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1 Uvod

1.1 LykoZrout smrkovy

Lykozrout smrkovy se fadi mezi nejzavaznéjsi Skidce smrkovych porosti ve
sttedni Evropé€. Nésledky jeho premnozeni v hospodaiskych smrcinach i lesich narodnich
parkll a pfirozend uloha v lesnim ekosystému patii mezi medidlné casto diskutovana
témata, zejména v kontextu ekonomickych skod a estetického vnimani krajinného razu.

Taxonomicky je lykozrout smrkovy (Ips typographus) zatazen do fadu brouci
(Coleoptera), Celedi nosatcovitych (Curculionidae), podceledi klirovcovitych (Scolytinae).
Dospélci lykozrouta smrkového jsou hnédoCerné zbarveni, matné leskli s délkou téla
piiblizn¢ 4,2 — 5,5 mm a Sifce 1,9 mm. Povrch celého t€la je pokryt jemnymi Zlutymi
chloupky, coz spolu s ozubenim oplostélého konce krovek patii k hlavnim morfologickym
znaktm, které jej odliSuji od dalSich zastupcii rodu Ips (Skuhravy, 2002). U téchto brouk
neni zfetelny pohlavni dimorfismus na vnéjSich morfologickych znacich.

Ve stiedni Evrop¢ je hlavni hostitelskou dfevinou lykozrouta smrkového (dale jen
lykozrout) smrk ztepily (Picea abies), av§ak na severu Evropy byl pozorovan i na borovici
lesni (Pinus silvestris), na Balkdnském poloostrove jinych druzich smrku (Picea omorica,
Picea obovata) a vzacné byl Zir zaznamenan 1 na limb¢ (Pinus sibirica) a jedli (Abies
sibirica). Smrk jako hostitelskd dfevina skytd pro lykozrouta optimalni podminky pro
vyvoj od stafi 60 az 100 let. Jeho lyko je dostatecné silné (4 — 10 mm) a poskytuje vhodné
prostiedi pro zalozeni nové generace. Brouci si pfednostné vybiraji stromy poskozené ¢i
oslabené, at’ jiz biotickymi (jin¢ druhy Sktidci, lidska Cinnost) ¢i abiotickymi faktory
(Zumr, 1995). Nejcastéjsi  pficinou piemnozeni v hospodaiskych lesich je
zpravidla zanedbani ochrannych opatieni proti kiirovelm na smrku, ptipadné pozdni
zpracovani jiz napadené¢ho materialu ¢i pozdni odvoz atraktivniho a pro vyvoj vhodného
(napt. polomového) dieva z porostu. V poslednich tficeti letech maji na populacni
dynamiku lykozrouta nezanedbatelny vliv i globalni zmény klimatu, zejména s ohledem na
cetnost vyskytu extrémnich meteorologickych udalosti, jako jsou vichfice ¢i sucho (IPCC,
2007), které¢ oslabuji vitalitu stromid. Nardst pramérnych ro¢nich teplot navic vede i
k ¢asnéjSimu rojeni na jatre a rychlejSimu vyvoji dcefinych generaci (Faccoli, 2009). Strom,
ktery je poskozen Ci trpi nedostatkem vody, se nedokaze napadeni lykozroutem uCinné
branit. Jeho obrana spociva ve vylévani pryskyfice, pficemz zavisi na jeji viskozitg, ktera

klesa s nedostatkem vody. Na rozdil od vétSiny druhii jehlicnant je pro smrk ztepily



typické, ze v prvni fazi ndletu vylévd pouze malo pryskyfice a s dal$imi utoky se jeji

mnozstvi rapidné snizuje (Christiansen a kol., 1987).

1.1.1 Zivotni cyklus

Zivotni cyklus lykozrouta je do znaéné miry ovlivnén teplotou a délkou dne.
Teplotné podminéné je rozmnoZovani, pocet zaloZzenych generaci, letova aktivita i
mortalita béhem zimniho obdobi. Délka dne naopak ovliviiuje ptechod od aktivniho vyvoje
k diapauznimu (viz nize). Nejkratsi doba vyvoje nové generace se udava jako 6 tydnt pfi
optimalni teploté¢ 29°C, nejdelsi je pak 10 tydni pfi spodnim teplotnim prahu aktivniho
pohybu jedinct, ktery ¢inni 14°C (Zumr, 1995).

V podminkéch sttedni Evropy lykozrouti zaloZi zpravidla dvé dcefiné generace do
roka v nizSich a stfednich polohach, v horskych oblastech pak jednu uplnou a dle pocasi
v daném roce jednu neuplnou generaci, ktera prechdzi do diapauzy a ptrezimuje, aniz by
doslo k rojeni. V severni Evropé vlivem nizsich teplot, kratsi vegetacni sezony a lokalné i
tzv. obligatorni diapauzy dokon¢i vyvoj pouze jedna generace, zatimco pro sttedomofii jsou
obvyklé generace az tfi.

Jarni rojeni je hromadné a zacina obvykle koncem dubna ¢i zacatkem kvétna.
V poslednich letech se setkdvdme s jarnim rojenim jiz zacatkem dubna, diky mirng&j$im
zimdm a nadprimérmym jarnim teplotdm (Faccoli, 2009). Prvni brouci, ktefi vylétavaji ze
svého zimovisté, jsou nejcastéji samci a jsou oznacovani jako pionyrSti brouci. Pro
smefovani naletu jsou klicova tzv. primarni atraktanta vylu¢ovana samotnym smrkem. Jde
pfedevS§im o monoterpeny (o-pinen, myrcen, B-pinen) a etanol, ktery je produkovan
mikroorganismy v rozkladajicim se dievé ¢i samotnym stromem pfi stresu. Mimo funkce
primarnich atraktant ovliviiyji tyto slouceniny i odpovéd’ broukl na agregacni feromony
(Byers, 1995), které jsou vyluCovany po proniknuti pod kiiru stromu. Agregacni feromony
jsou metabolizovany de novo z hostitelskych monoterpenti, piipadné produkovany
mikroorganismy asociovanymi s brouky, ¢i kombinaci obou variant (Erbilgin a kol., 2007).
Mezi hlavni néstroje feromonové komunikace lykozroutd patii latky jako cis-verbenol,
trans-verbenol, ipsenol, ipsdienol, 2-methyl-3-buten-2-ol a dals$i, kterymi ovliviiuji ostatni
jedince svého duhu (ne vSechny jsou povazovany za agregacni, nékteré slouzi i jako
odpudivé). Komunikace je zaloZena na rizném poméru vylu€ovanych slozek. Naptiklad
vyrazny rozdil byl zaznamenan mezi samci, ktefi vyhloubili snubni komtirku a samci kteti
se jiz spafili. Laboratornim pokusem bylo prokazano, ze vyluCovani agregacnich feromoni

samcem zacina velmi brzy po napadeni stromu a maximalni aktivita nastdva po 4-6
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1987).

Ne vSichni brouci jsou po piezimovani pfipraveni k pafeni a musi prodélat tzv.
uzivny zir, pii némz dochazi ke zrani pohlavnich organti a rozvoji létaci svaloviny. Pokud
neni v misté¢ zimovisté dostatecné mnozstvi vhodné potravy, brouci pieletuji na nejblizsi
stromy. Pokud jsou jiz pohlavné dozrali (samci dozravaji diive nez samice), vyhledaji
vhodné stanovisté pro zaloZeni nové generace (Zumr, 1995). Samec se obvykle pafi se
dvéma az tfemi samickami (pfi vy$$i populacni hustoté az péti). Samice po oplodnéni
zacnou vykusovat vertikalni matecné chodby a do jamek po obou stranach kladou vajicka.
Velikost sntiSky v prvnim ovaridlnim cyklu je cca 60-80 vajicek, z nichz se za 6-18 dni
zacinaji lihnout larvy, které vykusuji chodby kolmo na chodbu mate¢nou. Na konci
larvalniho vyvoje, ktery trva 11-30 dni, vykousSe larva posledniho tfetiho instaru na konci
chodby komtrku, ve které se kukli. Z kukly se po 6-17 dnech vylihne mlady brouk, jehoz
kutikula je zpodatku mékka a nevybarvena. Cerstvé svleGend imaga nejsou okamyzitd
schopna rozmnozovani. Po ¢aste¢ném vytvrdnuti a zabarveni kutikuly musi lykoZrouti
prodélat zralostni Zir, béhem kterého jim dozrdvéa letova svalovina a pohlavni organy.
Obdobi pohlavniho dospivani trva dva az tfi tydny, béhem kterych brouci vyhlodavaji
nepravidelné¢ se vinouci chodbu (Zumr, 1985, Zumr, 1995). Samicim musi b&hem
zralostniho Ziru dozrat ovaria, zatimco samci maji zralé pohlavni organy jiz po imaginalni
ekdysi a zralostni Zir slouzi pfedevSim k rozvoji létacich svalii pied rojenim. Samci diky
Casné zralosti pohlavnich orgdni dokon¢i zir diive, coz vysvétluje jejich prevahu na
pocatku rojeni (Dolezal, 2002).

Letni rojeni byva oproti jarnimu vice rozptylen¢ a muzeme ho pozorovat od
poloviny ¢ervna do konce Cervence v zavislosti na pocasi a stanovisti, kde se brouci vyviji.
Uplatnuji se zde vlivy jako nadmotska vyska ¢i mikroklima daného stanovisté (Zumr,
1995). Po kazdém zhlavnich rojeni (jarni, letni) nastdva tzv. sesterské pterojeni, ke
kterému dochdzi zpravidla po 2-3 tydnech. Samice pred nim prod€lavaji tzv. regeneracni
zir a poté bez dalsi kopulace pokracuji v kladeni v novém poZerku, ktery v zavislosti na
lokalnich podminkdch mohou zalozit na stejném stromé& nebo v ptipad¢ silného narusSeni
lyka po preletu na jiny strom. Takovy pozerek je typicky absenci snubni komirky. Byl
vSak pozorovan i jiny typ sesterského prerojeni, béhem n¢hoz k pareni dochézi. Pozerek je
pak standardni se snubni komirkou a matetfskou chodbou, zpravidla v§ak dochdzi k pareni
pouze s jednou samici (Zahradnik & Gerakova, 2010). Sesterské prerojeni je vysvétlovano

nekolika hypotézami (Kirkendall, 1983).



1. ‘Bankruptcy’ hypotéza — UspéSné prerojeni zajisti dostatek zivin pro
samici 1 jeji potomstvo. Ackoli pravdépodobnost umrti samice je pfi ném
velmi vysoka, vynaklada ¢ast své energie na vyhledani nového vhodného
stanovisté pro obnoveni energetickych rezerv v tukovém télese. S timto
jevem se setkavame u druhli, které neziji v Cerstvém nebo Zijicim
hostiteli, a preferuji odumiely material.

2. ‘Greener pastures’ hypotéza — samice vyhledava nové vhodné misto pro
snisku, aby zajistila dostateCnou nutri¢ni zasobu pro své potomky. Tato
hypotéza plati pro druhy, které prodélavaji vyvoj v Cerstvém materialu, a
snizeni jeho kvality mé drastické nasledky na vyvoj potomstva. Zména
hostitele s sebou nese i dal§i vyhody, naptiklad niZsi riziko napadeni
patogenem Ci predatorem.

