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Abstrakt

Diplomova prace zkouma vliv patogenu na sesterské rojeni lykozZrouta
smrkového (Ips typographus) na zakladé terénni prace, laboratornich vyzkuma a

dfive publikovanych védeckych praci.

Zkoumané vzorky pochazeji z Krkonosského narodniho parku. V prubéhu
Cervna a Cervence bylo nasbirano pres 200 broukd z 20 Spalki odebranych
z napadeného stromu. Brouci byli chytani do specialné upravenych lahvicek
Eppendorf a nasledné premistovani na Spalky pfipravené ze zdravého stromu
k vyzkumu zakladani sesterskych generaci. Tito brouci, i brouci pochytani mimo
vyzkumné Spalky, byli nasledné uskladnéni v mrazicim zafizeni a poté pfevezeni

do vyzkumné laboratofe Ceské zemédélské univerzity v Praze.

V laboratofi byla lykozroutdm pod stereomikroskopem vyjmuta travici
soustava a nasledné pod svételnym mikroskopem zkoumana na vyskyt

patogend.

Z celkového poctu 220 broukl bylo analyzovano 155 samic a 65 samcu.
Pro vyzkum zakladani sesterskych generaci bylo pouzito 115 samic a 50 samcu,
pficemz do sesterského rojeni preletéla priblizné polovina broukld - 56 samic
(48,7 %) a 27 samcu (54 %).

U broukd bylo celkem analyzovano Sest patogennich organismi a
parazitoidl. Ve velké mife byly analyzovany stfevni hlistovky (39,89 %) a
mimostievni hlistovky (49,75 %). Ve slabé mife, tj. do 6 %, byly zjistény hlistice
rodu Contortylenchus, Gregarina typographi (ve vyvojovém stadiu gametocyst a
trofozoitll), Chytridiopsis typographi, parazitoid Tomicobia seitneri z Celedi

Pteromalidae a Entomopoxvirus typographi.

Muzeme usuzovat, Zze patogenni organismy na studované lokalité nemaji

vliv na zakladani sesterské generace.

Kliéova slova: patogeny, mikrosporidie, hromadinky, tukové téleso, letova

aktivita



Abstract

The diploma thesis examines the impact of pathogens on the sister brood of the
European spruce bark beetle based on terrain, laboratory and older researches.

Examined samples come from the Giant Mountains National Park. During
June and July, more than 200 beetles have been collected from 20 logs taken
from infected trees. Beetles were captured into specially modified Eppendorf
tubes and then transferred to logs prepared from healthy tree to examine how
they establish sister generations. These beetles, as well as beetles collected
extra the researching logs, were then stored in the freezing box and transported

to the research laboratory of the Czech University of Life Sciences in Prague.

The digestive tract of beetles was excised and then examined under the

light microscope for the occurrence of pathogens.

From total 220 beetles, 155 females and 65 males were analysed. For the
research of the establishment of sister generations 155 females and 50 males
were used, and circa half of these beetles took part in the establishment of sister
generations - 56 females (48,7 %) and 27 males (54 %).

Six pathogenic organisms and parasitoids were analysed in beetles. In a
large extent, nematodes have been analysed. The Contortylenchus, Gregarina
typographi, Chytridiopsis typographi, Tomicobia seitneri and Entomopoxvirus

typographi were found in less than 6 %.

Our conclusion is that pathogenic organisms in the examined locality have

no effect on establishment of sister generations.

Keywords: pathogens, microsporidia, gregarines, adipose tissue, flight activity
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1. Uvod

Lykozrout smrkovy Ips typographus (L.) je jednim ze Sesti zastupcu rodu Ips
vyskytujicich se v Ceské Republice. Je nejvazngjsim Skidcem smrkovych
porostl, coz dokazuje fakt, Ze v povodi Ple$ného jezera na Sumavé byl
zaznamenan V letech 2004-2008 kdrovcovy zir u 90 procent dospélych
smrkovych stromu (Macek et al. 2017). Spole¢né s nim napada smrkové porosty
lykoZrout mensSi Ips amitinus (Eichhoff 1871) a lykoZrout seversky Ips duplicatus
(Sahlberg 1863). Lykozrout smrkovy prvotné napada stromy oslabené. NejCastéji
se vyskytuje ve smrkovych porostech starSich 60 let, pfevazné na oslunénych

porostnich sténach.

Pfi pfiznivych teplotach se mohou béhem jednoho roku vyvinout dvé az tfi
generace lykozrouta smrkového, protoZze samice po vykladeni prvni jarni snisky
mohou zaloZit prvni, popfipadé i druhou sesterskou generaci. To mohou bud na
stejném stromé, pokud je zde jesté prostor, nebo po pfeletu na stromé jiném. Jak
velka Cast samic zaklada sesterské generace a co vSe na to ma vliv neni zcela
objasnéno. Se samicemi v sesterském rojeni prelétavaji rovnéz samci, coz
zvySuje hrozbu a intenzitu napadeni ve smrkovych porostech ve vSech
nadmofrskych vyskach (Skuhravy 2002).

