Ceska zemédélska univerzita v Praze

Fakulta lesnickd a drevarska

Katedra ochrany lesa a entomologie

Ceska
zemedeélska
univerzita

v Praze

Vliv riznych koncentraci CO; a teploty pfi rlistu dfevin na nutri¢ni
hodnotu pletiv pro housenky bekyné velkohlavé (Lymantria dispar)

Diplomova prace

Autor: Bc. Barbora Dvorakova

Vedouci prace: prof. Ing. Bc. Jaroslav Holusa, Ph.D.

2022



Czech University of Life Sciences
Faculty of Forestry and Wood Sciences

Department of Forest Protection and Entomology

Ceska
zemedeélska
univerzita

v Praze

Influence of different concentrations of CO; and temperature during tree growth on
the nutritional value of tissues for caterpillars of Lymantria dispar

Diploma thesis

Written by: Bc. Barbora Dvorakova
Thesis supervisor: prof. Ing. Bc. Jaroslav Holusa, Ph.D.

2022



CESKA ZEMEDELSKA UNIVERZITA V PRAZE

Fakulta lesnicka a dfevarska

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Barbora Dvorakova

Lesni inzenyrstvi
Lesni inZzenyrstvi

Nazev prace

Vliv riznych koncentraci CO2 a teploty pfi ristu dfevin na nutricni hodnotu pletiv pro housenky bekyné
velkohlavé (Lymantria dispar)

Nazev anglicky

Influence of different concentrations of CO2 and temperature during tree growth on the nutritional value
of tissues for caterpillars of Lymantria dispar

Cile prace
Srovnat vliv potravy ze stromU péstovanych za rliznych rezim( na ristové parametry housenek bekyné
velkohlavé

Metodika

Pomoci laboratorniho experimentu budou porovnany riistové parametry housenek bekyné velkohlavé, kr-
mené potravou péstovanou za podminek kombinace dvou rtznych teplot a dvou rtznych koncentraci CO2.
Takto vypéstovana rostlinna pletiva budou pridana do specialni agarové smési a budou predloZena hou-
senkam bekyni jako potrava, za konstantni teploty v klimaboxu. Budou zhodnoceny rlstové parametry
housenek pomoci indext jako je relativni rychlost rlstu (relative growth rate), pfiblizna stravitelnost (ap-
proximate digestibility), efektivita pfemény poziené potravy do biomasy téla (efficiency of conversion of
ingested food), efektivita premény stravené potravy do biomasy téla (efficiency of conversion of digested
food).

Harmonogram prace:

Leden — kvéten 2020 — experimenty v laboratori

cerven-fijen 2020 — zpracovani dat

Leden 2021 — predlozZeni literarni reserse a zpracovanych dat ke kontrole

Brezen 2021 — predlozeni vysledkt a diskuse diplomové prace

Oficiélni dokument * Ceska zemédélska univerzita v Praze * Kamycka 129, 165 00 Praha - Suchdol



Doporuceny rozsah prace
40s

Klicova slova
Lymantria dispar; potrava; dub; CO2; teplota

Doporucené zdroje informaci

Couture, J.J., & Lindroth, R. L. (2012). Atmospheric change alters performance of an invasive forest insect.
Global Change Biology, 18(12), 3543-3557.

Couture, J.J., Meehan, T. D., & Lindroth, R. L. (2012). Atmospheric change alters foliar quality of host trees
and performance of two outbreak insect species. Oecologia, 168(3), 863-876.

Hattenschwiler, S., & Schafellner, C. (1999). Opposing effects of elevated CO2 and N deposition on
Lymantria monacha larvae feeding on spruce trees. Oecologia, 118(2), 210-217.

Kula, E., Peslova, A., Martinek, P., Mazal, P. (2013) The development of caterpillars of gypsy moth
(Lymantria dispar L.) feeding on food affected by nitrogen. Sumarski List 137:51-60

Williams, R. S., Lincoln, D. E., & Norby, R. J. (2003). Development of gypsy moth larvae feeding on red
maple saplings at elevated CO 2 and temperature. Oecologia, 137(1), 114-122.

Xu, H., Xie, H., Wu, S., Wang, Z., & He, K. (2019). Effects of elevated CO2 and increased N fertilization on
plant secondary metabolites and chewing insect fitness. Frontiers in Plant Science, 10, 739.

Zvereva, E. L., & Kozlov, M. V. (2006). Consequences of simultaneous elevation of carbon dioxide and
temperature for plant—herbivore interactions: a metaanalysis. Global change biology, 12(1), 27-41.

Predbézny termin obhajoby
2021/22 LS—FLD

Vedouci prace
prof. Ing. Jaroslav Holusa, Ph.D.

Garantujici pracovisté
Katedra ochrany lesa a entomologie

Konzultant
Mgr. David Musiolek, Ph.D.

Elektronicky schvaleno dne 26. 7. 2021 Elektronicky schvaleno dne 6. 10. 2021
prof. Ing. Jaroslav Holusa, Ph.D. prof. Ing. Robert Marusak, PhD.
Vedouci katedry Dékan

V Praze dne 04.01. 2022

Oficiélni dokument * Ceska zemédélska univerzita v Praze * Kamycka 129, 165 00 Praha - Suchdol



Prohlaseni

Prohlasuiji, Ze jsem diplomovou praci na téma Vliv riznych koncentraci CO; a teploty
pfi rlstu dfevin na nutriéni hodnotu pletiv pro housenky
bekyné velkohlavé (Lymantria dispar)  vypracovala samostatné pod vedenim
prof. Ing. Bc. Jaroslava Holusi, Ph.D. a pouZila jen prameny, které uvadim v seznamu
pouzitych zdroju. Jsem si védoma, Ze zverejnénim bakalarské prace souhlasim s jejim
zvefejnénim dle zadkona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach, v platném znéni,

a to bez ohledu na vysledek jeji obhajoby.

V Praze dne

Podpis autora



Podékovani

Za odborné vedeni mé diplomové prace, rychlost, trpélivost, mnoho rad a lidskosti
dékuiji prof. Ing. Bc. Jaroslavu Holusovi, Ph.D. Dale dékuiji
Mgr. Davidovi Musiolkovi, Ph.D. za vedeni provedeného experimentu a rady pfi tvorbé
této diplomové prace. Dékuji Ing. Soné Skopalové za spolupraci pfi tvorbé metodiky
experimentu. Dékuji RNDr. Aliné Kalyniukové, Ph.D. za provedeni chemické analyzy
vzorkd experimentu. Podékovani také patfi celé mé rodiné za podporu béhem mych
studii.



Abstrakt

Probihajici klimatickd zména na Zemi ma nepochybné vliv na interakci lesnich skadc(
a jejich hostitelskych drevin. Zvysujici se obsah CO2a neustale narustajici teplota ovzdusi
mohou ovlivnit ontogeneticky vyvoj téchto Skidci. Zména v koncentraci CO2 v ovzdusi
ma za ndsledek narlist poméru C:N v rostlinnych pletivech, a to mlze mit vliv na nutri¢ni
hodnotu rostlin. V ndmi provedeném experimentu jsme se zaméfili na vyvoj housenek
bekyné velkohlavé (Lymantria dispar), které jsme krmili nékolika druhy potravy.
Tato potrava byla pfipravena ze sazenic péstovanych v presné definovanych
podminkach rastu, urcité koncentrace CO; a teploty. Zkoumali jsme rozdily ve vyvoji
housenek krmenych smrkovou a dubovou potravou a zda nebyly rozdily mezi
jednotlivymi skupinami potravy pouze vramci dubu nebo smrku. Zjistili jsme,
ze housenky prospivaly nejlépe na skupinach potrav pfipravenych z dubu a hare
na potravé pfipravené ze smrku. Rozdily mezi skupinami v ramci samostatné dreviny
nebyly signifikantni. Dale jsme po provedeni chemické analyzy listl a jehlic zjistili,
ze dubovd potrava obsahovala nejvétsi mnozstvi sekunddrnich metabolitd rostliny
a proc housenky prospivaly na této potravé nejlépe zUstava naddle otazkou.

Klicova slova: Lymantria dispar, potrava, dub, CO,, teplota

The climate change has had a significant impact on interactions between forest pests
and their host plants. Increased levels of atmosferic CO, and constantly increasing
temperature of atmosphere can significantly affect the performance of these forest
pests. Increased levels of CO; increase the C:N balance of plant tissues, which can result
in lower food quality. This study focuses on ontogenetic larval development of gypsy
moth (Lymantria dispar). The catterpillars were fed on different kinds of diet. The diets
were prepared from seedling raised in strictly defined growth conditions including
certain CO; concentration and temperature. We focused on determinating differences
in larval development of cattepillars fed on spruce diet and on oak diet, also tried
to investigate differences between diets prepared only from spruce or oak seedlings.
We found that catterpillars fed on oak diets showed better growth rates
than catterpillars fed on spruce diets. Our data didn’t show any differences between
diets prepared only from oak or from spruce. We also implemented a chemical analysis
of leaves and needles and found that oak diet contained more plant secondary
metabolites then spruce diet. Explanation why catterpillars better performed on oak
diets still remains unclear.

Key words: Lymantria dispar, diet, oak, CO,, temperature
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Seznam zkratek
voC
PSC
NVD
ZVD
NNK
NVK
ZNK
ZVK
AD
RGR

ECI

ECD

FW
DW

WC

Tékavé organické latky (Volatile organic compound)
Sekundarni metabolity rostlin (Plant secondary compounds)
Nizka koncentrace CO;, vysoka teplota a sbér v dubnu
Zvysend koncentrace CO,, vysoka teplota, sbér v dubnu
Nizka koncentrace CO;, nizka teplota, sbér v dubnu
Nizka koncentrace CO,, vysoka teplota, sbér v kvétnu
Zvysena koncentrace CO;, nizka teplota, sbér v kvétnu
Zvysena koncentrace CO,, vysoka teplota, sbér v kvétnu
Priblizna stravitelnost (Approximate digestibility)
Relativni tempo ristu (Relative grow rate)

Uc¢innost pfemény ptijaté potravy

(Efficiency of conversion of ingested food)

Ucinnost pfemény stravené potravy

(Efficiency of conversion of digested food)

Cerstva vaha (Fresh weight)
Sucha véha (Dry weight)

Obsah vody (Water content)



1 Uvod

Bekyné velkohlava (Lymantria dispar L.) patfi mezi nebezpecné hmyzi sklGdce lesnich
porostl. Tento listoZravy sklidce dokaze pfi silnych gradacich svym Zirem les vyznamné
poskodit. K narlstu jeji pocetnosti obvykle vedou nepfiznivé klimatické podminky,
které dreviny oslabuji a ten se tak stava snadné dostupnou potravou pro housenky
b. velkohlavé. Bekyné velkohlava je polyfagni druh, dokaze se Zivit na rlznych druzich
rostlin. NejcastéjSim hostitelem je dub (Quercus), v pfipadé nouze vsak housenky
poziraji i smrk (Picea) nebo dokonce zemédélské plodiny (Fox et al., 2013).

Na Zemi dochazi neustdle ke klimatickym zméndm. V dasledku antropogenni
¢innosti — provozu elektraren, spalovani paliv atd., roste primérna rocni teplota ovzdusi
a méni se koncentrace oxidu uhli¢itého CO, v atmosfére. Obsah oxidu uhli¢itého
v ovzdusi je pouze 0,04 %, nicméné zmény i v takto malé koncentraci maji zdsadni vliv
na fungovani pfirodnich ekosystému (Hamilton et al., 2001).

Stromy rostouci v rGznych klimatickych podminkach se musi na nové podminky
adaptovat. Adaptace jsou bud morfologické nebo chemické. Tyto zmény méni nutriéni
hodnotu asimilac¢nich organu, kterymi se herbivorni hmyz Zivi a ovliviuji jeho vyvoj.
Zvyseni koncentrace oxidu uhli¢itého vede ke zvySovani sacharid( v rostlinnych
organech a pokud dojde ke zvySeni sacharid(, klesd mnoZstvi dusiku. ZvySuje se pomér
C:N (Lincoln et al., 1984), tim klesd mnozstvi protein(i a rostlina se tak stdvd méné
vyzivnou. S narUstem mnozstvi CO, vovzdusi se zvySuje i mnoizstvi sekundarnich
metabolitd (obrannych latek rostlin). Teplota vzduchu ovliviiuje rychlost fotosyntézy
a pokud se zvysi, zrychluje se i tvorba rostlinné biomasy (Sinclair, Weiss 2010).

