajec byla larvami hrobatika zni¢ena, ¢imz se z hrobafika stal v uvozovkach parazitoid. Takto
velika zména mlze mit za nasledek rychlou preménu ekosystému a drastické snizeni poctu

uzovky teckované, popfipadé jinych hadich druht vyskytujicich se na dané lokalité.

Pfitomnost nového parazitoida muze v SirSim pohledu zpUsobit celou kaskadu zmén
v daném ekosystému, nebot jeho pfitomnost mdze ovlivnit plvodni druhy parazitoidd
i hostitel(, jejich Zivotni cykly a strategie. Predpokladané otepleni planety o 3,9 °C koncem
21. stoleti bude mit pravdépodobné obrovsky vliv na veskerou entomofaunu, kterd zméni
strukturu populaci na rtznych trofickych urovnich, naptiklad mezi herbivory a rostlinami,
predatory a kofisti a v neposledni fadé mezi parazitoidy a hostiteli (Liu et Raftery 2021,
Damien et Tougeron 2019). Pfikladem muzZe byt oteplovani v mirném pdsmu Severni
Ameriky, které mélo za nasledek rychly nardst populace mlry pouzdorvnicka modrinového
(Coleophora laricella) (Hubner, 1817) (Lepidoptera: Coleophoridae), skiidce modfind, jehoz

pocty byly udrzovany pomoci dvou introdukovanych parazitoid Agathis pumila (Ratzeburg)
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(Hymenoptera: Braconidae) a Chrysocharis laricinellae (Ratzeburg) (Hymenoptera:
Eulophidae), kterym ovsem otepleni nevyhovovalo a mira parazitace se zmensila, tudiz byl

narlst poctu pouzdrovnicka nevyhnutelny (Ward et al. 2020).

Z divodl neustalého vyvoje ekosystémd, trofickych drovni, globalnich zmén pocasi
i teplot je nesmirné duleZité umét véas rozpoznat nové situace a predikovat, co se
s prirodou bude dale dit. Napomoci tomu muZe i véasné odhaleni parazitoida, idealné i jeho
urceni do presného druhu. Takové zjisténi mzZe napomoci odhalit zmény biodiverzity
daného ekosystému a idedlné véas podniknout dilezité kroky, které pomohou jejimu

zachovani.

1.1.3 Parazitoidi ve sluzbach ¢lovéka

AZ 10 % popsanych druh( hmyzu tvofi parazitoidi (Lafferty et al. 2008). Ti jsou schopni
ve velmi kratkém case zmensit populaci svého hostitele na dané lokalité (Leavell et al.
2019). ProtoZe jsou parazitoidi zpravidla vazani na jeden i nékolik malo druh(l hostiteld,
vyuziva lidstvo jejich sluzeb v biologické kontrole (poutZiti Zivych organismi v boji proti

SkGdclim) (Forbes et al. 2018).

Nejrozsitenéjsim zplsobem jejich vyuZiti je eliminace sklidc( polnich plodin. Parazitoid
daného skidce je jednou nebo opakované introdukovan na poZadovanou zemédélskou
plGdu, kde ma za ukol Uplné zneskodnit nebo alespon co nejvice sniZit pocet sklidc(. Jedna
se o levnou, ¢asové nendrocnou formu eliminace sk{dcl bez pouziti drahych syntetickych
insekticidll, coz je hlavné v dnesni dobé obrovskym pozitivem jak v ocich samotnych
zemédélcd, tak v ocich prostého lidu, nebot je dnes vice nez kdy jindy cenéno Setrné a
ekologické péstovani plodin (Naranjo et al. 2015). Naptiklad v neotropické oblasti (Stfedni a
Jizni Amerika) je az na 45 % zemédélskych ploch vyuZivano pouze parazitoidli k eliminaci
SkGdcl a na pouhych 11 % zemédélskych ploch jsou pouzivany chemické posttiky (Parra

2014).

Parazitoidi nejsou vyuzivani pouze v zemédélstvi. Lidé pfisli na nékolik zpUsobu, jak jejich
sluzeb vyuzit. Na zajimavy zpUsob vyuZiti pfisli naptiklad v Pfirodopisném muzeu v Londyné,
kde mohou navstévnici zavitat do motyliho pavilonu, kde se ro¢né vyskytuje az 500
vzacnych motyl( ze vSech koutl Zemé. Hlavnimi sklidci, ktefi by mohli motyly ohrozit jsou
msice (Aphidoidea), které se zde mohou rychle rozmnozit a zlikvidovat Zivné rostliny
potiebné pro vyvoj housenek i pro dospélé motyly. V tomto muzeu zacali k likvidaci msic

vyuzivat dva druhy brakonickych vosi¢ek, Aphidius colemani a Aphidius ervi (Esenbeck 1818)
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(Hymenoptera: Braconidae). Ti jsou parazitoidy nymf msic a jsou schopni v kratkém case

zredukovat jejich populaci na minimum (Jennifer P. 2017).

Dalsim zajimavym prikladem z muzejniho prostredi je vyuZiti parazitoidd v boji proti
Cervotocm a mollm, ktefi mohou postupné znehodnotit ¢i dokonce Uplné znicit cenné
muzejni sbirky. V muzeich v Némecku a v Rakousku uz pres 10 let vyuZivaji pomoci vosicek
Baryscapus tineivorus (Ferriere, 1941) a Trichogramma evanescens (Westwood, 1833) jako
biologické kontroly Satnich mol(, ktefi jsou zde skldci historickych vozidel, které casto
obsahuji vinéné ¢i hedvabné potahy, které jsou casto pravé diky mollm ponicené
a znehodnocené. Proti Cervotocim, kteti Skodi primarné na vystavnich skfinich a v krovech
budov jako spolehlivou biologickou ochranu pouzivaji vosicku Lariophagus distinguendus

(Forster, 1841) (Hymenoptera: Pteromalidae) (Biebl and Auer 2017).

1.2 Detekce parazitoidl v hostitelich

ZplGsobl vyuZiti parazitoidd je mnoho a mnoho jich urcité jesté objeveno nebylo.
Pro stanoveni Uspésné parazitace a miry parazitace (tedy i zvoleni vhodného parazitoida)
je potireba prvné zvladnout detekci parazitoid( v hostitelich. Mira parazitace je vhodnym

ukazatelem Uspésnosti biologické kontroly (Hawkins et al. 1993).

Zpusobl, jak parazitoida detekovat je hned nékolik. Mezi konvencni metody patfi odchov
hostitel(l odchycenych z pfirody nebo jejich pitva. Tyto metody mohou byt ovsem mnohdy
nesmérodatné, protoze pfi nich mlze dojit k chybnému stanoveni miry parazitace
¢i k chybé pri identifikaci parazitoida (Day 1994). K novéjsim a mnohem spolehlivéjsim
metodam patfi ty molekularni. Pomoci nich je mozné urcit jak miru parazitace, tak presny
druh parazitoida (Gariepy et al. 2007). Vétsina studii sice tvrdi, Ze mezi konvencnimi
a novymi metodami (odchov, pitva, molekularni metody) neni statisticky rozdil, ale ty byly
zpravidla tvorfeny pouze na malém vzorku hostitel(l a parazitoidl a nebyly tudiz schopné
(obzvlast pti nizké mite parazitace) stanovit mezi jednotlivymi typy rozdil. Nékteré nasledné
studie potvrdily jisté nesrovnalosti mezi jednotlivymi metodami (viz. Obrazek 1) (Ratcliffe et

al. 2002, Agusti et al. 2005).
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Lygus rugulipennis Closterotomus norwegicus Liocoris tripustulatus  Leptopterna dolobrata
[] Dissection WM Rearing & Molecular

Obrazek 1: Porovnani primérné miry parazitace u 8700 jedincl ¢tyf druhl hmyzu z Celedi klopuskovitych
(Hemiptera: Miridae) ze stfedni Evropy pomoci odchovu, pitvy a molekularnich metod. U tfi ze ¢ty druhi nebyl

potvrzen signifikantni rozdil mezi zvolenymi metodami (zdroj: Gariepy et al 2008).

1.2.1 Identifikace parazitoida v raznych vyvojovych fazich hostitele
Parazitoidi jsou zpravidla Uzce specializovani na jednoho ¢i nékolik malo druh( hostitelQ
a i v rdmci jednoho druhu hostitele napadaji pouze urcité vyvojové faze (Forbes et al. 2018).
Specializace na urcité vyvojové faze je jednim ze zpUsobl, jak mlzeme parazitoidy
klasifikovat. Jedna se o parazitoidy vajicek, parazitoidy vajicek i larev, parazitoidy larvalni
(a nymfalni), parazitoidy larvalni a pupdlni, pupalni a nejméné cCastym typem jsou
parazitoidi adultnich jedinc(. Jako dlvod, pro¢ je nejméné parazitoidli specializovano
na adultni jedince se nabizi vysvétleni, Ze adultni jedinci maji nejvyssi schopnost
se parazitoidovi aktivné branit. Pokud parazitoid napadne nizsi vyvojové stadium, setrvava
Casto v prvnim instaru, dokud hostitel nedospéje do poZadovaného vyvojového stadia

a az pak se zacne dale vyvijet (Godfray 2001).

