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LykoZrout smrkovy, Ips typographus (L.) je agresivni druh klrovce orientovany na smrky. Diky klimatickym
zménam dochazi v souéasnosti ve stfedni Evropé k jeho pfemnozeni s naslednym odumiranim smrkovych
porostl. Agresivita tohoto druhu je mimo jiné spojena s pfenosem patogennich ophiostomatoidnich hub
rodu Ophiostoma, Grosmannia a Endoconidiophora, které inokuluje do hostitelskych smrku.
Chemicko-ekologicky vztah lykoZrouta smrkového s jeho asociovanymi houbami je pfedmétem vyzkumu,
v némz bylo dokazano, Ze houby s klrovci komunikuji prostfednictvim emitovanych tékavych latek.

Cilem této diplomové prace bude stanovit profil a kvantitu tékavych latek emitovanych specialnimi
odparniky pfipravenymi z mycelii asociovanych hub Grosmannia europhioides, Grosmannia penicillata,
Endoconidiophora polonica, a v polnim pokusu otestovat jejich behavioralni aktivitu. Na zakladé vysledki
bude diskutovan chemicko-ekologicky vyznam jednotlivych hub pro jejich prenasece, lykozrouta
smrkového.

Metodika

V prvni fazi budou pripraveny specidlni odparniky z mycelii hub Grosmannia europhioides, Grosmannia
penicillata, Endoconidiophora polonica, kdy budou houby péstovany na Zivném médiu z agaru a z agaru
smiSeného s lykem hostitelského smrku ztepilého. V laboratornich pokusech, budou absorbovany tékavé
latky z odparnik( na sorbent a pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci bude stanoven jejich
profil a kvantita. Takto definované odparniky budou testovany v polnim pokusu ve feromonovych lapa-
¢ich v kombinaci s nizkou davkou feromonu lykoZzrouta smrkového. Na zakladé poctu odchycenych broukd
bude vyhodnocena atraktivita, ¢i anti-atraktivita jednotlivych variant ndvnad pro lykozrouta smrkového.
Harmonogram: Jaro 2020- vyvoj odparnik( s mycelii hub, polni pokus, podzim 2020- stanoveni odparu
a identifikace latek z odparnik( s mycelii v laboratofi. Zima/jaro 2021 -kompilace vysledka.

OficiaIni dokument * Ceska zemé&délskd univerzita v Praze * Kamyckd 129, 165 00 Praha - Suchdol



Doporuceny rozsah prace
40-60

Klicova slova

Ips typographus, lykozrout smrkovy, atraktant, Grosmannia europhioides, Grosmannia penicillata, Endoco-
nidiophora polonica

Doporucené zdroje informaci

BOONE, C. K.; SIX, D. L.; ZHENG, Y.; RAFFA, K. F. (2008) Parasitoids and dipteran predators exploit volatiles
from microbial symbionts to locate bark beetles. Enviromental Entomology., no. 37, s. 150-161. ISSN:
1938-2936.

FURNISS, M. M.; SOLHEIM, H.; CHRISTIANSEN, E. (1990) Transmission of Blue-Stain Fungi by Ips
typographus (Coleoptera: Scolytidae) in Norway Spruce. Annals of the Entomological Society of
America. no. 83, s. 712-716. ISSN 0013-8746.

KANDASAMY, D., GERSHENZON, J., ANDERSSON, M. N., HAMMERBACHER, A. (2019). Volatile organic
compounds influence the interaction of the Eurasian spruce bark beetle (Ips typographus) with its
fungal symbionts. The ISME Journal., no. 13(7) s. 1788-1800, do0i:10.1038/s41396-019-0390-3.

KANDASAMY, D., GERSHENZON, J., HAMMERBACHER, A. (2016): Volatile Organic Compounds Emitted by
Fungal Associates of Conifer Bark Beetles and their Potential in Bark Beetle Control. Journal of
Chemical Ecology, no. 42, s. 952-969.

KROKENE, P.; SOLHEIM, H. (2002) Assessing the virulence of four bark beetle-associated bluestain fungi
using Norway spruce seedlings. Plant Pathology, no. 47, s. 537-540. ISSN 1365-3059.

NOVOTNY, D.; JANKOVSKY, L. (2005) Notes on mycrobiota associated with Ips typographus from the
Sumava Mts. (Czech Republic). Czech mycology. no. 57, s. 91-96. ISSN 1211-0981.

PAWLISZYN, J. (1997) Solid phase microextraction: theory and practice. New York: Wiley — VCH, Inc, 1997.
247 s. ISBN 0-471-19034-9.

ZHAOQ, T.; AXELSSON, K.; KROKENE, P.; BORG-KARLSON, A. K. (2015) Fungal Symbionts of the Spruce Bark
Beetle Synthesize the Beetle Aggregation Pheromone 2-Methyl-3-buten-2-ol. Journal of Chemical
Ecology. no. 41, s. 848-852. ISSN 0098-0331.

Predbéiny termin obhajoby
2020/21 LS-FLD

Vedouci prace
Ing. Anna JiroSova, Ph.D.

Garantujici pracovisté
Excelentni tym pro mitigaci

Konzultant

Ing. Roman Modlinger PhD.
Ing. Katefina Berankova

Elektronicky schvaleno dne 8. 7. 2020 Elektronicky schvaleno dne 18. 10. 2020
prof. Ing. Marek Turcani, PhD. prof. Ing. Rébert Marusak, PhD.
Vedouci Ustavu Dékan

V Praze dne 20. 04. 2021

OficiaIni dokument * Ceska zemé&délskd univerzita v Praze * Kamyckd 129, 165 00 Praha - Suchdol



Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci na téma "Stanoveni té¢kavych latek a behavioralni
aktivity u navnad pro lykozrouta smrkového vytvorenych z jeho asociovanych hub"
vypracovala samostatné pod vedenim Ing. Anny JiroSové, Ph.D. a pouzila jen prameny,
které uvadim v seznamu pouzitych zdroju.

Jsem si védoma, ze zverejnénim diplomové prace souhlasim s jejim zvetejnénim dle

zékona €. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach v platném znéni, a to bez ohledu na

vysledek jeji obhajoby.

V Plzni dne 12. 4. 2021 Podpis autora



Podékovani

Réada bych touto cestou pod€kovala Ing. Anné JiroSové, Ph.D., za odborné
vedeni prace, predani cennych zkuSenosti a zahrnuti do vyzkumu Excelentniho tymu
pro mitigaci, Extemit — K.

Dé&kuji Ing. Jaromiru Hradeckému, Ph.D. za vypomoc pti chemickych analyzach

vzorkl a Ing. Romanovi Modlingerovi, Ph.D. za statistické vyhodnoceni vysledka.



Stanoveni tékavych latek a behavioralni aktivity u
navnad pro lykoZrouta smrkového vytvorenych z jeho

asociovanych hub

Abstrakt

Prace piinasi uceleny pohled na problematiku chemicko-ekologického vztahu
lykozrouta smrkového (Ips typographus) a jeho asociovanych hub v interakci se
smrkem ztepilym (Picea abies). Lykozrout smrkovy pienaSi a inokuluje patogenni
houby rodu Ophiostoma spp., Grosmannia spp. a Endoconidiophora spp. do
hostitelskych smrkii, kde jsou spolecné schopni snizovat obranyschopnost hostitele
nebo dokonce zpusobit odumfeni. Houby s kiirovei komunikuji prostfednictvim
emitovanych t&kavych latek. Uinnost a behavioralni aktivita je testovdna pomoci
kvantitativniho polniho pokusu pomoci specidlnich odparnikii pfipravenych z mycelii
asociovanych hub. Na zdklad¢ provedeného polniho pokusu jsou vysledky odchyti
statisticky vyhodnoceny a provedenou chemickou analyzou je urCen profil a kvantita
emitovanych tékavych latek. Ovéfeni atraktivity asociovanych hub a jejich
behavioralniho vlivu na lykozrouta smrkového vede k lepSimu pochopeni slozitého
multitrofniho systému a jejich chemicko-ekologického vztahu, ktery je v zavéru prace

diskutovan.

Klicova slova: Ips typographus, patogenni houby, emitované tckavé latky,

chemicko-ekologicky vztah, smrk ztepily



Volatile compounds determination and behavioral
activity of baits made from European spruce bark

beetle's associated fungi

Summary

The thesis provides a comprehensive view of the chemical-ecological relationship
between the European spruce bark beetle (Ips typographus) and its interaction with
fungi associated with the Norway spruce (Picea abies). The bark beetle transmit and
inoculate the pathogenic fungi of the genus Ophiostoma spp., Grosmannia spp. and
Endoconidiophora spp. into the spruces hosts, where they are together able to reduce
hosts defences or even cause their death. Fungi communicate with bark beetles through
emitted volatile substances. The effectiveness and behavioural activity are tested by a
quantitative field experiment using special evaporators prepared from mycelia of
associated fungi. Based on the performed field experiment, the results from traps are
statistically evaluated and the profile and quantity of emitted volatile substances are
determined by the performed chemical analysis. Verification of the attractiveness of
associated fungi and their behavioural effect on the European spruce bark beetle leads to
a better understanding of the complex multi-trophic system and their chemical-

ecological relationship, which is discussed at the end of the work.

Keywords: Ips typographus, pathogenic fungi, emitted volatile substances,

chemical-ecological relationship, Norway spruce
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1 Uvod

Zaujalo mne téma mozného vzajemného ovliviiovani lykozrouta smrkového (Ips
typographus) a jeho asociovanych hub v interakci s jeho hlavni hostitelskou dfevinou
smrkem ztepilym (Picea abies). Vyznamny vztah mezi lykoZroutem smrkovym a
houbami rodu Ophiostoma, Grosmannia a Endoconidiophora byl védecky prokazan
laboratornimi pokusy, kdy lykoZrout reaguje zménou chovani na organické t¢kavé latky,
které houby emituji (Kandasamy et al. 2016). Mimo jiné houby snizuji obranyschopnost
hostitelského stromu, tim pfispivaji k snaz$i kolonizaci lykozroutem a k jeho
naslednému odumfeni, coz je v dnesni dob¢ kliirovcovych kalamit aktualni téma.

Vzhledem k probihajicimu komplexnimu vyzkumu Excelentniho tymu pro
mitigaci, Extemit — K, zalozenému na Ceské zemé&délské univerzits, ktery se mimo jiné
zabyva interakci kiirovell a jehlicnantl, jsem vyuzila moznost zpracovat diplomovou
praci jako jeho soucast. Hlavnim tématem prace je ovéfeni vlivu tfi druhti asociovanych
hub v polnim pokusu na chovani lykozrouta smrkového v jeho pfirozeném prostiedi a
zarovenn ovéfit vyznam emitovanych té€kavych latek asociovanymi houbami pfi
vyhledavani hostitele. Pochopeni chemicko-ekologického vztahu lykozrouta a hub,
ktery spolu s hostitelskou dievinou tvoii slozity multitrofni systém, mtze byt odpovédi
na otdzku ochrany lest pfi feSeni aktualnich i budoucich problémi s pfemnozenim

lykozrouta smrkového nejen v nasich lesnich ekosystémech.
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2 Cil prace

Diplomova prace je zaméfena na potvrzeni €1 vyvraceni atraktivity tifi druha
ophiostomatoidnich hub asociovanych s lykozroutem smrkovym (Ips typographus),
ktery je inokuluje do hostitelskych smrkli. Pfredmétem vyzkumu je chemicko-
ekologicky vztah lykozrouta smrkového a jeho asociovanych hub rodu Ophiostoma,
Grosmannia a Endoconidiophora, komunikujicich s kirovci prostiednictvim
emitovanych tékavych latek. Hlavnim cilem vyzkumu je stanoveni emitovanych
tékavych latek hub a otestovani jejich behaviordlni aktivity v polnim pokusu pomoci
specialnich odparnikd.

Dil¢i cile maji jako celek porovnat vysledky odchytti a zhodnotit je v chemicko-

ekologickém vztahu jednotlivych hub a jejich pfenasece, 1ykozrouta smrkového.

Dil¢i cil 1 Analyzovat vzorek emitovanych tékavych latek hub a pomoci plynového
chromatografu s hmotnostni spektrometrii stanovit jejich profil a

kvantitu.

Diléi cil 2 V polnim pokusu ovéfit u¢innost a behavioralni aktivitu hub pomoci
specialné vytvorenych navnad s jejich myceliem ve feromonovych
lapacich podle stanoveného replika¢niho schématu.

- Vyzkumna otazka 1 - Je pii odchytu lykozrouta smrkového aktivita hub
Endoconidiophora polonica, Grosmannia europhioides a Grosmannia

penicillata rozdilna?