Herbivorni hmyz, ktery se Zivi nutricné méné kvalitnimi listy hostitelskych rostlin,
reaguje zvysSenim mnoizstvi zkonzumované potravy. Prodlouzenim Ziru se prodluzuje
celkovd doba vyvoje housenek a pravdépodobné se sniZzuje plodnost samic
(Lindroth et al., 1997b).

10



2 Cil prace

Srovnat vliv potravy ze stromU péstovanych za rlznych rezim( na ristové parametry
housenek bekyné velkohlavé.
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3 Literarni prehled

3.1 Bekyné velkohlava (Lymantria dispar L.)

Bekyné velkohlava (Lymantria dispar Linnaeus, 1758) je druh motyla (Lepidoptera),
patfici do celedi Erebidae. Housenky bekyni jsou jedny z nejvice nebezpeénych
listoZzravych skadcu, které se Zivi listy listnatych i jehlicnatych stromd. Vétsinou ziji
ve slabych populacich, které pro lesni ekosystémy nepredstavuji velikou hrozbu,
nicméné pokud dojde kvysokému ndrlGstu populaci vdlsledku rlznych pficin
(napf. klimatickych zmén), mohou housenky svym Zirem les poskodit nebo dokonce
zahubit. Existuji dva poddruhy bekyni, asijské, u kterych jsou samice schopny létat,
a evropské, které schopnost letu nemaji. Oba tyto poddruhy jsou vyznamnymi skldci
ve svych ptirozenych arealech (Keena et al., 2007).

3.2 Rozsireni

Asijsky poddruh se vyskytuje v jizni Evropé, jizni Africe, stfedni a jizni Asii a Japonsku.
Evropsky poddruh Zije v lesich mirného pasu zapadni Evropy. Evropsky poddruh byl
zavlecen do Kanady v roce 1912 a do Severni Ameriky 1869. Asijsky poddruh se postupné
rozsitil do Némecka a ostatnich evropskych statl, kde se ktizi s evropskym poddruhem,
dale byl zavle¢en do USA i Kanady a vyskyt byl zaznamenan i v Anglii (Kang et al., 2017).

3.3 Biologie

3.3.1 Vzhled

Oba poddruhy bekyni velkohlavé jsou svym vzhledem témér totozné. Dospélé samice
jsou bile az krémové zbarvené s hnédoSedymi znaky na prednich kfidlech, jejich télo
je vétsi nez télo samcl a zadecek maji rezavé zbarveny. Tykadla jsou nitkovita. Rozpéti
kiidel u samic dosahuje 55-70 mm (Wallner, 2000a). Dospélci samct maji na ktidlech
hnédé skvrny a jsou hnédé zbarveni, rozpéti kiidel je od 35 do 40 mm. Tykadla maji
narozdil od samic hfebenitd. Obé pohlavi maji na prednich kfidlech tmavou skvrnu
ve tvaru palmésice, samci maji tykadla celkové delsi a hustsi (Kimoto, Duthie-Holt,
2006).

12



3.3.2 Vajicka

Samice kladou vaji¢ka v tzv. zrcatcich na spodni ¢ast kmenl nebo kolem vétvi.
Lze je také nalézt na omitkach domu, dievénych sklddkach atd. Vajecné snisky jsou
vejcité, tri az Sest cm Siroké a obsahuji 100-1000 vaji¢ek (Wallner, 2000a). Vajicka jsou
pokryta snédou az zluto-oranzovo zbarvenou vrstvou chloupkd ze samiciho zadecku,
které mohou ¢asem puUsobenim slunecniho zareni zbélat (Brandt, 1994). Housenky
ve vajickach prezimuji, prochdzeji diapauzou a zacinaji se rodit v prlbéhu dubna.
Vajecné snlsky maji v sobé malé dirky od lihnoucich se housenek (Wallner, 2000a).

3.3.3 Housenky

Nové wvylihlé larvy jsou tfi mm velké, nahnédlé a béhem 24 hodin zlernaji
(Wallner, 2000a). Housenka bekyné velkohlavé prochdzi péti az Sesti instary. Housenky
prvniho a tretiho instaru jsou ¢erné s dlouhymi chloupky, druhy instar jsou housenky
hnédé s kratkymi chloupky (Kimoto, Duthie-Holt, 2006). Ve ¢tvrtém, patém a Sestém
instaru maji housenky velice podobny vzhled, jsou svétle az tmavé Sedé zbarveny a maji
Zlutou skvrnku na hrudi. Velikost a vzhled jednotlivych instar( zobrazuje obrazek 1.
Télo je pokryto dlouhymi tmavymi a zlatymi chlupy. Na téle nesou dvé rady bradavek.
Prvnich pét rad bradavek je modfe zbarveno, Sesty par je ¢erveny, ale jsou znamy i jiné
barevné kombinace (Kimoto, Duthie-Holt, 2006). Po vylihnuti a opusténi hubky
housenky Splhaji do korun stromu. Jejich prvnim cilem je rozsifit se do okoli pomoci
vldken a dlouhych chloupkll na téle (tzv. aerosety) s vyuZitim vétru. Druhym cilem
housenek je zZir. Housenka se zZivi listy nebo jehli¢cim, dokud neprojde vSemi instary
a na konci ¢ervna po dokonceni Ziru si uprede zamotek a zakukli se. Dospéld larva je pét
az devét cm dlouha (Wallner, 2000a).

Obrazek 1: Instary housenek bekyné velkohlavé (USDA Forest Service - Region 2 - Rocky
Mountain Region , USDA Forest Service, Bugwood.org)
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3.3.4 Kukla

Kukla bekyné velkohlavé je hnédé zbarvena s drobnymi chloupky. Stadium kukly trva
tyden az 14 dni a kukly Ize vétSinou nalézt na spodni strané vétvi nebo v zahybech kiiry
(Hrabak, 1985).

3.3.5 Zivotni cyklus

Samice klade vajicka na kmeny strom( v tzv. hubkdach, které pokryje rezavohnédymi
chloupky. Vajicka na kmenech prezimuji a podle klimatickych podminek se zadinaji
lihnout na prelomu dubna a kvétna. Cerstvé vylihlé housenky jsou svétlé barvy
a postupem casu ztmavnou. Housenky poté vylézaji do korun stromQ, kde oZiraji listy,
v pfipadé nouze se Zivi i na jehli¢natych dfevinach. Pfi extrémnim nedostatku potravy
se housenky Zivi podrostem, bylinami nebo sousednimi polnimi plodinami
(McEwan et al., 2009). V cervenci se housenky zacinaji kuklit. Kukli se v mistech,
kde jsou chranény pred prfimym destém (pod vétvemi, praskliny klry). Stadium kukly
trva 14 dni a na prelomu cervence a srpna se lihnou motyli. Samice se drzi v misté,
kde se vylihly, nelétaji a kladou ihned vajicka. Samci b. velkohlavé jsou narozdil
od b. mnisky aktivni béhem dne, vyhledavaji samice, které jsou schopny oplodnit
i v Uzkych Stérbindch kmene (Wallner, 2000a).

3.4 Monitoring a obranna opatreni

Na lokalitdch s historickym vyskytem pfemnozZeni b. velkohlavé nebo pro né
atraktivnich plochach je nutné tyto plochy pravidelné kontrolovat. Kontrola se provadi
v porostech, kde se zvoli dvé linie a na 100 vybranych stromech na kazdé z nich
se pocitaji snusky hubek, které samice vytvati na bazich kmenl. Tato metoda
se oznacuje jako Turcekova metoda a provadi se kazdy rok. Za kritickou hodnotu
se povazuje jedna aZ Sest hubek na jeden kmen. Dalsi moZnosti je umistovani
feromonovych pasti v dobé rojeni. Do pasti se umisti feromonovy odparnik a odparnik
fumigujiciho insekticidu. Tato metoda se v praxi moc nepouziva z dlivodu absence dat
z minulosti a neni s ¢im data porovnat. Proti b. velkohlavé je moZzno chemicky zasahovat
leteckym postfikem. Stfika se biopreparaty, blokatory syntézy chitinu atd.
(Novotny et al., 1997).
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3.5 Interakce herbivorniho hmyzu a hostitelskych rostlin

Herbivorni hmyz je potravné vazan na urcité druhy hostitelskych rostlin,
které mu poskytuji svymi pletivy vyZivu. Vyskyt a prospivani herbivorniho hmyzu
proto Uzce souvisi s kvalitou daného hostitele. Hlavnim zdrojem energie pro hmyz
je organicky uhlik. Télo hmyzu je tvoreno prevazné proteiny (dusikaté latky) a hmyz musi
pfijmout velké mnozZstvi dusiku. Fitness hmyzu také ovliviiuje fosfor. Fosforu
je vrostlindch méné nez v téle hmyzu, coz nuti hmyz konzumovat vice rostlinné potravy.
Tyto tfi prvky jsou makroprvky. Kromé makroprvk( jsou pro hmyz dllezité
i mikroprvky — draslik, hot¢ik a vapnik (Awmack, 2002). Tyto chemické prvky slouzi
jako stavebni prvky vnéjsi kostry a udrzuji homeostazu (Joern et al., 2012).

Pro hmyz kromé chemického sloZzeni potravy jsou stejné dlilezité i fyzikaIni vlastnosti
rostliny. Tloustka listd, jejich stafi, velikost listové plochy, jejich hustota a obsah vody
(Awmack, 2002).

Rostlinnd pletivo je tvoreno uhlikatymi latkami (sacharidy), celulézou, hemicelulézou
a ligninem (Schoonhoven, 2005).

Kvalita hostitelskych rostlin mize byt ovlivnéna fadou faktora, mezi které napft. patfi
stres zpUsobeny vnéjsimi podminkami nebo dostupnosti Zivin z pldy. Pokud je rostlina
pod stresem, zacne se vicCi tomuto stresu branit chemickymi nebo morfologickymi
zménami. Mezi morfologické zmény a adaptace patfi napt. voskovani listll, ztloustnuti
bunécéné stény, coz znesnadnuje hmyzu pozirani pletiv rostliny. Mezi chemické zmény
patfi tvorba sekunddrnich metabolitl (alkaloidy, terpeny, fenoly, glykosidy), které maji
za ukol herbivorni hmyz odpuzovat nebo ho zabit (Flrstenberg-Hagg at al., 2013).

Listy Zerouci herbivofi jsou sekundarnimi metabolity ovlivnény podstatné vice
nez mizu sajici hmyz. Je to proto, Ze mizu sajici hmyz nepozira bunéénou hmotu, ale jen ji
narusuje. Vyhne se tak fadé obrannych latek, nicméné mu trva delsi dobu, nez ziska
potifebné mnoistvi Zivin, neZ je tomu u listoZravych druh( (Giacometti et al., 2018).

3.6 Stres puUsobici na rostliny

Stres rostlin je stav, kdy na rostlinu pasobi urcity stresor biotického nebo abiotického
plvodu a rostliny jsou nuceny odolavat tlaku, ktery na né pUsobi. Rostliny se brani
aktivaci rdznych obrannych mechanismu. Mezi abiotické stresory patfi vitr, snih, teplota,
voda, pH pudy atd. Biotické stresory jsou biologického plvodu a fadime sem rizné druhy
patogennich hub a Zivocichu. Stres délime na primarni a sekunddrni. Primarni stres
zpUsobuji vnéjsi faktory puUsobici na rostlinu napt. vysokd teplota, ktera zplsobi stres
sekundarni, tj. nedostatek vody pro rostlinu. Mira poskozeni rostliny zavisi na délce
a intenzité plsobeni stresu. Stresory jsou obecné uznavany jako faktory, které mohou
narusovat trvalou udrzitelnost ekosystému (Ward, Masters, 2007).
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3.7 Klimaticka zména a lesni ekosystém

PoSkozeni a zhorSeni zdravotniho stavu lesa klimatickymi zménami je jednou
z nejvétsich obav lidstva. Zmény klimatu jsou ¢asto zplsobeny antropogenni cinnosti.
Déje se tak vdusledku spalovani fosilnich paliv, vyuzivanim pldy, odlesfiovanim
a provozem primyslu. Nasledné se méni mira plsobeni sklenikovych plynd
jako napt. oxidu uhli¢itého (CO2) nebo ozonu (0Os). V roce 2008 byla koncentrace CO;
v atmosfére o 40 % vyssi, nez tomu bylo pred primyslovou revoluci (Kadrnozka, 2008).