Mezi pfirozené nepratele lykozrouta smrkového patfi fada predatorq,
pricemz nejvyznamnéjSim je pestrokrovecnik mravenci Thanasimus formicarius
(Linnaeus 1758), a parazitoidl, ktefi se vyvijeji uvnitf, nebo mimo télo hostitele.
Mezi popsané patogeny lykozrouta smrkového patfi: virus Entomopoxvirus
typographi, hromadinky Gregarina typographi (Fuchs 1915), Menzbieria
chalcographi (Weiser 1955) a Mattesia schwenkeii (Purrini 1977), améba
Malamoeba scolyti (Purrini 1980), entomopatogenni houby Beauveria bassiana
(Bals.), Beauveria brognatrtii (Sac.) a Verticillium lecanii (Zimm.), Metschnikowia
typographi (Weiser et al. 2003), mikrosporidie Chytridiopsis typographi (Weiser
1954), Nosema typographi (Weiser 1955) a Unikaryon montanum (Weiser,
Wegensteiner, Zizka 1998), a hlistovky rodu Contortylenchus a
Parasitaphelenchus (Wegensteiner 2004).
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Lykozrout smrkovy je soucasti lesniho ekosystému a ma v ném své misto.
Lesni hospodafi monitoruji jeho vyskyt, aby mohli predejit pfipadnému
pfemnozeni, které v minulosti kalamitnim zplasobem likvidovalo celé lesni
komplexy. K pfemnozeni nékterych druht hmyzu, napfiklad ploskohibetky
smrkové a lykozrouta smrkového, a tim k naruSeni ekologické rovnovahy
v lesnich ekosystémech Krkono$§ dochazelo i dfive, prokazatelné v letech 1703,
1888-94, 1945-48. Tyto kalamity vSak nikdy nedosahly rozsahu, jaky se projevil
ve druhé poloviné 20. stoleti v disledku imisi z tepelnych elektraren na polsko-
Ceském pomezi. LykozZrout se tehdy v KrkonoSich Sifil od zapadu na vychod. Na
Harrachovsku zniCil v osmdesatych letech 20. stoleti az 8000 ha lesa,
v devadesatych letech napadl lesy na Vrchlabsku, zvlasté v Labském dolu.
Znovu se premnozil v roce 2007 v oblasti Cerné hory a Obfiho dolu, poté co
orkan Kyril porazil tisice hektart lesa (Stursa 2003). Obavy z nového ptemnozeni
v dusledku sucha v roce 2016 se nenaplnily a v souCasné dobé uvadi Sprava
KRNAPu, Ze vhodnymi postupy v lesnim hospodafstvi se podafilo odumirani lesu

v dusledku pusobeni lykozrouta smrkového zastavit.

Vyskyt sesterské generace je vyznamny faktor, ktery muze ovlivnit
intenzitu napadeni smrkovych porostl. Tato diplomova prace analyzuje zakladni
aspekty tohoto jevu: definuje procento brouku zakladajici sesterské generace a

intenzitu napadeni téchto jedincu patogennimi organismy.

14



2. Cil prace
Ma prace ma za ukol zjistit, zda, popfipadé jakym zplsobem a v jaké mife,
ovliviuji patogeny letovou aktivitu a zakladani sesterskych populaci lykoZrouta

smrkového.
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3. Rozbor problematiky
3.1. Charakteristika Ips typographus

Lykozrout smrkovy Ips typographus (L.) je nejvaznéjsi Skidce smrkovych porostu
v Eurasii (Christiansen, Bakke 1988) patfici do fadu broukl (Coleoptera), Celedi
nosatcoviti (Curculionidae) a podceledi klrovci (Scolytinae). Byl popsan v roce
1758 Linéem (Skuhravy 2002). V Ceské Republice je zafazen mezi kalamitni

Skadce.

LykoZrout smrkovy je Cerny, leskly brouk, dlouhy 4,8-5,5 mm. VétSina jeho
téla je pokryta velkym mnozstvim drobnych Zlutych chloupkd (Skuhravy 2002).
V predni Casti t€la ma hrbolkaty Stit, v zadni Casti je Stit jemné teCkovany. Na
zadeCku ma na kazdé krovce Ctyfi zuby, pficemz tfeti shora je nejvétsi (Pfeffer
1993).

Vajicko lykozrouta smrkového je bilé, eliptické o rozmérech 0,6 x 0,9 mm.
Larvy jsou také bilé, s hnédou hlavovou schrankou a jsou beznohé. Kukla je

mlécné bila a rysuji se na ni tykadla, nohy i kfidla (Skuhravy 2002) (Obr.1).

Obrazek 1: Kukly lykoZrouta smrkového v pozZerku (snimek autorky)

16



Cerstvé vylihnuti brouci jsou bili, nejprve Zloutnou a posléze tmavnou.
Jako prvni z€ernaji krovky, poté horni Cast téla, a nakonec spodni Cast téla
(Skuhravy 2002).

Samice se od samcu odliSuji ryhami pod uUstnim ustrojim, vétsi hustotou
chloupku na pfedni €asti pronota, vyrazné&jsim hrbolkem na horni ¢asti hlavy nad
mandibulami a tfetim zubem na krovkach, ktery je u samcu vétSi nez u samic
(Schlyter, Cederholm 1981).

3.2. Zpusob zivota a rozmnozovani Ips typographus

Lykozrout smrkovy se mlUze na zdravém stromé vyvijet pouze tehdy, je-li strom
napaden takovym mnozstvim brouku, ktefi jsou schopni pfekonat jeho obranny
systém (Raffa, Berryman 1983). Proto si lykoZrout nachazi pfedevsim stromy na
konci jejich vyvoje, popfipadé stromy poSkozené. Tyto stromy maji slabsi
obrannou schopnost, a proto je pro lykozZrouta jednodussi strom napadnout.
K poklesu obranyschopnosti také pfispivaji vyssi teploty, kdy smrk neni schopen
vyluCovat dostate€né mnozstvi pryskyfice a zalévat chodby vytvofené
lykozroutem (Skuhravy 2002).

LykoZrout smrkovy je polygamni druh, coZ znamena, Ze jeden samec je
schopen oplodnit vice samic. Jako prvni naleti na strom samec, ktery je lakan
chemickymi impulsy, které strom vylu€uje, a zavrta se do lyka, v némz vytvofi tzv.
snubni komurku. Poté za¢ne vyluCovat agregacni feromon, ¢imz nalaka samici,
popfipadé vice samic. Po oplodnéni zaCne kazda samice vytvaret mate¢nou
chodbu, do niz klade po obou stranach vajicka. Poc¢et vykladenych vajicek zavisi
na nadmoiské vySce (Zumr 1985) a soucCasné klesa v zavislosti na hustoté
pozerkl na kmeni, v pruméru se vSak uvadi 60 vajicek na jednu samici
(Wermelinger 2004).

