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MORAVCOVA, MARTINA, 2010:

SEZONNI ZMENY HLADINY ADIPOKINETICKYCH HORMON U
U LYKOZROUTA SMRKOVEHO ( IPS TYPOGRAPHUS L.) [SEASONAL CHANGES
OF ADIPOKINETIC HORMONE IN SPRUCE BARK BEETLE ( IPS TYPOGRAPHUS
L.). BACHELOR THESIS, IN CZECH] — 29 p., FACULTY OF SCIENCE, THE
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ANNOTATION:

The aim of the thesis was to analyze and to quaiité adipokinetic hormones (AKHSs) of the
spruce bark beetldps typographus The RP HPLC was employed for the AKHSs
identification, and a competitive ELISA for theiantification. Those methods indicated that
the Peram-CAH-I and Peram-CAH-II could be the Akdphnesentatives, and that their levels
fluctuate during a year. The results also suggesitedl the hormones might substitute
themselves within certain periods of the year.
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1. UvOD
1.1. LykoZrout smrkovy (Ips typographug..)

LykoZrout smrkovy je jednim z nejznéjich a zarové nejzavazmgjSich Skidci
lesnich porost s pg'evahou smrku v celé isdni Evrog. Kalamity zgisobené lykoZzroutem
smrkovym jsou zaznamenavany jiz od 15. stoletinPrgzsahlé femnoZzeni prothlo v 19.
stoleti, ndsledovala kalamita po Il.égwé vélce a posledni rozsahla gradace propuki@a v 7
letech dvacatého stoleti. V3echtiyzasahly vyznamnou &nou i porosty vCeské republice
(Skuhravy, 2002).

Lykozrout smrkovy Ips typographusL.) se fadi do celedi nosatcovitych
(Curculionidae), pogkledi kirovcovitych Scolytinag, fadu brouk (Coleopterd. Jedna se
o drobného, h¥docerného, matklesklého brouka velkého 4,2-5,5 mm. Celé ma pokryté
jemnymi zZlutymi chloupky, coz jej spolu s dalSinmaky odliSuje od ostatnich zastipodu
Ips (Skuhravy, 2002). Vajka jsou ovalna a v po¥ru k velikosti brouka mala. Vylihla larva
je bild a beznoha. Dod&a larva tetiho instaru @i 5-7 mm. Kukla je téz bila, dlouha 5-6 mm
a jsou na ni rozpoznatelné budouci organy (Zun8519 LykoZrout smrkovy néastji
obyva smrk ztepilyRicea abiey a to v jeho spodni aistinic¢asti, kde je &ra rozpraskana
a Supinata. Zivi se zde lykem. Vybira si hl&awsiromy oslabené, poskozediéstaré. Tyto
stromy se nedokazi efekti&rranit naletu brouk Pri piemnoZeni brouci napadaji i zdravé
stromy, které se brani vylévanim pryske. LykoZrout smrkovy se #ie vyskytovat i na
jinych zastupcich smrkuftipadré jinych druzich jehlinatych stromy, nagiklad modinu,
borovici nebo jedli (Skuhravy, 2002).

Pfi napadeni stromu lykozZroutem smrkovym hraje vyzmam roli olfaktoricka
orientace. V prv&ad se uplatuji tzv. primarni atraktanta vytovand samotnym smrkem,
kterd jsou vSak velmi nestala. Timtougpbem pionyrsti samci z jara vyhledavaji vhodny
strom. Po napadeni stromuc¢mau samci vyldovat agregéni feromony. Tento stav trva
n¢kolik hodin az dni (Birgersson a kol., 1984). Naeggtni feromony reaguji saktky
(i dalSi samci), které ipétaji do jiz pipravenych snubnich koirek, kde poté dochazi

k rozmnoZzovani.

1.1.1. Zivotni cyklus
Zivotni cyklus lykoZrouta smrkového je velmi zayisia teplok. Teplotré podmirgné
je rozmnoZovéni, letova aktivita i mortalitéhem zimniho obdobi. Cely vyvoj jedince trva

6-10 tydni v zavislosti na podminkach, ve kterych se vyviji.



Samec okamaitpo naletu na strom vyhlodava snubni koko a laka do ni sartky
agreganimi feromony (viz. vySe). RPase obvykle se d¥ma az temi (@i velkém gemnozeni
az pti) samtkami. Ty po oplod#éni vykusuji vertikalni mataé chodby, po jejichZz stranach
snasi vajika. V ptiméru snesou 60-80 vapgk (Wermelinger, 2004)ipprvnim ovarialnim
cyklu v optimalni teplat 15-25 °C. V rozmeziéthto teplot trva vyvoj vatka 6-12 did.
Nasleduje postupné lihnuti larev v zavislosti ndédddy byla vajétka snesena. Larvy se
postupr proziraji do lyka a vyti&ji chodby kolmé na chodbu m&teu. Larva se vyviji po
dobu 11-30 da, pricemz vyvoj zavisi na abiotickych faktorech, a nastese larva itetiho
instaru gemenuje v kuklu. Stadium kukly rive byt oldas nalezeno idnem gezimovani. Po
6-17 dnech se z kukly vylihne brouk, ktery je zpbily a postupentasu tmavneCerstw
svletend imaga nejsou schopna okamzitého rozmnoZovégjprié musi protlat tzv.
zralostni zir, Bhem r¢hoz se jim vyviji letova svalovina a pohlavni orgaixistuji jisté
rozdily mezi pohlavim. Samicim muséHem zralostniho Ziru dozréat ovaria, zatimco samci
maji zralé pohlavni organy jiz po imaginalni ekdgsiralostni Zir slouzifpdevsim k rozvoji
|étacich sval pred rojenim. Samci dikg¢asné zralosti pohlavnich orgakorci Zir dive,
takZze se projevi jejichipvaha na pgatku rojeni (Dolezal, 2002). em roku se obvykle
pIné vyvinou d¥ generace lykoZrouta smrkovéhai piiznivych teplotnich podminkach
v nizSich polohach iiit Vlivem teploty na rychlost vyvoje se zabyva ggdWermelingera
a Seiferta z roku 1998 a 1999.

