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Abstrakt

Lykozrout smrkovy Ips typographus (l.t.) (Coleoptera, Scolytinae) zpusobuje
V poslednich letech rozsahlé kalamity ve smrkovych porostech. Tato prace se zabyva
zjisténim potencionalni antiatrakéni aktivity (+)-trans-4-thujanolu (sabinen hydratu), latky
produkované mladymi smrky, v porovnani s feromonem lykozrouta smrkového. A dale
urCeni enantiomerniho slozeni (+)-trans-4-thujanolu ze smrku a v syntetické testované
latce. Ve feromonovych lapaéich byl testovan (+)-trans-4-thujanol samostatné ve tfech
davkach, a vkombinaci se dvéma davkami syntetického feromonu 1. t.
(2methyl-3-buten-2-ol, cis-verbenol). Jako reference byl pouzit 1,8-cineol, latka
S prokazanymi antiatrakénimi G€inky a dale samotny feromon a prazdny lapa¢. Cilem bylo
porovnat snizeni odchyt broukd po pfidani raznych davek antiatraktivnich latek
k feromonu vici samotnému  feromonu. Rovnéz jsme  zjiStovali  aktivitu
(+)-trans-4-thujanolu samotného. Experiment se konal na lokalité Libava v priabéhu kvétna
a Cervna 2017. Enantiomerni ¢istota (+)-trans-4-thujanolu produkovaného smrkem byla
porovnana s komer¢ni latkou metodou chirdlni plynové chromatografie s hmotnostni
detekci. Vysledky ukézaly statisticky vyznamnou antiatrakéni aktivitu vysoké davky
(+)-trans-4-thujanolu v kombinaci s nizkou i vysokou davkou feromonu, ktera byla
porovnatelna s aktivitou znamého potentniho anti-atraktantu 1,8-cineolu. Odchyty
na samotny (+)-trans-4-thujanolu nebyly signifikantné rozdilné od prazdné pasti.
Enantiomerni kompozice trans-4-thujanolu emitovaného smrkem byla uréena jako
100% (+)-, stejna kompozice pak byla uréena u syntetické latky pouzivané pii testovani,
testovali jsme pfirodni enantiomer. (+)-Trans-4-thujanol snizuje pfitazlivost lykozrouta
smrkového k agrega¢nimu feromonu, je tedy potentnim anti-atraktantem a maze byt pouzit

pii optimalizacich antiatrakcnich smési s potencionalnim pouzitim v managementu.

Klic¢ova slova

trans-4-thujanol, lykozrout smrkovy, sabinen hydrat, Ips typographus, smrk ztepily,

anti-atraktant



Abstract

Spruce bark beetle Ips typographus (l.t.) (Coleoptera, Scolytinae) has caused
extensive calamities in spruce stands in recent years. This work deals with the detection of
potential anti-attraction activity of (+) - trans-4-thujanol (sabinen hydrate), a substance
produced by young spruce trees, in comparison with the pheromone of spruce bark beetle.
Furthermore, the determination of the enantiomeric composition of (+) - trans-4-thujanol
from spruce and in the synthetic test substance. In pheromone traps, (+) - trans-4-thujanol
was tested alone in three doses, and in combination with two doses of synthetic pheromone
I.t. (2-methyl-3-buten-2-ol, cis-verbenol). As a reference was used 1,8-cineol, a substance
with proven anti-attraction effects and a pheromone alone, and an empty trap. We also
investigated the activity of (+) - trans-4-thujanol alone. The experiment took place in
Libava during May and June 2017. Enantiomeric purity of (+) - trans-4-thujanol produced
by spruce was compared with commercial substance by chiral gas chromatography with
mass detection. The results showed a statistically significant anti-attractive activity
of a high dose of (+) - trans-4-thujanol in combination with both low and high dose
pheromone, which was comparable to those of the known potent anti-attractant 1,8-cineol.
Traps on (+) - trans-4-thujanol alone were not significantly different from the empty trap.
The enantiomeric composition of trans-4-thujanol emitted by spruce was determined to be
100% (+) -, the same composition was then determined for the synthetic material used in
testing, we tested the natural enantiomer. (+) - trans-4-thujanol reduces the attractiveness
of spruce bark beetle to the aggregate pheromone, it is thus a potent anti-attractant and can

be used in the optimization of anti-attraction mixtures with potential use in management

Keywords

trans-4-thujanol, spruce bark beetle, sabinen hydrat, Ips typographus, Norway spruce,
anti-attractant
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1 Uvod

Tato prace se zabyva chemickou ekologii v soucasnosti nejvétsiho skiidce ceskych
smrkovych porosti. Lykozrout smrkovy patti, Vposlednich desetiletich, mezi
nejvyznamnéjsi Skiidce smrkovych porosti vV Evrope. Objem napadeného diivi ve stiedni
Evropé¢ kazdoro¢né stoupa (Zahradnik, Gerakova, 2010).

Anti-atraktanty jsou smési syntetickych latek, které nejsou atraktivni pro kurovce
a po aplikaci na okraji porostu, zakryji pivodni pach vhodného hostitele a pulisobi
na kirovce repelentnim zpusobem (Jakus et al. 2015). Anti-atraktanty budi velky zajem
v lesnickém vyzkumu s ohledem na jejich pouziti pfi ochrané proti Skiidctim.

Vznik prvni elektrofyziologické analyzy dal moznost zjistit, na které latky hmyz
reaguje a které mize vnimat. Touto technologii se dalo ovéfit, zda latky, které lykoZrouti
smrkovy produkuji, jsou agrega¢ni feromony (cis-verbenol) nebo antiagrega¢ni feromony
(verbenone). Testovaly se i jiné latky, které nepochazely od kiroveu, a bylo tak objeveno
nékolik sloucenin, které na lykozrouta smrkového ptisobi jako anti-atraktanty. Jsou to latky
z nehostitelskych rostlin, jako jsou GLV - tékavé latky ze zelenolistych rostlin, a latky
Z hostitelskych rostlin. 1,8-cineol (eucalyptol) smrku ztepilého je jeden z oxidovanych
terpend, jehoz koncentrace vzrista pifi napadeni herbivory ¢i pii nakazeni patogenni
houbou. Vyss§i koncentrace této latky byla objevena i ve smrcich, které byly rezistentni
vuci napadeni kirovcem (Andersson et al. 2010). Schiebe et al. (2012) pti laboratornich
testech zjistili silnou odezvu na tykadlech na 1,8-cineol. Andresson et al. (2011) tento anti-
atraktant, otestovali v terénu a zjistili silny antiatraktivni efekt.

Metodami chemické ekologie, védy o chemickych latkach, které zprostiedkovavaji
komunikaci jedinci mezi sebou (feromony), nebo komunikaci broukii s okolim,
(kairomony, viné¢ hostitelského stromu) jsme urcovali polni a antendlni aktivitu
potencionalniho anti-atraktantu trans-4-thujanolu (sabinen hydra), ktery ma piimy vztah
koncentrace na vé€ku smrku ztepilém. To znamenad, Ze se koncentrace s ptibyvajicim vékem
snizuje. Antiatrakéni G¢inek na lykozrouta smrkového byl potvrzen pouze laboratorné
(Blazyte-Cereskiené et al. 2015), aviak v terénu zatim nebyl otestovan. Terénni experiment
je hlavni naplni této prace a je nezbytny pro urCeni aktivity trans-4-thujanolu jako

potencionalniho anti-atraktantu.
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2 Cil prace

Cilem diplomové prace je uréit aktivitu potencialniho anti-atraktantu trans-4-thujanolu
(sabinen hydratu) na odchyt lykozrouta smrkového do feromonovych lapact a posoudit
moznost vyuziti. Dil¢imi tkoly bylo vypracovani literarni reSerSe, obsahujici informace
tykajici se dané problematiky, dale samostatny vyzkum, skladajici se z nékolika casti.
Prvni ¢asti bylo uréeni pfitomnosti a enantiomerni Cistoty trans-4-thujanolu v kife smrku
ztepilého. Druhym cilem bylo evaluovat antiatrakéni aktivitu této potencionalné Uc¢inné
latky a porovnat ji s aktivitou znamého anti-atraktantu 1,8-cineolu. V polnim pokusu
s feromonovymi lapaci jsme porovnavali snizeni odchytti broukt po ptidani riiznych davek
antiatraktivnich latek k feromonu vi¢i samotnému feromonu. RovnéZ jsme zjistovali
aktivitu (+)-trans-4-thujanolu samotného. Soucasti experimentu byl vybér vhodnych
lokalit, design odparniki s t¢innymi latkami a feromonem s uréenym koeficientem odparu
a nakonec zpracovani vysledkt jako determinace druhu a pohlavi brouku a statistické
vyhodnoceni. Novy anti-atraktant pak mize byt zahrnut do optimalizace ochranné smési

V managementu.
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3 Rozbor problematiky (literarni reSerse)

3.1 Scolytinae (kiirovcoviti)

I kdyz svou morfologii kirovcoviti ptipominaji spiSe ¢ervotocovité, fylogeneticky
jsou piibuzni s nosatcovitymi. Na uzemi Ceské republiky se nachazi
asi 104 druht kirovcovitych, z nichz nékteré druhy napadaji pouze dfeviny listnaté
a nckteré pouze dfeviny jehlicnaté (Kiistek et al. 2013). Z druhG vyskytujicich
se na jehlicnanech jsou, podle zdkona ¢. 289/1995 Sb., Zakon o lesich a zméné nékterych
zédkonl (lesni zdkon), resp. jeho provadéci vyhlasky €. 101/1996 Sb., ve znéni novely
¢. 236/2000 Sb., povazovany za kalamitniho Skidce tfi druhy a to Ips typographus
(Linnaeus, 1758) a Pityogenes chalcographus (Linnaeus, 1761), Ips duplicatus (Sahlberg,
1836). Nedostatek stromti vhodnych k napadeni, potravni a prostorova kompetice jsou
jedny z ptirozenych regulac¢nich faktord pusobici na kurovcovité. Regulaéné pusobi
i obranyschopnost dfevin proti napadeni, ktera je pii studeném a deStivém pocasi
posilnéna. Toto pocasi zaroven zpusobuje omezeni pii rozmnozovani a vyvoji karovci.
Pro kiirovce je pfi rozmnozovani idealni teplé a slunné pocasi, protoze dochazi k velkym
suchiim
a obranyschopnost napadenych stromu klesa. To vSak neplati pro kalamitni plochy,
nachazejici se na velmi slunnych mistech, za extrémné teplého pocasi, protoze zde
v disledku rychlého vysychani dieva dochazi k vy$§imu amrti kiirovcovych larev. Mezi
dal$i negativni vlivy lze zafadit také predatory, parazitoidy a puavodce nemoci

(Ktistek et al. 2013).

