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Cile prace

samci klrovel ips pini, kterjm byta odstranéna tykadla, produkuji vice feromonu nef brouci intakini
{zinzel et al., 2007). Tento negativné zpétnovazebny mechanizmus, ktery byl popreé demonstrovan

u mandelinky bramborove |Dickans et al., 2002), Gdajné brani nadmémné akumulaci broukl na hostted.
Heni znama, zda podobna regulace existuje u Ips typograghus.

Cilem prace bude vypracovani rederse o regulaci feromonove produkce @ provedeni pilotrich
experimentt na |. typographus s dlem zjistit, zda tento mechanismus u tohoto druhu existuje.

Metodika

netodicky je préce zmméfena na srovnani hlading feromonu u broukdd = tykadly 3 bez nich, pfipadné pfed
a poaplilaci juvenilnihe hormonu, kteny u kirowol sktivuje feromonovou produlei. Hlzding feromenu bude
stanovovana v extraktech stiew broukd [pfipadné v jejich emanadich) pomod phynows chromatografie.
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Abstrakt

Ips typographus je jednim z nejvyznamnéjSich kalamitnich $ktdct naSich
smrkovych porostii. Pii kolonizaci hostitele samci vylucuji agregacni feromon,
ktery laka dalsi kiarovce z okoli. Usp&$na kolonizace hostitele zavisi na
obranyschopnosti stromu, populac¢ni hustoté broukli a mnozstvi jimi tvoieného
feromonu. ReSer$ni Cast této prace se zabyva zakladnimi informacemi o celedi
karovci (Scolytidae), se zaméfenim na konkrétni druh I. typographus (Linnaeus,
1758). Dale se zabyva slozenim a tvorbou jeho agrega¢niho feromonu a popisuje
faktory, které ji reguluji. Cilem této prace bylo zjistit, zda je produkce feromonu I.
typographus regulovana smyslovymi informacemi z tykadel podobné jako to bylo
pozorovano u piibuzného druhu I. pini. Konkrétné bylo pomoci plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (GC—MS) stanoveno mnozstvi feromonovych
komponent 2—methyl-3—buten-2—olu (MEBU) a cis—verbenolu (cV) v extraktech
stiev samcu s tykadly a bez nich. Byly provedeny dva zakladni typy experimentd.
Prvni typ porovnéaval obsah feromonu ve stfevech samct pfirozené zavrtanych ve
smrkovych polenech ve fazi tvorby snubnich komtirek. V druhém experimentu
doslo k porovnavani brouku s tykadly a bez nich po aplikaci juvenilniho hormonu,

ktery je zodpovédny za regulaci syntézy feromonu.

Bylo zjisténo, Ze odstranéni tykadel a aplikace juvenilniho hormonu
ovliviyji pfedevsim produkci hlavni feromonové komponenty, MEBU. Brouci s
tykadly produkuji méné€ MEBU nez brouci bez tykadel nebo po aplikaci juvenilniho
hormonu. Vysledky jsou diskutovany s ohledem na mozny vyznam regulace

feromonové produkce na zaklad¢é smyslovych podnéti tykadel.



Abstract

I. typographus is one of the most important pests of spruce stands. During
colonization of the host, males release an aggregation pheromone that attracts other
bark beetles. Successful host colonization depends on the tree defense, the
population density of the beetles, and the amount of pheromone they produce. The
review part of my work deals with basic information about the family of bark
beetles (Scolytidae), focusing on 1. typographus (Linnaeus, 1758) and its
pheromone composition and its regulation. The aim of this work was to find out
whether the production of the pheromone in I. typographus is regulated by sensory
information from antennae similarly as observed in the related bark beetle species
I. pini. Specifically, the amount of pheromone components 2—-methyl-3-buten—2—
ol (MEBU) and cis—verbenol (cV) in gut extracts of males with and without
antennae has been determined by using gas chromatography with mass detection
(GC-MS). Two basic types of experiments were performed. The first one compared
the content of pheromones in the gut extracts of males naturally boring in spruce
logs during the phase of formation of wedding chambers. In the second
experimental type, the beetles were compared with and without antennae after
application of juvenile hormone, which is responsible for regulating pheromone

synthesis.

It was found out that the antennal removal and the application of juvenile
hormone mainly affect the production of the main pheromone component, MEBU.
Beetles with antennae produce less MEBU than beetles without antennae or after
application of juvenile hormone. The results are discussed with respect to the
possible addaptive role of the antennal inputs in the regulation of pheromone
production.



Kli¢ova slova

Kurovec, Ips typographus, biosyntéza feromonu, feromonova produkce,

agregacni feromon, antennektomie, negativni zpétna vazba
Key words

Bark beetle, Ips typographus, biosynthesis of pheromone, pheromone

production, aggregation pheromone, antennectomy, negative feed-back



Lo UVOQ.iiiiiie e 12
2. CHLPIACE ...t iieiiieiiee e 13
3. LItETAINT TESETSE ..ueevvietiiiiieiiie sttt sttt enne e 13
3.1, KUrovcei (SCOIYLIAAR)......cuiiiieiierieeie e 13
3.2.  Bionomi€ KUTOVCU .....eoiuiiiiiiiiiieiiiieiie sttt sttt 14
3.3.  Lykozrout smrkovy (IpS typographus)..........cccocerviiiieieienencnese 15
3.4. Hostitelské dieviny Ips typographus..........cccoveviveninieiienenene e 15
3.5.  Bionomie lykozrouta smrkového (Ips typographus).........cccceverereennnnn 16
3.6.  Primarni atrakCe ..........coooiiiiiiiiieiiee e 17
3.7.  Agregacni feromon a regulace jeho Syntézy ..........cccccevvviivenieniiennennn 18
3.8.  Mevalonatovad draha ...........cccoeeiiiiiiii 20
3.9.  Vliv ¢ichovych informaci na produkci feromonu ..........ccocovviiiiiinnnnn 21
4. Materidl @ MEtOdiKa .......cocvviiiiiiieiic e 23
4.1, ChoVv | typographus ...t 23
4.2.  RozliSovani pohlavi.........cccciiiiiiiiis e 24
4.3. Aplikace JH, izolace stiev, jejich extrakce rozpoustédlem a piiprava
vzorki pro chromatografickou analyzu............ccccoviiiiiiinieee 24
4.4. Plynova chromatografie s hmotnostni detekei ...........ccooovvviiiiiiiiinnn 26
4.5, MS AELEKION ..ot 27
4.6. Chromatografickd analyza obsahu Stfev..........cccoeviiviiiiiiiiicn, 28
4.7, KVANUFIKACE .....ocviiiiiiiiic 29
S, VYSIEAKY oo 29
5.1. Feromonova produkce u broukd po 3—dennim Ziru ...........c.cceevvvirnennn. 30
5.1.2. Prvnd POKUS ..o 30

5.1.3. Druhy pOKUS.....coiiiiiiiieee e 31



6.

8.

5.2. Kvantifikace feromonovych komponent v experimentech s JH.............

DISKUZE ...



Seznam obrazku

Obrazek 1: 1pS tyPOgraphUS ........ccveiveiieiiesie et 17
Obrazek 2: Znazornéni mozku hmyzu a jeho neurosekrec¢nich oblasti................. 20
Obrazek 3: Diagram mevalonatové drahy and biosyntézy JH III u hmyzu........... 21
Obrazek 4: Cichové sensily na ventralni strané palicky tykadla.............cccovvunene. 22
Obrazek 5: Dvojrozmérny plynovy chromatograf..........ccccoevevviiiiiiieiiiie e, 28

Obrazek 6: Chromatogramy znazornujici mnozstvi MEBU po 3-dennim Ziru.. .. 30
Obrazek 7: Chromatogramy znazornujici mnozstvi ¢V po 3-dennim ziru ........... 31
Obrazek 8: Chromatogramy znazorfujici mnozstvi MEBU po 3-dennim Zziru. ... 32
Obrazek 9: Chromatogramy znazoriujici mnozstvi ¢V po 3-dennim Ziru ........... 32
Obrazek 10: Chromatogramy znazoriujici mnozstvi MEBU u broukt osetienych
ACEIONEBIML. Lottt 34
Obrazek 11: Chromatogramy znazoriujici mnozstvi MEBU u brouki osetfenych
JH bbb ae e 35
Obrazek 12: Chromatogramy znazornujici porovnani obsahu MEBU u brouki
osetfenych JH a u broukti Kontrolnich ...........cccoooevviiieiiieiecesee e 35
Obrazek 13: Chromatogramy znazornujici porovnani obsahu cV u brouku
osetfenych JH a u broukli kontrolnich ..o 36
Obrazek 14-15: Chromatogramy znazornujici shodu retenéniho chovani
syntetického standardu cV s ¢V nalezenym ve stfevech broukil .......................... 36

Obrazek 16-17: Chromatogramy znazoriiujicich shodu retenéniho chovani

syntetického standardu MEBU s MEBU nalezenym ve stfevech broukd............. 37
Obrazek 18: Hmotnostni spektrum MEBU...........ccccooiiiiiiiiiiii 37
Obrazek 19: Hmotnostni spektrum cV.........cccoiiiiiiiiiiiic e 38

Seznam tabulek

Tabulka 1: Seznam vzorki a pocty brouki pied a po inkubaci..........cccccovrvnnnee. 26
Tabulka 2: Kvantifikace MEBU, CV ...........cccoiiiiiiiiiiiiicc 33



1. Uvod

wevr

smrkovy (Ips typographus). Tento klrovec se stal hlavni pfi¢inou tézeb, kterych
bylo v roce 2018 evidovano 23,01 mil. m®. I pfestoZe se lykoZrout momentalné
vyskytuje na celém tizemi Ceska, nejvétsi postizeni prevazuje ve smrkovych
porostech na Moravé, Slezsku a Vysocing€. Jeho vyskyt vede ke vzniku rozséhlych
holin. Za klicové faktory, které tuto kalamitu zptisobily se povazuji prohlubujici se
vysychani krajiny, stejnovéké monokultury a péstovani smrku mimo jeho areal

ptirozeného vyskytu. (Zelena zprava 2018).

