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1 UVOD

1.1 Lykozrout smrkovy — vyskyt a hospodarsky vyznam

LykoZrout smrkovy Ips typographus (L.)) pati do fadu brouk (Coleoptera)geledi
nosatcovitych (Curculionidae). Je jednim ze Sedsitupd tohoto rodu u nas,fgemz na
smrku se kroré n¢j objevuji dalSi dva druhy - lykozrout menBgis amitinus (Eichhoff, 1871),
a lykozrout severskyps duplicatus (Sahlberg, 1836)

LykoZrout smrkovy Kps typographus (L.)) predstavuje jednoho z nejzavégich
Skadci smrkovych monokultur ve &Sin¢ evropskych zemich (vyjma Velké Britanie).
Kalamitni gemnozeni tohototkovce je disledkem naruSeni smrkovych pofoabiotickymi
(sucho, ¥trné kalamity atd.) a civilizmimi vlivy (vysadby smrkovych monokultur,
pramyslové emise). iodre se lykozrout smrkovy vyskytoval pouze v horskyalr@nach,
kde napadal staré, posSkozené nebo oslabené stMlimgm masové vysadby smrkovych
monokultur se z lykoZrouta smrkového stal typiclekundarni Skdce, ktery v prvnirad
napadacerstw vytézené smrkoveé iivi a polomy. B piemnoZeni, kdyZ nenaléza dostatek
potravy a vhodného materialu pro zaloZzeni potomstapada i zdravé stromy. Vyznagne
populani dynamika tohoto 3kice ovlivréna i pagasim.Casny nastup jara a abnorméteplé
a suché léto urychluje vyvoj lykozrdytzarove vSak sniZzuje vitalitu strofna tim i jejich
obranyschopnost.

Zvysené riziko pemnozeni lykozrouta smrkového je ¢w§EjSi ve smrkovych
porostech starSich 60 let, a teegevSim na oslwnych porostnich 8hach (Jaku$, 1998).
Uvnité porostu se vyskytuje v mistech s niz§im zakinan nebo p gradaci. Svj vyvoj
uskute€nuje lykozrout smrkovy vyhradnna smrku ztepiléemRjcea abies), vyjimecné vSak
napada i modn opadavy l(arix decidua) a velmi vzaca borovici lesni Pinus sylvestris)
(Zumr, 1985, 1995).

1.2 Zivotni cyklus

Vajicko lykozrouta smrkového byva ovalného tvaru, leskié, v paméru 0,6 — 1,0
mm dlouhé. Larva je beznoh4, rakidvit¢ zahnutd, Blava, s hidou silre chitinizovanou

hlavou.Cerstw vylihla larva je piblizné 2 mm dlouhd, v posledninetim instaru nsi 5 — 7



mm. Kukla byva dlouhd 5 — 6 mm , je bila, jsou haatrné vSechny budouci &gi organy a
na konci zadéku mizeme nalézt dva kratké trny. Deétgr je valcovity, 4,0 - 5,5 mm dlouhy,
cernohredy, leskly. Po celéméle mé dosplec dlouhé nazZloutlé ochlupeni. Sghkyi mivaji
ochlupeni husjfSi a vice usp@dané nez sartieoveé.

Vyvoj lykozrouta smrkoveho je vazan na smrkoveéolykam jsou brouci lakani
uvolovanymi latkami jako jsou nappineny, kamfén, carén, limonen (Lindelow et 8992).
Lykozrout smrkovy ma v naSich podminkach v nizSplohach nejastji dvé generace
rocné, ve vyssich polohach jednu generadi. ftiznivém a teplém p@asi vSak mize mit
o jednu generaci vice.

Dospli samci se z&#naji rojit diive nez sandky (Botterweg, 1982), nalétavaji na
stromy a vytvéeji pod Kirou snubni korirku, produkuji agregmi feromony, jimiz lakaji
samice; obvykle fipadaji na jednoho samce daz ti samice. Po pg&ni z&inaji samice
hloubit vertikalni maté&né chodby, na jejichz stranach kladou &kgi Optimalni hustota
matenych chodeb je 500 chodeb na 1 rméWermelinger, 2004). Za jeden den naklade
samice jedno aZz dwajicka, celkova siskacini 50 az 80 vafiek. Z vajtek se po 6-18 dnech
lihnou larvy, jejichz vyvoj mze @i optimalnich podminkach trvat 7 dni, v digmivych
podminkach az 50 dni. Larvy vyii¥gozerky kolmo na mateou chodbu. rekiiZi-li se dw
larvalni chodhiky, miZzeme sledovat tzv. larvalni kanibalizmus. Na kdacvalni chodby
larvy vykusuji kukelni korirku, v niz probiha metamorféza; obdobi kukly trvamperné 8
dni. Vylihli brouci jsou zp&itku bili, postup& Zloutnou a déle tmavnou a pohl&vn
dozravaji. Zrani pohlavnich orgam vyvoj létaci svaloviny je @erstvych brouk spojen
s tzv. Uzivnymei zralostnim Zirem, ktery fize trvat dva a vice tydn(Dolezal, 2002). Uzivny
Zir proctlavaji bul’ na stromd, kde se vylihli, nebo na jiném nahradnim stoi@elkovy
vyvoj od zavrtani samce az po ukeni Uzivného Ziru trva za normalnich podminek zZgtav
6-10 tydri, minimalni teplota pro optimalni vyvoj je 6-8,3 .°€oner pohlavi brouk nové
generace je zhruba 1:1 (Wermelinger, 2004).

Jarni rojeni z&na ve stednich a nizSich polohach obvykle nglpmu dubna a
kvétna, v horskych oblastech &aa az o mssic pozdji v zavislosti na pibéhu teplot a
nadmdaské vysSce. Letni rojeni probiha zhruba od polovieywna do peatku srpna. Rpadné
tieti rojeni nasleduje naglomu srpna a ¥ avSak vyvoj zaloZzené generace nebyva v daném
roce dokomien. Sesterské rojeni je pozorovano u vSech gdnanaésleduje 2 — 3 tydny po
zékladnim rojeni. Touto problematikou se podtobabyval Martinek (1957).iPsesterském

rojeni dochazi kigrojovani samic na stejny nebo jiny strom, kde sanmio regenetaim



Ziru pokr&uji bez dalSi kopulace v kladeni ak. Sesterské rojeni préddva kolem
10% samiek. Kron® toho se vyskytuje i jiny typ ferojovani — santka ogEtovné klade
vajicka po kopulaci s jinym santkeem i zaloZzeni nového poZerku klasického tvaru. Takovy
poZerek se tedy vyragmeodliSuje od primagnzalozenych pozetk avSak ma pouze jednu
mate&nou chodbu a neniffpomna snubni kobrka (Zumr, 1985, 1995).

Dosgéli brouci jsou Bhem jednoho dne schopni aktévolett vzdalenost az 750 m.
Béhem rojeni viakiekonavaji i vzdalenosti kolem 8 km (Botterweg, 1982nohemcastji
létaji pasive pomoci ¥tru (v horskych podminkach se umiaji také vzestupné proudy),
ktery je unaSiieba az #kolik desitek kilometi. Jestlize je rychlost&ru mensSi nez 1 m/s,
jsou brouci schopni aktivniho letu i protétw, ktery @inasicichovou feromonovou stopu
(Zumr, 1985; Botterweg, 1982). Denni létaci ak#iigkozrouta smrkového je mezi 9. — 21.
hodinou, gi ¢emZ nejvySSi aktivitu iZeme pozorovat v polednich¢asnych odpolednich
hodinach. Optimalni teplota vzduchu pro létani 2B°C. Teplota 16,5°C je jiz teplotou
prahovou (Wermelinger, 2004).



