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Cile prace

Samdi agregacni feromon LykoZrouta smrkového, Ips typographus (Coleoptera, Scolytidae) je syntetizovan
v zadni Casti stfeva. Hlavnimi sloZkami feromonu je synergisticka smés dvou latek -2-methyl-3-buten-2-olu
(ME) a cis-verbenolu (V). Soudi se, f2 MB je nové syntetizovan ve stfevé brouki, zatimco oV vznika pie-
ménou hostitelského terpenu, (-)-alfa pinenu. Ackoliv je masivni uvolfiovani téchto komponent spojeno se
zacatkem kolonizace hostitelského stromu, existuji nepfimé evidence, Ze brouci mohou feromon, nebo ale-
spofn MB, v malém mnoZstvi vytvaret jii pfed kolonizaci (Birgersson et al., 1984, 1.P. Vité, osobni sdéleni).
Mavrhovany vyzkum bude zaméfen na studium faktord oviiviiujici feromonovou produkc samci |. typo-
graphus pfed kolonizaci. Integralni soufdst bakalafské prace je vypracovani pfehledu publikovanych Gdaji
k dané problematice.

Metodika

Metodicky bude prace zaméfena na vypracovani literarni reSerSe zamérené na chromatografickou a elek-
troamtenografickou analyzu tékavych latek ve stfevech samci v rliznych fazich zralosti a s rozdilnou fyzio-
logickou historii v obdobi pfed kolonizaci (nezrali brouci pfed OZivnym Zirem, po GZivném Zirw, brouci pred
disperznim letem, po disperznim letu).
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Abstrakt

wewr

(Picea abies) porosti. Pii kolonizaci hostitelského stromu samci produkuji
agregacni feromon, ktery laka dalsi brouky obou pohlavi. Feromon je tvofen ve
stievech samci a faktory, které tvorbu ovliviuji, nejsou zcela objasnény. Tato prace
je zamétena na objasnéni otazky, ve kterém vyvojovém stadiu je produkce feromonu
zahajena a které faktory ji ovliviuji.

V této praci byl studovdn obsah feromonu ve stfevech samcii Sesti
vyvojovych stadii (zlati samci pfed Gzivnym Zirem, sklerotizovani samci v prubéhu
uzivného ziru, samci Cerstvé vyrojeni z mate¢niho stromu, samci po disperznim letu,
nespafeni samci s hotovou snubni komurkou a spafeni samci). Experimenty byly
provedeny ve tfech nezavislych opakovanich. Stfeva jednotlivych kategorii brouka
byla pitvana a extrahovana v pentanu. Vzniklé vzorky byly analyzovany pomoci
plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Ve vzorcich bylo kvantifikovano Sest
latek. Kromé hlavnich feromonovych komponentt 2-metyl-3-buten-2-olu a cis-
verbenolu to byly latky trans-verbenol, 2-fenylethanol, verbenon a ipsdienol.

Bylo zjisténo, Ze se obsah sledovanych latek b&éhem ontogeneze méni. 2-
metyl-3-buten-2-ol se vyskytoval v malych mnozstvich u vylétnutych a prolétanych
broukd. Svého maxima dosahoval u samci s hotovou snubni komtirkou. Po spateni
jeho koncentrace vyrazné poklesla. Latky cis-verbenol, trans-verbenol a verbenon
byly ve vyznamném mnoZstvi pfitomny u zlatych brouki, pak jejich mnoZstvi ve
stfevé poklesla k nulovym hodnotam. Letova aktivita zvysila hodnoty cis-verbenolu
a verbenonu, ale ne trans-verbenolu. Zvyseni mnozstvi trans-verbenolu se objevilo
az v prubéhu kolonizace hostitelského stromu. Pareni neovlivnilo produkci cis a
trans-verbenolu ani verbenonu. Ipsdienol byl pozorovan v malych mnozstvich u
spafenych samci. Fenylethanol se zacal tvofit u broukd vylétnutych z mate¢ného
stromu a jeho mnoZstvi se zvySovalo az do stddia zavrtanych samct s hotovou
snubni komurkou. Po spareni se obsah fenylethanolu mirné snizil.

Data ukazuji, ze oba hlavni komponenty agregacniho feromonu Ips
typographus jsou pfitomny ve stfevech samcl jiz pfed kolonizaci hostitele.
Kolonizace zvysuje produkci 2-metyl-3-buten-2-olu, ale ne cis-verbenolu. Vysledky
jsou diskutovany s ohledem na moznou agregaci broukii pfed vlastnim napadenim

hostitelského stromu.



Abstrakt

European spruce bark beetle (Ips typographus) is the most important pest of
spruce (Picea abies) forests. When colonizing the host tree, males produce an
agregation pheromone that attract other conspecifics to join the attack. The factors
that affect production are not fully understood. This thesis aims to clarify the
question, in which developmental stage beetles start to produce the pheromone.

Therefore, we studied the content of pheromone in the guts in males of the
six developmental stages (golden beetles before maturation feeding, sclerosized
males after maturation feeding, males freshly emerged from breeding logs, males
after flying experience, males with finished nuptial chambers and mated males). The
male guts of each category were excised and extracted in pentane. The resulting
samples were analyzed by gas chromatography with mass detection. Three replicates
were prepared for each category. Six substances were quantified in the samples. In
addition to two major pheromone components, 2-methyl-3-buten-2-ol and cis-
verbenol, other were trans-verbenol, 2-phenylethanol, verbenone and ipsdienol.

We found that the content of investigated compounds changes during
ontogenesis. 2-methyl-3-buten-2-ol was present in small amounts in males freshly
emerged from breeding logs and in males colonizing the host. The 2-methyl-3-
buten-2-ol content reached its maximum in males with finished nuptial chamber.
After mating, its concentration decreased significantly. Compounds cis-verbenol,
trans-verbenol and verbenone were present in significant amounts already in the
gold beetles. Their content in the gut decreased to zero in dark sclerotized beetles.
Flight activity increased cis-verbenol and verbenone, but not trans-verbenol. The
trans-verbenol increase was observed only after colonization of the host tree. Mating
did not affect the production of cis- and trans-verbenol or verbenone. Ipsdienol was
observed in small amounts only in mated males. Phenylethanol began to form in
beetles emerged from breeding logs. Its amount increased in male with the finished
nuptial chamber. After mating, the phenylethanol content decreased.

The data show that both major components of Ips typographus aggregation
pheromone are present in the male guts before the host colonization. The
colonization of the host increases the production of 2-methyl-3-buten-2-ol but not
cis-verbenol. The results are discussed with regard to possible aggregation behavior

of beetles prior host colonization.
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1 Uvod

Lykozrout smrkovy (Ips typographus L., Coleoptera, Scolytinae) je
nejvazngjsi Skudce soucasnych lesnich porostd. Slozeni dnes$nich lesti na uzemi
Ceské republiky je tvofeno hlavné smrkem ztepilym (Picea abies L.), hlavnim
hostitelem lykozrouta smrkového (50,3 % dievinné skladby) (Zelena zprava 2017).
Diky ménicim se klimatickym podminkam, s periodickymi déletrvajicimi obdobimi
sucha, dochazi k oslabeni smrkovych porostt, pfevazné na neptavodnich stanovistich
(pouze 11,2 porostni pidy CR je pfirozenym stanovistém smrku, Zelena zprava
2017). Tyto skuteénosti vedly ke vzniku masivni kdrovcové kalamity s ohniskem
v severnich Cechach (Bruntalsko), §ifici se do zbytku Ceské republiky. V roce 2017
bylo evidovano 5,34 mil. m® kirovcového diivi (Zelena zprava 2017). Tento
problém se netyka jen Ceské republiky, ale celé stfedni Evropy.

Bionomii a fyziologii lykozrouta smrkového se védci snazi 1épe pochopit jiz
mnoho let. Rozsah souCasné kalamity ktomuto tématu navic pfitdhl znacnou
pozornost vetejnosti, politiki a védci. Béhem poslednich let vzniklo mnoho
projektd zamétenych na vyzkum lykoZrouta smrkového s cilem 1épe popsat jeho
biologii a rozsifit moZnosti ochrany proti nému. Jednou z moZnosti je vyzkum
chemické ekologie se zacilenim na studium feromont a jinych komunikaénich latek

(semiochemikalii), do n¢hoz se fadi i tato prace.

2 Cile prace

Mezi nejvyznamnéj$i semiochemikalie Ips typographus patfi agregacni
feromon, ktery synchronizuje nalet broukii na hostitelsky strom. Je produkovéan
vV zadnim stfev€ samct, ktefi pod karou hloubi snubni komtrku, a uvoliiuje se
z drtinek sypajicich se ze zavrtového otvoru do okoli napadeného stromu. Jeho
verbenol (cV). ¢V vznika preménou hostitelskych monoterpent (hlavné a-pinenu) a
jeho mnozstvi piimo souvisi s obsahem a-pinenu Vv hostitelském stromé (Birgersson
a kol. 1989). Naproti tomu MB si kirovei vytvari z vlastnich zdroju (de novo).
K masivni tvorbé a uvoliiovani obou latek dochédzi na zacatku kolonizace hostitele.
Nékteré literarni tdaje se zabyvaji moznosti, Zze samci Ips typographus mohou

vyluovat mald mnozstvi agrega¢niho feromonu jiz pred kolonizaci stromu.
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Cilem této prace bylo stanovit obsah hlavnich feromonovych komponenti 2-
metyl-3-buten-2-ol (MB) a cis-verbenolu (cV) ve stfevech broukd Ips typographus
Vv riznych vyvojovych stadiich pted a v ranych fazich kolonizace.