Relativné nejjednodussi identifikace parazitoida v zavislosti jeho specializace
na vyvojovou fazi hostitele je bezesporu detekce parazitoidd vajicek. Mezi nejcastéjsi
parazitoidy vajicek patfi chalcidni vosicky celedi drobnénkovitych (Hymenoptera:
Trichogrammatidae) a brvuskovitych (Hymenoptera: Mymaridae). Jedna se o jedny
z nejmensich hmyzich zastupcul, velikosti zpravidla neprevysujicich 1 mm. Pomoci tykadel

a ovipozitoru zjisti vhodnost daného vajicka a jestli uz bylo parazitovano a nasledné
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do vajicka nakladou sva vlastni. Mezi jejich nejcastéjsi hostitele patfi hmyz z celedi
polokridlych (Hemiptera), tedy napfiklad msice ¢i plostice, ktefi jsou ¢astymi skldci polnich
plodin, ¢imZ tedy tyto vosicky predstavuji vhodné pomocniky v rdmci biologické kontroly
(Bin 1994, Godfray 2001). V biologické kontrole je z drobnénkovitych hojné vyuzivan druh
Trichogramma pretiosum (Riley, 1879) (Hymenoptera: Trichogrammatidae), ktery
je spolehlivym bojovnikem proti mare cernopasce bavinikové (Helicoverpa armigera)
(HGbner,1808) (Lepidoptera: Noctuidae), ktera je jednim z nejvice rozsitenych skldcl
polnich plodin, do jejiz jidelnicku patfi napfiklad bavina, kukufice, séja, tabak ¢i slunecnice
a zpUsobuje v zemédélském prlimyslu znacné finanéni ztraty (Cunningham et Zalucki 2014).
Zplsobul, jak zjistit pritomnost parazitoida ve vajicku je hned nékolik. Nejjednodussi
je vajicko vizualné prohlédnout. Za predpokladu, Ze je parazitoid pfitomen je vajicko
zpravidla tmavsi nez zbytek snisky, kterd byva vétsinou prahledna. Pro jistotu je mozné
vajicko prosvitit a za pouZiti kvalitni optiky je mozné vidét ve vajicku siluetu vyvijejiciho se
parazitoida. DalSim zplsobem je pitva, kdy se vajicko opatrné rozfizne a prohleda se jeho
Posledni mozZnosti je vyuZiti nékteré z molekuldarnich metod, které velice presné urci
pfitomnost a pripadné i druh parazitoida (Day 1994, Amornsak et al. 1998, Gariepy et al.
2007).

Pokud se jednd o larvy a nymfy, kukly ¢i dospélce, je identifikace parazitoida mnohem
lumkoviti (Hymenoptera: Ichneumonidae) a kuklicoviti (Diptera: Tachinidae) V pfipadé,
Ze se jednd o ektoparazitoida je identifikace jeho pfitomnosti snadnd a zfejma - bude vidét
na povrchu hostitelova téla (Donovan 1991). U nékterych ektoparazitoidd je dokonce
mozné zpozorovat samicku, jak chrani svoji snGsku na hostiteli. Napriklad parazitoid
Trissolcus basalis (Wollaston, 1858) (Hymenoptera: Scelionidae) byl nékolikrat pozorovan,
jak pfimo agresivné branil svoji ¢erstvou sntsku od potencionalnich predatord (Field 1998).
U endoparazitoid(l je identifikace velmi sloZitd a nabizi se u nich stejné feSeni jako
u parazitoidd vajicek, tedy pitva, odchov ¢i molekularni metody (Amornsak et al. 1998,

Gariepy et al. 2007).
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1.2.2 Odchov

Odchov za ucelem identifikace parazitoidl spociva hlavné v chovu jejich hostitele. Hostitelé
se chovaji v nadobach potrebné velikosti a s dostatecnou ventilaci, pfisunem k vodé
a k potravé. Takové nadoby je potfeba umistit tam, kde je stejna teplota a fotoperioda,
kterych se hostitellm dostava i ve volné pfirodé. Potrava se pouziva bud pfimo ta, na které
se hostitel bézné v prirodé Zivi nebo pokud neni mozné takovou potravu podavat, pouZiva
se nahradni krmivo, které je hostitel ochotny pfijimat a kterd mu zajisti dostatek
potfebnych Zivin. Pokud je o hostitele peCovano a je infikovan, mél by se do urcité doby
vylihnout parazitoid, kterého pak lze konkrétné urcit napriklad molekularnimi metodami

(Parra et Coelho 2022).

Metoda odchovu se nepouzivd pouze pro identifikaci hostitele, v posledni dobé je to
predevsim zplsobem rychlého namnozZeni parazitoidd pro naslednou biologickou kontrolu
na zemédélskych pldach. Naptiklad v Brazilii jsou pouZivani uméle odchovani parazitoidi
Trichogramma galloi (Zucchi, 1988) (Hymenoptera: Trichogrammatidae) a Cotesia flavipes
(Cameron, 1891) (Hymenoptera: Braconidae), ktefi jsou pouZivani jako biologicka kontrola
témér 3,5 miliond hektarl zemédélskych ploch, kde se péstuje predevsim sdéja, bavina,
kukutice ¢i raj¢ata. Zde bojuji hlavné proti motylim skidclim. Na zemédélské plochy
se vypousti pomoci dronl a na hektar jich pfipadne 50-400 000. Ptiblizné 90-95 % z téchto

parazitoid( je uméle odchovanych (Querino et Zucchi 2019).

1.2.3 Pitva

Pitva probiha pod kvalitnim mikroskopem nebo binokuldrem. Hostiteli se rozfizne spodni
Cast abdomenu a jeho obsah je vizualné zkouman. Tato metoda bohuzel mnohdy neodhali
vajicka, ktera jsou velice mald a casto splyvaji s vnitfnostmi. Pomoci této metody nejdou
rozeznat konkrétni druhy parazitoidd, nebot si jsou larvy jednoho fadu i napfi¢ rozli¢cnymi

rady mnohdy velmi podobné (Colinet et al. 2005, Pennacchio et Strand 2006).

1.2.4 Behavioralni zmény hostitele

Nékteré parazitické organismy jsou schopné zménit ¢i ovlivnit hostitelovo chovani (Thomas
et al. 2005). Nejznaméjsim prikladem jsou “zombie” mravenci nakaZeni houbou
Ophiocordyceps (Petch, 1931) (Hypocreales: Ophiocordycipitaceae), kterd mravence

pfiméje opustit hnizdo a vylézt na vyvySené misto ve vegetaci, kde ma houba nejlepsi Sance
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na rozmnozeni (Araujo et al. 2018). U parazitoidl tomu neni jinak a néktefi také dokazou
zménit chovani hostitele. Takové podezielé chovani mize byt ukazatelem mozného vyskytu
parazitoida. Sance parazitoida na preZiti velice Uzce souvisi se Zivotaschopnosti jeho
hostitele, a tak se néktefi parazitoidi ptizpUsobili tak, aby jejich larvy ¢i kokony byly
chranéné. Nékteré druhy vosi¢ek napriklad injektuji do hostitele znehybnujici toxiny
a nasledné odnesou hostitele do svého hnizda, kde jsou larvy chranéné pred predatory

(Libersat and Gal 2007).

Jini parazitoidi dokonce dokazou ovlivnit nervovou soustavu hostitele. Takovym
prikladem je vosicka Ampulex compressa (Fabricius, 1781) (Hymenoptera: Ampulicidae),
jejimz hostitelem jsou $vabi. Svab dostdva od vosi¢ky prvni zihadlo, diky kterému mu
docasné ochrne predni par nohou. Poté dostava druhé Zihadlo, kterym je do nervové
soustavy vpraven jed. Posléze ochrnuti ustane a Svab se zacne dlouze dCistit a poté vyckava.
V tu chvili vosicka zacne svaba pomoci jeho tykadla, které je mu vosickou utrzeno navadét

do svého hnizda, kde na néj poté naklade vajicko (Fouad et al. 1994, Moore et al. 2006).

Dalsim zajimavym prikladem je lumdcik rodu Glyptapanteles (Ashmead, 1904)
(Hymenoptera: Braconidae). Jeho hostitelem jsou housenky rodu Thyrinteina leucocerae
(Moschler, 1890) (Lepidoptera: Geometridae). Larvy tohoto lumcika se wvyvijeji uvnitf
housenky a po ukonceni larvalniho vyvoje housenku opoustéji a kukli se na blizkém
povrchu. V tu chvili zacina housenka fungovat jako ochrance kukel, nevzdaluje se od nich

a pripadné predatory odhani prudkymi pohyby téla (Grosman at el. 2008).

1.2.5 MikroCT

Dalsim rozhodné zajimavym zpUsobem, jak identifikovat parazitoida v hostiteli je metoda
mikroCT (rentgenova mikrotomografie), ktera funguje na principu pofizovani 2D obrazk(
fezu napfi¢ celym objektem, kdy vysledkem je 3D model daného objektu (Schambach et al.

2010).

Van de Kamp et al. (2018) vyuZili metody mikroCT k prizkumu 1510 kukel vyhynulych
parazitoidnich vosicek, které pochazi ze sbirek Prirodovédného muzea v Basileji
a Svédského prirodovédného muzea. Tyto exemplare byly nasbirany ve fosforitovych dolech
ve Francii mezi lety 1890-1906. Diky této metodé dokazali popsat 4 nové druhy parazitoidi

nalezici celedi Diapriidae.
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Obrazek 2: MikroCT kukel vosi¢ek Xenomorphia resurrecta zobrazujici pritez kuklou i 3D model dvou jedinct. Na

snimku se nachazi samec, na snimku f samicka. (zdroj: van de Kamp et al 2018)

1.2.6 Teratocyty

Teratocyty jsou buriky vajecné membrany typické pro nékteré celedi blanokfidlého hmyzu.
Jejich funkce je diky mnoZstvi obsazeného endoplazmatického retikula velice
pravdépodobné sekrecni - jejich ukolem tedy nejspiSe bude hlavné potlacovat imunitu
hostitele (hostitelské télo se muZe branit parazitoidovi enkapsulaci ovipozitovaného
vajicka). Bunky vajecné membrany se vétSinou v hemolymfé (hemocoelu) zpravidla
rozpusti, ale teratocyty zlstdvaji, mnozZi se a enormné rostou a jsou vyrazné vétsi neZ

hemocyty (buriky hemolymfy), ¢imZz se stavaji uziteCnym ukazatelem pritomnosti

parazitoida (Godfray 2001).

Teratocyty ale velice pravdépodobné zastavaji i vyZivovaci funkci. Larvy prvniho instaru
Dinocampus coccinellae se velice pravdépodobné nezaméruji na hostitelovu tkan, ale Zivi
se jeho tukem. Poté, kdyz se teratocyty dostatecné namnozi zacne larva poZirat hemolymfu
s teratocyty (Ogloblin 1924). Pokud je hostitel v diapauze, je syntéza teratocytl
pozastavena a larva se nevyviji. Po ukonceni diapauzy zacne syntéza teratocytll a larva

se mlZe zacit dale vyvijet (Kadono-Okuda et al. 1995).
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Obrazek 3: Porovnani velikosti teratocytl a hemocytl v hemolymfé slunécka vychodniho (Harmonia axyridis).

(Autor: Ing. Michal Reficha, Ph.D.)