Biologie

Minimalni teplota pro vyvoj

Minimalni teplota pro kladeni vé&gk
Optimalni teplota pro vyvoj a kladeni wagk
Plodnost

Umrtnost khem grezimovani

Optimalni hustota rozmnozZovani
Optimalni pget samic na 1 sartiea
Minimalni teplota pro Iétani

Optimalni teplota pro létani

Hlavni denni doba létani

Minimalni paiet dni s teplotou vysSi nez 16,5°C

pro usgsné napadeni novych strém
Vzdalenost aktivniho letu
Rizika pro stromy

Stromy nejvice ohroZené néletem

Radius s vysokym rizikem napadeni v okoli
invaze

Gradace

Priciny gradace

nejvyssi stupegradace v zénach polomu

Sprava, snaha o zachranu

Optimalni doba pro odklizeni poldm

Odhadovany ptet jedind@ zachycenych
feromonovymi lap&

Uginnost lapaku oproti feromonovému l&pa

Umrtnost brouk pii strojnim odkotiovani

6 -8,3°C
11,4°C
29 — 30°C
az 80 vapgk/samtka
ca 50%
ca 500 riimgeh chodeb/ i

16,5°C
22 — 26°C
polediasné odpoledne

3 — 4 dny za sebou

500 m

stromy staré 7006 let, na jiza nebo
zapad® orientovanych oslumych mistech;

stromy napadené plisni

100 m

atrné polomy, sucho, vysokeé teploty
2. — 3. léto poiiith

mezi invazi a objevenim prvni generace

3 — 10% populace

az 30x vyssi
93%

Tab. 1 —Souhrn praktickych informaci o biologii a rizikowokkalnich populaci lykozrouta

smrkoveho, jak byl publikovan Wermelingerem (2004).



1.3 Pfezimovani

Hmyz si osvojil nejiznejSi strategie, které mu umdi prezivani nizkych teplot.
Podle nich rozezndvdme druhy, které toleruji zmiiziiueezing — tolerance) a u nichz
dochéazi k rychléemu zmrznuti mezikgnych tekutin bez poskozeni kignych struktur, a
druhy vyhybajici se zmrznuti (freezing — avoidankeré vyuzivaji kryoprotektanty snizujici
teplotni bod, @ kterém dochazi k tuhnutglhich tekutin (Kodrik, 2000). Kryoprotektanty
jsou nefasgji nizkomolekularni sacharidy a polyhydrické alkbhgpolyoly). U dosglcu
lykoZrouta smrkového byl popsan sacharido — polyplsystém, jehoz slozkami jsou rtap
glukoza, trehaldza, sorbitol aj. Dale se také wpliglycerol, fruktéza a dalSi (Kostal, 2007).

LykoZrouti negastji prezimuji ve stadiu dosfre, ve vyjimé&nych gipadech mohou
piezimovat i ve stadiu larvydtiho instaru, Ppadré kukly (Zumr, 1985, 1995). #ezimujici
brouci se vyhybaji mokrému lyku, zimugdkavaji v malych dutinkadch vytwenych v Kire
stromu (Dolezal a Sehnal, 2007)¢Kteri jedinci opou&tji strom, zvIlast je-li lyko vyrazre
narusenéiedchozim zirem, a zimuggkavaji v hrabance (Zumr, 1985).

Zkracovani délky dne a nizké dmy teploty koncem léta jsou dva hlavni parametry,
které indukuji diapauzu (t.j. fyziologicky staviwmz dosglci pieckavaji zimni obdobi, viz
dale) u lykozrouta smrkového (Dolezal a Sehnal, 7200/ laboratornich podminkach
vyvolalo zkraceni dne na zhruba 15 hodin (v naZemepisnych Sikach odpovida obdobi
poloviny srpna) zastaveni reprodukce lykoZroutekewegho (Schopf 1985, 1989). V terénu se
koncem sezény brouci rovh prestavaji rozmnozovat, avSak z od¢hyte feromonovych
lap&ich je zejmé, Ze za vhodnych podmineieletuji az do poloviny Z& Tyto lety jsou ale
spiSe spojeny s vyhledavanim vhodnych mist peaipmovani a praflani regener@iho Ziru
nez s dalSim rozmnozZovanim a zakladanim nové gemeill@ je v souladu s pozorovanim
Faccoliho (2009).

Dospeli jedinci po nalezeni vhodného habitatu pékiav pripravach na fezimovani.
Prechod z prediapauzni do diapauzni faze je spdjetepSim s poklesem teplot po polavin
z&i a na poatkutijna. Mortalita Bhem Fezimovani je ovliiovana biotickymi a abiotickymi
faktory. Ri dlouhodobé teplét— 10°C zimu nefezije az 50% jedinc Nezrala stadia jsou
k uhynu vlivem nizkych teplot nachyjsi nez dosgi brouci (Annila, 1969; Wermelinger,
2004).



1.4 Diapauza

Teplota okoli a fotoperioda ovhiwuji nejiizngjsi fyziologické @&je u hmyzu a jsou
dulezitymi faktory pro volbu hiberaich staw jako je kviescence a diapauza (Kodrik,
2000). Oba tyto terminy spadaji pod dormanci (Kiqd2D00), coZ je oziani pro jakykoliv
stav, kdy je potléen vyvoj jedince (KoZal, 2006).

Kviescenci nizeme popsat jako okamzitou odpdvna utity limitujici faktor, jehoz
hodnoty dosahnou &ity kriticky prah (Ko§al, 2006). Vysledkem je zpomaletiizastaveni
vyvoje (Kodrik, 2000). Po navratu k optimalnim hothm limitujiciho faktoru se obnovi
vSechny dje, které byly kviescenci ukoany.

Naproti tomu diapauza je geneticky programovanycesp ktery pomaha hmyzu
pieklenout nefiznivé obdobi a dovoluje mu obyvat temperatni 2l oblasti (Ko&al,
2006). Nevyhody diapauzy tkvi ve sniZzeni postdiapaditness, pezivani a plodnosti, jez
jsou spojeny s nejergjSimi stresy Bhem diapauzy, ndp vysychani, teplotni Sok nebo
ubyvani energetickych rezerv (Hahn a Denlinger,7200

Délka diapauzy se pohybuje&dech dfi az nésiai, zalezi na druhu hmyzu (Kodrik,
2000). Diapauza se sklada alika fazi — pre-diapauza, diapauza a post-diapdnd’al,
2006), z nichz kazda ma své subfaze. Prediapadz® je charakteristicka pokrgicim
vyvojem a to i navzdory skuteosti, Ze signaly prostdi redznamenavajici blizici sedadek
negiznivého obdobi byly jedincem jiz zaznamenany @eiy v jeho nervovém systému, kde
pak poslouzi jako stimul pra@pnuti mezi pokrgovanim ontogeneze a diapauznim vyvojem.
Tyto signaly mohou byt iiimé nebo nefmé. Upozoiiuji na blizici se z&nu vrgjSiho
prostedi a zajisuji, Ze diapauza bude indukovanaregstihu ped touto zminou. NegasgjSi
negimy signal je fotoperioda. Specifické receptory ozku a slozenych dich hmyzu
umo#iuji zachyceni délky dne (Denlinger, 2002). DalSiepiimym signalem, znamym
hlavre v tropech a dalSich oblastech, kde nejsodmgnfotoperiody vyznamné, jsou zmy
sloZeni potravy, nappritomnost specifickych fenolickych latekigstovin na konci sezony.

Charakteristickym jevem diapauzy u hmyzu je minim&i Zzadny gijem potravy,

a tak je hmyz vic€i méns zavisly na energetickych rezervach ziskanyigdmastupem do
diapauzy (Hahn a Denlinger, 2007), které pokryjitabelické poteby kEhem diapauzy a
zarover na konci diapauzy postiak dokorteni vyvoje a obnoveni aktivity. &ina hmyzu

v prabéhu diapauzy nefjima vabec Zadnou potravu, aletifeme se setkat s tim, Z&ktera
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stadia (larva, dosfec) potravu fjimaji, i kdyZ v malém mnozstvi. Nejtezit¢jSim zdrojem
energie uplatujici se pi diapauze u hmyzu jsou lipidy, ale nesmime oporoerani
nelipidické latky, které jsoutdezité pro uéité druhy v utitych fazich diapauzy.

