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1 Uvod

LykozZrout smrkovy, Ips typographus(L.), je zastupcemceledi nosatcovitych
(Curculionidae, Coleoptera), p&aledi kirovcovitych (Scolytinae). Je jednim
z nejvazijSich kalamitnich hmyzich 8Kci lesnich porost s pgevahou smrku
ztepilého Picea abie¥ v Evrop. Jedna se o typického sekundarnihddsk, ktery
prednostd napada oslabené lesni porostyigitek a spol., 2004).

LykoZrout smrkovy pdebuje ke svému vyvoji siéjsi vrstvucerstvého lyka, proto
zpravidla napada smrky staré 60 az 100 let, ostaladiotickymi (boiky, vichrice,
teplo, sucho, namraza atd.) nebo antropogennimvy \ikyselé de$t vysazovani
smrkovych monokultur). i silném gemnozeni vSak brouci osidluji i zdraviediny a
mladSi ¥kové ¥idy porosi. Vyjimecné napadaji i borovici lesnPfnus sylvestris jedli
bélokorou Abies alba a modin opadavy l(arix decidug (Skuhravy, 2002; Kstek a
spol., 2004).

1.1 Morfologie

LykoZrout smrkovy prod&lava Zivotni cyklus vafko - larva - kukla - dosjec.
Vajicko je eliptické, bilé, o rozémech pouhych 0,6 x 0,9 mm. Larvy jsou také bilé,
beznohé, s hmavou hlavovou schrankou. Kukla je @ié bila a *etelrg se na ni
rysuji tykadla, nohy i Kdla. Brouci jsou po vylihnuti z kukly bili, pogdZloutnou a
nakonec jsouwerni a leskli, s délkowla 4,2 — 5,5 mm a &ou 1,9 mm (Skuhravy,
2002).

1.2 Vyvojovy cyklus
LykoZrout smrkovy je polygamni druh (jeden same@®&es reékolika samicemi).
Brouci po gezimovani pod Wou nebo v hrabance opogstsva zimovis za
piiznivych dennich teplot 18 az 20°C (hranice prgdethruba 14 - 20°C, udaje se lisi
dle autofi). Pokud se v mi&tzimovis€ nenachazi vhodny potravni zdroj pro piiéai
tzv. UZivného Ziru (zhruba 10 — 20ddmvajici obdobi Ziru, #hem r¢jz dochazi ke zrani
pohlavnich orgai piipadré rozvoji létaci svaloviny), dosfri pirelétaji na nejblizsi

V)

k rozmnoZzovani.



Samec v ke vykusuje snubni koiinku, do niZz pomoci tzv. agreg&ch feromoi
laka samiky. Kazdd santka po oplodani hloubi svou vlastni mateou chodbu
dlouhou 6-12 cm a po jejich stranach kladeckaji Chodba je umi&ta vertikalg a je
opatena \tracimi otvory. Za den jedna samice naklade 1 -ajigka, pamérné 60 -
150 vajtek za Zivot. Z vajiek se vylihnou larvy, které vytig§i postranni chodbky.
Ty jsou kolmé na matmou chodbu a byvaji od sebe vzdéleny 2 — 10 mmva.ar
poslednihoittiho instaru vytvid na konci chodltky kukelni koniirku, kde se kukli. Z
kukly se lihnou mladi brouci, kiie pohlavié dospivaji Bhem 2 — 3 tydenniho
zralostniho ziru (Kudela, 1970, Pfeffer, 1954).

Mnohé samice po ukéeni prvni sisky prodlaji kratky regenerai Zir a mohou
zalozit, i bez pedchoziho nového oplozeni, prvniidruhou tzvtesskou generaci, a to
na stejném, nebo pdegletu, na jiném stron(Anderbrant a kol., 1998).

PoZerek lykoZrouta smrkového byva zpravidla&zucovity, dvouramenny. PoZerek
sesterského pokoleni nema snubni #dm a je pouze jednoramennyi{itek a kol., 2004).

Poner pohlavi rojicich se brouke 1:1. Naproti tomu na stromech je psraama

k samicim 1:2 az 1:3 (Lindenléw a spol., 1986).

1.3 Prezimovani a diapauza

Pokud jiz nejsou vhodné podminky pro vyeoi dalSiho pokoleni, dodpi
negasgji prezimuji pod Krou nebo v hrabance v bezptesinim okoli napadeného
stromu a to n&astji ve stadiu dosfice, ve vyjim&nych gipadech i ve stadiu kuki
larvy tretiho instaru (Skuhravy, 2002). Di€kterych Gdaj zimu nepezije az 50%
dosglct, obecr vSak lzefici, Ze nezrala stadia jsou k uhynu vlivem nizkyeplot
nachylrgjsi (Wermelinger. 2004).

Nepiznivé obdobi imagaipZivaji ve stavu snizeného metabolismu, ktery zevén
diapauza. Signalem pro jeji spirdtje nefastji fotoperioda, teplota okoli, nedostatek
potravy atd. Dochazi k zastaveni rozmnozovani, pyv@Kodrik, 2000) a Kk
minimalnimu ¢i Zddnému fijmu potravy. Hmyz je tak vic&i méns zavisly na
energetickych rezervach ziskanydiegnastupem do diapauzy (Hahn a kol., 2007).

Diapauza se pirozviji v polovirt z&i az z&atkemftijna a je ukotena zhruba
v polovire prosince. Poté se lykoZrouti nachazeji ve stavu. tzostdiapauzni
kviescence, kdy je rozhodujicim stimulem k obnoverimalniho vyvoje nast teploty
(Dolezal a Sehnal, 2007).



1.4 Vyvojovy a rozmnozovaci potencial

Rast populace je @ovan nejen produkci vagk, ale i vyvojem, pogrem pohlavi,
mortalitou a teplotou. Teplota je jednim z nejvymdgich faktod, které ovliauji
VYVOj a rozmnozovani lykozrouta smrkového.

Patet generaci zavisi na (ihu pdaasi Ehem roku. V nizSich nadngkych
vySkach se vyvijeji 2 — 3, ve vysSich jen 1 — Znépghenerace lykoZrouta ézny paet
rozdilrg vyraznych sesterskych pokoleni (Pfeffer, 1954).

LykoZrout smrkovy klade vajka v rozmezi teplot 12 — 33 °C, optimuifegstavuje
29°C. Ri pouziti nelinearniho Logan/Lactinova modelu (Logaspol., 1976, Lactin a
kol., 1995) je minimalni teplota pro kladeni ¥ajk 7,9 °C (Wermelinger a kol., 1999).

Mezi 15 — 30°C stoupa rychlost vyvoje lineé&rateplotou. Stadium vaka trva
3 — 12 dni, stadium larvy 11 — 30 dni a stadiumhk@k— 11 dni v zavislosti na teptot
(viz. Tab.1). Stadium kukly zahrnuje asi 60 % cel@neimaginalniho vyvoje, stadium

vajicka a kukly po 20 % .

Tab. 1 — Délka vyvoje LykoZrouta smrkového za konstaritrtieplot (Wermelinger a
kol., 1998).

Teplota (°C) Vyvojova rychlost (dny)  Zralostni Zir (dny)
(vajicko — kukla)

15 49 -

20 29 17

25 20 13

30 17 11

el

vyvojovy prah pro vafika 7,9 °C, pro larvy 8,7 °C, pro kukly 1,6 °C, prelkovy
preimaginérni vyvoj (ze stadia vé&§a na kuklu) je 5,8 °C (Wermelinger a kol., 1998).

Razni autdi publikuji rozdilné prahové teploty pro vyvojfijpmani potravy a
chladovou strnulost lykozrouta smrkového. Data dotth 1907 - 1957 shrnul ve svém
¢lanku Annila (1969).

Pfi pokusech zaloZzenych nd@imém pozorovani lykoZrouta v nizkych teplotach je
jeho vyvojovy prah podle Hennigse (1907) 12°C, po8thimitscheka (1931) 10°C.
Willmann (1951) udava nejnizsi vyvojovy prah prqitka 8°C, pro larvy 7,8°C a pro
kukly 7°C. Annila (1969) uiil jako vyvojovy préah lykozrouta smrkového 5°C .



