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Abstrakt

Tato diplomova prace shrnuje v literarni reSerSi zdkladni informace o lykoZzroutu
smrkovém, 0 jeho bionomii, vyskytu, lesnickém vyznamu nebo preventivnich opatfenich a
podrobné informace o jeho symbiotickém vztahu s ophiostomatoidnimi houbami
Ascomycetes, konkrétné s houbami rodu Grosmannia europhioides, Grosmannia penicillata a
Endoconidiophora polonica. PredevS§im pak shrnuje jejich chemicko-ekologicky vztah s
ktrovcem, obsah latek, které jsou houbami emitovany a vyzkum, jak tyto latky ovliviuji
karovce a jak on na né reaguje. Vyhodou tohoto symbiotického vztahu pro ktrovce je, Ze
houba poskytuje potravu pro jeho larvy, pomaha pii piekonani obrany hostitelského stromu a
také zvysuje atraktivnost pro dalsi kdrovce stejného druhu, protoze jak bylo zjisténo, tyto
houby sami dokazou produkovat jednu z hlavnich atraktivnich slozek feromonu lykozrouta
smrkového, 2-methyl-3-buten-2-ol. Atraktivni smés 6ti sloucenin (3-methyl-1-butanol, 2-
methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butyl acetat, 2-fenylethanol, 2-methyl-1-butyl acetat, 2-
fenylethyl acetat) v poméru ekvivalentnich objemi pochazejici z téchto symbiotickych hub
byla pouzita v polnim experimentu pro prokazani atraktivity pro kirovce. Smés sloucenin
byla davkovana prostiednictvim odparnikt, které byly peclivé navrzeny, aby Se znich
odpafovalo mnoZzstvi latky s pozadovanym koeficientem odparu. Odparniky byly testovany
v polnim pokusu zaloZzeném na ploSe s Cerstvou porostni sténou smrku ztepilého, a to ve
feromonovych lapa¢ich v kombinaci s i bez feromonu.

Na konci experimentu byli karovci odchyceni do feromonovych lapaci spocitani,
vypitvani, byla vyhodnocena ucinnost jednotlivych odparniki, a také byl ur€en pomér pohlavi
karovcd, ktefi se na jednotlivé odparniky odchytili. Nejatraktivnéjsi byly odparniky s nizkym
koeficientem odparu testované smési v kombinaci s feromonem. Odparniky obsahujici
samotnou smés mixu sloucenin bez feromonu byly na velmi nizké hlading atraktivity, a pouze
nejvyssi davka samotné smési lakala nizky pocet kirovci.

Experiment ptinesl poznani, Ze ptidavek smési komeréné dostupnych levnych latek
zvySuje atraktivitu samotné feromonové smési pro kiirovce, coz bude vyuzito k vyvoji
ucinnéjSich feromonovych odparniki pro monitoring a kontrolu populace lykoZrouta
smrkového. Dal§im poznanim je, Ze latky emitované symbiotickymi ophiostomatoidnimi

houbami hraji roli v chemické komunikaci téchto broukd.

Klic¢ova slova: Ips typographus, Iykozrout smrkovy, atraktant, Grosmannia europhioides,

Grosmannia penicillata, Endoconidiophora polonica, odparnik



Abstract

This diploma thesis summarizes in a literature search basic information about the spruce
bark beetle Ips typographus, its bionomy, occurrence, forest significance or preventive
measures and detailed information about its symbiotic relationship with ophiostomatoid fungi
Ascomycetes, specifically with fungi of the genus G. europhioides, G. penicillata, E.
polonica. Above all, it summarizes their chemical-ecological relationship with bark beetles,
the content of substances that are emitted by fungi and a research of how these substances
affect bark beetles and how it reacts to them. The advantage of this symbiotic relationship for
bark beetles is that the fungi provide food for its larvae, helps to overcome the defense of the
host tree, and also increases attractiveness for other bark beetles of the same species, because
these fungi have been found to produce one of the main attractive components of Ips
typographus, 2-methyl-3-buten-2-ol. An attractive mixture of 6 compounds (3-methyl-1-
butanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butyl acetate, 2-fenylethanol, 2-methyl-1-butyl
acetate, 2-fenylethyl acetate) in equivalent volume ratios derived from these symbiotic fungi
was used in a field experiment to demonstrate the attractiveness for bark beetles. The mixture
of compounds was dosed by means of dispenser, which were carefully designed to evaporate
the amount of substance with the required evaporation coefficient. Dispensers were tested in a
field experiment based on an area with a fresh stand of Norway spruce, in pheromone traps in
combination with and without pheromone.

At the end of the experiment, the bark beetles captured in pheromone traps were counted,
dissected, the efficiency of the individual dispensers was evaluated and the sex ratio of bark
beetles that caught on individual dispensers was also determined. The most attractive were
dispensers with a low evaporation coefficient of the tested mixture in combination with a
pheromone. Dispensers containing a mixture of pheromone-free compounds alone were at a
very low level of attractiveness, and only the highest dose of the mixture alone attracted a low
number of bark beetles.

The experiment showed that the addition of a mixture of commercially available cheap
substances increases the attractiveness of the pheromone mixture itself for bark beetles, which
will be used to develop more efficient pheromone dispensers for monitoring and control of the
Ips typographus population. Another finding is that substances emitted by symbiotic

ophiostomatoid fungi play a role in the chemical communication of these beetles.

Keywords: Ips typographus, atractant, Grosmannia europhioides, Grosmannia penicillata,

Endoconidiophora polonica, dispenser
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e Uvod

Stejné jako jiné bakalarské a diplomové prace, 1 tato prace se zabyva lykozroutem
smrkovym, Skiidcem na jehlicnatych porostech tvoifenych smrkem ztepilym. Lykozrout
smrkovy je klrovec, o kterém by se dalo fict, Zze je jednim Zz nejobavanéjSich karovcl
jehli¢natych porostd a je postrach nejen pro Ceskou republiku, ale také pro celou Evropu.
V soucasnosti piisobi masivni destrukci smrkovych porostli, a tim se stava i ekonomicky
naro¢nym a nebezpecnym. Za rok 2019 bylo vytézeno 20,7 mil. m* smrkového kirovcového
drivi.

Nicméné zde neni vyzdvihovano, jak velké Skody jsou timto ktrovcem pachany, ze
napada pouze smrkové monokultury péstované v neplivodnich oblastech, a Ze soucasné
klimatické podminky jako je suché, teplé 1éto bez vydatnych srazek jen podporuji jeho Cetny a
rychly vyvoj az se tiemi generacemi za rok. Tato diplomova prace je predevS§im zaméfena na
chemické slouceniny pochazejici z brouku a jejich hostitelskych stromt a hlavni pozornost je
vénovana chemickym signaliim, které pochézeji ze symbiotickych hub lykozrouta smrkového.
Protoze jak bylo zjiSténo, tento klirovec neplisobi tyto zavazné Skody sam, ale ve spojeni
S ophiostomatoidnimi houbami, se kterymi si vytvofil symbioticky vztah. Klrovec témto
houbam slouzi jako vektor, ktery je bezpec¢né inokuluje do hostitelského stromu, a tim
dochézi také ke znehodnoceni dfeva. Pfedev§im smrku ztepilého.

V poslednich letech se nékolik vyzkumii zabyvalo timto symbiotickym, chemicko-
ekologickym vztahem lykozrouta smrkového a jeho asociovanymi houbami ve snaze
nebo jaké latky se z houby uvolnuji a jaky vliv to ma na ktirovce. Bylo zjiSténo, ze tento vztah
je zprostiedkovan t€kavymi latkami, které houba produkuje. V urcité koncentraci a na kratkou
vzdalenost jsou tyto smési pro lykozrouta atraktivni. Dokonce né&které ze symbiotickych hub
dokazou produkovat jednu z hlavnich aktivnich slozek feromonu lykozrouta smrkového.

Kiirovci piisobici na smrku ¢i borovici jsou tizce spojeni s ophiostomatoidnimi houbami
Ascomycetes, vcéetné rodi Ophiostoma, Grosmannia a Endoconidiophora. Tyto houby
zvySuji Gspéch broukd pii kolonizaci hostitelskych stromli a houby jim je$té slouzi jako
vyziva. Nevyhodou je, ze pfitahuji kromé samotnych karovca také predatory a parazity

karovcu.

11



Prizkumy odhalily, Ze ophiostomatoidni houby emituji za laboratornich podminek rtzné
teékavé organické slouceniny, vcetné organickych alkohold, terpenoidd, aromatickych
sloucenin a alifatickych alkoholt, coZ jsou slouceniny, u nichz bylo prokazano, ze vyvolavaji
behavioralni reakce u kurovcl, a fungujicich jako atraktanty nebo anti-atraktanty. U dvou
druhti hub asociovanych s lykozroutem smrkovym Grosmannia penicillata a Grosmannia
europhioides bylo dokonce zjisténo, ze produkuji velké mnozstvi 2-methyl-3-buten-2-olu
(MB), coz je jedna ze zakladnich slozek pohlavniho agregacniho feromonu tohoto ktirovce
(Zhao et al. 2015; Kandasamy et al. 2016; 2019).

Slouceniny vylucované houbami by tedy mohly slouzit jako cenné latky v managementu
karovce. Vztah mezi houbou a kiirovcem je vSak velmi slozity. Reakce broukt se lisi podle
druhu houby, stadia zivotniho cyklu brouka, kvality hostitelského stromu atd.

Houby asociované s kiirovcem hraji kli¢ovou roli v uspésném napadeni hostitelského
stromu kdrovcem, a proto by lepsi znalost chemickych interakci mezi broukem a houbami
mohla zvysit naSe chépani zivota kdrovce. Tyto cenné informace nam mohou pomoci pfi
zdokonalovani technik pii managementu rtiznych druhti kiirovei a pii vyvoji novych technik.
Jak uvadi Kandasamy et al. (2016), pouziti t€kavych latek uvoliiovanych z hub jako atraktantt
nebo anti-atraktantt at’ uz jednotlivé, nebo v kombinaci by mohlo zlepsit schopnost kontroly a
managementu tohoto Skiidce.

JelikoZ nékteré houby, jako je tieba druh E. polonica, mohou byt snaze manipulovatelné
pro experimenty na zivych stromech, 1épe nez samotni brouci, mohou byt houby pouzivany ke
studiu odolnosti smrku ztepilého a jeho obrannych mechanismt ve floému a xylému pfi
pokusech s nizkou hustotou a hromadnou inokulaci (Zhao et al. 2011; Skreppa et al. 2015).

Rozmanitost tékavych slouc¢enin emitovanych houbami spojenymi s kiirovecem ma velky
potencial pro vyvoj novych kontrolnich opatieni S pouzitim semiochemikalii pro tento hmyz.
Dalsi vyzkumy zahrnujici identifikaci t€kavych latek a jejich vliv na chovani klirovct a jejich
prirozené nepiatele poskytne poznatky, které¢ by mohly byt vyuzity k ochrané jehli¢natych
lest. V soucasné dob¢ je vsak pouziti semiochemikalii pro management kiirovce v prirodnich
lesich omezeno mirou, v jaké by musely byt nasazeny. Na druhou stranu, na malych plochach
s jehliénany mohou byt tyto techniky ucinné a logisticky a ekonomicky mozné. Na malych
plochach by dokonce mohly byt vyuzity bunééné kultury hub jako navnady v pasti pro
prilakani kiiroved (Kandasamy et al. 2016).
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e (il prace

Protoze bylo zjisténo, ze tékavé latky uvoliiované z asociovanych hub Ilykozrouta
smrkového lékaji, cilem této diplomové prace bylo ovéfit, zda a v jaké koncentraci je vybrana
smés latek pivodem emitovana houbami v kombinaci s feromonem, nebo samostatné pro
lykozrouta lakava. Z komer¢né dostupnych chemickych latek (3-methyl-1-butanol, 2-methyl-
1-butanol, 3-methyl-1-butyl acetat, 2-fenylethanol, 2-methyl-1-butyl acetat, 2-fenylethyl
acetat), které byly identifikovany v houbach Grosmannia europhioides, Grosmannia
penicillata a Endoconidiophora polonica bude piipravena smés o znamém slozeni
(Kandasamy et al. 2019), jejiz atraktivita bude testovana v polnim pokusu s feromonovymi
lapac¢i v kombinaci s feromonem ¢i samostatné. Brouci odchyceni do lapact na jednotlivé
typy navnad budou spoditani a roztiidéni dle pohlavi. Dle vysledkt bude zhodnoceno, zda
smes latek pivodem emitovand asociovanymi houbami zvySuje atraktivitu feromonu pro
lykozrouta smrkového, ¢i modifikuje pomér chycenych pohlavi a mohla by byt tudiz

vyuzitelna k vylepseni existujicich feromonovych odparnik.
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e ReSerse

1.1 Houby asociované s kurovci

1.1.1 LykoZrout smrkovy a jeho symbioticky vztah s houbami

AC se miize zdat, ze klirovec je jen maly, bezvyznamny brouk, neni tomu tak. Posledni
dobou se diky svému masivnimu §ifeni ve smrkovych porostech a vytvareni kalamit dostal do
podvédomi snad kazdého. Podéeled” kurovcoviti (Scolytinae), do které ho fadime, je jednou
Z nejrozmanitéjSich skupin hmyzu zahrnujici 6000 druhi. Pro klirovce je typické, ze napada
predevsim lyko a dfevo naprosté vétsSiny stromt, ale také ho mizeme nalézt uvnitf ovoce,
v semenech, v listech, v duzniné vétvicek, ve stoncich bylin véetné kapradin ¢i ve vzdusnych
kofenech mangrovii. A pravé ktomu, aby byli schopni zit ve tkanich Sirokého spektra
hostitelt, vyuzivaji symbiotické houby (Hulcr 2003), které plni fadu fyziologickych a
ekologickych funkci (Kandasamy et al. 2019).

Substrat obecné obsahuje nizky obsah Zivin a vysoky obsah toxickych latek z obrannych
chemikalii, a proto hmyz potfebuje vyuzit svych symbionti. Pro pifeziti je vhodny vybér
symbionti zasadni. Ti totiz poskytuji zakladni ziviny a potravu pro jejich larvy a pomahaji
degradovat obranyschopnost hostitele (Kandasamy et al. 2019).

S pomoci napiiklad dievokaznych hub jsou pak schopni usmrtit miliony stromi rocné
(Hulcr 2003).

Jelikoz se toho o symbidze mezi houbami a kiirovci vi pomérné malo, mohlo by se zdat,
ze tento trend se vyvinul neddvno. Nenechme se ale zmast. Vieckovytrusné houby z fadu
Ophiostomateles se objevily uz koncem obdobi kiidy, a jelikoz mély stejny cil jako kiirovei,
oslabit obranny mechanismus stroma a usnadnit si cestu K jejich tkanim, evoluci doslo
k vytvofeni vzajemné vyhodnych ptizptusobeni, ktera pozdéji prerostla az v tiplnou vzajemnou
zavislost. Tato symbidza vznikla u mnoha skupin kiirovct (Huler 2003).

Ptesto, Ze povaha symbidzy mezi lykozroutem smrkovym a souvisejicimi houbami je
stale nejasna (Benz a Six 2006), 1 tento nejnicivejsi Skiadce lesnich porostti v Evropé ma
vyvinuty symbioticky vztah s n€kolika houbami, o nichZ se pfedpoklada, Ze ptispivaji k jeho
uspésné invazi na smrku ztepilém (Kandasamy et al. 2019).