Diapauza nuth neznamena uUplné&gruseni vyvoje. Mnoho metabolickych drah jako
nag. anabolické &e vedouci kiistu a proliferaci butk je bithem diapauzy suprimovano.
DalSi ctje jsou udrZzovany na redukované uarovni &taré jsou naopak up-regulované.
NejbezrejSim up-regulovanymdlem je produkce kryoprotektan{nag. glycerol). Produkce
protistresovych latek, jako jsou rfapySe zmidné kryoprotektanty, se vyznagmpodili @i
udrZzovani metabolismu a vyuziti metabolickych rezgthem diapauzy (Hahn a Denlinger,
2007).

Vzhledem k tomu, Ze teploty vzduchu jsou zejménewm dopadajiciho slugriho
z&eni zné&n¢ odliSné od teplot vlyku, se kterymi jsouepimujici lykozrouti pimo
konfrontovani (Beier, 2007), neni vyjimkou, Ze diagni brouci fijimaji béhem teplejSich
period potravu (Annila, 1969). Jinak je vSak pohydaktivita omezena a charakteristickym
znakem diapauznich dadpi je neschopnost letu #gobend atrofii l1étaci svaloviny (Dolezal
a Sehnal, 2007). Diapauza je ukena piblizné v poloviné prosince a po tomto datu se
lykoZrouti nachazeji ve stavu tzv. postdiapauzriessence, kdy je rozhodujicim stimulem
k rojeni naifist teploty (Dolezal a Sehnal, 2007). Vyznamnou hoéije Zzejm¢ i délka dne,
avSak literarni udaje chybi. Fotoperiodu jsou veadzimujici lykoZrouti zjeva schopni
sledovat a reagovat na jeji &ny i vtom gipads, Ze povrch stroih a hrabanky je pokryt
vrstvou s&hu (Fuhrer a Chen, 1979).

1.5 Energetické rezervy

Mnoho zastupt hmyzu proziva diapauzu ve stadiu figmajicim potravu jako je
stadium vajtka, kukly ¢i tzv. wandering larvy (Hahn a Denlinger, 2007)otpr musi byt
vSechny latky pagebné pro prbéh diapauzy a postdiapauzni faze nashrorr@ze podoks
energetickych rezerv jizipd nastupem do diapauzy.

Tt nejdilezitejSi skupiny energetickych rezerv jsou lipidy, saaha a proteiny.
Hmyz uklada lipidy ve form triglyceridi, které ziskava hll piimo z potravy nebo syntézou

ze sacharigl a aminokyselin. Molekuly triglyceridjsou tvaeny jednou molekulou glycerolu
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a ttemi molekulami mastnych kyselin na OH skupinachlkBéettzci mastnych kyselin v
piirozert se vyskytujicich triglyceridech iie byt fizna, nejastjSi jsou vSakiettzce s 16,
18 nebo 20 atomy uhliku (Vodrazka, 1996). Triglyderijsou syntetizovany a skladovany
v tukovém é&lese hmyzu a tvd témet 90% vSech lipid tukoveho &lesa (Arrese et al., 2006).
Nekteré triglyceridy jsou uchovavany v metabolickytiakich tkanich jako je nap hrudni
létaci svalstvo (Hahn a Denlinger, 2007). Z tukavéthesa jsou triglyceridy uvébvany do
hemolymfy v podob diglyceridi a ty jsou po de hmyzu penaSeny pomoci lipoforinu
(Arrese et al., 2006).

Hlavni energetickou rezervou sacharidové povahy lenyzu glykogen. Glykogen je
vétveny polymer slozeny z mnoha molekul glukézy (2@ 000 molekul glukézy) (Vodrazka,
1996). Ri nepiznivych podminkdch se glykogen uplaje jako substrdt pro syntézu
kryoprotektani (Storey and Storey, 1990).

Nekteré druhy diapauzniho hmyzu maji zvySenou komaenaminokyselin, které se
uplatiuji pii odolnosti proti chladu a vysychani (Hahn a Degdin 2007). Aminokyseliny
jsou uchovavany ve forénproteini, které jsou syntetizovany v tukovénilese hmyzu
(Haunerland, 1996). ied nastupem do diapauzy si hmyz akumuluje zasobkéviny.
VétSina zasobnich bilkovin gatdo skupiny hexamernich bilkovin, které jsou evntu
piibuzné s hemocyaninem (Haunerland, 1996). Amindkyseobsazené v zasobnich
bilkovinach se podileji na udrzovani metabolisnihemn diapauzy a v postdiapauze se
uplatiuji pri vyvoji a obnoveni aktivity (Hahn a Denlinger, 200

1.6 Cil prace

Energeticky stav hmyzu na @aku diapauzy ma rozhodujici vliv nejen na &&smwst
piezimovani, ale vzhledem ke sniZzené moznosfimp potravy Bhem zimy i na
postdiapauzni fitness a z ni plynouci reprashika disperzni potencial lokalnich populaci.
Cilem této prace bylo fbézn¢ sledovat energeticky stavgzimujicich lykozrout a zjistit,
zda je mozné na zéklageho charakteristiky predikovat reproduk Usgsnost pezimujici
populace lykoZrouta smrkovéhipg typographus (L.)) v ¢asre jarnich ngsicich.
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2 MATERIAL A METODY

2.1 Charakteristika sledovanych lokalit

Dosglci byli sbirani v ngsicnich intervalech  na dvou lokalitach liSicich se
nadmdskou vySkou — Kubova Hu(1100 m.n.m.) a Hlubok& (350 m.n.m.) z feromondwvyc
lapait a lapak. Smrkovy porost na obou lokalitdch byl na §izorientovanych svazich, se
stuprém zakmengini 8 a stéim porostu 80 let.

Na obou lokalitach byly na okraji lesa rozrirst 3 feromonové laga (typ
Theyssohn &tbinovy, navnada Ecolure IT, Fytofarm CZgMik, CR) a 3 aZ 5 lapak(prvni
a druhé generace dIESN, v pipadt potteby byly gikaceny dalsi lapaky) a probihalo

celorani méteni teploty vzduchu na slunci a ve stinu.

2.2 Odbér, zpracovani a uchovavani materialu

LykoZrouti byli z feromonovych lagé odebirani od k&na 2008 do z& 2008. Do
laboratde byli prepravovani v autoledéte naplgné ledem, po transportu byli ihned ulozeni
do mrazédku a az do zpracovani uchovavénig®°® C. V zimnich misicich byly na lokalitach
ponechany lapaky (resp. iegy), ty byly do laborate transportovany v chladu, ihned po
dovezeni odkormy a ziskani neposkozenirkvci ulozeni do -80° C.