Vité (1952) pozoroval u lykoZrouta chladovou stosil pod 0°C, chladovou
imobilitu mezi 0 — 7°C, nepravidelny pohyb v rozmégpot 5 — 10,5°C aipozeny
pohyb nad 14°C. Escherich (1923) a Seitner (19224) utili chladovy prah pro
pohyb 12°C, zatimco podle Merkerové (1957) je t€ & pod 7°C neni lykozZrout
schpony pijimat potravu. Merkerova a kol. (1954) tvrdi, Zesglci nejsou schopni
kontinualré prijimat potravu pod 12°C. Chararas (1962) popsahiasi teplotu pro
projev aktivity vrozmezi 5 — 5,5°C. Annila (1969Qu dostaten¢ chladow
adaptovanych lykoZrotif zaznamenal aktivitu v rozmezi 0 — 5°C a jiztpplo€ 5°C
pozoroval pijimani teploty.

Naopak pi teplo& okolo 40°C dochazi k Utlumu aktivity, strnulostingsleds
Ghynu (Skuhravy, 2002).

Celkovy vyvoj jedné generace od ¢BA aZ po vylet dosiych jedind trva Sest
az deset tydin v horach i déle (Skuhravy, 2002).

1.5 Fyziologie traveni bilkovin u hmyzu

Ackoli traveni u hmyzu je studovano jiz po staletiiggfesworth, 1972), naSe
znalosti jsou v tomto oboru nedo&igci. Festo informace o travicich enzymech jsou
nezbytné, nehbd travici enzymy (nap proteazy) katalyzuji uvotmi aminokyselin
z bilkovin a dodavaji nezbytné Ziviny pritst a vyvoj hmyzu.

Chemické sloZeni potravy je u hmyzu veliéarrorodé, proto se v zaZivacim ustroji
hmyzu vyskytuji odlisné travici enzymy (Wiggleswgrtl972). Z toho vyplyva, Ze
adaptace na potravu jeildzit¢jSi, nez fylogeneticky dané typy travicich enziym
nalezenych v hmyzimigw (Terra a kol., 1994). Na druhou stranu &uiaého ¢lanku
piedpokladaji, Ze veSkery hmyz ma kompletni vybadvitich enzym a jen ukité
mnoZstvi z nich je aktivni jako reakce na konkrétoZeni stravy. Tato sekrece&itych
enzymi se ntize objevit v piibéhu konzumace potravy jedincem, nebo jaksledek
adaptace taxonomick&idy hmyzu na konkrétni stravu (Applebaum, 1985rd erkol.,
1994).

Mnozstvi enzym ve stednim stew vzristd na poatku traveni. Stimul k jejich
sekreci je zpravidla ffjem potravy. Pozji jejich koncentrace klesa a verestnim
obsahu zadnihoiglva nejsou jiz v detekovatelném mnoZstvi (Wigglesiwd 972).

Jednim z faktar, které ovliuji travici enzymy, je pH. Hmyz ma travici trubici
roz&klenou nait ¢asti: gedni, stedni a zadni svo. pH lumen $eva bylo detekovano

u mnoha skupin hmyzu. LiSi se u jednotlivych druble i v jednotlivych oddilech
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travici trubice (Terra a kol., 1994). Obeéqgplati, Ze pH ve #\W je neutralni (6 — 7), u
byloZravych drubi zésadité (8,4 — 10,3), u masozravého hmyzu ky&elé 5,2),
existuje vSak mnoho vyjimek (Wigglesworth, 1976ur€ulionidae — obsahiedniho
stteva ma pH 5,2; s#dniho steva — pH 6,9, zadnihoteva - pH 8,4 (Terra a kol.,
1994).

Existuji ¢tyti tiéidy endoproteaz: aspartatové, cysteinové, seriaowéetaloproteazy
(Terra a kol., 1994). Hmyzi travici enzymy fpadlo prvnich iti skupin (Applebaum,
1985).

Serinové protedzy (trypsin, chymotrypsin) jsou fegvaktivni v rozmezi ph 7 — 10 a
jsou dole inhibovany inhibitorem z fazolPhaseolus limensidime-bean inhibitor).
Cysteinové proteazy (papain, katepsin B, H) jsojvioe aktivni v pH5 — 7 a jsou
inhibovany &zkymi kovy, cystatinem a E — 64. Aspartatové proyedpepsin,
katepsin D) jsou nejvice aktivni v kyselém pH, aepod 4,5, a jsou inhibovany
pepstatinem (Purcell a kol., 1992; Murdock a k@87, Terra a kol., 1994, Barrett,
1977, North, 1982).

Mezi hmyzem existuje obrovska rozmanitost v protechké aktivie, ktera niize
probihat v izném pH (od 3 do 12). Wekterych skupin hmyzu je vice pH, ve kterych je
proteolytick&d aktivita vysokd. To potvrzuje, Ze hmyyuziva vice druln enzymi
(Wolfson a kol., 1990; Purcell a kol., 1992). Nelpybkadzan zadnyiejmy vztah mezi
potravnimi navyky hmyzu a pH optimem proteolyticidivity (Wolfson a kol., 1990).

V tadu Coleoptera jsou Siroce fieny cysteinové thiol-dependentni proteazy a zda
se, Ze hraji hlavni roli v traveni bilkovin. Nevyskjii se v3ak u vSecheledi. Byly
nalezeny u brouk z celedi Meloidae, Coccinelidae, Tenebrionidae, Brdahj
Chrysomelidae a Curculionidae (Murdrock a kol., 2;98erra a kol., 1996). VSechny
celedi pati do infradadu Cucujiformia (vSezravych broijk Autori ¢lanku Terra a kol.
(1996) se domnivaji, zZeigdchidci infratadu Cucujiformia byli brouci adaptovani
pfijimat potravu v podob semen bohatych nafipzert se vyskytujici serinové
proteinazove inhibitory, proto bilkoviny travili pgoci cysteinovych proteaz. Vétsing
piipadi se spolu s cysteinovymi proteazami vyskytuji iaasgiové proteazy (Terra a
kol., 1996).

1.5.1 Traveni celulozy

Celuldza, polymer glukézy, je hlavni stavebni latkmstlinnych busénych sén.

e

10



jej efektivne vyuzivat. Uplna hydrolyza celuldzy jesind pouze u hub a bakterii
(Goodenought a spol., 1993).

Za traveni celulozy u hmyzu je zodgowy soubor enzyi Tento tzv. celulazovy
komplex obsahuje fit hlavni #idy enzynii: endoglukanazy, celobiohydrolazy a
B-glukosidazy (Martin, 1983). Celul6za sé& praveni rozpada na glukozu, kterd je u
nékterych skupin hmyzu fermentovana na nestabilnitnéglsyseliny. Glukézu a mastné
kyseliny vyuziva hmyz jako zdroj uhliku a enerdiaftin a kol. 1991).

U hmyzu byly popsanytyti mechanismy traveni celulézy. Principem prvniho je
vyuziti symbiotickych bakterii nebo prviokktei dokazi rozkladat celulézu. Symbionti
se obvykle nachézeji v zadnimies€. Mimo to miZze hmyz vyld¢ovat kompletni
celulazovy systéem, ffpadré celuldzu travit s pomoci ektosymbidézy s houbouy kd
houba natravi rostlinné pletivo (celul6zu) a nasédumyz Fijme houbové pletivo nebo
jiz dievo s celulazou (Martin a kol., 1991; Klepzig a.kaD09).

Traveni celulézy bylo prokdzano u 78 diuhmyzu z 20c¢eledi (Martin, 1983).
NejznangjSi jsou pravépodobre termiti, ktei to dokazou sdinnosti az 99%.
Xylofagni larvy blanokidlych z celedi Xiphydriidae, Siricidae a browukz ¢eledi
Anobiidae, Cerambycidae a Buprestidae jsou scheyntivat celulézu na 12 — 68%.
Traveni celulézy se vyskytuje i u vSeZravého hmyakio jsou nap Thysanura,
konkrétre u rybenky sklenikovéThermobia domestica)Zastupci této podidy travi
celulézu s dinnosti 40 — 90%. U detritivorniho hmyzu je traveeiulozy vzacné a
acinnost je mald v rozmezi 11 — 50%. Vyuziti celulazyymyzu Ziviciho se listim je

velmi vzacné (Martin a kol., 1991).