Vétsina hub nachézejici se v asociovaném vztahu s ktirovei pochazi nejcastéji z rodu
Ophiostoma (Viiri 1997).

Lykozrout smrkovy ma symbioticky vztah s houbami Ascomycetes rodu Ophiostoma,

Grosmannia, Ceratocystiopsis, Endoconidiophora a Entomocorticium (De Beer et al. 2014).
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Nejcastéji vyskytujicimi se houbami ve spolecnosti lykozrouta smrkového jsou
Endoconidiophora polonica (Siemaszko), ktera je udajné¢ jeho dominantnim houbovym
symbiontem v Norsku, Polsku a Rakousku. V dalSich zemich je to pak Ophiostoma bicolor a
Grosmannia penicillata (Grosmann). Mezi dal$i objevené houby, které maji symbioticky
vztah s lykozroutem smrkovym, patii Grosmannia europhioides, Ophiostoma ainoae a
Ophiostoma piceae (Miinch) (Jankowiak et al. 2009).

Kandasamy et al. (2019) se ve svém vyzkumu snazili zjistit, zda kiirovec smrkovy dokaze
rozpoznat jednotlivé houby V pfirodé, vyskytujici se v galeriich broukt, a rozliSovat mezi
nimi. Vyvinuli behavioralni test v aréné Petriho misky, kde si nedospéli brouci mohli vybrat
mezi médii kolonizovanymi riiznymi druhy houby, do kterych budou hlodat tunel. Pouzité
Kultury hub byly &tyti dny staré. Zjistili, ze ze vSech testovanych hub byly Endoconidiophora
polonica (Ep), Grosmannia penicillata (Gp) a Grosmannia europhioides (Ge) nejatraktivnéjsi
ve srovnani s nekolonizovanou kontrolni stranou. Dale zjistili, ze pokud jsou galerie kiirovca
napadeny vice druhy hub, napt. O. bicolor, G. penicillata, G. europhioides vcetné¢ E.
polonica, kurovci jednoznaéné preferuji houbu E. polonica. Na druhou stranu tékavé
slou¢eniny pochazejici z O. piceae a O. bicolor brouky nepfitahuji.

Provedené testy védcu ze skupiny Kandasamy et al. (2019) zobrazuje (Obr. ¢. 1).
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Obr. ¢. 1: Test atraktivity jednotlivych druhti hub pro lykozrouta smrkového (Kandasamy et
al. 2019).
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1a) zobrazuje behavioralni test v petriho misce. Kurovci zde vyuzivaji podnéti tékavych
latek k rozliseni jednotlivych asociovanych hub. Jako kontrolni prvek byl pouzit samotny
agar. 1b) zobrazuje preferenci karovcu, ktefi si méli vybrat mezi agarem kolonizovanym
houbami kazdého druhu (modré pruhy) a kontrolnim agarem bez houby (bilé pruhy). 1c-f)
zobrazuji syntetické smési houbovych tékavych latek, které byly nalezeny v aktivnich single
sensillum zdznamech na tykadle klirovce, které byly atraktivni nebo odpudivé pro nedospélé
brouky v testech olfaktometru pii konkrétnich davkach.

Nekteré z téchto hub rostou z galerii broukti do floému a zivého xylému, kde jejich tmavé
mycelium zpusobuje rozsdhl¢ modroSedé¢ nebo nacernal¢ zbarveni dieva. Houby spojené
s brouky Zzivicimi se na jehlicnanech jsou bud’ saprofytické, jako rod Ophiostoma, anebo
nekrotrofni, jako rod Grosmannia a druh Endoconidiophora (De Beer et al. 2014).

Rody Ophiostoma a Grosmannia vykazuji slabou az stfedni patogenitu, zatimco rod
Endoconidiophora je naopak vysoce patogenni a mize zabijet zdravé jehlicnany, pokud jsou
uméle naockovany (Krokene a Solhheim 2002).

Houby mohou také prospét broukim degradaci obrany hostitelskych stromt, které jsou
pro brouky toxické. Endoconidiophora polonica a Grosmannia penicillata jsou také uvadény
jako vysoce virulentni patogeny smrku, a proto mohou prospét broukiim tim, ze urychli smrt
stromu, zejména na pocatku kolonizacni faze (Wadke et al. 2016).

Pii vyzkumu provedeném ve smrkovych lesich jizniho Norska a severovychodniho
Polska bylo zjisténo, ze Endoconidiophora polonica je ¢asto prvni ophiostomatoidni houbou,
ktera se usazuje ve floémovych tkanich sousedicich s matetskou galerii. ProtoZe dobfie roste
V podminkéch s nizkym obsahem kysliku a vysokou vlhkosti, ma konkuren¢ni vyhodu oproti
jinym druhim (Kirisits 2010).

Endoconidiophora polonica také detoxikuje chemickou obranu hostitele, ktera je
vyvoldna pfi utoku brouka, a zaroven poskytuje dalsi vyhodu larvam a dospélym broukiim
(Wadke et al. 2016).

Jakmile se kurovec nachazi v hostitelské dieviné a Endoconidiophora polonica zacne rist
do bélového drfeva, za¢nou se pomalu objevovat i jiné druhy hub jako naptiklad O. bicolor, G.
penicillata a G. europhioides (Solheim 1992).

Role téchto ophiostomatoidnich hub se velmi li§i v zavislosti na zivotni strategii a druhu

brouka.
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1.1.2 Inokulace asociované houby do stromu

Asociativni vztah mezi kirovcem a houbou hraje vyznamnou roli v kolonizaci hostitele
lykozroutem (Krokene a Solhheim 1998).

Zatimco brouk slouzi jako houbovy vektor, hlod4 vstupni otvor a naockuje hostitelsky
strom (Hulcr 2003), houba mulze dodavat broukovi ziviny, poméha degradovat
obranyschopnost hostitele a nasledné zabit strom (Hammerbacher et al. 2013).

Kiirovec tedy hraje vyznamnou roli pro pienos a spolehlivé zavleceni houby do nového
hostitele (Hulcr 2003).

Tento symbioticky vztah ma klirovec vsak jen s né€kolika druhy hub. Naptiklad, n¢které
severoamerické houby jsou pro ktrovce skodlivé a samice klrovce si musi v mycangiich,
specidlnich organech, nosit jiny druh houby, které té agresivni houbé konkuruji, a tim
umoziuji larvam kirovce neruseny vyvoj (Hulcr 2003).

Zvlastni chovani bylo pozorovano u ambrosiovych brouki. Ti se zivi podhoubim a
plodnicemi svych symbiotickych hub. Pfenos a rast ambrosiové houby je pln¢ zavisly na
ktrovci, ktery si pii hloubeni pozerku do diené¢ houbu dopravi, stard se o ni, aby si ji
,Vypéestoval®, a houba mu na oplatku poskytuje kompletni potravu (Hulcr 2003).

Kiirovel maji specialni organy, mycangia, ve kterych ptendsi spory hub, které zavlékaji
do floému béhem vytvaieni snubni komirky a chodeb (Viiri 1997).

Mycangium je Zzldznatd prohlubent vyplnénd olejovitymi tekutinami, do které se
zachytavaji spory symbiotickych hub. Spory hub jsou ale také ptfenaSeny roztoCi, kteti se
na kiirovece prichytavaji a cestuji spolu s nim. Mnoho druhGi ambrosiovych broukii tomu
adaptovalo sva téla a vytvorili si mycangia, aby s sebou mohli své houby nosit pfi
vyhledavani novych hostitelskych stromi a piedat je svym potomkiam (Hulcr 2003).

Jelikoz Iykozrout smrkovy nema zadné uzpuisobeni k transportu symbiotickych mikrobt,
jakymi jsou tfeba sekre¢ni zlazy nebo mycangia, pienasi spory hub v zadni ¢asti pronota,
v jamkach na krovkach neboli elytra a také v zazivacim traktu. Spory byly také pozorovany u
roztocl asociovanych s brouky. Na povrchu téla kiirovce miizeme nalézt az tisice askospor a
konidif (Viiri 1997).

Distribuce rtiznych ophiostomatoidnich hub v rdmci regionit mtize byt zptisobena rozdily
v teplotnich optimech pro jejich riist, adaptaci na klima, chemii hostitele ¢i hladinou vlhkosti
floému.

Hammerbacher et al. (2013) se domnivaji, ze houby mohou kromé poskytovani zivin

Iykozroutu smrkovému také pomdhat metabolizovat toxiny hostitelského stromu nebo
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pfekonat obranyschopnost strom nadmérnou stimulaci produkce oleoresinti a fenolickych
sloucenin.

Po napadeni stromu kirovcem dojde ke spusténi obranného mechanismu hostitelského
stromu, ktery zaCne produkovat pryskyfici. K tomu, aby kiirovec dokazal tento obranny
mechanismus prekonat, vyuziva pravé hub. Lykozrout smrkovy konkrétné dobie spolupracuje
s houbou Endoconidiophora polonica. Strom pii napadeni kombinaci této houby a zaroven
silnym utokem kurovci nedokaze dlouho odolavat a dojde k jeho oslabeni az thynu. Brouci
svym hloubenim chodeb rozvrati vodni rezim stromu a dojde k vysuSeni pryskyfi¢nych
kanalki. Houby zase prerusi transport vody, ucpou cévy smilou a produkuji jedovaté
izokumariny. Napaden¢ dievo se poté modie zbarvi (Hulcr 2003).

Adams a Six (2008) zjistili, Ze pokud je do hostitelského stromu, ktery je napaden
kirovcem, zanesena symbiotickd houba, strom za¢ne produkovat jiné té€kavé latky, které
usnadni lokalizovat dany strom parazitoidim. Da se tedy fict, Ze interakce mezi jehli¢natou
drevinou, jako hostitelem, a klirovcem je alespon ¢aste¢né zprostiedkovana mikroby.

Proto také v poslednich letech dochazi ke zkoumani symbiotickych vztahi mezi hmyzem
a mikroby. Vypada to, ze pro kirovce je tento vztah velice pfinosny. Mikroby umoziuji
karovci najit nové zdroje potravy, pomahaji s vyzivou nebo pomahaji se piizptsobit nikam,

které pro né&j nejsou ptiznivé (Janson et al. 2008).

1.1.3 Jiné druhy kiirovci a jejich asociovany vztah s houbami

Symbioticky vztah mezi kirovcem a houbou byl studovan i u amerického ktrovce
Dendroctonus rufipennis (Kirby), ktery je asociovany s houbou Leptographium abietinum
(Peck). Bylo prokazano, ze tato houba dokéze produkovat ergosterol, coz je steroid, ktery je
vyzadovan mnoha druhy hmyzu k produkci hormont pro rtizné vyvojové procesy. Rostliny
Casto obsahuji steroly pouze v malém mnozstvi, proto kirovci, ktefi se zivi houbou
Leptographium abietinum a jinymi houbami, mohou byt schopni doplnit svou stravu
zakladnimi steroly (Cardoza et al. 2008).

Dalsi vyzkum se zabyval symbiotickym vztahem mezi ktrovcem Dendroctonus
ponderosae (Hopkins), kirovcem na borovici téZzce rostouci na americkém kontinentu, a
houbami rodu Grosmannia clavigera, Ophiostoma montium a Leptographium longiclavatum.
Tyto houby jsou stejné jako u lykozrouta smrkového ptenaSeny na exoskeletu. Zajimavé je, ze
houba Grosmannia clavigera dokaze tolerovat vysoké hladiny monoterpent v cCerstveé
napadené kiife pouzitim specifickych transportért, které exportuji monoterpeny z bunky

houby. Tento druh muze také vyuZivat monoterpeny jako zdroj uhliku, coz je mimotfadné
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zajimavé prizpisobeni pro pieziti v klife obsahujici pryskyfici a dfevni tkdn (Wang et al.
2014).

Obé& houby, Grosmannia clavigera i Ophiostoma montium, hraji zasadni roli ve vyvoji
Dendroctonus ponderosae tim, ze koncentruji dusik a produkuji ergosterol, ktery je zasadni
pro vyvoj a reprodukci broukii (Bentz a Six 2006).

Bleiker a Six (2007) zjistili, ze brouci, ktefi se zivi floémem kolonizovanym houbou
Grosmannia clavigera, opoustéji mate¢ny strom rychleji a produkuji vice potomka s vétsi
velikosti téla. Brouci krmeni na houbé Ophiostoma montium jsou zase znatelné vétsi nez
brouci chovani bez hub. Tento vyzkum tedy prokazuje, ze pokud se larvy kiirovcd zivi na
floému naockovaném obéma houbami, pfinasi jim to mnoho vyhod a je nezbytné pro
reprodukci brouku (Bleiker a Six 2007).

| u druhu Dendroctonus frontalis (Zimmermann), u ktirovce zivicim se na borovici, byl
prokéazan piiznivy vliv vyvoje kiirovce zaroveil s houbou. Diky tomu se brouci vyvijeji ve
vétsich velikostech a s vysokou plodnosti. Spory hub jsou pienasena na pronotu samic
(Goldhammer et al. 1990).

Ve vyzkumu zkoumajicim symbioticky vztah houby Entomocorticium sp. B a kiirovce
Dendroctonus brevicomis (LeConte) bylo dokonce zjisténo, ze kurovci, ktefi byli uchovavani
bez pritomnosti této houby, nezapocali rojeni (Bracewell a Six 2015).

Ne vSak vSechny ophiostomatoidni houby maji vzajemny, podporujici se vztah se svymi
asociovanymi kurovci. Naptiklad houba Ophiostoma minus (Hedgcock), ktera se casto
nachazi v larvalnich galeriich Dendroctonus frontalis, je silnym antagonistou pro tohoto
karovce. Ophiostoma minus ma totiz vzajemny vztah s roztoCi. T¢Zi pfedevS§im z toho, Ze
ktrovec zde sehraje roli pii dopravé téchto roztocu na svém téle do hostitelského stromu.
Samotné larvy kirovce se jinak pfi larvalnim Ziru floému, ktery je kolonizovany touto houbou
snazi vyhnout vytvafenim dlouhych tunelli, nicmén€ nakonec stejné¢ uhynou. Presny
mechanismus antagonismu neni znam, nicméné Ophiostoma minus produkuje bioaktivni
polyfenoly, ¢imz muzeme vysvétlit, pro¢ se ji larvy Dendroctonus frontalis vyhybaji
(Hofstetter et al. 2006b).

Dalsi ptipad velice silného symbiotického vztahu mezi kiirovcem a houbou byl popsan
také u kurovce Ips pini (Say) a houby Ophiostoma ips (Rumbold) Nannf. Tato houba je
prenasena Vv jamkach na exoskeletonu kurovce. U této houby bylo zjisténo, Ze ma na kirovce
jak pozitivni, tak také negativni vliv. Zalezi pfedev§im na tom, kdy byla houba zaloZena.
Pokud je houba zanesena do hostitelského stromu dfive nez samotny kirovec, dochazi

k redukci naletu samicek. Zatimco piitomnost této houby v larvalnich galeriich zvySuje vyvoj

19



potomstva. Tato studie naznacuje, ze Ips pini mize vyuzivat tékavych latek emitovanych
houbou jako podnéti k vyhodnoceni rozsahu kolonizace hostitele stejnymi brouky, ¢imz se
vyhne hromadéni kiirovei na jednom hostiteli (Kopper et al. 2004).