Klimatickd zména znamena zrychleni dynamiky klimatu a v dlsledku této zmény
dochazi ke zméndm i v ekosystémech a k jejich poskozeni. Jednim z nejvyznamnéjsich
faktor( je neustdlé stfidani teplot, kdy jsou porosty vystaveny extrémné vysokym
teplotdm se stfidanim optimalnich podminek a také zmény v distribuci srazek. Klima
na Zemi se neustale otepluje. ZvySena teplota na Zemi je doprovazena ¢asto i extrémnim
suchem, které ma pro rostliny negativni disledky (Mastildkova, 2017).

Zména klimatu vychazi ze zmény pusobeni sklenikového efektu. Sklenikovy efekt
znamena, Ze cast slunecniho zareni projde atmosférou a dopada na zemsky povrch.
Povrch Zemé se tak zahfivd a zpuUsobuje narlst energie (infraterveného zareni),
které se odrazi zpét do vesmiru. InfraCervené zareni pfi tomto zpétném odrazu je z¢asti
pohlceno sklenikovymi plyny a odrazeno zpét k zemskému povrchu (Houghton, 2005).
Sklenikovym plynem je i voda (Boucher et al., 2004; Zveryaev et al., 2008). Voda
se v atmosfére zadrzuje v kratkych casovych Usecich, CO, a dalsi sklenikové plyny
az stovky let. Pokud dojde ke zvyseni obsahu CO2 nebo jinych plynl v ovzdusi, zvySuje
se zaroven mnozstvi infraerveného zareni a tim dochdzi k narustu priimérné rocni
teploty na Zemi (Natr, 2000).

Mezi teplotou a mnozstvim CO; existuje dlouhodoba korelace (Petit et al., 1999).
Zmény klimatu maji pro les negativni i pozitivni disledky. Mezi pozitivni faktor mizeme
zaradit zvySenou koncentraci CO; a prodlouzeni vegetacni doby. Negativnim dlsledkem
je zvySena teplota ovzdusi a pokles mnozstvi srazek (Burgess et al., 2010).

Lesy nejsou vystaveny jen pusobenim klimatické zmény, ale z ¢asti ji i ovliviuji.
Les akumuluje a uvoliuje uhlik, zadrzuje vodu a brani zméndm ve sloZeni pldy.
Les si vytvari své mikroklima, k tomu potrebuje ekologickou stabilitu, tj. vhodné druhové
sloZeni drevin a vhodné zvoleny zplisob hospodareni (O‘Connor, 2017).

Lesni plda, zejména humusova vrstva dokdze vazat uhlik. Pfi obéhu uhliku
v atmosfére hraji dllezitou roli asimilacni organy a koreny rostlin. Lesy tvofi priblizné
1/6 globalniho objemu uhliku. Pfijem uhliku do lesnich ekosystém0 probiha jen v ramci
fotosyntézy. Do atmosféry se uvoliuje autotrofni a heterotrofni respiraci
nebo rozkladem mrtvého dreva. Z abiotickych druh( disturbanci nejvyssi ztratu uhliku
zpusobuji lesni pozary (De Groot et al., 2006).
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Klimaticka zména a invazivni hmyz jsou dva neprehlédnutelné faktory, které ovliviuji
trvalou udrzitelnost ekosystému (Bjorkman, Niemela, 2015).

3.8 Teplo ajeho vliv na vyvoj rostlin

Vyvoj rostlin je velmi zavisly na teploté okolniho prostredi, jelikoZ rostliny nejsou
schopny regulovat svou télesnou teplotu. Pfi zméndach okolni teploty se méni
i enzymatické procesy rostlin a tim i jejich vyvoj. Tyto reakce probihaji pouze za urcité
teploty. Pfi optimalni teploté dosahuji rostliny nejvyssich ptirlistd a pokud se teplota
zvysi na prahovou teplotu daného druhu rostliny, jeji vyvoj se zpomali ¢i Uplné zastavi
(teplotni maximum a minimum). Kazdy druh rostliny ma teplotni optimum, maximum
a minimum na jiné drovni, proto je vyznam ,extrémni teploty” velice relativni.
Napft. u kukutice (Zea mays L.) bude teplotni extrém mnohem na vyssi Grovni (33—40 °C),
nez na sezonni zeleniné jako je brokolice (Brassica oleracea L.), u které je maximalni
teplota od 25—30 °C (Hatfield et al., 2015).

Rlst rostliny znamena narust jeji biomasy jako dlsledek probihajici fotosyntézy
(Sinclair, Weiss 2010). Van’t Hoffovo pravidlo Fikd, Ze se reakcni rychlost exponencidlné
zvysSuje spolecné steplotou. Pfi zvySeni teploty o 10 °C dojde azZ k trojnasobnému
zrychleni reakci (Prochdzka, 2003). Pokud dojde ke zvySeni CO, v atmosfére, roste tim
i optimalni teplota rostlin a proces fotosyntézy se zrychluje. Rychlost fotosyntézy zavisi
i na respiraci rostlin, ktera také s rostouci teplotou roste (Cannell, 1998).

3.9 Oxid uhlicity (CO2) a jeho vliv na rostliny

Oxid uhli¢ity a jeho koncentrace v atmosfére jsou vyrazné ovlivnény antropogenni
¢innosti. Obsah CO. vovzdusi roste s poctem elektraren spalujicich fosilni paliva,
zemédélskych spalovacich aktivit, poétem lesnich pozar( atd. (Miner, 2010). M4 vliv
na radiacni bilanci (pomér mnoZstvi pohlcovaného a emitovaného zareni) na Zemi
a naslednou zména klimatu (Natr, 2006). V predindustrialni dobé byl obsah CO;
v ovzdusi 280 ppm, v roce 2000 368 ppm a vroce 2100 se ocekdva 540-970 ppm
(Zvereva et al., 2006). CO; ovliviiuje procesy probihajici v rostliné a také vztah rostlin
k jejich skidcim. Nejvyznamnéji rychlost fotosyntézy, kdy rostliny produkuji vice
biomasy, dale rostlina méni ukladani zasobnich latek a pocet priduchi rostlin se sniZuje
(Medlyn et al., 2001). Fotosyntéza se déli na dvé ¢asti. Prvni ¢ast se nazyva svételna faze,
dochazi zde k uvolfiovani kysliku a rozkladu vody. Po svételné fazi nasleduje temnostni
faze. V temnostni fazi se redukuje CO; a vytvareji se sacharidy, které slouzi jako energie.
Dochdzi zde k narlstu mnoizstvi uhliku v rostlinach (Prochazka, 1998). Pfi ovlivnéni
procesu fotosyntézy se méni i stavba list(l, kde fotosyntéza probiha. Zména struktury
listd se projevuje nejvice pfi dospivani rostlin, nejvice jsou tedy ohrozeny mladé rostliny.
Dlouhodobé ma zvysena koncentrace uhliku mozny negativni diisledek pro ekosystémy
z dlvodu poklesu koncentrace Zivin a vodni zdrojl (Norby et al., 2010; Norby, Zak, 2011).
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Biomasa na Zemi vznikd fotosyntézou ze vzdusného CO,. ZvySeni mnozstvi CO; urychluje
rast strom@ (Ainsworth, Long, 2005). Zména mnozstvi CO; ovliviiuje ukladani dusiku
a tim jsou ovlivnény rostlinné komunity a jejich rlst (Tilman, 1987). ZvySené mnozstvi
CO: snizuje koncentraci dusiku a zvySuje koncentraci nestrukturalnich karbohydratd
(NSC), fenolickych latek, pomér C:N a zvysuje koncentraci sekundarni metabolit(i (Ayres
et al., 2000). Pfi vyssim poméru C:N se predpoklada, ze zvysené mnozstvi CO, dovoli
rostlindm vyuzit sacharidy ze sekundarnich metaboliti k tvorbé obrannych latek
proti herbivornimu hmyzu (Coviella, Trumbler, 1999).0dezva stromi na zvyseni Oz mUze
byt velice variabilni a zavisi na stupni citlivosti daného jedince (Karnosky et al., 1999).

3.10 Klimatickd zména a jeji ucinky na pritomnost skadc(

Pfedpokladané zvySovani mnozstvi atmosférického CO; a primérné teploty na Zemi
mUzZe ovlivnit vztah rostlin a rostlinnych skdc( v disledku pfimého pUlsobeni teploty
na vyvoj hmyzu a nepfimych dlsledcich zvyseni teploty, a tim obohaceni fytochemikalii
o CO;, které maji velky vliv na vyvoj herbivorniho hmyzu (Williams et al., 2003). Ocekdava
se, Ze pramérna teplota na Zemi v tomto stoleti vzroste o 1,5-4,5 °C a tim se zdvojnasobi
i mnozstvi CO, (Houghton et al., 1996). V fadé jiz provedenych studii bylo dokazano,
Ze zmény v obsahu COza O3 v ovzdusi méni strukturu a chemické slozeni list(, a tim muze
ovlivnit vyskyt hmyzich skddci na rostliné (Lindroth, 1996, 2010; Zvereva, Kozlov, 2006;
Valkama et al., 2007). Pokud dojde ke snizeni kvality listd rostlin, a tim potravy
herbivord, hmyz je nucen si potravu kompenzovat (Lincoln et al., 1986; Fajer 1989;
Williams et al., 1994; Docherty et al., 1996; Hughes,1997) a dochazi k vyssi mortalité
hmyzu (Osbrink et al., 1987; Fajer, 1989). Hmyz krmici se na rostlindch muze ovlivnit
primarni produkci rostlin a hraje vyznamnou roli v sekvestraci uhliku, tzn. dlouhodobé
zachytavani oxidu uhli¢itého z atmosféry a jeho ukladani v rostlinach, aby se zpomalilo
nebo dokonce odvratilo globalni oteplovani (Williams et al., 2003). Kalamity Skddcu
mohou sniZzovat moznost strom{ preménovat antropogenni dusik na dlouhodoby dusik,
a tim obranu stromu proti ztraté listl nebo zamezeni jejich rlistu (Mattson, Addy, 1975;
Cook et al., 2008).

Kalamity bekyné velkohlavé také ovliviiuje cyklus Zivin (Lovett et al., 2002)
a zachovani zivin v ekosystémech (Townsend et al., 2004), jelikoZ kvuli Ziru (v extrémnich
pfipadech az 100 % listl) nedochazi k dopadu listd na zem a jejich rozkladu
(Couture et al., 2012).

Nutriéni kvalita rostlin je dana zejména pomérem C:N latek v pletivech rostliny.
Pokud dojde ke zméné plynného sloZeni v ovzdusi (naristu CO3), zméni se nutricni
hodnota jehlic/list(. Rostliny, které rostou v podminkach zvySeného CO; zméni pomér
C:N tak, Ze se zvysi koncentrace uhliku a koncentrace dusiku se snizi. Aby herbivorni
hmyz do sebe dostal potfebné mnozstvi dusikatych latek, musi zvysit spotiebu potravy,
aby do sebe dokazal nutnou davku téchto latek dostat. Dale pfi zvySeni CO; v ovzdusi
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dojde ke zvyseni obsahu sacharidd v rostliné a snizi se obsah dusiku, snizi se mnozstvi
proteiny a rostlina se tak stavda méné vyzivnou (Lincoln et al., 1984).

