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Cile prace

Hlavnim hostitelem kdrovee Ips typographus (IT] je smrk. V niziich populatnich hustotach IT wyhledia
oslabeng nebo mrive stromy, pii pfemnoZeni napada i stromy zdrave. V obou pripadech jsou to
“pionyrit™ samci, ktefi whiraji hostitele a zahajuji kolonizaci tvorbou snubni kemdrky ped kirou

a produks agregaéniho feromonu. Uspéch kolonizace Fivych stromd je zévisly na mnostyi kolonizujicich
broukd, mnoZstvi produkovaného agregaéniho feromonu a na dostatené populadi broukd, ktefi mohou
byt feromonem pfildkdni. Je zfejmé, 22 vEt3 mnoistvi feromonu pfildka vEt3 pofet broukd a 1 tak
spolecné maji vysii 5anci na pripadné prekovani obrany stromu. Na druhé strané je produkce feromonu
energeticky narofna a pfilié vysoka hustota kolonizace sniZuje kvalitu nové generace. Je tedy moiné, Ie
kirowvci ndklady a prinosy kelektivni kolonizace optimalizuji. Jednim z moZnych mechanizm( takové
optimalizace miZe byt systém negativni zp&tné vazby prostfednictvim tykadel. U brouk( Anthonomus
grandis (Colecptera, Curculionidae), Leptinotarsa decemlineata (Coleoptera, Chrisomelidas) a Ips pini
{Coleoptera, Curculionidag) bylo prokazano, Ze jedinci bez tykadel produbyji v&t3 mnoistvi feromonu

v porovnani s intaktnimi brouky (Dickens et al, 1988, 2002, Ginzel et al., 2007). Také u IT samci bez
tykadeal vytvareji vétsi mnoistvi feromonu nef intaktni brouci (Veronika Hammerova, CZU FLD_BP 2020).
Feromon je tvofen ve stfevech samci. le smési dvou ldtek 2-methyl-3-buten-2-olu (MB) a cis verbenolu
{cWV). Zatimco MB vznika de novo v mevalonatove synteticke draze, cV je syntetizovan z alfa-pinenu
hostitele. Produkce MB, je regulovana prostiednictvim juvenilmim hormene (JH) uvolfiovansho

7 neurokrinniho systému corpora allata (CA) v maozku. Potrava, kterou samci béhem kolonizace pfijimaji,
stimuluje syntézu JH v corpora allata a ten nasledné reguluje expresi gend a regulaénich faktord
mevalonatove drahy (Tillman et al. 2004; Keeling a kol. 2004, Ginzel and Keeling, 2007). Antensktomie
u IT snizuje produkci MB, ale ne ¢V (Veronika Hammerova, CZU FLD_BP 2020).

Podstata pozorovaného negativniho viive antenektomie na produkci MB neni znama. Odstranénim
tykadel kirovei pfichdzeji o viechny fichové vjemy vEetnd schopnosti vnimat feromon. Cichové podnéty
jsou detekovany prostfednictvim Eichowych neurond (ORN) pfitomnych v Eichowych sensilich na
tykadlech. Molekuly vani stimuluji ORN a informace o podrazdéni je pfedavana do Eichowych center
maozku. Histologicky bylo prokazano, Ze antenalni lalok, primarni ichové centrum mozku je
prostfednictvim interneuront propojeno s mnoha oblastmi mozku vietné endokrinniho centra corpora
allata.
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Diplomova prace navazuje na praci bakalafzkou (Veronika Hammerova CZU FLD BP 2020): “Jsou tykadla
dilefitd pro regulaci produkce feromonu? a roziifuje problematiku bakaldfské prace o zjisténi, zda a jak
rizna expozice kiroved k Sichovym podnétdm vietné feromonu ovliviuje tverbu feromaonu.

Cilem prace bude 1) dopInéni pilotnich pokusi viivu odstranéni tykadel na feromonovou produke
provedenych v BP tak, aby wysledky mohly byt statisticky vyhodnoceny, 2) provedeni novych experiment(,
ve kterych budou samdi IT wystaveni riznym koncentracim agregafniho feromenu [pfipadné jimych latek)
se zameérem stanovit viiv této expozice na naslednou produkci feromonu. V praci tak budou porovnavany
dvé skupiny broukd: i) brouci, u kterjch bude tvorba feromonu vyvolana pfirczens Zirem a i) brouci,

u kterych bude tvorba feromonu stimulovéna experimentalné aplikad syntetického juvenilnino hormonu.

Metodika

Metodicky bude prace zaloZena na kvantifikad mnoistvi feromonu pomoc GC-FID a GC-MS.

WV 2021 literarni reterie

WIFVII 2021 metodicke seznameni
W= X1 2021 experimentalni prace
I-I. 2022 analyza dat

II-111. 2022 sepsani a podani prace

Oficiaini gokbumant * fesis pemEdElsks unnerzita v Praze * Kemycks 123, 259 00 Frans - Suchdal



Doporuteny rozsah prace

30-40

Kli¢ova slova

Ips typographus, aggregation pheromone, antennectomy, pheromone biosynthesis

Doporutené zdroje informaci

Birgersson, G. Host Tree Resistance Influencing Pheromone Production in Ips Typographus (Colecptera:
Scolytidas). Holarctic Ecology 12, no. 4 (198%): 451-56. Accessed March 24, 2021.
it/ fwwe jstor.org/stable/3682055.

Blomquist GJ, Figueroa-Teran R, Aw M, Song M, Gorzalski A, Abbott NL, Chang E, Tittiger C. 2010
Pheromone production in bark beetles. Insect Biochem Mol Biol. 40{10}):699-712. doi:
10.1016/j.ibmb.2010.07.013.

Dickens ). C., McGovern W. L., and Wiygul G. (1988) EFFECTS OF ANTENNECTOMY AND A JUVENMILE
HORMOME ANALOG OM PHEROMONE PRODUCTION IN THE BOLL WEEVIL {COLEQPTERA:
CURCULIONIDAE). Journal of Entomological Science: January 1988, Vol. 23, No. 1, pp. 52-55.
https://doi.org,/10.18474/0749-8004-23.1 52

Dickens, J.C., Oliver, ].E., Hollister, B., Davis, J.C., Klun, J.A., 2002. Brezaking a paradigm: male-produced
aggregation pheromone for the Colorado potato beetle. J. Exp. Bicl. 205, 192521933

Ginzel, M.D., Bearfield, ).C., Keeling, C.I., McCormack, C.C., Blomguist, G.)., Tittiger, C., 2007.
Antennally-mediated negative-feedback regulation of pheromone production in the pine engraver
beetle, Ips pini. Naturwissenschaften 94, 61-64.).

Jindra M, Palli SR, Riddiford L 2013. The juvenile hormone signalling pathway in insect development.
Annual Review of Entomology 58: 181-204. https://doi.org/10.1146f/annurev-ento-120811-153700

Lanne B.5., P. lvarsson, P. Johnsson, G. Bergstrim, A.B. Wassgren 1289 _Bisoynthesis of
2-methyl-3-buten-2-cl, a pheromone component of Ips typographus (Coleoptera: Scolytidae) Insect
Biochemistry 19(2): 169-167. https://doi.org/10.1016/0020-1790{89)30087-5

Seybold, 5., Bohlmann, 1., & Raffa, K. (20:00). BIOSYNTHESIS OF CONIFEROPHAGOUS BARK BEETLE
PHEROMOMES AND CONIFER ISOPRENCIDS: EVOLUTIOMNARY PERSPECTIVE AMD SYNTHESIS. The
Canadian Entomologist, 132{6), 697-753. doi:10.4039/Ent1326087-6

Tillman J5, Seybold 5). Jurenka RA. Blomguist G). 1999 Insect pheromones-an overview of biosynthesis
and endocrine regulation. Insect Biochemistry and Molecular Biclogy 29: 481-514

Tittiger C., and Blomquist GJ. 2017. Pheromone biosynthesis in bark beetles, Current Opinion in Insect
Science 24:68-74

Oficiaini gokbumant * fesis pemEdelsks unierzita v Praze * Kmmycks 123, 159 00 Frene - Suchdal


http://ww
https://doi.Org/10.lS474/0749-S004-23.l.52
https://doi.org/10

Predb&iny termin obhajoby
2021722 15-FLD

Vedouci prace
RMDr. Blanka Kalinova, C5c.

Garantujici pracovisté
Excelentni tym pro mitigaci

Konzultant
Ing. Jaromir Hradecky, PhD

Elektronicky schvaleno dne 1. 5. 2021 Elektronicky schvaleno dne 1. 3. 2022
prof. Ing. Marek Turéani, PhD. prof. Ing. Robert Marusdk, PhD.
Vedouci Ustavu Dékan

W Praze dne 0B. 03. 2022

oficigini dokument * Cesis ramedeiske unierzita v Fraze * Kamycks 128, 189 00 Frans - Suchdal



ProhlasSeni

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci na téma Vliv ¢ichovych stimulti na produkci
feromonu u karovce Ips typographus vypracovala samostatné pod vedenim RNDr.

Blanky Kalinové, CSc. a pouzila jen prameny, které uvadim v seznamu pouzitych zdrojt.

Jsem si védoma, ze zvetejnénim diplomové prace souhlasim s jejim zvefejnénim
dle zékona €. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach v platném znéni, a to bez ohledu na
vysledek jeji obhajoby.

V Praze dne 10.4. 2022

Podpis autora



Podékovani

Chtela bych velice podékovat RNDr. Blance Kalinové, CSc. za trpélivé vedeni
diplomové prace a odbornou i manualni pomoc, Ing. Jaromiru Hradeckému, Ph.D. za
analyzovani vzorkl, odbornou pomoc pii analytické casti diplomové prace a jeji
konzultace, Ing. Jifimu Synkovi za odbornou i1 manualni pomoc pii chovu Ips
typographus. Bez téchto lidi by tato diplomova prace nemohla vzniknout. Déle dékuji mé

roding, pratelim a spoluzakiim za veskerou podporu a trpélivost.