Stejné chovani mizeme pozorovat i u lykozrouta smrkového, ktery plné¢ kolonizovany strom

S rozvinutymi mycelii hub také nenapada.

1.1.4 Volatilni tékavé latky uvoliiované asociovanymi houbami a jejich efekt na
chovani kiirovce

Symbiotické houby c¢asto emituji komplexni smési riiznych sloucenin s nizkou
molekulovou hmotnosti s vyraznym zépachem/viini. U t€kavych latek vylu¢ovanych houbami
je znamo, Ze usnadiiuji asociaci mezi houbami a hmyzem a pulisobi jako feromony, kairomony
a allomony. To, jakym zpisobem tyto latky z hub pfijimaji ktuirovci, bohuzel nebylo dosud
dostateéné prostudovano. Uzka interakce mezi kirovcem a houbou je pravdépodobné
zprostiedkovana t€kavymi organickymi slouceninami vychdzejicimi z houby, které brouky
bud’ pfitahuji, nebo odpuzuji. Kandasamy et al. (2016) se domniva, Ze je tedy mozné vyuzit
tyto slouceniny k regulaci poctu kiirovct.

Kandasamy et al. (2016) shrnul v review chemické latky rtiznych strukturnich typt
(alkoholy, alifatick¢ alkoholy, acetity, aromatické slouceniny a terpeny) produkované
ophiostomatoidnimi houbami, u nichZ bylo prokdzano, Ze vyvoldvaji reakce na chovani
karovct raznych druhti a funguji jako atraktanty nebo anti-atraktanty. V tomto review byla
oznacena jako atraktivni pro kirovce Dendroctonus frontalis latka isoamyl alkohol, isoamyl
acetat, 2-fenylethyl acetat a (E)-p-Caryophyllene emitovany houbou Grosmannia penicillata.
Jako anti-atraktivni se pro kuirovce Dendroctonus frontalis a Dendroctonus ponderosae jevila
latka 2-fenylethanol, na lykoZrouta smrkového neméla zadny efekt. Jako dalsi anti-atraktivni
se objevila latka 1-Hexanol pro ktirovce Dendroctonus rufipennis, na lykozrouta smrkového
pusobila az repelentné. Acetofenon pusobil anti-atraktivné na Dendroctonus brevicomis,
Dendroctonus pseudotsugae a Dendroctonus frontalis.

Geranyl aceton, ktery produkuji houby E. polonica, O. bicolor a G. clavigera putisobil anti-
atraktivné na Ips subelongatus.

Na Geranyl aceton dle Mayo et al. (2013) také vyrazné reaguje lykozrout smrkovy nebo
tesarici, ktefi ho vyuzivaji jako prekurzor k tvorbé jejich agregac¢niho feromonu — fuscumolu
(Mayo et al. 2013).

Nejznaméj$im zastupcem alifatickych alkoholti je etanol, ktery je univerzalnim

atraktantem pro mnoho druht broukd, ovSem lykozrout smrkovy na néj nereaguje. Z delSich
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alifatickych alkoholt reaguji ktirovci predevsim na 1-Hexanol, coz je jedna z t€kavych latek,
kterou produkuji zelené listy, téz oznaCované jako green leaf volatiles (GLVs). Tato latka
pusobi na lykozrouta smrkového ve smési s dalSimi latkami jako - (Z)-3-hexen-1-ol a (E)-2-
hexen-1-ol repelentné (Zhang et al. 1999).

Podle Zhao et al. (2019) dokazou symbiotické houby klirovce metabolizovat fenoly a
terpenoidy z hostitelského stromu. Nejcastéji se jedna o alkoholy, acetaty a terpenoidy.
Nasledn¢ houby produkuji tékavé latky, které na klrovce pilisobi jako jeho agregacni
feromony.

Nedavno bylo zjisténo, ze houby Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides
produkuji velké mnozstvi 2-methyl-3-buten-2-olu, coz je jedna ze zakladnich slozek
pohlavniho agrega¢niho feromonu Iykozrouta smrkového (Zhao et al. 2015).

Houby rodu Endoconidiophora, Ophiostoma a Grosmannia produkuji také exo-
brevicomin, endo-brevicomin a (5S,7S)-trans-conophthorin, coz jsou slouc¢eniny, ktera hraji
dulezitou roli v chemické komunikaci né€kolika druht kirovet (Zhao et al. 2019).

Kandasamy et al. (2019) provedli experiment, béhem néhoz sbirali t€¢kavé latky z deseti
druhd ophiostomatoidnich hub asociovanych s kirovcem. Tyto houby péstovali na médiu a
zkoumali u¢inky de novo syntetizovanych tékavych latek na kirovce k uréeni, zda tékavé
latky emitované pii péstovani hub v médiu jsou podobné tém, které jsou emitovany za
pfirodnich podminek. Emisni profily nékolika hub spojenych s lykozroutem smrkovym
nakonec porovnali. Témito houbami byly: E. polonica, O. bicolor, O. piceae, G. europhioides
a G. penicillata. Nakonec se jim podafilo zjistit, ze houby péstované v laboratornich
podminkach emituji stejné té¢kavé latky, které by emitovaly za ptirodnich podminek.

Jelikoz Kandasamy et al. (2019) pozorovali silnou preferenci ktrovci k nékterym
t€kavymi latkdm z urcitych hub, odebrali vzorky z prostoru nad kazdym druhem houby, a
hlavni t€kavé slouceniny identifikovali plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii k
analyze tckavych profili hub asociovanych s lykozroutem smrkovym. Dale pomoci
elektrofyziologického zaznamu z jediné sensily na kiirovcovych tykadlech ur¢ili, které tékavé
latky z hub byly vnimany. Nakonec byly smési syntetickych, t€kavych latek z hub testovany
na broucich v olfaktometru. Vysledky podporuji diive piehlizenou roli t€kavych latek pfi

udrzovani interakce mezi kirovci a jejich symbiotickymi houbami viz (Obr. €. 2).
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Obr. ¢ 2: Hlavni alkoholy a estery emitované asociovanymi houbami s lIykoZroutem
smrkovym (Kandasamy et al. 2019).

Obr. ¢. 2 zobrazuje, ze houba Endoconidiophora polonica emitovala vyssi hladiny
acetatu esteru a nizSi hladiny matetfskych alkohold nez jiné druhy. Mezi hlavnimi
slouceninami, které vSechny druhy hub vylucovaly, byly zaznamenéany péti-uhlikaté alkoholy
C5, 3-methyl-1-butanol a 2- methyl-1-butanol, a aromatické alkoholy 2-fenylethanol. Houba
E. polonica uvolnovala signifikantné niz§i mnozstvi v porovnani s ostatnimi houbami. Obr.
2c, 2d zobrazuje, ze E. polonica emitovala odpovidajici estery acetatu, pficemz Obr. ¢. 2f
zobrazuje, ze 2-fenylethylacetat dominoval také v houbé G. penicillata. Profily tékavych latek
z hub dale obsahovaly terpeny. Endoconidiophora polonica emitovala smés acyklickych
monoterpentt a sesquiterpent, jako jsou citral, geranyl acetat, citronellyl acetat a 2,3-
dihydropharnesyl acetat. Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides uvoliiovaly
vysokou davku bicyklického sesquiterpenu (E)-p-caryophyllene a caryophyllene oxid.
Pomoci single sensillum recording (SSR) byl proveden test na tykadle lykozrouta smrkového,
aby bylo zjisténo, na které z téchto latek nejvice reaguje jeho tykadlo. U Sesti neuront byla
zaznamenana silna odezva na latky 2-fenylethanol s dalsi odezvou na uvolnéné tékavé latky
z hub zahrnujici 2-fenylethyl acetat, 3-methyl-1-butanol, benzyl alkohol, 2-methyl-1-butanol
a 1-hexanol. Ukéazalo se, ze dfive identifikovana neuronova sensila ¢ichu naladéna na
agregacni feromonovou slozku 2-methyl-3-buten-2-ol (MB) reagovala na strukturdlné
podobné tékavé latky hub 2-methyl-1-butanol, a mén¢ na n¢kolik dalSich sloucenin véetné

pinocarvonu (Kandasamy et al. 2019).
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Elektrofyziologické vyzkumy ukazuji, ze tento klrovec dokaze detekovat mnoho z
hlavnich sloucenin vyskytujicich se v houbach a nékteré jeho neurony se dokonce specializuji
na tékavé latky z hub. V zavislosti na vzdjemné uloze hub souvisejicich s lykozroutem
smrkovym mohou nov¢ vylihli brouci pouzivat té¢kavé latky jako podnéty k detekci zon kiiry s
vysokou nutri¢ni hodnotou (Six et al. 2011).

Schopnost tékavych latek z hub vyvolat behavioralni reakce u kdrovci znamena, Ze
mohou byt uzitené pii managementu ohnisek tohoto ni¢ivého kirovce (Kandasamy et al.
2016).

Kandasamy el al. (2016) tvrdi, ze asociované houby mohou produkovat mimo jiné i
oxidované monoterpeny. Dale se Kandasamy et al. (2016) domniva, ze pro lykozrouta
smrkového mohou byt tékavé latky uvolnujici se zhub E. polonica uzite¢né jako atraktanty
nebo repelenty a t€kavé latky uvolnujici se z hub G. penicillata a G. europhioides obsahujici
seskviterpeny mohou byt insekticidni nebo podporovat rist entomopatogennich nematod.
Volatilni t€kavé latky uvolnované z hub jsou pravdépodobné syntetizovany de novo ve
spolupréci s kiirovcem, ale také by mohly byt produkovdny metabolismem hostitelskych
rostlinnych latek.

Uvadi se, Zze mnoho rostlinnych patogennich hub transformuje terpenové olefiny na
okyslicené metabolity in vitro, jako je tomu u dobie znamych patogend Botrytis cinerea
(Persoon), Aspergillus niger (Tieghem) a Penicillium digitatum (Persoon) Sacc. Naptiklad u
ophiostomatoidni houby G. clavigera bylo zjisténo, ze transformuje hostitelsky derivat
monoterpenu limonen na tékavé okysli¢ené metabolity carvon, p-mentha-2,8-dienol, perillyl
alkohol a isopiperitenol in vitro. Limonen pak tato houba vyuziva jako zdroj uhliku pro rist
stejné jako dal$i druhy hub (Wang et al. 2014).

Protoze se ukazalo, Ze oxidované monoterpeny experimentalné pfitahuji parazitoidy
kirovea (Pettersson 2001), tyto houbové pfemény limonenu mohou fungovat jako kairomony
pro piirozené neptatele, a tim negativné ovlivitovat kondici kiirovce.

Tyto latky, u kterych byla po houbové pfeméné zaznamenana nejvéEtsi pozornost, jSou
identické s feromonovou produkei kiirovce. Zajimavy je také fakt, ze mnoho druhi kvasinek
nalezenych ve stfevé nebo na exoskeletu Iykozrouta smrkového dokdzou pievést agregaéni
feromonovy komponent (—)-cis-verbenol (cV) a (—)-trans-verbenol (tV) na (—)-verbenone.
Tento tkaz byl prokazan i u Ceratocystiopsis ranaculosum, houby asociované s kurovcem
Dendroctonus frontalis. Oxidovany monoterpen (—)-verbenon inhibuje/potlacuje agregaci
ktrovct (Leufven et al. 1984).
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1.1.5 Predatori kiirovei vyuZivaji tékavych latek z hub

Bylo prokazano, ze néktefi ptirozeni neptatelé kiirovcl dokazou lokalizovat svou kofist
prostiednictvim tékavych latek emitovanych symbiotickymi houbami spojenymi s ktirovci.
Jeden takovy ptiklad byl zjistén u samicek parazitoidnich vosi¢ek rodu Roptrocerus
xylophagorum (Ratzeburg) a Spathius pallidus (Ashmead). Tyto vosicky jsou nejbéznéjsim
parazitoidem kurovce v Severni Americe. Vyzkum byl proveden pomoci olfaktometrické
eseje lakanim samicek na volatilni latky uvolfiované z hub Ophiostoma ips a Ophiostoma
minus inokulovanych do borovice. Samicky byly pfitahovany pouze na kuru, ktera byla
kolonizovana brouky a obsahovala i trus larev, coz naznacuje roli asociovanych hub pfi
poskytovani atraktivnich stimulti (Sullivan a Berisford 2004).

Dalsi studie ukazala, Ze specialni parazitoidi, Heydenia unica a Rhopalicus pulchripennis,
ktefi se bézné zivi pozdnimi larvalnimi instary klrovel, vyuzivaji tékavych latek
emitovanych houbami Ophiostoma ips, Grosmannia clavigera a Ophiostoma montium jako
atraktantl. Predatofi a parazitoidi obecn¢ pouzivaji hlavné hostitelskych feromoni a t€kavych
latek z rostlin k vyhledani svych hostiteli (Adams a Six 2008).

Jini parazitoidi klirovelt mohou byt pfitahovani tékavymi latkami asociovanych hub
karovci. Studie, ktera byla provedena na lykoZzroutovy smrkovém ukazala emisi n€kolika
oxidovanych terpent a dalSich t€kavych latek, které jsou typicky produkované asociovanymi
houbami kirovcl nebo autooxidaci pryskyftice stromui.. Bylo zjisténo, ze syntetickd smés 16
okysli¢enych terpenti vyvolava cichové reakce u chalcidnich vos, a ze je pro tyto vosy v

laboratornich biotestech velmi atraktivni (Kandasamy et al. 2016).

1.2 LykozZrout smrkovy (Ips typographus)

Lykozrout smrkovy (Ips typographus) (Linnaecus, 1758) je lesnicky nejvyznamné;jsi
hospodatsky Skiidce smrkovych porostii soucasnosti. Nejohrozenéjsi jsou predevsim smrkové
porosty tvofené jim preferovanou dievinou smrkem ztepilym (Picea abies) péstovanym mimo
aredl pfirozen¢ho rozsifeni. Ve vétSiné piipadid lykoZzrout smrkovy napadd piedevSim
oslabené stromy jako napf. polomy a vyvraty, které maji niz§i schopnost odolat naletu
ktrovce. V ptipadé pravidelnych abiotickych zmén dochézi k vyraznému, exponencialnimu
Sifeni tohoto skudce, ktery poté napada i zdravé stromy ¢i i jiné druhy stromi, coz vede
k odumirani nejen jednotlivych stromd, ale také velmi rozsahlych uzemi smrkovych porostt

(Wermelinger 2004; Kidlmann et al. 2012).
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Lykozrout smrkovy je pivodné montanni druh. Postupem casu, kdy se smrk ztepily zacal
z horskych poloh rozsifovat do nizsich poloh, zacal se i lykozrout smrkovy adaptovat k zivotu
v niz8ich nadmotskych vyskach. V Ceské republice je v soudasnosti zastoupen na celém
uzemi, na kterém se nachdazi smrkové porosty. Areal vyskytu lykozrouta smrkového zaujima

znacny prostor jak v Evropé¢, tak i v Asii (Skuhravy 2002).

