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Cile prace
Cilem prace je definovat antendlné aktivni latky obsaZené v EQ Pompinella anisum, Origanum vulgare,
a Thymus vulgaris, aby mohly byt dale studovany v behaviordlnich a fyziologickych experimentech.

Metodika

Metodicky bude prace zaméfena na analyzu dichowych schopnosti I. typographus. Pomodl tzv. GC-EAD ).
propojeni plynové chromatografie (GC, separadni technika, kterd umoZfiuje déleni slofitych tékawych smési)
a elektrofyziologického snimani aktivity z Cichového organu (EAD) budeme délit smési wyie uvedenych EQ
astudovat antenalni odpovédi na jednotlivé rozdélens |atky. Aktivni l3tka vyvolava zménu napét na tykadle
a tyto zmény budou zaznamenavany pomoci elektrod, zesilovany a analyzovany na PC. Poté budou aktivni
latky identifikovany pomoci dvojrozmérné plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem, GCxGC-MS.
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Abstrakt

Lykozrout smrkovy (Ips typographus) je nejvétsi Skidce smrkovych porosti
(Picea abies). K uspésné kolonizaci stromu samci produkuji agregac¢ni feromon,
ktery 1dka brouky obou pohlavi. Tento feromon a jiné viiné dokaze vnimat pomoci
velmi citlivych ¢ichovych receptorti, které se nachazeji v senzilach na tykadle.
Tato prace meéla za cil identifikovat antenalné aktivni latky v repelentnich

esencialnich olejich (EO) Pimpinella anisum, Thymus vulgaris a Origanum vulgare.

V této praci jsem nejprve zjisStoval pomoci elektroantennografie (EAG), jak dlouho
je schopno izolované tykadlo kirovce reagovat na Cichové podnéty.
Druhy experiment byl zaméfen na porovnani EAG aktivity raznych koncentraci
(1, 10 100 pg/ul, 1, 10, 100 ng/ul) tii esencialnich oleji Pimpinella anisum, Thymus
vulgaris a Origanum vulgare. Ve tfetim experimentu jsem pomoci plynové
chromatografie spojené s elektroantenografickou detekci (GC-EAD), analyzoval
jednotlivé esencidlni oleje a nasledné pomoci plynové chromatografie s hmotnostni
detekci (GC-MS), a Kovatsovych indexd byly identifikovany antenalné aktivni latky
EO.

Bylo zjisténo, Ze izolované tykadlo 1ykoZrouta reaguje na ¢ichové podnéty po dobu
14 minut. V EAG experimentech vyvolaval nejsilnéjsi reakce tykadel Origanum
vulgare ve vSech testovanych koncentracich. Odpovédi vétsi nez hexan se
vyskytovaly od koncentrace 100 ng/ul a vétsich. V. GC-EAD a GC-MS
experimentech bylo identifikovdno celkem sedm antendlné aktivnich latek,

které vyvolaly rizn¢ silné antendlni odpovédi.

Identifikované antenalné aktivni latky repelentnich EO byly anetol, carvacrol,
caryophyllen, cymen, estragol, thymol, y-Terpinen. Estragol, cymen a y-Terpinen jiz
byly u Ips typographus studovany a bylo zjisténo, Ze jsou vnimany specifickymi
¢ichovymi neurony (OSN). Ostatni latky anetol, carvacrol, caryophyllen a thymol

doposud studovany nebyly a budou zdkladem dalSich studii.



Abstrakt

Spruce bark beetle (Ips typographus) is the economicaly important pest of spruce
forests (Picea abies). To succcesfully colonize the tree, males produce an agregation
pheromone that attract both sexes of beetle. Beetles perceive the pheromone
and other scents with very sensitive olfactory receptors on antennae. Aim of this
work was to identify antennaly active substances from essential oils with repellent

effect - Pimpinella anisum, Thymus vulgaris and Origanum vulgare.

Using electroantennography (EAG), | first tried to determine how long isolated
antennae are able to respond to olfactory stimulations. EAG was also used for
efficiency comparison of various concentrations (1, 10, 100 pg/ul, 1, 10, 100 ng/ul)
of three essential oils Pimpinella anisum, Thymus vulgaris and Origanum vulgare.
Finally, using gas chromatography with electroantennographic detection (GC-EAD),
we analyzed individual essential oils to determine anennally active compounds.
By means of gas chromatography with mass spektrometry (GC-MS), and Kovats
retention indexes we identified these antenally active substances.

| observed that isolated antennae of spruce bark beetles can react about
14 minutes. In EAG dose-response experiments, it was also observed that Origanum
vulgare elicited strongest EAD reactions in all concentrations tested. EAG responses
higher than hexane were observed above concentration 100 ng/ul. In GC-EAD
analyses we identified seven antenally active areas. Using GC-MS we identified 7
antennally active compounds anethole, carvacrol, caryophyllene, cymene, estragole,

thymol, y-Terpinene.

The substances estragole, anchole, cymene and y-terpinene have been already studied
on Ips typographus and specific olfactory neuron receptors were found on bark
beetle antennae. Compounds carvacrol, caryophyllene and thymol are new and will
be studied in further experiments.
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1. Uvod

Lykozrout smrkovy (Ips typographus L., Coleoptera, Curculionidae,
Scolytinae) je nejvétsim Skiudcem smrkovych porosti. V soucasné dobé
v Ceské republice prevazuji monokultury smrku ztepilého (Picea abies), ktery tvofi
az 50 % lesni plochy (Zelend sprava, 2018). V posledni dobé€ vlivem klimatickych
zmén dochazi v letnim obdobi k dlouhotrvajicim obdobim sucha, které ma
za nasledek oslabeni smrkovych porostii. Vyssi teplota a oslabeni stromt vytvaieji
idealni podminky pro vyvoj klirovcu. Tyto skutecnosti pfispély k soucasné obrovské
kirovcové kalamité. V roce 2018 bylo v Ceské republice evidovano 12. mil. m?
vytézeného smrkového kirovcového dieva. Tento udaj je vice nez dvojnasobny
v porovnani s rokem 2017 (5,34 mil. m?). Zelena sprava (2018) také uvadi,
ze na veétSin€ uzemi plati kalamitni stav a naopak v zadném z okrest neplati stav
zadkladni. Z dlouhodobého hlediska znamend vytézené kiirovcové dievo v roce 2018
rekordni hodnotu, ktera nebyla dosud na uzemi Ceské republiky zaznamenana.
Nejhorsi stav panuje i1 nadale v oblasti severni a stfedni Moravy a Slezska.
K extrémnimu zhorSeni stavu dochazi na tzemi VysoCiny a JihoCeského kraje.

Kalamitni stav lest v disledku piisobeni kiirovei se vSak tyka celé stiedni Evropy.

Lykozrout smrkovy je védci studovan uZz mnoho let. Soucasnd situace
upoutava pozornost Siroké vetejnosti, védcl a politikil. V poslednich letech vzniklo
mnoho projektl, které maji za cil 1épe popsat biologii samotného brouka a najit
ucinné zpuisoby ochrany proti nému. Tato prace se mize fadit do oblasti chemické
ekologie, ktera méa za cil porozumét fyziologii vnimani té€kavych latek,
které ovliviiuji chovani kirovcu I. typographus. Nedavno bylo zjisténo, ze nékteré
esencidlni oleje maji repelentni ucinky na chovani |. typographus. Je ziejmé,
ze jenom latky, které je schopen klrovec vnimat, mohou ovliviiovat chovani.
Zajimalo nas proto, které latky ztéchto esencidlnich oleji jsou kulrovci

I. typographus vnimany.



2. Cile prace

Cilem prace je definovat antenalné aktivni latky obsazené v EO Pimpinella anisum,
Origanum vulgare, a Thymus vulgaris, aby mohly byt dale studovany

v behavioralnich a fyziologickych experimentech.

3. Literarni reSerse

3.1 Ips typographus

Ips typographus je velmi cetny euroasijsky druh. Areal jeho vyskytu
je zaznamenan od severské tundry, az do hor balkanského poloostrova. Na zapadé
se vyskytuje od Pyreneji, dale ptes stfedni Evropu, znac¢nou casti Sibife az
k Japonsku. Ve stfedni Evropé byl jeho pivodnim vyskytem horsky smrkovy les
(do 2000 m n. m.) odtud se diky uméle vytvofenym hospodaiskym smrkovym
monokulturam dostal i do nizin (K#istek, Urban 2013). Zahradnik a kol. (1993)
uvedli, ¢ do skupiny kirovcoviti je fazeno na 5000 druhi. Na tizemi Ceské

republiky se nachazi celkem 106 zastupci.



3.1.1 Taxonomie

Taxonomické zatazeni podle Lobl, Smetana (2011)
RiSe: Zivo¢ichové (Animalia)
Podftise: Mnohobunécni (Metazoa)
Kmen: Clenovci (Arthopoda)
Podkmen: Vzdusnicovci (Tracheata)
Nadttida: Sestinozi (Hexapoda)
Ttida: Hmyz (Insecta)
Rad: Brouci (Coleoptera)
Podrad: Vsezravi (Polyphaga)
Nadceled’: Curculionidae
Celed’: Nosatcoviti (Curculionidae)
Podceled’: Kiirovcei (Scolytinae)

Rod: lykozrout (Ips)

3.1.2 Binomie

Lykozrout smrkovy je maly 4,2 - 5,5 mm dlouhy a 1,9 mm Siroky brouk.

V dospélosti je leskle tmavohnédy aZ ¢ernohnédy, na strandch ma vyrazné ochlupeni

zbarvené do zlatavé barvy. Krovky ma lesklé bez tecek naproti tomu zad’ krovek

je prohnuta, matna se ¢tyfmi zuby na kazdé strané. Nejvyraznéjsi z téchto zubl

je tieti, ktery je rozsifen do tvaru knofliku (Zumr 1995). Pffefer (1989) popisuje,

ze tykadla ma zakoncené pali¢kou. Na palickéch jsou viditelné vinkovité zprohybané

oblasti ¢ichovych senzil a oblasti bez nich. V taxonomické literatute se toto druhové

charakteristické uspofddani smyslovych oblasti na tykadlech nazyva

(Zahradnik a kol. 1993; Gries 2009).



Kiistek, Urban (2013) uvadi, ze lykozrout smrkovy Zije pod kirou smrkt
Picea abies. Samci na vybraném strom¢ vytvari pod ktirou snubni komtrku. Béhem
tvorby snubni komuirky samci uvoliiuji agregacni feromon. Samci se v komitirkach
paii z pravidla az se tfemi samicemi. Oplozené samicky hloubi matecné chodby
o délce Sest az deset cm, které jsou rovnobézné s osou stromu. Samice kladou
v matecnych chodbéch az 60 vajicek, ze kterych se ptiblizné po dvou tydnech lihnou
beznohé larvy, které hloubi chodby kolmé k matecné chodbé. Larvy se v priubéhu
dvou tydnt 3x svlékaji a kukli se v komurce na konci chodby. Po jednom az dvou
tydnech se z kukly lihne bily brouk, ktery potiebuje dvou - tii tydenni Gzivny Zzir,
béhem néhoz télo sklerotizuje, brouk hnédne, pohlavné dospiva a vyléta. Z pravidla
se dospélci lihnou v poméru 1:1, polovina populace jsou samci a polovina samice

(Zumr 1995; Byers 2004; Wermelinger 2004).

Béhem sezony se v naSich podminkdch vyviji jedna az tfi generace
v zavislosti na nadmoiské vysce a teploté¢ (Zahradnik 2004). Jak uvadi Skuhravy
(2002) v nékterych piipadech ¢ast dospélych brouku, kteti jiz zalozili kolonii,
zaklada tzv. sesterské generace s druhym Uzivnym zirem, kterym brouci obnovuji

tukové zasoby a letové svaly a jsou schopni dale kolonizovat dalsi stromy.