Nékolika experimenty bylo dokazano, Ze pfirlist housenek bekyné velkohlavé se sniZil,
kdyz se zvysilo mnozstvi CO, v atmosfére (Hattenschwiler, Schafellner, 2004). Také bylo
dokdazano, Ze se zvySenim oxidu uhli¢itého v ovzdusi se sniZuje koncentrace listového
dusiku (Cotrufo et al., 1998). Tyto zmény v koncentraci ovliviuji i pomér C:N, mnozstvi
karbohydratd a alelochemikalii na bazi uhliku v rostlinach. Cim je mnoZstvi dusiku
v rostliné vyssi, tim je pro herbivorni hmyz potrava chutné;jsi, hmyz konzumuje rychleji
a rychleji se vyviji (Hattenschwiler, Schafellner, 1999). Se zménami podminek
se méni i produkce primarnich a sekundarnich metabolitl rostlin (Zavala et al., 2017).
Pti zvySeni koncentrace oxidu uhli¢itého se zvySuje mnozstvi tanin( a gossypolu a sniZuje
tvorbu proteinl (Chen et al., 2005b). U semen fepky se za téchto podminek zvysil obsah
fenolickych latek (Reddy et al., 2004). Je tedy zifejmé, Ze rostliny rostouci v podminkach
zvySeného CO; jsou chudSim zdrojem Zivin pro herbivorni hmyz. Housenky Zivici
se témito listy na tyto zmény reaguji delSim vyvojem (Lindroth et al., 1997b) a snizenou
plodnosti samic (Traw et al., 1996). Prfimé ucinky ovliviujici UspéSnost hmyzu
které ovliviiuji klima Zemé (Bale et al., 2002). Schéma pfimych a nepfimych ucinku
ovliviiujici hmyz a jiné Zivocichy zobrazuje obrazek 2.
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Obrazek 2: Globalni klimatickd zména - souvisejici biotické a abiotické stresové
faktory a jejich vliv na produkci sekundarnich metaboliti (PSC — plant secondary
compounds) v lesnich dfevinach (Holopainen, 2018)

Odezva na stres probihajici skrze sekundarni metabolity v listech rostliny
je znazornéna Sipkami na levé strané obrazku. Sekundarni metabolity nachazejici
se v listech rostliny poskytuji obranu proti herbivorim a patogenlim. Sekunddarni
metabolity v listovém opadu ovliviiuji nejvice dostupnost Zivin stromU a rhizosférni
organismy. V mrtvém dreveé jsou duleZitou soucasti ukladani oxidu uhli¢itého a ulozené
sekundarni metabolity by mohly zpomalit rozklad mrtvého dfeva rozkladajicimi
organismy (dekompozitofi) a uvolnit CO, do ovzdusi. Volatilni sekundarni metabolity
(VOC - volatile organic compounds) ovliviuji pfirodni vztahy mezi organismy
kdyZ stromy rostou, zatimco reaktivni volatilni latky ovliviiuji atmosféru a mohou ovlivnit
atmosfericko-biologicky vztah okolniho prostiedi (Holopainen, 2018).
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4 Metodika

4.1 Metodika experimentu

Pro provedeni experimentu bylo nutné vypéstovat sazenice v pfesné definovanych
podminkach, které zahrnovaly vlhkostni reZzim a teplotu ovzdusi se stanovenym
mnozstvim CO,. Sazenice se péstovaly ve fytokomorach Step- In Fytoscope FS-SI 3400
na Fakulté lesnické a drevarské v Praze (Pfiloha 1). Pro experiment se vyuzily ctyfi
fytokomory, tedy Ctyfi rlzné rlstové podminky pro sazenice.

Do kazdé fytokomory bylo umisténo devét Ctyrletych sazenic smrku ztepilého a devét
dvouletych sazenic dubu. Sazenice byly péstovdny samostatné v pétilitrovych
kvétinacich a udrzovany ve trech rliznych vihkostnich rezimech: trvala zélivka dle libosti,
trvalé mirné sucho a stfidavy rezim vysokého zamokreni a sucha. Kazda z téchto skupin
byla aplikovdna na tfi sazenice z kazdé fytokomory. Pro rozliSeni sazenic podle druhu
zalivky se pouzily barevné gumicky, které se na sazenice pfrivazaly. Sazenice byly
do fytokomor umistény dne 11. cervence roku 2019. Od 10. listopadu do 6. prosince
se teplota a fotoperioda postupné snizovaly. 7. prosince se sazenice premistily ven
(kvali vegetacnimu klidu) a byly zde ponechany az do 17. Unora roku 2020. Poté byly
opét umistény do fytokomor a fotoperioda s teplotou se postupné zvySovaly. Dynamika
hodnot pouZitych parametrid fytokomor v ¢ase je znazornéna na obrazku 3—6.

Pro experiment byly pouZity dvé koncentrace CO; aplikované vidy ve dvou
fotokomorach. Jedna skupina méla 410 ppm CO;, druhd skupina dvojnasobek,
tj. 820 ppm. V kazdé skupiné se stejnym mnoizstvim CO; se fytokomory rozdélily
na ,nizkou“ (20 °Cve dne, 15 °Cv noci) a ,,vysokou” (25 °Cve dne a 20 °C v noci) teplotu
ovzdusi. RH bylo u vSech fytokomor na stejné hodnoté, a to 70 % (Priloha 2).

Chamber 1 (low temp., 410 ppm CO,, 70% RH)
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Obrazek 3: Vyvoj teplot a fotofaze ve fytokomore €. 1
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Chamber 2 (high temp., 410 ppm CO,, 70% RH)
30

20

temperature [°C]
=
o

0
o o o o o o o o o
& & & & & & & & S
A0 v v v v v v v
S N S N Ny g N Jv NG
Ny N> N> g N g N N> N

e—temperature_day — e=temperature_night e photophase

Obrazek 4: Vyvoj teplot a fotofaze ve fytokomore €. 2

Chamber 3 (low temp., 820 ppm CO,, 70% RH)
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Obrazek 5: Vyvoj teplot a fotofaze ve fytokomore €. 3

Chamber 4 (high temp., 820 ppm CO,, 70% RH)
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Obrazek 6: Vyvoj teplot a fotofaze ve fytokomore €. 4
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V dubnu roku 2020 byla odebrana polovina dostupnych jehlic ze sazenic smrki
z fytokomory €. 2 a fytokomory €. 4 (t]. rostoucich pfi vysoké teploté obou koncentracich
CO2). Odbér druhé casti vzork( probéhl v kvétnu 2020 se vSemi ostatnimi sazenicemi.
Odbér probéhl ve dvou mésicich (jeden sbér duben, druhy v kvétnu), protoze nutricni
hodnota jehlic vdubnu a kvétnu mazZe byt odliSnd. Dubnovy odbér viak byl proveden
pouze na smrcich vzhledem k celkové malému mnozstvi listd na dubech a potrebé
pomérné velkého mnoiZstvi biomasy pro realizaci experimentu s Zirem housenek
b. velkohlavé. Odebrané listy a jehlice byly ihned zvazeny, vloZzeny do papirovych sacku
a zamrazeny v kapalném dusiku. Jehlice se poté namlely v mlyné najemny prasek,
ze kterého se dale pripravovaly potravinové smési. Cést vzorkd se ponechala
pro chemickou analyzu.

Pfed provedenim skutecného experimentu byl v Gnoru a bfeznu 2021 proveden
zkuSebni experiment, aby byly eliminovany metodické chyby. Testovalo se rdzné
mnoZstvi potravy, vice druh( agarl a nékolik rdznych postupl. Ztrata velice
limitovaného mnoZstvi potravinové smési byla eliminovana i takovymi detaily,
jako je michani smési sklenénou tycinkou, protoze na metlicce by ulpivala ¢ast nékterych
prisad (listova slozka). Sledovala se délka instarl, mnoZstvi zkonzumované potravy,
mnozstvi vyprodukovaného trusu a celkova vitalita housenek.

Pro provedeni experimentu byla pouZita laboratorni kultura bekyné velkohlavé
(USDA). Pred umisténim vajicek a potravy do klimabox( se klimaboxy vycistily,
aby nedochazelo k pripadné kontaminaci vzork( z necistot lednice. Do pripraveného
klimaboxu se umistila nddoba s vodou pro udrzovani vyssi vihkosti, nastavila se teplota
ovzdusi na 20 °C a fotoperioda s reZimem 16 hodin den, osm hodin noc.

Zahdjeni experimentu probéhlo dne 6.9. 2021, kdy byla pfipravena potrava
podle originalniho receptu v poloviénim mnoZstvi. Na dno plastové krabicky (250ml)
se rozlila tenkd vrstva navafené potravinové smési, na které se lihnouci housenky
pozdéji zivily. Vaje¢né hubky se rozdélily do vice krabiéek, aby se housenky netisnily.
U takto pripravenych krabicek (Obrazek 7) se propichalo jehlou viko,
pod které se umistil neparfémovany ubrousek a umistily se do klimaboxu.
Pred vylihnutim se krabicky pravidelné kontrolovaly a vysousely se znich kapky
zkondenzované vody, aby se zabrénilo plesnivéni vajicek a utopeni vylihlych housenek.
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Obrazek 7: PSenic¢ny agar s hubkou vajicek. Foto: Barbora Dvorakova

Obrazek 8: Petriho miska s housenkami a kouskem psSeni¢ného agaru. Foto: Barbora
Dvorakova

Housenky se v krabic¢kach ponechaly az do druhého instaru. Po prvnim svlékani byly
housenky rozdéleny po 15 kusech na jednu Petriho misku o pridméru Sest cm a naddle
jim byla predkladana potrava po kouskach (Obrazek 8).
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Po umisténi bekyni do Petriho misek se ptipravily potravinové agary s listovou
slozkou. Béhem jednoho dne byla pfipravena potrava pro vSechny typy vzorku
(celkem 10). Kvuli omezenému mnozstvi jehlic smrku a listd dubu bylo nutné smichat
vzorky sazenic pfislusného druhu dreviny zjednotlivych fytokomor dohromady,
tedy neuvazovat o jednotlivych zdlivkovych rezimech, ale pouze o teploté ovzdusi
a koncentraci CO,.

Po smichdani vzniklo deset rlznych typu listovych vzork( a z téch se pozdéji pripravila
potrava. V tabulce 1 je uvedena pouzita vaha jehlic/listl pro jednotlivé vzorky k vareni.
Recept pro navareni potravy je navrzen pro 165 g listové slozky, tedy vSechny navazky
se upravily pro kazdy vzorek zvlast podle dostupného mnozstvi vzorku.

Tabulka 1: Seznam druht potravy podle podminek rastu

ID vzorku druh meésic sbéru CO, teplota vaha (g)
NVD smrk | P. abies duben normalni vysoka 35
ZVD smrk | P. abies duben zvysené vysoka 40
NNK smrk | P. abies kvéten normalni nizka 40
NVK smrk | P. abies kvéten normalni vysoka 40
ZNK smrk | P. abies kvéten zvysené nizka 40
ZVKsmrk | P. abies kvéten zvysené vysoka 40
NNK dub | Q. robur kvéten normalni nizka 20,81
NVK dub | Q. robur kvéten normalni vysoka 23,46
ZNK dub Q. robur kvéten zvysené nizka 20,88
ZVKdub | Q. robur kvéten zvysené vysoka 34,15

Recept pro vareni potravy z listd/jehlic:

Pro ziskani 1 kg potravy je potreba:
165 g listové slozky v prasku

22 g agaru

810 ml destilované vody

2 g kyseliny sorbové

1 g methyl parabenzenu

Jednotlivé slozky potravy zobrazuje tabulka 2. Podrobny postup pfipravy byl
nasledujici. Nejprve se navazil agar a ten vmichal do odmérené nezahraté destilované
vody. Poté sevoda srozmichanym agarem vloZila do mikrovinné trouby a vafila
az do Uplného rozpusténi agaru. Kdyz byl agar duakladné rozpustén, vmichalo
se navazené mnoistvi listové slozky v prasku. Tato smeés se ponechala zchladnout
v pokojové teploté na 50-60 °C (Obrazek 10). Kdyz smés dosahla pozadované teploty,
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vmichaly se ostatni slozky potravy — kyselina sorbovda a methyl parabenzen.
Pro zjednoduSeni a zaroven wvyssi pfesnost mnoiZstvi potravy (stejny tvar/véha),
ktera se pozdéji poddvala housenkdm, byl agar rozlit do injekcnich sttikacek, ze kterych
stacilo po odfiznuti vrsku potravinovou smés vytlacit podle stupnice stfikacky a smés
odriznout (Obrazek 9 a 11).