1.2.1 Morfologie

Lykozrout smrkovy méii od 4,2 — 5,5 mm. Sitka brouka se uvadi kolem 1,9 mm. Cerstvé
vylihli brouci jsou Zzluté, zlatavé barvy, ktera nasledné hnédne a pozd¢ji tmavne. T¢lo
dospélého brouka je hnédoderné, lesklé a pokryté mnozstvim chloupkd. Celo lykoZrouta
smrkového je hrbolkované s velkym hrbolem ve stiedu ptfedniho okraje. Z ¢ela vychazi
zlutava tykadla zakoncend palickou se zfetelné zprohybanymi Svy. Krovky jsou hluboce
teckované, lesklé a zadni ¢ast je vyhloubena a matna. Okraj krovek je ozdoben ¢tyfmi pary
zubl, nejmensi je prvni zub a nejveétsi treti, ktery je knoflikovité zakoncen, predevSim u
sameckli. Mezi samci a samicemi je patrny pohlavni dimorfismus, kdy samice maji vétsi
hustotu chloupkti v pfedni ¢asti pronota oproti samciim a na Cele spiSe ,,kopcovity* utvar,
zatim co u samce se u baze cela sbiha a u vrcholu zuzuje (Pfeffer 1995; Skuhravy 2002;

Kindlmann et al. 2012).

1.2.2 Popis zZivotniho cyklu

Vyvoj kiirovce probiha pod klirou vyvrati ¢i polomi smrkovych kmenti. Po dokonceni
vyvoje Cerstveé vylihli brouci opousti strom a hledaji vhodné stromy pro napadeni a ke spafeni
se. Prvni na vybrany strom nalétd samecek, ktery se nasledné zavrtd pod klru a zacne
vyhlodéavat snubni komirku, cozZ trva cca 2-4 dny. Kratce poté zacne produkovat a uvoliiovat
agregacni feromon skladajici se z latek (cis-verbenol a 2-methyl-3-buten-2-ol), ktery zacne
vabit samicky. Samecek se ve snubni komtrce se samickami spaii a ty poté zacnou hlodat
mate¢né chodby do kiry a do nich nasledné klast bila, leskla vajicka. Po dokonceni celého
cyklu se lihne bily brouk, ktery poté zloutne a nakonec zhnédne. Pomér pohlavi byva 1:1.
Protoze vylihnuti brouci nejsou ihned schopni dal§iho rozmnozovani, protoze musi pohlavné
dozrat, hlodaji jesté¢ nepravidelnou chodbu z mista vylihnuti, a to tzv. ,,uzivny Zzir“. Po
dokonceni ziru muze brouk opustit strom vyvrtovym otvorem v kife a zacCit hledat potravu

(Pfeffer 1955; Skuhravy 2002; Kindlmann et al. 2012).
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1.2.3 Vybér hostitele

1.2.3.1 Atraktivni latky pro kiirovce

Role tekavych podnétl ze stresovanych hostitelskych stromli pro pionyrské brouky
hledajici hostitele zistdva neobjasnéna. Wood (1972) a Byers (1989) ptedpokladaji, ze brouci
pristavaji nahodné a vybiraji si hostitele na zakladé chemickych stimula plisobicich na kratké
vzdalenosti. Reaguji na kairomony a feromony.

Podle Schiebe et al. (2011) ktrovei vyuzivaji pfi vyhledavani vhodného hostitelského
stromu kombinaci pozitivnich (atraktivnich) a negativnich (anti-atraktivnich ¢i repelentnich)
signalli pomoci Cichovych organt. Atraktivni signaly zahrnuji agregacni feromony a tékavé
latky uvolnované z hostitelského stromu, zatim co anti-atraktivni signaly zahrnuji feromony
ne-hostitelskych, listnatych dievin a tékavé latky, které jsou obsazené v chemické obrané
stromu (Zhang a Schlyter 2004).

Navigace stejnych druhii ktiroveil k vhodnym hostitelim je poté vedena feromony a mize
byt dale podpofena té¢kavymi latkami uvolnénymi symbiotickymi houbami (Kandasamy et al.
2016).

Kli¢ovou slou¢eninou pro pocate¢ni hromadny utok a vyrobu semiochemikalii je a-pinen.
Béhem napadeni kiirovcem je a-pinen stale ¢astéji emitovan z pryskyftiénych kanalk a mize
ptitahovat vice broukl v synergii s nizkym mnozstvim feromonu (Schiebe et al. 2019).

Vhodného hostitele pro rozmnoZovani vyhledava lykoZzrout smrkovy také pomoci
stromem uvolfiovanych atraktanti, pfedev§im monoterpenti. Monoterpeny slouzi také jako
prekurzory v syntéze sekundarnich atraktanti, pohlavnich agrega¢nich feromont. Pro
lykozrouta smrkového je podstatny a-pinen, ktery je prekurzorem (S)-cis-verbenolu.

Po uspésném vybéru hostitele na strom prvni nalétd samec, takzvany pionyrsky samec.
Zavrta se do kiiry a vyhlod4 snubni komiirku. Zavrtem ktrovce do kliry strom spusti obranné
mechanismy a zacne produkovat pryskyfici. Ta obsahuje terpeny, které jsou pro klrovce
toxické. Lykozrout smrkovy je schopny pomoci prekurzorti, monoterpentd, hydroxylovat
monoterpeny V pryskyfici na pineny. Jednim z téchto pinend je i ¢V, komponent agrega¢niho
feromonu ktrovce. Druhym komponentem agrega¢niho feromonu lykozrouta smrkového je
MB. Tyto dvé latky ¢V a MB tvoii dohromady agrega¢ni feromon lykoZrouta smrkového,
Ktery je uvoliiovan pii vyhlodavani snubni komirky kirovcem a ptitahuje ob¢ pohlavi. Spolu
S MB je uvoliiovan i ipsdienol (Id), ktery zvysSuje ti€¢inek MB a cV. Poté, co se samci spaii se
samickami, ve stfevech samcti se zacne tvofit ipsenol (Ie). Po tiplném obsazeni hostitelského

stromu dochazi (lykozroutem nebo jeho symbiotickymi organismy) k oxidaci cV na keton
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verbenone (Vn), ktery slouZzi jako tzv. ,,stop feromon*, ktery dalsi brouky pfesméruje na jiny,
jesté neobsazeny strom (Schlyter et al. 1987; Jakus a Blazenec 2015).

Pionyrsky kurovec lykozrouta smrkového se vyvinul tak, aby vyuzival tok pryskyfice
hostitelskych stromii jako kairomony v hostitelské lokalité, a syntetizoval semiochemikalie
zpocatku k detoxikaci pryskyfice. Ve stfevech samct bylo nalezeno devét monoterpenovych
alkohold, véetné ¢V a MB, a nizky podil 1d, ktery zvySuje atraktivitu ¢V a MB. Vn a Ie jsou
anti-atrak¢ni feromony, které hraji dtlezitou roli pfi Gpravé hustoty napadeni a hustoty hmyzu
pod kiirou (Sun et al. 2006).

Bakke (1976) uvadi, ze stieva kirovce obsahuji pti zahdjeni Gtoku stejné mnozstvi tV a
cV; Id je také pfitomen u samcti pii hlodani svatebni komory a Ie se objevuje ve stievech
samcu poté, co samice zahaji ovipozici. [zomery verbenolu jsou samci produkovany, az kdyz
jsou vystaveni oleoresinu nebo a-pinenu.

Birgersson et al. (1984) detekovali ipsenol a ipsdienol u samci az po naletu samic.
Béhem vyzkumu riznych fazi utoku kirovce identifikovali v jeho stfevech kromé Vn, MB,
cV, tV, Id a Ie také myrtenol (Mt), trans-myrtenol (tM) a 2-fenyletanol. Nasledujici studie
potvrdily, Ze Id a Ie byl nalezen pouze u spafenych samct.

Schlyter et al. (1987) studovali chovani lykozrouta smrkového v rtiznych ato¢nych fazich

a zjistili, ze pfitomnost samic snizuje produkci feromond u samct, coz snizuje pfitazlivost

OH
/\‘/
“'OH o

samic, ale nikoli dalSich samcu.

(-)-Verbenol (-)-Verbenone 2-Methyl-3-
buten-2-ol
OH o)
CHs d CH3
3-Methyl-2-cyclohexene 3-Methyl-2-cyclohexene
-1-o0l -1-one

Obr. ¢. 3: Feromony lykozrouta smrkového (Kandasamy et al. 2016).

1.2.3.2 Ne-atraktivni latky pro kirovce

Jako repelentni latky ptsobi na kirovce vysoké mnozstvi monoterpent jako limonen, 3-
caren ¢i 4-allyanisol, t€¢kavé latky ze zelenych listd (GLVs), které se vyskytuji v rostlinach,

listnatych kefich a stromech a trans-conophthorin obsazeny v kife stromt (Zhang et al. 2003).
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V poslednich letech bylo zjisténo, ze tékavé latky z klry ne-hostitelského stromu a
zelenych listt inhibuji reakci lykozrouta smrkového na jeho agregacni feromony. Byers et al.
(1998) zjistili, ze t€kavé latky ze zelenych listi (GLV) z biizy, (Z) -3-hexen-1-ol a 1-hexanol
snizuji pritazlivost lykozrouta smrkového a Iykozrouta lesklého k jejich agreganim
feromontm.

Zhang et al. (1999a) analyzovali latky z ne-hostitelského stromu (GLV) z Betula pendula,
Betula pubescens, Populus tremula a Sambucus nigra a zjistili, Zze tykadla lykoZrouta
smrkového silné reaguji na (Z) -3-hexen-1-ol, 1-hexanol a (E) -2-hexen-1-ol. Sm¢s téchto tii
alkoholi GLV plus Vn snizuje odchyt lykozrouta smrkového v lapacich s ndvnadou na
feromony o0 95 %.

Zhang et al. (2003) dale ve svém vyzkumu objevili, Ze kombinace trans-conophthorinu,
3-oktanolu, 1-okten-3-olu a Vn vyznamné snizuji pfitazlivost k agregacnim feromonum.
Odchyty v pastich Ize u jednotlivych jedincd snizit o 50-70 % pomoci tékavych latek z ne-
hostitelskych stromt.

Ve vyzkumu Schlyter et al. (1987) bylo zjisténo, ze vysoké koncentrace agregacnich
feromontl, zejména cV, snizuji agregaci na kmeni hostitelskych stromd.

Bakke (1991) jako jeden z prvnich ve svém vyzkumu zjistil, Ze verbenone je anti-
atraktantem pro lykozrouta smrkového. Pavodné byl verbenone povazovan za feromon a
predpokladalo se, Ze je produkovan klirovci. Pozdéji se potvrdilo, Ze jeho produkce je zavisla
na mikrobialni degradaci hostitelské tkan¢ a oxidaci a-pinenu.

Verbenone ptisobi jako anti-atraktant pfi riznych davkach samostatné nebo v synergii s
tékavymi latkami z ne-hostitelskych stromt a ptisobi proti atraktivnim G¢inktim agregacnich
feromonut (Zhang et al. 2003).

Podobn¢ funguji oxidované monoterpeny jako je 1,8-cineol, uvoliiovany ze silné
napadenych strom, ktery je také anti-atraktivni (Andersson et al. 2010).

Dokonce bylo zjiSténo, ze sloucenina 1,8-cineol je nejlepSim prediktorem rezistentnich
stromu (Schiebe et al. 2012).

U nekolika oxidovanych terpenti (camphor, pinocamphone a terpinen-4-ol) bylo
prokazano, Ze ptitahuji parazitoidy kirovce (Kandasamy et al. 2016).

Jako anti-atraktant je povazovan také ipsenol (Bakke et al. 1970, 1977; Schlyter et al.
1987; Sun et al. 2006).
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1.2.4 Obrana hostitele

Schopnost jehli¢nant reagovat na rizné stresory produkci vysokého mnozstvi obrannych
chemikalii pravdépodobné pftispiva k jejich dlouhému pieziti. Smrk ztepily spoléha na
konstitutivni i indukovanou obranu, aby odrazil napadeni hmyzem a omezil Sifeni napadeni
houbovych patogenti. Prvni obrannou linii u smrku ztepilého je ktira, kde obranné chemikalie
zabranuji invazi svymi fyzikalnimi vlastnostmi a chemickou toxicitou. Jakmile strom
rozpozna poranéni nebo infekci, aktivuje se indukovana obrana, v¢etné tvorby pryskyfice a
bunék polyfenolického parenchymu (Netherer et al. (2021).

Smrk ztepily se pii obrané proti kiirovcim a patogeniim velmi spoléhd na terpeny a
fenoly. Terpeny, skladajici se hlavné z monoterpenti, seskviterpenti a diterpent, zahrnuji
slouCeniny, které¢ jsou toxické pro hmyz a mikroorganismy (z monoterpenil je to tfeba
limonen a 3-caren). Semikrystalické kyseliny diterpenové mohou polymerovat a vytvaret
bariéry, které utésnuji rany, zachycuji Gto¢ny hmyz a inhibuji rist houbovych patogent
(Kusumoto et. al. 2014).

Stromy mohou zvysit koncentrace terpent az stokrat, coZ miize v zévislosti na davce
inhibovat kolonizaci kiirovce smrkového a souvisejici houby (Zhao et al. 2011b).

Terpeny pracuji synergicky, aby odradily utocici hmyz a zabijely patogeny. Predevs§im
méng nachylné stromy vykazuji silngjsi terpenové reakce po infekcei (Schiebe et al. 2012).

Podobna obrannd odpovéd, tedy zvySeni terpenti, bylo zaznamendno i ve vyzkumu
Axelsson et al. (2020), kteti naockovali stromy smrku ztepilého jeho houbovymi patogeny
Endoconidiophora polonica a Heterobasidion parviporum. Téz bylo zjisténo, Ze rezistence
v genotypech smrku Sitka (Picea sitchensis) je spojena s latkami (+) - 3-caren a terpinolene.

Obranné slouceniny v kife a tékavé organické slouceniny (VOC), jako jsou
monoterpenové uhlovodiky a oxidované monoterpeny, jakoz i1 feromonové slozky, jsou
dalezitymi chutovymi a ¢ichovymi signaly pro hledani hostitele a napadeni ktrovci.
Symbiotické houby hraji kli¢ovou roli pfi detoxikaci sloucenin (terpend a fenold) a
ptitahovani brouku ke stromu (Netherer et al. 2021).

U zdravych stromii jsou oxidované monoterpeny zastoupeny pouze ve stopovém
mnozstvich. Po napadeni klirovcem a nao¢kovani houbami se vSak koncentrace oxidovanych
monoterpenti postupné zvySuje skrz detoxikaci monoterpenovych uhlovodikii ve stieveé
brouka a symbiotickymi houbami (Kandasamy et al. 2016; Schiebe et al. 2019).

Zmény v chemii smrku ztepilého, vcetné zvySeni oxidovanych monoterpenovych

uhlovodik, jsou jasné spojeny s biotickym stresem zpisobenym utokem kiirovce, inokulaci
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hub nebo aktivaci indukované obrany stroml oSetfenych methyl jasmonatem (MeJa)
(Netherer et al. 2021).

Oxidované monoterpeny v kife jehlicnant jsou ekologicky vyznamné jako feromonové
slozky mnoha druhti ktirovea (Schlyter et al. 1987).