3. ‘Overcrowding’ hypotéza — k ptferojeni dochdzi nésledkem vysoké
popula¢ni hustoty. Vysoky pocet larev z prvni faze naletu mize ohrozit
larvy ze setreského pierojeni. Dochézi totiz k rychlejSimu vycerpani

potravniho zdroje a pozdéji i ke vzajemnému kanibalismu.

1.1.2 Prezimovani a diapauza

Dospélci a v ojedin€lych ptipadech i larvy a kukly ptfekonédvaji neptiznivé zimni
obdobi pod kilirou stromt. Je-li vSak ptfedchozim Zirem lyko pfili§ naruSeno, pieletuji
IykoZrouti jest¢ koncem vegetacni sezony na jiny strom, piipadné zalézaji do hrabanky
v bezprostiednim okoli ptivodniho stromu. Vhodné misto pro pfezimovani znamend nejen
snizeni rizika thynu vlivem nadmérné vlhkosti a houbovych patogent, ale v ptipadé
pirezimovani pod klrou muze piedstavovat 1 dostatek vhodné potravy pro pribézné
dopliiovani energetickych zdsob béhem piezimovéani a jarni regeneracni Ziry. Pfesto je
mortalita béhem zimniho obdobi pomérné vysoka a zimu nepiezije az 49 % dospélcii, 91
% larev a 86 % kukel (Faccoli, 2002).

Dospéli lykoZrouti piezimuji ve stavu tzv. imagindlni diapauzy. Jednd se o
alternativni vyvojovou cestu, kterda hmyzu umoziuje ptekonat neptiznivé zimni obdobi a
zahrnuje zmény na vSech urovnich, od zmén genové exprese aZ behavioralni. Primarnim
stimulem pro vstup do diapauzy je u lykozroutd délka dne. V laboratornich podminkach
bylo prokazano, Ze kritickd délka svételné ¢asti dne, pii niz diapauzni vyvoj nastoupi

nadpolovi¢ni ¢ast populace, je pfiblizn€ 14,7 hodin (Dolezal & Sehnal, 2007a). Tato délka
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dne u nas odpovidd zhruba poloviné srpna. Od této doby se v piirod¢é brouci postupné
piestavaji rozmnozovat, snizuji letovou aktivitu a intenzivnim zirem spojenym s ukladanim
energetickych zasob se pfipravuji na piezimovani. Dochazi k atrofii 1étacich svala a
pohlavnich orgéant, a k rozvoji tukového télesa (Dolezal, 2002; Dolezal & Sehnal, 2007b).
Diapauza byvd ukoncena v poloviné prosince. Brouci ptechdzi do stadia tzv. post-
diapauzni kviescence, pfiCemz piesny mechanismus je nezndmy. Lykozrouti zainaji byt
opét aktivni, ptijimaji potravu, ale do néastupu teplych jarnich dni se nerozmnozuji a cekaji
na vhodné podminky pro zahgjeni jarniho rojeni a nasledného zaloZeni nové generace.
Diapauzu mizeme délit do tii fazi — pre-diapauza, diapauza a post-diapauza.
Béhem pre-diapauzy zprvu zdanlivé normalné€ pokracuje vyvoj, ale diky zvySujicimu se
poctu podnétti z okoli (napi. fotoperioda, teplota, vyCerpani zdroje zivin, kvalita potravy,
atd.), které jsou hmyzem citlivé vnimany a upozoriuji na bliZici se nepfiznivé obdobi,
prechazi jedinci postupné do diapauzy. Vzhledem k tomu, ze béhem diapauzy jedinci
nepiijimaji potravu, a pokud ano, pak jen ve velmi malém mnozstvi (Hahn & Denlinder,
2007), dochazi beéhem pre-diapauzy k ukladani vétSiny energetickych zasob potiebnych na
pfekonani nepiiznivého obdobi. Ackoliv vétSina hmyzu prodélavajiciho diapauzu vyuziva
stejnou potravu béhem celého roku, forma energetickych zasob u diapauznich a
nediapauznich jedinci se vyrazné li§i. U diapauznich jedinci se vyskytuje mnohem vice
nenasycenych mastnych kyselin nez u jedini nediapauznich. Nenasycené mastné kyseliny
jsou lépe zuzitkovany béhem nizkych teplot a jsou spojovany s lepsi adaptaci na chladné
obdobi. Dalsi zasobni latkou je glykogen, ktery ma vyznamnou funkci béhem diapauzy. Je
preménovan na glukozu a trehalozu, které jsou transportovany ztukového télesa k
aktivnim tkanim, kde slouzi k produkci energie nebo jsou metabolizovany na cCetné
kryoprotektivni latky (Hahn & Denlinder, 2011). Obdobi vlastni diapauzy je spojeno se
zménami genové exprese, utlumenim metabolismu, pferusenim vyvoje, absenci reprodukce
a zpomalenim fyziologickych procest. Po urcité dobé dochazi nezndmym mechanizmem
k ukonCeni diapauzy, i kdyz vnéjsi podminky nejsou jesté ani zdaleka vhodné pro
obnoveni normalniho vyvoje, a hmyz se nadale nachdzi ve stavu tzv. post-diapauzni
kviescence. V této fazi se hmyz stava opét vice aktivnim, za¢ind pfijimat potravu a dochézi
k opetovnému obnoveni nekterych fyziologickych funkci. Béhem post-diapauzni
kviescence je casto hormondlné¢ inhibovan normalni vyvoj, coz brani napiiklad
pfed¢asnému pokracovani vyvoje pii kratkodobé zvySenych jarnich teplotdch (Kostal,

2006).



1.2 Endokrinni soustava hmyzu

Endokrinni soustava hmyzu je komplexni systém, ktery fidi celou fadu fyziologickych
a biochemickych procest, a je t€sn¢ spjat se soustavou nervovou. Oproti ni jsou vsak
ucinky endokrinni soustavy pomalejsi a vyrazné¢ dlouhodobéjsi. Hlavni tlohou téchto
spolupracujicich systému je udrzet stalé vnitini prostiedi.

Endokrinni soustava se vyvijela v tésné soucinnosti s nervovou, a proto nachdzime u
hmyzu nejdokonalejsi endokrinni systém ze vSech bezobratlych. Mezi hlavni organy
s vnitini sekreci patii retrocerebralni komplex, ktery zahrnuje neurosekretorické bunky
mozku, corpora cardiaca (CC), kterd slouzi jako neurohemdlni orgdn a jsou zde
produkovany adipokinetické hormony a né€které dals$i neuropeptidy, a corpora allata (CA),
ve kterych se syntetizuje juvenilni hormon. Prothorakélni zlazy jsou dalSim vyznamnym
organem, v némz se produkuji svlékaci hormony — ekdysteroidy. V hmyzim téle se nachazi
mnoho dalSich bun¢k s endokrinni funkci, mezi které patii naptiklad endokrinni buiky
stieva (funkce hormonti neni zcela jasna, pravdépodobné se podili na travicich procesech),
epitrachedlni bunky (produkuji ETH — ecdysis triggering hormone - ucastni se fizeni
svlékani) a neurosekretorické buiilky ostatnich ganglii (ganglia bfi$ni nervové pasky, kterd

vylucuji fadu dalSich neurohormonti s riiznou funkci).

1.2.1 Adipokinetické hormony

Urovei metabolismu je u hmyzu fizena endokrinni soustavou, pfi¢emz hlavni vliv
na energetickou ¢ast metabolismu maji tzv. adipokinetické hormony (AKH). Jedna se o
jedny z nejlépe prozkoumanych hmyzich neuropeptidt, které patii do tzv. RPCH/AKH
(red pigment concentrating hormone/adipokinetic hormone) rodiny. Dnes zname kolem 50
zastupcll této rodiny u hmyzu a dva u korysu (Géade, 2009). Obecné se jednd o typicky
stresové hormony, které stimuluji katabolické reakce (mobilizace lipidi, cukra ¢i
aminokyselin) a inhibuji reakce syntetické. Mobilizuji energetické rezervy pro okamzité
feSeni stresové situace a potlacuji v dany okamzik méné dalezité procesy. Jedna se vSak o
hormony s tzv. pleiotropnim U¢inkem, coz znamend, ze zasahuji zaroven i do celé fady
biochemickych (aktivace lipazy, adenylatcyklazy, fosfolipazy C) a fyziologickych procesii
(stimulace srde¢niho rytmu, zvySeni svalového napéti, zvySeni imunitni odpovédi a dalsi)
(Kodrik, 2008).

Adipokinetické hormony jsou syntetizovany, skladovany a uvoliiovany z corpora

cardiaca. Jedna se o neurohemalni organ spojeny s mozkem (viz vyse). AKH se zpravidla



skladaji z 8-10 aminokyselin, jsou na obou koncich blokované (N-konec pyroglutamatem a
C konec je amidovan), na pozici 8 a 9 (je-li pfitomna) se vyskytuje tryptofan a glycin, jsou
Casto bez naboje a obsahuji nejméné dvé aromatické aminokyseliny (ve vétSing€ piipadi
fenylalanin, ale néktefi zastupci maji na pozici 4 tyrosin a tryptofan na pozici 8) (Géde a

kol., 1997).

1.2.2 AKH a mobilizace energetickych zasob

Cilovou tkani pro adipokinetické hormony je tukové téleso. Zde piisobi na pfeménu
zasobnich latek, jako jsou glykogen a triglyceridy, na jejich transportni formy trehalozu a
diglyceridy, které jsou uvolilovany do hemolymfy. U nékterych druhi hmyzu, pfevdzné u
brouki, stimuluji syntézu prolinu (Gdde & Auerswald, 2002).

Regulace vylévani AKH z CC do hemolymfy béhem letu neni zcela znama.
Ptedpoklada se, ze neurony ovliviiyjici sekreci AKH, jsou spojené v CNS s neurony
fidicimi let (Bloemen & Beenakkers, 1985). Podle jiné teorie je uvolnovani AKH z CC
ovlivnéno podnéty ztarsélnich senzil podrazdénych pii vzletu (Goldsworthy, 1983).
Nekteré studie uvadéji, ze by se mohlo jednat o vliv octopaminu (biogenni monoamin
strukturné podobny noradrenalinu, slouzi jako neurohormon, neuromodulator a
neurotransmiter u bezobratlych, G€astni se témét vSech fyziologickych procesti (Rozeder,
2001)), ktery je uvolhovan v prvnich minutach letu. U Locusta migratoria bylo
pozorovano, ze octopamin je uvoliiovan béhem prvnich 10 minut letu a nasledné¢ se jeho
titr v hemolymf¢ snizuje. Diky jeho vlivu pozorujeme narast lipidi v hemolymf€, které
jsou uvoliovany ztukového télesa. Poté dochdzi ke zvySovani koncentrace
adipokinetickych hormont, které zptsobuji druhy mohutngjsi narast lipidi v hemolymfé
(Orchard a kol., 1993). Inkubace corpora cardiaca s octopaminem vsak nezptisobila sekreci
AKH. Je mozné, Ze octopamin v hemolymf€, ktery omyva CC, ma pozitivni modulacni
vliv na iniciaci uvolnéni AKH (Passier a kol., 1995). Dalsi vliv na uvolnéni AKH z CC by
mohla mit sniZena hladina trehal6zy ¢i glukdzy v hemolymfé€, kterd se projevi béhem letu.
Vzhledem k tomu, ze cukry poskytuji vétSinu energie pro létaci svalovinu v pocateéni fazi
letu, kdy se jejich mnozstvi rapidn€ snizuje, a az nasledné dochézi ke zvySovani hladiny
lipida v hemolymf€ (Van der Horst a kol., 2001), ma koncentrace cukrii vliv na uvoliiovani
AKH. Je znamo, ze vysoka hladina trehaldzy a/¢i glukdzy inhibuje uvoltiovéani lipida
z tukového télesa, tato inhibice mize byt preruSena injikaci AKH. Z toho vyplyva, Ze

inhibi¢ni efekt trehaldzy se da vysvétlit jako inhibice uvoliiovani AKH. Vliv trehaldzy a/Ci



glukozy je pravdépodobné dosazen piimo na trovni corpora cardiaca (Vullings a kol.,
1999).

