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Cile prace

Kirovci (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) wyhledavaji hostitele pomoci Eichowych signald. V souasné
dobé probiha intenzivni wwzkum fichowe fyziologie kirovce Ips typographus. U tohoto drubu vime mnoho
o zpdsobu vnimani Itek a jejich zpracovani v mozku, které vytvari zaklad pro behavioralni reakce. Aviak
zplsob, jak I. typographus rozpozna hostitele, neni znam. Abychom lépe pochopili, jaké Cichové charak-
teristiky definuji hostitele jako hostitele, zaméfime se na klrovce, ktefi kolonizuji stejné stanovisté. Ackoli
tyto druhy sdileji stejného hostitele, jejich preference s ohledem na jeho kvalitu se lisi. To miZe byt tim,
ie vnimaji a zpracovavaji rozdilné typy chemickych ldtek smrkové wiing, ale pfesto viechny druhy musi po-
znat spravny druh. Abychom pochopili rozdilné chovédni kirowcd s ohledem na hostitele, je nutné definovat
klicové chemické latky, které hostitele charakterizuji a latky, které kirovci vnimaji.

V navrhované diplomové praci chceme analyzovat viné smrku riizného stafi a riznych &asti s cilem zjistit,
jak jsou vnimany dvéma druhy kirovcd, které smrk kolonizuji, 1. typographu a |. duplicatus.

Uvedené druhy v endemickych fazich preferuji oslabené stromy, ale pfi vyiiich populaénich hustotach pre-
feruji Zivé stromy. Dospélci obou druhd prezimuji v kiife nebo v hrabance a na jafe wylétaji a kolonizuji
hostitele. U obou druhi jsou to pionyrsti samci, ktefi hledaji hostitele a hloubi podkorni snubni komidrky
v Iyku. V prib&hu zahajeni kolonizace samci emituji agregaéni feromony, aby pfilakali dal3i jedince obou
pohlavi. Feromon 1. duplicatus je dvouslofkova smés sestavajici z racemického ipsdienolu a E-myrcenolu.
Feromaon |. typographus je také dvousloikovy a je twofen smési — 2-methyl-3-butenolu a cis-verbenolu.
Oba druhy jsou polygamické, maji 1-3 generace rocné a larvy pod kirou wyZiraji podobné galerie. I. typo-
graphus casté&ji kolonizuje spodni éasti smrkd, zatimco I. duplicatus se soustfedi predeviim na jejich horni
casti a velké vétve nebo na stromy mladsi. Na rozdil od I. typographus, |. duplicatus zfidka kolonizuje wjvra-
ty a padlé stromy nebo lapaky (lefici i stojici). Tyto rozdily v chovani mohou souviset s odliZnou skladbou
viini emitovanych hostitelem, odlidnou citlivosti jejich éichowych organi nebo rozdily v jejich zpracovdanim
v mozku.

V planované praci se chceme zaméfit na chemickou analyzu vini smrku, gichovych schopnosti kirovoh
I. typographus a I. duplicatus a na srovnani spekter latek, které vnimaji. Studie bude kombinovat klasic-
ké chemicko-ekologické techniky, jako je plynova chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS) a plynova
chromatografie s biologickou (elektroantennografickou) detekci (GC-EAD).
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V praci budeme testovat nasledujici hypotézy:
1) smrkova viné se lisi v zavislosti na stari a ¢asti stromu
2) srovnavani kdrovci vnimaji stejné latky

Vysledky mohou vést k identifikaci latek pro studované druhy doposud neznamych. Srovnani spekter téka-
vych latek, které kirovci vnimaji, umozni odpovédét na otazku, zda jsou pozorované preference pro kvalitu
hostitele dané rozdilnym spektrem emitovanych latek, rozdily v jejich detekci ¢ichovymi organy kirovcl
nebo jejich zpracovanim v mozku. Prace pfispéje k poznani druhd, které jsou vyznamnymi Skidci a vytvofi
zaklad pro dalsi zkoumani zakladni fyziologie jejich ichovych receptord. Neni vylouceno, Ze studie prinese
i poznatky vyuZitelné v praxi.

Metodika

Metodicky bude prace zalozena na sbéru tékavych latek smrkd a jejich analyzach pomoci GC-FID, GC-MS
a GC-EAD.
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Abstrakt

Lykozrout smrkovy (Ips typographus) je spolecné s lykozroutem severskym

(Ips duplicatus) nejvétsim skiidcem smrkovych porostt v Ceské republice a Evrops.

Ptestoze zpusob kolonizace hostitele je u obou druht velmi podobny, existuji
vyznamné rozdily. Ips typographus preferuje star$i stromy a dolni ¢asti kmend,

Ips duplicatus napada mladsi stromy, pfipadné horni ¢asti starSich stromt a vétve.

Lykozrout smrkovy pfi kolonizaci vytvaii ohniska a je silné pfitahovan i popadanymi
stromy. Lykozrout seversky napadd dfeviny nepravidelné roztrouSené

Vv porostu a lezici diivi nenapada.

Tyto rozdily v chovani mohou byt zplisobeny rozdilnym slozenim tékavych latek
produkovanych rlznymi ¢astmi stromu rdzného véku, nebo rozdilnou cichovou
schopnosti, kdy oba druhy vnimaji jiné typy latek.
V tvahu také ptipadd moznost, ze oba druhy vnimaji stejné spektrum latek, lisi se vSak

odlisnym zpracovanim V mozku a naslednym vznikem jinych podnétti v chovani.

Tato prace méla za tikol analyzovat slozeni tékavych latek riznych ¢asti rizné starych
smrk1, identifikovat komponenty smrkové ving, identifikovat ¢ichové aktivni latky

pro jednotlivé druhy a nasledné porovnat jejich ¢ichové schopnosti.

Analyza vini byla provedena pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci
(GC-MS), cichoveé aktivni latky byly zjistovany pomoci plynové chromatografie
s biologickou (elektroantennografickou) detekci (GC-EAD).

V analyzovanych smrkovych viinich bylo nalezeno celkem 34 ¢ichov¢ aktivnich latek,
17 z nich jsme dokazali jednoznaéné identifikovat. Jsou to latky a-pinen, kamfen,
B-pinen, myrcen, 3-karen, limonen, B-felandren, 1,8-cineol, terpinolen, camfor,
pinokamfon, borneol, isopinokamfon, verbenon, bornylacetat, longifolen
a trans-karyofylen. Jednotlivé smési riznych ¢asti ¢i rizné starych smrki se vzajemné
neli§i skladbou latek (kvalitativn€), ale rtiznou koncentraci jednotlivych latek
(kvantitativné). U latek a-pinen, thujanol, kubenen, E-B-farnesen a germakren D byly

nalezeny rozdily vnimani mezi studovanymi druhy.

Zjisténé poznatky z této prace pfispivaji k odhaleni smyslového vniméni karovci

Ips typographus a Ips duplicatus. Vysledky mohou byt podkladem pro dalsi vyzkumy,



které se budou zabyvat vlivem identifikovanych latek na chovani studovanych druha

karovcu.



Abstrakt

Bark beetles Ips typographus and Ips duplicatus are economicaly important pest
of spruce forests in the Czech republic and in Europe. Although the behavior of these
species during host colonization is very similar, there are species specific differences
in host preferences. Ips typographus prefers to attack older trees, mostly the lower part
of the trunk, Ips duplicatus attacks younger trees or upper part of the old trees and their
branches. Ips typographus creates focused infested areas within the forest and is highly
attracted to fallen trees. Ips duplicatus on the other hand choose trees scattered
in the forest and is not attracted at all to fallen trees. These differences in their
behaviour can be driven by different composition of volatile compounds produced
by different parts of the tree or of different age, or can be the result of different
olfactory abilities of compared bark beetle species. There is also a possibility that both
species recognize the same spectrum of compound, but they analyzed them differently

in the brain, which then influence bark beetles behavior.

The aim of this work was to: I) analyze the composition of volatile compounds
from different parts of spruce and of different ages, Il) identify the olfactory active

components of the spruce odor, and I11) compare the olfactory abilities of both species.

Spruce volatiles were analyzed using gas chromatography with mass detection
(GC-MS), olfactory active compounds were determined using gas chromatography
with biological (electroantennographic) detection (GC-EAD), where bark beetle

antenna served as a biological detector.

A total of 34 active compounds were found in analyzed spruce odors, 17 of them were
chemically identified. These compounds are a-pinene, camphene, $-pinene, myrcene,
3-carene, limonene, B-phellandrene, 1,8-cineole, terpinolene, camphor,
pinocamphone, borneol, isopinocamphone, verbenone, bornylacetate, longifolene and
trans-caryophyllene. Between odours obtained from spruce of different age
or of different parts were no differences in qualitative composition, only quantitative
changes in their concentrations were found. Differences in antennal perception
between the two studied speceies were found for compounds a-pinene, sabinene

hydrate, cubebene, E-p-farnesene and germacrene D.



The results from this work expand our understanding about the olfactory perception
of bark beetles I. typographus and I. duplicatus. The results in this master thesis
represent a basis for further research to understand, how olfactory active compounds

affect the behavior of studied species.
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1. Uvod

V Ceské republice zaujimaji lesy celkem 34,1 % jeji rozlohy. Pfes 70 % lesnich
porosti jsou lesy jehli¢naté (50 % smrkové a 16 % borové), 17 % tvoii lesy listnaté,

znichz 9 % tvoii lesy bukové a 7 % dubové.

Od roku 2015 suzuje smrkové monokultury silna kiirovcova kalamita. V roce
2020 bylo v CR evidovano rekordnich 21,9 mil. m? vyt&Zeného kiirovcového diivi
(Zelena sprava 2020). Jedna se o diivi napadené prevazné lykozroutem smrkovym
(Ips typographus), ktery je ¢asto doprovazen lykozroutem lesklym (Pityogenes

chalcographus) a lykozroutem severskym (Ips duplicatus).

wewr

porostli nejen u nas, ale i v Evrop€. V posledni dobé se vSak ukazuje jako velky
Sktdce 1 lykozrout seversky (ID). Prvni zdznamy o jeho vyskytu u nés se datuji
v prvni poloving 20. stoleti. V soucasné dobé& se vyskytuje na celém uzemi CR

(Holusa a kol. 2006; Wermelinger a kol. 2020).

Chovani obou druhli kirovch je velmi podobné. Oba druhy ptednostné
kolonizuji smrk. Pfi hledani hostitele jsou vyznamné chemické informace
zprostiedkované chemickymi smysly, piedev§im cichem. U obou druhti
vyhledavaji hostitele samci, ktefi hloubi pod kirou snubni komurky. Béhem
kolonizace hostitele samci produkuji ucinny agregac¢ni feromon, IT vytvafi
smés - cis-verbenolu a 2-metyl-3-buten-2-olu, zatimco ID vylucuje ipsdienol
a E — myrcenol. U obou druhli 1dka agregacni feromon ob¢ pohlavi. Mezi
srovnavanymi druhy vSak také existuji vyznamné rozdily v narocich na hostitele.
IT napada star$i stromy v dolni ¢asti kmene, ID kolonizuje mladsi stromy
a u starSich pfednostné napada horni €asti stromu. IT vytvaii v lesnim porostu
tzv. ohniska - nov¢ kolonizované stromy jsou obvykle v tésné blizkosti ptivodnich
jiz napadenych dievin. ID kolonizuje jednotlivé stromy, které jsou nepravidelné
roztrousené¢ v porostu. Zatimco IT je velmi pfitahovan tzv. lapadky (pokacené
smrky), lykozrout seversky lezici diivi nenapada (Holusa a kol. 2010). Pozorované
rozdily v preferenci srovnavanych druht k riznym ¢astem rizné starych smrka

mohou byt zplsobeny bud’ tim, Zze rizné ¢asti stromu produkuji tékavé latky



rizného sloZeni, nebo tim, Ze porovndvané druhy kiirovcii maji odlisné ¢ichové
vybaveni tzn. vnimaji jiné typy tékavych latek. Alternativné také mohou oba druhy
vnimat stejné spektrum latek, ale v ¢ichovych centrech mozku mohou byt stejné
smyslové vstupy rozdiln¢ interpretovany a tim mohou vznikat odlisné podklady

pro pozorované chovani.

Tato prace se zaméfuje na analyzu slozeni t¢kavych latek riznych ¢asti rizné
starych smrkt (Picea abies) a na porovnani ¢ichovych schopnosti kirovci

Ips typographus a Ips duplicatus.



2. Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit:

1) zda se 1i$i slozeni viini riznych ¢asti smrku a slozeni stromt rtizného
stari
) porovnat ¢ichové schopnosti obou druhi kirovei Ips typographus a Ips

duplicatus

Srovnani spekter t€¢kavych latek muaze ukazat, zda jsou preference kvality hostitele
dané rozdilem ve slozeni t€¢kavych latek, rozdily v detekci ¢ichovymi organy karovct
nebo jejich rozdilnym zpracovanim v mozku. Prace ptispéje k poznani studovanych
druhil a vytvoti zaklad pro dal§i zkoumani zakladni fyziologie a jejich ¢ichovych

receptord.
Opérnymi vysledky pro splnéni cili bude dale:
A) identifikace hlavnich komponent smrkové viiné
B) identifikace ¢ichové aktivnich latek u Ips typographus a Ips duplicatus

Kombinaci klasickych chemicko - ekologickych technik, jako je plynova
chromatografie s hmotnostni detekci (GC-MS), plynova chromatografie
s plameno-ioniza¢nim detektorem (GC-FID) a plynova chromatografie s biologickou

(elektroantennografickou) detekci (GC-EAD), bude docileno nastavenych cilt.



3. Literarni reSerse

3.1 Ips typographus

Ips typographus je velice hojny euroasijsky druh, jehoz areal vyskytu
se rozprostira od Japonska, velkou ¢asti Sibife skrze sttedni Evropu az k Pyrenejim.
Z pohledu zemépisné §iiky je tento druh zaznamenan v severnich tundrach a dosahuje
az k horam balkanského poloostrova. Kristek, Urban (2013) uvadi, Ze pivodnim
biotopem lykozrouta smrkového je horsky smrkovy les, kde se mize vyskytovat
az do 2000 m n. m. Diky hospodatské aktivité¢ se smrk rozsitil i do neptivodnich

biotopti v¢etné nizin (Zahradnik, Knizek 2007).

Lykozrout smrkovy dortsta velikosti 4 - 5,5 mm. Dospéli brouk je leskly
tmavohnéd¢ az Cernohnéd¢ zbarveny s vyraznym zlatavym ochlupenim. Krovky jsou
lesklé bez tecek (Pfeffer 1989). Na zadi se vyskytuji prohnuté krovky spole¢né
se Ctyfmi zuby na kazdé strané. Z nichz tieti zub je nejvétsi (Schlyter, Cederholm
1981).