1.6 PfFirozena obrana rostlin proti Sk Gdctm

Mnoho rostlin pouziva k obrérproti hmyzu rostlinné proteinové inhibitory, které
mohou mit dopad naist a vyvoj jedince. Rostlinné inhibitory maji omagespektrum
aktivity a ¢asto jsou aktivni pouze proti jedniédt proteinaz (Wolfson a kol., 1990;
Purcell a kol., 1992). N&jklad inhibitory serinovych protedz seZoe vyskytuji
v semenech a v listi (Murdock a kol., 1987).

Hmyz se brani jsobeni &chto inhibitofi expresi tzv. inhibitor rezistentnich
protedz (Aguirre a kol., 2009).

Pii obrare jehlicnatych stromd hraji dilezitou roli fenolické slogeniny. Po

napadeni lykozZrouty dojde ke 2n¢ spektra a mnozstvi vydovanych fenal, coz ma
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piimy dopad na poklesiiimu potravy u lykoZrouta (Faccoli a kol., 2007 eutier a
kol., 2003).

1.7 Ochrana

K ochrar® lesa ped lykoZroutem smrkovym se pouzivaji lapaky a feyoavé
lapate. Lapéky jsou zdrave, skacené (pgmolomove) a oditvené smrky o tlou¥e
nejmért 20 cm. Davaji se na slunné misto a zakryvaji seepdélce &tvemi, které ho
chrdni proti pedtasnému vysychani. Feromonové I&papitahuji lykoZrouta
smrkového pomoci syntetickych analoggragénich feromof (Kalandra a spol.,
1946).
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2 Cil prace

1. Sledovat zrmy proteolytické aktivity u lykoZzrouta smrkovéheéhem roku a
zjistit, jaké typy proteolytickych enzyimvyuZziva.

2. Owiit, zda lykozrout smrkovy nevyuZziva radinjiné typy travicich enzyf—
nag. celulazy a amylazy.

3. Objasnit vliv fenal na proteolytickou aktivitu stdniho steva u lykozZrouta
smrkového.

4. Urit teplotni vyvojovy prah lykoZzrouta smrkového a ptfot Udaje o

proteolytické aktivi¢ razné starych broui.
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3 Metodika

3.1 Vyvoj lykozrouta smrkového v nizkych teplotach

V polovirg tijna byly z Narodniho parku Sumava v nadské vySce 1100 m. n. m.
odebrany smrkové wgzy o délce cca 20 cm obsahujici larvy, kukly apdos
lykoZrouta smrkového. Mezy byly néasledd pievezeny doCeskych Budjovic a
umisgny do chladicich inkubatdr(Sanyo MIR 153, Sanyo, Japonsko) s konstantni
teplotou 10°C, 5°C a 0°C a na zahradedpentomologicky Ustav na slunné a stinné
misto. Na obou mistech byla po celou dobu pokustiema teplota s pomoci
dataloggek Cometter (Comet Systems eska republika). V inkubatorech nebyl
nastaven zadny &telny rezim, coz iflo imitovat podminky pod stem.

Vytezy byly po 2, 6 a 12 tydnech odkény a byl zjiStn paiet larev, kukel a
dosglciu. Jako kontrola slouZil ¢z rozebrany ihned potipezeni. U pezivSich
dosglcti bylo pitvou uteno pohlavi, std piitomnost potravy v travici trubici a
proteolyticka aktivita sedniho steva.

3.2 Odbér, uchovani a zpracovani materialu

Pro experimenty tykajici se proteolytické aktivibyli lykozrouti kazdy ndsic
odebirani zeétyt raznych lokalit v okoli Narodniho parku Sumava Geskych
Budgjovic. Ty se liSily nadmiskymi vySkami (350, 600 a 1100 m n.m., viab. 3).
Odbér byl provadén od srpna doilezna z lapaka feromonovych lagé.

Brouci z feromonovych lagé byli do Ceskych Budjovic dopravovéani na ledu a az
do zpracovani umi&ti v mrazdku s konstantni teplotou — 18 °C. Bromt¢apéku
(vytezu) byli nejpozdi do druhého dne poipvezeni vybrani z tky a téZ umisini do
teploty —18°C.

Pro nasledujici pokusy bylo ve vSecdtippdech pouzito #dni stevo lykozZrouta
smrkového. Pomoci sonikatoru (lka Labortechnik, G#MBGermany) bylo $evo
homogenizovano ve 100l Ringerova fyziologického roztoku pro hmyz, nasied
centrifugovano (1min, 12000 ot/min) a odpipetovampesnatant, ktery slouzil jako
vzorek pro experimenty. Vzdy byl pouzit supernatajgdnoho lykozrouta na stanoveni

proteolytické aktivity pro pH od 5 do 11 odstigvané po celyckislech. K pokusm
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tykajici se enzymatické a celulazové aktivity sibpiifr podle Brittona a Robinsona,
ktery je &inny v rozmezi pH 1,8 — 12 (KUster-Thiel, 1988).

3.3 Stanoveni proteolytické aktivity
3.3.1 BCA protein assay (bicinchoninic acid assay)

3.3.1.1 Princip metody

Metoda stanovuje celkovou hladinu proteive vzorku. Reakce probiha ve dvou

krocich:

1) Peptidické vazby, které jsou s@sti proteinu redukuji Gli ionty ze sulfidu
méd'natého na Cu Mnozstvi zredukovanych ioinfe gfimo Uneérné mnozstvi
proteini ve vzorku.

2) Ve druhém kroku na sebe&dmolekuly bicinchoninické kyseliny vazou jeden
iont Cu". Tvori se koneény fialovy produkt, ktery absorbuje &lo o vinové
délce 562 nm.

Rychlost reakce zavistimo untrné na teplot.

3.3.1.2 Postup

Pro stanoveni proteinbyl pouzit kometné dostupny BCA kit (Sigma). Reaki
smés byla gipravena smichanim 50 dilIBCA a 1 dilu CuS® Pokus probihal
v mikrotitracni destéce. Do kazd jamky bylo napipetovano 2Q0 reakeni snesi a 1ul
vzorku. Ke slepému vzorku bylfidan pouze Ringéwr roztok. Jako standart slouZzil
roztok BSA (bovine serum albumin) (Serva) i@mych koncentracich, kterych bylo
dosaZzenofednim pomoci dvojkovéiady. Rozgti koncentraci bylo 0 - 8ug
BSA/jamka. Zasobni roztok BSA rozp&sy v destilované vafl mx¢l koncentraci
1mg/ml.

Nasled® prokehla 30 min inkubace ip 60°C. Absorbance byla zffena na
spektrofotometru (Remote, Tecan, Austria, softwéi 2001, Daniel Kittrich) i
vinové délce 562 nm. Podle kalibra kiivky byly pomoci rovnice regrese daptany
koncentrace proteinu ve vzorku (Simpson a kol. 51 $toscheck, 1990).

BCA metoda slouZila k deni stejného mnozZstvi protéive vzorcich jednotlivych
broukd.
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3.3.2 Azokaseinova assay

3.3.2.1 Princip metody

Azokasein pat do skupiny nespecifickych protedzovych substegfpomoci & se
ve vzorku stanovuje celkova proteolyticka aktivit®roteazy hydrolyzuji kasein, ze
kterého se uvolni fotometricky detekovatelné azrvivo s absognim maximem 442

nm.

3.3.2.2 Postup

Azokasein (Sigma) byl rozpu$t v pufru podle Brittona a Robinsonai@nych pH
(5 — 11) v koncentraci 5 mg/ml. Poté bylo smich&inl vzorku s 4@l roztoku
azokaseinu oifslusném pH. Jako kontrola byl pouzit vzorek s sigpm o koncentraci
2,5ug/ml a slepy vzorek, kde byfkipan pouze Ringéwr roztok.

Nasledr prokehla inkubace P teplo& 25°C po dobu 180 min. Po jejim ukemi
pifidana 20% TCA (trichloroctové kyselina) (Sigma) naistvi 1l a vzorky 10 minut
centrifugovany fi 12000 ot/min a 4°C. Poté byl odsan supernatattek promichan a
ponechan 30 min v pokojové tepioPo 30 minutach byla reakce zastavelidgmim
50ul 1M NaOH (Lachema), vzorek &p promichan. Nakonec byly vzorky
piepipetovany do mikrotitéani destéky a absorbance zffena na spektrofotometru
(Remote, Tecan, Austria, software: KIM 2001, Darkétrich) pii vinové délce 442
nm. Vypaiet enzymatické aktivity byl vypitan jako procento aktivity proti trypsinu

po odeteni slepého vzorku (Charney a kol., 1947)

3.3.3 Specifické substraty
3.3.3.1 Princip metody

Metoda je zaloZzend na stejném principu jako azokagé assay. Specifické
substraty vSak dokaze hydrolyzovat jeityrtyp proteazy a absorbuji &o o jiné

vinové délce (405 nm).