Tento vyzkum by mohl pomoci k lepSimu pochopeni fyziologie lykozrouta
smrkového a jeho chemickych procest spojenych s tvorbou feromonu. Dale by se
dalo navazat vyzkumem potencionalnich inhibitorti tvorby komunika¢nich alkohold
Ips spp. Vyzkum dané problematiky by mohl vyrazné piispét k tvorb&é novych
metod ochrany hospodaiskych lest v budoucnosti. Soucasti predkladané prace je

literarni reSerSe dané problematiky.

3 Literarni reSerse

3.1 Hostitelské direviny Ips typographus

Hlavni hostitelskou dievinou Vv evropskych podminkach je smrk ztepily
(Picea abies (L.) Karst.). Smrk je, stejné jako lykozrout smrkovy, u nas pivodné
montanni druh (rekonstruované pfirozené zastoupeni je 11,2 %), ale pro jeho rychly
rast a rovné a lehké dievo bez velkych sukl byl lidmi introdukovan na 50,3 %
lesnich porostii v Ceské republice. Je nenaroény na teplotu, dobfe snasi zimni mrazy
1 vysoké letni teploty, pokud ma dostatecny ptisun vody. Vysoké naroky na piisun
vody se projevuji zvlasté v niz$ich polohach s teplej$im podnebim. V oblastech
s nedostatkem srazek je stresovan a oslaben vii¢i utoku biotickych Skodlivych vlivi,
napiiklad podkorniho hmyzu, hub a jinych patogent. Pro sviij rst nepotiebuje pidu
bohatou na Ziviny, ale vyzaduje zna¢né okyseleni pidy (pH 4-5). Zvladne dokonce
rist spolu s borovici blatkou a kle¢i 1 v extrémnich podminkéch raSelinist (Jakus,
Holusa, Blazenec 2015; Zelena zprava 2017).

Na zapadg Sibife je hostitelska dievina lykozrouta smrkového Picea obovata,
na vychodé potom Picea jezoensis. V celém arealu se mize vyskytnout i na riznych
druzich introdukovanych smrku, vyjimeéné i na borovici a modiinu (rod Pinus a

Larix) (shrnuto v Skuhravy 2002).

3.2 lIps typographus
Ips typographus je velmi rozsifeny euroasijsky druh. Jeho areal se tahne od
Pyreneji ptes stiedni a severni Evropu, témét celou Sibif az k Japonsku. Na severu je

jeho vyskyt ohrani¢en tundrou, na jihu aredl vyskytu zasahuje do hor balkanského
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poloostrova, severniho Kazachstanu a Ciny (Skuhravy 2002). Ve stfedni Evropé
patii lykozrout smrkovy mezi druhy montdnni (do 2000 m.n.m.), avSak s uméelymi
vysadbami smrku do nizSich poloh se rozsitil v podstaté po celém tuzemi (Kfistek,
Urban 2013).

Ips typographus (L.) je maly, v praméru 4,2 — 5,5 mm dlouhy a 1,9 mm
Siroky brouk z ¢eledi kirovcoviti (Scolytinae, Coleoptera). Lykozrout smrkovy byl
uren a zafazen do systému Linéem Vroce 1758. Liné ho vSak zatadil do rodu
Dermestes, z n&jz byl roku 1984 piefazen Reitterem do rodu Ips (Zumr 1995).

Dospély brouk je ¢ernohnédy s vyraznym zlatavym ochlupenim. Krovky ma
lesklé bez teCek v meziryzi. V zadni ¢asti krovek mé4 matnou prohlubent lemovanou
Ctyfmi zuby na kazdé strané. Treti par zubl je nejvyssi, na konci Sipovité rozsiteny.
Tykadla ma zakonéena palickou, na které jsou specificky zprohybané oblasti
pokryté ¢ichovymi senzilami (v taxonomické literatuie zvané Svy) (Pfeffer 1989).

Udaje o moznostech disperze u lykozrouta smrkového jsou velmi
nejednoznacné. Skuhravy (2002) uvadi, ze Ips typographus je mobilni druh, jehoz
znacna ¢ast jedinc migruje. Délka letu se lisi v lesnich porostech a na otevienych
prostranstvich, kde dosahuje az 8 km. To znesnadiiuje moznost redukovat jeho

populaéni hustotu (shrnuto v Skuhravy 2002).

3.3 Bionomie Ips typographus

Lykozrout smrkovy piezimuje vétSinou jako dospély brouk v hrabance, nebo
pod kiirou stromi. Pokud se na podzim nestihl dovyvinout, mize zimu travit i1 jako
larva, kukla, nebo zlaty brouk v matetském stromé (shrnuto v Kindlmann, Matéjka,
Dolezal 2012). Pokud teplota vzduchu na jafe dosahne 18-20 °C po nékolik dni,
dospélci se hromadné roji a napadaji stromy v okoli. Rojeni trva 10-20 dnii a
V nizinach nastdvd koncem dubna az zaCitkem kvétna, na hordch pak koncem
kvétna. Lykozrout smrkovy preferuje stromy star$i Sedesati let se silnéj$i vrstvou
Iyka. Nejprve napada zlomy, vyvraty a oslabené stromy, avSak pii silngjSim
piemnoZzeni 1 zdravé stromy. Na hostitelské stromy nalétaji nejprve samci, ktefi
vytvari snubni komurku, kde se spaii s 1-3 samicemi. Po spafeni samice vrta 6-10
cm dlouhé mate¢né chodby rovnobézné s osou kmene, do kterych klade okolo 60
vajicek. Za 1-2 tydny se vylihnou larvy, které maji 3 instary. Vyvoj larvy trva

prumérné 2 tydny, ale znacné zévisi na pocasi. Larvalni chodby jsou kolmé na osu
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kmene, zvinéné a zakonCené kukelnou komirkou. Stadium kukly trva ptiblizné
tyden az dva, po ném se rodi bili brouci, kteti prodélavaji 2-3 tydenni Gzivny Zir, pii
némz sklerotizuji své t&lo, které_postupné tmavne od zlaté az po ¢ernohnédou barvu
pohlavné zralého dospé€lce. Dospéli brouci opousti mateény strom vyletovym
otvorem.

Na horach tvoii lykozrout smrkovy jednu generaci, V nizindch dvé az tfi.
Pocet generaci zavisi na pocasi daného roku, pfi¢emz posledni generace je zimujici.
Tito brouci vydrzi nizsi teploty a od nezimujicich generaci se také liSi obsahem
lipidd a glykogenu v jejich organismu (Kfistek, Urban 2013; shrnuto v Skuhravy
2002).

3.3.1 Kolonizace hostitelského stromu

Princip vybéru hostitelského stromu nebyl doposud plné objasnén. Jedna z
teorii predpoklada ndhodny vybér hostitelského stromu, zatimco dalsi tika, ze samci
Ips typographus si vhodného hostitele vybiraji podle t€kavych latek uvoliiovanych
hostitelskymi stromy. Primarni atraktivita stromd vSak zatim nebyla prokazana.
Kalinova a kol. (2014) objevila na lapacich tékavé latky vyskytujici se jen v malych
mnozstvich (1,8-cineole, camphor, trans-pinocamphone, terpinen-4-ol, cis-
pinocamphone a verbenon), na které vyrazn¢ reaguje tykadlo lykozrouta smrkového.
Reakce tykadla na tyto latky je vyznamngj$i nez u béznych hostitelskych
monoterpentl jako je o-pinen a B-pinen. Jejich behavioralni vyznam vsSak zatim
zustava nevysvétlen (Kalinova a kol. 2014).

Na lokalizaci vhodného hostitele maji vyznam i té¢kavé latky produkované
nehostitelskymi druhy, jako jsou t€kavé latky vyluCované z listli krytosemennych
rostlin, nebo kiirou listnatych stromu (C8-alkoholy, trans-conophthorin). Tyto latky
pusobi na Iykozrouta smrkového repelentné. Se vzristajici koncentraci téchto
inhibitort ve vzduchu se snizuje pravdépodobnost naletu ktirovci na smrky v tomto
porostu. (Jakus, Holusa, Blazenec 2015). Na orientaci V ekosystému podle
chemickych latek maji také vliv dalsi vnéjsi faktory jako struktura porostu a pocasi
(shrnuto v Aukema a kol. 2010).

Hostitelsky strom vybiraji pionyrsti samci, ktefi ve vyvaZzeném ekosystému
preferuji stromy fyziologicky oslabené (vyvraty, zlomy). Castym cilem naletu
Iykozrouti jsou stromy vyskytujici se na oslunénych porostnich sténach. Silné

slune¢ni zafeni vysou$i puadu, zahiivanim kmend zvySuje transpiraci, a tim
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zpusobuje stromim nedostatek vody, coz je pro smrk ztepily silny stresovy faktor.
Vys$si teplota kmene navic urychluje vyvoj lykoZroutd. Pfi nizSich popula¢nich
hustotach se pionyrsti samci vyhybaji zdravym stromtim, kde je mald Sance na
prekondni obranyschopnosti stromu a vyhledavaji spiSe stromy oslabené. Pokud
vSak populacni hustota stoupne, napadaji samci nejblizsi stromy v okoli a usmrcuji 1
zdravé jedince. Vznika tak ohnisko kirovcového naletu.

Po zavrtani samce do klry dochézi ke spusténi obrany stromu. Napadeny
jedinec zac¢ne ronit pryskyfici, kterou se snazi lykozrouta zalit. Pryskyfice navic
obsahuje toxické terpeny, enzymatické bilkoviny a fenolické slouceniny. Nékteré
toxické monoterpeny kirovei dokazou hydroxylovat na alkoholy a pouzivaji je jako
slozky agregatniho feromonu. Po vyronu pryskyfice se jeji struktura méni
v zavislosti na zménach slozeni. Lehké monoterpeny a seskviterpeny postupné
vytékaji a tézké diterpeny vykrystalizuji a vytvoii tak pevnou mechanickou zabranu
proti invazi dalSich patogent. Zaroven buiiky okolo napadeného mista odumiou a
jsou zapouzdieny kalusem, ktery vytvati dalsi fyzickou zabranu infekci. V okoli
napadeni se také mohou zacit tvofit nové struktury, které¢ indukuji tvorbu novych
toxickych latek a tim zvySuji obranyschopnost stromu viici budoucim utoktim.
Lehké napadeni lykozroutem, které strom piezije, dlouhodobé zvySuje imunitu
daného jedince (Jakus$, HoluSa, Blazenec 2015).

