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Cile prace

LykoZrout smrkowvy Ips typographus [L.) je agresivni druh klirovee napadajici smrk ztepily, ktery v soufasné
dobé zplsobuje ve stfedni Eviopé rozsahlé kirovcové kalamity. Jednou z pfifin je snifend
obranyschopnost smrkl vystavenych riznym druhim stresu, jako nahlé oslunéni, zvyiena teplota nebo
sucho. Pfi ndletu lykoZrouta smrkového na smrk indukuji zavrtavajici se brouci lokdlni obranu stromu, kdy
v misté zéwrtu dochazi k aktivaci biosyntézy sekundarnich cbrannych metabolitd (terpend, fenalickych
Itek), které jsou pro brouky toxickeé. Tyto déje jsou regulovany rostlinnym hormonem kyselinou
jasmonovou. Schopnaost indukovang obrany je jednim z nastrojl resistence smrku proti ataku broukd

a zavisi krom dal3ich jako je porostni, stanovistni a geneticky faktor pfedeviim na mife a prib&hu stresu,
kterému je strom vystaven. BéZnou pridinou akutniho stresu v lesnich ekosystémech je vznik cerstve
porostni stény, at jiZ po téZb&, nebo po polomech. Smrky na porostnich sténach jsou pak Casto prvnim
Cilem diplomové prace bude porovnat schopnost indukovang obrany vzrostlych (60-100 let starych)
smrkd, které byly vystaveny akutnimu stresu z ndhléhe oslundni po vykdceni Serstvé porostni stény

s indukovanou obranou stromi v zapojeném lese. Daldim dkolem bude urfit, zda se indukované obranné
mietabolity [iily u stromd, které byly pozd&ji napadeny Wkoiroutem smirkovym. V diskuzi potom
zhodnotit, zda ndhly vznik perostni stény oslabuje schopnost indukované obrany téchto smrkl proti
napadeni kiirovcem a zda napadené stromy mély niZéi schoprnost indukce obrannych ldtek nef stromy
resistentni.

Metodika

Pokus je situovan do lokality SLP Kostelec nad Carnymi Lesy, kde v porostu dospélych smrki jsou vykdceny
jiZné orientované porostni stény, fitajici 3 a2 & monitorovanych stromi v prvni linil. Stromy na porostnich
sténdch a na porostnich stanovistich v zapojeném lese se lokalné injektuji methyl jasmonadtem, analogem
rostlinného hormonu, vyvolavajicim mistni indukovanou obranu smrku. Po 3 tydnech se odebiraji 3 sek-
ce kiiry s lfkem ¢ primé&ru 8 mm v okoli indukce, a na kontrolnim Gseku stromu, neovlivnéngém methyl
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jasmonatem. Vzorky budou v laboratofi extrahovany a obsah terpenickych a dalich nizkemaolekularnich
obrannych latek bude analyzovan pomod plynové chromatografie s hmotnostni detekci. Po zpracovani
pfisludnymi softwary bude urfena jak relativni kvantita obranmjch metabolitd, tak bude porovnane jejich
sloZeni a bude zhodnoceno, zda s2 liSily v zavislosti na osetreni. Harmonogram: duben-carven 2020, wy-
kdceni porostni stény, indukce stromi, sbér vzorkl; zafi-prosinec 2020 extrakce vzorkd a jejich analyza;
leden-bfezen 2021 zpracovani dat a vypracovani diplomové prace.
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Abstrakt

L. smrkovy se fadi mezi kalamitni $kiidce hlavné na smrku ztepilém (Picea
abies), ktery se v naSich podminkach vyuziva jako hlavni hospodarska drevina.
Obranyschopnost smrku ovlivnil nardst primérnych teplot, mirné zimy a sucho
zpusobené nedostatkem srazek.

Tato diplomova prace se zabyva vyzkumem indukované obrany smrku pfi
nahlém vystaveni akutnimu stresu, ktery byl zptisobem vykacenim ¢asti porostu a
vznikem cerstvé porostni stény, ktera byla orientovana na jizni stranu. Experiment se
zakladal na lokalni aplikaci rostlinného hormonu methyl jasmonatu (MeJA) do lyka
smrkl. MeJA spousti indukci obrannych latek, které stromy produkuji na obranu proti
herbivorim (v¢etné |. smrkového) a patogenim. Analyza latek byla provedena
metodou GC/MS a k porovnani slozeni byl pouzit metabolicky pfistup srovnani latek
v chromatogramech pomoci PCA analyzy, vybrané latky byly kvantifikovany.

Vysledky komplexni analyzy potvrdili rozdilny obsah obrannych latek ve
vzorcich ovlivnénych aplikaci MeJA oproti kontrolnim vzorkim, coz potvrdilo
uspésnost indukce. Na Cerstvé porostni stén¢ se slozeni obrannych latek signifikantné
dle PCA analyzy neseparovalo od obrannych latek ze stromid ve vnitinim lese.
Urcovali jsme rovnéz schopnost indukované obrany na stromech, které byly nasledné
napadeny |. smrkovym. SloZeni obrannych latek na nasledné napadenych stromech se
neliSilo od slozeni latek na stromech rezistentnich. Kvantita vybranych monoterpenii
se v ramci riznych skupin nelisila signifikantné, ale Ize pozorovat trend nizsi produkce
na porostni sténé a u napadenych stromd 1. smrkovym. Fyziologicko-biochemické
zmény se ve stromech na 2 mésice staré porostni sténé signifikantné neprojevily ve

schopnosti produkce obrannych latek.

Klicova slova

Smrk ztepily (Picea abies), indukovana obrana, terpeny, porostni sténa
Lykozrout smrkovy (Ips typographus),



Abstract

Bark beetle belongs to the calamity pest chiefly on the Norway spruce which
is being used in our environment as the main source of timber. The resistance of spruce
has been affected by the rise of average temperatures, mild winters and draughts
caused by low precipitation.

The thesis deals with the research of induced defence of spruce at a sudden
exposure to acute stress caused by clearing part of the forest and by development of a
new forest edge that was oriented towards south. The experiment was based on local
application of the plant hormone methyl jasmonate (MeJA) into the bast of spruces.
MeJA triggers the induction of the defensive substances which the trees produce in
order to defend against the herbivores (including the spruce bark beetle) and
pathogens. The analysis of the substances was carried out by the GC/MS method and
for the compositional comparison the metabolic approach of contrasting of substances
in chromatograms using the PCA analysis was employed; selected substances were
quantified.

The results of the complex analysis confirmed different content of defensive
substances in samples modified by MeJA application versus the test sample, which
confirmed the success rate of induction. According to the PCA analysis, the
composition of the defensive substances of the new forest edge did not considerably
significantly separate from the defensive substances of the trees in the inner forest.
Also the capability of the induced defence of the trees that were subsequently infested
by the spruce bark beetle was determined. The composition of the defensive substances
in the subsequently infested trees did not differ from the composition of the substances
on the resistant trees. The quantity of selected monoterpens in various groups was not
significantly different but a trend of lower production on the forest edge and in the
trees invaded by bark beetles can be observed. There were no significant
physiological-biochemical changes in the ability to produce the defensive substances
in the trees in the 2-months old forest edge.

Key words

Norway spruce (Picea abies), induced defense, terpens, forest edge, bark
beetle (Ips typographus),
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1. Uvod
Lykozrout smrkovy (Ips typographus) (Linnaeus, 1758) je dnes velmi

diskutované téma z divodu ktirovcové kalamity. Mezi hlavni divody rozsifeni 1.
smrkového v takovém mnozstvi je skladba lesnich porostii a klimatické zmény (nartst
teplot, ubyvani vody) (Franklin et al, 2021).

