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ABSTRAKT

Diplomova prace byla zaméfena na patogenni organismus specificky pro lykozrouta
severského, Ips duplicatus (Coleoptera, Curculionidae, Scolytinae). Byl ziskan material
z 21 lokalit ze Ctyf ruznych statd. Mikrosporidie Larssoniella duplicati, ktera infikuje
sttevni svalstvo, Malpigické trubice a vajecniky dospélct I. duplicatus, byla zjisténa na
lokalitach ve Svédsku, Polsku, Ceské republice a Rumunsku a data z téchto statd byla
porovnana. Primérnd infek¢ni hladina tohoto patogenu byla 16 %. Infek¢ni hladiny
mezi skupinami lokalit ze zkoumanych statl nebyly statisticky signifikantni. Infekce
L. duplicati se nelisila mezi pohlavimi. Relativné stabilni infek¢ni hladina L. duplicati
naznacuje, ze patogen je chronickym onemocnénim. Z dalSich patogennich organismi
byla zjisténa pfitomnost hlistovek a velmi nizk4a infekéni hladina mikrosporidie

Chytridiopsis typographi, které byly rovnéz mezi jednotlivymi staty porovnany.

Kli¢ova slova: Larssoniella duplicati, mikrosporidie, lykozrout seversky, Ips

duplicatus, invazni druh, feromonové lapace



ABSTRACT

Thesis was focused on pathogen specific for the double-spined spruce bark beetle Ips
duplicatus (Coleoptera, Curculionidae, Scolytinae). Material from 21 localities of four
countries was collected. The microsporidium, Larssoniella duplicati, that infects the
midgut muscularis, the Malpighian tubules, and the ovaries of adult I. duplicatus, was
detected at localities in Sweden, Poland, Czech Republic and Romania and the data
were compared. Average infection level of this pathogen was 16 %. Infection levels
among groups of localities from these countries were not statistically significant. The
infection level of L. duplicati did not differ between males and females. The relatively
stable infection of L. duplicati suggest that the pathogen is chronic. Of other pathogens
there were detected the infestation of nematodes and very low infestation of

Chytridiopsis typographi and they were compared among countries too.

Keywords: Larssoniella duplicati, microsporidia, double-spined spruce bark beetle, Ips

duplicatus, invasive species, pheromone traps
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1 UVOD

wewvr

nalétavaji neddvno poskozené a fyziologicky slabé stromy, které jsou ovlivnény
nejcasteji lidskou ¢innosti doplnénou stresovymi faktory vnéjSiho prostiedi. Zvysené
pocty kiirovei mohou zplisobit nedostatek prostoru pro vSechny dospélce k
rozmnozovani, coz vede k napadeni zdravych stromll a jejich uhynu. Nejcastéji
pouzivanymi kontrolnimi opatfenimi proti kiirovcim jsou sanacni postupy napadené
dfevni hmoty. Toto feSeni je vSak Casto velmi drahé a vede ke vzniku rozsdhlych holin.
Biologicka ochrana by v tomto pfipad¢ mohla byt velmi ucinna. Za pouziti pfirozenych
nepratel kiirovcd, jakymi jsou patogenni organismy, by bylo mozné omezit rlst
populace a tak zamezit vzniku vétSich Skod. Pfedpokladem je moZznost vmanipulovéani
patogenu do organismu ktirovce pro rozsifeni nakazy v populaci (Takov et al., 2010).

Lykozrouta severského — Ips duplicatus (Sahlberg, 1836) tfadime do celedi
nosatcovitych (Curculionidae), patficiho do ¥adu broukdi (Coleoptera). V Ceské
republice se v minulosti neprojevoval jako sktidce, ktery by mohl zptsobit potencialné
vaznéj$i skody. Jeho prvni gradace se zde udava v 90. letech 20. stoleti ve Slezsku
a v oblasti severni Moravy, kde na sebe poprvé upozornil ve vétsim meétitku (Knizek a
Holusa, 2007).

Dle Holusi et al. (2010), je od roku 1970 zaznamenan pomistni vyskyt
1. severského na smrkovych stanovistich na severovychodé Ceské republiky. Podle
monitoringu probihajicitho v letech 1997 — 2009 se lykozrout seversky prekvapive
nachazel na Uzemi celé republiky jiz vroce 1997 a v nadmotskych vyskach aZ do
650 m.n.m. Nejvyssi odchyty se objevovaly na severni Moravé a ve Slezsku, kde se
jejich centrum nachdzi i dnes. V roce 2002 jeho pocty vyrazné poklesly. Zatimco po
roce 2005 zac¢al expandovat z vychodni, ¢asti uzemi Ceské republiky, ktera tvofila jeho
ohnisko vyskytu, na sever a zapad do stfedni ¢asti Cech, kde byl dfive v nizsi populaéni
hustoté a nezptisoboval tak do t¢ doby vétsi hospodarské skody.

Po premnozeni v Cesku béhem 90. let 20. stoleti byl zjistén jeho vyskyt
i v ptilehlych Castech Slovenska, kde byl pfi pribéZzném monitoringu zaznamendn jeho
nartstajici vyskyt. Klirovcové stromy s vyskytem pievazné lykozrouta severského byly
evidovany ve tiech hlavnich lokalitach v okoli Cadce, Povazskej Bystrice a Oravskej

Polhory (Novotny, Zubrik et al., 2004).
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Prvni vétsi ohnisko tohoto druhu v Rumunsku bylo zjis§téno na smrkovych
porostech v roce 2008 v jeho severovychodni ¢asti. Duduman et al. (2011) udava, ze
vyskyt lykozrouta severského se od roku 2008 do roku 2011 vyrazné rozsitil po tizemi.
L duplicatus se zde nachéazi témet na vSech smrkovych stanovistich do 1000 m.n.m. po
celém Rumunsku. V severovychodni ¢asti dokonce dosahuje kalamitniho stavu,
predevsim v oblasti Calafindesti okres Suaceva.

I kdyz Iykozrout seversky neni v hlavnim z4jmu monitoringu, je zietelné znat
jeho postupné $ifeni na nova uzemi. Jiz od roku 1997 je v Ceské republice ploiné
monitorovan vyskyt I. duplicatus (Holusa et al., 2013). Pfi porovnani odchytu na
Moravé a Slezsku mezi roky 1999 a 2000. V roce 2000 bylo vytéZeno vice jak 7000
metrd krychlovych smrkového kirovcového dieva, coz je tiikrat vét§i mnozstvi nez
v roce predeslém (Knizek et al., 2006). V porovndni s odchyty z ptedeslych let mnozstvi
jedincti v odchytech v roce 2002 pokleslo a posledni gradace prob¢hla v roce 2003.
Avsak od roku 2005 ztstaly pocty lykozroutl vyssi a byly zaznamenany i vyssi odchyty
v jizni ¢asti zemé a I. duplicatus se postupné zacind §ifit z pivodnich vychodnich dzemi
Cech na jih a zapad a zadina se dostavat do oblasti stfednich Cech (Holusa et al., 2013).

Pro porovnéni v Polsku byla zaznamendna velkd lokalni gradace 1. severského
jiz ve druhé poloviné 90. let na jihu Gzemi na slezskych pahorkatinach, ktera byla
prvnim vyskytem 1. severského na smrku tohoto tzemi v takovém méfitku. Z toho
ditvodu byla v letech 2001 — 2002 utvofena monitorovaci sit’ po celém jiznim Uzemi,
kde byly odchyty zaznamenany pouze v zdpadnich Karpatech (Holusa et al., 2013). Zde
byl dokonce potvrzen vyskyt I duplicatus az v nadmoiskych vyskach kolem 1000
m.n.m. Jeho lokace podél polskych hranic je uzce spojend s jeho vyskyty na severu
Slovenska a severni Moravé v ramci Ceské republiky (Grodzki, 2003).

Zatimco v Rumunsku je tento druh pomérné€ novy, protoZe se na monokulturach
smrku zjistil teprve v neddvnych letech. Prvni gradace a nisledné zavedeni monitoringu
a kontrolnich opatieni probéhla az v letech 2004 — 2008, kdy se I. duplicatus objevil
v severovychodni Casti zemé, kde se smrky vyskytuji na aredlech, kde méa plvodni
stanovisté buk a dub. Smrkové porosty zde jesté ke vSemu byly oslabeny pfedchozimi
obdobimi sucha a nasledné pocet zjisténych broukt stale narasta. V letech 2010 — 2011
byl 1. seversky zaznamendn na celém uzemi rumunské ¢asti Karpat v polohich do
1000 m.n.m. V ptivodnim ohnisku vyskytu na severovychodé¢ Rumunska dokonce
odchyt dosahl kalamitniho stavu. Prvondlez I. duplicatus na Slovensku byl jiZ v roce

1997 stejné jako v Cechach. Od té doby se vychodnim a jiznim smérem pies hranice dal
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do sousednich stati. V poslednich nékolika letech se stal dokonce na slovenské Casti
Karpat hlavnim sktidcem na smrkovych porostech (Holusa et al., 2013).