Pred vlastnim zpracovanim byli brouci vazeni na aieldych vahach (GR-200-EC,
A&D Instruments Ltd., Japan),figemz utovana bylacerstvd a sucha hmotnost (postup
suseni viz. nize). P pitvé bylo ukovano pohlavi a stabrouka dle metodiky popsané
nagiklad v praci Merkera a Wildové (1954)tipadre Schopfa (1989). VSechny odstiny od
swtle Zluté az po h¥dou byly klasifikovany jako mlady brouk, &tocerné zbarveni jako
stary rodéovsky brouk. Tato klasifikace byla &ena stavem pohlavnich organ

2.3 Biochemicka stanoveni

V experimentech byly stanovovany obsahy energetitkgzerv dosfici lykozrouta

smrkoveho Ips typographus (L.)).
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U broukii byly zjistovany nasledujici parametry: obsah lipid hemolymé, celkovy
obsah lipidi v 1 jedinci, obsah bilkovin v hemolyffcelkovy obsah bilkovin (v 1 jedinci)
rozpustnych ve vagdci detergentu a obsah glykogenu. Z kazdéhwsh lokality bylo vzdy

analyzovano deset jediinc

2.3.1 Obsah lipidd v hemolymfé

Pro odigr hemolymfy byla vzhledem Klesnym rozmiram lykoZroufi vyuZita
metodika popsana napv praci Kaufmanna a Browna (2008). Désplykozrouta smrkoveho
byli nejdiive zvazeni na analytickych vahach, poté byla pdewa pitva v chladu ve
fyziologickém Ringerov roztoku pro hmyz (sloZeni: 9g NaCl, 0,2g KCI, @27aC}.2H,0,
4g glukozy. Pomoci NaHC{bylo pH nastaveno na 7,2 a roztok d@plniestilovanou vodou
do 1000 ml). Byly odstramy krovky a abdominalni tergity, po dobu 10 minyti hedinci
ponechani v 15 ul fyziologického roztoku, déhnz mohla vold vytékat hemolymfa, poté
bylo odséato 10 pl takto vzniklé $si, centrifugovano (Universal 32 R, Hettich Zentgén,
Germany) po dobu 10 min. & @0 000 ot./min. a pouzito pro analyzu.

Obsah lipid v hemolymé byl stanovovan pomoci sulfofosfovanilinového testu
(Zollner a Kirsch (1962), modifikace dle Holwerdyad. (1977)). Sulfofosfovanilinovy test je
zaloZen na reakci dvojnych vazeb, které se vyskytlipidech hmyzu. Lipidické slaieniny
odSe&puji v prostedi silnych kyselin mastné kyseliny, jejichz dvojmézby pak reaguji
s vanilinem za vzniku barevnych st@mnin.

Standardy byly fipraveny z 10 mM zasobniho roztoku kyseliny olejgv&=282,5),
zasobni roztok byl fipraven rozpushim 2,823 mg kyseliny olejové v1 ml hexanu.

Standardy byly fipraveny podle nasledujici tabulky:

pl zasobniho roztoku | pg kyseliny olejové
0 (Blank) 0

2 5,650

5 14,126

10 28,250

20 56,500

50 113,000
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Do sklergnych zkumavek s 10 ul ssi hemolymfa-fyziologicky roztok bylofjmano
po 200 ul koncentrované kyseliny sirové, zkumavily Ipovaeny 10 minut ve vodni lazni.
Po vychladnuti bylo do zkumavekig@no po 1 ml vanilinu, obsah ve zkumavkach iaglre
zamichan na vortexu a zkumavky byly ponechémpakojove teplat po dobu 30 minut, kdy
se postup&iroztok ve zkumavkach zabarvil do odétiiZzovébarvy. Zabarveni bylo r&feno
spektrofotometrem (Spectra MAX 340 PC, Moleculavibes, Sunnyvale, CA, USA)ip
vinové délce 546 nm. Jako kalibra kiivka byla pouZzita Kvka kyseliny olejové.

2.3.2 Celkovy obsah lipidu

Stanoveni celkového obsahu lipighrobihala s pomoci sulfofosfovanilinové assaye
(viz. 3.3.1), postupem dle Botterwega (1982).

Zvazeni brouci byli suSeni po dobu 15 hofi tgplot 55°C a zvazena susSina. Vzorky
byly homogenizovany pomoci dniho plastového homogenizatoru, poté k nim byigdny
2 ml koncentrované kyseliny sirové a zkumavky bybteny po dobu 10 minut. 25 pl
vychladlé uvéené snisi bylo napipetovano do novych zkumavekidan 1 ml vanilinu a
zkumavky byly ponechany stat 30 minutth@m této doby se vyvinulaizové zabarveni,
jehoz intenzita odpovidala mnozstvi lipige vzorcich a byla stena spektrofotometrentip

vinové délce 546 nm. Jako kalibra kiivka byla pouzita kvka kyseliny olejove.

2.3.3 Obsah bilkovin v hemolymfé

Pro odir hemolymfy byla vyuZita stejna metodika jako jeppéna v odstavci 3.3.1.
Po zvazeni byly brouim odpreparovany krovky a abdominalni tergity, v m#kumavkach
k nim bylo gidano 15 pul fyziologického roztoku, do kterého seliiovala hemolymfa. Po 10
minutach bylo do novych mikrozkumavek odebranqullémesi fyz. roztok-hemolymfa, ied
vlastni analyzou byly vzorky centrifugovany — 10hmil0 000 ot./min.

Pti stanoveni bilkovin byl vyuzit koméné dostupny BCA Kit (SIGMA — Aldrich,
Saint Luis, MO, USA). BCA metoda byla popsana Siomasn a Willams-Smithem (1975),
modifikovana Stoscheckem (1990). BCA metoda vyusdné soli kyseliny bicinchoninove.

Principem metody je reakce peptidové vazbyéd' matymi ionty za alkalickych podminek.
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Médnaté ionty se redukuji na &tiné ionty, které jsou komplexovany sodnymi solemi
kyseliny bicinchoninové. Komplexacegdnych ionti se projevi fialovym zabarvenim.
BCA metoda:
Reagencie: reagent A — BCA roztok (sodium bicinchaie)

reagent B — CuS(bH,O
Jako standardy byly pouzity roztoky BSA (bovineusg) o fiznych koncentracich.
Smichanim reagencii A a B v péra A:B=50:1 byla pipravena pracovni s&s (reagencie C).
Zasobni roztok o koncentraci 4 mg/ml byl ziskanprggnim 4 mg BSA v 1 ml vody.
Standardy jsmefjpravili dvojkovymiedinim v rozmezi 0 — 32 pg/jamka
Do kazdé jamky na mikrotittai destéce byly napipetovany 4 pl vzorku (8mfyz. roztok-
hemolymfa) a 200 pl reagencie C. Absorbance Wzdya stanovena na spektrofotometru
(Sunrise Remote, Tecan, Austria, software: KIM 20D&niel Kittrich) @i vinové délce

562 nm. Podle kalibtmi kiivky byly dopaitany koncentrace protdirve vzorcich.

2.3.4 Celkovy obsah bilkovin

Celkovy obsah bilkovin byl stanovovan ré¥mBCA metodou (viz odstavec 3.3.3).
Zvazeni brouci byli homogenizovani pomoci plastavéhhomogenizéatoru
v 200 ul 0,1 M Tris-HCI (pH=8) a centrifugovani 1finut @i 14 000 ot./min. a 4°C.
Odebrany supernatant byl pouZzit pro stanoveni @ vozpustnych proteiny z pelety byl
zjiStovan obsah proteinrozpustnych v detergentu.
Priprava Tris-HCI: Bylo navazeno 1,211 g TRISu (Mr22]11) a dopléno vodou do 100 ml,

tim byl ziskan TRIS o koncentraci 0,1 M. Pomoci HKal bylo nastaveno pH na hodnotu 8.

2.3.4.1 Bilkoviny rozpustné ve vodé

Do zkumavek bylo napipetovano 5 ul supernatant atdvody. Byly gipraveny
standardy a do vSech zkumavek bylidgno 1 ml reagencie C (viz odstavec 3.3.3),
zkumavky byly zamichany a ponechany inkubovat 3Quinpi teplog 60°C. Po kratkém
zchladnuti byla rffena absorbanceripp62 nm, byla vytvéena kalibréni kiivka, podle niz
byly dopaitany koncentrace ve védozpustnych proteinve vzorcich.
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2.3.4.2 Bilkoviny rozpustné v detergentu

Peleta byla rehomogenizovana v 200 pl 50 mM Trig-si¥idavkem 1% Triton X a
vzorky byly centrifugovany 10 minutiipl4 000 ot./min. Do zkumavek bylo napipetovano
5 ul vzniklého supernatantu a 45 pl vody. Bylyppaveny standardy a do vSech zkumavek
bylo piidano 1 ml reagencie C (viz odstavec 3.3.3), zkikpdyly zamichany a ponechany
inkubovat 30 minut % teplot 60°C. Po kratkém zchladnuti byla¢iana absorbancefip
vinové délce 562 nm, byla vytiena kalibrani kiivka a dopgitany koncentrace v detergentu

rozpustnych proteihve vzorcich.