1.2.7 Identifikace parazitoida v mrtvém hostiteli

Jednim z ukazatell, diky kterym pozname, Ze byl pfitomen v hostiteli parazitoid je otvor
v téle hostitele. Ten je zpUsoben pfesunem parazitoida z hostitele ven, aby se mohl zakuklit.
MuZe se ovsem stat, Ze najdeme mrtvého hostitele bez otvoru, a pfesto mohl byt parazitoid
pritomen. Obdas se stane, Ze parazitoid v hostiteli zemfe. MlzZe dojit napfriklad
k enkapsulaci parazitoidova vajicka nebo se mohou larvy navzajem zabit, pokud jich
je pritomno vice. V takovém pfipadé mlzeme parazitoida odhalit pomoci pitvy, pfipadné

pomoci nékteré molekuldrni metody (Blumberg 1997).

V ptipadé, Ze je nalezen mrtvy hostitel s otvorem ndm pitva bohuzel moc neprozradi.
V takovém pripadé uz je potieba vyuzit molekularnich metod, aby bylo mozné parazitoida
urcit. V tu chvili je klicové, aby parazitoid zanechal dostate¢né mnozstvi DNA, kterd ¢asem
podléhad rozpadu. Dobrym zdrojem DNA jsou zbytky vaje¢nych oball ¢i svlecky (mezi

jednotlivymi instary) (Paula et Andow 2021).

Paula et Andow (2021) byli schopni diky molekularni metodé MCA (melting curve
analysis) odhalit 3 druhy Uspésné vylihnutych parazitoid(i ve slunéckach témér 5 tydn(
po smrti slunécek. MCA neboli analyza kfivky tani je dil¢i soucasti kvantitativniho PCR.

Funguje na principu zahfivani dvouvldknové DNA. Pfi zahfivani se zacind DNA Stépit
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(disociovat)
a v bodé, kde je DNA na 50 % rozstépena se fika kfivka tani. Kazdy organismus ma kfivku
tani v jiném bodé a na tomto principu je tedy od sebe mlzZeme rozlisit (Pryor et Wittwer

2006).

1.3 Molekularni metody vyuzivané k identifikaci parazitoidi v
hostitelich

1.3.1 DNA Metabarcoding

Metabarcoding je levny zpUsob identifikace jedincll, ktery se Casto vyuZiva v taxonomii
nebo pro odhaleni kryptickych druh(. Jeho principem je odhaleni druhl z biologického
vzorku. Kazdy druh ma sv(j barkdd (Carovy kod), ktery je porovnavan se vzorkem
a s ostatnimi barkddy ve vzorku (Valentini et al. 2009). Vyuziva se kratkd sekvence DNA
(500-700 bp), pomoci které je sekvenovan geneticky marker (Rugman-Jones et al. 2009).
U ZivoCichl se tento marker nazyva COI (cytochrome oxidase |), ale v zavislosti na typu
pozadované taxonomické uUrovné mohou byt pouZity i jiné markery, naptiklad rDNA

(Derocles et al. 2012).

DNA Metabarcoding poskytuje moznost ziskani velkého mnoZstvi informaci
o parazitoidech, které naptiklad klasickym odchovem lze jen téZzko ziskat, jako napfriklad
potvrzeni multiparasitismu u daného jedince (pfitomnost vice druhid parazitoidd, zpravidla

vyvoj ukonci pouze jeden z nich) (Hall et al. 2017).

Sow et al. (2019) potvrdili funkénost DNA Metabarcodingu v odhalovani parazitoidd
v hostitelich. | velice mala ¢ast parazitoidova DNA v hostitelské tkani potvrdila jeho
pfitomnost. Diky tomuto potvrdili u polnich skldcld vyskyt multiparazitismu (vice

parazitoidd v hostiteli) i hyperparazitismu (parazitoid parazitoida).

1.3.2 Mikrosatelity

Jako mikrosatelity oznacujeme kratké repetitivni jednonukleotidové aZ ctyrnukleotidové
sekvence, které se opakuji v celém genomu. Principem mikrosatelitd je amplifikace
mikrosatelitovych lokusli v PCR reakci, které jsou nasledné fluorescencné oznaceny,

a nakonec jsou v sekvenatoru podrobeny fragmentacni analyze (Téth et al. 2000).
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Vyhodou mikrosatelitl je, Ze se zaméruji na nékolik lokust najednou a jsou tedy uzitecné

pro rozlisSovani kryptickych nebo blizce pribuznych druh( (Dai et al 2004).

Metoda vyuZivani mikrosatelitl se pro identifikaci parazitoid( teprve zacina pouZivat.
Na zjisténi, zda se v hostiteli vyskytuje parazitoid je aZz zbytecné slozitd, ale dokaze dobre
napriklad popsat z jaké populace parazitoid pochazi a tim prohlubovat znalosti ekologie
daného parazitoida (zda se odnékud nékam rozsitil, zda plvodni populace zUstava, etc.)
V jizni Francii v roce 2008 vypustili parazitoidy Psyttalia lounsburyi (Silvestri, 1913)
(Hymenoptera: Braconidae) jako biologickou kontrolu musky vrtule olivnikové (Bactrocera
oleae) (Rossi, 1790) (Diptera: Bactrocera), jejiz larvy se Zivi plody olivovniku. Parazitoidi byli
pouzivani z dvou geograficky odlisnych populaci (Kena a jizni Afrika) a pomoci mikrosatelit(
zjistovali, jestli hybridizace téchto dvou skupin ovliviiuje nebo neovlivriuje ustaleni a rist

populace tohoto parazitoida (Malausa et al 2010).

1.3.3 PCR-RFLP

Jednd se o levnou a velmi jednoduchou metodu analyzy DNA. Pomoci RFLP je mozné
rozeznat genetické rozdily mezi jedinci jednoho druhu. Principem je rozdéleni DNA vzorki
od nékolika jedinc pomoci restrik¢nich endonukledz (specidlni Stépné enzymy), které
se nasledné lisi v délce fragment(l, které jsou detekovatelné pomoci elektroforézy

(Stouthamer et al 1999).

Franck et al (2017) vyuZili metody RFLP pro identifikaci 5 druh( motyld z celedi
obalecovitych (Lepidoptera: Tortricidae), jejichZz housenky spasaiji listi a jehli¢i a jsou velkymi

skidci drevin. Dale identifikovali 8 jejich parazitoidl a jednoho superparazitoida.

1.3.4. PCR-AFLP

Principem AFLP je Stépeni DNA pomoci dvou restrikénich enzym(. UmoZniuje analyzu
polymorfismu v celé genomové DNA, aniz by byly potfeba specifické znalosti genomu
(konkrétni primery). Po nastépeni DNA je na vzorku dvakrat po sobé aplikovana PCR
metoda, kde je selektovana C¢ast fragmentl, u kterych se sleduje pfitomnost

¢i nepritomnost fragmentt urcité délky (Kakouli-Duarte et al 2001).

25



Tato technika se da vyuzit pro uréeni druhu parazitoida, ale pouze v pfipadé, Ze je tato
DNA extrahovana pfimo z parazitoida a ne z hostitele, kde se parazitoid nachazi (Jenkins et

al 2012).

1.3.5 RAPD-PCR

Metoda RAPD spociva v pouziti ndhodnych primer( pro vygenerovani velkého mnozstvi PCR
fragmentl DNA, které poté vytvori “otisk” (fingerprint) pro dany druh. Zaméruje se zaroven
na nékolik lokusU, takZe se opét jedna o metodu vhodnou k uréovani blizce pfibuznych nebo

kryptickych druhl (Baruffi et al 1995, Karam et al 2008).

Yuliarti et al (2002) pouZili metodu RAPD k molekularni identifikaci parazitoidnich vosicek
Telenomus spp. (Hmenoptera: Scelionide) na Javé. Protoze je vosicek rodu Telenomus
okolo 500 druh(, rozhodli se pro tuto metodu, diky niz urcili pfesné 5 druh( vosicek,

jez jsou parazitoidy vajicek u radu polokfidlych (Hemiptera) a motyl( (Lepidoptera).

1.3.6 Multiplexovani

Multiplexovani je obdobou mikrosatelitové metody. Misto jednoho mikrosatelitu se jich ale
mnoZi vice, ¢imZ se proces genotypizace zrychluje. Rozdilem je pocet pouZitych primerd,
u mikrosatelitové metody se pouziva jeden, kdezto u multiplexovani dva a vice. Tento typ
metody je mnohem obtiZnéjsi na pfipravu a mohou vzniknout jisté komplikace. Primery
spolu mohou reagovat (hybridizovat) a béhem elektroforézy mlze vzniknout problém

pfi rozliseni dvou mikrosatelit( majici stejnou délku (Chamberlain et al 1988).

Metodu multiplexovani pouZili naptiklad Gariepy et al (2005) pro rozliseni dvou druhl
parazitoidnich vosicek rodu Peristenus (Foerster, 1862) (Hymenoptera: Braconidae) a jejich
nasledné identifikaci v hostiteli Lygus rugulipennis (Poppius, 1911) (Hemiptera: Miridae).
Pomoci multiplexovani byli schopni rozlisit tyto dvé vosicky, a navic v hostiteli rozeznat
jejich larvu i vajicko uz po trech dnech od infikace. | pres sloZitou pripravu se metoda

multiplexovani tedy hodi k identifikaci parazitoidd v hostitelich.
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1.4 Harmonia xyridis vs Dinocampus coccinellae

1.4.1 Harmonia axyridis

Jednd se o polymorfni druh slunécka plivodem ze subtropického pasu vychodni Asie,
dosahuijici velikosti 5-8 mm a maijici vice nez 100 elytralnich vzor( a rlzné tvary téla,
¢imz se stalo vzorem pro mnohé genetické studie (Komai et al. 1950, Tan 1946, Soares et al.
2001). Historie vyuzivani slunécka vychodniho jako biologické kontroly saha az na zacatek
dvacatych let, kdy se v Severni Americe zacalo vyuZivat jako biologickd ochrana proti
Skidcm polnich plodin (Gordon 1985). Plvodné bylo vyuZivdno pouze v Kalifornii
a na Hawaii, ale v roce 1994 uzZ bylo jako biologicka ochrana pouZivano ve 24 americkych

statech, od vychodniho po zdpadni pobriezi (Koch et al. 2006).