Abstrakt

Ips typographus (I. typographus) je jeden z nejvice znamych kalamitnich Skadct
smrkovych porostii. VyluCovanim agregacniho feromonu pfi kolonizaci hostitele samci
lakaji dalsi jedince z okoli. Na jejich poctu zavisi uspéch kolonizace. Je-li strom zivy a
v dobré kondici je potieba vétsi mnozstvi broukl k prekonani jeho obranyschopnosti.
Vétsi mnozstvi broukt produkuje kolektivné vétsi mnozstvi agrega¢niho feromonu. Je
mozné, ze brouci reguluji feromonovou produkci podle potieby, tj. v zavislosti na
mnozstvi feromonu v okoli kolonizovaného stromu. V ¢asti literarni reSerse se diplomova
prace zabyva a popisuje zakladni udaje a informace o Celedi kirovctu (Scolytidae),
popisem rozpoznavacich znaki a bionomie konkrétniho druhu Ips typographus
(Linnaeus, 1758). Déle rozebira popis tykadel a fyziologii ¢ichového vniméani, slozeni a
tvorbu agregacniho feromonu a jeho regulaci. Cilem této prace bylo doplnit mé predchozi
pilotni pokusy shrnuté v bakalaiské praci: , Jsou tykadla dulezita pro regulaci produkce
feromonu u Ips typographus?* (Veronika Hammerova CZU FLD BP 2020), ktera piinesla
zji§téni, ze brouci bez tykadel produkuji vice agrega¢niho feromonu nez brouci s tykadly.
V piedkladané diplomové praci jsem se pokusila o rozsifeni této problematiky a zjisténi,
zda je produkce feromonu zpétnovazebné ovliviiovana jeho piitomnosti v prostredi.
Metodika diplomové prace je zalozena na kvantifikaci mnozstvi dvou hlavnich
feromonovych komponent tj. 2—methyl-3-buten—2—-olu (MB) a cis—verbenolu (cV) v
extraktech stfev samcli pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS).
Byly provedeny ctyfi zakladni typy experimentt se samci s tykadly a bez nich. V prvnim
typu experimentu jsem porovnavala mnozstvi feromonu samcul pfirozené zavrtanych ve
smrkovych polinkach. U druhého experimentu jsem porovnavala mnozstvi feromonu po
aplikaci juvenilniho hormonu. Uvedené typy experimentt byly opakovanim experimentd
z bakalarské prace. Treti experiment porovnaval mnozstvi feromonu ve stfevech samcu,
u nichz byla feromonova produkce stimulovana piitomnosti par dvou hlavnich
komponent pryskyfice (o-pinenu a myrcenu), které jsou uvadény jako prekurzory
feromonové produkce. Ctvrty experiment porovnaval mnozstvi tvofeného feromonu u
broukli vystavenym raznym davkam feromonu. Z neznamych divoda prace nepotvrdila
mé diivejsi vysledky a nepfinesla jednoznacné vysledky vypovidajici o tom, zda je
produkce feromonu autoregulovana jeho pfitomnosti v okoli. V diskusi se zabyvam

kritickou analyzou, pro¢ tomu tak bylo.



Abstract

Ips typgraphus is one of the most known calamity pests of spruce stands. By
releasing aggregation pheromone during host colonization, males attract further
individuals nearby. The success of colonization depends on the numbers of beetles joining
the attack. Living tree in a good contition has strong defence ability that can be overcomed
by greater number of beetles. Greater number of beetles joining mass attack produce
higher amount of pheromone. There is a possibility that newly arriving beetles adjust their
pheromone production accordingly to pheromone amount around the attack tree. In the
introductory part of my master thesis, I describe the basic data and information about the
family of bark beetles (Scolytidae), the description of the species specific characteristics
and bionomy of a Ips typographus (Linnaeus, 1758). The introductory part also discusses
the antennal description and olfactory physiology as well as the composition and
production of the aggregation pheromone, and its regulation. The aim of this work was
to complete my previous pilot experiments published in my bachelor thesis: Do antennae
play a role in regulation of pheromone production in Ips typographus?‘ (Veronika
Hammerova CZU FLD BT 2020). and extend the investigation of the topic by
experiments aiming to figure out, whether and how exposure of beetles to pheromone and
non-pheromone olfactory stimuli affects the aggregation pheromone production. The
methodology was based on the quantification of the amount of two major aggregation
pheromone components e.g. 2-methyl-3-buten-2-ol (MB) and cis-verbenol (cV) in the
gut extracts of males using gas chromatography with mass detection (GC-MS). Four basic
types of experiments were performed. The first experiment studied the pheromone
production in the gut of males naturally boring in spruce logs. The second experiment
investigated the pheromone production in beetles after juvenile hormone application. The
third experiment determined the pheromone production in beetles exposed to resin
components a-pinene and myrcene. The fourth experiment aimed to figure out, whether
pheromones biosynthesis is negatively regulated by the pheromone presence in the
environment. The first two experiments were repetition of those performed in my
bachelor thesis, which provided evidence, that antennectomy increase the pheromone
production. The latter two experimental types were novel ones and aimed to investigate
how olfactory signals affect the pheromone production. For unknown reasons, the work
did not bring clear results. The results are discussed along with speculation as to why this

was the case.
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Uvod

Hlavnim hostitelem lykozrouta smrkového (I. typographus) je smrk. Pii nizké
populacni hustoté, karovcei napadaji predevsim oslabené jedince, u kterych snadno
prekonaji jejich obranu. Pfi pfemnozeni 1. typographus napada 1 vitalni stromy. Hostitele
vybiraji tzv. pionyrsti samci a tvorbou snubni komurky pod kirou zahajuji kolonizaci. Pti
tvorbé komurky produkuji agregacni feromon, na jehoZz mnozstvi zavisi Uspéch
kolonizace. Pomoci regulace feromonové produkce jsou samci schopni ovlivnit, jaké
mnozstvi broukti bude na hostitele pfilakano. Vice brouku produkuje vétsi mnozstvi
feromonu a to prilaka vice jedinct, ktefi maji vetsi Sanci na pripadné prekonani obrany
stromu. produkce feromonu je vSak energeticky narona a pfili§ vysoka hustota
kolonizace snizuje kvalitu nové generace. Je mozné, ze kurovci naklady a pfinosy
kolektivni kolonizace optimalizuji. Jeden z moznych mechanizmi takové optimalizace je
napfiklad systém negativni zpétné vazby prostiednictvim tykadel. U broukd Anthonomus
grandis, Leptinotarsa decemlineata a Ips pini bylo prokazano, ze jedinci bez tykadel
produkuji vetsi mnozstvi feromonu nez brouci intaktni (DICKENS et al., 1988, 2002;
GINZEL et al., 2006). Také u I. typographus vytvateji samci bez tykadel vétsi mnozstvi
agrega¢niho feromonu nez brouci intaktni (HAMMEROVA, 2020). Feromon je vytvaten
ve stievech samcu a sklada se ze dvou latek 2-methyl-3-buten-2-olu (MB) a cis verbenolu
(cV). Smés téchto dvou latek tvori agregacni feromon. MB vznikd de novo v tzv.
mevalonatové biosyntetické draze, zatimco cV je syntetizovan z o-pinenu hostitele.
Produkce MB je regulovana prostiednictvim juvenilniho hormonu (JH) uvoliiovaného
z neukrinniho systému corpora allata (CA) v mozku. Potrava, kterou samci béhem
kolonizace pfijimaji, stimuluje syntézu JH v CA a ten nasledné reguluje expresi genu a
regulacnich faktori mevalonatové drahy (KEELING et al. 2004; GINZEL et al. 2006).
Zjistila jsem, ze u I typographus absence tykadel zvysuje produkci MB, ale ne cV
(HAMMEROVA, 2020). Podstata zvyseni produkce MB po odstranéni tykadel neni
znama. Jelikoz jsou veskeré Cichové podnéty detekovany prostiednictvim cichovych
neurontt (ORN), které se nachazeji v Cichovych sensilach na tykadlech, odstranénim
tykadel pfijdou kiirovci o vSechny smyslové vjemy z tykadel. Neni jasné, zda se jedna o
nespecifickou fyziologickou zménu a nebo vypadek vnimani ne€kterych vyznamnych

¢ichovych informaci jako jsou hostitelské kairomony a nebo agregacni feromony.
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Cil prace

Podstata pozorovaného pozitivniho vlivu antenektomie na produkci MB
(antenektomie zvySuje produkci feromonu) neni znama. Tato diplomova prace navazuje
na predchozi bakalatskou praci ,,Jsou tykadla dulezita pro regulaci produkce feromonu u
Ips typographus?* (Veronika Hammerova CZU FLD BP 2020) a rozsifuje tuto
problematiku o zjisténi, zda a jak rizna expozice brouki k Cichovym podnétim
(rostlinnym kairomonim a feromonu) ovliviiuje tvorbu a produkci agregacniho
feromonu. Cilem této prace je doplnéni pilotnich pokusti provedenych v bakalafské praci
(vliv odstranéni tykadel na feromonovou produkci) a statistické vyhodnoceni. V této
doplnujici studii budeme zkoumat dvé skupiny broukt: a) samce, u kterych bude tvorba
feromonu vyvolana pfirozené zirem a b) samci, u kterych bude tvorba feromonu
stimulovana aplikaci syntetického juvenilniho hormonu. Pilotni experimenty budou
roz§ifeny o experimenty, ve kterych budou samci 1. typographus vystaveni tékavym
latkam hostitele (o-pinen, myrcen) a riznym koncentracim agregacniho feromonu se
zamérem stanovit zda expozice specifickym Cichovym podnétim ma vliv na produkci
feromonu. Metodicky bude prace zalozena na kvantifikaci mnozstvi feromonu

v extraktech stfev broukti pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci, GC-MS.

14



1. Literarni reSerse

1.1. Kurovci (Scolytidae)

Pod pojmem kirovci zahrnujeme brouky, ktefi pfevazné ziji pod kirou stromi a
zivi se floémem (polyfagni druhy) nebo kiarovce zivici se symbiotickym houbovym
produktem (nékteti Scolytidae a vSichni Platypodidae), ktery roste ve vyvrtanych
chodbic¢kach (Xylomycetophagus). Nékteti Scolytidae se také mohou vyvijet uvnitf
tvrdych semen a plodu (Spermophagus), uvniti diené vétvicek a malych stonku ¢i fapikt
spadaného listi (Myelophagus). Karovci obvykle ziji na rozptylenych stanovistich, ktera
jsou piihodna pro vyvoj pouze jednoho pokoleni broukd. Z toho divodu se nove vznikla
generace brouk(l musi po vylihnuti rozptylit a najit nova mista pro rozmnozovani. Tyto
dva atributy nam stanovuji, ze populace broukud zivici se floémem i broukt Zzivici se
symbiotickymi houbami, jsou velmi variabilni jak v prostoru, tak v ¢ase. Jednoduse zavisi
na prostorové a ¢asové dostupnosti vhodného hostitelského materialu. Proto je velmi
dilezité studovat jejich Casovou a prostorovou dynamiku, nejenom z hlediska

ekonomického, ale téz ekologického (LIEUTIER et al.; 2004).

1.2. Lykozrout smrkovy (Ips typographus, Linnaeus, 1758)

Lykozrout smrkovy, lidové znamy jako , kiirovec,” je brouk, ktery je rozsiteny v
jehlicnatych lesich v oblasti severni a sttedni Evropy. Napada predevsim oslabené smrky.
Je znamy jako tzv. sekundarni Skiidce, jelikoz napada stromy pievazné jiz poskozené
nebo oslabené jinymi abiotickymi faktory. Nejvice mu vyhovuji druhové chudé
monokultury se smrky, péstované mimo jejich pfirozené stanovisté. Pfi napadeni
zdravého a vitalniho smrku, by byl kiirovec zadusen kapkou smoly, jakmile by se provrtal
do kary. Na nevhodnych stanovistich jsou smrky vétSinou tak oslabeny, Ze nejsou
schopny se branit. To maze vést k masovému premnozeni kurovce a k naslednému
zniCeni vSech lest (DREYER & DREYER, 2019). Spolu s vyskytem lykozrouta
smrkového se také Casto vyskytuje houba Ophiostomata polonicum, ktera je pro smrk

siln& patogenni. Lykozrout smrkovy je jejim Gastym prenasedem (KRISTEK et al., 2004).

Vyskyt 1. typographus je také obvykle doprovazen lykozroutem lesklym
(Pityogenes chalcographus) a v dneSni dobé na vétSiné uzemi také lykozroutem

severskym (Ips duplicatus) (ZELENA ZPRAVA, 2020).
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Velikost kiirovee 1. typographus se pohybuje v rozmezi 4,0-5,5 mm, samicky
byvaji Castecné zavalitéjs§i. Zbarveni brouka je tmavohnédé az cernohnédé a po stranach
vice lesklé s vyraznym ochlupenim. Krovky maji v zadni ¢asti znacné vyhloubeni a jsou
matné s jemnymi teCkami. Na okrajich krovek se nachazi vroubkovani (4 pary zubul)

(KRISTEK et al., 2004).