I. typographus (L.) napada hostitelské stromy kolektivné. V nizsich
populaénich hustotach vyhledava oslabené nebo mrtvé stromy (Ginzel et al., 2007).
Pii pfemnozeni napada i stromy zdravé (Kalinova et al. 2014). V obou ptipadech
vybiraji hostitele samci ,,pionyii* a zahajuji kolonizaci zavrtanim pod kutru, kde
vytvaii snubni komtrku a zaroven uvoliluji agregacni feromon. Ten ldka dalsi
brouky obojiho pohlavi, kteti se ke kolonizaci pionyri pfipojuji (Toffin, 2017).
Uspésnost kolonizace zavisi na popula¢ni hustoté brouki, obranyschopnosti
hostitele a na mnozstvi agrega¢niho feromonu, ktery brouci vytvareji. (Ginzel etal.,

2007).

U I. typographus je feromon syntetizovan ve stfevech sameckd. Feromon
tvoii dvé hlavni slozky, 2-methyl-3-buten-2-ol (MEBU) a cis-verbenol (cV).
Zatimco MEBU je vytvafen de novo v mevalonatové syntetické draze, cV je
syntetizovan z alfa-pinenu hostitele (Bearfield et al. 2009, Dvoiakova et al. 2011).
Produkci MEBU ovliviuje juvenilni hormon (JH), jehoz syntéza v Corpora allata
(CA) mozku je iniciovana zirem. Bylo zjisténo, ze JH reguluje expresi gent
mevalonatové drahy a tim se zahajuje feromonova produkce. Kli¢ovymi enzymy
isoprenoidti jsou HMGR (3-hydrozy-3-methyl-glutaryl-CoA reduktaza), HMGS
(3-hydrozy-3-methyl-glutaryl-CoA syntaza) a GPPS (geranyl diphosphate
syntaza). Tyto enzymy syntetizuji agregacni feromony Kklasickou mevalonatovou
cestou. Jedna se o metabolickou cestu, ktera je zalozena na reduktivni polymeraci
acetyl-CoA. (Bearfield et al. 2009).
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2. Cil prace

Pro klrovce pfildkané agregacnim feromonem mize byt dilezité védet,
kolik jedincti vybrany strom jiz kolonizuje. VEét§i mnozstvi broukd, a tedy vyssi
mnozstvi feromonu, mohou nové pfilitli brouci zjistit pomoci Cichu na tykadlech.
Cilem této prace bylo zjistit, zda ¢ichové vjemy maji u I. typographus schopnost
ovlivitovat produkci feromonu. Proto byly pomoci plynové chromatografie s
hmotnostni detekci sledovany hladiny dvou hlavnich feromonovych komponent,
MEBU a ¢V, v extraktech stfev samcu s tykadly a bez nich ve dvou typech
experimentl. 1) u brouki pfirozené kolonizujicich smrk a 2) u brouki po aplikaci

juvenilniho hormonu.

3. Literarni reSerse

3.1. Kurovci (Scolytidae)

Pocetnou ¢eledi broukt jsou kiirovci. Karovei ziji témét cely zivot pod klirou
drevin, kde si vytvareji pozerky urcitého obrazce. Kazdy druh kirovce obsazuje
uréitou ¢ast stromu a uréity druh dieviny (Voroncov, Cervinkova 1986). Nékteré
druhy ktrovci jsou vyznamnymi $kudci lesnich i ovocnych dievin (Pfeffer 1989).
Velikost druht vyskytujicich se na nasem tzemi se pohybuje od 1-9 mm
(Voroncov, Cervinkova 1986). Télo maji obvykle kratké, ovalné nebo vélcovité.
Zbarveni je zpravidla tmavé hnédé, cernohnédé, piipadné cernosedé. Povrch téla
obvykle matny, leskly, lysy nebo s mirnym ochlupenim. Hlava je mala a kulovita.
Na ni se nachazi par kratkych kusadel a par kratkych makadel. Tykadla jsou tvofena
pouze jednim kratkym ¢lankem. Pomoci tvaru a struktury krovek dokézeme urcit
rod a druh (Pfeffer 1989). Pohlavni znaky nejsou Casto pfili§ patrné, u mnohych
druhti je tfeba provést taxonomické zarazeni na zakladé morfologickych znakd na
pohlavnich organech (Vega & Hofstetter 2015). Pod krovkami nalezneme dobie
vyvinutd blanitd kiidla, které kirovcim slouzi k letu. Nohy jsou kratké s
péticlennymi  chodidly. Podle ridznych morfologickych a bionomickych
charakteristik muzeme kurovce délit na tii skupiny: lykohuby, bélokaze a

lykozrouty (Voroncov, Cervinkova 1986).
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3.2. Bionomie kurovcu

Rojeni klirovci probihd obvykle na zac¢atku jara az do poloviny 1éta. Nekteré
druhy tvofi monogamni rodiny s jednou samickou a jednim sameckem (lykohubi,
bélokazi), jiné vytvari polygamni rodiny s jednim sameckem a vice samickami
(Iykozrouti). U monogamnich druhti samicka vykusuje zavrtovy otvor. Jakmile se
dostane pod kutru, vyhlod4d podélnou chodbicku paralelni k lykovym vlakniim, a
vylu¢ovanim feromonu pfilakéd samecka. Dochéazi k pareni, po kterém samicka
pokracuje ve vykusovani chodby, kde poté naklade a zalepi vajicka do specidlnich
komtrek. Po n¢kolika dnech se z vajicek vylihnou larvy. Kazda z nich si pak vytvaii
svoji chodbicku, ktera se postupné rozsituje v zavislosti na rastu larvy a nakonec
vytvaii komurku, kde se zakukli. Z kukly se posléze lihne dospély brouk. U
polygamnich druhd kdrovct je zavrtovy otvor vykusovan sameckem. Pod kiirou
vytvofi nepravidelnou snubni komurku, do které poté ptilétaji samicky, které jsou
ptilakdny vyluCovanym agregacnim feromonem. Po spafeni samicky zacinaji
hloubit kazda svoji mate¢nou chodbu. Pokud chodbicka vede smérem nahoru po
kmenu stromu, piliny, které¢ se pii vykusovani vytvaii, padaji doli do snubni
komurky. Pokud samicky vytvareji chodby smérem dold, nebo do stran, vyuziji
samecka, ktery za pomoci ,.karky* vysypava piliny zavrtovym otvorem ven a poté
se znovu vraci k opusténé samicce. Rojeni spolu s kladenim vajic¢ek trva ptiblizné
mésic. Cely vyvoj 1 se stadii larev trvd 1,5-2 meésice. Po vylihnuti dospélci
prodélavaji 0Zivny zir, ktery je nezbytny pro rozvoj a zrani pohlavni soustavy

(Voroncov, Cervinkova 1986).

Vétsina klroved v prubéhu kolonizace hostitele vylucuje agregacni
feromon, ktery laka ob¢ pohlavi téhoz druhu a ktery reguluje nalet mnoha jedinct
na hostitelskou dievinu (Pfeffer 1989). Kromé agrega¢nich feromont nékteré druhy
vyuzivaji 1 feromony anti-agregacni, které reguluji optimalni hustotu broukl pfi
kolonizaci a pii obsazeném hostiteli sméruji nalet novych jedinct na okolni stromy.

(Schlyter et al. 1987).

Mnoh¢é druhy klirovct preferuji oslabené nebo pokdcené stromy. Nékteré
druhy vsSak jsou schopni napadat i stromy zdravé. Mnohé druhy kiiroved vyuZzivaji

ve svlij prospéch symbidzu s nékterymi houbami. Houby vytvafeji v chodbach
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podhoubi a slouzi jako potrava pro larvy. Houba rozklad4 dfevni buni¢inu pomoci
specialnich latek a tim pomaha k uvoliiovani sacharidi a bilkovin. Mnohé druhy
ktrovct symbiotické houby prenaseji. Nekteré druhy maji na svych povrsich jakési
kapsicky ,,mykangia®“, ktera jsou také zadsobarnou symbiotickych hub. Kirovci se
pak o houbové ,,vysevy* staraji (prostfednictvim regulace vlhkosti, vétrani, ¢isténi
chodbi¢ek aj.) (Voroncov, Cervinkova 1986). Mnohé druhy hub pienasenych

karovci jsou pro hostitele patogenni (Caudullo et al. 2016).