Obrazek 9: Stfikacky naplnéné psenicnymagarem. Foto: Barbora Dvorakova

Obrazek 10: Priprava smrkového agaru. Foto: David Musiolek

T '\\‘I

”»~

Obrazek 11: Strikacky naplnéné smrkovym agarem. Foto: Barbora Dvorakova
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Tabulka 2: Seznam jednotlivych sloZek potravy a jejich mnozstvi

Potrava z psenicnych klickt

PSenicné klicky 60 g
Agar, jemné mlety 75¢
Voda, destilovana 407 ml
Kasein 125¢g
Vitamin C 25¢
Wessonova solna smés 4g
Kyselina sorbova lg
Metylparaben 05¢g
Chlortetracyklin, HCI 0,05¢g
Vitaminova smés 5g
Citrat Zelezity 0,05g

Recept pro vareni potravy byl nasledujici:

PSenicné klicky se namlely na jemny prasek, pro experiment byl pouzit elektricky
mlynek na kavu. Do odméreného mnozstvi destilované vody se rozmichal agar a pfived|
se k varu. Jakmile byl agar ve vodé dobte rozpustén, vmichaly se namleté klicky spolecné
s kaseinem. Poté se smés odloZila a nechala se vychladnout na teplotu 50-60 °C,
aby po pfidani dalSich slozek potravy nedoslo k jejich poskozeni vysokou teplotou.
Po dosahnuti pozadované teploty se do smési pfidala vitaminova smés a dalsi potfebné
ingredience. Po dlikladném rozmichani bylo potfeba smés rozlit do Petriho misek
(Obrazek 12) a po zchladnuti se smés uschovala a skladovala v lednici pfi teploté 4 °C,
vikem dolu, po dobu az 3 tydny. Petriho misky s potravou se zafixovaly parafilmem,
aby se zamezilo vysychani a kontaminaci potravy z necistot v lednici.
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Obrazek 12: Priprava pSenicného agaru. Foto: Barbora Dvorakova

Dne 27.9. byla vétSina housenek svléknutych do L3, proto byly pfemistény do novych
Petriho misek. Housenkdm se jiz podala experimentdlni potrava zlistl a jehlici.
Pro kazdy druh potravy bylo pouZito celkem 40 ks housenek (osm misek po péti
housenkach).

Housenky se sledovaly pravidelné vkratkych c¢asovych intervalech.
Jakmile se housenka dostala do premolt stadia, pro které je charakteristickd vystoupla
hlava a nepfijimani potravy, byla premisténa do Petriho misky a ponechana bez potravy
az do svlékani do L4. Bylo tak zajiSténo, Ze housenka bude Zrat presnou vahu potravy
pouze v pozadovaném c¢tvrtém instaru.

Housenky se kontrolovaly kazdé cca dvé az tfi hodiny, aby byly co nejdtive po svlékani
umisténé jednotlivé na experimentdlni potravu. U kazdé housenky byla zaznamenana
jeji hmotnost a byla ji poskytnuta potrava z pfislusné agarové smési o vaze cca 1,5 g.
Také byl zaznamenan presny ¢as nasazeni housenky na agar. Poté byly umistény
do klimaboxu (Obrazek 13 a 14). Po tfech dnech Ziru se housence pfidal novy kousek
potravy, aby experiment nebyl ovlivnén vyschnutim agarové smési
predloZzené housenkam. Housenky se na potravé ponechaly po dobu presné péti dnd,
aby nedochazelo ke svlékani do patého instaru a housenky tak mohly byt opét zvdzeny
a zaznamendna jejich hmotnost na konci ¢étvrtého instaru. Po zvazeni housenek
se umistily jednotlivé do 2-ml zkumavek a byly zamrazeny pro dalSi  zpracovani.
Kromé housenky se také sebral veskery jeji trus a zbyld potrava, které se také ulozily
do mrazaku, aby mohly byt pozdéji spolecné se vzorky celého experimentu vysuseny
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azvazeny. U kaidého druhu potravinového agaru se pouZilo od25 do 28
experimentalnich housenek.

Pro vyssi presnost experimentu se zméfila i mira vysychani potravinovych smési
v pribéhu péti dnd. Po shromdzidéni vétsSiho mnozstvi vzork( (trusinek, housenek,
nedoZrané potravy) se postupné vysusovaly v susarné pfti teploté 60 °C po dobu jednoho
tydne. Po tydnu suseni se opét vSechny vzorky ihned zvazily a hodnoty se zaznamenaly.
U potravy se zaznamenala Ziva vaha a po ukonéeni Ziru housenek a nasledném vysuseni
sucha vaha zbylé potravy. Trus se vazil pouze vysuseny. U housenek se zjistovala Ziva
(fresh weight) i sucha vaha (dry weight) na konci i za¢atku sledovaného obdobi.

Obrazek 13: Klimabox s experimentalnimi housenkami. Foto: David Musiolek

Obrazek 14: Experimentalni housenky s potravou. Foto: David Musiolek
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Pocatecni suché hmotnosti housenek byly vypocteny na zdkladé pomérli FW:DW
(fresh weight/dry weight) housenek, které se ihned po svleceni do ¢tvrtého instaru
zamrazily. Obsah vody v housenkach se vypocital pomérem z Zivé hmotnosti housenek
na zaatku a hmotnosti vysuSenych housenek na konci sledovaného obdobi
[(FW—-DW)*100]/FW. Tyto hodnoty se zaznamenaly u kazdé experimentalni housenky.
Z téchto ziskanych hodnot se vypocitala primérnd hodnota pro kazdy druh potravy
a hodnota byla nasledné pouzita pro vypocet (odhad) suché hmotnosti housenek
na zacCatku sledovaného obdobi. Vypocet takto suché hmotnosti housenek se vypocital
jako pomér hmotnosti housenek na zacdtku sledovaného obdobi a vypocitaného
pramérného obsahu vody (WC) v housenkach FW-[(FW*WC)/100]. Hmotnost susiny
predkladané potravy se vypocitala stejnym zplsobem jako suchd pocatecni hmotnost
housenek.

Pro vyhodnoceni experimentu byly vypocteny nasledujici nutriéni indexy:
1) Relativni tempo ristu (Relative grow rate)

RGR = (logW2-logW1)/t

W2..suchd hmotnost housenky na konci
W1..sucha hmotnost housenky na zac¢atku
t..délka sledovaného obdobi (dny)

2) Priblizna stravitelnost (%) (Approximate digestibility)

AD = [(Q-F)/Q]*100

Q..sucha hmotnost seZzrané potravy
F..sucha hmotnost vyprodukovaného trusu
3) U&innost premény pfijaté potravy (%) (Efficiency of conversion of ingested food)

ECI = [(W2-W1)/Q]*100

4) Ucinnost premény stravené potravy (%) (Efficiency of conversion of digested food)

ECD = [(W2-W1)/(Q-F)]*100

Tyto indexy jsou bézné pouzivanymi nutri¢nimi indexy (Castagneyrol et al., 2018).

30



4.1 Chemicka analyza asimila¢nich organt

Kromé sledovani prospivani samotnych housenek se provedla i chemickd analyza
asimila¢nich organ( sazenic, které byly v experimentu vyuZity pro pfipravu jednotlivych
druh( potravy. Znalost chemickych latek obsaZenych v listech/jehlicich je dulezita
pro porovnani vysledkd prospivani housenek s mnoistvim sekundarnich metabolitd
vrostliné. Primérny obsah alelochemickych latek zobrazuje tabulka 13.
Kromé koncentrace obrannych latek se provedla i analyza obsahu sacharid(
(Tabulka 14). Pro zjiSténi vlivu obrannych latek na prospivani housenek byl primérny
obsah téchto latek porovnan s jednotlivymi nutriénimi indexy a jejich zavislost
vyobrazuje tabulka 15. Pfesny postup chemické analyzy |ze najit v ptiloze 3.

4.2 Statistické zpracovani

Pro zvoleni vhodnych statistickych testd bylo nutné ovéfit, zda data maji normalni
rozdéleni. Po ovéreni normality (Kolmogorovo-Smirnovym, Lillieforsovym a Shapiro-
Wilkovym testem) (Tabulka 3 a 4) byla pro srovnani stfednich hodnot (vaha Zivych
housenek, vdha vysusenych housenek, vdha vysuseného trusu, indexy relativniho tempa
rastu, priblizné stravitelnosti, Uc¢innosti premény pfijeté potravy a ucinnost premény
strdvené potravy) pouzita jednofaktorovd ANOVA. Po zamitnuti nulové hypotézy,
tzn., Ze stfedni hodnoty nebyly statisticky signifikantné odlisné, byl pro odhaleni rozdilt
mezi jednolitymi treatmenty pouzit test mnohonasobného porovnani, Schéffeho test.
Vysledky pouZiti tohoto testu zobrazuji tabulky 5-12, kde jsou hvézdi¢kami oznaéeny
homogenni skupiny vyse vyjmenovanych zavislych proménnych, jejichz stfedni hodnoty
se nelisily.

Ke statistickému vyhodnoceni viech vysledk(l experimentu byl pouZit program
STATISTICA 12.0.
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5 Vysledky

Ovéreni normality pomoci Kolmogorovo-Smirnovych testem, Lillieforsvym testem
a Shapiro-Wilklvym testem je uvedeno v tabulce 3 a 4.

Tabulka 3: Ovéreni normality vahy trusu housenek krmenych na daném druhu potravy

Potrava K-S p Lilliefors p | Shapiro-Wilk p
NNK dub | 0,11577 0,2 0,2 0,97814 0,8181
NVK dub 0,8054 0,2 0,2 0,96388 0,49706
ZNK dub 0,1903 0,2 0,05 0,86648 0,00368
ZVK dub 0,11429 0,2 0,2 0,96769 0,5201
NVD smrk | 0,11769 0,2 0,2 0,95134 0,38793
ZVD smrk | 0,14168 0,2 0,2 0,96032 0,63748
NNK smrk | 0,1197 0,2 0,2 0,94046 0,13777
NVK smrk | 0,12745 0,2 0,2 0,96263 0,57068
ZNK smrk | 0,10626 0,2 0,2 0,9594 0,56055
ZVK smrk 0,1035 0,2 0,2 0,97309 0,66541

Tabulka 4: Ovéfeni normality pfirtstu ¢erstvych housenek krmenych na daném druhu

potravy

Potrava K-S p Lilliefors p Shapiro-Wilk p
NNK dub |0,14875 0,2 0,1 0,94453 0,15758
NVK dub |0,92889 0,2 0,2 0,96125 0,43989
ZNK dub | 0,1687 0,2 0,1 0,93152 0,13198
ZVK dub |0,13718 0,2 0,15 0,9389 0,10364
NVD smrk | 0,14036 0,2 0,2 0,95918 0,52764
ZVD smrk | 0,957 0,2 0,2 0,98051 0,96158
NNK smrk |0,13589 0,2 0,2 0,92849 0,7132
NVK smrk |0,12523 0,2 0,2 0,94475 0,27013
ZNK smrk |0,16187 0,2 0,2 0,92611 0,1468
ZVK smrk |0,13773 0,2 0,15 0,95298 0,23519

pozn. zamitnuté hodnoty cervenou barvou
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Obrazek 15: Pfirtst Cerstvé hmotnosti housenek Zivicich se na potravé ze sazenic
smrku péstovanych za rliznych podminek (Ctverecek...median; krabice...25% a 75%
kvantil; usecky...minimum a maximum; NVD...nizka koncentrace CO; a vysoka teplota,
sbér vdubnu; ZVD...zvySena koncentrace CO; a vysokd teplota, sbér v dubnu;
NNK...nizka koncentrace CO; a nizka teplota, sbér v kvétnu; NVK...nizka koncentrace
CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu; ZNK... zvySend koncentrace CO; a nizka teplota,
sbér v kvétnu; ZVK...zvySena koncentrace COz2a vysoka teplota, sbér v kvétnu)

Housenky krmené na potravé z jehlic sebranych v kvétnu vazily vice nez housenky
krmené na potravé z jehlic sebranych v dubnu. Nejvétsi prirlist mély housenky krmené
na potravé za zvySeného mnoizstvi CO; (820 ppm) a vysoké teploty. Druhé nejvétsi
prirdsty mély housenky krmené na potravé za normalniho mnozstvi CO; (410 ppm)
a nizké teploty. Pfirlisty na ostatnich potravach jsou podobné (Obrazek 15). Normalita
byla splnéna (Tabulka 4).
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Tabulka 5: Porovnani hodnot Scheffého testem

Potrava Median Homogenni skupiny
MWK 0.104089 o
MWD 0.111540 o
ZND 0113206 o
ZMK 0118228 o
MM 0124462 o
VK 0,144496 o

Soufasny efekt F(3, 121)=2,9594 p= 01480

Podle tabulky 5 nejsou mezi jednotlivymi druhy potravy ze smrku rozdily v ptirtstu
Zivé hmotnosti housenek.
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Obrazek 16: Vyprodukovany trus housenek Zivicich se na potravé ze sazenic smrku
péstovanych za ruznych podminek (¢tverecek...median; krabice...25% a 75% kvantil;
usecky...minimum a maximum; NVD...nizka koncentrace CO, a vysoka teplota, sbér
v dubnu; ZVD...zvySena koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v dubnu; NNK...nizka
koncentrace CO; a nizka teplota, sbér v kvétnu; NVK...nizka koncentrace CO; a vysoka
teplota, sbér v kvétnu; ZNK...zvySend koncentrace CO: a nizka teplota, sbér v kvétnu;
ZVK...zvySena koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu)