L. typographus je druh preferujici smrk, ale ve vzacnych piipadech se maze vyvijet
i pod kiirou borovice a modiinu. Ve stiedni Evropé je jeho vyskyt nejvice zaznamenan v
horskych smr¢inach (do 2000 m n.m.), ale z divodu umélého zavadéni smrku se rozsifil
1 do mnohem niz§ich poloh. Doba rojeni a pocet populaci za rok zavisi na nadmorské
vySce. V niz§ich polohach (300-400 m n. m.) dochazi k prvnimu rojeni ke konci dubna,
obvykle se ttemi generacemi. V chlumech (400—600 m n. m.) dochazi k prvnimu rojeni v
polovin€ kvétna, zpravidla se dvéma generacemi. Na horach (nad 600 m n. m.) rojeni
probéhne az ve druhé poloviné kvétna nebo z pocatku Cervna a generace uz je prevazné
pouze jedna. Rojeni je zavislé na pocasi, a podle jeho pribéhu mize trvat 10-20 dnt

(KRISTEK, et al.; 2004).

Lykozrout smrkovy je polygamni druh, ktery se bézné pati s 1-3 samickami.
Pozerek ma tvar podélné hvézdice az se Sesti rameny. Rovné matecné chodby pokracuji
smérem nahoru i doll spolu s nékolika vétracimi otvory. Délka téchto chodeb muze
dosahovat az 10 cm a $itky 3 — 3,5 cm. Snubni komiirky se nachazi v kife (KRISTEK et
al., 2004; ZAHRADNIK & GERAKOVA, 2010)

Samicky nékolik dni usilovné pracuji na hloubeni matecnych chodeb, do kterych
pak zacnou klast vajicka. V jednom dni zvladnou naklast 1 az 2 vajicka a za cely svUj
zivot mohou v praméru naklast az 60 vajiCek. Z vajicek se po jednom az dvou tydnech
za¢nou lihnout larvy. Ty si zaCnou z matecné chodby vykusovat mensi chodbicky, které
vedou riznymi smeéry. Larvy se Ctyfikrat az pétkrat svléknou a nakonec zakukli. Ptiblizné

po dvou tydnech se z kukly lihne mlady dospély brouk (KRISTEK et al., 2004).

L. typographus je v piirodé prirozenou potravou neékterych predatorti. Mezi nejvice
zastoupené dravce patii napiiklad dravi brouci (Cleridae), mouchy (Dolichopodidae) a
parazitarni vosy. Druh predatora pak zavisi na druhu hostitelského stromu

(WERMELINGER, 2004).
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1.3. Anatomie tykadel
Tykadla jsou pro kirovce dalezitym smyslovym organem, ktery vnima piedevs§im
Cichové podnéty (ANDERSSON, 2012). Dilezitost tykadel, jako ¢ichového organu, byla
u karovel prokazana behavioralné (BORDEN & WOOD, 1966) i elektrofyziologicky

(PAYNE, 1970). Znalost morfologie tykadel je nezbytnd pro porozuméni ¢ichového
vnimani a chovani hmyzu. (PAYNE, 1973).

Tykadla u kirovct jsou parova a clankovana. Umisténa jsou na predni strané hlavy.
Bazalni ¢lanek je velky, rozsifujici se scapus, ktery vyrasta z tykadlové jamky (fovea
antennalis). Kromé tykadlového nervu, ktery jim probiha, obsahuje svaly ovladajici nejen
scapus, ale i druhy tykadlovy ¢lanek pedicellus. Zbyvajici tykadlové Clanky (4) tvori
stopku tykadla a jsou bez vlastni muskulatury (funicle). Posledni tykadlovy clanek je
roz§ifeny v palicku. (NAKLADAL, 2015 ; PAYNE et al., 1973).

Na ventralni plose paliCek nalezneme velké mnozstvi riznych druht sensil. Pii
morfologickém zkoumani tykadel bylo nalezeno $est riiznych druhti sensil Moeck (1968).
Jedna se napiiklad o sensilla chaetica — dlouhé, tuhé chloupky pfipevnéné na bazi
pohyblivou membranou. Muzou byt bud’ nerozvétvené, jednostranné, dvoustrané nebo
mnohostranné rozvétvené. Dal§im typem sensil kiirovct je napiiklad sensilla trichodea
typu I — jedna se o kratké, tenké chloupky, které jsou kloubové spojeny v dilku. Sensilla
trichodia typu II —jsou na rozdil od typu I dlouhé a tenkosténné chloupky, ostre $pic¢atého
tvaru a jemn¢ zahnuté. Sensilla trichodia typu IIl — jsou silnosténné a tupé zakoncené
chloupky s vyraznym zakfivenim. Poslednim typem je sensilla basiconica —jedna se bud’
o dlouhy typ, ktery je tenkosténny, vétSinou valcovity, ke konci se suzujici. Oproti tomu
kratky typ sensilla basiconica jsou kratké chloupky kolikovitého tvaru, které se vyskytuji
ve velmi malém poctu (PAYNE et al., 1973). Sensily rizného tvaru vnimaji rizné typy
smyslovych stimulil (mechanické, akustické, chemické). V nasem kontextu jsou
vyznamné Cichové sensily, které maji kutikularni sténu perforovanou drobnymi otvirky
(pory), kterymi Cichové aktivni latky pronikaji do nitra sensily k ¢ichovym receptorovym

neuronum.

Cichové receptorové neurony reaguji na pfitomnost specifické t€kavé latky zménou
svého elektrického potencialu. MiiZeme si je predstavit jako malické baterie, které se pfi
interakci s molekulou viin€ na maly okamzik zmeéni svoje napéti. Podrazdéni je vedeno

vlakny cichovych receptorovych neurond, které tvoii antenalni nerv do mozku, do
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primarniho ¢ichového centra v antenalnim laloku. Z né& pak jsou Cichové informace
vedeny do vysSich mozkovych center do houbovitych téles a lateralnich rohti mozku, kde
po integraci s jinymi smyslovymi signaly je vytvaren zaklad pro pfipadné chovani

(ANDERSSON, 2012).

Cichové sensily u Ips typographus nalezneme na ventralni strané palicky tykadla.
Jsou usporadany do charakteristickych 3, vice méné oddélenych smyslovych oblasti,
kterymi jsou Spicka tykadla a dvé oblasti husté¢ usporadanych sensil tvoficich

charakteristicky zprohybané pruhy (ANDERSSON, 2012).

Apre«ur? dwell HV curr det WD maq: PW HFV
4.97E-4 Pa 3.00 ps 4.00 kV 0.10 nA ETD 7.6863 mm 250 x 82.7 nm 508 um Volumescope AO153

Obrazek 1: Cichové sensily na ventrdlni strané palicky tykadla Ips typographus. Dva vinkaté prouzky jsou typickym

taxonomickym znakem pro tento druh.

Pro ktrovce 1. pini (GINZEL et al.; 2006) a pro né€kolik dalsich druhd broukut bylo
zjisténo, ze tykadla maji dilezitou funkci jako organ, ktery je schopen ovliviiovat
produkci feromonu. Poprvé byl tento regulacni systém popsan u mandelinky bramborové
(Leptinotarsa decemlineata) a pozdéji u nosatce bavlnikového (Anthonomus grandis)
(DICKENS et al.; 1988, 2002). V obou vyzkumech se zjistilo, ze jedinci bez tykadel
produkuji vys$s§i mnozstvi feromonu v porovnani s jedinci s tykadly. U L. decemlineata se
po aplikact JH III zvysila feromonova produkce v kombinaci s odstranénim tykadel
(antenektomie) az 200x. (DICKENS et al.; 2002). Také u A. grandis kde po aplikaci JH
nebo po antenektomii doslo ke zvySeni feromonové produkce (DICKENS e al.; 1988).
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Pii studiu 1. pini byla zjisténa nejenom vyrazn€ vétsi produkce feromond u samct bez
tykadel, ale také hladina mRNA gent mevalonatové drahy. Ta je dalezita pro syntézu
feromonu. Pfi odstranéni tykadel byly tyto geny indukovany ve velké mire, coz naznacuje
transkripéni regulaci produkce feromonu. Pfesny mechanismus této regulace neni znam.
Bylo vsak prokazano, ze glomeruly (ovalné struktury ptitomné v antenalnim laloku), jsou
propojeny prostifednictvim svych interneurontd i s oblastmi mozku, které reguluji

produkci JH (Corpora cardiaca a Corpora allata) (GINZEL et al.; 2006).

Veskeré odezvy cCichovych sensil jsou méfitelné elektrofyziologicky pomoci
mikroelektrodovych sond. K méfeni odezvy zcelého tykadla se pouziva
elektroantenogram (EAG), ktery méfi souhrnnou elektrickou odpovéd danym podnétem
aktivovanych Cichovych smyslovych neuront na tykadle. Signaly z tykadel po zesileni
lze zobrazit na PC obrazovce a jejich velikost a pribéh vyhodnocovat. Jako u vétsiny
senzorickych neuront, jsou i ¢ichové receptory spontanné elektricky aktivni a vykazuji

stalou nizkou trover vyboju na pozadi (LARSSON et al., 2004)

1.4. Primarni atraktanty

Primarni atraktanty jsou hostitelské tékavé latky, pfitahujici kirovce k vhodnému
hostitelskému stromu. Tyto latky jsou soucasti pryskyftice a pii poskozeni nebo oslabeni
stromu jsou vyluCovany do prostoru a kirovci jsou schopni je vnimat a orientovat se
pomoci ¢ichu ke zdroji viin€. Pro mnoho druhti kiirovct jsou primarnimi atraktanty velmi
vyznamné, ale pro 1. typographus neni tento jev pfili§ vyrazny. Nicméng, bylo zjisténo,
ze 1. typographus velmi citlivé vnima velké mnozstvi hostitelskych, nehostitelskych a
houbovych latek a jeho Cichovy repertoar je nesmirné bohaty (YUVARAIJ, 2021,
ANDERSSON, 2012).

O tom, jak kurovci L typographus nachazeji vhodného hostitele existuji dvé obecné
teorie. Prvni teorii je, ze brouci lokalizuji hostitelské stromy, pomoci volatilnich latek
stromu (primarni atrakce). Druha teorie predpoklada, ze brouci nalétavaji na hostitele
nahodné a vybiraji jedince ke kolonizaci po pfistani na zakladé chemickych podnéti
pusobicich na kratké vzdalenosti. Obé tyto teorie se vzajemné nevylucuji a kazda muze
primarné fungovat u kazdého konkrétniho druhu (KALINOVA er al; 2014;
ANDERSSON, 2012; SAINT-GERMAIN, 2007)
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Predpoklada se, ze samci I. typographus vhodného hostitele vybiraji podle jeho
zdravotniho stavu. Ke kolonizaci jsou vétSinou vhodné stromy oslabené, méné odolné,
nemocné, ¢i vyvracené. Zdravé stromy napada kiirovec pouze v pfipade premnozeni, kdy
je schopny svym vysokym poctem uspé$né piekonat obranyschopnost svého hostitele
(KAUSRUD et al, 2012 ; TOFFIN et al., 2017, RAFFA et al, 2016). Také se
predpoklada, ze oslabené stromy mohou byt charakterizovani jinym spektrem tékavych
latek v porovnani se zdravimi jedinci a tyto rozdily mohou ovliviiovat vybér hostitele

(NETHERER et al., 2021).