Z téchto poznatki se dd usuzovat, Ze 1. seversky se velmi rychle §ifi dale na jih
a vyskytuje se jiz témér po celé stiedni Evropé, ma tedy vysoky gradacni potencial.
V dusledku klimatickych zmén, fyziologickym oslabenim a naslednym vyskytem
fytopatologickych organismt jako naptiklad vaclavek se vSak jeho vyskytrozsifuje a tim
roste jeho vyznam v ochrané lesa (Lukéasova a Holusa, 2015).

Druhové  specificky patogen 1. severského Larssoniella  duplicati
(Weiser, Holuga, Zizka, 2006) byl poprvé popsan z Ceské republiky a Polska
(Weiser et al., 2006). Jeho infekéni hladiny a piitomnost v pivodnim arealu (Svédsko)
anoveé obsazeném uUzemi (Rumunsko) doposud nebyly zjisStovany a mechanismy jeho
Sifeni spolu s hostitelem nebyly studovany. Obecné se o ném hovoii jako o chronickém
patogenu bez vétsitho vyznamu v popula¢ni dynamice lykozroutti (Holusa et al., 2009).
Poznani soucasného stavu v jednotlivych ohniscich 1. duplicatus v této studii nam
poskytne potiebné informace pro dalsi postup v pfipadném zvazovani potencionalniho

uziti tohoto patogenu v biologické ochrang.

12



2 CILE PRACE

- ziskat material lykoZrouta severského z né¢kolika lokalit
- vypitvat materidl a prozkoumat pfitomnost mikrosporidie Larssoniella duplicati
- porovnat infekéni hladiny z pivodnich ohnisek ve Svédsku s novymi oblastmi

gradace v Ceské republice, Polsku a Rumunsku
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Popis lykoZrouta severského

Dospélec lykozrouta severského je 2,8 — 4,5 mm dlouhy, tmavé hnédy a leskly.
Mohl by byt zaménén nejcastéji za lykozrouta smrkového, avsak od toho se 1i$i mensi
velikosti a zuby na zadecku, nebo s lykozroutem mensim, ktery ma vSak rovné Svy na
tykadlové palicce a jiné uspotradani vyrastkli na zadni ¢asti krovek (Knizek a Holusa,
2007).

Ips duplicatus mé tykadlovou palicku se zvinénymi §vy. Krovky jsou valcovité
s jemnéjSim teCkovanim pokracujicim az do prohlubeniny v jejich zadni Casti, ktera je
prohnutd a zadni okraj tak lehce vystupuje dopfedu. Meziryzi leskla s jednotlivymi
teCkami. Na zadni ¢asti krovek ma 4 pary vyrastkii. Vzdalenost mezi prvnim a druhym
zoubkem je dvakrat vétsi nez mezi druhym a tfetim. Pravé druhy a tfeti vyrastek jsou
k sob¢ u samce priblizené a propojené a tvoti vyrazny dvojzub (Pfeffer, 1955).

Vajicka jsou dlouhd primérné 0,7 mm, bil4, ovalna a leskla. Larva bélava, bez
koncetin zahnuta s chitinizovanou hlavou dortsta 4,5 — 5,5 mm v poslednim instaru.

Kukla je velkd 5 mm, volnd s parem kratkych trnti na zadecku (Knizek a Holusa, 2007).

3.2 Zpusob Zivota

Hlavni hostitelskou dfevinou Ips duplicatus je ve sttedni Evropé smrk ztepily,
avsak je znam jeho vyjimecny ndlez na borovicich (Pfeffer, 1955). V jiZznim Polsku a na
vychodé Cech byl také zjistén jeho vyskyt na druzich Pinus strobus (Linné, 1753) —
borovice vejmutovka a Pinus sylvestris (Linné, 1753) — borovice lesni. Napadené
borovice jsou ale pouze jednotlivé stromy v porostu, které byvaji napadeny v dobé
zvySeného stavu populaéni hustoty lykoZrouta severského (HoluSa a Grodzki, 2008). Na
vychodé Ceské republiky byl dokonce potvrzen jeho vyskyt na douglasce tisolisté —
Pseudotsuga menziesii ([Mirbel] Franco). Byly zde objeveny dva husté napadené
stromy douglasky, v porostu dominujiciho smrku, na kterych se 1. seversky uspésné
vyvijel (KaSak a Foit, 2015). Nalétnuti jinych druhii jehli¢natych stroml, mize byt
zpusobovano pouze nedostatkem vhodnych hostitelskych smrkd.

Ips duplicatus se objevuje vétSinou spolecné s 1. typographus (Linné 1758),
avSak obyva odlisnd stanovisté. LykoZrout seversky totiZ nenalétava padlé stromy ani

lapdky. Nalezneme ho pouze na oslabenych stojicich stromech. Stromy lezici
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nasledkem bouie nebo snéhu tedy nenalétava a netvoii v takovychto oblastech v porostu
ohniska mnozeni (Holusa et al., 2007).

Vyvoj 1. severského probiha pod kiirou smrkii ve véku 40 — 70 let ve stfedni az
horni Casti kmene. Matecné chodby pozerku maji 1 — 5 ramen, maji podélny pribeh
a jsou lehce zprohybané. Jejich délka se pohybuje mezi 7 — 10 cm a jsou 2 mm Siroké.
Krétké larvalni chodby, maximalné 5 cm dlouhé, navazuji viceméné kolmo na matecné
chodby. Tvarem se pozerky velmi podobaji pozerkiim lykozrouta smrkového — Ips
typographus (Ktistek a Urban, 2013). Od n¢j se vSak 1isi mensi velikosti stejné tak jako
zavrtoveé, vétraci a vyletové otvory (Knizek a Holusa, 2007).

Dle nékterych autori by se u tohoto druhu méla objevovat v oblasti tajgy
a severnitho Polska pouze jedna generace s jarnim ndletem v druhé poloviné kvétna
a cervnu (Pfeffer, 1955). Ve stfedni Evrop¢ je vSak tento druh polyvoltinni. Naprosto
bézné se objevuji dvé generace za rok, v pfipadé vysokych letnich teplot, i generace
tieti. Pokud by byly nastaveny naprosto idealni podminky, druh by mohl za rok stihnout
jesté o generaci vice. Stejné jako u lykozrouta smrkového, zdvisi pocatek rojeni
L. duplicatus na teplotnim vyvoji v dubnu, avSak dle pozorovani je oproti smrkovému
lykozroutovi o dva tydny opozdéné. Prvni generace se obvykle objevuje od pocatku
kvétna, druha pak v ¢ervenci. Pokud nastanou podminky pro vyvoj tieti generace, tak
jeji vylet probihd béhem srpna az zafi. Lykozrout absolvuje také sesterské prerojovani
(Holusa et al., 2003).

Samci nalétavaji hostitelsky strom a po vyhloubeni zdvrtového otvoru a snubni
komiurky lakaji samice pomoci agregacniho feromonu. Samice poté hloubi matecné
chodby, kde jsou schopny do jednotlivych prohlubni naklast primérmé 60 vajicek
(Knizek a HoluS8a, 2007). Larvy se lthnou po jednom aZz dvou tydnech a vyviji se tfi
tydny za vhodnych podminek. B€hem vyvoje si hloubi larvalni chodby, ve viceméné
kolmém sméru na chodbu mate¢nou. Po zakukleni setrvd jedinec ve stadiu kukly
priblizné néco pies tyden. Vylétavajici Zluti brouci nasledné prod€lavaji dvoutydenni
zralostni Zir. Celkové vyvoj L. duplicatus trvad mezi 6 a 8 tydny (LukaSova a Holusa,
2015). Klrovec prezimuje ve stadiu dospélce po probéhnutém zralostnim Ziru nebo
behem n¢j v hrabance nebo pod klirou stromil, méné Casto poté jako larva nebo kukla

(Pfeffer, 1955; Novotny et al., 2004).
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3.3 Vyskyt lykoZrouta severského

Ptirozeny vyskyt lykozrouta severského se nachdzi v palearktické oblasti od
severovychodni Asie pfes stiedni a severovychodni Evropu az do skandinavské oblasti.
Od pocatku 20. stoleti se objevuje po celé euro-sibifské tajze od Sachalinu az po
Svédsko a §iii se dal na jih. To je zptsobeno pravdépodobné umélym vysazovanim
monokultur smrku a diky obchodu s dfevni hmotou. Také je zndm jeho vyskyt
v izolovanych populacich v Alpach (Pfeffer, 1995).