3.3. Lykozrout smrkovy (Ips typographus)

Lykozrout smrkovy (Ips typographus) je v nasem lesnim hospodatstvi
abies (L.) Karst.). Za ptiznivych podminek se rychle pfemnozuje. V malych
populacnich hustotach si vybirda dieviny oslabené a poskozené (napt. stromy
poskozené vétrem, mrazem, suchem). Vzhledem ke své velikosti preferuje stromy
staré vétsinou 60-100 let. Pti pfemnozeni napada lykozrout smrkovy i zcela zdravé
a mladsi jedince. Velikost broukd se pohybuje od 4,0 az 5,5 mm, samicky byvaji
ponékud zavalitéj$i. Zbarveni je tmavohnédé az cernohnédé, lesklé, po stranach

dosti ochlupeni. Krovky jsou v zadni ¢asti vyhloubené, matné a jemné teckované.

Na okrajich krovek je vroubkovani (4 pary zubit) (Kiistek 2004).

3.4. Hostitelské dieviny Ips typographus

Hlavni hostitelskou dievinou kirovcu je smrk ztepily (Picea abies (L.)
Karst.). Jeho rozsiteni je téméf ve vSech nizsich a vyssich polohéach (300-1350 m
n. m.) severni a severovychodni Evropy a v horéch stfedni a jizni Evropy. Smrk je
svétlomilna dfevina, kterd v mladi snasi zastin a diky tomu se snadno dostava do
starSich porostl a zaujimd misto jinych dievin. Z diivodu melké kotfenové soustavy,
kterd neni schopnd dosahnout do podzemnich vod, je smrk naro¢ny na pldni
vlhkost. Dokédze vSak snést nadbytek vody a vydrzi i stagnujici vodu bazin a
raSelini$t. Nedostatek vldhy mlZe branit dobrému rastu smrku. Smrk neni pfili§

naro¢ny na klima, ale je citlivy vici vysokym teplotdm a nizké vlhkosti. Kvuli
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povrchovym kofenim ma také malou odolnost vii¢i pusobeni vétru, jehoz
nasledkem byvaji vyvraty. Smrk je také citlivy na znecisténi ovzdusi a imise,
zejména pak SO2. Snih a namraza pak poskozuji smrk v podob¢ vrcholovych zlomi
(Madéra & Uradnigek, 2001). Na nevhodnych stanovistich mtize dochazet
k poskozeni nebo thynu smrku v disledku Skodlivych faktord, jako jsou napiiklad
pozary, sucho, boufe apod. (Caudullo et. al, 2016). Poskozeni miize dale vést
k velkému rozvoji chorob a rozsifeni Skudct (Madéra & Uradnicek 2001). I.
typographus je jednim z nejni¢ivéjsich lesnich skudct, ktefi poskozuji ekosystémy

smrkovych lest v Evropé (Caudullo et. al, 2016).

3.5. Bionomie lykoZrouta smrkového (Ips typographus)

. typographus je piivodem eurosibifsky druh, ktery sice preferuje smrk, ale
muze se vyvijet v ojedinélych ptipadech i pod kiirou borovic a modiinti. Ve stifedni
Evropé€ jsou jeho domovem horské smrciny (do 2000 m n.m.), ale diky umé&lému
zavadéni smrku se rozsifil i do nizsich poloh. Cas rojeni a poéet populaci za rok
zavisi na nadmotské vysce. V nizsich polohach (300400 m n. m.) se lykozrout
poprvé roji ke konci dubna a mé obvykle tii generace. V chlumech (400-600 m n.
m.) byva prvni rojeni v poloving kvétna, obvykle ma dvé generace. V horach (nad
600 m n. m.) rojeni probiha az ve druhé poloving kvétna nebo zacatkem Cervna a
generace byva pouze jedna. Rojeni trva v zavislosti na priabéhu pocasi 10-20 dnti

(Kfistek 2004).

Lykozrout smrkovy je polygamni druh (obvykle se péii s 1-3 samickami).
Jeho poZerek je podélné hvézdicovity a miize mit aZ 6 ramen. Matecné chodby jsou
vzdy rovné, postupujici smérem nahoru i dolii a maji nékolik vétracich otvori.
Dosahuji délky az 10 cm, Sitky 3-3,5 cm. Snubni komurky nalezneme v kiife

(Ktistek 2004).

Samicky po par dnech hloubeni mate¢nych chodeb za¢nou klast vajicka. Za
jeden den vykladou v priméru 1 az 2 vajicka. Za sviij cely zivot mohou primérné
naklast 60 vajicek. Za jeden az dva tydny se z vaji¢ek za¢nou lihnout larvy, které

pak za¢nou vykusovat chodbic¢ky riznymi sméry z mate¢né chodby. I. typographus
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je Casto prenaseCem houby Ophiostomata polonicum., ktera je pro smrk silné
patogenni. Larvy se 4krat az Skrat svlékaji a sviij vyvoj zakoncuji jako kukla, ze

které se ptiblizné po dvou tydnech lihne mlady brouk (Kiistek 2004).

Obrazek 1: Ips typographus (Kurovcoveinfo.cz)

Ips typographus je v ptirodé piirozené loven a poziran nékterymi predatory.
Mezi nejhojné&jsi hmyzi dravce, které se zivi . typographus jsou napiiklad dravi
brouci (Cleridae), mouchy (Dolichopodidae) a také parazitarni vosy. Druhova

sestava predatort zavisi na druhu hostitelského stromu (Wermelinger 2004).
3.6. Primarni atrakce

Latky, které ptitahuji kiirovce k hostitelskému stromu se nazyvaji primarni
atraktanty. Jsou to latky, které jsou vyluCovany stromy a které kiirovci vnimaji
prostiednictvim ¢ichovych receptorti na tykadlech. Avsak primarni atrakce stromut
nebyla pro Ips typographus dosud jednoznaéné prokazana. Existuji dvé teorie o
tom, jak Ips typographus vyhledava hostitele. Prvni z nich soudi, ze se pionyrsti
brouci orientuji na dlouhé vzdalenosti a nalézaji vhodné stromy pomoci volatilnich
latek, které stromy vylucuji a které kiirovei vnimaji ¢ichem. Druhou teorii je, ze

brouci se ¢ichové orientuji pouze na kratké vzdalenosti, a tak nalet na vybraného

17



hostitele je spiSe nahodny (Kalinova a kol. 2014, Andersson 2012). Obecné vime,
ze samci Ips typographus vhodného hostitele ke kolonizaci vybiraji podle jeho
zdravotniho stavu. VétSinou se jedna o oslabené, mén¢ odolné stromy nebo stromy
vyvracené. Zdravé stromy Ips typographus napada pouze v ptipad¢ piemnozeni,
kdy je velké mnozstvi jedincti schopno pieckonat obranyschopnost stromu. Podle
jednoho z piedchoziho vyzkumu bylo zjisténo, Ze samci vnimaji Siroké spektrum
volatilnich latek lapaku. Tykadla Ips typographus reagovala nejméné na 18
sloucenin vcetn¢ tii hlavnich smrkovych monoterpenovych uhlovodikti (D-3—
karen, o—pinen a f—pinen) a mén¢ hojnych sloucenin, jako jsou naptiklad kaft,
myrcen, D-3—karen, p—cymen, limonen, verbenon a dalsi (Kalinova et al. 2014). Je
nam také znamo, Ze pomoci pifemény hostitelského monoterpenu a-pinen si
ktrovec vytvafi jednu ze slozek agrega¢niho feromonu a tim je ¢V (Dvordkova et
al. 2011). Narozdil od MEBU, ktery si kiirovec vytvari z vlastnich zdroju (de novo)
(Lanne et al., 1989).

3.7. Agregacni feromon a regulace jeho syntézy

LykozZrout smrkovy pouZiva pii kolonizaci hostitele dva typy feromonovych
signall (agregacni feromonovy systém). Prvnim z nich je signal, kterym samci po
napadeni hostitele ldkaji dal§i jedince stejného druhu a ktery pomaha
synchronizovat Gtok mnoha jedincli na jednom hostiteli. Agregacni feromon je
vylu¢ovan v nejvysSim mnozstvi hned po napadeni hostitele. Po pfiletu samicek
nasleduje jeho pozvolny pokles (Schlyter et al. 1987). Druhy typ signalu regulujici
kolonizaci hostitele je anti—agrega¢ni feromon, ktery anti-agregacné piesmérovava
dalsi jedince na okolni stromy. ZajiSt'uje tak dostatek potravy pro jiz nalétlé brouky.
(Dvorakova et al. 2011) Jakym zptisobem brouci poznaji optimalni hustotu neni
zatim zcela znamo. Soudi se, ze vyuzivaji riznych smyslovych signali (zvuk,

chemické signaly ptisobici nablizko). (Schlyter et al. 1987)

Za hlavni agregacni feromony lze povazovat 2-methyl-3-buten—-2—ol a cis—
verbenol, které se jsou tvofeny v zadni €asti stieva sameck lykozrouta smrkového.
Spolu s MEBU a cV byly ve stievé identifikovany i dalsi slouceniny, jako napf.