Dalsim davodem rychlého Sifeni 1. smrkového jsou klimatické zmény, které
jsou vyrazné v poslednich desitkach let. Jedna se o tbytek srazek, celkovy ubytek
podzemni vody, mirné zimy a zvyseni teplot. Mnozstvi vody v pid¢ ovliviuje strom
piedevsim z hlediska tzv. sap flow, coz je smér a rychlost proudéni vody uvnitt
rostliny, které ma za cel rozvadét potiebné latky po celé rostliné pro zabezpeceni
jejiho spravné fungovani (Maseda, 2006). Pii mensi dostupnosti vody je strom
oslabeny a jeho obranyschopnost se jesté¢ snizuje, pokud je vystaven oslunéni
(Netherer et al, 2015). Mezei et al, 2019 zkoumali atraktivitu stromut pro 1. smrkového,
kdy v podminkach Vysokych Tater dokazali, ze jedinci smrku na vice oslunénych
mistech byly napadéni jako prvni. Podobny vyzkum probihal i v Némecku, kdy bylo
zjisténo, ze predispozice K napadeni 1. smrkovym maji Cerstvé porostni stény
orientované na jizni, oslunénou, stranu. Méné¢ atraktivni oproti ¢erstvé sténé pak byly
sousedici stromy/porosty nachdzejici se kolem nezpracovaného, napadeného,
ktrovcového kolecka, ale mnohem vice ldkavé, nez stalé porostni stény nebo stromy
zapojené uvnitt zdravého porostu. Zde Ize vidét, Ze slunecni zéfeni je rozhodujici
faktor z hlediska predispozice napadeni 1. smrkovym (Kautz et al, 2013). Pravé
porostni sténa je velmi dulezitou soucasti lesnich porostt, kterd muze vzniknout
pfirozené ¢i z imyslnych a nahodilych téZeb. Pfirozena porostni sténa se vyviji
postupné a stromy jsou prizpisobené vétsi zatézi ze stran abiotickych 1 biotickych
vlivl. Sténa vznikla z t€Zzby je problematictejsi, protoze pro stromy piedstavuje nahly
stresovy faktor, ktery ovlivnéni mikroklima. Za mikroklimatem se pak schovava cela
fada dulezitych procest jako je napt. udrzovani vyssi vlihkosti, vody v ptidé ¢i snizeni

teplot (Frenklin et al, 2021).
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Nase planeta je jedna velkd chemicka laboratof, v které se d&ji neuvéfitelné
véci, které se 1idé snazi prozkoumavat a pochopit je. Velmi slozité chemické reakce se
dé&ji 1 v rostlinach, které se diky nim mohou rozmnozovat, komunikovat spolu, ale také
se branit ¢i pfedem odradit nepfitele od napadeni. Tyto obranné procesy nazyvame
terpeny, coz je velkd skupina sloucenin tvoficich se v mevalonatovém cyklu.
Z pohledu smrku v boji s 1. smrkovym jsou pro nas dulezité monoterpeny alpha-pinen,
beta-pinen, limonen, beta-phellandren, myrcen a caren. Terpeny jsou tzv. volatilni
latky, coz jsou tékavé organické slouceniny, které¢ snadno prechazi do plynné faze.
Existuje celd tfada dalSich terpentl, nicméné¢ ne vSechny jsou védci schopni zjistit
z divodu technologického omezeni. Teprve v poloving¢ 20. stoleti vznikla
chromatograficka metoda na separaci a identifikaci terpend (Kirchner et al, 1957).
Nov¢ vyuzivany plynovy chromatograf's hmotnostni spektrometrii se zaklada na dvou
fazich — prvni z nich je rozdélni a identifikace jednotlivych slozek ze smési, v druhé
fazi pak stanoveni hmotnosti jednotlivych ¢astic (Klouda, 2003).

Podstatnou roli v indukované obrané hraje také kyselina jasmonova, ktera se
fadi mezi riistové regulatory a podili se na fyziologické odpovédi a adaptaci rostliny
na stres a reakci na n¢j. Ester kyseliny jasminové je methyl jasmonat (MeJA), coz je
vyznamny bunécny regulator zprostiedkovéavajici vyvojové procesy a obranné reakce

rostliny (Jong-Joo et al, 2003).
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2.Cil

Cilem této prace bylo porovnat schopnost indukované obrany vzrostlych smrka
ztepilych (Picea abies), které byly vystaveny akutnimu stresu z nahlého oslunéni po
vykaceni Cerstvé porostni stény s indukovanou obranou stromi v zapojeném lese.
Produkce obrannych metaboliti byla indukovéna rostlinnym hormonem methyl
jasmonatem. Ukolem bylo analyzovat slozeni indukovanych obrannych latek metodou
plynové chromatografie s hmotnostni detekci a analyzou PCA komplexnich
chromatogrami a kvantifikaci vybranych latek, zjistit rozdily mezi stromy na Cerstvé
porostni stén¢ a stromy ve vnitinim lese. DalSim tikolem bylo ur€it, zda se indukované
obranné metabolity liSily u stromt, které byly pozdéji napadeny lykozroutem
smrkovym (Ips typographus). Nasledné bylo hodnoceno, zda nahly vznik porostni
stény oslabuje schopnost indukované obrany téchto smrki proti napadeni kiirovcem a
zda napadené stromy mély nizsi schopnost indukce obrannych latek nez stromy

resistentni umisténé v zapojenych porostech.
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3.Literarni reSerse

3.1 Smrk ztepily
Smrk ztepily (Picea abies) patii do ¢eledi borovicové (Pinaceae) a je jednou
Z nejrozsifendjsich devin na tzemi Ceské republiky, kdy jeho zastoupeni tvoii 43,1
% z celkového mnozstvi 57,8 % zastoupeni jehli¢natych dievin, viz tabulka ¢. 1 (czech
forest, 2018). Jeho vysoké =zastoupeni je zpusobené hojnym vyuZivanim
k hospodaiskym ucelim diky rychlym pfirastim a kratké dobé obmyti (80 let). Jiz od
16. stoleti se vyuzival ke stavebnim ucelim a jako hlavni zdroj pro tvorbu tepla,

k tomu se nasledné piidal papirensky prumysl a houslafstvi (Lenoch, 2014).

Skupina dfevin| Zastoupeni [ %] {Skupina dievin|Zastoupeni [%]

Jehlignany 57,8 Listnace 42,2
Smrk ztepily 43,1 Buk lesni 10,5
Jedle bélokora 0,9 Duby 82
Borovice lesnf 9,6 Habr obecny 24
ModFin evropsky 32 Javory 4.1
Ostatni jehli¢naté 09 Jasany 1.6
Olze 24
Brizy 42

Ostatni list. tvrdé 39

Ostatni list. mékke 4.9

Tab. ¢. 1 - zastoupeni dievin na Gzemi CR 2011-2015, (Czech forest, 2018)

Smrk je stalezeleny jehlicnan, ktery dosahuje vysky 30-50 m a jeho pfirozeny
habitat spada do podhuii a hor Evropy, Béloruska a Povolzi. Doziva se 200—-300 let,
kdy je schopny rozmnozovani ptiblizn€ od 60 let v€ku v periodach Ctyt az péti let.

Vyznacuje se pravidelnosti kmene a kuzelovitou korunou, kterd je Casto ovlivnéna
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klimatickymi podminkami. Smrk mize byt zavétven az k zemi, v pfipadech, kdy stoji
sam jako solitér nebo tvoii sténu porostu. Co se fyziologie tyce, pak je to jehlicnan
s pryskyfiénymi kanalky, které mu pomahaji v boji s biotickymi Gto¢niky (Hamernik,
Musil, 2007).

Na rostliny se musi koukat a zkoumat je vice do hloubky nez pouhym okem.
Zamé&iime-li se na pochopeni smrku z mikroskopického hlediska, zjistime, Ze se jedna
o slozity a dobie fungujici organismus skladajici se z mnoha skupin bun¢k, kdy kazda
ma svou funkci. Svazky vice bun¢k dohromady tvoii rostlinna pletiva, ktera se déli na
deéliva a trvald. Mezi délivé pletivo se fadi pivodni, které se nachazi na vrcholcich
stonkll a kofenti. Prvotni, jez se ¢asem méni na pletivo trvalé, druhotné a skryté. Trvalé
pletivo se pak déli dle funkce na kryci (pokozka, priidduchy), vodivé (cévni svazky
s dfevni ¢asti (xylém) a lykem (floém), zakladni (zajist'uje fotosyntézu) a zpeviiovaci.
Déleni dle tloustky bunék je na parenchym (tenkosténné buiky), kolenchym
(nepravidelné ztlustélé stény bunky) a sklerenchym (siln¢ ztlustélé stény bunky).
Z hlediska indukované obrany smrku je dualezité predevsim trvalé vodivé pletivo —
xylém a floém. Xylém neboli dievo je pletivo zajist'ujici rozvadéni mineralnich latek
Z kotenového systému do celé rostliny. Je tvofen odumielymi buiikami. Floém neboli
lyko je naproti tomu pletivo nachézejici se ptimo pod borkou a jeho funkci je rozvadéni
organickych Zivin a produktl fotosyntézy po celé rostling. Je tvofen vyhradné Zivymi
bunikami. V§em témto zivinam a produktim se fika miza (Kincl et al, 2005). Mezi
hlavni Sktidce smrku ztepilého patii vySe zminény lykozrout smrkovy (Ips
typographus), bekyné mniska (Lymantria monacha), obale¢ modiinovy (Zeiraphera
griseana), obale¢ smrkovy (Epinotia tedella), pilatka smrkova (Pristiphora abietina),
ploskohibetka smrkova (Cephalcia abietis), lykouzrout seversky (Ips duplicatus) a
lykouzrout leskly (Pityogenes chalcographus), (Novotny, 2003). Vyjma obalece
smrkového a pilatky smrkové se vSichni fadi mezi kalamitni Sktidce podle vyhlasky
Ministerstva zemédeélstvi 101/1996 Sb., k zakonu ¢. 289/1995 Sb., o lesich, ve znéni
novely ¢. 236/2000 Sb.
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3.2 Klimatické zmény