Pfeffer (1989) uvadi, ze v pribéhu jedné sezony se dokazi v nasich podminkach
vyvinout az tfi generace. PoZerek byva jednoramenny az tfiramenny. Samci
na napadeném hostiteli Picea abies vytvaii pod kiirou snubni komurky. V pribéhu této
¢innosti uvoliuji do okoli agregacni feromony, které lakaji obé pohlavi. Zakladni
slozky tohoto feromonu jsou 2-metyl-3-buten-2-ol (MB) a cis-verbenol (cV)
(Zahradnik a kol. 1993). Samci se obvykle paii az se tfemi samicemi. Oplozené
samiCky nasledné¢ vytvareji matecné chodby, rovnobéZné s osou stromu, kde nakladou
az 60 vajicek. Po dvou tydnech se z vajicek lihnou apodni larvy, které vytvori
chodbicky kolmé k matecné chodbé. Béhem nasledujicich dvou tydna se larvy 3x
svléknou a nasledné se zakukli. Po 7 az 14 dnech se vylihne bily brouk, ktery
pro dokonc¢eni vyvoje potfebuje az tfi tydny Gzivny zir (Zumr 1995). Béhem tohoto
obdobi brouk pohlavné dospiva, télo se sklerotizuje a nasledné je brouk schopen
vylétnout (Byers 2004; Kiistek, Urban 2013). Pomé&r pohlavi nové generace je 1:1
(Wermelinger 2004). Pti vyssich popula¢nich hustotach rodicovska generace brouki
vyletuje z ptivodniho hostitele a na novych stromech zaklada tzv. sesterské generace
(Skuhravy 2002; Zahradnik 2004). Pfed vyletem a zakladdnim sesterskych generaci

tito brouci potiebuji dal§i uzivny zir, pomoci kterého obnovi své tukové zasoby
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a letové svaly pro nasledné kolonizovani novych stroml. Zimu brouci pieckavaji ve
svrchni vrstve hrabanky v okoli napadeného stromu nebo piimo v ktife hostitele (Zumr
1995). Mnohdy prezimuji n¢které larvy nebo kukly v mateiském stromé (Byers 2004;
Wermelinger 2004; Kindlmann a kol. 2012).

Cichovym organem lykozZrouta jsou tykadla. Zahradnik a kol. (2013) popisuje
tykadla, ktera jsou zlutohnéda a zakonéena palickou, na kterych se vyskytuji vinkovité
oblasti ¢ichovych senzil a oblasti bez nich. Toto specifické usporadani smyslovych

oblasti na tykadlech se nazyva $vy (Gries 2009).

3.2 Ips duplicatus

Puvodni rozsiteni druhu Ips duplicatus se nachazi v severnich ¢astech Evropy
v pfirozenych oblastech jeho hostitele, smrku ztepilého. Toto tizemi se rozprostira
od Svédska a Finska, pobaltské staty, Bélorusko, severské tajze napii¢ Ruskem
az po ostrov Sachalin (Lekander a kol. 1997). V Ceské republice byl zaznamenan
v 70. letech 20. stoleti. Od roku 1997 se u nas vyskytuje jiz po celém uzemi (Pfeffer,

Knizek 1995). Jeger a kol. (2017) uvadi, ze se tento druh v Evropé §ifi velice rychle

a v soucasné dobé je jeho vyskyt zaznamendn jiz v 15 evropskych statech (Knizek,

Holusa 2007; Holusa, Lubojacky, Knizek 2010).

Lykozrout seversky je v dospélosti 2,8 - 4,5 mm velky. Je leskly, cernohnéde
nebo Cerné¢ zbarveny. Na rozdil od Ips typographus nema krovky zakonéené
rovnomérné rozmisténymi 4 pary zubl, ale prostfedni dva pary zubl jsou oproti
ostatnim v tésné blizkosti. U samci je tfetim par zoubkd nejvétsi s typickym
roz$ifenim na jeho konci. Dal§im poznavacim znakem druhu je teCkované meziryzi

na krovkéch (Knizek, Holusa 2007).

Pozerek byva z pravidla dvou az tiiramenny a jeho tvar silné pfipomina tvar
pozerku druhu Ips typographus, avsak je celkové mensi. V naSich podminkach ma
Ips duplicatus dvé az tfi generace. Treti generace zaklada béhem velmi suchych
a teplych sezénach. Snubni komirku vytvari samci a lédkaji samicky pomoci
specifického agregacniho feromonu (Holusa a kol. 2012). Ten ma na rozdil od kiirovce
smrkového odlisné slozeni, jeho zakladni slozky jsou ipsdienol a E-myrcenol. Samci
se paii zpravidla az se Ctyfmi samicemi. Spafené samicky kladou do mate¢nych

chodbicek az 60 vajicek. Poté nasleduje obdobny cyklus vyvoje, ktery miizeme



pozorovat u druhu Ips typographus. Délka samotného vyvoje od zalozeni pozerku,
az po ukonceni uzivného ziru trva 6 - 8 tydnii (Grodzki 1999; Knizek, Holusa 2007;
Kiistek, Urban 2013).

Ips duplicatus piezimuje pouze jako dospély brouk v hrabance ¢i kiie
(Mrkva 1994; Pfeffer, Knizek 1995; Holusa a kol. 2003). Tykadla jsou palickovita,
zlutohnéd¢ barvy. Palicka tykadla ma zteteln€ zprohybané Svy, které se zietelné 1isi

od lykozrouta smrkového.

Pozerky IT a ID jsou ¢asto miSeny s pozerky jinych druhti, pfedevsim s pozerky
lykozrouta lesklého (Pityogenes chalcographus), lykozrouta mensiho (Ips amitinus)

a lykohuba matného (Polygraphus poligraphus).

3.3 Taxonomie kurovcu

Taxonomické zafazeni podle (Lobl, Smetana 2011).
RiSe: Zivogichové (Animalia)
Podrise: Mnohobunécni (Metazoa)
Kmen: Clenovci (Arthopoda)
Podkmen: VzduSnicovci (Tracheata)
Nadt¥ida: Sestinozi (Hexapoda)
Ttida: Hmyz (Insecta)
Rad: Brouci (Coleoptera)
Podrad: Vsezravi (Polyphaga)
Nadceled’: Curculionidae
Celed’: Nosatcoviti (Curculionidae)
Podceled’: Kiirovci (Scolytinae)

Rod: lykozrout (Ips)



Celkem je do skupiny ktirovcoviti fazeno na 5000 druhti. Na tizemi Ceské

republiky se nachazi celkem 106 zastupct (Zahradnik a kol. 1993).

3.4 Fylogeneticky rozdil mezi Ips typographus a Ips duplicatus

Diky velkému mnozstvi bionomickych a fenotypovych podobnosti, jsou IT
a ID velmi Casto navzdjem zaménovani. Oba druhy se vSak geneticky vyznamné lisi
Vv jaderné i v mitochondrialni DNA (Coganto 2013) (obrazek 1). Nejedna se tedy
o blizce pfibuzné druhy kirovcu (Lakatos a kol. 2007).

Zatimco geneticka struktura IT je jednotna pro cely areal rozsifeni, v ramci
druhu ID byly objeveny dva hlavni haplotypy, evropsky a asijsky, které se od sebe 1isi
0,8 % sekvenci gent. Evropsky a asijsky haptolyp se také lisi poméry hlavnich
feromonovych komponent (ipsdienol a E-myrcenol) a pfitomnosti tieti feromonové

komponenty - amitinolu v asijské populaci (Lakatos a kol. 2007).

54 71 [r— ] avulsus
- N [, plastographus

. bonanseai

1. duplicatus

l.cembrae

1. typographus

o I. wunzlll i ;
.calligraphus 5

_:1 . grandicollis l p \

s | hOppingi

1. lecontei

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

- 50 changes

Obriazek 1: Analyza nukleotidi z 5 genu rodu Ips, vyjadiena pomoci fylogenetického stromu
prokazujici pomérné vzdalenou pribuznost druhd Ips typographus s Ips duplicatus.
Zdroj: Cognato (2013).

3.5 Smyslové schopnosti kiirovei

Jak uvadi Myles (2002) mezi zakladni smysly hmyzu patii zrak, hmat, sluch,
¢ich a chut’. Zrak, hmat a sluch vnimaji fyzikalni signaly, jako jsou elektromagnetické
vinéni, vibrace, tlak, a teplo. Cich a chut’ vnimaji chemické signély, jako jsou t&kavé

latky, CO2, nebo latky rozpustné ve vodé (sladké, slané, kyselé a hoiké podnéty).



Zrak klirovcet je vyvinut slabé, v o€ich se nachézi 100 - 240 omatidii a celkem
dva typy barevnych receptorti. Kirovec pouziva zrak hlavné k orientaci v prostoru
a pii pristavani na kmen hostitele. V kombinaci s ¢ichem nejspiSe slouzi i k vybéru

vhodného stromu ke kolonizaci (Byers 2004).

Hmat a sluch vnimaji hmatové a vibracni signaly. Karovei maji na celém
povrchu téla stejné¢ jako na tykadlech velké mnozstvi hmatovych sensil. Tyto
mechanoreceptory se patrné podili i na vnimani akustickych signalt, kterymi
se klrovci pod klirou dorozumivaji. Akustické signaly pouzivaji kiirovci
pii namlouvani (slouzi jako podklad pro vybér sexualniho partnera) a jako prostiedek
regulujici disperzi samic a larev pod klirou a tim ovliviiuji i samotnou podobu pozerku

napf. pocet chodeb a jejich rozlozeni (Chapman 1998).
Chemické smysly jsou chut a Cich.

Samotné chutové signdly jsou vnimany kontaktnimi chemoreceptory
(Jansky, Novotny 1981). Cichem jsou vnimany tékavé latky, jako jsou hostitelské ving

nebo agregacni ¢i inhibi¢ni feromony (Schlyter a kol. 1987).

Chut'ové receptory jsou umistény kolem kusadel, na nozi¢kach, na zadecku,
nebo na tykadlech (Schlyter a kol. 1987). Tykadla jsou hlavnim ¢ichovych organem
(Klutsch a kol. 2009). Na tykadlech se nachazeji morfologicky velmi rozmanité

¢ichove senzily (Nowinskd, Brozek 2017).

Nejcetnéjsi jsou ¢ichové senzily v podobé vlaskd (sensila trichodea),
které funguji jako organy pro detekci feromoni, pro vnimani riznych rostlinnych vini
slouzi senzily v podobé¢ kratSich a silnéjSich kolikii (sensila basiconica). Malé koliky
Vv jamkéach (sensila coeloconica) se podili na vnimédni dusikatych sloucenin
(amoniak, aminy), kyselin a aromatickych latek (Byers 2004). Vsechny typy
¢ichovych senzil maji typicky perforovany kutikularni povrch (Nowinska,
Brozek 2017). Otvory (pory), o priméru 10 - 25 nm, pronikaji t€kavé latky do nitra
senzil, kde reaguji s ¢ichovymi receptory ¢ichovych receptorovych neuront (Byers
2004).



Obrazek 2: Ventralni strana palicky tykadla. Oblasti oznacené A, B a C jsou zprohybané pasy
senzil, které obsahuji ¢ichové receptorové neurony - ORN. Zdroj: Andersson a kol. (2009).

Riazné typy Cichovych senzil obsahuji rizné typy cichovych receptorovych
neuronti. Ty detekuji tékavé latky (ving) prostfednictvim cichovych receptord,
které se nachazi na neuronalnich vybézcich uvniti ¢ichovych senzil. Cichové receptory
jsou velice citlivé a specifické. Kazdy ¢ichovy neuron je vybaven pouze jednim typem
¢ichovych receptort. To znamena, ze kazdy receptorovy neuron dokaze vnimat jeden
urcity set vonlavych molekul (Andersson 2011). Pfi interakci ¢ichového receptoru
s molekulou viin€ vznika podrézdéni, které je provazeno zménou napéti mezi vnittkem
neuronu a jeho extracelularnim prostorem (zména tzv. membranového potencidlu
neuronu) (Andersson a kol. 2009). V ptipad¢, Ze je podrazdéni dostateéné silné,
¢ichovy neuron generuje specifické elektrické signaly (akéni potencialy), které jsou
vedeny neuronalnimi vybézky ¢ichovych neuronti ze senzil do mozkovych ¢ichovych
center. Zde jsou signaly z riznych neuronil analyzovany, integrovany a slouZzi jako

podklad pro vznik specifické reakce na ¢ichovy podnét (Anderson 2011).

Zmény elektrického potencidlu, které provazi interakci viné a Cichovych
neurond, lze zaznamenavat a nasledn¢ vyhodnocovat elektrofyziologickymi
metodami. Cichové vnimani kiirovcei je v posledni dobé velmi studovano. Pozornost
je zaméfena piedevsim na IT. Cichové schopnosti jinych druhil jsou prozkoumany

jenom okrajove.

U IT bylo doposud prozkoumano celkem 150 ¢ichovych receptorovych
neuront, které bylo mozné rozd¢lit do 17ti riznych skupin s ohledem na jejich citlivost
k feromontim, hostitelskym a nehostitelskym tékavym latkam. Ze zkoumaného poctu
¢ichovych neuront jich nejvice reagovalo na hlavni sloZku agrega¢niho feromonu,
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cis-verbenol. Pro druhou slozku agrega¢niho feromonu, 2-metyl-3-buten-2-ol, bylo
objeveno vyrazné mensi mnozstvi receptorovych neuront. Navzdory tomu, Ze tato
slozka je produkovana ve vétSim mnozstvi. Dale byly objeveny silné specifické
skupiny neuronti, které vnimaji jednotlivé monoterpeny hostitelskych jehli¢nant

a neurony, které jsou schopné vnimat nehostitelské rostlinné latky (Andersson 2011).

3.6 Zpiisob kolonizace hostitele

Oba druhy studovanych kirovct (IT i1 ID) Ize povazovat za sekundarni Skudce
(Knizek, Holusa 2007). Zpusob, jakym oba druhy napadaji hostitele je podobny,

ale kazdy druh ma specifické zvlastnosti.