Potravné se jednda o velmi nenarocného generalistu, ktery kromé msic nevaha predovat
i na jinych fytofagnich druzich hmyzu ¢i jinych slunéckovitych broucich, ¢imz se stava
znaénym konkurentem i preddtorem naseho pUvodniho druhu slunécka sedmite¢ného

(Coccinella septempunctata) (Roy et al. 2016).

Oproti slunécku sedmitecnému, které zridkakdy rocné vyvede vice nez jednu generaci,
je slunécko vychodni obdareno vyssi fekunditou a rocné muize vyvést az dvé ¢i tfi nové
generace (Roy et al. 2016). Slunécka vychodni tvofi v podzimnich mésicich obrovské
agregace Citajici azZ tisice jedinc(l, ktefi poté spole¢né zimuiji. Tato slunécka hojné vyuzivaji
Spatné zaizolovanych antropogennich staveb, kde nevahaji vyuZit oteviena okna a dvere
do budovy, kde se poté usadi napriklad v nabytku nebo kobercich. Jejich masivni pocty
mohou u citlivéjSich jedincl spoustét silné alergie v podobé zarudnuti nebo paleni odi, kasle

¢i rymy (Koch et Galvan 2008).

Diky vySe zminénym vlastnostem se ze slunécka vychodniho stal ukdzkovy invazivni druh,
ktery mlze tvofrit jak konkurencni tlak na jiné slunéckovité brouky, tak mlze zplsobovat
Skody na urodé. Napriklad vinaflim nevahaji pfi nedostatku msic pozirat samotnou vinnou
révu. Tim mohou pomoci alkaloidd v hemolymfé ohrozit sklizer nebo znehodnotit kvalitu
vina (Nedvédova 2013). Invazivnim druhem se ale nestalo ihned po introdukci do Severni
Ameriky. Pres pll stoleti se nesifilo mimo sady a zemédélské plochy, kam bylo
introdukovano. Ke vzniku pUvodni invazivni generace pravdépodobné doslo tésné

pfed rokem 1990 na Uzemi Louisiany, USA. V té dobé tam nejspiSe doslo ke vzdjemnému

27



o

kfizeni mezi odliSnymi poddruhy dovezenych populaci, které pochazely z rliznych areald.
Nejpravdépodobnéjsim scénarem je, Zze po vzdjemném kfizeni mohlo dojit k mutaci,
kterd umoznila témto slunéckim invadovat nova Uzemi. Diky malé kontrole pfirozenymi
neprateli a schopnosti se rychle adaptovat doslo k obrovskému narustu jedinct ve velice
kratkém case a brzy se zacalo povaZovat za globalni druh (Ceryngier 2018, Brown et al.
2011). K rozsifeni do Evropy doslo priblizné na prelomu tisicileti pomoci lodni dopravy.
Prvni zaznamy o jejich vyskytu na nasem kontinentu pochazely z Nizozemska a Belgie. Prvni
zaznam o vyskytu v Ceské republice je z roku 2006. B&hem dalSich t¥i let se rozmnoZilo
natolik, Ze se pomalu ale jisté stavalo dominantnim druhem a zacalo tak pfimo ohrozovat
populace slunécka sedmitecného (Sprynar 2008, Roy et al. 2016). Diky rychlému rozsifeni
a namnozeni se slunécko vychodni stalo teréem hledac¢kd mnoha ekologl v ramci lokalnich
i globalnich vyzkumu. Nékteré z téchto vyzkum( prokazaly, Zze imunita slunécka vychodniho
vicéi novym patogenlim je mnohem vyssi, neZ imunita slunécka sedmitec¢ného (Koch et

Galvan 2008, Firlej 2012).

Coccinella Harmonia axyridis Harmonia axyridis
septempunctata forma spectabilis forma succinea

Obrazek 4: Porovnani jedinct naseho slunécka sedmitecného (Coccinella septempunctata), melanistické formy
spectabilis slunécka vychodniho (Harmonia axyridis) a nejbézinéjsi formy succinea slunécka vychodniho

(Harmonia axyridis).
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1.4.2 Dinocampus coccinellae

Dinocampus coccinellae (Schrank, 1802) (Hymenoptera: Braconidae) je kosmopolitné
se vyskytujici parazitoid z fadu blanokfidlych (Hymenoptera), kterého kromé Antarktidy
nalezneme po celém svété. Nejvice hlasenych nalez(i této brakonické vosicky pochazi
z holoarktickych oblasti, ale neni tézké na ni narazit i v tropech ¢i arktickych oblastech

(Hodek et al. 2012).

Neni zcela jasné, jaky je plvodni aredl vyskytu tohoto lumdcika. Balduf (1926)
se domnival, Ze byl pravdépodobné introdukovan do Severni Ameriky s evropskymi

slunécky vyuzivanymi pro biologickou kontrolu, odkud se nasledné rozsifil po celém svété.

Jeho schopnost se rozsifit na témér vSechny kontinenty mlizeme pfipisovat schopnosti
partenogeneze, pomoci niZz se primarné rozmnoZuje. Samci nejsou pfrilis Casti, presto
je samice casto odmitaji, jak potvrdil pokus Wrighta (1978), ktery opakoval sérii pokusl
se samcem z Kanady, samci ze Skotska a nékolika samicemi. Jediny samec z Kanady byl

samici pfipustén, a i po spareni a infikovani slunécek se nakonec vylihly pouze samice.

Dinocampus coccinellae je endoparazitoid a sva vajicka klade pomoci ovipozitoru
do hostitele z fadu slunéckovitych. Zpravidla napada dospélce, ale v krajni nouzi klade
vajicka i do larev ¢i kukel (Smith 1960). Dinocampus svého hostitele vyhledava jak vizualné
podle barvy ¢i velikosti téla, tak i pomoci pachovych senzor(, kdy vyhledava substance, jeZ
slunécko vylucuje (Balduf 1926, Richerson et DelLoach 1972). Pokud Dinocampus objevi
vhodného hostitele, snazi se ho nasledné klepanim tykadel vyprovokovat k pohybu, aby byl
schopny ovipozitor zavést do mékké tkané abdomenu na spodni strané téla, coz neni

mozné, pokud je slunécko v klidu a prisedlé k povrchu (Richerson et DeLoach 1972).

Béhem Uspésné ovipozice je do hostitele vpraveno jediné vajicko o rozmérech pfiblizné
250 na 30 um pfi nakladeni a 1010 na 570 um pfi lihnuti (Sluss 1968). Dinocampus prochazi
proménou dokonalou. Po dobu dvou az tfi tydn( prochazi tfemi instary, kdy ma v prvnim
instaru pomérné velika a silna kusadla, ktera slouzi pravdépodobné k odstranéni pfipadnych
jinych parazitoid( (Balduf 1926). Pokud je hostitel parazitovan béhem larvalniho vyvoje
¢i ve fazi kukly, ¢ekd parazitoid v prvnim instaru, dokud se z hostitele nestane dospélec
a az poté pokracuje ve vlastnim vyvoji. Stejné tak tomu je, pokud hostitel prochazi

diapauzou. V takovém pfipadé s vyvojem ceka na ukonceni diapauzy (Wright & Laing 1982).
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Larva Dinocampus se neZivi télnimi tkanémi. Podle Slusse (1968) se prvni instary Zivi
télnim tukem, poté se zacnou Zivit teratocyty. Jedna se o bunky typické pro blanokfidly
hmyz, které se syntetizuji po vstfebani vajecného obalu do hemolymfy hostitele. Moznymi
postihnutymi  organy hostitele se mohou ovSsem stat pohlavni organy,
kterymi se Dinocampus ve tfetim instaru prokousava k zadecku slunécka, odkud opousti
vhitfni prostor téla. Takova slunécka se stavaji sterilnimi, samcim se timto zastavuje

spermatogeneze a samicim vyvoj vajecnika.

Larva zpravidla opousti télo mezi Sestym a sedmym (pfipadné patym a Sestym)
abdomendlnim segmentem. Nez k tomuto dojde, stdva se slunécko paralyzovanym.
K paralyzaci dochazi zhruba p(l hodiny pred presunem larvy Dinocampus coccinellae ven
pomoci RNA viru DcPV, ktery se syntetizuje v larvé parazitoida a nasledné i v téle hostitele.
Diky deformaci pouze pohlavnich organ( slunécko presun parazitoida zpravidla preziva.
Na spodni strané abdomenu se parazitoid zakukli a za par dni kuklu opousti novy dospélec.
Po opusténi dospélce ustava paralyza a slunécko zpravidla umira (Maeta 1969, Walker

1961).
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Obrazek 5: Zivotni cyklus Dinocampus coccinellae: 1 — ovipozice hostitelského slunééka; 2,3 - vyvijejici se larva; 4
—larva opousti hostitelovo télo a chysta se na zakukleni; 5 - paralyzované slunécko s kuklou parazitoida; 6 - nové

vylihly parazitoid.

1.4.3 Harmonia axyridis vs Dinocampus coccinellae v CR

Dinocampus coccinellae je v Ceské republice sledovan jiz nékolik let. V rdmci mé bakalaiské
prace byla sledovana mozna preference hostitel(l mezi slunéckem vychodnim a slunéckem
sedmitecnym. Data byla kontinualné sbirana mezi lety 2016-2019 na celkem 27 lokalitach
v Ceské republice. Za tuto dobu bylo posbirano celkem 1184 slunééek sedmite¢nych, z nichz
se vylihlo 81 parazitoid( a 2841 slunécéek vychodnich, z nichz se vylihlo 330 parazitoidd.
Z tohoto experimentu jsme se dozvédéli, Ze parazitoid nevykazuje signifikantni preferenci
ani jednoho z druh, ale klicovym faktorem byla populacni hustota hostitell. Knapp et al.
(2019) ve svém clanku uvedli, Ze Dinocampus skutecné nepreferuje ani jeden ze zminénych
druh(, ale presto mlze byt slunécko vychodni lakavéjsim hostitelem, protozZe je obecné vice
aktivni neZ slunécko sedmiteCné, coZ pro parazitoida znamena nizsSi vynaloZené usili
na ovipozici hostitele. Zajimavym zjisténim v tomto ¢lanku bylo také nejvyssi naméreni
proparazitovanost populace a to 46,3 %, zatimco mimo Ceskou republiku do té doby nebyla

uvadéna proparazitovanost vyssi nez 30 %.