Mechanismus ptisobeni AKH na bunécné trovni je substratové specificky. AKH
neprochdzi cytoplazmatickou membranou, vyuZzivaji proto membranové receptory pro
prenos signalu do buiiky. Receptor interaguje s G-proteinem, coz vede k prevodu signéalu

na enzym, ktery produkuje sekundarniho posla do cytoplazmy. (Gdde & Auerswald, 2003).

1.2.2.1 Mobilizace lipidi (Obr. 1)

Po navazani AKH na specificky receptor spojeny s G-proteinem dojde ke
konformacni aktivaci adenylatcykldzy, pfi¢emz dochazi k produkci druhého posla (cAMP)
zéavislého na extracelularnich Ca*" iontech. cAMP spousti proteinkindzovou kaskadu, ktera
ve findlnim kroku katalyzuje fosforylaci cilové lipazy. Lipaza $tépi triacylglycerol na
diacylglycerol (DAG), ktery je u hmyzu hlavni transportni formou tukli. DAG je po
prichodu cytoplazmatickou membranou do hemolymfy vazdn na prazdny lipoforinovy
nosi¢ HDLp (high-density lipophorin), jenz se skldda z apolipoproteinu I a apolipoproteinu
II. U nékterych druhti hmyzu je kapacita transportni jednotky zvySena piitomnosti
apolopoproteinu III. Vznikld Céstice se nazyva LDLp (low-density lipophorin). LDLp
pfenasi DAG k cilovym bunikdm (nejcastéji létacim svaliim), kde se rozSté€pi na glycerol a
mastné kyseliny, které jsou po [B-oxidaci hlavnim zdrojem energie. Lipoforinovy prenasec¢
se nasledné uvolni a je pfipraven pro dalsi pfenos molekuly DAG (Van der Horst a kol.,

2001).

1.2.2.2 Mobilizace glycidi (Obr. 2)

U nékterych hmyzich zastupcl (napft. §vabi a brouci) funguje odliSny mechanismus,
ktery vede k mobilizaci glycidii. Po aktivaci G-proteinu dojde ke stimulaci fosfolipazy C,
Ca*" iont z endoplazmatického retikula, které spolu s DAG spousti proteinkindzovou
kaskadu. Jejim hlavnim ukolem je aktivovat glykogen fosforylazu, ktera Sté€pi glykogen na
glukozu. Ta se pfeménuje na trehalozu (D-glukopyranosyl-D-glukopyranosid), ktera
prochazi pfes membranové kandly a k prepravé k cilovym bunkdm nevyuziva zadné
pienasece. Ve svalovych buiikach se preménuje opét na glukézu, kterd je dale Stépena za

vzniku potiebné energie.



Extracellular space AT_, Ca™

Lipephorin Alanine 4
< R [ :
Be G, |G-protein s 4
% ER [.C&
....... (IP, = insensitive) :
................ "“ v
......................................... Ca?
cAMP
|
PKA
Cytosol x
"
TAG lipase inactive — active
f3 - oxidation \ .
TAG —————= ? +FFA » acetyl-CoA — Proline

Obr. 1 Mobilizace lipidi zprostfedkovand plsobenim AKH. Zkratky: AC, adenylat
cyklaza; cAMP, cyklicky adenosinmonofosfat; CoA, koenzym A; DAG, diacylglycerol;
ER, endoplasmatické retikulum; FFA, volné mastné kyseliny; IP;, inositoltrifosfat; PAK,
protein kinaza A; R, receptor; TAG, triacylglycerol. (Gdde & Auerswald, 2003)

1.2.2.3 Mobilizace prolinu (Obr. 3)

Jak bylo zminéno vySe, n€které druhy broukl vyuZivaji jako energeticky zdroj pro
svij let aminokyselinu prolin. Jak mlizeme vidét na Obr. 1 produkce prolinu predstavuje
boc¢ni vétev lipidového metabolismu. AKH spousti kaskadu reakcei, jez vedou k aktivaci
TAG lipazy a néslednému zvyseni prolinu v hemolymf€. Prolin slouzi k pienosu acetylové
skupiny, ktera pochazi z acetyl-CoA z tukového télesa, k létacim svalim. Acetyl-CoA,
ktery mlze pochazet z mastnych kyselin, glukézy nebo aminokyselin, je nejdiiv
pfeméiovan na o-ketoglutarat, ktery je pfeménén v tukovém télese na prolin. Nésledné je
transportovan k 1étacim svalim, kde je opét konvertovan na a-ketoglutarat a vstupuje do
citratového cyklu, aby byl oxidovan a produkoval ATP. Pot¢ je pfeménovan na alanin, jenz
je ptenaSen zpét do tukového télesa, kde je pouzit pro resyntézu prolinu (Scaraffia &

Wells, 2003).
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Obr. 2 Mobilizace glycidi zprostfedkovana ptisobenim AKH. Zkratky: AC, adenylat
cyklaza; cAMP, cyklicky adenosinmonofosfat; DAG, diacylglycerol; ER, endoplasmatické
retikulum; FFA, volné mastné kyseliny; G-1-P, glukoza-1-fosfat; G-6-P, gluk6za-6-fosfat;
GPh glykogen fosforyldza; IPs, inositoltrifosfat; PIP,, fosfatidytinositol bisfosfat; PAK,
protein kinaza A; PKC, protein kindaza C; PLC, fosfolipdiza C; R, receptor; T-6-P,
trehal6za-6-fosfat. Bilym pismem v ¢erném ramecku je naznacena cesta, ktera je platna pro
sarance. (Géade & Auerswald, 2003)

1.3 Energetické zasoby

Hmyz skladuje energetické zasoby v tukovém télese. Tento organ se svou funkci
v intermedidrnim metabolismu da pfirovnat k jatrim. Jednda se o dynamickou tkan
ucastnici se mnoha metabolickych déji a ma mnoho funkci. Hlavni z téchto funkei je
ukladani a distribuce zivin v zdvislosti na energetickych potfebach jedince. V tukovém
télese se také syntetizuje vétSina metabolithh a bilkovin cirkulujicich v hemolymfé¢. Velké
mnozstvi bilkovin, jako jsou zasobni proteiny, slouzi jako rezervoar pro morfogenezi,

tvorbu lipoforinovych pfenaSecii nebo vitelogeninu (Arrese & Soulages, 2010)
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Obr. 3 Metabolickd cesta resyntézy prolinu z alaninu v tukovém télese (a) a

oxidace prolinu v Iétacim svalu (b). (Gdde & Auerswald, 2002)

Glukoza je skladovana v tukovém télese v podobé glykogenu. Jedna se o polymerni
slozku, jenz se sklada az z nékolika set molekul glukozy. Stépeni glykogenu je Fizeno
hormonélné (viz vyse) a dochazi k nému béhem hladovéni ¢i letu. Mnoho druhd hmyzu
pfeméiluje zasoby glykogenu na kryoprotektanty (napt. glycerol), jako pfimou odpovéd na
nizké teploty. Kryoprotektanty se sacharidovym zikladem mohou byt metabolicky
recyklovany na zéasobni latky ¢i katabolizovany, aby uspokojily vyssi energetickou
naro¢nost (Hahn & Denlinger, 2007). Pfi zvySené poptavce organismu po energii je
glykogen metabolizovan na trehal6zu. Trehaloza je disacharid slozeny ze dvou molekul
glukdzy a jedna se o hlavni transportni formu glukézy v hemolymf€ hmyzu. Trehaldéza ma
ne€kolik funkeci: (1) energetickd zasoba, (2) kryoprotektant, (3) stabilizator proteinti pfi
osmotickém ¢i tepelném zatiZeni, (4) slozka zpétnovazebného mechanizmu ftizeni piijmu
potravy (Thompson, 2003). Trehaléza se v hemolymf¢ nevaze na pienaSece, nedokaze
vSak volné prochdzet bunécnou membranou a vyuziva k tomu membranové transportéry.
Nedéavno byl popsan prvni trehalézovy transportér u hmyzu (Kikawada a kol., 2007).

Mastné kyseliny jsou ukladdny v tukovém telese v podobé trygliceridii a jsou
mobilizovany pro fadu ucell, mezi néz patii jiz zminénd pozdni faze letu, ukladani do
vajecnikl, udrzeni celkové metabolické aktivity ostatnich tkani véetné tukového télesa

samotného, imunitni odpovéd’. Lipidy jsou hlavni slozkou tukového télesa, vice nez 90%
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lipidd tvofi triglyceridy. Prvnim krokem v mobilizaci mastnych kyselin je piisobeni lipaz
na triglyceridy a jejich nésledné Stépeni na diglyceridy, jenz jsou transportni slozkou
v hemolymf¢. Ke svému transportu k cilové tkani vyuzivaji lipoforinové prenaSece (Arrese
& Soulages, 2010). Béhem diapauzy jsou lipidy hlavni energetickou zésobou pro hmyz.
Tento fakt byl potvrzen méfenim respiraniho kvocientu (pomér mezi objemem
vydychaného CO; a pfijatého O,) u diapauznich jedincit mnoha druht hmyzu. Naméiené
hodnoty vychézely vzdy velmi blizko poméru 0,7 (Hahn & Denlinger, 2007), ktery je

Bilkoviny jsou v tukovém télese bud ukladdny nebo nové syntetizovany. K
hromadéni zéasobnich bilkovin dochazi jeSt€ pted nastupem diapauzy. Aminokyseliny,
které jsou zakladni slozkou bilkovin, mohou slouzit k zasobovani intermediarniho a
respiraéniho udrzovaciho metabolismu béhem diapauzy, i post diapauznich funkei jako je
napiiklad obnoveni vyvoje (Hahn & Denlinger, 2007). Volné aminokyseliny maji u hmyzu
rizné funkce (1) prolin jako zdroj energie pro létaci svalovinu (viz vyse), (2) regulatory
osmotického tlaku (Edwards, 1982), (3) kryoprotektivni ucinky (Kostal a kol., 2011) a

dalsi.
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2 Cile prace

* Kvantitativné a kvalitativné stanovit pfitomnost adipokinetickych hormonti
u lykoZrouta smrkového

* Sledovat zmény energetickych zasob béhem roku
* Zamgéfit se na zmény hlavnich cukernych slozek (glukéza, trehaldza a

glykogen)

3 Materialy a metody

3.1 Popis lokality a odbér vzorki

Pro méteni mnozstvi energetickych zasob byli dospélci lykozrouta smrkového bez
rozdilu pohlavi (ndhodny vybér) odebirani v mési¢nich intervalech z lokality Hradisté u
Vlachova Bfezi, ktera se nachazi v nadmoiské vySce 600 m. Primérné stafi porostu na
lokalité je 80 let, stupen zakmenéni 8, pfevazujici sklon svahu je jizni. Populace lykoZrouta
se nachéazi ve stavu retrogradace. Na lokalit¢ jsou béhem vegetani sezény rozmistény
feromonové lapace 1 lapaky, znichz byli odebirani brouci pro laboratorni analyzy. V
poloving srpna byly napadené stromové lapaky roziezany na metrové vyiezy a ponechany
na lokalit¢ tak, aby je bylo moZno odvézet i béhem zimniho obdobi. Béhem jarnich a
letnich mésict byli brouci odebirani pfimo na lokalité a ptevazeni v uzaviratelné nadob¢ na
ledu do Ceskych Budg&jovic. V zimnim obdobi byly vyfezy pievazeny celé a naslednd
odkornény a lykozrouti vybrani. Vzorky byly sbirany v mési¢nich intervalech béhem roku
2011. Vzorky pro celkové stanoveni lipidi a glycidl byly zvazeny a zpracovany. Vzorky
pro stanoveni glukozy a trehalézy glykogenu byly zality 75 % etanolem a uskladnény
v chladniéce v 5 °C.