Ips typogpraphus ke svému vyvoji preferuje stromy star$i 60 let na teplych
oslunénych stranach lesniho porostu. Pii bézné populacni hustoté (endemicka faze)
napada popadané diivi, polomy nebo stromy, které jsou fyziologicky oslabené
napt. poSkozené vichfici, snéhem nebo nejcastéji stromy poskozené suchem. Plné
zdravé dfeviny se pomoci pryskyfice dokazi ubranit kiirovcovym utokiim. Zména
situace vSak nastava, je-li populacni hustota vysoka (epidemicka faze). Pti této situaci
dochazi k nedostatku vhodnych hostitell a kirovec tak napadd i zdravé stromy,
které je schopen diky svému vysokému poctu usmrtit. Vznikaji tak ohniska Ziru.
Diky agrega¢nimu feromonu 2-metyl-3-buten-2-ol (MB) a cis-verbenolu (cV) dokaze
koncentrovat aktivitu velkého mnozstvi broukii na kolonizaci jednoho stromu,
prekonat jeho obranu a UspéSné zalozit novou generaci. Agregacni feromony
se vytvareji ve stievé samcl. Pii samotném ndéletu lykozrouta smrkového dochazi
nejprve k napadeni spodni ¢asti stromu, postupné se napadeni $iii i do vySSich casti.
Naopak pti napadeni jiz leziciho stromu, samci kolonizuji kmen po celé jeho délce
(Zahradnik, Knizek 2007). V ptipad¢, Ze se na napadeném strom¢ vyskytuje velky
pocet broukd, hrozi nedostatek potravy pro idealni vyvoj nové generace. V takovém
pfipad¢ klrovci prestavaji tvofit agregaéni feromon a nové tvoii feromon
anti-agregacni (kombinace ipsenolu a verbenonu), ktery inhibuje atraktivitu
napadeného stromu a zpusobuje piesmerovani prildkanych broukli na okolni stromy
(Schlyter a kol. 1987; Paine a kol. 1997). Verbenon navic napomaha regulovat
rovnomeérné rozptyleni kliroveti na kmeni stromt (Skuhravy 2002). Neni zcela piesné
znam zpusob, jak brouci poznaji optimalni populacni hustotu. Pro pieziti je spravna

populacni hustota pii kolonizaci hostitele velmi dilezita.
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Ips duplicatus si vyhledava stojici roztrousené stromy v porostu. Pfi této taktice
nevznikaji ohniska ziru, a proto je slozit&jsi identifikovat napadeni pravé timto
druhem. Kolonizaci hostitele synchronizuje stejn¢ jako IT agregacnim feromonem,
kterym je ipsdienol a E-myrcenol. PfiliSnou koncentraci na jednom hostiteli reguluje
feromonem anti-agregac¢nim, kterym je podobné jako u IT smés verbenonu a ipsenolu.
Narozdil od IT, ID nikdy neobsazuje lezici kmeny (lapaky, polomy). Takto poSkozené
dfevo napada jen velmi ziidka. Slozity je 1 odchyt do samotnych stojicich lapakt
(stojicich stroma s pierusenym lykem). Pfi napadeni hostitele je utok brouka
soustfedén do horni (korunové) ¢asti stromu. Stafi napadenych porostd se pohybuje
v rozmezi 40 - 80 let. V horni ¢asti stromu si mize ID prostorové konkurovat

s kuirovcem Pityogenes chalcographus (Zahradnik, Knizek 2007).

Schlyter a kol. (1992) soudi, Ze oba kurovci ID a IT maji velmi dobrou
vzajemnou komunikaci, jelikoz vzdy napadaji jiné ¢asti kmene hostitele, divodem
jsou jejich rozdilné agregacni feromony, které jsou vzajemné inhibicni a zabranuji
napadeni stejné casti obéma druhy. Plsobeni agrega¢niho feromonu je u klrovct
podporovano uvoliujicimi terpenickymi latkami z rostlinnych tkani, které se poskodi

béhem hloubeni snubnich komirek (Seybold, Bohlmann, Raffa 2000).

Pii hloubeni snubnich komiirek pod klrou hostitele kirovci poSkodi
pryskyfi¢né kanalky, ze kterych se uvolituje pryskyftice. V pfipad¢, Ze je strom v dobré
kondici, tj. neni poSkozeny a ma dostatek vody, pryskytice dosahuje sily tlaku
az 1,5 MPa. MnoZstvi a tlak pryskyfice, tak dokaze pronikajici brouky usmrtit. Slozeni
a konzistence vyteklé pryskyfice se po vyliti postupné chemicky méni. V procesu
tvrdnuti pryskyfice se vypafuji monoterpeny a seskviterpeny a nésledné krystalizuji
diterpeny. Béhem tohoto procesu vznikne tvrda hmota, ktera tvoti tvrdou zaplatu proti
vniknuti dalSich patogenti stromu. Proces hojeni rany stromu pokracuje zapouzdienim
bunék v okoli hojivym pletivem. Konecna faze hojeni nastava tvorbou novych struktur
parenchymatickych bun¢k. Pryskyfice v§ak nepiisobi jen mechanicky zalitim utocicich
broukd, ale je i toxicka pro dospélce a larvy. Klrovec vSak dokaze nékteré z téchto
toxickych latek odbouravat, a dokonce je vyuziva ke svému prospéchu. Usuzuje se,
ze agregacni feromony, jsou pravé produkty detoxifikace. Naptiklad oxidaci o pinenu

ve stievech lykozrouta smrkového vznika cis-verbenol, coz je detoxikacni produkt
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a soucasn¢ hlavni komponent agrega¢niho feromonu IT (Jakus, Holusa, Blazenec

2015).

Krokene, Solheim (1996) popisuji, ze IT i ID pii kolonizaci hostitele prenasi
rizné patogeny, napiiklad houby, které napadaji vodiva pletiva a tim tak snizovat
vitalitu stromti blokddou transportu vody. Tim napomahaji pfi vysSich populacnich
hustotach ktirovel udolat i zdravé stromy. Zndmym houbovym patogenem je zejména

rod Ceratocystis (Byers 2004).

Princip, jakym karovec dokéze najit vhodného hostitele ke kolonizaci
je predmétem velké diskuze (Schlyter a kol. 1987; Byers a kol. 1990; Tur¢ani, Vakula
2008; Kalinova a kol. 2014). Jedna hypotéza tvrdi (Rudinsky a kol. 1971;Temmeras,
Mustaparta 1987), Ze kirovec vyhledava hostitele ke kolonizaci na zakladé na dalku
pusobicich ¢ichovych informaci (tzv. primarnich atraktanti). Temmeras, Mustaparta
(1987), také uvadi, ze na tykadlech kiroveu Ips typographus se vyskytuji specifické
¢ichové receptory reagujici na tékavé latky, které se uvolnuji z kiry hostitelskych

stromu a které tak mohou byt vyznamnym naviga¢nim stimulem.

Alternativni hypotéza soudi, ze kiirovec naléz4 vhodného hostitele ndhodnym
zpusobem béhem svého disperzniho letu po vylihnuti. Tato hypotéza Cerpa ze zjisténi,
ze po vylihnuti se jedinci lykozrouta rozptyluji do okoli v radiusu az 40 km a béhem
svého letu nékolikrat odpocivaji. Béhem téchto odpocinkovych zastavek mohou
kirovei posoudit stav stromt, pomoci chemickych informaci pii blizkém kontaktu,

a tak vyhodnotit jejich potencial ke kolonizaci.

Navzdory témto nejasnostem je nesporné, ze kurovci Ips typographus jsou
velmi bohaté vybaveni Cichovymi receptory. Tito klirovei maji vice nez 73 typu
¢ichovych receptord, a tim padem jsou schopni vnimat velké spektrum vini. Reakce
byla u Ips typographus zjisténa na vice nez 30 slouéenin, mezi které pattily smrkové
monoterpenové uhlovodiky (a—pinen, B—pinen a delta—3—karen). Dale pak slouceniny

jako naptiklad myrcen, p-cymen, limonen, kafr ¢i verbenon (Kalinova a kol. 2014).

Ackoliv pozitivni reakce Ips typographus na hostitelské viné jsou prozatim
neptfesveédCivé, bylo zjisténo, Ze lykozrout smrkovy je silné odpuzovan vinémi
nehostitelskych rostlin, zvlast¢ listnatych stromli zejména biizy a buky.

Tyto nehostitelské latky, které jsou vyluCovany z listl nebo kiry listnatych stromi,
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tak piisobi repelentné. Cim vétsi je koncentrace téchto latek v daném prostiedi,
tim vice se zvySuje Sance porostu, zZe nebude kiirovcem napaden. Nehostitelské latky
negativné ovliviiuji schopnost ktirovci vyhledavat hostitele a snizuji uc¢innost
agregac¢niho feromonu. Andersson a kol. (2011) pomoci feromonovych lapacu zjistili,
ze vzdalenost mezi zdrojem feromonu a zdrojem nehostitelské viiné musi byt mensi,

nez jeden metr, aby nehostitelské latky snizily atraktivitu feromonu u Ips typographus.

Predpoklada se, ze zékladni principy navigace k hostiteli, reakce na agregacni
feromon a interference s nehostitelskymi latkami jsou u ID podobné, jako byly
popsany pro IT. Konkrétné ale neni znamo, které hostitelské latky ID vnima, jakymi
typy a pocty ¢ichovych neuroni je vybaven. Rovnéz neni zndm davod rozdilného
zpusobu kolonizace ¢i rozdilné preference obou druhtt pro specifické casti
jednotlivych stromi. Tyto rozdily v chovani mohou souviset s odliSnou skladbou viini
emitovanych hostitelem, odli§nou citlivosti jejich ¢ichovych organli nebo rozdily
V jejich zpracovanim v mozku (Byers 1988; Schlyter a kol. 1987; Turcani, Vakula
2008; Schiebe a kol. 2015).
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4. Metodika

Pro splnéni vSech cilii byla zvolena kombinace nasledujicich technik:
I. Ziskéni smrkovych vonavych vzorka.

o extrakce t€kavych latek ze smrkové kiiry rozpoustédlem

e zachytavani t¢kavych latek na adsorbent a nasledna extrakce rozpoustédlem
II. Analyza teékavych latek smrku pomoci GC-MS, GC-FID a GC-EAD

e stanoveni identity jednotlivych latek na zdkladé MS spekter, KI indext a tam,
kde to bylo mozné, srovnani se syntetickymi standardy

e stanoveni Cichové aktivity jednotlivych latek u IT

e stanoveni Cichové aktivity jednotlivych latek u ID

e srovnani ¢ichovych schopnosti mezi druhy IT a ID

Fotografie nachazejici se v této praci byly pofizeny autorem v unoru 2022.

4.1 Pouzivané pristroje

Pro zpracovani vysledkih z experimentl jsme vyuzivali plynovou
chromatografii
s biologickou detekci (GC - EAD), déale byla pouzita plynova chromatografie
s hmotnostni (MS) detekci. Pomoci GC - EAD byly rozdéleny jednotlivé latky
z pouzivanych vzorkd smrku a uréeny jejich antenalni aktivity. GC - MS byla pouzita

k chemické identifikaci antenalné aktivnich latek.

GC-MS kombinuje separaci latek na chromatografické kolon¢ (vysvétleno
nize) se specifickym tzv. hmotnostnim detektorem (MS), ktery se pouziva na urceni
hmot volnych molekul a jejich ¢asti. MS detektor nejprve ionizuje latky (ionizace
vyuzivé proud elektronll) a poté slouzi jako iontové optické zatizeni, kdy z plynnych
smési molekul a iontil separuje nabité Castice na zaklad¢ jejich efektivnich hmot (m/z)
améfi jejich intenzity. Podle vzajemnych vztahi mezi molekularnimi, fragmentac¢nimi
ionty, a jejich intenzitami se provadi predikce totoznosti testovanych latek. Zptsob

ionizace udava charakter hmotového spektra, uspofadani ionti a zplsob registrace
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iontl a signal je zpracovan specifickym akvizi¢nim softwarem (Sparkman, Penton,
Kitson 2011; Olsson, Hansson 2013).

V GC-MS experimentech byl vyuzivan tzv. time-of-flight (TOF) MS detektor,

ktery umoziuje méfit MS spektra rychle a ve vysokém hmotnostnim rozsahu.

GC-EAD wvznikla spojenim dvou metod. Plynové chromatografie (GC)
a elektroantennografické detekce (EAD). Princip plynové chromatografie (GC)
umoziuje déleni a analyzu smési t€kavych latek. Déleni probiha na chromatografické
kolon¢ (kfemenna kapildra 0,23 mm tenka a az 30 m dlouha, jejiz vnitini povrch
je pokryt specialni vrstvi¢kou, tzv. stacionarni faze). Separace latek zacina po nastiiku
do vyhiivaného injektoru, kde se latky zplyni a nasledné€ jsou unaSeny nosnym plynem
(zpravidla helium ¢i vodik) do kolony. T¢kavé latky se sorbuji na zacatku kolony
ve stacionarni fazi a poté se desorbuji nosnym plynem, ktery undsi latky smérem
ke konci kolony a detektoru. Tento proces se neustale opakuje. Rizné slozky vzorkia
interaguji se stacionarni fazi odli$né a to zapfticinuje, Ze odlisné latky prochazi kolonou
ruznou rychlosti. Nakonec vychazi jedna za druhou v zavislosti na svych fyzikalné
chemickych vlastnostech a na parametrech teplotniho programu, pii kterém k separaci

latek dochazi.

GC-EAD (elektroantennograficka detekce) je metoda, ktera zaznamena
elektrické odpovédi tykadel na latky rozdélené pomoci GC. Tykadlo je tak vyuZivano
jako biologicky detektor (Myrick, Baker 2011). Kli¢ovou soucasti GC-EAD je splitter
(déli¢), ktery umoziiuje nasmerovani analyzovanych latek do dvou ramen. Jedno
rameno vede latky do proudu vzduchu nasmérovaném na tykadlo, druhé rameno
do chromatografického detektoru (napf. do tzv. plameno-ionizaéni detektoru, FID).
FID zaznamenava reten¢ni Cas latky (€as nutny k prichodu dané latky od nasttiku
k detektoru) a jeji kvantitu (Syntech 2004; Sparkman, Penton, Kitson 2011). Elektrické
reakce tykadla na latky vychazejici z GC jsou zaznamenavany dvéma elektrodami
snimaci a referencni. Snimaci elektroda je pfipojena na Spicku daného tykadla (oblast

¢ichovych sensil), referen¢ni je propojena s hemolymfou tykadla nebo hlavy.
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Plameno-ionizacni
detektor (FID) EAG zdznam
Injektor ‘ ==
\A FID za'znalrn\-A
Vyhfivana trubice
N
_/
/'\ Zesilovaé signdlu
\_/ .. i (Syntech IDAC-2)
Y Rozdélovat 1 fm:?‘ovau Zapojené tykadlo
/ Vyhfivaci trouba * rublce
Pfivod vzduchu
Plynovy chromatograf Agilent 7890B

Obrazek 3: Schéma zapojeni plynové chromatografie s elektroantenografickou detekei GC -EAD.
Zdroj: Syntech (2004)

Elektrody byly vyrabéné ze sklenénych trubicek (délka 10 cm, praimér 1,5 mm)
pomoci vertikalniho tahace elektrod (PC — 100, NARISHIGE) (viz. pfiloha 1) (Olsson,
Hansson 2013). Zapojeni tykadel mezi elektrody lze vidét na obrazku 8. Sklenéné
mikropipety byly naplnéné Ringerovym roztokem a prostfednictvim Ag/AgCl dratkt
propojené s métici aparaturou (zesilovac¢ a PC). Pokud z chromatografu vychazi latka,
kterou ¢ichové receptory zaznamenaji, tykadlo na ni reaguje zménou svého potencialu.
Signal z FID a EAD detektorii je od zac¢atku zdznamu (tj. od néstfiku vzorku na kolonu)
souvisle registrovan, digitalizovan a veden do PC, kde je zobrazen a analyzovan
pomoci software Syntech GC/EAD32 (verze 4.6). Vznikne GC-EAD chromatogram
(kdy se na ose y nachazeji odezvy obou detektori a na ose x retencni ¢as). Kazda latka
vychazejici z kolony je znazornéna svym FID chromatografickym pikem, ktery ma
tvar Gaussovy distribuce a jeho vySka ukazuje mnozstvi dané latky. EAD odpovédi
jsou charakterizovany zménou elektrického potencidlu, jehoZ velikost a pribéh zavisi
na typu a koncentraci antenalné aktivni latky, resp. na typu a mnozstvi ¢ichovych
receptori na tykadle. Za danych chromatografickych podminek maji stejné latky
shodny retencni ¢as (doba od nastiiku do pricchodu latky detektorem) (Sparkman a kol.
2011; Olsson, Hansson 2013).
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Obrazek 4: Pracovi§té pro vykonavani experimenti. Autor: Jan Prchal