Gramanova (2023) ve své diplomové praci zkoumala preferenci hostitell v ramci jednoho
druhu - slunécka vychodniho. Vzajemné porovndvala samce a samice, mensi a vétsi
samce/samice, infikované a neinfikované slunécko, mladé a staré slunécko. Z jejich
opakovanych pokus( vyplynulo, Ze Zadny z vySe zminénych faktord nijak neovliviuje
preference hostitele. Opét ale svymi pokusy potvrdila domnénku, Ze Dinocampus preferuje

pohybuijici se slunécka oproti tém, ktera jsou prisedla k povrchu.
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Obrazek 6: Nalevo se Dinocampus coccinellae pokousi vyprovokovat slunécko sedmitecné (Coccinella
septempunctata) k pohybu, aby mohla probéhnout ovipozice ze spodni strany téla. Napravo se Dinocampus

coccinellae pokousi o ovipozici slunécka vychodniho (Harmonia axyridis).

32



2 Metodika

Jak jiZz bylo avizovano v Uvodu prace, experimentalni ¢ast se zaméfila na slunécka vychodni
z predchozich experimentl s lumcéikem Dinocampus coccinellae v rdmci experiment(
ostatnich ¢lend Tymu ekologie hmyzu, ktera zahynula bez zjevné pfriciny (napfiklad stafi,
nevhodné Zivotni podminky, stres, parazitoid, jiné). Cilem experimentu bylo zjistit, jestli
slunécka zahynula pfi parazitaci lumcikem a jaka to byla popfipadé pomérna ¢ast oproti

prezivsim nebo Uspésné infikovanym slunéckim.

Spolehlivym a nejlevnéjsim zplsobem, jak urcit, zda byla uhynuld slunécka skutecné
infikovana je jejich pitva. Larvy blanokfidlého hmyzu se mezidruhové i v ramci jednotlivych
instar( (vyvojova faze larev) mohou znacné lisit. Z zddného zdroje se bohuZel nepodafilo
zjistit, jak presné larvy Dinocampus coccinellae v jednotlivych instarech vypadaji, jakou maji
velikost a kde jsou v téle slunécka uloZené. Bylo tedy potreba pripravit jakysi katalog,
ktery by v orientaci pomohl. Experimentalni ¢ast proto byla rozdélena do dvou hlavnich fazi.
Pozadovanym vysledkem prvni faze bylo popsani jednotlivych instarl lumcika a jeho uloZeni
v téle slunécka. V nasledné druhé fazi experimentu bylo zjistovano, zda uhynula slunécka

byla infikovana ¢i nikoliv.

2.1 Prvni faze experimentu

ProtoZe nejsou dostupné Zadné informace o larvach lumdika Dinocampus coccinellae,
které by pro mou experimentalni praci byly pfinosné, bylo potfeba vymyslet a zrealizovat
vlastni metodiku. Cilem bylo zmapovat uloZeni parazitoida v téle slunécka a zjistit jeho
presnou podobu v jednotlivych vyvojovych fazich. Cely experiment probéhl v domdcich

podminkach v Konétopech mezi lety 2022-2024.

2.1.1 Piiprava experimentu

Pro prvni Cast experimentu bylo tfeba zajistit slunécka, kterd nebyla infikovana ¢i jinak
znehodnocena. Z toho dlivodu byl zaloZzen chov z volné Zijicich slunécek, ktera byla
nachytana v ¢ervnu roku 2022 v obci Konétopy v okrese Praha-vychod. Jednalo se o celkem
50 slunécek vychodnich, kterd byla spole¢né chovana v plastovém boxu o rozmérech

39x28x28 cm a celkovém objemu 22 litrG (viz. Ptiloha 1). Box byl opatfen dostatecnou
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ventilaci z kovové mtizky, aby se predeslo pfilisSné vihkosti a rychlému plesnivéni. Zdroj vody
zajistovalo nékolik namocenych vatovych tampond a krmeni bylo predkldadano na nékolika
papirovych harmonikach o pfriblizné velikosti 10x5 cm, které usnadriovaly vyménu krmeni
za Cerstvé. Jako krmeni slouzila mrazena vajicka zavijeCe moucného (Ephestia kuehniella)
(zeller, 1897) (Lepidoptera: Pyralidae). Zdroj vody i krmeni byly obménovany kazdy druhy

den.

Chov téchto slunécek trval 15 dni. Cilem tohoto chovu bylo ziskani dostatku oplodnénych
vajicek. Vajicka byla kladena jak na samotny box, tak na krmici papirové harmoniky. Z plastu
nejdou vajicka bez poskozeni odebrat, byly proto sbirdny pouze papirové harmoniky.
Prestoze byla slunécka krmena ad libitum (tedy se nikdy nestalo, Ze by byla ponechana
bez krmeni), hrozilo ptipadné sezrani vajicek. Z toho dlvodu byl box nékolikrat denné

kontrolovan a vajicka ihned odebirana.

Sebrana vajicka byla uskladnéna v petriho miskach o priiméru 9 cm a priklopena vickem.
Za 3 az 5 dni doslo k vylihnuti larev. Ty byly rozdéleny po 10 jedincich do petriho misek, kde
jim byly predkladano krmivo i voda stejnym zptsobem jako u dospélcl. Jejich larvaini vyvoj
trva 12 az 14 dni, poté se na pfiblizné 6 dni zakukli. Po pfiblizné 25 dnech od nakladeni
vajicka se tedy vylihli novi dospélci. Ti byli rozdéleni podle pohlavi a opét chovani v petriho
miskach, tenktokrat po 5 jedincich. Dohromady se podaftilo odchovat celkem 321 s jistotou

neparazitovanych slunécek. Odchovat nova slunécka celkem tedy trvalo 40 dni.

2.1.2 Infika€ni proces

Odchovana slunécka byla pouzita pro umélou infikaci lumcikem. Na cilenou infikaci bylo
pouzito celkem 60 slunécek (polovina byli samci a polovina samice) a celkem 6 lumcik(
(jeden pro dvé petriho misky, celkem tedy 12 petriho misek). Do kazdé petriho misky byl
vpustén lumcik, ktery zde byl ponechan, dokud neinfikoval vSechna slunécka, coZ trvalo
maximalné 30 minut. Lumcik infikoval jeden den 5 slunécek, poté byl odebran a byla mu

poskytnuta voda s medem jako zdroj potravy a dalsi den byl vpustén k dalsim 5 slunéckim.
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Vyvoj Dinocampus coccinellae trva od ovipozice (nakladeni vajicka do téla hostitele)
po presun larvy z Utrob slunécka na jeho spodni abdomenalni ¢ast priblizné 3 tydny. Uvadi
se, ze embryonalni vyvoj m(iZe trvat az 10 dni. Petriho misky s infikovanymi slunécky tedy
byly popsany datem infikace. Slunécka nasledné byla umsrcovana mrazem po 10, 15 a 20
dnech a nasledné uchovavana v mrazaku pro budouci pitvu. Vznikl tedy dataset, kde z kazdé

periody bylo pfipraveno na pitvu 20 jedinc(.

Zbylych 261 slunécek bylo chovano v plastovém boxu, ktery predtim slouzil k umélému
odchovu a ke sbéru vajicek. Opét o né bylo obden pecovano. Lumcik, ktery uz infikoval dvé
petriho misky byl vioZzen do boxu ke zbylym slunécklim, aby zde mohl dale infikovat dalsi
jedince. Ti nebyli cilené usmrcovani, ale byli ponechavani v boxu po dobu 4 tydnu. Slunécka,
ktera béhem této doby zahynula bez zjevné infikace byla téZ ponechana pro budouci pitvy.

Celkem za tuto dobu zahynulo 64 jedinc.

2.1.3 Pitvani cilené usmrcenych slunécéek

Slunécka byla pitvana postupné, podle dne usmrceni. Zacinalo se tedy s pitvou slunécek
usmrcenych po 10 dnech. Slunécko bylo pred pitvou ponechano 30 minut v pokojové
teploté, aby doslo k jeho rozmrznuti a lepsi nasledné manipulaci. Slunécku byla pomoci
skalpelu odstranéna hrud a hlava, nasledné byly pomoci preparacni pinzety pootevieny
krovky, které se spolu s kridly taktéz odstranily. Poté se slunécko vloZilo pod binokularni
lupu a opatrné byl proveden fez kutikuly na svrchni strané téla po celé délce a poté byla
kutikula bud staZena nebo rozeviena na strany. Pro dalSi postup pitvy byla pouzita
vzhledem k velikosti slunécek preparacni jehla a skalpel slouZil k pridrzeni slunécka

na miste.

Obrazek 7: A - slunécko pfipravené na pitvu; B - slunécko po odfiznuti hrudi; C -slunécko po odfiznuti krovek a

kridel; D - slunécko zbavené kutikuly.
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Vnitfnosti slunécka jsou v nejrGznéjSich odstinech Zluté barvy (viz. Obrazek 7)
a parazitoid mohl byt prasvitny, popfipadé mohl mit bilou ¢i Zlutou barvu a bylo tedy treba
postupovat opatrné. Pomoci preparacni jehly byla postupné odebirana tkan, dokud nebyl
parazitoid nalezen. V pfipadé nalezeni parazitoida bylo hostitelské slunécko i parazitoid
vloZzeni do eppendorfky s 96% ethanolem, oznacené kédem jedince a poté uschovani

v mrazaku.

2.1.4 Doprovodna data

Kromé slunécek odchovanych v roce 2022 jsem data doplnila jesté o slunécka posbirana
v roce 2023, ktera byla opét chovana po dobu 4 tydnU. Jednalo se o celkem 426 slunécek,

z nichZz béhem 4 tydnl zemrelo dohromady 115 slunécek, ktera byla posléze taktéz pitvana.