Jedinci tohoto druhu zpravidla hrom&dpoustji zimovise za teplych a sluraych
dni koncem dubna a na gdtku kwtna, aby vyhledali vhodna mista k zaloZeni novéeggre
— tento jev se nazyva jarni rojeni. Letni rojendfpeoti jarnimu vice rozptylené (Zumr, 1985).
Nastava od polovingervence do prvnich srpnovych tdnNékdy, jak jiz bylo zmigno,
pozorujeme iieti rojeni, které probih& za enorérpriznivych podminek az do polovinyiza
Nowv¢ zaloZzena generace brduk tretiho rojeni nedokdtje do nastupu nizkych podzimnich
a zimnich teplot pl& svij vyvoj a prezimuje v podob kukly ¢i pohlavré nedozralého brouka
(Martinek, 1957). Doft tydni po hlavnich rojenich (jarni, letni) seibeme setkat s tzv.
sesterskym i@rojenim. Sandky opousdji v tuto dobu maténi chodby a zakladaji nové
sesterské pokoleni naiypmdnim nebocastji nové napadeném strainbez dalSi kopulace.
AvSak ped samotnym zaloZenim sesterské generace musicksanprojit kratSim

regenerénim Zirem. Zakladanim sesterského pokoleni sevahiartinek (1961).



1.1.2. Frezimovani a diapauza

LykozZrout smrkovy pezimuje pod &rou stronti stojicich i padlych, ¢kdy prezimuje
i v hrabance v bezprdasdnim okoli stromu (do 5 m). Bet pezimujicich jeding se
vzdalenosti od stromu prudce klesa. Procertezipujicich broui v hrabance se zvySuje
v zavislosti na tom, zda-li posledni generace das@yvojového imaginalniho stadia a zda-li
tato imaga proglala zralostni Zir. Kromh dosglca prezimuji v kire v malé me i ostatni
vyvojova stadia lykozZrouta smrkovéhoeins vajicek (Zumr, 1985).

Mortalita bthem zimniho obdobi je velmi vysoka. U délsph brouki neggeziva zimu
49 % jedin@, avSak u larev se jedna az o0 91 % a u kukel o §ea&dcoli, 2002). Z vlastniho
pozorovani jsem zjistila, Ze v zimnim obdobi saikeknalézaji sitli brouci a larvyci kukly
jen vyjimeiné. Prezimujici mladSi vyvojova stadia je moZwiastji pozorovat v nizSich
polohach, pipadre v leZzicich kmenech zapadanycktsem. Mortalitu lykozZrouta smrkového
neovliviiuje pouze teplota, ale i pokryti napadeného straminem hem zimy. Diky
izolacnim vlastnostem shoveé vrstvy jsou lykozrouti konfrontovani s péme konstantni
teplotou 0 az -2 °C, kterad pozastavi vyvoj, alepisobi masivijSi thyn (Dolezal — osobni
skleni). DalSim faktorem, jenZz oviiwje mortalitu pezimujicich brouk, je pgritomnost
Siroce roz&enych parazitoitl (organismus vyvijejici se ¥le hostitele v podablarvy a po
dokorteni vyvoje hostitele usmrti a zpravidla i zkonzue)ujako napiklad kovownka
kladélkatd Roptrocerus xylophagorum¢ei lumcik dutohlav Coeloides bostrichorum
(Faccoli, 2002).

LykozZrout smrkovy peziva nefiznivé podminky zimy poddkou smrku v klidovém
stavu. Zakladnim terminem pro jakékoliv podobndaseni vyvoje, obvykle doprovazené
utlumenim metabolizmu, je dormance. DormantZzeme déle &it na kviescenci a diapauzu.
Kviescence je fima odezva jedince na nedostatek limitujiciho faktdtery poklesne pod
fyziologicky prah (Kosgal, 2006). Jedinec zpomdili zastavi suj vyvoj, ktery se opt obnovi
po odezgni negiznivych podminek. Diapauza je vim¢ fizeny proces, ktery trvagkolik
dni az nésiai. Jedna se o hlubSigyuSeni vyvoje spojené se zpomalenim fyziologickych
procesi. Behem diapauzy jedinci n&maji potravu, a pokud ano, pak jen ve velmi malé
mnozstvi (Hahn a Denlinger, 2007). Reégrje zastaveno rozmnoZzovani, dochazi k redukci
létacich sval a rozvoji tukovéhodesa (Dolezal, 2002). Tukovéléso slouzi mimo jiné jako
z&soba energetickych rezerv rrapnani nefiznivych podminek. Diapauzutbeme dlit do
tii fazi — pre-diapauza, diapauza a post-diapauhaeB pre-diapauzy pokfaje vyvoj, ale
diky podrétim z okoli (nap. fotoperioda, teplota, ¥grpani zdroje Zivin, kvalita potravy, ... )

piechazi jedinci do diapauzy. Post-diapauza (kviesgemastava ip zméne limitujicich



fakton, tak aby mohl pokkgvat vyvoj. BEhem této faze se vSak vimimi faktory (hormony)
inhibuje vyvoj. Inhibice slouzi na&fklad k zabra#éni predcasného vyvoje i kratkodol
zvySenych jarnich teplotach (K@, 2006).

U lykozrouta smrkového zahrnuje obdobi dormance dapauzu, tak kviescenci.
Hlavnim faktorem indukujicim imaginalrdiapauzu (pre-diapauzu) wimdnich populaci
lykoZrouta smrkového je fotoperioda. V laboratorne®perimentu bylo prokdzano, Ze
kritick& délka swtelnécasti dne i niz dochazi u 50 % jedifdk indukci diapauzniho vyvoje,
je 14,7 hodin (Dolezal a Sehnal, 2007a). To odpwlruba polovié srpna. Od této doby
dochazi v pirod¢ k postupnému zastaveni reprodukce, brouci snigtpvou aktivitu, coz
souvisi s postupnou redukci létaci svaloviny (Dalez Sehnal, 2007b), atripravuji se
intenzivnim Zirem spojenym s hrongadm energetickych rezerv nafggimovani. Tomu
odpovidaji i poty broukii odchycenych do feromonovych laaod 25.8. do 14.9.200D6r.
1). Diapauza byva uka@ena v polovid prosince a naslednprechazi brouci do post-
diapauznho stavu - kviescence. U lykoZrouta smrikovéeni pesré znamo, jakym zfisobem
piechazi z diapauzaniho do kviestwiho stavu. V laboratornich podminkach pvysené
teplo€ a prodlouZeni fotoperiody, po prddni kratSiho Ziru, Zamou byt kviescetni brouci

pIné aktivni jiz po 10 dnech.

Pocet odchycenych imé
lykoZrouta smrkového
|_\

o
o
(@)

Obr. 1 Paet brouki odchycenych do feromonovych l&gar lokalit¢ Kubova H& (1100 m
n.m.). Primérné hodnoty zeft lapaa (Dolezal — nepublikovano).