Housenky krmené na potravé z jehlic sazenic péstovanych za zvySeného mnozstvi CO;
(820 ppm) produkovaly nejvice trusu. Druhd nejvyssi produkce trusu byla housenek
krmenych na potravé zjehlic sazenic péstovanych za podminek normalni (nizké)
koncentrace CO2(410 ppm) a nizké teploty (Obrazek 16). Mnozstvi produkovaného trusu
odpovida ptirtstu housenek na predchozim grafu (Obrazek 15). Normalita byla spInéna
(Tabulka 3).
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Tabulka 6: Porovnani hodnot Scheffého testem

Potrava Median Homogenni skupiny
D 0,092653 .
NVE 0,098028 .
ZMNEK 0,098283 o
NVD 0102760 g
NNK 0,12456% g
IVE 0,13338% g

Soutasay efekt F(3, 121)=4,0628, p=,00192

Podle tabulky 6 neni rozdil mezi vdhami trusu housenek krmenych rtdznymi druhy
potravy ptipravené ze smrku.
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Obrazek 17: Prirtist Zivé hmotnosti housenek Zivicich se na potravé ze sazenic dubu
péstovanych za ruznych podminek (¢tverecek...median; krabice...25% a 75% kvantil;
usecky...minimum a maximum; NNK...nizka koncentrace CO: a nizka teplota, sbér
v kvétnu; NVK...nizka koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu; ZNK...zvySena
koncentrace CO, a nizka teplota, sbér v kvétnu; ZVK...zvySena koncentrace CO:
a vysoka teplota, sbér v kvétnu)
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Housenky krmené na potraveé z listl dubu mély vyssi pfirGst nez housenky krmené
smrkovou potravou (obrazek 15). Nejvyssi prirast mély housenky krmené na potravé
z listh sazenic péstovanych za podminek zvySeného mnozstvi CO; (820 ppm) a nizké
teploty. Na potravé z listl sazenic péstovanych za normadlni (nizké) koncentrace CO;
(410 ppm) a nizké teploty a zvySené koncentrace CO2 (820 ppm) a vysoké teploty mély
péstovanych za podminek normalniho mnozstvi CO; (410 ppm) a vysoké teploty
(Obrazek 17). Normalita byla splnéna (Tabulka 4).

Tabulka 7: Porovnani hodnot Scheffého testem

Potrava Median Homogenni skupiny
MVE 0447344 R
NNK 0,485989 A
VK 0,495467 s
ZNK 0503174 s

Soufasny efekt: F(3, 38)=1,5248, p=,21292

Podle tabulky 7 nejsou mezi jednotlivymi druhy potravy z dubu rozdily na pfirQstu
Zivé hmotnosti housenek.
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Obrazek 18: Vyprodukovany trus housenek Zivicich se na potravé ze sazenic dubu
péstovanych za ruznych podminek (¢tverecek...median; krabice...25% a 75% kvantil;
usecky...minimum a maximum; NNK...nizka koncentrace CO; a nizka teplota, sbér
v kvétnu; NVK...nizka koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu; ZNK...zvySena
koncentrace CO; a nizka teplota, sbér v kvétnu; ZVK...zvySena koncentrace CO;
a vysoka teplota, sbér v kvétnu)

Housenky krmené na potravé z listd dubl produkovaly podobné mnozstvi trusu
na vsech druzich potravy. Nejmensi mnozZstvi trusu mély housenky krmené potravou
z listQl sazenic péstovanych za podminek normalni (nizké) koncentrace CO; (410 ppm)
a vysoké teploty (Obrazek 18). Normalita byla splnéna (Tabulka 3).
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Tabulka 8: Porovnani hodnot Scheffého testem

Potrava Medidn Homogenni skupiny
ZMK 0,214326 R
MWK 0,214824 e
VK 0,22361% e
NMEK 0,22441% e

Soudasny efekt: F(3, 98)=,40007, p=,7532%

Podle tabulky 8 neni rozdil mezi vahami trusu housenek krmenych rlznymi druhy

potravy pfipravené z dubu.

80

70 t

i

50 ¢

AD

40 }
® 4 OF

I

10 ¢

s

NVD smrk
ZNVD smrk t
NNK smrk t
NVK smrk |
ZNK smrk
ZVK smrk

NNK dub
NVK dub
ZNK dub
ZVK dub

Pseni¢ny agar suchy
Pseni¢ny agar vihky

Ristové podminky sazenic + mésic sbéru listl

Obrazek 19: AD index — pfibliznd stravitelnost (Ctverecek...median; krabice...25%
a 75% kvantil; usecky...minimum a maximum; NVD...nizka koncentrace CO; a vysoka
teplota, sbér v dubnu; ZVD...zvySena koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v dubnu;
NNK...nizka koncentrace CO; a nizka teplota, sbér v kvétnu; NVK...nizka koncentrace
CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu; ZNK...zvySena koncentrace CO; a nizka teplota,
sbér v kvétnu; ZVK...zvySena koncentrace CO; a vysoka teplota, shér v kvétnu)
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Tabulka 9: Porovnani hodnot Scheffého testem

Potrava Median Homogenni skupiny

ZVE smirk 16,93081 wm—

MNVE smirk 18,30926 -

NWD smrk 18,8759% wm— =

MNME smrk 19,66802 e =

VD smrk 20,21120 - i

ZMEK smrk 21,65347 =

MWK dub 33,71683 R

VK dub 33,89484 i

MME dub 34,43096 =

ZNE dub 35,99208 i
Penicny agar vihky 61,02108 seee
PEenitny agar suchy 62,10730 it

Souiasny efekt: F[11, 292}=1453,5, p=0,0000

Potrava pfipravena z dubu byla pro housenky b. velkohlavé stravitelnéjsi nez potrava
pfipravena ze smrku. Nejlépe stravitelnou byla potrava z pSeni¢ného agaru. Pro dlikaz,
Ze rlzny obsah vody v potravé neovliviiuje stravitelnost potravy, byly porovnany dva
vzorky potravy pfipravené z psSenice (vzorek s malym obsahem vody a vzorek s vysokym
obsahem vody) (Obrazek 19). Neni rozdil mezi stravitelnosti potravy u rGznych druht
potravy z dubu. U smrku byla nejstravitelnéjsi potrava ZNK, kterd se jako jedina liSila

od ostatnich druh( potravy smrku (Tabulka 9).
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Obrazek 20: RGR index - relativni tempo rustu  (Ctverecek...median; krabice...25%
a 75% kvantil; usecky...minimum a maximum; ; NVD...nizka koncentrace CO; a vysoka
teplota, sbér v dubnu; ZVD...zvysena koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v dubnu;
NNK...nizka koncentrace CO: a nizka teplota, sbér v kvétnu; NVK...nizka koncentrace
CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu; ZNK...zvySena koncentrace CO; a nizka teplota,
sbér v kvétnu; ZVK...zvySena koncentrace CO; a vysoka teplota, shér v kvétnu)

Housenky krmené potravou z dubu rostly nejrychleji ze vSech druht predkladané
potravy. Nejnizsi pfirst mély housenky krmené potravou ze smrku (Obrazek 20).
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Tabulka 10: Porovnani hodnot Scheffého testem

Potrava Median Homogenni skupiny
ZVE smirk 0,128479 -
NVD smirk 0,131536 -
MNME smirk 0,136034 -
ZNK smirk 0,136214 -
ZVD smrk 0,142244 -
MWK smirk 0,142712 o
Pienicny agar vihky 0,282450 e
Pienitny agar suchy 0,309480 R ———
MME dub 0,217376 e R
NVE dub 0,324290 A eere
ZVK dub 0,332738 ceer
ZNK dub 0,334756 ceee

Soutasny efekt: F[11, 296}=273,64, p=0,0000

Relativni tempo rlstu bylo nejnizS§i na potravach ze smrku. Nebyl rozdil
mezi prospivanim housenek mezi jednotlivymi druhy smrkové potravy. Nejvyssi hodnoty
ve srovnani s ostatnimi variantami byly u housenek krmenych na potravach ZVK a ZNK.
Tyto dvé varianty byly nejvice odliSné od ostatnich variant potravy, ale nebyly odlisné
od ostatnich skupin v ramci dubu (Tabulka 10).
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ECD

Obrazek 21: ECD index - ucinnost pfemény stravené potravy (ctverecek...medidn;
krabice...25% a 75% kvantil; tusecky...minimum a maximum; ; NVD...nizka koncentrace
CO; a vysoka teplota, sbér v dubnu; ZVD...zvySena koncentrace CO; a vysoka teplota, shér
v dubnu; NNK...nizka koncentrace CO, a nizka teplota, sbér v kvétnu; NVK...nizka
koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu; ZNK...zvySena koncentrace CO; a nizka
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NVK dub

ZNK dub

ZVK dub t

teplota, sbér v kvétnu; ZVK...zvySena koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu)
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Uc¢innost pfemény stravené potravy byla u véech druhd potravy stejna (Obrazek 21).




Tabulka 11: Porovnani hodnot Scheffého testem

Potrava Median Homogenni skupiny
NNE smrk 56,03208 ceer
MVK smrk 58 50854 v rees
NWD smirk £2,14697 Hhkd - -
VK smrk £2,52485 ——— ——— -——
Pzenitny agar suchy B4, 57668 - p—
NNK dub £4,93657 —ees Py
Pieniény agar vihky £5,21303 F— P
ZME smrk 6616781 . R
NVE dub 66,77296 —ees Py
ZNK dub 57,33119 e
ZVE dub 67 61088 -
ZVD smrk £7,82474 —ees Py

Soufasny efekt: F[11, 250=3,2238, p=,00000

U¢innost pfemény stravené potravy u rQiznych druh(l potrav se vyznamné nelisila
(Tabulka 11).
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Obrazek 22: ECI index - ucinnost pfemény prijaté potravy (Ctverecek...median;
krabice...25% a 75% kvantil; usecky...minimum a maximum; ; NVD...nizka koncentrace
CO; a vysoka teplota, sbér v dubnu; ZVD...zvy$ena koncentrace CO; a vysoka teplota,
sbér v dubnu; NNK...nizka koncentrace CO; a nizka teplota, sbér v kvétnu; NVK...nizka
koncentrace CO, a vysoka teplota, sbér v kvétnu; ZNK...zvySena koncentrace CO:
a nizka teplota, sbér v kvétnu; ZVK...zvySena koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér

v kvétnu).

U&innost pfemény pfijaté potravy byla nejvy$si u housenek krmenych na potravé

evvs

(Obrazek 22).
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Tabulka 12: Porovnani hodnot Scheffého testem

Potrava Median Homogenni skupiny

ZVK smrk 10,51307 vees

NNK smrk 10,73857 seee

NVE smrk 11,42254 sees | wees

MWD smirk 11,75508 - b

VD smrk 13,38504 e

ZMEK smrk 13,72852 -

MNEK dul 2236377 e

MVE dub 22 62640 s

ZVE dub 22 68912 e

ZNK dub 24 06810 s
PEenitny agar suchy 40,02854 —ees
Penicmy agar vihky 40,39950 ses=

Soudasny efekt: F(11, 290)=1077,3, p=0,0000

U¢innost pfemény pfijaté potravy byla nejnizéi u smrku a nejvy$si u pseniéného agaru.
Ve skupiné smrkovych potrav byla nejvice preménitelnd potrava ZVD a ZNK,
ktera se ale neliSila od potrav NVK a NVD (Tabulka 12).
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Tabulka 13: Primérny obsah alelochemickych latek v jednotlivych druzich potravy
(NVD...nizka koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér vdubnu; ZVD...zvySena
koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v dubnu; NNK...nizka koncentrace CO; a nizka

teplota, shér v kvétnu; NVK...nizka koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu;

ZNK...zvySena koncentrace CO, a nizka teplota, sbér v kvétnu; ZVK...zvySena

koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu)