Pokusni jedinci pro stanoveni AKH a bioassay byli odchytavani béhem letnich

mésict z feromonovych lapact.

Lapdk - jedna se o pokdceny strom, jemuz se ponecha kiira; nemél by leZet primo na zemi,
aby byla volna plocha pro nalet lykozrouta

Feromonovy lapac - jsou to lapaci zarizeni, v kterych je umisténo médium, na které se

nanasi sekundarni atraktanta (feromony), kterd se pozvolna odparuji a lakaji lykozrouta

smrkoveho
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3.2 Stanoveni adipokinetickych hormoni

3.2.1 Kvantitativni stanoveni AKH

3.2.1.1 Ziskani neurosekretorického komplexu

Pro stanoveni adipokinetickych hormonti byly ziskavany ze vzorkl celé mozky
s neurosekrotorickymi buiikami, corpora cardiaca a corpora allata. Prace byla provadéna
pod binokuldrnim mikroskopem pii nejvétsim zvétSeni (64x). Brouk byl pfipevnén na
pitvaci misce entomologickym S$pendlikem za hrud’ a zalit Ringerovym fyziologickym
roztokem (0.13 M NacCl, 1.3 mM KCI, 6.8 mM CaCl, . 2H,0, 2 mM MgCl . 6H,0, 2 mM
NaHCO:s) tak, aby byl zcela ponotfen. Mikropinzetami byla odstranéna kutikula z hlavové
¢asti a pomoci stficky byl odplaven piebytecny materidl. Vzhledem k tomu, Ze corpora
cardiaca nejsou pfili§ pevné spojena s mozkem, bylo vhodné kontrolovat kazdy mozek
zvlast v kapce Ringerova fyziologického roztoku na podloznim skle. Mozky byly

ukladany do mikrozkumavek a uchovavany pfti -20 °C.

3.2.1.2 Priprava mozkovych extrakti

Pro dal$i pokusy bylo tfeba pfipravit mozkovy extrakt z napitvanych vzorki. Ke
vzorku byl ptidan 80 % metanol, vzorek byl sonikovan jehlovym sonikatorem Ultrasonic
homogenizer 4710 (Cole Parmer Instrument Co.) po dobu 15 vtefin. Poté byl vzorek
centrifugovan (EBA 12R, Hettich Zentrifugen) pfti teploté 4 °C po dobu 5 minut pii 15000
otackach. Supernatant byl odpipetovan do dal$i mikrozkumavky a sediment byl jesté
dvakrat podle stejného postupu extrahovan. Extrakty byly spojeny a nasledné vysuseny ve
vakuové centrifuze RC 10.22. (Jouan). Poté byly vzorky opét skladovany pii -20 °C.

3.2.1.3 Izolace adipokinetického hormonu z pripraveného
extraktu CNS

Roztoky:
- roztok A — 0,11 % kyselina trifluorooctova (TFA) v H,O

- roztok B — 60 % acetonitril v 0,1 % kyselin¢ trifluorooctové v H,O

Extrakt CNS byl purifikovan pomoci RP HPLC (Reverse Phase High Performance

Liquid Chromatography), na zatizeni Waters ovladaném pomoci programu Clarity (Data
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Apex, Praha) na kolon¢ Chromolith Performance RP—18e (Merck). VysuSeny extrakt CNS
z 30 mozki byl rozpustén ve 200 pl rozpoustédla (35 % roztok B a 65 % roztok A).
Vzorek byl sonikovan a nasledné centrifugovan 5 minut pfi 5000 otackach. Takto
pfipraveny vzorek byl injikovan do systému a délen pomoci gradientu acetonitril - voda za
nasledujicich podminek: 0-8 min 35 % roztok B, 8-20 min 35-80 % roztok B, pritok —
Iml/min, fluorometrickéd detekce — Aex = 280 nm, Aem = 348 nm. Pro zjisténi oblasti eluce
hormonti z kolony byly pouzity retencni ¢asy syntetickych hormonti Peram-CAH-I (RT=
4,58 min) a Peram-CAH-II (RT= 10,56 min), které byly naneseny na kolonu za stejnych
podminek. Vzorky byly sbirané po celou dobu eluce, ve zhruba 1,5 min intervalech.

Vzorky byly opét vysuSeny a kvantifikace AKH provedena pomoci ELISA testu.

3.2.1.4 ELISA — kvantitativni stanoveni AKH

Enzyme — linked immunosorbent assay je imunochemickd metoda, kterd existuje
v mnoha variantach (piima, nepiimd, sendvi¢ova a kompetitivni). Tato metoda se pouziva
pomérné cCasto diky jednoduché aplikaci antigenu ¢i protilatky na mikrodesticky.
Vysledkem reakce je zbarveni jednoduse zméftitelné spektrofotometrem (Crowther, 1995).
Pti kvantitativnim stanoveni hladiny AKH byla pouZita kompetitivni ELISA, kde znaceny
AKH o znamém mnozstvi soupefi o vazbu na limitovaném mnozstvi protilatky se
stanovovanym AKH. Pro praci byla pouzita kralici protildtka proti Pyrap-AKH
z Pyrrhocoris apterus, ktera je schopna rozeznat i Peram-CAH-I a Peram-CAH-II

(Goldsworthy a kol., 2002)

Roztoky:

aplika¢ni pufr: pH = 9,6, 0,1 M bikarbondtovy pufr (uhli¢itan sodny Na,COs,

hydrogenuhli¢itan sodny NaHCOs)

- promyvaci pufr: pH = 7,5, 10 nM PBS pufr (hydrogenfosfore¢nan sodny Na,HPO;, .
2 H,0, dihydrogenfosfore¢nan sodny NaH,PO, . 2 H,O, chlorid sodny NaCl), 0,1%
Tween 20 (polyoxyethylensorbitanmonopalmitat)

- Dblokovaci pufr: 5% roztok suseného mléka, 0,1% Tween-20 v promyvacim pufru

- OPD substrat: 12,15 ml kys. citronové + 12,85 ml Na,HPO, + 4,25 mg OPD

(ortofenylendiamin) + 1,25 pl 30% H,O, (peroxid vodiku)
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Postup:

1. Navazani protilatky na mikrodesticku Costar 3590 (Corning Incorporated) pfi
4°C ptes noc. Krali¢i protilatka (IgG) proti Pyrap—AKH byla nafedéna v poméru 1:5000
v aplikacnim pufru. V. mnozstvi 100 pl byla protilatka nanaSena do jamek mikrodesticky.

2. Trojnasobné promyvani destiCky promyvacim pufrem s Tween 20 o koncentraci
0,1%. Na promyvani se pouzival objem 200 pl na jamku.

3. Naneseni blokovaciho pufru o objemu 200 pl na jamku. Inkubace 2 hodiny pfi
37°C za stalého tfepani na tfepacce Titramax 1000 (Heidolph) v inkubétoru Inkubator
1000 (Heidolph).

4. Opakovéani bodu 2.

5. Naneseni vzorkii (jednotlivé frakce z RP HPLC) rozpusténych v 50 pl
promyvaciho pufru bez Tween-20 a 50 pl (100 fmol) roztoku Pyrap—AKH znaceného
biotinem (BLAM-Pyrap-AKH, Biotin Long Arm Malaimide) na jamku. Do dalSich
sloupcii desticky byly misto vzorkil z CNS aplikovany jako standardy syntetické hormony
Peram-CAH-I a Peram-CAH-II. Hormony byly rozfedény dvojkovou fadou (vzdy po 50
ul) od 10 pmol vprvni jamce. Jako negativni kontrola slouzily jamky se 100 ul
promyvaciho pufru bez Tween-20. Jako pozitivni kontrola slouzily jamky s 50 pl
promyvaciho pufru bez Tween-20 a 50 ul BLAM. Tim zacala kompetice o vazbu na
protilatku., ktera probihala 1 hodinu pti 37 °C op¢t za stalého tfepani.

6. Opakovani bodu 2.

7. Aplikace HRPS (horsradish peroxidase streptavidin). HRPS byl fedén v poméru
1:500 v promyvacim pufru a nanaSen v mnozstvi 100 pl na jamku. Inkubace probihala 1
hodinu pii 37°C.

8. Sestinasobné promyvani pufrem — viz bod 2..

9. Aplikace 100 pul OPD substratu do kazdé jamky v ptitomnosti peroxidu vodiku,
ktery se pfidal do substratu tésné pred nanesenim na desticku. Béhem inkubace, ktera
trvala 40 minut pti 37 °C, ve tm¢ (zabaleni desticky do hlinkové folie), peroxidaza Stépi
peroxid vodiku a vznikly kyslik reaguje s OPD za vzniku barevného roztoku zluto-
oranzového roztoku.

10. Zastaveni reakce piidanim 50 pl 0,5 M kyseliny sirové do kazdé jamky.

Poté¢ byla spektrofotometricky (Spectra MAX 340pc, Molekular Devices) zmétfena
absorbance pfi vinové délce 492nm a hodnoty byly piepocitdny na % kompetice dle

rovnice:
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100 - ((Abs vzorku — pozadi)/(max Abs — min Abs)) . 100

pozadi = primér hodnot naméfenych pro negativni kontrolu

cvwr

Mnozstvi hormonu v kazdé jamce bylo odecteno ze sestrojenych kalibra¢nich

kiivek ze syntetickych hormont Peram-CAH-I a Peram-CAH-II.

3.2.2 Adipokineticka odpovéd na extrakt z mozki Ips
typographus u Pyrrhocoris apterus mérena sulfo-
fosfovanilinovym testem

Stanoveni adipokinetické odpovédi byla provadéna sulfo-fosfovanilinovym testem
(Zoller a Kirch, 1962, modifikace podle Holwerda a kol., 1977 a Van Marrewijka a kol.,
1984).