Dil¢i cil 3 Statisticky porovnat atraktivitu jednotlivych navnad pro Iykozrouta
smrkového.
- Vyzkumna otizka 2 - Jakou roli maji t¢kavé latky z hub na odchyt
lykozrouta smrkového?
- Vyzkumna otazka 3 - Jaky je odchyt Iykozrouta smrkového na riizné

koncentrace hub?

Dil¢i cil 4 Vyhodnotit chemicko-ekologicky vyznam jednotlivych hub pro

lykozrouta smrkového.
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3 Literarni reSerSe
3.1 Poznatky z biologie lykoZrouta smrkového

3.1.1 Strucna bionomie lykoZrouta smrkového

Lykozrout smrkovy (Ips typographus) je tazen do celedi nosatcovitych
(Curculionidae) a podceledi karovcovitych (Scolytinae), kterd byla dfive jako
samostatnd celed’ prefazena na zaklad¢ podobnosti preimaginélnich stadii do podceledi
nosatcovitych (Curculionidae) (Obrazek 1). Nosatcoviti patti do ftadu brouci
(Coleoptera), ttidy hmyz (Insecta) a kmene ¢lenovcti (Anthropoda) (Knizek, Beaver
2004). Karovcovitych se v ramci Ceské Republiky vyskytuje 104 druht (Kiistek a
Urban 2013).

Obrazek 1 Lykozrout smrkovy (Ips typographus) (Zdroj: https://deti.vis.cz/)

T¢lo lykozrouta smrkového mé valcovity tvar o velikosti 4,5 - 5,5 mm s velkym
Stitem a kratSimi krovkami, které jsou v zadni Casti vyhloubené. Vyhloubeni je matné a
na okrajich vyristaji Ctyfi pary zoubkdu, tieti shora je nejvétsi a byva knoflikovité
zakonCen. Barevné varianty se vyskytuji od hnédé, hnédocerné, SedoCerné az Cerné.
Obvod téla je lemovany zlatavymi chloupky. Hlava s velkym Stitem nese ustni ustroji a
smyslové orgdny, z nichz je nejvyznamnéjsi parovy smyslovy orgén v podobé tykadel,

které lykozrout vyuziva k hmatu, ¢ichu i vniméni zvuku. Hrud’” a zadecek jsou tvofeny
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nekolika télnimi ¢lanky, na hrudi se upinaji 3 pary nohou a 2 pary kiidel. (Pfeffer 1955;
Kiistek a Urban 2013).

Lykozrout smrkovy se vyviji stejn¢ jako ostatni druhy hmyzu pies stddium
vajicka, larvy, kukly a dospélce, tzn. s proménou dokonalou (Obrazek 2). Vyvoj jedné
generace lykozrouta smrkového trva v naSich podminkach od zalozeni pozerku po
ukonceni zralostniho ziru novych dospélcti 6 — 10 tydnd.

Je polygamni, samecek oplodnuje zpravidla 1 - 3 samicky a miva dvé generace
za rok, za priznivych povétrnostnich podminek 1 tfi generace. Po piekondni
obranyschopnosti napadené¢ho stromu produkuji samecci agregacni feromony, kterymi
vyvolavaji hromadny ndlet a 1akaji samicky. V prubéhu vyvoje novych jedincti se larvy
1 nov€ vylihnuti brouci Zivi pletivy vyssich rostlin a podhoubim nékterych symiotickych

hub (Pfeffer 1955; Zahradnik, Knizek 2000).

Obrazek 2 a) vajicko, b) larva, c) kukla, d) dospélec lykozrouta smrkového

(Zdroj: www.biolib.cz)

3.1.2 Soucasné rozsiFeni, hospodaisky vyznam a ekonomické hledisko lykoZrouta

smrkového

Aredl vyskytu lykozrouta smrkového (Ips typographus) zaujima zna¢nou Cast
palearktické oblasti a vaze se zejména na monokultury smrku ztepilého (Picea abies).
Zasahuje od Pyreneji po Japonsko, severni hranice vyskytu prochazi v Evropé
Laponskem, jizni hranice severnim Reckem, Italii a Tureckem. Vyjimkou je
Makedonie, kde nebyl vyskyt zjistén vibec disledkem zastoupeni smrkovych porostl

ve vysi pouhého 1 % lesni plochy. V Asii tvofi severni hranici oblast arktické tundry
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mezi 68 — 69° severni §itky, jizni pak protina severni Kazachstan, Mongolsko a Cinu
(Skuhravy 2002).

Z hlediska hospodatského vyznamu je lykozrout smrkovy ve smyslu vyhlasky
MZe CR &. 101/1996 Sb., v platném znéni, v § 3 klasifikovan jako kalamitni $kdce a je
oznacovan za nejvyznamnéjSiho podkorniho skiidce celé Evropy (Vyhlaska ¢. 101/1996
Sb.) Prestoze je typickym sekundarnim Sktidcem, ktery napada cerstvé odumielé diivi
(polomy, vyvraty, dfevo z tézby), napada pii pfemnozeni i zcela zdravé stromy.
Druhotné poskozeni od kirovci mohou zpisobovat i houby, jejichz spory mohou
pienaset na povrchu svého téla nebo ve stievech. Pfitomnost hub zplsobuje modrani
dtivi, coZ je povazovéno za jeho znehodnoceni, av§ak néktefi zpracovatelé diivi tohoto
vyuzivaji ve prospéch svych vyrobkii v ohledu na jedinecné barevné kresby dieva.
Symbiotické souziti lykozrouta smrkového a hub bylo zjisténo napiiklad u rodu
Ophiostoma, Grosmannia, Endoconidiophora a dalSich hub (Kandasamy et al. 2016), o
¢emz dale pojednéva kapitola 3.3.2 Druhy asociovanych hub u klirovci.

PfemnoZeni lykozrouta smrkového a nasledné kalamitni stavy v plvodnich
lesich stfedni Evropy jsou zndmé jiz od 17. stoleti. Ve 20. stoleti mu vSak poskytly
piihodné podminky pro svilij rozvoj zejména smrkové monokultury, které na mnoha
mistech nahrazuji ptivodni smi$ené lesy (Skuhravy 2002). V roce 2019 bylo v Ceské
republice evidovano 20,7 mil. m® vyt&Zené¢ho smrkového kirovcového diivi. Ve
srovnani s rokem 2018 (cca 12 mil m®) predstavuje tato vyse narist o vice nez 70 %.
Jde o diivi napadené lykozroutem smrkovym (Ips typographus), ktery je obvykle
doprovazen lykozroutem lesklym (Pityogenes chalcographus) a v nékterych oblastech i
lykozroutem severskym (Ips duplicatus). Dalsi stojici, do konce roku nezpracované
klirovcové stromy a souSe napadené lykozrouty v roce 2019 ptedstavuji ptiblizné¢ 5-10
mil. m3. V pifepoctu vykazuje evidované kiirovcové diivi v priméru alarmujicich cca
15,9 m3/ha smrkovych porostii, coz je pfiblizné¢ osmdesatindsobné pirekroceni urcené¢ho
zékladniho stavu 0,20 m3/ha podle vyhlasky MZe ¢. 101/1996 Sb., ve znéni pozdéjsich
predpisi (Vyhlaska €. 101/1996 Sb.). Z dlouhodobého hlediska je celkovd sumarizace
vykdzaného karovcového drivi v roce 2019 na rekordni vysi, které nebylo dosud na
tizemi Ceské republiky dosazeno (Zprava o stavu lesa a lesniho hospodatstvi Ceské
republiky 2018) (Obrazek 3).

Z ekonomického hlediska maji kiirovcové kalamity velky dopad na ceny diivi.

Vyvoj primérnych cen klesd nasledkem vyrazné vyssi nabidky majiteld lesti nad
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poptavkou zpracovateli surového jehli¢natého diivi na tuzemském trhu. Primémy
hospodaisky vysledek vSech vlastnikli lest (statnich, obecnich a soukromych) v roce
2019 ¢inil 651 K¢/ha lesa. Oproti roku 2018 se snizil o 129 K¢&/ha, oproti roku 2017 se
snizil o 2 060 K¢&/ha (Zprava o stavu lesa a lesniho hospodaistvi Ceské republiky 2018).
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Obrazek 3~ Evidovany objem smrkového kiirovcového diivi vytézeného v letech 2005

az 2019 (tis. m’) (Zdroj: VHMU)

3.2 Chemicka ekologie

3.2.1 Interakce organismu

Lykozrout smrkovy (Ips typographus) je nejvetsi  bioticky Sktidce smrku
ztepilého (Picea abies), ktery spolu se symbiotickymi ophiostomatoidnimi houbami
snizuje jeho obranyschopnost. Jedna se o slozity multitrofni systém, ktery zahrnuje
poznatky o jejich chemické ekologii a behaviordlni aktivit¢ (Adams et al. 2013;
McDowell et al. 2008)

Lykozrout smrkovy je jeden z méla druht kiirovei na svété, ktery diky rychlému
vzrustu své populace mize vést k rozsahlému odumirani smrkovych lestt v Evropé.

Jejich odolnost a funk¢nost je stale vice ohrozovana jeho hromadnymi ttoky. Navic
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fyziologicky oslabené porosty, které jsou dlouhodobé zatizené stresem, produkuji a
uvoliiuji do atmosféry smési latek, které jsou odlisné od stromt v dobrém zdravotnim
stavu a zaroven jsou atraktivni pro kirovce (Skuhravy 2002). Obranny systém, ktery
reaguje na jednotlivé atakujici brouky, je energeticky velmi ndro¢ny a strom je schopen
kryt tuto potfebu energie pouze omezenou dobu. Obranyschopnost stromi tedy
piekonava lykozrout smrkovy hromadnym naletem, ktery koordinuje pomoci
agregacniho feromonu (Raffa, Berryman 1983). Pro Gspé$né zdolani stromu je potiebny
urcity pocet jedinct. Podle stanoveného hustotné zavislého prahu GspéSného napadeni
se tento pocCet pohybuje v evropskych podminkach mezi 300 - 850 jedinci (Lieutier
2004). Navic u starSich zralych smrki vyrazné klesd koncentrace okyslicené¢ho
monoterpenu trans-4-thujanol, ktery vykazuje repelentni uGc€inky na ob& pohlavi
lykozrouta smrkového. Zaroven stromy staré, poskozené, stresované suchem ¢i jedinci s
tenkou borkou nebo napadeni jinym patogenem jsou povazovany za mén¢ odolné viici
napadeni (Baier 1996; Lieutier 2004; Wermelinger 2004). Naopak stromy, které
uspésné obstaly napadeni lykozroutl, jsou odolngjsi vici dal§im jejich utoklim. Tato
schopnost se oznaCuje jako sekundarni rezistence. Jednim ze zpiisobii oslabovani
obranného systému stromu je pravé inokulace asociovanych hub, zejména rodu

Ophiostoma (Christiansen et al. 1987), kterymi se tato diplomova prace zabyva.

3.2.2 Hostitelska dievina

Hlavni hostitelskou dievinou lykozrouta smrkového (Ips typographus) a jeho
asociovanych hub je smrk ztepily (Picea abies). Jehli¢naté stromy si vytvotily proti
fyziologickému a chemickému priniku patogent efektivni obranny systém, ktery je
odpuzuje nebo dokonce zabiji. Jedna se o konstitutivni a indukovany obranny
mechanismus (Bonello, P., Gordon, T.R., et al. 2006).

Konstitutivni obrana neboli primarni obrana, je prvni obranna linie pfitomna ve
tkanich jiz pred kolonizaci stromu herbivory nebo patogeny. Hlavni slozkou je
pryskyfice, kterd obsahuje terpenické latky tvofené bunikami pryskyii¢nych struktur v
jehlicich, dfevé a kufe (Franceschi et al. 2005). Tyto struktury (bunky, méchyiky a
kanalky) hromadi toxickou pryskyfici pod tlakem, kterd se uvolni, jakmile cizi
organismus napadne strom a dojde k jeho zaliti. Rovnéz ma repelentni ucinky

(Berryman 1972). Vyznamnou soucasti pryskyfice jsou izoprenoidy, které lze rozdé¢lit
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podle poctu izoprenovych jednotek v molekule na hemiterpeny (C5), monoterpeny
(C10), seskviterpeny (C15) a diterpeny (C20) atd. Pryskyfice obsahuje mimo jiné i
monoterpenické latky toxické pro herbivory, jako je napftiklad pinosylvin nebo alpha-
pinene, kterymi tak zvySuje obranyschopnost stromu. (Heil et al. 2007).