3.2 Lykozrout smrkovy Ips typographus L.

Lykozrout smrkovy (Obr. 1) patii mezi nejskodlivéjsi ktirovce u nas. Nachazi se
od nizin az po vysokohorské polohy, vSude tam, kde se vyskytuje smrk. Kudela (1970)
uvadi, Ze velmi snadno dochazi k pfemnoZeni na v€as nezpracovanych vyvratech
a odlomenych c¢astech kmene. Po rozsahlych vétrnych kalamitach dochéazi obvykle
v dalsich letech ke gradacim lykoZzrouta smrkového, kdy napadé i zcela zdravé stromy,

které poté béhem 6-10 tydnti zahubi (Pfeffer, 1989).
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Obr. 1: LykoZrout smrkovy (Zahradnik, Gerakova, 2007)

Morfologie
Velikosti se pohybuje mezi 4,2 mm a 5,5 mm. Je napadné leskly, hnédocerny a

patii do skupiny lykozroutli, kde je zadni ¢ast krovek ozdobena Ctyimi hrbolky. Zrnité a
hrbolkované Celo je opatfeno ndpadnym a velkym hrbolkem uprostfed predniho okraje.
Zlutava tykadla maji palicky se zietelnymi $vy. Stit, ktery je spis delsi nez §irsi, je vepiedu
hrbolkovany a vzadu jemné tecCkovany. Krovky maji valcovity tvar a jsou malo sbihavé,
v tadkéach jsou hluboce teckované, lesklé a v zadni vyhloubené ¢asti matné. MeziryZzi
krovek je hladké, lesklé a teckovani je vidét pouze v zadni Casti. PFitomnost tecek pouze
V zadni ¢asti téla, odliSuje lykozrouta smrkového od druhii, které maji na konci krovek také
Ctyfi zuby. Horni zub na vyhloubené zadni Casti krovek je nejmensi, druhy zub je pfti
kofenu tlust$i, tfeti zub je nejvétsi a je knoflikovité protazeny, posledni je opét mensi.
Brouk je po celém obvodu téla pokryt dlouhymi, svétle zlutymi chlupy (Pfeffer, 1955).
Tvar zubll na krovkach, hustota ochlupeni a tvar hrbolku na ¢ele jsou znaky pohlavniho
dimorfismu, a je podle nich mozné rozliSit pohlavi Zivych jedinct. Této vlastnosti se
vyuziva v chemické ekologii, véd¢ zabyvajici se chemickymi latkami, které lykoZrouti
pouzivaji pii komunikaci mezi sebou (feromony), pfi komunikaci s okolim a vybéru
vhodného hostitele (Schlyter, Cederholm, 2009).

14



Obr. 2: Vnéjsi znaky pohlavniho
dimorfismu IlykoZrouta smrkového; a-
samice,b-samci  1-zahlavi, 2- hustota
ochlupeni na zahlavi, 3-hrbolek na cele, 4-
tvar prostiedniho zubu (Schlyter,
Cederholm, 2009)

Ekologie

Lykozrout smrkovy se vyviji hlavné pod klirou smrku a jen vyjimec¢né i pod ktirou
jinych jehli¢nant.

Pozerek je svérazny. Snubni komulrka se nachazi v kife a po odloupnuti je
zpravidla znatelnd. Z komiirky vychazeji nahoru a doli mate¢né chodby, které jsou svislé,
rovné, nezprohybané, coz je odlisné od piibuznych druhii a kazdd chodba mé jednotlivé
vétraci otvory. Délka chodeb je 6 - 12 cm a $itka je 3 - 3,5 mm. Délky chodeb jsou zavislé
na tom, zdali je lykoZrout pfemnozen (Obr. 3). Pfi pfemnozeni jsou chodby kratsi, a pokud
pfemnozen neni, jsou delsi. Nejcastéji se vyskytuje dvouramenny pozerek, velmi Casto se
vsak objevuji i poZerky tfiramenné. Pokud dojde k velkému pfemnozeni lykozrouta, jsou

na kmenech nalézany vétSinou pozerky jednoramenné.
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Obr. 3: Vyvoj pozerku lykoZrouta smrkového (Pfeffer, 1955)

Lykozrout smrkovy se vyskytuje spiSe na vzrostlych stromech, protoze potiebuje
siln€j§i vrstvu lyka pro vyvin larev. Napadd tedy smrky starSich vékovych tfid,
60 let a vySe. Mladsi porosty miji a objevuje se zde az kdyz dojde k silnému pfemnozeni.
Zahradnik (2007) uvadi, ze v tomto piipadé se také Castéji objevuje uvniti porosti.
Lykozrout zahajuje nalet na stojici, dosud zelené stromy, na rozhrani suchych a zelenych
vétvi, pficemz se §ifi smérem nahoru i dola. Vrcholy stromu s primérem pod 10 cm
vétSinou nenapada, protoze je Ve slabSim materialu omezen vyskytem jinych druht
karovcu (Obr. 4).

Oddenkové casti do 1 - 1,5 metru zpravidla zustavaji bez napadeni. U lezicich
kmenti nalet probihd po celé vhodné ¢asti kmene. Larvové chodby odbocuji z mate¢ni
chodby a z pocatku vedou vedle sebe. Pozdéji mifi larvy do volného prostoru a chodby
se zacnou od sebe oddalovat. Z mateéné chodby vétSinou vychazi 10 - 25 larvovych
chodeb z obou stran. Hustota poZerkli je zavisla na rozmérech kmene a intenzité naletu
IykoZrouta.

Prvni ndlet je vétSinou sméfovan na misto, kde prechdzeji suché vétve ve vétve
zelené. Z tohoto mista je strom postupné napaden lykoZroutem smérem nahoru a dold

(Pfeffer, 1955).
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Ips duplicatus
Ips amitinus

Palygraphus poligraphus

Ips typographus

o

Trypodendron lineatum

Obr. 4: Prostorové rozmisténi kiiroved na smrku (KniZek, Zahradnik, 2004)

Bionomie

Rojeni lykozrouta zaCind na jafe, béhem teplych odpolednich hodin, kdy brouci
opoustéji prezimovaci tkryty. Po zahtati kiry nebo hrabanky na 14°C se za¢nou brouci
pohybovat, pii 20°C je rojeni silné a pti 29°C dosahuje vrchol rojeni a nastava
pro lykozrouta tepelné optimum. Toto obdobi nastdva koncem dubna a béhem kvétna.
Pohlavné nedospéli jedinci 1étaji 1 - 2 tydny pied tzv. svatebnim rojenim. Hromadné
nalitavaji na okraje odloupnuté Cerstvé kury na patrezech, na krajich neoloupanych klad,
na odtiznuté Cerstvé vrcholky stromil a na spodni stranu silnéjSich, na zemi lezicich, vétvi
kde provadi uzivny Zir a pohlavné dospivaji. Dospéli brouci, ktefi svlij Gzivny zir ukoncili
Jiz na podzim, zakladaji snubni komirky pfi prvnim poletovani a za¢inaji se rozmnoZzovat
diive neZ nedospéli jedinci, 1 kdyZ jejich rojeni zacalo pozdéji. Jarni rojeni je ukonceno
béhem deseti az dvanacti dnl a je hromadnéjsi neZ rojeni letni. Celkovy vyvoj lykoZrouta
smrkového, od zavrtani po plné vyspélého jedince, trva nejméné 6 - 10 tydna (Pfeffer,
1955).

2 - 3 tydny po prvnim naletu dochazi k Sesterskému rojeni, pferojovani samic na
stejny nebo jiny strom, probiha pii vSech generacich (Obr. 5). Samice prod¢laji regeneraéni

zir a poté bez dalsi kopulace pokracuji v kladeni vaji¢ek v novém pozZerku, ktery nema
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snubni komiirku. Podil samicek, které se zapojuji do sesterského rojeni, kolisa od 10% do
90%. Dochazi i k pterojovani, kdy po spafeni s jinym sameckem samicka vytvaii novy
pozerek ale se snubni komtrkou, zpravidla s jednou matec¢nou chodbou, tudiz se nelisi od

standardnich pozerkl (Zahradnik, Gerakova, 2010).

I. Volba Il. Oznaceni [Il. Hromadny IV. Zakladani
hostitele nalet potomstva
J d o ‘ | ggg
: ae |
g gg do d
oo R9T| d 9 I 1 -
doeQ Sesterska
} }f do \ generace
Monoterpeny Monoterpeny (Monoterpeny) Ustava proud
(o - Pinen) 2-methyl-3-buten-2-ol 2-methyl-3-buten-2-ol pryskyfice
(S)-cis-Verbenol (S)-cis-Verbenol Antiatraktanty:
(Ipsdienol) Ipsdienol Ipsenol
Verbenon
Primarni atrakce Agregacni feromon Antiatraktant
(nahodné pristani) Switch feromon

Obr. 5: Schéma naletu lykoZrouta smrkového na hostitele a dynamika vyvoje
feromonu

3.3 Soucasna situace pFemnoZeni Ips typographus L. v CR

Lykozrout smrkovy patii mezi nejvyznamnéjsi Skidce v Evropé, s vyjimkou
Stfedomoii a Britskych ostrovli. Znadmé jsou rozsdhlé kalamity v poslednich tiech
desetiletich ze Skandinavie, pobaltskych zemi a z Béloruska, které dosahly desitek miliont
m®. Ve stfedni Evrop& dosahl objem kirovcového diivi za obdobi 2006-2009 piiblizné
43 milionu m®. V Ceské Republice dosahl objem napadeného diivi pies 29 milioni m®
za poslednich 30 let, kdy byl lykozrout smrkovy pfemnozen. Objem kurovcového diivi
ve stiedni Evropé prakticky kaZzdoro¢né stoupd, v lepSim piipadé se drzi zhruba na stejné
urovni. Vyjimku tvoii Sasko, kde lykoZrout smrkovy v posledni dobé prakticky Zadné
problémy nepuisobi (Zahradnik, Gerakova, 2010).

V devadesatych letech prochizela Sumava tietim obdobim pfemnoZeni lykozrouta
smrkového od roku 1880 (Pfeffer. Skuhravy, 1995). Prvni dvé kalamity (1870-1876
a 1945-1954) byly nasledkem vétrnych bouti, jejichz vysledkem byly rozsahlé¢ polomy.

Skoro cela Sumava byla po téchto kalamitach znovu zalesnéna geneticky problematickym
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materidlem. Smrky, které byly introdukovany z uzemi Rakouska-Uherska. Tyto
monokulturni lesy byly zaloZeny pro ekonomické ucely (Bohac, 2004).

Tteti kalamita probiha od roku 1980 do soucasné doby a ma nékolik antropogennich
i pfirozenych pfi¢in. Mezi pfirozené pfiiny patii polomy po opakujicich se silnych
vétrnych boufich. Kalamitni vyskyt kirovce po roce 1954 nebyl kontrolovan
z geopolitickych pfic¢in, ani po roce 1989, protoze se spoléhalo na samoregulacni
schopnosti lesnich ekosystémi. Kontrola kiirovce byla zahajena az v poslednich letech,
kdy jeho populacni exploze dosdhla v nékterych uzemich méfitka skutecné kalamity.
Management parku se proto vratil k ptivodni klasické a ovéfené metodé pro kontrolu
kirovce - diaslednému a rychlému kaceni napadenych stromi a odstranéni kuary
(Skuhravy. 2002).