Uplné prvni zminky o 1. duplicatus ve stiedni Evropé pochéazi z Horniho Slezska
a stejné tak z oblasti Czestochowe a Kielce na jihu Polska. V Ceské republice je prvni
vyskyt zaznamenan ve vychodni &asti v oblasti Ceského Té&sina. A jiz v roce 1941 byl

V Ceské republice gradoval v roce 1992 a tato gradace trvala dalsi 3 — 4 roky,
pravdépodobné i diky jeho komplikovanéjsi kontrole (Holusa et al., 2010). Polska
gradace probihala mezi lety 1991 — 1995 na smrkovych porostech do vysky 600 m.n.m.
a ovlivnila porosty jizniho Polska a slezskych vrchovin (Grodzki, 1997). Prvni gradace
1. severského v Rumunsku byla v kulturdch smrku ve véku 30 — 40 let na neptivodnim
stanovisti ve vySce 300 — 400 m.n.m. Béhem nékolika let se postupné od monitoringu
pteslo k obrannym opatienim, ktera ale na nékterych mistech nebyla dostacujici a pocty
napadenych stromt zde byly v roce 2008 az tiikrat vyssi nez v roce 2007 (Olenici et al.,

2009).

3.4 Monitoring a obrana

Kontrola tohoto druhu v celostatnim méfitku se vétSinou ve stitech stfedni
Evropy neprovddi vzhledem k pomistnimu ohniskovému vyskytu. Hlavni zplsob
obrany spociva v diisledném a vcasném vyhleddvani ktirovcovych stromi a jejich
asanaci (Novotny, Zubrik et al., 2004). Napadeni takovychto jedincti neni lehce
pozorovatelné vzhledem k nalétdvani oslunénych hornich partii korun vzrostlych
stromd, coz zt¢Zuje jejich vyhledani v porostu. Stejné tak barevné zmény v koruné se
projevuji vétSinou jiz b&hem nebo po vyletu nové generace lykozrouti. Vizudlni
kontrola se provadi v porostech se zastoupenim smrku nad 20 % ve stafi vy$Sim nez 40
let. Monitoring i obranu Ize provadét také za pomoci lapacti umistovanych do mist se
zvySenym vyskytem tohoto Skiidce. Vzhledem k tomu, Ze tento druh nereaguje na lezici
lapaky, lze je pouzit pouze v kombinaci s feromonovymi odparniky (LukaSova a

Holusa, 2015). Do lapact jsou pouzivany feromonové odparniky s liatkami E —
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myrcenol a Ipsdienol. Lapace se umistuji do potencidlné ohrozeného porostu ptiblizné
14 dni pfed pfedpoklddanym prvnim rojenim. Doporucuje se alespoii 1 lapac na oblast o
velikosti 5 ha. Pfi odchytu do 300 jedinct na lapac se jednd o slaby odchyt, 300 — 1000
jedinct stfedni a pti odchytu vice nez 1 000 jedinct jde o silny stupen odchytu (Jakus et
al., 2015).

V biologické ochran¢ u karovci, kterd je znané¢ komplikovand, je vyuziti
mikrosporidii neucelné. Mikrosporidie jako takové se vyuzivaji spiSe u bekyni
¢i pilatek, kde vytvaii chronickd onemocnéni se zietelnou mortalitou housenek. Jejich
namnozovani je vSak mozné predev§im na laboratornich chovech (HoluSa a Weiser,
2005). Na nekteré lesni skudce je vyuzivani biologické kontroly uc¢inné jako u bekyné
velkohlavé v severni Americe. Zde je uspé$né jako biologickd obrana proti tomuto
listozravému motylu vyuzivdna entomopatogenni houba Entomophaga maimaiga
(Humber, Shimazu, R. S. Soper, 1988). Spory této houby se S$ifi vzduchem
z usmrcenych housenek a byl prokazan jejich vliv na snizeni nebo uplné zniceni
populace bekyné, zatimco necilové druhy motyll zistaly nedotéeny (Lacey et al.,
2001). Ptes mnozstvi popsanych prvokl a mikrosporidii jako patogennich organismi u
ktrovet je jejich vyuziti jako ekologicky bezpecné a efektivni biologické ochrany velmi
tézko aplikovatelné do praxe (Takov et al., 2010). Pro to, aby mohly patogeny slouzit
jako ndhrada chemickych insekticidl, by bylo tfeba zvysit jejich virulenci, rychlost
zabiti hostitele, efektivitu v naro¢nych podminkach Zivotniho prostiedi a koneckonct

jejich ptijeti odbérateli a Sirokou vetejnosti (Lacey et al., 2001).

3.5 Feromony

Samci Ips duplicatus produkuji agregacni feromon, aby na vhodny hostitelsky
strom naldkali nejen samice za ucelem pafeni, ale také dal$i samce k spole¢nému
osidleni dfevni hmoty smrku ztepilého. Tento agregacni feromon se sklada predevsim z
latek ipsdienol a E-myrcenol v poméru 5:1. Testy prokazaly, Ze tyto dvé latky
v kombinaci maji zdsadni vyznam v atrakci jedinci stejného druhu (Byers et al., 1990).
Tyto feromony produkuji sami samci kiirovce. Monoterpen myrcen piitomny
v pryskyfici hostitelského smrku ztepilého, nema zadny nebo pouze velmi maly vliv na

syntézu ipsdienolu a E-myrcenolu (Ivarsson a Birgersson, 1995).
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3.6 Patogeny

Vyzkum patogent klirovct byl zahajen na pocatku 20. stoleti popisem prvniho
patogenniho organismu, prvoka Gregarina typographi (Fuchs, 1915) nalezeného v téle
lykozrouta smrkového. Zijem o patogeny se tak zvySil a se zvySenim poctu
studovanych hostiteli se zvétSil 1 seznam nalezenych druhii prvoka, mikrosporidii
a virt. Lokalizace patogent v téle hostitele se liSi a z organti zahrnuje nejcastéji stievo
a tukové téleso (Takov et al., 2010).

V Evropé byly vyzkumy zaméfené pfedevSim na hospodaisky velmi zdvazného
Skidce lykozrouta smrkového. Vzhledem ktomu, ze lykozrout seversky se jako
vyznamny Sktdce projevuje az v poslednich nékolika letech, nebyl do téchto vyzkumi
zahrnut. N¢které patogenni organismy jsou spolecné pro oba druhy kliroveii, avSak u Ips
duplicatus se prokazuje pfitomnost pro tento druh specifické mikrosporidie (Holusa et
al., 2007).

Patogeny, které muzeme najit spoleéné¢ jak u lykoZzrouta smrkového, tak
Iykozrouta severského jsou Gregarina typographi (Fuchs, 1915) nachdzejici se
v prostiedi stteva a Chytridiopsis typographi ([pivodné Haplosporidium typographi,
Weiser, 1954]; Weiser, 1970) ve stfevnim epitelu (Takov et al., 2010). Holusa et al.
(2007) uvadi jeste spolecny patogenni organismus rodu Pichia, ktery se podoba druhu
Pichia capsulata (Wickerham, 1984), nalezeny v oblasti Malpigickych trubic, ktery
vSak spiSe slouzi jako symbiont pii syntetizovani feromoni.

Za zminku také stoji endoparazitoidi klirovct objevujici se ve vnitinim prostiedi
nejCastéji v podobé larvy. Jako naptiklad Tomicobia seitneri (Ruschka, 1924) u
1. smrkového, pravdépodobné i u dalsich kiirovci rodu Ips. Tento parazitoid je v podobé
vaji¢ek nakladen do dospélce lykozrouta. Tito jedinci jsou stile schopni prezivat pod
ktirou a klast vajicka, ale jejich plodnost mtize byt omezena v priméru az o 30 %. Po
dokonceni vyvoje parazitoidi usmrti hostitelského kirovce v poZerku a opousti jeho
télo. Vyskyt tohoto parazitoida miZe dosdhnout u populace 1. smrkového az 100 %
(Kenis et al., 2004).

Pitvy larev, kukel a nedospé€lych broukti Iykozrouta severského byly negativni a
v téchto vyvojovych fazich nebyla ani prokazana patrna tumrtnost v chodbéich pozerkt
(Weiser et al., 2006). Mezi jednotlivymi generacemi dospé€lct nebyl zjistén signifikantni

rozdil v infek¢ni hlading patogent (Holusa et al., 2009).
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3.6.1 Larssoniella duplicati

n¢kde az u 80 % vzorkll s vysokym stupném infekce (Holusa et al., 2009). Tato
pomérné nova patogenni mikrosporidie byla zjiSténa pouze u lykozrouta severského
anebyla potvrzena prozatim u lykozrouta smrkového ani jiného druhu kirovce, tedy
pravdépodobné se jednd o druh specificky pouze pro Ips duplicatus. Nachdzi se ve
sttevni tkani po celé délce stfeva, malpighickych trubicich a vajecnicich. K ndkaze
dochdzi v podélnych a okruznich svalech stiedniho stfeva a v matrix tracheédlnich
zakonceni na jeho povrchu. Jednojaderné ovalné spory ve vegetativni fazi se shlukuji
v soudrznych masach v centrdlni casti svalu, kde ni¢i svalova vldkna a svalovinu
stteva, zatimco infikovana vldkna jsou rozptylena ve vSech castech stfeva. Infekce se
ziejme §ifi z telesné dutiny (Weiser et al., 2006, Holusa et al., 2007).