K indukované obrané¢ ziskava strom energii ze svych zasobnich latek. U
jehlicnant je tento druh obrany rozmanity a zahrnuje posileni jiz existujicich
mechanisml 1 tvorbu novych struktur a metabolitd (bilkoviny, ligniny), které maji
vzajemnou pusobnost s herbivory ¢i patogeny (Franceschi et al. 2005). Na rozdil od
konstitutivni obrany se induk¢ni obrana rozviji postupné az po invazi a poSkozeni
stromu. V prubéhu poskozeni se vytvoii jizva izolujici reak¢ni zonu s agresorem od
zbytku stromu a pozdéji dochazi v misté nad a pod poSkozenim k tvorbé traumatickych
pryskyficnych kanalkli z kambidlnich bunék a tim k tvorbé nové pryskyfice.
Indukovand obrana je podobné jako konstitutivni podminéna geneticky. Mira jejiho
rozvoje je zavisla na velikosti poSkozeni, fyziologii a kondici napadeného jedince
(Kalinova a spol. 2011).

Dal§im obrannym mechanismem je uvolfiovani biogennich tékavych
organickych sloucenin (BVOC), mezi které¢ patii 1 tékavé hormony rostlin
methyljasmonat, methylsalicylat a ethylen, které¢ stresované rostliny produkuji.
Stimuluji v nich expresi ,,obrannych" genli jako odpovéd’ na napadeni herbivorem ¢i
patogenem a zdroveil jsou uvoliovany do vzduchu, jako vyznamny komunikaéni signal
(Li et al. 2002; Baldwin et al. 2006). Vlivem stresovych faktorii se mohou meénit

pomeéry koncentraci BVOC v zavislosti na intenzité stresu (Tingey 1980).

3.2.3 Komunikace, vyhledavani hostitele a jeho atraktivita

Dorozumivaci prostiedky hmyzu jsou signéaly fyzikadlni povahy - zvukové,
zrakové, hmatové, elektromagnetické a predevSim chemické. Pro chemickou
komunikaci vyuzivad hmyz ¢ichové a chut'ové smysly pro rozpoznani latek rozptylenych
ve vzduchu nebo ve vodé. Tekavé chemické latky vyuzivané k dorozumivani hmyzu se
souborné nazyvaji semiochemikalie a jsou vniméany ¢ichovymi receptory umisténymi na
tykadlech. D¢li se na feromony - latky pro vnitrodruhovou komunikaci a na allomony -
latky pro mezidruhovou komunikaci (Nascimento et al. 1996).

Nejrozsitengj$i hypotéza o zplsobu vybéru stromu klrovcem je teorie
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chemorecepce (Skuhravy 2002). Pokud si brouci vybiraji stromy podle sily jejich
obranyschopnosti, 1ze ocekévat, ze fyzicky slabsi Ci stresované stromy, které nejsou
schopny produkovat dostate¢né mnozstvi obrannych latek (pryskyfice), jim umozni po
napadeni stromu produkci agrega¢niho feromonu a tim naslednou hromadnou
kolonizaci (Byers 2004). Lykozrout smrkovy se pfi rojeni snazi najit vhodny strom pro
pafeni a vznik dal$i generace. NejCastéji se jedna o oslabeny strom, vyvraty ¢i polomy
nebo jedince oslabené suchem. Zaroveinl je ale povazovan za agresivni druh kiirovcei,
ktery miize napadat i zdravé stojici stromy (Wainhouse 2008), k ¢emuz dochdzi v
piipad¢ jeho pfemnozeni, kdy jsou oslabené stromy jiz kolonizovany (Martikainen et al.
1999).

Zpisob vybéru hostitelského stromu lykozroutem smrkovym neni védecky
jednotné urcen, avSak probiha podle dvou teorii. Obecné je piijiména teorie, ze tzv.
pionyrsti brouci jsou béhem obdobi rojeni ldkani na dalku priméarnimi atraktanty
hostitelského stromu (Wermelinger 2004), které mohou byt jesté¢ podporovany tékavymi
latkami uvoliovanymi symbiotickymi houbami (Kandasamy et al. 2016). Tyto
chemické latky lykozrout rozezna pomoci smyslovych organti (Wermelinger 2004).
Cichové receptory umisténé na tykadlech slouzici k vnitrodruhové (feromony) i
mezidruhové komunikaci (allomony) dokdzi reagovat na tékavé chemické latky a tim se
dorozumivat. Bylo zjisténo, Ze na jednotlivych “chlupech” tykadel lykozrouta
smrkového se nachézi Siroka skala neurontl, diky kterym je schopen reagovat naptiklad
na cis-verbenol, verbenon ¢i myrcen (Andersson et al. 2009; Schiebe et al. 2012)
(Obrazek 4).

Dalsi studie Kandasamyho (2019) uvadi také reakce lykozrouta smrkového na

fungalni t€kavé latky typu 2-fenyletanol a geranyl aceton (Temmeras 1985).
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OSN class:
@ verbenone

[ cis-verbenol (cV)
m 1,8-cineole (Ci)

Obrazek 4 Priblizna umisténi sensil na tykadle obsahujici cichové senzorické
neurony (OSN) pro verbenon, cis-verbenol a cineol

(Zdroj: Raffa et al. 2016)

Nejvyraznéjsi roli pii tomto vybéru hraje monoterpen smrku alfa-pinen. Navic
vylu€ovani jinych poméri a mnozstvi péti monoterpent ve své vyssi a nizsi ¢asti kmene
uruje misto napadeni hostitelské dfeviny. Lykozrouta smrkového pfitahuji na strom
monoterpeny v koncentraci 0,03 - 0,05 % (Skuhravy 2002). Druhou teorii je ndhodné
vyhledani stromu v prostoru. Pionyrsti brouci tedy pfi rojeni sedaji nahodné na rtzné
stromy a az poté hodnoti jejich potencial coby hostitelsky strom na zakladé chemickych
informaci, coz bylo pomoci zpiesnénych pocitacovych simulaci dokazano (Byers 1996).

Po zavrtani pod kiiru samecek vytvaii béhem 2—4 dnii snubni komiirku (Pfeffer
1954). Po uspéSném piekonani obrany stromu brouk konzumuje pifi tvorbé snubni
komirky lyko. Zazivani brouka je opatfeno mikroorganismy, které¢ pomahaji pii traveni
celuldzy, hemicelulézy apod. a soucasné preméenuji alfa-pinen obsazeny v lyku na
do okoli uvolilovan pomoci trusu brouka. Ten je vytlatovan ve formé hnédych drtinek
vstupnim otvorem mimo pozerek, jenz jsou patrné na kofenovych nabézich stromu. Na
tento agregacni feromon reaguji obé pohlavi. Ptildkani samecci piisobi na strom velkym
naporem, kterému se nedokdZze ubranit a nasledné¢ podlehne kolonizaci. Zaroven
inokuluji hostitele asociovanymi houbami.

Hlavnimi slozkami samciho feromonu jsou methylbutenol (Obrazek 5) a cis-
verbenol (Obrazek 6). Methylbutenol je produkovan nezavisle na hostitelském stromu,

biosyntéza cis-verbenolu zavisi na hlading alfa-pinenu v ktfe. Béhem napadeni stromu
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ktirovcem je z pryskyficnych kandlkl stadle produkovan alfa-pinen, ktery muze lakat
dalsi brouky v synergii s nizkym mnozstvim feromont (Erbilgin et al. 2007). Proto je
alfa-pinen vyznamnou slouceninou pro hromadny utok broukli a produkci
semiochemikalii (Birgersson et al. 1984, Schlyter et al. 1987)

Pfi tvorbé matecnych chodeb samice vytlacuje trus se zbytky Iyka do prostoru
snubni komurky a samec je vyhazuje z pozerku ven zavrtovym otvorem. Timto
zpusobem se do okoli uvoliluje i samici feromon, jehoz hlavnimi slozkami jsou ipsenol
a ipsdienol. Pokud je dosazeno vys§i koncentrace ipsenolu a ipsdienolu nez cis-
verbenolu, je tim zajiSténo omezeni dalSich néleti sameckli a samicek na hostitelskou
dfevinu pro zachovani dostatku potravy a mista v rdmci jiz pfitomného mnoZzstvi
broukd. Dalsi antiagregacni latkou je verbenon. Jedna se o metabolicky produkt, ktery
vznikd prostfednictvim ¢innosti asociovanych mikroorganismi z monoterpenti smrku
(Wainhouse 2008). Jeho zvySena emise podporuje uspésné zalozeni hub v hostitelské
dfevin€. Zaroven pusobi jako antiatraktant v samotnych diferentnich davkach nebo
soucasné s nehostitelskymi tékavymi latkami a také proti UCinkim agregacnich
feromont (Cale et al. 2019; Bakke 1981; Zhang, Schlyter 2003; Binyameen et al. 2014,
Lindgren, Miller 2019).

H3C CH3 OH
OH y o CH3

/ 2
CH; CH3

Obrazek 5 Methylbutenol Obrazek 6 Cis-verbenol

(Zdroj: www.wikipedia.org) (Zdroj: www.sigmaaldrich.com)
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3.3 Asociované houby u kiirovcu

3.3.1 Vztah asociovanych hub a brouka viici hostitelské dieviné

Vztah mezi kiirovci a s nimi asociovanymi houbami neni zdaleka jednoznacny.
S nékterymi druhy hub maji uzky symbioticky vztah ovliviiujici jejich Zivot napiiklad v
podobé zlepSeni vyzivy, ale také mohou mit na brouka negativni dopad ptitahovanim
jeho predatorti a paraziti. Brouk plni funkci pfenasece, kdy napomahd Sifeni hub
pomoci zanaseni jejich spor do hostitelského stromu pii zavrtavani do kiiry a houby jsou
napomocné pii zdolavani obrannych mechanismt hostitele nebo poskytuji broukiim
potravu. Spory hub piendseji v mycangiich, coz jsou specializované struktury pro tento
ucel v podobé mikroskopickych Zlaznatych prohlubni vyplnénych olejovitou tekutinou.
Mycangia jsou umisténa na Stitu (pronotum) nebo na krovkach (elytra). Naopak
Furnisse et al. (1990) uvadi, Ze lykozrout smrkovy (Ips typographus) Zadna mycangia
nema a spory hub pfendsi na své kutikule nebo ve stievech. DalSim pienaSecem mohou
byt roztoci Zijici na povrchu kutikuly lykozrouta (Viiri 1997; Kandasamy et al. 2016).

Jednim z predpokladi je, ze si lykozrouti vybiraji hostitelskou dfevinu na
zaklad¢ chemickych stimulid plsobicich na kratké vzdalenosti. Takovou navigaci k
vhodnym hostitelim mohou zplsobovat tékavé latky uvoliiované symbiotickymi
houbami. Stale vice ditkazi naznacuje, ze houbové symbionty kiiroveti maji vice roli v
jejich zivotnim cyklu nez ochromeni obrany stromil nebo poskytovani vyzivy brouka.
Napftiklad ophiostomatoidni houby by mohly slouzit jako zdroj semiochemikalii a tim
ovlivitovat chovani stejnych nebo rtiznorodych druht kirovei (Kandasamy et al. 2016).
Houbové symbionty dokazi meénit hostitelské tkané¢ metabolizovanim obrannych
sloucenin hostitelskych dievin, ¢imz snizuji toxicitu terpen a fenoll pro klrovce i
houby. Diky této schopnosti jsou povazovany za podporovatele Utoku karovcli na
hostitelské dfeviny, kterymi jsou schopni docilit jeho odumieni (Christiansen et al.
1987; Krokene 2015; Krokene et al. 2001; Lieutier et al. 2009; Rafa et al. 2015).

Rozmnozovani hub vétSinou probihd prvné v lyku, kde jejich rozristani
dosahuje rychlosti az 1 cm za den. Po obsazeni lyka zacinaji napadat dievo, ve kterém
rychlost rozmnoZzovani naopak vyrazné klesd a dosahuje 1 cm v fadu nékolika tydnt
(Huler 2013). Houby samotné vSak nejsou schopné proniknout do vngjsi tuhé kury

stromu, ale po UspéSném “naockovani” do floému hostitele prostiednictvim kiirovce,
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spousti rozsahlé hypersenzitivni reakce kolem mista infekce a akumuluji specializované
metabolity, které vedou k nekrézam floémovych tkdni. (Berryman 1972; Erbilgin et al.
2006; Franceschi et al. 2005; Lieutier et al. 2009; Zhao et al. 2011). Zaroven mohou
houby vycerpavat rezervy stromil, napiiklad lipidy, které jsou nezbytné k syntéze
indukovatelnych obrannych latek proti uto¢nikim (Lahr, Krokene 2013). Timto
zpusobem mohou houby Zzit a prospivat z uloZzenych zdroji stromil a nasledné¢ tim
snizovat jeho obranyschopnost a branit vzniku sekundéarni rezistence proti patogentim.
Po uspésné kolonizaci floému a bélového dieva mohou zplsobovat svym tmavym
myceliem rozsahl¢ modrosedé az naCernalé zabarveni dfeva a zaroven jim poskytovat
ziviny pro larvy i vylihnuté brouky. Symbiotické houby totiz koncentruji dusik a fosfor,
¢imz dokézi uspokojit nutri€ni pozadavky larev i vylihnutych brouku. (Six 2019; Six,
Elser 2020). Zaroven dodéavaji zékladni ziviny dilezité pro oogenezi a vyvoj larev, jako
jsou vitaminy, aminokyseliny, ergosterol a houbovy sterol, které se ve floému vyskytuji
v minimalnich koncentracich nebo dokonce uplné chybi (Bentz, Six 2006; Davis et al.
2019).