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

s autosamplerem pro automaticky nasttik latky

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

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

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

mozno ovladat GC a vyhodnocovat experimenty

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

6- Generator vodiku (PEAK Scientific)
7- Odsavaci systém vzduchu, ktery zabranuje kontaminaci prostiedi

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

béhem analyzy pted rusivymi mechanickymi a elektrickymi vlivy (Faradayova klec)
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4.2 Chov brouku

Brouci, pouziti k experimentim byly vychovani v laboratornich podminkach.
Prvotni generace Ips typographus pochéazela ze Skolniho lesniho podniku CZU
v Kostelci nad Cernymi lesy ve stiednich Cechach. Odtud byla dovezena z napadenych
stromd v nafezanych polenech. Ips duplicatus byl dopraven stejnym zptsobem
z vojenského ujezdu Libava na severni Moraveé. Dovezend nafezanéd polena o délce
40 cm byla umisténa do chovnych plastovych boxt, které byly opatfeny vétracim
otvorem zakrytym sitkou a otvorem na odsavani vzduchu pro jeho cirkulaci. Takto
pfipravené boxy byly umistény v mistnosti s fizenym teplotnim a svételnym rezimem
(25 °C teplota, vlhkost 60 %) a umistény do izolator. Prvni vyletové otvory byly
zpozorovany po tiech dnech, nasledné doSlo k oloupani polen a vybrani brouki
entomologickou pinzetou. Pro zalozeni nové generace bylo v plastovém boxu
pripraveno nenapadené Cerstvé smrkové dievo v podobé naiezanych polen (40 cm),
které bylo dovezeno znovu ze Skolniho lesniho podniku CZU v Kostelci nad Cernymi
lesy ve stiednich Cechach. Na takto pfipravena polena bylo pieneseno 80 - 100 jedincti
dosp€lych broukd obou pohlavi. Vylihli brouci nové generace byli sbirdni
a shromazd’ovani po dobu 10 dni. Poté bylo matecné poleno odkornéno a zbytek
broukli byl manualné vybran. Z 80 - 100 broukii byla opétovné zalozena nova
generace, zbytek byl uchovan v plastové krabiéce s otvory s n¢kolika vrstvami plati
kary. Po zazrani byl box s klirou v lednici pfi teploté 5 °C. Takto uchovéavani brouci

byli nasledné odebirani na elektrofyziologické experimenty.
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Obriazek 5: Chov kiirovci v laboratoii v plastovych boxech (25 C teplota, vihkost 66 %). Polena
jsou podloZena papirovou utérkou. Do boxi je privedena hadice pro odtah vzduchu.
Na viku boxu je vidét kulaty otvor zakryty sit’kou pro piivod vzduchu. Autor: Jan Prchal
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4.3 Priprava vzorki — extrakce tékavych latek ze smrkové kiry

rozpoustédlem pro GC - MS

Ve $kolniho lesnim podniku CZU v Kostelci nad Cernymi lesy byly pokaceny
tfi stromy staii cca 120 let a tfi stromy mladsi cca 50 let. Z kazdého stromu byly
piivezeny do laboratoie tii Spalky o délce 40 cm ze spodni a horni ¢asti stromt kazdé

kategorie. Celkem tedy bylo k dispozici 12 polen smrku.

Z kazdého Spalku bylo vyrazeno pomoci kladivka a specidlniho kovového
prubojniku vzdy deset diskll o priméru 8 - 10 mm (viz. obrazek 6). Disky se nasledné
vlozily do plastovych vialek a po dobu dvou dnt byly uchovany v lednici s teplotou
- 20 C. Pro dalsi zpracovani se noZzem odstranila kiira. Disky Iyka byly nasledné
rozkrdjeny na drobné kousky, hluboce zmrazeny tekutym dusikem a nésledné drceny
v Zulovém hmozdiii do formy prachu. Na analytické vaze (RADWAG AS220.R2)
bylo do sklenéné vialky navazeno 200 mg tohoto prachu a pfidano 200 ml hexanu
+ ISTD (interni standart) 5 pl. Takto pfipravené vialky byly extrahovany po dobu 10
minut ve vodni 1azni (Digital ultra sonic cleaner) pii teploté 30 °C. Po extrakci se smés
prefiltrovala pies injekéni filtr (Sterifix 0,2um). Timto krokem byly ziskany
vyextrahované vzorky, které byly pfipraveny pro analyzu GC-MS. Vzorky byly

uchovavany pii teploté - 20 °C do uskute¢néni analyzy.
Celkem byly testovany Ctyti kategorie extraktii po 10ti vzorcich. Jejich oznaceni

e OL(1-10) = old low — spodni ¢ast starého stromu
e OU (1-10) = old up — vrchni ¢ast starého stromu
e YL(1-10) =old low — spodni ¢ast mladého stromu

e YU (1-10) = young up — vrchni ¢ast mladého stromu

Smési byly analyzovéany jak pomoci GC-EAD (alespont 6x) a GC-MS (vSechny
vzorky). Za antendlné aktivni latky byly povaZovéany ty latky, u kterych byla
zaznamenana antenalni reakce (odpovéd’) v daném miste alesponl 3x (tj. alespon u 3

tykadel).
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Obrazek 6: VyraZené smrkové disky o priméru 8 - 10 mm, které byly nasledné okrajeny, hluboce
zmraZeny, rozdrceny a pomoci roztoku hexanu s internim standardem extrahovany.
Autor: Jan Prchal

4.4 Jimani smrkové viné na adsorbent a nasledné vymyti

rozpoustédlem

Smrkové viné byly jimany ze stejnych smrkovych polen jako pfi extrakci
vzorkl, viz. vyse. Tato polena byla zabalena do pecici folie. Okraje folie byly utésnény
lepici paskou tak, aby do prostoru kolem polen nevnikal vzduch. Nésledn¢ bylo
do pecici folie vytvofeno nékolik prichodnych otvorti, do kterych byly vsunuty
sklenéné trubi¢ky obsahujici adsorbent (30 mg HayeSep® Porous Polymer Adsorbent,
100-120 mesh, Sigma). Ke kazdému polenu bylo pfipojeno celkem pét filtrt, ptes které
vzduchové pumpicky (SKC AirChek XR5000), vysavaly pies filtry vzduch z okoli
polen rychlosti 100 ml vzduchu za hodinu po dobu 24 hodin. Latky zachycené
na adsorbentu byly nésledné¢ vymyty pomoci 200 ml hexanu a uskladnény
ve sklenénych 2 ml vialkéch pfi teploté - 20 °C.
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Obrazek 7: Jimani smrkové viiné na adsorbent. V pravé ¢asti jsou vzduchové pumpicky, které
vysavaly vzduch 24 hodin rychlosti 100 ml vzduchu za hodinu. V levé ¢asti je vidét samotné poleno
ze kterého byla viiné jimana. Autor: Jan Prchal

4.5 Zapojeni tykadla

Aby brouci mohli spravné reagovat na Cichové podnéty, byli cca 30 minut
pred zahdjenim experimentu vyndani z lednice a nasledné byli uchovavani v Petriho
misce. B&hem této doby se brouci aklimatizovali na teplotu okolo 20 °C. Abychom
zabranili vysychani brouki, byl do Petriho misky vloZen vlhky ubrousek. Pro
GC-EAD experimenty bylo nejprve nutno zapojit tykadlo mezi dvé méfici sklenéné
elektrody (referencni a snimaci elektrodu). Existuje nékolik zpisobti sniméni
elektrické aktivity z tykadel: A) mezi elektrody je zapojeno pouze izolované tykadlo
(obrazek 8), B) je zapojena izolovana hlava s tykadly (ptiloha 4), C) zapojuje

se tykadlo mechanicky fixovaného zivého brouka (ptiloha 5).

Izolované tykadlo ma pomérné omezenou Zivotnost, tudiZ i schopnost reagovat
na ¢ichové podnéty. S postupem Casu jeho citlivost sldbne, az odumfe. Jiz v bakalaiské
praci (Prchal 2020) bylo zjisténo, ze izolované tykadlo dokaze reagovat na ¢ichové

podméty po dobu v praiméru cca 15 minut.

Zivostnost tykadla s hlavou je delsi, ale i tento preparat postupem &asu ztraci
citlivost. Blaha (2021) soudi, ze nejlepsi zplsob zapojeni pro ziskani stabilnich
odpovédi je mechanické fixace celého brouka a propojeni imobilizovaného tykadla
se snimaci elektrodou, zatimco referen¢ni elektroda je umisténa v hlavé. U tohoto
zapojeni dochédzi po zapojeni k pfechodnym zménam citlivosti, ale postupné

se citlivost tykadla stabilizuje a tykadlo reaguje dlouhodob¢ konstantné. Nevyhodou
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tohoto zapojeni je obtizna fixace brouka. I malé pohyby fixovaného brouka vyvolavaji

velké artefakty na elektrofyziologickych zdznamech.

Ptiloha 3 ukazuje souhrn poznatki vydrze tykadla tii zpiisobii zapojeni z praci

Prchal (2020) a Blaha (2021).

Izolované tykadlo ma nejmensi odpor, tudiz i malé mnozstvi artefaktti a dobry
pomér signalu a Sumu. Nejvétsi odpor mé tykadlo zapojené s celym broukem.

Neklidny stav EAD prubéhu tykadla stézuje a znehodnocuje jednotliva métend.

V naSich GC-EAD m¢éfeni jsme vyuzivali izolované tykadlo a pfizpisobili
jsme dobu GC-EAD analyzy Zivotnosti tykadla. Izolované tykadlo poskytovalo klidné
zaznamy s relativné malym poctem artefaktli a vzhledem k malému odporu preparatu

také s dobrym pomérem mezi signdlem a Sumem.

Ptiloha 6 znédzoriiuje pribéh EAD klidového stavu izolovaného tykadla
pfi zapojeni snimaci elektrody ke Spicce tykadla (A) a k bazi tykadla (B). Pokud
je snimaci elektroda ptipojena ke Spic¢ce nedochdzi ke vzniku vyznamnych artefakti,

vysledkem je dobry pomér signal - Sum.

Izolovana tykadla byla ziskavana nasledovné: chladem narkotizovany brouk
byl entomologickou pinzetou drzen pod stereomikroskopem (zvétSeni 20 - 30x)
btiskem dold. Nasledné mu byla skalpelem ufiznuta hlava. Pomoci dvou pinzet bylo
tykadlo odtrzeno od hlavy. Samotné tykadlo se nésledné pod stereomikroskopickou
kontrolou zapojilo v EAD zafizeni mezi elektrody fixované v drzacich
mikromanipulatord (NARISHIGE M325) s moznosti pohybu v osach x, y, z
a stereomikroskopu (Nikon SMZ 18). Jak jiz bylo feceno, tyto sklenéné elektrody, byly
vyrobeny vertikdlnim taha¢em PC-100 (NARISHIGE) ze sklenénych trubi¢ek 10 cm
dlouhych s primérem 1,5 mm (viz. ptiloha 1 a 2). U elektrod bylo zapotiebi mirné
ulomit hrot a naplnit je Ringerovym roztokem (12,2 g chloridu sodného (NaCl),
0,21 g chloridu draselného (KCI) a 0,20 g chloridu védpenatého (CaCI2) v 1 litru
destilované vody. Ringeruv roztok slouzi k propojeni tykadla a elektrody
s predzesilovacem (10x, Syntech Universal Probe) a analogo-digitalnim pfevodnikem
(Syntech, IDAC-2). Propojeni tykadla a elektrody ptedzesilovace je zprostifedkovano
pfes stiibrné dratky, které jsou zanotfeny do Ringerova roztoku elektrody. Hrot méfici

elektrody byl namacen ve vodivém gelu (Spectra 360 electrode gel, Parker),
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ktery branil vytékani Ringerova roztoku z elektrody po ptipojeni k palicce tykadla.
Referenc¢ni elektroda byla pfipojena na bazi tykadla. Spravnost zapojeni tykadla bylo

detekovano zelenou diodou zesilovace. Pfi Spatném zapojeni svitila ¢ervena dioda.

1mm

A

Obrazek 8 Konecfné zapojeni tykadla kiirovce mezi 2 sklenéné mikroelektrody. Baze tykadla
je propojena s referen¢ni elektrodou A. Cichové senzily na pali¢ce jsou propojeny se snimaci
elektrodou B. Autor: Jan Prchal

Béhem zapojovani tykadel bylo tfeba pracovat velmi opatrné tak,
aby nedochazelo k poskozeni jemnych ¢ichovych senzil na jeho povrchu. Celkova

doba od zacatku ptipravy tykadla po zahdjeni experimenti trvala dvé minuty.

1s

Obrazek 9: ldealni odpovéd’ tykadla na stimulaci ¢ichovym podnétem. Tykadlo na stimulaci
reaguje depolarizaci a nasledné se jeho potencial pomalu vraci k po¢ateénim hodnotam. Velikost
amplitudy je uvadéna v mV (Gsecka v horni ¢asti zaznamu udava dobu stimulace).

Tzv. odpoveéd’ tykadla na ¢ichovy podnét vznika pii expozici tykadla latkam,
pro které jsou na tykadle receptory. Odpoveéd’ odrazi zmény potencidlu mezi referencni

a méfici elektrodou. Typicka tzv. elektroantenograficka odpoveéd’ na ¢ichovy podnét
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je znazornéna na obrazku 9 a je méfena v mV. Velikost odpovédi je zavisla

na koncentraci analyzované latky, jejim typu a citlivosti dané¢ho tykadla.
Kontrola synchronizace reten¢nich ¢asi FID a EAD

Pii GC-EAD je nezbytn¢ nutné, aby reten¢ni chovani EAD a FID signalu byla
plné synchronizovana. Kontrolu této synchronizace jsme provadéli pomoci latky,
o které je znamé, Ze vyvolava antenalni odpovédi u studovaného druhu. Synchronizaci
jsme testovali pomoci cCis-Verbenolu, jednou ze dvou komponent agrega¢niho
feromomu IT. U nékterych testovacich méfenich dochézelo k casovému posunu
pribéhu EAD vici FID. To mélo za vysledek zpozdéni grafickych odpovédi
(ptiloha 7), coz by mohlo zkreslovat vysledky a mohlo by dojit k zaméné odpoveédi
na dany pik. Resenim této situace byla manualni konfigurace ¢asového posunu mezi
FID a EAD signalu 0 -1 sekundu pomoci softwaru (Syntech GC-EAD), ktery jsme
pouzivali k vyhodnocovani vysledkl. Toto opatieni srovnalo prib¢hy FID a EAD

signalti do pozadované ¢asové soubéznosti (obrazek 10).

4.59 min.