3.3.3.2 Postup
Byly pouzity ti specifické substraty (Sigma): 1mM N-Benzoyl-D,tgApNA pro
uréeni aktivity trypsinové proteazy, 1mM N-Suc-(Al®ro-pNA pro uéeni aktivity
chymotrypsinové proteazy a 15mM L-Arg p-nitroanitithydrochlorid pro stanoveni

aminopeptidaz. Pokus probihal v mikrottind desttce. Specifické substraty diplusné
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koncentraci byly rozpu&by nejprve v 10l DMSO (dimethylsulfooxid) a nésledn
piepipetovany do pufru podle Brittona a Robinsomadsy rozmezi 5 — 11. Poté byl
smichan 10l vzorku s 4@l roztoku specifického substratu d¢iglusném pH. Jako
kontrola poslouzil vzorek s trypsinem o koncentra& ug/ml a slepy vzorek, kde byl
piidan pouze Ringér roztok.

Nasledr probshla inkubace p teplo€ 30°C po dobu 30 min. Poté byla k reakce
zasavena fidanim 5@l 30% kyseliny octové. Absorbance byla &ena na
spektrofotometru (Remote, Tecan, Austria, softwéi 2001, Daniel Kittrich) i
vinové délce 405 nm. K pokusu byl pouZit &smy vzorek sev z plré aktivnich a
Zeroucich brouk u kterych byla azokaseinouvou assayi prokazamdegyticka

aktivita.

3.3.4 Inhibitory

Byly pouzity dva typy inhibitak (Sigma): pepstatin, ktery inhibuje kyselé
(aspartatové) proteazy (pepsin, katepsin D) a Ei@dry pati mezi cysteinové
inhibitory (papain, katepsin B, H). Oba inhibitdoyly namichany v koncentraci 1mM,
piicemz pepstatin byl rozpu$t v metanolu a E-64 ve védK 10ul vzorku bylo gidano
3 ul inhibitoru, poté vzorek ponechan 15 minut v pak@ teplo¢ a nasled&é provedena
azokaseinova assay. Jako kontrola slouzil vzorekitebitori. K pokusu byl pouzit
stejny smdsny vzorek sev z plré aktivnich a Zeroucich brotikjako u pokusu se

specifickymi substraty.
3.4 Stanoveni amylazové aktivity
3.4.1 Amylazova assay

3.4.1.1 Princip metody

Tato metoda slouzi ké&eni koncentrace maltosy ve vzorku. Je zaloZena na
hydrolyze &Skrobu amyldzami. Skrob se rozpada natémal ktera je nasledn
spektrofotometricky stanovendipinové délce 550 nm. Detekce maltozy ve vzorku

swdci o piitomnosti amylaz.

3.4.1.2 Postup

Bylo smichano 20l vzorku s 80ul citrato-fosfatovym pufrem s pH 7 (viz.Tab.2) a
10Qul 2% rozpustného Skrobu (Merck) (ktery se 3 minutgil v citrato-
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fosfatovém pufru a naslediyl piefiltrovan ges filtratni papir). Jako standart slouzila
D(+)-maltosa (Fluka) o koncentraci 0,1 — 0,8 mg/ml.

Nasled® prokehla inkubace $ teplo# 35°C po dobu 60 minut. Po skami
inkubace bylo fidano 10@l Samnersova roztoku (viz. Tab.2) a vzoreka® Nemam
paru? na 99°C po dobu 5 min. Poté byl zchlazerda & pepipetovan do mikrotitkani
desttky. Absorbance byla z#tena na spektrofotometru (Remote, Tecan, Austria,
software: KIM 2001, Daniel Kittrich) ip vinové délce 550 nm. Podle kaliira kiivky

byly pomoci rovnice regrese dajitany koncentrace maltdzy ve vzorku.

Tab. 2—-Chemikalie obsazené v citrato-fosfatovém puf8aenerow roztoku.

Citrato-fosfatovy pufr Samnerav roztok

0,1M kyselina citrénova . 0 (Lachema) 30% (Lachema)

0,2 M NgHPQ, . H,O (Fluka) 1,6% hydroxid sodny (Lachema)
1% 3,5-dinitrosalycilova kyselina
(BDH Chemicals, Poole, England)

3.5 Stanoveni celulazové aktivity
3.5.1 Celulazova assay

3.5.1.1 Princip metody

Tato metoda je zaloZena na hydrolyze celuldézy éaehri. Celuléza se rozpada na
glukozu, ktera je nasledrspektrofotometricky stanovendi vlnové délce 550 nm .

Detekce glukdzy ve vzorku &i¢i o pritomnosti celulaz.

3.5.1.2 postup

Byly pouzity dva typy substrat (Sigma): mikrokrystalicka celul6za (MCC) a
karboxymethyl celuléza (CMC). Kazdy substrat byb&dn¢ rozpusén v pufru podle
Brittona a Robinsona vpH 5, 7, 9 a 11 v koncenttagt mg na 5 ml. Poté bylo
smichano 156 vzorku s 15Ql roztoku substratu offslusném pH. Jako standart slouzil
monohydrat glukdzy oaznych koncentracich, kterych bylo dosazéedtnim pomoci
dvojkovétiady. Rozpti koncentraci bylo 1 — 0 nM/I gluk6za/mikrozkumavkZasobni

roztok glukozy rozpushy v destilované vad mel koncentraci 2mM/I. Jako slepy
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vzorek slouzil 300l roztoku substratu v jedné mikrozkumavce, ktergrgdi piipadny
samovolny rozklad substratwhem inkubace a 1000 TCA s 15Qu vzorku v druhé
mikrozkumavce, ktery zachyti zabarveni a obsahiak@ glukdézy ve vzorku. Gb
slozky se po 24 hodinové inkubadied stanovenim glukdzy smichaji a itiviedinou
kontrolu.

Nasledr prokehla inkubace p teplot 37°C po dobu 24 hod. Po uk@mi inkubace
byla k vzorkim pridana TCA (5g/100ml) (Sigma) v mnozstvi 1@0@ vzorky byly 10
mincentrifugovany p 12000 ot/min a 4°C. Poté bylo odsanoubBupernatantu a
piepipetovano na mikrotittai desttku, kde jiz gedem bylo napipetovano 250
¢inidla pro stanoveni glukézy GLU GOD (Lachema).éptolhla inkubace  37°C
po dobu 15 min a absorbance byla¢zema na spektrofotometru (Remote, Tecan,
Austria, software: KIM 2001, Daniel Kittrich) fp vinové délce 492 nm. Podle
kalibratni kiivky byly pomoci rovnice regrese daptéiny koncentrace glukdzy ve

vzorku.

3.6 Extrakce fenol 0 z lyka, jejich stanoveni a vliv na

proteolytickou aktivitu.

3.6.1 Extrakce fenol U

Bylo smichano 40 mg zhomogenizovaného a vody zliEhetyka (Simsek a kol.,
1993) s 1ml 50% metanolu (Sigma). Nasledovala iakelysi teplot 60°C po dobu 20
minut. Po ukoteni inkubace byly vzorky 5 minut centrifugovany 8&00 ot/min.
Supernatant byl odebran gefiltrovn pies vatu. Tento postup b§tyiikrat opakovan se
stejnym lykem. Vyextrahované fenoly v metanolu bylichovavany v mrazaku

s konstantni teplotou -18°C.