Kazdy organismus na planet¢ pro své preziti musi umeét rychle reagovat
na vn¢j$i biotické a abiotické stresory. Mezi abiotické patii napft. vitr, slunecni zafeni,
ohen nebo voda, jejiz nedostatek zptsobuje dlouhodobé sucho. V Ceské republice,
ktera se nachazi v mirném podnebném pasu, paché nejvice problémi vitr a nedostatek
vody. Vitr ma dvé podoby — horizontalni a vertikdlni, kdy vertikalni se projevuje
predeviim v podobé tornada a horizontélni jako narazovy vitr. V Ceské republice se
vyskytuje predevSim horizontdlni, narazovy, vitr. Ptedejit Skoddm na porostech
muzeme spravnym péstovanim lesa. Namraza se pak objevuje hlavné na jafe a na
podzim a jedna se o kapky vody, které po dopadu na vétve zmrznou. Cely strom je
kiehky a sta¢i mens$i narazovy vitr, aby ndm zpusobil zlomy a poskozené celé porosty.
S vodou je spojeny i dalsi stresor, a to je sucho. Nedostatek srazek a ubytek spodnich
vod zpusobuje dlouhodoby nedostatek vody, jez se projevuje na snizené
obranyschopnosti smrku (Novotny, 2003). Sucho ma hned nékolik pfi¢in, mezi hlavni
patii nadprimémé teploty, kdy Cesky hydrometeorologicky ustav zvefejnil zpravu,
Vv které uvadi, Ze v roce 2019 byla primérna teplota 9,5 °C, coz je o 1,6 °C vice nez
normal mezi roky 1987 a 2010 (viz graf ¢. 1). Rok 2019 je tedy druhym nejteplej$im
rokem od roku 1961. V roce 2019 byla nejen zvySena primérna teplota, ale také se
jednalo o druhy nejsussi rok z pohledu mélkych vrtii a pramenil. NejsuS$im rokem

dosud ztistava rok 2018 (CHMU, 2019).
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Graf ¢. 1 - Primérné mésicni teploty vzduchu na vizemi CR v roce 2019 ve
srovnani s normalem 1981-2010; (CHMU, 2019)

3.3 Mikroklima

Velmi diilezita soucast lesniho ekosystému je tzv. mikroklima, které vznika na
mensim Gizemi a je ovliviiovano vice faktory. Mikroklima je diilezité z mnoha diivodi,
tim hlavnim je lepsi udrZeni vody v dané ¢asti porostu a vyssi stabilni vlhkost, nicméné
je to velmi kiehky systém, v kterém probihaji nejriznéjsi transpirace, snizovani teplot
a branéni vysychani ptidy. V dnesni dobé¢ je velmi diskutované téma porostnich stén,
kde se védci snazi podlozenymi fakty dokdzat, ze vznikem holin a otevienych stén
lesnich porostii dochazi k silnému naruseni mikroklimatu a vysuSovani ptdy. Pro les
je tedy vhodnéjsi podrostni zplisob péstovani s velkym procentem vyuZiti pfirozené
obnovy, kdy ndm nevznikaji velké oteviené plochy (Franklin et al, 2021). Mikroklima
dokaze ovlivnit 1 druhovou konkurenci schopnost, pfedev§sim pak v obdobi sucha ¢i
jiného stresu. Ve Spanélsku byla zkouména borovice lesni (Pinus sylvestris) v pribéhu
35. letého obdobi, kdy byly hodnoceny ptirtsty v souvislosti s mikroklimatem. Bylo
dokézano, Ze se od roku 2005 zac¢inali ménit vzorce piiriistl a nejvyraznéjsi byl pak
rok 2012, kdy bylo nejvétsi sucho (Marques et al, 2021). Souvislost potvrdil i Krautz
et al (2013) v Némecku, kde pro vybér hostitelského stromu si 1. smrkovy vybiral
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stromy vystavené nahlému stresu nejen z vysSiho dopadu slunecnich paprski, ale také

razantni zméné mikroklima.

Zmény mikroklima se projevuji nejvice pravé na okrajich lesa a také v urcité
Casové obdobi dne, kdy nejvyraznéjSi snizeni vlhkosti nadchazi kolem 16:00.
Ovlivnéni mikroklima nezasahne piimo jen okraj lesa, ale dokonce 15 metrGi do
porostu (Li et al, 2018).

Z hlediska fyziologie rostliny ptisobi mikroklima na udrZeni vody, ktera je tak
dualezita pro strom z hlediska rozvadéni organickych 1 anorganickych latek. Mnozstvi
vody ovliviiuje 1 proudéni pryskytice diky které mize smrk tzv. zalit 1. smrkového pfi
jeho zacinajici kolonizaci. Pokud smrk nema dostatek vody, pak se mu nejenom
nedostava potiebného mnozstvi pryskyfice, ale také se zpomali tvorba obrannych latek
(Netherer et al, 2015). Mikroklima zahrnuje i1 teploty kiry, které jsou dilezitym
aspektem pro 1. smrkového z ohledu letové aktivity a nasledného vyvoje pod kiirou.
V ramci vyzkumu v rakouském Kalkalpenu byl vytvoien model PHENIPS, ktery
zohlediuje mikroklima dané oblasti v souvislosti s primérnou teplotou. Tento model
by mél byt schopny predpovédét invazi 1. smrkového s odchylkou necelych 2 dnil
(Baier et al, 2007).

3.4 LykoZrout smrkovy

Lykozrout smrkovy, (Ips typographus), (Linnaeus, 1758) je maly nenapadny
brouk dorustajici 45 milimetra patiici do fadu brouci, Coleoptera, ¢eledi nosatcoviti,
(Curculionidae) a rodu ktrovcoviti, (Ips). Kirovcoviti dnes patii k nejrozmanitéjsim
skupinam hmyzu s téméf 6 000 zastupci, kdy na tzemi Ceské republiky se jich
vyskytuje 104 zastupcl tohoto druhu (Hudec et al., 2019). Mezi nejvyznamngjsi
Z lesnického hlediska pak miZzeme zminit jiz vySe psaného lykozrouta smrkového (1ps
typhographus), dale pak Iykozrout vrcholkovy (Ips acuminatus), Iykozrout mensi (Ips
amitinus), lykozrout seversky (Ips duplicatus) a lykozrout borovy (Ips sexdentatus)

(Ktistek, Urban, 2013). Zastupce 1. smrkového pak mizeme vidét na obrazku €. 1.
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Obr. ¢. 1 — Dospeélec Lykozrouta smrkového, 1ps typographus (Linnaeus,1758),
(Deml Miroslav, 2019).

Mezi hostitelské dieviny 1. smrkového se fadi smrk (picea), pfipadné potom
borovice (pinus) ¢i modtin (larix). Smrk je pro n&j primarni dfevinou, kterou napada
nejvice, a tudiz nejvice Skod je zplusobenych na smrkovych porostech, kdy pfi
normalnim stavu se zaméfuje predevsim na zlomy, polomy a odumirajici jedince. Pti
pfemnozeni pak napadé i zdravé jedince, které nakonec udold svym velkym poctem
(Novotny, 2003). Pokud jiz propukl kalamitni stav, musime si uvédomit nékolik véci,
které nam mohou pomoci v boji s . smrkovym, jako je napf. zamieni se na porostni
stény, které jsou ohrozengjsi. L. smrkovy vyhledava méné smrkové porosty, v kterych
je zastoupena napt. biiza, ¢i zase naopak se zamétuje na smrky s vy$§im objemem
z diivodu vétsiho mnozZstvi potravy a prostoru pro nasledny vyvoj (Kirvemo et al,

2016).