S pomoci elektrofyziologickych metod snimani aktivity ¢ichovych receptorovych
neuront bylo zjisténo, ze jedinci I. typographus vnimaji Siroké spektrum volatilnich latek.
(KALINOVA er al., 2014; KANDASAMY et al. 2016, 2019; SCHIEBE et al. 2011).
Jeden z hlavnich hostitelskych monoterpenti (0—pinen) je vyuzivan samci k pfeméné na
jednu ze slozek agrega¢niho feromonu (cV) (DVORAKOVA et al. 2011), na rozdil od
druhé slozky agregacniho feromonu (MB), ktery si ktirovec vytvaii z vlastnich zdroju (de

novo) (LANNE et al., 1988).
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Obrazek 2: Princip chemické komunikace u Ips typographus (BERRYMAN; 1988)

1.5. Agregacni feromon
Béhem vybéru vhodného hostitele pionyrskymi brouky je mozné, ze tékavé latky

ze smrku mohou pomoct s orientaci k vhodnému hostiteli. Po zavrtani do kiiry, produkuji
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samci hloubici snubni komurku vysoce atraktivni agregacni feromon, ktery laka dalsi
brouky obojiho pohlavi (tzv. sekundarni atrakce). Samci se pfipojuji ke kolonizaci,
samice se paii se samci ve snubnich komirkach. Hlavnimi komponenty agregacniho
feromonu 1. typographus jsou 2-methyl-3buten-2 ol (MB) a cis-verbenol (cV). CV je
produkovan i dal§imi druhy kirovct, avsak MB je specificky pouze pro I. typographus
(BERRYMAN; 1988; BYERS, 2004) .

V pozdéjsich fazich kolonizace jsou samci 1. typographus a s brouky asociovanymi
mikroorganismy produkovany dalsi latky jako je ipsenol, ipsdienol a verbenon
(SEYBOLD 1995, SCHLYTER 1987). Ipsdienol je typicka feromonova komponenta pro
vétsinu druha kirovcet, ale u 1. typographus hraje zanedbatelnou nebo zadnou roli. Dalsi
dve slozky, ipdienol a verbenon, inhibuji odpovéd na agregacni feromon a tak pusobi
jako antiagregacni feromony. Antiagregacni feromon reguluje hustota populace na daném
hostiteli a umoziiuje presmérovani piilakanych broukt na dalsiho nejbliz§iho hostitele.
Feromonové komponenty mohou byt tvoreny z hostitelskych prekurzorti nebo vytvareny

de novo (BERRYMAN, 1988).

1.6. Produkce feromonu a jeho regulace

V endemickych podminkach kirovec nema dostateCnou hustotu populace, aby
zabil zdravé hostitelské jedince, takze se snazi vyhledavat stromy oslabené nebo
odumirajici. Pokud je mnozstvi takovych stromt vysoké, obvykle umozni nartst
populace kirovet. K tomu dochazi, v disledku polomu ¢i jinych kalamitnich udalosti a
nebo v disledku snizeni odolnosti stromu vlivem klimatické zmény, sucha, vysokych
teplot, a jinych biotickych ¢i abiotickych faktori. Rychlé navySeni populace umozni
kirovcim zménu hostitele a ti zaCnou napadat i relativné zdravé stromy. Za pomoci
agregacnich feromont, se velka mnozstvi kiirovcd shromazdi na vybraném hostiteli a
kolonizuji ho. Velké mnozstvi kirovci dokaze prekonat obranyschopnost i zdravych
stromd. Samci L typographus tvoii agregacni feromon ve stfevé z prekurzort hostitele
(TITTIGER & BLOMQUIST 2016; GINZEL et al. 2006) nebo de novo  tzv.
mevalonatovou biosyntetickou cestou (GINZEL et al. 2006, LANNE et al., 1988).
Agregani feromon je atraktivni pro ob€ pohlavi a pisobi zvySeni hustoty populace
kolonizujicich brouk na daném hostiteli az do doby, kdy by dalsi navyseni vedlo ke
snizeni potravy pro vyvijejici se novou generaci. Nadméry pocet kolonizujicich broukt
vede ke zméné uvolniovanych tékavych latek z kolonizovanych stromu, ktera je

charakterizovana snizenim produkce agregacniho feromonu a nartstem produkce
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feromont anti-agregacnich (ipsdienol a verbenon) (SEYBOLD 1995, SCHLYTER
1987). To nasledné vede k rychlému poklesu nové kolonizujicich brouki na daném
stromé a k pfesmérovani jejich aktivity na stromy okolo stojici. Tyto zmény chovani jsou
zprostiedkovany smyslovymi informacemi z ¢ichovych receptorti nachazejicich se na

tykadlech (GINZEL et al. 2006; LIEUTIER et al.; 2004).

V pfirodnich  podminkach je produkce feromonu zahajovana Zirem.
Experimentalné je mozno syntézu feromonu vyvolat aplikaci juvenilniho hormonu.
(IVARSSON; BIRGERSSON 1995). Alternativné je mozné pozorovat tvorbu
agregacniho feromonu u samcu 1. typographus po expozici k param hostitelského stromu,

zvlasté a-pinen a myrcen. (SEYBOLD et al. 1995, DICKENS 1981).

Prvni agregacni feromon kurovce byl identifikovan u I. paraconfusus jako smés
ipsdienolu, ipsenolu a cis-verbenolu. Jednalo se také o prvni popsany viceslozkovy hmyzi
feromon. Strukturni podobnost mezi rostlinnymi monoterpeny myrcen a o-pinen a
feromonovymi slozkami ipsdineol a verbenol inspiroval navrh, ze karovci produkuji
svoje feromonové slozky za pomoci hydroxylaci prekurzort hostitelti. Ke konci 80. a 90.
let se zaCalo pochybovat o tom, ze by slozky terpenoidnich feromona ktrovce byly
vyhradné tvoreny pouze z hostitelskych prekurzort. Byers a Birgersson (1990) piedlozili
dikazy, ze ve straveé neékterych druhi kirovet, nebylo dostatek myrcenu, aby odpovidalo
mnozstvi produkovaného feromonu. Ivarsson a kol. (1993) dokazali, ze kompaktin, statin,
ktery inhibuje 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktdzu (HMGR) v mevalonatové
draze, inhiboval produkci ipsdienolu a E-myrcenolu v Ips duplicatus, coz poskytlo
neptimy dikaz pro biosyntézu de novo. Kompaktin také neinhiboval syntézu cis-
verbenolu, to odpovida tomu, ze cis-verbenol pochazi z a-pinenu hostitelského stromu
(TITTIGER & BLOMQUIST, 2016). Jako pifimy dikaz toho, ze kirovci syntetizuji
monoterpenoidni feromony ipsdienol a ipsenol de novo prosttednictvim mevalonatové
drahy, bylo prokazani inkorporace 14C-acetate a 14C-mevalonolactone do obou slozek u
L. pini and L. paraconfusus (TITTIGER & BLOMQUIST, 2016).Dnes uz vime, ze vétSina
slozek kturovcovych feromont je produkovana de novo. Avsak u nékolik slozek, vCetné
verbenolu, verbenonu a verbenenu a 1- a 2-heptanolu se stale predpoklada, ze jejich
produkce probiha pomoci prekurzori hostitelského stromu (TITTIGER & BLOMQUIST,
2016).
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Obrdzek 3: Prvni identifikované feromonové slozky kiirovce (ipsdienol, ipsenol a verbenol) (TITTIGER; BLOMQUIST
2016).

2-Methyl-3-buten-2-0l (MB) a (4S)-cis-verbenol (cV) jsou zakladnimi slozkami
agregacniho feromonu 1. typographu. Mnozstvi téchto dvou sloucenin v zadnich stfevech
je maximalni, v priabéhu prvnich nékolika dni po zavrtani béhem hloubeni snubni
komurky pod kiarou. Pozdéji, kdyz se samci spafi a samice kladou vajicka, mnozstvi
produkovaného MB a ¢V podstatné klesaji, zatimco dochazi k navyseni tvorby ipsdienolu

(Id) a ipsenolu (Ie) Id jako synergista a Ie jako inhibitor agrega¢niho feromonu

(SCHLYTER, 1987).

Schlyter (1987), ve své praci rozebira dveé hypotézy, jak k regulaci hustoty dochazi.
Predpoklada, ze regulace hustoty kolonizujicich broktu probiha jednim nebo obéma

mechanismy:

1. Kvantitativni hypotéza — kdy samci zpocatku kolonizuji hostitele v zavislosti
na mnozstvi vylutovanych tékavych latek. Cim vy$§i mnozstvi uvolnénych
agregacnich feromonu, tim vice samcl se pii kolonizaci od pivodniho
hostitele odkloni a soustfedi se na napadeni hostiteli v blizké vzdalenosti.

2. Kuvalitativni hypotéza — po spareni se snizuje produkce agrega¢niho feromonu
samci a dochazi k produkci vys$sitho mnozstvi latek, které snizuji atraktivitu

hostitele (inhibitort, jako jsou verbenon a ipsenol).(SCHLYTER, 1987).

Z kvantitativni hypotézy vyplyvaji alesponi dvé predpovédi: 1. Brouci mezi zdroji
rozliSuji s rtiznym mnoZstvim uvolfiovani a samci v porovnani se sami¢kami by méli byt
pfitahovani vyrazné méné k vys$§im mnozstvim. 2. RozliSovani by mélo byt vyrazné i

presto, Ze se zdroje od sebe nachazeji jen nékolik metra. Z kvalitativni hypotézy vyplyva:
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Pfitomnost Ipsdienolu a Ipsenolu by méla, pfi vys§im vylu¢ovaném mnozstvi, snizit pocet

pfitahovanych broukd.

Chemické udaje od Birgersson et al. (1984) a biologické idaje od Schlytera (1986)
a z vysledkll této studie, byla nakonec navrzena kombinovana hypotéza. Jsou v ni
zahrnuty jak kvantitativni, tak 1 kvalitativni mechanismy. Pfi vysokém mnozstvi MB a
cV dochazi k zahgjeni hromadného utoku a také se zvétsuje oblast Utoku, jelikoz mnoho
samcu skonc¢i na sousednich stromech. Agregace se pak prevadi do novych oblasti nebo
na nové hostitele, jakmile dojde k vyraznému poklesu MB a ¢V v kombinaci s narustem

mnozstvi ispdienolu a ipsenolu a dalSich moznych latek.