3.6.2 Folin Denis test

3.6.2.1 Princip metody

Tato metoda slouzi k &ni koncentrace fenblve vzorku. Jedna se o oxiuhé-
redulkéni  reakci.  Folin-Ciocalteu’s  phenol reagent obsahujkyselinu
fosfomolybdenovou a fosfowoframovou, které jsouuteVany fenoly obsazenymi ve
vzorku a tim dochazi k barevné emy. Tvori se vyraz® barevijSi produkt, ktery

absorbuje sitlo o vinové délce 750 nm.
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3.6.2.2 Postup
V pokusu byly pouzity d¥ reagencie: I. 2g N&Os (Sigma) + 100 ml 0,1 M NaOH

(Lachema), druha reagencie Il. Folin-Ciocalteu'sert reagent (Fluka). Bylo
smichano 0,05 ml vzorku (vyextrahovaného fenol®@%5netanolu) s 3 ml destilované
vody, 2 ml roztoku I. a 0,1 ml roztoku Il. Jakoslevzorek byla pouzita destilovana
voda. Po smichani jednotlivych substanci phiéo inkubace $ teplo€ 60°C po dobu

15 minut. Nasledh byla znefena absorbance na spektrofotometru (Remote, Tecan,
Austria, software: KIM 2001, Daniel Kittrich)fpvinové délce 750 nm. Vyget
koncentrace zasobniho vzorku byl vyi@ad v nmol fenal/mg lyka, ktera se vypdta

jako (absorbance * celkové mnozstvi 50% metanolly giidaného v pokusu extrakce
fenoly)/(pocateini vaha lyka(mg) v pokusu extrakce fenbl* mnoZstvi ngeného

vzorku (ml) v pokusu Folin Denis test).

3.6.3 VysuSeni vzorku a stanoveni proteolytické akt ivity

Vzorky ze obsahujici fenoly byly v mnozstvi 40, 80160 ul napipetovany do
mikrozkumavek a vlozeny do exsikatoru, kde bylocpou dobu vakuum. V exikatoru
se ze vzork odpdil metanol. Nasledh byla provedena azokaseinova assay
s konkrétnim mnoZzstvi fenigl které bylo vypeitano viz. kap. 3.6.2.2. Fenoly zbavené
metanolu byly az do Zatku pokusu skladovany v mrazaku s konstantni teplel8°C.
Tesre pired pokusem byly vyjmuty a rozpay v 1Qul metanolu, ktery v takto malém
mnoZstvi nema vliv na proteolytickou aktivitu. Jakontrola slouzila azokaseinova

assay bez fenol

3.7 SloZeni um élé stravy

Byly pouzity 4 typy strav nasledujiciho slozeni:

1) 78% vody, 4% agaru (Sigma), 16% zhomogenizdvarg vody zbaveného
lyka, 2% glukdzy (Sigma)

2) 80% vody, 4% agaru (Sigma), 16% zhomogenizovaaéody zbaveného lyka

3) 76% vody, 4% agaru (Sigma), 20% kaseinu (Sigma)

4) 73% vody, 4% agaru (Sigma), 20% kaseinu (SigBtd) Skrobu (Merck)

Jako kontrola byla pouZita stravéigravend pouze z 96% vody a 4% agaru.éldm
strava byla ddna na Petriho misky a i s lykoZrodtena do inkubatoru s konstantni
teplotou 25°C. V inkubatorech nebyl nastaven zaswjelny rezim (Simsek a kol.,
1993).
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3.8 Uréeni pH ve st fevé lykoZrouta smrkového

Priblizna hodnota pH #tva byla u¢ena podle barevné 2my po pondeni steva a
nasledném zhomogenizovanim pomoci jehly do pH &tdix. Thymolova modt (TB)
menila barvu ztervené do Zluté v rozmezi pH 1,2 — 2,8 a ze Zloténddré v rozmezi
pH 8,0 — 9,2. metylova oranz (MO)émila barvy zéervené do Zluté v rozmezi pH
3,0 — 4,4, benzolova - krezolova ze[CG) ze Zluté do modré v rozmezi pH 3,8 — 5,4,
metylovacervai (MR) z rizové do zluté v rozmezi pH 4,4 — 6,2, brom thymalovod
(BTB) ze zelené do modré v rozmezi pH 6 — 7,6 draki cervaer (NR) menila barvu
z ¢ervené do Zluté vrozmezi pH 6,8 — 8. Pokus prdbifearasakino mikrotitréni
desttce, kde do 200ul jednotlivych pH indikatoi bylo vioZzeno dtdni stevo
Z jednoho brouka.

Byli pouziti nediapauzni lykoZrouti s plnymigvem (u kterych byla detekovana
proteolytickd aktivita) a s prazdnym iestem (u kterych nebyla detekovana
proteolyticka aktivita).
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4 Vysledky

4.1 Zmény proteolytické aktivity u lykozrouta smrkového
béhem roku
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Obr. 1 — Grafy znazatuji proteolytickou aktivitu lykoZrouta smrkovéhdepasitanou
na procento aktivity trypsinu o koncentraci 2&/ml v rozmezi pH od 5 do 11. Data
jsou pdizena z mladych, stlych jedindi - graf A a z tmavych, starych da&$pi - graf
B. LykoZrouti byli odebrani 23. 9. 2009 z lokali¥4¢elna - graf A, Kubova Hu— graf

B. Koncentrace proteinu ve vzorcich byla 0,1 mygf§neseny jsou @meér (n=10) a
smerodatné odchylky.
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Tab. 3 — Tabulka znazdauje @ijem potravy a zrny proteolytické aktivity u
lykoZrouta smrkového od srpna diebna naiznych lokalitach liSicich se nadtis&ou
vySkou.

FL — feromonovy lap&a (umistn na slunci); L — lapak (neni-li uvedeno jinak, st
na slunci); TB tmavy brouk ; SB &y brouk; + plné sevo, - prazdné svo. Tiné
vyznaena a podtrzena data znaagf nameienou proteolytickou aktivitu. Jeden udaj je
vzdy meteni z 10 dosfica v pH (5 — 11).

Prameny Kubova Hw’ Véelna Hlubokd nad
Vitavy (1200 m.n.m.) (600 m.n.m.) Vlitavou
(1100 m.n.m.) (350 m.n.m.)
26. 8.2008 FL, TB, - L, SB, + FL, TB, - L, SB, +
FL, TB, -
23.9.2008 L, TB, + L, SB, + L, SB, +
21.10.2008 L (stin), TB, - L, SB,
L (slunce) SB, - L, TB, -
18.11.2008 L (stin) TB, - L (stin) SB, - L, TB, -
L (slunce) TB, -
16.12.2008 L, TB, - L, TB, - L, SB, - L, TB, -
20.1.2009 L (stin), TB, - L (stin) SB, - L, SB, -
17.2.2009 L, SB, - L, SB, -
31.3.2009 L (stin) SB, - L, SB, +

Byla m¢tena proteolytickd aktivita u brotilodebranych z feromonovych lajia
(FL) a lapak ze ¥ raznych lokalit v okoli Narodniho parku Sumava a Hiké nad
Vitavou v obdobi od 26.8. 2008 do 31.3. 2009. BraueL byli vzdy tmavi s prazdnym
sttevem, naopak v lapadku se nachazebvazré swtli, mladi brouci. Z tabulky 3 je
patrné, Ze lykoZrouti fijimali potravu pouze ddijna a to jen na lokalit Véelna.
Prijimat potravu z&ali opst aZz v lfeznu a to jen na lokatitHluboka nad Vitavou. Na
vSech lokalitadch byla po celou dobuiiena teplota.

Proteolyticka aktivita Rrena azokaseinovou assayi byla detekovana pouze u
lykoZrouti, kteri méli plné stevo, zatimco u lykoZzrotits prazdnym sévem nebyla
Zadna aktivita nagtena. Vyjimku tvdi brouci z lokality Kubova h1(21.10.2008), kde
byli nalezeni dva sitli a jeden tmavy brouk s plnymievem u kterych nebyla
nantiena proteolyticka aktivita. Proteolyticka aktiviiddy stoupala s pH a nejvysSi
hodnoty byly zaznamenany v pH 10 a 11.

U mladych, s¥tlych brouki s plnym stevem nejvysSi naéend aktivita v pH
11 dosahovala 320% aktivity trypsinu, zatimco uysta, tmavych brouk dosahovala
pouze 75% (viz. obr. 1).
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4.2 Detekce proteolytické aktivity po podani um  élé stravy

Z 30 vypitvanych sgtlych, mladych brouk ze 4. 11. 2009 (lapak) dh
naplréné stevo pouze 4. ifestoZze nili plné stevo nebyla u nich zaznamenana zadna,
nebo jen velmi nizk& proteolyticka aktivita stejjako u lykoZroui s prazdnym
strevem.