2.3.5 Stanoveni glykogenu

Pro stanoveni obsahu glykogenu byla pouzita mgtogaana Goodem et al. (1933).

Nejprve byla zji&na cerstvA hmotnost broudk a ti poté peneseni do
mikrozkumavek s 400 ul 70% ethanolu, homogenizov@oimoci réniho plastového
homogenizatoru a centrifugovanii 3 000 ot./min po dobu 10 min v pokojové teplddyl
odsan supernatant a peleta rehomogenizovana veil4D0% ethanolu a centrifugované p
13 000 ot./min po dobu 10 mirtipokojové teplat. Byl odsan supernatant a zbyly ethanol
odstragn susenim po dobu 15 midi p55°C. Ke vzorkm bylo gidano 200 pl destilované
vody a peleta wkladn® homogenizovana. Poté byldiggno 1,1 ml 30% KOH, zkumavky
zamichany, tkladné uzaveny a vlozeny na 30 min. do vodni |&zm teplot 95°C. Vzorky
byly zchlazeny, centrifugovanytip8000 ot./min po dobu 10 min v pokojové tegloDo
novych zkumavek bylo napipetovano 250 pl infranatapiidano 125 pl 10% NSO, a
750 ul 99,8% ethanolu a vzorky zamichany na vortexu
Pres noc byly zkumavky ponechany na ledu, poté dvakaénichany v intervalu 20 min.
Vzorky byly centrifugovany 13 000 ot./min po dobu 10 min ve 4°C, ods#an
supernatant. Poté bylofigano 500 ul 70% ethanolu, vzork¥adré promichany a
centrifugovany g 13 000 ot./min., 3 min., 4°C, potom byl znovu wdsin supernatant.
Nasledovalo opakovaniirgdchoziho kroku. Peleta byla suSena 15 mintgplo€ 55°C a
rozpuséna v 500 ul destilované vody. Ze zasobniho roztdiery byl ziskan rozpu&tim 80
mg glukézy ve 100 ml vody, bylyfipraveny standardy podle nasledujici tabulky:
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mnoZzstvi
mnozstvi vody | mnozstvi zasobnihg glykogenu v ekv.
(ul) roztoku (pl) glukdzy (ng/100 pl)
100 0 0 (Blank)
93,7 6,3 5
87,5 12,5 10
75 25 20
50 50 40
0 100 80

Kysel& hydrolyza

100 pl rozpudné pelety bylo napipetovano do skiagich zkumavek a do nich bylo
piidano 500 ul destilované vody a zamichano, poté |20fenolu a zamichano, do kazdé
zkumavky byl rychle pdan 1 ml koncentrované kyseliny sirové, zkumavkyed zamichany
na vortexu a ponechany 5 mirti pokojové teplat. Vzorky byly greneseny na 20 min. do
vodni laze vyhraté na 95°C, poté ochlazovany 30 miti. pokojové teplot a nasled&
meiena absorbancaipi90 nm. Byla vytvéena kalibréni kiivka, podle niz byly dopstany

koncentrace glykogenu ve vzorcich.

2.4 Vliv energetického stavu pfezimujici populace na plodnost samic

béhem jarniho rojeni

Cerstvé smrkové \gzy o délce 50 cm afméru 25 cm byly ulozeny do chovnych
kleci velikosti 55 x 50 x 50 cm (vySka XI& x délka). Ty byly umighy v insektariu ve stalé
teplog 20°C a fotoperiodl 14:10 hodin (foto: skotofédze). Do kazdé z chovnidri bylo
piidano 50 brouk jarniho rojeni, kt# cerstw nalétli do feromonovych lapa na
nasledujicich lokalitach:

Kubova HW& — uvnif porostu, stin
Kubova Hu — okraj lesa, slunce
V¢elna pod Boubinem — uvhiporostu, stin

V¢elna pod Boubinem— okraj lesa, slunce
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Lokalita Vcelnd pod Boubinem odpovida svou charakteristikouii(sporostu,
orientace) lokalitam Kubova Ha Hluboka nad Vitavou, nadrfska vyska je 600 m n. m.

Vyrezy byly kazdé dva dny uieny vodou. Po 5 tydnech byly iezy rozebrany a
zjisteny paty brouki nalétlych do viezi, patet kladoucich samic, nakladenych vek a
larvalnich galerii.

Na vySe zmidnych lokalitach Bzelo sodasré sledovani plodnosti samic jarniho
rojeni v terénnich podminkach. Na&rstw¥ nalétlych lapacich bylycgtdny paty vajicek

nakladenych jednou samici.

2.5 Statistické vyhodnoceni vysledku

Grafické zpracovani kalibtaich Kivek a vypd@ty koncentraci lipid, glykogenu a
bilkovin byly provadny v programu GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

Statistické vyhodnoceni vysleillbylo provedeno v programech STATISTICA verze
7.2 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) a R verze 211®ed vlastnim hodnocenim bylo pomoci
vyneseni dat zji©vano jejich rozéleni (distribuce).

Hodnoceni dat s normalnim rozdélenim
Pro hodnoceni dat s normalnim rélethim byl pouzit program STATISTICA
verze 7.2. Data byly hodnoceny metodou vicecestradyay variance (MANOVA). Byly
piidavany faktorylokalita a datum sberu a jako kovariata byla zadarenotnost karovce.

Rozdilnost jednotlivych gfeni byla hodnocena pomoci post-hoc testu Tukey HSD.

Hodnoceni dat s poissonovym rozdélenim
Tato data byla hodnocena metodou GLM v programiN&ovy model byl
postupr rozSiovan o faktorydatum, lokalita a hmotnost a (telnost vzniklého modelu byla
hodnocena pomoci poklesu AIC (Akaike infokmna kriterium, v tom smyslu, jakém ho
program R nazyva Cp; v experimentalnich vysledeichdim pro pehlednost hodnoty Cp
pod ndzvem AIC). Pravgodobnost vlivu faktoru byla &ena pomociy® testu oproti

jednodussimu modelu.
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3 VYSLEDKY

3.1 Obsah lipidd v hemolymfé
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Obrazek1  Obsah lipidi v hemolymfé dosgglcia lykozrouta smrkového (ps
typographus z lokalit Kubova Hut (graf A) a Hluboka (graf B). Brouci byli
odebirani v mésiénich intervalech od srpna 2008 do ¥ezna 2009. Sloupce
znézoniuji pramérny obsah lipidd v pg/jedince na ekvivalent hemolymfy.
Vyneseny jsou pfimér (n=10) a snérodatné odchylky.

Je patrné, Ze trend 2m obsahu lipid v hemolymg je na zkoumanych lokalitach
odliSny. Minimalni obsah lipil v hemolymé€ brouki z lokality Kubova Hti byl 5,29+2,26
pg/brouk vlednu, coz zhruba odpovida hodnoe srpna (6,03£2,68 pg/brouk). Naopak
nejvysSi mnozstvi lipil v hemolymé bylo detekovano u lykoZroutz bfezna (9,8+3,65
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pg/brouk) (Obr. 3, graf A). Na grafu B jsou rozdiyrazrejsi, avSak trend na konci zimy je
opany nez na lokald Kubova H&. Zatimco na Kubay Huti byly v bfeznu zaznamenany
maximalni mnozstvi lipid v hemolymé (Obr. 3, Graf A), na lokaktHIubok& byla beznova
hodnota druha nejnizsi (4,49+3,80 pg/broukajipmve (3,18+1,21 pg/brouk).