Zapojenim symbiotickych interakci s houbami, které detoxikuji obranné
slouceniny stromti, se kurovci pfizpisobili jejich obrané a jsou spolecné schopni

kolonizovat i zdravé stromy (Lindgren, Rafa 2013).

3.3.2 Druhy asociovanych hub u kiirovci

V pozercich lykozroutti se vyskytuje n€kolik druhti asociovanych hub najednou,
ale jen nékteré maji patogenni vliv na hostitelskou dfevinu. V symbidze s lykozrouty
ziji nejvice houby vieckovytrusné (Ascomycota) i stopkovytrusné (Basidiomycota). Z
oddéleni vieckovytrusnych hub jsou to houby rodu Ophiostoma, Grosmannia,
Ceratocystiopsis a Endoconidiophora a z oddéleni stopkovytrusnych pak rod
Entomocorticium (De Beer et al. 2014).

NejrozsifengjSim a nejagresivnéjsi klirovcem nejen ve svéEteé, ale 1 u nds, je
lykozrout smrkovy (Ips typographus). Véze se na ng velké mnoZzstvi druhli hub a v
kazdé casti Evropy se mizeme setkat s rtiznymi druhy vyskytujicich se v jeho
pozercich. Jednotlivé druhy hub maji rozdilné adaptacni schopnosti na prostfedi, ve
kterém Ziji, proto se na jejich vyskytu mize podilet mistni klima, rozdilné optimalni

teploty pro jejich rlst nebo vlhkost floému (Kandasamy et al. 2016).
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U lykozrouta smrkového lze houbovou komunitu rozdélit do dvou skupin dle
teplotniho optima. NejcastéjSimi symbionty jsou houby Endoconidiophora polonica,
Grosmannia penicillata, Grosmannia europhioides patiici mezi houby snaSejici chlad.
Jejich optimalni teplota je mezi 20-23 °C. Oproti tomu se symbiont Ophiostoma bicolor
fadi mezi houby tolerujici teplo az kolem 30 °C (Solheim 1991). Rozdilné tolerance
teplot vysvétluji riznorodé slozeni houbovych spolecenstev podle vyskytu v teplejSich
nebo chladnéjsich oblastech. Jiné houby jako napiiklad Ophiostoma piceae jsou ve
spojeni s lykoZroutem smrkovym nalezeny pfilezitostné a jsou povazovany za
sekundarni symbionty (Kandasamy et al. 2016). Dal§i mozné druhy jsou naptiklad
Grosmannia piceiperda a Ophiostoma brunneociliatum (Néve Repe et al. 2013).

Endoconidiophora polonica, diive znama jako Ceratocystis polonica (De Beer et
al. 2014), je nejvice virulentni modfe zbarvena houba, ktera se Casto objevuje v pozerku
Iykozrouta smrkového jako prvni (Krokene, Solheim 1998). Houby rodu
Endoconidiophora mohou vyrazné oslabit zcela zdravy hostitelsky strom nebo zptsobit
dokonce jeho odumfieni. Rody hub Ophiostoma a Grosmannia nejsou ve srovnani s
houbou Endoconidiophora polonica tak silné patogeny.

Asociace klrovcti s houbovymi ektosymbionty byla shledana jiz v roce 1936
(Schmidberger 1936), ale nebylo jasné, na zdkladé¢ ceho se symbidza udrzuje.
Kandasamy et al. (2019) provedl test chovani k uréeni, zda 1ykozrout smrkovy opravdu
muze rozliSovat jednotlivé houby. Test probihal pomoci ¢tvercové Petriho misky plnéné
agarem (Obrazek 7 a - ¢), ktera byla rozdélena na kolonizovanou stranu houbami (I) a
na stranu bez hub (III) odd€lenou 1 cm Sirokym pruhem agaru obsahuji hygromycin
(II). Do takto ptipravené misky byli vpusténi 4 dospéli brouci a bylo pozorovéno, kterou
stranu upfednostni pro zralostni zir. Strana bez pfitomnosti hub nevyvolavala v broucich
potiebu zralostniho ziru, avSak na strané s pfitomnosti hub zapocali ihned zralostni Zir
na houbovych zatkdch nebo na vedlejsim myceliu, kterym bylo medium nao¢kovano
(Obrazek 7 b, c). Tento obrazek také znazoriiuje zvétSeny pohled na Petriho misku
zdola 6 hodin po pfidani kiirovce. Hvézdi¢ky (*) udavaji umisténi agarovych zatek
pouzivanych k naockovani média plisni a bez plisn¢ (kontrola), a Sipky udavaji
tunelovani broukl. Ze vSech testovanych hub byly nejatraktivnéjsi Endoconidiophora
polonica, Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides (Obrazek 7 e - g) ve
srovnani s nekolonizovanou kontrolni stranou. Pouze v testu s Ophiostoma piceae se

brouci jasné€ vyhybali této houbé a zralostni zir neprovad¢li (Obrézek 7 1), coz naznacuje
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jeji antagonisticky ucinek. Test prokazal, ze ptitomnost hub Ophiostoma bicolor,
Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides spolecné s Endoconidiophora
polonica vede k lehce vysSimu ziru (Obrazek 7 j - 1), ale jako nejvyznamnéjsi se

r

prokazala spole¢na ucast hub Endoconidiophora polonica a Ophiostoma piceae, ktera
odhalila nejvyssi preferenci této smési pro zapoceti zralostniho ziru (Obrazek 7 m).
Zkousky s kazdou kombinaci hub byly opakovany 8-20krat. Sipky oznaluji kiirovce,

kteti zacali tunelovat vedle plisnovych agarovych zatek (Kandasamy et al. 2019).
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3.3.2 Latky produkované houbami a jejich atraktivita pro kirovce

Mnoho vzajemnych symbiotickych vztahli je provazeno pravé emitovanymi
chemikaliemi jednoho nebo obou partnerti (Kandasamy et al. 2019). Houby vyskytujici
se ve spojeni s lykozroutem smrkovym emituji t€kavé organické slouceniny, na které
reaguje diky sensilam umisténych na tykadlech. Podle studii se tyto pachy hub zdaji byt
castecné kodovany kombinacnim mechanismem. Pomoci plynové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie byly analyzovany tékavé latky hub, u kterych byly
pozorovany silné preference lykozrouta smrkového (Ips typographus), tzn.
Endoconidiophora polonica, Grosmannia penicillata, Grosmannia europhioides,
Ophiostoma bicolor a Ophiostoma piceae.

Tekavy profil kazdého druhu houby byl jedinecny, ale vSechny kromé
Ophiostoma bicolor obsahovaly terpeny s velkymi rozdily mezi jednotlivymi druhy.
Mezi dalsi hlavni slouceniny emitované vSemi druhy hub patii alkoholy C5 s
rozvétvenym fetézcem, 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-1-butanol, coz je strukturné
podobné slozce agregacniho feromonu lykozrouta smrkového 2-methyl-3-buten-2-olu, a
aromaticky alkohol 2-fenyletanol. Tyto latky emitovala nejméné Endoconidiophora
polonica, ale emitovala navic estery acetatu s 2-fenylacetatem. Grosmannia penicillata,
Grosmannia europhioides produkovaly jesté bicyklické seskviterpeny a karyofylenoxid,
které jsou dulezité pti chemické komunikaci nékolika druhi kiirovct. (Kandasamy et al.
2019). Podle Zhao et al. (2015, 2019a) vede jejich studie k hypotéze, ze houbovi
symbionti syntetizuji feromonalni slouc¢eniny lykozrouti jako je 2-methyl-3-buten-2-ol,
exo-brevicomin, end-brevicomin a trans-konofthorin, coz naznacCuje existenci
vzajemnych chemickych komunikacnich signali mezi houbami a lykozrouty. Dal$imi
emitovnymi latkami hub, na které 1ykozrout smrkovy reaguje na elektro-antenogramu
jsou exo-1,3-dimethyl-2,9-dioxabicyclo[3.3.1]nonane, (exo-1,3-DMDBN) a endo-1,3-
dimethyl-2,9-dioxabicyclo[3.3.1]nonane (endo-1,3-DMDBN) (Zhao et. al. 2019b).

Zminéni houbovi symbionti také produkuji slouceniny v podobé smési
alifatickych aromatickych alkoholll a jejich acetatovych estert, které lakaji lykozrouty
ke konzumaci téchto vysoce nutricnich hub v obdobi zralostniho ziru. Nasledné
sehravaji brouci po vyrojeni roli pfenaSeCe a spory hub rozptyli na nové hostitelské
dreviny ve svych stfevech nebo na kutikulach (Kandasamy et al. 2019, 2016). Mezi
alifatické alkoholy patii také 1-Hexanol, coz je jedna z tékavych latek hub rodu
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Grosmannia europhioides. Zaroven tuto té¢kavou latku produkuji i zelené listy - tzv.
green leaf volatiles (GLVs), pficemz ve smési s (Z)-3-hexen-1-ol a (E)-2-hexen-1-ol
pusobi na lykozZrouta smrkového jako repelent (Zhang et. al. 1999).

Dalsi chemicka vlastnost hub je tzv. “fungus egect”, coz je schopnost snizeni
hladiny stilbenovych glykosida v okoli houbové inokulace (Brignolas et al. 1998; Viiri
et al. 2001), kdy degraduji fenolické glykosidy na aglykony a vyuZzivaji je pro svijj
metabolismus (Hammerbacher et al. 2013). Tato schopnost vyrazné snizuje
obranyschopnost smrku ztepilého, ktery i pies vysokou hladinu produkovanych stilbenti
nakonec podlehne napadeni patogent (Brignolas et al. 1995; Schiebe et al. 2012).

Jelikoz Ize interakce s vyhodnymi symbionty udrzet pravé pomoci chemickych
podnét, provadél Kandasamy (2019) testy chovani lykozrouta smrkového pro
objasnéni jeho schopnosti rozliSovat jednotlivé houby pomoci atraktivnich tékavych
latek. Elektrofyziologické zdznamy ze senzily na tykadle brouka pomohly urcit, které
tékavé latky ze ziskaného profilu hub byly broukem vnimany a vysledné smési
t€kavych latek ze syntetickych hub byly testovany na chovani lykoZrouta smrkového v
laboratofi. Test chovani prob&hl pomoci Petriho misek (primér 13 cm), do kterych byly
umistény Ctyii pasti v podob¢ kaliski s vyvrtanymi vstupnimi otvory tak, Ze po vstupu
dovniti se jiz brouk nemohl dostat zpét (Obrazek 8). Na tomto obrazku Sipky ukazuji
pozice kurovcti. Do jedné pasti byl umistén smrkovy agar kolonizovany c¢tyfdenni
houbovou kulturou (Obrazek 8 - 1), do kontrolni pasti byl umistén smrkovy agar bez
houby (Obrazek 8 - 2) a zbyvajici dvé pasti (Obrazek 8 - 3 a 4) zustaly prazdné. Cela
takto piipravena past pro kazdou houbu byla umisténa do tmy pii 25 °C, byly do ni
vpusténi vzdy dva brouci a byla pozorovana jejich behaviordlni aktivita. Jiz v prabc¢hu
testu bylo zfejmé, ze brouci ve vétSiné pripadl sméfovali k agaru kolonizovanému
houbami. V prazdnych pastech bez navnady nebyl zaznamendn zadny brouk.
Vyhodnoceni tohoto testu znazoriiuje graf (Obrazek 9), ktery znaci nejvétsi atraktivitu
t€kavych latek pochazejicich ze tii druhti virulentnich hub ve srovnani s prazdnou
kontrolni pasti, tj. Endoconidiophora polonica, Grosmannia penicillata a Grosmannia
europhioides. Nejsilngjsi atraktivitu vyznacovala FEndoconidiophora polonica a
Grosmannia penicillata. T¢kavé slouCeniny emitované z avirulentni Ophiostoma piceae
a Ophiostoma bicolor brouky vyrazné nepfitahovaly. Podle vysledki testu 1ze usuzovat,
ze lykozrout smrkovy muze rozliSovat t€kavé organické slouceniny emitované houbami

a vyuzivat je tak i1 pro svou orientaci v porostech nebo ke zdolavani obranyschopnosti
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hostitele. Modra pole grafu zndzoriiuji pocet brouku ptildkanych tékavymi latkami
z hub a bila pole znazoriiuji poéet brouktl chycenych na kontrolni agar bez hub. Cisla
znamenaji pocty broukii chycenych do jednotlivych pasti. Hvézdicky ukazuji vyznamny
rozdil mezi agarem kolonizovanym houbami a kontrolnim agarem bez hub (Kandasamy

et al. 2019).
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(Zdroj: Kandasamy et al. 2019) (Zdroj: Kandasamy et al. 2019)