Spory jsou Siroce ovalné, tvarové i velikostné¢ pravidelné. Infikovand svalova
vlakna drzi spory fixované, a proto drzi v tkani i pfi naruseni stfeva. Méfeni fixovanych
nabarvenych spor ukazuje dvé hlavni velikostni skupiny spor. Az 60 % jsou spory o
velikosti 3-3,5 x 1,5-2 pm, 30 % tvofi drobné spory 2-2,5 x 1,5 um velké
a zbylych10 % jsou zdvojené teratospory o velikosti 4-5 x 2-2,5 um. Podle pozorovani
pod elektronovym mikroskopem se spory v infikovanych tkdnich objevuji v hustych
shlucich. Tato tvorba skupin spor bez jejich Sifeni pii pitvani materidlu je pro
lykozrouta severského také specifickd (Weiser et al., 2000).

Tento jev muze byt vysvétlen tvorbou mnozstvi sekre¢nich kanalki béhem
sporogonie, coz jsou pomérné dlouhé trubicovité struktury, které jsou n¢kdy svinuté,
pfiléhajici k vrcholové nebo zadni ¢asti formujicich se spor. Tyto kanalky, vaZou
zniCené tkan¢ dohromady a vytrusy tak nejsou uvoliiovany do prostfedi, jak je tomu u
jinych mikrosporidii. Vzhledem k tomu neni mozné spory mikrosporidie L. duplicati
potadné identifikovat ve stérech z fragmentii tkan¢ infikovaného stieva (Holusa et al.,
2007). Vzhledem k fixaci spor v tkani, neni stfevni svalstvo zcela zni¢ené a svalova
vlakna vyviji dal uritou aktivitu. Tim neni zcela pferuSen kompresni pohyb strev
potiebny k pohybu potravy (Weiser et al., 2006).

Ve sporogonii mikrosporidii L. duplicati byly identifikovany dva typy spor.
Prvnim typem jsou spory primarni, které stoji za ptenosem zarodkl v tkdni prvniho
hostitele. Druhym typem jsou environmentdlni spory, které v hostiteli zlstavaji
neporusené¢ a slouzi k pozd¢jSimu rozsifeni infekce do prostfedi. Primarni spory

vyvojem nedospivaji do stadia environmentélnich spor. Priméarni spory jsou pfenasSeny
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v oenocytech a vytlacovany epitelovymi buiikami skrz povrch stieva, kde vycnivajici
polarni vldkna mohou piedat patogen do novych ¢asti svaloviny (Holusa et al., 2007).
Ptitomnost tohoto patogenu nebyla prokazana u larev, kukel ani nezralych broukti a u
téchto stadii v chodbach nebyla prokdzdna ani zvySend uUmrtnost. Patogenita
mikrosporidie nezptisobuje zjevné zmensovani populace pfistich generaci (Weiser et al.,
2006).

Rod Larssoniella ma znamé pouze dva zastupce. Mikrosporidie tohoto rodu patii
do celedi Unikaryonidae. Prvotn€ nalezenou mikrosporidii tohoto rodu je Larssoniella
resinellae (Weiser, 1997) sp. n. nalezend u motyla druhu Retinia resinella (Linnaeus,
1758). Mikrosporidie byla nalezena u larev, kukel, dospélct i vajicek v hedvabnych
zlazach, Malpigickych trubicich, télnim tuku a pohlavnich Zlazach (Weiser a
David, 2006). Vzhledem k podobné stavbé a zplsobu uvoliiovani spor, byly tyto dvé

mikrosporidie zarazeny do stejného rodu (Weiser et al., 2006).

3.6.2 Chytridiopsis typographi

Jedna se také o mikrosporididlni patogenni organismus, vyskytujici se predevsim
u Ips typographus, v mensi mite poté i u Ips duplicatus. Infikovani jedinci nevykazuji
zadné vnéjSi morfologické znaky pfitomnosti mikrosporidii v téle. Jedinci pozdéji
identifikovani jako infikovani se neprojevovali tak aktivné a ptestali pfijimat potravu.
Infekce se pti pitvé projevuje na pohled zvétSenym (hypertrofovanym) prahlednym
sttevem. V piipadé¢ silné infekce je stievo uplné zni¢ené a vyplnéné mnozstvim volnych
cyst a spor. Toto uvolhovani spor do stfeva a skrze vykaly jejich pfenos na ostatni
jedince b&hem agregace a migrace zpusobuje rozSifovani infekce (Purrini a
Weiser, 1985). Wegensteiner a Weiser (2004) zjistili ¢astéj$i vyskyt tohoto patogenu u

dospélych samct . typographus nez u samic.

3.6.3 Gregarina typographi

Cizopasnik Gregarina typographi patfi mezi prvoky casto se vyskytujici
v zazivaci soustavé klrovcl. Lze nalézt v oblasti stieva v né¢kolika formach s riiznou
morfologii. V jarnim obdobi se objevuji formy srpeckovitého tvaru, zatimco v 1été€ jsou
formy pomérné vétsi a prvok ziskava spiSe tvar hiibku. Gregariny se spojuji a tvofi
cysty se silnou sténou, kde se uvnitt tvofi velké mnoZstvi spor. Takto vzniklé cysty
odchazi nezralé sttevem do chodeb, kde se dale vyviji (Weiser, 1954). Tyto patogeny
maji piimy vyvojovy cyklus bez mezihostitele a tvoii nékolik stadii, ktera vypadaji

odlisn€. Ve stfevnim epitelu se sporozoiti vyvijeji v trofozoity, ktefi jsou spojeni se
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sttevnim epitelem. B¢hem syzygie se spojuji vzdy dva trofozoiti a vznika tak
reproduktivni gametocysta. Tyto gametocysty nakonec spolu s trusem vychdzi z téla
hostitele ven, kde po uzrani praskaji a nasleduje znovu zivotni cyklus (Lukasova
a Holusa, 2012). K nakaze dalSich jedinci dochazi pozienim drobnych spor s potravou.
Ani pfi znaném procentu gregarin piitomnych na sténé¢ zaludku, nepisobi mnozstvi

prvoku u lykozrouta zadné viditelné komplikace (Weiser, 1954).

Obrézek 1: Zivotni cyklus Gregarina typographi; (zdroj: LukaSovéa a Holusa, 2012)
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3.6.4 Hlistice

plodnost, pocty nakladenych vajicek, letovou aktivitu a délku zivota hostitele. Tyto
organismy se nachdzi pfedevSim na povrchu téla dospélct, ale také v jejich télnich
dutinach, bud’to volné¢ ve vnitinim prostfedi nebo ve stfevech, velmi zfidka také
v Malpigickych trubicich. U lykoZrouta severského najdeme hned né&kolik druht hlistic.

Jedna se predevSim o druh Micoletzkya buetschlii (Fuchs, 1915) na povrchu téla
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dospélct. Dale také stfevni hlistice Parasitorhabditis obtusa (Fuchs, 1915), a druhy
Contortylenchus diplogaster (v. Linstow 1890) a Parasitylenchus cf. aculeatus
(Slankis, 1972) vyskytujici se v hemocoelu. Hlistice se objevuji €astéji u ptezimujicich
broukli nez u nasledné generace. Tento jev by mohl byt zpiisoben tim, ze imaga
z jarniho rojeni pfezimuji po delsi dobu v hrabance. Mezi samci a samicemi nebyl

prokdzan rozdil v mife pfitomnosti hlistovek (Grucmanova et al., 2014).
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4 METODIKA

Pracovni postup

Ve vyzkumu se jednd o zjisténi hladiny vyskytu patogenniho organismu
Larssoniella duplicati na né€kolika lokalitdich. Materidl k pitvim byl ziskdvdn ze
studijnich ploch v ramci Ceské republiky, Polska, Rumunska a Svédska. Na viech

lokalitdich se jednalo o odbéry vzorkii z lapacii s umisténymi lokalnimi odparniky

(Tabulka 1, Obrazek 1).