V jednom z experimentti doslo po naockovani stromti smrku ztepilého dvéma druhy jeho
houbovych patogeni Endoconidiophora polonica a Heterobasidion parviporum ke zvySeni
monoterpent, sesquiterpenti a diterpenti ve stromech. Po naockovani H. parviporum také
doslo ke zvySeni diterpenu geranyllinalool. Je zajimavé, Ze genetické komponenty hraji u
smrku ztepilého dulezitou roli v odolnosti vii¢i Endoconidiophora polonica (Skreppa et al.
2015).

U smrku ztepilého bylo pozorovano, Ze po inokulaci houbovymi patogeny
Endoconidiophora polonica a Heterobasidion parviporum bylo v kiie zvySené mnozstvi
latky (+) — 3-caren, coz koreluje s tim, ze doslo ke sniZeni poctu ptezivsich larev lykohuba
smrkového Dendroctonus micans a téz vedlo v ristu houby Endoconidiophora polonica. (+) —
3-caren je charakteristicky monoterpen, ktery muze hrat velkou roli v rezistenci jehli¢nanii
proti hmyzu a patogentim (Axelsson et al. 2020).

V kiife rezistentnéjSich genotypti bylo po oSetieni methyl jasmonatem detekovano vyssi
mnozstvi diterpenil, coz naznacuje, ze diterpeny také mohou ovliviiovat rezistenci vuci

patogentum (Axelsson et al. 2020).

1.3 Vyskyt lykoZrouta smrkového a kalamitni stav v CR

To, Ze lykoZrout smrkovy je vyznamnym hospodarskym skiidcem dokazuji 1 hodnoty
uvedené ve Zpravé o stavu lesa a lesniho hospodaistvi Ceské republiky (2019). Pro piedstavu,
jak rychly je exponencialni riist napadeni smrkovych porostii v Ceské republice uvadim zde.

V lesich CR bylo v roce 2019 vytézeno celkem 32,58 mil. m® surového diivi (2018 —
25,69 mil. m3), z toho 31,31 mil. m* jehli¢natého diivi (2018 — 24,21 mil. m3).

Rok 2019 lIze oznacit celkové jako obdobi opét velice nepfiznivé. Jako v ptedchozich
letech, vyrazné objemy nahodilych tézeb (95 % tézeb celkovych) byly zplsobeny biotickymi
¢initeli. U biotickych Skodlivych ¢initel bylo opét zaznamenano dalsi vyrazné zhorSeni,
nebot’ vzniklé poskozeni meziro¢né narostlo o pfiblizné¢ 75 %. PiedevSim se jedna o
poskozeni zpusobené dlouhodobé piemnozenym podkornim hmyzem, obzvlasté na smrku (a
také na borovici). Nejhorsi situace s klirovci na smrku panovala Vv lofiském roce v jizni
poloviné republiky. Kiirovcova kalamita se $ifila ze severni Moravy déle na zapad do Ceskych

kraju a v disledku nahodilych té€zeb vznikaly i v tomto roce rozsahlé holiny.

30



V roce 2019 bylo v Cesku evidovano 20,7 mil. m* vytézeného smrkového kiirovcového
dtivi, coz ptredstavuje nartst o vice nez 70 % Ve srovnani s rokem piedchozim (2018 — 12 mil.
m?; 2017 — 5,34 mil. m?®). Jedna se vyluéné o dfivi napadené lykozroutem smrkovym Ips
typographus, ktery je obvykle doprovazen lykozroutem lesklym Pityogenes chalcographus. V
oblasti severni a stfedni Moravy a Slezska, ale i ve stiednich Cechach pak lykoZroutem
severskym Ips duplicatus.

Z celkového objemu kliroveového diivi za rok 2019 tvofily cca 1,5 % lapaky, tj. ptiblizné
360 tis. m?* (2018 — 400 tis. m*; 2017 — 660 tis. m?). Dalsich cca 5-10 mil. m? kirovcové
hmoty mimo evidenci pfedstavuji nezpracované souse a kdrovcové stromy napadené
IykoZrouty v roce 2019.

Na celém tizemi Ceska se kiirovci na smrku vyskytovali v roce 2019 v kalamitnim stavu.
Evidované karovcové diivi reprezentovalo v priméru alarmujicich cca 15,9 m3/ha smrkovych
porostl, takze se jedna o cca 80X prekroceni hodnoty odpovidajici zékladnimu stavu 0,20
m?/ha podle vyhlasky MZe ¢. 101/1996 Sb. ve znéni vyhlasky ¢. 236/2000 Sb. a vyhlasky ¢.
76/2018 Sb. Celkova vySe vykazaného kiirovcového diivi v roce 2019 predstavuje rekordni
hodnotu, které v Cesku nebylo dosud dosazeno.

V roce 2019 byla mnohem vice zasaZena jizni &ast Ceska, kde jen v krajich Vysogina,
Jiho¢eském a Jihomoravském bylo vytézeno spole¢né cca 10,46 mil. m* kiirovcového diivi, tj.
vice nez ve zbytku republiky. V oblasti severni Moravy a Slezska, kde byla situace v
ptedchozich letech nejhor$i se kalamita postupné ,,uklidiiuje v souvislosti s ubytkem
atraktivnich smrkovych porost.

Z hlediska vytézenych objemt smrkového kiirovcového diivi za rok 2019 je potadi sedmi
nejvice zasazenych kraji nasledujici: Vysocina (4,82 mil. m?®), JihoCesky (3,39 mil. m®),
Jihomoravsky (2,25 mil. m?), Stfedocesky (1,70 mil. m?), Olomoucky (1,62 mil. m?),
Moravskoslezsky (1,57 mil. m?), Plzefisky (1,51 mil. m?®) (Zprava o stavu lesa a LH v CR
2019).
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Obr. ¢. 4: Evidovany objem smrkového kirovcového diivi vytézeného v letech 2005-2019
(tis. m?). Zdroj: Zprava o stavu lesa a LH v CR 2019.

Evidoviano [m?)

100 001

; < I 000
1001 5000

B 5001 - 10000

- 10001 20 000

- 20001 - 100000

e

L]

Obr. ¢. 5. Evidovany objem smrkového kirovcového diivi vytéZeného v roce 2018 (m?).

Zdroj: Zprava o stavu lesa a LH v CR 2018.
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Obr. ¢. 6: Evidovany objem smrkového kirovcového diivi vytéZeného v roce 2019 (m?).

Zdroj: Zprava o stavu lesa a LH v CR 2019.
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1.4  Alternativni metody monitoringu a kontroly populace

I pies veskeré snahy vCas vyhledavat a odstranovat atraktivni dievo pro kirovce jako jsou
polomy, vyvraty, Cerstvé vytézené stromy ponechané na skladech nebo téZebni odpad co
nejrychleji vyvézt z porostu, umistovani obrannych zafizeni a vyuzivani ochrannych
prostfedkll a rtiznych insekticidi na ochranu zdravych stromt, stile dochazi k masivnimu
napadeni piedev§im jehliCnatych porosti kuarovci. Rychlému odstranéni velkého poctu
napadenych stromi n¢kdy brani Spatny piistup do odlehlych ¢i chranénych oblasti nebo
ekonomickd a environmentalni omezeni, coz samoziejmé vede k velkym ekonomickym
ztratam.

V minulosti se ¢asto k omezeni Utokd klrovcl na zdravé stromy vyuzivaly pasti zvané
lapaky, které mély uspéch. Pokacené nebo zdravé stojici stromy byly naoCkovany feromony
nebo feromony a insekticidy, aby doslo k tzv. odvraceni broukt a ti nenapadli zdravé stromy.
Nevyhodou je, ze pasti musi byt z lesa v¢as odstranény, aby se piedeslo riziku rozsifeni
ktrovcil ze zamotenych stromti do okolnich ne-navnadénych stromt, které by mohlo rychle
vést k propuknuti kalamity. Pasti oSetfené insekticidy se stile pouzivaji 1 v sou€asnosti pro
napadeni v malém méfitku, protoze poskytuji dostatek Casu na odstranéni bez dalSiho rizika
zamofteni. Pfedevsim se ale pouzivaji k monitoringu (Modlinger et al. 2015).

Management populaci kirovce Ize také provadét pomoci feromont a dalSich
semiochemikalii, coz je ,,zelenou alternativou K pouzivani bézn€, komeréné dostupnych
syntetickych insekticidii. Semiochemikalie mohou byt také pouzivany k monitorovani trovné
populace kirovci a nékdy k zachyceni broukt, aby jejich populace ziistala pod prahovou
hodnotou.

Kromé lapaka je dalsi ¢asto vyuzivanou metodou odchyt klrovcd do lapact. Odchyt
lykozrouta smrkového do feromonovych lapacl spociva ve vyuziti sekundarnich atraktanti,
tedy jeho pohlavnich latek. Smés téchto latek se aplikuje na riizna média, vétSinou se jedna o
buni¢inu, ¢imz je dosazeno pozvolného odpatovani. Pfipraveny feromonovy odparnik je
umistén do tzv. lapaciho zatfizeni, tedy feromonového lapace. Dospélci klirovet jsou k témto
lapact 1dkani feromonem uvolilujicim se z odparniku. Brouci bud’ do téchto lapacl narazeji a
propadavaji do pridélané nadoby, tyto lapace se oznacuji jako narazové, nebo pfistavaji na
povrch lapace a prolézaji dovnitt, kde padaji do ptidélané nadobky. Tyto lapace se oznacuji
jako pfistavaci. U nas jsou nej€astéji pouzivany ndrazové feromonové lapace Stérbinového
typu Theysohn a lapace kiiZového typu Ecotrap. Lapace se umist'uji pti okrajich smrkovych

porosti nebo do porostnich mezer. Vzdalenost od nejbliz§iho stojiciho stromu musi byt min.
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10-25 m a také by nemély byt zakryty bufeni. Vzdalenost mezi jednotlivymi lapaci se
pohybuje mezi 15-20 m a samotny lapac je umistén ve vysce 1,5 m od zem¢ (Drong 2019).

Jaku§ a Simko (2000) se ve svém experimentu pokusili vyuzit existujicich komer&nich
odparnikti se snizenou rychlosti uvoliiovani k odchytu vice samcti do feromonovych lapaci.
Zjistili vSak, ze zvySeni poctu samcu v lapaci nelze dosahnout kombinaci standardnich
komerénich feromonti a komer¢nich feromonl se snizenou rychlosti uvoliiovani. To vede
k poklesu odchytu samic i celkového odchytu. Jedinym zptisobem, jak dosahnout vyvazeného
poméru pohlavi je piiprava specialnich feromonovych smési s riznymi trovnémi uvoliiovani
cV a MB, které ve svém c¢lanku dobie popsal Schlyter et al. (1987). ZvySenim rychlosti
uvolnovani cV s konstantnim uvoliilovanim MB zvysilo pocet odchycenych broukt.

Jaku§ a Simko (2000) tedy ze svych vysledkd usuzuji, Ze zvySeni odchytu samcli ve
feromonovych lapacich je mozné pouzitim kombinace feromonovych lapaci, kde nckteré
maji feromony s vy$§im uvoliiovanim cV a jiné maji feromony s niz§im uvoliilovanim cV.

Stejny experiment zkusili Jaku§ a Blazenec (2002). Ve svém experimentu také testovali
moznost zvySeni efektivniho odchytu samcl Iykozrouta smrkového do feromonovych,
bariérovych lapact a do jednotlivych lapact bez feromonu. Do lapaci zavésili feromonové
odparniky obsahujici rizné davky latky cis-verbenol ve feromonové smési. Vysledky ukazaly,
ze zvysSeny odchyt samct klrovce ve feromonovych lapacich byl zpiisoben pouzitim
kombinace feromonovych lapacl v zavislosti na davce uvoliovani cV. At uz vysoké davky
nebo nizké davky, coz potvrdilo tvrzeni Jakus a Simko (2000).

Proto Jaku$ a Blazenec (2002) tvrdi, Ze pro zajiSténi spravné funkce feromonovych
lapac¢ii je nutné, aby lapace obsahovaly feromonové odparniky, a ze klicovou slozkou
odparniku je cis-verbenol.

Nakladal et al. (2010), ktefi ve svém vyzkumu zkoumali uc¢innost dvou typl odparnikd,
Ecolure classic a Ecolure tubus poukézali na to, Ze 1 vzhled, resp. baleni odparnikt je velice
dalezité pro spravné uvoliiovani ucinné latky a tim pritahovani kiirovce.

Na druhou stranu Zahradnik et al. (2014) testoval ucinnost komeréné dostupnych
odparnikii pro odchyt lykozrouta smrkového. Jako jedny znejucinnéjSich odparnikli se
v experimentu jevily Pheagr IT a IT Ecolure, IT Ecolure Mega a FeSex Typo. Jako nevhodné
pro odchyt lykozrouta smrkového se ukdzaly odparniky PCHIT Etokap a PCIT Ecolure.
Nicméné kazdy odparnik mé trochu jiné tc¢inky, a proto je tfeba volit odparniky podle tcelu
pouziti (monitoring, odchyt, co nejdelsi vydrz bez vymény atd.).

Duelli et al. (1997) ve svém clanku dokonce tvrdi, Ze pouziti feromonovych lapact mtze

byt vysoce ucinné. Ve svém vyzkumu s ozna¢ovanim cCerstvé vylihlych broukt zjistili, Ze 1 za
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bezvétii a bez potencialnich hostitelskych stromti v okoli 1ze pomoci feromonovych lapaca
lokaln¢€ eliminovat asi jednu tfetinu (35,4 %) Cerstvé vylihlych brouk v kalamitni oblasti.

Na coz reagoval Nakladal et al. (2010), ktefi ve svém clanku zminuji, ze pii pouziti
feromonovych lapact v misté s vysokou hustotou ktirovcti miize byt zachyceno pouze 3—10 %
populace kurovce.

Zhang et al. (2003) poukazal na to, ze G€innost odchytu ktirovci do nékterych lapaci
muze byt snizena v dasledku obsahu mrtvych tél kiirovce v lapaci, ze kterych se odpaiuji 1-
Hexanol a verbenone, typické anti-atraktanty lykozrouta smrkového.

V managementu se dale vyuzivaji strategie pftitazlivosti (pull) a zastrasovani (push).
Strategie tahani vyuziva stimuly, jako jsou agrega¢ni feromony, té¢kavé latky hostitele nebo
vizualni podnéty, které jsou bud’ prezentovany samostatné, anebo kombinovany v konkrétnich
kombinacich. Tato metoda miize byt uZzitecnd pifi hromadném odchytu klrovcl anebo
sledovani mistnich populaci ktirovet (Bakke 1991).

Nevyhodou tahové (pull) strategie je potencidlné mozné propuknuti kalamity a také
nahodné zachyceni uzitecnych ptirozenych nepfiatel, ktefi jsou ptitahovéani feromony kiirovci.
Naopak strategie tlaku (push) vyuziva podnéty, které odpuzuji brouky a odrazuji je od utoku
na potencialni hostitelské stromy nebo od pafeni se. Odrazujici slouceniny (anti-atrakéni
feromon, verbenon) a tékavé latky, které nejsou uvolinovany hostitelskymi stromy (1-hexanol,
(Z2) -3-hexen-l-ol, (E) -2-hexen-l-ol, trans-conophthorin, 3-oktanol a 1-okten-3-ol) byly
testovany v polnich experimentech ke stanoveni jejich u¢innosti (Zhang et al. 1999).