trans-verbenol, myrtenol, trans-myrtanol, 2—fenylethanol, ipsenol a ipsdienol.
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VSechny ve stievé nalezené slouCeniny byly testovany pro jejich atraktivitu a
zjistilo se, ze smés se stala neatraktivni pro ostatni jedince pouze pfi odstranéni 2-
methyl-3-buten-2—olu nebo cis—verbenolu. Odstranéni jinych latek ze smési
nem¢lo na ucinnost feromonu zadny vliv (Schlyter et al. 1987). V pozd¢jsich fazich
kolonizace je z pozerkli uvolovan verbenon, ktery slouzi jako anti-agregacni
feromon. Dalsi latky jako ipsdienol a ipsenol, ktefi jsou spolu s verbenonem

uvoliiovany, maji také mirné anti-agregac¢ni ucinky. (Dvoiakova et al. 2011)

Jak jiz bylo feceno, feromon je smés a vSechny latky této smési jsou tvoreny
ve stfevé samcl. Biosyntetické cesty pro jednotlivé latky jsou rtzné. Ips
typographus vyuziva hostitelsky isoprenoid z pryskyfice, konkrétné a-pinen a
hydroxyluje ho na cV. (Dvoiakova et al. 2011) Naproti tomu MEBU je tvoifen de
novo. V obou pfipadech je syntéza regulovdna riznymi vnitinimi a vnéjSimi
faktory. Napiiklad bylo zjisténo Ze feromonovou produkci ovlivituje pohlavi,
vyvojové stadium, staii broukd, jejich letova aktivita a zir v prub&hu kolonizace
hostitele (Jaromir Blaha, 2018). Mezi nejvyznamngj$i stimuly, které vyrazné
stimuluji feromonovou biosyntézu je zir. Ten poskytuje jak metabolické
prekurzory, tak i energetické zdroje pro syntézu feromontl. Zir je také vyznamnym
signalem pro endokrinni regulaci syntézy (Seybold et al. 2000) Piikladem je Ips
pini, u kterého zir stimuluje produkci juvenilniho hormonu (JH 1), ktery nasledné
ovliviiuje hlavni regulacni enzymy syntézy feromonu (mevalonatova draha).
Produkce juvenilniho hormonu je kontrolovana z mozku hmyzu a to
prostfednictvim neurohemalniho organu Corpora cardiaca (CC) a endokrinni
Zlazou Corpora allata (CA) (Bearfield et al. 2009).
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Brain

Neurosecretory cells

Neuropeptides:
Diuretic, Myogenic,
Ecdysiotropic
P v P

Endocrine gland

Neurohasmal argan:
Corpora cardiaca

Juvenile hormaene,
Corpora allata (Terpenoid IH-I ?)

v

Effects: Somatotropic, Gonadotropic, Prothoracicotropic,
Phagostimulating.

Obrazek 2: Schématické znazornéni mozku hmyzu a jeho neurosekrecnich oblasti (Slama 2015)

3.8. Mevalonatova draha

Mevalonatova cesta je rozvétvend metabolicka cesta zaloZzené na reduktivni
polymeraci acetyl-CoA, coz vede k velké rozmanitosti isoprenoidnich sloucenin.
Pomoci mevalonatové drahy je hmyz schopny syntetizovat JH. V krocich pro
vytvofeni farnesyl difosfatu jsou zahrnuty specialni homoisoprenoidoveé
meziprodukty a enzymy (Bellés et al. 2005). Je ziejmé, Ze u druhu I. pini a dalsich
druhti Ips ovliviiuje JH III klicové regulacni enzymy podél mevalonatové dréhy,
ktera vede k produkci feromonu. U samcu I. pini, JH Il reguluje hladiny mRNA 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG) reduktazy (HMGR), prvni a vysoce
regulovany krok v mevalonové cesté (Pfestoze JH III silné reguluje aktivitu HMGR
v |. pini, nema Zadny vliv na enzymatickou aktivitu u jinych druhd 1ps). Zir a
osetfeni JH III silné zvysuje hladiny transkriptu HMGR ve stievech . pini. Z téchto
studii vyplyva, ze u I. pini zir stimuluje syntézu JH III pomoci CA, coz zvysSuje
hladinu exprese a enzymatickou aktivitut HMGR v mevalonatové cesté, a to vede k

vysoké trovni produkce feromonu. Kromé toho JH III také reguluje transkripci
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dalsich genti mevalonatové drahy, véetné HMG-CoA syntazy (HMGS) a geranyl
difosfat syntazy (GPPS) (Bearfield et al. 2009).

Mevalonate
v
Mevalonate-5-P
v
Mevalonate-5-PP
\%
2 (Isopentenyl-PP)
W
Geranyl-PP —> ¢ g, Monoterpenoid pheromones
\ of bark beetles
Farnesyl-PP : :
7 v \ (Methylgeranate?)

Farnesol
A4

Farnesal
N
Farnesoic acid
W
Methyl farnesoate
Vv
\_Iuvcnilc hormone lw

CORPORA ALLATA

Obrazek 3: Diagram mevalonatové drahy and biosyntézy JH III u hmyzu (Bellés et al., 2005)

3.9.  Vliv ¢ichovych informaci na produkci feromonu

Populacni hustota ovliviiuje Gispés$nost kolonizace a zaloZeni nové generace.
VEtsi mnozstvi broukil produkuje vyssi koncentrace feromonu a zvySuje Sanci na
pfildkani dostate¢ného poctu samicek. Je-li na hostiteli pfitomno jiZ dostatecné
mnozstvi samcti a produkce feromonu je dostate¢na, nemusi nove ptichozi k tvorbé
feromonu pfili§ pfispivat. Na druhé strané pfili§ vysoka produkce feromonu miize
naldkat vice broukli, nez mlze hostitel uzivit a to Se projevi na kvalit€ nové
generace. Regulace feromonové produkce v zavislosti na populaéni hustoté na
hostiteli se tedy jevi jako nezbytné. Kirovei mohou miru feromonové produkce
regulovat prostiednictvim negativni zpétné vazby, ktera je zprostfedkovana

smyslovymi informacemi z ¢ichovych receptort na tykadlech (Ginzel et al. 2007)
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Tykadla jsou smyslovym organem, ktery vnima pfedevsim ¢ichové podnéty.
Cichové smyslové neurony (smyslové receptory) jsou umistény v tzv. sensilach.
Jedna se o drobné duté kutikularni Gitvary podobné chloupktim, které se 1i$i délkou
a §itkou. Uvniti chloupkil nachazime rtizné poéty &ichovych neurontl. Cichové
sensily jsou u Ips typographus uspotadany na ventralni strané¢ tykadla do
oddélenych smyslovych oblasti, kterymi jsou $picka tykadla a dveé charakteristicky
zprohybané pruhy. Podle morfologického typu jsou sensily citlivé k riznym latkam,
takZe vnimani feromonl a kairomonl se obvykle déje v odlisnych sensilach.
Z ¢ichovych neuronti jsou ¢ichové informace vedeny do mozku, kde se ptepojuji v
antendlnim laloku a jsou déle vedeny houbovitych téles a lateralnich rohti mozku

(Andersson 2012).

pressure  dwell HV curr det WD mag % PW " HFW ) 100 pm
4.97E-4 Pa 3.00 ps 4.00 kV 0.10 nAETD 7.6863 mm 250 x 82.7 nm 508 ym Volumescope AO153

Obrazek 4: Cichové sensily na ventralni strané palicky tykadla |. typographus. Patrné jsou 2
charakteristicky zprohybané prouzky, které jsou taxomomickym znakem tohoto druhu.(Zdroj:
Kalinova B.).

U kurovce I. pini (Ginzel et al., 2007) a u n¢kolika dal$ich druht brouku
bylo zjisténo, ze tykadla jsou dillezitym organem, ktery miize ovliviiovat produkci
feromonu. Tento regulacni systém byl poprvé popsan u mandelinky bramborové
(Leptinotarsa decemlineata) a pozd€ji u nosatce bavinikového (Anthonomus
grandis) (Dickens et al., 1988, 2002). V obou ptipadech jedinci bez tykadel
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produkovali vy$8i mnozstvi feromonu Vv porovnani s jedinci stykadly. U
mandelinky bramborové JH III zvysil feromonovou produkci v kombinaci
s odstranénim tykadel az 200x. (Dickens et al., 2002) Také u nostace doslo
po aplikaci JH nebo po odstranéni tykadel (antencktomii) ke zvySeni feromonové
produkci (Dickens et al., 1988). U karovct Ips pini bylo zjisténo, Ze samci bez
tykadel produkuji nejen vyrazné vétsi mnozstvi feromonu nez samci s tykadly, ale
také hladiny mRNA genl mevalonatové drahy, kterd je dulezita pro syntézu
feromonu. Tyto geny byly pfi odstranéni tykadel indukovany ve velké mife, coz
naznacuje transkripcni regulaci produkce feromonu. Pfesny mechanismus této
regulace neni znam. Bylo vSak prokazano, Ze ovalné struktury pfitomné
v antenalnim laloku (tzv. glomeruly) jsou prostiednictvim svych interneuronti
propojeny i s oblastmi mozku, které reguluji produkci juvenilniho hormonu

(Corpora cardiaca a Corpora allata) (obrazek 2) (Ginzel et al. 2007).