Oblast vyzkumu nachazejici se ve stiednich Cechach je v obci Jilové u Prahy.
Studijni plochy byly umistény v ramci porostl patficich pod méstské lesy Jilové. Dne
26. biezna 2016 bylo na 2 lokalitidch, vzajemné vzdalenych pfiblizné 3 km, zavéSeno
5 lapact typu Theysohn. Lapace byly umistovany do vysky pfiblizn¢ 1,5 m na kovové
stojany, které byly postaveny na holindch nebo v mladych porostech vzdalenych
od porostni stény zralého smrku ztepilého (Picea abies; [L.] H. Karst.) cca 10 — 20 m.
Na lokalité Jilové u Prahy — Bozi skala byl umistén jeden lapa¢ na Cerstvé zalesnénou
plochu, zatimco na lokalitu Jilové u Prahy — Rucicky byly postaveny lapace 4. Samotna
vzdélenost mezi jednotlivymi lapaci na lokalité Jilové u Prahy — Rucicky se pohybovala
mezi 300 a 400 m. Do kazdého lapace byl vlozen feromonovy odparnik Pheagr IDU.
Tedy odparnik s polopropustnou membrdnou s G¢innymi latkami E-myrcenol
a ipsdienol. Odparniky maji G¢innost 6 az 10 tydnii, podle klimatickych podminek a
také umisténi lapace na lokalit¢ (mira oslunéni). V tomto piipad€ 11. Cervna probéhla
jejich vyména za nové pro navysSeni u€innosti odchytu. Lapace byly kazdych 7 az 14 dni
kontrolovany a vzorky odebirdny v intervalu, ktery byl pfizpisoben klimatickym
podminkam a ptedpokladané velikosti odchytu v daném obdobi. Odebrané vzorky byly
vzdy vlozeny do mikrozkumavky s médiem k udrZeni vlhkosti (vlhcend vata) a popsany
datem a oznaCenim lokality, nasledné¢ uchovany zmraZenim do dalSiho zpracovani.
Posledni kontrola a odinstalovani lapact v téchto lokalitach, tedy ukonceni terénnich

praci v Jilovém u Prahy probé&hlo 27. srpna 2016.

Ziskédvani materidlu na studijnich plochach bylo ve vSech statech provadéno
stejnou metodou, pfi¢emz umisténi a sbér vzorki na lokalité Jilové u Prahy jsem b&hem
letové sezony provadéla osobné. Piehled poctu a umisténi odbérovych stanovist
v jednotlivych statech, vcéetné GPS lokalit, roku sbéru, pouzitého feromonového

odparniku a nadmoftské vySky je uveden v Tabulce 1. Vzorky z Rumunska byly ziskdny

23



z odchyti Mihai Leonarda Dudumana Ph.D. zlesnické fakulty Stefan cel Mare
University of Suaceava, §védské vzorky byly poskytnuty z odchytii Ake Lindelowa
Ph.D. z katedry ekologie na Swedish University of Agricultural Sciences a materidl
z Polska byl zaslin Magdalenou Kacprzyk Ph.D. Eng. zXkatedry ochrany
lesa, entomologie a lesni klimatologie University of Agriculture in Krakow. ZamraZené
vzorky byly s chladicim médiem zasildny v zimnich mésicich expresni zésilkovou

sluzbou.

Obrézek 2: Mapa s bodovym vyznacenim lokalit, kde byly provadény odchyty materidlu
Ips duplicatus (Autor: Jifi Trombik)

30°0I,O..W . 10°0'0"W 009.0.. . 2009.0..!5 . 4009.0..E 50°(2'0"E
<
~60°0'0"N
60°0'0"N-
o
50°0'0"N- B ~50°0'0"N
40°0'0"N+ ° 5 = 000N 02550 100 150 200km
« | = m e——
o .
2 - —— vyznamné vodni toky
by . I
% s g ; 0 IIO';aclilttly ﬁg:tl:}gu —— statni hranice
* T P 2 I lesy @ mésta
30°0'0"E

0510 20 30 40km
O — —

Z odebranych vzorkli byli v laboratofi za pomoci binokuldrni lupy
determinovdani jedinci Ips duplicatus, kteti byli nasledné za pomoci dvou pinzet

vypitvani. Do kapky vody bylo preparovano stfevo, Malpigické trubice, ovaria a tukové
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téleso. VSe bylo poté zkoumdno pod mikroskopem, zda jsou piitomny patogenni
organismy. Pozornost byla zamétfena predev§im na tkan stfeva, ve které se zkoumany
patogen Larssoniella duplicati nejcastéji nachdzi. Vhodné vzorky byly na mikroskopu
nafoceny (Obrazky 2 a 3). Kazdy analyzovany jedinec byl zkouman pod svételnym
mikroskopem Nikon Eclipse Ni pii zvétSeni 40 — 400x. Pozitivni nédlezy patogenu byly
vyfotografovany pomoci kamery umisténé na mikroskopu. Z kazdého vzorku byl

pofizen zdznam, ktery byl pteveden do software Microsoft Excel.

Statistickd analyza (normalita dat — Shapiro Wilk test; srovnani infekcnich
hladin patogenti na jednotlivych lokalitich — ANOVA; srovnani infek¢nich hladin u
samcl a samic — t-test, Tukey HSD test, Kruskal Wallis test a vicendsobny Kruskal
Wallis test) i1 grafické zpracovéni bylo provedeno v programu STATISTICA 12 (Dell
Inc., Round Rock, Texas, USA).

Tabulka 1: Prehled lokalit odchyti vzorkii s udanim statu, GPS lokality, roku

sbéru, pouzitého feromonového odparniku a nadmoiské vysky. (CZ...Ceska
republika, PL...Polsko, RO...Rumunsko, SWE.. .gvédsko)
lokalita Stat GPS lokalita rok sb&ru feromon?vv nadmorska vyska
N E odparnik (m.n.m.)
1|Hlubocky cz 49.6920 17.4146 2013(ID Ecolure 382
2|Jilové u Prahy - BoZiskala |CZ 49.8866 14.5055 2016|Pheagr IDU 354
3|Jilové u Prahy - Rudicky (ov4 49.9166 14.5071 2016|Pheagr IDU 457
4[Pusta Polom (V4 49.8510 18.0242 2014|ID Ecolure 454
5[Danielka PL 49.7508 19.2009 2015; 2016 [Duplodor 859
6(Okragte PL 49.4833 19.1666 2015(ID Ecolure 638
7|Petkéwka PL 49.7333 19.2333 2015; 2016 |Duplodor 668
8[Racza PL 49.7666 19.2333 2015; 2016 |Duplodor 646
9[Romanka Gdrna PL 49.5805 19.2246 2016|Duplodor 829
10|Romanka Gdérna PL 49.9338 19.3989 2015|ID Ecolure 1009
11|Sopotnia Dolna PL 49.9350 19.4664 2015(ID Ecolure 953
12|Tokarnia PL 49.9833 19.9833 2015|ID Ecolure 688
13|Calafindesti RO 47.8543 26.1483 2011|nespecifikovdano* 412
14|Joldesti RO 47.5601 26.6649 2013|nespecifikovano™* 383
15|Solca RO 47.7039 25.8029 2013|nespecifikovano* 744
16|Suceava RO 47.6935 26.2691 2013|nespecifikovano* 387
17|Todiresti RO 47.7162 26.0270 2013|nespecifikovano* 434
18| Aivak SWE 65.8117 16.0837 2014|ID Ecolure 780
19(Karl-Toévasen SWE 60.9730 15.0578 2014|ID Ecolure 324
20|Vansbro SWE 60.5229 14.2389 2014|ID Ecolure 229
21|Vindeln SWE 64.2000 19.7833 2014(ID Ecolure 291

* rizné kombinace syntetickych feromont a terpent
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5 VYSLEDKY

Celkem bylo vypitvdno a analyzovdno na pfitomnost patogentt 1539 dospélcti
1. severského ze 4 lokalit v Ceské republice, 5 lokalit v Rumunsku, 8 lokalit v Polsku
a4 ve Svédsku. Analyzovany byly nejen hodnoty infekénich hladin pro patogenni
organismus L. duplicati, ale také byla zjiSténa ptfitomnost Ch. typographi a sttevnich

1 mimostievnich hlistic.

Vzorky pochédzely zodchyti zlapa€li aZz na materidl ziskany z lokality
Hlubocky, kde se jednalo o odbér ze stojiciho lapaku. Odbéry vzorkid byly ziskany
v rozptylu let 2011 az 2016. Ndkaza Ch. typographi u 1. severského v tomto vyzkumu
vyskytovala ve velmi nizké mite. Na Ceskych lokalitach byli zjiiténi pouze 3 jedinci
sjeji pfitomnosti. A jen jeden dalsi dospélec se vyskytl na Svédské lokalit¢ Karl —

Tovasen (Tabulka 2).

Obrézek 3: Mikrosporidie L. duplicati ve stievni tkani. Sipka oznaduje shluk spor.