1.7. Biosyntéza ve stirevech

L. typographus pii kolonizaci pouziva kombinaci dvou feromonovych signali.
(agregaCni feromonovy systém). Jako prvni, samci vylucuji agrega¢ni feromon
v nejvys§Sim mnozstvi, hned po napadeni hostitele a laka tak dalsi jedince stejného druhu
a pomaha se synchronizaci ttoku velkého mnozstvi jedinci. Poté co prileti samicky, se
jeho produkce pozvoln€ snizi (SCHLYTER er al. 1987). Druhym signalem je
antiagregaCni feromon, kterym ktirovci reguluji kolonizaci na hostiteli a pfesmérovavaji
dalsi jedince na okolni stromy. Tim zaji§tuji dostatek potravy pro vSechny brouky
(DVORAKOVA et al. 2011). Jak kirovci dokazi rozpoznat optimalni hustotu zatim
nebylo ukazano, ale teorii je, Ze vyuzivaji rizné smyslové signaly (chemické, zvukové)
(SCHLYTER et al. 1987). Hlavni agregatni feromony 1. typographus tvoii dvé
komponenty - 2-methyl-3—buten—2-ol a cis—verbenol. Tyto slouCeniny jsou utvateny
v zadni Casti stfev u sameckd (SCHLYTER, 1987). SMB a cV byly ve stievée
identifikovaly i dalsi slouCeniny, jako napf. trans-verbenol, myrtenol, trans-myrtanol, 2—
fenylethanol, ipsenol a ipsdienol (Schlyter et al. 1987). U kiarovct byla testovana
atraktivita téchto slouCenin, avSak atraktivita se prokazala pouze u MB a cV. Jiné latky
nemély na ucinnost feromonu zadny vliv (SCHLYTER ez al. 1987). V pozd¢jsi fazi
dochézi kuvolfiovani antiagraga¢niho feromonu verbenol, ipsdienol a ipsenol

(SCHLYTER er al. 1987, DVORAKOVA et al. 2011).

Pro kazdou z téchto latek je odli$na biosynteticka cesta. Konkrétné u 1. typographus
MB je tvoren ve stievech samct de novo mevalonatovou cestou, zatimco pro ¢V vyuziva
hostitelsky isoprenoid a-pinen a hydroxyluje ho (DVORAKOVA et al. 2011). U obou

zpusobt je vSak syntéza regulovana riznymi vnitinimi a vn€j§imi faktory. Syntézu muze
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ovlivilovat pohlavi, vyvojové stadium, stafi broukd, jejich letova aktivita a zir v prib&hu

kolonizace hostitele (BLAHA, 2019).

Nejvyznamnéjsim podnétem, ke stimulaci feromonové biosyntézy je Zzir, ktery
poskytuje metabolické prekurzory a energetické zdroje pro syntézu feromonti. Zir je také
vyznamnym signalem pro endokrinni regulaci syntézy (SEYBOLD et al. 2000) U 1. pini
bylo prokazano, ze zir stimuluje produkci JHIII a ten nasledné ovliviiuje hlavni regulacni
enzymy syntézy feromonu. Produkce JHIII je ovladana mozkem klrovce a to
prostfednictvim neurohemalniho organu Corpora cardiaca (CC) a endokrinni zlazou

Corpora allata (CA) (BEARFIELD et al., 2009)

1.8. Mevalonatova draha (de novo) a syntéza juvenilniho

hormonu u hmyzu
Hmyz produkuje nékolik forem juvenilniho hormonu (JH), jedna se o jedinecné
sekviterpenoidni hormony, které reguluji embryonalni vyvoj, potlacuji metamorfézu a u
vétSiny druhti hmyzu indikuji syntézu vitellogeninu a produkci feromond. Dosud bylo
popsano Sest forem juvenilniho hormonu. JHI - JHVI, piicemz typ JHII je
nejrozsifendj§im typem juvenilniho hormonu u hmyzu. Uplna odpovéd na otazku, jak TH
reguluje mevalonatovou cestu a tudiz feromonovou produkci zatim neni znaméa (BELLES

et al., 2005).

Mevalonatova cesta je rozvétvena metabolickd cesta, ktera je zalozena na
reduktivni polymeraci acetyl-CoA, coz vede k velké rtiznosti isoprenoidnich sloucenin.
Pro vytvoreni farnesyl difosfatu (klicovy enzym, ktery hraje dilezitou roli pfi biosyntéze
u hmyzu) jsou zapotiebi specialni homoisoprenoidové meziprodukty a enzymy. Uplna
odpoveéd’ na otazku, jak hmyz obecné reguluje mevalonatovou cestu zatim neni znama

(BELLES et al., 2005).

Endokrinni regulace produkce feromont je pro ktuirovce narocna a zda se, Ze jejich
produkce uzce souvisi s regulaci JHIII a zirem. Je znamo, ze zir spousti biosyntézu
feromont, pravdépodobné pomoci stimulace CA, coz vede k produkci JHIIL. U nékterych
druh je pritomnost JHIII spoustécem pro produkci feromonu (1. duplicatus a 1. pini), u
nekterych k tomu tak neni (1. confusus a 1. paraconfusus). Tato zjisténi naznacuji, ze u

nékterych druha jsou dilezité i jiné faktory, napft. peptidovy hormon (TITTIGER 2017).
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Tato regulace je velmi zietelna u nékterych kiaroveu, jelikoz regulace JHIII je
dostacujici pro stimulaci transkripce genii u mevalonatové cesty, ale to neplati pro
aktivitu kodovanych enzymu. Regulace produkce feromont je slozita a proto je potieba

v budoucnu vytvofit dal§i vyzkumy, které mohou odhalit nové mechanismy.
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2. Material a metodika

2.1. Chov a sbér 1. typographus

Chov brouk® probihal v chovné mistnosti na fakulté lesnické a dievaiské Ceské
zemé&dé€lské univerzity v Praze. Brouci byli ziskavani ze skolnich lesnich pozemku
v Kostelci nad Cernymi lesy. Vybrané napadené stromy byly roziezany na cca 50 cm
dlouhé Spalky, které se nasledné prevezly do chladové mistnosti, ve které byly uskladnény
pii teploté 5 °C. Pred experimenty byla napadena polena pfemisténa do plastikovych
kontejnert v chovné mistnosti se svételnym rezimem L:D, teplotou 24-26 °C a vlhkosti
52-60 %. Jakmile zacali brouci vylétavat z polen (cca po 12 tydnech po premisténi),
polena byla odkornéna a wvylihli brouci byli taxonomicky rozfazeni. Pro chov bylo
vybrano priblizn€ 100 jedincu I. typographus, ktefi byli vypusténi na nové poleno
nenapadaného smrku umisténé v plastovém chovném boxu s vétraci miizkou a ventilaci.
Timto se zalozila nova F1 generace brouku, ktera byla pouzita ve vSech typech

experimentu.

2.2. Typy provedenych experimenti
Celkové byly provedeny nasledujici typy experimenta:

1. Prvnim z pokust bylo porovnani obsahu feromonu ve stfevech samcu bez tykadel a s
tykadly po pfirozeném 3—dennim ziru ve smrkovém poleni.

2. Druhym typem experimentd bylo porovnani obsahu feromonu ve stfevech samci bez
tykadel a s tykadly po aplikaci juvenilniho hormonu.

3. Tretim typem experimentd bylo porovnani obsahu feromonu samct bez tykadel a s
tykadly vystavenych pisobeni par prekurzord (o-pinen a myrcen)

4. Ve cCtvrtém experimentu bylo porovnani obsahu feromonu samcti bez tykadel a

s tykadly u broukt vystavenych nizké a vysoké koncentraci feromonu.
V kazdém typu experimentd bylo pouzito celkem 120 samci F1 generace: 60

s tykadly a 60 bez tykadel. Do doby extrakce stfev byly brouci uskladnéni v mrazicim
boxu pii teploté (-80°C).
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2.3. Vybér samcu

RozliSovani se provadélo u zivych broukl pomoci binokularni lupy pii 30x
zvétSeni. Pfi uchopeni brouka a natoCeni z boku lze pozorovat dvé rizné rozliSovaci
metody. Pouzita byla kombinace obou téchto metod. Prvni metoda je zalozena na rozdilné
hustoté chloupkl na pronotu. Sami¢ka ma na pronotu mnohem vétsi hustotu chloupka
(primé&rné 301 na 1 mm?) nez samedek (primérné 186 chloupkdi na 1 mm2). U této
metody je urceni pohlavi s presnosti 98,5 %, proto se pii ur¢ovani rozhoduje hlavné podle
ni (SCHYLER & CEDERHOLM, 1981). Druha metoda se zamétfuje na rozdilnou
velikost Celniho hrbolku. U samicky je hrbolek podstatné mensi a jeho nastup je
pozvolny. U samcu je hrbol vétsi a vystupuje témef kolmo nahoru. Tato metoda je vice
méné dopliiujici, jelikoz neni tak pfesna a spolehliva, ale kombinaci obou metod se
dosahuje téméf stoprocentnich vysledkt. Kontrola presnosti je pak provedena pfi extrakci

stiev, kdy dojde k vypreparovani sklerotizovaného penisu sameka (BLAHA, 2019).

Obrdzek 5- 6: Porovnani hustoty chloupkii na pronotu u samce (vlevo) a samicky (vpravo) (Canadian Journal of

Arthropod Identification)

2.4. Odstranéni tykadel
Odstranéni tykadel bylo provedeno bezprostfedné pred konkrétnim experimentem

za pomoci binokularni lupy (OLYMPUS SZ61) s 30x zvétSenim a pinzety.

2.5. 3-denni zir a aplikace JHIII
Prvnim z pokusa bylo porovnani obsahu feromonu ve stfevech samct bez tykadel
a s tykadly po 3—dennim ziru ve smrkovém poleni. Ob& porovnavané skupiny brouka
(intaktni a bez tykadel) byli pfeneseni na smrkova polena v plastovych boxech a po 3

dnech Ziru byli z polen vyloupani a sesbirani. Hned poté se zZivi kirovei rozdélili do 2
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skupin (intaktni a bez tykadel) po 10 broucich pro 3 opakovani. Skupiny se poté oddélené

vlozili do plastovych vialek a do mraziciho boxu (-80-C), do doby extrakce stiev.

U druhého pokusu se porovnaval obsah feromonu ve stfevech samct bez tykadel a
s tykadly, po aplikaci JHIII. Pro pokus bylo pouZzito celkem 120 broukd. Brouci byli
rozdéleni do 4 skupin: 30 intaktnich samct, kterym byl aplikovan juvenilni hormon; 30
intaktnich samci oSetfenych pouze rozpoustédlem; 30 samci bez tykadel, oSetienych
juvenilnim hormonem a 30 samci bez tykadel oSetfenych pouze rozpoustédlem (viz.

tabulka 1).

Tabulka 1: Prehled skupin broukii

Skupiny Intaktni brouci Brouci bez tykadel

JH I 3 opakovéani po 10 broucich 3 opakovani po 10 broucich

Aceton (kontrolni | 3 opakovani po 10 broucich 3 opakovani po 10 broucich

brouci)

Pii aplikaci JH a rozpoustédla byly pouzity nasledujici pomucky a chemikalie:
Binokularni lupa (OLYMPUS SZ61), pinzety, filtratni papir, injekéni stifikacka
(Hamilton o celkovém objemu 1 ul), stojan, Petriho misky, vata, aceton (PESTINORM
SUPRA TRACE, VWR CHEMICALS), juvenilni hormon III. (JH III SIGMA
10mg/0,5ml).