Stejni brouci po jednom dnu hladow prijimali po dobu 24 a 48 hodin (25°C,
Zadny s¥telny rezim) undlou stravu obsahujici floém a glukézu. Echto brouk,
piestoze nili plné stevo nebyla azokaseinovou assayi detekovana Zaehé, jen
velmi mala proteolyticka aktivita.

Stejni jedinci byli vystaveni hladéai 5 dni a poté gijimali po dobu 60 hodin
(25°C, zadny sstelny rezim) fizné typy undlych strav uvedené v kapitole 3.%eBtoze
meli plna steva nebyla detekovana Zadna proteolyticka aktivitestravy obsahujici
lyko byla zaznamenana o&eo vysSi proteolyticka aktivita, nez u ostatniclpity

potravy, ale i pes to zcela zanedbatelna.
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4.3 Detekce proteolytické aktivity s vyuZzitim speci  fickych

substrat u
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Obr. 2 - Grafy znazatuji specifickou proteolytickou aktivitu u lykoZrasmrkového
piepaitanou na procento aktivity trypsinu o koncentra@ pg/ml v zavislosti na pH
od 5 do 11. Graf A znaziwje aktivitu protedzy trypsinového typu, graf B mipe
aktivitu protedazy chymotrypsinového typu a na gra&uje znazoréna aktivita
aminopeptidaz. Data jsou fipena ze sisného vzorku mladych, &ych jedindi u
kterych byla azokaseinovou assayi ®&Bna pozitivni nespecificka proteolyticka
aktivita. Koncentrace proteinu ve vzorcich byla 0,1 mg/l. ¥sgny jsou gmer (n=5) a
smerodatné odchylky.

aktivita (%)

1
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U swtlych, mladych brouk odebranych z lap&k23. 9. 2009, byla s pomoci
specifickych substrat pro trypsin, chymotrypsin a pro stanoveni aminoipidg
prokazana proteolyticka aktivita. Viipad proteaz trypsinového typu enzymaticka
aktivita stoupala s pH a nejvyssi hodnoty byly zamanany v pH 11, kde dosahovaly
550% aktivity trypsinu o koncentraci 2/ml. U proteaz chymotrypsinového typu
bylo pH optimum detekovano v rozmezi 9 — 11, kdeyeraticka aktivita dosahovala
1300 — 1700 % aktivity trypsinu. U aminopeptidazyabnejvyssi aktivita zaznamenana
vpH 8, kdy dosahovala 1670% aktivity trypsinu. piptimum bylo detekovano

Vv rozmezi 6 — 9.

4.4 Inhibitory

V porovnani s enzymatickou aktivitou kontroly (beaidani inhibitoru)
pepstatin A inhiboval proteolytickou aktivitu v pH. o 28%, v pH 10 0 22,5% a v pH 9
0 25%. Inhibitor E-64 inhiboval proteolytickou aktu v pH 11 o 7,5%, v pH 10 o
10 % a v pH 9 0 7%. Statistické vyhodnoceni prokazze inhibitory vyznam&snizuiji
proteolytickou aktivitu vzorku (DvoucestnA ANOVA; =E4,02; p=0,000008).
Z vysledku post-hoc Tukey testu jgepmé, Ze signifikantni vliv ma z obou testovanych
inhibitori pouze pepstatin (p=0,000235), E-64 ®kmv Zadném pH statisticky
prikazny vliv na proteolytickou aktivitu (p=0,905978%i pokusu byl pouZit tentyz
smesny vzorek jako v kapitole 4.3 z mladych¢ttych brouki odebranych 23. 9. 20009.

4.5 Stanoveni amylazové aktivity

Pro pokus byl pouzit sésny vzorek nediapauznich lykozraut chowi, ktery
pied stanovenim nebyl zmraZzen. U vZorkebyla v Zadném pH (rozmezi 5 — 11)
detekovana amyldzova aktivita.
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4.6 stanoveni celuldzové aktivity

05 -

04

0.3+

glukdza (mmol)

pH

Obr. 3 — Grafy znazatuji mnozstvi uvoltiné glukézy v mmol/l i hydrolyze
mikrokrystalické celulozy (graf A) a karboxymetylalzy (graf B). Data jsou gzena
ze sm¢sného vzorku mladych, &ych jedindi z chowi u kterych byla azokaseinovou
assayi nagtena pozitivhi nespecificka proteolyticka aktivikkoncentrace proteinu ve
vzorcich byla 0,45 mg/l. Vyneseny jsouipr (n=3) a smirodatné odchylky.
Celulazova aktivita byla siena vpH 5, 7, 9 a 11 préstnictvim uvolgné
glukézy z mikrokrystallické (MCC) a karboxymetyl M) celulézy. Byl pouZzit
smesny vzorek sev z mladych, sstlych brouki z chow, ktefi pred stanovenim nebyli
zmrazeni a byla u nich detekovana proteolytickavaitazokaseinovou assayi. Tento
vzorek obsahoval 0,45 mg protéilitr (byl pouzit koncentrovaSi vzorek, nebt
metoda neni dostate citliva na malé mnozstvi enzym U CMC byla nanstena vySSi
celulazova aktivita nez u MCC. U MCC bylo nejviceolnéné glukézy vpH 5 a to
0,240 mM/I, v pH 7 se celulazova aktivita snizoyajkdzy ve vzorku bylo nagheno
0,059 mM/I. Ve vysSich pH jiz nebyla detekovanarigdlukoza. V fipact CMC bylo
nejvice uvoligné glukézy detekovano vpH 5 a to 0,4 mM/l, v pHs€ celulazova
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aktivita sniZzovala, glukézy ve vzorku bylo na&f@no 0,09 mM/I. Ve vysSich pH nebyla
detekovana Zadna glukoza.

4.7 VIliv fenol G na nespecifickou proteolytickou aktivitu

Koncentrace fendl (94, 187 a 374 nmol/ml) v roztoku azokaseinu o5pH11
nentla zadny vliv na proteolytickou aktivitu stanoverazokaseinovou assayi. Byl

pouzit smésny vzorek sev z mladych, sstlych brouki z chowi.
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4.8 Vyvoj lykoZrouta smrkového v nizkych teplotach

A
100% A
80% A
0, -
60% = dospélec
40% - kulkla
M larva
20%
0%
kontrola 2tydny 6 tydna 12 tydni
B
100% A
80% -
60% - m dospélec
20% kukla
-
M larva
20% A
0%
kontrola 2 tydny 6 tydni 12 tydn(
100% A
B80% -
60% - m dospélec
40% kukla
5
M |arva
20% -
0%
kontrola 2 tydny 6 tydni 12 tydni

Obr. 4: Prehled vyvoje lykozrouta smrkového po dobu 2 - 1@ntlyv konstantnich
teplotach 10°C (graf — A), 5°C (graf — B), 0°C (graC). Procenta vyjadji celkovy
pccet larev, kukel a dosfru lykoZrouta smrkoveého zahrnujici zivé i mrtve jexdir(viz.
tab. 4). Smrkové vyezy byly odebrany v poloviniijna z Narodniho parku Sumava
v nadmdské vysSce 1100 m. n. m.
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Tab. 4 —Celkovy p@et Zivych i mrtvych larev, kukel a dodpt lykoZrouta smrkového

ve vyfezech umighych do konstantni teploty 10°C (tab. A), 5°C (t8p. 0°C (tab. C)
po dobu 2 - 12 tydin

A Kontrola 2 tydny 6 tydni 12 tydni
Dospélec 13 9 36 150
Kukla 35 47 33 0

Larva 39 36 0 0

B Kontrola 2 tydny 6 tydni 12 tydni
Dospélec 13 10 8 9

Kukla 35 6 0 8

Larva 39 9 4 4

C Kontrola 2 tydny 6 tydni 12 tydni
Dospélec 13 10 8 9

Kukla 35 6 0 8

Larva 39 9 4 4
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Obr. 5 - Ptehled vyvoje lykozrouta smrkového po dobu 2 - 1@nbyv na slunném
(graf — A) a stinném (graf — B) mést zahrad Entomologického Gstavu @eskych
Budgjovicich. Procenta vyjadji celkovy pd@et larev, kukel a dosfri lykoZrouta
smrkového zahrnujici zivé i mrtvé jedince (Miab. 5). Smrkové vyezy byly odebrany
v polovirg srpna z Narodniho parku Sumava v natiké vySce 1100 m. n. m. Po celou
dobu pokusu byla v okoli ¥gz21 métena teplota vzduchu (viziifpha).