(Autor: Sonia Zimova)
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Obrizek 4: Mikrosporidie L. duplicati ve stfevni tkani. Sipka oznaGuje shluk

spor. (Autor: Sona Zimova)

Celkova primérna infekéni hladina Chytridiopsis typographi za viechny staty je
0,2 % + 0,56 %. Hodnota u stfevnich hlistovek dosahla 9,31 % + 4,61 % a u
mimostievnich hlistic 3,84 % =+ 3,34 %.

Graf 1: Histogram cetnosti infekénich hladin patogenu L. duplicati na studovanych

lokalitach. Cervena ¢ara oznacuje ocekavané normalni rozdéleni.
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Infekéni hladina L. duplicati se pohybovala na jednotlivych lokalitich od 0 do

39,13 %. Celkova priimérna hladina patogenu za vSechny staty je 16 % + 8,66 %. Na

studovanych lokalitach byly hodnoty infek¢éni hladiny rozloZzené dle normaélniho

rozdéleni (Shapiro-Wilk test: W = 0,97015, p > 0,05; Graf 1).

Tabulka 2: Lokality s poctem jedinci napadenych patogennimi organismy Larssoniella

duplicati a Chytridiopsis typographi a jejich infekéni hladinou udanou v procentech.

n broukt L. n broukd Ch.
lokalita stat [rok sbéru |typ odbéru broukd Larssoniella | duplicati |Chytridiopsis |typographi
duplicati (%) typographi (%)
Hlubocky Ccz 2013(stojici lapak 22 3 13,64 0 0,00
Jilové u Prahy - BoZi skalqCZ 2016(lapac 18 0 0,00 0 0,00
Jilové u Prahy - Rucicky |CZ 2016(lapac 43 3 6,98 1 2,33
Pustéd Polom cz 2014(lapac 237 65 27,43 2 0,84
Danielka PL 2015/16|lapac 20 2 10,00 0 0,00
Jelesnia PL 2016(lapac 27 2 7,41 0 0,00
Petkovka PL 2015(lapac 53 10 18,87 0 0,00
Petkovka PL 2016(lapac 54 11 20,37 0 0,00
Racza PL 2015(lapac 72 8 11,11 0 0,00
Racza PL 2016(lapac 31 5 16,13 0 0,00
Romanka Gdérna PL 2015(lapac 192 40 20,83 0 0,00
Sopotnia Dolna PL 2015(lapac 35 9 25,71 0 0,00
Tokarnia PL 2015(lapac 139 27 19,42 0 0,00
Ujsoty PL 2015(lapat 22 2 9,09 0 0,00
Calafindesti RO 2011 (lapac 20 4 20,00 0 0,00
Joldesti RO 2013(lapac 33 6 18,18 0 0,00
Solca RO 2013(lapacd 80 9 11,25 0 0,00
Suceava RO 2013(lapacd 45 4 8,89 0 0,00
Todiresti RO 2013(lapad 52 1 1,92 0 0,00
Aivak SWE 2014(lapac 46 18 39,13 0 0,00
Karl-Tovasen SWE 2014|lapac 70 15 21,43 1 1,43
Vansbro SWE 2014|lapac 156 26 16,67 0 0,00
Vindeln SWE 2014|lapac 72 17 23,61 0 0,00

Primérné hodnoty infekéni hladiny L. duplicati se pohybovaly v pomérné

malém rozmezi. V Rumunsku byla zaznamenana primérnd hodnota 12,05 % + 6,54,

hladina lokalit v Ceské republice byla téméf stejna 12,01 % + 10,12. V Polsku jiz byla

priméma infekéni hladina 15,89 % + 5,81 a ve Svédsku dosahla hodnota nejvyssiho

vysledku 25,21 % + 8,42 (Graf 2).
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Tabulka 3: Lokality s poctem jedinct napadenych stfevnimi a mimostfevnimi hlisticemi

a jejich infekcni hladinou udanou v procentech.

. , strev. . . mimostfr.
lokalita stat [rok sbéru [typ odbéru . n strevni Nematoda N MImOostr. Nematoda
broukd |Nematoda Nematoda
(%) (%)
Hlubogky cz 2013|stojici lapak 22 4 18,18 1 4,55
Jilové u Prahy - BoZi skaldCZ 2016|lapac 18 1 5,56 0 0,00
Jilové u Prahy - Rucicky |CZ 2016(lapac 43 2 4,65 2 4,65
Pusta Polom CZ 2014(lapac 237 24 10,13 4 1,69
Danielka PL 2015/16|lapac 20 2 10,00 0 0,00
Jelesnia PL 2016(lapac 27 4 14,81 0 0,00
Petkdévka PL 2015(lapac 53 4 7,55 0 0,00
Petkdvka PL 2016(lapac 54 0 0,00 5 9,26
Racza PL 2015(lapac 72 11 15,28 1 1,39
Racza PL 2016(lapac 31 4 12,90 3 9,68
Romanka Gdérna PL 2015(lapac 192 9 4,69 14 7,29
Sopotnia Dolna PL 2015(lapac 35 2 5,71 1 2,86
Tokarnia PL 2015(lapac 139 9 6,47 5 3,60
Ujsoty PL 2015(lapac 22 3 13,64 2 9,09
Calafindesti RO 2011|lapac 20 2 10,00 0 0,00
Joldesti RO 2013|lapac 33 4 12,12 1 3,03
Solca RO 2013|lapac 80 3 3,75 3 3,75
Suceava RO 2013(lapac 45 6 13,33 3 6,67
Todiresti RO 2013(lapacd 52 3 5,77 5 9,62
Aivak SWE 2014(lapac 46 7 15,22 0 0,00
Karl-Tévasen SWE 2014(lapac 70 7 10,00 3 4,29
Vansbro SWE 2014(lapac 156 5 3,21 2 1,28
Vindeln SWE 2014(lapac 72 8 11,11 4 5,56

Graf 2: Primérmé infekéni hladiny L. duplicati v jednotlivych oblastech

(RO...Rumunsko,

50

CZ...Ceska

republika,

PL...Polsko,

40 +

30 ¢
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Larssoniella duplicati (%)
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CcZ

Lokality
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SWE...Svédsko).
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Graf 3: Srovnani infekéni hladiny L. duplicati v jednotlivych oblastech
(RO...Rumunsko, CZ...Ceska republika, PL...Polsko, SWE...SVédsko). Krabici tvori
primér + smérodatna chyba, svorka predstavuje primér + minimum-maximum, kolecka

znazoriiuji odlehlé hodnoty.
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v Rumunsku a Ceské republice, naopak nejvys§i hladiny byly zaznameniny na
Svédskych lokalitdich. Rozdily mezi jednotlivymi skupinami lokalit v§ak nebyly ani
v jednom piipad¢ statisticky prikazné: ANOVA: F (3;19) = 2,4461; p = 0,0953 (Graf 2,
Graf 3). Tukey HSD test srovnéni jednotlivych lokalit neprokézal rozdily ani mezi

jednotlivymi staty (Tabulka 4).
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Tabulka 4: Nckolikandsobné porovnani priaméru infekénich hladin patogenu
L. duplicati na lokalitich v jednotlivych stitech pomoci Tukey (HSD) testu.
(RO...Rumunsko, CZ...Ceska republika, PL...Polsko, SWE...Svédsko). Vyznamné

rozdily na hladin€ p < 0,05.

RO Ccz PL SWE

M=12,049 | M=12,010 | M=15,895 | M=25,209
Rumunsko 1,000000| 0,821553| 0,106526
Ceska republika | 1,000000 0,848543| 0,132077
Polsko 0,821553| 0,848543 0,243637
Svédsko 0,106526| 0,132077| 0,243637

Infekéni hladiny stfevnich hlistic na jednotlivych lokalitich mély normalni
rozdéleni (Shapiro-Wilk test: W = 0,97060, p > 0,05). Rozdily mezi nimi nebyly
statisticky signifikantni (ANOVA: F (3;19) = 0,0343; p > 0,05; Tabulka 3 a 5 a Graf 4).

Tabulka 5: Nékolikanasobné porovnani primeéru infek¢nich hladin stfevnich hlistic na
jednotlivych Tukey (HSD)
(RO...Rumunsko, CZ...Ceska republika, PL...Polsko, SWE..SVédsko). Vyznamné
rozdily na hladiné p < 0,05.

lokalitach A% statech pomoci testu.