1.2. Endokrinni soustava hmyzu

Endokrinni soustava hmyzu jéstg spjata s nervovou soustavou. Oproti nervové
sousta¥ pracuje relativé pomalu a s dlouhodéf$im &inkem. Hormony, které nachazime
u hmyzu, maji neetrg funkci. Ridi metabolické &e, vyvoj, rist, reprodukci, svalovou
aktivitu a mnoho dalSich prodes

U hmyzu nalézame dvhlavni endokrinni soustavy, které produkuji horsnon
a rekolik dalSich busk s endokrinni funkci. Prvni skupinou je komplexjgmy s hmyzim
mozkem, ktery zahrnuje jeho neurosekretorickéklgua endokrinni Zlazy corpora cardiaca
(CC), kde je produkovan adipokineticky hormoneataré dalSi neuropeptidy, a corpora allata
(CA), v nichZ se syntetizuje juvenilni hormon. C8&vit slouZi i jako neurohemalni organ pro
mozkové neurohormony. Usti sem zad@mi axor nékterych neurosekretorickych bekn
mozku. Druhou soustavou jsou prothorakalni zlazy,kterych se produkuji ekdysteroidy.
Prothorakalni Zlazy maji nepravidelny tvar a ngiéga zpravidla v prvnim hrudnigianku.
Mezi dalSi buiky s endokrinni funkci p#t neurosekretorické lalkky ganglii &isni nervové
pasky, endokrinni hiky steva a epitrachealni hky. Hormony jsou syntetizovany

i v gonadach, kteréidi predevsim rozmnozovani.

1.2.1. Adipokinetické hormony

Adipokinetické hormony (AKH) jsou malé neuropeptigyodukované, jak jiz bylo
zmiréno, v CC. Tento orgén jefady drulii hmyzu tvden zasobnim a Zldzovym lalokem. Je
umisen tak, Ze piléha k aork, kde se z & do hemolymfy uvaiuji hormony (Vullings a kol,
1995). Jednéa se o jedny z nejlépe prozkoumanycimdrdr, které pati do skupiny peptidl
zvané RPCH/AKH rodina (red pigment concentratingrnfume/adipokinetic hormone
family). Dnes zname zhruba 50 zastuupéchto hormo#n, které byly nalezeny u mnoha
raznych druli hmyzu (Gade, 2009). Prvni struktéroharakterizovany AKH pochazel ze
sarare Locusta migratoriaa byl to wibec prvni hmyzi neurohormon, éjh byla objastna
primarni sekvence aminokyselin (Stone a kol., 19P6yle dnesni nomenklatury se odrea
jako Locmi-AKH-I.

Adipokinetické hormony maji funkci stresovych hami. Stimuluji katabolické
reakce a inhibuji reakce syntetické. Jsou schopoléilimovat energetické zasoby a pdita
momentald mére dalezité syntetické procesy, které by mohly ¢expat energii
mobilizovanou naeSeni stresu. AKH spojujeme se zvySenou poptavkoenergii pi praci
hmyzich sval - pri letu, ¢i pohybu vSeobeen Frisun energie k letovym svah je zajiStn

oxidaci glycidi, lipidi, aminokyseliny prolinii kombinaci zmignych latek, picemz vylkgr



substratu je druhav specificky (Gade a Auerswald, 2003). AKH vSak mglgiotropni

acinky, tzn. zajiguji vice funkci. Laboratornimi pokusy bylo dok&zade na biochemické

arovni aktivuji adenylat cyklazu (Spencer a Cantl§76), fosfolipdzu C (Vroenen a kol.,

1997), glykogenfosforylazu (Van Marrewijk a kol980) a inhibuji syntézu RNA (Kodrik
a Goldsworthy, 1995), protainCarlishe a Loughton, 1979), ligidGokuldas a kol., 1988).
Na fyziologické Urovni stimuluji sra@i rytmus (Scarborough a kol., 1984), zvySuji
pohybovou aktivitu (Socha a kol., 1999), inhibdgizravani vafiek (Lorenz, 2003). Doposud

znameé funkce AKH, getrg téch, které nejsou spojeny s produkci a naslednoprostedni

spotebou energie jsou uvedenyrab. 1 (Kodrik, 2008).

Tab. 1 Hlavni funkce adipokinetickych hormow hmyzim &le (Kodrik, 2008).

Zakladni metabolické funkce

mobilizace lipidi (diacylglycerol)

mobilizace sacharid(trehadlza)

syntéza prolinu

Biochemické funkce

aktivace adenylat cyklazy

Spencer a Candy, 1976

aktivace lipazy

Spencer a Candy, 1976

aktivace fosfolipazy C

Vroenen a kol., 1997

aktivace glykogen fosforylazy

Van Marrewijk a kd980

zvySeni kapacity lipoproteinovychgnaséu

Kanost a kol.1990

aktivace antioxideniho mechanismu

Kodrik a kol., 2007

inhibice syntézy RNA

Kodrik a Goldsworthy, 195

inhibice syntézy protein

Carlisle a Loughton, 1979

inhibice syntézy lipid

Gokuldas a kol., 1988

Fyziologické funkce

stimulace srd&niho rytmu

Scarborough a kol., 1984

zvySeni svalového tonusu

O’Shea a kol., 1984

stimulace pohybu

Socha a kol., 1999

stimulace imunitni odpadi

Goldsworthy a kol., 2002 b

inhibice vyvoje vajtka

Lorenz, 2003

regulace hladem indukovaného chovani u Droz¢

ofil & d&ark, 2004

AKH tvoii peptidickéiettzce slozené z 8 — 10 aminokyselin. Oba konce mbjleku

jsou blokované, na N-konci se naléza zbytek kygaglyroglutamové a C—konec je amidovan.

Na 8 a 9 pozici je navazan tryptofan a glycin, ikntose naretézci vyskytuji alespt dwe

aromatické aminokyseliny (tryptofan, fenylalanintyrosin) (Gade a kol, 1997). Vyjimku

tvoii babd&ka bodlakova Yanessa cardii (Kollisch a kol, 2000), jejiz adipokineticky
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hormon se sklada z 11 aminokyselin. Kazdy z hofimora specifickou mRNA, ktera je
translatovana do prekursoru pre-pro-AKH o slozegignalni peptid + fislusna AKH
sekvence + sekvence pro dalSi peptid s neznamaéuaif(Man der Horst a kol., 2001).

1.2.2. AKH a mobilizace energetickych zasob

Hmyzi let je energeticky velmi namd aktivita spojena sipobenim AKH. Regulace
vylévani AKH z CC do hemolymfydhem letu neni zcela znam&eBpoklada se, Ze neurony
ovliviujici sekreci AKH jsou spojené v CNS s neurditdjcimi let (Bloemen a Beenakkers,
1985). Podle jiné teorie je uvmvani AKH z CC ovliveno podrty z tarsalnich sensil
podraz@nych @i vzletu (Goldsworthy, 1983). Mechanismugspbeni AKH na buftné
arovni je substratay specificky. AKH nedokazi prochazet cytoplazmatickmembranou,
vyuZivaji proto membranové receptory priemos signalu do kiky. Receptor interaguje

s G-proteinem, ktery nasle&glspousti kaskadu reakci, jenz vedou Kpeti substratu.