Mnoho druhti ktirovetl si S sebou pod kliru stromu piinasi symbiotické
houby. Nékteré z nich (napf. rod Ceratocystis) mohou napadat vodiva pletiva stromu
a tim snizovat metabolismus stromu, jiné druhy hub slouzi jako soucast potravy
larev (shrnuto v Byers 2004).

V piekonani obranych bariér hostitele Iykozroutovi velmi pomaha agregacni
feromon, ktery je produkovan samci hloubicimi snubni komurky a ktery laka dalsi
brouky obou pohlavi na vybraného hostitele. Pokud se v okoli nachazi dostatek
lykozroutii, dochazi k hromadnému ndletu na tento strom, popf. stromy okolni. Se
zpozdénim po zavrtani samci zacinaji produkovat ipsdienol a verbenon, coZ jsou
anti-agregacni feromony. Tyto latky nejprve na zaatku hromadného naletu reguluji
rozlozeni jednotlivych broukti ve kmeni a pii velké koncentraci lykoZrouti a plné
obsazenosti kmene zajist'uji jejich pfesun na sousedni stromy.

Pokud se samctim podati piekonat konstitutivni obranu stromu, tvofi snubni

komiirky, kde se paii se samicemi prildkanymi agrega¢nim feromonem a zakladaji
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potomstvo. Cast dospélych broukii miZe jesté po nakladeni vajec znovu vyletét a
zalozit sesterskou generaci na stejném stromé, nebo v nejbliz§im okoli. Po
kolonizovani stromu ztraci brouci schopnost 1état, degraduji jim letové svaly a u
samic se na jejich misto pfesouvaji vajeéniky. Proto musi brouci zakladajici
sesterskou generaci jesté pied vyletem prodé€lat Gzivny zir, vytvorit si tukové téleso
a letové svaly. Tito brouci jsou také véEtsi, nez brouci zlstavajici uvnitt stromu

(shrnuto v Skuhravy 2002).
3.4 Komunikace Ips typographus

3.4.1 Akusticka komunikace

Jednim z determina¢nich znakt samice je gula — hiebinkovité utvary na hrudi
pod ustnim Ustrojim tahnouci se ke spodni ¢asti o¢i (stridula¢ni Gstroji). Samice
timto orgdnem tvoii akustické signaly, kterymi se ,,domlouva“ se samcem uvnitt
vlastniho pozerku a ostatnimi samicemi jiz zavrtanymi ve stromé i dal§imi, které
pfilétavaji. Samec ma na misté guly jen drobné prohlubng. Ackoli je stridulacni
ustroji u lykozrouta smrkového velmi jemné, dokaze generovat signdl, ktery
umoznuje komunikaci broukt nejen ve vlastnim pozerku, ale i s brouky s okolnich
pozerkd. Stridulace tak ovliviiuje rozlozeni a pocet chodeb v kmeni, nebo rozlozeni
vajicek v matetfské chodbé. LykoZrout smrkovy vyuzivd rizné typy akustickych

signalt, které slouzi Kk rozli¢énym uceliim (Rudinsky 1979).

342 Zrak

Zrak Iykozroutd hraje dileZzitou roli pfi orientaci a spolu s ¢ichovymi vjemy
pochazejicimi z tykadla se podili na hledani hostitelského stromu. O¢i rodu Ips maji
pouze 100 — 240 omatid, coz je méné nez U mnoho dal§ich druht hmyzu. Lykozrouti
smrkovi maji dva typy barevnych receptorti s maximalni absorpci frekvence svétla
450 nm (modrd) a 520 nm (zelend). Kviili malému poctu omatid maji lykoZrouti
zrak relativné slaby, ale navzdory tomu slouzi k orientaci hlavné pfi pfistavani na
kmenu stromu. Pfi realizovanych pokusech se chytilo vice broukt do pasti S
feromonem, umisténych vedle siluety stromu, nez do pasti umisténych do volného

prostoru (shrnuto v Byers 2004).

3.4.3 Chemicka komunikace
Hlavnim orienta¢nim a komunika¢nim smyslem lykozrouti je ¢ich, umistény

na tykadlech, kde se nachazi gichové senzily. Cichové senzily jsou perforované duté
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kutikularni utvary, které obsahuji Cichové receptorové neurony. Tyto cCichové
neurony maji schopnost interagovat s t€kavymi latkami. Existuje velké mnozstvi
morfologickych typi cCichovych senzil. Vedle morfologie se jednotlivé typy lisi
poctem a typy ¢ichovych receptorovych neuroni, které obsahuji. Mezi nejcastéji
zastoupené patii senzily trichoidni (vétSinou vnimaji latky feromonové povahy) a
senzily basikonické (vnimaji vétSinou latky neferomonové povahy jako naptiklad
rostlinné viin¢). U lykozrouta smrkového jsou ¢ichové senzily na tykadle specificky
uspofadany do 2 zprohybanych pruhti a do oblasti na Spi¢ce tykadla. Rozlozeni
senzil na tykadle neni nahodné, ale logiku zatim nezname. Cichové receptorové
neurony exprimuji jenom jeden typ bilkovinnych receptorti, které specificky
interaguji s molekulami vin€. Doposud bylo u Ips typographus identifikovano 70
typt receptorovych bilkovin. Latky, které rtizné receptory vnimaji, jsou odli$né.
Receptory pro vnimani feromond jsou vysoce selektivni, receptory pro
neferomonové viné jsou selektivni méné. Latky, které tykadlo vnima, 1ze zkoumat
elektrofyziologickymi metodami, které méfi zmény elektrickych potenciala
vznikajicich v receptorovych neuronech po podrazdéni. Existuji dvé zakladni
elektrofyziologické metody vyuzivané pii studiu latek, které ovliviuji chovani
hmyzu: elektroantenografie, kterda umoznuje zaznamenavat souhrnny potencial
vSech, na dany podnét reagujicich Ccichovych receptorovych bunék, a
elektrosensillografie, kdy se studuje aktivita neuronti v jedné jediné senzile
(Kalinova, osobni sdéleni).

Chemickd komunikace probihd smési té€kavych latek a hostitelskych
monoterpenll. K produkci svych tékavych latek lykoZrouti pouzivaji hostitelské
monoterpeny jako prekurzory. Nékteré ze slozek feromonu si dokdzou také sami
syntetizovat metodou de novo. Dulezity je pomér jednotlivych slozek ve feromonu.
kol. 2010).

Agregacéni feromon klrovcl je tvofen ve stfevech. Primarni slozky
agregacniho feromonu jsou 2-metyl-3-buten-2-ol (MB) a cis-verbenol (cV). Cis-
verbenol je pro brouky atraktivni na velké vzdalenosti, zatimco 2-metyl-3-buten-2-ol
plsobi pouze v nejbliz§im okoli a zajistuje tak lokalizaci spravného stromu. Obé
slozky spolu plisobi synergicky, s tim Ze ¢V je spole¢ny pro nékolik druhi rodu Ips

a MB je atraktivni pouze pro jedince Ips typographus (Jakus, Holusa, Blazenec
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2015). Ve stievech ktrovca byly nalezeny také dalsi latky jako napf. trans-verbenol
(tV), verbenon, myrtenol, trans-myrtanol, ipsenol, ipsdienol a 2-fenylethanol
(Birgersson a kol. 1984). Ne vSechny vsak ovliviiuji agregacni chovani kdrovci.
Mezi ty, u kterych byla behavioralni aktivita doposud prokazana, patii vedle MB a
cV ipsdienol a verbenon (Schlyter a kol. 1987). Samice produkuji stejné latky jako
samci, ale ve stopovém mnozstvi. Po spafeni vytvaii specifickou samié¢i slozku
feromonu B-isophoron (Birgersson a kol. 1984).

Syntéza feromont u Ips typographus neni zcela objasnéna. Jedny z prvnich
teorii produkce feromonii klrovet predpokladaly, ze nckteré jeho slozky jsou
syntetizovany symbiotickymi bakteriemi ve stfevech lykozrouti. Vyzkum byl
provadén piedevsim na piibuzném druhu Ips paraconfusus, ze kterého se podatilo
izolovat bakterii Bacillus cereus, ktera muze pfeménovat a-pinen na cV a tV.
Aplikace antibiotik na druh Ips paraconfusus ovlivnila produkci téchto slozek
feromonu, ¢imZz bylo dokazano, Ze lykozrouti bakterie K produkci pinenovych
alkoholll pouzivaji. Pozd&ji bylo prokazano, ze produkce ¢V a tV muze probihat
také autooxidaci hostitelskych prekurzori (pokud jsou v potravé lykozrouta rtizné
izomery, pak se tyto izomery vyskytuji i v oxidované form¢ ve feromonu (shrnuto v
Seybold, Bohlmann, Raffa 2000).

