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Ips duplicatus a Ips typographus jsou dobfe definované a rozlisitelné druhy roziifené v mnoha statech
Evropy. Napadaji pfedevsim smrky (Picea spp.). V endemickych fazich preferuji oba druhy oslabené
stromy. Dospélci obou druh pfezimuiji v kiife nebo hrabance. Roji se na jaFe. U obou druhi samci hledaji
nové hostitele a hloubi pod klirou svatebni komurky. BEhem tohoto procesu emituji agregaéni feromony,
kterym ldkaji dal3i jedince svého druhu. Feromon I. dupicatus je dvouslozkova smés sestavajici

z racemického ipsdienolu a E-myrcenolu. Feromon 1. typographus obsahuje také dvé hlavni komponenty,
2-methyl-3-butenol a cis-verbenol. Oba druhy jsou polygamni, maji 1-3 generace ro¢né a tvofi tvarem
velmi podobné galerie. I. typographus ¢astéji kolonizuje spodni &asti kmene stromu, zatimco I. duplicatus
byva na horni ¢asti kmene a na velkych vétvich. Pfi vysoké populaéni hustoté véak muaze kolonizovat celé
stromy. Na rozdil od I. typographus, I. duplicatus zfidka napada padlé stromy nebo stromové lapaky (lezici
nebo stojici). Uvedené rozdily v hostitelskych preferencich mohou souviset s rozdilnou citlivosti jejich
¢ichovych orgén(i. S ohledem na dané skute¢nosti budeme testovat hypotézu, ze ¢ichové schopnosti .
typographus a I. duplicatus se li3i a tyto rozdily tvoii zaklad pro odlisné chovani. Planujeme pomoci
elektrofyziologickych technik a plynové chromatografie studovat citlivost tykadel I. typographus, I.
duplicatus k jednotlivym identifikovanym tékavym ldtkam smrkovych emanaci. Zaméfime se také na
charakteristiku pfipadnych sex specifickych rozdilti v citlivosti obou druh k hostitelskym viinim.

Metodika

Metodicky bude prace zamérena na srovnavaci GC-EAD analyze vlini smrku za pouZziti tykadel samcti a samic
obou druh kdrovcd.

Viiné budou zachytédvény metodou dynamické head space na adsorbent a nasledné vymyty rozpoustédly.
Pouzity budou kmeny smrki v riznych fyziologickych stavech. Vysledky budou vyuZitelné v projektu Extemit
K (deorphanizace Cichovych receptort Ips typographus). Poslouzi jako zéklad pro aplikaci dal3ich projekt
a publikace.

Harmonogram praci:

studium odborné literatury (¢erven 2020 — prosinec 2020)
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sbér biologického materialu (Cerven 2020 — fijen 2020)
GC-EAD a GC-MS analyzy (zafi 2020 — leden 2021)
Identifikace aktivnich ltek, vyhodnoceni dat, sepisovéni BP (listopad 2020 — biezen 2021)
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Abstrakt

Lykozrout smrkovy (Ips typographus) a lykozrout seversky (Ips duplicatus)
napadaji stejného hostitele — smrk ztepily (Picea abies). Pii kolonizaci vSak tyto
druhy vykazuji rozdilné preference. Ips typographus napada hlavné kmen stromu
od paty po zacatek koruny, zatimco Ips duplicatus kolonizuje vrek stromu a silné;jsi
vétve. Ips duplicatus také na rozdil od Ips typographus nenapada lapaky. Ukolem
této prace bylo porovnat citlivost tykadel obou druhli a najit piipadny rozdil
v ¢ichovém vnimani hostitelskych vini, ktery by mohl odlisné chovani pii
kolonizaci hostitele vysvétlit. Porovnani bylo provedeno metodou GC-EAD, ktera
zaznamenava odpovédi tykadel na jednotlivé latky hostitelské smési rozdélené
pomoci plynové chromatografie (gas chromatography, GC). Tykadla Ips
typographus a Ips duplicatus byla stimulovana prostfednictvim plynového
chromatografu latkami, které jsou obsazeny v esencialnim oleji jehlic a malych
vétvicek smrku Picea abies. V esencialnim oleji smrku bylo nalezeno celkem 16
antenaln¢ aktivnich latek a 13 znich bylo jednozna¢né identifikovano. U
identifikovanych komponent byla nasledné porovnana Géinnost stejnych davek na
tykadlech obou druht. Tykadla Ips typographus i Ips duplicatus odpovidala na
stejné hostitelské slou¢eniny (a-pinen, camphen, B-pinen, myrcen, a-phellandren,
3-caren, p-cymen, limonen, 1,8-cineol, linalool, isoborneol, isobornylacetat a trans-
y-bisabolen). Byl vSak nalezen rozdil v citlivosti tykadel zkoumanych druht na
nekteré latky. Pi stimulaci 5 ng aktivnich sloucenin byly tykadly detekovany pouze
nékteré latky: tykadla Ips typographus odpovidala pfi této koncentraci na a-pinen,
myrcen, p-cymen, 1,8-cineol a linalool, zatimco tykadla Ips duplicatus reagovala
pouze na p-cymen, 1,8-cineol a linalool. Pti stimulaci 50 ng aktivnich sloucenin
odpovidala tykadla obou druhi na vSechny identifikované latky, ale tykadla druhu
Ips typographus byla vyrazné citlivéjsi na p-cymen a 1,8-cineol v porovnani
s tykadly Ips duplicatus.

Ips duplicatus. Zjisténé rozdily v citlivosti tykadel mohou piispivat k pozorovanym

behavioralnim rozdilim srovnavanych druht pii kolonizaci hostitele.



Abstrakt

Bark beetles Ips typographus and Ips duplicatus attack the same host -
Norway spruce (Picea abies). However, during colonization these species show
different preferences. Ips typographus mainly attacks the trunk of the tree from the
base to the beginning of the crown, while Ips duplicatus colonizes the top of the
tree and the thick branches. Ips duplicatus also, unlike Ips typographus, does not
attack trap trees. The aim of this work was to compare the antennal sensitivity of
both species and determine possible differences in olfactory perception of host
odours, which could provide a basis for the observed differences during host
colonization. The comparison was performed using GC-EAD method, which allows
to record antennal responses (electroantennographic detection, EAD) to
components of the host blend separated by gas chromatography (GC). Antennae of
each respective species were stimulated via gas chromatograph by essential oil
obtained from needles and twigs of Picea abies. In spruce essential oil, 16 EAD
active substances were found for both species, 13 of them were unambiguously
identified. The effectiveness of identified compounds was compared in both species
at two different doses (5 and 50 ng). Both Ips typographus and Ips duplicatus
responded to the same set of host compounds (e.g. a-pinene, camphene, B-pinene,
myrcene, o-phellandrene, 3-carene, p-cymene, limonene, 1,8-cineole, linalool,
isoborneol, isobornyl acetate and trans-y-bisabolene). However, a species-specific
differences in antennal sensitivity were found for some substances. At 5 ng dose
Ips typographus antennae responded to a-pinene, myrcene, p-cymene, 1,8-cineole
and linalool, while Ips duplicatus antennae responded only to p-cymene, 1,8-
cineole and linalool. Upon stimulation with 50 ng of active compounds, the
antennae of both species responded to all identified compounds, but Ips
typographus antennae were significantly more sensitive to p-cymene and 1,8-
cineole compared to antennae of Ips duplicatus.

The obtained results expand our knowledge about olfactory perception of
two important pest species Ips typographus and Ips duplicatus. The identified
differences in antennal sensitivity may contribute to the observed colonization

preferences between the two compared species.
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1 Uvod

Hlavni hospodaiskou dievinou v Ceské republice je smrk ztepily (Picea
abies L., Karst.), ktery tvoii 49,5 % dievinné skladby lesti (Ministerstvo
zemédélstvi, 2019). Vzhledem k opakovanym a déletrvajicim obdobim sucha, vys$si
prumérné teploté a dalSim faktorGm spojenym s probihajici klimatickou zménou
dochazi k oslabeni smrkovych porostt a jejich ¢astému napadeni hmyzimi skidci,
predevsim klirovci. V roce 2019 dosahl objem vytézeného kiirovcového diivi 20,7
mil. m?, pii¢emz pfevazna &ast byla napadena lykozroutem smrkovym (lps
typographus L., Coleoptera, Curculionidae), doprovazenym lykozroutem lesklym
(Pityogenes chalcographus L, Coleoptera, Curculionidae) a lokaln¢ lykozroutem
severskym (Ips duplicatus Sahlberg, Coleoptera, Curculionidae). Témé&f na celém
tizemi Ceské republiky se smrkovi kiirovci vyskytuji v kalamitnim stavu, nejvice
napadené oblasti jsou viak na uzemi severni Moravy, Vyso¢iny a jiznich Cech
(Ministerstvo zeméd¢lstvi, 2019).

Lykozrout seversky je u nés relativné novym druhem, kdy prvni zminky o
jeho vyskytu na tizemi Ceské republiky pochéazi z prvni poloviny 20. stoleti, v 70.
letech 20. stoleti se rozsifil na severovychodni Moravé a nyni se jiz vyskytuje na
celém nasem uzemi (Holusa et al., 2006). Lykozrout seversky, na rozdil od
lykozrouta smrkového, nenapada lezici diivi (lapaky), které se bézné pouziva jako
obranné opatieni proti Iykozroutu smrkovému (Lubojacky, Liska, Knizek, 2018).
Tento fakt velmi znesnadiiuje uc¢innou obranu proti tomuto Sktdci a jeho kontrolu
v porostech. Dal$im rozdilem v chovani mezi lykozroutem smrkovym a severskym
je preferovana cast stromu, kterou napadaji. Lykozrout seversky napada vrsky
stromd, zatimco lykozrout smrkovy preferuje siln€jsi ¢asti kmene. Dale lykoZrout
seversky napadé jednotlivé stromy roztrouSené€ v porostu na rozdil od lykoZrouta
smrkového, ktery vytvaii vétsi ohniska (Knizek, Holusa, 2007).

Rozdily v chovani téchto druhti mohou byt zptisobeny riznymi faktory,
mimo jiné také odliSnym vnimanim t€kavych latek, které jsou uvolniovany
z hostitelskych rostlin (semiochemikalii). Tato prace se snazi zjistit, zda existuje
rozdil v ¢ichovém vnimani lykozrouta smrkového a severského, ktery by mohl byt

zakladem odliSného chovani pfi vyhledavani a kolonizaci smrku.
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2 Cile prace

Cilem prace bylo najit rozdil mezi ¢ichovym vniméanim hostitelskych
semiochemikalii dvou druhii kiiroved na smrku Ips duplicatus a Ips typographus.
Cichové schopnosti kiroveli byly zkoumény pomoci elektrofyziologického
zaznamu reakci tykadel po cichovém podrazdéni. Tykadla byla stimulovana
tékavymi latkami smrku prostfednictvim plynového chromatografu (technika zvana
plynova chromatografic s elektroantennografickym detektorem, GC-EAD).
Vzhledem k tomu, Ze lykozrout seversky napada vrsky stromu, zatimco lykozrout
smrkovy spiSe siln¢j$i ¢asti kmene (Knizek, Holusa, 2007), byl pouzit vzorek
tekavych latek ziskanych zjehlic a drobnych vétvicek smrku. Latky, které
vyvolavaly aktivitu tykadla, byly identifikovany pomoci plynové chromatografie s
hmotnostni detekei a jejich identita a antenalni aktivita byly potvrzeny pomoci
syntetickych standardt. Odpovédi tykadla na jednotlivé latky byly porovnavany
mezi obéma druhy.

Ptipadné rozdily ve vnimani latek obsazenych v jehlicich smrku by mohly
pomoci vysvétlit rozdilné chovani lykozrouta severského a smrkového a noveé
identifikované latky by mohly ptispét ke zlepSeni kontroly Iykozrouta severského,

které je nyni pomérné komplikovana.

3 Rozbor problematiky

3.1 Popis Ips typographus

Lykozrout smrkovy (Ips typographus, Linnaeus, 1758) je rozsifen
s vyjimkou Velké Britanie po celé Evropé, dale na vychod pfes Sibif, Cinu, Koreu
az po Japonsko, kde tvofi morfologicky odlisnou formu. Ve stfedni Evropé je
jednim z nejvyznamnéjsi skudct smrkovych porostd. Patii do fadu brouku
(Coleoptera) a ¢eledi nosatcovitych (Curculionidae). Dospély brouk méfi 4-5,5
mm, je cernohnédé barvy, valcovitého tvaru s neteckovanym meziryzim na
krovkach a zprohybanymi $vy na palicce tykadla (Zahradnik, Knizek, 2007).
Samice se od samce 1i$i vyS$i hustotou chloupkti na pronotu a frons a menSim
¢elnim hrbolkem (Schlyter, Cederholm, 1981). Hostitelsky strom vyhledavaji

samci, ktefi pod kiirou hloubi snubni komtrku, do které pomoci agregac¢niho
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feromonu lakaji 1-3 samice. Samice po spafeni vrtaji 6-12 cm dlouhé matecné
chodby, do kterych kladou vajicka. Vylihnuté larvy hlodaji kolmo na mate¢nou
chodbu larvalni chodby, na jejichZ konci se kukli. Cerstvé vylihnuti brouci jsou bili
aV prub¢hu uzivného ziru tmavnou. Celkovy vyvoj trva v zavislosti na podminkach
pramérné 6-10 tydnt (Zahradnik, Knizek, 2007). Cast rodicovskych broukt mize
znovu vyletét a na stejném, nebo jiném stromé zalozit sesterskou generaci. Pied
vyletem z ptivodniho pozerku musi brouci rodiovské generace znovu prodélat
uzivny zir pro tvorbu tukového télesa a obnovu 1étacich svald, které jim po zavrtani
do hostitele degradovaly a u samic se na jejich misto piesunuly vajecniky
(Skuhravy, 2002).

Ve stiedni Evropé je témét vyhradnim hostitelem Ips typographus smrk
ztepily (Picea abies), vyjime¢né také modiin opadavy (Larix decidua) a
Vv ojedinélych ptipadech i borovice lesni (Pinus sylvestris). V jinych oblastech jsou
hostitelem dalsi druhy smrku jako Picea omorica, Picea obovata, Picea jezoensis a

piipadné borovice Pinus cembra sibirica (Zahradnik, Knizek, 2007).