Dospéli brouci ptrezimuji v kife stromu, nebo ve svrchni vrstvé hrabanky
v blizkosti napadené dieviny. V piipadé, ze se nestihnou na podzim vyvinout
v dospélé brouky, dokazi zimu pieckat jako larvy nebo kukly v matefském stromé
(Kindlmann a kol. 2012). Byers (2004) popisuje, ze larvy ktrovcd svym Zzirem
poskodi nevratné vodiva pletiva stromu a tim ho zabiji. Déle také pfenasi pro smrk
patogenni houby mezi jinymi ptfedevs§im rod Ceratocystis, které napadaji vodiva

pletiva stromu a celkové oslabuji jeho kondici.

3.2 Hostitelsky strom

Zakladnim obrannym mechanismem stroma je pryskyfice. Tato viskdzni
kapalina se tvofi v pryskyficnych kandlcich a je sloZena t¢kavymi latkami, pfevazné
terpeny, v nichz jsou rozpustény netékavé slozky, diky kterym je pryskyftice lepiva.
Specifické slozky jsou alfa-pinen, beta-pinen, delta-3 karen, sabinen, limonen
a terpinolen a dalsi terpenické latky. Pfi hloubeni snubnich komtirek samci poskozuji
pryskyfi¢né kanalky, coz vede k vyronu pryskyfice, kterd mize byt vytlaCovana
na povrch stromu tlakem az 1,5 MPa. Pokud je tlak a mnozstvi pryskyfice
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v pryskyfi¢nych kanalcich dostate¢ny, mize ronici se pryskyfice jednotlivé klirovce
usmrtit. Tlak v pryskyfiénych kandlcich zavisi na tlaku v okolnich bunkach.
Pti nedostatku vody v obdobi sucha se tlak v kanalcich snizuje a tim je fyzikalni
obrana stromu zeslabena. Tlak vytlacované pryskyfice mize byt i nulovy, v takové
situaci se stava strom zcela bezbrannym, jelikoz neni schopen pouzit pryskyfici
v boji s napadajicim broukem, tento jev vSak nastava za velkého sucha. Dulezitym
faktorem obrany je také samotnd viskozita pryskyfice. Ta je zavisld na teploté.
Pro Iykozrouta smrkového je tak idealni doba k napadeni stromu béhem odpoledne,

kdy teploty dosahuji nejvyssich hodnot (Zahradnik 2004; Soucek, Tesat 2009).

3.3 Kolonizace hostitele

Kiistek, Urban (2013) uvadi, Zze pro snaz$i kolonizaci stromu preferuje
I. typographus stromy star§i 60 let. Hostitelské dieviny vybiraji samci.
Pti normalnich populacnich hustotach (tzv. endemické faze) pionyrsti samei preferu;ji
stromy poSkozené nebo oslabené, napt. stromy poldmané nebo vyvracené vichfici,
sn¢hem nebo stromy jinak fyziologicky oslabené, nejcastéji pak suchem, teplem
a jinymi environmentalnimi faktory. V endemické fazi se lykoZrouti stromiim v plné
sile vyhybaji. Pii zvySené populacéni hustoté (epidemicka faze) vSak napadaji
a jsou schopni usmrtit i zcela zdravé stromy. Schopnost ktiroved kolonizovat zdravé
stromy je umoznéna G¢innym agrega¢nim feromonem, ktery laka dalsi brouky obou
pohlavi a synchronizuje kolonizaci. Agregacni feromon je klic¢ovy pro synchronizaci

napadenti hostitele (Birgesson a kol. 1984).

Zahradnik a kol. (1993) popisuje primarni slozky tohoto feromonu,
2-metyl-3-buten-2-ol (MB), ktery pisobi v blizkosti stromu a slouzi pro pfesnou
lokalizaci hostitele a cis-verbenol (cV), jez je lykozrout schopny zachytit pii veétsi
vzdalenosti. Tyto latky vznikaji ve stfev€ samci. Pokud je na napadeném
stromé broukli prespfiliS a hrozi nedostatek potravy pro naslednou generaci,
samci lykozrouta vytvaii anti-agregacni feromony ipsenol a verbenon.
Ty inhibuji atraktivitu napadeného stromu a sméruji napadeni na stromy sousedni
(Schlyter a kol. 1987). Skuhravy (2002) dale uvadi, ze krom¢ regulace koloniza¢ni

hustoty verbenon také reguluje rovnomérné rozptyleni kirovel na kmeni stromu.



Zatimco MB je syntetizovan de novo, o cV se soudi, ze vznika detoxifikaci
hostitelskych terpenti a druhotné je vyuzivan jako klicova slozka agregac¢niho

feromonu (Jakus a kol. 2015).

Syntéza de novo byla poprvé prokazana pti testu u druhu Ips paraconfusus,
kde se pouzily radioaktivné oznafené chemické latky. Samci Ips paraconfusus
z oznacenych latek [1-14C] acetatu a [2-14C] tvotily radioaktivni ipsenol a ipsdienol
v tzv. mevalonatové biosyntetické draze. Podobn¢ byla de novo syntéza zjisténa také
u Ips duplicatus a Ips pini (Seybold a kol. 2000). U Il.typographus byl tento jev
dokazan pro hemiterpen MB (Blomquist a kol. 2010). Ips spp. se tak da zafadit mezi
druhy hmyzu, které vytvaii feromony dvéma zplGsoby (de novo a oxidaci
hostitelskych prekurzort), dale uvadi Seybold a kol. (2000), avSak pomér mezi

témito dvéma zpiisoby neni objasnén.

Tajemstvim zdstava u I. typographus také zplsob vybéru hostitelského
stromu. Jak popisuje Kalinova a kol. (2014) existuji dvé hypotézy. Prvni hypotéza
hovoii o tom, Ze se samci orientuji a vyhleddvaji hostitelsky strom na zakladé
¢ichovych podnétd. Hostitelské stromy emituji smési tékavych latek, obecné
nazyvanych primérni atraktanty. Slozeni téchto smési se méni v zavislosti
na fyziologickém stavu hostitele a tyto zmény pak mohou byt podkladem pro vybér
hostitele. Druha teorie pfedpokladd, Ze karovci naletuji na rizné stromy nédhodné
a teprve pfti kontaktu vyhodnocuji jeho vhodnost pro ptipadnou kolonizaci. Nedavné
vyzkumy ukézaly, ze tykadla klirovcl reaguji na mnoho hostitelskych tékavych
latek, a to nejen na ty, které jsou zastoupeny ve vysokych koncentracich jako
napiiklad terpeny a a B pinen, ale také na latky, které jsou pfitomné ve velmi malych
mnozstvich (Schiebe a kol. 2011, Schiebe a kol. 2012). Zda a jak se tyto latky
podileji na vyberu hostitele, zlstava prozatim nevysvétleno (Kalinova a kol 2014).
Kromé& chemickych latek ovliviiuji orientaci klirovell v ekosystému 1 dalsi faktory

jako je pocasi, nebo struktura porostu (Jakus a kol. 2015).



4. Komunikace hmyzu

Obecné, hmyz pro vzijemnou komunikaci dokaze vyuzivat specifické
dorozumivaci prostiedky. Jde o velmi Sirokou skalu signalt, které se daji rozdélit

na fyzikalni a chemické (Myles 2002).

Chapman (1998) tadi mezi fyzikalni komunikaci signaly zrakové, hmatové,
sluchové, vibracni a elektromagnetické podnéty. Vibracni komunikace, ktera
se muze Sifit substratem ¢i rostlinnym télem, ale i1 vibrace nesené vzduchem,
je zptisob dorozumivani pomoci vin, které maji své specifické vlastnosti (amplituda,

frekvence a vlnova délka) (Hanus, Sobotnik 2005).

Typicky akustickym signalem je stridulace, kterd je Ccasto projevem
teritoridlniho chovani samcii, Sifeni poplachu, nebo sexudlni chovani. U lykozrouta
probihd toto dorozumivani pomoci stridula¢niho Ustroji, které se nazyvad gula,
popisuje Chapman (1998). Ackoli je toto ustroji velmi jemné, dokaze vytvofit signdl,
jehoz pomoci se brouci dorozumivaji ve svém 1 v sousednim pozerku.
Akustickd komunikace ovliviiuje rozloZeni vajicek a rozprostieni ¢i pocet chodeb

v kmeni (Rudinsky 1962).

Zrak je u lykoZrouta smrkového vyvinut slabé, jeho o¢i obsahuji 100-240
omatidii a dva typy barevnych receptor. Tyto receptory maji maximalni absorbci
svétla v oblasti vilnovych délek 450 nm (modrd) a 520 nm (zelend). Zrak je tak
ktrovei vyuzivan hlavné k orientaci pifi pfistdvani na kmen stromu. Spole¢né v
kombinaci se smyslem ¢ichovym se zrak patrné podili i na hledani hostitelského
stromu. To potvrzuji 1 vyssi Glovky ve feromonovych pastech umisténych vedle

siluety stromu, nez ulovky pasti ve volném prostoru (Byers 2004).

4.1 Chemicka komunikace kurovcu

vvvvvv

¢ichovad). Obecné plati, Ze chuti vnima chemické latky rozpusténé ve vodé, zatimco

¢ichem jsou percipovany latky tékavé (Schlyter a kol. 1987).



Chutové signaly vnimaji kontaktni chemoreceptory, s jejich pomoci je brouk
schopen zachytit a rozpoznat molekuly urcité latky (Jansky, Novotny 1981).
Chutové receptory se nachdzi okolo kusadel a na ostatnich castech téla jako je
kladélko, nebo tykadla. Pravé na tykadlech se nachazi velky pocet chemoreceptorti a
mechanoreceptort, jejich vyskyt miizeme pozorovat také na tarzélnich clancich

nohou (Byers 2004).

Cichova komunikace predstavuje obecné u vétdiny hmyzu nejb&znéjsi zptisob
dorozumivani. Pii této komunikaci hmyz reaguje na chemické latky, rozptylené
ve vzduchu. Klicovym organem c¢ichu hmyzu jsou tykadla. Ty jsou pokryta velkym
mnozstvim malych specializovanych brv a chloupki rozmanitého usporadani
(Klutsch a kol. 2009). Senzily jsou duté, porovité kutikularni atvary, v jejichz nitru
jsou ¢ichové receptorové neurony. Morfologie senzil je velice riznoroda, jednotlivé
typy se li8i jak poctem, tak i typem ¢ichovych receptorovych neuront, které obsahuji.
Poéry, které maji pramér 10-25 nm, umoziuji prinik tékavych latek do nitra senzily.
Jejich hustota pora se lisi podle typu senzil. Podle délky muzeme rozlisit senzily
na kratké (napt. bazikonické a dlouhé (napf. trichoidni) nebo mistickovité (napf.
coelokonické) apod. (Andersson, a kol. 2009). V bazikonickych senzilach jsou
¢ichové receptorové neurony naladéné na vnimdni rtznych rostlinnych vini.
Byers (2004) uvadi, ze naproti tomu trichoidni senzily obvykle vnimaji latky

feromonové povahy.

U kurovcea 1. typographus jsou Cichové senzily pouze na ventralni strané
palicky tykadla. Jsou rozmistény kolem apikalni ¢asti tykadla (Spicka tykadla) a ve
dvou specificky zprohybanych pruzich. V téchto oblastech jsou rizné typy senzil
navzajem promichany i1 kdyz jednotlivé oblasti se 1i§i v jejich pomérnych

zastoupenich (Andersson 2011).



Obrizek 1: Cichova senzila na pali¢ce tykadla Ips typographus. Pismeny A, B, C jsou oznacena
mista, kde se vyskytuji ¢ichové receptorové neurony (ORN) (Andersson a kol. 2009).

Viné jsou vnimany c¢ichovymi receptorovymi neurony. Membrany jejich
vybézku, které zasahuji do nitra senzil, jsou vybaveny ¢ichovymi receptory.
Tyto receptory maji schopnost reagovat s molekulami vini, které pronikaji do nitra
senzil kutikularnimi poéry. Cichové receptory jsou velmi citlivé a specifické.
Je prokazano, Ze k podrazdéni feromonovych receptorti samcit bource morusového

(Bombyx mori) sta¢i jedina molekula feromonu bombykolu (Minor , Kaissling 2003).