Z vajicek se lihnou larvy, které se Zivi pletivem stromu a vytvareji tak
postranni chodby v kife kolmo na chodbu mate¢nou. Na konci téchto chodeb si
larva vytvofi tzv. kukelni komurku, ve které dokonci svlj vyvoj a strom opousti
vyletovym otvorem jiz dospély brouk. Miru preziti potomstva ovliviiuje hustota

obsazeni kmene (Thalenhorst 1958).
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V nasich podminkach se mohou béhem jednoho roku vyvinout az ffi
generace lykozZrouta smrkového. V nizSich polohach zakladaji mladi brouci
druhou generaci, ktera se bud zcela vyvine je$té dany rok anebo pfezimuje ve
stadiu larev. V mimoradné teplych a suchych letech se mohou béhem jednoho
roku vyvinout az tfi generace, a naopak v horskych polohach se vétSinou vyviji

pouze jedna (Skuhravy 2002).

LykoZrout pfezimuje pod kurou stojicich nebo padlych stromu a az 10 %
jeho populace v hrabance (Zahradnik 1996), a to pfedevsim ve stadiu dospélych

broukl. Pouze mala Cast pfezimuje ve stadiu larvy &i kukly.

3.3. Sesterskeé rojeni

Po vykladeni prvni jarni snisky mohou samice zalozit prvni, popfipadé i druhou
sesterskou generaci. Zalozenim sesterské generace se rozumi, Zze oplodnéné
samice nakladou prvni snisku, poté opusti plivodni mateénou chodbu a vytvofri
novou matec¢nou chodbu, do které nakladou snlsku druhou, pfi¢emz tomuto
nemusi predchazet opétovné oplodnéni samcem. To mohou ucinit bud na
stejném stromé, pokud je zde jeSté prostor, nebo po preletu na stromé jiném
(Kirkendall 1983).

Vylétnutim z mateéné chodby a zaloZzenim sesterské generace na jiném
stromé FeSi samice mimo jiné kompetici o lyko a Ziviny. Castym dGvodem je také
vysoka hustota napadeni stromu, pfiCemz samice na ném jiz nenachazeji
dostateCny prostor pro vykladeni své snusky. Bylo prokazano, Ze velikost snasky
ma vliv na dobu, kterou samice stravi v chodbé, a tudiz na zakladani sesterskych

generaci (Anderbrant et al. 1985).

Vyvoj normalni a sesterské generace se caste¢né Casové prekryva a

velikost prvni snasky nema vliv na velikost snusky druhé (Martinek 1961).

3.4. Kalamity Ips typographus a ochranna opatreni
Pribéh kalamit lykoZrouta smrkového ovliviiuje Fada abiotickych i biotickych

faktorl, jejichz dusledkem stromy i celé porosty chfadnou a ztraceji odolnost.
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Zakladani sesterskych generaci ma na Sifeni kirovcovych kalamit velky vliv, a to

bez ohledu na nadmofskou vySku porostu (Martinek 1957).

3.4.1. Abiotické faktory
Jednim z nejvyznamnéjSich faktorl pusobicich na rozvoj lykozrouta je teplota.
Priznivé teploty v jarnich mésicich pfispivaji k prodlouzeni doby letu lykozrouta
a v dusledku pfiznivych teplot béhem vegetacniho obdobi se muze vyvinout vice

generaci, jak normalnich, tak sesterskych (Skuhravy 2002).

Vlivem nizkych srazek a sucha dochazi ke snizovani obranyschopnosti
stromd. Casto tak dochazi k napadeni porostti lykozroutem po nahlém stresu ze
sucha (Maslov 2001).

Silny vitr, namraza a snih zpUsobuje vyvraty, zlomy a lamani stromu, coz
zpusobuje jejich umrti €i posSkozeni, ¢imz se stavaji snadnym cilem karovcu
(Skuhravy 2002).

3.4.2. Bioticti Cinitelé
Mezi biotické Cinitele oslabujici lesni porosty patfi houby, plisné, hmyz a mnoho
dalSich organismd vazanych na lesni ekosystémy. Podhoubi houby vaclavky
smrkové (Armillaria ostoyae) se rozrusta pod klrou stromd, &imz vyrazné
prispiva k jeho oslabeni a vytvofeni pfihodného prostredi pro usidleni lykozrouta
(Skuhravy 2002). Nepfiznivé ovliviiuje zdravotni stav stromu také poloparaziticka

rostlina z ¢eledi ochmetovitych - jmeli (Viscum album L.) (Skuhravy 2002).

Mezi zZivocCichy poskozujici stromy a ovliviujici tak jejich obranyschopnost
fadime napfiklad bobra evropského, ¢ernou i sparkatou zvér, listoZzravy hmyz a
dalsi (Svestka et al. 1996). Velkou mérou pfispiva k rozvoji kGrovcovych kalamit
i Clovék, at uz nevhodnymi zasahy nebo nedbalosti. Napfiklad promeskanim Ihut

ke v€asnému odvozu vytézeného dfivi z lesni skladky.
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3.4.3. Monitoring a ochrana
Uginna obranna opatieni se zakladaji na tfech principech. Pfedev§im jde o
v€asné odstranovani a zpracovani drivi atraktivniho pro lykozrouta (ve vegetacni
sezbné by se mélo vytézené dfivi vyvazet z lesa okamzité). Poté je dulezité
vCasné odstranéni vesSkerého jiz napadeného dfrivi, tj. dfive, nez dojde
k dokonCeni vyvoje lykoZroutl. V neposledni fadé jde o soustfedéni a hubeni

lykoZrouta v ohniscich ziru (Zahradnik 2006).

Monitoring se provadi ve vSech porostech starSich 60 let, kde je alespon
20% zastoupen smrk. V zakladnim stavu se monitoring provadi pochuzkovou
metodou, pfi zvySenych stavech se instaluji stromové lapaky a feromonové
lapaCe. Tato kontrolni zafizeni se instaluji na ohrozena mista, a to v poctu
minimalné jedno zafizeni na 5 ha. U stromovych lapaku se povazuje za zvySeny
stav vyskyt vice nez 0,5 zavrtu na dm?, u feromonovych lapacu se za zvySeny

stav povazuje odchyt vice nez 1000 jedincu na jeden lapac (Zahradnik 2006).