3.2 Popis Ips duplicatus
Lykozrout seversky (Ips duplicatus, Sahlberg 1836) stejné¢ jako jeho

ptibuzny Ips typographus patii do fadu brouka (Coleoptera) a ¢eledi nosatcovitych
(Curculionidae). Pivodné byl rozsifen v severské tajze od Svédska po Sachalin a
Vv oblastech horského arealu smrku ztepilého v Alpach (Knizek, Holusa, 2007). Na
zacatku 70. let 20. stoleti se objevuji prvni vyskyty tohoto druhu na severovychodé
Ceské republiky a jiz v roce 1997 byl zaznamenan na celém nasem uzemi (Holusa,
Lubojacky, Knizek, 2010). Nyni je rozsifen v 15 zemich Evropské unie a mistné se
v nékterych z nich dal §iii. Ve Velké Britanii, Irsku a Recku jsou proti tomuto
Skidci zavedena ochranna pasma (Jeger et al., 2017).

Dospély brouk je 2,8-4,5 mm dlouhy, leskly, ¢ernohnédé az Cerné barvy.
Krovky maji te€¢kované meziryZzi a na zadni zkosené strané jsou 4 pary zubi, jejichz
rozmisténi neni rovnomérné jako u Ips typographus ale prostiedni dva pary zubi
jsou v tésnéjsi blizkosti v porovnani s ostatnimi zuby. U samce je tieti par zoubkd
nejvetsi a na konci roz$ifeny, zatimco samice toto rozSifeni postradd. Pozerek
lykoZrouta severského je podobny jako u lykoZrouta smrkového, jen celkové mensi.

Celkova doba vyvoje je v praméru 6-8 tydni (Knizek, Holusa, 2007). Doba vyvoje
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velmi zavisi na okolni teploté, kdy se ptfi pokusech v laboratornich podminkéch
zkratila z 39 dni pti 15 °C na 10,3 dne pii 30 °C. Celkova doba vyvoje Ips
duplicatus je o 4 dny kratsi (pii 30 °C) nez u Ips typographus a dokonce o 10 dni
kratsi pii 15 °C (Davidkova, Dolezal, 2019). | pfes kratsi dobu vyvoje Ips
duplicatus se zda, Ze fenologické modely obou druhii jsou velmi podobné s hlavnim
vrcholem letové aktivity na zacatku kvétna a v pulce Cervence (v roce 2010)
(Holusa, Lukasova, Lubojacky, 2012).

Hlavni hostitelskou dievinou Ips duplicatus ve stiedni Evropé je smrk
ztepily (Picea abies), na Sibifi pak Picea obovata a Picea ajanensis. V severské
tajze se vyskytuje i na borovicich Pinus sylvestis a Pinus sibirica (Knizek, Holusa,
2007). Ve vychodni &asti Ceské republiky a jiznim Polsku byly zaznamenany
ojedinélé vyskyty lykozrouta severského na borovici Pinus strobus a Pinus
sylvestris, ale jednalo se o oblast s dlouhodobé zvySenou populac¢ni hustotou Ips
duplicatus a o pfipady jednotlivych stromt ve smrkovych porostech (Holusa,
Grodzki, 2008).

3.3 Fylogeneticky rozdil

Ips duplicatus je Casto zaménovan S Ips typographus a pro mnoho
fenotypovych a bionomickych podobnosti ¢asto neni rozpoznan. Ptesto se nejedna
o blizce pfibuzné druhy. Pfi porovnani sekvenci mitochondrialnich genti se oba

druhy li$i o vice nez 12 % a jsou dobte rozpoznatelné (Lakatos et al., 2007).

71 ] avilsus

ﬁl_ N [, plastographus
1. bonanseai

— | duplicatus
l.cembrae
1. typographus
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o I. wm)clh i i
. calligraphus >
96 _:1 . grandicollis 1 p \

p— | hoppingi

92 1 leconte:
100 e | . pilifrons’ econtet

1. acuminatus
100 100 1. emarginatus
1. knausi
I. sexdentatus

- 50 changes

Obrazek 1: Fylogeneticky strom rodu Ips zalozeny na Bayesian analyze nukleotid z 5
gentl, ktery ukazuje pomérné velkou piibuzenskou vzdalenost Ips typographus a Ips duplicatus.
Zdroj: Cognato, 2013.
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V ramci samotného druhu Ips duplicatus byly objeveny dva hlavni
haplotypy, Evropsky a Asijsky, které se od sebe 1isi 0,8 % sekvenci genti. Timto
faktem by mohly byt vysvétleny odliSnosti mezi t€émito populacemi jako jiné
poméry hlavnich feromonovych komponenti a pfitomnost amitinolu jako

minoritniho feromonového komponentu v asijské populaci (Lakatos et al., 2007).

3.4 Kolonizace hostitele

Ips typographus je hlavné sekundarnim skiidcem a napada nejprve Cerstvé
pokacené diivi, polomy a fyziologicky oslabené stojici stromy. Pfi namnoZeni do
vysSich popula¢nich hustot a nedostatku vhodnych hostitelii napadd 1 zdravé
stromy. Nejcastéji ho nalézdme ve smrkovych porostech nad 60 let na teplych
oslunénych porostnich sténach, nebo uvniti porostd s niz§im zakmenénim, kde
zaklada ohniska ziru. Pfi ndletu napada spodni ¢ast kmene ve vzdalenosti ptiblizné
metr od oddenku aZ k rozhrani suchych a zelenych vétvi (viz obr. 2). Pti napadeni
leZiciho dfivi se zavrtavd po celé¢ délce kmene vhodné Sitky (tedy bez tenké
vrcholové ¢asti kmene), kde se miize rozmnozovat (Zahradnik, Knizek, 2007).

Stejné jako Ips typographus je Ips duplicatus zejména druhotnym Skidcem,
ktery napada oslabené stromy. Na rozdil od lykozrouta smrkového v§ak neobsazuje
lezici diivi (lapaky a polomy) a napada stojici stromy roztrouSené¢ V porostu
(nezaklada ohniska). Tim se komplikuje jeho kontrola a ochrana lesa. Navic nebyl
prokazan jeho odchyt ani do stojicich lapakl (stojicich stromi s pierusenym
lykem). Ips duplicatus preferuje nejéastéji smrkové porosty ve véku 40-80 let a
nalétava do vrska stromu a silnéjsich vétvi (viz obr. 2). V této ¢asti kmene se jeho
pozerky mohou misit s kiirovcem Pityogenes chalcographus. Dalsi druhy mensich
karovci napadajicich smrk jako Ips amitinus a Polygraphus poligraphus jsou
prostorovi konkurenti Ips duplicatus, s nimiz se jeho pozerky nemisi, ale jednotlivé
druhy zpravidla obsazuji izolované ¢asti stromu (Knizek, Holusa, 2007).

V piipad¢ Ips typographus vybiraji vhodného hostitele pionyrsti samci. Ve
vyvazeném ekosystému preferuji fyziologicky oslabené stromy a zdravym se
vyhybaji. Po zavrtani do stromu lakaji dal$i jedince obou pohlavi pomoci
agregacniho feromonu, jehoz hlavni slozky tvofi cis-verbenol a 2-metyl-3-buten-2-
ol. Pfildkani samci tvoii nové zavrty a samice si vybiraji partnera k pafeni (Jakus,

Holusa, Blazenec, 2015). Uginek agrega¢niho feromonu je u mnoha druhd kérovet
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potencovan hostitelskymi terpenickymi latkami, které se uvoliuji z rostlinnych
tkani poskozenych pii hloubeni snubni komurky (Seybold, Bohlmann, Raffa,
2000).

Ips amitinus

Polygraphus poligraphus Pityogenes chalcographus

Ips typographus l

Xyloterus lineatus ) |) S

Obrazek 2. Klrovci zivici se na smrku a mista stromu, ktera bézné napadaji. U kazdého
druhu kdrovce je zobrazen jeho typicky pozerek. Zdroj: Holusa et al., 2006.

Vliv hostitelskych terpenti na agregaci Ips typographus neni jednozna¢né
prokazan a je mozné, Ze jejich Gc¢inek zavisi na koncentraci. V polnich
experimentech bylo prokazano, ze ptidani hlavniho smrkového monoterpenu (-)-a-
pinenu k agrega¢nimu feromonu Ips typographus ve vysokych pomérech (526:1 —
a-pinen:feromon) zvysuje jeho odchyty oproti samotnému feromonu. V nizsich

pomérech vSak nemél a-pinen na velikost odchytu vliv (Erbilgin, 2007). Pomoci
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elektrofyziologického zaznamu aktivity ¢ichovych organi (tykadel) a ¢ichovych
senzil bylo zjisténo, ze mnoho hostitelskych latek kirovec prokazatelné vnima,
avS8ak nebylo doposud dokazano, zda a piipadné jak tyto aktivni latky zvySuji
atraktivitu hostitele (Shiebe et al., 2015). V pozdé&jsi fazi kolonizace hostitele samci
pfestavaji uvolnovat agregacni feromon a zacinaji produkovat anti-agregacni
feromony ipsdienol a verbenon, které nejprve reguluji prostorové rozlozeni kiirovei
na hostiteli a v ptipad¢ jeho plné obsazenosti zajist'uji pfesmérovani ptilétajicich
brouki na okolni stromy, ¢imz vznika ohnisko ziru (Skuhravy, 2002).

V ptipad¢ Ips duplicatus vybiraji hostitelsky strom také samci. Jejich
agregacni feromon tvofi slozky E-myrcenol a ipsdienol (Byers et al., 1990).
Podobn¢ jako u Ips typographus je synergicky ucinek hostitelskych terpent na
atraktivitu agregac¢niho feromonu Ips duplicatus zavisly na jejich koncentraci.
Ptidanim a-pinenu k syntetickému feromonu v nizkém poméru feromonu:a-pinenu
(1:40) se zvysila velikost atrakce jen mirné. Pti vétSim poméru synergicky efekt
zmizel. Synergicky ucéinek a-pinenu a feromonu umocnén ptidanim dal$iho
hostitelského terpenu limonenu (az o 250 % Vv zavislosti na poméru
feromon:terpeny, vétsi poméry chytaly vice broukil). Samotny limonen vsSak
atraktivitu feromonu nezvysoval (Duduman, 2013). Atraktivitu hostitelskych vini
pro Ips duplicatus dokazuje jeho vyssi Cetnost V oblastech po t€Zb& stromu
S ponechanymi téZebnimi zbytky oproti mistiim s podobnymi charakteristikami bez
téZebnich zbytkd (Duduman, 2012).

Pti vyhledavani hostitelského stromu hraji vyznamnou roli 1 nehostitelské
latky vyluCované z listi nebo kury listnatych stromu (C6-8-alkoholy, trans-
conopthorin), které¢ pisobi repelentné. Se zvySujici se koncentraci téchto latek
Vv prostiedi se snizuje pravdépodobnost naletu kiirovell na dany porost (Jakus,
Holusa, BlaZzenec, 2015). Nehostitelské latky ovliviiuji chovani ktirovet na urcitou
vzdalenost. V polnich experimentech slapa¢i navnadénymi feromonem a
nehostitelskymi t€kavymi latkami, byla uc¢innost kombinované navnady zavisla na
jejich vzdalenosti. Pii vzdalenosti feromonu a zdroje nehostitelskych latek 1 metr
lakal feromon mén¢é karovcea Ips typographus nez feromon bez nehostitelskych
latek v okoli. Pokud bylo umisténi zdroje nehostitelskych latek a feromonu

identické byla atraktivita feromonu velmi vyrazné snizena. (Andersson et al., 2011).
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Odpudivého uc¢inku nehostitelskych vini je mozné vyuzit i v praxi pro ochranu
individudlnich stromd. Po oSetfeni okraje porosti odparniky se zdroji
nehostitelskych latek Ize pii kalamitnich stavech Ips typographus snizit napadeni
stromli az o 76 % vzavislosti na mnoZzstvi aplikovanych odparniki s
nehostitelskymi latkami. Pti niz§i populacni hustoté ktirovci napadaji vyhradné
stromy ve vzdalenosti vice nez 15 m od skupinek stromd oSetfenych
nehostitelskymi latkami (Schiebe et al., 2011).

Zda se, ze se oba druhy kirovcii navzajem dobife vnimaji, nebot’ vzdy
kolonizuji rzné ¢asti kmene a jejich agregacni feromony zabraiuji naletu druhého
druhu na stejnou ¢ast stromu. Zvlasté je pak vyznamnd inhibice samct Ips
typographus E-myrcenolem (Schlyter et al., 1992). Dalsi mezidruhova interakce
byla dokéazana mezi Ips typographus a kurovci rodu Dendroctonus. Atraktivita
feromonu Ips typographus se zvySuje po piidani nizkych davek exo-brevicominu,
coz je slozka feromonu rodu Dendroctonus. Naopak vyssi koncentrace exo-
brevicominu atraktivitu feromonu Iykozrouta smrkového snizovaly. Lze tedy
naznacit moznost spoluprace mezi témito druhy, pokud vysoké koncentrace exo-
brevicominu nesignalizuji velkou obsazenost hostitele kiirovei rodu Dendroctonus
(Tommeras, Madsen, Mustaparta, 1989).

Kolonizace stromu ktirovci je spojeno se spusténim obranné reakce stromu.
V prvni fazi se z poskozenych pryskyficnych kanalk uvoliiuje pryskyfice, ktera
Casto kirovce zalije a zabrani tak dal§imu pronikéni lykozrouti do nitra stromu.
Pryskyfice je soucasti tzv. vrozené neboli konstitutivni obrany stromu. Po vyronu
pryskyfice se jeji slozeni 1 konzistence méni, lehké monoterpeny a pozdé&ji i
seskviterpeny vytékavaji, zatimco t€zsi diterpeny krystalizuji a tvofi tak pevnou
fyzickou zabranu pro vstup patogenti. Buriky okolo poskozeného mista odumiraji a
zapouzdiuji se kalusem (hojivym pletivem), ktery piedstavuje dalsi mechanickou
bariéru. Dalsi buiiky okolo napaden¢ho mista se aktivizuji a zacinaji tvofit nové
struktury (tzv. traumatické pryskyticné kanalky a nové parenchymatické bunky),
které indukuji dal$i toxické latky a zvySuji néaslednou obranyschopnost stromu
(indukovand obrana). Terpenické a fenolické latky konstitutivni 1 indukované
pryskyfice jsou pro kirovce toxické. Cast z nich dokazi kirovci detoxikovat a

pfeméiovat na latky méné toxické. Nékteré produkty detoxifikace jsou vyuZzivany
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jako slozky agregac¢niho feromonu (cis-verbenol, ktery je produkovan oxidaci a-
pinenu ve sttevech Ips typographus) (Jakus, Holusa, Blazenec, 2015).