Princip: Slouceniny lipidické povahy odstépuji v prostiedi silnych kyselin mastné
kyseliny. Dvojné vazby nenasycenych mastnych kyselin reaguji s vanilinem za vzniku
barevnych sloucenin. Reakce neni specificka jen pro dvojné vazby obsazené v lipidech, ale
pro vSechny latky s dvojnou vazbou obecné. Mastné kyseliny hmyzu jsou ve velké mife

nenasycené, proto je tato metoda pro pouZiti u hmyzu velmi citliva.

Vanilinové ¢inidlo: 1,98 g vanilinu (4-hydoxy-3methoxy-benzaldehyd) rozpusten v 668 ml

kyseliny fosfore¢né, zahtato na 60 °C, zchlezeno a doplnéno do 11 destilovanou vodou.

Vzhledem k télesnym rozmérim Iykozrouta byl proveden heterologni test
s pouzitim plostice ruménice pospolné (Pyrrhocoris apterus) jako recipienta testovaného
extraktu z mozkl lykozrouta smrkového. Priprava extrakti je popséana v bodé¢ 3.2.1.2.
VysuSeny extrakt byl rozpustén ve 20 % metanolu v Ringové roztoku, o gradientu 4 mozky
lykozrouta smrkového na jedince P. apterus. Extrakt byl injikovan Hamiltonovou injek¢ni
stiikackou o objemu 2 pl skrz metathorakalné abdominélni intersegmentalni membranu.
Stejné tak byl injikovan do kontrolnich zvifat kontrolni roztok (20 % metanolu v Ringové
roztoku) a do dalSich pro porovnani aktivity synteticky Pyrap-AKH o koncentraci 10 pmol

na plostici.
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Pro pokus byly pouzity 10 denni brachypterni samice P. apterus. Pokusna zvirata
pochézela z chovli Entomologického tstavu. Zvifata byla chovana pfi teplot¢ 26 °C a
fotoperiodé 18L:6D hodin.

Na zacatku pokusu byly odebrany vzorky hemolymfy ze vSech pokusnych jedinct.
Po odstfizeni tykadla plostice, byla hemolymfa zachycena na parafilm a nasledné odebrano
0,5 pl hemolymfy do sklenénych zkumavek se 100 pl 96 % H,SO.. Poté byl skupiné zvirat
injikovan extrakt z ktirovce, dalsi skupiné kontrolni roztok a posledni skupiné synteticky
Pyrap-AKH o koncentraci 10 pmol. Hemolymfa byla odebirdna po 90 min stejnym
zpuisobem, jako na zacatku pokusu.

Sklenéné zkumavky s odebranou hemolymfou byly vafeny po dobu 10 minut ve
vodni lazni, zchlazeny a nasledné pfidan 1ml vanilinového ¢inidla. Reakce probihala 30
minut. Na spektrofotometru (Thermospectronic, Helios) bylo méfeno barevné zbarveni
vzorkl pfi 546 nm proti slepému vzorku (100 pl 96 % H,SO, a 1 ml vanilinového ¢inidla).

Mnozstvi lipidli v hemolymf&€ bylo odecteno z kalibracni kiivky pro kyselinu
olejovou (Mr = 282,5, ug kys. olejové 5,65; 14,126; 28,25; 56,5; 113). Namétené hodnoty
pfed a po podani extraktu z kiirovet, kontrolniho roztoku a syntetického Pyrap-AKH byly

od sebe odecteny a tim urcena zména mnozstvi lipidii v hemolymf€ plostice.

3.2.3 Strukturni a hmotnostni stanoveni AKH

Vzorky AKH pro hmotnostni a strukturni analyzu byly pfipraveny stejné jako
v bod¢ 3.2.1.2. Pro stanoveni byly pfipraveny 4 vzorky po 20 mozcich z lykozrouta
smrkovych. Dva vzorky byly pfipraveny pouze jako metanolovy extrakt a dalsi dva byly
déleny pomoci RP HPLC (viz bod 3.2.1.3) a pro analyzu byly pouzity pouze frakce
odpovidajici retenénim ¢astim syntetickych standard pro Peram-CAH-I a Peram-CAH-II.
Strukturni stanoveni AKH bylo provadéno pomoci LC/AESI MS v laboratofi analytické

biochemie, ktera je soucasti Biologického centra Akademie véd.

3.3 Celkovy obsah lipida

Stanoveni celkového obsahu lipidii byla provadéna pomoci sulfo-fosfovanilinového
testu (viz vyse).

Celi brouci byli zvaZeni za Cerstva a znovu po 20 hod suSeni v lyofilizatoru
(Chaosy, ALPH 1-2 LDPlus), aby byla znama i jejich suchd hmotnost. Vzorky byly
homogenizovany pomoci sklenéné¢ho ru¢niho homogenizatoru ve sklenéné zkumavce ve 2

ml 96 % H,SO,. Zkumavky byly vateny po dobu 10 min ve vodni l4zni a zchlazeny.
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Dvacetpét ul vzorku bylo ptepipetovano do nové sklenéné zkumavky a piidan 1 ml
vanilinového ¢inidla a promichano na vortexu. Reakce probihala po dobu 30 min. Na
spektrofotometru (Thermospectronic, Helios) bylo méfeno barevné zbarveni vzorka pii
546 nm proti slepému vzorku (100 pl 96 % H,SO4 a 1 ml vanilinového €inidla). Mnozstvi
lipidt bylo odecteno z kalibraéni kiivky pro kyselinu olejovou (viz vyse).

Vzorky byly vazeny pied a po suSeni v lyofylizatoru. Tyto ziskané hodnoty byly

vyuzity pro stanoveni celkového obsahu vody v pokusnych zvitatech.

3.4 Celkovy obsah glycidu

Stanoveni celkového obsahu glycidl byla provadéna pomoci fenolového testu
(Dubios a kol, 1956)

Princip: Fenol reaguje s redukujicimi cukry za vzniku zlutohnédého barevného
komplexu. Kyselina sirova zplsobi konverzi neredukujicich cukri na redukujici. Tato

metoda stanovuje celkové mnozstvi glycidi ve vzorku.

Celi jedinci byli zvaZzeni a homogenizovani pomoci plastového homogenizatoru ve
100 pul 5 % trichloroctové kyseliny v plastovych mikrozkumavkach. Poté byly vzorky
centrifugovany po dobu 2 min pii 10000 ot/s pii 4 °C. Dvacet pl vzorku bylo
prepipetovano do sklenénych zkumavek a doplnéno do 100 pl 5 % trichloroctovovou
kyselinou. Ke vzorku bylo ptfiddno 100 ul 5 % fenolu, prudce vsttiknuto 0,5 ml
koncentrované H,SO, a vSe fadn€ promichano na vortexu. Reakce probihala po dobu 30
min. Na spektrofotometru (Thermospectronic, Helios) bylo méfeno barevné zbarveni
vzorkl pii 490 nm proti slepému vzorku (100 pl 5 % trifluorooctova kyselina, 100 pl 5 %
fenolu a 0,5 ml koncentrované H,SO4). Mnozstvi glycidl bylo odecteno z kalibra¢ni kiivky

pro glukézu (0-80 pg).
3.5 Stanoveni jednotlivych cukernych zasob

Pro stanoveni hlavnich cukernych slozek energetickych zasob byly vorky sbirany
po cely rok a uschovany v 75 % etanolu pfi 5 °C. Na stanoveni byly vybrany vzorky, které

odpovidaji vyznamnym fazim zivotniho cyklu lykozrouta smrkového.
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3.5.1 Stanoveni glukézy pomoci Glucose (GO) Assay Kit
(SIGMA)

Pro stanoveni glukézy byl pouzit komercné vyrabény kit na stanoveni glukozy
Glucose (GO) Assay kit (SIGMA, o.¢. GAGO20-1KT). Objemy reagencii byly upraveny

pro pouziti na 96 jamkové mikrotitracni desticce.

Princip:

Glukéza je oxidovana na glukonovou kyselinu a peroxid vodiku diky enzymu
gluk6zo-oxidaze. Peroxid vodiku reaguje s o-dianisidinem za piitomnosti peroxidazy a
utvaii barevny produkt. Oxidovany o-dianisidin po pfidani kyseliny sirové utvari

stabilngjsi rizovy produkt. Intenzita rizového zabarveni je imérnd koncentraci glukozy.

Zvazeni  dospélci  byli  homogenizovani  plastovym  homogenizitorem
v mikrozkumavce ve 200 pl fosfatového pufru (PBS) (zasobni roztok 45g Nacl, 6g
Na,HPO, . 12 H,0, 1g Na,HPO, . 2 H,0, doplnit vodou do 500 ml, pro samotny pokus
10krat fedit) na ledu a sto¢eny pii 10000 ot/s 4 °C po dobu 7 min. Vzorky byly po stoceni
zahtaty na 70 °C po dobu 7 min, aby doslo k denaturaci enzymd.

Vzorky byly nanaseny na 96 jamkovou desti¢ku. Pro samotny test bylo pouzito 5 pl
vzorku, které byly doplnény do 30 pl PBS. Poté bylo pifiddno 98 ul  glukdza-
oxidazy/peroxidazy a 2 pl o-dianosidinu. Reakce probihala 30 min pfi 37 °C. Pro ustaleni
reakce bylo pfidano 100 ul 6M H,SO,. Absorbance byla méfena (Spectra MAX 340y,
Molekular Devices) pii 540 nm. MnoZzstvi gluk6zy ve vzorcich bylo odecteno z kalibra¢ni
kiivky pro glukozu. Kalibraéni kiivka byla pfipravena z komeréné prodavaného
standardniho roztoku pro glukozu Img/ml (SIGMA o.¢. G 3285) o koncentraci 0-0,16 pg
(viz Tab.1)

Tab. 1 Objemy roztokt pro ptipravu kalibracni kiivky pro glukozu.

Realna koncentrace glukozy 0 0,01 (0,02 (0,04 0,08 |0,16
pg/pl

ul zasobi glukdézy 0 0,3 0,6 1,2 2.4 4.8

ul PBS 30 29,7 1294 |28,8 |27,6 |[252
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3.5.2 Stanoveni trehalozy pomoci trehalazy a Glucose (GO)
Assay Kit (SIGMA)

Pro stanoveni trehaldzy byla pouzita komeréné dodavana trehalaza (SIGMA o.C.
T8778) a komercné vyrabény kit na stanoveni glukoézy Glucose (GO) Assay kit (SIGMA,
0.¢. GAGO20-1KT). Objemy byly upraveny pro pouziti na 96 jamkové¢ desticce.

Pro stanoveni trehaldézy byly pouzity vzorky piipravené dle bodu 3.5.1. Pro
samotny test byly pouzity 2 pl supernatantu. Pro test bylo potieba nafedit trehaldzu v
trehalozovém pufru (5 mM Tris pH 6,6, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, pfipraveno na ledu)
oobjemu 0,9 pl trehalézy na 300 pl trehalézového pufru. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 20 pl roztoku trehaldzy, 2 pl vzorku a doplnéno do 30 pl trehalézovym
pufrem. Desticka byla ptekryta parafilmem a vickem na desti¢ky, aby nedoslo k odpateni
vzorkl. Enzym putsobil 24 hodin pii 37°C.