Feromonové lapace se zacCaly vyuzivat v druhé poloviné 20. stoleti pote,
co byly objeveny a synteticky vyrobeny agregacni feromony lykoZrouta
smrkového (Vité et al. 1972, Bakke 1976). Feromon laka samce i samice. Ke
kontrole by mélo dochazet v intervalu 7-10 dni, v pfipadé rojeni a zvySeného
odchytu je doporu€eno interval zkratit. Sou€asné s kontrolou feromonovych
lapacu by mélo dochazet i ke kontrole okolnich stromu, kvuli pfipadnému vyskytu
lykozrouta (Zahradnik 2006).

Stromové lapaky jsou zdravé, odvétvené smrky o vyc€etni tloustce alesponi
20 centimetru. Tyto smrky se prikryvaji vétvemi po celé své délce, aby
nedochazelo k pfed€asnému vysychani. Dvé tfetiny stromu se umistuji na
slunce, jedna ftfetina stromu do polostinu, na okraji porostu. Pfipravuji se
nejpozdéji v bfeznu a ke kontrole by mélo dochazet v intervalu 7-10 dni
(Skuhravy 2002).

Biologické metody ochrany prozatim nejsou k dispozici, muze vSak

dochazet k podpofe vlivu predatort a parazitoidd.
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3.5. Patogeny
Prvni zminky o patogenech klrovcl pochazeji z poCatku 20. stoleti, kdy Fuchs
(1915) studoval a popsal prvni znamy patogen lykozrouta smrkového, tj.
Gregarina typographi, intenzivné jsou vSak patogeny studovany od poloviny 90.
let a zatim bylo u lykoZrouta smrkového objeveno deset patogenu (Wegensteiner

2004). Prehled vSech nemoci byl zpracovan Takovem et al. (2010).

Nakaza patogeny se projevuje pouze vnitfnimi pfiznaky. K jejimu zjisténi
je proto potfeba vypitvat vnitfni organy. Brouci mohou byt infikovani horizontalné
— pozfenim nakazeného trusu, zbytka téla nakazenych jedincl a kanibalismem,

Ci vertikalné — pfenosem ze samice na vajiCka (Wegensteiner 2004).

3.5.1. Viry
Jedinym znamym virovym onemocnénim u kurovcl je virus Entomopoxvirus
typographi. Ten napada a nici buriky stfevniho epitelu broukl a vytvari
desti¢kovité bilkovinné inkluze, které obsahuiji virova téliska. ZpUsobuje protrzeni
stfeva a nasledny uhyn jedince. Virova téliska odchazeji z téla broukl spole¢né
s trusem a poté se jimi infikuji dalSi jedinci pfi Uzivném ziru (Wegensteiner,
Weiser 1994).

3.5.2. Mikrosporidie
DalsSimi patogeny jsou mikrosporidie, které se fadi mezi nejCastéji se vyskytujici
patogeny lesnich i zemé&délskych hmyzich $kadcd. Sifi se vétsinou perorainé
(Holusa, Weiser 2005), méné Casto pfenosem pfes vajicko (Weiser et al. 2000;
Phelps, Goodwin 2008). VétSina mikrosporidii napada stfedni stfevo, odkud
pfechazi do pohlavnich Zlaz a nasledné jsou pfedavany dcefiné generaci.
Onemocnéni se projevuje pouze u dospélych jedincu. Mezi nejvyznamnéjsi patfi
Chytridiopsis typographi, ktera napada a ni¢i stfeva dospélych brouku, kde
vytvari silnosténné cysty s kulovitymi sporami a plsobi viedovité perforace
stfeva a hynuti broukd. Ch. typographi se vyznacduje dvéma typy spor, a to
tenkosténnymi, které Sifi infekci uvnitf hostitele, a silnosténnymi, které jsou

uvolnovany spole¢né s trusem (Wegensteiner 2004).
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Stfevni svalovinu a Malphigické trubice napadaji mikrosporidie Nosema
typographi a Unikaryon montanum. Pronikaji do vaje¢niki a s nakazenymi
vajicky se dostavaji do larev. Nakaza se vyviji az v dospélych jedincich
(Skuhravy 2002).

3.5.3. Hromadinky
NejCastéjSim patogenem u lykozrouta smrkového je vySe zminéna hromadinka
Gregarina typographi. Ta se vyviji ve stfedni i zadni ¢asti stfeva, ale vyznamné
ho neposkozuje, pouze vytvafri jakousi vstupni branu do téla broukl pro dalsi
patogeny (Lipa 1967). Klrovci se infikuji pozfenim nakazeného trusu nebo

zbytku tél uhynulych jedincu.

Tukové téleso Iykozrouta rozkladaji schizogregariny Menziberia
chalcographi a Mattesia schwenkei. Brouci takto nakazeni neopusti Zir a
muzeme je proto najit v chodbi¢kach v klfe. K pfenosu na dal$iho jedince dojde

az po rozlozeni hostitele (Weiser et al. 2000).

Gregariny se vyznacuji nékolika odliSnymi stadii a maji pfimy vyvojovy
cyklus (Clopton, Gold 1996).

3.5.4. Ménavky
Mezi ménavky napadajici stfevo a Malphigické trubice lykoZrouta smrkového
patfi Malamoeba scolyti, ktera ucpava trubice svymi vejCitymi cystami
(Wegensteiner et al. 1996; Handel et al. 2001). Pfi pfemnozeni muze trubice
ucpat natolik, ze zabrani vymésovani odpadnich latek a napadeny brouk uhyne
(Weiser 2002).