Pro kazdou skupinu byl aplikovan bud’ aceton, jako rozpoustédlo (0,5 ul acetonu)
nebo JHIII rozpustény v acetonu (0,5 pl roztoku JH v acetonu — koncentrace
10mg/0,5ml). Aplikace probihala pod binokularni lupou se 30x zvétSenim pomoci
injekeni stiikacky. Po oSetfeni byla kazda jednotliva skupina uzaviena do Petriho misek
se zvlhéenou vatou a po dobu 19 hodin se nechala v oddélené¢ uzavienych
polystyrenovych boxech pii pokojové teploté inkubovat. Po inkubaci se zivi brouci vlozili
podle jednotlivych skupin do plastovych vialek, mraziciho boxu (-80°C) a do doby

extrakce stfev.
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2.6. Hostitelské prekurzory a feromon
U tfetiho pokusu se porovnaval obsah feromonu ve stievech samcu bez tykadel a s
tykadly vystavenych po dobu 24 hodin ptusobeni par po aplikaci 1 pl jednoho ze dvou
hostitelskych prekurzorti (o—pinen; SIGMA ALDRICH 98% cistota, myrcen; SIGMA
ALDRICH 98% cistota). (KLIMETZEK & FRANCKE, 1980). Po uplynuti této doby zivi

karovci byli skladovani v mrazicim boxu (-80°C), do doby extrakce stiev.

U ¢tvrtého typu pokusu jsme studovali vliv expozice brouka ke 2 riznym hladinam
feromonu. Primérna hodnota mnozstvi produkovaného feromonu samce béhem prvnich
dni kolonizace je 100pg/denné MB a 1-2pg/denné ¢V (SCHLYTER 1987). Pro nase
expozi¢ni experimenty jsme vybrali koncentrace odpovidajici 10 a 100 BE (beetle
equvalenti) feromonu. Pred vlastnim experimentem jsme pfipravili zasobni roztok
feromonu (pomér MB:cV = 50:1) (ACROS ORGANICS 2-Methyl-3-buten-2-ol 97%;
Aldrich ¢V 95%). Jelikoz je MB teékava latka a cV tuha, byl roztok pfipraven navazenim
2,38 mg cV do vialky a poté byl ptidan 1 ml parafinového oleje. Teprve az po rozpusténi
cV se napipetovalo 29 ul MB, ktery byl nasledné pfidan do vialky. Tento zasobni roztok
ma odpovidal cca 1000 BE/10 pl. Pro roztok 1 (odpovidajici 100 BE/10 pl) bylo pouzito
100 pl zasobniho roztoku a 0,9 ml pfidaného parafinového oleje. Pro roztok 2

(odpovidajicil0 BE/10 ul) bylo pfidano 0,9 ml parafinového oleje do roztoku 1.

Experiment byl zahajen aplikaci 1 pl feromonovych roztoku o riizné sile na filtracni
papir v Petriho miskach. Poté byli do Petriho misek vlozeni brouci a byli exponovani
feromonu po dobu 24 hodin pii pokojové teploté. Poté byli brouci podle jednotlivych

skupin uschovani v plastovych vialkach v mraziciho boxu (-80°C) do doby extrakce stev.

2.7. Extrakce stiev
Pri extrakei stfev byly pouzity nasledujici chemikalie a pomucky: Binokuléarni lupa
(OLYMPUS SZ61), pinzety, filtracni papir, vialka s vnitinim insertem, vialka, pipeta (90
mikrolitra), suchy led, hexan (PESTINORM, Min. 99%, for GC — capillary grade) — jako

rozpoustédlo (90 mikrolitri), bromododekan — jako interni standard.

Kdurovci byli narkotizovani chladem. Extrakce probihala pod binokulari lupou se
30x zvétSenim. Za pomoci Spendliku jim byla rozeviena kiidla a nasledné se pomoci
pinzety pod Spic¢kou zadecku vypreparovalo stievo. Pfi extrakci se zaroveti zkontrolovalo
pohlavi, a to inspekci pfitomnosti penisu. Stfeva byla poté vlozena do predem

pfipravenych sklenénych 2ml chromatografickych vialek s vnitini sklenénou konickou
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vlozkou (insertem) (200 mikrolitri). Uvnitf insertu bylo pfipraveno 90 mikrolitrii hexanu.
Vialky pfi manipulaci musely byt skladovany na suchém ledé z diivodu vysoké tékavosti

hexanu a MEBU.

Vialky se stfevy byly uchovany v lednici 48 hodin. Po této dobé bylo rozpoustédlo
(hexan) s rozpusténymi feromony odsato za pomoci pipety od zbytku stfev. K odsatému
extraktu se jes§t¢ pfidalo 10 mikrolitru interniho standardu roztoku bromododekanu o
koncentraci 20 mikrogramt na mililitr hexanu. Hned tentyz den se vzorky analyzovaly

za pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci.

2.8. Plynova chromatografie s hmotnostni detekci

Plynova chromatografie je metoda pouzivana k déleni a stanoveni kapalin, plynu ¢i
pevnych latek s bodem varu okolo 400 °C. Pii vySsSich teplotach hrozi rozklad latek.
Rozd¢leni slozek probiha mezi dvéma fazemi, faze mobilni a faze stacionarni. Stacionarni
faze je nanesena na vnitini stény chromatografické kapilarni kolony, kterou pak prochazi
nosni plyn (helium, vodik nebo dusik), ktery slouzi jako mobilni faze. Nosny plyny by
mely byt dostatecné Cisté (99,9995 %). Volba plynu zalezi na tom, jaka rychlost analyzy
bude zvolena. Jedna Cast vzorku je poté vstfikovana do vyhrivaného injektoru. Dvé ¢asti
vzorku jsou poté odfouknuty pry¢. Mnozstvi vzorku se pohybuje vétSinou od 0,1-0,2 ul.
Vzorek se dale v injektoru odpaii a formou par je za pomoci nosného plynu unasen do
kolony. Na zacatku kolony se slozky ze vzorku se nejprve sorbuji na stacionarni fazi a
poté se desorbuji nosnym plynem. Tento proces se stale opakuje, az do doby, kdy se
slozky ze vzorku dostanou za az na konec kolony. Kazda slozka vzorku postupuje
kolonou rychlosti zavislou distribu¢nich konstantich ve stacionarni a mobilni fazi.
Rozdelené latky opousti kolonu v poradi rostoucich hodnot distribu¢nich konstant. Latky
jsou dale detekovany a identifikovany v MS detektoru, ktery umi reagovat na koncentraci

latek v nosném plynu.

Od nastiiku vzorku je v MS detektoru neustale registrovan jeho signal a vznika
graficky zaznam v podobé€ chromatogramu, zavisly na signalu detektoru a Case. Na ose y
je zaznamenana odezva neboli intenzita detektoru a na ose x je zaznamenan ¢as. Kazdou
z latek charakterizuje chromatograficky pik, tvaru Gaussovy distribuce. Podle polohy
piku Ize identifikovat latku. Plocha a vyska piku je tmérnd mnozstvi latky ve vzorku. Pik

popisyji tfi parametry: retencni Case tR, vyska piku h a Sitka piku, ktera je mérena bud’
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na zakladni linii wd nebo v poloving vysky piku wh (PODEHRADSKA &
VOZNAKOVA, 1997).

2.9. MS detektor

Detektor hmotnostni spektrometrie je iontoveé optické zafizeni, v némz dochazi
k separaci nabitych Castic ze smési plynnych molekul (iontd). Latky vstupuji do detektoru
ajsou nejdiive ionizovany a poté jsou tyto nabité ¢astice oddéleny podle jejich efektivnich
hmot (m/z). Na zakladé hmotnosti ionti a vztahu mezi molekularnimi a fragmentacnimi
ionty 1ze minit identitu vSech analyzovanych latek. Hmotnostni spektrum a jeho charakter
zavisi na postupu zavedeni vzorku do detektoru, podminkach a zplisobu ionizace,
usporadani analyzatora iontl a zpusobu registrace iontd. MS je velmi Casto vyuzivan

spolu s plynovou chromatografii. (Podehradska & Voziakova 1997).

2.10. Chromatograficka analyza

Analyza stfev byla provedena jednorozmérnou plynovou chromatografii s
hmotnostni spektrometrii (GC-TOF-MS) dvourozmérnym plynovym chromatografem
Agilent 7890 B, ktery byl vybaven kapilarnimi kolonou (DB - WAX UI: 15m x 0,25mm
x 0,25 pm) a hmotnostnim spektrometrickym detektorem s rychlym sbérem dat a
s analyzatorem doby letu TOF Pegasus 4 D (Leco Coporation, USA). Nastfik se provedl
pii teploté 20°C se splitovacim pomérem 1:3 do injektoru o teploté 275 -C (vyhtato
rychlosti 8°C/s). Teplotni program 1 D pece byl na zacatku 40 C, poté se pec postupné
zahtivala kazdou minutu o 10 °C, dokud nedosahla teploty 210 C. Od této hodnoty se
poté opét postupné ohtivala o 20 °C kazdou minutu, dokud nedosahla kone¢né hodnoty
320 °C. Tato hodnota byla nastavena po dobu 6 minut. Nosnym plynem bylo helium,
jehoz pratok byl 1 ml/min. Teplota pii prenosné linky plynu byla 280-C. Energie ionizace
u detektoru hmotnostni spektrometrie byla nastavena na—70 eV. Hmotnostni rozsah byl
35-500 m/z. Celkova doba analyzy byla 30 minut a aktiviza¢ni rychlosti 10 spekter/s.
Doba zpozdéni rozpoustédla byla 480 s. Celkova teplota iontového zdroje byla 250 -C.

2.11. Kvantifikace
Pii kvantifikaci se napted provedla identifikace latky (MB, cV). Poté se u jiz
identifikované latky nafedila série koncentraci (napiiklad 1pg —lug/ul) a ty byly za
pomoci GC-MS zméteny. Software, pouzivany k vyhodnocovani, byl vyuzit ke zméfeni

plochy pikli jednotlivych koncentraci. Nasledné¢ byl na zavislosti této plochy a
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koncentraci vytvoren graf. Plocha nami zjisténé latky byla dale zméfena a odeCtena z

koncentrace z kalibra¢ni kiivky za pomoci softwaru.

Obrazek 7: Dvojrozmérny plynovy chromatograf Agilent 7890 B s hmotnostnim spektrometrickym detektorem TOF

Pegasus 4D (Leco Coporation, USA) s a automatickym ramenem pro nastiik vzorkii (vlastni zdroj)
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Obrdzek 8-9: Prekryv XIC (m/z 71; m/z 94) chromatogramii znazoriujicich ukdzku poméru vybranych hmot

v syntetickych standardech. Vlevo pro MB, vpravo pro cV. Na ose x je znazornén retencni cas a na ose 'y je

zndzornéna intenzita iontu.
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Kvantifikace byla provedena na zakladé vyskytu a intenzité charakteristickych
iontd pro jednotlivé komponenty feromonu. Zatimco MB ma typické charakteristické
ionty 71 a 59, cV je charakterizovan ionty 94,109 a 107.

Na dopliiyjicim obrazku jsou znazornéna hmotnostni spektra MB a ¢cV. Pro MB
je zobrazen charakteristicky iont (m/z) 71, zatimco pro ¢V je to iont 94. Tyto

charakteristické fragmenty jsou ozna¢eny modrym kruhem.
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137 18 83_86
0 T T = T T
10 20 30 40 90 100

(mainlib) 3-Buten-2-ol, 2-methyl-
Obrazek 10: Hmotmosti spektrum MB s vyznacenym zdkladnim pikem (fragment oznaceny modrym
kruhem). V pravé casti obrazku je vykreslena struktura MB. Na ose x je zndzornéna hmotnost fragmenti,

na ose y jejich intenzita.
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Obrazek 11: Hmotmosmi spektrum cV’ s vyznacenym zdkladnim pikem (fragment oznacen modrym kruhem,).
V pravé casti obrazku je vykreslena struktura cV. Na ose x je zndzornéna hmotnost fragmentii, na ose y

Jjejich intenzita.
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3. Vysledky

V predchozich experimentech bylo prokazano, ze u broukd po zazrani i u brouka
po aplikaci JH, dochazi ke zvySené produkci MB i c¢V. Analyza GC-TOF-MS
neprokazala, ze by tomu tak bylo. Analyza také neprokazala, ze brouci s tykadly
produkuji méné feromonu v porovnani s brouky bez tykadel. Nasledujici grafy a tabulky
ukazuji porovnani jednotlivych hodnot MB a ¢V a konkrétni hodnoty u brouku s tykadly
a bez tykadel. Identifikace slouCenin byla provedena na zakladé shody reten¢nich ¢ast a
hmotnostnich spekter latek ve vzorku, s retencnim ¢asem se syntetickymi standardy, které
také byly pouzity pro kvantitativni analyzu. Dva chromatogramy jsou zobrazeny v modu
Extracted-ion chromatogram (XIC) a zobrazuji vlastnosti dané hmotnosti (m/z) a jeji

rozsah hmotnosti jako funkci Casu.