Poté bylo ptidano 98 ul gluk6zo-oxidazy/peroxidazy a 2 ul o-dianosidinu. Reakce
probihala 30 min pfi 37 °C. Pro ustaleni reakce bylo pfidano 100 pl 6M H,SOs. Mira
zabarveni byla métfena pifi 540 nm. Mnozstvi trehalézy ve vzorcich bylo odecteno z
kalibra¢ni kiivky pro trehalézu po odecteni mnozstvi glukozy. Kalibracni kiivka byla
piipravena ze standardniho roztoku pro trehaléozu 1mg/ml (SIGMA o.¢. T9531) o
koncentraci 0-0,16 pg.

3.5.3 Stanoveni glykogenu pomoci amyloglukosidazy a
Glucose (GO) Assay Kit (SIGMA)

Pro stanoveni glykogenu byla pouzita komeréné dodavand amyloglukosiddza
(SIGMA o.¢. 10115) a komercéné vyrabény kit na stanoveni glukozy Glucose (GO) Assay
kit (SIGMA, o.c. GAGO20-1KT). Objemy byly upraveny pro pouziti na 96 jamkové
desticce.

Pro samotny test bylo pouzito 2 pl vzorku pfipraveného dle bodu 3.5.1.. Byl
pfipraven roztok amyloglukosiddzy pfidanim neionizované vody aby vysledna koncentrace
byla 100U/ml. Do kazdé jamky bylo napipetovdno 5 pl roztoku amyloglukosidazy, 2 pl
vzorku a bylo doplnéno do 30 pl PBS. Poté bylo pfidino 98 pl  glukdzo-
oxidazy/peroxidazy a 2 pl o-dianosidinu. Reakce probihala 30 min pti 37 °C. Pro ustaleni
reakce bylo pfidano 100 pul 6M H,SO,.. Mira zabarveni byla métena pii 540 nm. Mnozstvi

glykogenu ve vzorcich bylo odefteno z kalibraéni kiivky pro glykogen po odecteni
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mnozstvi glukézy. Kalibraéni kiivka byla pripravena zkomeréné prodavaného

standardniho roztoku pro glykogen 1mg/ml (SIGMA o.¢. G 0885) o koncentraci 0-15 ug.

3.6 Statistické zpracovani vysledku

Pro statistické hodnoceni prikaznosti vysledkl byl pouzit program STATISTICA
verze 7.2 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Hodnoty byly testovany na ovéteni normality
dat, nasledn¢ byla pouzita jednocestna ANOVA a Post Hoc Tukey-test. Oba testy byly
hodnoceny na 5% hladiné vyznamnosti. Pro tvorbu grafli byl pouZit program Prism
(GraphPad Software, version 4, CA, USA). V grafech jsou uvedeny priméry naméfenych
hodnot £ SD.
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4 Vysledky

4.1 Stanoveni adipokinetickych hormonii

Ptedchozi pokusy naznacovaly, ze u lykozrouta smrkového se mohou vyskytovat
dva zastupci z RPCH/AKH rodiny, a to konkrétn¢ Peram-CAH-I a Peram-CAH-II
(Moravcova, 2010). Pro pokus byly zvoleny kvantitativni a kvalitativni metody, které mély
dokazat, Ze se jedna o vySe zminéné kandidaty.

Pro stanoveni kvantity hormonu ve vzorku bylo nutné rozdélit extrakt z mozki
pomoci RP HPLC, pro odhad reten¢nich casti téchto hormont byly vyuzity syntetické
hormony Peram-CAH-I (RT=4,58 min) a Peram-CAH-II (RT=10,56 min). JiZ touto
metodou se ukazalo, Ze se z extraktu mozkl neeluuje zadna latka v oblasti reten¢niho ¢asu
pro Peram-CAH-II (Obr. 4). B&€hem purifikace byly sbirdny vSechny frakce, se kterymi
byla provedena kompetitivni ELISA (Obr. 5). Vzhledem k tomu, Ze se neprojevila Zadna
aktivita ve frakci ¢. 7, ktera odpovida retencnimu casu pro Peram-CAH-II, neni zde
vysledek prezentovan. Po odecteni hodnot z kalibracni kiivky pro Peram-CAH-I vysledek
ukdzal, Ze nejvyssi aktivitu ma frakce €. 3., kterd odpovida retenénimu casu pro Peram-
CAH-I. Teoretické mnozstvi hormonu odpovida 2,1 fmol na jeden mozek lykozrouta
smrkového . Hodnota naméfend ve frakci ¢.3 se statisticky vyrazné 1i$i od ostatnich
namétfenych hodnot (t = 56,85, df = 10) Frakce ¢.1 neni imysIné zobrazovana. Ma velmi
vysokou aktivitu, k niz dochazi diky ,,cross” reakci s jinymi latkami.

Heterologni adipokinetickd odpovéd’ na extrakt z mozki lykozrouta smrkového
méfend na rumenici pospolné (Pyrrhocoris apterus) (Obr.6) naznalila, ze se v extraktu
mohou vyskytovat hormony z AKH/RPCH rodiny. Po aplikaci extraktu z mozki, doslo
k navySeni mnozstvi lipidii v hemolymf¢ o 4.81 ng, ke kterému dochéazi i po aplikaci
syntetického Pyrap-AKH (5,68 pg). Po aplikaci kontrolniho roztoku doslo pouze
k mirnému narastu o 1,14 pg, ke kterému dochazi diky vyvolanému stresu pii injikaci.
Naméfené rozdily se statisticky vyznamné 181 (Pryrap-axiextrak=0,013, Pryrap-akikontola<1 0,
Pextrakkontrola=0,037, F=12,609, df=2).

Vysledky z LC/MS analyzy piekvapivé nepotvrdily ptitomnost, adipokinetickych
hormonti u lykozrouta smrkového, proto zde nejsou prezentovany. Ackoliv byla frakce
bohatd na vétsi peptidy, jejichzretencni Cas odpovidal retencnimu c¢asu hormont
z AKH/RPCH rodiny, nepodaftilo se zadny adipokineticky hormon detekovat. Molekulové

hmotnosti neodpovidaly hmotnostem pro okta-deka peptidy.
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Obr. 4 Ptiklad RP HPLC metanolového extraktu z 30 mozka lykozrouta smrkového (¢erna
kiivka) a syntetickych standardi Peram-CAH-I a Peram-CAH-II (Cervena kiivka) délenych
za stejnych podminek (viz kap. 3.2.1.3).
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Obr. 5 Teoretické mnozstvi Peram-CAH-I pfitomné v mozku lykozrouta smrkového
v jednotlivych frakcich z RP HPLC (Obr. 4) méfené ELISA testem. MnoZstvi hormonu
bylo ptepocteno z kalibra¢ni kiivky syntetického Peram-CAH-I. Odebirani frakci probéhlo
v nasledujicich ¢asech: 1. 1,50 - 2,52; 2. 2,52 - 3,90; 3. 3,90 - 5,21; 4. 5,21 - 6,6; 5. 6,6 -
8,15; 6. 8,15-9,60;7.9,6 - 11; 8. 11 - 12,5; 9. 12,5 - 14; 10. 14 - 15,5; 11. 15,5 - 17; 12.
17 - 18,5; 13. 18,5-20. Frakce €. 1 na obrazku chybi.
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Obr. 6 Narlst lipidi v hemolymfé€ P. apterus po aplikaci syntetického Pyrap-AKH,
extraktu z mozkl lykozrouta smrkového a 20% metanolu v Ringerové roztoku. VSechny
hodnoty se od sebe statisticky vyznamné 1is§i (Post Hoc Tukey-test pryrap-akiextraki=0,013,
Pryrap-AkHKontrole <107, Pextraktkontroa=0,037, F=12,609, df=2). Sloupce uvadé&ji pramér (n = 10-
15) a tsecky smérodatnou odchylku.

4.2 Celkovy obsah lipida

M¢éteni hladiny obsahu lipidi v celych télech lykozrouti ukazalo rozdily mezi
riznymi daty odbéru (Obr. 7). Nejvyssi hladina byla zaznamenana 30.9.2011 (244,27 +
21,22 pg/mg susiny). Tato hodnota se na 5% hladin€ vyznamnosti statisticky vyznamné 1isi
od ostatnich naméfenych hodnot, krom¢ sbéru z 10.4.2011 (p = 0,054). Do konce prosince
nasledoval pokles obsahu lipidd az na 85,94 + 18,17 pg/mg suSiny. Od zacatku roku
dochéazelo k postupnému nértstu lipidi. Hodnota naméfend 10.4.2011 125,56 + 35,77
pg/mg susiny byla nejvyssi hodnota zaznamenana u aktivnich jedinc. Zmény hladiny
lipidd béhem letnich mésicti odpovidaji, zivotnimu cyklu lykozrouta smrkového (viz
nasledujici kapitola). Data byla pted statistickym hodnocenim zlogaritmovana piirozenym
logaritmem, jelikoZ neméla normalni rozdéleni a hodnocena jednocestnou ANOVOU

(F(10, 75)=10,169, p<10*) a nasledn& Post Hoc Tukey testem.
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Obr. 7 Celkovy obsah lipidd v miligramu suSiny u lykozrouta smrkového méten
v mésicnich intervalech. Statisticky vyznamny rozdil od ostatnich hodnot na 5% hladiné
vyznamnosti je oznacen a (hodnota namétena 10.4. p = 0,054) (Post Hoc Tukey-test).
Sloupce uvadi prumér (n = 8) a usecky smérodatnou odchylku.

4.3 Celkovy obsah glycidu

Celkovy obsah glycidl vykazuje fluktuaci béhem roku (Obr. 8). Nejvyssi namefené
hodnoty odpovidaji jarnim a letnim mésiciim, pfiCemz nejvyssi mnozstvi bylo
zaznamenano v kvétnu (76,24613 + 9,02 ug/mg suSiny). Poté dochdzelo ke snizeni
hladiny. Béhem zaii doslo k navyseni celkovych glycidii na 47,84 + 19,18 pg/mg suSiny a
toto mnozstvi zlstalo téméf konstantni az do konce prosince. Z pocatku roku dochézelo
k navySovani glycidl az do pocatku dubna (51,27 = 12,21 pg/mg susiny). Nasledny pokles
je spojovan s ubytkem celkovych energetickych zasob. Podobny jev je zaznamenan i pro
lipidy. Statisticky vyznamny rozdil na 5% hladiné vyznamnosti byl zaznamenan u hodnoty
z25.8.2011 (23,6 + 4,55 pg/mg suSiny), avSak tato hodnota se vyznamné neli$i od
mnozstvi naméfené¢ho 14.2.2011 (28,19 + 3,33 ug/mg susiny, p=0,931036). Data byla ptred
statistickym hodnocenim zlogaritmovadna piirozenym logaritmem vhledem k tomu, ze
neméla normdlni rozdéleni. Vyhodnoceni probé&hlo jednocestnou ANOVOU (F(10,
76)=13,001, p<10*) a nasledné& Post Hoc Tukey testem.
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Obr. 8 Celkovy obsah glycidi v miligramu suSiny u lykozrouta smrkového méien
v mésicnich intervalech. Nejvy$$i naméfena hodnota byla 3.5.2011 (76,24613 + 9,02
pg/mg susiny) a nejnizsi 25.8.2011 (23,6 + 4,55 pg/mg susiny) Sloupce uvadi pramér (n =
8) a usecky smérodatnou odchylku.