Celkovy obsah
Celkovy obsah Celkovy obsah kondenzovaného Celkovy obsah
Potrava fenoll flavonoida taninu trislovin
Priimér, Smér. |Primér,| Smér. Primér, Smér. |Primér,| Smér.
mgTA/g |Odchylka| mg/g |Odchylka| mgCD/g | Odchylka | mgTA/g | Odchylka
NVD
smrk 49,24 0,83 31,2 0,6 1,47 0,01 0,40 0,03
NNK
smrk 49,87 3,69 34,3 0,4 6,59 0,01 0,42 0,01
ZVD
smrk 52,42 6,02 27,4 0,9 2,17 0,04 0,36 0,00
NVK
smrk 65,81 0,83 33,7 0,6 1,10 0,04 0,42 0,07
ZNK
smrk 51,84 0,27 27,8 0,2 2,25 0,03 0,35 0,02
ZVK
smrk 52,16 1,39 33,5 0,5 4,95 0,06 0,39 0,02
NNK
dub 91,67 2,12 36,3 0,7 6,21 0,10 0,47 0,03
NVK
dub 52,74 1,75 25,9 0,4 3,28 0,01 0,30 0,00
ZNK
dub 74,01 2,90 32,5 0,3 5,66 0,01 0,43 0,00
ZVK
dub 77,35 0,86 26,5 1,4 6,21 0,03 0,46 0,02
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Tabulka 14: Primérny obsah cukrl v jednotlivych druzich potravy ((NVD...nizka
koncentrace CO, a vysoka teplota, sbér v dubnu; ZVD...zvySend koncentrace CO:
avysoka teplota, sbér v dubnu; NNK...nizkd koncentrace CO: a nizka teplota, sbér
v kvétnu; NVK...nizka koncentrace CO; a vysoka teplota, sbér v kvétnu; ZNK...zvySena
koncentrace CO, a nizkd teplota, sbér v kvétnu; ZVK...zvySena koncentrace CO:
a vysoka teplota, sbér v kvétnu)

Sacharoéza Fruktéza Glukéza Rafinéza
Potrava | Prdmér,| Smér. |Priamér,| Smér. |Prlimér,| Smér. |Pramér,| Smeér.
mg/g |Odchylka| mg/g |Odchylka| mg/g |Odchylka| mg/g |Odchylka
NVD
smrk 20,4 1,0 3,1 0,1 2,4 0,3 0,11 0,02
NNK
smrk 23,4 0,7 2,6 0,2 1,9 0,0 0,09 0,01
ZVD
smrk 24,5 1,3 3,0 0,1 2,6 0,1 0,13 0,02
NVK
smrk 21,1 0,2 2,2 0,2 1,3 0,2 0,15 0,03
ZNK
smrk 23,5 0,8 3,0 0,1 2,3 0,1 0,22 0,01
ZVK
smrk 20,4 0,1 2,2 0,1 1,1 0,3 0,09 0,03
NNK
dub 27,5 0,1 3,1 0,1 2,7 0,0 0,22 0,11
NVK
dub 26,9 0,1 2,8 0,3 2,6 0,1 0,24 0,03
ZNK
dub 25,7 0,8 2,8 0,1 2,3 0,3 0,25 0,01
ZVK
dub 23,9 0,4 3,8 0,1 3,9 0,4 0,29 0,01
Tabulka 15: Porovnani zavislosti alelochemickych latek s nutricnimi indexy

(AD...PFiblizna stravitelnost; RGR... Relativni tempo riistu; ECD... U¢innost premény
stravené potravy; ECI... U¢innost pfemény pfijaté potravy)

. v Priumérny Primérny obsah Primérny obsah Primérny
Pr:.unr::)r(ny obsah fenolu flavonoidu kondenzovaného taninu | obsah trislovin
p r’ p r’ p r’ p r’
AD 0,0149 | 0,5437 | 0,7146 | 0,0176 0,1509 0,2397 0,4488 | 0,0735
RGR 0,0226 | 0,4981 | 0,6441 0,028 0,1237 0,27 0,5116 | 0,0557
ECD 0,4568 | 0,071 0,085 0,3255 0,7713 0,0112 0,5152 | 0,0548
ECI 0,0276 | 0,4747 | 0,5011 | 0,0584 0,1726 0,219 0,5973 | 0,0364

48




6 Diskuze

Housenky krmené na potravé pripravené z dubu mély vyssi pfirGst hmotnosti
nez housenky krmené na potravé ze smrku. To potvrzuje predpoklad, Ze housenkam
bekyné velkohlavé se |épe dafi na listnatych drevinach a jehli¢naté dieviny vyhledavaji
az v ptipadé nouze (Pogue et al., 2007).

Ontogeneticky vyvoj housenek b. velkohlavé velmi ovliviiuje druh hostitelské dreviny.
Housenky nejlépe prospivaji na listnatych dfevinach. Pfi srovnani riznych druh( drevin
housenky nejlépe rostly a preZivaly na bfize (Betula spp.), buku (Fagus sylvatica L.), dubu
(Quercus spp.) a javoru (Acer spp.) (Barbosa et al., 1979). Dlvodem pro¢ housenky
preferuji listnaté dreviny mlze byt koncentrace obrannych latek, jako jsou fenolické
latky (napf. glykosidy) nebo alkaloidy, které jsou obsazené v jehlicnatych drevinach.
Na druhou stranu tvrdost jehlic neni rozhodujicim faktorem pfi vybéru hostitelské
dreviny (Barbosa et al., 1979). Housenky b. velkohlavé se vyhybaji i urcitym druhlm
listnatych drevin, jako je jasan (Fraxinus spp.) nebo ptaci zob (Ligustrum vulgare L.)
(Schedl, 1936). Gansner a Herrick (1985), zjistili jen 0,07% defoliaci jasanu s porovnanim
s dubem, kde defoliace byla témér 100%. Listnaté dreviny také |épe sndsi defoliaci
nez jehlicnaté dreviny (Keena et al., 2020).

Vyvoj fytofagniho hmyzu je zprostfedkovan kombinaci rlznych faktord pfitomnych
v pletivech hostitelskych drevin. Mezi tyto faktory patfi nutri¢ni hodnota asimilac¢nich
organ, ale i alelochemické slozky, které se také odrazeji na kvalité hostitelské dreviny
(Scriber, Slansky 1981; Stamp, 1990). Mezi alelochemikalie patfi hlavné alkaloidy, fenoly,
terpenoidy, glykosidy a flavonoidy (PirSelovd, 2014). Tyto latky jsou specifické vidy
pro uréity druh hmyzu a odrazuji hmyz svou horkou chuti, toxicitou, mohou ovlivnit
reprodukéni cyklus nebo regulaci rlstu herbivord. Nemuseji byt vidy Skodlivé,
ale naopak housenky nékterych druht hmyzu tyto latky mohou vyuZit i ke své obrané
(Herms, Mattson, 1992).

Hwang et al. (1997) provedli studium vzdjemné interakce Lymantria dispar
a Malacosoma disstria s nékolika klony topolu (Populus tremuloides). Pouzili housenky
druhého a c¢tvrtého instaru, kterym nechali konzumovat listy topoll a vysledky
poukdzaly na podstatné rozdily u obou druhd hmyzu v disledku konzumace listl
rGznych klon( topold. Srovnany byly vysledky pfrirlstd housenek, mortalita
a stravitelnost potravy. Vysledky ukdazaly, Ze fenolové glykosidy byly dominantnim
faktorem odpovédnym za r0zné prospivani housenek. Prospivani hmyzu
tedy pravdépodobné velmi zavisi i na genetické strukture jejich hostitele.

McCormick et al. (2019) porovnali prospivani housenek b. velkohlavé na ¢tyrech
hostitelskych drevinach, dubu, buku, javoru a smrku. Zjistili, Ze housenky japonského
poddruhu b. velkohlavé nejlépe prospivaly na dubové potravé, housenky evropského
poddruhu na bukové potraveé a asijsky poddruh nejlépe prospival na dubové a bukové
zaroven. VSechny tfi poddruhy housenek prospivaly nejhlife na smrku. Prezivani
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na javoru bylo na prostfedni hodnoté mezi dubem/bukem a smrkem. Dale zjistili,
Ze housenky evropského poddruhu preferovaly potravy dubu a buku pred javorem,
ale nikdy si nevybraly potravu smrku, ¢emuZ odpovidaji i nase vysledky. Japonsky
poddruh preferoval pouze dub a buk a asijsky poddruh housenek druh potravy
nerozliSoval. To, Ze housenky nejvice odmitaly smrk, mGze byt vysvétleno tim, Ze smrk
produkuje vice sekundarnich metabolitli, zatimco listnaté dreviny obsahuji vice
volatilnich latek (McCormick et al., 2019).

Na to, Ze samotny obsah fenolli nemusi vidy sniZovat fitness hmyzu, poukazuji
i vysledky nasledujici prace. Joseph et al. (1991) porovnavali kvalitu dvou hostitelskych
drevin b. velkohlavé, bilou olsi (Alnus rhombifolia) a douglasku tisolistou (Pseudotsuga
menziesii).  Housenkam predkladali potravu ztéchto dvou dfevin. Housenkam
se na potravé z olSe dafilo mnohem lépe neZ na potravé z douglasky, i kdyZ olse méla
vy$si hodnoty fenolickych latek. Kromé fenolickych latek méla potrava z olSe i vyssi
obsah dusiku. Pravé dusik pravdépodobné udélal potravou vyZivnéjsi. Proc¢ je potrava
vyzivnéjsi je slozité popsat, jelikoZz vyssi koncentrace fenoll, jinych toxinl a jejich
vzdjemnad interakce s dusikem neni zndma. Housenky si radéji vyberou potravu,
ktera obsahuje vice taninG, neZ potravu, kterd obsahuje jiné alelochemikalie
(seskviterpeny, alkaloidy...) (Barbosa, Krischik, 1987). V pfirodé tedy vybér hostitelské
dreviny vice zavisi na obsahu taninl neZ na celkovém obsahu listovych fenoll
(Lechowicz, 1983). Horsi prospivani housenek v experimentu Josepha et al. (1991) bylo
zpUsobeno pravdépodobné vyssi koncentraci terpent a nizsim obsahem dusiku.

Roth et al. (1994), zjistili negativni korelaci mezi rychlosti rastu larev a koncentraci
fenolickych latek v listech mladych topoll (Populus deltoides). Listové fenolické latky
a kyselina askorbovd mohou v dlsledku vzdjemné interakce ovlivnit housenky
b. velkohlavé. Appel (1993) navrhl, Ze oxidaci fenolickych latek v travicim Ustroji hmyzu
vznikaji chinony, které mohou sniZovat stravitelnost potravy. Pokud se toxicita
fenolickych latek skutecné projevuje oxidaci, pak obrana mizZe nastat dvéma zpUsoby.
Hmyz muze vyuZit redukénich Cinidel, jako je kyselina askorbova, k prevedeni chinonu
zpét na formu fenolu. Takové schopnosti byly zjistény u housenek cernopdsky
(Helicoverpa zea) (Felton, Duffey, 1992). Pokud podobny obranny systém funguje
i u housenek b. velkohlavé, pak by nedostatek kyseliny askorbové sniZzoval moZnost
obrany proti toxinlm po poziti fenolickych latek, a tim zhorsil vykonnost hmyzu.
Dale mohou housenky spoléhat na oxidaéni polymeraci fenolickych latek. V tomto
pfipadé udrzovani ,oxidacnich podminek” ve stfevech by podporovalo oxidaci fenold
na chinony a naslednd rychld polymerace sloucenin by zabranila toxickym uUcinkiim
(Appel, 1993). Nedostatek kyseliny askorbové by tak usnadnil deaktivaci ucinkud
fenolickych latek. Pokud tyto moZnosti obrany proti fenolickym latkdm vyuZivaji
i housenky b. velkohlavé, mohlo by to byt vysvétlenim, pro¢ v nami provedené studii
nejvice prospivaly housenky na potravé z dubu, i presto, Ze jsme v této potravé zjistili
nejvyssi obsah fenolickych latek.
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Fenolické slouceniny ovliviiuji herbivorni hmyz negativnim zplisobem. Jak moc jsou
latky Skodlivé urcuje jejich konkrétni kombinace s jinymi latkami. Napfiklad, listnaté
stromy mirného pasma produkuji velké mnoiZstvi fenolickych sloucenin, ale vétSina
z nich produkuje i jiné latky, které mohou byt mnohem vice toxické nez samotné fenoly.
Kombinace rtznych sloucenin fenoll a jejich negativni vliv na housenky b. velkohlavé
studoval Barbehenn et al. (2013), ale Zadné signifikantni vysledky nebyly zjiStény.

| kdyZ je u mnoha druhl hmyzu zndmo, Ze nutri¢ni hodnota je ovlivnéna zménou
teploty, je méné zndmo, jak ovliviiuje vyvoj hmyzu (Stamp, Yang, 1996). Provedené
studie umélé stravy u bekyné velkohlavé potvrdily, Ze faktory jako je teplota a mnozstvi
dusiku v potravé nemaji vliv na ontogeneticky vyvoj housenek (Lindroth et al., 1997a).
Ovéreni toho, zda kvalita potravy mlze byt ovlivnéna teplotou je dulezité z hlediska
neustale probihajici globalni zmény teplot (Houghton et al., 1996). Kvalita listd
se totiz mlze sniZit zvySenim koncentrace CO, v ovzdusi. Pfedchozi studie prokdzaly,
Ze zvySené mnozstvi CO; mlze zménit klicové slozky potravy hmyzu, které jsou dulezité
pro fitness hmyzu, coZz ma vliv na rdst, ontogeneticky vyvoj a mnoZstvi konzumované
potravy (Coviella, Trumble, 1999). Souvislosti toho, jak intenzivni je vliv teploty
pfi zménach klimatu na hostitelské dfeviny a hmyz neni doposud uspokojivé objasnén.