Do roku 2010 byly zdokumentovany dvé gradace lykozrouta, které zpisobily
velkoplos$ny rozpad stromového patra v Sumavskych lesich. K té prvni doSlo v poloviné
90. let minulého stoleti v oblasti Modravska, ke druhé po klimaticky extrémnim roce 2003.
V tomto roce byly lesni porosty na celém tzemi republiky znacné oslabeny vlivem
extrémniho sucha a na mnohych mistech se jiz v pribéhu Iéta a zejména pak pocatkem
podzimu zacalo vyznamné projevovat jejich poskozeni. Ve smrkovych porostech usychaly
stojici stromy, ze kterych postupné opadavalo Sedozelen¢ zbarvené jehli¢i. Tyto podminky
napomohly k nadmérnému zvyseni pocetniho stavu kirovcti. Vzniklo tak realné nebezpeci
Piemnozeni klirovce, tedy vzniku kalamitniho stavu a nepfedvidatelnych Skod na lesnich
majetcich na tzemi celé Ceské republiky. Stromy byly nejéastéji napadany lykoZroutem
smrkovym a lykozroutem lesklym. V roce 2003 doslo k uplnému dokonceni tfi generaci
Iykozrouta smrkového v podstaté ve vSech nadmotskych vyskdch nasi republiky. Misty
doslo k vylétnuti broukt tfeti generace, a to zpravidla pro zaloZeni dal$i generace, pfip.
za ucelem dokonceni zralostniho Ziru a nasledného ptfezimovani (Knizek, Zahradnik,
2004). Po této gradaci byl rozpad porosti urychlen vétrnou kalamitou v lednu 2007.
Kindlmann et al. (2012) ukazuji na datech z vyzkumnych ploch v povodi Plesného jezera
a na Modravsku, ze druhové sloZeni rostlinnych spolecenstev se po nihlém rozpadu
stromového patra, zplisobeném témito gradacemi, pfili§ neménilo, pokud vSak nedoSlo
k takzvané asanacni tézbe.

Obdobi od roku 2010 do 2018 patii mezi nejteplejsi v historii mefeni Ceského
hydrometeorologického tstavu. Postupné zvySovani prumérné teploty v naSich
zemepisnych Sitkdch a nedostatecna, pfipadné nerovnomérnd distribuce srazek v prubéhu

roku negativné ovliviiuje celkovou vodni bilanci v krajiné. Tato vodni bilance je ddna
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rozdilem uhrnu srazek a celkového vyparu z prostiedi. Celoro¢né se vSak vlivem vyssi
celkové teploty zvySuje redlny vypar a dostupné vldhy v lesnich ekosystémech vyrazné
ubyva. Disledkem je zvySovani sucha atim zvySovani stresovych faktorti pro lesni
dreviny. Paralelni efekt téchto vlivli snizuje vitalitu lesnich porosti a ovlivituje predevsim
smrk ztepily, ktery je nachylnou dievinou (Obr. 6). Smrk trpi stresem z nedostatku vlahy
pod 600 milimetri ro¢niho wthrnu. MéElky kofenovy systém pronikajici jen nékolik
decimetri do pidy neni schopen vyuzivat stile klesajici hladinu dostupné vody.
Tim se sniZzuje jeho obranyschopnost pted Skodlivymi organismy, predevS§im pak pred
podkornim hmyzem, tedy kirovcem. Negativni dopad srazkové podprimérnych let 2015
a 2016 zpusobil rozsahlé¢ chfadnuti smrkovych porosti, které se lavinovité §ifi do nasich
kon¢in od vychodu. Primarné suchem oslabené¢ dieviny nejsou schopny vytvaret obranné
latky a sekundarné tak podléhaji podkornimu hmyzu nebo tfeba houbovym onemocnénim.
Navic dlouhotrvajici extrémni teploty urychluji vyvoj béznych druht kirovct a umoziuji
zvySeni poCtu generaci ¢i Sifeni u nds doposud nepftilis§ rozsitenych druhi, napt. lykozrouta
severského. Historicky byl pro nas smrk ztepily hlavni hospodatskou dievinou ve vSech
lesnich vegeta¢nich stupnich, ale z dnesniho pohledu je tento stav jiz neudrzitelny. Skody
na jehli¢natych porostech v nizSich polohach jsou tak rozsahlé, Ze v oblasti Nizkého
Jeseniku je nutné jednordzové odlesiiovat stovky hektari viceméné monokulturnich
porostl. Lavinovité Sifeni ktirovcové kalamity nerespektuje statni ani vlastnické hranice.
Obdobna situace se vyskytuje v polskych i slovenskych lesich, v lesich vojenskych,
obecnich ¢i cirkevnich. V praxi by se k regulaci pouzivaly plastové feromonové lapace,
stromové lapaky, insekticidni postiiky, sit¢ pro zakryvani napadeného diivi. Situace je
vSak o mnoho komplikované;jsi, protoze i S mnohem mensim poctem atakujicich brouka si
chronicky oslabené porosty nedokdZzou samy poradit a mnoZzstvi hmyzu tak roste

geometrickou fadou (Pospisil, 2018).
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Obr. 6: Pri zpracovani kirovcové kalamity vznikaji rozsahlé holiny, jez
bude obtiZzné znovu zalesnit (Libava, Olomoucko, 2017)
(http://www.silvarium.cz/media/k2/items/cache/bcfl2a472243d7c5b8cc804b4ale72a8 XL

Jpg)

3.4 Ochrana lesa

Problematika ochrany lesa v smrkovych porostech je béhem gradaci podkorniho
hmyzu pomérné Siroce diskutovana (Jaku$ et at, 2015). V lesnim zdkoné (zdkon C.
289/1995 Sb., o lesich a 0 zméné a doplnéni nékterych zédkoni, v platném znéni) je v § 32
vénovanému ochrané lesa zakotveno, Ze vlastnik lesa je povinen provadét takova opatient,
aby se pfedchazelo a zabrdnilo plisobeni Skodlivych Ciniteli na les, zejména aby se
preventivné branilo vyvoji, Sifeni a pfemnoZeni Skodlivych organismi. Tato ustanoveni
jsou dale rozvedena v ptislusné oborové vyhlasce, kterou se stanovi podrobnosti o
opattenich k ochrané¢ lesa (vyhldska MZe ¢. 101/1996 Sb., v platném znéni), kde je v § 2
uvedeno, Ze pti zabezpeceni ochrany lesa jsou identifikovani Skodlivi ¢initelé, a podle § 4
se vzniku zvySeného stavu hmyzich Skiidcti pfedchazi zejména soustavnym vyhleddvanim

a v€asnym zpracovavanim vSech napadenych stromt. Také v platné c¢eské technické normé
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CSN 481000, ochrana lesa proti kiroveim na smrku, je jednoznaéné uvedeno, Ze po cely
rok se peclivé vyhledavd, vyznacuje, eviduje a v€as zpracovava kirovcové diivi

(Lubojacky et al, 2018).

Kontrola

Karovcové stromy je nutné vyhledavat v porostech smrku s vékem nad 60 let
a pfi vysi zastoupeni vétsi nez 20% této dieviny v zasade po cely rok. Kiirovcovym diivim
se rozumi klrovcové stromy (stromy, ve kterych se nachazi vyvojova, zivotaschopna
stadia lykozroutd, jednotlivé nebo spolecn€), napadené lapaky, lezici napadené
nezpracované dievo nebo Iykozroutem napadené sortimenty (CSN 48 1000 2005), nebo
stromy, vyrobené diivi, odpad a zbytky dfeva, které jsou napadeny lykozrouty a umoznuji
jim dokon¢it vyvoj az do stadia brouka (Vyhlaska ¢. 236/2000 Sh.). Klicové obdobi vsak
piedstavuje doba béhem jarntho a letntho rojeni a kratce po ném,
kdy se pochiizkou zjistuje pfitomnost ktrovce za pomoci zbarveného jehli¢i, je rezavé
a opadava, a prostfednictvim piitomnosti drtinek na bazich kmeni. Nasledné poté lze
stromy vcas pokacet a asanovat. Tato kontrola se provadi pii zakladnim stavu (Lubojacky
et al, 2018).
Pti vyhledavani kiirovcovych stromli je potieba se zaméfit na mista jejich
nejpravdépodobnéjsiho vyskytu, jako jsou zejména:
e porostni stény, které vznikly pii tézb¢ napadenych stromli v minulém roce,
e mista, ktera se nachazeji v blizkosti v€as nezpracované kalamity,
e okoli ktirovcovych sousi,
e porostni stény, které vznikly po poSkozeni porostu vétrem, obzvlasté oslunéné
¢asti, a porosty se snizenym zapojem, vzniklym po kirovcovych tézbach,
e mista, kde byly v lofiském roce pouzity feromonové lapace a okoli stavajicich
lapacii a lapakii,
e porosty v blizkosti odvoznich mist, skladek a dfevoskladli, kde byly soustfedény
napadené stromy
(Lubojacky et al, 2018).
Lykozrout smrkovy je podle §3, vyhlasky ¢. 101/1996 Sb. v platném znéni jmenovan
jako kalamitni Skidce, pfi jejichz pfemnoZeni jsou spravei nebo vlastnici povinni pfijimat
obranna opatfeni. V pfiloze této vyhlasky je pro n¢j, stanoven stav, podle populacni

hustoty a poskozeni lesnich porostii:
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e zédkladni stav - je takovy pocetni stav lykozroutli, kdy objem kiirovcového diivi
z predchoziho roku v priméru nedosahl 1 m® na 5 ha smrkovych porosti, a nedoslo
Kk vytvareni ohnisek;
e zvySeny stav - je takovy pocetni stav, kdy objem karovcového diivi v priméru
prekro¢il 1 m® na 5 ha smrkovych porostd a doslo k vytvofeni ohnisek; tento stav
upozoriiuje na moznost pfemnozen;
e kalamitni stav - je takovy pocetni stav, ktery zptisobuje rozsahla poskozeni porostt
na sténach, prip. vznik rozsevl uvniti porostli
(Knizek, Zahradnik, 2004, Zahradnik, Gerakova, 2010).

Zavrtové i vyletové otvory lykozrouta smrkového maji v priméru 2-2,5 mm.
Koruna usychd v misté naletu, nejcastéji v misté piechodu suchych a zelenych vétvi.
Stromy, které jsou dominantné napadené lykozroutem smrkovym, jsou obvykle ve spodni

Cast koruny suché, pri¢emz vrchol koruny zustava déle zeleny (Lubojacky et al, 2018).

Ochrana

Z hlediska G¢inné ochrany lesa proti kiiroveum je v obdobi rojeni dilezité splnéni
vSech potiebnych opatfeni k utlumeni jejich gradace. Pti nesplnéni téchto opatieni véas
a Vv nedostateéné kvalité a rozsahu dochazi k dalSimu ohroZeni lest, a to i sousednich
vlastnikti. Disledné dodrzeni vSech metod boje proti napadeni karovci je akutnim
obecnym zajmem ochrany lesa, nebot’ jinak vynalozené prostfedky na obrannad opatteni
budou znehodnoceny a nepovedou k pozadovanému cili (Jaku$ et al. 2015; Knizek,
Zahradnik, 2004, Zahradnik, Gerakova, 2010).

Zéakladni principy ochrany lesa a preventivni opatieni proti kiirovetim jsou:

e vCasné zpracovani atraktivniho dfivi vhodného pro vyvoj a dal$i namnoZeni
IykoZrouta smrkového (polomy, diivi po tézbé apod.);

e vCasné¢ a disledné vyhleddvani napadenych stromil a jejich u¢innd a vcasna
asanace,;

e soustifedéni a hubeni lykozrouta smrkového V ohniscich ziru a na dalSich
ohrozenych mistech (napt. lapaky, feromonovymi lapaci, otrdvenymi lapaky
apod.).