Kazdy cichovy receptorovy neuron obsahuje jenom jeden typ cichovych
receptord (bilkovin), které maji jeden typ vazebného mista. To reaguje na urcity
specificky set vonavych molekul. Selektivnost i citlivost Cichovych receptord,
které vnimaji feromony, je z pravidla vyssi nez u receptorti naladénych na vnimani
jinych (neferomonovych) vini. U lykoZrouta smrkového bylo pomoci analyzy
rozpoznano kolem 70 typu receptorovych bilkovin. Miru schopnosti klirovct vnimat
své vonavé prostfedi muzeme jenom odhadovat (Andersson a kol. 2009).

(Pozn.: v sitnici ¢lovéka existuji jenom 4 typy riznych receptori).

Jak uvadi Andersson (2011), vysledkem interakce molekuly viini s ¢ichovym
receptorem je zmeéna napéti na membrané neuronu. Tyto zmény je moZné
zaznamenavat a vyhodnocovat elektrofyziologickymi metodami. Ty méfi zménu
potencialu, ktera nastane po podrazdéni v jednotlivych receptorovych neuronech
(tzv. elektrosenzilografie, ESG), nebo na urovni celého ¢ichového organu
(elektroantenografie EAG). EAG zaznamenava celkovou zménu potencidlu vsech
¢ichovych receptorovych bunék reagujici na dany podnét. Amplituda EAG vypovida

o intenzité stimulace, prabéh pak o jeho trvani.
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4.2 Semiochemikalie

Tekavé chemické latky, které pfendseji urcitou informaci se nazyvaji
semiochemikalie, jak popisuje Weatherson, Minks (1995) a jsou vnimany ¢ichem.
Zprosttedkovavaji vnitrodruhovou (feromony) a mezidruhovou (alomony, kairomony

asynomony) komunikaci (Nation 2002).

Karlson a Butenandt (1959) uvadi, ze alomony zvyhodiuji vysilaciho jedince
a jsou neutralni pro ptijemce, producent tak mize s jejich pomoci zmast predatora,
odradit jej od utoku nebo prilakat kotist. Mezi alomony se fadi zejména repelenty,
antibiotika, unikové latky, veniny, atraktanty a protilatky. Kairomony jsou naopak
semiochemikalie, které dokazou zvyhodnit piijemce signalu, s jejichz pomoci ziska
pfijemce informace o poloze napfiklad kofisti. Synomony prospivaji producentovi,

1 ptijemci signdlu naptiklad viin¢ entomogamnich kvéti.

V ramci jednoho druhu se hmyz dorozumiva feromony. Jejich t&kavé
molekuly jsou soucdsti mnoha typli charakteristického chovani. Naptiklad
znackovani, sledovani znacek, vyhledavani sexuélnich partnerti, identifikace druhu,
socialniho statutu aj. (Nation 2002). Vesely (1985) popsal feromony jako smési vice
latek v urCitém druhové specifickém poméru. Tento pomér je druhové specificky
(tedy kvalitativné staly), ale jeho kvantita se mlize do urcité miry ménit v zavislosti
na stari, fyziologickém stavu jedince, pfipadné v riznych podminkach. Feromony
jsou vytvareny v exokrinnich Zlazach, coZ jsou Zlazy vnéjsi sekrece, které vylucuji
své produkty mimo télo jedince. Jsou to latky ruzné volatilni (napf. terpeny),
které se §ifi vzduchem. Cilovy jedinec zachycuje molekuly feromonu cichovymi
organy na tykadlech, na nichz dochézi k interakci molekuly viing s bilkovinnymi
¢ichovymi receptory cichovych receptorovych neuronit v ¢ichovych senzilach.
Vysledkem interakce molekuly viné s cichovym receptorem je depolarizace
smyslového neuronu, ktery vysild tuto informaci do ¢ichovych center v mozku.
Zde je ptislusna ¢ichova informace identifikovana, integrovana s jinymi smyslovymi
informacemi a po zpracovani slouzi jako podklad pro adaptivni zmény chovani

¢i zmény ve vyvojovych procesech (Chapman 1998).
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skupin:

Vander Meer a kol. (2019) rozdé€luji feromony podle funkce do nasledujicich

agregacni: slouzi k soustiedéni populace, nebo drzi kolonii pohromadé

antiagregacni: je pouzivan jako signalizace k obsazeni prostoru, nedostatku
potravy, aj.

ovipozi¢ni: slouzi k signalizaci, ze je v urCitétm mist¢ jiz nakladeno
potomstvo

znackovaci: tento typ feromonu je hojné vyuzivan zejména u vcel,
signalizuje kvéty, u kterych jiz probéhl sbér, dalsi ¢len populace je
tak informovian dokud feromonova znacka nevyprchd, v jinych
piipadech slouzi k oznacenti teritoria

pohlavni: slouzi k ptildkani opacného pohlavi, stimuluji ke kopulaci

larvalni: tento feromon pouziva larva za uc¢elem vymezeni svého prostoru
mezi ostatnimi larvami (napf.: v poZerku kmene stromu u lykoZzrout),
jiné larvy stejny feromon pouzivaji k vynuceni péce

stopovaci: je pouzivan pifi znaCeni cest a uUCelnému pohybu v prostoru
(napf. U mravenct a housenek), nebo také k oznaceni mista
zdroje potravy

poplasné: znamé jako "alarm" feromony, jsou vydavany v reakci
na disturbanci ¢i hrozici nebezpeéi jedince jejich percepce
spousti sled poplasnych projevii chovani

indentifika¢ni: hlavni vyuziti u socidlniho hmyzu, kdy kazda kolonie
ma svoji specifickou vuni

mrtvolné: tyto feromony vydava mrtveé rozkladajici télo jedince

5. Esencialni oleje

Esencialni oleje (EO) jsou tékavé aromatické tekutiny ziskané z kefd, rostlin,

kotent, stromt, semen rostlin aj. Jsou to produkty sekundarniho metabolismu rostlin.

Tyto bezbarvé kapaliny, rozpustné v alkoholu, tucich a éteru nejsou, ale rozpustné

ve vode. Slouzi k ochranné funkci proti $klidciim a chorobam, pro opylovace naopak

pusobi

jako lakadlo. Z hlediska chemického to jsou velmi slozité smési desitek

az stovek jednotlivych substanci (Bulankova 2005). V dneSni dob¢ je definovéano

pies 3000 éterickych oleji. Majoritni latky v éterickych olejich jsou fenolické
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slouceniny a latky terpenoidniho charakteru  (diterpeny, sekviterpeny
a monoterpeny). Jejich pfitomnost a vzajemné poméry jednotlivych typi jsou typické
pro dany druh rostliny (Pavela 2011).

Esencialni oleje se ziskavaji lisovanim, extrakci tukii, vodni a parni destilaci
a extrakci t€kavych latek organickymi rozpoustédly (Kocourkova a kol. 2015).
Kocourkovd a kol. (2015) pak dale uvadi, ze latky esencialnich oleji jsou
v rostlindch syntetizovany hlavné ve specialnich organech kvétd, listi a plodi,
v kotenech ¢i kufe. Jejich slozeni a mnozstvi je proménlivé a zavisi naptiklad
na druhu rostlin, klimatickymi a péstebnimi podminkami, technologickym zptisobem
zpracovani, nebo dobou (pied kvétem byva v rostliné nejvetsi mnozstvi), ale také na

denni dobé.

5.1 Repelentni a toxické ucinky

Esencialni oleje maji Sirokou Skalu uc¢inkd - antiseptické, sedativni,
antioxidac¢ni, expektoracni, antirevmatické, desinfekéni, antimikrobialni, insekticidni

a pripadn¢ protirakovinné.

Repelenty jsou definovany jako latky které maji odpuzujici vlastnosti Pavela (2011).
Rostlinné repelenty se vyuzivaly jiz ve starovéku (kouf pii spalovani rostlin).
Na pocatku minulého stoleti byl nejpouzivanéjsi repelent v Evropé€ citronelovy ole;j.
V pribehu let jsou piirodni repelenty postupné nahrazovany syntetickymi latkami.
Z ptirodnich zdroji byly repelentni G¢inky pro hmyz zjistény u riznych druht
rostlin z Celedi mifikovité (Apiaceae), hvézdnicovité (Asteraceae), kakostovité
(Geraniaceae), hluchavkovité (Lamiaceae), vaviinovité (Lauraceae), myrtovité
(Myrtaceae), borovicovité (Pinaceae), ruzovité (Rosaceae), routovité (Rutaceae)

a zazvornikovité (Zingiberaceae) (Bulankova 2005).

Jako repelentni sloZky EO byly prokazany napfiklad kyslikaté monoterpeny
(napt. mentol, pinen, eucalyptol, geraniol, citronellol, limonen) (Pavela 2006).
Mnohé¢ esencidlni oleje jsou dlouhodobé povazovany za relativné u¢inné a pro zdravi
clovéka neSkodné alternativy k syntetickym insekticidim (Pavela 2011).
Jejich hlavni nevyhoda v porovnani se syntetickymi repelenty je jejich relativné
omezena ucinnost. Naptiklad v pokusech, kde byly srovnavany repelentni ucinky

hiebickového oleje a synteticky repelent DEET (N, N-dietyl-meta-toluamid)
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proti komarim, mél nefedény hiebickovy olej G€innou repelentni dobu 3 hodiny,

zatimco 100 % DEET pusobil az 10 hodin (George a kol. 2014).

5.2 Studie repelence esencialnich oleju

Nedavné vyzkumy prokazaly, ze nékteré EO jsou ucinné i na karovce
I. typographus. Mudro¢enkova a kol. (2018) ve studii insekticidnich a repelentnich
ucinkt EO proti dosp€lym brouktim I. typographus pouzivala éterické oleje rostlin
Celedi Lamiaceae (Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Hyssopus officinalis,

a Mentha piperita) a ¢eledi Apiceae (Pimpinella anisum a Foeniculum vulgare).

Chemické slozeni uvedenych esencidlnich oleji bylo analyzovano pomoci
plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) a jejich repelentni a

toxické ucinky byly méfeny v laboratornich biotestech na toxicitu a repelenci.

Test na kontaktni toxicitu byl provadén v Petriho miskdch s vlozenym
filtraénim papirkem, na ktery bylo nanaseno celkem pét riznych davek esencidlniho
oleje (0,017; 0,043; 0,084; 0,0123 a 0,161 pl/cmz) v deseti replikacich, EO davky
byly fedény acetonem. Brouci Ips typographus byli vneseni do stiedu papirového
disku a Petriho miska byla uzaviena a inkubovana ve tmé pii 23 °C a 70-80 %
vlhkosti po dobu maximalné 96 hodin. Umrtnost broukdi byla zaznamenavéana
po (24, 48, 72 a hodinach). V tomto experimentu mé&li nejlepsi insekticidni u€inky

O. vulgare, T. vulgaris a P. anisum. Nejvice toxicky, a to ve vSech davkach,

cv v

Biotest odpudivosti se lisil od vyse popsaného tim, Ze ve viku Petriho misky
byl vytvoifen otvor pro piistup vzduchu. Filtracni papirovy disk byl rozdélen na dvé
poloviny, kde polovina disku byla oSetfena roztokem esenciadlniho oleje a druha
acetonem pro kontrolu. Bylo pouZito Sest davek (0,015; 0,013; 0,077; 0,150; 0,219
a 0,286 pl/cm?) v deseti opakovanich. Brouci byli vpu§téni do Petriho misky
podobné jako v predeslém experimentu a inkubovani ve tmé pii 23 °C a 70-80%
vlhkosti. V pribéhu nasledujicich 12 hodin byly v pravidelnych intervalech
(po 2, 4, 6, 8 a 12 hod.) vyhodnocovany pocty jedinct na oSetiené a kontrolni pilce
filtratniho papiru. V tomto experimentu se repelentni u¢innost latek ménila na

zéklad¢ davky, ktera byla pouzita. Celkové vSak vyrazné vyssich repelentnich ¢inkt
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dosahly EO z P. anisum, O. vulgare a T. vulgaris. Naopak u M. piperita repelentni

ucinek nebyl prokazan.