Distribuce dat je poissonova typu. Statistické tumémi prokazalo, Ze oproti
nulovému modelu (AIC=213,37) méa vyznamny vliv faktatum (AIC=199,45 ; p<0,0002).
Nevyznamné jsou naopak faktdigkalita (AIC=214,11 ; p<0,26) &motnost (AIC=215,36 ;
p<0,91).

3.2 Celkovy obsah lipidu

800 - A
700 A

600 l
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5 400 -
D 300 -
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0 T T T T T T T 1
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Obrazek 2  Celkovy obsah lipidi u dosglcia Iykozrouta smrkového (ps
typographu$ z lokalit Kubova Hut (graf A) a Hluboka (graf B). Brouci odebirani
v mési€nich intervalech od srpna 2008 do ¥ezna 2009. Sloupce znazbuji
pramérny obsah celkovych lipidi v 1 jedinci v pg/jedince. Sloupci jsou vyneseny
praméry (n=10), us€kami smérodatné odchylky.
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Primérné mnozstvi celkovych lipidna lokalit Kubova H& (Obr. 2, graf A) vazista
od srpna z 144,45+6,04 pgl/jedinec na 418,50+150@Rdinec Wijnu, nasleduje pokles do
prosince (263,43+79,78 pgl/jedinec) aétmwny nafist na maximalni hodnoty vidéznu
(513,70+168,14 pgl/jedinec). ih celkového obsahu lipidna lokalit Hluboka (Obr. 2,
v z&i (245,66+108,47 pgl/jedinec) a prosinci (280,94986,1g/jedinec), s nastem viijnu
(304,82+165,88 ugl/jedinec) a listopadu (306,33#1@84g/jedinec). NejvysSi hodnota byla
naneiena u lykozrout z unora (517,59+69,12 pg/jedinec).

RozloZeni dat je poissonova typu. Z faktalatum, lokalita a hmotnost maji oproti
nulovému modelu (AIC=165,74) vliv faktorgatum (AIC=126,86 ; p<3,92*18) a lokalita
(AIC=133,84 ; p<1,37*18) . Nebyl prokazan vliv faktorbmotnost (AIC=164,99 ; p<0,09).
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3.3 Obsah bilkovin v hemolymfé
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Obrazek 3  Obsah bilkovin v hemolymé u dospglci lykozrouta smrkového (ps

typographug z lokalit Kubova Hut (graf A) a Hluboka (graf B). Brouci byli

odebirani v mésiénich intervalech od srpna 2008 do ¥ezna 2009. Sloupce

znazoniuji pramérny obsah bilkovin v hemolym& v pg/jedince na ekvivalent

hemolymfy. Sloupci jsou vyneseny piméry (n=10), Us&kami smérodatné

odchylky.

Na lokali¢ Kubova Hw (Obr. 3, graf A) Ize zaznamenat @gir z minimalni hodnoty

v srpnu (50,27+12,33 pg/jedinec) na hodnotu maximnél35,53+21,33 pg/jedinec), ktera
byla nangena u lykozrout z prosince. V lednu nasleduje pokles na 86,1081p@/jedinec,
ktery je vysfidan naistem v Unoru (132,01+34,06 pg/jedinec), coz sei bigximalni
hodnot z prosince. Na lokalit Hluboka (Obr. 3, graf B) je trend obdobny. Od srpio
listopadu jsou hodnoty téstejné (55,25 — 60,88 pg/jedinec). U lykozZiomtprosince byla,

stejré jako na Kubow Huti, nangiena maximalni hodnota (128,96+40,77 pg/jedinec). Po
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lednu a unoru, kdy jsou hodnoty té&mtotozné (107,10 — 111,29 ugl/jedinec), nasleduje
pokles.

Distribuce dat je typu poisson. Od nulového mod@llC=243,89) se vyznannlisi
faktor datum (AIC=12554 :; p<2,2*18°%. Nebyl prokézan vliv faktér hmotnost
(AlIC=244,81 ; p<0,30) éokalita (AIC=245,76 ; p<0,72).

3.4 Celkovy obsah bilkovin
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Obrazek 4  Celkovy obsah bilkovin rozpustnych ve ¥ a detergentu u
dospélca lykozrouta smrkového (ps typographu z lokalit Kubova Hut (graf A;

bilkoviny rozpustné ve vod - obrys, bilkoviny rozpustné v detergentu -
Srafovang) a Hluboka (graf B; bilkoviny rozpustné ve vo@& — obrys, bilkoviny
rozpustné v detergentu - Srafova#). Brouci byli odebirani v mésiénich intervalech
od srpna 2008 do Bezna 2009. Sloupce znézthwji pramérny celkovy obsah
bilkovin v pg/jedince. Sloupci jsou vyneseny pmméry (n=10), Us&kami

smérodatné odchylky.
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Obr. 4, graf A ukazuje jb¢h obsahu celkovych bilkovin na lok&liKubova Hu.
Obrysem jsou znazokny bilkoviny rozpustné ve ved Srafovag bilkoviny rozpustné
v detergentu. Od #¥&(213,50+71,83 ugl/jedinec) do listopadu hodnotikdviin rozpustnych
ve vodt pozvolre naristaji na maximalni hodnotu (278,59+48,76 ug/jedin@d prosince se
hladiny snizuji, v Beznu byla zji&tna minimalni hodnota (129,77+26,73 pg/jedinec).
Srafovai jsou na Obr. 4, graf A zobrazeny hodnoty bilkowizpustnych v detergentu u
lykozrouti z lokality Kubova Hti. Od srpna do listopadu se hladiny bilkovin pohibuj
vrozmezi 77,46 — 92,93 pg/jedinec. Od prosince lezna dochazi v porovnani
s predchéazejicimi resici k poklesu, hodnoty jsoufiplizné 2,7krat nizSi.Praibéh dat na
lokalité¢ Hluboka je obdobny (Obr. 4, graf B). Obrysem jézurrén celkovy obsah bilkovin
rozpustnych ve vad Pribéh je velmi podobny jako na lokaliKubova Hw, rozdil je pouze
v jednotlivych hodnotach, které jsouupirné o 29,22 jednotek nizSi. Obsah bilkovin
rozpustnych v detergentu (Obr. 4, graf B, Sraf@yga pimérné o 13,41 jednotek nizsi nez
na lokalit Kubova Hu'.

Data maji normalni rozteni, vyhodnocovana byla dvoucestnou ANOVOU.
U celkového obsahu bilkovin rozpustnych ve &@@ ziskana data vyznaimhsi dle data
shsru (p<1*10% F(7,143)=11,00) i podiéokality (p<0,001; F(1,143)=11,24). #azna je
interakce obou uvedenych fakiofp<1*10% F(7,143)=4,96). Bez zapiani efektu lokality
je obsah bilkovin nejvyssi vésici listopad a gikazre se liSi od vSech dat kranmésice
prosinec (p<0,001). Obsah celkovych bilkovin rozpysh ve vod je vy3Si (p<0,001) na
Kubow Huti (pramérné 199,32 pg/jedinec) nez na Hluboké (170,10 pg/moinNa lokalig
Kubova Hu je patrny naist pimérného obsahu bilkovin od #ado listopadu, po kterém
dochazi k poklesu, statisticky vyznamny je zejmémzdil listopadu oproti lednu, Unoru a
bieznu (p<0,0005). Obdobny trend je &tidlna Hluboké s tim rozdilem, Ze jeigazny rozdil
mezi listopadem a srpnemii@ atijnem (p<0,005) a mezi listopadem a tnorem (p<0,05)

Data celkového obsahu bilkovin rozpustnych v detetg se vyznanminliSi dle data
sk¥ru (p<4,2*10"%; F(7,138)=21,06) a podlekality (p<0,0003; F(1,138)=13,69). #kazna je
interakce obou uvedenych fakiiofp<5,12*10% F(7,138)=7,87). Obsah bilkovin dosahuje na
lokalit¢ Kubova Hw maximalnich hodnot v #sicich srpen (92,93+28,98 ug/jedinec) a
listopad (87,48+17,72 pgl/jedinec) a vyznanse liSi od misial leden, Unor a ilezen
(p<0,002). Na Hluboké byla nejvyssi hodnota &gmna v listopadu (67,63+£13,34 ugl/jedinec)
a vyznama se liSi od misiail leden a unor (p<0,02).
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Pfi porovnani mnozstvi bilkovin rozpustnych ve ¥odici bilkovinam rozpustnych
v detergentu jeiejmé, Ze na lokaltKubova Hu je primérné mnozZstvi bilkovin rozpustnych
ve vod priblizne 3,5 krat vySSi nez pmérné mnozstvi bilkovin rozpustnych v detergentu. Na
lokalit¢ Hluboka niizeme pozorovat ifblizné 3,8 krat vysSi gimérné mnoZzstvi bilkovin

rozpustnych ve vadnez bilkovin rozpustnych v detergentu.