Ips typographus i Ips duplicatus na svém povrchu pienaseji mnoho druht
hub (napf. Ceratocystis polonica, ktera zptisobuje modré zabarveni dieva). Tyto
houby napadaji vodiva pletiva, blokuji transport vody a snizuji tak obranyschopnost
stromu, coz mize byt jeden z divodi, pro¢ oba druhy ktiroved mohou pii vyssich
popula¢nich hustotach Uspésné napadat a usmrtit i zdravé stromy (Krokene a

Solheim, 1996).

3.5 Cich a chemicka komunikace

Vyznamna ¢ast smyslovych receptord hmyzu je umisténa ve velkém poctu
vysoce specifickych orgdni zvanych senzily. Tyto senzorické organy jsou
rozmistény po celém téle, s nejveétsi koncentraci v oblasti tykadel a Gistnich privéskt
(labium a palpy). Podle vnimanych podnét se senzily déli na ¢ichové, chutové,
mechanické, a ty které vnimaji vlhkost a teplotu. Mivaji rizné tvary, vnitini i vnéjsi
usporadani. Hlavnim ¢ichovym organem kiirovcd jsou tykadla. Na svém povrchu
nesou ruzné typy senzil (ve tvaru vlasku, kolikd, kuzelt a jamek aj.). Podle tvaru a
kutikularni substruktury jsou senzily kategorizovany jako mechanoreceptory nebo
chemoreceptory (senzily &ichové a chutové). Cichové senzily lze délit do nékolika
tfid. Senzila trichodea ma tvar vlasku a slouzi k vnimani feromonu, senzila
basiconica se ji podoba, jen je kratsi, silnéjsi a podili se na vnimani hostitelskych
vani a senzila coeloconica, ktera ma tvar malych kolikti v jamkach. Pro ¢ichové
senzily je charakteristicky perforovany kutikularni povrch. Chut'ové senzily maji
kutikularni povrch kompaktni a je pro n¢ charakteristick4 ptitomnost jednoho poru
na vrcholu (Nowinska, Brozek, 2017). Mechanorecepci slouzici tzv. senzila
chaetica je dlouhy kutikularni chloupek, s vyskytem podélnych ryh bez perforaci
(Wang et al., 2016). Na tykadle Ips typographus byly identifikovany 3 typy senzil
trichodea, 2 typy senzil chaetica, 3 typy senzil basiconica, jeden typ senzily
coeloconica a jeden typ tzv. Béhmovych senzil (Shi et al., 2021). VSechny senzily
se nachazi vyhradné na ventralni stran¢ palicky na konci tykadla, uspotadané do
dvou zvInénych pasi, a oblasti na $pic¢ce palicky (Andersson et al., 2009).

Cichové senzily jsou kli¢ové pro vniméni a rozlisovani tékavych latek, které

ovliviiyji chovani kirovcl (feromontl, hostitelskych a nehostitelskych rostlinnych
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latek apod.). Ve svém nitru skryvaji 1 a vice ¢ichovych receptorovych neuronti
(ORN), které jsou zasadni v procesu vnimani semiochemikalii.

Molekuly semiochemikalii rozptylené ve vzduchu pronikaji kutikularnimi
pory do nitra senzil, kde reaguji s ¢ichovymi receptory (OR) ¢&ichovych
receptorovych neurontt (ORN). OR jsou bilkovinné molekuly, které jsou soucasti
bunécné membrany dendritu ORN. Po navazani molekuly viné na OR, dochazi
k podrazdéni ORN (vznika tzv. receptorovy potencial). Pokud je podrazdéni
dostate¢né silné, generuji ORN tzv. akéni potencidly, které jsou axony ORN vedeny
k dalsimu zpracovani do mozku (do tzv. antenalniho laloku, primarniho ¢ichového
centra mozku). Typickym signalem generovanym <¢ichovym neuronem po
podrazdéni je piechodné zvyseni frekvence ak¢nich potenciali. ORN obsahuji vzdy
jen jeden typ OR. Jednotlivé OR jsou klasifikovany podle profilti latek, na které
reaguji (tzv. odpovédni profily). Casto jsou velmi specifické a aktivuji se jen
jednou, nebo nékolika malo piibuznymi slouc¢eninami (tzv. specialisté). V ptipadé
specialistd je Cichovy vjem charakterizovan aktivitou jen jednoho typu ORN
(specializovana dréha, tzv. labeled line). Mnohé ORN ale reaguji na Siroké
spektrum latek (tzv. generalisté). Specializované OR vnimaji naptiklad jednotlivé
komponenty feromond. Rostlinné viné (vétSinou slozité smési raznych typt
tékavych latek), jsou naproti tomu vnimany ORN s Sir§imi spektry odpovédi. U
téchto neferomonovych viini obvykle jeden typ molekuly interaguje s vice nez
jednim ORN a kazdy ur¢ity ORN miiZze byt podrazdén vice neZ jednim typem
molekul. Cichovy vjem je tak charakterizovan kombinaci aktivovanych ORN
(across fiber pattern, kombinatoricky kod).

Cichové receptory jsou kodované velkou a riiznorodou skupinou OR gentl.
Obecné se predpoklada, ze v kazdém ORN je exprimovan jenom jeden typ OR
(Andersson, 2012). U Ips typographus bylo doposud identifikovano vice jak 70
typt OR a zdaleka ne pro vSechny zname ligandy (Yuvaraj et al., 2020).

Specificita ORN pritomnych v senzilach na tykadlech Ips typographus byla
opakované testovana pomoci elektrofyziologickych technik, pfedev§im pomoci
snimani aktivity z jednotlivych senzil. Z celkového poctu doposud zkoumanych
150 ORN lze vytvorit 17 skupin (viz obr. 3) sohledem na jejich citlivost k

feromonuim kiirovet, hostitelskym a nehostitelskym latkdm. Nejvice feromonovych
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ORN reaguje na cis-verbenol, jednu ze dvou kli¢ovych feromonovych komponent
Ips typographus. Naopak bylo nalezeno pouze nékolik ORN odpovidajicich na 2-
metyl-3-buten-2-ol, druhou kli¢ovou feromonovou komponentu, ktera je vsak
produkovana lykozroutem smrkovym v mnohem vét§im mnozstvi. Nékolik skupin
ORN je siln¢ specifickych na vnimani jednotlivych typi monoterpenti jehli¢nanti a
ptiblizn¢ 25 % ORN je ptimo naladéno na vnimani nehostitelskych rostlinnych
latek, coz indikuje mozny vysoky vyznam, které tyto latky pro brouky piedstavuji.
Zjistilo se, ze rozmisténi senzil na tykadle neni nahodné, ale jsou specificky
rozmistény na obou zvlnénych pasech senzil, nebo na $picce palicky tykadla (viz

obr. 4) (Andersson, 2011).

ORN class:

1) cis-verbenol
2) ipsenol
3) ipsdienol A
4) ipsdienol B

5) 2-methyl-3-buten-2-ol
6) amitinol
7) verbenone

42 %

8) a-pinene
9) myrcene
10) p-cymene 35 %
11) p-cymene/myrcene

12) 1,8-cineole

13) A3-carene

14) GLV-OHs

15) 3-octanol

16) 1-octen-3-ol
17) trans-conophthorin

23 %

0 5 16 1I5 20 25
Number of ORNs

Obrazek 3: Pocet nalezenych ORN (osa x) rozdélenych na 17 tfid (osa y). Ttidy ORN jsou
oznaceny komponentou, ktera vyvolavala nejsilngjsi odpovéd. Ttidy ORN jsou rozdéleny do
kategorii podle pivodu danych latek. RGzoveé jsou znaCeny slozky feromont kirovcl, hnéde
hostitelské latky a zelené nehostitelské latky. Zdroj: Andersson, 2011.

Pro kiirovce byvaji mnohdy dulezité latky, které se vyskytuji v prostredi

nebo v hostiteli jen v malych mnozstvich. Pfikladem mize byt 1,8-cineol, ktery je
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domnélou slozkou indukované obrany smrkii a bylo zjiSténo, ze silné redukuje
atraktivitu Ips typographus k agrega¢nimu feromonu. Bylo také zjisténo, ze skupina
ORN odpovidajicich na 1,8-cineol se vzdy nachazi ve stejné senzile jako ORN
reagujici na feromonovou slozku cis-verbenol, pficemz ORN vnimajicich cis-
verbenol je vice, ale pfiblizn€ polovina z nich byla pfitomna v senzile spolu s ORN
reagujicim na 1,8-cineol (viz obr. 4). Tato spolecna ptitomnost ORN vnimajicich
feromonové a hostitelské latky v jedné senzile je odlisna od jinych druht hmyzu,
naptiklad mar, které maji tyto druhy ORN c¢astéji rozdélené v odlisnych senzilach.
Zminéna elektrofyziologicka analyza specificity ORN jednoznacné ukazala, ze
kirovei vnimaji jak pozitivni (atraktivni signaly napf. feromon), tak i negativni
signaly (nehostitelské viné, specifické viné hostitele). A vzajemna interakce
pozitivnich a negativnich podnéti pak ptedurcuje chovani.

U hmyzu jsou pro behavioralni rozhodnuti ¢asto dilezité poméry latek

v dané smési. Predpoklada se, ze spole¢na ptitomnost ORN Vv senzilach zlepSuje

hodnoceni téchto pomért ve smésich semiochemikalii (Raffa, Andersson, Schlyter,

2016).

Obrdzek 4: Fotografie ventralni strany palicky tykadla Ips typographus se senzilami. Na
obrazku A jsou jednotlivé oblasti vyskytu senzil — A a B jsou zvinéné pasy senzil a C je oblast senzil
na Spicce tykadla. Na obrazku B je zobrazeno rozmisténi 4 tiid ORN. Zelené étverce jsou ORN
reagujici na nehostitelské latky, zluté trojuhelniky jsou ORN odpovidajici na myrcen (hostitelska
latka), Cervené kruhy na feromonovy komponent cis-verbenol a modra kolecka jsou ORN vnimajici
1,8-cineol vzdy kolokalizovana v senzile s ORN pro cis-verbenol. Rozlozeni ORN neni ndhodné a
zobrazuje umisténi ORN vnimajicich cis-verbenol na $pi¢ce tykadla a ORN pro hostitelské a
nehostitelské latky rozmisténé ve dvou zprohybanych pasech. Méfitko na obrazku A je 50 um.
Zdroj: Andersson, 2011.
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3.6 Aktivni latky

Jak vyplyva z vySe uvedeného, ¢ichové schopnosti Ips typographus jiz byly
v minulosti vicekrat zkoumany pomoci elektrofyziologického zaznamu z celych
tykadel (elektroantenogram) i zjednotlivych ¢ichovych sensil (tzv.
elektrosenzilografie, SSR). Pro vétsinu semiochemikalii, které vyvolavaly odpoveéd’
celého tykadla (metoda EAD) byl nalezen i specificky ORN (metoda SSR).
Nicméné nékteré latky zatim nebyly podrobeny obéma zplisoblim testovani a u
mnohych nezname jejich behavioralni ucinky (viz tab. 1).

U karovce Ips duplicatus bylo zkoumano pouze nékolik nehostitelskych a
feromonovych latek na tirovni celého tykadla (EAD), analyza pomoci SSR nebyla

doposud provedena (viz tab. 2).
Tabulka 1: Seznam latek, které byly prokazany jako aktivni pro Ips typographus.

. ., T YP | Behavio-
Semiochemikalie BIOIOgl.Cky fyz|qlog|c- ralni Zdroj
zdroj kého o
testovani odpovéd
(-)-cis-Verbenol Feromon |EAD, SSR + 1,4,5,8
(+)-trans-Verbenol Feromon |EAD, SSR 1,58
(-)-trans-Verbenol Feromon |EAD, SSR 1,4
(+)-Verbenone Feromon |EAD 1,2,6
(-)-Verbenone Feromon |EAD, SSR - 1,2,4,5,6,8,9
2-Methyl-3-buten-2-ol Feromon |EAD, SSR + 1,4,5,8
(+)-1psdienol Feromon |EAD, SSR 1,4,5,8
(-)-Ipsdienol Feromon |EAD, SSR 1,4,5,8
(+)-1psenol Feromon |EAD, SSR - 1,4
(-)-1psenol Feromon |EAD, SSR - 1,4,5,8
Amitinol Feromon |EAD, SSR 1,4,5,8
Phenylethanol Feromon |EAD, SSR 1,5,8
(+)-Chalcogran Feromon |SSR - 4,5,8
(+)-exo-Brevicomin Feromon |EAD, SSR + 1,4,58
endo-Brevicomin Feromon |EAD 1
Frontalin Feromon |EAD 1
(+)-Lineatin Feromon |EAD 1
E-myrcenol Feromon |SSR - 4
(+)-a-Pinene Hostitel EAD, SSR 1,4,5,6,7,8,9
(-)-o-Pinene Hostitel EAD, SSR + 1,4,5,6,7,8,9
(-)-B-Pinene Hostitel EAD, SSR 4,6,7,8,9
Myrcene Hostitel EAD, SSR 1,4,5,6,7,8,9
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p-Cymene Hostitel EAD, SSR 4,5,6,7,8,9
1,8-Cineole Hostitel EAD, SSR 4,5,6,7,8,9
3-Carene Hostitel EAD, SSR 4,6,7,8,9
Pinocarvone Hostitel EAD, SSR 7,89
(-)-Camphor Hostitel EAD, SSR 1,56,7,8,9
(+)-Camphor Hostitel EAD, SSR 1,56,7,8,9
trans-Pinocamphone Hostitel EAD, SSR 1,6,8,9
cis-Pinocamphone Hostitel EAD, SSR 1,6,8,9
Isopinocamphone Hostitel EAD, SSR 9
trans-4-Thujanol Hostitel EAD, SSR 7,8
4-Thujanol Hostitel EAD 9