V naSich podminkdch mé 1. smrkovy obvykle dvé generace, v horskych
oblastech pouze jednu. Za ptiznivych podminek, které jsou v poslednich letech, mize
mit 1 tf1 az Ctyfi generace, na horach dvé. Jarni rojeni probihd na pfelomu dubna a
kvétna, na hordch to poté vétSinou s mesi¢ni prodlevou. Letni rojeni je zhruba od

poloviny ¢ervna do pielomu Cervence a srpna (Novotny, 2003).
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Prvni kontakt smrku a I. smrkového ptichazi ve chvili, kdy samecek vyhledava
monoterpeny nasledné hraji dualezitou roli pii tvorbé feromoni, které se tvoii ne
zacatku prokousavani se do kiiry v zazivacim ustroji brouka (Skuhravy, 2002). Na
vybraném stromu béhem 2 az 4 dni vytvofii snubni komuirku a béhem tvorby pomoci
feromond naldkd samicku. Samicka vytvori mate¢né chodbicky, kam naklade
pramérné¢ 60 vajicek, ktera se vyviji 6-18 dni, ¢as vyvoje je zdvisly na vnéjSich
podminkach. Piedposledni vyvojové stadium je kukla, jejiz vyvoj je piiblizn¢ 8 dni.
Nasledné se vylihne bily brouk, ktery postupné zlatne a na vyvojovém vrcholu je
tmavé hnédy az Eerny. Uzivny Zir trva 2 az 3 tydny, kdy mizeme zagit pozorovat na

smrku typické loupani kiry a Zloutnuti jehlic (Pfeffer, 1955).

Pohlavni dimorfizmus neni znatelny pouhym okem, proto mizeme popsat
samicku i samecka jako brouka valcovitého tvaru téla, ktery je cca 4,8 — 5,5 mm velky.
Dospély jedinec je pak ukazan na obrazku €. 1. Na zadni ¢asti krovek se nachdzi 4 pary

zoubk, pfi¢emz tfeti par je nejvétsi (Jakus, 2015).

3.5 Indukovana obrana

Biotické stresory jsou tvofeny rozmanitou skupinou Zivoc¢ichd a hub, vcetné
antropogennich vlivii. Poskozeni smrku nemusi byt zptisobeno pouze hmyzem, ale
také velkymi savci jako je naptiklad zveét srnci €1 jeleni nebo také zajici. Pfi tomto
mechanickém loupani €1 okusovani dochéazi k poskozeni kiry a otevienym zranénim,
kterého vyuzivaji rizné druhy patogenickych hub. U smrku je to napf. vaclavka
smrkova (Armillaria ostoyae), ktera zpisobuje odumirani smrku v prubéhu desitek let

a naslednou nestabilitu porostu (Novotny, 2003).

Z pohledu indukované obrany smrku v boji sl. smrkovym jsou dilezité
monoterpeny alpha-pinen, beta-pinen, limonen, beta-phellandren, myrcen a caren.
Terpeny se nachézeji jak ve floému, tak i v podobé¢ t€kavych latek ve vzduchu té€sné
nad klrou. Nepfiznivé dokaZe ovlivnit obranu smrku 1 stres, ktery je zplsobeny

nahlym odkrytim stabilniho porostu za vzniku porostni stény, kdy jedinci ptivodné
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zapojeni a zvykly na své mikroklima jsou vystaveni vys$§imu sluneénimu 0zafeni

(Tomaskova, 2016).

Jedna z prvnich studii zkoumajici spojitost mezi indukovanou obranou a
mnozstvim monoterpent obsazenych ve floému probéhla v roce 2011, kde do 20
vzrostlych smrkii byla vlozena houba Ceratocystis polonica, ktera pozitivné pisobi na
celkovy vysledek kolonizace 1. smrkového. Po napadeni smrku 1. smrkovym byly
naméfeny vyss$i hodnoty terpend u stromu, které byly napadeny (Zhao, 2011). Byla
pozorovana zvySena koncentrace terpenti ve vzduchu a zvysené sap flow (MareSova
et al, 2020). Mezei et al, 2019 se rozhodl zkoumat souvislosti mezi nebyvalym
nartistem 1. smrkového v Tatrach za poslednich deset let a kalamitou zptisobenou
vichfici v roce 2004, po které bylo poniceno vice nez 10 000 hektarii lesniho porostu.
Ptispél k potvrzeni teorie o vétsi atraktivité 1. smrkového vici stromliim vystavenym
nahlému sluneénimu zéafeni. ZvysSenou atraktivitou pro 1. smrkového se zabyval i
vyzkum v némeckém Bavorsku, ktery se zaméfoval nejen na nahly vznik Cerstvé
porostni stény, ale také na nachylnost stabilnich porostnich stén a, nebo sousedicich
porostll nachazejicich se hned vedle vykdceného ohniska napadeni 1. smrkového.
Nejlakaveéjsi byla jizn€ orientovana cCerstva porostni sténa, porosty sousedici
s nezpracovanym aktivnim kirovcovym diivim byly méné atraktivni, nicméné o

trochu vice vyhledavané oproti stalé a stabilni porostni sténé (Kautz et al, 2013).

Sucho a vyssi teploty zplsobuji zvySenou teplotu kiry, skrze kterou smrk
vypousti do svého okoli terpeny a fenolické latky, tzv. volatilni latky. Vyssi teplota
kary zapficinuje vyssi tékavost téchto latek, které 1. smrkovy dokéze vycitit a je ldkan
na strom. Nejriznéjsi houbové patogeny plisobici na rostlinu mohou sniZovat mnozstvi
obrannych latek a tim usnadni pfistup a kolonizaci hmyzu. Dé&je se tak i v ptipadé
rostlin rodu husenicek (Arabidopsis), které byli infikovany plisni Sedou (Botrytis
cinerea). Plisen dokazala snizit okus zpusobeny bylozravci z divodu ovlivnéni
stimulacnich cest kyseliny jasmonové a tvoteni t€kavych latek v okoli rostliny. Na
druhou stranu pomohla K ptilakani a snadnéjsi kolonizaci knézici zelnou (Eurydema

oleracea) (Ederli et al, 2021). Ophiostomatické¢ druhy hub pomahaji ktirovci pii
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kolonizaci smrku, kdy mu poméhaji s indukovanou obranou a tvoii chemické latky

prospesné pro brouka (Netherer, 2021).

V kanadské provincii Alberta se rozsifili druhy klroved napadajicich
predevs§im borovici Banksovu (Pinus banksiana) a borovici pokroucenou (Pinus
contorta). Cést jedincii byla inokulovana houbou Grosmannia clavigera. Vieobecné
borovice pokroucena vykazovala vy§si mnozstvi monoterpentl nez borovice banksova,
zejména pak ovlivnéni jedinci borovice pokroucené (Lusebrink et al, 2016).
Kooperace mezi l. smrkovym a houbami muiZze mit nejen pozitivni u¢inek, kdy houba
je pomocnik v prolamovani obrannych latek smrku, ale mtize pasobit i jako repelent.
Vztah 1. smrkového a hub je velmi slozity a nelze vyuzivat houby jako prevenci ¢i
ucelné nalakani 1. smrkového do jedné ¢asti porostu za uplné kontroly lesnikem.
Plisobeni hub je individualni na kazdém stromu, muze byt ovlivnéno pocasim nebo

také zivotnim cyklem l. smrkového (Kandasamy et al, 2016).

Velky vyzkum s pozitivnimi vysledky provedl Schiebe et al 2012, ktery se
rozhodl zkoumat odolnost smrku z pohledu chemické obrany. Rozdé€lil skupiny stromt
na napadené a usmrcené, napadené, ale prezivsi a bez napadeni. Zjistil, Ze rozdil mezi
napadenymi a usmrcenymi oproti napadenym, ale pteziv§im, je velky predevsim
v produkci monoterpent, seskviterpenti, diterpent a n¢kolika fenolickych latek. Tyto
latky jsou dtilezitou soucasti indukované obrany, a proto Ize fici, ze schopnost tvorby
vétsiho mnozstvi téchto obrannych latek urcuje obranyschopnost smrku. Métena byla
obranyschopnost, kdy smrky byly ovlivnény MeJA, pro uréeni sloucenin. Podafilo se
prokazat rozdilnost mezi kontrolnimi vzorky a vzorky ovlivnénymi Mela, kdy stejné

slou¢eniny vykazovali i branici se a piezivsi smrky.

Pokud hodlame mluvit o obrané rostlin, musime si uvédomit, Ze existuji
metabolity, které se dé€li na primarni a sekundarni. Primarni metabolity zajiStuje
zakladni funkce rostliny jako jsou rust, rozmnozovani ¢i spravny vyvoj. Z hlediska
metabolity, které slouzi k adaptaci na stres, itoky hmyzu, patogennich hub ¢i velkym
herbivorim. Do skupiny sekundarnich metaboliti pati hlavné alkaloidy, terpeny,
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glykosidy a fenoly. Sekundéarni metabolity jsou velka a slozita skupina aromatickych
kyselin, kdy nejcastéji se jedna o kyselinu salicylovou a jasmonovou. Nékteré tyto
sekundarni metabolity byvaji tzv. indukcni, coz znamena, ze jsou v téle rostliny méné
aktivni a jejich vét$i narust muZzeme zaznamenat ve chvili poranéni rostliny jako
odpovéd’. Ve vétsing piipadli maji sekundarni metabolity za tikol preventivni odrazeni
bylozravce, hmyzu ¢i rychlou reakci pfi poranéni, nicméné ani nepiatelé¢ rostlin
nezustavaji pozadu a néktefi se naucili vyuzivat pravé téchto aromatickych latek

Kk urCeni mista, kde se hostitel nachazi (Richard et al, 1994).