(Knizek, Zahradnik, 2004).
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Obranna opatreni

Efektivni obranna opatfeni vychazeji z dikladné realizovanych preventivnich
zasaht, a to z disledné¢ho a v€asného odstranovani veskerého kirovci napadeného diivi.
K odstranovani téchto Skidct jsou vyuzivany odchytova zafizeni a dal$i netradi¢ni
metody. Pocet odchytovych zafizeni pro jarni rojeni je stanoven podle kalamitniho zakladu
za obdobi od 1. 8. do 31. 3. a rovna se 1/8 zav€as zpracovanych stromi napadenych
lykozroutem. K tomuto mnozstvi se piidaji 1-2 odchytova zatizeni na kazdy c¢aste¢né nebo
zcela opustény strom. Pocet odchytovych zatizeni pro letni rojeni se urcuje podle stupné
odchytu (napadeni). Pfi slabém stupni se mohou odchytova zatizeni pfemistit na jinou,

vhodng;jsi lokalitu. Pfi stfednim stupni zlstavaji ve stejném poctu, pii silném se adekvatné

zvySuji.
Stupen Lapaé, otraveny lapak Lapak
odchytu
(napadeni) Pocet odchycenych Ivkozroutu Pocet zavrtu na 1 dm?
Slaby Do 1000 Do 0.5
Sttedni 1000-4000 0,5-1.0
Silny Nad 4000 Nad 1.0

Tab. 1: Stupné odchytu (napadeni) lykoZroutem smrkovym (KniZek, Zahradnik,
2004)

Lapaky

Lapak je nejznaméjsi kontrolni metodou lykozrouta smrkového. Lapdkem se
rozumi skaceny, zdravy, odvétveny smrk nebo jeho casti, které jsou atraktivni pro nalet
kurovct a vhodné pro zaloZeni druhého pokoleni, pfipraveny pro jejich kontrolu a hubeni
(Zahradnik, Gerakova, 2010; Knizek, Zahradnik, 2004). Lapaky nesmi zartst bufeni a jsou
zpravidla umistovany do polostinu. Lapaky I. série, uréené k zachyceni ptezimujicich
broukti z jarniho rojeni, se pfipravuji koncem unora a zacatkem biezna, v horskych
polohach v dubnu. Lapaky se umistuji po okraji porostl, dvé tfetiny lapakt se umisti na
oslunénda, misa a jedna tietina do polostinu v porostu. Pocet lapakt I. série na lykozrouta
smrkového se doporucuje stanovit tak, Ze jednak na kazdy castecn€ nebo zcela opustény
kiroveovy strom se pripravi 1 lapak a jednak se na kazdych 10m® véas zpracovaného diivi
ptipravi 1-2 lapaky. Stupné napadeni se hodnoti v nejvice napadené Casti kmene a jsou
uvedeny v Tab. 1 (Zahradnik, Gerakova, 2010; Knizek, Zahradnik, 2004).

Lapaky II. série, k zachyceni dalSich generaci lykozrouta, se pfipravuji pribézné.

M¢ly by byt pripraveny pied asanaci starych lapaku. Pocet lapakt II. série se odviji ze
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stupné¢ napadeni lapakt I. série. Pfi slabém stupni napadeni lapaki 1. série se lapaky II.
série nemusi poklddat a mohou se polozit na vhodné&jsi lokalitu. Pfi stfednim stupni
napadeni se pocet lapakii neméni. Pfi silném stupni napadeni se pfimefené zvySuje pocet
lapaka II. série. Podle pribéhu vyvoje lykozrouta smrkového, je-li nebezpeci zalozeni
3. generace, kladou se lapaky dalsi série za stejnych podminek jako pti kladeni lapaka II.
série (Zahradnik, Gerakova, 2010). Pravidelna kontrola lapakt se provadi od pocatku
rojeni v intervalu 7-14 dni az do doby jejich asanace. Pti evidenci lapakt se eviduji
dulezité informace o lapaku, jako jsou cCisla a série zaznamenavajici misto a datum
polozZeni lapdku, data kontrol se stupném vyvoje lykozrouta, stupen napadeni a datum
asanace. Pro uspésné pouziti této metody je nejdulezitéjSim momentem véasnd asanace
lapaku a to v okamziku kdy se nachazi ve stadiu larvy (Jaku$ et al. 2015; Zahradnik,
Gerakova, 2010; Knizek, Zahradnik, 2004).

Feromonové lapace

Vyrobenim syntetickych sekundarnich atraktantii a jejich fixaci do riznych medii, z nichz
se postupné uvolnuji, vznikl feromonovy odparnik. To dalo moznost cilen¢ ldkat dospélce
klirovct a vyzadalo si vytvofeni odchytového zafizeni, lapaCe. Toto zafizeni zabranuje
dospélctim unikat a je mozné provadét kontrolu poctu ulovenych jedinct. Také slouzi jako
prostiedek piimé ochrany. Feromonovy lapa¢ je past slouzici k zachyceni ldkaného
ktrovce za pouziti feromonové navnady, obsahujici agregacni feromony odchytavaného
druhu a upravené tak, aby se latky samovolné uvoliiovali do ovzdusi v takovém mnozstvi
vhodném pro lakani kirovce (Zahradnik, Zahradnikova, 2016; Zahradnik, Gerakova, 2010;
Knizek, Zahradnik, 2004). V Ceské republice je pouZivani feromonovych lapa¢i dano
vyhlaskou & 101/1996 Sb., ve znéni vyhlasky ¢. 236/2000 Sb., a CSN 48 1000 (Knizek,
Zahradnik, 2004).

Povolené feromonové odparniky jsou v registru vedeném Ustfednim kontrolnim
a zkuSebnim Ustavem zemédélskym, z néhoz vychdzi kazdoro¢né publikovany Seznam
povolenych piipravkn a dalsich prostiedkti na ochranu lesa, dale jako Seznam (Zahradnik,
7Gerakova, 2010). Existuje nékolik typi feromonovych lapaci - narazové dvousténné

a Gtyfsténné, dosedaci a $térbinové (Obr. 7).
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Obr. 7. Feromonovy lapa¢ - §térbinovy a kiiZovy (Zahradnik, Gerakova, 2010)

Feromonové lapace se instaluji podle nasledujicich zasad, bez ohledu na typ:

e bezpe€nostni vzdalenost od nejbliz§iho zdravého smrku nema klesnout pod 10 m
a neméla by prekrocit 25 m;

e lapac nesmi byt zakryty bufeni (to plati po celé obdobi odchytu);

e Ucinnd plocha narazovych lapaci ma byt zhruba v prsni vySce;

e minimalni vzdalenost mezi jednotlivymi feromonovymi lapaci se doporucuje 20 m,

pfi kalamitnim stavu v rozsahlych ohniscich mohou byt rozestupy i mnohem mensi;

(Zahradnik, Zahradnikova, 2016; Zahradnik, Gerakova, 2010; KniZek, Zahradnik, 2004).

Feromonovd ndvnada se vyvéSuje tésné pied rojenim a lapace se kontroluji
vintervalu 7-10 dni, v obdobi vrcholného rojeni v kalamitnich oblastech i cast&ji.
Zahradnik a Zahradnikova (2016) jeSt€¢ uvadéji interval 10-14 dnl. Pfi kontrole
feromonovych lapact se provadi i kontrola okolnich stromi, z divodu mozného naletu.
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Pti evidenci feromonovych lapact se kromé ¢isla lapae zaznamendva misto instalace,
datum vyvéseni navnady, datum kontroly s po¢tem zachycenych brouku a stupeni odchytu.
Pro jarni rojeni se doporucuje instalovat na kazdy cCastecné nebo Cerstvé opustény
ktrovcovy strom alespon 1 feromonovy lapac a dale 1-2 feromonové lapace na kazdych 10
m® v&as zpracovaného kiiroveového diivi. PFi stanoveni poétu feromonovych lapadt pro
letni rojeni se vychazi ze stupné odchytu v jarnim rojeni, stejné¢ jako u stanoveni poctu
lapakil. Piepodet platici pro ur€eni mnoZstvi zachycenych jedincti, v 1 cm® (1 ml) je
priblizné 35 jedinci lykozrouta smrkového, po odstranéni hrubych necistot véetné velkych
druht necilového hmyzu. Stupné odchytu jsou uvedeny v Tab. 1. Vyména feromonové
navnady by se méla provadét po ukonceni doby uc¢innosti uvedené na etiketé piipravku a

v Seznamu (Jakus et al. 2015; Zahradnik, Gerakova, 2010; Knizek, Zahradnik, 2004).

Otravené lapaky

Otravenym lapakem rozumime skdceny a odvétveny smrk a jeho ¢asti optimalné ve
¢tyfmetrovych vyfezech. Musi byt celopovrchové oSetieny vhodnym insekticidem
uvedenym v Seznamu tésné¢ pied zacatkem rojeni klrovcl a opatieny feromonovou
navnadou, ktera se nachazi se stfedu sekce na zastinéné strané (Zahradnik, Gerakova,
2010, Knizek, Zahradnik, 2004). Také se pouziva trojnozka sestavené z Cerstvych polen o
délce 1-2 m a tloust’ce alespon 20 cm, které jsou v horni ¢asti pevné spojeny zeleznym
trojzubcem, hiebiky, draty nebo provazy. Insekticidnim postiitkem se oSetfi povrch
trojnozky, podle doporu¢eného mnozstvi insekticidu, barviva a vody stanovené vyrobcem

(Jakus et al. 2015; Zahradnik, Gerakova, 2010; Knizek, Zahradnik, 2004).

Asanace kurovcového drivi, véetné lapaka

Jsou dva druhy asanace: mechanicka a chemicka.

Mechanicka asanace se provadi bud’” odkornénim, $tépkovanim, drcenim nebo palenim.
Odkornéni Ize provést bud’ ru¢né, oloupanim kiiry za pomoci loupaku, nebo odstranénim
pomoci stroje, frézovym odkornovacim adaptérem k motorové pile. Mechanickd asanace
je zcela u¢inna, pokud se provadi ve stadiu larvy. Objevi-li se v pozercich kukly nebo zluti
¢i hnédi brouci, je jiz asanace neucinnd, jelikoz zde dochdzi k zahubeni pouze
poskozenych broukt (Jakus$ et al. 2015; Zahradnik, Gerakova, 2010, Knizek, Zahradnik,
2004).

27



Pti chemické asanaci sméji byt pouzity pouze schvilené piipravky uvedené
v Seznamu. Chemicka asanace lapakl ptedpokladd uplatnéni insekticidnich piipravka
s hloubkovym a s kratkym rezidudlnim u¢inkem. Chemickou asanaci je lze provadét
Vv jakémkoliv stadiu vyvoje lykozrouta. Pokud se provede spravné, je chemicka asanace
vysoce uinna. Pfi  spravném pouziti insekticidd, v souladu se Seznamem

a platnymi etiketami, jsou ¢inné po dobu min. 8 tydn.

3.5 Feromony u druhu Ips typographus L.

Kolonizaci smrku Ips typographus L. iniciuji samci. Béhem epidemii napadaji zivé
stromy, jejichZ odpor pryskyficnym proudem je pfekonan masovym utokem. Samice jsou
pfijimany samci poté, co doslo k vytvofeni snubnich komtrek v Iyku pod kiirou (Postner,
1974). Agregace klirovctu ke specifickému stromu je fizena feromony. Feromony v kiirovci
byly nejprve zkoumany u druhu Ips paraconfusus (Lanier, 1970), u kterého bylo prokazano,
ze pouziva kombinaci ipsdienolu, ipsenolu a cis-verbenolu (Silverstein et al. 1966; Wood
et al. 1966) jako agregacni feromon. VSechny tfi latky byly pozdéji prokazany jako
produkty oxidace monoterpenovych uhlovodiki hostitelské pryskytice (Wood, 1982).
I kdyz pozd¢jsi vyzkumy uzkazuji, ze ipsdienol a ipsenol miize byt syntetizovan broukem
samotnym. Ukazalo se, ze tyto latky jsou charakteristické pro rod Ips a jedna nebo vice z
nich je pfitomna ve stfevé vsech zkoumanych druhu (Vité et al. 1972; Wood, 1982).