V osmdesatych a devadesatych letech se pfislo také na to, Ze kiirovci mohou
syntetizovat nékteré slozky feromonu de novo. Studie zkoumajici biosyntézu de
novo byla provedena také na druhu Ips paraconfusus, kde piedpokladala, ze
vSechen ipsenol a ipsdienol se nevytvaii jen z hostitelského myrcenu (samci
vystaveni vyparim myrcenu produkovali vice téchto feromonovych slozek), ale
musi existovat i dalSi cesta tvorby ipsdienolu a ipsenolu. Nepiimy dikaz byl
poskytnut pouzitim inhibitoru (kompaktin) kli¢ového enzymu 3-hydroxy-3-
methylglutarin  koenzym A reduktazy (HMG-CoA reduktaza) izoprenové
biosyntetické cesty. Piimy dikaz de novo syntézy poskytlo pouziti metody
radioaktivné oznacCenych chemickych latek, kdy samci druhu Ips paraconfusus
vytvorili z oznaGeného [1-**Clacetatu a [2-**C]mevalonolaktonu ipsenol a ipsdienol.
Pritomnost syntézy de novo byla dokazana také na druzich Ips pini a Ips duplicatus
(shrnuto v Seybold, Bohlmann, Raffa 2000). U Ips typographus byla pomoci
radioaktivné znafenych prekurzori dokazana de novo syntéza hemiterpenového

MB. (shrnuto v Blomquist a kol. 2010).
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Objevenim de novo biosyntézy se Ips spp. zafadil mezi né€kolik malo
hmyzich druht, ktefi si dokazou vytvaret feromony dvéma cestami (de novo a
oxidaci hostitelskych prekurzori). Pomér mezi jednotlivymi cestami neni znan
(shrnuto v Seybold, Bohlmann, Raffa 2000). O nékterych slozkach feromonu
(verbenoly, verbenon) se soudi, Ze pochazi pouze z hostitelskych prekurzora (u Ips
spp.). Ditkkaz byl poskytnut na druzich Ips duplicatus a Ips paraconfusus aplikaci
inhibitoru de novo syntézy kompaktinu, ktery omezil produkci ipsenolu, ale ne cV a
tV (shrnuto v Blomquist a kol. 2010).

LykozZrouti nevytvari po cely svlij vyvoj stejné mnozstvi feromond. Také
kvalita feromonu se v prubéhu vyvoje méni. U Ips typographus se nejveétsi mnozstvi
vyprodukovaného feromonu objevuje u samct s hotovou snubni komurkou, ktefi ale
jesté nejsou spareni se samici. Obsah feromonu po pfiletu samce na strom je maly.
Stim jak se brouk =zavrtdva, se zvySuje 1 mnozstvi téchto feromonovych
komponentt az do vyhloubeni snubni komirky, kdy je nejvyssi. Po spafeni se zacina
mnozstvi téchto slozek zase snizovat az témér na pocateCni uroven. Pinenové
alkoholy vykazuji stejny vzorec s vyraznym maximem ve fazi hotovych snubnich
komtrek, 2-fenylethanol md maximum pfi zac¢atku vrtani a verbenon ma podobny
pribéh, ale nemé vyrazné maximum. MB se chova podobné jako pinenové alkoholy,
jen je jeho mnozstvi oproti nim ¢tyfnasobné a teprve dlouho po spatreni samcii (kdyz
jsou matecné chodby jeho samic delsi nez 4 cm) klesne na uroven ostatnich slozek
feromonu. Birgersson a kol. (1984) nasel u Ips typographus ve fazi snubnich
komurek mnozstvi 500 ng MB, 40 ng cV a 10 ng 2-pentylethanolu na jednoho
samce. Ipsenol a Ipsdienol se ve feromonu objevuji az po spafeni samci se
samicemi a jejich obsah s ¢asem od spafeni dale nartsta (Birgersson a kol. 1984).
Verbenon a ipsdienol se objevuje az v pozdni fazi kolonizace. Soudi se, Ze to jsou
slozky anti-agregacniho feromonu, ktery snizuje atraktivitu kolonizovaného stromu
a brani piiliSné akumulaci velkého poctu klirovct na daném hostiteli (Birgersson a
kol. 1988). Samci spafeni s jednou samici produkuji v priméru stejné mnozstvi
feromonu jako samci spafeni s vice samicemi (Birgersson a kol. 1984).

Brouci nemaji stejnou individualni produkci feromonovych latek. Mnoho
Z nich produkuje jen velmi mald mnozstvi a par jedincti velkd mnozstvi. To mize
byt dané jednak geneticky, nebo to miize souviset s tulohou brouka v populaci. Velka

mnozstvi mohou produkovat pionyrsti samci (jak bylo uvedeno vyse), ktefi maji za
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Obrazek 1: Mnozstvi jednotlivych feromonovych slozek u Ips typographus v riznych fazich
utoku na strom. Faze 0 — samci béhajici po kiife, 1 — samci zavrtavajici se do kliry, 2 — samci vrtajici
floémem stromu, 3 — samci Shotovymi snubnimi komutrkami, 4 — samci spafeni se samicemi,
samcice nekladou vajika, 5 — samci se samicema, které jiz kladou vaji¢ka, 6 — samci se samicemi,

delsi nez 4 cm; plny kruh — MB, prazdny trojuhelnik — tV, plny trojihelnik — ¢V, prazny étverec —
mytenol, plny ¢tverec — trans-myrtanol, prazdny kruh — 2-pentylethanol. Zdroj: Birgersson a kol.
1984

cil najit vhodny strom a oznacit ho pro ostatni jedince. Nov¢ pfilakani samci pak
mohou feromonu produkovat méné. Obsah slozek feromonu, které jsou
sequestrovany, zavisi na obsahu jejich prekurzorti v hostiteli (Birgersson a kol.
1988). Prubeh produkce jednotlivych feromonovych latek ve stieve je sumarizovan
na obrazku 1 (Birgersson a kol. 1984).

Lykozrouti z jednotlivych stromii se li§i mnozstvim produkovaného feromonu.

Pinenové alkoholy (cV, tV, myrtenol a trans-myrtanol) vykazuji silnou korelaci
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s mnozstvim hostitelského a-pinenu ve floému, proto brouci ze silnych rezistentnich
stromil, které obsahuji vice mizy a vétsi mnozstvi a-pinenu, produkuji vetsi
mnozstvi pinenovych slozek feromonu. MB a 2-fenylethanol se netvofi
Z hostitelskych prekurzort. I kdyZ se absolutni mnozstvi téchto latek produkovanych
brouky z jednotlivych stromu lisi, tak to nijak nekoreluje s mnozstvim monoterpent
ve floému hostitele. Ipsenol a Ipsdienol také nevykazuje zaddnou podobnost
s hostitelskym prekurzornim myrcenem. To se shoduje s faktem, ze Ips typographus
na rozdil od jinych druht Ips spp. neprodukuje tyto latky po vystaveni myrcenu
Vv laboratofi (Birgersson a kol. 1988).

cV se tvoii z (-)a-pinenu a tV z (+)a-pinenu, zatimco myrtenol se tvofi
Z obou izomerd. Pomér ¢V a tV produkovanych brouky tedy zavisi na poméru téchto
izomerll v hostitelském strom¢, ktery obyvaji. Bylo zjisténo, ze u broukl
Vv oslabenych stromech se vyskytuje méné cV a vice tV nez u broukt v rezistentnich
stromech (Birgersson a kol. 1984).

Popula¢ni hustota Ips typographus v jednom stromé je regulovana pomoci
feromoni kvantitativné a kvalitativné. Atrakci ovliviiuje hlavné mnoZzstvi ¢V a MB.
Nejveétsi mnozstvi laka nejvétsi pocet broukd, ale jen 30% ztoho jsou samci.
SniZenim produkce ¢V a MB se sniZi atraktivita stromu a pocty lakanych broukt
klesnou. Pti nizkych koncentracich ¢V a MB jsou lakani samci a samice v poméru
1:1. Kvalitativné je atrakce regulovdna produkci ipsenolu a ipsdienolu, které ve
vétSich mnozstvich snizuji pocet broukd, ktefi na strom nalétadvaji (Schlyter a kol.

1987).

4 Metodika

4.1 Chov Ips typographus a shromazd’ovani vzorku

Pouzivani brouci byli zdruhé generace vypéstované v laboratornich
podminkach. Prvni generace byli brouci z napadeného stromu dovezeného
z Kostelce nad Cernymi lesy (sttedni Cechy). Strom byl roziezan na kusy o délce
ptiblizné 50 cm pro lepsi manipulaci a tato polena byla umisténa do sitek. Brouci,
kteti z nich vylétavali, byli jednou za dva dny sebrani, druhové ureni a poté
nasypani do boxa s ¢erstvym polenem (také o délce cca 50 cm). Po 10 dnech od

vylétnuti prvniho brouka bylo mate¢né poleno oloupano, zbytek broukd posbiran a
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také nasypan na Gerstvé poleno. Cerstva polena byla ziskana z nenapadeného stromu
Picea abies vyrostlého v Kostelci nad Cernymi lesy. Na jedno poleno o délce 50 cm
a pruméru 25 cm bylo nasypano 80-100 dospélych broukii rodicovské generace.
Uspésnost zazrani se pohybovala okolo 80-90%.

Polena sdruhou generaci lykozrouta smrkového byla uchovavana
Vv plastovych boxech s vétraci dirou na vrchu v piedni ¢asti boxu, pfekrytou jemnou
sitkou pro zabranéni Gnikl broukt.. Box byl napojen na fizenou ventilaci. Vzduch
byl zboxu nasavan dirou Vzadni sténé (zakrytou sitkou) s nasroubovanym
kohoutem a propojeny hadici se zdrojem odtahu. Boxy byly uchovavany
v klimatizované mistnosti se stalou teplotou 25 °C a vlhkosti vzduchu 60%.

Brouci druhé generace vyuziti v experimentu byli rozdéleni podle stafi po
vylihnuti na 6 cilovych vyvojovych kategorii: 1. Cerstvé vylihnuti brouci se zlatou
kutikulou, 2. brouci ve fazi Gzivného Ziru s hnédou jiz sklerotizovanou kutikulou, 3.
cerstvé vylétnuti brouci, 4. brouci 24 hodin prolétani, 5. samci zavrtani do hostitele
s hotovou snubni komurkou a 6. spafeni samci.