3.5.5. Houby
Mezi hlavni houbové patogeny fadime druh Beauveria bassiana a Beauveria
brongniartii. PFilezitostnym patogenem v hemolymfé a stfevnim epitelu
lykozroutd  je kvasinka Metschnikowia  typographi (Ascomycota:
Metschnikowiaceae) (Weiser et al. 2003; Unal et al. 2009).
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3.5.6. Hlistice

Hlistice jsou vyznamnym faktorem ovliviujicim populace lykozroutd, a to jejich
chovani, pfezivani, plodnost, letovou aktivitu i termin rojeni (Massey 1960, Kaya
1984). U lykozrouta smrkového je popsano nékolik paraziticky-ch druhd (Rihm
1956), které se do téla broukl dostavaji télnimi otvory. Ty své hostitele usmrcuji
a redukuiji jejich zivotnost a plodnost (Lieutier 1980; Kaya 1984). Endoparazitické
rody hlistic Contortylenchus a Parasitylenchus se vyskytuji volné v hemolymfé
(Ruhm 1956), a jsou povazovany za pfiCinu tvorby mensSiho tukového télesa,
ovarii a horSiho vyvijeni oocytu (Lieutier 1982). Hlistice rodu Cryptaphelenchus
se vyskytuji volné v télni dutiné, v Malphigickych trubicich, i na povrchu téla
lykozroutu. Zastupci hlistic rodu Parasitorhabditis se vyskytuji ve stfevé (Rihm
1956).

23



4. Metodika

4.1. Pripravné prace
Pro vyzkum byly pouzity dva smrkové kmeny (Picea abies (L.) Karst.), z nichz
jeden byl napadeny lykoZroutem a druhy byl zdravy. Kmen napadeny I.
typographus byl vybran v KrkonoSském narodnim parku, v lokalité zasazené
klrovcem, na soufadnicich 50.7658583N, 15.4105250E ve vySce 723 metrl nad

morem.

Tento kmen byl vybran z ddvodu silného napadeni kdrovcem, pficemz
napadeni se pohybovalo v priiméru 4 zavrtové otvory na 1 dm?. Strom byl vysoky
19 metrd o priméru 27 centimetrd. Kmen byl kracen na Spalky o délce 50
centimetrd a pruméru priblizné 20 centimetrd. Tyto Spalky byly nasledné
pfevezeny na misto zkoumani, kde deset Spalkd bylo umisténo v mistnosti se
stalou teplotou (Obr.2) a deset Spalkdl bylo umisténo v otevieném prostranstvi
pod terasou obytné budovy, ovSem kryté pfed nepfizni poc€asi a pfimym sluncem
(Obr.3).

Druhy, nenapadeny kmen, byl taktéz vybran v KrkonoSském narodnim
parku. Kmen zdravého smrku byl kracen na Spalky o délce 50 centimetrl a
praméru 15-20 centimetrd. Spalky byly pfevezeny na testovaci misto, kde jich

bylo deset umisténo v otevieném prostranstvi pod terasou obytné budovy.

4.2. Sbér dat
Na Spalcich byly okularné, podrobnym zkoumanim, vyhledany zavrtové otvory a
na né byly umistény upravené zkumavky Eppendorf. V horni ¢asti byly zkumavky
nahfaty a posléze ohnuty pfiblizné do pravého uhlu (Obr.4). Kazdy den byly
zkumavky okularné kontrolovany. Jedinci I. typographus, ktefi se jizZ namnozili a
vylétli, byli sbirani a umistovani do zkumavek po vice jedincich (2-3 dospélci),

aby mohlo probéhnout opétovné pareni.

Zkumavky s takto sparovanymi jedinci byly pfipevnény na Cerstvé,
nenapadené Spalky. Nasledné pozorovani a zkoumani mélo prokazat, zda se

vylétnuti brouci opétné zavrtaji. Jedinci, ktefi se nezavrtali, byli ve vyzkumu
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pfifazeni ke Spalkim, ze kterych puvodné vylétli, a byli uskladnéni v mrazicim
zarizeni. Ti jedinci, ktefi se opétovné zavrtali, byli kontrolovani a poté, co nakladli

druhou snasku a vylétli, byli taktéz uskladnéni v mrazicim zafizeni.

Obrézek 2: Spalky umisténé ve stalé teploté (snimek autorky)

Na zaCatku Cervence byly vSechny Spalky odkornény, byli posbirani
zbyvajici jedinci lykozrouta smrkového, zméreny deélky chodeb a pocet

nakladenych vaji¢ek v kazdé matecné chodbé (Obr.5 a 6).
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Obrazek 4: Zkumavka Eppendort s vylitnutym broukem (snimek autorky)
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Vsichni posbirani jedinci byli pfevezeni do laboratofe Ceské zemédélské
univerzity v Praze. Pod odbornym dozorem mé vedouci diplomové prace,
doktorky Karoliny Lukasové, byli jedinci pitvani pod stereomikroskopem Nikon.
Pomoci pinzet byla kazdému jedinci do kapky vody vyjmuta travici soustava a
dalSi vnitfni organy (Obr.7). Prfipraveny vzorek byl umistén pod svételny
mikroskop Nikon Eclipse - Ni pod zvétsenim 100x — 400x a prohlidnut. Pfipadna
pozitivni nakaza patogeny byla rovnéz vyfotografovana v programu Nis

Elements.

Z kazdého vzorku byl veden detailni zaznam o pohlavi a pfipadném

vyskytu patogenU v pfipraveném formulafri.

Obrazek 5: Odloupnuta kira s dospélcem a larvami (snimek autorky)
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Obréazek 6: Odkornény Spalek (snimek autorky)

Obrazek 7: Travici soustava pod stereomikroskopem (snimek autorky)
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4.3. Zpracovani dat
Ziskana data byla pfevedena do tabulkového procesoru MS Excel 2016 a poté
graficky a statisticky znazornéna v programu Statistica 12 (testy normality dat,
Kruskal Wallistv test, ANOVA, korelace, grafické vystupy).
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5. Vysledky

Celkem bylo analyzovano 220 broukul, ztoho 113 jedincu bylo sesbirano ze
Spalkl umisténych v interiéru (z toho 6 az pfi odkorfiovani Spalkd po dokonc&eni
vyzkumu), 58 jedincl ze Spalki ve venkovnich prostorech a 49 jedincu bylo
sesbirano mimo vyzkumné Spalky — ze zbytku napadeného stromu, ktery nebyl
vyuzit na vyzkumné Spalky. Z celkového poctu bylo analyzovano 155 samic, tj.
70,5 %, a 65 samcu, tj. 29,5 %. Ze 49 broukl posbiranych mimo vyzkumné
Spalky bylo 35 samic a 14 samcu, coz je procentualné zhruba stejny pomér jako

ve sbéru z vyzkumnych Spalku.