Terpeny patii mezi isoprenoidy, protoze se skladaji z izoprenovych jednotek, a
rozd€lujeme je podle pocétu jednotek na monoterpeny (2 molekuly izoprenu),
seskviterpeny (3 molekuly izoprenu), diterpeny (4 molekuly izoprenu), triterpeny (6
molekul izoprenu), tetraterpeny (8 molekul izoprenu) a polyterpeny obsahujici vice
molekul izoprend. Z pohledu smrku v boji s1. smrkovym jsou pro nas dulezité
monoterpeny alpha-pinen, beta-pinen, limonen, beta-phellandren, myrcen a caren
(Harinder et al, 2007).

J 0

o.-pinene B-pinene

Obr. ¢. 2 — alpha-pinen; beta-pinen

3.5.1 Metyl jasmonat
Methyl jasmonat (MeJA) vznika z Kyseliny jasminové jako jeji ester. Kyselina
jasmonova je dulezity rastovy regulator podilejici se na adaptaci rostliny na

kratkodoby i dlouhodoby stres. Spolu s kyselinou salicylovou se fadi kyselina
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jasminova mezi fytohormony, které rostlina produkuje pii napadeni patogeny
(Creelman, 1995).

Pomoci MeJA dokdzeme studovat indukovanou obranu rostlin, protoze pfii
poskozeni rostliny je to pravé MeJA, ktery aktivuje stimulaci terpenoidii, predevsim
mono a seskvi terpenil. Pfi aplikaci MeJA na mladé stromky smrku ztepilého bylo
naméfeno pétinasobné zvyseni emitovanych terpenti z jehlic s dominanci oxidovanych
monoterpenu (Martin, 2003). Martin et al 2002 zkousel i MeJA aplikovat do smrku
ztepilého (Picea abies), kdy pomoci chemickych analyz dokazali sledovat zvySenou

induktivni obranu s ohledem na mnozstvi terpent.

MeJA muzeme také povazovat za spousté¢ komunikace mezi rostlinami, kdy
si rostliny pomoci kofenového ¢i jiného fyzického kontaktu ptedavaji informace o
nastalém stresu zplsobenym abiotickym ¢i biotickym ¢initelem. Ve vyzkumu byl
vyuzit ¢irok obecny, ktery si dokonce opakovanou umélou aplikaci MeJA dokazal
uréitym zapamatovat (Yamashita et al, 2021). Po oSetfeni rostliny star¢eka pfimétnika
(Jacobea vulgaris) MeJA a kyselinou salicylovou bylo jasné prokazano, ze oSetiené
¢asti rostlin vykazovali vys$si emitaci obrannych latek a pti vybéru bylozraveil byly

méné okusovany nez kontrolni rostliny (Wei et al, 2021).

3.6 Metody a analyzy prirodnich latek

Teprve v poloving 20. stoleti vznikla chromatografickd metoda na separaci a
identifikaci terpend (Kirchner et al, 1957). Nové vyuzivany plynovy chromatograf
s hmotnostni spektrometrii se zaklad4d na dvou fazich — prvni znich je rozdélni a
identifikace jednotlivych slozek ze smési, v druhé fazi pak stanoveni hmotnosti

jednotlivych ¢astic (Klouda, 2003).

3.6.1 Plynova chromatografie
Chromatografie je oznaceni pro soubor fyzikalné-chemickych separacnich

metod, pfi nichz lze rozdélit smés na jednotlivé slozky a nasledné je identifikovat.
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,»Vzorek se vnasi mezi dve vzdjemné nemisitelné faze. Staciondrni faze je nepohybliva,
mobilni faze je pohybliva. Vzorek umistime na zacatek staciondarni faze. Pohybem
mobilni faze pres stacionarni fazi je vzorek soustavou unasen. Slozky vzorku mohou
byt stacionarni fazi zachycovany, a proto se pri pohybu zdrzuji. Vice se zdrzuji slozky,
které jsou stacionarni fazi poutany silnéji. Timto se postupné slozky od sebe separuji.
(Klouda, 2003). K rozd¢leni a identifikaci terpenti se vyuziva od poloviny 20. stoleti
(Kirchner et al, 1951), nicmén¢ do dnesni doby neexistuje piistroj, ktery by dokazal
identifikovat vSechny terpeny, pfedevSim ty s vice izopreny. Chromatografie se
rozd€luje do vice skupin, dle skupenstvi mobilni faze na kapalinovou a plynovou
chromatografii, dale pak podle uspofadani stacionarni faze, na kolonovou a podle
plosné techniky (papirova a tenkovrstva chromatografie) a posledni je rozdéleni dle
povahy dé&je, ktery prevlada pii separaci — rozdélovaci, adsorpéni, gelova, afinitni a

iontové-vyménna chromatografie (Klouda, 2003).

Ke zpracovani vzorkti vtéto diplomové praci byla vyuzita plynova
chromatografie, kde se vzorek davkuje do proudu plynu, a proto je mobilni faze
nazyvana jako nosny plyn. Vzorek se musi ihned pfeménit na plyn, aby mohl byt mohl
byt transportovan. Aby bylo dosazeno pfemény na plyn, je nutné separovat latky, které
jsou tepelné stalé, jejich relativni molekulova hmotnost neni mensi nez 1000 a maji

dostatecny tlak syté pary (Klouda, 2003).

3.6.2 Hmotnostni spektrometrie
~Hmotnostni spektrometrie je separacni technika, ktera prevadi vzorek na
ionizovanou plynnou fazi vzniklé ionty separuje podle hodnoty podilu jejich hmotnosti
a ndaboje m/z.*“ (Klouda, 2003). Jednotlivé kroky jsou: odpafeni vzorku — ionizace —
akcelerace iontii do hmotnostniho analyzatoru — separace iontl hmotnostnim filtrem —

detekce iontl. Cely tento proces probiha ve vakuu (Klouda, 2003).

Zakladni spektometr obsahuje vstup vzorku — iontovy zdroj — hmotnostni

analyzator — detektor a vyhodnocovaci zatizeni (Klouda, 2003).
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3.6.3 Statistické metody

Pro analyzu dat ziskanych z nejriznéjSich méficich pfistroji existuje celd fada
moznosti, ¢asto vyuzivanou byva analyza hlavnich komponent PCA (principal
component analysis), kterd ma za ucel zjednodusit velmi pocetnou skupinu znakd,
které jsou na sebe linearné zavislé a utvofit z nich hlavni komponenty. Vyhodou této
metody je zpracovani velkého mnozstvi dat bez ztraty jejich vyznamu. Hlavni
komponenta je charakteristicka predevSim svoji variabilitou, rozptylem, kdy
V nasledném vyhodnoceni se fadi do grafu dle klesajiciho rozptylu od nejvétsiho
k nejmensimu. PCA je pouzivana jako prvni prizkumny krok ve studiich, kde
vysledkem je velky objem dat, kdy dokéze wvytvofit srozumitelné zobrazeni
multidimenzionalnich dat do roviny. PLS (partial least square) je analyticka metoda
¢astecnych nejmensich ¢tverct a jeji varianta OPLS (ortogonal partial least squera)
zahrnuji linearné regresivni postupy vychazejici z PCA. Pro ptesnéjsi klasifikaci
vzorkt se pak vyuziva OPLS — DA (ortogonal partial least squera — diskriminant

analysis), coz je metoda diskriminaéni analyzy (Muselik, 2012).

Dalsi moznosti analyzy dat je PCR metoda (principal component regression)
zalozena na regresy dat, MLR (multiple linear regression) vicenasobna linearni
regrese, ILS (inverse least squares) inverzni metoda nejmensich ¢tverct a pak jesté
napi. CLS (classical least squares) klasicka metoda nejmensich ¢tvercti (Muselik,
2012).
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4.Metodika

4.1 Experimentalni plocha

Data byla sbirana v porostech spravovanych SLP v Kostelci nad Cernymi lesy,
kdy porosty se nachazely mezi vesnicemi Stfibrna skalice a Oplany. Porosty jsou dle
hospodarské knihy staré mezi 80-85 lety, vhodné pro lykozrouta smrkového.
Experiment probihal na dvou vyzkumnych plochach excelentniho tymu pro mitigaci
(EXTEMIT). Na obou plochach byly 21.4.2020 vykaceny celkem Ctyfi oslunéné

porostni stény, kdy kazda méftila ptiblizn¢ 120 metra na délku.