Styrene Hostitel EAD, SSR 7,8,9
Terpinolene Hostitel EAD, SSR 4,6,7,8,9
y-Terpinene Hostitel EAD, SSR 6,7,8,9 10
(¥)-Limonene Hostitel EAD, SSR 4,6,7,8,9
(+)-Carvone Hostitel SSR 8,9
Estragole Hostitel EAD, SSR 7,8,9, 10
Camphene Hostitel EAD 6

Sabinene Hostitel EAD 6, 7,
B-Phellandrene Hostitel EAD 6

Nonanal Hostitel EAD 6
Terpinen-4-ol Hostitel EAD, SSR 6,7,9
(+)-o-Terpineol Hostitel SSR 9

1-Hexanol NHV EAD, SSR 2,3,4,5,8
Z3-Hexenol NHV EAD, SSR 3,4,5,8
E3-Hexenol NHV EAD 3
Z2-Hexenol NHV EAD 3
E2-Hexenol NHV EAD, SSR 3,4,5,8
(#)-3-Octanol NHV EAD, SSR 3,4,5,8,9
(+)-3-Octanol NHV EAD, SSR 3,4,
Hexanal NHV SSR 4,8
(+)-1-Octen-3-ol NHV EAD, SSR 3,4,5,8
(-)-1-Octen-3-ol NHV EAD, SSR 3,4
E2-Hexenal NHV SSR 4,8
(S,S)-trans-Conophthorin | NHV EAD, SSR 3,4,5,8
(R,R)-trans-Conophthorin | NHV EAD, SSR 3,4,8
Dehydro-conophthorin NHV SSR 8
(x)-Linalool NHV EAD, SSR 3,4
(-)-Linalool NHV EAD, SSR 3,4
Z3-Hexenyl acetate NHV SSR 4

Anethol NHV EAD 10
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Caryophyllene NHV EAD 10
Thymol NHV EAD 10

Carvacrol NHV EAD 10

Uvadéné latky jsou ze 3 zdroju, latky feromonové povahy, hostitelské latky (Hostitel) a
latky produkované nehostitelskymi rostlinami (NHV). Latky byly testovany bud’ jako aktivni pro
celé tykadlo (EAD), nebo pro né byl nalezen specificky ORN (SSR), nebo oboji. Pro nékteré latky
jsou i dostupné informace o behavioralni reakeci Ips typographus. Semiochemikalie byly bud’
atraktivni (+) nebo odpuzujici (-). Zdroj: 1 — Tommeras, 1985; 2 - Zhang et al., 2003; 3 - Zhang a
Schylter, 2004; 4 - Andersson et al., 2009; 5— Andersson, 2012; 6 - Kalinova et al., 2014; 7 - Schiebe
etal., 2015; 8 - Raffa et al., 2016; 9 - Schiebe et al., 2019; 10 — Prchal, 2020.

Tabulka 2: Seznam latek, které byly prokazany jako aktivni pro Ips duplicatus.

) L, T o
Semiochemikalie Biologicky fyziolo)g/?ckého Behav1r51 11’11 Zdroj
zdroj ., odpovéd
testovani
Ipsdienol Feromon EAD + 2
E-myrcenol Feromon EAD + 2
Amitinol Feromon EAD + 2
Ipsenol Feromon EAD 2
cis-Verbenol Feromon EAD 2
trans-Verbenol Feromon EAD 2
Verbenon Feromon EAD 2
1-Hexanol NHV EAD 1,2
Z3-Hexenol NHV EAD - 1
E2-Hexenol NHV EAD 1
3-Octanol NHV EAD - 1
1-Octen-3-ol NHV EAD - 1
trans-Conophthorin | NHV EAD - 1

Vsechny testované latky u Ips duplicatus byly ptivodem z nehostitelskych rostlin (NHV) a
testovany pomoci elektroantenografické detekce (EAD). U nékterych z nich byl prokazan odpudivy
ucinek na Ips duplicatus. Zdroj: 1 - Zhang a Schlyter, 2004; 2 — Zhang et al., 2007.

3.7 Plynova chromatografie s elektroantenografickou detekci

Semiochemikalie tvoii Casto slozité smési. Pii analyze jednotlivych slozek
je nezbytné latky nejprve rozdélit pomoci plynové chromatografie a poté studovat
jejich aktivitu (Syntech, 2004).

Plynova chromatografie je separacni metoda, ktera umoznuje déleni smési
t€kavych latek. Separace zaCind nastifikem smési do ndstfikového prostoru
chromatografu, ktery je spojen s kapilarni kolonou. Nastiiknutda smés je v
nastiikovém prostoru (inletu) zplynéna a nasledné jsou smésné pary unaSeny

nosnym plynem do kolony. Kolona byva tenka kapilara s vnitinimi sténami
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pokrytymi specifickou vrstvou, tzv. stacionarni fazi. Rozdéleni jednotlivych
komponentti smési je ur€ovano interakci kazdé slozky se stacionarni fazi (kolonou)
a mobilni fazi (nosnym plynem). Komponenty, které mén¢ interaguji se stacionarni
fazi prochéazi kolonou rychleji ve srovnani s témi, jejichz interakce je silnéjsi. Po
prichodu kolonou jsou jednotlivé slozky od sebe odd€leny a izolované prochazeji
kolonou dale do detektoru. Detektor zaznamenava Cas prichodu latky a jeji
kvantitu. Nejcastéjsim typem je plamenoionizaéni detektor (tzv. FID) (Sparkman,
Penton, Kitson, 2011).

FID detekuje vSechny latky, které jim prochézeji. Ne vSechny latky
analyzované smési jsou biologicky aktivni. Biologicka aktivita délenych latek byva
studovana riznymi behaviordlnimi ¢i fyziologickymi metodami. Nejrozsirené;si
metodou ke stanoveni biologické aktivity c¢ichem vnimanych latek je
elektrofyziologicky zdznam aktivity ¢ichovych organii na tykadlech. Pokud tykadlo
na zkoumanou latku reaguje, je velka pravdépodobnost, ze latka bude behavioralné
aktivni. Vzhledem k tomu je vyhodné propojit GC-FID s tykadly, které slouzi jako
biologicky detektor (EAD). Spojenim GC-FID-EAD muzZeme urcit biologickou
aktivitu latek separovanych plynovou chromatografii a spolu s tim i detekovat jejich
retenéni chovani a jejich kvantitu. Pii spojeni plynového chromatografu
s elektorantenografickou detekci (GC-EAD) je kolona uvniti GC pted tastim do FID
rozdélena na dvé ramena, kdy jedno usti do detektoru (FID) a druhé je vedeno mimo
GC a usti do proudu vzduchu ofukujici tykadlo zapojené pomoci elektrod do métici
aparatury.

Na tykadle, které je vystaveno Cichovée aktivni latce, vznikd podrazdéni —
zména napéti mezi $pickou a bazi tykadla (0,1-n€kolik mV). Zména napéti, tzv.
elektroantenograficky potencial, odrdzi souhrnnou aktivitu danym podnétem
aktivovanych ORN a po zesileni zesilovacem s vysokym vstupnim odporem je
mozné jeho velikost i prubéh zaznamenavat. Vzhledem Kk vysoké citlivosti vnima
zesilova¢ 1 mnoho okolniho Sumu, ktery miize piekryt cilové vykyvy napéti na
tykadle. Sum vyvolany biologickou aktivitou svalii ve struktuie tykadla je pomérné
nepravidelny a lze snizit pouze pouzivanim Cerstvych a neposkozenych tykadel.
Vyznamny je externi Sum pusobeny vlivem okolnich elektromagnetickych a

elektrostatickych jevi, ktery mtize byt odstinén Faradayovou kleci umisténou okolo

30



méfici aparatury (Syntech, 2004). Typicky zdznam GC-EAD je zobrazen a popsan

vV metodice této prace.

4 Metodika

4.1 Brouci

Oba druhy kurovet, pouzivanych k experimentim byly vychovany v
laboratornich podminkach. Puvodni divoka generace Ips typographus byla
dovezena V polenech nafezanych z infestovanych stromti pochazejicich ze
Skolniho lesniho podniku CZU v Kostelci nad Cernymi lesy ve stiednich Cechach.
Ips duplicatus byl dovezen stejnym zpusobem z vojenského tjezdu Libava na
severni Morave. Nasledné byla tato polena o délce pfiblizn¢ 40 cm déna do
chovnych plastovych boxt, s vétracim otvorem zakrytym sitkou v horni ¢ésti a
S otvorem napojenym na odsdvaci hadici s jemnym odtahem vzduchu pro zajisténi
jeho cirkulace ve spodni ¢asti. (viz ptiloha 1). Tento otvor byl téZ zakryty sitkou
proti Uniku broukti. Boxy s napadenymi poleny byly uchovavany v klimatizované
mistnosti se stalou teplotou 25 °C a vlhkosti vzduchu 60 %. Tti dny poté, co byly
pozorovany prvni vyletové otvory, doslo k oloupéani polen, do nichz se z divodu
absence dal§iho potravniho zdroje vétSina broukl po vyletu vratila vyletovymi
otvory zpét, a jejich vybrani entomologickou pinzetou. Pro zaloZeni dalsi generace
bylo pfipraveno Cerstvé nenapadené smrkové poleno (Picea abies) stejnych
rozmérti dovezené ze Skolniho lesniho podniku CZU v Kostelci nad Cernymi lesy
(stiedni Cechy) ulozené do chovného plastového boxu. V piipadé lykozrouta
severského byla kiira polene na nékolika mistech navrtana nebozezem. Na poleno
bylo nasypano 80-100 jedincii kirovce a dale s nim bylo naklddano stejnym
zpusobem jako s polenem divoké generace broukd. Za pftiblizné¢ 5 tydnd doslo
K objeveni prvnich vyletovych otvori a naslednému oloupani polene. Z 80-100
broukl byla opétovné zalozena nova generace, zbytek byl uchovan v plastové
krabi¢ce s malymi otvory naplnéné platy smrkové kiry v lednici pii 5 °C aZ do

provedeni experimentd. Takto byli brouci pfechovavani maximalné 5 tydn.

4.2 Viané smrku

Pro stimulaci tykadel byl pouzit esencialni olej (EO) smrku (Bewit, 100%

pure) vyrobeny parni destilaci jehlic a malych vétvicek smrku ztepilého (Picea
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abies). Esencialni olej byl fedén v hexanu (Pestinorm, purity 99,0%) a pro GC-EAD
analyzy byl pouzivan ve dvou koncentracich. Koncentrace 1 mg/ml byla pouzita
pro zjisténi aktivity tykadla na hlavni komponenty obsazené v esencidlnim oleji. U
vyssi koncentrace 10 mg/ml byla zkouména hlavné reakce tykadla na latky, které

se v EO objevuji v mensim mnozstvi.

4.3. Priprava tykadla pro CG-EAD

Nejprve byly ptipraveny elektrody. K experimentim byly pouzity sklenéné
elektrody pInéné Ringerovym roztokem (NaCl 12,2 g/l, KCI 0,21 g/I, CaCl» 0,2 g/l
Vv destilované vod¢). Elektrody byly vyrobeny ze sklenénych trubi¢ek priméru 1,5
mm na vertikalnim tahaci elektrod PC-100 (NARISHIGE) vytazenim této trubicky
do $picky. K tomu byl pouzit jednokrokovy program o teploté zahiivaci spiraly
65 °C. Poté byla pod stereomikroskopem (zvétSeni 25x) ulomena Spicka elektrody
0 pinzetu do odpovidajiciho priméru (viz obr. 6). Elektroda byla naplnéna
Ringerovym roztokem tak, aby neobsahovala bubliny vzduchu a poté bylo
ptilozenim papirového kapesniku ke Spicce elektrody odsato dostatecné mnozstvi
roztoku, aby se pfi nasunuti na stiibrny dratek roztok nevylil. Nakonec byla Spicka
elektrody namocena do parafinového oleje pro zabranéni vytékani elektrolytu a celd
elektroda byla osusena.

Pfiblizné pul hodiny pfed experimentem byli brouci vyndani z lednice a
nechani na Petriho misce, aby ziskali teplotu okolo 20 °C. Do misky byl ptidan
navlh¢eny ubrousek k udrzeni dostate¢né vlhkosti prosttedi. Celkem byly testovany
tfi moznosti zapojeni tykadla: pouze izolované tykadlo, tykadlo s hlavou a tykadlo
S celym zivym broukem.

Pro ptipravu tykadla s hlavou byl brouk vzat anatomickou pinzetou a pod
stereomikroskopem (zvétSeni 30x) mu byla ziletkou oddélena hlava. Poté byla
hlava nasazena na pfipravenou elektrodu pomoci ostré pinzety a tato elektroda
nastréena na stiibrny dratek referencni Casti elektroantenografické aparatury. Pod
stereomikroskopem (zvétSeni 60x) byla pomoci mikromanipulatori zapojena
méfici elektroda na Spicku tykadla (viz obr. 5). Bylo vyzkouSeno i zapojeni na
okraje palicky tykadla, ale nebyl zaznamenan zadny rozdil ve velikosti odpovédi a
zapojeni na Spicku palicky tykadla poskytovalo stabilnéj$i zaznam, nez zapojeni

Vv jinych ¢astech.
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Obrazek 5: Tykadlo s hlavou Ips typographus zapojené mezi sklenéné elektrody naplnéné
Ringerovym roztokem. 1 —referen¢ni elektroda, 2 — méfici elektroda. ZvétSeno 60x. Autor: Jaromir
Blaha

Ptiprava izolovaného tykadla probihala stejné, ale hlava byla po oddéleni
chycena do ostré pinzety a druhou ostrou pinzetou bylo odtrzeno tykadlo. Nasledné
bylo tykadlo vsunuto odtrzenou ¢asti do elektrody vhodného praméru (viz obr. 6).
V piipad¢ piilis velkého priméru $picky elektrody bylo tykadlo elektrodou
pohlceno a doslo k zaliti pali¢ky tykadla se senzilami elektrolytem. Po celou dobu
pifipravy bylo dbano na to, aby se nic nedotklo palicky tykadla a nedoSlo tim
k nechténému podrazdéni. Poté bylo izolované tykadlo zapojeno do méficiho

systému stejné jako tykadlo s hlavou.