4. Material a metodika

4.1. Chov I. typographus

Brouci (I. typographus) byli ziskani z napadenych stromt smrku ztepilého
(Picea abies) na $kolnich lesnich pozemcich v Kostelci nad Cernymi lesy.
Napadené stromy byly roziezany a Spalky byly pfepraveny do chladové mistnosti
FLD Ceské zemé&délské univerzity v Praze. Jednotliva polena byla umisténa do
kleci v chovné mistnosti (svételny rezim L:D, 25°C, vlhkost 60 %). Poté co brouci
zacali vylétavat z polen, byli sesbirani, druhové ur€eni a 100 jedincti nové generace
bylo vypusténo na nové, nenapadené poleno smrku umisténého v plastovém boxu
v mistnosti s klimatizovanymi podminkami pii 25°C s kontrolou vihkosti 60 %.
Boxy byly vybaveny vétraci miizkou a ventilaci. Zde brouci zakladali novou
generaci. Po vyletu prvnich broukl byla polena odkornéna, brouci vybrani a
rozdéleni podle pohlavi. Pro pokusy, které porovnavaly obsah feromonu ve
sttevech samctl pfirozené zavrtanych ve smrkovych polenech ve fazi tvorby
snubnich komirek, jsme ptipravili dvé skupiny samct F1 generace pro zavrtani do
smrkovych polen — intaktni a bez tykadel. Brouci byli pfeneseni na smrkova polena
apo 3 dnech ziru byli z polen vyloupani. Stfeva broukt bez tykadel a s tykadly byla

extrahovana oddélené.
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Ve druhém experimentu byly porovnavany extrakty stfev brouku s tykadly
a bez nich po aplikaci JH. Soucasné byly vytvoieny dalsi kategorie brouku, ktery
mély pomoci urcit, zda poranéni spojené s odstranénim cCasti t€la nevede
kK nespecifickym zménam fyziologie, které by mohly mit vliv na regulaci syntézy

feromonu. V experimentech byli pouziti pouze samci.

4.2. RozliSovani pohlavi

Rozliseni pohlavi Ips typographus bylo provadéno u zivych broukt pod
binokularni lupou pti 30x zvétSeni. Zkoumany brouk byl uchopen mezi prsty,
natoen bokem a pozorovan ze strany. K ur€eni pohlavi byly kombinovany dvé
pozorovaci metody. Prvni metoda vyuzivala zjiSténi, ze samci a samice maji
rozdilnou hustotu chloupkli na pronotu. Samicka mé na pronotu vyrazné vetsi
mnozstvi chloupki (v priméru 301 na 1 mm?), nez sameéci (pouze 186 chloupk
na 1 mm?). Touto metoda Ize rozliSovat pohlavi Zijicich brouk s piesnosti 98,5 %.
(Schlyter & Cederholm 1981). Dopliujici metoda rozliSovani pohlavi zaméfena
rozdilnou velikost ¢elniho hrbolku u rozdilnych pohlavi. U samct je hrbol vétsi,
zatimco u samicek je hrbolek podstatné mensi. Tato metoda neni tak spolehliva,
jako metoda hustoty chloupki, ale pfi kombinaci obou metod je dosahovano téméf
stoprocentnich vysledkii. Kontrola pfesnosti urceni pohlavi probéhla pfi
extrahovani stfev, kdy byl vypreparovan sklerotizovany penis samecka (Blaha

2019).

4.3. Aplikace JH, izolace sti‘ev, jejich extrakce rozpoustédlem

a priprava vzorku pro chromatografickou analyzu

V pokusech, které porovnavaly obsah feromonu ve stfevech samct
ptirozen¢ zavrtanych ve smrkovych polenech jsme porovnavali dvé skupiny samct

F1 generace — intaktni a bez tykadel.
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V pokusech, ve kterych byl aplikovan JH, byly porovnavany samci s
tykadly, bez tykadel, bez tykadel a tarzii po aplikaci JH rozpusténého v acetonu (0,5
ul roztoku JH v acetonu — koncentrace 10mg/0,5ml). Kontrolni brouci byli oSetfeni
pouze rozpoustédlem (0,5 ul acetonu). Celkem tedy bylo vytvoteno 6 skupin po 10
broucich (tabulka 1).

Pii aplikaci JH byly pouzity nasledujici chemikalie a pomucky: Binokularni
lupa (OLYMPUS SZ61), pinzeta, filtra¢ni papir, injek¢ni stiikacka, stojan, Petriho
misky, skelnd vata, aceton (PESTINORM SUPRA TRACE, VWR CHEMICALS),
juvenilni hormon III. (JH I SIGMA 10mg/0,5ml). Aceton a JH rozpusStény
Vv acetonu byly aplikovany pod binokuldrni lupou se 30x zvétSenim za pomoci
injekéni stiikacky (Hamilton o celkovém objemu 1 ul). Bylo vytvoteno 6 skupin po
10 broucich (Pfehled vzorka — tabulka 1).

intaktni brouci, kterym byl aplikovan JH

intaktni brouci, oSetfeni pouze rozpoustédlem
brouci bez tykadel, kterym byl aplikovan JH
brouci bez tykadel, oSetieni pouze rozpoustédlem

brouci bez tykadel a tarzi, kterym byl aplikovan JH

© o~ w DD -

brouci bez tykadel a tarzi, oSetfeni pouze rozpoustédlem

Po osetieni byly jednotlivé skupiny kirovcl uzavieni do Petriho misek se
zvlhéenou DbuniCitou vatou a byli ponechani 20 hodin Vv uzavienych
polystyrenovych boxech Vv laboratorni teploté (brouci s JH byli oddéleni od broukd,
u kterych JH nebyl aplikovan). Po 20 hodindch inkubace byli zivi kirovci
Z jednotlivych skupin vybrani a uloZeni v izolovanych plastovych vialkach do
mraziciho boxu (-80°C) do doby extrakce stiev. Pocet Zivych broukl pied a po

inkubaci a jednotlivé kategorie ukazuje tabulka 1.
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Tabulka 1: Seznam vzorkii a pocty broukii pied a po inkubaci

Pocet broukil pied a po inkubaci

Intaktni Bez tykadel Bez tykadel + bez noh

Aceton JH Aceton JH Aceton JH

Pfed | Po | Pfed | Po |Pfed | Po |Pfed | Po |Pfed| Po |Pied | Po
(ks) | (ks) | (ks) | (ks) | (ks) | (ks) | (ks) | (ks) | (ks) | (ks) | (ks) | (ks)

10 9 10 8 10 9 10 9 10 8 10 8

Pii extrakci stfev tu byly pouzity nasledujici chemikalie a pomicky:
Binokularni lupa (OLYMPUS SZ61), pinzety, filtracni papir, vialka s vnitinim
insertem, vialka, pipeta (90 mikrolitrit), suchy led, pentan (ACROS ORGANICS
99+%, extra pure) —jako rozpoustédlo (90 mikrolitrtt), bromododekan — jako interni
standard. Jednotlivi klirovci byli narkotizovani chladem. Pod binokularni lupu se
30x zvétSenim jim byly pomoci Spendliku rozeviena kiidla a pomoci pinzety byla
uchopena Spicka zadecku a vytazeno stievo. Pfi této proceduie doslo na kontrolu
pohlavi inspekci pfitomnosti penisu. Stieva, byla vkladana do pfedem ptipravenych
sklenénych 2 ml chromatografickych vialek s vnitinim sklenénym insertem (200
mikrolitrl). Insert obsahoval 90 mikrolitrii pentanu. Z divodu vysoké te€kavosti
pentanu a hlavniho feromonového komponentu MEBU, byly vialky s inserty po
celou dobu skladovéany na suchém led€. Poté byly vialky se stfevy a rozpousStédlem
uloZzeny pifes noc do mraziciho boxu (-20°C). Dalsi den bylo rozpoustédlo
s rozpusténymi feromony odsato od zbytkd stfev a k extraktim bylo ptidano 10
mikrolitru interniho standardu (undekan), jehoZ koncentrace byla 20 mikrogrami

na mililitr. Vzorky byly tyz den analyzovany pomoci plynové chromatografie.

4.4. Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Jedna se o metodu urcenou k déleni a stanoveni plynti, kapalin a pevnych
latek s bodem varu do cca 400 °C. Metoda rozd¢luje slozky mezi dvé faze, fazi
mobilni a fazi stacionarni. Staciondrni faze je u plynové chromatografie nanesena

na vnitini stény chromatografické kapilarni kolony. Tou pak prochazi nosny plyn
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(napt. helium, vodik), ktery slouzi jako mobilni faze. Vzorek je vstfikovan do
vyhtivaného injektoru, zde se odpati a ve formé par je nosnim plynem unasen do
kolony. Slozky ze vzorku se nejprve sorbuji na stacionalni fazi na zacatku kolony
a poté se nosnym plynem desorbuji. Tento délici proces se neustale opakuje do
doby, kdy slozky ze vzorku jsou doneseny nosnym plynem ke konci kolony. Kazda
slozka vzorku postupuje kolonou rychlosti zavislou distribu¢nich konstantach ve
stacionarni a mobilni fazi. Kolonu rozd€lené latky opousti v potadi rostoucich
hodnot distribucnich konstant. V. MS detektoru, ktery dokaze reagovat na
okamzitou koncentraci separovanych latek v nosném plynu jsou latky detekovany
a identifikovany. Signal detektoru je od nastfiku vzorku nepfetrzité registrovan a
vznikd graficky zdznam v podob€ chromatogramu, ktery je zavisly na signalu
detektoru a na Case. Na ose y je zaznamenéana odezva detektoru (intenzita) a na ose
X je zaznamenan ¢as. Kazda latka je charakterizovana chromatografickym pikem,
ktery ma tvar Gaussovy distribuce. Identifikace latky je provedena podle polohy
piku. Jeho plocha a vyska je tmérnd mnozstvi latky ve vzorku. Pik je popsan tiemi
parametry: retenénim Casem tR, vyskou piku h a Sifkou piku, kterd je méfend bud’
na zakladni linii wd nebo v poloviné vysky piku wh (Podehradska & Voznakova

1997).