5.1. Sesterské rojeni
Z poCtu 171 broukl, sesbiranych v prvni fazi vyzkumu, bylo 165 jedincu
pfemisténo na zdravé Spalky k zalozeni sesterské generace. 83 brouku

sesterskou generaci zalozilo, z toho 56 samic, tj. 48,7 %, a 27 samcu, tj. 54 %.

Ze Spalkd umisténych venku bylo na zdravé Spalky pfemisténo 58 broukd,
z toho 27 samic se zucastnilo zakladani sesterskych generaci, a ze Spalku
umisténych v interiéru bylo pfemisténo 107 brouku, z toho 29 samic se zucastnilo

zakladani sesterskych generaci.

V tabulce 1 je uveden pocet brouku prfemisténych na zdravy Spalek a
pouzitych na vyzkum sesterského rojeni a dale pocetni i procentualni vyjadreni

broukd, ktefi se sesterského rojeni ucastnili.

Tabulka 1: Pocetni a procentualni vyjadreni brouk( vstupujicich do sesterského rojeni. Venkovni ... brouci
ze Spalku v exteriéru, vnitfni ... brouci ze Spalku v interiéru.

venkovni vnitrni N samcu N samic
Pocet
vylétnutych
jedinct 58 107 50 115

Pocet jedincu
zakladajicich
sesterské rojeni 38 45 27 56

Pocet dospélct
zakladajicich
sesterské rojeni

(%) 65,52 42,06 54,00 48,70
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Po odkornéni Spalkl se sesterskym rojenim bylo napocitano celkem 30
chodeb s délkou 2-16 cm, v priméru 7,6+£3,5 cm. Pocet vaji¢ek v chodbach se
pohyboval od 7 vajicek v jedné chodbé, po 72 vajic¢ek v jedné chodbé, v priméru
vSak 30,9+17,1 vajicek na samici. Mate€né chodby ze snubni komory vedly
prumérné dvé, maximalné tfi. Néktefi brouci chodby vyhloubili, ovéem Zadna

snuska v nich nebyla.

Délka mate¢nych chodeb pozitivné korelovala s poCtem vykladenych
vajiCek u samic zakladajicich sesterské rojeni (y = 0,429 + 4,0289*x; r = 0,8242;
p < 0,00001; r> = 0,6794; Graf 1).

80

Pocet vajicek
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Délka chodby (cm)

Graf 1: Zavislost mezi délkou mate¢né chodby (cm) a poctu vykladenych vaji¢ek jednou samici béhem
sesterského rojeni. Regresni pasy predstavuji 0,95 spolehlivost.

Po ukonéeni vyzkumu a nasledném odkornéni Spalki z interiéru byla
naméfena pramérna délka chodby 6,2+2,3 cm s primérnou snuskou 19,9+7,9
vajicek. U Spalkl ve venkovnich prostorech byla naméfena primérna délka
chodby 5,8+1,2 cm s priimérnou sniskou 23,1+6,5 vajicek.
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Délka mateCnych chodeb vyhloubenych samicemi byla srovnatelna u
vSech tfi skupin kladoucich samic. NejdelSi chodby hloubily samice v sesterském

rojeni, ale rozdily nebyly statisticky signifikantni (tabulka 2, Graf 2).

Tabulka 2: Vicenasobné srovnani (Kruskal-Wallistiv test) délky matecnych chodeb u samic kladoucich na
Spalcich umisténych uvnitf (vnitini) a za venkovnich podminek (venkovni) a samic zakladajicich sesterské
rojeni (sesterské rojeni).

venkovni vnitrni sesterské rojeni
venkovni 0,488142 2,234825
vnitrni 0,488142 2,069754
sesterské rojeni 2,234825 2,069754
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Graf 2: Srovnani délky mate¢nych chodeb (cm) u samic kladoucich na Spalcich umisténych uvnitr (inside) a
za venkovnich podminek (outside) a samic zakladajicich sesterské rojeni (sister). Krabice je tvorena
prumérem (stfedova ¢ara), + smérodatna chyba, svorka predstavuje 2* smérodatnou odchyilku.

NejvysSi pocet nakladenych vajiCek na jednu samici byl zaznamenan
v mate¢nych chodbach sesterského rojeni (Graf 3), statisticky signifikantni byl
tento rozdil v8ak pouze mezi samicemi v sesterském rojeni a u samic kladoucich

na Spalcich umisténych uvnitf (tabulka 3).
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Tabulka 3: Vicenasobné srovnani (Kruskal-Wallis(v test) poltu vaji¢ek u samic kladoucich na Spalcich
umisténych uvniti (vnitini) a za venkovnich podminek (venkovni) a samic zakladajicich sesterské rojeni
(sesterskeé rojent).

venkovni vnitini sesterské rojeni

venkovni 0,245798 0,559777

vnitini 0,245798 0,003175

sesterské rojeni 0,559777 0,003175
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Graf 3: Srovnani poc¢tu nakladenych vajicek u samic kladoucich na Spalcich umisténych uvnitr (inside) a za
venkovnich podminek (outside) a samic zakladajicich sesterské rojeni (sister). Krabice je tvofena prumérem
(stfedova Cara), £ smérodatna chyba, svorka predstavuje 2* smérodatnou odchylku.