FID
cis-verbenol

Ing/pl
EAD: tykadlo 1
N ki et

-Lamy

EAD: tykadlo 2

EAD: tykadlo 3

EAD: tykadlo 4

W_WM

710.00 ms

,_.
1s

Obriazek 10: Opravené zpozdéni tykadla. Pro potvrzeni antenalné aktivni latky je zapotiebi
dosahnout tii nezavislych odpovédi. Cervena &ira ukazuje spravnou konfiguraci soub&hu piku
a odpovédi. Kazdé tykadlo je jiné a reaguje na stejny vjem rozdilné. Lze si v§imnout rozdilnych
hodnot jednotlivych odpovédi i drobnych rozdildi v priabézich antenalnich odpovédi.
Autor: Jan Prchal
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4.6 Provadéné experimenty

4.6.1 GC-MS analyza vzorkt smrkovych viini ziskanych extrakci kuary
extrakci hexanem a statistické zpracovani metodou PCA - principal

component analysis

Vzorky extraktii byly analyzovany jednorozmérnou chromatografii (GC)
na dvou dimenziondlnim chromatografu s hmotnostnim detektorem
(GCxGC-TOFMS) Agilent 7890A (Agilent Technologies, USA). Chromatograf byl
vybaven autosamplerem, umoziujicim nésttik kapalnou fazi MPS (Gerstel, Germany)
a dvéma kiemikovymi kapildrnimi kolonami: Rxi-5MS 29,8 metrti s primérem
0,25 milimetra a silou vnitiniho filmu 0,25 mikrometru (Agilent Technologies, USA)
a BPX-50 1,29 metrt s primérem 0,1 milimetru a silou vnitiniho filmu 0,1 mikrometru
(SGE, Australia). Sekundarni kolona vSak nebyla pro analyzu pouzita. Nasttik vzorku
do plynového chromatografu byl uskuteénén autosamplerem pii teplote 265 °C
se splitovacim pomérem 1:3. Teplotni program prvni pece zacinal na 40 °C
po jednu minutu a poté se zvySoval o 10 °C za minutu az do teploty 210 °C,
od které se zvySoval o 20 °C za minutu na konecnou hodnotu 320 °C, pfi niz vydrzel
sedm minut. Teplotni program druhé pece byl vzdy o 40 ° C vyssi. Jako nosny plyn
se pouzivalo helium s konstantni rychlosti pritoku 1 mililitr za minutu. Hmotnostni
spektrometricky detektor s rychlym sbérem dat a s analyzatorem méteni doby letu TOF
Pegasus 4D (Leco Corporation, USA) byl nastaven na elektronovou ionizaci s energii
-70 eV a teplotou 250 °C. Hmotnostni rozsah byl 35 — 500 m/z a akvizi¢ni rychlost
10 spekter/s. Cela analyza jednoho vzorku trvala 30,5 minuty. Sbér a zpracovani dat
probihalo ptistrojovym softwarem LECO ChromaTOF verze 4.71 (Leco Corporation,
USA).

V kazdém vzorku byly detekovany pfitomné slouceniny. Ty byly sefazeny
na zakladé RT1, RT2 a MS spekter. Data z riznych vzorkl byla porovnéna a pro dalsi
analyzu byly vybrany pouze slouceniny pfitomné ve vétSin€é vzorki. Celkova data

ze vSech vzorki byla podrobena Principal Component Analysis, (PCA).

PCA je statistickd metoda pouZivand ke sniZzeni dimenzionality velkych
soubort dat jejich transformaci na mensi soubory pii zachovani co nejvétsSiho mnozstvi

informaci. V PCA analyze jsou latky sefazeny podle jejich podilu na variabilité.

26



Pro zvyraznéni rozdill mezi vzorky byla nasledné¢ provedena analyza castecné
diskriminace nejmensich ¢tverct, tzv. PLS-DA (Partial Least Squares Discriminans

Analysis).

4.6.2 GC-EAD analyza smrkovych vini pro Ips typographus a Ips

duplicatus

Pro analyzu antenaln¢ aktivnich latek se pouzivala plynova chromatografie

s elektroantenografickou detekci (GC-EAD).

Analyzované viing€ byly pomoci Autosampleru injikovany do GC. Autosampler
provedl automaticky néstfik méfeného roztoku o objemu 1pul metodou splitless.
Chromatograficka kolona (Agilent 19091J-413: KO1 HP-5), na niz byly provadény
experimenty, méla délku 30 m a pramér 0,25 pm. Tato kolona dale vedla do splitteru.
Ten rozdéloval proud plynt do dvou ramen v pomé&ru 1:1. Prvni rameno je vedeno
mimo GC do smésné komurky, kde se latky (eluat) vychazejici z GC misi
S pfivadénym proudem vzduchu a nasledné miii na zapojené tykadlo. Druhé rameno
je propojeno do FID detektoru. Analyza probihala v teplotnim programu, ktery zacinal
na 30 °C, tuto hodnotu program udrzoval jednu minutu, nasledné se teplota postupné
zvySovala 30 °C/min. az do 300 °C. Tuto teplotu program udrzoval po dobu péti minut.
Poté byl cely systém zchlazen a uveden do pocate¢ni teploty. Injektor mél teplotu
200 °C, detektor 250 °C. Celkova doba analyzy trvala 10 minut.

Jako nosny plyn pro plynovy Agilent 7890B (Agilent Technologies, USA)
jsme pouzivali helium (Merck, vysokotlaka bomba He 6.0) s prutokem 45,3 ml/min.
Pro funkci detektoru byl zapotiebi vzduch (PEAK air generator), dusik (Merck,

vysokotlakd bomba) a vodik vyrabény vodikovym generatorem PEAK Scientific.

Zapojeni izolovaného tykadla je popsano v kapitole 6.5 - izolovana tykadla.
Takto zapojené tykadlo bylo pfed zahijenim samotného méfeni umisténo k usti
smésné komory do proudu vlhéeného vzduchu. Po zapojeni bylo nutné zjistit,
zda zapojené tykadlo spravné reaguje. K stimulaci byla pouzita Pasteurova pipeta,
ktera byla naplnéna kouskem kiry smrku (cca 1 x 0,5 cm). Pipeta byla pfipojena
hadickou ke generatoru vzduchu (CS-55, Syntech), ktery pomoci ovladaciho pedalu
vytvofil vzduchovy pulz 0,5 s, kterym byla pipeta profouknuta a vzduch obohaceny

vuni byl pfifouknut do proudu vzduchu smétujiciho na tykadlo. V ptipadé, Ze tykadlo
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na tento stimul zareagovalo dostate¢né silnou elektrickou odpovédi, byl zahajen méfici

pokus.

Pro eliminaci a minimalizaci rusivych element, ke kterym dochézelo béhem
analyz, byla béhem méfeni kolem zapojeného tykadla umisténa Faradayova klec
(obrazek 4 — bod 8), vyrobena z kartonu obaleného hlinikovou folii. Toto stinéni
chranilo tykadlo pied vnéjS$imi elektrickymi indukovanymi jevy, statickou elektfinou
a moznymi vzduchovymi proudy. Ve vysledcich se vSak ptesto nachazely vychylky,
které¢ byly zptusobeny vjemy, kterych jsme se snazili pfechazet. Tyto vjemy jsou

oznacovany jako artefakty méfeni.
Vysledky byly vyhodnocovany pomoci software Syntech GC/EAD32 (verze 4.6).

Aktivni latky byly oznaeny reten¢nim ¢asem (RT) a byly pro né vypocitany
retencni indexy (RI). RI neboli Kovatsiiv index (KI) je konstanta charakteristicka
pro danou latku, pouzity typ kolony a zvoleny teplotni program, kterd urcuje velikost
interakce latek se stacionarni fazi. Reten¢ni indexy byly navrzeny Kovatsem (1958)

a vztahuji retencni chovani latek k fadé referen¢nich latek (nerozvétvené uhlovodiky).

RI=n. 100 + 100 (log RT latky - log RT,n) / (log RT,n+1 - log RT,n)

Ry
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Obrazek 11: Ptikladny zaiznam GC-EAD analyzy vzorku (OL1 - Ips duplicatus) s alkany C8-C22.
V dolni ¢asti obrazku se nachazi pribéh A — FID ziaznam smési starého stromu spodni ¢asti.
Prubéh B — EAD odpovédi tykadla na latky nachazejici se ve smési. V €erveném oznaceni
se nachazi odpovédi, které byly nasledné vyhodnocovany. Zluté ozna&eni znazoriiuje rusivy vijem
(artefakt), kterému se snaZzila zabranit sestavena Faradayova klec. Modra Sipka oznacuje velky
pik, ktery obsahuje vice neZ jednu latku. Fialova Sipka oznacuje jednotlivé latky, které se nachazi
v analyzované smési. Pribéh alkani C8-22 v horni ¢asti obrazku slouzi pro urceni KI.
Obrazek znazorinuje vyiez od prvni do sedmé minuty pribéhu 10 minutové analyzy.
Autor: Jan Prchal

Obrazek 11 znazoriiuje idealni pritbéh GC-EAD analyzy. Jedna se o analyzu
vzorku OL1 (stary strom, spodni ¢ast) pii testovani druhu Ips duplicatus. Je mozné
si v§imnout velkého mnozstvi pikll v pribéhu A (FID zaznam). FID signal ukazuje,
ze smrkova viiné obsahuje velké mnozstvi latek v riznych koncentracich. Velké piky,
tj. oblasti vysokych koncentraci latek, mohou obsahovat vice latek s podobnym
retenénim chovanim a riznou EAD aktivitou. Tento jev zdlraziuje modra Sipka
V horni ¢asti obrazku. Pribéhy B jsou EAD zaznamy odpovédi snimaného tykadla.
Zluté je oznaden artefakt, v prib&hu méfeni bylo cilem podobné artefakty eliminovat.
Cervené oznacena sekce znazoriuje reakce tykadla na dany pik (antenaln& aktivni
latku). Fialova Sipka vymezuje velké mnozstvi piku o rozdilnych velikostech.
Uhlovodiky C8-C22 zobrazené na horni ¢asti zadznamu, slouzi pro vypocet
Kovatsovych indext jednotlivych latek, vyuzivanych jako pomocny nastroj pfi

identifikaci jednotlivych latek. Samotny prabéh uhlovodiki je v ptiloze 8.

Po dokonceni GC-EAD analyz jsme vyznacili EAD aktivni oblasti a provedli
jsme srovnani GC-EAD analyz s vyuzitim tykadel obou druht Ips typographus
a Ips duplicatus. EAD oblasti byly charakterizovany pomoci RT a KI.
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Celkem bylo vyznaceno 32 oblasti EAD aktivit (pfiloha 9 — 12). Vzorky, které jsme
analyzovali pomoci GC-EAD byly dale podrobeny GC-MS analyze. V jednotlivych
oblastech s EAD aktivitou byly ptedbézné identifikovany latky (na zakladé shody
MS spekter mezi autentickymi latkami a knihovnou MS spekter NIST a Kl). Tyto latky
jsou uvedeny v tabulce 1.

Oblasti 1, 3, 4 a 5, které v GC-EAD zaznamech obsahovaly velké FID piky,
byly GC-EAD analyzovany také pfi nizSich koncentracich. Tyto analyzy ukazaly,
ze velké FID piky obsahuji vice latek dosahujicich FID detektor téméi soucasne.
Tam, kde to bylo mozné, byla identita latek potvrzena srovnanim RT, KI a MS
se syntetickymi standardy. Latky, které¢ byly takto identifikovany jsou vyznaceny

v tabulce 1 zeleng.

Obrazek 11 (nazorny prubéh GC-EAD analyzy vzorku OLI1 (stary strom,
spodni ¢ast), ve kterém se vyskytuji velké piky, oznaceny modrou Sipkou (oznacené
jako oblasti 1, 3, 4 a 5) obsahovaly vice nez jednu latku. Pomoci metody split byla
smés OL1 nastfiknuta v pomérovém mnozstvi 100:1. FID detektor pak zaznamenal
mensi koncentraci analyzované latky a doslo k vyobrazeni jednotlivych piki
Vv problematickych lokalitach. Diky tomuto rozdilu jsme nésledné zjistili, kolik latek

se nachazi ve velkém piku.

Na obrazku 12 je vidét korekce latky la, 1b, 3a, 3b. Oblast Latky 4 a 5 byly

identifikovany pfi nizsich koncentracich.
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3.48 - 3.53 min. 3.73 - 3.78 min. 3.91-3.93 min. 4.01 - 4.05 min.
I. 11. I11. Iv.
3.48 3.73 3.76 3.91 4,01
A
B
Litka 1a 1b Latka 3a 3b Latka 4a 4b  Liatka 5a 5b Sc 5d
3.40 min. 4.30 min.

Obrazek 12: Identifikace velkych pikii pomoci metody split 100:1. Analyzovana latka OL1 (A)
je srovnana s FID pribéhem OLI1 split 100:1 (B). L. - Identifikace velkého piku v RT 3,48 min.
Bylo zjisténo, Ze ve velkém piku se nenachazi vice latek. II. - Ve velkém piku byly pomoci nizsi
koncentrace analyzované latky (split 100:1 - B) zjistény dvé latky v RT 3.73 a 3.76 min.
I11. -P¥#i porovnani s niZ§i koncentraci (split 100:1) byla zjisténa jedna latka v RT 3.91 min. Pomoci
dalSich analyz byl zjistén vyskyt vétSiho poctu latek. IV. - Nalezeni pFitomné latky v RT 4.01 min.
Vyskyt dalSich latek v této lokalité byl zjistén v dalSich analyzach. Autor: Jan Prchal

Vypocitané Kovatsovy indexy byly srovnavany s databazi chemickych latek

(Adams 2007), kterou jsme pouzivali k identifikaci latek.

Abychom mohli prokazat, ze se skute¢né jedna o spravné identifikované latky
bylo zapotiebi provést GC analyzy jednotlivych standarti latek v koncetraci 10 ng/ pl.
Tato analyza probihala identicky jako analyza smési OL1, OU1, YUI a YL3.

Vysledky téchto analyz byly nasledné porovnavany s FID prabéhy
analyzovanych smési. Doslo tak ke grafickému potvrzeni, Ze retencni Cas standartu
latky se plné€ shoduje s retencnim Casem stejné latky obsazené v diive analyzovanych

smési. Potvrzené latky jsou vyznaceny zelen¢ v tabulce 1.
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5. Vysledky

5.1 GC - MS analyza vzorki Headspace

Dvoudimenzionélni analyza prokazala piitomnost celkem 34 latek. Jedna
se o pomocné vysledky, které nasledné v kombinaci s grafickou kontrolou GC - EAD

a vypoctu KI a RT byly dale identifikovany.

A

IN \ A .
b «/\»%«M»Q?Q@*

56789 1071112 13714 1516,17. 181920 21

2 rozmér retencni ¢as (s)

DR E @ 6&ened =20
o -

: 2 13 14 1516 17 18192021 2324 252627282930 31323334

1. rozmér reten¢ni ¢as (min.)