Mg¢teni probihalo na plose Cislo 3 a 4, ktera byla rozdélena na 4 subplochy
oznacené A, B, C a D, coz Ize vidét na obrazku ¢. 3. V zapojeném vnitinim lese byly
vybrany ¢étyfti kontrolni plochy (3 C, 3 D, 4 C, 4 D). Na porostnich sténach, které nesly
oznaceni 3 A, 3 B, 4 A a4 B, bylo monitorovéano po tiech stromech, celkem 12 stromi,
uvnitt porostu na kontrolnich plochach bylo rovnéz vybrano k vyzkumu celkem
dvandct stroml. Zkoumdano bylo, zda stresovani stromd pomoci MeJA ma vliv na
naslednou lakavost a chutnost pro lykozrouta smrkové oproti stromiim zapojenym
V porostu, proto subplocha A a B byly Cerstvé vykacené porostni stény, oznacené jako
forest edge, a subplochy C a D byly zapojené ve stabilnich porostech, kdy nesli

oznaceni control.

Obr. ¢. 3 - Mapa zkusnych ploch ¢islo 3 a 4 (Surovy, 2020)

29



4.2 Metodicky postup pri sbéru teplotnich dat v terénu

Sbér teplotnich dat probihal na identickych stromech a plose jako sbér MeJA.
Na strom se umistili senzory APOGE, které métily povrchovou teplotu kliry z jizni a
severni strany kmene, ve vySce piiblizné 3 metri. Méfeni probihalo nepietrzité, ale
pro tuto diplomovou praci byla pouzita data v rozmezi od 27.5.2020 do 17.6.2020, coz
je doba trvani pokusu s indukci MeJA. Hodnotili jsme, jak teplota kmene béhem
experimentu mohla ovlivnit mnozstvi terpentl. Na obrazku €. 4 1ze vidét méfici pfistroj,

ktery snima teplotu v pritbéhu celého dne.

Obr. ¢. 4 — mérici senzory umistené na smrku ztepiléem (Extemit, 2020)

4.3 Sbér vzorki v terénu

Na kazdy strom, tedy celkem 88 jedinci, byl aplikovan MeJA dne 27.5.2020.
Do stromu byla vyklepana dira pomoci korkovrtu, do které se vlozil za pomoci pinzety
filtra¢ni papirek namoceny do roztoku MeJA. Vyvrt, ktery nam zdstal v korkovrtu se
vratil do stromu a tim bylo zajiSténo zachovani papirku 1 jistota, ze se MeJA bude
pusobit, jak ma. Nasledné bylo pro lepsi orientaci oznaceno blizké misto aplikace.
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Sbér vzorkt probihal 17.6.2020, ptisobeni MeJA bylo necelé tii tydny.
Samotny sbér byl uskute¢nén ve skupiné dvou lidi, kdy jeden nesl nddobu s kapalnym
dusikem a druhy sbiral vzorky z kiiry, které ukladal do kryovialky a ukladal je do

nadoby s dusikem.

Odebiralo se minimaln¢ 6 vzorkt z kazdého stromu za pomoci korkovrtu o priméru 3
mm, aby bylo zajiSténo dostate¢né mnozstvi floému (200 g) pii nasledném
laboratornim zpracovani. T¥i vzorky se odebraly bezprostiedné vedle umisténi MeJA,
aby bylo znatelné ovlivnéni, a tfi kontrolni minimaln¢ 40 centimetru nad bez ovlivnéni
MeJA. Pokazdé byly vzorky vlozeny z korkovrtu do piedem oznacené kryovialky
bezprostfedné¢ po odbéru, aby nedoslo ke kontaminaci vzorku a zaméné. Oznaceni
kryovialky bylo stejné jako oznaceni stromu. Aby vzorky byly spravné oznacené, tak
vzorky v bezprostiedni blizkosti aplikace MeJA nesly oznaceni T — treatmens a vzorky
ze vzdalengjsi ¢asti C — control. Vzorky v oznacenych kryovialkach se nasledné po
kazdém odbéru vkladaly do nadoby s tekutym dusikem pro zachovani ,,Cerstvosti®.
Cely postup nésledné probihal na v§ech subplochach studované plochy. Po pievezeni
do laboratote se kryovialky rozttidili do nadepsanych krabicek pro lepsi dohledani,
které se nasledn¢ umistili do mrazdku pti teplot¢ -80 °C z divodu zachovani
»cerstvosti®, dokud nedoslo k dal$imu jejich zpracovani. Kryovialek bylo vyuzito

z diivodu vétsi odolnosti proti mrazu, klasické vialky praskali.

Obr. ¢. 5 -Vzorek 4B5T — plocha ¢. 4, sublocha B, strom ¢. 5 a odbér treatment.

31



4.4 Metodicky postup pri zpracovani dat v laboratori

Vzorky museli byt celou dobu uchovavany v mrazaku na -80 °C do doby, nez
se zacalo s jejich zpracovanim z divodu zachovani kvality vzorku, tudiz po vyndani
z mrazaku se dali do mrazéku piimo v laboratofi na -20°C. Ke zpracovani vzorkl jsme
vyuzili skalpel, pfipadné niiz, achatovou misku s tlou¢kem, nadobu na kapalny dusik,
nabiraci sklenénou nadobku na dusik a nabiraci 1zicku. Prvnim krokem byl zapis nazvu
zorku do sesitu pro piipadnou kontrolu pii neptesnostech a zabranéni zamény vzorku
pfi nasledném zpracovani. Lihovou fixou byla nadepsana sklenéna vialka (o velikosti
20ml) s ,,kddem vzorku®“. Po vyndani vzorku z kryovialky bylo nutné ocistit vzorek

tak, aby nam zbyl pouze floém (lyko).

Obr. ¢. 6 - Vzhled odebraného vzorku pred zpracovanim. (Sladkova)
1. borka; 2. floém (Iyko), 3. dievo

Po oddéleni nami potiebného floému se vzorek pomoci skalpelu nakrajel na

malé kousky 2x2 mm a nasledn¢ dal do hmozdite. Pro kvalitnéjsi rozdrceni byl pfilivan

tekuty dusik, protoze bylo nutné floém rozdrtit na homogenizovany prasek.
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Pro navéazeni 200 mg prasku nam slouzila velmi citliva laboratorni vaha, ktera
se po zapnuti nechdvala zkalibrovat. Sklenénou vialku s oznacenim vzorku jsme
vlozili na vahu a pfed vazenim prasku jsme ji vytarovali. Mozna odchylka pii
navazovani byla 5 mg.

Do navazeného vzorku byly pomoci pipety pfidany 2 ml roztoku vnitiniho
standardu hexanu (CeH14) obohaceného o antioxidanty. Vnitini standard se daval
z dtivodu korekce citlivosti vzorky pii méfeni, odezvy, na GC-MS. Vialka se uzavicla
vickem se septem, které se muselo siln¢ utdhnout z diivodu vysoké t€kavosti hexanu.
Pro bezpecné zachédzeni s chemickymi latkami byla vyuzivana laboratorni digestot pro
zabranéni vdechnuti chemickych latek. Takto zpracovany vzorek se ulozil do mrazaku
na -20 °C, aby se neposkodil. Po nasbirani 15-18 vzorka se umistili do ultrazvukové
lazné na 10 minut pfi teploté 30 °C, aby se fadné protiepali. Pro kontrolu se vytvofil
jeden tzv. blank vzorek, ve kterém bylo pouze 200 ml vnitiniho standardu a hexanu.
Cinilo se tak z kontroly pfi zpracovani na GC/MS. Nasledujicich 10 minut se vyuzZilo
na ptipravu filtrace vzorka.