1.2.2.1. Mobilizace lipidi (Obr. 2)

Po navazani AKH na specificky receptor spojeny pr@einem, dojde ke
konformani aktivaci adenylatcyklazy igemz dochazi k produkci druhého posla cAMP
zavislého na extracelularnich Caontech. cAMP spousti proteinkindzovou kaskadurékte
finAlnim kroku katalyzuje fosforylaci cilové lipazyLipdza &pi triacylglycerol na
diacylglycerol (DAG), ktery je hlavni transportnorinou tuki. DAG je po ptichodu
cytoplazmatickou membranou do hemolymfy vazan ré&gmy lipoforinovy nosi HDLp
(high-density lipophorin), jenz se sklada z apqgbigmdeinu |1 a apolipoproteinu 1l. Vznikla
¢astice se nazyva LDLp (low-density lipophorin). LplpiendSi DAG k cilovym hikédm
(nejéastji k létacim svalm), kde se roz8pi na glycerol a mastné kyseliny, které pasaji
B-oxidaci — ta je hlavnim zdrojem energie. Lipofany prenasé se uvolni a je fijpraven pro
dalSi genos molekuly DAG (Van der Horst a kol., 2001kkdré druhy hmyzu @ktefi
brouci a dvoukidli) vyuZivaji jako energeticky zdroj aminokyseliprolinu, jejiz syntéza se
povazuje za bini vetev mobilizace lipid (viz. Obr. 2 vpravo dole). Volné mastné kyseliny
vznikajici ¢innosti lipazy prodavaji -oxidaci a vznikly acetylkoenzym A, se podili na

produkci prolinu (Auerswald a Gade, 1999).
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Obr. 2 Mobilizace lipidi zprostedkovana fisobenim AKH. Zkratky: AC, adenylat cyklaza;
CAMP, cyklicky adenosinmonofosfat; CoA, koenzym MAAG, diacylglycerol; ER,
endoplasmatické retikulum; FFA, volné mastné kyseliP;, inositoltrifosfat; PAK, protein
kindza A; R, receptor; TAG, triacylglycerol. (Gaaéuerswald, 2003).

1.2.2.2. Mobilizace glycid (Obr. 3)

U nekterych hmyzich zastufic (nag. Svabi a wktefi brouci) funguje odliSny
mechanismus, ktery vede k mobilizaci glyicid Po aktivaci G-proteinu dojde ke stimulaci
fosfolipazy C, kterd 8pi inositolovy fosfolipid na inositol trifosfat (B a DAG. IR
napomaha uvabvani C&" ionti z endoplazmatického retikula, které spolu s DAGUSH
proteinkinazovou kaskadu. Jejim hlavnim ukolem k@vavat glykogen fosforylazu, ktera
Stpi glykogen na glukézu. Ta seregmeénuje na trehalozu (D-glukopyranosyl-D-
glukopyranosid), ktera prochaztgs membranové kanaly a kepra¥ k cilovym bukédm
nevyuziva zadnérpnaseée. Ve svalovych htkach se pemeénuje ot na glukézu, ktera je
dale S¢pena za vzniku ptgbné energie.
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Obr. 3 Mobilizace glycidi zprostedkovana fisobenim AKH. Zkratky: AC, adenylat
cyklaza; cAMP, cyklicky adenosinmonofosfat; DAGadylglycerol; ER, endoplasmatické
retikulum; FFA, volné mastné kyseliny; G-1-P, glakél-fosfat; G-6-P, glukdza-6-fosfat;
GPh glykogen fosforylaza; P inositoltrifosfat; PIR, fosfatidytinositol bisfosfat; PAK,
protein kinaza A; PKC, protein kindza C; PLC, fdgfdza C; R, receptor; T-6-P, trehal6za-6-
fosfat. Bilym pismem ¢erném raméku je nazné&ena cesta, kterd je platna pro s&ean
(Gade a Auerswald, 2003).
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2. CILE PRACE

* Analyza adipokinetickych hormaru lykozZrouta smrkovéhdgs typographug..).

« Kvantitativni stanoveni a porovnani hladiny adipekickych hormoi v riznych

obdobich Bhem jednoho roku.

3. MATERIALY A METODY
3.1. Pokusna zwiata

Pokusna zwata pouzivana v této préaci byla odebirafianp z volné pirody. Zvirata
byla odchytdvana pomoci lapaki feromonovych lap&i z oblasti Kubovy Hut v okrese
Prachatice. K pokusu byli pouziti brouci odebiraniiznych ¢casovych obdobi dnem roku.
Prvni skupinu tvaili brouci vybrani z Kiry lapaki v obdobi od 29.1.09 — 6.2.09 (dale jen
3.2.). Za pomoci dlata byl odkafm Spalek a nasledrbyli pomoci entomologické pinzety
vybréni brouci, kt& byli okamzi¢ ukladani v uzaviratelné zkumavce do nadoby s ledem
a nasled& uchovavani g teplo€ —20 °C v mrazicim Z&eni. DalSi vzorky pochazely
z feromonovych lapd, a to z 28.4.09, 22.7.09, 18.8.09 (dale jen 2822.7., 18.8.),
diapauzni jedinci z 27.10.09 (dale jen 27.10.) bwyibirdni ot z lapaki. K pokusu byli

pouZziti samci i samice.

Lapak- jedna se o pokaceny strom, jemuz se poneitaéa kel by leZzet pimo na zemi, aby
byla volna plocha pro nélet lykoZrouta (Zumr, 1985)

Feromonovy lap&- jsou to lapaci zézeni, v kterych je umé&to médium, na které se nanasi

sekundarni atraktanta (feromony), ktera se pozvoldpauji a lakaji lykozrouta smrkového
(Zumr, 1985)

3.2. Ziskani neurosekretorického komplexu

Pitva vlastniho neurosekretorického komlexu sezalkéjakotasow neefektivni, proto
byly k pripraw extraktu z CNS pouzivany celé hlavy braulro kazdé obdobi bylo &em
ziskano 1000 brouk K ziskani hlav bylieba binokularni mikroskop, pinzeta, Ziletka, nadoba
s ledem a mikrozkumavky. Pomoci Ziletky bylafiaduta hlava gasti gedohrudi, tak aby
byla zajiStna Fitomnost CNS i s neurosekretorickymi zlazami CCaktd ziskany material
byl ukladan do mikrozkumavky, ktera se nachazelsdolkk sledem. Poté byly vzorky

uskladrény pro dalSi pouZziti v mrazicimizaeni (— 20 °C).
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3.3. Fiprava extraktu z CNS

Fripravené hlavy byly vioZzeny v ptu 500 kug do homogenizétoru (IKA ULTRA-
TURAX Tube Drive) za fidani 5 ml 80 % metanolu a poté 3 minuty homogerany
kovovymi kulickami. Histroj byl nastaven na nejvysSi moznou rychlosO@G60ta&ek/min).
Homogenizator byl po praciakladné promyt dalSimi 2ml metanolu, aby nedochazelo ke
ztratam. Metanolovy homogenat byl dale sonikovahlojym sonikatorem Ultrasonic
homogenizer 4710 (Cole Parmer Instrument Co.). byl nasledé centrifugovan (EBA 12
R, Hettich Zentrifugen) ip teplo€ 4 °C po dobu 5 minutip 15 000 otdkach. Vznikly
supernatant byl odpipetovan do zkumavek. Sedimgnétirahovan metanolem jeéstvakrat
stejnym zjisobem. Extrakty byly spojeny a naslédvysuSeny ve vakuové centrifuze RC
10.22. (Jouan). Poté byly vzorkyaskladovany v mrazicim #aeni.