4.5. Ms detektor

Detektor hmotnostni spektrometrie je iontoveé optické zatizeni, ve kterém

dochdazi k oddé€leni nabitych ¢astic ze smési plynnych molekul (ionti).

Latky vstupujici do detektoru jsou nejprve ionizovany a pak jsou nabité
Castice jsou oddéleny podle jejich efektivnich hmot (m/z). Na zakladé hmotnosti
iontll a vztahu mezi molekuldrnim a fragmentacnimi ionty mizeme piedpokladat
identity analyzovanych latek. Charakter hmotového spektra zavisi na zpisobu
zavedeni vzorku do detektoru, podminkdch a zplsobu ionizace, uspofadani
analyzatorti ionti a zplisobu registrace iontl. MS je Casto vyuzivan spolu

s plynovou chromatografii. (Podehradska & Voznakova 1997).
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4.6. Chromatograficka analyza obsahu stirev

Analyza byla provedena jednorozmérnou plynovou chromatografii s
hmotnostni  spektrometrii ~ (GC-TOF-MS)  dvourozmérnym  plynovym
chromatografem Agilent 7890 B, ktery byl vybaven kapilarnimi kolonami (Rxi-5:
30 m x 0,25 mm x 0,25 um a HP-5 MS-Ul 30 m x 0,25 mm X 0,25 um) a
hmotnostnim spektrometrickym detektorem s rychlym sbérem dat a s analyzatorem
doby letu TOF Pegasus 4 D (Leco Coporation, USA). Nasttik byl proveden pii
20-C se splitovacim pomérem 1:3 do injektoru pfi teplot& 275 °C (vyhtéto rychlosti
8°C/s). Teplotni program 1 D pece byl na zacatku 40 -C, poté se pec postupné
zahtivala kazdou minutu o 10 °C, dokud nedoséhla teploty 210 °C. Od této hodnoty
se poté opét postupné ohtivala o 20 °C kazdou minutu, dokud nedosdhla kone¢né
hodnoty 320 C. Tato hodnota byla nastavena po dobu 6 minut. Nosnym plynem
bylo helium, jehoz priitok byl 1 ml/min. Teplota pii pfenosné linky plynu byla
280-C. Energie ionizace u detektoru hmotnostni spektrometrie byla nastavena na—
70 eV. Hmotnostni rozsah byl 35-500 m/z. Celkova doba analyzy byla 30 minut a
aktivizacni rychlosti 10 spekter/s. Doba zpozdéni rozpoustédla byla 480 s. Celkova
teplota iontového zdroje byla 250 -C.

Obrazek 5: Dvojrozmérny plynovy chromatograf Agilent 7890 B s hmotnostnim spektrometrickym
detektorem TOF Pegasus 4D (Leco Coporation, USA) s a automatickym ramenem pro nastrik vzorkii
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4.7. Kvantifikace

U kvantifikace byla nejdiive provedena identifikace latky (MEBU, cV).
Poté u identifikované latky byla nafedéna série koncentraci (naptiklad 1pg —1ug/ul),
které byly za pomoci GC-MS zméfeny. Softwarem, jenz je k dispozici na
vyhodnocovani, byly zméteny plochy pika jednotlivych koncentraci. Nasledné
z nich byl utvotfen graf zavislosti plochy piku na koncentraci. Poté byla zméfena
plocha piku nami zjisténé latky a odecetla se koncentrace z kalibra¢ni kiivky za
pomoci softwaru. V tomto piipadé se kvantifikoval MEBU, protoZe reagoval na
antennektomii. V1iv na produkci ¢V nebyl jednoznacny, a proto kvantifikace nebyla

provedena. Stejny postup kvantifikace byl proveden i pro cV.

5. Vysledky

GC-TOF-MS analyza prokazala, ze brouci s tykadly produkuji méné
feromonu v porovnani s brouky bez tykadel. Tato skute¢nost byla patrna v obou
typech experimentt, tj. u broukt po zazrani, i u brouku po aplikaci JH. Nasledujici
obrazky (6-11) a tabulka 2 ukazuji srovnani obsahu 2-methyl-3-butenolu (MEBU)
a cis-verbenolu (cV) u brouki s tykadly a bez tykadel. Identifikace slou¢enin byla
provedena na zakladé shody retenénich cast a hmotnostnich spekter (obrazek 18-
19) latek ve vzorku, s retenénim ¢asem se syntetickymi standardy, které také byly

pouzity pro kvantitativni analyzu.

Vsechny nasledujici obrazky chromatogramu jsou zobrazeny v modu Extracted-ion
chromatogram (XIC). Je to chromatogram, ktery zobrazuje vlastnosti dané

hmotnosti (m/z) a jeji rozsah hmotnosti jako funkci casu.
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5.1. Feromonova produkce u brouki po 3—dennim Ziru

5.1.2. Prvni pokus

V pokusech, kdy byl analyzovéan obsah stfev u intaktnich broukt a brouku
bez tykadel po 3—dennim ziru ve smrkovém polenu (Zir pfirozen¢ indukuje produkci
feromonu), byl obsah hodnoty MEBU i cV vyssi u broukt s odstranénymi tykadly
v porovnani s brouky intaktnimi (obr. 6 a 7). Na obrazku 6 vidime hodnoty intenzity
iontd charakteristickych pro MEBU (hmota 71). Na obrazku 7 jsou znazornény
hodnoty XIC pro ¢V (hmota 94). Na tomto obrazku jsou vidét dva vrcholy, prvni je
vy$s$i a predstavuje ¢V, druhy je niz$i a znazoriiuje trans izomer verbenolu, ktery je
ve stieve také produkovan, avSak nema vliv na atraktivitu feromonu. Je ziejmé, ze

antenektomie ovlivituje produkci obou izomert.

MEBU

2.25e+006 Bez tykadel

2e+006 -
1. 75e+006
1. S+ 006+
1. 25e+006
1e+006 -
750000
500000
250000

——

S tykadly

Intenzita iontu

| | | | | |
Time (s) 270 280 290 300 310 320

Retencni ¢as

Obrdazek 6: Prekryv dvou XIC (m/z 71) chromatogramii zndzornujicich mnozZstvi MEBU v extraktech
broukii bez tykadel (Cerveny zdznam) a s tykadly (modry zdznam) po 3-dennim Ziru. Na ose X je
Zndzornén retencni cas a na osey je zndzornéna intenzita iontu 71. Obrazek jasné zndazornuje, ze po
3-dennim ziru je tvorba MEBU vyS$Si ve stievech broukii bez tykadel nez u broukii s tykadly.
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cV
90000 Bez tykadel

80000 ~
70000 S
G6O000
20000
40000 -~
30000
20000 —
10000

S tykadly

Intenzita iontu

| I I I [ I [ I [ I
Time (s} 802.5 805 807.5 810 812.5 815 817.5 820 822.5

Retencni cas

Obrazek T: Prekryv dvou XIC (m/z 94) chromatogramii zndzoriujicich mnozstvi ¢V v extraktech
broukii bez tykadel (Cerveny zdznam) a s tykadly (modry zdznam) po 3-dennim Ziru. Na ose X je
zndzornén retencni cas a na ose y je zndzornéna intenzita iontu 94 (charakteristicky ion pro cV).
Obrazek jasné znazornuje, ze po 3—dennim Ziru je tvorba cV vyssi ve strevech broukii bez tykadel
nez u broukii s tykadly.

5.1.3. Druhy pokus

Obrazky 8 a 9 ukazuji srovnani produkce MEBU (vyssi pik na obr. 8) a cV
(prvni a druhy znazornény pik na obrazku 9) u broukd po 3—dennim ziru ve

smrkovém polenu.