Biotest odpudivosti byl rozsiten o experimenty, kdy byla EO oSetfena kura
smrkovych S$palki, které byly pak ponechany samctm kiaroveid ke kolonizaci.
Nasledn¢ bylo porovnavano mnozstvi zavrtanych broukt. Tti EO, které v Petriho
miskach v laboratornich podminkach prokazovaly repelentni G¢innost, tj. P. anisum,
O. vulgare a T.vulgaris, byly aplikovany v riznych davkach (1,039; 1,385 a 2,077
ul/cm2). EO byly byly fedény acetonem. OSetiené a kontrolni smrkové Spalky,
které¢ byly rozdéleny na 3 casti, z nichz kazdd byla postitkana 7ml EO
ve 3 zminénych davkach, byly umistény ve sklenénych boxech, jehoz pldorys byl
rozdélen na 4 Casti. V kazdé ¢asti byl umistén Spalek osetien danym EO a ve 4. ¢asti
byl umistén Spalek oSetieny acetonem. Do takto pfipravené¢ho boxu bylo vypusténo
100 jedinci obou pohlavi. Repelence byla pozorovéna stéhovanim broukl
do neoSetfenych mist. Repelentni G¢inek byl potvrzen u vSech davek EO. Vysledky
prokazaly, ze repelentni uc¢inek nezmizel ani po 72 hodinach po aplikaci. Pti oSetfeni
davkou (1,039 pl/cm2), se neprojevily zadné vyznamné rozdily, naopak u davek
(1,385 a 2,077 wl/cm2), EO P. anisum a T. vulgaris vykazoval vyssi repelentni

uc¢inek nez EO O. vulgare.

Vysledek této studie naznaCuje, Ze esencialni oleje O. vulgare, P. anisum
a T. vulgaris maji silny odpudivy ucinek na I. typographus. Tyto experimenty
Mudrocenkové a kol. (2018) ukazuji, ze esencialni oleje mohou mit uritou
perspektivu pfi kontrole kiirovel napiiklad na sklddkach. Na zéklad€ popsanych dat
jsem provedl experimenty, jejichz cilem byla snaha identifikovat ty latky EO,
které jsou kurovci I. typographus vnimany, a tudiz se mohou na pozorované

repelenci vii¢i tomuto broukovi podilet.
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6. Metodika

Fotografie uvedené v této praci byly potizeny autorem v unoru 2020.

6.1 Chov brouki

Brouci, pouziti k experimentim pochazeli z druhé generace, kterd byla
vychovéna v laboratornich podminkach. Prvni generace pochazela z napadenych
stromii ziskanych v Kostelci nad Cernymi lesy ve stiednich Cechach. Napadené
stromy byly roziezany na kusy (50 cm). Nafezand polena byla pfevezena
do laboratofe a umisténa v chladicim boxu s teplotou 5 °C. Pfed experimenty byla
polena pienesena do chovt s fizenym teplotnim a svételnym rezimem (25 °C teplota,
vlhkost 66 %) a umisténa do izolatort. Z takto oSetfenych polen se lihli brouci.
Jedinci, ktefi vylitli, byli druhové determinovani a 80-100 dospélych broukli obou
pohlavi rodiCovské generace bylo pfeneseno na nenapadené smrkové poleno
(25 cm pramér, délka 50 cm), aby zalozili novou generaci. Polena byla umisténa
v plastovém boxu. Jejich uspésnost zavrtani byla okolo 80-90 %. Vylihli brouci nové
generace byli sbirani a shromazd’ovani po dobu 10 dni. Poté bylo mate¢né poleno
odkornéno a zbytek broukli byl manualné vybran. Plastovy box s druhou generaci
ktroveti mél vétraci otvory, prekryté sitkou, kterd branila uniku brouk a byl
napojen na fizenou ventilaci (pfiloha 6). Kolobéh vzduchu byl zajistén diky zadnimu
otvoru v boxu, kde byla napojena hadice se zdrojem odtahu. Vybrani brouci prvni
laboratorni generace byli uchovavani v plastovém boxu (20x30x10 cm, §, h, v).
Brouci byli vypusténi na n€kolik vrstev plati kliry, ponechani pii pokojové teplote,
aby se zazrali. Po zazrani byl box s ktirou v lednici pii teploté 5 °C. Takto vychovani

brouci byli nasledné odebirani na jednotlivé experimenty.

6.2 Redéni esencialnich olejii (EO)

Pro elektroantenografické (EAD) experimenty a experimenty provadéné
pomoci plynové chromatografie s biologickou detekci (GC-EAD) byly pouzity EO
Pimpinella anisum, Thymus vulgaris a Origanum vulgare (Certified Therapeutic
Essential Oils, CTEO®). Tyto esencialni oleje byly zakoupeny od firmy BEWIT®.
Pro potteby analyzy byly EO fedény hexanem (rozpoustédlo), protoze cist¢é EO
jsou piili§ koncentrované. Celkem bylo namichano sedm koncentraci
(1, 10, 100 pg/ul, 1, 10, 100 ng/ul a 10ng/nl) esencialnich oleji Pimpinella anisum,
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Thymus vulgaris a Origanum vulgare. Roztoky byly nafedény do sklenénych vialek
0 objemu 2ml s sroubovacim vickem vybavenym teflonovym septem. Piiprava
samotnych koncentraci probihala nasledovné. Pomoci mechanické pipety byl
odebran 1ul esencialniho oleje a toto mnozstvi bylo nafedéno 1000ul hexanu.
Tim wvznikla prvni zékladni koncentrace Ing/nl. Vialka s takto pfipravenou
koncentraci byla protfepana v zatfizeni Vortex V-1, jez je zafizeni, které je vybaveno
klobouckem o priméru 20 mm, v némz pii tlaku prilozené zkumavky dojde
k intenzivnimu protiepani obsahu. Pro ziskdni dal$i koncentrace bylo pipetou
odebrano 100ul koncentrace Ing/nl, toto mnozstvi bylo smichano s 900ul hexanu
tim vznikla koncentrace 100ng/ul, kterd byla znovu promichana pomoci Vortexu
V-1. Z této koncentrace byla stejnym zpisobem namichdna koncentrace 10ng/ul
a nasledné 1ng/pl. Druhd zékladni koncentrace 100 pg/ul byla namichiana v poméru
100ul EO a 1000ul hexanu. Pti nasledném tfedéni, které probihalo stejné, jak je vyse
popsano, bylo docileno koncentrace 10ug/ul a 1pg/ul. Takto namichané davky EO

byly uchovavany v mraznicce pii teploté -20 °C.

6.2.1 Priprava stimula¢nich zasobnicki

Pro EAD experimenty bylo nutno vytvofit stimulaéni zasobniky.
Do sklenénych pasteurovych pipet byl vlozen filtracni papir o rozméru 3x1,5 cm.
Tento papir byl napustén 10 pl potiebného roztoku. Bylo vytvoieno Sest testovacich
pipet s Sesti koncentracemi od kazdého EO - Pimpinella aniusm, Thymus vulgaris
a Origanum vulgare. Dale byla vytvofena prazdna pipeta (oznaCena jako vzduch),
pipeta s filtranim papirem s 10 pl hexanu a pipeta kde bylo na filtracni papir
naneseno 1 a 5ng/ul cis-verbenolu (jedna ze dvou komponent agrega¢niho feromonu
Ips typographus), ktery byl pouzivan jako standardni stimulus pro stanoveni citlivosti
tykadel. Celkem bylo vytvofeno 22 testovacich pipet. Po odpatfeni rozpoustédla
(cca jedna minuta) byly vSechny pipety (stimulacni z&sobniky) uzavieny vickem,
které bylo utésnéno parafilmem (elastickd paska). Stimulacni zasobniky byly

uchovavany v mraznicce pfi teploté -20 °C.

6.3 Priprava a zapojeni tykadla

K zahajeni experimenti bylo zapotiebi Uspésné zapojit tykadlo mezi dvé
sklenéné elektrody. Brouk Ips typographus byl uchopen entomologickou pinzetou.
Nasledné byl polozen pod stereomikroskop se zvétsenim 20 - 30x. Pro snadnéjsi
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praci byl brouk poloZen dorzaln€ a souc¢asn¢ mu byla oddélena hlava od téla pomoci
skalpelu. Po odd¢leni hlavy od téla byla hlava pfidrzena pomoci pinzety a druhou
pinzetou bylo jedno tykadlo brouka odtrzeno od hlavy. Nasledné se tykadlo zapojilo
pomoci stereomikroskopu (Nikon SMZ 18) mezi dvé sklenéné elektrody upevnéné
v mikromanipulatorech s moznosti pohybu v osach x, y, z. Sklenéné elektrody byly
vyrobeny ze sklenénych trubi¢ek délky 10 cm a priméru 1,5 mm vertikdlnim
tahacem elektrod PC-100 (NARISHIGE) viz ptiloha 4. Elektrody s mirné¢ ulomenym
hrotem byly naplnény Ringerovym roztokem (slozeni roztoku: 12,2 g chloridu
sodného (NaCl), 0,21 g chloridu draselného (KCI) a 0,20 g chloridu vapenatého
(CaCly) v 1 litru destilované vody). Tento roztok propojuje tykadlo prostfednictvim
do n¢j zanofenych stfibrnych dratki s pfedzesilovacem (10x, Syntech Universal
Probe) a analogo-digitalnim ptevodnikem (Syntech, IDAC-2). Spravnost zapojeni
tykadla signalizoval zesilovac zelenou led diodou. Pokud nedoslo k propojeni, svitila
cervend kontrolka. Doba potfebna k zapojeni tykadla mezi elektrody a zahdjeni

jednotlivych pokust trvala dvé minuty.

1mm

Obrazek 2: Zapojeni izolovaného tykadla kirovce Ips typographus mezi 2 sklenéné
mikroelektrody. Snimaci elektroda je v kontaktu s ¢ichovymi sensilami na pali¢ce tykadla.
Referen¢ni elektroda je propojena s hemolymfou na bazi tykadla.
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Obrazek 3: Typicka odpovéd’ tykadla na stimulaci ¢ichovym podnétem. Po zahajeni stimulace
tykadlo odpovida depolarizaci a po jeho skonceni se potencial tykadla pomalu vraci k vychozim
hodnotam. Mira depolarizace — amplituda - je udavana v mV. (tise€ka v horni ¢asti zaznamu
ukazuje dobu stimulace).

Mezi snimaci a referencni (zemnici) elektrodou existuje klidovy potencial.
Jeho hodnota se méni v pribéhu podrazdéni tykadla ¢ichovym podnétem a vznika
tak elektroantenograficka (EAG) odpovéd™ obrazek 3 (Cerna vodorovna cara - 0,3
sec.). Hodnoty EAG dosahuji n¢kolik mV a jejich amplituda zavisi na typu podnétu
a jeho koncentraci.

6.3.1 Stimulace tykadla

V GC-EAD experimentech byla tykadla stimulovana latkami vychazejicimi
z GC. V EAD experimentech stimulace tykadel probihala pomoci pasteurovych
pipetek, které obsahovaly filtraéni papirky s 10 ul zkoumanych latek. Obsah pipet
byl injikovan do proudu vzduchu smétujiciho na tykadlo pomoci vzduchového pulzu,
ktery prochazel pipetkou a trval 0,5 vtefiny. K produkci vzduchovych pulzii byl
vyuzit stimulator (Syntech CS-55). Pulzy byly aplikovany do proudu vzduchu dirkou
umisténou 1 cm od usti trubice s proudem vzduchu. Stimulator vzduchovych pulzi

byl aktivovan pomoci nozniho pedalu.