3.4. Pre -purifikace peptidi na kolonce C-18 Sep Pak
Roztoky:
- roztok A — 0,11 % kyselina trifluorooctova (TFAHO
- roztok B — 60 % acetonitril v 0,1 % kysdlitrifluorooctové v HO

Pro dalSi praci bylo nutné extrakt CNBe¢tistit na kolorg Sep Pak C-18 (Waters).
Nejprve byla kolona, nasazend na vakuovou kdon Supelco, aktivovdna pomalym
protékanim (asi 1 ml za minutu) 5-10 ml 100 % r&mt®. Nasledn byla kolona promyvana
a ekvilibrovana 5-10 ml roztoku A. Vzorek byhildadné rozpusén ve 2,5 ml roztoku A
a nanesen na kolonu. Vytékajici roztok byl jimanpamyt kolonou znovu. Kolona
s navazanym vzorkem byla @ppromyta 5-10 ml roztoku Ag¢imz doSlo k odstrami
piipadnych nenavazanych zbftkzorku. Nakonec byly navazané peptidy eluovany¥s0
roztokem B o objemu 2-2,5 ml. Poté byl vzorek depave vakuoveé centrifuze a naslédhyl

uloZzen do mraziiky pro dalSi zpracovani.

3.5. Izolace adipokinetického hormonu z fedéisténého extraktu CNS (HPLC)
Roztoky:

- roztok A — 0,11 % kyselina trifluorooctova (TFAHO

- roztok B — 60 % acetonitril v 0,1 % kysdlitrifluorooctové v HO

Extrakt CNS byl déle purifikovan pomoci RP HPLC YRese Phase High

Performance Liquid Chromatography), natizeni Waters ovladaném pomoci programu
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Clarity (Data Apex, Praha) na kokrChromolith Performance RP-18e (Merck). VysuSeny
extrakt CNS z 1000 brotikbyl rozpustn ve 250ul rozpoustdla (35 % roztok B a 65 %
roztok A). Vzorek byl sonikovan a nasleédcentrifugovan 5 minutip 5000 ot&kéach. Takto
piipraveny vzorek byl injikovan do systému (ekvivaleé300-400 hlav) a &den pomoci
gradientu acetonitril - voda za nasledujicich padrki 0-8 min 35 % roztok B, 8-20 min
35-80 % roztok B, mitok — 1ml/min, fluorometricka detekcedex = 280 nmiem = 348 nm.
Pro zjiS&ni oblasti eluce hormdnz kolony byly pouzity retami ¢asy syntetickych hormdn
Peram-CAH-1 (RT=4,83 min) a Peram-CAH-1l (RT= 10,64n), které byly naneseny na
kolonu za stejnych podminek. Vzorky sebrané podishtd ¢asi byly opst vysuSeny

a kvantifikace AKH provedena pomoci ELISA testu.

3.6. ELISA — kvantitativni stanoveni AKH

Enzyme —linked immunaorbent assay je imunochemicka metoda, ktera existuje
v mnoha variantach {pma, nepima, sendwiova a kompetitivni). Tato metoda se pouZziva
pomeérné ¢asto diky jednoduché aplikaci antigetiyprotilatky na mikrodestky. Vysledkem
reakce je zbarveni jednoduSe &itelné spektrofotometrem (Crowther, 1995)ii P
kvantitativnim stanoveni hladiny AKH byla pouzitarkpetitivni ELISA, kde zngny AKH
0 znamém mnozstvi soupe vazbu na limitovaném mnoZzstvi protilatky sensteovanym
AKH. Pro praci byla pouzita kré&li protilatka proti AKH zPyrrhocoris apterug?yrap—AKH,
ktera je schopna rozeznat i Peram-CAH-I a Peram-QABoldsworthy a kol., 2002a)

Roztoky:

- aplikani pufr: pH = 9,6; 0,1 M bikarbonatovy pufr (utitan sodny NgCOs,
hydrogenuhliitan sodny NaHCg)

- promyvaci pufr: pH = 7,5; 10 nM PBS pufr (hydrogesfor&nan sodny NaHPQ, . 2
H.O, dihydrogenfosforan sodny NakPO, . 2 HO, chlorid sodny NaCl), 0,1 %
Tween 20 (polyoxyethylensorbitanmonopalmitat)

- blokovaci pufr: 5 % roztok suSeného mléka, 0,1 %ednv20 v promyvacim pufru

- OPD substrat: 12,15 ml kys. citronové + 12,85 mlLHNRO, + 4,25 mg OPD
(ortofenylendiamin) + 1,2kl 30 % HO, (peroxid vodiku)
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Postup:

1. Navazani protilatky na mikrodestu Costar 3590 (Corning Incorporated) 4 °C
pies noc. Kralii protilatka (IgG) proti Pyrap—AKH byla n#gedna v pondru 1:5000
v aplikatnim pufru. V mnozstvi 100l byla protilatka nanaSena do jamek mikrodgsti

2. Trojnasobné promyvani desty promyvacim pufrem s Tween 20 o koncentraci
0,1 %. Na promyvani se pouZzival objem 200a jamku.

3. Naneseni blokovaciho pufru o objemu 20a jamku. Inkubace 2 hodinyip
37 °C za staléhdgdpani naiepace Titramax 1000 (Heidolph) v inkubatoru Inkubat®00
(Heidolph).