3.3.3 Obranné latky smrku proti houbam

Preziti kolonizaCnich pokust Iykozrouta smrkového (Ips typographus) a
nasledné zaneseni symbiotickych hub siln¢€ zavisi na reakci hostitelské dieviny. Studie,
ve kterych byla experimentalné¢ provedena inokulace ophiostomatoidnimi houbami a
zéroven lécba methyljasmonatem (MeJA) odhalily, Ze obranné mechanismy stromil
vyvolavaji imunitni reakci v podobé zmény anatomickych a chemickych vlastnosti zivé
kiry a dfeva. MeJA je organickou slouceninou odvozené od rostlinného hormonu
kyseliny jasmonové, ktera indukuje produkci obrannych latek smrku ztepilého (Celedon
a Bohlmann 2019). Soucasn¢ spousti indukovanou obranu tvorbou traumatickych
pryskyti¢nych kanalka proti dalSimu napadeni patogeny (Krokene 2015; Mageroy et al.
2020). Tato indukovana obrana zptsobuje hromadéni toxickych terpenti v napadenych
tkanich stromu, které snizuji nebo dokonce zabranuji utokiim lykozrouta i rlstu
ophiostomatoidnich hub (Erbilgin et al. 2006; Zeneli et al. 2006; Zhao et al. 2011a;
Zhao et al. 2011b). Okyslicené monoterpeny nahromadéné v kiife stromu po spusténi
indukované obrany jsou signifikantni jako feromonové slozky mnoha druhti ktrovcu

(Francke, Vité 1983; Schlyter et al. 1989).
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Podminky prostiedi a genotyp stromt ovliviiuje sloZeni terpenoidi v kife smrku
ztepilého (Schonwitz et al. 1990). Ve smrkovém floemu byla extrakci monoterpent
uhlovodikii zjiSténa variabilita v podilu jednotlivych sloucenin, kterd je nejspis
zpusobend rozdilem ve stafi vzorovanych stromi. Jedna se o terpenoidni slouceniny
a-pinen (23-39 %), B-pinen (25-58 %), P-fenandren (5-19 %), limonen (1,5-4 %) a
myrcen (1,6-3,4 %). V nizkomolekularni frakci ptevladd -3-karvon (0,6-1,1 %) a
kamfen (0,2-1,1 %) (Baier et al. 2002; Borg-Karlson et al. 1993; Silvestrini et al. 2004).

Oproti monoterpenim se vyskytuji ve smrkové kiife v mnohem menSich
frakcich sesquiterpeny jako je a-longipinen, B-farnesen a germakren D (Schiebe et al.
2012; Zeneli et al. 2006; Zhao et al. 2011b). Diterpeny (pryskyiicné kyseliny,
uhlovodiky a alkoholy), jako je thunbergol, sandarakopimarat a abienol, jsou méné
tékavé, ale maji Uzkou spojitost s odolnosti strom@ vici lykozroutim a jeho
asociovanym houbam. (Zeneli et al. 2006; Zhao et al. 2011b). VySe koncentrace terpent
je zavisla na stresu stromil zptisobenym interakci s lykozrouty a houbovymi symbionty.
Zdravé stromy obsahuji za normalnich okolnosti okyslicené monoterpeny ve stopovém
mnozstvi, které se vlivem napadeni lykozroutem a inokulace hub postupné zvySuje
pomoci detoxikace uhlovodikli monoterpenti ve stfevech brouki a symbiotickymi
houbami. (Kandasamy et al. 2016; Leufvén, Birgersson 1987; Petterson, Boland 2003;
Schiebe et al. 2019). Schiebe et al. (2012) uvadi, ze nartist okysli¢eného monoterpenu
1,8-cineolu v kufe je nejsiln€jSim spoustéfem indukované obrany smrku ztepilého
vedouci k jeho vys$si odolnosti a preziti vici pfirozenym utokiim lykozrouta smrkového.

Jiné studie se zaméfily na ulohu fenolickych sloucenin v obrané jehli¢nant na
interakce lykozrouta a hub (Hammerbacher et al. 2019, 2014). Fenoly jsou ulozené v PP
bunkach (Franceschi et al. 2005) a reakce na bioticky tok zptisobuje jejich syntetizaci
na fenylalanin amoniakovou lyazu (Li et al. 2012). Ta je dilezitym enzymem
fenylpropanoidni drdhy a katalyzuje syntézu polyfenolickych stilbent a flavonoida
(Metsdmuuronen, Sirén 2019). Ve smrkovém floému jsou prevazné pfitomny
stilbenoidy, resveratrol a jeho glykosidy, astringin a isorhapontin, které mayji
antimykoticky ucinek (Evensen et al. 2000; Hammerbacher et al. 2011). Antimykotické
ucinky vykazuji také flavan-3-oly a jejich metabolicky prekurzor taxifolin
(Hammerbacher et al. 2019). Aktivace flavonoidni drdhy, ptedevSim syntéza

proanthokyanidinti, jako jsou flavan-3-ol monomery (+)-katechin a (+)-galokatechin,
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jakoz 1 kondenzované tiisloviny, patfi ke zvySené¢ odolnosti stromi proti biotickym
utokiim. (Brignolas et al. 1998; Hammerbacher et al. 2014, 2018; Lieutier et al. 2003).
Podle dal$ich vyzkumil je jiz zminény limonen a myrken spolu s A-3-karenem
obzvlasté toxicky pro lykozrouty a omezuji jejich vyvoj (Erbilgin et al. 2017; Everaerts
et al. 1988; Wallin, Rafa 2002). Ditlezitou funkci projevil limonen v testech, kde
dokonce inhiboval rGst Endoconidiophora polonica, jedné z nejvyznamnéjSich

asociovanych hub lykozZrouta smrkového (Novak et al. 2013).

3.4 Zpisoby urcovani a méreni latek

3.4.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography - GC) je fyzikalné chemicka
metoda vyuzivana pro analyzu t€kavych latek (Obrazek 10). Nejcastéji je v kombinaci s
hmotnostni spektrometrii (MS), kterd dopliiuje moznost selektivni separace slozitych
smési analytd a nasledné provede jejich identifikaci ze zaznamenaného hmotnostniho
spektra (viz kapitola 3.4.2 Hmotnostni spektrometrie). Vyuziti GC je vSestranné,
pouzivéd se napiiklad ve farmaceutickém ¢i chemickém primyslu, ale i ke kontrole
vody, ovzdusi nebo pidy na pfitomnost pesticidii (Smolkova et. al. 1976). Vyhody této
techniky je malé potfebné mnozstvi vzorku uréené k analyze a jeho jednoduché a rychlé
zpracovani vedouci k ur€eni t€kavych latek.

Zakladnim principem chromatografie je rozdélovani smési mezi stacionarni a
mobilni fazi. Mobilni fazi zajistuje nosny plyn v tlakové lahvi, nejcastéji vodik, argon,
dusik nebo helium, ktery je pomoci Cistictho zafizeni zbaven nezadoucich plynda,
vlhkosti a necistot. Po vstiiknuti smési do injektoru, ve kterém dojde k jejimu zplynéni,
unasi nosny plyn vzorek kolonou optiméalnim pratokem pro co nejlepsi rozdéleni latek,
coz zajistuje elektronicky regulator pritoku. Kolona je soucast GC, ve které probiha
separace slozek a zajistuje stacionarni fazi. Cim vice je urcitd slozka smési ve
stacionarni fazi zachycovana, tim vice je zpomalovan jeji prichod kolonou. Koloné
dodava programovatelny termostat dostatecné¢ vysokou teplotu pro udrzeni latky v
plynném stavu. Jednotlivé slozky smési jsou poté unaSeny do detektoru, kde je
vyhodnocen jejich ¢asovy pritb¢h a intenzita signalu, ktera je poCitacem zaznamenana v

podobé chromatogramu (Klouda 2003; Opekar 2005; Stulik 2004). Chromatogram je
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tvofen osami vyjadfujici zavislost signdlu (y) na case nebo objemu (X).
Chromatograficky pik ma tvar Gaussovy distribuce a je popsan reten¢nim casem,

vyskou a sitkou piku (Krofta 2001).

CISTiCi ZARIZENI
REGULATOR 7
PRUTOKU

KOLONA

KOLONU INJEKTOR
A DETEKTOR

NOSNY PLYN

Obrazek 10 Schéma plynového chromatografu (GC)
(Zdroj:www.chemicke-listy.cz )

3.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Jako detektor GC nejcastéji slouZzi jiz zminénd hmotnostni spektrometrie (Mass
Spectrometry — MS). Je jednou z chemicko-analytickych metod a vyuziva se ke
stanoveni hmotnosti ¢astic nebo urceni slozeni smési pomoci jejich prevedeni na kladné
a zaporn¢ ionty. Nasledné rozliSuje jejich pomér hmotnosti a naboje (m/z). Vysledkem
MS je stopova analyza organickych latek a jejich struktura. Dilezitymi castmi
hmotnostniho spektrometru jsou zdroj iontti, hmotnostni analyzator, vakuovy systém a
detektor (Obréazek 11).

Iontovy zdroj slouzi k destrukci chemickych vazeb vzniklého iontu néasledkem
fragmentdrni reakce. Vznika tim pfevedeni analyzované latky do ionizovaného stavu a

moznost rozdélit smés iontd podle poméri hmotnosti ku naboji (m/z) pomoci
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hmotnostniho analyzatoru. Principem spektrometru je méfeni doby priletu jednotlivych

iontl od zdroje k detektoru. Pomalejsi rychlost a delSi dobu priiletu maji téz§i ionty.

Ionty jsou po pruichodu hmotnostnim analyzidtorem sméfovany na detektor, ktery

prevadi analogovy signal imérny poctu dopadajicich ionti do pocitace, kde je pomoci

programu zpracovan do podoby hmotnostnich spekter (Klouda 2003; Opekar 2005;

Stulik 2004).
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Obrazek 11~ Schéma hmotnostni spektrometrie
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4 Material a metodika

4.1 Metodika prace v terénu

Pro tuto diplomovou praci byl zvolen kvantitativni vyzkum, jehoz matematické
udaje lze statisticky vyhodnotit. Tento vyzkum je typicky vysokou reliabilitou
(= spolehlivosti), ale nizkou validitou (= platnosti). Vysledky jsou vzdy objektivni a
pfesné. V nasSem piipadé byl kvantitativni vyzkum proveden prostfednictvim polniho
pokusu, pii kterém probihaly odchyty jedinci lykozrouta smrkového do lapacii na
navnady vytvoiené z mycelii jeho asociovanych hub péstovanych na dvou druzich
zivného média. Ziskévani dat probihalo sbérem odchytl z rozmisténych lapact do dvou
sekci, do kterych byly ndvnady umistované podle zvoleného systému replikaci.
Vyzkum probihal jako soucast projektu Excelentniho tymu pro mitigaci, Extemit — K,
zalozeného na Ceské zemé&délské univerzité, v obdobi 18. 5. 2020 - 1. 6. 2020.
Vystupem je porovnani vysledki a statistické vyhodnoceni vyzkumt z diplomové prace
Matéje Trepace (2019) na téma “Studium polni atraktivity tékavych latek
produkovanych houbami asociovanymi s Iykozroutem smrkovym” a polnim pokusem

provedenym v roce 2020.