RO Ccz PL SWE

M=8,9948 | M=9,6288 | M=9,1056 | M=9,8834
Rumunsko 0,997655| 0,999978 | 0,993567
Ceska republika | 0,997655 0,998105| 0,999879
Polsko 0,999978| 0,998105 0,993708
Svédsko 0,993567| 0,999879| 0,993708

Obdobné vysledky jako u stfevnich hlistic byly zjiStény u mimostfevnich
hlistovek, kde ovSem nebyla potvrzena normalita dat (Shapiro-Wilk test W = 0,89183,
p <0,05; %: Kruskal Wallis test: H (3;23) = 0,6216; p > 0,05; Tabulka 6 a Graf 5).
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Graf 4: Srovnani parazitace lykozrouta severského stfevnimi hlisticemi v jednotlivych
statech. Boxplot tvoii primér + smérodatnd chyba, svorka predstavuje smérodatné

odchylky a kolecka odlehlé hodnoty.
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Tabulka 6: Vicenasobné porovnani priiméru infekénich hladin mimosttevnich hlistic na
lokalitdch v jednotlivych stitech pomoci Kruskal-Wallisova testu. (RO...Rumunsko,
CZ...Ceska republika, PL...Polsko, SWE...Svédsko).

RO CZ PL SWE

R:9,0000 |R:9,0000 |R:12,100 |R:18,500
Rumunsko 1,000000 | 1,000000 | 0,220766
Ceskd republika | 1,000000 1,000000 | 0,285624
Polsko 1,000000 | 1,000000 0,664242
Svédsko 0,220766 | 0,285624 | 0,664242
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Graf 5: Srovnani parazitace lykoZrouta severského mimostievnimi hlisticemi v

jednotlivych statech. Boxplot tvofi median =+ kvartily (25 % - 75 %), svorka pfedstavuje

rozsah neodlehlych hodnot.
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Do analyzy rozdilti mezi pohlavimi bylo zatazeno 1 510 dospélct . severského.

Vypitvano bylo 959 samic a 551 samci. V infekéni hladin€ L. duplicati nebyly nalezeny

signifikantni rozdily mezi samicemi a samci (t-test pro zavislé vzorky: t = 0,6971,

p > 0,05, Tabulka 7, Graf 6).

Tabulka 7: Celkovy pocet jedinct v jednotlivych statech, pocet samcli a samic v analyze

a prumérnd procentudlni infekéni hladina L. duplicati u obou pohlavi v jednotlivych

statech + smérodatna odchylka

stit |Zks |ZQ |23 |Larssoniella Larssoniella
duplicati Q (%) |duplicati & (%)
to to

RO 230| 133| 97|10,965,17 13,73 +9,65

Ccz 320| 215 105(17,02 + 16,66 10,93 + 13,87

PL 645| 408 237(18,83 +10,97 13,21+ 8,88

SWE 315| 203| 112|22,06 +11,77 27,98 + 20,10

33



a samic v jednotlivych statech nebyl zjistén prikazny rozdil (Tabulka 8).

Mezi primérnymi infekénimi hladinami stfevnich a mimostfevnich hlistic samct

Tabulka 8: Celkovy pocet jedincii v jednotlivych statech, pocet samct a samic v analyze

a prumérna procentudlni infekéni hladina stfevnich a mimostfevnich hlistic u obou

pohlavi v jednotlivych statech = smérodatna odchylka

stait [Zks [ZQ |28 |stFevni strevni Nematoda Nematoda
Nematoda Q |Nematoda & |mimostfevni |mimostfevni
(%) +o (%) +o Q(%)+o 3(%) +o
RO 230| 133| 97|8,65%5,23 9,38+6,43 3,83+5,74 6,46+6,11
Ccz 320| 215/ 105(9,09 + 8,48 3,95+4,56 4,59 +9,37 0,57 +1,80
PL 645| 408| 237(9,62+7,20 8,15+ 8,16 6,24+7,72 3,06 + 5,00
SWE 315( 203| 112|10,22+7,54 |[5,77+11,31 |2,64+5,21 2,34+3,72

Graf 6: Srovnani infekénich hladin L. duplicati (%) podle pohlavi ve vzorcich

L duplicatus

analyzovanych  na  studijnich

lokalitach.

Boxplot

primér + smerodatné chyba, svorka pfedstavuje smérodatnou odchylku.
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6 DISKUZE

Kiroveci Ips duplicatus a Ips typographus jsou velmi podobné druhy vyskytujici
L typographus a I. duplicatus tak ustupuje do pozadi. Oba tyto druhy jsou si nejen
podobné nékterymi vnéjSimi znaky a zpusobem Zzivota, dokonce se Casto nachazi na
stejnych stromech (Wermelinger, 2004; HoluSa a LukaSova, 2013). Ocekavalo by se
tak, Ze pfi osidleni jednoho stromu bude dochézet k pfenosu infekénich onemocnéni
a oba kiirovci budou mit i stejné patogenni organismy a stejné infek¢ni hladiny. Je tomu
tak u patogenu Chytridiopsis typographi, ktery se objevuje u obou druhti avSak u
l. smrkového nékdy ve véEtsi mife a jindy se stejnymi hodnotami. Mezi infekéni
hladinou nebyl prokdzdn statisticky signifikantni rozdil. Infekéni hladina tohoto
patogenu velmi c¢asto kolisa (Holusa et al., 2007). AvSak mikrosporidie Larssoniella
duplicati je zjevné specifickym onemocnénim pouze u I  duplicatus; u
L typographus, Ips cembrae (Heer, 1836) ani Ips amitinus (Eichhoff, 1871) nebyla
nalezena (LukaSova a Holusa, 2013; Holusa et al., 2009, Weiser at al., 2006). Tato
mikrosporidie byla objevena teprve v roce 2006 (Weiser, Holusa, Zizka) a zatazena do
rodu Larssoniella k jedinému jiz zndmému druhu Larssoniella resinellae (Weiser a
David, 2006).

Béhem roku 2016 byly shromazdény a zanalyzovany vzorky Ips duplicatus
z nékolika lokalit vramci Ceské republiky, Rumunska, Polska a Svédska. Bylo
vypitvdano 1 539 dospélct tohoto kiirovce v laboratofi Fakulty lesnické dievarské
a zjiStovana piitomnost patogennich organismu v jejich vnitinim prostiedi. Zkouména
byla nejen pfitomnost mikrosporidie Larssoniella duplicati, ale také byla nalezena
Chytridiopsis typographi a sttevni 1 mimosttedni hlistice.

Holusa et al. (2007) prokazal ptitomnost L. duplicati u starych i novych oblasti
vyskytu I. severského a to v pomé&mé vysokych hladinach. Populace I. duplicatus
v Bélovézském pralese méla vysokou infekéni hladinu dosahujici az 30 %.
V Moravskoslezském kraji byla primérnd infekéni hladina 37,7 %, zatimco na
lokalit4ch 1. severského vice na jihu byla hladina pouze kolem 10 %. Hladina infekce se
béhem letové aktivity ani generaci hmyzu nemeénila. Tato skute¢nost poukazuje na
zpusob pienosu infekce odlisny od orédlniho jako v ptipad¢ Chytridiopsis a Gregarina.
Infek¢ni hladina L. duplicati v naSem piipadé se pohybovala na jednotlivych lokalitich

mezi hodnotami 0 a 39,13 %. Celkova primérna hladina patogenu za vSechny staty byla
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16 % + 8,66 % a hodnoty infek¢ni hladiny byly rozlozené dle normalniho rozdéleni.
Infekéni hladiny se tak pohybuji stile kolem primérmé hodnoty a statisticky jsou
stejné, jedna se tedy zfejmé o infekci chronickou. Stejné tak LukaSova a Holusa (2013)
uvadi, ze L. duplicati mize dosahovat pomérné vysokych infekénich hodnot v rozmezi
10 - 30 %, podobnému rozpéti naseho vyzkumu. Hodnoty neprojevuji zmény s ohledem
na zménu hustoty populace béhem odbéru vzorkli nebo mezi jednotlivymi generacemi.
To vyluCuje horizontalni pfenos a podporuje teorii pienosu vertikdlniho (Holusa et
al., 2009).

Predpokladem ve vysledcich tohoto vyzkumu byla nejnizsi infekéni hladina u
nejnovejsiho vyskytu I. severského, tedy v Rumunsku, kde bylo zaznamendno prvni
ohnisko az v roce 2008 a dnes je na severovychodnim uzemi dokonce v kalamitnim
stavu (Duduman et al., 2011), a zvySujici se hodnoty u starSich ohnisek jeho
vyskytu, tedy dale do Ceské republiky, Polska az k pivodnimu vyskytu na tzemi
Svédska. Avsak primémda infekéni hladina L. duplicati v Rumunsku byla
12,05 % £ 6,54, tedy témét shodna s hodnotou v Ceské republice 12,01 % + 10,12.
V ramci materidlu z Polska jiz byla opravdu priimeérna infekéni hladina lehce vyssi
15,89 % + 5,81 a ve Svédsku nejvyssi 25,21 % + 8,42 (Graf 2). Mezi infek&nimi
hladinami byly smérem od jihu k severu celkem nepatrné rozdily, které nebyly
statisticky prukazné, a infekce se tedy zda byt stabilni. To potvrzuje domnénku, Ze se
jedna o onemocnéni chronické. S ¢imz obecné u mikrosporidii souhlasi i Jurc (2004)
podle n¢jz mikrosporidie zptisobuji smrt hostitele velmi pomalu, spiSe zpomaluji vyvoj
a plodnost hostiteli. Méné cCasté jsou letalni infekce, vétSina z nich je chronicka.
Patogen je nebezpecny tim, Ze pokud mikrosporidie usmrti jedince, jsou z néj stile
uvoliovany spory do okoli a zvySuje se tak riziko ndkazy.