Tab. 5 —Celkovy paet zivych i mrtvych larev, kukel a dodpt lykoZrouta smrkového
ve vyfezech umisnych na slunném (tab. A) a na stinném (tab. Byoyps dobu 2 - 12

tydna.

A Kontrola 2 tydny 6 tydni 12 tydni
Dospélec 13 8 30 70
Kukla 35 17 11 2
Larva 39 5 6 0

B Kontrola 2 tydny 6 tydni 12 tydni
Dospélec 13 8 40 69
Kukla 35 40 32 14
Larva 39 22 10 0
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Tab. 6. Tabulka znazaiujici st& brouki a naplgni stev. Data pochézeji z broiuk
ktefi byli vystaveni #iznym teplotnim podminkam po dobu 2, 6 a 12 tydddaje
zahrnuji pouze Zzivé jedince (jejich fm je zaznamenan v zavorce). LykoZrouti
pochazeli ze smrkovych ez, které byly odebrany v polowntijna z Narodniho
parku Sumava v nadrigké vysce 1100 m. n. m.

SB swtly brouk, TB tmavy brouk, + potrava v lumentesta, - prazdné isvo.

10°C 5°C 0°C Slunce Stin
2 tydny SB,+(2),-(4) SB,+(2),-(1) TB, -(4) SB,+(2),-(2) SB,+(2),-(1)
(konecijna) TB-(2) TB,-(2) TB, - (3)
6 t)'/dnﬁ SB + (38) TB, + (1), - (6) SB, + (16) SB, +(21) SB, + (20)
(konec listopadu) 1B - (11) SB, + (2) TB, - (10) TB, - (3) TB, - (4)
12 tdeﬁ SB, + (8), - (6) TB, - (2) TB, - (3) SB, + (11), - (3¢ SB, + (8), - (30)
(konec ledna) TB, +(6), - (11) TB, - (10)

Kontrola ihned po fivezeni z Sumavského Néarodniho parku v pokouiina
obsahovala iiblizné¢ z 50% larvy posledniho instaru, 40% kukel a 10%p&ou.
Z grafa vyplyva, Ze postupny vyvoj probihal ve vSech tégoth krong 0°C, kde byl sice
VYVOj rovrgZz zaznamenan avSak neni statisticky signifikaniiéjrychleji vyvoj
probihal v 10°C, kde po 12 tydnech vSichni jedishkortili preimaginalni vyvoj a pod
karou byli nalezeni pouze do&pi. V ostatnich teplotach vyvoj probihal pomaldji.
v 0°C byla u &kolika lykoZrouti zaznamenana probihajici imaginalni ekdyse. Vysoka
mortalita byla zaznamenana po 12 tydnech sledowéisledku vyschnuti lyka wgai.

Pitva dospla prokazala, ze stli mladi brouci pijimaji potravu. Sté tmavi brouci
(rodicovska generace)rifimali potravu velice Hidka a jejich travici trakt byl zpravidla
prazdny.

Proteolytick& aktivita $edniho steva byla detekovana az druhy den po imaginalni
ekdysi, i kdyZ pijem potravy byl prokazan jiz prvni den. Ob&drefici, Zze lykoZrouti
s naplgnym stevem néli vysokou enzymatickou aktivitu, zatimco u lykoatd
s prazdnym s$evem nebyla Zadna aktivita detekovana. NejvySSindiyd byly

zaznamenéany v pH 10 a 11.
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4.9 Stanoveni pH ve st Fednim st Fevé lykoZrouta smrkového

Obr. 6 — Vysledky stanoveni pH igdniho steva lykozrouta smrkovéh®adky 1 a 2
zahrnuji jamky s indikatory beziganych vzork, fddek 3 obsahoval aktivni dasge

s naplgnym stevem,iadek 4 obsahoval aktivni dadge s prazdnym stvem. Zkratky
indikatori znamenaji: TB - thymolovd mgdVO - metylova oranz, BCG - benzolova -
krezolova zel#; MR - metylovacerveai; BTB - brom thymolova mag NR - neutralni
cervai. Zmeéna barvy indikatoru @uje rozmezi pH.

Bylo zjis&no, Zze pH stdniho gstieva s potravou je v rozmezi 7,6 — 8, bez potravy se
pH pohybuje vintervalu 6 — 7,6 (viabr. 6). K pokusu byli pouziti nediapauzni
lykorouti s plnym stevem (prokazéna proteolyticka aktivita) a s pramrsfevem, u
kterych nebyla detekovana zadna aktivita. Vzdyeatmpho pH indikatoru bylo viozeno

jedno stedni stevo.
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5 Diskuze

5.1 PFijem potravy u lykoZrouta smrkového

Pitvou byl u sledovanych lykozZrautprokazan fjem potravy pouze déijna a to
vyhradré na lokali€ V¢elna — slunce. Po tomto datu jiz nebyla potravanvdn steva
nalezena. Zir byl znovu pozorovan azieanu, nejtive na lokali# Hluboka - slunce.
Praichod potravy travicim traktem je pémé rychly a brouci byli odebirani pouze
jedenkrat nisicné. Je tedy prawipodobné, Ze pokud bylofippitvé zjiSttno prazdné
bezprostedre pied odlrem z girody. To nepimo potvrzuji i vysledky stanoveni
celkového obsahu lipid uvedené v diplomové préaci BartoSové (2010) (pratov
s jedinci odebranymi ve stejnych datech), kteréifiiajod ledna vzestupnou tendenci.
To naznauje, Ze lykozrouti zhruba od tohoto termintijipali potravu a tvéli si
energetické rezervy pro jarni rojeni. Zastaveénisnizeni pijmu potravy Ehem
diapauzy a jeho obnovenétiem postdiapauzni kviescence je popsano viaebépraci,
recentni souhrn publikoval nagdahn (2007).

Dal$im faktorem ovliujicim pijem potravy je teplota. Zir byl pozorovan u
lykoZrouti v inkubatorech v konstantnich teplotach 0°C, 5°@0&C i na stinném a
slunném mist v zahrad Entomologického Ustavu,figemz na stinném mistbylo
nalezeno méh Zeroucich lykozrouwt Na vySe polozenych lokalitach, kdehiem
zimniho obdobi dochazi Ktimu poklesu teplot, je jejich vliv nafgzimujici
lykoZrouty ¢asto do jisté miry kompenzovan faktem, ze lezicekyngekryva Gzné

vysoka sihova pokryvka, kteragsobi jako izolani vrstva.

5.2 Celkova enzymaticka aktivita u lykozrouta smrko  vého

U mnoha drufh hmyzu slouZzi jako stimul k sekreci travicich enzypiitomnost
potravy ve sew (Wigglesworth, 1972). To iejm¢ plati i v gipac lykoZrouta
smrkoveého, jelikoz nespecifickou proteolytickou igitti se podé&lo prokazat jen u
broukii, ktei prijimali potravu. Pokud bylo ip pitvé zjiSttno prazdné #tvo, nebyla
biochemicky detekovana zadna proteolytickd aktivik@okaseinovym testem byla
prokazana nejvyssi proteolyticka aktivita v rozmeli 10 — 11, Ize tedyipdpokladat,
Ze u lykozZrouta smrkovéhorqvladaji enzymy, které jsou nejvice aktivni v&iln

alkalickém prosedi. U mladych, sstlych jedindi byla pozorovanartikrat vyssi
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proteolyticka aktivita nez u starych, tmavych diésp. To je pravdpodobr disledkem
toho, Zze mladi, sili jedinci nejsou pl& vyvinuti a potebuji dostatek energie na
dokorteni vyvoje jako je vyvoj létaci svaloviny, sklemste kutikuly, vyvoj
pohlavnich orgahatd.

pH geva jeding, ktefi nefijimali potravu, bylo stanoveno jako neutralni.
Pritomnost potravy z#nila hodnotu pH na mignalkalickou. Tyto Udaje odpovidaji
praci Wiggleswortha (1976), kde je uvedeno, ze Ingey hmyz ma ve &dnim stew
zpravidla alkalické pH.