Obriazek 13: Dvoudimenzionalni analyza vzorku. Obrazek znazoriiuje 3 rozdilné analyzy.
A zaznam znazoriuje analyzu uhlovodiki c8 - ¢22. Prosti‘edni B zaiznam ukazuje analyzu viiné
smrku, vzorek HS OU1. Zaznam C predstavuje analyzu vzorku HS OL1. Kazda skvrna zobrazuje
pritomnost urcité latky. Kazda latka je charakterizovana 2. retenénimi ¢asy — RT v prvni dimenzi
a RT v druhé dimenzi. Koncentrace latek je barevné kédovana — modra znaci nejnizsi
koncentraci, ¢ervena koncentraci nejvyssi (podle toho latky 1, 3, 4 jsou pFitomné ve velkych
koncentracich, zatimco laky 13 - 21 ve velmi malych. Prostym vizualnim porovnanim skvrn v
obou smrkovych vzorcich vidime, Ze se vzorky li§i kvantitativné, ale ne kvalitativné (oba vzorky
obsahuji podobné latky). Autor: Jan Prchal

32



¢ni cas (s) )

HS YL3 S100

2.rozmér reten

o

A
R A
o

HS YU1 S100

A »
o DEVO) Affé)\,;?

23 24 252627282930 31323334

Obrazek 14: Dvourozmérni GC-MS analyza jinych smrkovych vzorki. Cervené skvrny
zobrazuji pFitomnost ur¢ité latky. A obrazek zobrazuje uhlovodiky C8 - C22. B ziznam - analyzu

r v

vzorku mlady strom spodni ¢ast, C - latky vzorku mlady strom vrchni ¢ast. Ostatni detaily viz
popis obrazku 13. Autor: Jan Prchal

Kazda latka je charakterizovana dvéma retenénimi Casy v prvni a druhé
dimenzi, koncentrace je jednotlivé kodovana dle stupnice barevnosti, modra barva
znaci nejnizsi koncentraci, cervena vyznacuje nejvyssi koncentraci. Na obrazku 13
je znazornéna dvoudimenzionalni analyza vzorkiit HS OUI - stary strom vrchni ¢ast
a HS OL1 - stary strom spodni ¢ast. Je mozné vidét, ze vzorky se lisi kvantitativné,

nikoli kvalitativné, oba vzorky tak obsahuji podobné latky.

Obrazek 14 znazoriuje analyzu vzorkti HS YL3 - mlady strom spodni ¢ast a
HS YUI mlady strom vrchni ¢ast. Tento obrazek ukazuje stejny trend jako obrazek

13, a to kvantitativni rozdil.
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5.2 GC - EAD analyza smrkové viiné

Chromatografické analyzy GC-MS i GC-EAD ukazaly, jak jsou jednotlivé
smési slozité. Velké mnozstvi skvrn v GC-MS a piki v GC-FID ukazuje velké
mnozstvi latek. V oblastech vyskytu mnoha latek jsme dokézali zaznamenat celkem
34 oblasti s EAD aktivitou. Jednotlivé smési se mezi sebou lisi koncentraci (velikosti)

jednotlivych piki.

Stary strom spodni &ast
[ 1

csC22 | I, ‘ | ‘\
tongw ) U )

] g Rty oo,

1. min 7. min.

Obrazek 15: GC-FID-EAD analyza smési OL1 - stary strom spodni ¢ast. V horni ¢asti obrazku
se nachazi analyza uhlovodiki C8-C22, jejich pribéhy slouzi k vypoctu KI a také K lepsi orientaci
v daném obrazku. V dolni ¢asti obrazku je znazornén GC-FID prubéh analyzované smési (A),
dva EAD ziaznamy pod sebou odpovédi tykadel IT (B) a tfi EAD zaznamy odpovédi tykadel druhu
ID (C). Cervené jsou vyzna&eny aktivni oblasti, které byly pozorovany. Aktivnich latek v téchto
oblastech bylo nalezeno celkem 34. V tabulce 1 jsou oznacena ¢isla piifazena k jednotlivym
latkam. V Piiloze 13, 14 a 15 je moZno vidét stejné vyznaceni 34 aktivnich latek ve smésich OU1,
YU1 a YL3. Autor: Jan Prchal

Latky, které jsou na obrazku 15 a v ptiloze 13, 14 a 15 oznaceny cisly, jsou
zobrazeny v tabulce 1 v kapitole 7.3, kde jsou k jednotlivym ¢islim pfifazeny
identifikované latky. Uvedené latky byly zjiStovany kombinaci v GC - EAD analyzy,
2D GC - MS analyzy, vypoctu KI a RT.
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5.3 Identifikované latky ve smrkové smési pro Ips typographus

a Ips duplicatus

Pomoci vzorce pro vypocet Kovatsovych indexti byly vypocitany KI kazdého
piku. Ziskané hodnoty Kl byly porovnavany s KI uvedenych v databazi rostlinnych

latek nachazejicich se v jejich esencialnich olejich (Adams 2007).

Ve 32 vyznaCenych lokalitach bylo zjisténo celkem 34 antenalné aktivnich
latek. Kovatsiv Index uvedeny v literatufe se s nami vypocitanym KI zcela
neztotoziuje (obvykle se mirn¢ lisi vzhledem k odlisnostem provedenych GC-MS
analyz). Pro urc¢eni pravdépodobnosti vyskytu aktivni latky vSak postacuje, kdyz jsou
KI hodnoty podobné a reten¢ni ¢as piku ve smési a standartu se shoduje. V laboratofi
jsme pomoci dostupnych standardi identifikovali celkem 17 latek, které jsou
vyznaceny zelené v tabulce 1. Bile oznacené latky nejsou potvrzené pomoci standarda,
z divodu jejich nedostupnosti. Latek, které nebyly potvrzeny syntetickymi standardy
je také 17.

Latky potvrzené syntetickymi standardy jsou: a-pinen, camfen, B-pinen,
myrcen, 3-karen, limonen, B-felandren, 1,8-cineol, terpinolen, kamfor, pinokamfon,

borneol, isopinokamfon, verbenon, bornylacetat, longifolen a trans-karyofylen.

Latky, které jsme nedokazali potvrdit pomoci syntetickych standardi, jsme
navrhli podle jejich RT a podobnosti jejich hmotnostnich spekter s knihovnami
hmotnostnich spekter. Jsou to tak latky, jejichZ identita je pravdépodobnd, ale neni
zcela jista. Jedna se o latky: o -felandren, y -terpinen, trans-thujanol , trans-p-menta-
2,8-dien-1-ol, y-terpineol, myrtenol, metyltymoleter, kubeben a, longipinen a,
cis karyofylen / 2,7 funebren, a gurjunen, E-B-farnesen, , y -muurolen, germakren D,

ao-muurolen a a-kadiden.

V retenténim ¢ase 5,78 a 6,07 min. jsou v tabulce 1 uvedeny dv¢ latky. Jejich
RT, KI i MS byly velmi podobné. Do doby jejich potvrzeni tak miizeme uvazovat o
jejich antenalné aktivnim potencialu jen omezené. Jsou to latky cis karyofylen / 2,7
funebren (RT 5,78 min.) a karyofylen-9-epi -E / humulen (RT 6,07 min.)

Vypoéteny Kovatsiv Index v naSich experimentech byl v priméru

0 20 jednotek vyssi nez KI uvedeny v literatufe.
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Z celkového poctu zjisténych latek, které vzbuzovaly antendlni aktivitu jsme dokazali

pomoci syntetickych standardi s jistotou identifikovat 50 %.

Poradi | RT (min.) Latka Kl KILIT
1 3,48 a-pinen 945 932
2 3,58 kamfen 962 946
3 3,73 [-pinen 988 874
4 3,76 myrcen 993 988
5 3,91 3-karen 1022 1008
6 3,93 a -felandren 1026 1002
7 3,99 limonen 1038 1024
8 4,01 [ -felandren 1041 1025
9 4,03 1,8 - cineol (eukalyptol) 1045 1026
10 4,15 y -terpinen 1068 1054
11 4,21 trans thujanol 1079 1065
12 4,32 terpinolen 1100 1086
13 4,48 trans-p-menta-2,8-dien-1-ol 1133 1119
14 4,64 kamfor 1165 1141
15 4,71 pinokamfon 1178 1158
16 4,74 borneol 1184 1160
17 4,78 isopinokamfon + 1192 1178
18 4,84 yv- terpineol 1204 1199
19 4,86 myrtenol 1208 1195
20 4,95 verbenon 1228 1204
21 5,01 metyltymoleter 1241 1232
22 5,28 bornylacetat 1297 1287
23 5,59 kubeben o 1369 1345
24 5,63 longipinen a 1377 1350
25 5,78 cis karyofylen / 2,7 funebren 1412 1413-1425
26 5,86 o gurjunen 1431 1419
27 5,89 longifolen 1438 1407
28 5,93 trans-karyofylen 1448 1432
29 5,99 E-B-farnesen 1462 1454
30 6,07 karyofylen-9-epi -E / humulen 1481 1464
31 6,19 y -muurolen 1510 1478
32 6,24 germakren D 1523 1484
33 6,31 o-muurolen 1541 1500
34 6,33 a-kadinen 1547 1537

Tabulka 1: Antenalné aktivni latky, které byly navrzeny podle KI. Zelené vyznacené latky jsou
latky, které byly potvrzené pomoci standartu retenénim ¢asem.
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5.4 Testovani latek pomoci standarti

cio cit ciz

C8-C22
10 ng/pl

FID: stary strom spodni East

u-pinen
kamfen

p-pinen

myreen - . — - — —

3-karen

limonen
fi- felandren

1,8 cineol

terpinolen

3.min 6.min

Obrazek 16: Potvrzeni latek a-pinen, kamfen, g-pinen, myrcen, 3-karen, limonen, p-felandren,
1,8 - cineol, terpinolen. Pro potvrzeni dané latky se musi shodovat reten¢ni ¢as piku antenalné
aktivni latky a reten¢ni ¢as piku jejiho syntetického standardu. V horni ¢asti obrazku se nachazi
FID prubéh uhlovodikii C8-C22. Ve stiredu obrazku a jeho spodni ¢asti se nachazi FID priibéhy
jednotlivych standardi latek. Piky téchto latek jsou vyznaceny jejich reten¢nimi ¢asy. Obrazek
je vyfezem z celkové analyzy vV rozmezi 3. - 6. minuty. Identifikaci dalSich latek je moZno vidét
v priloze 16. Autor: Jan Prchal

Na obrazku 16 je znazornéna identifikace antenalné aktivnich latek a-pinen,
kamfen, B-pinen, myrcen, 3-karen, limonen, B-felandren, 1,8 - cineol, terpinolen.
Retencni Casy jednotlivych latek se shoduji S retenénimi Casy standardt. Naptiklad
v RT - 348 byl identifikovan o-pinen, ten se nachazi ve velkém piku
(oblast 1 na pfedchazejicim obrazku). Kamfen byl identifikovan v RT 3,58 jako druha
aktivni latka v pofadi. B-pinen (RT 3.73) a myrcen (RT 3.76) spoluvytvaiely
oblast 3 (viz. prilohy 9 -12). V oblasti s RT 3.91 se potvrdila pfitomnost pouze
3 - karenu. Tato latka se tak vyskytuje v silné koncentraci stejné jako a-pinen. Oblast
potencialné¢ EAD aktivnich latek, ktera byla oznac¢ena ¢islem 5 (viz. pfilohy 9 - 12)
obsahovala celkem tfi latky: limonen (RT 3.99), B-felandren (RT 4.01) a 1,8-cineol
(eukalyptol) s RT 4.03 min. U dal$ich identifikovanych EAD oblasti jsme potvrdili
ptitomnost jedné latky. Byly to terpinolen (RT 4.32), kamfor (RT 4.64), pinokamfon
(RT 4.71), borneol (RT 4.74), isopinokamfon (RT 4.78), verbenon (RT 4.95),
bornylacetat (RT 5.28), ktery ma stejny retencni cas jako uhlovodik C13, longifolen
(RT 5.89), trans-karyofylen (RT 5.93 min).
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5.5 Odlisnost smrkové vuné v zavislosti na stari a ¢asti stromu

Jedna z hlavnich otazek této diplomové prace byla, zda se jednotlivé viiné mezi
sebou lisi v zavislosti na stafi stromd, ze kterého byly extrahovany a také, zda existuje

rozdil smrkové viin€ ziskané z vrchni a spodni ¢asti stromu.

Pozorované rozdily mohou byt zplsobeny mnoha faktory. Pfi jimani viini
z riznych priméri kment riznych stromi je obtizné zajistit, aby kmeny mély stejnou
plochu ¢i véhu. Je tedy obtizné vzorky kvantifikovat. Proto jsme d¢€lali extrakci,
kde je koncentrace vini vztazena na vahu diskii. Pro relevantni statistické zpracovani
jsme pak z kazdé kategorie analyzovali 10 riznych vzork. Tim jsme vytvofili

predpoklad pro to, abychom mohli relevantné vzorky porovnat.

Jak je vidét na obrazcich 16, 17, 18 a 19, pro lepsi orientaci jsou prabchy
smrkovych viini rozdéleny do tii barevnych sekci. Ve vSech obrazcich je zelena sekce
vyznatena v rozmezi RT 3,48 — 4,71 min. Cervena ¢ara vymezuje retenéni &as

od 4,71 — 5,28 min. a fialova ¢ara je v rozmezi RT 5,28 — 6,33 min.

Pfi porovnani smési stary strom spodni Cast — stary strom vrchni c¢ast
(obrazek 16 a 17) muzeme vidét, velké narusty intenzity v ¢ervené a fialové sekci.
V zelené sekci se latky mezi vzorky prakticky nelisi. V této sekci dochazi k jediné
zméné v celém srovnani, a to v retencnim case 4,15 min. coZ je navrhovana latka
y -terpinen (10). V Eervené a fialové sekci dochazi k nartst vech latek u vrchni ¢asti.
Nejvétsi nartst koncentrace byl zaznamenan u latek RT: 4,48 - trans-p-menta-2,8-
dien-1-ol (13), 4,78 - isopinokamfon (17), 4,95 - verbenon (20), 5,01 - metyltymoleter
(21), 5,78 - cis karyofylen nebo 2,7 funebren (25), 6,07 - karyofylen-9-epi-E/humulen
(30), 6,19 - y -muurolen (31) a 6,33 - a-kadinen (34).

Z téchto latek byly v naSich experimentech potvrzeny standartem isopinokamfon a

verbenon v reten¢nim Case 4,78 a 4,95 min.
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Obrazek 16: FID priibéh vzorku OL1. Barevné jsou vyznaceny sekce, pro snadnéjsi porovnavani
koncentraci latek mezi vzorky. Autor: Jan Prchal
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Obrizek 17: FID priibéh vzorku OU1. Barevné jsou vyznaceny sekce, pro snadnéjsi porovnavani
koncentraci latek mezi vzorky. Autor: Jan Prchal
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Mlady strom spodni ¢ast

|
|
|
' |
I
‘ ‘ |
‘ |
\
I\ I | I ‘
Fl ol I [
| | I Ll iy Il
| | | |
| | |l {
| I N Il TAWE
| oL J U U ALY /\ \
12 14 1516171819 20 21 2 ) 23324 25 26272829 30 3132 3334
3,40 min. 6.40 min.