Monoterpeny jsou tékavé sloucCeniny, které se vyskytuji v jehlicnanech a jinych
rostlinach. Mnoho broukd pouziva tyto hostitelské monoterpeny (a-pinen, myrcen),
vlastnimi enzymy je oxiduje a potom je pouziva jako agregacni feromon. Monoterpeny
samotné jsou toxické a pryskyfice, ve ktery se vyskytuji, je viskozni a lepkava,
coz zpusobuje zachyceni a uduseni brouku (Erbilgin et al. 2007).

Oxidované feromonové latky ipsdienol spolu scis- a trans- verbenolem byly
identifikovany a pozdé&ji v polnich pokusech testovany jako saméi agregacni feromon
s velkymi odchytovymi vlastnostmi (Bakke, 1976). Pozd¢ji byl pomoci GC-MS
identifikovan izoprenovy alkohol 2-methyl-3-buten-2-ol jako dalsi slozka feromonu
(Bakke et al. 1977), ktera v kombinaci s cis-verbenolem a ipsdienolem ukazala nejvyssi
ulovky a byl navrzen jako agregacni feromon, ktery je dodnes plnén do komercnich
odparnikit pro Ips typographus L. Vzorce lze vidét na Obr.8. Biologické testy ukazaly

pokles pfitazlivosti u samct poté, co byli spojeni se samicemi. Chemické analyzy ukazaly,
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7e nesparovani samci nemaji ipsdienol (Bakke, 1976; Hackstein, Vité, 1978) a velmi malé

mnozstvi Cis-verbenolu, ale velka mnozstvi 2-methyl-3-buten-2-ol (Hackstein, Vité, 1978).

Feromony Ipsdienol M Antitraktant

Switch feromon

2-Methyl-3-buten-2-ol =

HW "o | <\
N

(—)-(4S)-cis-Verbenol Ipsenol 7

O

|
verbenone

HO

Obr. 8:Vzorce feromonu a anntiatrakttantu 1. smrkového (Schiebe, 2012)

Samci lykozrouta smrkového se obecné musi krmit nékolik hodin na hostitelském
stromu, aby produkovali detekovatelné feromony ve svych fekalnich peletach. Vyznamna
piitazlivost nemusi byt dosazena, dokud samci nebudou na krmeni déle nez 24 hodin
(Byers, 1989). Samci lykozrouta ziskaji a-pinen z par absorbovanych b&éhem dychani
v komirkach a z pozitého floému, poté oxiduji (S)-(+)-a-pinen na (S)-cis-verbenol nebo
(R)-(+)-a-pinen na (1R,4S,5R)-(+)-trans-verbenol v zavislosti na tom, zda je prekurzor
S nebo R chirality. Avsak trans-verbenol, i kdyz je specificky pro samce, se neuplatiiuje v
komunikaci mezi brouky (Dvotakova et al. 2011, Renwick, 1976). Z verbenoli poté
vznikaji (S)-(-)-verbenon a (R)-(+)-verbenon, které slouzi jako antiagrega¢ni feromony
vysilajici signal o vysoké hustoté napadeni smrku Skidcem (Obr. 8). Tyto feromony
odpuzuji dalsi brouky od hostitelského stromu, ktery je jiZz kolonizovan. Smés
cis-verbenolu, 2-methyl-3-buten-2-olu a kafru, se pouziva jako agrega¢ni feromon pro
masovy odchyt dospélci lykoZrouta smrkové, protoze smés signalizuje pokrocilé

poskozeni smrku ztepilého (Dvotakova et al. 2011; Bakke et al.1977).
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de novo, Methylbutenol synthase
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Obr. 9:Biosyntéza agrega¢niho feromonu lykoZrouta smrkového

3.6 Anti-atraktanty

Nehostitelské rostliny

Hypotéza semiochemické diverzity (SDH) naznacuje, ze pokles oligofagniho
hmyzu muze byt zpusoben piitomnosti antiatraktivnich t€kavych latek z nehostitelskych
rostlin (napt. tékavé latky ze zelenolistych stromi - GLV), coz snizuje efektivitu
vyhledavani u tohoto hmyzu (Zhang, Schlyter, 2003). Proto se mohou kirovci aktivné
vyhnout nevyhodnym lesnim stanovistim, jelikoz emitované anti-atraktanty ukazuji na
pfitomnost malého mnozstvi vhodnych hostitelskych stromi, ve srovnani s hledanim
v jehli¢natych dominantach bohatych na terpenické latky. Cetné studie tykajici se kiirovet
ukazaly, ze nehostitelské tékavé latky (NHV) snizuji ptitazlivost k jednotlivym zdrojim,
k feromoniim, mohou tedy byt potencidlnimi anti-atraktanty. Dalsi latky rostlinné
a mikrobidlni potencionaln¢ aktivni latky byly objeveny diky elektroantenografické

technice single sensillum recording (SSR), ktera dovoluje v komplexnim buketu
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hostitelskych a nehostitelskych rostlin najit latky, pro které maji ktirovci receptory a jsou
na tyto latky citlivy (Zhang, Schlyter, 2004). Diky témto technikam se podafilo urcit, pro
které z téchto latek maji klirovei specifické receptory a které receptory reaguji na vice
latek najednou.

Latky zelenolistych stromt jsou alifatické 6-uhlikové primarni alkoholy, aldehydy
a acetaty, které se vyskytuji v listnatych stromech a bylinnych rostlindch. Vsechny jsou
odvozeny od volnych mastnych kyselin, kyseliny linolové a kyseliny linoleové skrze 6-
uhlikové aldehydy (Visser et al. 1979). Studie v Evropé a Severni Americe ukazaly, ze se
GLV uvoliuji nejen z tkén¢ listt, ale také kura krytosemennych stromi
(Zhang et al. 2000). Tti nehostitelské GLV-alkoholy. 1-hexanol, (E)-2-hexenol a (Z)-3-
hexenol, snizuji pfitazlivost lykozrouta smrkového k jeho agrega¢nimu feromonu. Tyto tfi
slouc¢eniny jsou behavioralné nadbytecné, a proto mize byt smés vSech tii sloucenin
nahrazena napf. 1-hexanolem se stejnym antiatraktivnim uc¢inkem vzhledem k tomu, ze
celkovy odpafovaci pomér se udrzuje ve stejném mnozstvi (Zhang, Schlyter, 2003).
Antiatraktivni slou¢eniny, které synergizuji inhibi¢ni u¢inek GLV (Zhang, Schlyter, 2003),
jsou detekovany raznymi neurony, které na GLV nereaguji (Andersson et al. 2009;
Temmerés, 1985).Jedna se 0 verbenon a trans-conophthorin, latka uvoliovana z kury btizy

a topolu.

Hostitelské rostliny

Béhem neepidemickych populacnich hustot napadaji poloagresivni druhy, jako
je lykozrout smrkovy, pouze oslabené stromy a davaji piednost star§Simu nez mladSimu
lépe chranénému hostiteli (Grodzki et al. 2006). Dalo by se tedy oc¢ekavat, ze takové druhy
budou mit ¢ichovou schopnost rozliSovat oslabené stromy od silnych. Zaznamy plynové
chromatografie a elektroantennografické detekce (GC-EAD) skute¢né ukazaly, Zze antény
Iykozrouta smrkového reaguji na nékolik sloucenin spojenych se stresem nebo vékem
stromil (Blazyté-Cereskiené et al. 2015; Schiebe, 2012). Oxidované terpeny jsou piitomny
v kiife zdravych stroml ve velmi malém mnozZstvi, které vzrista po napadeni klirovcem
(Azeem et al. 2013) a také po indukci umélé obrany pomoci hormonu methyl jasmonate
(Martin et al. 2003). Oxidované monoterpeny tak mohou poskytnout brouku klicové
informace o zdravotnim a obranném stavu potencidlniho hostitelského stromu.
U IykoZrouta smrkového byly silné reakce GC-EAD vyvolany nékolika slouc¢eninami
souvisejicimi se stresem, napf. 1,8-cineol, trans-4-thujanol, terpinene-4-ol, Kkafr

a pinocarvone. Dv¢ neterpenoidni slouceniny estragol (4-allylanisol) a styren také vyvolaly
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silnou aktivitu pti GC-EAD (Schiebe, 2012). Latky aktivni na anténach byly nasledné
testovany SSR a pro nckteré z nich byly identifikovany specifické tfidy OSN. Jedna tfida
reagovala primarn¢ na trans-4-thujanol se sekundédrnimi odpovéd'mi vyvolanymi
terpinen-4-olem a né¢kolika dal$imi alkoholy. Druha tfida OSN reagovala specificky na
styren, zatimco tfeti tfida reagovala primarn¢ na pinocarvone a byla téméf stejné¢ silné
aktivovana kafrem (Schiebe, 2012).

Kromé toho bylo nedavno prokazano, ze mnozstvi urcitych hostitelskych sloucenin,
véetné 1,8-cineolu (Obr. 10) a p-cymenu, vzrista ve smrku ztepilém silné¢ napadeném
I. typographus L. Bylo prokazano, Zze 1,8-cineol siln¢ inhibuje feromonovou pritazlivost
I. typographus L., a muze tedy také slouzit jako negativni signal pfi hodnoceni vhodnosti
hostitele (Andersson et al. 2010). Schiebe et al (2012) prokazali, ze 1,8-cineol je pfitomen
ve vyznamné vysSich mnoZzstvich ve smrku ztepilém, které byly rezistentni vii¢i napadeni
krovci ve srovndni s témi, které byly uspéSné napadeny a usmrceny. Je tedy
pravdépodobné, ze klirovec zvySuje své Sance na pieziti a reprodukci tim, Ze se vyhne
stromim se silnou chemickou  obranou  zprostfedkovanou  1,8-cineolem

(Andersson et al. 2010).

CHs

O

*
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Obr. 10. Vzorec 1,8-cinelou (vlevo) a trans-4-thujanolu (vpravo)
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Trans-4-thujanol

Bylo prokazano, ze mnozstvi trans-4-thujanolu (Obr. 10) emitovaného smrkem
ztepilym klesa s vékem stromu, u smrkii ve vhodném véku pro kiirovcee, tedy 60 a vice let
je jeho mnozstvi jiz stopové, coz miize predstavovat signdl vhodnosti hostitele na zakladé
véku. V priméru bylo mnozstvi extrahované z 10letych smrkovych stromi 3krat vyssi nez
u 35- 40letych stromt, 27krat vyssi nez u stromd ve véku 70- 80 let a 200krat vyssi nez
u stromii ve véku 120 let (Blazyté-Cereskiené et al. 2015). Déle bylo v laboratornich
testech Y olfaktometru zjisténo, ze vyssi davky trans-4-thujanolu signifikantné odpuzuji
kirovce. Mala mnozstvi této slouceniny bylo také nalezeno jako specificka emise samct
kolonizujicich broukt Polygraphus poligraphus (Linnaeus, 1758)(Kohnle et al. 1985;
Rahmani et al. 2015), ktefi mohou s IykoZroutem smrkovym obyvat stejny strom.

V laboratornich testech byl prokazan repelentni u¢inek na lykoZrouta smrkového,

ale zatim nejsou zddné udaje o vlivu trans-4-thujanolu na karovce v terénu.