Pii ptipravach, nez skonci ultrazvukova lazen, jsme si pfipravili injekcni
stiikacky, filtry a piedepsali si malé vialky (2ml). Na stiikacku (5ml) se nasadil filtr,
ktery ustil do vialky tak, aby se nedostala dovnitt Zddn4 necistota. Protfepany roztok
se nalil do hrdla stiikacky, kdy se nasledny roztok pomoci stlaéeného pistu injekéni
stiikacky prefiltroval pies filtracni tercik. Tak aby ve 2 mililitrové vialce ziistal Ciry
roztok bez necistot. Po zpracovani vSech 15-18 vzorkd byly opét preneseny do
mrazaku na -80 °C, kde byly ponechany z diivodu minimalizovani poSkozeni vzorku,

nez se zpracovali na plynovém chromatografu GC/MS.
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4.5 Zpracovani dat z GC/MS

Zaznamy z chromatogramti byly zpracovany dekonvolu¢nim softwarem
Chroma TOF od firmy Leco, a byly alignovany a vy¢istény pomoci softwaru Statistical
Comapare, vystupem byla matice prekopirovand do excelu, kde pocet sloupct
odpovidal poc¢tu vzorkli a pocet fadkii poctu analyzovanych sloucenin, které¢ byly
zastoupeny nad hladinou trasholdu 10 %. Nastaveni GC bylo na Agilent© 7890, kdy
nosny plyn bylo helium a rychlost pritoku 1.00 mL/min za teploty transferu 200 °C.
Identifikace jednotlivych sloucenin, byla-li nutnd, byla provedena po srovnani
hmotnostnich spekter s programem NIST anebo reten¢nimi ¢asy standardi. MS bylo
na staveno na hmotnostni rozsah 35 — 500 mz, doba analyzy byla 480 sekund a iontovy
zdroj tepla se rovnal 250 °C. Byly uvazovany jen slouceniny s kvantifikaéni hmotou
vys§inez S/N 25. Tabulka ploch piki byla déle relativizovana podélenim plochou piku
vnitiniho standardu pro kazdy vzorek. Relativni odezvy pro jednotlivé latky, pak byly
logaritmovany. Takto zpracovana matice vysledkii z chromatografickych analyz byla
statisticky analyzovana v statistickém programu statistického programu Simca verze
15, kde se pouzila analytickd metoda PCA. Pro tyta data byla PCA analyza nejlepsi
volbou z divodu obrovského mnozstvi chemickych latek, které nam PCA ptevedlo do
komponent, jez mizeme vidét ve vysledcich. Cinilo se tak pro lepi prehlednost a lepsi

interpretaci.
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5. Vysledky

5.1 Chemické méreni

Vzorky se porovnavaly z vice hledisek. Hlavnim cilem bylo porovnat
zastoupeni chemickych latek v jednotlivych vzorcich, a to po zpracovani
chromatografii pomoci dekonvolu¢niho softwaru Chromatof a softwaru pro aligment
vzorku Statistical Compare, jednotlivé latky byly méfeny na tzv unique mass a
porovnavany pomoci PCA analyzy mezi sebou. R2X nam udava moznou variabilitu

ve srovnani mezi vzorky.

Prvnim vysledkem bylo, ze se zménilo sloZeni latek v extraktech z lyka, v okoli
inokulace methyl jasmonatem (treatment, T = modra barva) a dale na stromé tzv.
kontrole, kde strom poskozeny nebyl (C = zelena barva). Po vyneseni zpracované
tabulky pikt z chromatogramti se na PCA plotu projevila separace obou skupin vzorki

jen s piekryvy v ptipadé jednotek, coz mizeme vidét na grafu €. 2.

Nasledné pii vyuziti OPLS - DA (graf ¢. 3), ktera dokaze vyhodnocend data
zobrazit rozdélenéji nez PCA metoda. Lepsi rozdéleni bylo zpiisobeno zadanim
specialni proménné, kterd v naSem piipadé byla specifikace, do jaké skupiny vzorky
patii. Rozdéleni pomoci OPLS - DA je pak vyhodnocena na grafu ¢. 3. Graf €. 2 1 3.
byly separovany pomoci Log relativni odezvy a oba tyto grafy byly vyhodnoceny pii
variabilité¢ R2X 15 %.
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Graf ¢. 2 —rozdeleni ovlivneni MeJA Vs. kontrolni dle PCA analyzy, R2X=15 %
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Graf ¢. 3 — rozdéleni ovlivnéni MeJA vs. kontrolni dle OPLS-DA metody.R2X=15 %
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V grafu €. 4 jsou vyobrazené chemické latky v podobé bodl oznacenych Eisly.
Nejvzdalengjsi hodnoty, které jsou vyznaceny ¢ervenou barvou, jsou pro nas dulezité
Z hlediska rozdilnosti zastoupeni sloucenin. Jedna se o tii latky, diky kterym se vzorky
MelJA a kontrolni lisi. Sloucenina ¢islo 19 je eucalyptol, Cislo 24 je pinocamphone a
tieti sloucenina pod cislem 27 je alpha-terpineol, kdy vsechny tfi latky se fadi mezi
oxidované monoterpeny se znamou aktivitou na tykadle |. smrkového. Inokulace methyl

jasmonatem tedy vyvolala indukovanou obranu.
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Graf ¢. 4 — rozdéleni chemickych sloucenin dle jejich zastoupeni ve srovndni
s analyzou OPLS-DA, R2X =15 %

Na grafu ¢. 5 doSlo k porovnani porostni stény (first row) a vnittku lesa
(interior). Tento graf je hodnocenou PCA analyzou pfi variabilité¢ R2X =20 % a pfi
separaci Log relativnich hodnot. Zde nebyla dokazana statisticka rozdilnost mezi
stromy ovlivnénymi stresem Vv podobé tvorby Cerstvé porostni stény a stromy

zapojenymi v porostu, vnitikem lesa.
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Graf ¢. 5 — porostni sténa vs. vnitrni les pomoci PCA analyzy R2X= 20 %

Jednim z dalSich cila prace bylo zhodnoceni napadenych stromi na subplose 4
C (infested) a nenapadenych stromt na plochach 4 D, 3 C a 3 D (survived). V prvnim
kroku, stejné€ jako u porovnani ovlivnéni MeJA a kontrolni, byla pouZita PCA analyza
pro vytvotfeni hlavnich komponent, pod kterymi bylo obsazeno velké mnoZstvi
chemickych sloucenin. Rozdéleni PCA analyzy lze vidét na grafu ¢. 6, kde nebylo
mozné prokazat statisticky rozdil v obranyschopnosti napadené plochy a ploch, které
zistali bez napadeni 1. smrkovym. Druhy krok spocival ve vytvoteni grafu ¢. 7 pomoci
OPLS - DA analyza, kdy ani zde neni vidét rozdil mezi napadenymi a nenapadenymi
plochami. Oba grafy byly hodnoceny pfi variabilité¢ R2X = 20 % a pii separaci Log

relativnich hodnot.
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V tabulce ¢. 2 mizeme vidét rozdilnost v obsahu monoterpenti v jednotlivych

vzorcich ug/g suSiny. Vidime mirné zvySeny obsah monoterpenii na porostni sténé

oproti zapojenym jedincim a subplose 4 C, kterd byla nasledn¢ napadena. V ptipadé

vyhodnoceni dat byla pouzita relativni smérodatna odchylka (RSD) v procentech,

ktera byla natolik velkd, ze pii vyhodnoceni nemizeme potvrdit jasny vysledek

rozdilnosti vzorkl, nicméné¢ Ize vidét mirny trend na grafu ¢. 8.

koncentrace ve viorku v ug/g susiny alpha pinene Camphene beta-pinene 3-carene  Limonene  beta phellandren SUMA MT
626.7.0 645.2,0 672.1,0 698.5.0 716.5.0 720.1,0
627.1.0 6545.5.0 672.3.0 698.7.0 716.6.0 720.3.0
93 93 93 93 68 93
7 B8 10 13 17 18
Porostni sténa - kontrolni B12 7 991 16 77 141 2043
RSD 43 137 59 125 72 71 45
Porostni sténa - ovlivnéni 36E9 a7 3669 180 485 841 9042
RSD 116 169 102 141 145 183 115
Zapojeni jedinci - kontrolni 709 5 S66 10 48 130 1867
RSD 66 240 62 163 56 79 63
Zapojeni jeding - ovliivnéni 26ED 55 3153 132 256 575 629D
RSD BS 110 B& 104 100 56 73
Napadeni 4 C - kontrolni 576 2 726 13 35 88 1449
RSD 41 332 45 104 B3 a4 41
Napadeni 4 C - ovlivnéni 2179 38 2628 139 179 440 5604
R5D 74 101 46 Bl Bl 66 58]

Tab. ¢. 2 — zastoupeni monoterpenii ve vzorcich porostni stény, zapojenych jedincii a

pozdéji napadené subplochy 4 C
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Graf ¢. 8 — zastoupeni monoterpenit Z tabulky ¢. 2
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Priibéh teplot jednotlivych stromii [°C]

—-—3A25

——3(C25

5.2. Teplotni méreni

Na zaklad¢ méfticich pristrojii byly teploty sniméany nepietrzité. Z divodu této
diplomové prace byly vyuzity data od 27. 5. 2020 do 16. 6. 2020, kdy ptisobilo
ovlivnéni MeJA. Graf ¢. 9 zobrazuje pribéh teplot na plose ¢. 3, kdy stromy oznacené
3 A a3 B byly vystaveny pfimému slune¢nimu zateni z diivodu umisténi na porostnich
sténach. Plochy 3 C az 3 D byly umistény uvnit zapojeného porostu, a tudiz slouzili
jako kontrolni. Zde mizeme vidét teplotni narist mezi porostni sténou a vnitikem lesa,
kdy teplota uvnit lesa vykazuje stabilni teploty oproti porostni sténé, kde jsou nejen

vyssi teploty celkové, ale jsou zde vidét i teplotni vykyvy mezi jednotlivymi stromy.