5.2. Patogenni organismy
U brouku bylo celkem analyzovano Sest patogennich organismu a parazitoidd, a
to jak stfevni, tak mimostrevni hlistovky (Obr.8), hlistice rodu Contortylenchus,
Gregarina typographi [ve vyvojovém stadiu gametocyst (Obr.9) a trofozoitl
(Obr.10),], Chytridiopsis typographi (Obr.11) a parazitoid Tomicobia seitneri
(Ruschka 1924) z Celedi Pteromalidae. U tfech broukd byl zjistén také
Entomopoxvirus typographi (Obr.12).
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V tabulce 4 je uveden procentualni vyskyt daného patogenu u urcité
skupiny zkoumanych broukul. V praméru se vyskytuji stfevni hlistovky u 39,89 %
zkoumanych brouk, mimostfevni hlistovky u 49,75 %, hlistice rodu
Contortylenchus u 1,98 %, Gregarina typographi u 5,59 %, Chytridiopsis

typographi 2,87 % a parazit Tomicobia seitneri u 0,37 % zkoumanych brouku.

Tabulka 4: Procentualni vyjadfeni vyskytu patogen( u urcité skupiny broukt. Vnitini ... brouci ze Spalki
v interiéru, venkovni ... brouci ze Spalk( v exteriéru, sesterské rojeni ... patogeny u jedinct zakladajici
sesterské rojeni, kontrola ... patogeny u jedinct ziskanych a zustavajicich ve Spalcich.

stfevni | mimostrevni Gregarina | Chytridiopsis | Tomicobia
hlistovky | hlistovky | Contortylenchus |typographi| typographi seitneri

vnitini 38,24 52,94 5,88 5,88 2,94 1,47
venkovni 50,00 40,00 0 10,00 0
sesterské

rojeni 32,53 53,01 0 2,41 2,41

kontrola 38,78 53,06 2,04 4,08 6,12

pramér 39,89 49,75 1,98 5,59 2,87 0,37

Infekéni nakazy patogeny byly srovnatelné pro vSechny nalezené druhy
na Spalcich umisténych ve venkovnich podminkach i téch v interiéru. Statisticky
signifikantni rozdily nebyly zjiStény ani u hlistovek ve stfevech lykoZrouta
smrkového (normalita statistického souboru: Shapiro-Wilkav test; W= 0,89741, p
> 0,05; ANOVA: F(1;15) = 1,603; p > 0,05; Graf 4), ani u mimostfevnich druht
(normalita statistického souboru: Shapiro-Wilkav test; W= 0,92199, p > 0,05;
ANOVA: F(1;15) = 0,4334; p > 0,05; Graf 5) a dospélct Contortylenchus sp.
(normalita statistického souboru: Shapiro-Wilkav test; W= 0,47545, p < 0,05;
Kruskal Wallisav test: H(1;17) = 2,3734; p > 0,05).
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Graf 4: Primérna hladina infekce stfevnimi hlistovkami na $palcich umisténych ve venkovnich podminkach
(outside) a v interiéru (inside). Krbice je tvofena primérem (stfedova ¢ara), medianem (kruh) + smérodatna
odchylka, svorka predstavuje minimum a maximum.

Obdobné vysledky byly zjistény u patogenu Chytridiopsis typographi
(normalita statistického souboru: Shapiro-Wilkav test; W= 0,38535, p < 0,05;
Kruskal Wallisuv test: H(1;17) = 1,4875; p > 0,05) nebo Gregarina typographi
(normalita statistického souboru: Shapiro-Wilkav test; W= 0,51562, p < 0,05;
Kruskal Wallistv test: H(1;17) = 0,7185; p > 0,05).
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Graf 5: Primérna hladina infekce mimostfevnimi hlistovkami na $palcich umisténych ve venkovnich
podminkach (outside) a v interiéru (inside). Krbice je tvorena primérem (stfedova ¢ara), medianem (kruh) +
smérodatna odchylka, svorka predstavuje minimum a maximum

Obrazek 8: Hlistovky ve stfevé lykoZrouta smrkového, zvétSeni 100x (snimek autorky)
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Obrazek 9: Stadium gametocyst patogenu G. typographi zjisSténého ve stfevé lykozrouta smrkového,
zvétseni 100x (snimek autorky)

Obrazek 10: Stadium trofozoitl patogenu G. typographi zjisténého ve stievé lykoZrouta smrkového, zvétseni
100x (snimek autorky)
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Obrazek 11: Chytridiopsis typographi v hemolymfé lykoZrouta smrkového, zvétseni 100x (snimek autorky)

Obrazek 12: Virus Entomopoxvirus typographi zaznamenany u lykoZrouta smrkového, zvétSeni 100x
(snimek autorky)

38



6. Diskuze

Z poctu 165 zkoumanych brouku, ktefi byli pouziti pro vyzkum zakladani
sesterskych generaci, se 50,3 % zakladani sesterskych generaci zucastnilo.
Martinek (1957) uvadi, Ze se zakladani sesterskych generaci ucastni 65—70 %

samic, pficemz v nasich vysledcich se uvadi pouze 48,7 % samic.

Jak uvadi Anderbrant (1989), rozdil mezi samci a samicemi zakladajicimi
sesterské generace neni vyrazny, coz dokazuje fakt, Ze pfi vyzkumu bylo
z celkového poctu vylétnutych brouku, analyzovano 48,7 % samic a 54 % samcu

zakladajicich sesterské generace.

Ips typographus je druh podkorniho Skidce, ktery kolonizuje smrkové
porosty hromadnym naletem, pfi€emZz se orientuje pomoci agregacnich
feromonu. Aby doslo k uspéSnému napadeni a bylo eliminovano riziko zaliti
zavrtavajicich se samcl pryskyfici, musi byt denzita nalétavajicich brouku

vysoka, coz vede k pfekonani obranyschopnosti stromu (Raffa, Berryman 1983).