Stadia 1 a 2 byla ziskana oloupanim kusu polena, posouzenim vyvojového
stadia a sebranim ptiblizné padesat kust jedincti kazdé kategorie. Kdyz zacali brouci
vylétavat, byly boxy kazdy den kontrolovany a vsichni lykozrouti lezouci v boxu
mimo poleno byli sebrani a zafazeni jako stadium 3. Ve stadiu 4 byli pouziti brouci
sebrani stejné jako ve stadiu 3, ktefi byli na dalSich 24 hodin zavieni do proletové
klece (box 50 x 30 x 30 cm z jemné sitky) s vlhkym filtracnim papirem, aby se
prolétali. Stadium 5 tvofili samci, ktefi byli sebrani stejné jako ve stadiu 3, poté bylo
ureno jejich pohlavi (metoda popsédna niZze) a samci byli nasypani na Cerstvé
poleno, ze kterého byli po 24 hodindch vyloupéni. K broukiim stiddia 6 byly po
zavrtani pfidany samice.

Cely postup byl proveden ve tiech opakovanich. Aby nedochazelo k vyskytu
sesterskych broukt jednoho stadia v riznych opakovanich, byli lykoZrouti pro kazdé
opakovani shromazd’ovani z rtiznych box.

Brouci jednotlivych kategorii byli roztfidéni podle pohlavi. Samci byli
preneseni do PE eppendorfovych zkumavek (10 ml), a ihned zmrazeni v tekutém
dusiku (-196 °C). Nasledné byli uskladnéni v mrazicim boxu (-80 °C) az do pitvy a

nasledné extrakci stiev.
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4.2 RozliSovani pohlavi Ips typographus

Kur¢eni pohlavi zivych brouk Ips typographus byla pouzita metoda
Fredrika Schlytera a Ingrid Cederholm (1981), zalozena na urceni hustoty chloupkt
na pronotum a frons. Schlyter a Cederholm ve své studii uvadi, ze primérny pocet
chloupkii (> 0,042 mm) na 1 mm? je u samct 186 a u samic 301 a pohlavi Ize urcit
Spiesnosti az na 98,5 % (zalezi na zkuSenostech pozorovatele) (Schlyter,
Cederholm 1981).

Tato metoda byla kombinovana s metodou urcovani pohlavi podle velikosti
¢elniho hrbolku (Koizumi, Yamaguchi, 1967 in Schlyter, Cederholm, 1981), ktera
ale neni tak spolehliva. Pfi kombinaci obou téchto metod vSak bylo dosahovano
lepsich vysledkti, nezZ pouze samotnou metodou uréovani pohlavi podle hustoty
chloupkad.

Pohlavi bylo rozliSovano pod binokuldrni lupou pii zvétSeni 20-30x.
Zkoumany jedinec byl vzat entomologickou pinzetou poloZen do roviny medialni a
Z medidlniho pohledu byla zhodnocena hustota chloupk na pronotum a frons a
velikost ¢elniho hrbolku. Brouci byli roztfizeni na samce (fidké chloupky, velky
hrbolek), samice (husté chloupky, maly hrbolek) a nerozliSitelné, kterych bylo
pfiblizné 5%. Cas potiebny k uréeni pohlavi jednoho brouka se pohyboval okolo 10
sekund.

Naslednou pitvou byla zjisténa piesnost uréeni samci, podle pfitomnosti

sklerotizovaného penisu, ktera byla 99%.

Obrazek 2: Samec (1) a samice (2) Ips typographus z medialniho pohledu. (la) fidsi
chloupky na frons a pronotu samce; (1b) vétsi ¢elni hrbolek; (2a) hustsi chloupky na frons a pronotu
samice; (2b) mensi, skoro neznatelny ¢elni hrbolek. Zvétseno 30x.
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4.3 Pitva Ips typographus a extrakce stiev

Pted vlastni pitvou bylo nutné pfipravit extrakéni nadoby (vialky). Byly
pouzity vialky se zatavenym insertem o objemu insertu 300 pl. Béhem extrakce byly
vialky umistény na suchém ledu. Podchlazeni branilo odpafovani rozpoustédla a
extrahovaného feromonu. Jako rozpoustédlo byl pouzit pentan (Acros Organics
extra pure, >99,0 %) s 2 internimi standardy (hexan v koncentraci 5 ul/ml a
bromdekan v koncentraci 5 ul/ml. 150 pl podchlazeného rozpoustédla bylo
pfeneseno do vialek podchlazenou sklenénou odmérnou mikrostiikackou (10 pl
rozpouStédla na stfevo jednoho samce). Po vneseni rozpoustédla byla vialka
okamzité uzaviena plastovym vickem se septem potazenym inertni vrstvou teflonu.
Pted napInénim vialky byla mikrostiikacka 5x promyta ¢istym pentanem.

Pitva samct byla provedena pod binokularni lupou se zvétSenim 20-30X.
Samec byl polozen do roviny frontdlni a z anteriordlniho sméru byl ptitlacen prstem
na podklad binokularni lupy tak, aby mu prst zakryval hlavu a hrud’, ale nikoli
zadecek s krovkami. Nasledné mu byly ostrou pinzetou rozevieny a odstranény
krovky a kiidla. Pod poslednim tergitem smérem ke konci zadecku byl vytvoten
otvor, kterym bylo vytazeno stievo a sklerotizovany penis. Stfevo s penisem bylo
pfeneseno na entomologicky Spendlik a tim pak ddno do vialky umisténé na suchém
ledu. Pro velké podchlazeni rozpoustédla stievo ihned zmrzlo a pak se snadno
odd¢lilo od Spendliku a spadlo na dno insertu vialky. Vialka byla oteviena jen na
nezbytné dlouhou dobu k umisténi stfeva do insertu, aby dochézelo k co nejmensim
unikim tékavych latek. Jeden vzorek byl vytvofen z 15 stfev samcl 1 se
sklerotizovanymi penisy a 150 pl rozpoustédla s internimi standardy. Vytvofeni
jednoho vzorku trvalo piiblizné jednu hodinu. I ptes chlazeni vzorkti na suchém ledu
a opatrnou a rychlou manipulaci vzdy béhem tvofeni vzorku pfiblizné¢ 10%
rozpoustédla a jiz rozpuSténych latek vyte€kalo. Tato ztrita nebyla dopliiovana a
vzhledem k podobné tékavosti pentanu, hexanu a MB a tim padem jen malo se
ménicim pomérem téchto latek, bylo pfi tvofeni vysledkli pocitano s mnozstvim
danym do insertu vialky na zacatku. Mezi tvofenim vzorkll rtiznych vyvojovych
stadii byly vSechny pouZité nastroje diikladné umyty Cistym pentanem.

Hotové vzorky byly ptfes uzavéry obaleny Parafilmem a extrahovany 12
hodin v mrazicim boxu (-20 °C). Poté byla kapalna ¢ast vzorku pfetaZzena

podchlazenou mikrostiikackou do vialky s Cistym insertem a nasledné analyzovana
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na dvou dimenzionalnim chromatografu S hmotnostnim detektorem (GCxGC-
TOFMS). Ptetahovani vzorku probihalo v pofadi od zlatych broukti po spafené. Pied
pretahovanim kazdého stadia byla mikrostiikacka 10x promyta ¢istym pentanem a
poté i s hotovym vzorkem a Cistou vialkou podchlazena na suchém ledu. Pfi
pokusech piedchazejicich toto méfeni, bylo zkouseno vzorky extrahovat 12 hodin v
-20 °C a poté 3 hodiny pii pokojové teploté (+20 °C). Ve vysledném mnozstvi MB
vsak nebyl nalezen rozdil a proto byly vzorky louhovany pouze 12 hodin pfi -20 °C.

4.4 Chemicka analyza

Vzorky byly analyzovany jednorozmérnou chromatografii (GC) na dvou
dimenzionalnim chromatografu s hmotnostnim detektorem (GCxGC-TOFMS)
Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA). Chromatograf byl vybaven
autosamplerem, umoziujicim nastiik kapalnou fazi MPS (Gerstel, Germany) a
dvéma kiemikovymi kapilarnimi kolonami: Rxi-5SMS 29,8 metra s pramérem 0,25
milimetrd a silou vnitiniho filmu 0,25 mikrometru (Agilent Technologies, USA) a
BPX-50 1,29 metrG s primérem 0,1 milimetru a silou vnitfniho filmu 0,1
mikrometru (SGE, Australia). Sekundarni kolona vSak nebyla pro analyzu pouZzita.
Nasttik vzorku do plynového chromatografu byl uskute€nén autosamplerem pfi
teploteé 265 °C se splitovacim pomérem 1:3. Teplotni program prvni pece zacinal na
40 °C po 1 minutu a poté se zvySoval o 10 °C za minutu az do teploty 210 °C, od
které se zvySoval o 20 °C za minutu na kone¢nou hodnotu 320 °C, pfi niz vydrzel 7
minut. Teplotni program druhé pece byl vzdy o 40 °C vyssi. Jako nosny plyn se
pouzivalo helium s konstantni rychlosti pritoku 1 mililitr za minutu. Hmotnostni
spektrometricky detektor s rychlym sbérem dat a s analyzatorem méteni doby letu
TOF Pegasus 4D (Leco Corporation, USA) byl nastaven na elektronovou ionizaci
s energii -70 eV a teplotou 250 °C. Hmotnostni rozsah byl 35 — 500 m/z a akvizi¢ni
rychlost 10 spekter/s. Cela analyza jednoho vzorku trvala 30,5 minuty. Sbér a
zpracovani dat probihalo pfistrojovym softwarem LECO ChromaTOF verze 4.71
(Leco Corporation, USA).