Obrazek 6: Tzolované tykadlo Ips typographus zapojené mezi sklenéné elektrody naplnéné
Ringerovym roztokem. 1 — referen¢ni elektroda, 2 — méfici elektroda. Zvétseno 80x. Autor: Jaromir
Bléaha

Pfi pouziti celého zivého brouka bylo potfeba nejprve znemoznit jeho
pohyb. Brouk byl vsunut hlavou napted do pipetovaci $picky o objemu 200 pl a

utésnén kouskem papirového kapesniku. Poté byla Spicka ofiznuta ziletkou tésné
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pfed hlavou brouka a za utésnénim. Tupym koncem entomologického $pendliku
bylo zatlateno na papirové utésnéni tak, aby se na druhé strané¢ vysunula hlava
ktrovce ven ze Spicky a zaroven nedoslo k poruseni kutikuly a vyliti hemolymfy
brouka do pipetovaci Spicky. Poté bylo pod stereomikroskopem (zvétSeni 30x)
propichnuto ostrym entomologickym Spendlikem oko pro néasledné snazsi zavedeni
referen¢ni elektrody. Vytékajici hemolymfa byla osusena papirovym kapesnikem.
Nasledné byl uzsi konec pipetovaci $picky obalen kouskem vosku (Erkogum,
Erkodent) (obr. 7). Cely preparat byl umistén pod stereomikroskop hlavou brouka
nahoru a pfilepen k podloZce kouskem vosku. Nato bylo pomoci entomologického
Spendliku zafixovano tykadlo do vosku tak, aby palicka tykadla zistala volna a
otoCena stranou se senzilami nahoru. Tento preparat byl umistén na stojanek do
elektroantenografického méficiho systému. Pod stereomikroskopem (zvétSeni 60x)
byla pomoci mikromanipulatorti zavedena referen¢ni elektroda do ptipraveného
otvoru v oku ktrovce a méfici elektroda byla pfipojena na Spi¢ku zafixovaného

tykadla. (viz obr. 8).

Obrazek 7: Zafixovany lykozrout smrkovy v pipetovaci Spicce. Vrchni ¢ast Spicky ze které
pfesahuje hlava (1) je obalena voskem (3), do kterého je upevnéno tykadlo (2). ZvétSeno 30x. Autor:
Jaromir Blaha

Po oddéleni hlavy a tykadla od téla dochazelo k postupnému odumirani
¢ichovych neuront a snizeni velikosti odpovédi na stejny stimulus (viz graf 1). Pro
zjisténi miry snizeni citlivosti tykadla byla pro kazdy druh zapojeni pouzita tii

tykadla Ips typographus, ktera byla kazdou minutu stimulovana stimula¢nim
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zasobnikem. Tento zasobnik byl zhotoveny ze sklenéné Pasteurovy pipety, do které
byl vlozen c¢tverec filtra¢niho papiru, na néjz bylo naneseno 10 pl roztoku cis-
verbenolu (jednoho ze dvou hlavnich feromonovych komponenti pro Ips

typographus) v hexanu v koncentraci 1 ng/ul. Primér odectenych velikosti

odpovédi ze tfech méfeni je vidét v grafu 1.

Obrdzek 8: Zapojeny cely Zivy brouk Ips typographus mezi sklenénymi elektrodami
naplnénymi Ringerovym roztokem. Referencni elektroda (1) je zapichnuta do oka a méfici elektroda
(2) je zapojena na tykadlo zafixované do vosku (3). Zvétseno 60x. Autor: Jaromir Blédha

Nejrychleji dochazelo ke ztraté citlivosti u zapojeni izolovaného tykadla, o
néco méné pak u zapojeni tykadla s hlavou. Pii zapojeni celého brouka dochazelo
vyraznéjSimu snizeni citlivosti pouze prvni tfi minuty a poté tykadlo odpovidalo na
stimulus v pfiblizné stejné mife po zbytek experimentu. V nékolika ptipadech byla
meéfena citlivost tykadla po hodiné od zapojeni a tykadlo poskytovalo stale stejnou
velikost odpovédi jako po poc¢atecnim snizeni citlivosti. Z tohoto divodu mohlo byt
izolované tykadlo a tykadlo s hlavou pouZito pouze na jednu analyzu, zatimco
zapojeni celého brouka bylo pouZito na nékolik po sob¢ jdoucich analyz. Izolované
tykadlo poskytovalo stabilni zdznam, zatimco zaznam tykadla s hlavou byl vice
nestabilni s méné jasnymi odpovéd’'mi na stimuly. Zaroven u izolovaného tykadla a
tykadla s hlavou doslo k ziskani odpovédi pouze ptiblizn€ u poloviny zapojeni.
Druhé polovina tykadel jiz na zacatku analyzy nereagovala ani na silné stimuly.
Zapojeny cely zivy brouk poskytoval stabilni zaznamy, pokud nedoSlo k rozliti

hemolymfy ¢i Ringerova roztoku do vnitiniho prostoru pipetovaci $picky. Pokud
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k tomu doslo, fyziologickd méfici aparatura Casto zaznamenavala ¢innost srdce
ktrovce misto zdznamu ¢ichovych stimulaci. Na rozdil od izolovaného tykadla a
tykadla s hlavou, kazdy dobie zapojeny Zivy brouk reagoval na poc¢ate¢ni stimulus.

Pro vySe zminéné vlastnosti byla v této praci vétSina analyz provedena na

zapojenych celych zivych ktrovcich.

Snizeni citlivosti tykadla s ¢asem u rtznych druh(

zapojeni
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Graf 1: Porovnani snizeni citlivosti tykadel u zapojeni izolovaného tykadla, tykadla
s hlavou a celého zivého brouka v priubéhu ¢asu. Tykadla byla stimulovana stimulaénim zasobnikem
s filtra¢nim papirem napusténym 10 pl cis-verbenolu rozpusténého v hexanu v koncentraci 1 ng/ul
po jedné minuté. Graf zobrazuje prumér z velikosti odpovédi naméfenych na 3 tykadlech.

4.4 Elektroantenograficka analyza

Pro ur€eni aktivnich latek z EO smrku byla pouzita spojend plynova
chromatografie s elektroantenografickou  detekci  (GC-EAD).  Plynovy
chromatograf Agilent 7890B (Agilent Technologies, USA) byl vybaven
autosamplerem a kolonou Agilent 19091J-413: K01 HP-5 o délce 30 m, praméru
320 um a sile vnitiniho filmu 0,25 pm. Na konci kolony byl instalovan spliter, ktery
rozdéloval proud plynt na dvé casti v poméru 1:1. Jedna cast pokracovala do
plamenoioniza¢niho detektoru (FID) o teplot¢ 300 °C a druha proudila na
pfipravené tykadlo. Vzorek analyzovaného roztoku o objemu 1 pl byl nastiiknut

autosamplerem do ptedehiatého inletu (250 °C) splitless metodou. Teplotni
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program pece zacinal na 40 °C s trvanim 0,5 minuty a nasledné se zvySoval o 30
°C za minutu az do 300 °C na kterych setrval 5 minut. Celkovy cas

chromatografické analyzy byl 14,7 minut. Jako nosny plyn bylo pouzito helium

s celkovym pratokem 45,3 ml/min.

Obrazek 9: Spojena plynova chromatografie s elektroantenografickou detekci. Plynovy
chromatograf (1) s autosamplerem (2) usti kolonou (3) do smésné komory (8), kde se latky michaji
se vzduchem a vyslednd smés je dopravovana na tykadlo (4). Tykadlo je stinéno uzemnénou
Faradayovou kleci (5). Usti kolony je vyhiivano na 250 °C elektrickym topenim (7). Dal§imi ¢astmi
elektroantenografického métictho systému jsou analago-digitalni pfevodnik (IDAC-2, Syntech) a
generator vzduchovych pulzi (CS-55, Syntech) (6), piivod vlhéeného vzduchu (10) a odtah vzduchu
(9). Autor: Jaromir Blaha

Tykadlo bylo zapojené mezi sklenénymi elektrodami naplnénymi
Ringerovym roztokem. Méfici elektroda byla napojena na predzesilova¢ (10x
Syntech Universal Probe) a analogo-digitalni pfevodnik (IDAC-2, Syntech) (viz
priloha 2). Pfed zacatkem analyzy bylo tykadlo piesunuto pted proud zvlhéeného
vzduchu a testovacim stimulem byla otestovana cinnost tykadla. Jako zdroj
stimulyjicich latek byl pouzit kousek kary smrku ztepilého (0,5x2 cm) ve
Pasteurové pipeté (stimulacni zasobnicek). Konec pipety byl pfipojen hadici do
generatoru vzduchovych pulzt (CS-55, Syntech) a jeji Spicka byla vsazena do

trubice s proudem vlh¢eného vzduchu ustici na zapojené tykadlo. Poté byl pomoci
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pedalu aktivovan vzduchovy pulz (0,5 s). Pokud tykadlo na tento stimulus
odpovidalo, bylo piesunuto do uzemnéné Faradayovy klece a zpét pied proud
vlh¢eného vzduchu, do kterého ustila kolona plynového chromatografu a byla
spusténa analyza (viz obr. 9). Na konci analyzy byla opét testovana ¢innost tykadla

zkusnym stimulem pro zjiSténi snizeni citlivosti.

4.5 Zpracovani vysledki

Vysledky naméfené na GC-EAD byly zaznamenavany a vyhodnocovany
v programu GC/EAD32 (verze 4.6). V kazdé analyze byly vytvoteny tfi zaznamy,
jeden z plamenoioniza¢niho detektoru (FID), jeden ztykadla (EAD) a jeden
digitalni (DIG), ktery zaznamendval ¢as stimulace vzduchovym pulzem.
V zaznamu FID se zobrazovaly jednotlivé latky rozdélené plynovym
chromatografem v podobé pikii. Zapis EAD zaznamenaval aktivitu tykadla, kde se
zobrazovala zakladni klidova biologicka ¢innost tykadla a pii podrazdéni senzil
dochazelo k vykyvu zaznamu, jehoz velikost byla métena v mV. V nékterych
piipadech mohlo dojit k nahodnému vychyleni zaznamu (artefaktu), proto byly za
aktivni povazovany pouze latky, u kterych byla namétena odpoveéd’ na 3 a vice

tykadlech (viz obr. 10).
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Obrazek 10: Vyhodnoceni zaznamu GC-EAD. FID 32 zobrazuje zdznam méteného vzorku
EO smrku v koncentraci 1 mg/ml. FID 5 zobrazuje po sob& jdouci alkany pro ur¢eni Kovatsova
indexu jednotlivych latek pfi jejich identifikaci a pro snadné&jsi orientaci v zdznamu. EAD 1, 35 a 38
zobrazuji zaznamy z tykadel Ips duplicatus. 1 — pik zaznamenany FID, zobrazujici jednu latku. 2 —
klidovy potencial tykadla, 3 — ndhodné vychyleni zdznamu EAD (artefakt), 4 — potvrzena ¢ichova
aktivita tykadla ktrovce na danou latku. Autor: Jaromir Bldha
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4.6 Identifikace aktivnich latek

Aktivni latky byly identifikovany pomoci dvoudimenzionalniho plynového
chromatografu s hmotnostnim detektorem ¢astic (GCxGC-TOFMS). Plynovy
chromatograf Agilent 7890 (Agilent Technologies, USA) byl vybaven
autosamplerem a dvéma kolonami. Na prvni kolonu RXI-5Sil délky 30 m, priméru
0,25 mm a sile vnitiniho filmu 0,25 um navazoval modulator a poté druha kolona
BPX-50 délky 1,29 m, priméru 0,1 mm a sile vnitiniho filmu 0,1 um, ktera Gstila
do hmotnostniho detektoru ¢astic. Méteny vzorek byl nastfiknut do predehiatého
inletu (200 °C) se splitovacim pomérem 1:10. Jako nosny plyn bylo pouzito helium
s priitokem v kolon¢ 1 ml/min. Program pece prvni kolony zac¢inal na 60 °C
S trvanim po dobu dvou minut, poté se teplota zacala zvedat o 10 °C za minutu az
do 210 °C. Po dosazeni této hodnoty naristala teplota 0 20 °C/min do cilové teploty
330 °C. Teplota pece druhé kolony byla vzdy o 30 °C vyssi.

Hmotnostni spekrometricky detektor s analyzatorem méfeni doby letu ¢éstic
TOF Pegasus 4D (Leco Corporation, USA) byl nastaven na elektronovou ionizaci
s teplotou zdroje 250 °C a energii -70 eV. Rozsah métenych hmot byl 35-500 m/z
a akvizicni rychlost 10 spektet/s.

Zpracovani vysledkt probéhlo v programu LECO ChromaTOF (Leco
Corporation, USA). Identifikace latek byla uskute¢néna na zakladé porovnani
naméfenych spekter a reten¢nich indext s databazi latek. Reten¢ni index vyjadiuje
pozici dané latky mezi dvéma sousednimi alkany na chromatogramu. Kazdému alkanu
byl ptifazen index 100 x pocet uhlikl. Pomoci reten¢niho ¢asu latky a retenénich cast

nejblizsich alkani byl vypocitan retencni index dané slouceniny.

4.7 Potvrzeni identity latek a jejich biologické aktivity pomoci
syntetickych standardua

Pro potvrzeni identity latek a jejich biologické aktivity byl ptipraven
synteticky standard v koncentraci 10 ng/ul a analyzovan pomoci GC. Nejprve byla
pomoci retenéniho Casu standardu a dané latky v EO potvrzena spravnost
identifikace. Poté byly namichany dvé smési po péti aktivnich latkach v koncentraci
kazdé slouc¢eniny 100 ng/ul a analyzovany pomoci GC-EAD pro 6 jedinct obou
druhti. Velikosti odpovédi byly statisticky vyhodnoceny pomoci dvouvybérového

t-testu na hladin€ vyznamnosti o = 0,05. Stejné smési byly analyzovany i v niZsi
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koncentraci 10 ng/ul kazdé latky a bylo vyhodnoceno na které latky v tomto piipadé

dané druhy reagovaly.

4.8 Identifika¢ni schéma

Kazda identifikace Cichové aktivnich latek (semiochemikalii) se sklada z
nasledujicich kroka.

1. GC-EAD analyza zkoumaného vzorku a nalezeni oblasti s antenalni
aktivitou (za aktivitu jsou povazovany alespon 3 odpovédi tykadla
na stejném miste).

2. GC-MS analyza vzorku a nalezeni pravdépodobné identity
antenalné aktivnich latek (pomoci porovnani naméfenych MS
spekter a vypoctenych reten¢nich indexi s databazi latek).