6.4 Pouzivana zarizeni

K experimentim jsem vyuzil elektroantenogram (EAG), plynovou
chromatografii s biologickou detekci (GC-EAD) a plynovou chromatografii
s hmotnostni (MS) detekci. EAG byla vyuZita pfi porovnavani u¢innosti jednotlivych
esencidlnich oleji (EO) a stanoveni koncentraci, které vyvolavaji odpovéd
na tykadlech I. typographus. GC-EAD byla pouzita k rozdé¢leni latek jednotlivych
EO a k urceni jejich biologické aktivity. GC-MS byla vyuZita k identifikaci antenalné
aktivnich latek.
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Elektroantenografie (EAG) je neurofyziologickd metoda, kterd pomoci
elektrod zaznamenava aktivitu ¢ichovych receptorovych neuront na tykadle hmyzu
formou zdznamu zmény napéti mezi referencni elektrodou pfipojenou na Spicku
tykadla a elektrodou snimaci, pfipojenou na bazi tykadla, béhem stimulace. Zména
napéti (amplituda) zavisi na typu latky a jeji koncentraci. Zmény napéti jsou nejprve
zesilovany predzesilovacem 10x (Syntech, Universal Probe) a poté jsou
digitalizovany pomoci analogo-digitalniho pievodniku (IDAC-2) a vedeny do PC,
kde jsou zaznamenavany a vyhodnocovany pomoci EAG Pro softwarem
(Olsson, Hansson 2013).

Ve spojeni s plynovou chromatografii (GC) je elektroantenografie pouzivana
k identifikaci t€kavych latek, které hmyz tykadly vnimé a které mohou ovliviiovat
jeho chovani (GC-EAD). V GC-EAD analyze je hmyzi tykadlo stimulovano latkami
vychazejicimi z plynového chromatografu a slouzi jako biologicky detektor

odpovidajici na latky, pro které jsou na tykadlech receptory (Myrick, Baker 2011).

Plynova chromatografie (GC) umoziiuje déleni a analyzu t€kavych latek
a jejich smési s bodem varu do cca 400 °C. Analyzované latky jsou déleny pomoci
dvou fazi, mobilni a stacionarni. U kapilarni plynové chromatografie, ktera byla
v experimentech pouzita, je staciondrni faze nanesena v tenké vrstvé pifimo
na upravenou vnitini sténu kfemenné kapilary (kolona, 0,23 mm tenka az 30 m
dlouha kapilara). Mobilni faze je nosny plyn (vétSinou helium nebo vodik).
Princip separace latek je nésledujici. Latka se vnese (nastfikne) do vyhiivaného
injektoru a v ném se zplyni. Nasledné je ve formé par unasena nosnym plynem
do kolony. Slozky vzorku se sorbuji na zacatku kolony ve stacionarni fazi a pak
se desorbuji Cerstvym pfichazejicim nosnym plynem. Nosny plyn unasi slozky
vzorku postupné ke konci kolony a d€lici proces se neustale opakuje. Kazda slozka
vzorku postupuje kolonou svou vlastni rychlosti zavislou na distribu¢ni konstanté
slozky pro dané faze. Pti vyuziti biologického detektoru (hmyziho tykadla) je eluat
z chromatografické kolony délen pomoci d¢lice (splitteru) do dvou ramen - jedno
vede na tykadlo, druhé do chromatografického detektoru, kterym byl v téchto
experimentech tzv. plameno-ioniza¢ni detektor (FID). Ob& ramena jsou tvofena
kapilarou bez vnitini faze o stejné délce a pruméru. Tim je zajisténo stejné retencni

chovani latek prochéazejicich obéma detektory, EAD a FID. Odpovéd tykadel
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je snimana pomoci mikroelektrod (v tomto pfipadé se jednalo o sklenéné
mikropipety naplnéné Ringerovym roztokem s Ag/AgCl dratky, které ptrevadély
antenalni signaly do zesilovaci aparatury. Pokud z chromatografu vychazi latka,
na kterou reaguji ¢ichové receptory na tykadle, vznika negativni elektricky potencial
(depolarizace), ktery se po odeznéni stimulace vraci do klidového stavu. Signal obou
detektort je od nastiiku vzorku kontinualné registrovan. Graficky zaznam zavislosti
EAG a FID signalu na c¢ase se nazyva GC-EAD chromatogram (na ose y
je zaznamenana odezva detektori a na ose x Cas). Kazda latka je charakterizovana
FID chromatografickym pikem (ten ma tvar Gaussovy distribuce a jeho vyska
je Umérnd mnozstvi latky). Aktivni latka je charakterizovana EAD odpovédi
(jejiz pribéh zavisi na typu a koncentrace antendlné aktivni latky, resp. na typu
a mnozstvi cichovych receptori na tykadle. Stejné latky maji za danych
chromatografickych podminek shodny retenéni cas, tj. dobu, ktera uplyne od nasttiku
do prichodu latky detektorem (Sparkman a kol. 2011). Experimentalni zafizeni

vyuzivané pro GC-EAD je na obrazku 4.

Princip plameno-ioniza¢niho detektoru (FID) je nasledujici: eluat z GC
kolony se v ném misi s vodikem a vznikla smés hofi v malé trysce. Plaminek
je obklopen elektrodou a mezi tryskou a elektrodou je relativné napéti, které sbira
lonty vytvarené hofenim prochazejicich latek. Vysledny signal je zesilen
a zaznamenavan. FID detektor vyzaduje tii plyny S presnou regulaci. Obvykle
se pouzivaji vodik pro hofeni, helium nebo dusik jako nosny plyn protékajici
kolonou a dale pak vzduch pro podporu hofeni. FID detektor ma velmi $iroky
dynamicky rozsah s vysokou citlivosti a s vyjimkou nékolika nizkomolekularnich
latek detekuje vSechny latky s uhlikem. Detektor je vybaven nezdvislym vyhiivanim,
které  brani  kondenzaci vody v  detektorovém  prostoru  popisuje
(Olsson, Hansson 2013).
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Obriazek 4: Pracovisté pro vykonavani experimenti.

1- Plynovy chromatograf Agilent 7890B (Agilent Technologies, USA)

s autosamplerem pro automaticky nasttik latky

2- EAD (mikromanipulatory, stereomikroskop (Nikon SMZ 18) s moznosti pohybu

vosachx,y, z
3- Vyhtivany interface mezi GC a EAD

4- Pocitac ptipojeny k plynovému chromatografu s potfebnym programem, kterym je

mozno ovladat GC a vyhodnocovat experimenty

5- Analogo-digitalni ptevodnik (Syntech IDAC-2) a vzduchovy generator vzduchu
(Syntech CS-55)

6- Generator vodiku (PEAK Scientific)
7- Odsavaci systém vzduchu, ktery zvysuje kvalitu méfeni

8- Kryt, vyrobeny z kartonu obaleny hlinikovou folii, pro zastinéni a ochranu tykadla

béhem analyzy
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Hmotnostni (MS) detektor umoznuje uréovani hmot volnych molekul, jejich
Casti a s jejich pomoci umoznuje identifikaci latek. V téchto experimentech
byl vyuzit ve spojeni s plynovou chromatografii. Princip funkce MS detektoru
je nasledujici: latky rozdélené¢ v GC jsou v MS detektoru nejprve ionizovany
(obvykla ionizace vyuziva proudu elektroni - electron impact ionizace, El).
MS detektor slouzi jako iontové optické zatizeni, které ze smési plynnych molekul
a iontl odd¢€luje nabité castice podle jejich efektivnich hmot (m/z) a méfi jejich
intenzity. Na zakladé hmotnosti iontl, jejich intenzity a vzajemnych vztahd mezi
molekularnimi a fragmenta¢nimi ionty lze provést predikci identity analyzovanych
latek. Charakter hmotového spektra zévisi na podminkach a zpiisobu ionizace,
usporadani analyzatori iontd a zpusobu registrace iontd (Olsson, Hansson 2013).

V experimentech byl pouzit specialni typ MS detektoru, tzv. TOF MS detektor.
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6.5. Experimenty

6.5.1 Studium zmén citlivosti tykadel po zapojeni mezi elektrody

Protoze tykadlo zapojené mezi elektrody mé omezenou zivotaschopnost,
jeho schopnost odpovidat na cichové podnéty v Case sldbne, az zcela vymizi.
To je vyznamné v experimentech, kdy je vyuzito izolovaného tykadlo jako
biologicky detektor k hledani aktivnich latek v ptirodnich vzorcich. Prvni experiment
m¢él proto za cil zjistit priabéh snizovani citlivosti tykadla po zapojeni mezi elektrody.
Tykadlo bylo stimulovano 0,5 vtetinovymi pulzy cis-verbenolu (pasteurova pipeta
s davkou 1 ng/ ul), jedné ze dvou komponent agregaé¢niho feromonu I. typographus.
Tykadlo bylo stimulovdano v pravidelnych 1 min. intervalech az do doby,
kdy jiz nebylo schopno reagovat. Tento typ pokusu byl opakovan na tfech tykadlech.
Odpovédi tykadel byly zaznamendvany v milivoltech pomoci softwaru EAG Pro
(Syntech). Hodnoty z méfeni byly zprimérovany a prezentovany pomoci grafu
(Microsoft Office Excel). Schéma zapojeni EAG méfici aparatury a zpisob stimulace

je znazornén na obrazku 5.

6.5.2 Porovnani ucinnosti testovanych EO

V téchto pokusech bylo zapotiebi zjistit, zda EO jsou schopny vyvolavat
odpovédi tykadel a pokud ano, jaké koncentrace jsou K jejich vyvolani potieba.
V téchto experimentech byl pouzit software EAG Pro. Tento program zaznamenava
odpovédi tykadel na jednotlivd podrazdéni. Pfi stimulaci podnéty s zvysujici
se koncentraci, umoziuji sestrojit zavislost odpovédi tykadla na davce urcité latky
(dose response). EAG reakce je zaznamenavana graficky a soucasné je
vyhodnocovdna maximalni negativni vychylka (depolarizace) EAG ve voltech.
K tomuto experimentu byly pouzité stimulaéni zasobniky (pausteurovy pipety)
s koncentracemi 1ng/ pl, 10ng/ ul, 100ng/ ul, 1 pg/ wl, 10 pg/ pl a 100 ug/ ul
esencialnich oleji Pimpinella anisum, Thymus wvulgaris a Oreganum vulgare.
Jako kontroly byly pouzity prazdné pipety, pipety s hexanem a cis-verbenolem.
Po zapnuti dané¢ho programu a nasledném zapojeni tykadla mezi dvé sklenéné
elektrody bylo tykadlo umisténo do proudu vzduchu k usti stimulacni trubice
a postupné stimulovano pfipravenymi stimuly. Pofadi stimulace tykadla byla

nasledovnd. Prvni impuls byl proveden prazdnou pipetou (vzduch), pipetou
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s hexanem a standardem (cis-Verbenol 5ng/ ul). Po standartu nasledovaly
koncentrace daného esencialniho oleje v pofadi Ing/ ul, 10ng/ ul, 100ng/ ul,
1 ug/ pl, 10 pg/ pl a 100 pg/ pl. Po téchto impulsech nasledovala stimulace
standardem pro porovnani reakci pfed a po stimulaci esencialnimi oleji. Odstup mezi
jednotlivymi stimulacemi byl minimaln¢ 30 sekund. Pro kazdy EO byla pouzita
4 tykadla. Celkem bylo v tomto experimentu provedeno 12 pokust. Vysledky byly
vyhodnocovany v programu EAD Pro a grafy byly vytvoifeny v Microsoft Office
Excel. Tykadla reagovala malymi odezvami i na kontrolni stimuly (prazdny
zasobnik, zasobnik s hexanem). Stimulace zasobniky s ¢ichové aktivnimi latkami

vyvolavala vyrazné€ vyssi odezvy.

Zesilovaé signdlu
(Syntech IDAC-2) /] PC

{ E}‘i @ 3 I1N] | ===

Zemnici kabel

Tykadlo

Elektrody

Generdtor vzduchu
(Syntech C5-55)

Stimulaéni pipetka

Peda’l aktivujici impulz

Obrazek 5: Schéma EAG experimentalniho zapojeni.
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Pfivod vzduchu

Plynovy chromatograf Agilent 78908

Obrazek 6: Schéma zapojeni GC-EAD.

6.5.3 Intentifikace antenalné aktivnich litek EO pomoci GC-EAD

K nalezeni antendlné¢ aktivnich latek v EO byla pouzZita plynova
chromatografie spojend s elektroantenografickou detekci (schéma je uvedeno

na obrazku 6).