4.1.1 Lokalita

Pro zopakovani terénniho pokusu, ktery prob¢hl v roce 2019 (Trepac 2019), byla
vybrana stejnd lokalita, na které se aplikovala odchytova zatizeni. Nachéazi se na
pozemcich $kolniho lesniho podniku Kostelec nad Cernymi lesy v blizkosti obce Klige
spadajici pod obec s povéfenym obecnim Gfadem Konojedy v okrese Praha-vychod ve
StiedoCeském kraji. Jedna se o dvé sousedni paseky (49,93343N; 14,87704E
a 49,93252N; 14,87864E, 624E9), ptiblizn¢ 150 m dlouhé a 200 m Siroké v mirné

svazitém terénu po tézbe¢ klirovcového diivi z roku 2017 — 2019 (Obrazek 12).
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Obrazek 12 Paseka pro terénni pokus ve vybrané lokalite

(Zdroj: www.mapy.cz, upraveno)

Na severo-vychodni stran¢€ paseky se rozprostira porostni sténa, ktera je tvorena
prevazn¢ smrkem ztepilym (Picea abies) a ojedinéle modiinem opadavym (Larix
decidua) a jedli belokorou (Abies alba). Terénni pokus probihal za proménlivych
meteorologickych podminek od 18. 5. 2020 do 1. 6. 2020, kdy bylo provedeno celkem

devét replikaci.

4.1.2 Metodika odchytu a instalace

Na zminéné pasece bylo rozmisténo celkem osmndct kiizovych feromonovych
lapacii typu Ecotrap (Obrazek 13a) do dvou sekci po deviti lapacich (Obrazek 14b).
Jednotliva stanovisté lapacti byla umisténa v fadé podél porostni stény ve vzdalenosti
cca 30 m od jejiho okraje a v rozestupu 15 m. Sekce byly sice umisténé na stejné
pasece, ale byly odd€leny od sebe shlukem né¢kolika vzrostlych modiind s podrostem.
Lapace byly instalovany vzdy na dva dievéné, do zem¢ zatlucené hranoly do vysky

1,5 m a pfipevnény vazacim dratem.
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Obrazek 13 a) lapac typu Ecotrap (Zdroj: vlastni)
b) cervené - rozmisteni dvou sekci lapacii

(Zdroj: www.mapy.cz, upraveno)

4.1.3 Systém aplikace navnad

Do jednotlivych lapact byly aplikovany navnady ptipravené v laboratoii z hub
Grosmannia europhioides (GE), Grosmannia penicillata (GP) a Endoconidiophora
polonica (EP) (viz kapitola 4.2.1 Tvorba navnad). Pro jednu sekci byly vytvofeny tfi
typy ndvnad. Prvni typ byl z pfedem napéstovanych hub na agaru v Petriho miskach
(Obrazek 14a) spolu s agregacnim feromonem lykozrouta smrkového (Ips
typographus), druhy typ byl samotny agar v Petriho miskach s agregacnim feromonem
(A+F), a tfeti typ byl samotny feromon lykozrouta smrkového (F), ktery tvofi 2-methyl-
3-buten-20l a cis-verbenol v Kartellovych vialkach pfipevnénych na dratku (Obrazek
14b). Pro druhou sekci tvotily navnady také tfi typy, a to pfedem napéstované houby na
smési agaru s floémem v Petriho miskach s agrega¢nim feromonem, samotnd smeés
agaru s floémem v Petriho miskdch a opét jiz zminény samotny agregacni feromon

lykozrouta smrkového.
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Obrazek 14 a) Navnada s houbou Grosmannia europhioides vypéstovanou na agaru
b) Kartellovy vialky pripevnéné na dratku s feromonem lykozZrouta

smrkového (Zdroj: viastni)

U obou sekci byl vzdy ponechan jeden lapac¢ prazdny (Blanc), ktery mél funkci
kontrolniho prvku stejné jako lapa¢ se samotnym agarem (¢i smési agaru s floémem
v ptipadé¢ druhé sekce) doplnény agregatnim feromonem a lapaC se samotnym
feromonem. Kazdd houba byla umistovana do lapacii s rizné¢ vysokou koncentraci.
Vysokou koncentraci tvofily tfi Petriho misky a nizkou koncentraci jedna Petriho miska

s danou houbou. Vycet jednotlivych navnad znazoriuje Tabulka 1.
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Tabulka 1 Vycet jednotlivych navnad pro sekci 1, *smés agaru s floémem u sekce 2.

Lapac Navnada Oznaceni Poznamka
1 Grosmannia penicillata + feromon A Nizké koncentrace
2 Grosmannia europhioides + feromon B Nizka koncentrace
3 Endoconidiophora polonica + feromon C Nizké koncentrace
4 Grosmannia penicillata + feromon D Vysoka koncentrace
5 Grosmannia europhioides + feromon E Vysoka koncentrace
6 Endoconidiophora polonica + feromon F Vysoké koncentrace
7 Agar* G Kontrolni prvek
8 Feromon H Kontrolni prvek
9 Bez navnady, prazdny lapac I Kontrolni prvek

(Zdroj: vlastni)

Pro terénni pokus byl sestaven systém deviti replikaci pro kazdou sekci (Tabulka
2). Kazdy typ navnady byl oznacen svymi pismeny A - I a kazdy lapac Cislicemi 1 - 9.
V prvni sekci bylo ke vS§em ndvnadédm piipsano pismeno “A” znacici médium agar a u
druhé sekce pismeno “F” znacici médium floém. Do kazdého lapace byl umistén urcity
typ navnady vzdy jen jednou a pfi dalsi replikaci byl o jednu pozici posunuty. Tim bylo
zajisténo postupné pisobeni kazdé navnady na vSech deviti stanovistich. Vzhledem k

trvanlivosti hub byly ndvnady obménovany nejdéle po 4 dnech.
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Tabulka 2 Systém deviti replikaci u obou sekci

Cislo Datum Navnada v lapaéich
replikace | replikace | 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 18. 5. A B C D E F G H I
2 18. 5. I A B C D E F G H
3 18. 5. H I A B C D E F G
4 22.5. G H I A B C D E F
5 22.5. F G H I A B C D E
6 25.5. E F G H I A B C D
7 27.5. D E F G H I A B C
8 29.5. C D E F G H I A B
9 1. 6. B C D E F G H I A

(Zdroj: viastni)

Pted kazdou novou replikaci byly odchyceni brouci z jednotlivych lapact
umisténi do plastovych zkumavek s obsahem 95% etanolu. Zkumavky byly popsany
datem sbéru, typem navnady, ¢islem stanovisté, potfadim replikace a uskladnéni k

pozdéjsimu roztiidéni a spocitani v laboratofi.

4.2 Prace v laboratori

4.2.1 Péstovani hub - tvorba navnad

Prace v laboratofi spocivala pfedevS§im v pfipravé zivného média pro kultivaci
hub a samotné kultivovani hub. Houby Grosmannia europhioides, Grosmannia
penicillata a Endoconidiophora polonica byly pravideln¢ dvakrat v tydnu inokulovany
na Cerstvé pripraveny agar v Petriho miskach, ktery slouzil jako vyzivové médium, a
nasledné byly inkubovany v inkubatoru pro podporu ristu mycelia hub na agaru. Pro
kazdy jeden vyjezd do terénu, kdy byly ndvnady s houbami zavéSeny do lapact, a byla
provedena jejich rotace mezi lapaci, bylo zapottebi piipravit 13 misek, z nichz jedna

neobsahovala mycelium houby. Od kazdého druhu houby byly pfipraveny 4 misky, z
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toho 3 misky pro vysokou davku a 1 miska pro nizkou davku. Mycelia hub Grosmannia
europhioides, Grosmannia penicillata a Endoconidiophora polonica byla poskytnuta
doktorem Dineshkumar Kandasamy (Jena Max Planck institute).

Névnady z hub byly vyrobeny tak, Ze Ziva mycelia houby byla naockovana na
dva typy zivného média. Jednim médiem byl agar a druhym smés obsahujici agar
a rozmélnény floém ze smrku ztepilého.

Médium obsahujici pouze agar bylo pfipravovano za sterilnich podminek dle
postupu Kandasamy et al. (2019) s pouzitim 4% potato dextrose agar (PDA) (Sigma
Aldrich). Hotovy agar byl rozlity do Petriho misek o priméru 9 cm v 2 cm vrstvé (cca
30 ml agaru).

M¢édium obsahujici agar a floém ze smrku bylo pfipraveno obdobné, akorat do
PDA byl pfidan rozmélnény floém smrku ztepilého. Pomér floému a agaru byl
7 % : 4 % opét dle postupu Kandasamy et al. (2019). Hotovy agar byl rozlity do Petriho
misek o priméru 9 cm v 2 cm vrstvé (cca 30 ml agaru). Floém pro pfipravu média byl
ziskdn v kvétnu roku 2020 z cca 80 let staré¢ho, zdravého stromu smrku ztepilého ze
Skolniho arboreta v Kostelci nad Cernymi lesy. Floém byl odebiran tésné pied
piipravou agaru jako zivného média, a v dobé&, kdy se s nim nepracovalo, byl ulozen v
tekutém dusiku, aby nedoslo k jeho oxidaci.

Na takto pfipravend média byla za pomoci sterilniho skalpelu inokulovédna
mycelia jednotlivych hub, misky byly zalepeny parafilmem (netoxickou folii), popsany
a poté byly s naockovanym médiem pteneseny do inkubatoru, kde byly péstovany po
dobu ¢ty dnti pii teploté (25 - 28°C). Po Ctyiech dnech ristu mycelia bylo do vicka
plastové misky vytvofeno za pomoci sterilizovaného, rozzhavené¢ho dratu 30 dér o
priméru 2 mm, a tyto otvory byly pfelepeny tésnici izolepou. Takto pfipravené houbové
navnady byly uchovavany v chladicim boxu, aby mohly byt pfevezeny do terénu.

Pro samotny experiment byly tyto houbové odparniky pouzity ve vysoké a nizké
davce. Vysoka davka se skladala ze tii perforovanych Petriho misek obsahujici mycelia
houby. Nizké davka se skladala z jedné perforované Petriho misky obsahujici mycelium
houby. Ob¢ davky byly pouzity v kombinaci s agrega¢nim feromonem lykoZzrouta
smrkového. Téz byla pouzita jedna miska obsahujici pouze agar resp. agar + floém bez

mycelia houby.
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Misky byly zadni stranou pfipevnény na pevny drat pomoci lepenky tak, aby
byla pfedni prodéravéna strana volna a mohla emitovat houbové latky (Obrazek 15).

Takto pfipravené navnady byly zavéSeny na lapace podle daného systému replikaci.

Obrazek 15  Pripevnené navnady z hub (Zdroj: viastni)

4.2.2 Ziskavani a vyhodnocovani tékavych latek z hub pomoci SPME a GC-MS

Jednotlivé druhy hub péstované na agaru ¢i na agaru s floémem v perforované
Petriho misce byly umistény do sbérné¢ho sklenéného zvonu o objemu 5 litr (Obrazek
16). Do sbérného zvonu byl ¢erpan vzduch, ktery byl nosnym médiem pro emitované
tékavé latky z hub na adsorbent Tenax naplnény ve sklenéné jimaci kolonce, ktery ma
ve vnitinim prostoru kovovou jehlu s kiemennym vldknem a modifikovanym povrchem.
Priitok vzduchu ze zvonu a jimani té¢kavych latek na kolonku s adsorbentem zajistovala
elektrickd pumpicka o pratoku vzduchu 100 ml/h. Z adsorbentu byly poté latky
extrahovany pomoci rozpoustédla hexan. Proplach byl proveden 5x po 200 mikrolitrech
hexanu. Na vstupnim otvoru do sklenéného zvonu byla instalovana filtracni kolonka,
ktera filtrovala vstupujici vzduch od latek z pozadi.

Ziskané vzorky byly analyzovany na plynovém chromatografu Agilent 7890B,
vybaveny kapilarnimi kolonami. Rxi-5Sil: 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum. Nastiik pii
20°C, vyhtato rychlosti 8°C/s do teploty 275°C. Teplotni program pro 1D pec byl
naprogramovan na 40°C (2 min) s postupnym zvySovanim o 5°C/min do 120°C,
10°C/min do 200°C. a 20°C/min do 280°C. Funkci nosného plynu zajistilo helium s

konstantnim pratokem 1 ml/min. Teplota transferline byla 280°C. Hmotnostni

42



spektrometr byl nastaven na elektronovou ionizaci pii 70 ev. Hmotnostni rozsah Cinil
35 — 500 m/z. Doba analyzy byla stanovena na 32 minut s akvizi¢ni rychlosti 10
spekter/s. Teplota iontového zdroje byla 250°C.