V pokusech, kdy byl také analyzovan obsah stfev u intaktnich brouku a
broukd bez tykadel po 3—dennim ziru ve smrkovém polenu, byl obsah hodnoty
MEBU vyssi u broukt s odstranénymi tykadly. Naproti tomu cV byl vyssi u brouka
s intaktnimi (obr. 8 a 9). Na obrazku 8 vidime hodnoty intenzity iontl
charakteristickych pro MEBU (hmota 71). Na obrdzku 9 jsou znazornény hodnoty
XIC pro cV (hmota 94). Zduvodu odlisné hodnoty cV neni ziejmé, zda

antenektomie ovliviiuje produkci tohoto izomeru.
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1 MEBU
3e+006 - Bez tykadel
= 2.5e+006+
= S tykadly
2 204006 -
5
' l.oe+006-
c
e
k= 1e+006
S00000 H
I T l I T I
Time (s) 270 280 290 300 310 320
Retencni Cas

Obrazek 8: Prekryv dvou XIC chromatogramii znazornujicich mnozstvi MEBU v extraktech broukil
bez tykadel (Cerveny zaznam) a s tykadly (modry zdznam) po 3-dennim Ziru. Na ose x je znazornén
retencni ¢as a na ose y je zndzornéna intenzita iontu 71 (charakteristicky ion pro MEBU). Obrdzek
jasné zndzornuje, ze po 3—dennim Ziru je tvorba MEBU vyssi ve stievech broukii bez tykadel nez u
broukii s tykadly.

cV
50000 - n
=
£ 40000 4 Bez tykadel
2 s tykadly
8 30000 -
=
S
O 20000 A
=
10000 -
| | | | | |
Time (s} 790 800 810 820 830 840
Retencni cas

Obrazek 9: Prekryv dvou XIC chromatogramii zndazornujicich mnozstvi cV' V extraktech broukii bez
tykadel (Cerveny zaznam) a s tykadly (modry zdznam) po 3-dennim Ziru. Na ose x je zndazornén
retencni cas a na ose y je zndzornéna intenzita iontu 94 (charakteristicky ion pro cV). Obrazek
zndzoriuje, zZe PO 3-dennim Ziru tvorba cV je v daném piipadé vyssi ve stievech broukii s tykadly
nez u brouku bez tykadel.
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5.2. Kovantifikace feromonovych komponent v experimentech
s JH

V pokusech, kdy byl analyzovan obsah stéev u brouku s tykadly a bez nich
a po oSetfeni juvenilnim hormonem, jsme se pokusili pfesné uréit mnozstvi MEBU
a ¢V na brouka pomoci syntetickych standardi MEBU a cV (tabulka 2). Ukazalo
se, ze mnozstvi ¢V tvofeného brouky bez podané¢ho JH a bez ziru je pod limitem
kvantifikace, a proto jeho hodnoty nejsou v tabulce 2 uvedeny. Mnozstvi MEBU u
vSech skupin broukli bylo pomérné vyssi a jejich kvantifikace v ng/brouka je

v tabulce 2 zn4dzornéna.

Tabulka 2: Kvantifikace MEBU, cV s uvedenym odhadem LCQ (Lowest calibration level), ve
stievech jednotlivych broukii vSech srovnavanych kategorii.

Koncentrace v ng/brouka
Vzorek brfl?l:f?:fvz 2-methyl-3-butenol cis verbenol
koncentrace v ;:2::::; koncentrace srtfjnlzi:?i
ng/brouka v ng/brouka

bez tykadel + JH:1 9 138 34 5.0 1.3
intaktni + JH:1 8 6.5 1.6 8.4 2.1
bez tykadel + bez noh + JH:1 8 19,5 49 4.4 1,1

bez tykadel + aceton:1 9 0.7 0.2 pod LCQ -

intaktni + aceton: 1 9 pod LCQ - pod LCQ -

bez tykadel + bez noh + aceton:1 8 0.6 0.1 pod LCQ -

odhad LCQ (ng/brouka) 0,55 2

V tabulce 2 (kvantifikace feromoni) jsou uvedeny hodnoty odectené z
kalibra¢nich kiivek latek (MEBU, cV). Plochy piki byly odecteny =z
chromatogramil zobrazenych pomoci charakteristickych iontl pro jednotlivé latky
(74 pro MEBU, 94 pro cV). Hladiny detekce pro rtizné latky jsou rozdilné, protoze
detektor je detekuje s rozdilnou citlivosti. Hodnoty v tabulce pod LCQ, znamenaji
v ptipadé MEBU, Ze je obsah mensi nez 0.55 ng, v piipadé verbenolu je obsah

mensi nez 2 ng.
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Z tabulky 2 je zfejmé, Ze vSechny kategorie broukd tvoii vice MEBU nez
cV. Antenektomie a aplikace JH jeho produkci vyrazné zvysuje. Koncentrace u
vzorku bez tykadel s aplikaci JH byla 138 ng na brouka, zatimco intaktni vzorek
mél koncentraci vyrazné nizsi, 6,5 ng na brouka. Hodnoty cV byly u broukt

neosetfenych JH pod limitem kvantifikace, a proto nejsou v tabulce 2 uvedeny.

Také obrazky 10 a 11 ukazuji, ze mnozstvi feromonu je vyssi u brouki bez
tykadel v porovnani s brouky intaktnimi i po aplikaci JH (podobné jako je to
uvedeno v tabulce 2). Chromatogram na obrazku 10 znazornuje, ze obsah MEBU
ve stfevech kontrolnich broukii (oSetfenych acetonem bez JH), nabyva relativné

malych hodnot. Antenektomie a aplikace JH (obrazek 11) jeho produkci vyrazné

zvysuje.
MEBU
1.2e+0064 Bez tykadel + aceton

E 1e+006 4 | Intaktni+ aceton
o |
'; 800000 - | Bez tykadel + bez noh +
X aceton
P
= 600000
cu
4
£ 400000 -

| | | | |

Tirme (s} 420 430 440 4350 460 470
Retencni cas

Obrazek 10: Prekryv dvou XIC (m/z 71) chromatogramii zndzornujicich mnozZstvi MEBU
v extraktech broukii oSetienych acetonem. Na ose x je zndzornén retencni cas a na ose y je
zndzornéna intenzita iontu 71 (charakteristicky ion pro MEBU). Chromatogram zmndzornuje, Ze
obsah MEBU ve stifevech broukii, kteri byli oSetreni acetonem, je vysSi u broukit bez tykadel, ale
celkove nabyva relativné malych hodnot.
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9e+006 n MEBU
- 8e+006 ~ Bez tykadel +JH
2 7e+006 -
O 6e+006 - Intaktni + JH
I 5e+006
N 464006 Bez tykadel + bez
E 3e+006 noh+ JH
£ 2e+006 -
1e+006
[ [ [ [ | |
Time (s) 420 430 440 450 460 470
Retencni ¢as

Obrazek 11: Prekryv dvou XIC (m/z 71) chromatogramii zndzornujicich mnozstvi MEBU
v extraktech broukii oSetienych JH. Na ose x je zndzornén retencni ¢as a na ose y je zndzornéna
intenzita iontu 71 (charakteristicky ion pro MEBU). Chromatogram zndzornuje, ze obsah MEBU ve
stirevech broukii, kteri byli osetieni JH, je vys$si u broukii bez tykadel, nez u broukii s tykadly nebo u
broukii bez tykadel a bez noh.

Na obrazcich 12 a 13 je srovnani obsahu MEBU a ¢V u broukt kontrolnich
(khaki a zeleny zaznam) a oSetfenych JH (bez tykadel - ¢erveny zaznam, s tykadly
- modry zaznam). Aplikace JH ovlivnila produkci MEBU i ¢V (modry a ¢erveny

zaznam). Antenektomie ovlivnila produkci MEBU, ale ne cV.

MEBU
1e+006
00000 —
2 700000 -
8 |
2 500000
£ 400000
200000
I I I I |
Time (s) 420 430 440 450 460
L —— 71 bez tykadel + JH:1
Retencni Cas — 71 intaktni + JH:1
—— 71 bez tykadel + aceton:1
—— 71 intaktni + aceton:1

Obrazek 12: Prekryv dvou XIC (m/z 71) chromatogramui znazornujicich porovnani obsahu MEBU
v extraktech broukii oSetienych JH a u broukii kontrolnich. Na ose x je zndzornén retencni cas a na
osey je znazornéna intenzita iontu 71 (charakteristicky ion pro MEBU). Chromatogram zndzornuje,
ze aplikace JH i antenektomie ovlivnila produkci MEBU ve strevech broukii.
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30000
25000
20000
15000
10000
5000

Intenzita lantu

T | 1 | | | | | |
Time (s) a00 910 920 930 940 950 960 970
—— 94 hez tykadel + JH:1
—— 94 intaktni + JH:1
—— 94 bez tykadel + aceton:1
—— 94 intaktni + aceton:1

Retencni Eas

Obrazek 13: Prekryv dvou XIC (m/z 94) chromatogramii zndzornujicich porovndani obsahu cV
v extraktech broukii oSetienych JH a u broukit kontrolnich. Na ose x je zndzornén retencni ¢as a na
ose y je znazornéna intenzita iontu 94 (charakteristicky ion pro cV). Chromatogram zndzornuje, Ze
aplikace JH ovlivnila produkci cV ve stievech broukii. Antenoktomie produkci ¢V neovlivnila.

Na obrazcich 14 a 15 je uveden priklad identifikace cV na zéklad€ shody
retenéniho chovani syntetického standardu c¢V. Na obrazcich 16 a 17 je uveden
priklad identifikace MEBU na zdkladé shody reten¢niho chovani syntetického
standardu MEBU (synteticky standard ¢V i MEBU je znazornén khaki zelenou
v levych obrazcich). ¢V a MEBU ze stiev dalSich 3 zkoumanych kategorii broukt

osetfenych acetonem (levy i pravy obrazek).