Pro pofizeni kvalitnich fotografii parazitoidi (viz. Obrazek 8, Priloha 6-9) byla nachytana
slunécka béhem teplych dni v lednu 2024, kdy postupné zacala opoustét agregace
po zimovani. Celkem bylo odchyceno 279 slunécek, kterd byla ihned zmrazena a po tydnu
pitvana. Fotografie byly pofizeny diky prof. Mgr. Janu Razickovi, Ph.D. pomoci digitalniho
mikroskopu Keyence VHX-6000 (viz. Pfiloha 4 a 5) s dudinim zoomovacim objektivem, kdy
na larvy L1 a L2 (prvni a druhy instar) bylo pouZito zvétSeni 200-2000x a na larvu L3 (tieti

instar) bylo pouZzito zvétSeni 20-200x.
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Obrazek 8: Na obrazku jsou znazornény 3 larvalni instary parazitoida Dinocampus coccinellae a jejich postupna
zména vzhledu. Pofadi instar( je nasledovné: A = 1. instar; B = 2. instar; C = 3. instar. Je zde patrné, Ze prvni
i druhy instar maji narozdil od tretiho instaru sklerotizovanou hlavu s mohutnymi kusadly, které slouzi
k odstranéni jinych pritomnych larev. (Pozn.: parazitoid druhého instaru (B) ma valcovity tvar po celé délce téla,
na obrazku byl ale pfiblizné 0,1 mm od zadecku poskozen preparacni jehlou, jeho velikost je tudiz o trochu vétsi,

nezZ je z obrazku zjevné.)

2.2 Druha faze experimentu

Druha faze experimentu jiz smérovala k pitvam slunécek z pfedchozich experimentt dalsich
¢lend Tymu ekologie hmyzu. Jednalo se o slunééka posbirana v Ceské republice a Némecku.

V Ceské republice byla sluné¢ka sbirana v Praze a jejim okoli v roce 2022 a v Némecku byla
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slunécka sbirdna ve méstech Landau, Miinster a Magdeburg v roce 2021. Vice dat
z ostatnich experiment( bohuzZel nevzniklo, nebot byla slunécka pouzita pro jiné ucely
v ramci jinych experiment(i. Z Ceskych lokalit se jednalo dohromady o 160 jedincl

a z némeckych lokalit 0 110 jedinc(.

2.3 Statisticka analyza dat

Analyza byla provedena ve statistickém programu RStudio 4.2.2 (R Studio team 2022).
V prvnim modelu bylo porovndvano umisténi parazitoida v téle hostitele. Télo hostitele bylo
rozdéleno do péti ¢asti - bricho, zada, stfed, hlava, zadecek (viz. Obrazek 9). Nejdrive byla
porovnavana uméle infikovana slunécka, v druhém grafu je porovnano vsech 122 jedincd,
u nichz byla pitvou prokazana pfitomnost parazitoida. Porovnani danych hodnot bylo
provedeno pomoci chi kvadrat testu a nasledné zobrazeno v grafu. Druhy model porovnaval
infikované, neinfikované a neuspésné infikované jedince a pomér pohlavi jednotlivych
statusu infikovanosti. Porovnani danych hodnot bylo provedeno pomoci chi kvadrat testu
a nasledné zobrazeno v grafu. Treti model porovnaval pomér pohlavi u nelspésné
infikovanych jedincl. Porovnani danych hodnot bylo provedeno pomoci chi kvadrat testu
a nasledné zobrazeno v grafu. Ctvrty model porovnaval jednotlivé instary parazitoidd.
Porovnani danych hodnot bylo provedeno pomoci chi kvadrat testu a nasledné zobrazeno
v grafu. Posledni paty model testoval zavislost mezi infikovanymi (nedspésné infikovanymi)
a neinfikovanymi jedinci a koncentraci hemocytl na 1 pl hemolymfy. Na tuto analyzu byl
zvolen Wilcoxonuv test. Vysledky byly nasledné zobrazeny v grafu. Prikaznost vSsech danych

testovanych proménnych byla stanovena na hladiné vyznamnosti a = 0,05.

3 Vysledky

V roce 2022 se podafilo béhem 40 dni odchovat celkem 321 slunécek vychodnich
(Harmonia axyridis), z nichz 60 slunécek bylo cilené infikovano. Ze zbylych 261 jedincl bylo
Uspésné infikovano 103 jedincli a 64 jedincl béhem chovu 4 tydnl zemfelo. Prfi pitvé

zemfrelych jedincl byla pfitomnost parazitoida prokazana u 17 jedincu.

Z 426 slunécek, kterd byla pochytana v roce 2023 bylo Uspésné infikovano 65 slunécek
a 115 slunécek zahynulo. Pfi pitvé 115 zahynulych slunécek byla prokazana pritomnost
parazitoida u 21 jedinc(.
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Ze 160 jedinct od clenli Tymu ekologie hmyzu z Prahy z roku 2022 byla pfitomnost
parazitoida potvrzena u 10 jedinc(, z nichZ u 7 jedincu tato pfitomnost byla prve potvrzena

diky analyze teratocytd.

Ze 110 jedinc( od ¢lentd Tymu ekologie hmyzu z Némecka z roku 2021 byla pfitomnost

parazitoida prokazana u 14 jedincu.

U 62 z 449 zahynulych jedincl byla pitvou potvrzena pfitomnost parazitoida. Celkem
tedy bylo pitvano 788 slunécek (64+115+160+110+60 (cilené infikovana) + 279 (nachytana

v roce 2024 pro ziskani nejéerstvéjsich larev parazitoida pro pofizeni fotodokumentace)).

3.1 Ulozeni parazitoida v téle slunécka

Jednou z neznamych v ramci pitev bylo uloZeni parazitoida v téle hostitele. Z vysledki
statistické analyzy plyne, Ze umisténi parazitoida v téle hostitele bylo Cisté nahodné a nebyl
prokazan signifikantni rozdil mezi jednotlivymi umisténimi parazitoida. V prvnim grafu
je porovnavana poloha parazitoidd v uméle infikovanych slunéckach (P=0.5037), v druhém
grafu jsou porovnavany polohy vsech 122 jedincd, ktefi byli ve slunéckach nalezeni

(P=0.2029).

Obrazek 9: V rdmci jedné ze statistickych analyz byla porovnavéna poloha parazitoidl Dinocampus coccinellae
v hostitelskych slunéckach Harmonia axyridis. Pro lepsi analyzu bylo sluné¢ko pomysiné rozdéleno do 5

segmentl: A - bfisni Cast, B - zddova ¢ast, C - stfedni ¢ast, D — smérem k hlavé a E - smérem k zadecku.
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Umisténi parazitoida v téle hostitele
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Obrazek 10: Na grafu je znazornéno v kolika pripadech se v jakém segmentu hostitelského téla nasel parazitoid
z 60 uméle infikovanych slunécek. Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé segmenty, na ose y je znazornén pocet
jedincl. Z grafu je patrné, Ze nejCastéji se parazitoid nachazel v segmentu A, tedy v bfisni ¢asti. Naopak nejméné
se vyskytoval v segmentu D, tedy smérem k hlavé. Nebyl ovSem prokazan zadny signifikantni rozdil v poloze

parazitoida v téle hostitele.
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Obrazek 11: Na grafu je znazornéno kolikrat se v jakém segmentu hostitelského téla nasel parazitoid ze vSech
122 neuspésné infikovanych slunécek. Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé segmenty, na ose y je znazornén
pocet jedincl. Z grafu je patrné, Ze nejCastéji se parazitoid opét nachazel v segmentu A, tedy v bfisni ¢asti.
Naopak nejméné se vyskytoval v segmentu C, tedy ve stfedu, v ¢emZ se oproti predchozimu grafu lisi. Nebyl

ovsem prokazan zadny signifikantni rozdil v poloze parazitoida v téle hostitele.
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3.2 Pomér mezi infikovanymi, neinfikovanymi a neuspésné

infikovanymi slunééky

Z dat z roku 2023 (tedy jedind data, kde jsou kompletni informace o statusu infikace, kde
nedoslo k zadnému cilenému infikovani) byla provedena statisticka analyza, kterd méla
za Ukol porovnat jednotlivé statusy infikace (infikovani, neinfikovani a netspésné infikovani
jedinci). Zaroven v této analyze probéhlo porovnani poméru pohlavi v ramci jednotlivych
statust infikace. Z analyzy plyne, Ze mezi jednotlivymi statusy infikace byl znacné

signifikantni rozdil (P<0,001). Zaroven je z grafu patrné, Ze Castéji neuspésné infikovani byli

samci, kdeZto u ostatnich statusu infikace tomu bylo pravé naopak.

Pomeér mezi infikovanymi, neinfikovanymi a netspésné infikovanymi jedinci

200-

Gender

B

Pocet jedinci

100 -

Infected Moninfected Unsuccessful

0-

Infekéni status
Obrazek 12: Na grafu jsou porovnavany 3 typy infikacniho statusu (infikovany, neinfikovany a nelspésné
infikovany) na ose x a pocet jedinci na ose y. Zde je patrny znacny rozdil mezi jednotlivymi statusy, kde
neinfikovani jedinci byli nejpocetnéjsi skupinou. Zaroven jsou zde zobrazeny rozdily mezi pohlavimi
(éervena=samice, modra=samci). U infikovanych a neinfikovanych jedinct bylo vice samic, kdezto u nelspésné

infikovanych jedincd prevaZuji samci.
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3.3 Pomér samcu a samic neuspésné infikovanych slunécek

Vzhledem k vysledkim predchozi analyzy, ze které je zjevné, Ze pouze u nelspésné
infikovanych slunécek prevazuji samci, byla provedena dalsi analyza, ktera zkoumala, zda
je signifikantni rozdil mezi samci a samicemi u neuspésné infikovanych slunécek. Tento

rozdil se v analyze neprojevil jako signifikantni (P=0.1475).

Pomeér pohlavi neuspésné infikovanych jedincu
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Obrazek 13: V tomto grafu je znazornén pomér pohlavi u neuspésné infikovanych jedincl. Na ose x jsou
zobrazena obé pohlavi, na ose y je zobrazen pocet jedincd. Je zde patrny rozdil mezi pohlavimi, nebyl oviem

prokdzan jako signifikantni.

3.4 Pomér jednotlivych instart parazitoidua

liz z pitev bylo patrné, Ze se nejcastéji vyskytoval 1. instar. Proto byly jednotlivé instary
podrobeny analyze, u které byl potvrzen znacné signifikantni rozdil mezi jednotlivymi
instary (P<0,001). Toto zjisténi mze napovidat tomu, Ze jiz béhem vyvoje vajicek a tésné po
vylihnuti parazitoida z vajicka nejspiSe dochazi k jistym imunitnim procesiim, které maji

na nasledek thyn hostitele ¢i parazitoida a tim padem nelspésnou parazitaci.
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Pomeér jednotlivych instarl u netuspésné infikovanych jedinct
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Obrazek 14: Na grafu je zobrazen pomér mezi jednotlivymi instary parazitoida, ktefi byli nalezeni pomoci pitvy.
Na ose x jsou zobrazeny jednotlivé instary, na ose y je zobrazen jejich pocet. Je zfejmé, Ze k nejvice Uhynim

hostiteld doslo, kdyZ byl parazitoid v 1. instaru.