3. Potvrzeni identity aktivnich latek porovndnim reten¢niho casu
autentickych latek ve zkoumaném vzorku a syntetickych standardi.

4. Potvrzeni antendlni aktivity na syntetické standardy pomoci GC-
EAD analyz. Pii chromatografii mize nastat situace, kdy 1 a vice
latek vychazi ve stejny Cas (koeluce). Obvykle pouze jedna z nich
byva antenalné aktivni.

5. Pokud je retencni ¢as syntetického standardu stejny s antenalné
aktivni latkou ve zkoumané vzorku a zaroven synteticky standard
vyvolava odpovéd’ tykadla, je identifikace spravna.

Po identifikaci antendlné aktivnich latek je mozné srovnani obou druhd.
Porovnanim GC-EAD analyz esencialniho oleje bylo zjisténo, zda Ips typographus
a Ips duplicatus reaguji na stejné latky.

Srovnani citlivosti tykadel obou druhti k jednotlivym aktivnim slou¢eninam
bylo provedeno po stimulaci tykadel stejnym mnozstvim latek. Pro porovnani
citlivosti tykadel byly pouzity 2 koncentrace syntetickych standardti (100 ng/ul a
10 ng/ul). Latky byly na tykadlo aplikovany pomoci GC. Tato metoda umoziuje
pfesné srovnani latek s rozdilnou t€kavosti.

Naproti tomu mnozstvi latek pti stimulaci tykadla vzduchovym pulzem je
ovlivnéno chemickou strukturou slouceniny, rozpoustédlem, koncentraci latky,

podminkami skladovani, intervalem stimulovani a poctem provedenych
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vzduchovych pulzii. Proto musi byt pro €inné srovnani citlivosti tykadel stimulace

vzduchovym pulzem kalibrovana (Andersson et al., 2012).

5 Vysledky

5.1 GC-EAD analyzy EO smrku

Pomoci separa¢ni metody GC bylo plamenoinoizacnim detektorem (FID)
zjisténo velké mnozstvi latek obsaZenych ve zkoumaném esencidlnim oleji (EO)
smrku. Pii GC-EAD analyzach na tykadlech Ips typographus a Ips doplicatus bylo
nalezeno celkem 16 aktivnich latek z EO smrku. Pouze 13 z téchto latek se vSak
podafilo identifikovat a ovéfit pomoci syntetickych standardl a 3 aktivni latky tak
zustavaji neurceny (viz tab. 3).

EO byl fedén v hexanu a testovan ve dvou koncentracich. Zaznam nizsi
koncentrace 1 mg/ml ukazoval n¢kolik hlavnich terpenti a isobornylacetat (viz obr.
11). Naproti tomu zdznam vys$i koncentrace zobrazoval mnohem S$irsi spektrum

latek. Pti této koncentraci byla zkoumana aktivita tykadel hlavné na latky, které se

v EO vyskytovaly pouze v nepatrném mnozstvi (viz obr. 12).
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Obrazek 11: Celkovy zaznam méteni EO smrku v nizs§i koncentraci 1 mg/ml. Nahofte je
vidét zaznam alkanti s pocty uhlikti 8-21 (FID 5). Prvni velky pik je rozpoustédlo (hexan) a poté
nasleduji v pravidelnych intervalech alkany, nékteré jsou pro prehlednost oznaceny. Druhy zaznam
(FID 32) zobrazuje EO smrku v koncentraci 1 mg/ml. Prvni velky pik je rozpoustédlo a poté jsou
vidét hlavni terpeny obsazeny v EO smrku. Spodni dva zaznamy (EAD 3 a EAD 38) zobrazuji
méfeni biologické aktivity tykadla Ips duplicatus. V pfedni ¢asti zdznaml se nachazi nékolik
artefaktd a poté jsou zobrazeny odpovédi tykadla na hlavni terpeny. Autor: Jaromir Blaha
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Obrazek 12: Celkovy zaznam méfeni EO smrku ve vyssi koncentraci 10 mg/ml. Nahote je
vidét je zaznam alkanti s pocty uhlikt 8-21 (FID 5). Prvni velky pik je rozpoustédlo (hexan) a poté
nasleduji v pravidelnych intervalech alkany, n¢které jsou pro ptehlednost oznaceny. Druhy zdznam
(FID 30) zobrazuje EO smrku v koncentraci 10 mg/ml. Prvni velky pik je rozpoustédlo a poté jsou
vidét jak hlavni terpeny, tak i dalsi latky, které jsou v EO smrku pfitomny jen v malém mnoZstvi.
Spodni dva zaznamy (EAD 30 a EAD 31) jsou méfeni zobrazujici aktivitu tykadel Ips duplicatus na
nékteré latky obsazené v EO smrku. Autor: Jaromir Blaha

Namétené zaznamy z tykadel obou zkoumanych druhi kirovet obsahovaly
kromé oblasti aktivit casto také mnoho artefakti a ndhodnych zvlnéni zdznamu.
Proto byla za odpovéd tykadla na danou latku povazovana pouze oblast, kde se
aktivita (negativni vychylka polarizace tykadla) v zdznamu EAD zobrazovala
opakované (minimalné 3x).

Pii méteni EO smrku v koncentraci 1 mg/ml na tykadlech Ips typographus
bylo nalezeno 7 aktivnich latek: a-pinen, camphen, B-pinen, 3-caren, limonen, 1,8-
cineol a isobornylacetat (viz priloha 3). Tykadla Ips duplicatus reagovala v této
koncentraci na stejné latky (viz ptiloha 4). Pti zvySeni koncentrace EO smrkuna 10
mg/ml se prokéazala aktivita tykadel obou druhli na dal$i slouceniny. Kromé vyse
zminénych latek, jejichZ aktivita byla 1épe rozpoznatelna pii nizsi koncentraci EO,
reagovala tykadla na myrcen, a-phellandren, p-cymen, linalool, isoborneol a trans-
y-bisabolen. Dale byly nalezeny 3 latky (oznaceny A, B a C), které se nepodatilo
identifikovat (viz ptilohy 5, 6, 7 a 8). Tykadla obou druhti zkoumanych ktirovcu Ips
typographus a Ips duplicatus reagovala na stejné slouceniny a nebyl tak nalezen
rozdil v kvalitativnim vnimani latek z EO smrku. Porovnani zaznamu z tykadel Ips
typographus a Ips duplicatus na EO smrku v koncentraci 10 mg/ml je vidét na obr.

13 a 14, kdy spodni dvé méfeni ukazuji odpovéedi Ips dulicatus a dvé méteni nad
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nimi odpovédi Ips typographus. Vrchni dva zaznamy ukazuji FID EO smrku a
alkanid s ozna¢enymi aktivnimi latkami. Obr. 13 zobrazuje prvni ¢ast zdznamu EO
smrku od a-pinenu po isobornylacetat a obr. 14 druhou ¢ast od isobornylacetatu po
neznamou latku C. Lep$i zobrazeni odpovédi tykadel Ips typographus a Ips
duplicatus na aktivni latky je vidét v ptilohach 3-8.
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Obrazek 13: Prvni ¢ast zaznamu EO smrku v koncentraci 10 mg/ml pro oba druhy kiirovcii
Ips typographus a Ips duplicatus s oznac¢enymi vSemi aktivnimi latkami. Vrchni zdznam zobrazuje
alkany s pocty uhlikd 9-13 (FID 5). Pod nim je zaznam ¢asti EO smrku (FID 30). Prostiedni dva
zaznamy (EAD 43 a EAD 72) ukazuji aktivitu tykadel Ips typographus na latky z EO smrku. Spodni
dva zaznamy (EAD 30 a EAD 31) zobrazuji odpovédi tykadel Ips duplicatus na latky z EO smrku.
Ostatni namétené EAD zaznamy ukazuji aktivitu tykadel na oznacené latky. Autor: Jaromir Blaha
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Obrdzek 14: Druha ¢ast zaznamu EO smrku v koncentraci 10 mg/ml pro oba druhy ktirovet
Ips typographus a Ips duplicatus s oznaenymi v8emi aktivnimi latkami. Vrchni zdznam zobrazuje
alkany s poc¢ty uhlikti 13-21 (FID 5). Pod nim je zdznam ¢&asti EO smrku (FID 30). Prostfedni dva
zaznamy (EAD 45 a EAD 73) ukazuji aktivitu tykadel Ips typographus na latky z EO smrku. Spodni
dva zaznamy (EAD 22 a EAD 31) zobrazuji odpovédi tykadel Ips duplicatus na latky z EO smrku.
Ostatni namétené EAD zaznamy ukazuji aktivitu tykadel na oznacené latky. Autor: Jaromir Blaha
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5.2 Identifikace antenalné aktivnich latek

U vsech antenalné aktivnich (EAD aktivnich) latek byl podle retenc¢nich
¢ast danych sloucenin a nejblizSich alkanli vypocten reten¢ni index a porovnan
s databazi latek nachazejicich se v esencialnich olejich (Adams, 2007). Vypocteny
retencni index V naSich experimentech byl primémé o 21 jednotek vyssi, nez
retencni index uvadény V literatuie (viz tab. 3).

Tabulka 3: Seznam latek obsazenych v EO smrku, které byly aktivni pro oba druhy kirovci
Ips typographus a Ips duplicatus.

Latka RC (min) RI RI lit
a-Pinen 3,51 955 932
Camphen 3,60 971 946
B-Pinen 3,75 993 974
Myrcen 3,78 997 988
a-Phellandren 3,89 1020 1002
3-Caren 3,92 1026 1008
p-Cymen 3,99 1041 1020
Limonen 4,02 1047 1024
1,8-Cineol 4,04 1050 1026
Linalool 4,35 1105 1095
Isoborneol 4,71 1178 1155
Latka A 5,12 1265 X
Isobornylacetat 5,34 1312 1283
Latka B 5,50 1349 X
trans-y-Bisabolen 6,38 1559 1529
Latka C 7,84 1970 X

V tabulce je uveden retenéni as (RC) latek naméfeny v analyze provedené v této praci,
reten¢ni index (RI) vypoéteny podle RC danych latek a RC sousednich alkaniti a RI pro dané latky
uvedeny v literatufe (Adams, 2007).

Aktivni latky byly identifikovany pomoci porovnani namétenych spekter na
hmotnostnim spektrometru (MS spekter) a vypocitanych reten¢nich indext
s databazi latek. Pro potvrzeni identifikace byly namichany syntetické standardy
v koncentraci 10 ng/ul a jejich retencni ¢asy byly porovnany s reten¢nimi ¢asy
EAD aktivnich autentickych latek v EO. Pro latky o-pinen, camphen, 3-caren,
limonen a isobornylacetat, které se v EO vyskytuji ve velkém mnoZzstvi bylo
pouzito srovnani se zaznamem EO v koncentraci 100 ng/ul (ptiloha 9). Ostatni
lateky (B-pinen, myrcen, a-phellandren, p-cymen, 1,8-cineol, linalool, isoborneol a
trans-y-bisabolen) byly srovnany se zaznamem EO v koncentraci 1 mg/ml. Pro

potvrzeni identifikace trans-y-bisabolenu byla pouzita smés jeho izomert. Hledana
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latka byla shodna svym MS spektrem a reten¢nim ¢asem s poslednim vychazejicim
izomerem bisabolenu a bylo tak ovéfeno, Ze se jedna pravé o trans-y-bisabolen
(ptiloha 10).

5.3 Porovnani citlivosti tykadel Ips typographus a Ips duplicatus na
syntetické standardy antenalné aktivnich latek

Pro potvrzeni EAD aktivit a porovnani citlivosti tykadel Ips duplicatus a Ips
typographus byly ze syntetickych standardii namichany dvé rizné smési (A a B)
tak, aby jednotlivé latky byly pifitomny v koncentraci 100 ng na 1 ul roztoku.
Biologicka aktivita smési byla GC-EAD analyzovana na tykadlech Ips typographus
a Ips duplicatus a citlivost tykadel zkoumanych druhi byla porovnana srovnanim
amplitud EAD odpovédi. Smés A obsahovala a-pinen, B-pinen, 3-caren, limonen a
linalool. Smés B zahrnovala camphen, myrcen, p-cymen, 1,8-cineol a borneol. Pro
nedostupnost ostatnich syntetickych standardt (a-phellandrenu, isoborneolu,
isobornylacetatu a trans-y-bisabolenu) pii pfipravé smési byla u téchto latek pouze
potvrzena spravnost identifikace. Tyto slouceniny vSak nebyly zahrnuty do
porovnani citlivosti tykadel a budou pfedmétem dal§iho zkoumani. Na pocatku
meteni nebyl dostupny také isoborneol, proto bylo porovnani citlivosti tykadel
provadéno sjeho izomerem borneolem, ktery byl zahrnut do smési B. Pro
isoborneol, ktery se nachazi v EO, byla pouze ovétena identifikace.

V provedenych méfenich byla prokdazana EAD aktivita na vSechny
syntetické standardy véetné borneolu na tykadlech Ips typographus (piiloha 11 a
13) a na tykadlech Ips duplicatus (piiloha 12 a 14). V zaznamech jsou vidét rizné
vysoké piky syntetickych standardd. Plocha téchto pikt, kterd indikuje mnozstvi
dané latky vsak byla u vSech piku stejna (+ 2 %).

U obou smési bylo naméfeno 6 dobrych zdznami tykadel pro Ips
typographus a Ips duplicatus a byla zmétena velikost pikti odpovédi na dané latky
(tab. 4-7). Do plynového chromatografu byl nastiiknut 1 ul dané smési. Po
prichodu kolonou bylo mnozstvi latek rozdéleno na dvé stejné poloviny, kdy jedna
pokracovala do plamenoioniza¢niho detektoru (FID) a druhé na tykadlo. Odpovéd
tykadla je tak umérna stimulaci 50 ng dané latky. Pro tyto analyzy byl pouzit cely
zivy zafixovany brouk, u které¢ho nelze uvazovat o vyznamnéjSim snizeni citlivosti

tykadla v prubéhu pfiblizné 2 minut, po které vychazely syntetické standardy
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Vjedné smési z GC (na zaklad¢ pokust snizovani citlivosti jednotlivych druht
zapojeni tykadel, viz metodika). Z toho divodu lze rovnou bez nutnosti dalsi
korekce porovnavat velikosti odpovédi jak mezi individualnimi tykadly a druhy

ktrovca, tak mezi jednotlivymi latkami navzajem.