Tabulky (kvantifikace feromont) uvade€ji hodnoty odectené z kalibracnich kiivek
latek MB a cV. Plochy pikt byly odeCteny z chromatogramii, zobrazenych za pomoci
charakteristickych ionta pro jednotlivé latky (71 pro MB a 94 pro c¢V). Hladiny detekce
pro rizné latky jsou odlisné, protoze jejich detekce pusobi s rozdilnou citlivosti. Hodnoty
v tabulce pod LCQ, znamenaji v pfipadé MB, Ze je obsah mensi nez 0.6 ng, v ptipadé cis-

verbenolu je obsah mensi nez 1,5 ng.

3.2. Kvantifikace feromonové produkce u broukii po 3—dennim
Ziru

V prvnim pokusu se analyzovaly stfeva u broukt bez tykadel a broukt intaktnich
po 3—dennim ziru na smrkovém polenu. V tomto pokusu doslo v prvnim opakovani ke
zvySeni MB spiSe u brouku intaktnich (5,09 ng/brouka). Ve tfetim opakovani byla
naméfena vychylujici se extrémni hodnota (22,88 ng/brouka). Hodnoty cV
produkovaného brouky nebyly kvantifikovany z divodu malého mnozstvi, které je pod
limitem kvantifikace. Z divodu dvou nadhodnocenych vysledkd, byl pro vypocet
prumeérnych hodnot zvolen median, misto aritmetického primeéru. Prekryv XIC (m/z 71)
chromatogrami nam na obrazcich 13 a 14 znazornuje mnozstvi MB v intenzité iontl
v urCitém retenCnim Case. Pro lepsi prehled vysledkt byl také zvolen sloupcovy graf. Na
obrazku 12 je vidét pomér jednotlivych koncentraci MB po 3-dennim ziru. V tabulce 2 se

nachazi primérné hodnoty koncentrace v ng/brouka.
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Jednotlivé koncentrace MB - 3-denni zir
m Intaktni + zir ™ Bez tykadel + zir
25,0 22,88

20,0
15,0

10,0

5,09

5,0 2,78
1,45 1,54

Koncentrace v ng/brouka

2
Opakovani

Obrdzek 12: Sloupcovy graf zobrazujici koncentrace MB v extraktech stiev broukii po 3-dennim Ziru (Hodnoty 1,2,3
predstavuji jednotlivé extrakty z 10 broukii — replikace) (hodnoty 1,2,3 jsou hodnoty MB ve 3 extraktech, kazdy z 10ti
broukit).

Tabulka 2: Pritmérnd kvantifikace MB a cV v extraktech stiev broukii srovndavanych kategorii (bez tykadel x s tykadly).

Pro vypocet hodnot byl zvolen medidn.

Primérna hodnota koncentrace v ng/brouka
Vzorek MB cVv
koncentrace v koncentrace v
ng/brouka ng/brouka
Intaktni + Zir 1,5 <15
Bez tykadel + Zir 2,8 <15
Odhad LCQ (ng na brouka) 0,6 1,5
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Obrazek 13: Prekryv XIC (m/z 71) 3 chromatogramii zndzoriujicich mnozstvi MB v extraktech stiev broukii bez tykadel
po 3—dennim Ziru. Na ose x je zndzornén retenchi cas a na ose y je zndazornéna intenzita iontu 71. Hodnoty ZIB, Z2B

a Z3B znazornuji jednotlivé replikace).
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Obrazek 14: Prekryv XIC (m/z 71) 3 chromatogramii znazoriiujicich mnoZstvi MB v extraktech stiev broukii
intaktnich po 3—dennim Ziru. Na ose x je zndzornén retencni cas a na ose y je zndazornéna intenzita iontu 71. Z11, Z21

a Z31 reprezentuji jednotlivé replikace).

Srovnani obrazku 13 a 14 ukazuje, ze po 3—dennim ziru je tvorba MB vyssi ve
sttevech brouki bez tykadel nez u brouku s tykadly. Tento vysledek je ve shodé

s predpokladem. ¢V byl pod hranici pro kvantifikaci, coz je v rozporu s predpokladem.
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3.3. Kbvantifikace feromonovych komponent po aplikaci JH

Ve druhém pokusu, byl analyzovan obsah stiev u brouku s tykadly a bez nich po
oSetfeni JHIII. Z predchozich pokust (Veronika Hammerova CZU FLD BP 2020) a
odborné literatury byl predpoklad vysledka nasledujici: 1. Po aplikaci JHIII by brouci
meli produkovat pouze MB (de novo); 2. Produkce MB po aplikaci JHIII bude vyrazné
vyssi u broukt bez tykadel, podobné jako tomu bylo v experimentech v bakalaiské praci.
Mnozstvi MB v extraktech stiev bylo u vSech skupin brouki nameéfeno, avSak nejvétsi
hodnoty byly pozorovany u broukt intaktnich po aplikaci acetonu (primérna hodnota 3,4
ng/brouka). Nejmensi koncentrace byly naméteny u skupin bez tykadel s aplikaci JHIIIL
Hodnoty ¢V produkovaného brouky nejsou uvedeny, z davodu malého mnozstvi, které
se nachazi pod limitem kvantifikace. Obrazek 15 znazorfiuje pomér jednotlivych
koncentraci MB pro kazdou skupinu a opakovani. V tabulce 3 se nachazi primeérné
hodnoty koncentrace v ng/brouka. Pro jejich statistické znazornéni byl pouzit aritmeticky

prumér.

Jednotlivé koncentrace MB - JHIII

® [ntaktni + aceton ™ Bez tykadel + aceton Intaktni + JHIII Bez tykadel + JHIII

5,0
4,21

4,46
2,38

193 1,66
20 1,61 1, 139 1,59
’ 0,94

0,91 0,69
0,00 .
1 2

Opakovani
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Obrazek 15: Sloupcovy graf zobrazujici koncentrace MB v extraktech stFev porovndvanych kategorii broukii (intaktni
a bez tykadel) po aplikaci acetonu (kontrola) a JHIII (hodnoty 1,2,3 jsou hodnoty MB ve 3 extraktech, kazdy z 10ti
broukit).
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Tabulka 3: Priimérna kvantifikace MB v extraktech stiev porovndvanych kategorii broukii (bez tykadel a intektnich)

po aplikaci acetonu (kontrola) a JHIII. Pro vypocet hodnot byl zvolen aritmeticky priimér.

Primérna hodnota koncentrace v ng/brouka
Vzorek MB cv
koncentrace v koncentrace v
ng/brouka ng/brouka

Intaktni + aceton 3,4 <1.5
Bez tykadel + aceton 1,7 <15
Intaktni + JHIII 1,6 <1.5
Bez tykadel + JHIII 0,5 <1.5
Odhad LCQ (ng na brouka) 0,6 1,5

Obrazek 15 ukazuje, ze po aplikaci JHIII je tvorba MB vyssi ve stievech u broukt
s tykadly. Tento vysledek je v rozporu s predpokladem. ¢V byl pod hranici pro

kvantifikaci.

3.4. Kvantifikace feromonovych komponent v experimentech

s expozici brouki hostitelskym prekurzorum

U tretiho pokusu se analyzoval obsah stiev u broukd s tykadly a bez nich po oSetieni
prekurzory. Pfedpokladem byla vys$si produkce MB a ¢V u oSetfenych broukt. Nejvyssi
hodnoty koncentrace MB byly naméfeny u broukti bez tykadel. Koncentrace ¢V méla
nejvyssi hodnoty u broukt intaktnich. Na obrazku 16 je zobrazen pomér jednotlivych
koncentraci MB pro kazdou skupinu. Na obrazku 17 jsou znazornény poméry
jednotlivych koncentraci ¢V pouze u skupin s aplikovanymi prekurzory. V tabulce 4 jsou
zapsany prumérné hodnoty koncentrace v ng/brouka. Pro jejich statistické znazornéni byl

pouzit aritmeticky prameér.
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Jednotlivé koncentrace MB - prekurzory

® Intaktni + prekurzory ~ M Bez tykadel + prekurzory ™ Intaktni Bez tykadel

2,0 1,75

£

g

&1 1,19 1,22 110

= 1,02 ’

= 0,95 1,00 1, 0.86 0.90

Q>) 1,0 ’ ’=70,78 0,74 0,78

Q

g

[}

Q

g

v/ 0,0

1 2 3

Opakovani

Obrdzek 16: Sloupcovy graf zobrazujici jednotlivé koncentrace MB v extraktech stiev srovnavanych kategorii broukii
(intakini a bez tykadel) po vystaveni param hostitelskych prekurzori alfa pinenu a myrcenu. (hodnoty 1,2,3 jsou
hodnoty MB ve 3 extraktech, kaZdy z 10ti broukii).

Jednotlivé koncentrace ¢V

m Intaktni + prekurzory ~ ™ Bez tykadel + prekurzory

§ 8,0 7,4
g 7,0
s 60 4,6
& 50 . 4,3
> 40 2,9
§ 3,0 18 2,0
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g 0’0 -
M 7
1 2 3
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Obrdzek 17: Sloupcovy graf zobrazujici jednotlivé koncentrace cV' v extraktech stiev srovndvanych kategorii brouki
(intektni a bez tykadel) po vystaveni param hostitelskych prekurzorii alfa-pinenu a myrcenu. (hodnoty 1,2,3 jsou
hodnoty MB ve 3 extraktech, kaZdy z 10ti broukii).
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Tabulka 4: Priimérna kvantifikace MB a cV'v extraktech stéev srovndvanych kategorii broukii (intaktni a bez tykadel)

po expozici pardam hostitelskych prekurzori alfa-pinenu a myrcenu). Pro vypocet hodnot byl zvolen aritmeticky

primeér
Primérna hodnota koncentrace v ng/brouka
Vzorek MB cVv
koncentrace v koncentrace v
ng/brouka ng/brouka

Intaktni + prekurzory 1,0 5,0
Bez tykadel + prekurzory 1,0 2,7
Intaktni 0,9 <1.5
Bez tykadel 1,2 <1.5
Odhad LCQ (ng na brouka) 0,6 1,5

Obrazky 16 a 17 ukazuji, ze po expozici hostitelskych prekurzora je tvorba MB
stejna ve stievech brouku bez tykadel i u brouku s tykadly. Tento vysledek je v rozporu s
predpokladem. ¢V byl produkovan pouze u brouki vystavenych hostitelskym prekurzora,

coz je ve shodé s predpokladem.