Obrazek 18 FID prubéh vzorku YL3. Barevné jsou vyznaceny sekce, pro snadnéjsi porovnavani
koncentraci latek mezi vzorky. Autor: Jan Prchal
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Obrazek 19: FID pribéh vzorku YU1. Barevné jsou vyznaceny sekce, pro snadnéjsi porovnavani
koncentraci latek mezi vzorky. Autor: Jan Prchal
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Porovnani rozdili mezi smési mlady strom spodni ¢ast - mlady strom vrchni
¢ast je zobrazeno na obrazku 18 a 19. Stejné jako v porovnani starého stromu
nedochazi mezi vzorky k vyraznym rozdiliim v zelené¢ vyznacené sekci. V Cervené
sekci vSak dochazi k mirnému poklesu koncentrace vSech pikli u vrchni ¢asti mladého
stromu. Nejvétsi pokles byl zaznamenan u latek RT 4,48 - trans-p-menta-2,8-dien-1-
ol (13) a 4,84 - y- terpineol (18). Ve fialové sekci dochazi k podobnému klesajicimu
trendu v prvni poloviné fialové sekce. V druhé ¢asti doSlo k nartstu vSech latek,
nejvetsi nardst byl zaznamenan u latky RT 5,93 - trans-karyofylen (28) a 6,19 - y -
muurolen (31).

Z teéchto latek jsme v naSich experimentech potvrdili standardem trans-karyofylen

V reten¢nim case 5,93 min.

Srovnani vzorkt ze stejnych ¢asti vékove rozdilnych stromi stary strom spodni
¢ast — mlady strom spodni cast ukazuje prokazatelny rozdil koncentraci latek
a to predevSim ve fialové Casti vzorku. V zelené Casti je nejvyraznéj$i zmeéna
koncentraci latek v retenénim case 3,91 - 3-karen (5) a 3,93 - o -felandren (6), tyto
latky se vyskytuji ve vétsi koncentraci ve starém stromé. V Cervené Casti dochazi
ve vzorku mladého stromu k velkému nardstu latky v RT 4,84 min - y- terpineol (18).
Ve fialové ¢asti si mizeme povSimnout celkového poklesu koncentraci vSech latek
oproti vzorku z mladého stromu, pficemz nejveétsi pokles je zaznamenan

u predpokladané latky longipinen (24) v RT 5,63 min.

Pti srovnani vzorkd odebranych z vrchni ¢asti starého a mladého stromu stary
strom vrchni ¢ast — mlady strom vrchni ¢ast je ziejmé, Ze vzorek odebrany ze staré¢ho
stromu obsahuje latky ve vétsi koncentraci, nez je tomu ve vzorku z mladého stromu.
Tento trend je patrny témét v celém prabehu ve vSech tiech rozdélenych sekei (zelena,
¢ervena, fialova). K nejvétsim zménam dochazi u latek v RT 5,01 - metyltymoleter
(21), 5,28 - bornylacetat (22) a 6,33 - a-kadiden (34).

Celkové se vzorky nelisi skladbou obsazenych latek, ale riznou koncentraci.
Smeés, ktera obsahuje latky v nejvétSich koncentracich je z vrchni ¢asti starého smrku.
Naopak smés, kterd obsahuje latky v priméru s nejmensi koncentraci v porovnani

S ostatnimi je vzorek ziskany ze spodni ¢asti mladého smrku.
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5.6 OdliSnost sloZeni viini riznych ¢asti stromu a stromii rizného
stari

Provedené PCA a PLS-DA analyzy, které vyhodnocovaly pfitomnost
a mnozstvi vSech latek ve smésich a porovnavaly jejich podobnost prokazaly
vyznamny rozdil ve sloZeni vini ziskanych z mladSich a starSich stromu (obrazek 17).
Modré znacky v horni ¢asti obrazku 17 oznacuji slozeni tékavych latek vzorkt
ziskanych z mladsich stromd, zelené znacky predstavuji sloZzeni viini starsich stroml.
Vidime, ze viin¢ srovnavanych kategorii se neptekryvaji, ale jsou od sebe vyznamné
oddéleny. Navazujici PLS-DA analyza (dolni graf obrazek 17) oznacuje latky, které
se na rozdily nejvice podilely. Pravdépodobnd chemicka identita téchto latek
je uvedena v zelené tabulce (obrazek 20, cast A). Identitu téchto latek bude tfeba

potvrdit pomoci syntetickych standard.

Podobné¢ odlisné bylo slozeni viini hornich a dolnich ¢asti stromu (obrazek 19).
PCA analyza, ktera porovnava piitomnost a koncentraci vSech latek pfitomnych
ve vzorcich dolnich a hornich ¢asti stromti (obrazek 18 horni graf) ukazuje, Ze slozeni
srovnavanych kategorii se vyznamné 1isi (Cervené a fialové body se shlukuji
do vyrazn¢ odlisnych oblasti). PLS-DA analyza (obrazek 19 dolni graf) zobrazuje ¢isla
latek, které se na rozdilech nejvice podilely. Jejich pravdépodobnostni identita
je uvedena v tabulce (obrazku 20, ¢ast B). Také identita téchto latek bude muset byt

potvrzena syntetickymi standardy.
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Statistické srovnani starého a mladého stromu.
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Obrazek 17: Grafy porovnavajici pritomnost a mnoZstvi latek v analyzovanych smésich. V horni
casti obrazku je vyobrazena PCA analyza, kde modré body oznacuji sloZeni jednotlivych vzorki
viné pochazejici z mladSich stromi. Modré body oznacuji vzorky ze starSich stromi. Spodni ¢ast
obriazku zobrazuje graf, ktery predstavuje PLS DA analyzu. Na tomto grafu jsou uvedeny litky,
které se na rozdilech nejvice podilely. Tyto latky jsou uvedeny v tabulce na obrazku 20 - ¢ast A.

Autor: Jan Prchal
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Statistické srovnani spodni a vrchni ¢asti stromu.
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Obriazek 18: Graf porovnavajici pfitomnost a mnozZstvi latek v analyzovanych smésich. V horni
¢asti obrazku je vyobrazena PCA analyza, oranZové body oznacuji sloZeni jednotlivych vzorki
vuni pochazejicich z vrchni ¢asti stromu. Fialové body oznacuji vzorky ze spodni ¢asti stromu.
Spodni ¢ast obrazku zobrazuje graf, ktery piredstavuje PLS DA analyzu. Na tomto grafu jsou
uvedeny latky, které se na rozdilech nejvice podilely. Tyto latky jsou uvedeny v tabulce

na obrazku 20 - ¢ast B. Autor: Jan Prchal
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A B

Nazev Nizev

bomylacetit Citronellol

Furan, 2-pentyl- 4-Thujanol
Lseteat (Fukalyptol) Abieta-7,13-dien
neznama litka Methylthymol

¥- terpineol cis-Verbenol
nezndmd litka el

sainige] Analyt 307
pesdckacal neznim litka
neznimi litka rpinen-4-ol

Obrazek 20: Pravdépodobna chemicka identita latek nejvice se podilejicich na rozdilech v
analyzovanych smési. Cast A zna&i seznam latek z analyzy vzorki ze starého a mladého stromu
(obrazek 18 - spodni graf). Cast B zobrazuje latky z analyzy vzorki spodni a vrchni &asti stromi
(obrazek 19 - spodni graf). Identita uvedenych latek musi byt potvrzena v dalSich experimentech
syntetickymi standardy.
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5.7 Vnimaji kilirovci stejné latky?

Tato diplomova prace si také kladla za cil najit odpovéd na otazku,
zda porovnavané druhy kurovcu Ips typographus a Ips duplicatus vnimaji stejné latky

obsazené ve smrkové vuni.

Oba druhy ktirovce vétsSinou vnimaji stejné latky, které jsou obsazeny ve vini
smrkd. Vyjimkou je celkem 5 latek, na které kirovcei reaguji rozdilng. Na obrazku 21
je znazornén prikladny pritbéh OL1 - stary strom spodni ¢ast, u kterého bylo dosazeno

nejkvalitnéj$i mefeni.

: ' Stary ﬁtrqrﬁ ‘vspodni cast

[ .

| ‘ 1 “ 1 1 U

C8-C22 I | ; ”
10ng/pl ) \ "‘ﬂ | I H‘ |l ‘ ‘” ‘

1. min " 7. min.

Obrazek 21: Priabéh vzorku OL1, rozdilné EAD reakce druhi Ips duplicatus a Ips typogprahus.
Zelenym rameckem je vyznafena pritomnost reakce, ¢ervenym je zvyraznéna nulova reakce.
Detailni popis viz obr 15. Autor: Jan Prchal

Rozdily mezi druhy Ips duplicatus a Ips typographus byly zaznamenany v RT
A - 3,48 (a-pinen), B - 4,21 min. (thujanol), C - 5,59 min. (kubeben a), D - 5,99 min.
(E-B-farnesen), E — 6,24 min. (germakren D). Ips duplicatus reagoval na latky A, C
a E. U Kkurovce Ips typographus byla zaznamenana odpovéd u latek
BaD.

V piiloze 17, 18 a 19 Ize porovnat zbyl¢ zaznamy (OU1, YL3, YU1) a rozdily mezi
ID-IT.
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6. Diskuze

Ve smrkovych smésich ziskanych extrakci smrkovych polen z horni a spodni
¢asti mladych a starych stromt bylo za pomoci plynové chromatografie zjisténo velké
mnozstvi latek. Smrkové viing jsou obecné velmi slozité smési, které obsahuji nékolik
desitek rtiznych latek. Coz ve své praci uvadi Verschut a kol. (2019), ktery dale
popisuje, ze tyto bohaté ptirozen¢ vyskytujici se smési mohou obsahovat atraktivni

1 repelentni latky.

Celkem 34 latek dokazalo vyvolat antenalni aktivitu tykadel kirovci
Ips typographus a Ips duplicatus. Ze 34 aktivnich latek jsme dokazali identifikovat
jednotlivych 17 latek.

Indentifikované latky nejsou nové a byly jiz diive publikovany jako soucast
smrkovych vini. Mnohé z latek jsou soucasti jinych rostlinnych vini. Pfiroda
disponuje omezenym mnozstvim tékavych latek, a proto je dokaze rizné kombinovat.
Ve své praci Prchal (2020) prokazal v esencialnim oleji tymianu (Thymus vulgare)
pfitomnost pro ktirovce Ips typographus antenalné aktivni latku y-terpinen. Tato latka
je pritomna také ve vini smrkti. Dalsi experimenty prokézaly, Ze tato latka je vniména
vysoce citlivym specifickymi ¢ichovymi neurony (Andersson 2012; Schiebe a kol.
2019).

Je zfejmé, Ze mnohé cichové aktivni latky u druhu Ips typographus byly
jiz studovany. Z hlediska ¢ichové fyziologie patii tento druh mezi nejprozkoumané;si
ktrovce. V predeslych pracich bylo nalezeno mnoho latek, které jsou antenalné
aktivni. Latky, které byly identifikovany v této praci jako antendlné aktivni pro IT
a-pinen, camfen, B-pinen, myrcen, 3-karen, limonen a 1,8-cineol se shoduji s latkami
Vv pracech jinych autorti napt. Andersson a kol. (2009); Andersson (2012); Kalinova a
kol. (2014); Raffa a kol. (2016).

Pro mnoho identifikovanych latek jsou v soucasnosti znamy i specifické
¢ichové neurony. Vyjimkou je kamfene, u kterého dosud ORN nalezen nebyl
(Kalinova a kol. 2014).

Doposud zadna prace neprozkoumdvala reakci tykadel vici smrkovym

hostitelskym latkam u druhu Ips duplicatus. Nové poznatky pfinesla prace Blaha
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(2021) ten dokazal indentifikovat antenaln¢ aktivni latky u ktirovce severniho. Jedna
se o latky: a-pinene, camphene, B-pinene, myrcene, a-felandren, 3-karen, p-cymen,
limonen, 1,8-cineol, linalool, isoborneol, isobornylacetat trans-y-bisabolen. N¢které z

téchto latek byly identifikovany i v této praci (viz. tabulka 1).

Byly nalezeny i aktivni nehostitelské latky (Zhang, Schlyter 2004). Stejn¢ jako
v této praci, Zhang a kol. (2017) zaznamenal antenalni reakce na latky a-pinen,
B-pinen, limonen, B-felandren. Jeho prace nalezla antenalni reakci i na latky p-cymen,

ktera v nasi praci potvrzena nebyla.

Tato prace ukazuje, Ze oba studované druhy vnimaji shodné celkem 29 latek.
V péti piipadech reagovali kirovci rozdilng. Jedna se o latky kamfen, thujanol,

kubeben o, E-B-farnesen a germakren D.
Ips typogpraphus reagoval na latky thujanol a E-p-farnesene.
Ips duplicatus reagoval na latky kamfen, kubeben a germakren D.

Z porovnani obou druhli vyplyv4, Ze maji podobné smyslové vybaveni,
a proto vnimaji vétSinu hostitelskych latek stejné, coz je o¢ekavané uvazime-li, ze maji
spole¢ného hostitele smrk ztepily. Usuzujme tedy, Ze jejich nestejny zptsob

pfi kolonizace vychazi z rozdilného zpracovani dostupnych vjemt v mozku.

Nékteré ¢ichové rozdilnosti mohou byt podkladem pro jejich rozdilné
preference pii kolonizaci hostitele. (Ips typogpraphus napada spodni ¢asti dievin,
naproti tomu Ips duplicatus si vybira vrchni ¢asti stromu (Holusa a kol. 2006; Knizek,
Holusa (2007)). Blaha (2021) ve své praci zjistil rozdilnou citlivost tykadel obou druhti
na nékteré¢ hostitelské slouceniny. Tato skutecnost podporuje teorii, ze rozdily
vnimanych slou¢enin mohou byt ovlivnény i kvantitou jednotlivych latek ve smési.
Cichovy smyslovy organ kiirovce miize byt ovlivnén vzajemnym piisobenim viech
latek a dany klrovec milize v zavislosti komplexnosti viiné vyhodnotit danou latku
rozdilng. Pro jejich rozhodovani tak mohou hrat roli i specifické poméry latek ve smési

(Raffa, Andersson, Schlyter 2016).

Pfi samotném vnimani a rozpoznavani jednotlivych smési je dilezita nejen
molekularni struktura jednotlivych komponent, ale dilezité také je, jestli dané viné

stimuluji tykadlo jednotlivé nebo vSechny soucasné (Bruce a kol. 2015).

48



Velky vyznam ma i doba expozice tykadla viini a jeji intenzita. Je znamo, Ze ¢ichové
organy nejen hmyzu se velmi rychle adaptuji (snizuji svoji citlivost), pokud jsou

vystaveny déletrvajicimu ptisobeni intenzivnich viini.

Pii identifikovani (potvrzovani) jednotlivych latek pomoci standardi doslo
v zaznamenané EAD aktivni oblasti 5 (viz. pfiloha 9 - 12, tabulka 1 latky 7 - 9)
k rozporu mezi ziskanymi poznatky z laboratofe S dfive pozorovanymi
¢i publikovanymi skutecnostmi. Prchal (2020) pfi studiu Cichoveé aktivnich latek
pfitomnych v esencialnich olejich (Thymus vulgaris, Origanum vulgare a Pimpinella
anisum) identifikoval antenaln¢ aktivni latku cymen v retenénim c¢ase 3,97 min..
Blaha (2021) ve své praci pozoroval retencni Cas latky p-cymen v ¢ase 3.99 min.
Andersson a kol. (2009) ve své praci uvadi cymen jako antendln¢ aktivni latku

a dokonce pro ni identifikoval specificky receptor.