Tabulka 4: Velikost odpovédi Ips typographus na smés A.

a-Pinen B-Pinen 3-Caren Limonen Linalool

Tykadlo (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
A 0,17 0,12 0,15 0,1 0,12

B 0,08 0,12 0,1 0,1 0,17

C 0,1 0,12 0,27 0,16 0,12

D 0,14 0,21 0,14 0,09 0,18

E 0,22 0,19 0,18 0,13 0,19

F 0,17 0,19 0,18 0,12 0,18
Primér 0,147 0,158 0,170 0,117 0,160

Velikost odpovédi tykadel A-F odpovida stimulaci 50 ng dané latky a je uvedena v mV.

Tabulka 5: Velikost odpovédi Ips duplicatus na smés A.

a-Pinen B-Pinen 3-Caren Limonen Linalool

Tykadlo (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
A 0,14 0,23 0,21 0,14 0,25

B 0,14 0,17 0,17 0,05 0,18

C 0,13 0,13 0,11 0,08 0,13

D 0,14 0,12 0,16 0,13 0,18

E 0,14 0,17 0,13 0,1 0,21

F 0,12 0,13 0,11 0,14 0,22
Pramér 0,135 0,158 0,148 0,107 0,195

Velikost odpovédi tykadel A-F odpovida stimulaci 50 ng dané latky a je uvedena v mV.

Tabulka 6: Velikost odpovédi Ips typographus na smés B.

Camphen Myrcen p-Cymen 1,8-Cineol Borneol

Tykadlo (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
A 0,18 0,17 0,27 0,68 0,23

B 0,1 0,15 0,24 0,3 0,15

C 0,14 0,18 0,19 0,31 0,13

D 0,13 0,19 0,3 0,31 0,17

E 0,13 0,25 0,35 0,38 0,19

F 0,14 0,12 0,18 0,21 0,11
Pramér 0,137 0,177 0,255 0,365 0,163

Velikost odpovédi tykadel A-F odpovida stimulaci 50 ng dané latky a je uvedena v mV.

Tabulka 7: Velikost odpovédi Ips duplicatus na smés B.

Camphen Myrcen p-Cymen 1,8-Cineol Borneol
Tykadlo (mV) (mV) (mV) (mV) (mV)
A 0,1 0,17 0,15 0,19 0,14
B 0,13 0,16 0,21 0,18 0,16
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C 0,13 0,19 0,18 0,18 0,18
D 0,12 0,18 0,21 0,18 0,21
E 0,07 0,14 0,12 0,11 0,19
F 0,15 0,11 0,11 0,22 0,14
Primér 0,117 0,158 0,163 0,177 0,170

Velikost odpovédi tykadel A-F odpovida stimulaci 50 ng dané latky a je uvedena v mV.

Pro tcely posouzeni citlivosti tykadel Ips typographus a Ips dulicatus na a-
pinen, B-pinen, 3-caren, limonen, linalool, camphen, myrcen, p-cymen, 1,8-cineol
a borneol byly velikosti odpovédi na tyto latky porovnany pomoci dvouvybérového
t-testu. Ukazalo se, Ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05 je Ips typographus citlivejsi
na latky p-cymen a 1,8-cineol.

Pti niz§i koncentraci syntetickych standardii odpovidala tykadla Ips
typographus a Ips duplicatus pouze na nékteré latky. Pro tuto analyzu byla pouzita
koncentrace syntetickych standard 10 ng/ul. Tykadlo tak bylo stimulovano 5 ng
dané latky (do chromatografu byl nastiiknut 1 pl dané smési a na konci kolony
rozdélen 1:1 na tykadlo a FID). Ips typographus odpovidal na a-pinen, linalool,
myrcen, p-cymen a 1,8-cineol zatimco Ips duplicatus pouze na linalool, p-cymen a
1,8-cineol. Byly tak nalezeny odlisnosti mezi zkoumanymi druhy kirovcu
v citlivosti tykadel pii stimulaci nizkymi davkami aktivnich latek, kdy Ips

duplicatus na rozdil od Ips typographus nereagoval na a-pinen a myrcen.

6 Diskuze

V esencialnim oleji (EO) vyrobeném parni destilaci jehlic a malych vétvicek
Picea abies bylo pomoci plynové chromatografie objeveno velké mnozstvi latek.
Po GC-EAD analyzach 2 riznych koncentraci EO smrku na tykadlech ktirovct Ips
typographus a Ips duplicatus bylo nalezeno celkem 16 antenalné aktivnich latek, z
nichz se 13 latek podafilo jednoznaéné identifikovat. Zjistili jsme, ze oba druhy
ktirovetl vnimaji stejné slouceniny obsazené v EO smrku, ale byl nalezen rozdil
mezi témito druhy V citlivosti tykadel pro nékteré slouc¢eniny. Pfi odpovédi tykadel
na stimulaci 50 ng latek se ukazal statisticky vyznamny rozdil v EAD odpovédich
na p-cymen a 1,8-cineol. Zjistili jsme, ze tykadlo Ips typographus bylo k t¢émto
dvéma latkam citlivéj$i nez tykadlo Ips duplicatus. Rozdilna citlivost
porovnavanych druhti kiirovet se projevila také pti zaznamu EAD odpovédi na

stimulaci 5 ng latek. Pfi této koncentraci reagovala tykadla obou druhti pouze na
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nékteré slouceniny. Tykadla obou druht, Ips typographus i Ips duplicatus
odpovidala na linalool, p-cymen a 1,8-cineol. Ips typographus navic vnimal a-pinen
a myrcen, na které u Ips duplicatus nebyla nalezena odpovéd'.

Podobna prace, ktera by srovnavala antenalni vniméni té¢kavych latek ze
smrku pro Ips typographus a Ips dulicatus doposud nebyla zpracovana. Také
porovnani citlivosti atendlnich odpovédi obou druhd k jednotlivym
identifikovanym slou¢eninam dosud nebyla provedena. Nicméné Ips typographus
je jednim z nejprozkoumanéjs$ich druhii kiiroveid a v predchozich pracich bylo jiz
nalezeno mnoho aktivnich latek (viz tab. 1).

Tabulka 8: Seznam aktivnich latek v EO smrku a jejich porovnani s jiz publikovanymi udaji

pro Ips typographus.

Latka Typ fyziologif:kého Zdroj
testovani

a-Pinen EAD, SSR 1,3,4,56,7,8
Camphen EAD 5
B-Pinen EAD, SSR 3,5,6,7,8
Myrcen EAD, SSR 1,3,4,56,7,8
a-Phellandren X
3-Caren EAD, SSR 3,56,7,8
p-Cymen EAD, SSR 3,4,5,6,7,8
Limonen EAD, SSR 3,56,7,8
1,8-Cineol EAD, SSR 3,4,5,6,7,8
Linalool EAD, SSR 2,3
Isoborneol X
Isobornylacetat X
trans-y-Bisabolen X

Latky byly v predchozi literatute testovany bud’ jako aktivni pro celé tykadlo (EAD), byl
pro né nalezen specificky ORN (SSR), nebo dosud nebyly identifikovany jako aktivni pro Ips
typographus (x). Zdroj: 1 — Tommeras, 1985; 2 - Zhang a Schylter, 2004; 3 - Andersson et al., 2009;
4 — Andersson, 2012; 5 - Kalinova et al., 2014; 6 - Schiebe et al., 2015; 7 - Raffa et al., 2016, 8 -
Schiebe et al., 2019.

Ve shodé s nasimi vysledky byla diive zjisténa aktivita Ips typographus na
a-pinen, B-pinen, myrcen, 3-caren, p-cymen, limonen, 1,8-cineol a linalool, pro
které byl zaroven nalezen i specificky ORN vnimajici tyto latky. Pro camphen byla
pouze potvrzena aktivita celého tykadla (Kalinova et al., 2014), ale nebyl pro ngj
dosud nalezen ORN (viz tab. 8). Udaje o aktivité a-phellandrenu pro Ips
typographus nebyly dosud publikovany, ale Kalinova et al. (2014) zjistila aktivitu
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tykadla na jeho izomer [-phellandren. Antenalni aktivity isoborneolu,
isobornylacetatu a trans-y-bisabolenu nebyly dosud identifikovany a predstavuji
tak nové poznatky pro Ips typographus.

Druh Ips duplicatus neni zdaleka tak prozkouman a bylo publikovano jen
nékolik malo praci popisujicich jeho ¢ichové vnimani. Byers et al. (1990)
identifikoval feromonové komponenty Ips duplicatus a Zhang et al. (2007) potvrdil
aktivitu tykadla na dal$i feromony jako amitinol, ipsenol, cis-verbenol, trans-
verbenol a verbenon. Dale bylo nalezeno i n¢kolik aktivnich nehostitelskych latek
(Zhang a Schlyter, 2004). Zadna prace viak dosud nestudovala aktivitu tykadel Ips
dublicatus na hostitelské latky smrku, a proto vSechny zjisténé aktivni slouc¢eniny
Vv této praci piedstavuji nové poznatky. Zhang et al. (2007) sice naSel piilezitostné
slabé odpovédi Ips duplicatus na né€které monoterpeny (a-pinen, B-pinen, limonen,
B-phellandren a p-cymen), ale tyto odpovédi nebyly reprodukovatelné. Nicméné
schopnost vnimani hostitelskych latek ktirovcem Ips duplicatus dokazuje jeho vétsi
vyskyt v oblastech s ponechanymi t€Zebnimi zbytky oproti charakterové podobnym
mistim bez zdroji hostitelskych tékavych latek (Duduman, 2012). Duduman
(2013) dokonce prokazal vnimani hostitelskych monoterpenti a-pinenu a limonenu
kirovcem Ips duplicatus v polnich experimentech, kdy a-pinen jen mirné zvysoval
atraktivnost feromonu, zatimco a-pinen s limonenem vyrazné zvySovaly atraktivitu
feromonu. Pfidanim samotného limonenu ptitazlivost feromonu pro Ips duplicatus
zvySena nebyla. Tyto fakty mohou podporovat teorii, ze pro behavioralni
jednotlivych komponenti (Raffa, Andersson, Schlyter, 2016).

Studie ukazuji, Ze pro rozhodovani Ips typographus o vhodnosti hostitele
muze byt dilezity 1,8-cineol, ktery vyrazné€ snizuje atraktivitu feromonu. ORN
citlivy na toto slouceninu se nachazi ve stejné senzile jako ORN vnimajici feromon
(Raffa, Andersson, Schlyter, 2016). Ve shod¢ s uvedenymi poznatky jsou vysledky
této prace, které dokazuji vysokou citlivost tykadel Ips typographus na 1,8-cineol.
U tykadel Ips duplicatus byla citlivost na 1,8-cineol mensi, ale u tohoto druhu dosud
nebyly identifikovany Zadné ORN, ani jejich ptipadna kolokalizace.

Cis-vebrenol, jeden ze dvou hlavnich feromonovych komponentt Ips

typographus je brouky produkovan pomoci autooxidace hostitelského prekurzoru
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a-pinenu (Blomquist et al., 2010), ktery byl tykadly Ips typographus vniman i ve
velmi malych mnozstvich (stimulace 5 ng). Naproti tomu feromonové komponenty
Ips duplicatus ipsdienol a E-myrcenol jsou vytvafeny kturovei metodou de novo
(syntetizovany ve stievech téchto broukut) a ne z hostitelského prekurzoru myrcenu,
jak bylo diive ptedpokladano (Ivarsson a Birgersson, 1995). Tento monoterpen byl
tykadly Ips duplicatus vniman az pfi vyssich koncentracich.

Ips typographus a Ips duplicatus jsou pomérné piibuzensky vzdalené druhy,
piesto vSak vnimaji stejné hostitelské latky. Lze tedy usuzovat, ze jejich odlisné
chovani pii kolonizaci hostitele vyplivd zrozdilného zpracovani pfijatych
informaci v mozku. Pro vyhodnoceni piipadného odlisného vnimani hostitelskych
latek by bylo zapotiebi uskutecnit behavioralni testy na zjisténé aktivni latky a
jejich rtizné smési.

U nékterych hostitelskych slou¢enin byla zjisténa rozdilna citlivost tykadel
Ips typographus a Ips duplicatus. To mize byt ve shodé s teorii, Ze pro rozhodovani
ktirovcet jsou dilezité poméry jednotlivych komponentl ve smési semiochemikalii
(Raffa, Andersson, Schlyter, 2016). Odlisna citlivost vnimani obou druht k danym
latkdm tak muze zapficinit jiné chovani kirovce. Pro lepsi zmapovani citlivosti
tykadel, by bylo zapotfebi udélat dose-respond kiivky pro jednotlivé aktivni
slouCeniny (kiivka zobrazujici zavislost velikosti odpovédi tykadla na mnozZstvi
stimulujici latky).

V této préci byl analyzovan vzorek ziskany parni destilaci jehlic a malych
véticek, u kterého nebyl nalezen kvalitativni rozdil ve vnimani mezi druhy Ips
typographus a Ips duplicatus. Rozdilné chovani pii kolonizaci hostitele by tak
absenci stézejnich latek v analyzovaném vzorku. V pilotnich experimentech (které
nejsou soucasti vysledkil této prace) bylo provedeno jimani tékavych latek
vyparovanych ze Spalku 100let¢ho smrku ztepilého (délky cca 50 cm) metodou
dynamické headspace (Spalek byl zabalen do pecici folie, ze které byl pumpickou
odsavan vzduch pres absorbent pro zachytdvani latek. Vzduch ptichazejici dovnitt
folie byl filtrovan stejnym absorbentem. Jimani trvalo 24 hodin za pritoku vzduchu
100 ml/min. Poté byl absorbent promyt 200 ul hexanu). V obou vzorcich (EO a

headspace) jsou ve vysokych koncentracich obsazeny hlavni monoterpeny (o-
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pinen, camphen, B-pinen, myrcen, 3-caren, p-cymen, limonen a 1,8-cineol). Ostatni
latky se vSak li$i a ve vzorku najimaném metodou dynamické headspace z kmene
smrku je oproti vzorku EO navic mnoho sloucenin, které by mohly byt
potencionalné odlisné ve vnimani Ips typographus a Ips duplicatus (viz obr. 15).
Kalinova et al. (2014) zkoumala aktivitu tykadel Ips typographus na vzorek
najimany metodou dynamické headspace z 1 m dlouhych Spalkil smrku ztepilého
po dobu 5 hodin. V téchto vzorcich naSla stejné monoterpeny, jako byly
identifikovany v této praci. Navic zde vSak byly piitomny latky sabinen, B-
phellandren, y-terpinen, terpinolen, nonanal, camphor, trans-pinocamphon, cis-
pinocamphon, terpinen-4-ol a verbenon, které se nenachazely v EO smrku a
vyvolavaly odpovéd tykadla Ips typographus. Podobna analyza vsak nebyla

provedena pro Ips duplicatus.
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Obrazek 15: Rozdil ve slozeni vzorkl ziskanych parni destilaci jehlic a malych vétvicek
(EO) smrku (FID 30) a metodou dynamické headspace polene z kmene 100letého smrku ztepilého
(FID 1) detekovaného plamenoionizacnim detektorem. U kazdého obrazku je zaznam alkand s pocty
uhliktt 9-20 (FID 5 a 9). Autor: Jaromir Blaha.