3.5. Kbvantifikace feromonovych komponent po expozici k

feromonium

V poslednim pokusu byl analyzovan obsah stfev u broukll bez tykadel a intaktnich
po aplikaci feromonu. Aplikaci prekurzora byla predpokladem i produkce cV. Pro
porovnani byla provedena kontrola. Nejvyssi koncentrace MB byla nameéfena u broukt
intaktnich s koncentraci feromonu odpovidajici 100 BE (brouci ekvivalent). NejvyS§si
hodnoty cV byly naméfeny u broukt bez tykadel s koncentraci feromonu odpovidajici
100 BE. Nasledujici obrazky zobrazuji poméry hodnot. V tabulce 5 jsou zapsany
prumérné hodnoty koncentrace v ng/brouka. Pro jejich statistické znazornéni byl pouzit

aritmeticky primeér a median.
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Jednotlivé koncentrace MB - (10 BE)
m [ntaktni (10 BE) m Bez tykadel (10 BE)
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Obrdzek 18: Sloupcovy graf zobrazujici jednotlivé koncentrace MB v extraktech stiev broukii porovndvanych
kategorii (intaktnich a bez tykadel)po expozici feromonu (10 BE). (hodnoty 1,2,3 jsou hodnoty MB ve 3 extraktech,
kazdy z 10ti broukii).
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Obrdzek 19: Sloupcovy graf zobrazujici jednotlivé koncentrace MB ve stievech broukii srovadvanych kategorii
(intakini a bez tykadel) po vystavenim piisobeni feromonu (100 BE) (hodnoty 1,2,3 jsou hodnoty MB ve 3 extraktech,
kazdy z 10ti broulkai). Zbyvajici hodnoty u opakovani 2 a 3 jsou pod limitem kvantifikace.
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Jednotlivé koncentrace MB - (10 uL oleje)
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Obrdzek 20: Sloupcovy graf zobrazujici jednotlivé koncentrace MB v extraktech stéev broukii srovnavanych kategorii
(intaktnich a bez tykadel) v kontrolnim experimentu po aplikaci 10 uL oleje (hodnoty 1,2,3 jsou hodnoty MB ve 3
extraktech, kaZdy z 10ti broukii).
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Obrdzek 21: Sloupcovy graf zobrazujici jednotlivé koncentrace cV’ ve stievech broukii srovnavanych kategorii (bez
tykadel) vystavenych piisobeni feromonu (10 BE). (Hodnoty 1,2,3 jsou hodnoty cV ve 3 extraktech, kazdy z 10ti
brouldi)(cV u broukii intaktnich byl pod limitem kvantifikace).
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Jednotlivé koncentrace ¢V - (100 BE)

® Intaktni (100 BE)  ®m Bez tykadel (100 BE)
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Obrdzek 22: Sloupcovy graf zobrazujici jednotlivé koncentrace cV'v extraktech stiev srovndavanych kategorii broukii
(intaktni a bez tykadel) vystavenych piisobeni feromonu (100 BE) (hodnoty 1,2,3 jsou hodnoty cV ve 3 extraktech,
kazdy z 10ti broukii).

Jednotlivé koncentrace ¢V - (10 uL oleje)
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Obrdzek 23: Sloupcovy graf zobrazujici jednotlivé koncentrace cV ve stievech broukii srovnavanych kategorii
(intakini brouci x brouci bez tykadel) v kontrolnim experimentu (po aplikaci 10 uL oleje) (hodnoty 1,2,3 jsou hodnoty
MB ve 3 extraktech, kazdy z 10ti broukii).
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Tabulka 5: Priimérna kvantifikace MB a cV ve stevech broukii v§ech srovnavanych kategorii (intaktni x bez tykadel

exponovanych piisobeni 10 a 100 BE feromonu). Pro vypocet hodnot byl zvolen aritmeticky priimér.

Primérna hodnota koncentrace v ng/brouka
Vzorek MB cVv
koncentrace v koncentrace v
ng/brouka ng/brouka

Intaktni (10 BE) 1,0 <1.5
Bez tykadel (10 BE) 0,9 5,8
Intaktni (100 BE) 1,4 5,0
Bez tykadel (100 BE) 1,0 12,9
Intaktni + 10 uL oleje 0,7 1,8
Bez tykadel + 10 ul oleje 0,6 3,3
Odhad LCQ (ng na brouka) 0,6 1,5

Tabulka 5 a grafy 5-10 ukazuji, ze po expozici hostitelskych prekurzort je tvorba
MB vyssi ve stfevech broukt s tykadly a koncentraci feromonu odpovidajici 100 BE. CV

byl vice produkovan u broukti bez tykadel s koncentraci feromonu odpovidajici 100 BE.
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4. Diskuze

V této praci bylo zisténo:

1. U brouka bez tykadel po 3-dennim Ziru byla produkce MB vyssi nez u brouku
intaktnich.

2. U broukl po 3- denni ziru mél byt stimulacni efekt pozorovan pro oba hlavni
feromonové komponenty, avSak cV se nachéazel pod limitem kvantifikace.
Brouci intaktni produkovali vice MB po aplikaci JHIIL

4. Antennoktomie mé¢la zvysit produkci MB, ale ke zvySeni nedoslo.

5. Brouci po expozici hostitelskych prekurzora produkovali vétsi mnozstvi MB
u broukt bez tykadel a bez prekurzord. Nejvyssi mnozstvi ¢V bylo naméfeno
u brouk intaktnich s prekurzory.

6. Po aplikaci feromonu produkovali vétsi mnozstvi MB u brouci intaktni (100

BE). Nejvyssi mnozstvi ¢V bylo naméfeno u broukt bez tykadel (100 BE).

V této praci bylo zjisténo, ze brouci bez tykadel po 3-dennim ziru tvotili vice MB
nez brouci intaktni. Tento vysledek byl ve shodé s predpokladem, nicméné cV byl pod
hranici kvantifikace, coz bylo v rozporu s predpokladem. Jelikoz zir pfirozené indukuje
produkci agregacniho feromonu, predpokladaly se zvySené hodnoty MB i cV, ale v
ptipadé cV byl efekt antennoktomie nejednoznacny. Konkrétni studie uvadi, ze zir u
samcu stimuluje CA k syntéze JHIII a ten stimuluje feromonovou produkci ve stfevech.
(GINZEL et al. 2007). NaSe ziskana data nejsou dostate¢nd a nepotvrzuji schodu s

vysledky v odborné literature ani s pfedchozimi pokusy.

Po osetfeni JHIII tvortili vice MB brouci intaktni. To bylo v rozporu s nasim
predpokladem. Z predchozich experimentli vime, ze by po antennektomii mélo dojit
k vyraznému navyseni produkce MB. Vysledky s pfedchozimi experimenty tudiz nelze
porovnat. Stimulace produkce feromonu po antennektomii byla jako prvni pozorovéana u
mandelinky bramborové (Leptinotarsa decemlineata) a u nosatce bavlnikového
(Anthonomus grandis) (DICKENS et al., 1988, 2002). U jedinct bez tykadel doslo
k vyraznému zvySeni produkce feromonu. U nostace antenektomie zvysila feromonovou
produkci vice nez aplikace analogu JHIII hormonu (DICKENS et al., 1988) Ke stejnému
zjisténi doslo také u karovet 1. pini (GINZEL et al.2006).
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Podstata pozorovaného pozitivniho vlivu antenektomie na produkci MB v této praci
nebyla prokazana. Vysledky nelze doplnit a statisticky vyhodnotit s pilotnimi pokusy

provedenych v bakalarské praci (vliv odstranéni tykadel na feromonovou produket).

Pilotni experimenty byly rozsifeny o experimenty, ve kterych samci I. typographus
byli vystaveni tékavym latkam hostitele (o-pinen, myrcen) a riznym koncentracim
agregatniho feromonu se zamérem stanovit zda expozice specifickym cichovym

podnétim ma vliv na produkci feromonu.

Brouci jsou schopni vnimat §iroké spektrum volatilnich latek (KALINOVA et al.
2014; KANDASAMY et al. 2016, 2019; SCHIEBE et al. 2011). Jednim z hlavnich
hostitelskych monoterpenti je o—pinen sjehoz pomoci samci vytvaii jednu ze slozek
agregatniho feromonu - ¢V (DVORAKOVA er al. 2011). U jedinct vystavenych
hostitelskym prekurzoram (a-pinen, myrcen) byla primérna hodnota MB stejna u brouka
bez tykadel i intaktnich. CV byl produkovan pouze u broukt vystavenych hostitelskym
prekurzorim, coz je ve shodé€ s predpokladem. Hodnota byla vyssi u broukd intaktnich.
Z literatury vime, ze terpeny hostitelskych stromti mohou ovliviiovat pfitazlivost kiirovcti
ijejich agregacni feromony a ze byly zaznamenany jak synergicke, tak inhibicni ucinky.
a-pinen dokaze prilakat dvakrat vice broukll nez samotny feromon (ERBILGIN er al.,
2007). Hostitelské prekurzory také zvysuji produkci feromonu u Dendroctonus valens
(XU et al. 2014). Z téchto zdroju lze vyvodit, ze tvorba feromonu je silné ovliviiovana
rostlinnymi kairimony. I pfesto, Zze byly v této praci provedeny 3 opakovani, vysledky
neposkytuji dostaCujici data, predevsim v pripadé efektu antennoktomie a prekurzort u

cV a MB.

V poslednim pokusu byl po aplikaci feromonu analyzovan obsah stfev u broukt
bez tykadel a intaktnich. Koncentrace extraktd byly vypocteny jako brouci ekvivalenty
(BE), na zakladé poc¢tu brouki a objemu extraktd. Aplikaci prekurzord byla
predpokladem i produkce cV. Nejvyssi koncentrace MB byla naméfena u broukd
intaktnich s koncentraci feromonu odpovidajici 100 BE. Nejvyssi hodnoty ¢V byly
naméfeny u broukt bez tykadel s koncentraci feromonu odpovidajici 100 BE. Brouci tedy

reagovali nejvice na nejsilnéjsi koncentraci feromonu.

Brouci produkovali nizké mnozstvi feromonovych komponent (praimérna hodnota
pfi zacatku kolonizace je 100ul/denné u MB a 1-2 pl/denné u c¢V) (SCHLYTER 1987).

Dtvod pro¢ tomu tak bylo, neni znam. Jednou z moznych pfi¢in je dlouhodobé
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uchovavani brouku v lednici. Z diivodu rekonstrukce laboratofi, byli brouci uchovavani
v lednici po delsi dobu nez v predchozich experimentech (3-7 dni). Vzhledem k tomu, zZe
jde o jedinou zménu v experimentu, je mozné, ze toto je piicinou neobvyklych vysledki.
ProtoZe neexistuje zadna studie, zabyvajici se délkou uchovavani broukt v chladu, nelze

tuto domneénku oveérit.

Vysledky této prace tak mohou byt povazovany za predbézné, vyzadujici opakovani

a statistické zpracovani.

5. Zavér

Nase pokusy ukazuji nejednoznaéné vysledky. Antenektomie neprokazala
nespecifickou fyziologickou zménu v oblastech regulujici feromonovou produkci. Také
pfimo neukazala, ze je tvorba feromonu zavisla na ptitomnosti specifickych ¢ichovych
podnétu jako jsou rostlinné kairomony a agregacni feromon. Nejednoznacnost vysledku

vyzaduje opakovani a nasledné statistické zpracovani.
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