4.4 Celkovy obsah vody

Data o hmotnosti ziskana pii méfeni celkovych lipidi byla vyuzita pro stanoveni
celkového obsahu vody v téle lykozrouta smrkového (Obr. 9). V prabéhu roku se obsah
vody v téle lykoZzrouta vyrazné lisi. B&hem letnich mésicii je jeji mnoZstvi nejvyssi
(15.6.2011 0.67 + 0,025 mg/mg Cerstvé vahy). Poté¢ dochazi k poklesu na mnozstvi 0,45 +
0,22 mg/mg cerstvé vahy (22.12.2011). Na pocatku roku obsah vody stile klesa. Béhem
jarnich mésicti dochézi k navyseni a od dubna do kvétna je obsah vody téméf konstantni.

Data nebyla statisticky hodnocena.
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Obr. 9 Mnozstvi vody v téle lykozrouta smrkového meéfené v mési¢nich intervalech.
Nejvyssi hodnota byla namétfena dne 15.6.2011 0.67 + 0,025 mg/mg cerstvé vahy a

cvwr

usecky smérodatnou odchylku.

4.5 Hlavni cukerné zasoby

4.5.1 Celkové mnozstvi glukozy

cvwvr

mnozstvi bylo naméteno 25.8.2011, kdy hladina glukoézy dosahovala pouze 0,36 + 0,21
pg/mg susiny. Na podzim dochazi k narlstu a to az na 26,66 + 4 ng/mg susiny (3.11.2011).
Béhem jarniho rojeni dochazi k prudkému poklesu hladiny glukézy (18.4.2011 0,69 + 0,52
ug/mg susiny). Statisticky vyznamny rozdil byl detekovan mezi hodnotami namétenymi
18.4.2011, 15.6.2011 a 25.8.2011 a ostatnimi, béhem téchto mesici bylo mnozstvi glukozy
velmi nizké. Nejvyssi namétené hodnoty z 3.11.2011 a 8.3.2011 se rovnéz prukazné liSily
od ostatnich (obr.10). Data byla pted statistickym hodnocenim zlogaritmovana pfirozenym
logaritmem, jelikoz neméla normalni rozdéleni a hodnocena testem jednocestna ANOVA

(F(6, 28)=21,575, p<10~) nasledné Post Hoc Tukey testem.
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Obr. 10 Celkové mnoZzstvi glukdzy obsazené v téle lykozrouta smrkového méfené béhem
vyznamnych fazi Zivotniho cyklu. Nejvy$si naméfené mnozstvi odpovida 27,6 + 10,1
pg/mg susiny (8.3.2011) a nejnizsi 0,36 + 0,21 pg/mg susiny (25.8.2011). Na 5% hladiné
vyznamnosti se od sebe statisticky vyznamné 1i$i hodnoty oznacCené a, b od ostatnich
mnozstvi (Post Hoc Tukey test). Sloupce uvadi primér (n = 5) a tGsecky smérodatnou
odchylku.

4.5.2 Celkové mnozstvi trehalozy

Celkové mnozstvi trehaldzy (Obr. 11) vykazuje velmi podobny vzor jako mnozstvi
glukézy (Obr. 10). Béhem jarnich a letnich mésicii jsou hodnoty velmi nizké a naopak
béhem podzimu narlstaji a vzim€ se udrzuji na vysoké hodnoté. Nejnizs§i namétené
mnozstvi v letnich mésicich bylo 0,77 + 0,48 ug/mg susiny (18.4.2011) a nejvyssi 1,87 +
0,66 ug/mg susiny (15.6.2011). Behem prezimovani byla zaznamenéna nejvyssi hodnota
behem diapauzy (11,56 + 4,42 pg/mg susiny, 3.11.2011) a nejnizs§i béhem postdiapauzni
kviescence (7,25 £ 2,2ug/mg susiny, 14.2.2011). Na pétiprocentni hladin€ vyznamnosti
jsou od sebe statisticky vyznamné odlisSné obsahy trehalézy naméfené béhem letnich a
zimnich mésici (obr. 11). Data byla pfed statistickym hodnocenim zlogaritmovéana

pfirozenym logaritmem, protoze neméla normalni rozdéleni a hodnocena testem

jednocestnd ANOVA (F(6, 26)=71,293, p<10~) a nasledné& Post Hoc Tukey testem.
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Obr. 11 Celkové mnozstvi trehaldozy obsazené v téle lykozrouta smrkového béhem
vyznamnych fazi zivotniho cyklu. Nejvyssi naméfené mnozstvi odpovidd 11,56 + 4,42
pg/mg susiny (3.11.2011) a nejnizsi 0,77 + 0,48 pg/mg susiny (18.4.2011). Na 5% hladiné
vyznamnosti se od sebe statisticky vyznamné 1iSi hodnoty oznacCené a, b od ostatnich
mnozstvi (Post Hoc Tukey test). Sloupce uvadi primér (n = 5) a tsecky smérodatnou
odchylku.

4.5.3 Celkové mnozstvi glykogenu

Hodnoty celkového mnozstvi glykogenu v téle jsou béhem roku znacné proménlivé (Obr.
12). Jeho hladiny vykazuji stejny vzor jako u celkového mnozstvi glukézy (Obr. 10) a
hodnota 2,61 £ 0,6 ug/mg susiny, 25.8.2011). Béhem ptezimovani doslo k prudkému
narastu az na hodnotu 106,6465 + 19,29 pug/mg susiny (3.11.2011). Zacatkem roku se
mnozstvi razantné snizilo na 50,88 + 18,19 pg/mg suSiny (14.2.2011). Bchem
nasledujiciho mésice doslo k mirnému nartstu. Se zacatkem aktivni faze zivotniho cyklu
dochazi k prudkému poklesu hladiny na 3,17 + 1,03 pg/mg susiny (18.4.2011). Na 5%
hladiné vyznamnosti se prikazné liSily hodnoty naméfené béhem jarnich a letnich mésica
(18.4.; 15.6.; 25.7. a 25.8.2011) od hodnot ziskanych béhem podzimu a zimy (3.11.; 14.2.
a 8.3.2011). Data byla pied statistickym hodnocenim zlogaritmovana piirozenym
logaritmem, protoze nemé¢la normalni rozdéleni a hodnocena testem jednocestnda ANOVA

(F(6, 26)=71,293, p<10~) a nasledné& Post Hoc Tukey testem.
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Obr. 12 Celkové mnozstvi glykogenu obsaZené v téle lykoZrouta smrkového méfené
béhem vyznamnych fazi zivotniho cyklu. Nejvyssi namétené mnozstvi odpovida 106,6465
+ 19,29 pg/mg susiny (3.11.2011) a nejnizsi 2,61 + 0,6 pg/mg susSiny (25.8.2011). Na 5%
hladin¢ vyznamnosti se od sebe statisticky vyznamné 1i§i hodnoty namétené 18.4.; 15.6.;
25.7. 2 25.8.2011 od hodnot 3.11.; 14.2. a 8.3.2011. (Post Hoc Tukey test). Sloupce uvadi
pramér (n = 5) a tsecky smérodatnou odchylku.
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5 Diskuze

5.1 Adipokinetické hormony

Adipokinetick¢é hormony Peram-CAH-I a Peram-CAH-II (Tab.2), jejichz
pfitomnost se u lykozrouta smrkového piedpokladala (Moravcova 2010), velmi dobie
reaguji s protilatkou proti Pyrap-AKH; touto protilatkou jsou rozpoznavany i dalsi zastupci
z AKH/RPCH rodiny (Goldsworthy a kol, 2002). ELISA test prokazal pravdépodobny
vyskyt pouze jednoho zkandidati (Peram-CAH-I), a to ve frakci ziskané pomoci RP
HPLC, kterd odpovidala retenénimu casu pro synteticky standard Peram-CAH-IL.
V ostatnich frakcich z extraktu mozkG nebyla naméfena Zadna aktivita. Proto jsem
usuzovala, ze u lykozrouta smrkového je syntetizovan pouze jeden adipokineticky hormon.
Touto metodou vSak nelze zcela jasné urcit, o ktery z hormonti by se mohlo jednat. Proto
byla provedena LC/MS analyza daného vzorku. Jeji vysledek vSak prekvapivé pfitomnost
z4ddného adipokinetického hormonu neprokézal, coz nebylo popsano u Zadného druhu
hmyzu. Identifikace zastupci AKH/RPCH u lykozrouta proto zistava stile oteviena.
Pfitomnost Peram-CAH-I v8ak nelze zcela vyloucit. Tento fakt je podpofen piitomnosti
tohoto hormunu u dalSich zastupcti z fadu Coleoptera, jako je mandelinka bramborova
Leptinotarsa decemlinata (Chrysomelidae) nebo nékteré druhy tesatika Phryneta spinator
(Cerambycidae) a Ceroplesis thunbergi (Géade, 2009).

Heterologni adipokinetickd odpovéd” u rumeénice pospolné na extrakt z mozki
karovce pfinesla velmi zajimavé vysledky. U tohoto zastupce se vyskytuji dva hormony
z AKH/RPCH rodiny. Prvnim objevenym je Pyrap-AKH, ktery pfi uvolnéni z CC aktivuje
tukové téleso a nasledn¢ dochdzi ke zvyseni koncentrace lipidi v hemolymfé (Kodrik a
kol., 2000). Dalsim zastupcem je Peram-CAH-II, ktery plni u plostice velmi podobnou
funkci jako Pyrap-AKH (Kodrik a kol., 2002). Extrakt z mozkt ktrovce zplsobil u
plostice prokazatelny nartst lipidii, coz potvrzuje domnénku o pfitomnosti nekterého z

hormonti z AKH/RPCH rodiny u lykozZrouta smrkového.
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Tab. 2 Primarni struktura neurohormonti z RPCH/AKH rodiny.

Nazev Primarni struktura
Peram-CAH-I pGlu — Val — Asn — Phe — Ser — Pro — Asn — Trp amid

(Scarborough a kol., 1984)
Peram-CAH-II pGlu — Leu — Thr — Phe — Thr — Pro — Asn — Trp amid

(Scarborough a kol., 1984)
Pyrap-AKH pGlu — Leu — Asn — Phe — Thr — Pro — Asn — Trp amid

(Kodrik a kol, 2000)

5.2 Celkové energetické zasoby

Celkova mnozstvi lipidii a glycidi méfena béhem roku u Iykozrouta smrkového
koresponduji s jednotlivymi fdzemi jeho zivotniho cyklu. Pro celkovd stanoveni
energetickych zasob byly vzorky sbirany béhem celého roku v mési¢nich intervalech. Data
pro stanoveni jednotlivych cukernych slozek byla vybrana tak, aby odpovidala

vyznamnym zivotnim fazim (Tab. 3).

Tab. 3 Zivotni faze odpovidajici konkrétnim datim.