3.7 Selekce stromu

Cichové podnéty zrostlin hraji v hostitelské lokalité kli¢ovou roli, pti selekci
mezi klrovci napadajicimi strom a jejich jehlicnatymi hostiteli, protoze nékolik druha
krovct je schopno zabit zdravé stromy, coz zpusobuje znacné ekonomické ztraty
(Wood, 1982). S ptiznivymi povétrnostnimi podminkami po kalamitni udalosti a bez
dostatecného odstranéni popadanych stromi je populacni pfemnozeni obecné
nevyhnutelné. V pocateCnim stadiu ristu populace jsou vSak stale upfednostiiovany
stresované stromy a napadeni se Sifi podél sousednich stromt tak dlouho, dokud jsou
kirovei pritahovani k vyzafujicimu feromonovému oblaku. V pozdéjSich fazich rlstu
populace jsou stojici stromy kolonizovany s vyssi hustotou nez padlé stromy.

Vhodnost stromu jako zdroje pro reprodukci broukt je definovana dvéma hlavnimi
faktory: vitalitou stromu a dynamikou populace broukd (Paine et al. 1984). Slozita
rovnovaha mezi témito dvéma faktory, kterou urcuje pocasi, definuje prah usp&$ného
utoku a schopnost piekonat obranu hostitele. Tteti faktor je také velmi dilezity. Brouci
voli kuiru s vysokou kvalitou, vzhledem k moznosti preziti v zivém hostiteli, ktery se brani.
U poskozenych a zlomenych stromi jsou preferovany stromy o vétSim priiméru nez stromy
s mensim pramérem (Go6thlin et al. 2000) a pii utoku na stojici stromy jsou preferovany

velké stromy a zraly les (Wermelinger, 2004). Na druhé strané je sila stromt vztaZena
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k prahu nasledného utoku, tzn. je zapotiebi vice broukd, aby se usmrtil strom s vysokou
vitalitou a vysoce kvalitnim floémem (Mulock, Christiansen, 1986).

Kolonizace silné stresovanych stromt vSak také pfinasi ur¢ité nevyhody (Lindgren,
Raffa, 2013). Za prvé, takové stromy jsou relativné neobvyklé a vysoce nepiedvidatelné
V prostoru a Case (Atkins, 1966) a jak je kazdy stresovany strom kolonizovan, je vyloucen
Z moznosti napadeni. Takze piisné spoléhani na stresované stromy zvySuje riziko
neuspéchu, tzn. neschopnost reprodukce. Za druhé, vysoce stresované stromy jsou
k dispozici nejen pro primarni druhy kirovce, ale také pro mnoho jinych druha kirovceq,
dfevokazi a saprogennich hub (Safranyik et al. 2000). Zatteti, stromy, které jsou pod
tlakem, maji Casto tenc¢i floém nebo mohou mit nizkou kvalitu Zivin, ¢imZ poskytuji méné
kvalitni potravu (Raffa, 2016).

Relativni  vyznam hostitelskych slouCenin oproti agrega¢nim feromonim
v hostitelské atrakci se 1iSi mezi druhy kirovcl. Napiiklad druhy, které vykazuji
tzv. primarni pfitaZlivost, jsou pfitahovany hostitelskym slouceninami 1 bez feromoni,
zatimco druhy se sekundarni pfitazlivosti pouzivaji agregacni feromony jako hlavni
piitazlivost pro hostitelskou kolonizaci (Byers, 2004). VSechny druhy, které jsou schopny
uspesné kolonizovat a zabijet zdravé stromy, vykazuji sekundarni piitazlivost a koordinuji
hromadné utoky pomoci agregacnich feromont
(Byers, Zhang, 2011). Stale jsou vSak vedeny debaty jak pionyrsti jednotlivci téchto druhi
najdou na dalku hostitelsky strom.

Jedna hypotéza spoc¢iva v tom, ze brouk pfistane na strom¢ nahodné (Wood, 1982)
a pak se rozhoduje, ktery strom se budou obsazovat na zakladé kontaktnich chemickych
a fyzikdlnich podnétii. Po pfijeti hostitele nasleduje produkce a uvolnéni agregacnich
feromonti, které pfitahuji vétSinu utoCicich jedinci. To je slucitelné s nazorem,
ze hostitelské slou¢eniny mohou pftitahovat brouky ke spravnému stanovisti, nikoli vSak ke
specifickym stromiim (Saint-Germain et al. 2007).

Hlavni hostitelské monoterpeny mohou také synergizovat pfitazlivost feromont
a to jak u druhidl s primarni, tak i sekundarni pfitazlivosti. Je dobfe znamo, Ze Cichovy
systém brouka je schopen reagovat na nékolik slozek hostitele, ale uloha jednotlivych
sloucenin pro pfitazlivost hostitele je stidle neznamd. Tykadla broukii maji spoustu
¢ichovych senzorickych neuront, které reaguji na hostitelské slouceniny, nehostitelské
slou¢eniny, vnitrodruhové feromony nebo feromony konkurenénich druhti (Dickens, 1978;
Andersson a kol., 2009). Ventralni strana anténni palicky broukt je pokryta senzilou,

s nejvyssi hustotou ve dvou zvinénych péasech uprostied segmentu a tfeti oblasti na distalni
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¢asti palicky. Vazba molekul odoranti (nazyvanych ligandy) na receptorové proteiny,
umisténé v dendritickych membranach neuront, spousti molekularni mechanismy uvnitt
buiiky, které nakonec vyvolavaji elektricky signal podél neuronu. Neuronalni signal se Siti
neuronem a konverguje se signaly z jinych neurond v anténnim laloku. Vysledné chovani
mize byt reakce na modulovany signal. V dasledku toho neni mozné ptredpovédét chovani
pouze ze zaznamenané elektrofyziologické odpovédi (Schiebe, 2012).

Moznou hypotetickou metodou kutrovel, k nalezeni spravného stanoviste,
spravného druhu hostitelského stromu a vhodného hostitelského stromu, mize byt vyuziti
tékavych latek ze zelenolistych stromi (Schlyter, Birgersson, 1999).

Prvnim krokem pi1 hledani hostitelskych stromi je nalezeni nejlepsiho stanovisté
pro umisténi hostitele. Pro Iykozrouta smrkového je na Obr. 12 znazornéna posloupnost
voleb. Kiirovci jsou odpuzovani béznymi tékavymi latkami z listnatych rostlin. GLV
dominuji stanoviStim nehostitelskych stromi a ukazuji nizkou moznost nalezeni vhodného
hostitele Schlyter, Birgersson, 1999).

Druhy krok, nalezeni stromu spravného hostitelského druhu ve smiSeném lese,
by mohl byt veden spiSe obecnymi signdly, jako jsou nizké hladiny tékavych latek
ze zelenych listl nebo pfitomnost pozitivniho signalu t€kavych latek jehlicnanti, jako jsou
monoterpenové uhlovodiky. Specificky negativni signal vSak existuje v tékavych latkach
z kury listnatych nehostitelskych stromt, které zabranuji ptfitazlivosti pro kiirovce
jehli¢natych stromil (Schroeder, 1992). Slozka \% tomto signalu,
(5S, 7S)-trans-conophthorin byla chemicky identifikovana v aeracich z kury
Betula spp. (Linnaeus). Kura snizuje ucinnost agrega¢niho feromonu v oblasti
(Byers et al. 1998) a synteticky (5S, 7S)-trans- conophthorin je synergicky s GLV nebo
verbenonem pii snizovani pfitazlivosti feromonu v terénu (Schlyter, Birgersson,
1999)(Obr. 11).

Tteti krok je komplexnéj$i, protoZze brouk se mulze setkat se smési sloucenin
s negativnimi nebo pozitivnimi G€inky na pfitaZlivost z hostitelskych stromd, stejné tak
i od broukd, ktefi jsou jiz na nebo v hostiteli. Pozitivni chemicky signal indikuje vhodného
hostitele, miZze pochdzet z nékolika zdroji, vcetné¢ samotného hostitelského stromu,
z hmyzu nebo jejich kombinaci. Jakmile hmyz vytvoii agrega¢ni feromony (Ph), v tomto
ptipadé smés alespon dvou sloucenin, cis-verbenolu a 2-methyl-3-buten-2-olu

(3-hydroxy-3-methylbuten), da signal o vhodnosti hostitele (Schlyter, Birgersson, 1999).
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Obr. 11: Latky pusobici na LykoZrouta smrkového pri vyberd hostitele jako
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Obr. 12:Schéma posloupnosti moZného vyhledavani hostitele lykoZroutem
smrkovym (Schlyter, Birgersson, 1999)
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3.8 Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (Gas
Chromatography-Mass Spectrometry; GC-MYS)

Gas Chromatography - Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je metoda urcené k separaci a uréeni zplynitelnych
latek, jejichz bod varu je do cca 400 °C. Metoda rozd€luje slozky mezi dvé faze, fazi
mobilni a stacionarni (Zachat, Sykora, 2008).

V GC je mobilni fazi tzv. nosny plyn, nejéastéji pouzivany je vodik, dusik, helium
nebo argon. Nosny plyn transportuje kolonou slozky vzorku a separa¢niho procesu se
netcastni (Sykora, 2011). Stacionarni faze je pevna latka nanesena v tenké vrstvé na
pevném inertnim nosici & nachazi se chromatografické kolong€. V dnesni dobé se pouZivaji
pfedevsim kapilarni kolony. U kapilarnich kolon je stacionarni fize nanesena v tenké
vrstvé pfimo na upravenou vnitini sténu kiemenné kapilary (Obr. 13).

Plynovy chromatograf je slozen z regulatoru tlaku a prutoku, injektoru, kolony,
detektoru a vyhodnocovaciho zatizeni, naptiklad pocitace.

Separace latek plynovou chromatografii funguje tak, ze kolonou se stacionarni fazi
stale prochazi nosny plyn. Vzorek se vlozi do vyhiivaného bloku injektoru, kde se odpaii a
poté ve formé par za pomoci nosného plynu prochazi kolonou. Slozky ze vzorku se sorbuji
na zacatku kolony ve staciondrni fazi a pak desorbuji Cerstvym nosnym plynem. Nosny
plyn unasi slozky vzorku postupné ke konci kolony a délici proces se neustale opakuje.
Jednotlivé slozky ze vzorku postupuji kolonou svou vlastni rychlosti, ktera je zavisla na
distribu¢ni konstanté. Latky postupné vychazeji z kolony v pofadi rostoucich hodnot
distribu¢nich konstant a vstupuji do detektoru. Detektor indikuje okamzitou koncentraci
separovanych latek v nosném plynu. Signal detektoru je vhodné upraven a plynule se
registruje. Vysledny graficky zaznam zavislosti signalu detektoru na case se nazyva
chromatogram.

Dojde-li na chromatografické koloné¢ k rozdé€leni-separaci vSech n-slozek
analyzovaného vzorku, obsahuje chromatogram n-elu¢nich kfivek - pik téchto slozek.

Podle polohy piku Ize vyslovit pfedpoklad o identité latky (Zachaf, Sykora, 2008).

Mass Spectrometry - Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrometrie je svoji podstatou separaéni metoda podobna

chromatografické. Rozdilem je prostfedi, ve kterém dochazi k separaci. Jednd se o
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fyzikalné-chemickou metodu, ktera urcuje hmotnosti atomid, molekul a molekulovych
fragmentti po jejich pfevedeni na ionty. Je zalozena na vzajemném pulsobeni nabitych
¢astic s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. Tato technika se pouziva
k urovani latek v organické chemii, biochemii, pfi analyze povrchi pevnych latek a
anorganickych materiali. Zakladni soucasti hmotnostniho spektrometru jsou: iontovy
zdroje, hmotnostni analyzator a detektor ¢astic. Dale obsahuje zdiznamové zafizeni a zdroj
vakua.