4. Postup viz. bod 2.

5. Naneseni vzotk odpovidajicich ekvivalentu 100 CNS rozgm§ich v 50 pl
promyvaciho pufru bez Tween-20 a %0 (100 fmol) roztoku Pyrap—AKH zraneho
biotinem (BLAM-Pyrap-AKH, Biotin Long Arm Malaimidena jamku. Do dalSich sloujpc
destéky byly misto vzork z CNS aplikovany jako standardy syntetické horm&gyam-
CAH-I a Peram-CAH-II. Hormony byly rdedény dvojkovouiadou (vzdy po 5Ql) od 10
pmol v prvni jamce. Jako negativni kontrola slopi@mky se 10Qul promyvaciho pufru bez
Tween-20. Jako pozitivni kontrola slouzily jamkp@ul promyvaciho pufru bez Tween-20
a 50ul BLAM. Tim zacala kompetice o vazbu na protilatku, kterd proliHahodinu pi
37 °C opt za staléhorepani.

6. Postup viz. bod 2.

7. Aplikace HRPS (horsradish peroxidase streptajuidHRPS bylfedin v pongru
1:500 v promyvacim pufru a nanasSen v mnozstvi fiDMha jamku. Inkubace probihala
1 hodinu pi 37 °C.

8. Sestinasobné promyvani pufrem — viz. bod 2.

9. Aplikace 100ul OPD substratu do kazdé jamky Zét@mnosti peroxidu vodiku,
ktery se pidal do substratusné pred nanesenim na degti. Behem inkubace, ktera trvala
40 minut g 37 °C, ve tnd (zabaleni destky do hlinkové félie), peroxidaza&ti peroxid
vodiku a vznikly kyslik reaguje s OPD za vznikuéharého Zluto-oranZového roztoku.

10. Zastaveni reakceéiganim 50ul 0,5 M kyseliny sirové do kazdé jamky.

Poté byla spektrofotometricky (Spectra MAX 340Molekular Devices) zgtena

absorbanceip vinové délce 492nm a hodnoty bylyepaiitany na procenta kompetice dle

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

pozadi = pimér hodnot narfenych pro negativni kontrolu

" w

min, max Abs = nejniZsi a nejvysSi ndana absorbance na désé

MnoZstvi hormonu v kaZzdé jamce bylo de#o ze sestrojenych kalildrdch kivek
ze syntetickych hormdanPeram-CAH-1 a Peram-CAH-II.

3.7. Statistické zpracovani vysledi

Pro statistické hodnoceni gaznosti vysledk byl pouzit program Statistica 99
Edition (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Hodnotyly testovany na asfeni normality dat,
nasleds byla pouzita jednocestna ANOVA a Post Hoc Tukesg-t®ba testy byly hodnoceny
na 5 % hladia vyznamnosti. Pro tvorbu grabyl pouzit program Prism (GraphPad Software,

version 4, CA, USA). V grafech jsou uvedenyimery naneérenych hodnot £ SD (n = 3 — 6).
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4. VYSLEDKY
Zastupci RPCH/AKH rodiny nejsou u lykozroutps typographusznami. Podle
dostupnych literarnich adajGéade, 2009) byli 2 zastupci — Peram-CAH-1 a PeGid-II

vytipovani jako jejich mozni kandidati. Tato hypoéebyla o¥rena nasledujicim pokusem.

Nejprve byla provedena RP HPLC analyza metanoloedtiaktu CNS. typographugObr.

4) a vSechny frakce vytékajici z kolony byly jimada stejnych podminek byla na kolonu
nanesena sés syntetickych hormanPeram-CAH-1 a Peram-CAH-Il a zaznamenévany jejich
retertni ¢asy (Peram-CAH-1 = 4,83 min, Peram-CAH-1l = 10,64n)n Se vSemi frakcemi
byla provedena kompetitivni ELISAOpr. 5) Vysledky ukazaly, Ze nejvysSi aktivita byla
zaznamenana u frake¢i 2 a 5. Retatni ¢asy tchto frakci (frakce¢. 2 byla odebirana
v rozmezi 3,69-5,56 min a frak¢e 5 byla odebirana v rozmezi 9,58-11,24 min) odpalyi
retertnim casim standard. Tento vysledek se z&aou pravdpodobnosti nazraje, Ze by se
mohlo jednat o identické latky. V budoucnu vSak éunditné tuto domimku owtit pomoci
LC/MS analyzy. Také frakcé. 9 vykazovala pogrné velkou aktivitu. Je vSak jen velmi
malo pravédpodobné, Ze by se mohlo jednat o zastupce z RPCH/Aidiny, protoze v této
oblasti se z kolony Zadny ze znamych AKH za dangodminek neuvauje. V dalSich
testech byly z RP HPLC jimany pouze frakce odpqiddaeterenim ¢asim syntetickych

standard, u kterych byla nasledrstanovena hladina obou horniion

1200 - RTperam_CAH_|= 4.83 mln
1000 -
800 -

600 - .
RTreram-cani=10,64 min

400 -

200 - k
}

0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

FL- mV (280, 348nm)

=1

Cas (min.)

Obr. 4 Priklad RP HPLC fluorometrického profilu metanolovélextraktu 100 hlav
lykoZrouta smrkového (slabsfikka) a syntetickych standardPeram-CAH-I a Peram-CAH-|

wINMZ vt
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na 100 CNS
W B oo

MnozZstvi (pmol) Peram-CAH-l a ll

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Cislo frakce

Obr. 5 Teoretické mnozstvi AKH v jednotlivych frakcichRP HPLC dleni extraktu 100
CNS (©br. 4) v ELISA testu. Hladina hormdnbyla p&itana pouze z kalibéai kiivky pro
Peram —CAH-I. Frakce byly odebirany v nasledujicitarvalech:l. 1,68-3,692. 3,69-5,56;
3. 5,56-7,53;4. 7,53-9,58;5. 9,58-11,246. 11,24-12,3377. 12,33-13,488. 13,48-14,569.
14,56-15,5410.15,54-16,7811.16,78-17,8712.17,87-18,7913. 18,79-20,00.

Vysledky tchto test ukazaly, Ze hladina obou sledovanych horinbdhem roku
kolisd. U Peram-CAH-I Qbr. 6) hladina Bhem zimniho obdobi klesala, 3.2. dosahla
mnozstvi 7,87 pmol na 100 jedina minima - 1,92 pmol na 100 jedine dosahla p jarnim
odkeru, ktery prokhl prvni den jarniho rojeni lykozZzrouta smrkovéhda¢Qyto hodnoty se
statisticky vyznama lisi (p<0,05, F=33,65,2¢0,8763) od vSech dalsich sledovanych obdobi
i navzajem mezi sebou. Nasleédmhem roku doslo k néstu hladiny hormonu, kter4 dosahla
maxima v odbru koncemfijna (18,98 pmol na 100 jediic Tato skuténost je o to
zajimawjsi, Ze khemtijna se vSichni brouci nachazeli v diapauznim stdato maximalni
hodnota je asi 10 krat vySSi nez hladina v jarndioeau.