V nami provedeném experimentu jsme péstovali sazenice dvou druht drevin (smrk
a dub) ve ¢tyrech raznych klimatickych podminkach, tj. kombinace rliznych koncentraci
CO: a teploty, abychom ovéfili interakce mezi témito faktory a jejich pripadny vliv
na kvality hostitelské potravy herbivorniho hmyzu a jeho vyvoj.

Pro vyhodnoceni vlivu kvality potravy na vyvoj housenek jsme pouzili indexy,
které byly vyuzity jiz v nékterych provedenych experimentech, napf. Castagneyrol
et al. 2018, Roth et al. 1994. Podle indexu pfiblizné stravitelnosti potravy (AD)
se ukazalo, Ze potrava pfipravena z dubu je pro housenky |Iépe stravitelna nez potrava
ze smrku.

V nasem experimentu byla v rdmci smrkové potravy nejstravitelnéjsi ta potrava,
ktera byla pfipravend ze sazenic péstovanych za vysoké koncentrace CO;, nizké teploty
a jehlice byly odebrany v dubnu. Tato kombinace byla totiz jako jedina signifikantné
odlisnad od ostatnich druhd potravy smrku. Rozdil mezi jednotlivymi skupinami potrav
z dubu nebyl prokazan. Po porovnani indexu stravitelnosti s indexem ucinnosti premény
potravy (ECI) vySel index ucinnosti premény nizsi. To muazZe byt vysvétleno adaptaci
housenek po-regulaénimi procesy, ale ne pred-regulaénimi procesy, tedy proto,
aby si housenky kompenzovaly nizsi kvalitu potravy (Scott et al., 2010). Také muizeme
spekulovat, ze divodem mze byt vyssi podil natravené biomasy, kterd se ztratila
v disledku rozdilné enzymatické aktivity po traveni (Scott et al., 2010).

Nejvyssi rozdil mezi potravou pfipravené z dubu a pripravené ze smrku se projevil
na RGR indexu, tedy relativnim tempu rlstu. Nejvyssi tempo rdstu mély housenky
krmené na potravé z dubu, ktery byl péstovan za podminek zvyseného mnozstvi CO,,
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nizké teploty a listy byly sebrany v kvétnu. To odporuje predpokladu, Ze housenky krmici
se na potravé za zvySeného mnozZstvi CO; prosperuji mnohem méné kvili snizenému
mnozstvi listového dusiku (Hattenschwiler, Schafellner, 2004). Vysledky naznacuji
dlleZitost provedeni dalSich studii a zjisStovani hlubsich fyziologickych procest
odehravajicich se vrostliné pod ménicimi se podminkami klimatu. U indexu ECD,
ucinnosti premény stradvené potravy, se u jednotlivych skupin housenek neprojevily
rozdily. Tento vysledek mohl byt zplsoben tim, Ze housenky krmené potravou ze smrku
mohou byt na konci sledovaného obdobi mensi nebo se housenkam celkové nedafilo,
a pokud by se sledovaly po delsi ¢asovy Usek, mohly by housenky vykazovat pfipadnou
mortalitu.

Nase vysledky nesouhlasi s vysledky predchozich studii (Hattenschwiler et al., 1999;
Roth et al., 1995), pfi kterych byl zjistén vliv zvySeného CO2 na mnoZstvi zkonzumované
potravy. Zde je dllezZité poznamenat, Ze nase studie se kvlli limitovanému mnoZstvi
listového materiadlu provadéla pouze na jednom druhu listoZzravého hmyzu po kratké
¢asové obdobi, a pokud by housenky byly sledovany delSi dobu, mohly by vysledky
pfinést jind zjisténi. Dalsi studie provadéné v budoucnu by mély zahrnout vice druh(
listoZzravych Skidcl a druhy byt sledovany delsi ¢asové obdobi, aby se vysledky studie
daly generalizovat. Ackoliv je bekyné velkohlava bézny listoZzravy druh, neni jasné,
zda by vysledky studie byly shodné, pokud by se pro experiment pouzily napftiklad
housenky bekyné mnisky (Lymantria monacha).

Navzdory tomu, Ze jsme byli v naSem experimentu limitovani urcitymi faktory
(mnoZstvi materidlu, ¢asové obdobi atd.), je nase studie jednou z mala, ktera se doposud
zabyvala zjistovanim vlivu klimatické zmény na vyvoj herbivorniho hmyzu podavanim
potravy ze sazenic, které byly péstovany v presné nasimulovanych podminkach rlstu.
Vétsina studii se zabyvd pouze hodnocenim poskozeni rostlin urcitym Skddcem
(Alalouni et al., 2014, Huang et al., 2017).
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7 Zaveér

V experimentu, ktery jsme provedli, prospivaly housenky |épe na potravach
pfipravenych z dubu nez ze smrku. Metody, které jsme pouzili k vyhodnoceni, neodhalily
rozdil mezi prospivanim housenek v rdmci skupin potrav z jednoho druhu dfeviny.

Chemicka analyza asimilacnich organl sazenic, které jsme pouZili k pfipravé potravy
odhalila, Ze nejvyssi mnozZstvi obrannych latek rostlin se nachazelo v listech dubu.

Z vysledku je zfejmé, Ze druh hostitelské dieviny hraje mnohem vyssi roli v prospivani
a rlstu housenek nez klimatické podminky, které hostitelské drfeviny ovliviuji. Vysledky
potvrzuji fakt, Ze housenky b. velkohlavé preferuji listnaté dreviny oproti jehlicnatym
dievindm. SlozZitost vztahG mezi klimatickymi podminkami, hostitelskymi dfevinami
a herbivory naznacduji vysledky prace, kde housenky prospivaly |épe na dubové potravé
i pres vyssi mnoZstvi obrannych latek v listech téchto sazenic. Pro¢ se housenkam
nejlépe dafilo na téchto sazenicich zlstava otazkou.
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9 Prilohy

Priloha 1: Fytokomory na Fakulté lesnické a dievaiské v Praze. Foto: David Musiolek

Pfriloha 2: Sazenice ve fytokomove. Foto: David Musiolek
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Priloha 3 — Metodika chemické analyzy asimila¢nich organi sazenic

LC-qTOF-MS/MS analysis of polyphenolic compounds

LC-MS-qTOF metabolomic analysis was carried out using on Agilent 1290 Infinity Il
coupled with Agilent 6546 LC/MS QTOF system (Agilent, USA) and Zorbax Eclipse Plus
C18 column (2.1x50 mm, 1.8 um), (Agilent, USA). Mobile phase A contained 0.05 %
formic acid and mobile phase B was consisted of acetonitrile. The gradient elution was:
0—1 min, 100% A; 1-7 min, 35% A; 7—8 min, 100% A; 8—8.01, 100% A, 8.01-10 min, 100%
A. The flow rate of mobile phase was set at 1.1 mL min-1 (Huang, 2020). The column
temperature was set at 35 °C. The injection volume was 1 uL. The system was operated
at negative ionization mode. The optimization of qTOF parameters were previously
optimized using the standards. The qTOF parameters was as follows: scan range 100—
1000 m/z; drying gas temperature, 350 °C; sheath gas flow rate, 12.0 L/min; sheath gas
temperature, 400 °C; capillary voltage, 5.0 kV; nozzle voltage 0.9 kV; fragmentor, 140 V;
collision energy at 10, 20 and 40 eV. MS/MS data were acquired at scan range was
50-800 m/z, 0.5 min retention time window, isolation window 1.3 amu
and an aquisition rate of 2 spectra s-1 . The list of target compounds is presented in
Table 16. During the analysis two reference masses: 112.9855 m/z and 966.0007 m/z
were continuously measured to mass correction. The data collection was carried out
using Agilent Mass Hunter Acquisition software. The data analysis was performed using
Qualitative Analysis 10.0 and Q-TOF Quantitative analysis.

Table 2 List of compounds monitoring by LC-MS-qTOF in negative ionization mode.

Compound Formula Mass Retention Fragments
time, min

Rutin C27H30016 610.1607 293 609.1459;
300.0273

Taxifolin C15H1207 304.0596 2.90 303.0499
285.0404;
177.0195;
125.0245

Catechin C15H1406 290.0783 2.21 289.0715;
245.0819;
203.0716;
151.0402;
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125.0244;
109.0296

Quercetin

C15H1007

302.0420

3.75

301.0336;
273.0389;
178.9981;
151.0037;
121.0295

Gallic acid

C7H60s

170.0216

0.56

169.0141;
125.0245;
79.01869;

Procyanidin B1

C30H26012

578.1411

2.15

577.1343;
451.1019;
425.0876;
289.0713;
161.0243;
125.0242

Myricetin

C15H100s

318.0367

3.29

317.0305;
178.9982;
151.0039.
137.0241;
109.0298

Kaempferol

C15H1006

286.0476

4.13

285.0404;
171.0451;
107.0138

Chlorogenic

acid

C16H1809

354.0941

2.23

353.0873;
191.0560;
85.0392
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Extraction procedure for determination of polyphenolic compounds

20 mg of freeze-dried and homogenized samples were accurately weighted
and 500 pL of methanol:water (70:30 v/v) was added. Then, the sample were well-
mixed using vortex. After, the sample were placed into ultrasonic bath with ice
for 10 minutes. Then, the tubes were centrifuged at 13000 rpm for 10 min at 4 °C.
The supernatant was collected and filtered through PTFE syringe filter (0.22 um) prior
to LC-qTOF-MS/MS analysis.

Determination of total phenolic content (TPC)

TCT was performed according to Makkar at al. 1993. Briefly, 20 uL of extract was
placed to the test tube and make up the volume to 0.5 mL of water. Then, 250 uL
of the FolinOCiocalteu regent was added. After 3 min, 1 mL of 20% sodium carbonate
was added. The test tube was well mixed and kept in the dark place for 40 min.
The absorbance was recorded at 725 nm using spectrophotometer. The concentration
of TPC was expressed in tannin acid equivalent.

Determination of non-tannins phenols content (TnTPC)

The 50 mg of polyvinylpyrrolidone was weighted into 2 mL test tube. Then, 0.5 mL
of water and 0.5 mL of extract was added. The solution was vortexing and kept at 4 °C
for 15 min. After, the centrifugation for 10 min at 13000 rpm, the supernatant was
transferred to the new test tube. The procedure of determination of non-tannins
phenols content was similar to TCP, but the taken aliquot was in two times higher

Determination of total flavonoid content (TFC)

The determination TFC was carried out slightly modified according to Baba 2015.
Briefly, 75 pL of sample extract was placed into the 2 mL test tube and 465 uL of water
was added . Then, 5 % solution of 5 % NaNO2 was added. After 5 minutes, 1 mL of 10 %
aluminium trichloride was added. After, 15 minutes the absorbance was measures
at 510 nm, against blank. The concentration of flavonoid content was expressed as mg
guercetin equivalent per g dry weight.

Determination of total condensed tannin content (TCT)

The total flavonoid content was determined following the method described
by Porter, 1986. 75 pL of sample and 225 plL of 70% acetone was placed to 2-mL test
tube. Then, 1.5 mL of butal-HCL reagent was added (butanol-HCL reagent was prepared
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by mixing of 95 ml of butanol and 5 mL of concentrated HCL (37%)). After, 50 pLof ferric
reagent was added (ferric feagent was prepared as 2 % ferric ammonium sulfate in 2N
HCI). The solution was well mixed and placed to the thermoshaker () for 1h at 95 °C
and 1000 rpm. When the solution was cooled, the absorbance was recordered at 550
nm. The concentration of TCT was expressed in cyanidin equivalent (mg g-1 ).
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