Do vstupu hmotnostniho spektrometru se zavadi vzorek. V iontovém zdroji se
valen¢ni elektron nendvratné odstépi a pifi velmi energetické ionizace se molekuly
fragmentuji. V analyzatoru se ionty separuji na zakladé poméru hmotnosti ku naboji (m/z).
K ¢asovému rozdeleni ionti podle m/z dochazi na zékladé jejich odlisné doby letu
od iontového zdroje k detektoru. Pokud jsou ionty t&€Z8i, jsou zarovén pomalejsi a
k detektoru dorazi pozdé&ji nez ionty leh¢i (Sykora, 2011). Ionty, které jsou hmotnostnim
analyzatorem vybrany, jsou detektorem zapsany a tento signal je pieveden do digitalniho
vystupu, ktery nazyvame hmotnostni spektrum, které je charakteristické pro kazdou latku.

Totoznost latek se poté urcuje porovnanim spekter s knihovnami.

Injektor

Kolona Detektor

Trouba

Obr. 13:Schéma plynového chromatografu s hmotnostni detekci GC-MS
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3.9 Vojensky tjezd Libava

Polni experiment se provadél na vojenském ujezdu Libava, kde jsou smrkové
porosty momentalné postizeny tézkou kalamitou lykozroutem smrkovym.

Vojensky ujezd Libava se nachazi v Olomouckém kraji, asi 25 km severovychodné
od mésta Olomouc, V oblasti Nizkého Jeseniku, jehoz vychodni ¢ast se nazyva Oderské
vrchy. Celkova rozloha ujezdu ¢ini 32 724 ha. Z toho je 10 434 ha vyuzivano pro vycvik,
1 127 ha je v pronajmu a zbylych 21 136 ha je vyuzivané k hospodaiskym tucelim

V roce 1947 byly na izemi dneSniho vojenského ujezdu zalozeny Vojenské lesy se
sidlem v Lipniku nad Be¢vou a Vojenské statky se sidlem v Potstaté, které zajiStovaly
hospodatské vyuziti tohoto uzemi. V roce 1953 doSlo rozhodnutim Ministerstva narodni
obrany k zalozeni vyrobné¢ hospodaiské jednotky Vojenské lesy a statky - trustu -
narodnich podnikél. Podnik Vojenské lesy a statky CR s. p. divize Lipnik nad Bedvou
vznikl v dne$ni podobé v roce 1956 slou¢enim Vojenskych lest Lipnik nad Beévou a
Vojenskych statkii PotStat. Jeho soucasti se tehdy stal 1 lesni hospodaisky celek Libava
(Vojensky tjezd Libava, 2005).
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4 Metodika

Stanoveni enantiomerniho sloZeni trans-4-thujanolu ve smrkové kure

Ze tfi nahodné vybranych stromt z lesniho porostu v Libavé, byly odebrany tii
vzorky kiry ze 40 let starych stromii smrku ztepilého. Z kmenti vybranych stromu
(1,5 m nad zemi) byly vyfiznuty kiry o velikosti cca 3 x 20 cm a transportovany
do laboratofe v hlinikovych pytlich. V laboratofi bylo 10g z kazdého prouzku kury
zmrazeno kapalnym dusikem a poté rozdrceno na prach v tieci misce. Tento praskovy
materidl byl kvantitativné premistén do Erlenmeyerovy banky a postupné extrahovan
pomoci smési 3 x 100 ml etheru a pentanu v poméru 3: 7. Béhem kazdé extrakce byly
vzorky tfepany 10 minut na tfepacce. Potom se zbytek ktirového prasku odstranil filtraci
a vSechny tii extrakty se spojily a koncentrovaly na 0,5 ml extrakt pouzitim proudu argonu.

Extrakty byly analyzovany Thermo Scientific ISQ Single Quadrupole plynovym
chromatografem (GC) a hmotnostnim spektrometrem (MS). Hmotnostni spektrometr byl
provozovan v rezimu elektronové ionizace (EI) 70 eV, rozsah skenovani 29-500 amu
a rychlost skenovani 2 skeny/s. Plynovy chromatograf byl vybaven enantioselektivni
cyklodextrinovou kapilarni kolonou GC (Restek-Dex 325 30 m x 0,25 mm ID x 0,25 um
film). Teplotni program byl 50 °C - 120°C se zvySovanim o 5°C / min a zahiivano 10 min.
Jako nosny plyn bylo pouzito helium a pritok byl udrzovan na 1,0 ml / min. 1 pl vzorka
byl injektovan v rezimu déleni s délenym pomérem 20.

Eluéni pofadi trans-4-thujanolovych enantiomeri bylo stanoveno podle

syntetickych standardu pfipravenych v laboratofi.

Odchytové experimenty v terénu

Terénni pokusy zamétené na detekci inhibi¢nich G¢inka trans-4-thujanolu byly
provedeny v kvétnu a éervnu 2017 v piirodnim smrkovém lese v Libavé v Ceské republice.
Oblast byla vybrana z divodu ptfemnoZeni lykoZrouta smrkového nésledkem velkého
sucha. V fadé bylo umisténo 14 narazovych lapact Ecotrap 50 m od ¢erstvé porostni stény
smrkového porostu (pfiblizné GPS soufadnice 49°38'39.2"N 17°34'13.9"E)(Obr. 14).
Lapace byly od sebe vzdaleny 10 m a ve vySce 1,5 m nad zemi. Béhem experimentu byly
lapace periodicky rotovany podle zptisobu latinského ¢tverce a bylo ziskano 14 replikaci.
Béhem kazdé rotace byli brouci z lapace vysypani a ulozeni v etanolu. Pozdéji byli
Vv laboratofi spocteni a byla provedena taxonomicka analyza a urceni pohlavi jednotlivych

broukt dle vnéjSich znaki.
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Obr. 14: Umisténi feromonovych lapai v terénu (vojensky ujezd Libava, CR)

Bylo pouzito n€kolik typt nastrah. Jako agregacni feromon byla pouzita kombinace
2-methyl-3-buten-2-olu (MB) a cis-verbenolu (cV) v poméru 50: 1. Byly testovany
nizké (L) a vysoké (H) feromonové davky. Nizké a vysoké davky odpovidaly 100 a 1000
ME (male equivalents) odpovidajici k poméru odpafovani: MB - 5 a 50 mg / den, cV - 0,1
a 1 mg / den. 1,8-cineol (1,8 Ci) byl pouzit jako negativni kontrola, protoZe je to znamy
inhibitor pfitazlivosti, Vv davce odpovidajici poméru odpafovani 10 mg / den
a trans-4-thujanol (4-Thol), ktery byl testovan na potencialné inhibi¢ni u¢inek, ve tiech
davkach: nizka (L), sttedni (M) a vysoka (H), kterd odpovidala poméru odpafovani 0,1, 1
a 10 mg / den. Vsechny slouc¢eniny byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich.

Slouceniny byly naneseny jednotlivé do rtiznych davkovacich systéml (odparniki)
vyrobenych z polyethylenovych (PE) obalt (Kartell 730, 731 a 733 vzorkové lahvicky,
Kartell SpA, Italie) a PE sackt, s vloZenymi plsténymi ¢tverci nebo bez nich, pro rizné
poméry odpafovani. Cisté chemikalie byly aplikovany do téchto odparnikii, ze kterych
se odparovaly ptes stény nebo pies malé otvory riiznych priméra predvrtanych ve viccich
lahvicek s vloZzenymi sklenénymi kapildrami nebo bez nich. Ptehled navrhovanych

davkovacu a jejich koncentraci je uveden v Tab. 2.
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Slouéenina Zdroj Cistota| Davka | Odparovaci pomér (mg / den) Design odparnik
(%) Nominalni Lab/*  |Terén/?
PE-lahvi¢ka (Kartell 730) s
Phvtoph Nizka 5 11.07+3.72 | 19,24 | pramérem 2 mm. otvor ve vitku a
MB vtop arljn 98 sklenéna kapilara OD 2 mm. ID 1,2
Ltd., Slovakia
. 109.66420. .
Vysoka 50 17 71,12 PE-lahvicka (Kartell 733)
Nizka 01 0.04:0.06 | 028 PE-lahvicka (Kartell 733) s
izka , .0440. , - "
v Phytopharm 98 primérem 9 mm. otvor ve vicku
Ltd., Slovakia
Vysokd 1 1.53+0.15 | 0,54 PE-lahvicka (Kartell 731) 9 mm
) Sigma A
Ci Aldrich Vysoka 10 9,48+4,87 | 8,06 32/5000
e PE-lahvitka (Kartell 731) 2 mm
Nizka 0,1 0,0440,09 | 1,66 | PE-lahvicka (Kartell 730) uzaviena
Sigma L. PE sacek 3,5x5 cm, tloustka 0,25
4-Thol ) 96 | Stiedni 1 2,65+1,24 | 3,33 e
Aldrich mm, bavinéné ¢tverce 2,5x3,1 cm
A 45,90+24,8 PE sacek 6,5x11,5 cm, tloustka 0,05
Vysoka 10 22,51 L
0 mm, bavinéné ¢tverce 5,5x11 cm
Zkratky: cV — cis verbenol, MB - 2-methyl-3-buten-2-ol, Ci - 1,8-cineol, 4Thol — 4-Thu
P 1 v v s g2 v o B
Poznamky: /*- 3 méfeni, /°- 1 méreni

Tab. 2. Piehled zdroje smési, <c¢istoty, navrhia odparniky a pomér
odparuv laboratof¥i a terénu

Poméry odpafovani pro rizné odparniky byly stanoveny nejen v laboratofi,
ale i v terénu. V laboratofi byly odparniky umistény v acrodynamickém tunelu a vystaveny
proudéni vzduchu o rychlosti vétru 0,5 m/s. V terénu byly odparniky vystaveny venkovnim
podminkam v lese. Odpafovaci pomér byl stanoven na zdklad¢ ztraty hmotnosti v disledku
odparovani slouceniny (mg / den). Odparniky vystavené laboratornim i polnim podminkdm
byly denné vazeny po dobu 14 dnd, kiivky rychlosti uvoliiovani byly uvedeny pro kazdy
typ odparniku a pro kazdy lapac byla pfipravend jind ndvnada.

V experimentu byly pouzity tii typy kontrol. Prvni slepa kontrola (lapa¢ bez
navnady), druhd ,pozitivni kontrola® (lapace vybavené agregacnim feromonem,
kombinace 2-methyl-3-buten-2-ol a cis-verbenol v poméru 50:1), a tfeti ,,negativni
kontrola® (lapace s kombinaci feromonu a anti-atraktantu 1,8-cineolem). Trans-4-thujanol

byl testovan samostatné a ve 3 rtiznych kombinacich - s vysokou, stfedni a nizkou davkou
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s agregatnim feromonem ve vysoké a nizké davce. Prehled testovanych navnad je

znazornén v Tab.3.

Slepa kontrola Prazdny lapac
Pozitivni kontrola(L) MB+cV (L)
Pozitivni kontrola(H) MB+cV (H)

Tab. 3. Pirehled pouzitych navnad v experimentu.

Statistické zpracovani

Vzhledem k nadmérné disperzi dat byl vztah mezi navnadou a ulovenymi brouky
hodnocen pomoci negativné binomického modelu. Model byl ovéten diagnostickymi grafy
jako pomér zbytkovych hodnot odchylky na predikovanych hodnotach. Rozdily v tlovcich

byly povazovany za vyznamné pii a = 0,05 (R core) pomoci softwaru Team 2016.
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5 Vysledky

Enantiomerni analyza trans-4-thujanolu ve smrku.