Velmi zajimavé vysledky ineslo také nseni hladiny druhého hormonu — Peram-
CAH-Il (Obr. 7.). Bylo zjisttno, Ze hladina Peram-CAH-1l bylaélem sledovani
n¢kolikanasoby nizsi nez hladina Peram-CAH-I — pro edlz 3.2. — 112 krat, 28.4. — 3,7
krat, 22.7. — 242 krat, 18.8. — 291 krat a 27.1862 krat). Tato skutgost a jeji mozny vztah
k Zivotnimu cyklul. typographuge diskutovana v dalSi kapitole. Podéljako v gredchozim
piipadk i zde byl zjistn statisticky pikazny rozdil (p<0,0001, F=67,27°=0,9373) mezi
hladinami Peram-CAH-II ze ghu z 28.4. a ostatnimi &ty béhem roku.
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Obr. 6 Mnozstvi Peram-CAH-I nadétiené v fiznych ¢casovych obdobichdhem roku 2009.
Statisticky vyznamny rozdil na 5 % hladimyznamnosti je ozrien € (mnozstvi hormonu ze
skéru 3.2. a ostatnimi gby) a * (mnozstvi hormonu ze & 28.4. a ostatnimi ghy) (Post
Hoc Tukey-test). Sloupce uv&dprameér (n = 3 — 6) a Usky snmerodatnou odchylku.
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Obr. 7 Mnozstvi Peram-CAH-II nadttené v fiznych ¢asovych obdobichéhem roku 2009.
Statisticky vyznamny rozdil na na 5 % hladivyznamnosti mezi mnozstvim hormonu ze
sbiru 28.4. a ostatnimi by je ozn&en * (Post Hoc Tukey-test). Sloupce ug¥agramer (n

= 3 — 6) a usiky smerodatnou odchylku.
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5. DISKUZE

Oba vytipovani zastupci RPCH/AKH rodiny Peram-CAE-Peram-CAH-I1I byli jiz
diive nalezeni u zastupce ¥#adu Coleoptera mandelinky bramborovéeptinotarsa
decemlinata(Chrysomelidae). Peram-CAH-I se také vyskytuje i8idh brouk jako jsou
tesaici Phryneta spinator(Cerambycidae) aCeroplesis thunbergi(Gade, 2009). NaSe
vysledky naznéuji s velkou pravépodobnosti, Ze by se tyto hormony mohly nachéiet ta
u . typographus PouZivana protilatka proti zéenému Pyrap-AKH velmi ddb reaguje
s Peram-CAH-Il a date rozpoznava i Peram-CAH-I. N&jézit¢jSi sowasti epitopu jsou
posledni ii aminokyseliny Pr§ Asn’, Trp® na C-konci blokovanym amidenirgb. 2)
(Goldsworthy a kol, 2002a), kterou obsahuji oban@ry. To nam umoZznilo monitorovat
zmeny hladiny €&chto neurohormahn v t€le lykoZrouta smrkového ¢hem celého roku.
V ramci objektivity je teba gipomenout, Ze existuje &ita, i kdyZz mala, pravgpodobnost
vyskytu jinych zastupc RPCH/AKH rodiny u sledovanych brouk Z retegnich casi
aktivnich RP HPLC frakci Ize vSak soudit, Ze bypg#S neliSily od aminokyselinovych
sekvenci Peram-CAH-I a Il a tudiZz by prapddobr s pouZitou protilatkou také reagovaly.
Potvrzeni pitomnosti vytipovanych hormanbude v brzké dabprovedeno LC/MS analyzou

u piislusnych vzork.

Tab. 2 Primarni struktura neurohormibz RPCH/AKH rodiny.

Nazev Primérni struktura
Peram-CAH-I pGlu — Val — Asn — Phe — Ser — Prosn A Trp amid
(Scarborough a kol., 1984)
Peram-CAH-II pGlu — Leu — Thr — Phe — Thr — ProshA- Trp amid
(Scarborough a kol., 1984)
Pyrap-AKH pGlu — Leu — Asn — Phe — Thr — Pro — Ashrp amid
(Kodrik a kol, 2000

Mnozstvi AKH v tle by mohlo vypovidat o vyvoji a aktivitlykoZzrouta smrkového.
periodicky se rénici délka dne &em roku. Vliv fotoperiody vSak iZe byt potldgen jinymi
vngjSimi faktory, nefasgji teplotou (Tauber a kol., 1986). LykoZrout smrigosefadi mezi
dlouhodenni druhy hmyzu. Kriticka délkacgsnécasti dne (KD) pro nastup diapauzy je 14,7
hod. (Dolezal a Sehnal, 2007a), alé prekraceni kritické teploty 23°C je vliv KD zcela
potlaien a brouci proflavaji normalni vyvoj. Na druhou stranu vSalspbeni nizké teploty
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6°C za dlouhého dne také nézpbi indukci diapauzy, ale pouze zpomaleni vyvDjel€zal,
2002).

3.2.se brouci nachazeji ve stadiu post-diapauzni skeiece. Mechanismusggehodu
z diapauzniho stavu do postdiapauzni kviescencepiesrt znam. Bhem ledna a Unora se
u lykozrouti smrkovych z lokality Kubova HuzvySuje celkové mnozstvi bilkovin a ligid
(BartoSova, 2010). Jedinci vykazuji vysSi fyzickaektivitu, ale maji neustédle utlumeny
metabolismus. #imaji potravu, ¢imZ si nahrazuji energetické ztraty poezimovani.
Hladina obou hormahv tomto obdobi dosahuje nizkych hodnot. Pokud amiste lapaky
odebrané zifrody s jedinci, ktd se nachazeji v kviescenci, optimalni fotopetiadteplot,
zatnou brouci po kratSim Ziru vylétavat zeda a normakase vyviji (Dolezal, 2002).