Mezi prvnim, druhym a pied tfetim méfenim vzorkd byly nastiiknuty a
zméteny roztoky syntetickych standarda cilovych latek (MB, ¢V, tV, fenylethanol,
ipsdienol a verbenon) v pentanu o znamych koncentracich (standard G — 125 ng/ml,

H — 250 ng/ml, I — 500 ng/ml, J — 1000 ng/ml, K — 5500 ng/ml, L — 11000 ng/ml, M
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— 53750 ng/ml). Podle velikosti odezev detektoru hmotnostniho spektrografu, které
jsou specifické pro kazdou latku, na znamé koncentrace byly vytvoteny funkce pro
cilové latky v mezich odezev latek ve vzorku. Bylo zjisténo, ze na kratké useky jsou
tyto funkce téméf linearni a bylo jimi pocitino mnozstvi latek ve vzorku a nasledné
ziskané udaje byly pouzity pro pfepocitani primérnych mnozstvi jednotlivych latek
Vjednom broucim ekvivalentu vzorku. U vyjimecné se vyskytujicich malych
hodnot, pro které jiz neplatila linedrnost funkce, byly tyto hodnoty pocitany
pomérem k nejbliz§imu méfenému standardu. Hodnoty prvniho a druhého méfeni
byly pocitany podle standardi zméfenych mezi témito analyzami a tieti méfeni bylo

pocitano podle standardu méfeného piednim.

5 Vysledky

Brouci v riznych fazich se lisili obsahem potravy ve stfevech. Ve stadiu
zlatych broukt byla stfeva prazdnd, zatimco ostatni fdze je méli z vétSiny plna. U
hnédych a spafenych samcu tvorila vétsi ¢ast obsahu stiev svétla lykova ¢ast kury.
Ve stadiich vylétnutych, prolétanych a zavrtanych broukt byla nalezena i vyznamna
cast tmavé borkové Casti klry. Prolétani brouci méli stfeva naplnénd jen z jedné
poloviny a oproti ostatnim stddiim obsahovali méné vody.

Ve vzorcich extrahovanych ze sttev lykozrouta smrkového bylo sledovano a
kvantifikovano Sest slozek (MB, cV, tV, ipsdienol, fenylethanol a verbenon) pro
kazdé vyvojové stadium. Mimo tyto semiochemikalie byly ve vzorcich pfitomny
dalsi latky vcetné hostitelskych monoterpentl, jako jsou a-pinen a myrcen, které
nebyly kvantifikovany.

Obsah jednotlivych latek v riznych fazich vyvoje kirovcl pro jednotliva
méfeni jsou uvedena v tabulce 1,2 a 3. Z tabulek je zfejmé, Ze nejvétsi zmeény byly
pozorovany pro MB, jehoz mnozstvi ve fazich maximalni produkce dosahovala 224,
229 a 366 ng na brouka. Obsah druhé slozky feromonu byl mnohonasobn¢ mensi a
dosahoval n€kolika desitek ng (viz tabulky).

Ve vsech opakovanich obsahovali zlati brouci velké mnozstvi obou izomeri
verbenolll, v prvnich dvou opakovani to byly maximalni naméfené hodnoty téchto
latek. Nékolikanasobné vyssi hodnoty namétené u zlatych broukil vykazoval také

verbenon, na rozdil od ostatnich fazi. Jiné ptitomné feromonové komponenty nebyly
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Tabulka 1: Absolutni

hodnoty mnozstvi

feromonovych komponenti namétfené z

jednotlivych vzorkt v prvnim opakovani pokusu. Hodnoty jsou uvedené v ng na jednoho samce.

Opakovani 1 i;Teerf}lzl:i-l Fenylethanol | Ipsdienol verck;Se-noI vgggf\-ol Verbenon
Zlati 0,0 0,0 0,0 33,2 50,0 6,3
Sklerotizovani 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Vylitli 2,6 0,0 0,0 0,0 0,0 1,6
Prolitani 5,5 2,4 0,0 7,4 0,0 1,9
Zavrtani samci 244,2 8,2 0,0 9,4 18,7 2,5
Spareni 5,8 1,7 0,0 1,5 8,7 0,8

Tabulka 2: Absolutni

hodnoty mnozstvi

feromonovych komponentl namétené z

jednotlivych vzorkt v druhém opakovani pokusu. Hodnoty jsou uvedené v ng na jednoho samce.

Opakovani 2 é;Teegyzl_—sc‘)_l Fenylethanol | Ipsdienol verclcl>se_nol vet’rjgre]f\_ol Verbenon
Zlati 0,0 0,0 0,0 30,3 50,1 5,8
Sklerotizovani 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Vylitli 4,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Prolitani 3,2 0,0 0,0 10,5 0,0 2,8
Zavrtani samci 229,6 9,6 0,0 8,8 10,4 1,7
Spareni 37,0 10,3 3,6 13,2 28,4 3,2

Tabulka 3: Absolutni

hodnoty mnozstvi

feromonovych komponentl naméfené z

jednotlivych vzorku ve tfetim opakovani pokusu. Hodnoty jsou uvedené v ng na jednoho samce.

Opakovani 3 iuTeerTyzl?c’Jl Fenylethanol | Ipsdienol ve:t;se-nol vet’;g’;-ol Verbenon
Zlati 0,0 0,0 0,0 28,8 9,5 4,8
Sklerotizovani 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Vylitli 10,2 2,9 0,0 1,6 0,0 0,0
Prolitani 11,1 6,9 0,0 14,6 0,0 1,0
Zavrtani samci 365,7 6,7 0,0 10,2 9,3 1,2
Spareni 36,7 6,0 0,3 13,5 35,2 1,9

u zlatych broukl nalezeny. Ve vzorcich sklerotizovanych broukit béhem uzivného
ziru pted vylétnutim se nepodaftilo najit Zadné z cilovych latek. Brouci, ktefi opustili
matecny strom, zacali produkovat malé mnozstvi MB. V jednom ptipad€ u nich bylo
nalezené stopové mnozstvi ¢V, verbenonu a fenylethanolu. Brouci vystaveni
disperznimu letu produkovali v priméru o trochu vice MB a zacali ve vyznamném
mnozstvi vytvaret ¢V a fenylethanol, zatimco mnozstvi tV zlstavalo ve vSech tfech

opakovanich nulové. Zavrtani samci s hotovou snubni komurkou se vyznacovali
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mimotadné velkou produkci MB, jehoz mnozstvi v této fazi dosahovalo v primeéru
Ctyficet krat vysSich hodnot, nez v piedchozi fazi. Zavrtani samci také zacali
produkovat tV, ktery ve dvou opakovanich ptedstihl produkci ¢V, zatimco mnozstvi
zminéného cV ve dvou pripadech lehce pokleslo. Vyssi mnozstvi bylo zaznamenano
i u fenylethanolu. Spafenym broukim se hodnoty MB vratili zpatky na puvodni
uroven, nebo ve dvou opakovanich na hodnoty okolo 37 ng na brouka oproti 224 —
365 ng na brouka z ptedchozi faze. Poprvé se zde ve dvou ptipadech objevilo malé
mnozstvi ipsdienolu v faddu jednotek ng na brouka, coz odpovidd vyvojovému
vyznamu tohoto feromonového komponentu. Obsah ¢V a tV se ménil v kazdém
opakovani jinak, v priméru v§ak mnozstvi ¢V zistavalo stejné, zatimco mnozstvi tV

se dale zvySovalo. Verbenon se od faze prolitanych brouki drzel na stejné trovni

okolo dvou ng na brouka ve vsech opakovanich.

Tabulka 4: Primérné hodnoty mnozstvi feromonovych komponenti pocitané z hodnot vsech
opakovani. Hodnoty jsou pocitané aritmetickym primérem a jsou uvedené v ng na jednoho samce.

Primér 2-metyl-3- Fenylethanol | Ipsdienol cls- trans- Verbenon
buten-2-ol verbenol | verbenol

Zlati 0,0 0,0 0,0 30,8 36,5 5,6
Sklerotizovani 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Vylitli 5,7 1,0 0,0 0,5 0,0 0,5
Prolitani 6,6 3,1 0,0 10,8 0,0 1,9
Zavrtani samci 279,8 8,2 0,0 9,4 12,8 1,8
Spareni 26,5 6,0 1,3 9,4 24,1 2,0

Obsah MB (obr. 3) ve stfevech samcu lykozrouta smrkového vykazoval ve
vSech opakovanich podobny pribeh. Jeho ptitomnost se zacinala objevovat ve stadiu
vylétnutych broukil a prudce stoupala do svého maxima ve stddiu zazranych samcii
S hotovou snubni komitrkou. V této fadzi mnozstvi MB dosahovalo tadu stovek
nanogrami na jednoho brouka. Po spafeni se samicemi se jeho hodnoty rychle
snizovali na pivodni Grovei.