3.5 Zavislost mezi infikaci a poétem hemocyt

Data od kolegli z Tymu ekologie hmyzu z Prahy z roku 2022 poskytovala i doplnkové
informace k nalezenym teratocytim a k parametridm hemolymfy, véetné koncentrace
hemocyt(l na 1 pl. Hemocyty slouzi mimo jiné jako jednoduchy imunitni systém a jejich
zvySeny pocet by teoreticky mohl predstavovat jeden z identifikdtord pritomnosti
parazitoida. Cilem této analyzy bylo zjistit, zda souvisi koncentrace hemocytl s infikaci
daného jedince. Tato data tedy byla podrobena Wilcoxonové testu. Z vysledkll nevyplyva,

Ze by mezi poctem hemocytl a infikaci hostitele byla zdavislost (P=0.2462).
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Obrazek 15: Graf zndzorfiuje (ne)zavislost infikace na koncentraci hemocytl. Na ose x jsou zobrazeny infikovani
a neinfikovani jedinci, na ose y je zobrazena koncentrace hemocytl v hemolymfé. U infikovanych jedincd
(zde mysleni neuspésné infikovani jedinci) je patrné, Ze hodnoty koncentrace dosahovaly mezi 25 000 az
priblizné 38 000 hemocytl na 1 pl a pouze v jednom pfipadé dosahovala hodnota témér 75 000 hemocytl na 1
pl. U neinfikovanych jedinci je rozpéti hodnot znacné Sirsi. Nejc¢astéji se hodnoty hemocytl pohybovaly mezi 20
000 a 40 000 hemocytd na 1 pl. V nékterych pripadech hodnoty dosahovaly i vy$Sich hodnot, kdy nejvyssi

hodnota predstavuje témér 92 000 hemocytl na 1 pl.
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4 Diskuze

Prvni neznamou, kterd byla v ramci pitev slunééek Harmonia axyridis zkoumana byl popis
jednotlivych vyvojovych fazi (instart) larev parazitoida Dinocampus coccinellae a jejich
uloZeni (polohy) v téle slunécek. Dostupné informace o larvach tohoto parazitoida jsou
velice skoupé a fotografie bud nejsou verejné uvedené nebo parazitoidi nejsou popsani
jako D. coccinellae a nelze tedy spoléhat na jejich spravnost. Jediné dostupné fotografie
larev tohoto parazitoida jsou zachycené v momenté, kdy opousti hostitelské télo, aby
se pod slunéckem zakuklil a mohl dokoncit sv(lj vyvoj. V této fazi ale neni larva pfilis
podobna prvnim instardm. V této diplomové praci jsou tedy dost mozna prvni dostupné
fotografie jednotlivych instarl tohoto parazitoida. Jak je mozné vidét z fotografii, je mezi
jednotlivymi instary znac¢ny rozdil, a to at uz ve velikosti ¢i tvaru téla nebo predevsim
ve tvaru hlavy. Balduf (1926) tvrdil, Ze sklerotizovana hlava s kusadly se nachdzi pouze
u prvniho instaru, jak je ale moiné spatfit na fotografiich (viz. Obrazek 8), tak
se sklerotizovana hlava nachazi jak u prvniho, tak u druhého instaru. Zménila se ovsem
proporcionalita hlavy k télu. V prvnim instaru tvofi hlava priblizné ¢tvrtinu délky téla, kdezto
u druhého instaru tvofi pfiblizné osminu téla. Efektivnost téchto kusadel jakoZzto obrany
proti dalSim parazitoidim byla potvrzena hned u nékolika pitvanych slunécek, kde byl
nalezen jeden cely parazitoid a pak zbytky parazitoidd pravé v podobé sklerotizovanych
hlavic¢ek. V jednom ptipadé bylo v jednom téle nalezeno kromé celého parazitoida dalSich 8

sklerotizovanych hlavicek. Detail sklerotizované hlavicky je k prohlédnuti v Pfilohach 7,8,9.

Co se tyce uloZeni larvy parazitoida v téle hostitele, nebyla potvrzena zadna preference
umisténi v téle. A to jak pro cilené infikovana slunécka (60 jedincl), tak pro vSechna
infikovana slunécka (122 jedinct). Téla slunécek byla pomysiné rozdélena do 5 ¢asti (bficho,
zada, stfed, hlava, zadecek). Byt nebyl dokdzan zadny signifikantni rozdil, je patrny slaby
trend preference bfisniho segmentu, kde se parazitoidi v obou zkoumanych modelech
vyskytovali nej¢astéji. Naopak nejméné se vyskytovali ve stfedni ¢asti téla a v ¢asti smérem
k hlavé. Nalezy v zadové Casti a ¢asti smérem k zadecku byly témér vyrovnané. Richerson et
Deloach (1972) uvedli, Ze D. coccinellae potrebuje pro UspésSnou ovipozici aktivné
se pohybuijici slunécko, aby mohlo mezi zadnim parem nohou do bfisni strany abdomenu
zavést vajicko. V pripadé neaktivity je slunécko paraizoidem provokovano pomoci tykadel
k pohybu. Takové tvrzeni by potvrdilo nej¢astéjsi vyskyt pravé v brisni casti a v Casti
u zadecku, jako tomu bylo u porovnani vsech neuspésné infikovanych slunécek. Ovsem
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u modelu porovnavajici pouze cilené infikovana slunécka se nejcastéji vyskytovali opét
v brisni ¢asti, ale narozdil od modelu vSech neuspésné infikovanych jedinct zde byla druhou
nejCastéjsi ¢asti nalezu cast zadova, tedy pod krovkami a kidly. Vétsinu nalezenych larev
parazitoid( tvofily prvni instary, tedy larvy velikosti pfiblizné jednoho milimetru. Zde to
vede k zamysleni, zda se larvy v hostitelském téle aktivné pohybuji nebo se zdrzuji v misté,
kam bylo vajicko zavedeno a k cilenému pohybu dochazi aZ pfi opousténi hostitelského téla,
kdy se parazitoid chystd zakuklit. K aktivnimu pohybu ale pravdépodobné dochazi
pfi likvidaci konkurencnich larev. Kdyby vajicko bylo zavddéno pouze mezi zadni par nohou,
jednalo by se mezi timto mistem a zadovou ¢asti o obrovskou vzdalenost, kterou by larva
musela stihnout prekonat jesté pred tim, neZ dospéla k druhému instaru. DalSim mozZnym
scénarem je, Ze vajicko neni v hostitelském téle nijak pevné ukotvené a muzZe se tedy volné
vznaset hemolymfou v navaznosti na pohyb hostitele, dokud nedojde k wvylihnuti

parazitoida.

V druhém modelu byl méfen pomér mezi neinfikovanymi, infikovanymi a nelspésné
infikovanymi slunécky. Zaroven jsou zde zvlast vyznaceni samci a zvlast samice. Ze 426
slunécek bylo Uspésné infikovano 65 jedincl (15,25 %) a nelspésné infikovanych bylo 21
jedincl (4,92 %) z celkem 115 uhynulych jedinc. Tento model byl postaven na datech
z roku 2023, ke kterému jsou veskeré potrebné informace o statusu infikace.
ProtoZe se jednalo o divokou populaci nezndmého stafi, nelze zcela vyloucit vliv pokrocilého
véku slunécek na tak vysoky Uhyn (26,99 %). Z grafu je zaroven patrné, Ze u neinfikovanych
i infikovanych jedincl prevazuji samice, naopak u neuspésné infikovanych jedincl prevazuji
samci (ve tretim modelu potvrzeno jako nesignifikantni). Toto zjiSténi by mohlo vést
k domnénce, Ze samci mohou byt za pritomnosti parazitoida nachylnéjsi k uhynu, ovsem
vzhledem k velmi nerovnovainému poméru pohlavi v tomto vzorku divoké populace nelze
takovou domnénku brat jako zcela relevantni a pro jeji potvrzeni by bylo tfeba dalsich

pokus( jak s divokymi, tak s odchovanymi slunécky.

Ctvrty model se vénoval porovnani pfitomnosti jednotlivych instar( (1-3) p¥i umrti
hostitele. Zde vysel zcela jednoznacné prikazny rozdil. Nejcastéji slunécka umirala, kdyz byl
parazitoid na samém pocatku larvalniho vyvoje, tedy ve stadiu prvniho instaru. Jednalo
se o celkem 47 jedincl z 62. Ve druhém instaru bylo nalezeno 13 jedincll a ve tretim instaru
pouzi 2 jedinci. Dosud nebylo zcela jisté zjisténo, zda se larvy prvniho instaru Zivi ¢i neZivi
télnimi tkanémi hostitele. Sluss (1968) uvadi, Ze se prvni instary télnimi tkanémi nezivi a Zivi
se pouze télnim tukem a posléze teratocyty. Tato domnénka byva nejCastéji citovana

a vylucuje hypotézu, Ze by tak vysokd mortalita hostiteld béhem prvniho instaru parazitoida
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byla zplsobena poskozenim ¢i pozienim tkani hostitele. Rizné zdroje ovSsem uvadi rlizné
hypotézy, co se vyzivy prvniho instaru tyce. Bylo by tedy zajimavé provéfit obsah traviciho
traktu larvy prvniho instaru, ¢imZ by se jednou providy potvrdila nebo vyvratila hypotéza,

Ze ani larvy prvniho instaru nepoziraji hostitelské tkané.