V plynovém chromatografu je kolona propojena s délicim zafizenim
(splitterem, de€licem), z ného pak jsou latky délené kolonou rozvedeny do dvou
ramen. Jedno je zapojeno do chromatografického detektoru a druhé vychazi mimo
chromatograf do vyhtivané trubice (GC-EAD interface), ktera usti do smésné
komurky, kde se eluat z GC misi s proudem vzduchu a je smérovan na tykadlo.
Teplota vyhtivané trubice byla regulovana pomoci teplotniho regulatoru (Syntech,
TC-02).

Vzorky byly do GC injikovany pomoci Autosampleru (na schématu neni
uveden), ktery umoznuje automaticky nastfik potfebné latky s vysokou
reprodukovatelnosti. Analyzy byly provedeny na chromatografické koloné¢ 0,25 pm
ID, 30 m délka. Kolona ustila do splitteru. Z ného pak vychazely 1 m useky
kapilarnich kolon bez faze. Jedna ¢ast byla napojena na detektor (FID), druha ustila
do smésné komulrky a dale na tykadlo. Teplotni program chromatografu zacinal

na 30 °C. Na této hladin€ byla teplota udrZzovana jednu minutu, poté se teplota
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zvySovala gradientem 30 °C/min dokud nedosahla 300 °C. Na této vysledné teplote
byla udrzovana pét minut. Poté byl cely systém chlazen na vychozi teplotu. Teplota
nastiiku byla 200 °C, teplota detektoru 250 °C. Jedna analyza trvala 15 minut.
Pro provoz plynového chromatografu (GC) Agilent 7890B (Agilent Technologies,
USA) byl pouzit jako nosny plyn helium z vysokotlaké bomby. Pro provoz detektoru
byl zajistén pfisun vzduchu (kompresor), dusiku (vysokotlakd plynova bomba)

a vodiku (generatoru vodiku PEAK Scientific).

Antenalni detektor (tykadlo I. typographus) byl zapojen zptisobem, ktery jiz
byl popsan.

GC-EAD experimenty vzdy zainaly analyzou hexanu, ktery slouzil
ke kontrole pfipadné kontaminace po ptedchozich analyzach. Nésledovaly analyzy
jednotlivych koncentraci (100ng/ul a 1ug/ul) esencialnich olejt. Po nastiiku vzorku
do GC byla tykadla stimulovana sérii testovacich stimuld (vzduch, hexan, standart).
Stejnd série stimuld byla aplikovana 1 na konci méfeni, abychom vidéli,
jak v pribéhu analyzy poklesla citlivost daného tykadla. Po ukonc¢eni GC-EAD
analyzy byla moznost hodnotit vysledky pomoci pocitacového software (Syntech

GC-EAD).

Béhem analyzy dochdzelo u jednotlivych tykadel k urlitym rusivym
elementim. Aby se minimalizoval tento efekt, bylo bchem méfeni kolem
ptipojeného tykadla postaveno stinéni (improvizovana Faradayova klec) vyrobené
z kartonu, ktery byl obalen hlinikovou folii. Toto stinéni mélo za cil chranit tykadlo
pred vnéjSimi elektrickymi indukovanymi jevy, statickou elektfinou a vzduchovymi
turbulencemi. Pfesto vSak dochazelo v pribéhu méfeni k vychylkdm, které byly

zpusobeny témito vlivy (artefakty méteni).

Zaznam GC-EAD analyzy je zobrazen na obrazku 7. K prezentaci byl vybran
experiment s minimalnim mnoZstvim artefaktli (artefakty jsou ordmovéany modte,
odpovéd’ Cerven€). Zaznam A - piedstavuje FID odpovéd pii GC-EAD analyze EO
Pimpinella anisum (100ng/ul), B — ukazuje antenalni aktivitu, zaznam C —

znazoriuje dobu stimulace tykadla pomoci Pasteurovych pipet.
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Rozpoustédlo

: J% | \

Obrazek 7: GC-EAD analyza Pimpinella anisum (100ng/pl). Zaznam A - piedstavuje FID
odpovéd’, B - antenalni aktivitu, C — ¢as aplikace externi stimulace prostiednictvim
Pasteurovych pipet — pro kontrolu citlivosti tykadla na zac¢atku a na konci analyzy (Zluté

ramecky). Modie jsou vyznaceny artefakty, cervené aktivita tykadla vyvolana aktivnimi
latkami EO.

Na zaznamu A je patrny velky prvni pik rozpoustédla a pak nésleduji dalsi
malé piky o riizné intenzité. To jsou komponenty daného EO, které jsou piitomné

v riznych koncentracich. Vidime, ze EO je smés vice latek.

Za Kkonstantnich parametric GC-EAD analyz jsou reten¢ni ¢asy vsech piku

(latek) reprodukovatelné, a tudiz srovnatelné mezi jednotlivymi analyzami.

Zaznam antenalni aktivity (B) ukazuje odpovédi na tykadla na stimulaci
prazdnym zésobnikem (vzduch), zadsobnikem s nanesenym rozpoustédlem (hexan) a
zasobnikem s cis-verbenolem (standard). Stimuly byly aplikovdny na zacatku

a na konci analyz (¢as aplikace téchto stimulaci je zfejmy na zaznamu C).

Na zédznamu B ve Zlutétm ordmovani je ziejmé, Ze tykadlo reagovalo
na vzduch a hexan podobné, ale cis verbenol vyvolaval vyssi antenalni odpovéd’.
V zlutém ramecku na konci GC-EAD zaznamu je zfejmé, ze se citlivost tykadla
na stimulaci kontrolnimi stimuly snizila, ale tykadlo bylo stile schopné
proporciondln¢é odpovidat. Na EAD zaznamu (B) je déle patrno, ze uvedené tykadlo

reagovalo na rozpoustédlo (hexan) a na latku eluujici v reten¢nim case 5,29 min
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(majoritni pik EO). Na zdznamu jsou pfed a po piku rozpusStédla modie oznacené

artefakty méteni.

Po GC-EAD analyze vSech EO a jejich koncentraci Byly srovnany analyzy
nejprve v ramci jednoho EO a vyhledavany oblasti, ve kterych tykadla odpovidala
opakované. Poté se porovnaly GC-EAD pribéhy riznych EO a hledaly se antenalné
aktivni latky, které jsou pro analyzované EO spolecné. Aby mohla byt latka
povazovana za aktivni, musela se odpovéd’ na danou latku ve stejny cas vyskytnout

minimalné ve tfech EAD zaznamech.

5,29 min.

L

TN

——
—

Obrazek 8: Detail odpovédi tykadla u Pimpinella anisum 100ng/pl na latku vychazejici v
retencni ¢ase 5,29 min. Horni zasnam representuje FID odpovéd’, dolni 3 zaznamy jsou
zaznamy antenalni aktivity 3 riznych tykadel.

Na obrazku 8 je mozno vidét opakovanou EAD aktivitu u tfi riznych tykadel.
Horni zdznam representuje FID signal, dolni 3 zdznamy jsou EAD odpovédi
na danou latku u 3 nasledujicich analyz dané koncentrace EO. Z obrazku je ziejmé,
ze EAD odpovédi maji podobny priibéh, ktery kopiruje pribéh GC piku, ale riznou
amplitudu v zavislosti na citlivosti tykadla (citlivost tykadel je rtzna a zavisi

na absolutni citlivosti, zpisobu zapojeni a na ¢ase po odstiiZzeni).
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U potvrzenych odpovédi se zaznamenali jejich retencni casy (Rt).

[ ]5-29 min

3 i sagon i q i -
mmy ﬂ ﬂ | giﬂmy n mﬁmy ﬂ
1

&5l

cs c9 c1o0 c11 c12 Cc1i3 C14 Cc1s Cle c17 c1i8 Cc19 c20 c21

Cc22

Obrazek 9: Srovnani C8-C22 s Pimpinella anisum 1ug/ul V ¢erveném ramec¢ku je vyznafena
latka, ktera byla EAD aktivni s RT 5,29 min. Tato latka eluuje podobné jako C13 a jeji KI je
1300.

EAD aktivni latky byly dale charakterizovdny pomoci tzv. Kovatsového
indexu. To je reten¢ni index normalizovany na reten¢ni Casy dvou n-alkant
(uhlovodiki), které jsou detekovany pied aktivni latkou a za ni. Zatimco retencni
¢asy se u jednotlivych chromatografickych systému lisi (napf. s ohledem na délku
kolony, tloustku filmu, primér, rychlost nosného plynu a tlaku apod.), odvozené
retenéni indexy jsou nezavislé na téchto parametrech a umozZiuji porovnani.
Pro zjisténi KI byly analyzy EO doplnény analyzou série uhlovodiki C8 - C22
(obrazek 9).
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7. Vysledky

Zména citlivosti tykadla po zapojeni mezi elektrody

V pokusech bylo pouzivano izolované tykadlo, jehoz schopnost odpovidat
je omezena. Pro GC-EAD, kde tykadlo funguje jako biologicky detektor, je nutné
védét, jak dlouho muze Cichové aktivni latky detekovat. Proto probéhl experiment,
ve kterém byl zjistovan pokles citlivosti tii riznych tykadel v case (obrazek 10).
Jak ukazuje obrazek 10, citlivost tykadel se s rostoucim ¢asem postupné snizovala
a ve 14. minuté byla prakticky nulova. Mezi druhou a tfeti minutou méteni doslo
k vyraznému sniZeni citlivosti a to u vSech tfech méteni. Tykadlo C vykazovalo
od zacatku méteni nizsi reakce, kdy odpovéd’ v prvni minuté byla 1,1 mV, zatimco
u tykadla A byla reakce 1,5 mV a u tykadla B 1,4 mV. Je vSak zajimavé pozorovat
nahlou vysokou reakci ve druhé minuté a nasledny vyrazny pokles z hodnoty 2,2 mV
na hodnotu 0,55 mV. Z grafu je déle patrné, Ze u tohoto tykadla doSlo k dal$i vyrazné
skokové zméné v paté minuté. Nasledné¢ v 10. minuté toto tykadlo jiz pftestalo
reagovat na stimulaci. Dalsi vychylka v méfeni se projevila u Tykadla A,
které v sedmé minuté¢ méfeni vykazalo skokovou hodnotu 0,93 mV. Tykadlo B
nejlépe vykazovalo ocekavany priibéh odpovédi a jeho kiivka poklesu citlivosti

se blizila primérnym hodnotam.
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Zména citlivosti tykadla po zapojeni mezi elektrody
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Obriazek 10: Velikost odpovédi tykadla na standardni stimulus aplikovany v intervalu jedné
minuty. Primér jednotlivych tykadel je zobrazen logaritmickou pfimkou. Fialova kiivka
zobrazuje logaritmicky priumér ze tii tykadel a znazoriiuje kiivku citlivosti tykadla po dobu 14
minut.

Celkové miizeme pozorovat rychly ubytek citlivosti do ctvrté minuty
a nasledné pozvolny pokles k nule. Déle se v grafickém znazornéni prokazalo,
ze tvar kiivky umirani tykadla je u vSech tfi tykadel stejny. Kfivka logaritmického

praméru pak nejlépe prezentuje hodnoty odpovédi tykadla po dobu 14 minut.
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Porovnani aéinnosti EO

Ve druhém experimentu bylo cilem zjistit aktivitu riznych koncentraci
esencialnich oleji na tykadle brouka Ips typographus. Vysledky experimentu jsou

uvedeny v tabulce | a obrazku 11.

Primérna hodnota odpovédi na stimulaci vzduchem byla 0,29 mV.
Hexan dosahl primémé hodnoty 0,59 mV. Z tabulky mizeme pozorovat, zZe
antenalni reakce byly zavislé na typu EO a jeho koncentraci EO. Je patrné,
ze u koncentrace 100ng/ul se u vSech EO projevila vétsi praimérna odpoveéd nez
0,88 mvVv
a Origanum vulgare 1,02 mV). Tabulka 1 dale poukazuje na liSici se hodnoty

na hexan (Pimpinella anisum 0,63 mV, Thymus vulgaris

u cis-Verbenolu, které se na zacatku méfeni odpovédi pohybovali v rozmezi
0,003 - 0,0035 V. Naproti tomu na konci se hodnoty pohybovali v intervalu
0,002 - 0,0025 V. Tento rozdil je zpiisoben dobou kdy na dané tykadlo byla
aplikovana koncentrace Sng/pl. témito

Kdy c¢asovy odstup mezi impulsy

cis-Verbenolu byl cca 3,5 minuty.