Velké mnozstvi ¢V (obr. 4), objevujici se u zlatych broukt bylo nalezeno ve
vSech opakovanich. V dal§im stadiu sklerotizovanych broukii nebyla zaznamenana
zadna hodnota, nebo byla v neméfitelném mnozstvi. Mald hodnota cV byla zjiSténa
u vylétnutych brouki, a jeho obsah se vyrazné zvysil vlivem disperzniho letu. Po

zavrtani do hostitelského stromu se obsah cV ve stievech samct kurovcu mirné
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Obrazek 3: Vlevo je graf pribéhu primérného mnozstvi MB ve stievech Ips typographus
béhem jednotlivych vyvojovych stadii. Pramér byl pocitdn aritmeticky z hodnot v samostatnych
opakovanich. Graf vpravo ukazuje rozptyl hodnot jednotlivych méfeni, kdy usecka probihd od
minimalni hodnoty k maximalni a trojuhelnik ukazuje aritmeticky primér v§ech hodnot.
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Obrazek 4: Vlevo je graf prib&hu pramérného mnozstvi cV ve stievech Ips typographus
béhem jednotlivych vyvojovych stadii. Pramér byl pocitan aritmeticky z hodnot v samostatnych
opakovanich. Graf vpravo ukazuje rozptyl hodnot jednotlivych méfeni, kdy tsecka probihd od
minimalni hodnoty k maximalni a trojuhelnik ukazuje aritmeticky priameér vSech hodnot.

snizil a po spafeni se samicemi v pruméru zlstaval na stejnych hodnotach. U tohoto

stadia vSak byl velky rozptyl hodnot v jednotlivych méfenich.
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Obrazek 5: Vlevo je graf pribéhu primérného mnozstvi tV ve stievech Ips typographus
béhem jednotlivych vyvojovych stadii. Primér byl pocitdn aritmeticky z hodnot v samostatnych
opakovanich. Graf vpravo ukazuje rozptyl hodnot jednotlivych méfeni, kdy tsecka probihda od
minimalni hodnoty k maximalni a trojuhelnik ukazuje aritmeticky pramér v§ech hodnot.
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Obrazek 6: Vlevo je graf pribéhu primérného mnozstvi fenylethanolu ve stievech Ips
typographus béhem jednotlivych vyvojovych stadii. Primér byl poditan aritmeticky z hodnot v
samostatnych opakovanich. Graf vpravo ukazuje rozptyl hodnot jednotlivych méfeni, kdy tsecka
probihad od minimalni hodnoty k maximalni a trojuhelnik ukazuje aritmeticky pramér v§ech hodnot.

U zlatych brouku se vyskytovalo také velké mnozstvi tV (obr. 5), ale zde byl

na rozdil od cV velky rozptyl hodnot od 10 nanogramim na brouka do 50
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nanogramil na brouka namétenych v jednotlivych opakovanich. Mnozstvi tV nebylo
ovlivnéno disperznim letem, a jeho dal$i pfitomnost se objevila az po zazrani brouki
do hostitelského stromu, po kterém se mnozstvi tV ve stfevech samci lykozrouta
smrkového zvysilo.

Fenylethanol (obr. 6) se ve stfevech Ips typographus zacal objevovat az ve
stadiu vylétnutych brouk a postupné se jeho mnozstvi zvySovalo az ke svému
maximu ve fazi zazranych samct s hotovou snubni komirkou. Po spafeni jeho
obsah ve stfevech samci mirn¢ klesal. Hodnoty mnozstvi fenylethanolu se
pohybovaly do 10 nanogram na brouka a mély ve vSech stadiich, kde byla

Zzaznamenana jeho pfitomnost, zna¢ny rozptyl.
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Obrazek 7: Vlevo je graf pribéhu primérného mnozstvi ipsdienolu ve stfevech Ips
typographus béhem jednotlivych vyvojovych stadii. Pramér byl pocitan aritmeticky z hodnot v
samostatnych opakovanich. Graf vpravo ukazuje rozptyl hodnot jednotlivych méfeni, kdy tsecka
probihd od minimalni hodnoty k maximalni a trojuhelnik ukazuje aritmeticky primér v§ech hodnot.

Ipsdienol (obr. 7) byl zaznamenan az po spafeni samci se samicemi a jeho
mnozstvi se pohybovalo u do 3 nanogramu na brouka. U jednoho opakovéni nebyl
nalezen vibec.

Nejveétsi mnozstvi verbenonu (obr. 8) bylo pfitomno u zlatych brouku.
V dalsim stadiu sklerotizovanych broukd vsak nebyl verbenon nalezen vubec. Od

stadia vylétnutych samcii se mnozstvi zvySovalo az ke stadiu prolétanych brouki na
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hodnotu 2 nanogramy na brouka a poté v dalSich fazich zistdvalo mnozstvi
konstantni.
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Obrazek 8: Vlevo je graf prub¢hu primérného mnozstvi verbenonu ve stievech Ips
typographus béhem jednotlivych vyvojovych stadii. Primér byl pocitan aritmeticky z hodnot v
samostatnych opakovanich. Graf vpravo ukazuje rozptyl hodnot jednotlivych méfeni, kdy tsecka
probihéd od minimalni hodnoty k maximalni a trojuhelnik ukazuje aritmeticky pramér vsech hodnot.
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Obrazek 9: Vlevo je graf prubéhu primérného souctu mnozstvi ¢V a tV ve stievech Ips
typographus béhem jednotlivych vyvojovych stadii. Primér byl poditan aritmeticky ze seftenych
hodnot cV a tV v samostatnych opakovanich. Graf vpravo ukazuje rozptyl thrnu hodnot cV a tV v
jednotlivych méfenich, kdy usecka probiha od minimalni hodnoty k maximalni a trojihelnik ukazuje

aritmeticky primér vSech hodnot.
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Soucet obou izomeru verbenolt (cV a tV) (obr. 9) tvoficich se z hostitelského a-
pinenu ukazovalo nejvyssi hodnotu ve stadiu zlatych broukd, po niz klesalo na nulu.
Od stadia prolétanych broukt se jejich mnozstvi zacinalo zvySovat. V tomto stadiu
byl soucet tvofen vyhradné cV, na jehoz tvorbu ma vliv disperzni let. Od stadia
zavrtanych samcti se do souctu piidaval i tV. Ve stadiu spaienych broukli mél
pramér vyssi hodnotu, nez u ptredchoziho stadia, ale byl zde velky rozptyl hodnot

namétenych v jednotlivych opakovanich.
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Obrazek 10: Souhrnny graf pribéhu primérnych mnozstvi vSech zkoumanych latek ve
stfevech Ips typographus béhem jednotlivych vyvojovych stadii. Primér byl pocitan aritmeticky z
hodnot namétenych v jednotlivych opakovanich.

Celkové se naméfend mnozstvi zkoumanych latek pohybovala do 30
nanogramti na brouka. Vyjimku tvofil MB, jehoz mnozstvi dosahovalo ve fazi
zavrtanych samci s hotovou snubni komtirkou témét 300 nanogramii na brouka a
deformovalo touto hodnotou graf vS§ech zkoumanych latek (obr. 10). Proto byl u obr.
11 MB odstranén pro lepSi nazornost pribéhu mnoZstvi ostatnich zkoumanych
semiochemikalii. Tento graf ukazuje, Ze v nejvétSich hodnotach byly produkovany
verbenoly. Ostatni latky byly produkovény tfadové v jednotkdch nanogrami na

brouka. Priib¢h jednotlivych kiivek byl popséan vyse.
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Primérné hodnoty zkoumanych komponenti bez
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Obrazek 11: Souborny graf pribéhu prumérnych mnozstvi zkoumanych latek bez MB
béhem jednotlivych vyvojovych stadii. MB zde neni zobrazovan pro lepsi prehled ostatnich
semiochemikalii, které jsou produkovany Ips typographus v fddové mensich mnozstvich neZ MB.
Primér byl pocitan aritmeticky z hodnot namétenych v jednotlivych opakovanich.

6 Diskuze

V této praci bylo prokdzano, Ze obsah sledovanych latek je b&hem
ontogeneze proménny. 2-metyl-3-buten-2-ol se vyskytoval v malych mnozstvich u
Cerstvé vylétnutych a prolétanych broukd. Svého maxima dosahoval u samci s
hotovou snubni komtrkou. Po spafeni jeho koncentrace vyrazné poklesla. Latky cV,
tV a verbenon byly ve vyznamném mnoZstvi pfitomny u zlatych broukd, pak jejich
mnozstvi ve stievé poklesla k nulovym hodnotdm. Stopova mnozstvi byla opét
pfitomna u cCerstvé vylétnutych broukl. Letova aktivita zvySila hodnoty ¢V a
verbenonu, ale ne tV. Zvyseni tV se objevilo az v pribéhu kolonizace hostitelského
stromu. Pafeni neovlivnilo produkci cV, tV ani verbenonu. Ipsdienol byl ptitomen v
malych mnozstvich u spafenych samct. Fenylethanol se zacal tvofit u brouku
vylétnutych z matecného stromu a jeho mnozstvi se zvySovalo az do stadia

zavrtanych samcu s hotovou snubni komurkou. Po spafeni se obsah fenylethanolu
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mirn¢ snizil. Ziskané vysledky ukazuji, Zze oba hlavni komponenty agregacniho
feromonu Ips typographus jsou pfitomny ve stfevech samcu jiz pfed kolonizaci
hostitele. Kolonizace zvySuje produkci 2-metyl-3-buten-2-olu, ale ne cV. Nas
vyzkum také ukézal ptitomnost velkych mnozstvi ¢V, tV a verbenonu u zlatych
broukd, ktera ale jiz nebyla pfitomna u sklerotizovanych broukti v pribéhu tzivného
Ziru.

Poméry mezi cV a tV se v jednotlivych opakovanich velmi lisily. Zatimco u
stadia zlatych broukl v opakovani 1 a 2 byl pomér cV:tV piiblizné 3:5, ve tietim
opakovani byl tento pomér pfiblizn¢ 3:1. U dalSich stadii, kde byli tyto
semiochemikalie pfitomny (zavrtani samci, spafeni brouci), mély poméry také velmi
rozdilné hodnoty, které se pohybovaly v rozmezi od 1:1 do 1:6. Brouci
V jednotlivych opakovanich byli sbirani z riznych polen, které pochazely z riiznych
stromt a jejich casti. Birgersson a kol. (1988) dokazuje, ze brouci z riznych stromi
produkuji ¢V a tV vrozdilnych pomérech. Je mozné, Ze variabilita hostitelskych
stromil ovlivnila pozorovanou variabilitu poméru cV a tV.

Dostupna literatura ptedpoklada, Ze MB a ipsdienol se syntetizuje de novo,
zatimco ¢V a tV vznika autooxidaci hostitelského prekurzoru a-pinenu. Dilkaz
syntézy MB de novo byl poskytnut na druhu Ips typographus metodou radioaktivné
oznac¢en¢ho mevalonatu, ze kterého brouci vytvofili MB. Stejnou metodou byla na
druhu Ips paraconfusus dokazana biosyntéza ipsdienolu. Dikaz autooxidace
prekurzort na ¢V a tV byl podan u druhu Ips duplicatus aplikaci inhibitoru de novo
syntézy kompaktinu, ktery omezil produkci ipsenolu, ale ne ¢V a tV (shrnuto v
Blomquist a kol. 2010).