STD, kontrola cV + aceton Kontrola cV + aceton
8500
8000
7500
7000
6500
6000
5500
5000

11000
10000
9000
8000
7000
6000
5000

Intenzita iontu
Intenzita iontu

T T T T T T
Time (s) 880 900 920 940 960 980

T T T T T
Retenéni &as 94 bez tykadel + aceton:1 Time(s) 80 900 920 940 960 980
— 94 intaktni + aceton:1 Retenéni tas | ——— 94 bez tykadel + aceton:1
—— 94 bez tykadel + bez noh + aceton:1 —— 94 intaktni + aceton:1
—— 94 std G 90ul+10ul istd:1 ——— 94 bez tvkadel + bez noh + aceton:1

Obrazek 14-15: Prekryv dvou XIC (m/z 94) chromatogramii znazornujicich shodu retencniho
chovani syntetického standardu cV (khaki zeleny zaznam na pravém obrazku) s cV nalezenym ve
strevech broukii. Na ose x je zndzornén retencni cas a na ose y je zndzornéna intenzita iontu
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800000

600000

Intenzita iontu

400000

T
Time (s)
Retencni ¢as

STD, kontrola MEBU
+ aceton

T
460

T T T T
420 430 440 450
71 bez tykadel + aceton:1
—— 71 intaktni + aceton:1
—— 71 bez tykadel + bez noh + aceton:1

—— 71 std G 90ul+10ul istd: 1

470

1.2e+006+

1e+006

800000 —

Intenzita iontu

600000 —

400000

Kontrola MEBU +
| aceton

Time (5)I

Retenéni cas

T T T T T T
420 430 440 450 460 470
—— 71 bez tykadel + aceton:1

—— 71 intaktni + aceton:1

—— 71 bez tvkadel + bez noh + aceton:1

Obrazek 16-17: Prekryv dvou XIC (m/z 11) chromatogramii zndzornujicich shodu retencniho

chovani syntetického standardu MEBU (khaki zeleny zdznam na pravém obrazku) s MEBU

nalezenym ve strevech broukii. Na ose x je zndzornén retencni ¢as a na ose y je zndzornéna intenzita

iontu.

Hmotnostni spektra MEBU a cV jsou uvedena na obrazcich 18 a 19.

Charakteristicky iont (m/z) pro MEBU je 71, zatimco pro cV 94. Tyto

charakteristické fragmenty jsou na obrazcich oznaceny kruhem.

1004

i3

43

i il

&2

-

Imenib) 3-Buten-2d. 2-meth-

135 20
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I

[:5] 55 00

-
-
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Obrazek 18: Hmotnostni spektrum MEBU s vyznacenym zdkladnim pikem (fragment oznaceny
kruhem). Struktura MEBU je uvedena v pravé casti obrazku. Na ose x je zndzornéna hmotnost
fragmentii, na ose y jejich intenzita.
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Obrazek 19: Hmotnostni spektrum cV s vyznacenym zdkladnim pikem (fragment oznacen kruhem).
Struktura cV je uvedena v pravé cdsti obrazku. Na ose x je zndzornéna hmotnost fragmentii, na ose
y jejich intenzita.

6. Diskuze
V této praci bylo zjisténo:

1. Intaktni brouci I. typographus produkuji mén¢ feromonu neZ brouci
bez tykadel.

2. Stimulacni efekt byl pozorovan jak u broukt po 3—dennim Ziru ve
smrkovém polenu, tak po aplikaci JH.

3. U broukli po 3—dennim Ziru byl efekt pozorovan pro ob¢ hlavni
feromonové komponenty.

4. U broukl bez moznosti ziru a u broukl oSetfenych JH byl efekt

vyrazny pro MEBU. V pfipadé¢ ¢V vliv antennektomie nebyl jednoznacny.

V této préaci bylo zjisténo, Ze intaktni brouci produkuji mnohem méné
feromonu nez brouci bez tykadel oSetfeni JH III. Tento efekt byl vyrazny pro
MEBU, u kterého doslo po antennektomii k vyraraznému navyseni. Ziskané tidaje
nam potvrzuji vysledky pokusu po ziru, vysledky po aplikaci JH i odborna
literatura. V piipadé cV je efekt antennoktomie nejednoznac¢ny. U pokusu s 3—
dennim Zirem byla dvé opakovani. Vysledky u ¢V byly pokazdé rozdilné. Pti¢inou
mize byt pfirozena variabilita vzorkt, ale nebyla provedena statistika, ktera by
tohle tvrzeni potvrdila. U pokusu s aplikovanym JH III, byla naméfena hodnota cV
pod limitem kvantifikace a nedoSlo tak k jeho zaznamu. Hladiny detekce pro obé

latky jsou rozdilné, protoze je detektor detekuje s rozdilnou citlivosti.
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V této praci bylo také provedeno méfeni u brouka bez tykadel a bez noh.
Vysledky nelze porovnat. Pro porovnani je potfeba dalsiho vzorku s brouky bez

noh.

Skutecnost, ze antennektomie stimuluje produkci feromonu byla
pozorovana u mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata) a u nosatce
bavlnikového (Anthonomus grandis) (Dickens et al.,, 1988, 2002). V obou
piipadech doslo ke zvySeni produkce feromonu u jedincti bez tykadel v porovnani
s jedinci s tykadly. U nostace antenektomie zvysila feromonovou produkci vice nez
aplikace analogu JH hormonu (Dickens et al., 1988) Také u ktrovca I. pini bylo
zjisténo, ze samci bez tykadel produkuji vyrazné vét§i mnozstvi feromonu nez
samci s tykadly (Ginzel et al.). Krom¢ zvySené produkce feromonu méla
antennektomie v experimentech nal. pini vliv na hladinu mRNA tfi genQ
zapojenych do produkce feromonu v mevalonatové draze. Konkrétni studie uvadi,
ze zir samci stimuluje corpara allata K syntéze JH 111, ktery stimuluje feromonovou
produkci (v ptipadé I. pini je to terpenicka latka ipsdienol) ve stievech. Klicovymi
enzymy nejen pro tvorbu ipsdienolu, ale i pro tvorbu dalSich isoprenoidi jsou
enzymy HMGR (3-hydrozy—3-methyl-glutaryl-CoA reduktaza), HMGS (3—
hydrozy—3—-methyl-glutaryl-CoA syntaza) a GPPS (geranyl diphosphate syntaza),
jejichz hladiny byly po anenektomii zvyseny (Bearfield et al. 2009).

Negativni zpétnd vazba mezi smyslovymi vstupy a produkci feromonu
muze byt adaptivni. (Ginzel et al. 2007). Muze umoziovat nové piichozim
kiiroveim regulovat produkci feromonu a $etfit energii pii kolonizaci hostitele. Cim
vetsi mnozstvi feromonu kolonizujici brouci uvoliuji, tim je ptilakano vice broukd.
To znamena vice potencialnich sexualnich partnerti a vice broukd schopnych
pfekonat obranyschopnost stromu, ale také vysoké mnoZstvi broukii na daném
hostiteli predstavuje riziko, ze nové zalozené pokoleni nebude mit dostatek kvalitni
potravy. Je znamo, ze kiirovci reguluji svou hustotu kolonizace prostfednictvim
anti-agregac¢niho feromonu verbenonu (Schlyter et al. 1987). Regulace produkce
agregacniho feromonu prostiednicvim tykadel, ktera umoziuji vnimat koncentraci
feromonu mtize byt dal$i mechanismus, ktery na jedné stran¢ ovliviiuje miru

napadeni hostitele, ale na druhé stran€ umoziuje nové ptichozim broukim sniZit
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feromonovou produkci v piipadé, ze je signal dostate¢né silny a Setfit tak energii,

protoze tvorba agrega¢niho feromonu je energeticky naro¢na (Ginzel et al. 2007).

Mechanismus této regulace neni znam. Soudi se, ze je zprostiedkovan
chemoreceptory na tykadlech a centralnimi ¢ichovymi oblastmi v mozku. Bylo
prokézano, ze glomeruly v antenalnim laloku (primarni analyzacni ¢ichové centrum
mozku hmyzu), jsou prostfednictvim svych interneuronti propojeny nejenom
s vy88imi Cichovymi centry, ale i S oblastmi mozku, které reguluji endokrinni
pochody hmyzu. Konkrétné s oblastmi, které reguluji produkci JH v Corpora allata
(Ginzel et al. 2007).

Jakkoliv jsou vysledky presvédCivé, nejsou data statisticky zpracovana,
protoze experimenty byly provedeny pouze v jednom opakovani. Vysledky této
prace tak mohou byt povazovany za predbézné, vyzadujici opakovani a statistické

zpracovani.

Studie feromonové produkce feromonu u I. typographus prokazaly, ze u 1ps
typographus je MEBU syntetizovan de novo (Lanne et al., 1989), zatimco cV
vznika detoxifikaci alfa-pinenu béhem Zziru broukt pii kolonizaci hostitele. Krome
toho se na regulaci tvorby feromont podili vliv pohlavi, maturace, aktivity a ziru

(Blha, BP, 2019).

7. Zavér

NaSe pokusy jednoznaéné¢ ukazuji, Ze antenektomie a aplikace JH stimuluje
produkci MEBU. Vliv antenektomie a JH na tvorbu ¢V byl pozorovan, ale ziskané
vysledky nejsou jednoznacné a vyzaduji opakovani a nasledné statistické

zpracovani.
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