Pimpinella anisum Thymus vulgaris Origanum vulgare
Latka Pramér (mV) Latka Pramér (mV) Latka Pramér (mV)
Vzduch 0,313 Vzduch 0,285 Vzduch 0,275
Hexan 0,836 Hexan 0,591 Hexan 0,592
Cv_5ng/ul 3,291 Cv_5ng/ul 3,523 Cv_5ng/ul 3,141
1ng/ul 0,422 1ng/ul 0,571 1ng/ul 0,630
10ng/ul 0,512 10ng/ul 0,717 10ng/ul 0,757
100ng/ul 0,630 100ng/ul 0,885 100ng/ul 1,026
lug/ul 0,768 1ul/ul 1,012 1ug/ul 1,466
10ug/ul 0,971 10ug/ul 1,419 10ug/ul 1,613
100ug/ul 1,270 100ug/ul 1,525 100ug/ul 1,906
Cv_5ng/ul 2,192 Cv_5ng/ul 2,645 Cv_5ng/ul 2,356

Tabulka 1: Hodnoty odpovédi tykadla na stimulaci uvedenych latek a koncentraci. Kazdy test
EO byl proveden na ¢tyfech tykadlech. Uvedené hodnoty jsou vypocitanym aritmetickym

primérem.
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Pti grafickém srovnani ucinnosti jednotlivych EO (obrazek 11) je jasné,
ze nejvysSich hodnot dosahoval O.vulgare. Naopak nejméné antenaln¢é aktivni

se prokazal EO Pimpinella anisum.

Srovnani odpovédi tykadla na EO
3,5
3
2,5
S 2 W Vzduch
é 1,5 M Hexan
1 P.anisum
0,5 —] l I I m T.vulgaris
0 - m O.vulgare
FORO S S I I
7 SRS S Y
Koncentrace latek

Obrazek 11: Graf zobrazujici velikost EAG odpovédi na stimulaci vzduchem, hexanem,
standardem a jednotlivymi koncentracemi EO. Hodnoty piedstavuji aritmeticky primér ze 3
méfeni.

Do dal$iho experimentu, kde byla pouzita plynova chromatografie s antendlni

detekci (GC-EAD) byly vybrany koncentrace EO 100ng/pl a 1ug/pl.

GC-EAD analyza

Chromatografické analyzy tfi vybranych EO (koncentrace 1p/ul) jsou
zobrazeny na obrazku 12. V detailu tohoto obrazku je zcela patrné, Ze se esencialni
oleje lisi riznou bohatosti a koncentraci latek. Pii porovnani s obrazkem pfiloha 1,
si miZeme povSimnout, Ze se chromatogram jednotlivych EO pfti odliSné koncentraci
lisi. Je patrné, Ze se pii nizs§i koncentraci (100ng/ul) projevuje daleko min latek
nez je tomu u koncentrace 1 ug/ul. Jako nejvice pestry se prokazal esencialni olej
Thymus vulgaris. S nejmensim mnozZstvim latek se ukazal esencidlni olej
Origanum vulgare, ktery byl v pfedchazejicim experimentu potvrzen jako nejvice
EAD aktivni.
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A

Obrazek 12: Chromatogram jednotlivych EO p¥i koncentraci 1pg/pl. A-Pimpinella anisum, B-
Thymus Vulgaris, C-Origanum vulgare.
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Pti GC-EAD analyze nizSich koncentraci se prokazala u vsech EO pouze
jedna aktivita. Pfi GC-EAD analyzach vysSich koncentraci byly pozorovany
odpovédi vyssi intenzity a k hlavnim aktivnim latkam piibyli dalsi. V nasledujicich

obrazcich bude proto zobrazovana u vSech EO pouze koncentrace 1 ug/pl.

EO Pimpinella anisum pii koncentraci 1u/ul vykazal tii oblasti EAD aktivity,
na které tykadlo reagovalo (obrazek 13). Na tomto obrazku mizeme vidét EAD
aktivitu pii RT 4,87min., 5,29 min. a 5,95 min.) Primérnd hodnoty u EAD 1,2,3
byly: EAD1 - 0,1 mV, EAD2 - 0,25 mV a EAD 3 - 0,05 mV).

EAD 2

5.7 min

EAD 1

4,87 min

EAD 3

5.94 min

P.anisum_1ugful k t

Tykado 1

_l_\.:—-—'-o-\-"v-------—-kac”02 —'—-*'v""\. UMMWW
kado 3 ~ WVWWMW
MMMWWWWMWWWWWWM

Obrazek 13: Oblasti antenalné aktivnich latek piitomnych v GC-EAD analyze EO Pimpinella
anisum (1p/pl). Horni linie - FID zaznam, dolni 3 linie - EAD zaznamy 3 riznych tykadel.
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Oblasti antenalni aktivity pti GC-EAD analyze EO Thymus vulgaris jsou
zobrazeny na obrazku 14. Tento olej obsahoval tfi latky, které opakované vyvolavaly
odpovéd’ tykadel: Pik EAD 1 - v retencnim case 3,97 min vyvolal odpovéd,
ktera byla v priméru 0,29 mV. EAD 2 - v cCase 4,26 min a primérnd odpoveéd

tykadla byla 0,16 mV au EAD 3 v ¢ase 5,28 min s primérnou hodnotou 0,1 mV.

3.97 min 4. 16 min 5.28 min
hEAD 1 % EAD 2 EAD 3

T.wulgaris_1ugful_ l/L\ L/
___f__/\_ e ] [

Tykadla 1

i i e e ot e
Tykadio 2 ’\_/x S e
— A I |
Tykadio 3 R e T Y

Obrazek 14: Oblasti antenalné aktivnich latek pFitomnych v GC-EAD analyze EO Thymus
vulgaris (1p/pl). Horni linie - FID zdznam, dolni 3 linie - EAD zaznamy 3 riznych tykadel.
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Obrazek 15 zobrazuje Ctyii oblasti EAD odpovédi na latky obsazené v EO
Origanum vulgare. Jejich priméma hodnota (mV) a retencni ¢as (min) byl:
EADL1 - 0,3 mV, 3,97 min., EAD2 - 0,1 mV, 5,28 min, EAD 3 - 0,2 mV, 5,28 min.
aEAD 4 - 0,05 mV, 5,94 min.

5.33 min
EAD3

5.28 min

EAD 2

EAD 1
3.9%min EAD 4

5.94 min

O.vulgare_1ug/ful J\
Tykadio 1 R —— l—
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Obrazek 15: Oblasti antenalné aktivnich latek piitomnych v GC-EAD analyze EO Origanum
vulgare (1p/pl). Horni linie - FID zaznam, dolni 3 linie - EAD ziaznamy 3 raznych tykadel.
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Identifikace EAD aktivnich latek

Obrazky 16, 17 a 18 znazoriuji analyzu identifikovanych latek obsazenych

v EO pomoci MS a porovnani

U Pimpinella anisum (obrazek 16)

s chromatogramem uhlovodiku C8-C22.

byly indentifikovany &tyfi latky Estragol,

Anisaldehyd, Anethol a Caryophyllen. Na obrazku 17 je mozno vidét analyzu

Thymus vulgaris, latky které byly objeveny jsou alfa-Pinen, beta-Pinen, y- Terpinen a

Thymol, u Origanum vulgare jsou to
(obrazek 18).

Cymen, Thymol, Carvacrol a Caryophyllene

Anisaldehyd

4,87 min.
]

5,29 min.

5,94 min.

.

c13

c17 c18 c19 c20 €21 C22

Obriazek 16: Porovnani chromatogramu EO Pimpinella anisum (1p/pl ) a série uhlovodika C8-
C22. Latky identifikované pomoci MS jsou zobrazeny zelené, latky, které byly antenalné aktivni

jsou zvyraznény oranZové.
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Obriazek 17: Porovnani chromatogramu EO Thymus vulgaris (1p/pl ) a série uhlovodiki C8-
C22. Latky identifikované pomoci MS jsou zobrazeny zelené, EAD aktivni latky oranzové.
538 min. Thymol-isomer
Carvacrol 1664006 Thymol Carvacrol
X 1.4¢4+006-
5,28 min.|
1.2e+006-
Thymol 1e+006
800000
600000
400000
200000
5,94 min. 7 T T T T T T T
Time (s) 890 900 910 920 930 940 950 960
— 135
Caryophyllen
3,97 min. /
Cymen I
JQ
43gmn 529 min 5.73min ™ o = el &sqmn
27jmn ajmn 453mn s2qm
6,92 min 2.94min
ﬂ oo i i
cs8 Cc9 c1o0 c11 c12 C13 c14 c15 Ccle c17 c1s8 c19 C20 C21 cC22

Obriazek 18: Porovnani chromatogramu EO Origanum vulgaris (1p/pl ) a série uhlovodiki C8-
C22. Latky identifikované pomoci MS jsou zobrazeny zelené. EAD aktivni latky jsou oznaceny
oranZové. V pravém hornim rohu je mozno vidét detail identifikace hlavniho piku.

39




Antenalné aktivni latky

V tabulce 2 jsou znazornény latky, které vyvolaly antenalni reakci.
V EO Pimpinella asnisum a Thymus vulgaris se vyskytovaly tii aktivni latky.
V EO Origanum vulgare se projevily 4 latky. Latky Cymen, Thymol a Caryophyllen
se vyskytovaly ve dvou EO.

Nejvétsi antenalni reakci v EO Pimpinella anisum vyvolal Estragol,
u kter¢ho byl pomér ploch FID-EAD 0,04 a primérnd reakce byla 0,1 mV.
Nejvice aktivni latka u Thymus vulgaris byl Cymen s pramérnou hodnotou 0,29 mV
a pomérem FID-EAD 0,032. Tato latka méla nejvétsi pramérnou hodnotu i u EO
Origanum vulgare 0,3 mV s pomérem FID-EAD 0,13.

Za nejvice antendlné aktivni latku, vzhledem k poméru ploch FID-EAD,
ktera byla nalezena je Cymen. Latka, ktera méla druhou nejlepsi reakci je Estragol.

Anethol byl v porovnani aktivnich latek na tfetim miste.

Latka RT (min.) Kl P"m'flr[g’_ll‘z’ﬂ‘[)p‘k“ EO
Estragol 4,87 1211 0,040 Pimpinella anisum
Anethol 5,29 1300 0,031 Pimpinella anisum

Caryophyllen 5,94 1450 0,028 Pimpinella anisum
Cymen 3,97 1034 0,032 Thymus vulgaris
y-Terpinen 4,16 1070 0,017 Thymus vulgaris
Thymol 5,28 1297 0,011 Thymus vulgaris

Cymen 3,97 1034 0,130 Origanum vulgare
Thymol 5,28 1297 0,017 Origanum vulgare

Carvacrol 5,33 1309 0,025 Origanum vulgare
Caryophyllen 5,94 1450 0,012 Origanum Vulgare

Tabulka 2: Antenalné aktivni latky obsaZzené v EO, jejich retenéni ¢asy a Kovatsovy indexy a
relativni aktivity.
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8. Diskuze

Testované esencidlni oleje, byly vybrany na zdkladé¢ dat publikovanych
v praci Mudroc¢enkové a kol. (2018), kterd zkoumala toxicitu a repelenci EO
Celedi Lamiaceae (Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Hyssopus officinalis
a Mentha piperita) a Apiaceae (Pimpinella anisum a Foeniculum vulgare)
pro kirovece IT. Prace prokdzala rozdilnou miru repelence u jednotlivych EO.
Obecn¢ byla repelence zavisla na typu EO, aplikované davce a na dobg,
kterA od aplikace ubé&hla. EO Pimpinella anisum, Origanum vulgare
a Thymus vulgaris byly vice repelentni nez Foeniculum vulgare, Hyssopus officinalis
a Mentha piperita. Pii nizkych davkach nebyl mezi EO Pimpinella anisum,
Origanum vulgare a Thymus vulgaris pozorovan signifikantni rozdil v repelenci.
Pii vysSich davkach EO Pimpinella anisum a Thymus wvulgaris vykazovaly

signifikantné vyssi repelentni uc¢inek nez Origanum vulgare.