Vzhledem k specifickému $iteni spor L. duplicati, kdy svalova vlakna drzi spory
zafixované proti jejich Sifeni do okoli (Weiser et al., 2006) a vzdalenostmi, ze kterych
byly vzorky ziskdvédny, bylo naSe pozorovani komplikovano stavem nékterych vzorki.
Vzhledem k vdzani spor na infikovanou tkan neni mozné identifikovat spory této
mikrosporidie z fragmentii stfeva, proto musely byt n€které nekvalitni star$i vzorky
vyfazeny z analyzy.

Dalsi patogenni organismy, Ch. typographi a Gregarina typographi, se obvykle
objevuji jak u 1. severského, tak u 1. smrkového (Holusa et al., 2007). V naSem vyzkumu
byla u L. severského zjisténa Ch. typographi pouze ve velmi malém mnozstvi. Nizsi

hladinu vyskytu Ch. typographi vykazuji i nékterd zjisténi z vyzkumu na jiznim Gzemi
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Cech (Holusa et al., 2007). Avsak hladina tohoto patogenu v porovnani 1. severského
a 1. smrkového zjevné na jednotlivych lokalitach kolisa (Holusa et al., 2009). Pfitomnost
G. typographi nebyla prokdzdna vlbec, stejné tak nebyl zjistén vyskyt zédnych
vyvojovych stadif parazitoida.

Pti porovnani infekénich hladin L. duplicati mezi samci a samicemi, bylo
zanalyzovédno 1 510 jedinci, z toho 959 samic a 551 samcii. Po porovndni t — testem
nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily (Graf 6). Stejn¢ tak Weiser et al. (2006)
udava, ze obé pohlavi jsou infikovana bez rozdilu.

Stievni hlistice se vyskytovaly také v ramci normélniho rozd€leni a mezi
hodnotami infek¢nich hladin nebyl zjistén statisticky signifikantni rozdil.
Pravdépodobné se mohlo jednat o nejcastéj$i druhy hlistovek u 1. severského. Tedy
Parasitorhabditis obtusa ve stfevé a mimostievni hlistice Contortylenchus diplogaster
a Parasitylenchus cf. aculeatus (Grucmanova et al., 2014). Primérna infek¢ni hladina
sttevnich hlistic za vSechny staty byla zjisténa 9,31 % + 4,61 %. U mimostfevnich
hlistic se jednalo o primérnou hladinu infekce 3,84 % + 3,34 %. Grucmanovai et al.
(2014) uvadi, ze az 51,2 % ze zkoumanych jedincii 1. severského bylo pozitivni na
pritomnost hlistovek. V jejich ptipadé¢ byly zjistény hodnoty stfevnich hlistic primérné
6,63 % a mimostievnich 10,73 %. Tedy na rozdil od naSeho vyzkumu byla hladina
mimostfevnich hlistovek vyS$si neZ u stfevnich.

K odchytu naSich vzorkd bylo vriznych stitech vyuZito rozdilnych
feromonovych odparniki (Tabulka 1). Volba agrega¢niho feromonu, muze ovlivnit
odchyt 1. severského. K monitoringu a odchytu do lapact se v Ceské republice obecné
pouzivaji dva druhy feromonovych odparnikt a to ID Ecolure a Pheagr IDU, které jsou
zvefejnény v Seznamu povolenych pfipravkil na ochranu rostlin. V Polsku je uzivan
ptipravek Duplodor, schvaleny pro pouziti v mistnich lesich. Co se jejich ucinnosti
ty€e, pi1 porovnani téchto piipravki v porostech se 70 — 100 % zastoupenim smrku ve
veéku 60 — 80 let se feromonovy odparnik ID Ecolure projevuje signifikantné vyssimi
odchyty nez piipravky Duplodor a Pheagr IDU a to po celou letovou sezénu. Nejvetsi
rozdily se vSak projevovaly ve vrcholcich letové aktivity, pfedevS§im jarniho rojeni
(Holu3a et al., 2010).

Kiirovci rodu Ips v Evropé Casto obyvaji n€kolik druhii hostitelskych difevin, na
kterych se nachdzi vedle sebe. Proto i jejich nemoci se pro n¢kolik druhi mohou
ptekryvat. Naptiklad Gregarina typographi byla zjisténa u vSech vyznamnéjsich druhti

rodu Ips, zatimco jiné jsou specifické jen pro urcité druhy (Lukasova a Holusa, 2012).
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K pouziti patogent u klirovel jako biologické ochrany je stdle nedostatek informaci.
L. duplicati nema jako soucast biologického boje prakticky zadny vyznam. Aby byl
patogen efektivni, musel by mit na hostitele prokazatelny vliv. Chronickd nemoc se
stabilni infekéni hladinou neni vhodna k pouziti v biologické ochrané. Ve velkém
mnozstvi pfipadil je znama pouze struktura nemoci a infek¢ni hladiny. Je tedy nutné
vice rozvijet znalosti o vyvoji téchto organismu pro jejich mozné vyuziti v biologickém
boji (Lukasova a Holusa, 2012).

Napiiklad Forsse (1987) pfi vyzkumu letové aktivity 1. smrkového prokézal, ze
pfitomnost ¢i absence hlistic nemé¢la zadny vliv na délku letové aktivity tohoto klirovce.
Nebylo potvrzeno ani vyrazné ovlivnéni mortality kiirovcl s ohledem na pfitomnost
hlistovek v téle (Moore, 1955). Také diky pokusiim v produkci mikrosporidie
Ch. typographi se zjistuji stale nové informace a faze vyvoje tohoto patogenu. VSechny
tyto poznatky by mohly pfispét k lepSimu vyuziti v biologickém boji, pokud by se
neprojevilo onemocnéni jako chronické a ovliviiovalo né&jak zivot klrovce
(Tonka et al., 2010). Specidlnim piipadem jsou neogregariny, které se z tukového télesa
Sifi v podstaté az po uhynuti infikovaného klrovce a jsou n€kdy fazeny spiSe mezi
komenzaly (LukaSova a HoluSa, 2012). Soucasné vyzkumy jen potvrzuji, ze gregariny
poskozuji pomalu stievni epitel, ktery muize byt ale regenerovan a pokud skrze
poskozeni nevnikne do hostitele jiny patogen je efekt na Zivot kiirovce velmi maly
(Yaman, 2007).

Prokazatelného vlivu bylo dosazeno u experimentu kurovcld nakazenych
prvoky, ktefi prokazatelné zkratili délku zivota infikovanych jedinci oproti tém
kontrolnim (Kirchhoff a Fiihrer, 1990). Velmi slibnym pro vyrobu biopreparati se zda
houbovy patogen Beauveria bassiana (Balsamo — Crivelli, Vuillemin, 1912). Tento
patogen pokryva hostitele bilym myceliem a konidiemi. Je uZivan jako nahrada za
bézné chemické pesticidy v oblastech, kde chemickd obrana nemuze byt vyuzivana
(Roberts a Hajek, 1992). V Ceské republice byl s touto houbou jiz registrovan a je
uzivan ptipravek Boverol (Kybal a Kalalova, 1987).

Pro u¢inné vyuziti patogennich organismi v biologickém boji by tak bylo tfeba
zjistit  jeste¢ vesSkeré jejich vlivy na kiirovce, jako je omezeni letové
schopnosti, vitalitu, mortalitu béhem piezimovani, fertilitu a dalsi. Déle by bylo tieba se

vypotadat s okolnostmi obtiznych kultivaci a aplikace.
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7 ZAVER

- Byl vypitvan a zanalyzovan materidl z celkem 21 lokalit ve Svédsku, Polsku,
Ceské republice a Rumunsku

- Pramérnd infekéni hladina patogenu Larssoniella duplicati celkové za vSechny
staty je 16 %

- VRumunsku byla priméma hodnota 12,05 %, v Ceské republice
12,01 % v Polsku 15,89 % a ve Svédsku dosahla hodnota nejvyssiho vysledku
25,21 %

- I pfes skute¢nost, ze v ptivodnim ohnisku vyskytu I. duplicatus ve Svédsku byly
hodnoty infekce nejvys§i a v novéjsich z Ceské republiky a Rumunska

- Byla potvrzena domnénka, Ze mikrosporidie L. duplicati je pravdépodobné
chronickym onemocnénim se stabilni infekéni hladinou ve vSech oblastech

svého vyskytu
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