Pii pokusu ve smrkovych porostech ve Svédsku a na Slovensku byla pouZita kombinace
verbenonu a ne-hostitelskych tékavych latek. Ukazalo se, ze v takto oSetfenych lokalitach tato
kombinace zamezila utoku lykoZrouta smrkového na smrkové porosty (Schiebe et al. 2011).

Nicméné strategii (push) nelze pouZit jako samostatnou metodu vzhledem k tomu, Ze
populace odpuzovaného brouka by mohla byt odklonéna do nechranénych pfilehlych oblasti.
Proto musi byt kombinovan s jinymi metodami dlouhodobého ftizeni. Téz lze vyuzit
kombinace push a pull strategie, ktera byla uspésné testovana proti ktrovci Dendroctonus
ponderosae a Ips paraconfusus (Cook et al. 2006).

Napadeni ktiroveem Ize také zvladnout vyuzitim t€kavych latek uvolfovanych houbami
spojenymi s ktirovcem. V ¢lanku Kandasamy et al. (2016) bylo identifikovano ne¢kolik
organickych sloucenin, které¢ by mohly zprostfedkovat chovani kiirovct a které by mohly byt
zkoumany pro kontrolu ktirovce.

Kandasamy et al. (2016) uvadi, Ze volatilni t€kavé latky uvolfiované z hub mohou byt

obzvlasté uzitecné v push-pull strategiich, kde mohou zvySovat G€inky jinych atraktanti nebo
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repelentti. Napfiklad pro zvyseni atraktivity u Dendroctonus frontalis sta¢i pouzit isoamyl
acetat a fenylethyl acetat v kombinaci s feromonem. Naopak ke zvySeni Ucéinnosti anti-
atraktivity u raznych druh@i kiirovell na borovici lze pouzit pfirodnich tékavych latek
produkovanych houbou Ophiostoma ips. Tato houba také produkuje acetofenon, u kterého
bylo prokazano, ze pusobi jako silny repelent pro druhy Dendroctonus. Pro lykozrouta
smrkového mohou byt uzitecnym atraktantem nebo anti-atraktantem latky isoamyl acetat a 2-
fenylethanol, coz jsou tékavé latky pochazejici z jeho asociované houby Endoconidiophora
polonica. Houby Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides zase produkuji tékavé
latky, které obsahuji seskviterpeny jako (E) -B-karyofylen, ktery mtze byt insekticidni nebo
podporovat rist entomopatogennich hlistic. Profil t€kavych latek produkovanych houbou L.
abietinum zase obsahuje tékavé latky jako alifatické alkoholy, které piitahuji dravé hlistice
asociované s Dendroctonus rufipennis. Proto ji l1ze pouZit za timto G¢elem.

Stromy, které jsou uz napadené, uvoliluji do ovzdusi t€kavé latky z hub, které odpuzuji
nove¢ ptichozi brouky. Ve stejnou dobu tyto tékavé latky v soudinnosti s oxidovanymi terpeny
mohou slouZit jako kairomony pro pfirozené nepiatele. U n¢kolika oxidovanych terpent jako
je camphor, pinocamphone a terpinen-4-ol bylo prokazano, ze ptitahuji parazitoidy krovcu
(Pettersson 2001; Pettersson a Boland 2003).

Kandasamy et al. (2016) se domnivaji, Ze pravé odparniky s t€kavymi latkami z hub a
oxidované monoterpeny by mohly byt pouZity k odpuzovani broukli od potencialné atraktivni
oblasti a souCasné¢ k pfitahovani predatorti a parasitoidi kirovce do napadené oblasti.
Rozmanitost t€kavych sloucenin emitovanych houbami spojenymi s kirovecem ma velky
potencial pro vyvoj novych semiochemickych kontrolnich opatieni pro tento hmyz. Dalsi
vyzkumy zahrnujici identifikaci tékavych latek a jejich vliv na chovani karovci a jejich
pfirozené nepfatele poskytnou poznatky, které by mohly byt vyuzity k ochrané jehli¢natych
lesti. V soucasné dobé je vsak pouziti semiochemikalii pro management kiirovce v ptirodnich
lesich omezeno mirou, v jaké by musely byt pouzity. Na druhou stranu na malych
jehliénatych plochach mohou byt tyto techniky ucinné a logisticky i ekonomicky mozné. Na
malych plochach by dokonce mohly byt vyuZity bunééné kultury hub jako navnady v pasti
pro piilakani kiirovet.

Zajimavou otazku si kladli Andersson et al. (2009). JelikoZ jsou ktirovci schopni vnimat
nékteré t€kavé slouceniny v nanogramech, zda by bylo mnozstvi t€kavych latek emitovanych
z houbové bunééné kultury dostatec¢né pro piildkani kiirovel do pasti obsahujicich tuto houbu.
V ptipadé¢ pouziti houbovych kultur by bylo tfeba vzit v tivahu také dalsi faktory, jako napf.

ze tékavé latky z kultur hub mohou byt proménlivé. Tekavé latky uvolnéné z hub se 1isi s
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dostupnosti zivin. Jakmile je rGstové médium vycerpano, tékavé latky jsou emitovany ve
velice malém mnozstvi. Téz existuje riziko zavleceni patogenti do pfirozenych lest. Pouziti
potencialnich patogennich hub muize byt také regulovano zdkonem.

Tékavé latky z hub dle Kandasamy et al. (2019) mohou byt pouzity jako Cisté latky s
atraktivni nebo odpudivou aktivitou a mohou byt pouzity ve feromonovych lapacich v
kombinaci se zndmymi komerénimi produkty pro hubeni kiirovci.

Vzhledem k tomu, Ze ambrosiovy brouci jsou fylogeneticky uzce spjati S Karovci,
podobna strategie by se také mohla ukazat jako ucinné pii kontrole ktirovcl. Je vSak treba
nejprve vyhodnotit Uc¢innost, s jakou mohou byt kiirovci odchyceni v terénu pomoci
syntetickych smési houbovych tékavych latek spolu s dal§imi znamymi atraktanty nebo
repelenty (Hulcr et al. 2011).

Monitorovani tékavych latek by mohlo byt zvlasté¢ uzitené pii prevenci zavleceni
ktirovell a s nimi spojenych hub do novych oblasti. Monitorovani tékavych latek v lesnich
ekosystémech muze také poskytnout metodu pro vcasné odhaleni novych invazi ktrovce,
které by mohly vést k v€asnému odhaleni novych druht Skidct diive, nez se usadi

(Kandasamy el al. 2016).
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e Metodika

V roce 2020 byla testovana smés nejatraktivnéjSich sloucenin pochazejicich z hub
Grosmannia europhioides, Grosmannia penicillata a Endoconidiophora polonica dle ¢lanku
Kandasamy et al. (2019) v uméle vyrobenych odparnicich ve tfech davkach rychlosti
uvolilovani, a to bud’ v kombinaci s feromonem lykozrouta smrkového, anebo jednotlivé.
Design odparniki byl navrzen s koeficientem odparu 0,1 mg/den, 1 mg/den a 10 mg/den.
Gravimetrickou analyzou byl pro kazdy koeficient odparu vybran nejvhodnéjsi design
odparniku a odparniky byly pfipraveny pro navrzeny pocet opakovani.

Samotny experiment probihal na jatfe roku 2020 na holin€ s ¢erstvou porostni smrkovou
sténou s vysokym vyskytem lykoZrouta smrkového. Na této holiné byly instalovany
feromonové lapace s uréenou kombinaci odparniki, a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci
s feromonem. Referencnim neboli kontrolnim lapacem byl lapa¢ obsahujici pouze samotny
feromon a také prazdny lapac. Navnady byly v lapacich randomizovany podle schématu,
ktery mél vyloucit pozi¢ni efekt. Odchyceni brouci byly nasledné v laboratofi spoc€itani a na
zaklad¢ statistické analyzy byla urcena efektivita jednotlivych odparnikii. Na konci
experimentu byly odparniky extrahovany do rozpoustédla a kvantita zbyvajicich slozek smési
v odparniku byla detekovdna pomoci plynové chromatografie, ¢imz jsme ziskali koeficient

odparu jednotlivych slozek.

Plynova chromatografie GC

Plynovou chromatografii 1ze oznadit jako proces, ktery umoziiuje rozdéleni smési na
jednotlivé slozky a nasledné identifikaci u latek do bodu varu 400 °C. Samotny chromatograf
je sloZzen z nékolika Casti zahrnujici zdroj nosného plynu (tlakova lahev), Cistici zatfizeni,
regulacni systém, ddvkovac, kolony, stacionarni faze, naplné kolony, detektor, vyhodnocovaci
zafizeni a termostat. Nejcastéji pouzivanym nosnym plynem je vodik, helium, dusik a argon.
Zakladem je rozdéleni smési do svou fazi — stacionarni a mobilni. Mobilni fazi je nosny plyn,
stacionarni faze je umisténa v koloné. Kolona je napliiova nebo kapilarni.

Béhem samotného procesu je analyzovana smeés vstiiknuta do injektoru a dochazi
k jejimu zplynéni. Vznikly plyn je pomoci mobilni faze unasen do chromatografické kolony,
kde vlivem fyzikalné-chemickych d&t a teploty dochazi k rozdéleni jednotlivych slozek
smési. Smési jsou pak rtiznou rychlosti unaSeny do detektoru, ktery je identifikuje.
Vysledkem je chromatogram neboli celkovy iontovy tok, kde je kazda latka zaznamenéna

jako pik (Klouda 2013).
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Hmotnostni spektrometrie MS

Hmotnostni spektrometrie je analyticko-chemickd metoda pouzivand ke stanoveni
hmotnosti ¢astic anebo urceni slozeni smési na zéklad¢ separace iontll a jejich rozliSenim
podle poméru hmotnosti a ndboje (m/z). Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru jsou zdroj
iontl, hmotnostni analyzator a detektor. Méteni doby pruletu jednotlivych iontlh od zdroje
k detektoru je méfeno spektrometrem. Po vloZeni vzorku do pfistroje dojde k jeho ionizaci
pomoci iontového zdroje, ionty se v hmotnostnim analyzatoru oddéli podle poméru m/z a
Cely proces probihd ve vakuu. Pro komplexni analyzu plynnych, poptipad¢ kapalnych smési
se vyuziva plynovy chromatograf spojeny s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) (Klouda
2013).

1.5 Metodika prace v laboratori

1.5.1 Vyvoj odparniki obsahujici mix slou¢enin z hub

Odparniky se smési tékavych latek pivodem z hub, ktera byla v Kandasamy et al. (2019)
vyhodnocena jako nejvice atraktivni v testech na kratkou vzdalenost pti vysokém ziedéni viz
(Obr. 1f), obsahovaly 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butyl acetat, 2-
fenylethanol, 2-methyl-1-butyl acetat, 2-fenylethyl acetat, vSechny ve stejném objemovém
pomeéru, 1:1:1:1:1:1. Z této smési latek byly nasledné vytvoreny odparniky ve tfech verzich, z
toho kazdy s jinym koeficientem odparu (k.0.). Nami pozadovany koeficient odparu byl
stanoven na 0,1 mg/den pro nizkou davku, 1 mg/den pro stfedni davku a 10 mg/den pro
vysokou davku. Pro kazdy poZadovany k.o. bylo v laboratofi vytvofeno né&kolik variant
designi, napt. pytlicky zatavené do plastové a aluminiové folie s otvory o daném praméru
nebo bez, sklenéné vialky ¢i plastové Kartelovy lahvicky s otvorem ve vicku ¢i bez. Takto
ptfipravené odparniky byly uchovavany za konstantnich podminek 25 °C v digestofi.
Koeficienty odparu jednotlivych variant byly za laboratornich podminek zjistény
gravimetrickou analyzou, kdy jednotlivé odparniky byly vazeny tiikrat v tydnu po dobu cca.
20 dni ve znamych casovych intervalech a ubytek vahy byl zaznamendvan. Z piepoctu
primérného Ubytku hmotnosti za 24 hodin byl spocitdn primérny k.o. Odparniky s
optiméalnim k.o. byly vybrany pro polni pokus. Po zjisténi primérného k.o. za laboratornich

podminek jsme dale zjistovali primérny k.o. za pfirodnich podminek ve venkovnim
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prostiedi, ktery byl opét zjistovan gravimetrickou analyzou a z piepo¢tu praimérného ubytku
hmotnosti za 24 hodin byl spocitan primérny k.o.

V konec¢né fazi byly zvoleny tyto designy: pro koeficient odparu 0,1 mg/den byla pouzita
sklenéna lahvicka s dirou jehlou ve vicku; pro koeficient odparu 1 mg/den byl pouzit
aluminiovy pytlicek s dirou jehlou, do kterého byla zatavena houbicka z ptirodni celulozy
nasycena testovanou smési, a zatavena ve folii o tloustce 100 mikrometrii; a pro koeficient
odparu 10 mg/den byly pouzity dva podobné aluminiové pytlicky s dirou kapilarou o rozméru
2 mm s vlozkou z houbicky zatavenou ve folii.

V pokusu byl také pouzit synteticky feromon lykozrouta smrkového, ktery se skladal ze
dvou komponent naplnénych do dvou odparnikt. Jednim byl methylbutenol (2-methyl-3-
buten-2-ol) s k.o. 50 mg/den a druhym cis-verbenol s k.o. 1 mg/den. Tyto dvé komponenty
byly vZdy pouzity dohromady. Methylbutenol byl davkovan v Katelové vialce 731 s dirou ve
vicku o priméru 1 mm, cis-verbenol byl davkovan téz v Kartelové vialce 731 s dirou ve vicku

o praméru 9 mm.

Obr. ¢. 7: Vyvoj odparnikd, jejichz k.o. byl zjistovan za konstantnich podminek v laboratofi
(Hosnedl 2020).

Graf ¢. 1, 2, 3 zobrazuje Casovou kiivku rychlosti uvoliovani dané latky z odparniku
daného designu a také ubytek této latky v odparniku. Osa X zobrazuje Ciseln€ vyjadieny den,
mesic, rok a hodinu vazeni daného odparniku. Osa Y zobrazuje mnozstvi latky v mg v daném
odparniku v den véazeni. Pro kazdou davku byly vytvofeny tii testovaci odparniky pro

dodrZeni statistické prukaznosti.
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vysoka davka (H)
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—8—Radal —e—Rada2 —e—Rada3

Graf ¢. 1. Casova kiivka rychlosti uvoliiovani mixu slouc¢enin ve vysoké davce. Nominalni

hodnota 5 mg/den z aluminiového pytli¢ku s dirou kapilarou. V pokusu byl pouzit 2x.

stfedni davka (M)
1070,00
1060,00
1050,00
1040,00
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1020,00
1010,00
1000,00

990,00
43965,00 43970,00 43975,00 43980,00 43985,00 43990,00

—8—Radal —@—Rada? —e—Rada3

Graf ¢. 2: Casova kfivka rychlosti uvoliiovani mixu slou¢enin ve stiedni davce, 1 mg/den

z aluminiového pytlicku s dirou jehlou.
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nizka davka (L)
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—8—Radal Rada2 Rada3

Graf ¢ 3: Casova kiivka rychlosti uvoliiovani mixu slouenin v nizké davce, 0,1 mg/den

z vialky 1,5 ml s dirou jehlou v septu.