Stanoveni citlivosti tykadel k EO

V experimentech, kde byly porovnavany ucinnosti tfi nejvice repelentnich EO
Pimpinella anisum, Origanum vulgare a Thymus vulgaris na tykadla kurovct, bylo
zjisténo, ze Origanum vulgare je z téchto tii EO nejvice antenalné aktivni.
Nejméné aktivni byl Pimpinella anisum. Pofadi G¢innosti bylo shodné u vsech
testovanych koncentraci. NaSe vysledky potvrzuji studii Mudrocenkové a kol.

(2018).

GC-EAD analyza EQO a identifikované latky

V GC-EAD experimentech bylo zjisténo, Ze izolované tykadlo brouka
I. typographus je schopno detekovat Cichové aktivni latky maximalné po dobu
14 minut. Béhem této doby konstantné snizuje svoji citlivost. Na zdkladé téchto
vysledktt byly upraveny parametry GC-EAD analyzy tak, aby bylo mozno

identifikovat jednotlivé latky obsazené v EO béhem tohoto casového tseku.

GC-EAD analyzy prokazaly, ze pocet detekovanych antenalné aktivnich latek
v daném EO roste s koncentraci analyzovaného EO. V EO Pimpinella anisum

byly identifikovany pii koncentraci lug/ul tfi aktivni latky: estragol, anetol
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a caryophyllen. Pti koncentraci 100ng/ul byl EAD aktivni pouze anetol, ostatni
komponenty byly pod detekénim limitem EAD detektoru. Thymus vulgaris
obsahoval aktivni latky cymen, y-Terpinen a thymol. Thymol vyvolaval EAD
aktivitu i v koncentraci 100ng/ ul. Nejvice antenalné aktivnich latek obsahoval EO
Origanum vulgare. V nizsi koncentraci byl EAD aktivni pouze cymen, ktery vyvolal
ve vysSi koncetraci nejsilnéjsi reakci. Dalsi identfikované latky byly thymol,
carvacrol a caryophyllen. Celkové byly tedy identifikovany ve zkoumanych EO tyto
latky: anetol, caryophyllen. carvacrol, cymen, estragol, thymol a y-Terpinen
(tabulka struktur ptiloha 3).

Vsechny tyto identifikované latky jsou v n&jaké podobé& soucasti vini
ovliviiyjicich chovéani rGznych druhtt hmyzu (slouzi jako semiochemikalie —
tj. komunikacni latky, ptedavajici urCitou informaci). Napiiklad, naSe nejvice
antenaln¢ aktivni latka cymen, plsobi jako alomon u n¢kolika druhti tesatikoviti
(Cerambycidae). Anetol vnimaji néktefi mandelinkoviti (Chrysomelidae) jako
kairomon. Thymol je u plostic (Heteroptera) vnimén jako feromon
(The Pherobase © 2018). Také Cichova aktivita nékterych latek identifikovanych
v EO byla u ktirovct I. typographus diive studovana. Jde napiiklad o latky estragol,
cymen a y-Terpinen, pro néz existuji na tykadlech citlivé specifické cichové
smyslové neurony (OSN) (Andersson 2012, Schiebe a kol. 2019). Mezi latky, které
jsou z tohoto hlediska nové a v ptedchozich vyzkumech ¢ichovych schopnosti
I. typographus nebyly testovany, jsou anetol, thymol, caryophyllen a carvacrol.
Anetol ma molekulérni strukturu podobnou jiz studovanému estragolu a mohl by byt
vniman estragolovym c¢ichovym smyslovym neuronem. Nové identifikované latky
budou muset byt dale zkoumany na trovni jednotlivych ¢ichovych senzil
1 behaviordlné¢ s cilem zjistit, zda jsou vnimany specializovanymi ¢ichovymi
smyslovymi neurony nebo stimuluji neurony se Sirsi specificitou a jaké behavioralni

reakce zprostiedkuji.

Cichovy systém IT je v posledni dobé hodné studovan piedev§im proto,
ze se jedna o ekonomicky vyznamného Sklidce. Na zdkladé dostupnych
fyziologickych a behavioralnich dat je znamo, ze klrovec béhem své orientace
VvV prostfedi vnimd jak atraktivni, tak 1 repelentni stimuly. Mezi atraktivni stimuly
patii slozky agregacniho feromonu, hostitelské kairomony a viné symbiotickych

hub. Mezi repelentni stimuly patfi vin€ nehostitelskych rostlin, nékteré slozky

42



indukované obrany hostitele, n¢které viné kirovci plné kolonizovanych stromd.
Na tykadle bylo pomoci analyzy transkriptomu tykadla identifikovano 73 typu
¢ichovych receptor (Andersson a kol. 2015, Andersson a kol. 2020). Jenom u malé

¢asti z nich jsou identifikovany molekuly, které je aktivuji.

Fyziologické mechanismy, které mohou byt za repelenci EO zodpovédné

Pfirozené¢ vyskytujici se viné jsou velmi slozit¢ smési, které mohou
obsahovat jak atraktivni latky, které vyvolavaji pohyb smérem ke zdroji, tak i latky
repelentni, které naopak tomuto pohybu ke zdroji brani (Verschut a kol. 2019).
Porozuméni fyziologickym mechanismim, jak vzajemné interaktivni ucinky
atraktivnich a repelentnich latek ovliviiuji chovani hmyzu je proto zcela klicové
nejen z hlediska zakladniho vyzkumu ale i pfi pfipadném vyuzivani raznych latek k

ovliviiovani a chovani skodlivych druhit hmyzu.

Cich hmyzu je tvofen velice jemn& vyladénym perifernim senzorickym
systémem pro detekcei hostitelskych vini (tykadlo s ¢ichovymi smyslovymi neurony,
OSN umisténych v ¢ichovych senzilach) a centralnim Cichovymi centry v mozku,
které zpracovavaji a vyhodnocuji piijaté signaly z periferie a formuji behavioralni
odpovédi. Cichové smyslové neurony na tykadlech, jsou velmi variabilni ve svych
reakcich na rizné viné. Né&které typy reaguji vysoce selektivné pouze s jednim

typem molekul (specialisté), jiné jsou schopny reagovat na vice latek (generalisté).

Na trovni vysoce specializovanych ORN (specialisté) existuji 2 zdkladni
mechanismy, jak mohou latky piisobit repelentné: 1) bud’ aktivuji ORN, které jsou
predurceny k detekci repelentd (naptiklad latky CO2, geosmin a nékteré organické
kyseliny jsou selektivnimi repelenty pro rod Drosophila) (Semmelhack, Wang 2009),
nebo 2) inhibuji nebo modifikuji ORN, které detekuji atraktivni latky.

vvvvvv

neurony, které reaguji na vice latek a jedna latka je ¢asto vnimana vice neurony.
Informace o ptitomnosti urcité viiné je do mozku predavana prosttednictvim vétSiho
po¢tu smyslovych neuronii (populacni koédovani). Klicové pro rozpoznani urcité
specifické vin€ je synchronni stimulace urcitého specifického setu smyslovych
neurontl. V tomto piipadé¢ vjem muize byt zménén koncentraci. Nékteré viné,

které¢ se v malych koncentracich jevi jako latky atraktivni, mohou vyvolat pii vyssi
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koncentraci averzivni chovani. Jedno z moznych vysvétleni tohoto jevu je, Ze vysoké
koncentrace aktivuji typy ORN, které nizké koncentrace neaktivuji (Semmelhack,
Wang 2009, Verschut a kol. 2019).

Bruce (2015) uvadi, Ze pifi vnimani a rozpoznavani vuni ma kromé
molekularni struktury viné velky vyznam jejich kombinace a zaroven i Casovy
rozmér (to zda jednotlivé viiné stimuluji tykadlo soucasné nebo ne). Webster a kol.
(2010) ve svych pokusech pii studiu hostitelské viiné fazoli pro msice (Aphis fabae)
pozoroval, ze viiné fazoli byla v olfaktometru atraktivni, pokud byly mSice vystaveny
kompletni viini. V pfipad€, ze byly jednotlivé slozky hostitelské viing testovany
jednotlivé, byly repelentni. Tento pokus dokazuje, Ze atraktivita a repelence nezavisi
pouze na molekularni struktuife viné a Case, kdy jednotlivé latky stimuluji ¢ichové
receptory na tykadle, ale také na kontextu, ve kterém jsou jednotlivé latky vnimany.
Kromé kombinaci latek a jejich spole¢né ptitomnosti v ¢ase mohou byt dilezité také
vzajemné poméry latek ve smési. Cha a kol. (2011), zjistili, ze zdvojnasobeni
koncentrace kterékoli ze slozek syntetické hostitelské teékavé smési vinné révy
pfi zachovani konstantni koncentrace Ostatnich slouc¢enin vyznamné snizila

pfitazlivost viin€ pro samicky motyla (Paralobesia viteana).

Nekteré latky, které byly identifikovany v repelentnich EO, jsou pro IT
znamé, ale nejsou znamy jejich behavioralni aktivity. Neni znamo, zda jsou mezi
nimi specializované inhibitory ¢i latky, které spiSe modifikuji Cichovy vjem.
K pIlnému pochopeni je tfeba rozklicovat samotny systém vziajemného ovliviiovani
jednotlivych latek a vini. Ac¢koliv tedy mame relativné hodné informaci o ¢ichovém
systému IT, je vysvétleni repelence EO obtizné, protoze vliv jednotlivych latek na

chovani IT neni znam.
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7. Zavér

V této bakalarské praci byly shromazdéné vysledky experimenti,
kter¢ se =zabyvaly testovanim uCinnosti smési tii  esencidlnich oleji
Pimpinella anisum, Thymus vulgaris a Origanum vulgare na tykadlech karovci
I. typographus. Cilem bylo nalezeni a identifikace antenaln¢ aktivnich latek.
Tyto experimenty byly provedeny v laboratofich lesnické fakulty v zdzemi Ceské
zemede€lské univerzity v Praze. S pomoci zaznamu elektrické aktivity tykadel
zapojenych mezi 2 elektrody (EAG) bylo zjisténo, Ze izolované tykadlo, je schopno
odpovidat na ¢ichové podnéty maximalné 14 minut. Po tuto dobu je mozné vyuzit
izolované tykadlo jako biologicky detektor pro detekci Cichové aktivnich latek v EO.
vyvolaval EO O. vulgare a nasledné pak T. vulgaris a P. anisuum. V GC-EAD
a GC-MS experimentech bylo dale ve zkoumanych EO identifikovano celkem sedm
antenaln¢ aktivnich latek: Anethol, Caryophyllen, Carvacrol, Cymen, Estragol,

Thymol a y-Terpinen.

Tato bakalaiska prace tak splnila stanovené cile prace. Nékteré identifikované
latky jiz byly dfive studovany a zname jejich specifické ORN. Latky thymol,
caryophyllen a carvacrol jsou nové objevené a budou pifedmétem dalsiho studia.

Na tykadlech I. typographus doposud studované nebyly.
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Piiloha 1: Chromatogram jednotlivych EO p¥i koncentraci 1pg/pl. A-Pimpinella anisum, B-
Thymus Vulgaris, C-Origanum vulgare.
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Ptiloha 2: Oblasti antenalné aktivnich latek pritomnych v GC-EAD analyze. Horni linie - FID
zaznam, dolni 3 linie - EAD zaznamy 3 riznych tykadel. A - Pimpinella anisum, B - Thymus
vulgaris, C - Origanum vulgare.
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Priloha 3: Struktury antenalné aktivnich latek, které byly prokazany v GC-EAD analyze.
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Piiloha 4: Vertikalni taha¢ elektrod PC-100 (NARISHIGE).
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Priloha 5: Sklenéné elektrody, slouzici k zapojeni tykadla, vyrobené pomoci vertikalniho tahace
PC-100.
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Piiloha 6: Laboratorni chov IT v plastovych boxech se smrkovymi poleny s Fizenym teplotnim a
svételnym rezimem (25 °C teplota, vihkost 66 %0).
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