3.5 Obsah glykogenu
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Obrazek5 Obsah glykogenu u lykozrouta smrkového f[Is typographus)
z lokalit Kubova Hut (graf A) a Hluboka (graf B). Brouci byli odebirani
v mésiénich intervalech od srpna 2008 do kezna 2009. Sloupce znazbuji
pramérny obsah glykogenu v pg/jedince. Sloupci jsou vyseny praméry (n=10),
Usa’kami smérodatné odchylky.
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Od ntsice z& dochazelo na obou lokalithch k fgiu mnoZstvi glykogenu.
Maximalni hodnoty obsahu glykogenu bylo na lokakitibbova Hu' (Obr. 5, graf A) dosazeno
v mésici fijen (317,8 pgl/jedinec). Naproti tomu na lokalidluboka (Obr. 5, graf B) bylo
maxima dosazeno odsic pozdji (228,0 pg/jedinec). Po dosazeni maxima dochazélou
lokalitach ke snizovani mnozstvi glykogenécpmz minimalni hodnota mnozstvi glykogenu
byla na lokali¥¢ Kubova H& v mésici prosinec (22,4 ugl/jedinec) a na lokalluboka o
mésic pozdiji, tzn. v mésici leden (33,4 ugl/jedinec). dasnych jarnich gsicich dochazelo na
obou lokalitach k mirnému zvySovani mnozstvi glydmg.

Distribuce dat je poissonova typu. Statistické rambni prokazalo, Ze oproti
nulovému modelu (AIC=878,83) se vyznanii$i faktory datum (AIC=426,85 : p<2,2*108°
a lokalita (AIC=870,90 ; p<0,002). Bkazna je i interakce faktbrdatum a lokalita
(AIC=217,75 ; p<2,2*18°). Vliv faktoru hmotnost (AIC=880,00 ; p<0,36) nebyl prokéazan.

3.6 Obsah vody

Pfi stanovovani celkového obsahu lipithyla zji¥ovanacerstva a sucha hmotnost

lykoZroufi. Z &chto hodnot Ize vypsitat ptimérny obsah vody v jedincich.
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Obrazek 6  Prmimérny obsah vody u dosplca lykoZzrouta smrkového (ps
typographus z lokalit Kubova Hut (obrys) a Hluboka (Srafovar€). Brouci byli
odebirani v mésiénich intervalech od srpna 2008 do ¥ezna 2009. Vynesen mér
deseti hodnot.

Obsah vody v dosjrich lykozrouta smrkového je na obou lokalitdchmigpodobny
(Obr. 6). Na Kubow Huti jsou hodnoty od zado krezna velmi podobné. #mérné hodnoty
obsahu vody v lykozroutech jsou 52,4 % na Kubdwuti a 54,7 % na Hluboké. Vyjimku t¥io
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hodnota ze zana Hluboké, kde je rozdil mezi lokalitami n&gi (15,4 %), avSak data jsou

zkreslen& absenci srpnovych dat na Hluboké.

3.7 Vliv energetického stavu pfezimujici populace na plodnost samic

bé&hem jarniho rojeni

LOKALITA | ABORATO R | TEREN
Kubova Hw’, stin 19,3 51,6
Kubova Hw’, slunce| 9,5 48,8
Véelnd, stin 3,8 50,7
Véelna, slunce 55 51,9
PRUMER 9,5 50,7

Tab. 2 Pramérny pocet vaji¢ek nakladenych jednou samici v laboratornich

a terénnich podminkach

Ze ziskanych dat vyplyva, Ze samice v terénnichnpoklach nakladly gmeérné o
41,2 vajtek/samice vice nez samice v laboratornich podmmmk&xata maji normalni
rozckleni. Statistické hodnoceni neprokazalo \kality (p<0,66 ; F(1,60)=0,20) ani toho,
zda byly lapéky umisty na sluncti ve stinu (p<0,75 ; F(1,60)=0,10).
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3.8 Odchyty z feromonovych lapacu
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Obrazek 7  Pribéh rojeni na lokalitach Kubova Hut (souvisla ¢ara) a Hluboka
(¢arkované) béhem roku 2008 vyjadeny jako pofet broukd odchycenych ve
feromonovych lapaich. Data jsou piimérem ze t#i feromonovych lap&i.

Na lokalit Hluboka z&alo jarni rojeni pezimujici generace patkem ktna (Obr. 7,
carkovarg). Do konce kétna bylo do 1 lapse odchycenoifiblizné 1000 brouk. Nasledovalo
sesterskéirojeni v polovig ¢ervna. 1. generace &ila vyletovat koncentervna a vrcholu
bylo dosazeno v polovércervence kdy mnozstvi odchycenych lykoztodosahlo az k 3000
broukim na lapa. 2. generace zalozenamito brouky dokogila kompletrd swvij vyvoj
v posledni srpnové dek&davSak k hromadnému vyletu v se&62008 jiz nedoslo. Na
Kubow Huti (Obr. 7, souvisl&ara) z&ali lykoZrouti vylétavat fiblizné o 14 dni poz&i nez
na Hluboké, avSak @ty rojicich se brouk byly vice nez dvojnasobné. 1. generace doikan
VyVoj Vv cervenci a vyletovat zala v prvni srpnové dek&d?2. dcéind generace zaloZena
témito brouky se koncem sezdény nachazela ve stadiv ka stadia dosfct brouci dosahli

postupr az viijnu a listopadu.
3.9 Méfeni teplot
Na zkoumanych lokalitach byla viihu 12 ngsiai méfena teplota vzduchu na

slunci a teplota vzduchu ve stinunBthy teplot na jednotlivych lokalitach jsou znazémm
na Obr. 8 — Obr. 11.
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DISKUZE

Pro stanoveni obsahu ligida proteii v hemolym& byla vzhledem kdesnym
rozmeram lykozZrouta smrkového pouzita metodika &dbhemolymfy, ktera byla popsana
nag. Kaufmannem a Brownem (2008), ktgi pouzili pro odEr hemolymfy u komara
Anopheles gambiae. Tato metoda je vSak niEgsna v ufeni objemu hemolymfy, kterd se
uvolni do fyziologického roztoku. Navic brouci nmahmit vliivem desikace odliSné mnozZstvi
hemolymfy. S tim souvisi pa¥fmeé vysoké smrodatné odchylky u stanoveni obsahu latek

v hemolymé.