Datum sbéru Vyznamna faze

14.2.2011 post-diapauzni kviescence

8.3.2011 post-diapauzni kviescence

18.4.2011 jarni rojeni

15.6. 2011 sesterské prerojent

25.7. 2011 F1 generace

25.8. 2011 sttedné tmavi brouci vyvinuti ze sesterského pterojeni (15.6.)
3.11. 2011 diapauza

Z vysledki je zfejmé, ze hlavni energetickou rezervou pro preckani nepiiznivého
zimniho obdobi jsou lipidy. Lykozrout smrkovy béhem diapauzy téméf nepiijima potravu,
a proto si pfed nastupem do diapauzy vytvari lipidické zadsoby ve formé triacylglycerola,
které¢ uklada do tukového télesa. Obdobné je tomu 1 u vétSiny diapauzniho hmyzu, kde
2011). V pribéhu zimy lykozrout smrkovy ztraci t¢éméf 70 % svych lipidickych zasob.
Botterweg (1982) uvadi, Ze béhem piezimovani ztraci lykozrout 40-50 % celkovych

lipidli: rozdil mezi témito daty a mnou ziskanymi, mize byt spojen s rozdilnymi teplotami
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béhem sledovanych obdobi. Jarni narust teplot umoziiuje obnovovani energetickych zasob,
které jsou nasledné¢ vyuzity pro jarni rojeni, kdy brouci vyhledévaji nové prostiedi pro
zalozeni nové generace. Hlavnim zdrojem energie pro let a snisku jsou lipidy. Aktivni ¢ast
zivotniho cyklu je spjata s nizkou hladinou celkovych lipidd. Brouci nemusi ukladat takova
mnozstvi zasobnich latek, jelikoz nejsou konfrontovani s kritickym nedostatkem potravy.
Koncem cervence dochdzelo k mirnému naristu celkovych lipidi 1 ostatnich sledovanych
latek. V tomto obdobi teplota klesla na primérnych 12,9°C (Ptiloha 1). Lze usuzovat, Ze
inaktivita zplsobend podprahovou teplotou (podle Wermelingera (2004) je minimalni
teplota pro let 16,5°C a pro kladeni vajicek 11,4°C) vede k hromadéni zasobnich latek.
Pokles celkovych lipidii zaznamenany béhem srpna je s velkou pravdépodobnosti opét
ovlivnén teplotou. Testovani jedinci byli mladi brouci, ktefi se vyvijeli ze sniSky ze
sesterského prerojeni (jedinci sbirani 15. 6. 2011). Niz$i hladina lipidd byla ovlivnéna bud’
stafim broukd, ktefi si teprve zacali vytvafet zasoby nebo teplotné velmi pfiznivym
koncem léta, ktery poskytl lykozroutim moZnost vyhledat nova vhodnéjsi zimoviste.
Prave s preletem pied pifezimovanim muiize byt spojeny ubytek energetickych rezerv.
Mnozstvi glycidii se béhem roku neméni tak razantné jako obsah lipida. Je patrné,
ze glycidy nejsou vyznamnou zdsobni latkou béhem zimniho obdobi. Jejich uloha bude
v této Casti roku pravdépodobné spiSe kryoprotektivni. U mnoha druht hmyzu zdvisi
biochemickych adaptaci podporujicich toleranci vii¢i mrazu je vyuziti organickych latek
s nizkou molekularni hmotnosti. U hmyzu se jednd pfevazné o sacharidy (glycerol,
sorbitol, ribitol, trehaloza, glukoza a dalsi), které¢ byvaji syntetizovany ze zasob glykogenu
nahromadénych v tukovém telese (Storey, 1997). U Iykozrouta smrkového bylo
v mésicnich intervalech méfeno spektrum latek s kryoprotektivnimi uc¢inky béhem zimniho
obdobi u dvou populaci (Sumava, Ceské Budgjovice). V tomto spektru jsou nejvice
zastoupeny glycerol, sacharoza, glukéza, trehaldza, sorbitol a manitol (Kostal a kol.,
2007). Na ptelomu zimy a jara m¢l obsah glycidi velmi podobny trend jako u celkovych
lipidt. Se zvysujicimi se teplotami dochazi k nartistu hladiny celkovych glycidu, které jsou
také poté vyuzity jako zdroj energie pfi jarnim rojeni. Béhem letnich mésicii jsou hladiny
vy$§i. To mize byt vysvétleno, tim Ze lykozrout mé v tomto obdobi dostatek Cerstvé
potravy a vyuziva jako zdroj energie prave sacharidy, které ziskava piimo Stépenim lyka.
Primérné mnozstvi vody v télech bezobratlych se pohybuje kolem 70% zivé vahy,
avSak obsah vody se lis§i u riznych druhii u raznych Zivotnich stadii, a to v rozmezi

pouhych 17% az vice jak 90% (Danks, 1999). U lykozrouta smrkového je mozné
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pozorovat vyrazné zmény v obsahu vody béhem roku. V letnich mésicich se primérné
mnozstvi vody pohybuje kolem 60% zivé véhy. S ndstupem zimniho obdobi dochdzi
k poklesu témét az na 25% zivé vahy. Vzhledem k tomu, Ze lykoZrout musi odoldvat
béhem zimy vlivim nizkych teplot, 1ze usuzovat, ze dehydratace je jednou ze strategii
chladové odolnosti. Na druhou stranu ztrata vody mtize byt spojena s osmotickym stresem,
ktery narusuje integritu buné¢né membrany. Ochranny vliv na bunéénou membranu béhem
zimniho obdobi maji pravé nahromadéné kryoprotektivni latky. Protektivni vliv trehalozy a
dalsich cukrt na buné¢nou sténu je popsan v praci Crowe a kol. (1987).

Lykozrout smrkovy ma pomérné vysokou hladinu vSech jednotlivé sledovanych
cukernych slozek béhem ptezimovani oproti aktivni fazi Zivotniho cyklu. Z vysledki je
ziejmé, ze dalsi vyznamnou latkou zajist'ujici energetické zasoby béhem zimniho obdobi je
glykogen. Ten slouzi u mnoha druhti hmyzu pro syntézu kryoprotektanti. Konverze
glykogenu na kryoprotektanty a pfeména kryoprotektantii zpét na glykogen je dynamicky
proces, ktery se mize objevit vicekrat béhem diapauzy. Kryoprotektivni latky s cukernou
povahou mohou byt metabolicky recyklovany na zasobni latky nebo byt vyuzity pro
okamzZitou energetickou potfebu (Hahn & Denlinger, 2007). Béhem chladného obdobi
dochazi k poklesu celkovych glycidi. Tento trend je ziejmy i zhodnot pro glukédzu,
trehalozu a glykogen. Koncem zimy s ndstupem vysSich teplot dochéazi k obnové
energetickych zasob u vsech tfi sledovanych cukernych zasob. Tyto dopIlnéné rezervy jsou
nesmirné dualezité pro dalsi vyvoj lykozrouta. Slouzi mu k obnoveni tkdni (1étacich svali a
pohlavnich organtl), které béhem dipauzy atrofovaly, a jsou nezbyté pro disperzi a
reprodukeci.

Z vysledki je patrné, ze hladina glukézy béhem zimy je vyS$i nez hladina
trehalozy. Tyto vysledky jsou v rozporu s daty ziskanymi Kost'alem a kol. (2007), kde byla
naméiena vyS$i hladina trehaldézy. V této praci pouzivali pro stanoveni polyolii a
kryoprotektivnich cukernych slozek LC/MS analyzu. Pomér mezi hladinami cukrt
vykazuje vmé praci opacny vzorec. Tato skutecnost se da vysvétlit pouzitim jiné
metodiky. Pro méfeni jednotlivych cukrli byla pouZita biochemickd analyza, oproti dfive
pouzit¢ metodé LC/MS. AvSak hlavni vliv na pomér cukrii bude mit pravdépodobné
teplota. V letech, kdy byly stanovovany cukry a polyoly byla velmi chladnd zima. Mnou
ziskané vzorky byly sbirdny béhem roku, kdy se setkdvame s nadprimérné vysokymi
teplotami (Pfiloha 2). Vliv teploty a aktivita lykoZrouta ma pravdépodobné vliv na pomér
celkového mnozstvi mezi glukézou a trehal6zou. Hodnoty ziskané béhem letniho obdobi

potvrzuji tento vztah. V dobé, kdy se lykozrout aktivné pohybuje je hladina trehalozy vyssi
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oproti glukoze (Ptiloha 3). Tento fakt potvrzuje skutecnost, ze trehaléoza je hlavnim
zdrojem energie pro svalovou aktivitu (Thompson, 2003). V budoucnu planujeme tento
jev podrobné sledovat: lykozrouti budou ve své aktivni fazi konfrontovani s nizkymi
teplotami a bude sledovan pomér mezi hladinami vySe zminénych cukrt. Z vysledki je
patrné, Ze béhem léta se pomér cukrii méni. Srpnova data vykazuji vzestupny trend
glukozy oproti trehaloze, avSak béhem tohoto obdobi byli Iykozrouti vystaveni velmi nizké

teploté, diky které se stali castecné neaktivni (viz vyse).
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6 Zavér

Tématika lykoZrouta smrkového je v dostupné literatuie zastoupena pomérné hojné,
pfiCemz hlavni snahou je zefektivnit strategie boje proti nému. Naproti tomu otazky
spojené s fyziologii tohoto Skiidce nejsou az na vyjimky feSeny témétr vibec. Vlastni
vysledky proto neni moZno porovnavat se starSimi pracemi a vyvozovat obecné platné
zavéry. Nové poznatky o adipokinetickych hormonech a energetickych zéasobach u
lykozrouta by v§ak mohly pfinést fadu uzitecnych informaci o jeho Zivotnim cyklu.

Ackoliv nebyl u lykozrouta smrkového konkrétni adipokineticky hormon
identifikovan, Ize usuzovat, ze zastupce AKH/RPCH rodiny zde existuje. Funkce tohoto
hormonu odpovida funkci jinych adipokinetickych hormonilt vyskytujicich se u dalSich
zastupct z tfidy Insecta. Data o energetickém metabolismu méfend béhem celého roku
pfinasi fadu novych vysledkl. Vétsina autorii se zabyvala méfenim energetickych zasob
pouze béhem piezimovani. M¢é vysledky potvrdily, Ze béhem chladného obdobi pied
nastupem do diapauzy lykozrout smrkovy ukldda energetické rezervy v podobé lipida a
glykogenu, které jsou nasledné¢ vyuzivany béhem zimy, a Zze cukerné slozky maji
kryoprotektivni u¢inek. Informace o vyuzivani a ukladani rezerv béhem aktivni ¢asti zivota
jsou pilotnimi daty, ktera nelze porovnat s ostatnimi autory. Vysledky rovnéz naznacuji, ze
behem aktivni faze Zivotniho cyklu lykozrout smrkovy neuklada energetické rezervy a jako

pfimy zdroj energie vyuziva potravu, které je v okoli stale dostatek.
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8 Prilohy
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Piiloha 1: Praimérné mési¢ni teploty vzduchu v roce 2011 (zdroj CHMU) (Srame &
Novotny, 2012).
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Ptiloha 2: Primérné tydenni teploty mefené ve stinu na lokalité Hradist¢ béhem roku 2011.
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