1.5.2 Tridéni kiirovci od necilového hmyzu a urceni poctu odchycenych kiirovei

Obsah jednotlivych polypropylenovych lahvicek s odchycenymi kiirovci, ale i dal§im,
necilovych hmyzem bylo zapotfebi v laboratoii roztfidit. Cilem bylo zjistit pocet kirovct
lykozrouta smrkového v jednotlivych lahvickach. Tim mohla byt potvrzena ¢i vyvracena
atraktivita jednotlivych odparnikit hub. Kromé lykoZrouta smrkového se v lahvickach
nachazel také lykozrout leskly Pityogenes chalcographus, pestrokroveénik mravenci
Thanasimus formicarius, mouchy, musky, berusky, mravenci a dal$i. Necilovy hmyz byl
ulozen zvlast' do samostatné polypropylenové vialky s lihnem a byl patii¢éné oznacen. Pocty
lykozrouta smrkového v jednotlivych odchytech byly zaznamenany do MS excel tabulky, a
nakonec byly statisticky vyhodnoceny. Celkem bylo odchyceno 3 514 ks lykoZrouta

smrkového.

1.5.3 Tridéni samci a samic lykoZrouta smrkového

Urcovani pohlavi u lykozrouta smrkového je pomémné obtizné. Dosud existuje jedina
dostupna metodika pro urceni pohlavi lykozrouta smrkového, kterd je zalozend na urceni
hustoty chloupk® na pronotu kirovce. Tuto metodu popsal ve svém ¢lanku Schlyter et al.
(1981) a tvrdi, ze touto metodou je mozné urcit pohlavi kiiroveil s 98 % spolehlivosti. Touto
metodou je pohlavi lykozrouta smrkového rozliSovano pod binokularni lupou. Zkoumany
jedinec je vzat entomologickou pinzetou, poloZzen na bok a nejprve je zhodnocena hustota

chloupkt na pronotu. Mezi samci a Samicemi lze pozorovat pohlavni dimorfismus. Samci
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maji ¥idké chloupky na pronotu, samice naopak husté. Primémy pocet chloupki na 1 mm? je
u samcil niz§i nez u samic. Dalsi znak, ktery je zkouman, je Celo lykozrouta. To je zrnité
hrbolkovité a u samcii Ize pozorovat velky, zietelny hrbolek ve stiedu Cela pii pfednim okraji.
Samic¢ka ma na rozdil od samecka hrbolek na ¢ele mensi (Obr. ¢. 8). Tykadla jsou Zlutava a na
jejich konci je palicka se ztetelnymi zprohybanymi §vy. Ttetim zkoumanym znakem k urceni
pohlavi jsou zuby na zadni ¢asti krovek. Lykozrout smrkovy patii mezi skupinu lykozrouti,
pro néz je charakteristické, ze maji zadni ¢ast krovek ozdobenou Ctyimi hrbolky, ,,zuby* a
narozdil od ostatnich druhii, které nesou stejné znaky na krovkach, je vzdalenost mezi t€mito
zuby stejnd. Do této skupina dale patii napi: lykozrout mensi Ips amitinus nebo lykozrout
seversky Ips duplicatus. Prvni zub se nachazi na vyhloubené ¢asti krovek a je nejmensi.
Druhy zub shora je na bazi viditelné ztloustly. Tteti zub je nejdelsi, nejvétsi a je knoflikovité
protazen, ¢tvrty zub je opét mensi (Pfeffer 1955; Schlyter et al. 1981).

Vsechny tyto znaky jsem si mohl vyzkouset na zivych jedincich lykozrouta smrkového.
Celkovy Cas potiebny k urceni pohlavi se ze zac¢atku pohyboval mezi 2-3 minutami, nicméné
po n¢kolika minutach uz tento ¢as klesl i na 30 vtefin na jednoho kiirovce.

Nicméné nasi odchyceni kirovei byli uskladnéni po néjaky ¢as v lahvickach s lihem, kde
u kiroveu dochazi k polamani chloupki na pronotu, a proto tyto metody uréovani pohlavi
podle ochlupeni a dalSich znakd nebyly k ur¢eni pohlavi vhodné. V nasem ptipad¢ bylo tedy
pohlavi kirovell ur€eno pomoci pohlavnich znak, tedy pitvou kirovci. K pitvé bylo vzdy
vybrano 50 kurovcu z kazdé lahvicky s lihem. V ptipad€, Ze bylo v lahviéce méné kiroved
nez 50, byli vypitvani vSichni.

Kirovec byl vzat entomologickou pinzetou a poloZen na zada, kdy hlava mu sméfovala
na zapad. Levou rukou byla drzena pinzeta s kiirovcem a pravou rukou byl kirovci za pomoci
entomologické jehly odstranén abdomen obsahujici pohlavni ustroji. Tento abdomen byl
zakapnut kapkou vody a rozpitvdn, dokud nebylo nalezeno pohlavni ustroji kurovce.
V piipadé, ze byl nalezen falus (Obr. ¢. 9), tedy penis lykozrouta, bylo jednozna¢né, Ze se

jedna o samce. V opa¢ném piipadé se jednalo o samici.
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Obr. ¢ 8: Rozlisovaci znaky u pohlavi lykozrouta smrkového. Cislo 1a, 2a a 3a znaci samici.

Cislo 1b, 2b a 3b zna&i samce (Schlyter a Cederholm 1981).

Obr. ¢. 9: Vypreparovany falus lykozrouta smrkového (Hosnedl 2020).

1.5.4 Analyza vzorki plynovou chromatografii s hmotnostni detekci

Odparniky, jejichz hmotnostni tbytek byl po dobu 14 dni vazen v laboratofi, byly
rozstfizeny, sklenéné vialky byly otevieny a zbyvajici latky byly vyextrahovany do
rozpoustédla hexan (10ml_odparnik). Jako reference byla pouzita smés chemikalii, kterd byla
do odparnikii pted zapocetim pokusu davkovana. Jednotlivé vzorky byly po pfislusném
fedéni, bylo-li tieba, méfeny na plynovém chromatografu Agilent 7890B, do kterého byly
instalovany kapilarni kolony Rxi-5Sil: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum. Teplotné¢ vyhtivany
nastfik byl programovan od 20 °C, vyhiato rychlosti 8 °C/s do teploty 275 °C. Teplotni
program pro pec byl 40 °C (2 min) s gradientem 5 °C/min do 120 °C, 10 °C/min do 200 °C a
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20 °C/min do 280 °C. Nosny plyn byl helium s konstantnim pritokem 1 ml/min. Hmotnostni
spektrometr s elektronovou ionizaci 70 ev. Hmotnostni rozsah byl 35 — 500 m/z. Teplota
iontového zdroje byla 250 °C. Kvantita latek v odparnicich byla zjisténa metodou konstrukce
kalibracnich kiivek. Analyza byla provedena ve spolupraci s odbornikem Dr. Jaromirem
Hradeckym. Pomér latek v odparnicich po probéhnuti pokusu byl srovnan s pomérem latek v

odparnicich na zacatku pokusu a byl spocten rozdil.

1.6 Metodika prace v terénu

Lokalita

Po vybéru vhodné lokality byl pokus zalozen 14. 5. 2020 na smrkovych holinach, které
musely byt vykaceny kvili kiirovcovym néletd v letech 2017-2019. Plocha, na které byl
experiment proveden byla cca 150 m dlouhd a 200 m Siroka s porostni sténou na zépadni
svétové strané. Soufadnice (49,93343N; 14,87704E) viz (Obr. ¢. 10).

Samotny experiment zahrnoval atraktivni mix sloucenin produkovanych houbami
skladajici se z 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butyl acetat, 2-
fenylethanol, 2-methyl-1-butyl acetat a 2-fenylethyl acetat, vSechny ve stejném poméru,
1:1:1:1:1:1. Experiment byl po 8 replikacich ukoncen 29. 5. 2020. Teplota ve dnech sbéru
byla primérné kolem 19-25 °C.

@, na, 05

Obr. ¢. 10: Lokalita experimentu (Konojedy, Kli¢e). Foto viz Mapy.cz
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Obr. ¢. 11: Plocha po instalaci feromonovych lapac¢u typu Ecotrap (Hosnedl 2020).

Samotny experiment

Po zatlu¢eni dfevénych hranolti do pidy byly na tyto hranoly piidélany ocelovym dratem
feromonové lapace kiizového typu Ecotrap, ¢imz nam vznikla fada osmi kiizovych lapaca pro
experiment s mixem slou¢enin. Schéma rozmisténi lapact zobrazuje (Obr. ¢. 11 a 12). Lapace
upevnéné na hranolech byly umistény ve vzdélenosti 30 m podél okraje lesa dané mytiny.
Jednotlivé lapace pak byly instalovany ve vzdalenosti 15 m od sebe a ve vySce 1,5 m od
zemé. Po instalaci lapacii bylo tfeba peclivé oznacit jednotlivé lapace a odparniky. Lapace
byly oznaceny fimskymi ¢islicemi I az VIII. Odparniky byly oznaceny Ao az Ho. Malé o
znacCilo odparnik. Po oznaceni byly odparniky do jednotlivych lapacti umistovany dle
pfipraveného schématu. Odparniky byly ptfidélany elektrikarskou paskou k Zeleznému dratu,
ktery slouzil k jednoduchému zavésSeni odparniku do lapace, ale také k pfenaSeni mezi
jednotlivymi lapaci po pasece. Takto byly pfipevnény 1 Kartelky obsahujici agregacni
feromon klirovce.

Tento experiment, ve kterém byla zjiStovana atraktivita kandidatnich sloucenin z hub

oznacenych jako mix sloucenin, byla v lapacich davkovana ve tfech davkach bud v
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kombinaci s feromonem, nebo bez néj. Do prvniho lapace byl zavéSen odparnik v nizké davce
s feromonem, do druhého odparnik ve stfedni davce s feromonem, do tietiho odparnik ve
vysoké davce s feromonem, do étvrtého samotny feromon lykozrouta smrkového (2-methyl-3-
buten-2-ol a cis-verbenol) a do patého nebyl zavéSen zadny odparnik. Tento lapaé¢ byl prazdny
a stejn¢ jako lapac obsahujici pouze feromon, slouzil jako kontrolni prvek. V dalSich tfech
lapacich byly zavéSeny pouze odparniky bez feromonu, v pofadi nizka davka, stfedni davka a
vysoka davka. Jednotlivé pouzité latky a jejich davky zobrazuje (Tab. ¢. 1).

Béhem kazdé replikace byly kurovci odchyceni do téchto lapaci piesypani do
polypropylenovych lahvicek obsahujici 95 % ethanol. Lahvicky byly vzdy oznaceny
potadovym cislem lapace a pisemnym kdédem feromonu. Takto uskladnéni brouci byli pozdé&ji
Vv laboratofi tfidéni od ostatnich druhd, pfepocitdni a bylo u nich ureno pohlavi vnitinimi
znaky, tedy pitvou pohlavniho Gstroji.

Rotace jednotlivych odparnikii v lapacich probihala dle pfipraveného schématu, tedy po
diagonaln¢. Data jednotlivych replikaci jsou zaznamenana v (Tab. ¢. 2). Pfi jednotlivych
replikacich byly odparniky kontrolovany, zda jsou V pofadku. V ptipadnég, Ze bylo teplejsi
pocasi, mohlo dochazet k rychlej$imu odpatfovani feromonu, ktery byl také kontrolovan a

ptipadné doplnén. Celkem bylo v 8 replikacich rotovano 8 odparnikd.

VTL
4
8 lapacl s mixem sloucenin

<1 HRRENN N

30m <|a = 5m

444444

Obr. ¢. 12: Schéma umisténi lapact s mixem sloucenin z hub.
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Tab. ¢. 1: Pouzité latky v experimentu s mixem sloucenin z hub.

Oznaceni Pouzita latka Davka

A Mix L + Feromon Nizka (L)
B Mix M + Feromon | Stiedni (M)
C Mix H + Feromon | Vysoka (H)
D Feromon Vysoka (H)
E Blank - Prazdny lapac X

F Mix L Nizka (L)
G Mix M Stiedni (M)
H Mix H Vysoka (H)

Tab. ¢. 2: Schéma vymény jednotlivych odparniki v lapacich (rotace po diagonale).

stanoviSté| datum lapac/odparnik

1 2 3 4 5 6 7 8
1 18.05.2020 A B C D E F G H
2 18.05.2020 H A B C D E F G
3 18.05.2020 G H A B C D E F
4 22.05.2020 F G H A B C D E
5 22.05.2020 E F G H A B C D
6 25.05.2020 D E F G H A B C
7 27.05.2020 C D E F G H A B
8 29.05.2020 B C D E F G H A

1.7 Statistické vyhodnoceni

K vyhodnoceni terénniho pokusu s odparniky byl pouzit linedrni model. Zavisle
proménnou byl relativni pocet odchycenych lykoZroutd, nezdvisle proménnou jednotlivé
varianty odparniku. Tésnost prolozeni modelu byla ovétovana pomoci diagnostickych grafii,
zejména Q-Q grafu. Pro snizeni velikosti rezidui bylo nutné zavisle proménnou logaritmicky
transformovat. Z datové sady byly z tohoto diivodu odstranény varianty bez feromonu, které
obsahovaly prevazujici mnoZzstvi nulovych hodnot. Varianty s feromonem byly nenulové a §lo
je tedy logaritmovat. Stanoveni vyznamnosti rozdilii mezi variantami odparnikd s feromonem
se uskutecnilo pomoci analyzy rozptylu. K porovnani tirovni nezévisle proménné bylo pouZito
kontrastu. Signifikance jednotlivych test byla stanovena na obvyklé hladiné vyznamnosti o =
0,05. Pro vyhodnoceni byly pouzity postupy uvedené v Crawley (2013). Statistickd analyza

byla provedena v software R verze 4.0.2 (R core team 2020).
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e Vysledky

Cely tento experiment vychazel z vyzkumu Kandasamy et al. (2019), ktery testoval
ucinnost latek emitovanych houbami asociovanymi S lykozroutem smrkovym na tohoto
ktrovce. Jednotlivé smési latek byly smichany ve stejném objemovém pomeéru a nasledné
byly pouzity k vytvofeni odparnikli majici pozadovany pomér odparu. Dale byly testovany
v kombinaci s feromonem, kde bylo zjistovano, zda jejich piidavek k feromonu zvysi
atraktivitu feromonu. Také byly testovany samostatné, kdy bylo cilem urcit jejich atraktivitu.
Predpokladem bylo, Ze tato smés bude pfi pouziti v terénu pro kirovce bud’ atraktivni, anebo

anti-atraktivni.

Stanoveni poméru odparu jednotlivych latek v odparnicich

Pomér rychlosti uvolnovani jednotlivych sloucenin v odparnicich obsahujicich mix
sloucenin byl stanoven vaZenim a kvantitativni analyzou na GC-MS. Tii typy
experimentalnich odparnikl byly vaZeny po dobu 3 dnii. Béhem jednoho tydne byly tyto 3
odparniky se znamym ubytkem hmotnosti extrahovany do rozpoustédla hexanu, a kvantita
zbyvajicich slozek smési v odparniku byla detekovana pomoci plynové chromatografie (GC-
MS), ¢imz byl ziskdn koeficient odparu jednotlivych slozek. Po zjisténi kvantity jednotlivych
sloZzek metodou konstrukce kalibra¢nich kiivek byl pomér sloufenin nakonec porovnan s
pomérem ve vychozi smési aplikované béhem vyroby odparniku. Tab. ¢. 3 zobrazuje procenta

danych latek z mixu slou¢enin z hub v jednotlivych davkach odparnikd.