S vyuzitim specifickych substéétna bazi nitroanilidu byla prokdzanditpmnost
protedz trypsinového, chymotrypsinového a aminagapbvého typu. Aktivita
trypsinové proteazy stoupala s pH, pro chymotrypsin bylo stanoveno pH optimum
mezi 8 — 11 a pro aminopeptidazy v rozmezi pH 6 Z @ysledki azokaseinové assaye
je patrné, zZeigvladaji enzymy s optimem v alkalickém piesli. pH steva naplgného
potravou je vSak mignalkalické, coZz nas\cuje tomu, Ze u lykoZroutjsou nejvice
aktivni aminopeptidazy, které hydrolyzuji potrave svém pH optimu. Trypsinové a
chymotrypsinové proteazy jsou téz aktivni, ale peso od pH optima je jejich aktivita
sniZzena.

Inhibi¢ni testy potvrdily pitomnost aspartatovych proteaz. Mirné inhibice byla
zjiSténa i u cysteinovych inhibitar(které inhibuji i trypsin). Nizké hodnoty &k&i spise
o inhibici trypsinu, jehoz itomnost byla prokazana specifickym substratem.
Cysteinové proteazy spolu s aspartatovymi proteanebyly detekovany. Dle Terry a
kol. (1996) je spokny vyskyt cysteinovych a aspartatovych prote&nky, avSak nikoli
u vSech zastugaadu Coleoptera.

Zda se, Ze v traveni bilkovin u lykozr@uiraji velkou roli serinové proteazy, coz je
v kontrastu s literarnimi Gdaji, podle nichZadu Coleoptera ipvazuji cysteinove
thiol-dependentni proteazy (Murdrock a kol., 1987).

Proteolytick4 aktivita nebyla detekovana u lykoztokrmenych umilou stravou
obsahujici lyko (fed z&atkem pokusu #li vSichni dosglci prazdné sevo a nebyla
zjiSttna zadna enzymaticka aktivita). Tyto Udaje ndmjia Ze Ehem imaginalni
diapauzy a postdiapauzni kviescence (od listopadurera) je mechanizmus traveni
potravy zcela odliSny od toho, ktery byl popsanktivaich jedingé. U diapauznich
jedinai ziejm¢ dochazi k inhibici proteolytické aktivity,fipadreé k zastaveni exprese

piislusnych enzyiin Vzhledem ktomu, Ze i brouci wipodnich podminkach &ane
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prijimaji potravu (Annila, 1969), musi jako zdroj egie slouZit jiné sloZky potravy
(sacharidy).

Prestoze mnoho skupin byloZzravého hmyzu nedokazet tculozu a ziskava
pottebny uhlik a energii travenim rostlinnych sloZzekojaje sacharéza a jiné
oligosacharidy, Skrob, fosfolipidy a proteiny (Appaum, 1985), u lykoZrouta
smrkového byla zji&ha celulazova aktivita. Jeji pH optimum bylo stasmwy na
piiblizné 5. S rostoucim pH aktivita rapiéinklesala a ve vySSich pH jiz nebyla
detekovatelna.

pH lumenu geva s¥tlych, mladych a plé Zeroucich brouk (stejna kohorta, u niz
byla zji¥ovana celulazova aktivita) se pohybovalo v rozmé&si — 8. Tato hodnota
neodpovida pH optimu celulazové aktivity &aze swdcit o pritomnosti symbiotickych
bakterii, jejichz pH optima celulazové aktivity ieZ kyselém prosedi, jak je tomu
nag. u termiti (Smith, 2009).

Naméiené hodnoty jsou odliSné od dat uvedenyclilaaku Martina (1983), ktery
uvadi, Ze lykozrout smrkovy neni schopen (nebovelmi omezen) travit celulozu
(Chararas, 1979).

Porovnanim substnéitbyla prokdzana dvojnasobna aktivita u substrébsshem
CMC nez MCC. To mize byt zgisobeno chemickou modifikaci CMC pro lepsi
rozpustnost ve vag a tim i lepSi hydrolyzou v porovnani s MCC, ktgeave voad
nerozpustna.

U lykoZrouti nebyla detekovana amyldzova aktivita, coz je mo#mswitlit tim, Ze
na rozdil od celuldzové aktivity, kdy je v lyku aldeno velké procento celuldzy, se zde
nachazi jen malé mnozstvi Skrobu, které se navians& méni (Krekling et al., 2000).

U stroma napadenych lykoZroutem dochazi keémAm metabolismu. V jejich
dusledku klesa nut¢ni hodnota lyka, coz zavisi na integzit trvani naletu lykozroftit
na lesni porosty. Jestlize strom muslit silnému napadeni lykoZroutem, obsah
proteini mirné stoupne, sacharidy jsou snizeny o vice nez 75%avislosti na stupni
napadeni (Rohde a kol., 1996). Dochazi také kénam v metabolismu fenibFaccoli
a kol., 2007). V experimentu vSak zvySena konceetf@noti nentla zadny vliv na
proteolytickou aktivitu. Zda se tedy, Ze fenoly IbeZi jako inhibitory proteaz, avSak
jejich zvySena koncentrace ma u lykozrouta smrkovéh nasledek poklestipnu
potravy (Faccoli, 2007). Podobny vliv ma zvySenadentrace fendl nagiklad i na

halkotvorny hmyz (Pascual-Alvarado a kol., 2008).
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5.3 Vyvoj lykozrouta smrkového v nizkych teplotach

Na pokusu s Mgzy obsahujicimi lykozZrouty, které byly vystaveiigné teplot po
dobu 2, 6 a 12 tydn je patrné, Ze rychlost vyvoje stoupa s teplotiduobdobnym
vysledkim dosgli i Wermelinger a Seifert (1998). Nejrychleji vyjvprobihal v 10°C a
na slunci, kde za 12 tydnlykozrout dokogil pre-imaginélni vyvoj a poddou byl
nalezeni pouze dosl brouci. Vyvoj nedosglych stadii tedy pokrauje i v nizké teplat
az do pelomu prosince a ledna, kdy jej vysoké procentoufsge dokodi, a
Ziru. Zjis€éné udaje o vyvojovém prahu lykozrouta smrkovehoekponduji s daty
Annily (1969), ktery stanovil tuto hodnotu jako 5°® porovnani s dalSimélanky
uvedenymi v kapitole 1.3. jsme pozorovali nizSiaép pro vyvojovy prah. Nize to byt
zpasobeno i tim, Ze Wermelinger a Seifert (1999) pealzipro pokusy metodu
sandwichoveého chovu (Wermelinger a Seifert, 1998ra je vhodna na sledovani
pribéhu vyvoje a reprodukce, alesohodré nenapodobi firodni podminky. Auti
navic pouzivali dosfice z laboratorniho chovu v podminkach dlouhého. dvegroti
tomu v praci Annily (1969) i naSich experimentecili lwyuziti chladow adaptovani
lykoZrouti, odebrani zifrody kthem podzimu, jejichz vyvojovy prah je bezesporu

nizsi.
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6 Zaver

LykoZrout smrkovy je jednim z nejzavagsich lesnich Skdci smrkovych porost |
piesto, Ze je studovan jiz po staleti a na snizemizjiisobenych Skod je kazdarm
vynakladano znmeé Usili, mnoho informaci o Zivotnim cyklu, vyv@jirozmnozZovani
stdle chybi. Vysledky, popsané v této praéedstavuji vychozi informace pro
navazujici studie za¥ené na zm@ny zpisobu vyuZiti potravy &hem Gznych fazi
Zivotniho cyklu, se vSemi tdledky pro usgsnost peckavani zimniho obdobi a
disperzni a reprodéki potencial na pgtku jara. Znalosti, tykajici se vyvojového
prahu chlado¥ aklimovanych a neaklimovanych jedinlykoZrouta smrkového, mohou
rovrez prispét k objasgni nekterych otazek kolemipzimovéani tohoto druhu. Dosud
nag. nebylo zcela vyjasmo, jak je mozne, Ze &kterych letech se Ize j&Sha p&atku
jara setkat s larvami posledniho instaru a kukldd@ré uspsnré prezimovaly, &koli

relevantni informace by &y rozsahly vyznam pro lesnickou praxi.
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8 Prilohy

Obr. 7 Pib¢h teplot vzduchu na stinném n#gifed Entomologickym Ustavem

Obr. 8 Piib¢h teplot vzduchu na slunném néigked Entomologickym dstavem
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