Glykogen slouZzi jako substrat pro produkci kryopkbanfi (Storey and Storey, 1990).
Na lokali€ Hlubokd byly naist i snizovani hladiny glykogenu v porovnani s ldaka
Kubova Hu posunuty zhruba o &sic, na Kubo¥ Huti byla maximalni hladina glykogenu
v tijnu, na Hluboké v listopadu. Lokality maji rozdiln nadmeéskou vysSku a tudiz jsme
piedpokladali, Ze posun budei®eben odliSnymi teplotami, avSak grafy teplot neuwiia
vyznamné rozdily mezi lokalitami, ba naopak — &fghutijna a listopadu se teploty na obou
lokalitach pohybovaly v rozmezi -5 az +20WAsténé je mozné tento fakt vystlit tim, Ze
izolagni vlastnosti seéhového pokryvu na lokatit Kubova H& vyrovnaly rozdil
v nadmdskych vyskach. Lze rowd uvaZzovat o tom, Ze na lok&liKubova H& se brouci
s nizkymi teplotami, které slouzily jako signél kuanulaci glykogenu, setkaliftve, vliivem
pozdni instalace dataloggeru vSak teplotni Udaje mok 2008 chybi. Naést hladiny
glykogenu wasre jarnich ngsicich nizeme vystlit jako doplreni ztrat Bhem gezimovani
Zirem na j&e, kdy uz jsou teplotyifznivé.

Khansen et al. (1980) zfidval u lykoZrouta smrkového energeticky stétdm roku.
V experimentech stanovil, Ze obsah glykogenu 8keilm podzimu zvySuje. Maximalni
hodnoty nanitil na konci listopadu, poté se hladiny glykogenuazye snizily. Jeho vysledky
se shoduji s trendem naSich dat s&mych na Hlubokeé.

S glykogenem je spojen i rigat obsahu celkovych lipid Sacharidy jsou moZznym
substratem pro syntézu ligidVodrazka, 1996). Na lokatitKubova H& se od srpna diijna
postupr zvysSoval obsah glykogenu, stejny trend je vidigalo obsahu lipid. NaSe vysledky
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nazn&uji, Ze glykogen slouzi jako prekurzor nejen pratéyu kryoprotektivnich latek ale

také syntézu lipidl.

Botterweg (1982) zjistil, Ze jedinci lykoZrouta dtavého khem gezimovani ztrati
40 — 50 % svych celkovych lipid NaSe data nejsou v souladu s jeho pozorovanim — n
hemolymg, cozZ Ize chdpat jako akumulaci energie pro I&aalstvo a naslednodipravu na
rojeni, protoze lipidy jsou nejvhodsim zdrojem energie pro let (Kodrik, 2000)av@dem
pro vysSe popsané rozdilyude byt i teplotni odliSnost sezonfigadré natasovani séru

vzhledem k regenetaimu Ziru.

Pfi zjiStovani plodnosti laboratornim experimentem byli mofeonovych lap&i
v dubnu 2009 odebrani brouci prvniho jarniho rqj&tei nestihli prodlat regeneréni Zir, a
jejich fyziologicky stav a hladina energetickycleeev se liSily od brouk ktefi o tyden
pozckji naletovali do lapaku a jejichz plodnost v terémyla zji¥ovana az po dalSichiech
tydnech. Tomu napovida i to, Ze v laboratornich npimfach z#&alo klast jen 41,8 %
zavrtanych brouk Zbytek jediné pod kirou Zejm¢ procklaval regenerai Zir. Vzhledem
k tomu, Ze u druhu lykoZrout smrkovy je jedinou lspdivou metodou ueni pohlavi pitva a
pokusni jedinci nebylittdéni dle pohlavi, je mozné, Ze v pouzitém materiatavpZovali
samci. Samice v laboratornich podminkach nakladbyimnéru o 41,2 vajiek/samice méh
umistnych na oslugnych mistech. LykoZrouti jsou ve feromonovych kdph vystaveni
intenzivnimu vysychani, navic investuji velké mneésnergie do snahy z lafguniknout a
nemaji moznostifjimat potravu. B pokusech v insektariu nalétlo doieyi prameérne 28 %
pokusnych jeding, vyswtlenim mize byt roviz jejich vySe popsany horsi fyziologicky stav.
Samice v terénu nakladly jmérné 50,7 vajéek/samice, coz je v souladu s praci

Wermelingera (2004), ten uvadi, Ze jedna samijpg&méru naklade 50-80 vajék.

Pribéh rojeni byl na zkoumanych lokalitach odlisSny. Nzkdlit¢ Hluboka zaali
brouci vylétavat fiblizné o 14 dni dive nez na Kubay Huti a to pravdpodobré kvili
rozdilnym klimatickym podmink&m, ale teplotni idajebdobi rojeni na lokalitdch chybi.
Doba vyvoje jedné generace trvala na obou lokdlitfigblizne 6 tydm, coZz odpovida

literarnim adajm (Zumr, 1985, 1995). NaSe data potvrzuji literandaje, dle nichz ma
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lykoZrout smrkovy v nizSich nadrigkych polohach 2 generac&ms, ve vysSich obvykle jen
1 dokorgenou generaci to¢ (Zumr, 1985, 1995).

Vysoké smndrodatné odchylky ¢&kterych vysledk jsou Zejm¢ zpasobeny
nehomogennim slozenimigzimujici populace, ffpadré odliSnou distribuci brouk kolem
kmene (oslugnd vs. neosluma ¢ast vyezu). Na osluéné ¢asti vyezu se brouciasto
setkavaji s letalnimi a subletalnimi teplotami,imab na stidné ¢asti je teplota lyka blizka
teplo€ vzduchu. Teplotni grafy ukazuji, Ze maximalni téplna slunci v srpnu 2009 jsou na
Hluboké giblizné o 10°C vysSi nez teploty &fené ve stinu. Na Kub&wHuti jsou rozdily
teplot vyznamgyjSi, vtémze mssici byl rozdil maximélnich teplot na slunci a véns
priblizné 20°C. Vliv dopadajiciho slugaiho z&eni na teploty lyka byl podroBrrozebiran
napg. v praci Beiera et al. (2007).

V obdobi odtijna 2008 do srpna 2009 bylaipmrérna teplota na Hlubokériplizné o
5,5°C vysSi nez na KubdwHuti. U piti ze Sesti zkoumanych parame(kromé celkovych
lipidu) byly na lokali® Kubova Hw zjisteny vysSi pimérné hodnoty zkoumanych latek, coz

ukazuje na vyznamny vliv teploty jako signalu k akuaci energetickych rezerv.
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5 ZAVER

LykoZrout smrkovy je vyznamnym hospddidym Skidcem smrkovych porast na
jehoz potlgeni a zmirani jim zpisobenych Skod jsou kazdeéré vynakladany nemalé
finanéni prostedky. Vyzkumu tohoto druhu je prot@novana znéna pozornost, ixemz
primarnim cilem je zvySeni efektivity stavajicicltheannych opaéni. V minulosti se
fyziologii a diapauzou lykozrouta smrkovéhipq typographus) zabyvalo jen velmi mélo
autoi a je proto obtizné ziskat z&kladni informace, texykh by bylo mozné staw ¢i
porovnat a zobecnit ziskané vysledky. Cilem tétacerbylo pokusit se pomoci hladin
energetickych rezerv o charakteristikuéntehem gezimovani lokalnich populaci a roési
stavajici literarni udaje. Vysledky zahrnuji poueelinor@ni sledovani a pro formulaci
obecrjSich za¥ra by bylo feba sledovani prodlouzit na vice neZ dezény a do hodnoceni
zahrnout i meziréni rozdily, ale i pesto lze povaZovatéktera data za zajimava, zejména
zmeny obsahu glykogenu, jehoZz mnozZstvi je korelovanmialséhem teplot a obsahem

celkovych lipidi. UZitetné jsou i vysledky experimeans plodnosti v insektariu a terénu.
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7 PRILOHY

Obr. 8 Piibéh teplot vzduchu ve stinu na lok&lKubova Hu
Obr. 9 Piibéh teplot vzduchu na slunci na lokalKubova Hw
Obr. 10 Piibéh teplot vzduchu ve stinu na lokallluboka
Obr. 11 Piibéh teplot vzduchu na slunci na lokaliluboka
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