Produkce feromonu u samct Ips typographus byla dfive zkoumana
Birgerssonem a kol. (1984), ktery studoval obsah feromonu po kolonizaci hostitele a
zéavislost slozeni feromonu na kvalité hostitelského stromu. Ve své praci uvadi
stejny pribéh mnozstvi MB, cV, tV a fenylethanolu, jejichZ hodnoty jsou na zacatku
kolonizace malé a postupné se zvySuji az do jejich maxima ve fazi samct pied
spafenim. Po spafeni jejich mnozstvi rychle klesa. Birgersson a kol. (1984) zkoumal
také jednu vyvojovou fazi pred kolonizaci hostitele (brouci lezouci po kmeni pied
zavrtanim), ve které kvantifikoval mald mnozstvi zminénych feromonovych
komponentd. Brouky pro vyzkum vSak sbiral v lese a proto neni jisté, odkud tito

brouci pochézeli a zda ptredtim nezkouSeli kolonizaci na jinych hostitelskych
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stromech. Obijevil také ipsdienol aZ u samci spafenych se samicemi. Birgersson a
kol. (1984) =zkoumal také vztah mezi feromonovymi komponenty a
monoterpenovymi prekurzory hostitele. U MB a ipsdienolu neprokazal zadnou
zavislost. Zjistil vsak, ze 80% mnozstvi ¢V a tV souvisi s mnozstvim a-pinenu
V hostitelském strom¢.

Obsah feromonu pfed kolonizaci kromé této prace zkoumal pouze Lehmberg
(2012), ktery objevil vyznamna mnozstvi ¢V a verbenonu v larvalnim vyvojovém
stadiu jako disledek detoxikace floému. Ve své praci popisuje také vliv délky dne
na produkci cV, kdy u brouki prvni generace piipravenych na vylet ze stromu se
produkce ¢V béhem larvalniho stadia zvySovala, zatimco u broukd druhé generace
pfipravenych na pfezimovani se produkce cV snizovala. Lehmberg (2012) také
zjistil, Ze mnozstvi verbenonu se v prubéhu celého vyvoje pfili§ neméni a nemaji na
néj vliv vngjsi faktory jako hustota osidleni hostitele, mnozstvi jeho prekurzoru,
koncentrace (-)-o-pinenu ve floému ani teplota kambia. Jeho mnozstvi je tedy
pravdépodobné fizeno pouze broukem samotnym.

Nase prace zjistila vysoké hodnoty cV, tV a verbenonu u zlatych broukd. To
se shoduje svysledky Lehmberga (2012), ktery tyto latky nasel u larvalnich
vyvojovych stadii. Jedna z hypotéz pro¢ se tyto latky objevily v raném stadiu
vyvoje, muze byt detoxikace a-pinenu pii pfijimani potravy béhem larvalniho a
uzivného ziru. Tato hypotéza vSak neumi vysvétlit nulové nebo neméftitelné hodnoty
téchto latek u stadia sklerotizovanych broukd b&hem tuzivného ziru, ktefi také
pfijimaji potravu. Za predpokladu platné hypotézy o nutnosti detoxikovat a-pinen na
cV a tV by tyto latky mély byt pfitomny u broukd vSech vyvojovych stadii
pfijimajicich potravu a nejmensi mnozstvi by méla byt naméfena u brouku
vystavenych disperznimu letu, ktefi byli dlouho bez potravy.

Dalsi pribéh mnozstvi ¢V se vyrazn€ zvysil vlivem disperzniho letu a
Vv nasledujicich vyvojovych fazich kolonizace hostitele zlstaval konstantni. Tento
vysledek se neshoduje s pfedchozim vyzkumem, ktery provedl Birgersson a kol.
(1984). Pii Birgerssonové pokusu samci, kteti pfilétli k hostiteli, obsahovali mala
mnozstvi ¢V, jehoZ hodnoty se zvySovaly az po zavrtani samct do hostitele.

Ve shodé s publikovanymi udaji (Birgersson a kol. 1984) je naproti tomu
produkce MB. MB produkuji hlavné¢ samci s hotovou snubni komiirkou a to

v extrémné velkych mnozstvich oproti ostatnim zkoumanym semiochemikaliim. Po
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spafeni mnozstvi MB ve stievech samct opét rychle klesa. Birgersson a kol. (1984)
nam¢fili témét dvojnasobna mnozstvi vSech zkoumanych semiochemikalii. To je
pravdépodobné zplisobeno rozdilnym pivodem broukii v téchto vyzkumech.
Zatimco tato prace je zalozend na vzorcich z prvni laboratorni generace, Birgersson
a kol. (1984) shromazd’oval vzorky z divokych broukd sebranych piimo v lese. U
jedenacté laboratorni generace byla pozorovana vyznamné niz§i produkce
feromonovych komponentt, nez u broukt z piirody (Birgersson a kol. 1988).

Fenylethanol se zacinal objevovat u vylétnutych broukl a jeho obsah se
zvySoval az do maxima ve f4zi zavrtanych samcl s hotovou snubni komirkou.
Spateni brouci fenylethanolu produkovali méné nez zavrtani samci. Tento prib¢h se
shoduje s vyzkumem Birgerssona a kol. (1984). Ipsdienol byl nalezen v malém
mnozstvi u samcll spafenych se samicemi jen ve dvou méfenich. Ve tfetim
opakovani bylo jeho mnozstvi pod hranici méfitelnosti. Tento vysledek je
srovnatelny s praci Birgerssona a kol. (1988), ktery nachézel ipsdienol jen u 40%
spafenych samcl a to vétSinou v mnozstvich pod jeden nanogram na brouka.
Absence ipsdienolu ve fazich pted spafenim a jeho tvorba po pfijeti samic je
feromon. Jeho ucel je pravdépodobné odradit dalsi samice od vstupu do jiZ plného
pozerku. Na druhou stranu Schlyter a kol. (1987) uvadi, Ze malé mnozstvi
ipsdienolu v kombinaci s agrega¢nim feromonem mirné¢ zvySovalo odchyty ve
feromonov¢ lakanych pastech.

Piekvapivym vysledkem této prace byla velkda mnozstvi ¢V, tV a verbenolu u
zlatych samct. DalSim nepfedpokladanym objevem bylo ndhlé a prudké zvyseni
produkce cV u broukii po disperznim letu. To odporuje teorii o vytvateni ¢V z a-
pinenu po zazrani brouk do hostitelského stromu (Birgersson a kol. 1984). Tuto
teorii vSak podporuje pribéh mnozstvi tV, ktery nebyl u prolétanych broukti nalezen
a objevoval se az po zavrtani samci a piijeti prekurzorového a-pinenu v potrave. Je
tedy mozné, Ze si pionyrsti samci Ips typographus Vv sobé uchovavaji zasoby
prekurzortt ¢V a v pfipad¢ absence zdrojii z nich ¢V vytvafi jako komunikacéné
aktivni latku. Mohou tak ldkat ostatni brouky jiZ ptfed kolonizaci hostitelského
stromu, zvySovat koloniza¢ni potencidl a sniZovat riziko izolovanych samcti, ktefi

by sami neméli Sanci piekonat obranyschopnost hostitelského stromu.
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Kvuli velké tékavosti pentanu a MB byla veskerda manipulace s témito
s pentanem a MB byly vzdy podchlazeny i manipulacni prostfedky. Tim se podatilo
snizit Gnik pentanu a MB pfi pitvé samci Ips typographus a vyrobé extraktd do
10%. Otazkou vSak zlstdva, zda dlouhodobé skladovani (3 mésice) broukl
v mrazicim boxu (-80 °C) bylo dostate¢né a nedochazelo zde k drobnym unikiim
MB. Birgersson a kol. (1984) skladoval mrtvé brouky v tekutém dusiku (-196 °C).
Vysledky jsou vSak podobné a nezda se, Ze by skladovani pfi nizsich teplotach mélo
na vypar MB vliv. Oproti metodice Birgerssona a kol. (1984) byla pouZita jina délka
a teplota louhovéni extraktt. Pfed zapocetim této prace byly testovany rtizné doby a
teploty louhovani extraktli stiev. Nebyl vSak zjistén rozdil v mnozstvi naméfenych
semiochemikalii z téchto vzorkd.

Rozdil v mnozstvi semiochemikalii tvoficich se z a-pinenu (hlavné ¢V a tV)
mohl byt zpisoben kombinaci broukl z riznych hostitelskych polen. Bylo striktné
dohliZeno na to, aby se v riznych opakovanich nevyskytla moznost ptibuznych
broukti. Byl vSak opominut vyznam obsahu hostitelskych monoterpenid v chovnych
polenech a proto mohlo dochédzet ke kombinaci broukil z rliznych hostitelskych
stromi nejen mezi jednotlivymi opakovanimi, ale i vramci vyvojovych stadii
jednoho opakovani. Pro lepsi ndzornost pribéhu mnozstvi ¢V a tV by bylo vhodné

pouzit jeden hostitelsky strom pro vSechny brouky.

7 Zavér

Data ukazuji, Ze oba hlavni komponenty agrega¢niho feromonu karovcei 1ps
typographus jsou pfitomny ve stfevech samcu jiz pred kolonizaci hostitele. Kromé
stafi ovliviiuje produkci feromonu také letova aktivita klrovci a kolonizace

hostitele. Vysledky prace dopliuji poznatky o0 bionomii Ips typographus. Jsou

zékladem pro dalsi vyzkum biosyntézy feromont a jeji regulace.
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