Pfi samotné identifikaci latky cymen byl zaznamenan RT 3.97 min., mimo
EAD aktivni oblast 5. To dokazuje obrazek 22 ¢ast A. Zde je vidét cymen, jako soucast
velkého piku, ktery obsahuje vice latek. Pii bliz§im zkoumani nizSich koncentraci
vzorku (pomoci splitu 100:1 - ¢ast B), je vSak vidét, Ze pfi sniZzeni pomért smési, ktera
byla nastiiknuta (snizeni koncentrace smési) byl cymen lokalizovan mimo velky pik
a tudiz mimo oblast EAD 5. Cymen tak nebyl zahrnut do tabulky 1 antenalné¢ aktivnich
latek. Oblast EAD 5 ukazuje slozitost identifikace EAD aktivnich latek.
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Obriazek 22: Problematické identifikovani jednotlivych latek. V levé ¢asti obrazku A - je zobrazen
detail zpusobu identifikace pomoci standardu latky cymen. Pfi porovnani bylo zjisténo,
Ze se cymen nachazi mimo pik, ktery byl zaznamenan jako lokalita, kde vznikla antenalni
odpovéd. V piku v RT ¢ase 3.99 - 4.03 byly zjistény latky limonen, g - felandren a 1,8 cineol.
V pravé ¢asti obrazku B - je zobrazena stejna situace, s rozdilem, Ze je zde vyobrazen k porovnani
split 100:1 OU1, ktery zobrazuje podobu piku v mensi koncentraci. TudiZ je 1épe vidno sloZeni

piku. Autor: Jan Prchal

Studie nebyla zcela dokoncena, v této praci jsme sice nalezli ¢ichové aktivni
latky a posléze je identifikovali, nicméné nebyla provedena kontrola, zda syntetické
standardy téchto latek jsou opravdu antenalné aktivni . Pfesto tato prace pfinasi nové

poznatky, které budou zikladem pro dal§i zkoumani studovanych druhti klirovct

Ips typographus a Ips duplicatus.

7. Zavér
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V této diplomové praci byly ukdzany vysledky experimentt, které se zabyvaly
analyzou a naslednou identifikaci antenaln¢ aktivnich ¢ichovych latek obsazenych

ve smesich, pochazejicich z vrchni a spodni ¢asti starého a mladého stromu.

V pilotnich experimentech byla metoda zapojeni izolovaného tykadla urcena

jako nejefektivnéjsi vzhledem k nasledujicim GC - EAD experimentim.

Celkem bylo identifikovano 34 antenaln¢ aktivnich latek, které se vyskytovaly
ve vSech Ctyfech analyzovanych smési. Pomoci vypoctl retencnich casii, Kovatsovych
indexu a analyzovani syntetickych standardi jsme dokazaly identifikovat 50 % z nich
(17 latek). Jednotlivé smési se mezi sebou nelisi poctem latek. Odlisnost je vSak
Vv koncentraci, kdy se smési odliSuji v zavislosti na staii a ¢asti stromu. Oba studované
druhy ktrovet vnimaji stejné 29 latek z celkového poctu 34 nalezenych. Rozdily byly
rozpoznany U péti latek camphene, cubebene, germacrene D (reaguje Ips duplicatus)

a sabinene hydrate cis, E-b-farnesene (reaguje Ips typographus).

Zjisténé poznatky pfispivaji k odhaleni smyslového vnimani studovanych
druhii. Prace splnila pfedem stanovené cile. Byly zjiStény rozdily mezi jednotlivymi
smési a rozdily vnimani latek u studovanych kliroveti. Z analyzovanych smési byly
identifikovany antenalné aktivni latky. Tyto vysledky jsou podkladem pro dalsi
vyzkumy, které se budou zabyvat, zda jsou identifikované latky skutecné Cichové

aktivni.
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bylo oznaceno celkem 34. AULOr: JAN PrCRQl .............oveeeeeeeieeeeeeeee et e et e e e rae e s saaaeesreaa e 67
Priloha 14: Analyza smési YL3 - mlady strom spodni ¢dst. V horni ¢dsti se nachdzi pomocny pribéh
uhlovodikii C8-C22, jejich priibéhy slouZi také k lepsi orientaci v daném obrdzku. V dolni Edsti obrdzku
je zndzornén FID pribéh analyzované smési (A), EAD zdznam tykadla IT (B) a EAD zdznam tykadla
druhu ID (C). Cervené jsou vyznaceny aktivni ldtky, které byly zjistény ze 32 lokalit. Aktivnich Idtek
bylo oznaceno celkem 34. AULOr: JAN PrCAQI .............ooveeeeeeiiieiieesieeeeeseeeee st 67
Priloha 15: Analyza smési YU1 - mlady strom vrchni ¢dst. V horni ¢dsti se nachdzi pomocny pribéh
uhlovodiki C8-C22, jejich priibéhy slouZi také k lepsi orientaci v daném obrdzku. V dolini ¢dsti obrdzku
je zndzornén FID prabéh analyzované smési (A), EAD zdznam tykadla IT (B) a EAD zdznam tykadla
druhu ID (C). Cervené jsou vyznaceny aktivni ldtky, které byly zjistény ze 32 lokalit. Aktivnich Idtek
bylo oznaceno celkem 34. AULOr: JAN PrCRQl ..............oveeeeeeeeeieeeeeee et ecte e e e e s taaaeesreaa e 68
Priloha 16: Potvrzeni latek camphor, pinocamhone, borneol, isopinocamphone, verbenon,
bornylacetat, longifolen a trans-caryophyllen. Obrdzek je vyrez v rozmezi 4.30 - 7.30 minut a je
zobrazen ve zvétseni 10 mV. AULOr: JAN PrCRQI ..........couooeereeneeiieiieiieeeesee et 68
Priloha 17: Prubéh vzorku OU1, rozdilné EAD reakce druh Ips duplicatus a Ips typogprahus. Zelenym

rdmeckem je vyznacena pfitomnost reakce, Cervenym je zvyraznéna nulovd reakce. Autor: Jan Prchal

Priloha 18: Prubéh vzorku YL3, rozdilné EAD reakce druh Ips duplicatus a Ips typogprahus. Zelenym

rdmeckem je vyznacena pfitomnost reakce, Cervenym je zvyraznéna nulovd reakce. Autor: Jan Prchal

Priloha 19: Prubéh vzorku YU1, rozdilné EAD reakce druhd Ips duplicatus a Ips typogprahus. Zelenym

rameckem je vyznacena pritomnost reakce, Cervenym je zvyraznéna nulovd reakce. Autor: Jan Prchal
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Piiloha 1: Vertikalni taha¢ elektrod PC-100 (NARISHIGE). Autor: Jan Prchal

R

)

Piiloha 2: Sklenéné elektrody, pouZivané pro zapojeni tykadla, vyrobené pomoci vertikalniho
tahace PC-100. Autor: Jan Prchal
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Vydrz citlivosti tykadla
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Priloha 3: Vydrz tykadel po pripojeni mezi mérici mikroelektrody. Modra kiivka zndzoriuje
zapojeni izolovaného tykadla, ¢ervena celého brouka a zelena zapojeni tykadla s hlavou. Tykadla
byly stimulovany Cerstvou kiirou (nafezanou v pasteurové pipeté) 0,5 vtefinovymi pulzy kazdé
tfi minuty. Odpovédi byly softwarem GC/EAD32 (Syntech,verze 4.6) zaznamenany a zméfeny
v milivoltech. Hodnoty byly nasledné zprumérovany a znazornény grafem v programu Excel
(Microsoft Office). Nejvétsi vydrz ma tykadlo se zapojenim celého brouka a naopak nejmensi
vydrZ ma izolované tykadlo. Graf je interakci vysledkii z praci Prchal (2020) a Blaha (2021).

Priloha 4: Zapojeni hlavy kiirovce mezi 2 sklenéné mikroelektrody. Snimaci elektroda B
je pripojena ke §pic¢ce tykadla ¢ichovymi senzilami. Referen¢ni elektroda A je pripojena do vnitra

hlavy. Autor: Jan Prchal
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Priloha 5: Pripraveny brouk k zapojeni mezi 2 sklenéné mikroelektrody. Brouk je zafixovan
Vv pipetovaci Spicce (3). Voskem je zafixovana hlava a tykadlo brouka. Snimaci elektroda
je nasledné pripojena ke Spicce tykadla (2) a referencni elektroda je zapichnuta do oka kiirovce
(1). Zvétseno 30 x. Zdroj: Blaha (2021).

mV

0. min 10. min

Piiloha 6: Rozdil klidového pribéhu ziznamu p¥i zapojeni izolovaného tykadla k méFici
elektrodé primo Spickou tykadla A, zapojeni baze $pi¢ky tykadla k méfici elektrodé B.
Autor: Jan Prchal
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méfeni zpisobovalo chyby v indentifikaci. Spravné by méli byt obé ¢ervené ¢ary v souladu
(jedna ¢ara). Tyto ¢ary zvyraziiuji zacatek piku dané latky (pribéh A) a zacatek dané odpovédi
(priibéh B). Tento posun nastava pri Spatné konfiguraci vyhodnocovaciho softwaru GC/EAD32
(Syntech, verze 4.6). Autor: Jan Prchal

mV

C11 C13

C8 o C12

C10

C19
C1o C18

C21
C20

min. 2.73 3,25 3,80 4,32 4,82

692 727 761 794

C22

Piiloha 8: Uhlovodiky C8-C22. Autor: Jan Prchal
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Piiloha 9: Pribéh analyzovaného vzorku OL1. Lokality, kde byla zaznamenana aktivita byly
oznaceny Cisly. Celkem bylo vyznaceno 32 lokalit. A - FID zaznam analyzované smési. B - EAD
zaznam tykadla IT. C - EAD zaznam tykadla ID. V Horni ¢asti obrazku jsou znazornény alkany
C8-C22 v koncentraci 10ng/ul. Obrazek je vyfez z celkové doby 10 minutové analyzy v ¢ase
3.40 - 6.40 min. Autor: Jan Prchal
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Piiloha 10: Pribéh analyzovaného vzorku OU1. Lokality, kde byla zaznamenana aktivita byly
oznaceny. Celkem bylo vyznaceno 32 lokalit. A - FID zaznam analyzované smési. B - EAD zdznam
tykadla IT. C - EAD zaznam tykadla ID. V Horni ¢asti obrazku jsou znazornény alkany C8-C22
v koncentraci 10ng/ul. Obrazek je vyrez z celkové doby 10 minutové analyzy v c¢ase
3.40 - 6.40 min. Autor: Jan Prchal
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Piiloha 11: Pribéh analyzovaného vzorku YL3. Lokality, kde byla zaznamenana aktivita byly
oznaceny. Celkem bylo vyznac¢eno 32 lokalit. A - FID zaznam analyzované smési. B - EAD zaznam
tykadla IT. C - EAD zaznam tykadla ID. V Horni ¢asti obrazku jsou znazornény alkany C8-C22
v koncentraci 10ng/pl. Obrazek je vyiez z celkové doby 10 minutové analyzy v case

3.40 - 6.40 min. Autor: Jan Prchal
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Piiloha 12: Pribéh analyzovaného vzorku YU1. Lokality, kde byla zaznamenana aktivita byly
oznaceny. Celkem bylo vyznaceno 32 lokalit. A - FID zaznam analyzované smési. B - EAD zdznam
tykadla IT. C - EAD zaznam tykadla ID. V Horni ¢asti obrazku jsou znazornény alkany C8-C22
v koncentraci 10ng/ul. Obrazek je vyrez z celkové doby 10 minutové analyzy v c¢ase

3.40 - 6.40 min. Autor: Jan Prchal
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Piiloha 13: Analyza smési OU1 - stary strom vrchni ¢ast. V horni ¢asti se nachdzi pomocny
pribéh uhlovodiki C8-C22, jejich priibéhy slouZi také k lepsi orientaci v daném obrazku. V dolni
¢asti obrazku je znazornén FID pribéh analyzované smési (A), EAD zaznam tykadla IT (B)
a EAD zaznam tykadla druhu ID (C). Cervené jsou vyznadeny aktivni latky, které byly zjiStény
ze 32 lokalit. Aktivnich latek bylo oznaceno celkem 34. Autor: Jan Prchal
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Piiloha 14: Analyza smési YL3 - mlady strom spodni ¢ast. V horni ¢asti se nachazi pomocny
pribéh uhlovodiki C8-C22, jejich pribéhy slouZi také k lepsi orientaci v daném obrazku. V dolni
¢asti obrazku je znazornén FID pribéh analyzované smési (A), EAD zaznam tykadla IT (B)

a EAD zaznam tykadla druhu ID (C). Cervené jsou vyznaéeny aktivni latky, které byly zjistény
ze 32 lokalit. Aktivnich latek bylo oznaceno celkem 34. Autor: Jan Prchal
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Piiloha 15: Analyza smési YU1 - mlady strom vrchni ¢ast. V horni ¢asti se nachazi pomocny
priibéh uhlovodiki C8-C22, jejich pribéhy slouZi také k lepSi orientaci v daném obrazku. V dolni
¢asti obrazku je znazornén FID pribéh analyzované smési (A), EAD zaznam tykadla IT (B)
a EAD zaznam tykadla druhu ID (C). Cervené jsou vyznaéeny aktivni latky, které byly zjistény
ze 32 lokalit. Aktivnich latek bylo ozna¢eno celkem 34. Autor: Jan Prchal

12 ,

C8-C22 I
10 ng/pl |

FID: stary strom spodni &ist
4,64
camphor
pinocamphone
bormeol

=

isopinocamphone

Cc13

verbenon

bornylacetat

longifolen

trans-caryophyllen
4.30 min

7.30 min

Piiloha 16: Potvrzeni latek camphor, pinocamhone, borneol, isopinocamphone, verbenon,
bornylacetat, longifolen a trans-caryophyllen. Obrazek je vyiez v rozmezi 4.30 - 7.30 minut
a je zobrazen ve zvétSeni 10 mV. Autor: Jan Prchal
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Priloha 17: Pribéh vzorku OUl, rozdilné EAD reakce druhi Ips duplicatus a Ips typogprahus.
Zelenym rameckem je vyznacena pritomnost reakce, cervenym je zvyraznéna nulova reakce.

Autor: Jan Prchal
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Priloha 18: Priibéh vzorku YL3, rozdilné EAD reakce druhii Ips duplicatus a Ips typogprahus.
Zelenym rameckem je vyznacena piitomnost reakce, ervenym je zvyraznéna nulova reakce.

Autor: Jan Prchal
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Piiloha 19: Priabéh vzorku YU1, rozdilné EAD reakce druhi Ips duplicatus a Ips typogprahus.
Zelenym rameckem je vyznacena pritomnost reakce, Cervenym je zvyraznéna nulova reakce.
Autor: Jan Prchal
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