Nasledny reprodukéni uspéch v dcefiné generaci je zavisly na tom, zda
vyvoj probéhl na stojicich zivych stromech nebo na leZicich pokacenych
stromech (Hedgren, Schroeder 2004). Obsazovani smrkovych kmenU ovliviuje
procento preziti potomstva v dasledku rostouci konkurence o Iyko a
prilezitostnym kanibalismem larev (Thalenhorst 1958). Samice lykozZrouta
smrkoveho béhem kladeni zabranuje mortalité vajicek pfedCasnym opusténim
matecnych chodeb a zaloZenim sesterské generace, ve které pak ovsem klade
nizsi pocet vajicek (Anderbrant 1989). Jedinci ve vysSich nadmofskych vyskach
produkuji méné sesterskych rojeni, nez ty rojici se v nizinach (Netherer et al.
2001) a tito dospélci pfekonavaji pfi hledani stromu mnohem mensi vzdalenosti,

nez ti v prvnim rojeni (Zolubas, Byers 1995).

Primérny pocet vaji¢ek ve snlSce sesterské generace byl spocitan na
30,9 vajicek, kdezto ve snGSce prvni (normalni) generace bylo spocitano
prumérné 19,9 vajiCek na Spalcich umisténych v interiéru a 23,1 vajiek na
Spalcich umisténych ve venkovnich prostorech. Témito vysledky se shoduiji
s Martinkovymi studiemi (1957, 1961), ktery uvadi, Zze mezi prvni sniskou a

snuskou sesterskou jsou malé rozdily, a zaroven si s Martinkem odporuiji, jelikoz
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uvadi, Zze v prvni snisce je nakladeno vice vaji¢ek nez ve snlsce sesterské. To
ovSem muze byt zplisobeno mensSimi populacnimi hustotami lykozroutd na
zdravych $palcich, z ehoz vyplyva mensi konkurence broukl o lyko. Také se
shoduji s Martinkem v nazoru, Ze pfi zakladani sesterskych generaci byly tvoreny
matecné chodby delSi nez pfi zakladani prvni generace. Martinek uvadi délky
matecnych chodeb pfi zakladani sesterské generace priamérné 6,7 cm. Mé
vysledky dokladaji délky prvnich mate¢nych chodeb primérné na 6,2 cm
v interiéru a 5,8 cm ve venkovnich prostorech, kdezZto délka matecnych chodeb

pfi zakladani sesterské generace je primérné 7,6 cm.

Zajimavé je, zZe se zakladani sesterskych generaci zucastnilo
procentualné vice brouku ze Spalkd umisténych ve venkovnich podminkach, kde
byly teploty v priméru pfiblizné 19 °C, avSak kolisavé — od 9 do 32 °C (65,52 %
broukl), nez broukl umisténych v interiéru za stalé teploty — pfiblizné 20 °C
(42,06 % brouku). Kolisani teploty proto zfejmé nema vyznamny vliv na sesterské
rojeni. Absolutni vySka teploty v mém vyzkumu neni vyznamna, jelikoz jsem
neprovadéla vyzkum na Zivych stromech s aktivni obranyschopnosti, respektive
tvorbou pryskyfice, ktera klrovcim znemoznuje mnozeni, jak uvadi Skuhravy
(2002). Existuji pouze ojedinélé zaznamy, kdy nebylo zjiSténo sesterskeé rojeni
vlubec, coz bylo ovSsem zfejmé& dano vysokou vlhkosti a nizkymi teplotami ve

vegetacni sezoné (Harding, Ravn 1983).

Druhy patogent vyskytujici se u zkoumanych broukd, tj. hlistovky,
Gregarina typographi, Chytridiopsis typographi a Entomopoxvirus typographi
patfi k nejrozSifené&jSim patogenum rodu Ips (Weiser et al. 2000, Weiser 2002,
Wegensteiner 2004, Takov et al. 2010). Vzhledem k tomu, Ze se hromadinka
Gregarina typographi a mikrosporidie Chytridiopsis typographi vyskytovaly u
nizkého poctu brouku (do 6 %), mizeme pfedpokladat, Zze témér nemély vliv na
zakladani sesterskych generaci.

Hlistovky se vyskytovaly téméf u 50 % zkoumanych broukd, naopak
Entomopoxvirus typographi se vyskytoval u pouhého 1,36 % zkoumanych
brouku. Tento virus byva rozSifen pfevazné v horskych oblastech v ohniscich se
stabilné vyssSi populaéni hustotou. Nicméné i na stejné hostitelské dfeviné na
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stejné lokalité se miaze hladina patogenu lisit, jak uvadéji ve své studii Lukasova
a Holusa (2014).

Zfejmé nejvetsi vliv na tukoveé téleso a letovou aktivitu broukd, a tim padem
i na zakladani sesterské generace, maji schizogregariny Menziberia
chalcographi a Mattesia schwenkei, které ovSem u zkoumanych broukd nebyly
analyzovany. Mozna i z tohoto dlvodu preletéla do sesterského rojeni velka ¢ast

zkoumanych brouku — pfiblizné 50 %.

Z tohoto predbézného vyzkumu tedy miazeme usuzovat, Zze patogenni
organismy na studijni lokalité nemaji vliv na zakladani sesterské generace, ktera

probihala v rozsahu uvadéném dalSimi autory.
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. Zaver

Do sesterského rojeni preletélo 83 ze 165 jedincu — 50,3 %, z toho 56
samic a 27 samcu.

Rozdily mezi délkami mateCnych chodeb u kladeni prvni generace a u
kladeni sesterské generace nebyl statisticky signifikantni.

Statisticky signifikantni rozdil byl pozorovan pouze velikosti snasky
sesterské generace a mezi velikosti snasky prvni generace v interiéru.

U zkoumanych brouku byly zjistény nasledujici patogeny s uvedenymi
infek&nimi hladinami: stfevni hlistovky — 39,89 %, mimostfevni hlistovky —
49,75 %, hlistice rodu Contortylenchus — 1,98 %, Gregarina typographi —
5,59 %, Chytridiopsis typographi — 2,87 % a parazitoid Tomicobia seitneri
- 0,37 %.

Letova aktivita ani zakladani sesterskych generaci nemohlo byt, vzhledem
k nizkému vyskytu nakaz na nami studované lokalité, vyznamné ovlivnéno

pritomnymi patogeny.
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