Prubéh teplot z jizni strany béhem doby aplikace MeJa - Plocha 3

——3A45 ——3A5§  —-3B35 ——3B5S ——3B10S

——3(55 —=3C7S ——3D35  ——3D45  ——3D6S

Graf ¢. 9 - prubeh teplot na plose 3 od 27. 5. 2020 — 16. 6. 2020
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Priabéh teplot jednotlivych stromd [°C]
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Stejné vysledky a trendy mtzeme vidét i na plose €. 4 viz graf ¢. 10, kde 1ze jesté

1épe vidét rozdilnost mezi porostni sténou a vnitikem lesa.

Pribéh teplot z jiini strany béhem doby aplikace MeJa - Plocha 4
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Graf'¢. 10 — pribeh teplot na plose 4 od 27. 5. 2020 — 16. 6. 2020
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6. Diskuze

Bylo provedeno méteni na dvou vyzkumnych plochach ¢. 3 a 4. Na kazdé plose
byly vytvotfeny subplochy, které byly oznacené A-D, pricemz subplochy A a B se
nachdzeli na Cerstvé vzniklych porostnich sténach, které byly vytvoreny 21.4.202. C a

D byly situovany dovniti zapojeného porostu, nevystaveny akutnimu stresu.

Tak jako v mnoha jinych vyzkumech bylo prokazano, ze pii aplikaci MeJA na
rostlinu se zvysi produkce obranych latek (Wei et al, 2021; Martin et al, 2002), tak i
Vv ptipadé této prace bylo prokdzano, ze Smrky ovlivnéné MeJA emitovaly vice terpenti

viz. graf €. 2, kde byla pouzita PCA metoda, a graf ¢. 3, kde metoda OPLS - DA.

Oxidované monoterpeny eucalyptol, pinocamphone a alpha-terpineol, které
byly zvySené po inokulaci MelJa, jsou latky se znamou aktivitou na tykadle lykozrouta
smrkového Schiebe 2019, euaklayptol je dokonce potentni antiatraktant. Mensi
napadeni stromt ovlivnéni MeJa pak dokazal v polnich pokusech Erbilgin et al 2006.
Ptedpokladem tedy bylo, Ze produkce oxidovanych monoterpeni bude niz§i na
porostni stén¢ a u stromu, které byly pozdéji napadeny kirovcem. Stejny predpoklad
jsme méli i u monoterpenickych uhlovodiki, které jsou také znamy, jako toxické po
pozeru brouky. Trendy v Kkvantitativnich vysledcich naSe piedpoklady zcela

nepotvrdili, ale mizeme uvazovat o mirném trendu.

I kdyz byly viditelné teplotni rozdily na povrchu kiiry u stromi na porostni
sténé oproti teplotam kary stromi uvnitt lesa v pribéhu vétsiny dni, kdy experiment
probihal, nebylo profil obrannych latek v lyku po indukci mozné prokazat. Variabilita
jedinct byla mnohem vyrazngj$i neZ reakce na stres. Data z profilu kvantity obrannych
latek nepotvrdil predpoklad Kautz et al, 2013 nebo Mezei et al, 2019, Ze nizsi
obranyschopnost porostnich stén viici 1. smrkovému se projevi v indukované obrang.
Bylo to z divodu naruseni mikroklimatu, které je dulezité z hlediska udrzeni vody
V porostu a zajisténi nizsich a stalych teplot (Nethere et al, 2015) a zvySenému dopadu
slune¢niho zéfeni. Na rozdil od Marques et al, 2021, ktery sledoval narusené

mikroklima a jeho vliv na borovici lesni (Pinus sylvestris) 35 let. MiiZzeme uvazovat,
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Ze pfi naSem experimentu byl sledovan kratky Casovy interval mezi vykécenim

porostni stény a naslednym sbérem dat.

Dle publikované literatury Baier et al 2007, Heitz et al 2005 a MareSova et al
2020, kteii uvadi, Zze se zvySujici se teplotou se zvySuje obsah monoterpent
emitovanych stromem, jejichz profil ov§em neodpovidd monoterpentim ve floému.
Maresova et al 2020 uvadi, ze obsah monoterpentt ve floému na porostni stén¢ se
signifikantné nezvysil oproti vnitinimu lesu. VSichni autofi ovSem studovali emisi a
obsah téchto latek bez inokulace MeJa. Vyvodit ovSsem miizeme analogii, Ze zmény v

produkci terpent ve floému jsou na teploté zavislé méné, nez emise t€kavych latek.

Podobnou uvahu lze vyuzit i v pfipadé jednoho z naSich cilt, kdy se dalo
ocekavat vySs$i mnozstvi obrannych latek u smrkii na ploSe 4 C, které byly béhem sbéru
dat napadeny. V nasem piipadé napadl 1. smrkovy strom té€sné pied sbérem, a tudiz pti
odbéru vzorkl se jesté obranné latky neprojevili v celkovém profilu stromu nebo
prvotni napadeni probihalo v jiné ¢asti stromu, nez je obvyklé, napt. v koruné. Otazka,
ktera vyvstava s ohledem na napadenou subplochu 4 C, ktera méla slouzit jako
kontrolni a nevykazovala zadné viditelné predispozice k napadeni 1. smrkovym, je, zda
byl narusen zdravotni stav smrki nebo bylo chovani a vybér hostitele 1. smrkovym

pouze shodou nahod.
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7. Zavér

Cilem této diplomové prace bylo porovnat schopnost indukované obrany
vzrostlych smrki ztepilych, které byly vystaveny akutnimu stresu z nahlého oslunéni
po vykéceni Cerstvé porostni stény s indukovanou obranou stromt v zapojeném lese.
Data byla zpracovana pomoci GC/MS piistroje a nasledn¢ vyhodnocena PCA a OPLS
— DA analyzou. Byla prokazana rozdilnost v obsahu obrannych latek pii aplikaci
MeJA do smrku a kontrolnich odbérech.

Hodnocena byla i rozdilnost mezi smrky vystavenymi ndhlému oslunéni
z divodu vzniku cCerstvé porostni stény oproti smrkliim zapojenym ve stabilnim
porostu. Zde nebyl vidén rozdil v profilu latek a statisticky nesignifikantni v jejich
kvantit€¢ mezi smrky na porostni st€né a v zapojeném porostu, tudiz vysledky nebylo

mozné povazovat za prokazatelné.

Poslednim ukolem bylo urcit, zda se indukované obranné metabolity liSily u
stromu, které byly pozdé&ji napadeny lykozroutem smrkovym. Pfi zpracovani dat a
nasledném vyhodnoceni napadené suplochy 4 C nebyl vidén zadny statisticky
vyznamna rozdil v porovnani s nenapadenymi stromy na plochach 3 C, 3 D a 4 D,
tudiz v celkovém shrnuti miizeme fici, ze mnozstvi obrannych latek smrku ztepilého

napadeného . smrkovym nebylo mozné prokazat.

Lesnictvi v dne$ni dobé proZiva velkou krizi zpisobenou suchem a na ném
profitujicim 1. smrkovym (Ips typographus). Kiirovcova kalamita je ve stadiu, kdy uz
ji nelze zastavit, nicméné ji mizeme vyuzit ve zkoumani a pochopeni mnoha
souvislosti, které by mohli pomoci zpomalit do budoucna jiné hmyzi kalamity.
Vysledky této prace nevysli dle ocekavani s ohledem na pozitivni vysledky jinych
védcl zabyvajicich se touto problematikou, ale davaji nam prostor pro tivahy, proc¢
zrovna tento experiment nevysSel. S ohledem na nepftiznivy vyvoj klimatickych zmén
Vv souvislosti se suchem by se dalo uvazovat dal$i zaméfeni vyzkuma na schopnost

rostlin 1épe reagovat na stresové faktory s vyuzitim lidské pomoci.
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Doporucuji s ohledem na vysledek této diplomové prace zahrnout do vyzkumu
vEétsi pocet stromi s moznosti delSiho casového obdobi, protoze prokazatelné vysledky

by mohli byt dilezité pro pochopeni a zpomaleni nadchazejici kalamity.
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