Procenta latek v odparnicich po 14 dnech pokusu a ve zdrojové
smesi

I S—
15,0 i | —r ‘f/ i I

procenta latky v odparniku +- SD

1-Butanol, 3- 1-Butanol, 2- 1-Butanol, 3- 1-Butanol, 2- Phenylethyl Acetic acid, 2-
methyl- methyl- methyl-, acetate methyl-, acetate Alcohol phenylethyl ester
e=@e= o dparnik H odparmik M odparnik L zdrojova smés

Graf ¢. 4: Procentualni zastoupeni slozek smési v odparnicich.
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Graf zobrazuje procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek smési v odparnicich po 14

dnech, kdy pokus probihal v porovnani se zastoupenim ve vychozi smési. Rozdily mezi

zastoupenim latek v porovnani s vychozi smési neptesahly chybu analytického stanoveni a

rozdily v odparech jenotlivych latek tedy byly nevyznamné.

Tab. ¢. 3: Procentudlni zastoupeni latek obsazenych v jednotlivych odparnicich.

litka odparnik H | odparnik M | odparnik L | zdrojova smés
% % % %
1-Butanol, 3-methyl- 17,0 17,5 16,4 16,6
1-Butanol, 2-methyl- 16,0 16,4 15,8 16,6
1-Butanol, 3-methyl-, acetat 15,0 17,3 18,0 16,9
1-Butanol, 2-methyl-, acetat 15,4 17,8 17,7 16,6
Fenylethyl Alkohol 18,1 15,2 16,1 16,6
Acetic acid, 2-fenylethyl ester 18,6 15,7 15,9 16,7

Vysledky polniho pokusu
Celkem bylo za obdobi od 14. 5. do 29. 5. do 8 lapact béhem 8 replikaci odchyceno

3 514 brouku lykozrouta smrkového. Absolutni odchyty kirovet v jednotlivych replikacich

na pouzité latky v odparnicich jsou znazornény v (Tab. ¢. 4) a primérné absolutni odchyty

jsou znazornény Vv (Graf ¢. 5).

Tab. ¢. 4: Absolutni hodnoty odchycenych broukli na mix sloucenin z hub pfi jednotlivych

sbérech.
replikace Celkovy pocet odchycenych brouki na mix sloucenin
Mix L+Feromon| Mix M+Feromon | Mix H+Feromon | Feromon Blank Mix L Mix M Mix H
1 211 164 124 154 2 0 0 2
2 188 200 118 121 1 0 0 0
3 154 136 107 128 0 0 0 0
4 99 99 78 154 0 0 0 4
5 97 106 153 104 0 0 0 0
6 70 42 42 61 0 0 0 6
7 77 46 60 44 0 0 0 6
8 112 78 73 93 0 0 0 0

(Oznaceni L, M a H je zkratka z ang. slova low, middle a high, neboli nizka, stfedni a vysoka

davka. Blank je prazdny lapac).
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Graf ¢. 5: Primérné absolutni odchyty ktirovci na jednotlivé davky odparnikii £ smérodatna

odchylka.
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Graf ¢ 6. Relativni odchyty kiirovet na odparniky s 3 k.0. v kombinaci s feromonem,

porovnano s referenci feromon.

Cerné tecky piedstavuji modelem predikovanou stfedni hodnotu, pii¢né linie 95 %
interval spolehlivosti predikce, malé prazdné tecky pozorované hodnoty.

Porovnani ucinnosti odparnikit v kombinaci s feromonem, vztazeno k feromonu
samotnému jako referenci.

Po statistickém zpracovani vysledkli byly relativni odchyty (pocitano procento broukt

chycenych na jednotlivou navnadu z celkového poctu broukd chycenych v replikaci) na
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nejnizsi davku s k.o. smési 6ti sloucenin 0,1 mg za den vyS$$i, nez na referenéni samotny
feromon. Odchyty se snizovaly se zvySujici se davkou smési piidané k feromonu. Mezi
porovnavanymi typy odparnik byl zjistén statisticky vyznamny rozdil v relativnim poctu
odchycenych lykozrouti (ANOVA, df = 3, p < 0,05). Nejvyssi relativni odchyty byly
zaznamenany ve variant¢ s mix L, rozdil odchytii v této varianté proti kontrolni feromonové
navnadé vSak nebyl vyznamny (contrast t test, p = 0,09). Se zvySujici se davkou smési se

snizovaly relativni odchyty.

0- L ] ™ L ] [ ]

Relativni odchyt brouk( +- SE

Blank COMXH O MXM MIXL
-prazdna past

Graf'¢. 7: Porovnani atraktivity samotné smési vztazené k prazdnému lapaci jako referenci.

Diky nulovym odchytliim ve vSech variantach nebylo mozné aplikovat statisticky model.
Porovnani relativnich odchyti vSak ukazuje slabou atraktivitu nejvyssi davky smési latek
oproti prazdnému lapaci (Graf €. 7).

Pti zjistovani poctu odchycenych samcl a samic lykozrouta smrkového na jednotlivé
odparniky byla pouzita metoda nahodného vybéru, kdy bylo zkazdé lahvi¢ky s brouky
z jednotlivych replikaci vybrano pravé 50 ks, a ti byli vypitvani. Z celkového poctu 3 514 ks
lykozrouta smrkového bylo touto metodou vybrano celkem 1595 ks ktrovce. Pitvou bylo
stanoveno 1 194 samic a 401 samcii, coZ procentualné ukazuje, Ze 75 % odchycenych brouka

byly samice a pouze 25 % brouki byli samci.

Tab. ¢. 5: Pocet vypitvanych samcii a samic lykozrouta smrkového odchycenych na jednotlivé

latky.

Pohlavi Pocet vypitvanych brouk( odchycenych na jednotlivé latky

Mix L+Feromon | Mix M+Feromon | Mix H+Feromon Feromon Blank Mix L Mix M Mix H
samec 104 98 93 99 2 0 0 5
samice 296 290 299 295 1 0 0 13

52



% samic odchycenych na jednotlivé odparniky
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Graf ¢. 8: Procenta samic v odchytech na odparniky s riznym k.o. v kombinaci s feromonem,

V porovnani s feromonem.
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e Diskuse

Béhem vyvoje odparnikii pro pouziti v terénu bylo vybrano nékolik designt, které byly
pravidelné¢ testovany, aby bylo dosazeno pozadovaného poméru odparu. Z téchto
odparnikd byly nasledné vybrany ty s nejlepsim designem dosahujici pozadovaného poméru
odparu. Pro nejnizsi pozadovany pomér odparu v odparniku mixu sloué¢enin z hub byl pouzit
design sklenéna lahvicka s dirou ve vicku. Pro stiedni pozadovany pomér odparu byl pouzit
design aluminiovy pytlicek s dirou jehlou a pro nejvyssi pozadovany pomér odparu dva
aluminiové pytlicky s dirou jehlou o priméru diry 2 mm. Tyto designy odparniki byly
zvoleny piedevsim proto, ze u nich byla zaznamenana dostate¢na stabilita. Latky se z nich
vypatovaly po dobu 14 dnll experimentu ve stejném pomeéru.

Ze ziskanych vysledkti vyplyva, Ze nejvétsi pocet odchycenych kirovei béhem §
replikaci, pfi porovnani mixu sloucenin s feromonem mezi s sebou, byl zaznamenan u nizké
davky mixu slou¢enin z hub v kombinaci s feromonem s 1 008 ks ktirovct. Na stfedni davku
s feromonem bylo odchyceno 871 ks kiarovct. Vysoka davka mixu sloucenin s feromonem
odchytila téméf ve vSech replikacich nejmensi pocet lykozrouta smrkového s celkem 755 ks.
Prekvapivé v paté replikaci byl nejvétsi pocet klrovet odchycen na nejsilnéjsi davku
s feromonem.

Pfi porovnani odchytii na mix sloucenin, ktery byl zavéSen v kombinaci s feromonem, a
mix sloucenin bez feromonu se ukazaly vyznamné G¢inng&jsi pro atraktivitu kiirovce odparniky
v kombinaci s feromonem. Na mix slou¢enin bez feromonu v nizké a stfedni davce nebyl
odchycen Zadny kiirovec. Na mix sloucenin bez feromonu ve vysoké davce se odchytilo
celkem 18 ks kurovci.

Lapac¢ obsahujici pouze feromon bez mixu sloucenin odchytil celkem 859 ks kirovct,
zatimco prazdny lapac pouze 3 ks. Z kontrolnich lapact obsahujici pouze feromon a prazdny
lapa¢ byl tedy jednoznaéné ucinngjsi lapa¢ obsahujici feromon. To, ze blank neboli prazdny
lapac odchytil za celou dobu tfi brouky lze pokladat za ndhodny disperzni let, béhem néhoz
ktirovci narazili do lapace.

V pokusu byl nejvétsi pocet brouki, predevsim pak samic, odchycen do lapaci obsahujici
odparniky v kombinaci s feromonem nebo feromon samotny. Vétsi pocet odchycenych
ktrovcel miize byt zpiisoben tim, Ze pokus byl zaloZen na zacitku sezony, kdy brouci
pfezimujici v zemi nebo kife stromll vylétdvaji a hledaji vhodné hostitele pro zaloZeni
populace. Da se fict, ze obdobi duben az Cerven je obecné poklddano nékolika autory jako

obdobi s nejvétsim odchytem kuroveu.
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U odparniki, které byly instalovany v kombinaci s feromonem byl zaznamenan sice
statisticky ne-signifikantni, ale zfejmy trend nejvyssiho odchytu na nejnizsi davku latek, coz
odpovida behavioralnimu pokusu, ktery provedl Kandasamy et al. (2019), zobrazeno v (Obr.
¢. 2f), kde testovali stejnou smeés pro atrakci na kratkou vzdalenost.

Dalsi velkou roli hraje teplota. U lykoZzrouta smrkového je letova aktivita zapocata pti 20
a vice stupnich Celsia. 1 v naSem pokusu se teplota primérné pohybovala v rozmezi 20-25
°C, coz je idealni teplota pro létani kirovce.

Nejmensi, respektive téméf nulovy pocet kiirovet byl odchycen do lapaci obsahujici
odparniky bez feromonu. Z toho vyplyva, ze hlavni atrakéni aktivitu ma pro kurovce stale
feromon.

Pomér pohlavi byl ovSem stejny pro vSechny tfi ddvky odparnikl a nelisil se od odchytu
na samotny feromon, cozZ znamend, ze smés nepfitahuje jedno pohlavi vice nebo méné, a latky
emitované houbami nehraji roli pfi sexualni atrakci.

Na odparniky bez feromonu se odchytilo celkové méné brouki. Slaby trend vys$siho
odchytu byl pozorovan u silné¢ davky smési testovanych latek. Tento fakt si lze vysvétlit tim,
7ze alkoholy 3-methyl-1-butanol a 2-methyl-1-butanol jsou strukturnimi analogy
feromonového alkoholu 2-methyl-3-buten-2-olu, na ktery brouk pravdépodobné reaguje,
reaguji na stejné ¢ichové sensile. OvSem odchyty byly nizké, protoze odpar téchto houbovych
alkoholi byl pouze 0,16 mg/den u kazdého odparniku, coz v porovnani s feromonovym 2-
methyl-3-buten-2-olem, u kterého se odpafovalo 50 mg/den, je velmi malo. Stejné jako
Kandasamy el al. (2019) se domnivame, ze roli v atrakci hraji acetaty, kterych stac¢i malé

mnozstvi, naopak alkoholy 1épe pfitahuji ve velkém mnozstvi.
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o Zaver

Cilem préace bylo zjistit, zda tékavé latky uvoliiované z asociovanych hub lykozrouta
smrkového (3-methyl-1-butanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butyl acetat, 2-fenylethanol,
2-methyl-1-butyl acetat, 2-fenylethyl acetat) lakaji samotné nebo modifikuji jeho afinitu
k feromonu.

Celkem bylo odchyceno do feromonovych lapaci béhem jarniho pokusu 3 514 ks
lykozrouta smrkového.

Nejvétsi pocet odchycenych broukii byl zaznamenan na smés mixu sloucenin z hub
v kombinaci s feromonem oproti mixu sloucenin samotnych bez feromonu. Samotna smés
tedy byla pro klirovce velmi mirné atraktivni, ale vyznamné odchyty byly pozorovany pouze
v kombinaci s feromonem.

Pii porovnani atraktivity téchto smési sloucenin s feromonem byla u kirovca
zaznamenana vyznamna preference U nizké davky mixu slouéenin v kombinaci s feromonem
oproti feromonu samotnému, coz potvrzuje hypotézu, Ze nizka davka je pro karovce
atraktivnéjsi, protoze je blizsi jeho ptirozenému prostiedi na rozdil od vysoké davky, ktera pro
n¢j muze byt repelentni.

Nejvyssi relativni odchyty byly zaznamendny na nejnizs$i ddvku smési sloucenin 0,1
mg/den a byly vy$§i neZ na samotny feromon. Se zvySujici se davkou smési piidané
k feromonu se relativni odchyty snizovaly.

Pfi porovnani odchytt kiiroveti na samotnou smes sloucenin bez feromonu byla zjisténa
velice nizkd, aZ nulova atraktivita pro klirovce. Tim bylo prokazéno, ze pro kirovce stale
hraje vyznamnou roli feromon a latky emitované houbami nejsou aktivnéjsi. Odchyty v fadu
jednotek broukd na nejvyssi davku samotné smési pripisujeme strukturni analogii alkoholi
s feromonovou sloZkou.

Také jsme potvrdili pozorovani, Ze na jafe béhem jarniho rojeni je mozné odchytit vétsi
pocet kiirovcl nez v pozdé€j$im obdobi, a Ze kiirovec zacind 1état pii 20 a vice stupnich Celsia.

Z celkového poctu odchycenych kiirovel 1ykozrouta smrkového bylo ndhodnym vybérem
vybrano vzdy z kazdé lahvicky s brouky 50 brouku, kterych bylo nakonec 1 595. Tito brouci
byli vypitvani a pitvou bylo urceno 1 194 samic (75 %) a 401 samci (25 %). Pomér pohlavi
v odchytech na latky z hub se nelisil od poméru pohlavi na feromon.

V piipadé dalSiho vyzkumu a optimalizace jednotlivych designli odparniki, latek a jejich
koncentraci mohou byt tyto latky velice napomocné pii managementu lykozrouta smrkového

pomoci feromonovych lapaci.
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Na zavér shrnujeme, ze jsme nasli smés levnych, komeréné dostupnych latek, které v
kombinaci s feromonem zvySuji atraktivitu obou pohlavi kirovce a predpokladame, ze pfi
optimalizaci samotného slozeni a davkovani odparniki muZzeme vylepSit ucinnost
feromonovych lapaci, protoze doposud neni v literatufe mnoho zaznamu o aktivnich latkach,
které by zvySovaly pfitazlivost na zndmou feromonovou smés lykozrouta smrkového 2-

methyl-3-buten-2-ol a cis-verbenol.
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