Nase analyza potvrdila, Ze smrk ztepily obsahuje trans-4-thujanol a ve 40 letém
stromu ma hlavni zastoupeni oproti cis-4-thujanolu, a to vpoméru 93:7.
Trans-4-thujanol byl zastoupen pouze jako enantiomer (1R,4S,5S), tedy trans-4-thujanol.
Byly porovnavany 3 vzorky, extrakt kiury ze 40 let starého smrku ztepilého (A),
laboratorné ptipravené smési vSech 4-thujanolovych stereoisomerd (B) a trans-4-thujanol
od firmy Sigma-Aldrich (C) (Obr. 6). Synteticky trans-4-thujanol, zakoupeny pro terenni

experiment, obsahoval ¢isty (+)-(1R,4S,5S ) enantiomer.
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Obr. 14: Chromatogramy enantioselektivni analyzy GC-MS (Cyclodex-b kolona)
smrkového extraktu a syntetickych standardi.

Odchytové experimenty v terénu

Ulovky v pastich s riznymi nastrahami byly statisticky velmi vyznamné
(n=196; df=13; p = 0,894). Nejnizsi pocet chycenych broukd byl v prazdné pasti, coz se
dalo ocekavat, z divodu absence jakékoliv latky. Stejné se dal o¢ekavat i nejvyssi odchyt
brokii v lapacich s vysokou koncentraci samotného agregacniho feromonu. U ndavnad,
obsahujicich pouze Ccistou latku trans-4-thujanol, byly nejmensi ulovky pozorovany

pfi stfedni koncentraci. Lapace s navnadou stfedni a vysoké davky trans-4-thujanolu byly
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podobné neatraktivni. Ulovky v lapagich s nizkymi davkami trans-4-thujanolu byly vyssi
nez v prazdnych lapacich (blizko k hladiné¢ vyznamnosti p <0,1), coz naznacuje nizkou
ptitazlivost, resp. ndhodné piistani brouktl. Ulovky tykajici se kombinace anti-atraktantu a
feromonu byly nésledujici: nejvyssi ulovky byly pozorovany u pasti Se smési vysoké
koncentrace agregacniho feromonu a nizkou davkou trans-4-thujanolu. Atraktivita
feromonu se snizila, kdyz byly pfidany trans-4-thujanol nebo 1,8-cineol. Antiatraktivni
ucinky trans-4-thujanolu a 1,8-cineolu byly podobné. U trans-4-thujanolu byl nejvyssi
ucinek zaznamenan pii kombinaci vysoké davky trans-4-thujanolu s vysokou ¢i nizkou
koncentraci feromonu, stejné jako u 1,8 -cineolu. Ob¢ slouceniny vyznamné snizily pocet
zachycenych broukd. Piehled chycenych brouki se nachazi v Tab. 4 a grafech 1 - 3. Podle
vysledkt bylo v pastich, obsahujici smés feromonu a trans-4-thujanol, chyceno vice samic
nez samcd. U variant s nizkou koncentraci feromonu bylo v priméru 36% samct a u

varianty s vyssi koncentraci 27% samcti.

Celkovy pocet Samci Samice
Smérodatna Smérodatna Smérodatna
Sloucenina Prumér | odchylka | Prumér | odchylka | Prumér | odchylka
Blank 1.5 1.7 0.5 0.9 1.0 1.0
4Thol L 4.4 6.6 1.2 1.9 3.2 4.8
4Thol M 2.1 2 0.9 1.3 1.2 1.1
4Thol H 2.6 4,2 1.2 1.9 1.4 2,2
Cineol Ph L 4.9 5 1.6 2.6 3.3 3.6
Cineol Ph H 80.3 054 19.9 20.1 60.4 73.5
4Thol L. Ph L 43.1 453 13.3 16.9 29.8 32.3
4Thol M Ph L 12.9 18.8 4.9 6.9 8.0 12.3
4Thol H Ph L 8.4 0.7 3.3 3.9 5.1 6.0
4Thol L. Ph H 210.9 205.1 61.8 74.3 149.1 143.2
4Thol M Ph H| 1232 175.4 202 35.1 04.0 138.4
4Thol H Ph H 45.4 83 12.2 21 33.2 50.6
Ph L 35.6 46 12.8 17.1 22,8 27.6
Ph H 231.2 231.5 72.9 78.3 158.3 145.4

Tab. 4 Primérné podéty I. typographus L. odchyceného v lapacich béhem obdobi
odbéru vzorku pro rizné varianty navnad a odpovidajici smérodatné odchylky.
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Graf 1. Prumérny pocet odchycenych brouki Ips typographus L. na lapade
béhem obdobi odbéru vzorka pro riuzné nastrahy. Svislé ¢ary predstavuji 95%

primérného intervalu spolehlivosti.

500 -
400 -
300 -
200 -
100 - ‘
O T : T T T T T T T T T T T T 1
< O T 40 4 4 4 FT T 4T
o © I 5 = < = = = < < < = <
o _§ 9 2 e x e, e, o N ol o o o
= - — —
S5 % 5 S L2 T 2 5
£ c ©° — 35 5 _ —
©C & £ & £ = s 2
= [ = = = =
< < < 5 <

Graf 2. Primérny pocet odchycenych samci Ips typographus L. na lapace béhem

obdobi odbéru vzorkid pro ruzné nastrahy. Svislé ¢ary predstavuji 95%
rumérného intervalu spolehlivosti.
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Graf 3. Prumérny pocet odchycenych samic Ips typographus L. na lapace béhem
obdobi odbéru vzorki pro rizné nastrahy. Svislé ¢ary predstavuji 95%

primérného intervalu spolehlivosti.
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6 Diskuze

Enantiomerni analyza potvrdila, Ze se v kife smrkd nachazi enantiomer (1R,4S,5S),
tudiz ten stejny, ktery se pouziva ke komer¢nimu vyuziti. V terénnim experimentu bylo
prokazano, ze (+)-trans-4-thujanol ma vyznamny inhibi¢ni efekt na ptitazlivost Iykozrouta
ke svému agregacnimu feromonu a snizuje pocet odchycenych broukl. Jedna se tedy
0 anti-atraktant, jak je vidét v porovnani trans-4-thujanol s feromonovym atraktantem
a prazdného lapace, protoze pocet broukti je vys$i nez v prazdném lapaci. Kdyby
se jednalo o repelent, musely by byt po¢ty niz$i neZ u prazdné pasti.

1,8-cineol nebyl v pokusu testovan samostatné, ale vzdy pouze v kombinaci
s agregacnim feromonem a davka 1,8-cineolu odpovidala nejvyssi koncentraci testované
pro trans-4-thujanol, coz bylo potvrzeno 1 vzajemnym porovnanim téchto variant
(Cineol_Ph_L vs. Cineol_Ph H: kontrast y* zvalue = 6,687; p < 0,001). Pfi nizké
koncentraci anti-atraktantu a agrega¢niho feromonu mély 1,8-cineol a trans-4-thujanol
stejny vliv na pocet odchycenych jedinci. ZvySeni koncentrace agregac¢niho feromonu
vedlo u 1,8-cineol Kk statisticky vyznamné vys$§imu mnoZstvi odchycenych broukd.
Z vysledku lze vycist, Ze (+)- trans-4-thujanol ma pii vyssich davkach, stejny inhibi¢ni
ucinek jako 1,8 - cineol. Pii kombinaci vySSich davek anti-atraktantd s vys$$i davkou
feromonu, byl odchyt nizsi u trans-4-thujanolu, avsak vyssi repelentni efekt byl statisticky
neprikazny (4Thol H_Ph_H: kontrast y* z value = - 1,411; p > 0,05).

Blazyté-Cereskiené et al. (2015) zaznamenali vetsi EAG amplitudu, pfi méfeni
aktivity u samic lykozrouta smrkového, coz by potvrzovalo data Anderssona et al. (2009)
0 tom, ze samice maji vysSi podil receptorovych neuroni naladénych na slouceniny
hostitelského rostlinného plivodu nez samci. To by mohlo znamenat, Ze jsou samice
citlivéjsi na trans-4-thujanol a mély by se mu vice vyhybat a pomér samic a samci by
se mél snizovat (Blazyté-Cereskiené et al. 2015). Tato hypotéza nebyla potvrzena, protoze
u vSech variant byla priimérné zastoupeni samic okolo 70%. Pomér se tudiz nesnizoval.

Trans-4-thujanol neni slozkou, kterd se nachazi pouze ve smrku ztepilém, je také
sekundarnim produktem latkové pfemény metabolismu mnoha dal$ich riznych rostlinnych
druht (Bhatia et al. 2008) vytvofenych enzymatickou cyklizaci geranylpyrofosfatu
(Hallahan, Croteau, 1988). Mezi tékavymi latkami vychazejici z tenkych polen, napadené
lykozroutem smrkovym, byl také nalezen trans-4-thujanol (Francke et al. 1995) a také je
pritomny mezi tékavymi latkami Spojenymi s napadenim smrku broukem Polygraphus

poligraphus L. (Kohnle et al. 1985; Rahmani et al. 2015). Trans-4-thujanol je
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semiochemckéd latka a je dualeziti i pro jiné druhy hmyzu. Naptiklad slouzi jako
kairomonovy signal pro motyla Papilio polyxenes (Fabricius, 1775) (Baur et al. 1993).
V kombinaci s n€kterymi dal§imi oxidovanymi monoterpeny a benzenoidy, je soucdsti
signalu, ktery indikuje 3-4 tydenni kirovcové napadeni a silny kairomonalni signal pro
mnohé predatory a parazitoidy téchto broukt (Sullivan et al. 2000; Pettersson, 2001;
Pettersson, Boland, 2003).

Je mozné, ze antiaktraktivni ucinky trans-4-thujanolu se mohou na rtiznych mistech
a pti riznych podminkach lisit. Dale je tfeba zjistit, zda ma tato latka stejny vliv na obé

pohlavi.
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7  Zavér

Primarnim ukolem bylo zjisténi antiatraktivni aktivity trans-4- thujanolu u druhu Ips
typographus L. a zjisténi enantiomerni Cistoty této latky emitované smrkem. Na lesnim
vojenském 1jezdé¢ v Libavé byly odebrany tfi vzorky kiry ze smrku ztepilého pro
vyhodnoceni obsahu trans-4-thujanolu ve stromu. Na této lokalité bylo nainstalovano
14 lapact s riznymi typy navnad a provedeno 14 replikaci po zptsobu latinského Ctverce.
Pomoci GS-MS byla zjisténa piitomnost trans-4-thujanolu v kiie ve stejné formé, ktera je
komer¢né dostupna. Staticky vyznamny ucinek anti-atraktantu se projevil pii nejvyssi
koncentraci trans-4-thujanolu s vysokou davkou agrega¢niho feromonu. Tento experiment
potvrdil, Ze trans-4-thujanol je efektivni nejen v laboratornich podminkach ale také
vterénu. Aktivita tohoto antitraktantu byla shodna s aktivitou kontrolniho vzorku
1,8-cineolem, ktery byl dfive jinymi autory potvrzen jako ucinny anti-atraktant.

U nové testované latky jsme stanovili vysokou uc¢innost jako anti-atraktantu, coz ji
predurcuje k dalSim testim pfi optimalizaci antiatrakénich smeési pro lykozrouta

smrkového, které mohou byt v budoucnu pouzity pii managementu tohoto brouka.
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