V poslednim patém modelu jsem se pokusila zjistit, zda spolu souvisi infikace hostitele
a pocet hemocytd. Tento model byl zaloZzen na datech od Tymu ekologie hmyzu z Prahy
z roku 2022. Jednalo se o celkem 160 jedinci. U 10 z nich byla prokazana pritomnost
parazitoida, u 7 z téchto 10 jedinc( byla jejich pritomnost prokazana diky nalezu teratocytd
jesté predtim, nez byla samotna slunécka pitvana. Hypotézou byla myslenka, Ze pfitomnost
parazitoida by mohla byt ¢astecné prokazana zvySenym poctem hemocytld v hemolymfé,
coz by bylo zplsobenou aktivaci (indukci) imunitniho systému hostitele (Chapman 2013).
Hemocyty mimo jiné pini imunitni funkci, proto by se dalo predpokladat, Ze pritomnost
parazitoida by mohla zvysit jejich pocet, protozZe tato odpovéd je bézna pro hmyz (véetné
slunécek) vystaveny patogenim a parazitim (Chapman 2013). Tato hypotéza ovsem mymi
daty potvrzena nebyla, nebot se i mnohondsobné vyssi poéty hemocytd vyskytovaly
u nékterych neinfikovanych slunécek. Celkové byly poc¢ty hemocytl u zkoumanych slunécek
velmi variabilni, za coz zfejmé mohou dalsi faktory (napf. genetické predispozice jedinct
¢i kvalita a kvantita potravy). Hemocyty se dale mohou nabalovat na melaninovou zatku
vlivem koagulacni funkce hemolymfy v disledku poskozeni hostitelského téla vnéjsim
¢initelem (Kodrik 2004), tedy parazitace a poskozeni tkani v disledku koagulace m{zZe pocet
volné cirkulujicich hemocytli i snizovat. V rdmci pitev slunécek bylo nékolik nalezl
neuspésné infikovanych slunécek s presné takovou melaninovou zatkou, kterou Kodrik
popisuje. Ve vétsiné pripadd se tato zatka nachazela na spodni strané abdomenu,
ale v nékterych pripadech byla nalezena pod krovkami. Byt se tato zitka nenachdzela
u vsech slunécek, kterd méla v téle parazitoida, nabizi se otdzka, zda tyto zatky nemohly
vzniknout pfi ovipozici. Pokud ano, byly by zatky pod krovkami dikazem, Ze k ovipozici
nemusi nutné dochazet na spodni strané abdomenu mezi zadnim parem nohou, ale mize
k ni dochazet pomoci modifikovaného ovipozitoru jinam do téla hostitele (popfipadé

k ovipozici mlzZe dochazet, pokud se slunécko chysta k letu a zveda krovky).

Jak jiz bylo zminéno, u nékterych slunécek byla pfritomnost parazitoida potvrzena jiz
pred pitvou diky pfitomnosti teratocytl. Teratocyty jsou burky typické pro blanokfidlé

parazitoidy (Strand 2014). Uvolnuji se z vajecného obalu do téla hostitele, kde se dale mnozi
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a rostou a slouzi jako potrava larev parazitoid(l. Zaroven se predpoklada, ze jejich funkce je
i sekre¢ni a mohou potlacdovat imunitni reakce hostitele, ktery by se mohl larvé parazitoida
branit napfiklad enkapsulaci bud samotného vajicka nebo larvy v nizsim vyvojovém stadiu.
Neni zndmo, zda se teratocyty z vajecného obalu uvoliuji az béhem lihnuti vajicka
nebo v néjakém casovém rozmezi uz pred lihnutim parazitoida. Jak bylo zminéno
v metodice, embryonalni vyvoj parazitoida muze trvat az 10 dni, je tedy moiné,
Ze se teratocyty mohou zacit z vajecného obalu uvolnovat i v fadu hodin ¢i dnd pred jeho
vylihnutim, aby doslo k véasnému potlaceni imunitniho systému hostitele. V datasetu
od Tymu ekologie hmyzu byla pfitomnost teratocytl potvrzena i u dvou slunécek, u kterych
parazitoid nebyl nalezen. Je tedy mozné, Ze tato slunécka v sobé neméla larvu parazitoida,
nybrz jeho vajicko, které ma rozméry pfiblizné 250 na 30 um (Sluss 1968) a je tedy
pod obycejnym binokuldarem jen tézko viditelné. Pokud pfistoupime na myslenku,
Ze teratocyty jsou vylucovany jiz pred vylihnutim a potlacuji imunitu hostitele, je velice
mozné, Ze mnohem vic pitvanych slunécek obsahovalo ve svém téle parazitoida. Takové
zjisténi by znamenalo, Ze procento nelspésné parazitace je ve skutecnosti mnohem vyssi,
neZ necelych 5 %, jak napovidaji vysledky mych pitev. K takovému potvrzeni by mohla byt
vyuzita jedna z molekuldrnich metod pro detekci parazitoid( popisovana v resersni Casti

v kombinaci s prlizkumem hemolymfy pro pfipadné potvrzeni vyskytu teratocytd.

Umrtnost slunééek b&hem parazitace oviem nemusi byt nutné pfimym nasledkem
samotné parazitace a miZe tomu byt v nékterych pripadech naopak. Pfitomnost parazitoida
mUiZe potlacovat imunitni sytém slunécka a je tedy moiné, Ze je pak slunécko nachylné
k jinym patogenlim, které mohou zapficinit jeho Uhyn. Hoch et al. (2000) potvrdili,
ze napriklad nékteré mikrosporidie mohou ve velkém poctu usmrtit hostitele,
¢imz nasledné zahyne i samotny parazitoid. Saito a Bjgrnson (2013) zkoumali vliv
mikrosporidii Tubulinosema hippodamiae na vyvoj D. coccinellae ve slunécku Hippodamia
convergens. Byt se vliv na samotny vyvoj D. coccinellae v jejich vyzkumu nepotvrdil,
nevyvraci to domnénku, Ze vlivem téchto (Ci jinych patogen(l) mUZe zahynout nejprve

hostitel, nasledné i parazitoid.
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5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo popsat moiné metody identifikace parazitoid
v hostitelich. Kromé tradi¢nich metod byly popsany i molekularni metody, které predstavuiji

budoucnost identifikace nejen parazitoid, ale i jinych napfiklad kryptickych druhd.

Cilem praktické casti bylo zjistit, zda za Uhynem slunécek vychodnich mze stat
i nelUspésnd parazitace parazitoidem Dinocampus coccinellae. Prakticka ¢ast tedy sestdvala
z pitev téchto uhynulych jedincl. Celkem bylo pitvano 60 cilené infikovanych slunécek,
449 slunécek, kterd zemrela bez zjevnych pticin a 279 slunécek, jejichz parazitoidi byli
pouZiti pro pofizeni fotodokumentace. BEhem pitev se potvrdila pfitomnost larvalnich stadii
parazitoida u 4,92 % z 449 jedinc(. Pitvy pomohly popsat jak vzhled parazitoid(
v jednotlivych instarech, tak jejich polohu v téle hostitele. Bylo prokazano, Ze sklerotizovana
hlavicka se nachazi u prvniho i druhého instaru, byt jiné studie tvrdily, Ze sklerotizovana
hlavicka se nachazi pouze u prvniho instaru. Zaroven nebyla prokdzana souvislost mezi
infikaci a po¢tem hemocytl v hemolymfé slunécek a lze tedy metodu pocitani hemocyti

oznacit za nerelevantni v oblasti identifikace pritomnosti parazitoidd.

Data byla doplnéna o velmi zajimavé fotografie jednotlivych instar(i parazitoida,

které jsou velice pravdépodobné prvni oficidlné dostupné.

Svoji diplomovou praci bych oznacila jako pfinosnou pro budouci studie parazitoid(
a zaroven by data z této diplomové prace by mohla byt pouzita pro védecky clanek.
Do budoucna bych chtéla pokraCovat se studiem tohoto velice zajimavého parazitoida,
o jehoz Zivoté, a hlavné vyvoji jesté neni mnoho znamo. Do budoucna by byla zcela jisté
zajimava studie dopodrobna popisujici jeho larvalni vyvoj, kde by hlavnim predmétem této
studie byly pitvy hostitel(l po jednotlivych dnech od data infikace, ¢imzZ by se presné mohlo
popsat, ve kterych dnech prechazi larvy z nizsich instar(i do téch vyssich a k nim opét poridit
fotografie, ze kterych by se dalo popsat, jak se larva kazdym dnem méni. Popfipadé rozsifit
mou studii o nékterou z molekuldrnich metod, kterou by se dalo uréit, zda infikovany

hostitel zemrel jesté neZ se z vajicka vylihl parazitoid.
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Pfiloha 8: Detail spodniho pohledu na hlavu parazitoida v 1. instaru
PFiloha 9: Detail spodniho pohledu na hlavu parazitoida v 1. instaru
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8 Pfilohy

Pfiloha 1: Chovny box se slunécky vychodnimi. Box byl vybaven vihéenymi ubrousky jakozto

zdrojem vody a papirovymi harmonikami, které slouzily na kladeni vajicek a pro podavani

potravy, kterou byly vaji¢ka zavije¢e moucného

Ptiloha 2: Slunécko vychodni se zakuklenym parazitoidem Dinocampus coccinellae ve volné

pfirodé.
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Priloha 3: Uhynuly jedinec parazitoida Dinocampus coccinellae, jenz byl vyuZit pro umélou

infikaci slunécéek vychodnich.
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0 vev

Ptiloha 4: Prof. Mgr. Jan Ru{Zicka, Ph.D. pofizujici fotografii 3. instaru larvy parazitoida

Dinocampus coccinellae.

0 vev

Priloha 5: Prof. Mgr. Jan Ruzicka, Ph.D. pofizujici fotografii 3. instaru larvy parazitoida

Dinocampus coccinellae v téle slunécka vychodniho.
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Pfiloha 6: Detailni fotografie pitvaného slunécka vychodniho s 3. instarem parazitoida

Dicoinampus coccinellae.

Pfiloha 7: Detail bo&niho pohledu na hlavu parazitoida v 1. instaru. Patrnd je sklerotizovana

hlava i svaly pod sklerotizovanou hlavou.
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Pfiloha 8: Detail spodniho pohledu na hlavu parazitoida v 1. instaru. Patrnd je

sklerotizovana hlava i svaly pod sklerotizovanou hlavou.

Pfiloha 9: Detail spodniho pohledu na hlavu parazitoida v 1. instaru. Dominantnim znakem

jsou mohutna kusadla slouzici k likvidaci konkurenénich larev v téle hostitele.
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Pfiloha 10: Clanek “Invasive host caught up with a native parasitoid: field data reveal high

parasitism of Harmonia axyridis by Dinocampus coccinellae in Central Europe”.
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