Jednim z rozdila pii kolonizaci hostitele mezi kiirovcei Ips typographus a Ips
duplicatus je oblast kmene, kterou napadaji. Ips typographus kolonizuje spodni ¢ast
kmene od paty po pocatek koruny, zatimco Ips duplicatus napada strom hlavné
Vv oblasti koruny a silnych vétvi (Holusa et al., 2006; Zahradnik, Knizek, 2007,
Knizek, Holusa, 2007). Po najimani vzorkti metodou dynamické headspace (24
hodin, 200 pul rozpoustédla) spodni ¢asti kmene (Spalek 50 cm dlouhy, z prvni
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pétiny kmene) a vrchni ¢asti kmene (Spalek 50 cm dlouhy, z paté petiny kmene) a
jejich analyzovéani na GC nebyl nalezen kvalitativni rozdil. V obou vzorcich se
nachazely stejné latky, ale je mozny rozdil v kvantité¢ jednotlivych sloucenin
(kvantita nebyla hodnocena). Rozdily pii kolonizovani odliSnych ¢asti kmene by
tak mohla vysvétlit rizna citlivost tykadel 1ps typographus a Ips duplicatus na latky
obsazené v lyku, nicméné GC-EAD analyzy nebyly provedeny.
7 Zavér

Ve vzorku esencidlniho oleje ziskaného parni destilaci jehlic a vétvicek
smrku ztepilého bylo nalezeno celkové 16 antenalné aktivnich latek pro Ips
typographus a Ips duplicatus, z nichZ se u 13 podaftilo urcit a oveéfit jejich identitu.
Oba druhy kirovci vnimaji stejné hostitelské viing, ale byl zjistén rozdil v citlivosti
na n¢které z nich. U druhu Ips typographus byly uréeny 4 nové aktivni latky, o
jejichz vnimani lykozroutem smrkovym doposud nebyly publikovany zadné udaje
(a-phellandren, isoborneol, isobornylacetat a trans-y-bisabolen). Druh Ips
duplicatus neni zdaleka tolik prozkouman, a proto vSechny identifikované aktivni
latky (a-pinen, camphen, B-pinen, myrcen, a-phellandren, 3-caren, p-cymen,
limonen a 1,8-cineol, linalool, isoborneol, isobornylacetat a trans-y-bisabolen)
ptredstavuji nové poznatky o ¢ichovém vnimani tohoto druhu klirovce.
typographus a Ips duplicatus. U vSech identifikovanych latek by bylo zapotiebi
udé€lat behavioralni testy s obéma druhy ktrovcl. Nasledné zjisténé udaje o
pfipadné atraktivité ¢i repelenci by bylo moZzno pouZit v praxi pifi ochrané lesa a
kontrole obou druhui Ips typographus a Ips duplicatus. Dalsi ptipadné rozdily
v ¢ichovém vnimani mezi zkoumanymi druhy kiirovel by bylo mozné zjistit

testovanim tékavych latek vyparovanych z kmene smrku ztepilého.
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Prilohy

1. Chovny box.

"
3

Priloha 1: Chovny plastovy box s infestovanym polenem podloZenym papirovou utérkou.
V zadni ¢asti je vidét otvor a hadice pro odtah vzduchu (1), ve viku otvor prekryty sitkou pro vstup
¢erstvého vzduchu (2). Autor: Jaromir Blaha
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2. Zapojeni tykadla.

iy

Priloha 2: Preparat zafixovaného tykadla s Zivym broukem (1) na stojanku (5) zapojenym
mezi referencni (2) a méfici (3) elektrodu s pred zesilovacem (10x, Syntech Universal Probe) (4)
pomoci mikromanipuldtorti (Narishige) (6). Métici elektroda (3) je zapojena do analogo-digitalniho
pfevodniku (8). Zapojeni probihalo pod stereomikroskopem (zvétSeni 60x) (7). Pro pfenos
analyzovanych latek k tykadlu byl pouzit vzduch vlhéeny pomoci promyvacky plynu (9). Autor:
Jaromir Blaha
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3. Zaznam EO smrku v koncentraci 1 mg/ml a biologické odpoveédi tykadel Ips

typographus na aktivni latky.
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Priloha 3: Vrchni zdznam zobrazuje alkany s po¢ty uhlikt 9-13 (FID 9). Pod nim je zaznam
EO smrku (FID 27) s ozna¢enymi aktivnimi latkami. Spodni 3 zdznamy (EAD 27, EAD 29 a EAD
30) ukazuji odpovédi tykadla Ips typographus na uvedené latky. Ostatni zdznamy zobrazuji aktivitu
tykadel na stejné slouéeniny. Autor: Jaromir Blaha.

4. Zaznam EO smrku v koncentraci 1 mg/ml a biologické odpovédi tykadel 1ps

duplicatus na aktivni latky.
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Priloha 4: Vrchni zaznam zobrazuje alkany s pocty uhlikti 9-13 (FID 5). Pod nim je zdznam
EO smrku (FID 32) s oznagenymi aktivnimi latkami. Spodni 3 zaznamy (EAD 1, EAD 35 a EAD
38) ukazuji odpovédi tykadla Ips duplicatus na uvedené latky. Ostatni zdznamy zobrazuji aktivitu
tykadel na stejné slouceniny. Autor: Jaromir Blaha.
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5. Prvni ¢ast zdznamu EO smrku v koncentraci 10 mg/ml a biologické odpovédi

tykadel Ips typographus na aktivni latky.
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Priloha 5: Vrchni zaznam zobrazuje alkany s pocty uhlikd 9-13 (FID 9). Pod nim je zdznam
EO smrku (FID 3) s oznadenymi aktivnimi latkami. Spodni 3 zdznamy (EAD 4, EAD 12 a EAD 33)
ukazuji odpovédi tykadla Ips typographus na uvedené latky. VloZena okna zobrazuji detail aktivity
tykadel na dané latky, které nejsou ziejmé z ptivodniho zaznamu. Ostatni zaznamy ukazuji odpoveédi
tykadel na stejné slouéeniny. Autor: Jaromir Blaha.

6. Druhd cast zaznamu EO smrku v koncentraci 10 mg/ml a biologické odpovédi

tykadel Ips typographus na aktivni latky.
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Priloha 6: Vrchni zdznam zobrazuje alkany s pocty uhliki 13-21 (FID 9). Pod nim je
zaznam EO smrku (FID 3) s ozna¢enymi aktivnimi latkami. Spodni 3 zaznamy (EAD 3, EAD 6 a
EAD 34) ukazuji odpovédi tykadla Ips typographus na uvedené latky. Ostatni zaznamy zobrazuji
aktivitu tykadel na stejné slouceniny. Autor: Jaromir Blaha.
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7. Prvni ¢ast zdznamu EO smrku v koncentraci 10 mg/ml a biologické odpovédi

tykadel Ips duplicatus na aktivni latky.
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Priloha 7: Vrchni zaznam zobrazuje alkany s pocty uhlikti 9-13 (FID 5). Pod nim je zdznam
EO smrku (FID 30) s ozna¢enymi aktivnimi latkami. Spodni 3 zdznamy (EAD 10, EAD 30 a EAD
31) ukazuji odpovédi tykadla Ips duplicatus na uvedené latky. Ostatni zaznamy zobrazuji aktivitu
tykadel na stejné slouceniny. Autor: Jaromir Blaha

8. Druha ¢ast zdznamu EO smrku v koncentraci 10 mg/ml a biologické odpovédi

tykadel Ips duplicatus na aktivni latky.
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Priloha 8: Vrchni zaznam zobrazuje alkany s pocty uhlikt 13-21 (FID 5). Pod nim je
zédznam EO smrku (FID 30) s ozna¢enymi aktivnimi latkami. Spodni 3 zaznamy (EAD 20, EAD 22
a EAD 31) ukazuji odpovédi tykadla Ips duplicatus na uvedené latky. Ostatni zdznamy zobrazuji
aktivitu tykadel na stejné slouceniny. Autor: Jaromir Blaha
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9. Potvrzeni identifikace latek syntetickymi standardy, ¢ast 1.
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Priloha 9: Potvrzeni identifikace latek porovnanim reten¢nich ¢ast syntetickych standarda
a EO smrku. Porovnani pro latky, které se v EO vyskytuji ve velkém mnozstvi. Vrchni zaznam
zobrazuje alkany s pocty uhliki 13-21 (FID 13). Pod nim je zaznam EO smrku (FID 22)
v koncentraci 100 ng/ul. Nasleduji zaznamy syntetickych standarda v koncentraci 10 ng/ul a-pinenu
(FID 1), camphenu (FID 2), 3-carenu (FID 5), limonenu (FID 8) a isobornylacetatu (FID 17). Autor:
Jaromir Blaha.

10. Potvrzeni identifikace latek syntetickymi standardy, ¢ast 2.

“ “ C13] ||
I I \
‘ | | | I
E ez | [ “\ ,ltl ﬁ J | Jlk
c9 H “ c0 | c11 c1z | c14 C15
in | T Iﬁ‘ ‘
g || e & \ |'
1D 14: EO SM 1m ‘ | ‘L\ S;'“”“M || “
s cosmingy | | L_/ \_j‘q | Lo e J e A | RS | G
FID 3: b-pinen 10 ng/ul ."ﬂ‘
FID 4: myrcene 10 ng/ul f
FID 15: a-phellandrene 10 ng/ul ]S/LFFL,, e e oo R e e S S
_sm 7: Cymene 10 ng/ul ,'n\
FID 9: Cineol 10 ng/ul _/f‘\
FID 10: linalool 10 ng/ul Jlrli |
o i S S — .H
FID 24: Bisabolen mix 100 ng/ul R, S j\jLJJ "ﬁu\\/"\w}ﬂ\ﬂp\\ ) J k\w__,

Priloha 10: Potvrzeni identifikace latek porovnanim retencnich cast syntetickych
standardi a EO smrku. Porovnani pro latky, které se v EO vyskytuji ve mensim mnozstvi. Vrchni
zéznam zobrazuje alkany s pocty uhlikti 13-21 (FID 13). Pod nim je zdznam EO smrku (FID 14)
v koncentraci 1 mg/ml. Nasleduji zaznamy syntetickych standardt v koncentraci 10 ng/ul B-pinenu
(FID 3), myrcenu (FID 4), a-phellandrenu (FID 15), p-cymenu (FID 7), 1,8-cineolu (FID 9),
linaloolu (FID 10), isoborneolu (FID 23) a smési izomert bisabolenu v koncentraci 100 ng/ul (FID
24). U standardu a-phellandrenu je cilova latka prvni pik (ovéfeno analyzou na hmotnostnim
spektrometru) a ostatni latky jsou znecCisténi. U smési izomera bisabolenu je hledana sloucenina
posledni nejvétsi pik trans-y-bisabolen. Autor: Jaromir Bldha
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11. Potvrzeni aktivity tykadel Ips typographus na syntetické standardy, smés A.
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Priloha 11: Vrchni zaznam zobrazuje alkany s po¢ty uhlik 9-11 (FID 8). Po nim je smés
syntetickych standard a-pinenu, B-pinenu, 3-carenu, limonenu a linaloolu (FID 1). Kazdy standard
je v koncentraci 100 ng na 1 pl celého roztoku. Spodni 3 zaznamy (EAD 4, EAD 5 a EAD 6) ukazuji

odpovédi tykadla Ips typographus na uvedené latky. Ostatni zdznamy zobrazuji stejnou aktivitu
tykadel. Autor: Jaromir Blaha

12. Potvrzeni aktivity tykadel Ips duplicatus na syntetické standardy, smés A.
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Priloha 12: Vrchni zaznam zobrazuje alkany s pocty uhliki 9-11 (FID 16). Po nim je smés
syntetickych standardii a-pinenu, B-pinenu, 3-carenu, limonenu a linaloolu (FID 1). Kazdy standard
je v koncentraci 100 ng na 1 pl celého roztoku. Spodni 3 zdznamy (EAD 2, EAD 4 a EAD 7) ukazuji

odpovédi tykadla Ips duplicatus na uvedené latky. Ostatni zaznamy zobrazuji stejnou aktivitu
tykadel. Autor: Jaromir Bldha
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13. Potvrzeni aktivity tykadel Ips typographus na syntetické standardy, smés B.
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Priloha 13: Vrchni zaznam zobrazuje alkany s po¢ty uhlik 10-12 (FID 9). Pod nim je smés
syntetickych standardii camphenu, myrcenu, p-cymenu, 1,8-cineolu a borneolu (FID 1). Kazdy
standard je v koncentraci 100 ng na 1 pl celého roztoku. Spodni 3 zaznamy (EAD 2, EAD 4 a EAD

6) ukazuji odpovédi tykadla Ips typographus na uvedené latky. Ostatni zdznamy zobrazuji stejnou
aktivitu tykadel. Autor: Jaromir Blaha

14. Potvrzeni aktivity tykadel Ips duplicatus na syntetické standardy, smés B.
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Priloha 14: Vrchni zaznam zobrazuje alkany s po¢ty uhlikti 10-12 (FID 17). Po nim je smés
syntetickych standardt camphenu, myrcenu, p-cymenu, 1,8-cineolu a borneolu (FID 1). Kazdy
standard je v koncentraci 100 ng na 1 pl celého roztoku. Spodni 3 zaznamy (EAD 10, EAD 13 a

EAD 14) ukazuji odpovédi tykadla Ips duplicatus na uvedené latky. Ostatni zaznamy zobrazuji
stejnou aktivitu tykadel. Autor: Jaromir Blaha

67