28.4 vrannich hodinach bylo zaznamenano jarni rojerduki a jeS&€ béhem
dopoledne téhoz dne byli brouci sebrani z feromgobvap&t. Rozhodujicim stimulem pro
rojeni brouk je vtomto obdobi nést teploty (Dolezal a Sehnal, 2007a). Pokles Peram-
CAH-I v doks rojeni je velmi pekvapivy a je obtizné ho vy&it. Je malo pravépodobné, Ze
by byla utlumena jeho syntéza aceypany jeho zasoby z CC. Syntéza AKH v CC probiha
béhem vyvoje hmyzu vice mérkonstantd a jeho uvaiovani do hemolymfy s tim neni
spojovano (Van der Horst a kol., 2001). Zajimavégaasné prudké navysSeni Peram-CAH-
Il v tomto terminu (tj. 28.4.), i kdyZ je jeho celkd hladina U. typographusizsi nez hladina
Peram-CAH-1. Nart‘ené hladiny by mohly naztavat specializaci obou zastupAKH pro
raizné funkce, vtomto ifpad specializaci Peram-CAH-Il pro jarni rojeni. Vzhéed
k nedostatku dalSich dat se vSak Uvaha timi&esm zatim jevi jako spekulace. Je mozné, Ze
piipadné vysutleni Ize hledat v jevu, ktery neni zdaleka obfasrdedna se o problematiku
tzv. pionyrskych brouk, ktei byvaji casto spojovani s jarnim rojenim. Jak bylo z&nim
v avodu, jednd se o prvni vylétavajici samce fiktgshledavaji nové stromy, kde bude
zaloZena nova generace. Nadlu rojeni je zaznamenavanstd8i mnozstvi sanicoproti
samicim, které vylétavaji ze zimowisaZz po 1-3 dnech od paétku rojeni (Dolezal, 2002).
Pionyrsti brouci nalétavaji na strom v takovou detobu, kdy jsou stromy nejmé&aasobeny
vodou a mohou se tedy nejnédoranit vyronem pryskiyce. Usazuji se také v mistech, kde je
tlak vody nejnizSi —&né pod zelenou korunou a okoliétvi (Mrkva, 1999). Hledani
vhodnych strora pro dalSi vyvoj vSak iize byt letalni pro mnoho saiccoz zmgsobuje
snizeni poréru samé viac¢i samicim (Facolli a Buffo, 2004). Pokud samci zal@u novy
vhodny strom, ktery je poSkozegyoslabeny a nebrani se proti napadeni vylévanikehe
mnozZstvi pryskiice, z&nou brouci pozirat lyko a vytiovat agregéni feromony. To zfisobi,

Ze velkéacast populace, ktera se naléza v blizkém okoli,ujeaga feromony a nasleduje své
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druhy (Byers, 1996). Zjsob vylEru stronti pionyrskymi brouky a néasledné rozptyleni
populace fi letu neni zcela ddk prozkoumano.

22.7.jsou brouci pla aktivni. Prodlavaji druhé letni rojeni, ip kterém zakladaji
druhou generaci. Hladina Peram-CAH-I odpovida rigjspnozstvi, které je p@ba pro
udrZeni rovnovahy mezi jeho syntézou a sglwiu. Mnozstvi Peram-CAH-II ¢pklesa na
hodnotu kolem 55 fmol ve 100 CNS, kter& #xém dalSich kreni konstantni.

18.8.se jiz zviata gipravuji na pezimovani. Jsou neustéle aktivni, coz Ize dokézat
nalezem brouk ve feromonovych lagéch Obr. 1), ale oproti pedchozimu odéyu z 22.7. je
jejich pohyb nanejvys omezen na vyhledavani vhodrymovi¥'. Hladina Peram-CAH-I se
v CNS zvySuje prawipodobré diky tomu, Ze hormon je neustale produkovan ad#idéa CC
(viz. vySe - 28.4.), ale klesaji naroky brouka nabitizaci energetickych rezerv, takze se
prakticky nespdtebovava. Brouci z@naji v tomto obdobi ijgchazet do stadia zvaného pre-
diapauza. Stimulem pro toto stadium je zkracujeciatoperioda, ktera ve zdejSi z&ysné
Sitce v pilce srpna dosahuje kritické hodnoty 14,7 hodinyaghjici se délka stelné casti
dne inhibuje u lykoZrouta smrkového vyvoj létacileviny a zabrauje dozravani pohlavnich
organi u cerstw svletenych dosgct (Dolezal a Sehnal, 2007a).

27.10.se vSichni jedinci nachazeji v diapauznim stawatoperioda (méhjak 14,7
hod. s¥telnécasti dne) i teplota (ménak 6 °C) jiz gesahly kritickou hodnotu pro indukci
diapauzy. Typickym projevem diapauzy je zadiyvelmi omezeny fijem potravy. Jedinci
spotebovavaji energetické rezervy, které si ré@ili ged nastupem diapauzy (Hahn
a Denlinger, 2007), neni vSak vyjimkou, Z#gném teplejSiho obdobi zimy lykoZrout smrkovy
prijima potravu (Annila, 1969). Diapauzni stav je o&en Ehem poloviny prosince a nastava
tzv. post-diapauzni kviescence. Hladina Peram-CAfdl 27.10. nejvySSi na¥fenou
hodnotou z celého roku, jak bylo jizékolikrdt zmireno hormon se syntetizujerejme
neustale, avSakéhem diapauzy se nespebbovava. Je vSakeba gipomenout, Ze literarni
Gdaje o hladita AKH u diapauzniclti kviescernich jedind jsou velmi kusé. U mandelinky
bramborové bylo zjiho, Ze u diapauznich jedinge hladina AKH v CNS i v hemolynf
statisticky vyznam& nizS§i nez u aktivnich jedidc (Kodrik — nepublikovano). Také
u P. apterusbyl zjis€n podobny vztah — hladina AKH ¥lé diapauznich plostic bylatbem

vyvoje vyznamag nizsi nez u reproduktivnich plostic (Kodrik a k@003).
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6. ZAVER

Lykozrout smrkovy, jako nejzava@si Skidce smrkovych porodtv celé stedni
Evrops, je dnes cilem vyzkumu mnoha autoffi se nejastji snazi zefektivnit doposud
zname strategie boje prottmu. Vyzkum AKH by mohl pnést novy uhel pohledu na jeho
Zivotni cyklus a rozsit poznatky o gam.

U lykoZrouta smrkovéholigs typographusnebyly doposud identifikovany hormony
z RPCH/AKH rodiny. Nefimou metodou bylo v této praci nazeao, Ze se pra¥godobré
jedna o Peram-CAH-I a Peram-CAH-Il. ELISA metodoylobpotvrzeno kolisani hladiny
téchto hormof v CNS lykozrouta smrkového ¢bem roku, coZ poukazuje na jejich
vyznamnou ulohu v Zivotnim cyklu. Hladina Peram-GRAHosahuje minima dhem jarniho
rojeni, coz se nepotlb spolehliv vyswtlit, avSak Ehem roku dosahuje vysokych hodnot
S nejvySSim nagitenym mnozstvim v obdobi diapauzy. Celkové mnoZBeriam-CAH-I je
u lykoZrouta smrkového podstatnvétsi nez mnozstvi Peram-CAH-1l. Hladina tohoto
hormonu dosahuje nejvysSi hodnohem jarniho rojeni, kdy se hodnota mnohonasobn
zvySuje a oproti Peram-CAH-I je pouze 4 krét niZ§¢ mozné, Ze tento hormon hraje svou
roli u praw vylétavajicich pionyrskych brotka pebira funkci Peram-CAH-I. &em
ostatnich obdobi roku je hladina Peram-CAH-II gomi konstantni a dosahuje nizkych
hodnot.
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