Chromatogarmy byly zpracovany softwarem ChroMatof od firmy Leco, ktery
pracuje s dekonvoluci (rozkrytim pika, které se neseaprovaly). Latky byly
identifikovany diky shodé hmotnostnich spekter s knihovnou NIST 11, a po srovnani
retencnich Casti se standardy. Kvantita Sesti hlavnich latek 3-methyl-1-butanol; 2-
methyl-1-butanol; 3-methyl-1-butylacetat; 2-methyl-1-butylacetat; fenyletanol a octova
kyselina, 2-fenylethylacetat byla urcena po konstrukci kalibra¢nich kiivek pro kazdou
latku v rozmezi koncentraci o¢ekdvanych v houbové emisi. Veskeré analytické vystupy

v podobé¢ grafii a obrazkl byly zpracované ve spolupraci s Ing. Hradeckym, Ph.D.

Obrazek 16  Ziskavani emitovanych latek z hub (Zdroj: viastni)

4.2.3 Kvantifikace a determinace odchyceného hmyzu

Obsah vsech jednotlivych popsanych zkumavek z odchycenym hmyzem byl
potieba pro urceni vysledkd pokusu roztfidit a spocitat. Spolu s cilovym broukem
lykozroutem smrkovym (Ips typographus) se nachytaly i jiné druhy hmyzu, které bylo
zapotiebi vyseparovat. Z kazdé zkumavky byl vyjmuty obsah rozprostfen na Petriho
miskéach a pomoci pinzety roztiidén a spocitan (Obrazek 17). Necilovy hmyz byl ulozen
do samostatnych plastovych ampuli s 95% etanolem a pfipevnén na zkumavku s
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vytfidénym poctem lykozroutii smrkovych z odpovidajiciho stanoviste a replikace.
Nejcastéjsim druhem necilového hmyzu byl pestrokroveénik mravenci (Thanasimus
formicarius), lykozrout mens$i (Ips amitinus) a lykozrout seversky (Ips duplikatus)
a riizné druhy much, pavoukt a broukd.

Vysledné soucty cilového i1 necilového hmyzu byly zaznamenany do tabulky,

které byly vyhodnoceny statistickym zptsobem.

Obrazek 17  Pocitani obsahu zkumavek na Petriho miskdch (Zdroj: vlastni)

4.3 Metodika statistické analyzy

K vyhodnoceni vlivu jednotlivych latek na odchyt lykozrouta smrkového byl
vytvofen linearni regresni model. Jako zavisle proménna byl pouzit relativni pocet
odchycenych dospélcti zaznamenany v dané periodé na konkrétni variantu. Nezavislé
proménné byly rok odchytu, varianta latky a jejich interakce. Kvalita a vhodnost
modelu byla posuzovana pomoci diagnostickych grafii rezidui proti predikovanym
hodnotdm a jednotlivym proménnym. Statistickd vyznamnost faktori byla poté
posuzovana analyzou rozptylu a k porovnani vyznamnosti jednotlivych urovni faktoru

byla pouzita ,,varianta“ kontrastii (Crawley 2013), kde jako kontrolni (srovnavaci) byla
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nastavena prdzdna varianta s médiem pouzitym u vSech dalSich variant. Nulova
hypotéza o nevyznamnosti faktoru byla zamitdna na obvyklé hladin¢ vyznamnosti
a = 0,05. Pro statistické analyzy byl pouzit software R verze 4.0.2 (R CORE TEAM
2020). Vesker¢ statistické vystupni grafy a tabulky byly zpracované ve spolupraci
s Ing. Modlingerem, Ph.D.
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5  Vysledky

5.1

Stanoveni tékavych latek emitovanych asociovanymi houbami

Pomoci metody GC/MS probéhla analyza tékavych latek emitovanych

jednotlivymi druhy studovanych hub. Odparniky s mycelii hub na agaru emitovaly smés

latek, z nichz nejvyznamnéjsi cilové latky jsou v chromatogramech na Obrazku 18.
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Obrazek 18  Ilustrativni chromatogramy se zaznamy vzorkii vSech tri druhii hub paty

den péstovani. Vizualizovany jsou selektivni hmoty pro izomery methyl

butanolu, jeho acetaty a terpeny.

Na chromatogramu jsou u vSech testovanych druhil na agaru dominantni piky,
které oznacuji identifikaci emitovanych latek. V piku v reten¢nim Case 450 s byly
identifikovany 3-methyl-1-butanol a 2-methyl-1-butanol s velkou plochou u druht hub
Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides. V dal$im vyznamném piku s
retenénim ¢asem 650 s byly identifikovany 3-methyl-1-butylacetdit a 2-methyl-1-
butylacetat z vyraznou plochou u houby Endoconidiophora polonika. Vedle cilovych
analytd, byla dale detekovana tada terpenickych sloucenin. Nizkovrouci terpeny byly

pfitomny v extraktu z vystupniho filtru a detekovany v obdobném mnozstvi i na
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vstupnim filtru. Tento fakt neumoznuje urcit, zda se jedna o produkty metabolismu hub
nebo kontaminaci z laboratorniho prostfedi. Na druhou stranu vySevrouci slouceniny
jako napfiklad karyofylen se v extraktu vstupniho filtru nevyskytovaly, a v pfipad€ hub

se vyskytovaly nejvice u houby Grosmannia europhioides (Obrazek 19).
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[ 45+59+4+61+74+93 GP D5 agarout 1D0:1:1  —— 45+59+61+74+93 GE D5 agar out 1D:1 — 45+59+61+74+93 EP D5 agar out 1D:1

Obrazek 19  Vyrez retencniho casu chromatogramu z hub péstovanych na agaru -
caryophyllen emitovany houbou GE. Sekviterpeny oznacené hvezdickou

nebyly detailnéji identifikovany.

V piipadé agaru s floémem byly latky identifikovany stejnym zplisobem a
porovnany taktéz pieloZzenim chromatogrami vSech tfech hub paty den od zahajeni
jejich péstovani (Obrazek 20). Odezvy cilovych analyti i terpenickych sloucenin,
vykazuji obdobny profil jako v pfipadé hub péstovanych na agaru véetné seskviterpenti
v houbé Grosmannia europhioides a ve vétsi koncentraci 1 u houby Grosmannia

penicillata.
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Obrazek 20  Vyrez retencniho casu chromatogramu z hub péstovanych na agaru s
floémem - caryophyllen u hub GE, GP a sekviterpeny oznacené
hvezdickou nebyly detailnéji identifikovany.

Ve vsech vzorcich jsme urcili pfitomnost 3-methyl-1-butanol; 2-methyl-1-
butanol; 3-methyl-1-butylacetat; 2-methyl-1-butylacetat; fenyletanol a octova kyselina,
2-fenylethylacetat. Hodnoty vykazanych latek se ménily vzhledem k druhtm hub, jejich
stafi v dob¢ testovani a zivnému médiu, na kterém byly péstovany, coz je zndzornéné v
nasledujicich grafech 1 - 3 pro agar a 4 - 6 pro floém. Detailni mnozstvi

identifikovanych latek obsahuje tabulka v Ptiloze 1.
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Graf'1 Hodnoty emitovanych latek houbou Endoconidiophora polonica ve stari
4 - 7 dnii péstované na agaru.
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Graf 2 Hodnoty emitovanych latek houbou Grosmannia penicillata ve stari 4 - 7
dnit péstované na agaru.
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Graf 3 Hodnoty emitovanych latek houbou Grosmannia europhioides ve stari

4 - 7 dnii péstované na agaru.
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U houby Endoconidiophora polonica péstované pouze na agaru byly
nejvyznamnéjSimi latkami 2-methyl-1-butylacetat méné vyznamny byl 3-methyl-1-
butylacetat (Graf 1). Houba Grosmannia penicillata (Graf 2) a Grosmannia
europhioides (Graf 3) péstované na agaru emitovaly nejvice 2-methyl-1-butanol a 3-

methyl-1-butanol. Ostatni latky nevykazovaly pfili§ vyznamné mnozstvi.

EP on agar with'phloem '
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T T T

Graf 4 Hodnota emitovanych latek houbou Endoconidiophora polonica ve stari

4 - 7 dnu péstované na agaru s floéemem.
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Graf'5 Hodnoty emitovanych latek houbou Grosmannia penicillata ve stari 4 - 7

dnit pestované na agaru s floémem.
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GE on agar with phloem
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Graf 6 Mnozstvi emitovanych latek houbou Grosmannia europhioides ve stari

4 - 7 dnii péstované na agaru s floémem.

Houby péstované na agaru s floémem vykazovaly produkci latek jiz v mladSich
stadiich, pticemz u houby Endoconidiophora polonica byl nejvyznamngjsi 3-methyl-1-
butanol, v men$im mnozstvi pak 2-methyl-1-butylacetat a 2-methyl-1-butanol a 3-
methyl-1-butanol. (Graf 4). U houby Grosmannia penicillata (Graf 5) a Grosmannia
europhioides (Graf 6) péstované na agaru s floémem bylo nejvétsi mnozstvi latek 2-
methyl-1-butylacetat a 3-methyl-1-butanol. Ostatni identifikované latky byly ve vétsiné

ptipadii produkovany ve vy$§im mnoZstvi oproti agaru.

5.2 Celkové odchyty broukt na jednotlivé navnady

Béhem terénniho pokusu bylo na vybrané lokalité¢ odchyceno v instalovanych
lapacich celkem 14 890 jedincti lykozrouta smrkového. V prvni sekci bylo odchyceno
4889 jedincti na houby péstované na agaru a v druhé sekci 10 001 jedinct na houby
péstované na agaru s floémem. Do kontrolniho prazdného lapace se b&hem celého
pokusu chytlo 7 jedinci v prvni a 13 jedincii v druhé sekci. Celkové odchyty na

jednotlivé navnady z mycelii hub znazoriiuji Tabulky 3 a 4.

51



Tabulka 3 Jednotlivé odchyty na navnady z mycelii hub péstovanych na agaru

Cislo Celkové pocty odchycenych broukii na houby péstované na agaru

replikace |GpL-+fer | GeL+er | EpL+fer | GpH-+er | EpH-+er | GeH+fer | AG+fer | feromon |prizd. past| Suma
1 45 57 127 | 74 81 91 131 93 2 702

2 61 48 103 | 68 57 78 119 87 0 623

3 55 50 76 62 50 86 110 102 0 594

4 78 87 98 101 | 90 102 | 73 78 0 711

5 58 68 107 | 96 89 88 55 78 3 647

6 28 29 55 51 53 50 28 31 0 331

7 24 47 45 36 35 66 24 38 2 324

8 43 44 80 67 89 80 34 44 0 489

9 60 39 57 84 103 | 89 30 42 0 513
Suma | 452 | 469 | 748 | 639 | 647 | 730 | 604 600 7 4889

(Zdroj: vlastni)

Tabulka 4 Jednotlivé odchyty na navnady z mycelii hub péstovanych na agaru

s floémem
Celkové pocty odchycenych brouki na houby péstované na agaru
Cislo s floémem

replikace | GpL-+er | GeL+er | EpL+fer | GpH-+er | EpH+er | GeH-+fer | AGPH +fer | feromon |prizd. past| Suma
1 62 68 106 | 107 | 269 | 172 299 177 7 1268

2 112 | 106 | 108 | 112 | 328 | 115 253 153 2 1291

3 80 71 120 | 115 | 274 | 132 242 143 0 1180

4 166 | 295 | 278 | 123 | 174 | 107 185 103 4 1439

5 199 | 207 | 280 | 191 | 194 | 88 168 93 0 1425

6 62 126 | 89 132 | 72 37 53 61 0 638

7 40 91 71 87 89 42 55 49 0 531

8 137 | 196 | 88 183 | 143 | 83 144 85 0 1067

9 163 | 218 | 168 | 152 | 167 | 66 187 77 0 1207
Suma | 1021 | 1378 | 1308 | 1212 | 1710 | 842 1586 944 13 10001

(Zdroj: viastni)
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5.3 Statistické porovnani odchyti na jednotlivé navnady v roce 2019 a 2020

Celkovy pocet dospélci Ips typographus odchycenych v roce 2019 a 2020 byl
pomérné rozdilny 14 071 resp. 4 889. Avsak v relativnim porovnani s médiem pouzitym
u vSech testovanych latek (agar + phloem) byl u nékterych latek zaznamenan stejny
mezirocni trend. V obou letech byly vyssi odchyty u Endoconidiophora polonica s
vysokou koncentraci; Endoconidiophora polonica s nizkou koncentraci, Grosmannia
europhioides s vysokou koncentraci, Grosmannia penicillata s vysokou koncentraci, u
Endoconidiophora polonica s nizkou koncentraci a Grosmannia europhioides s
vysokou koncentraci byl tento rozdil statisticky vyznamny (p < 0.05).

U Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides dosahovala vétsi odchyt
vzdy varianta s vys$sim obsahem houby, v ptfipadé¢ Endoconidiophora polonica méla
vzdy vyssi odchyt nizsi koncentrace houby. Ve vysledném modelu nebyl faktor Rok a
interakce s faktorem Varianta na zvolené hladin€é vyznamnosti a = 0,05 statisticky
signifikantni (Graf 7, tabulka 5). Velké Cerné body v Grafu 7 piedstavuji modelem
predikovanou stfedni hodnotu, pfi¢né linie 95% interval spolehlivost predikce, malé

prazdné tecky pozorované hodnoty.
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Graf' 7 Relativni pocet odchycenych Iykozroutii smrkovych na jednotlivé latky

béehem let 2019 a 2020, v pokusu s agarem.
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Tabulka 5 Statistické vyhodnoceni odchytu na agar

Soucet [Primérny
Stuperi F Vyznamnost
Ctvercl Ctverec
volnosti kritérium Pr(>F)
Agar odchylek | odchylek
Varianta 7 5,283 0,75465 | 2,9888 | 0,006137 **
Rok 1 0,908 0,90807 | 3,5965 0,060156 .
Varianta : Rok 7 3,119 0,44558 | 1,7647 0,099902 .
Zbytkova hod. 128 32,319 0,25249

V piipadé pokusné¢ho uspotddani s floémem nebyl rozdil v poctu jedincii
odchyceny v roce 2019 a 2020 natolik markantni jako u pokusu s agarem. V roce 2019
bylo celkové odchyceno 15 032 dospélcti 1. smrkového, v roce 2020 to bylo 10 001
jedinct. AvSak u nékterych variant byl zaznamendn velmi odlisny podil odchycenych
brouki v jednotlivych letech. Interpretace vysledkil je velmi ovlivnéna faktem, ze byl
zjistén vyznamny mezirocni rozdil u kontrolni varianty (p < 0.05). Jedind z variant,
ktera meéla v obou letech konstantné¢ vyS$i pocet odchycenych jedincii, byla
Endoconidiophora polonica s vysokou koncentraci, ovSem statisticky nebyl tento rozdil
vyznamny (Graf 8, Tabulka 6). Velké cerné body v Grafu 8 predstavuji modelem
predikovanou stfedni hodnotu, pfi¢né linie 95% interval spolehlivost predikce, malé

prazdné teCky pozorované hodnoty.
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Graf 8 Relativni pocet odchycenych lykozZroutii smrkovych na jednotlivé latky
behem let 2019 a 2020, v pokusu s floemem.
Tabulka 6 Statistické vyhodnoceni odchytii na agar s floémem
Soucet Primérny
Stupen Vyznamnost
Ctvercl Ctverec F kritérium
volnosti Pr(>F)
Floém odchylek | odchylek
Varianta 7 589,3 84,187 3,0844 0,004891 **
Rok 1 0,0 0,004 0,0002 0,990114
Varianta : Rok 7 455,2 65,030 2,3826 0,025310 *
Zbytkova hod. 128 3493,6 27,294



6 Diskuze

Diplomova prace se zabyvd chemicko-ekologickym vztahem IykoZrouta
smrkového a jeho asociovanych hub rodu Ophiostoma, Grosmannia a
Endoconidiophora, komunikujicich s kiirovci prostfednictvim emitovanych tékavych
latek. ReSerSni Cast prace Cerpa z dostupné literatury ¢eskych i zahrani¢nich autort.
Jednotlivé kapitoly se zabyvaji nejen bionomii lykozrouta smrkového, ale zejména i
jeho interakci s houbami i hostitelskou dfevinou. Dulezitou soucasti je popis
asociovanych hub a jejich emitovanych latek, které pouzivaji ke komunikaci. Dalsi
kapitolou jsou zpiisoby a metody pro ziskavani tékavych latek z hub v laboratofi.

V metodické ¢asti je popsan postup ziskavani dat a zplisob jejich zpracovani.
Interpretovana data byla ziskdna na zéklad¢ kvantitativniho vyzkumu provedeného v
polnim pokusu pomoci odchytil jedincti na navnady z asociovanych hub. Usp&iné
odchyty na jednotlivé navnady byly zpracovany statistickou analyzou pomoci linedrniho
regresniho modelu, kdy vyznamnost faktor byla poté posuzovéana analyzou rozptylu.
Tekavé latky z hub byly analyzovany v laboratofi chemickymi metodami.

Vysledky z polniho pokusu byly porovnany s vysledky diplomové prace Matéje
Trepace (2019) na téma Studium polni atraktivity tékavych latek produkovanych
houbami asociovanymi s Iykozroutem smrkovym. Dale s dostupnou literaturou a

vyzkumy zabyvajicich se stejnou ¢i obdobnou problematikou.

Prvnim dil¢im cilem bylo Analyzovat vzorek emitovanych tékavych latek hub a
pomoct plynového chromatografu s hmotnostni spektrometrii stanovit jejich profil a
kvantitu.

Ke splnéni cile byla pouzita metoda tzv. dynamického headspace, tedy adsorbce
tékavych latek na sorbent v protékajicim vzduchu k ziskani vzorku emitovanych
t€kavych latek hub a GC-MS pro stanoveni jejich profilu a kvantity. Vystupem byly
chromatogramy s identifikaci latek jednotlivych hub v urc¢itém dni odpovidajimu stafi,
kdy byly pouzity pfi polnich odchytech a jejich péstovani vzdy zvlast’ na jednom druhu
zivného média. Jednotlivé chromatogramy z vybraného dne staii hub péstovanych na

agaru byly pifelozeny pies sebe a tim vznikl uceleny piehled identifikovanych latek u
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vSech tiech hub na jednom vystupu (Obrazek 18). Stejnym zplisobem bylo postupovéano
s chromatogramy hub péstovanych na floému.

Zminénymi metodami byla urena u vSech hub piitomnost latek 3-methyl-1-
butanol;  2-methyl-1-butanol;  3-methyl-1-butylacetat; ~ 2-methyl-1-butylacetat;
fenyletanol a octova kyselina, 2-fenylethylacetat. Tyto emitované latky byly ziskavané z
hub péstovanych na samotném agaru a na agaru s floémem v rozmezi jejich stati 4 - 7
dnti. Kvantifikace latek provedena metodou konstrukce kalibrac¢nich kiivek, byla pro
lepsi ptehled zndzornéna pomoci grafti (Graf 1 - 6), kde je zfejmy vliv na vyskyt jejich
mnozstvi v rdmci druhl hub, jejich stafi a Zivnému médiu, na kterém byly péstovany.
Dale byla detekovana tada terpenickych sloucenin, u kterych nebylo mozné urcit, zda se
jedna o metabolity hub ¢i kontaminaci z laboratorniho prostfedi pfi analyze vzorku.
Nizkovrouci terpeny totiz byly pfitomny v extraktu z vstupniho filtru a zaroven bylo
detekovano stejné mnozstvi 1 na vystupnim filtru. Oproti vyslednému profilu
emitovanych vySevroucich terpenickych latek z roku 2019 (Trepa¢ 2019), kdy byly
uréeny latky alpha-pinen, beta-pinen, kamfen, 3-karen, limonen, karyofylen
a aromandendren, byl v nasem ptipad¢ identifikovany pouze karyofylen. Vyskytoval se
pouze na vystupnim filtru u houby Grosmannia europhioides v ptipadé¢ agaru a u
Grosmannia europhioides a Grosmannia penicillata v ptipadé floému. Vyskyt pouze na
vystupnim filtru potvrzuje emisi latek z hub, nikoli kontaminaci z laboratorniho
prostiedi.

Latky 2-methyl-1-butanol a 3-methyl-1-butanol, strukturné¢ podobné slozce
agregatniho feromonu lykozrouta smrkového 2-methyl-3-buten-2-olu, podle
Kandasamyho (2019) nejméné emitovala Endoconidiophora polonica, coz potvrzuji i
vysledky nasi analyzy t€kavych latek. U houby Endoconidiophora polonica péstované
pouze na agaru byl nejvyznamnéjSi latkou 2-methyl-1-butylacetat, jehoz produkce
nejvice stoupala spolu se stafim houby od 5. do 7. dne. Méné vyznamny byl 3-methyl-1-
butylacetat, jehoz produkce ale v 7. dni staii houby jiz klesala. Obdobnym zplisobem se
projevil 2-methyl-1-butanol u hub Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides
péstovanych na agaru. 3-methyl-1-butanol mél taktéz stoupajici tendenci spolu se stafim
houby, ale jeho mnozstvi produkce bylo nizs§i. Ostatni latky nevykazovaly pfilis
vyznamné mnozstvi.

Houby péstované na agaru s floémem vykazovaly oproti agaru produkei latek jiz

od 4. dne stéfi, ptficemz u houby Endoconidiophora polonica byl nejvyznamngjsi

57



3-methyl-1-butylacetat se stoupajici tendenci do 6. dne stafi houby a poté jeho produkce
klesala. Obdobn¢ se v mensim mnozstvi projevil 2-methyl-1-butylacetat a 3-methyl-1-
butanol. U hub Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides péstovanych na
agaru s floémem bylo nejvétsi mnozstvi latek 2-methyl-1-butylacetat a 3-methyl-1-
butanol podobné jako pii péstovani na samotném agaru, ale jejich produkce byla
evidentni jiz 4. a 5. den s naslednou klesajici tendenci. Ostatni identifikované latky byly
ve vétsingé pripadu produkovéany ve vys$sim mnozstvi oproti agaru. To nasvédcuje faktu,
ze m¢ly houby z agaru malo Zivin a proto rostly pomaleji a s mensi intenzitou, kdezto
ve floému jsou schopny rist rychlosti az Icm za den (Hulcr 2013). Zaroven tohle
zjisténi potvrzuje vysledky praci nize uvedenych autord, které popisuji spousténi
rozséhlych hypersenzitivnich reakci hub ihned po inokulaci do floému a soucasnou
akumulaci metabolitl, které¢ vedou k nekr6zam jeho tkani (Berryman 1972; Erbilgin et
al. 2006; Franceschi et al. 2005; Lieutier et al. 2009; Zhao et al. 2011). Z toho bychom
mohli usuzovat, ze pravé houby péstované na floému maji diky schopnosti rychlého
ristu Casngjsi vzestup chemické aktivity a tim i emitaci nékterych t€kavych latek a

vvvvvv

agaru.

Druhym dil¢im cilem diplomové prace bylo V polnim pokusu overit ucinnost
a behavioralni aktivitu hub pomoci specialné vytvorenych navnad s jejich myceliem ve
feromonovych lapacich podle stanoveného replikacniho schématu. K tomuto dil¢imu
cili byla formulovana jedna vyzkumna otazka.

Vyzkumna otazka €. 1 - Je pri odchytu lykozZrouta smrkového aktivita hub
Endoconidiophora polonica, Grosmannia europhioides a Grosmannia penicillata
rozdilna? K analyze vyzkumné otazky byl pouzit kvantitativni vyzkum rozdéleny do
dvou sekci odchytt.

V prvni sekci odchytl, kde byl jako vyzivné médium hub pouzit pouze agar,
bylo celkem odchyceno 4 889 jedinct lykozrouta smrkového. Jednotlivé odchyty do
téchto ndvnad s houbami byly vétSi nez odchyty na agar s feromonem ve Ctyfech
piipadech. Vyssi atraktivitu projevila houba Endoconidiophora polonica v nizké i
vysoké koncentraci a Grosmannia penicillata s Grosmannia europhioides ve vysoké
koncentraci. Ve srovndni s odchyty pouze na feromon byly houbové odparniky vzdy

ucinngj§i mimo Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides v nizkych
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koncentracich. Do prazdnych lapaci se chytlo pouze 7 jedinctl, coz lze povazovat za
nahodny naraz do lapaCe pii disperznim letu. V druhé sekci odchyti byl vyzivnym
médiem pro houby agar s floémem, na které bylo celkem odchyceno 10 001 jedinct
lykozrouta smrkového. Odchyty na jednotlivé navnady s houbami byly statisticky
signifikantné opakované v obou letech vétsi nez na agar s floémem a feromonem pouze
v jednom piipadé a to u houby Endoconidiophora polonica ve vysoké koncentraci.
Oproti samotnému feromonu ovSem prokazaly atraktivitu vSechny houby v nizkych i
vysokych koncentracich az na Grosmannia europhioides ve vysoké koncentraci. Do
kontrolniho prazdného lapace se béhem celého pokusu chytlo 13 jedincl, coz se opét
povazuje za nahodny néraz piti disperznim letu. Vysledky vyzkumného pokusu
znazornéné v tabulkéch (Tabulka 3 a 4) odchytl lykozrouta smrkového na navnady z
hub péstovanych na agaru a floému jasn¢ vyznacuji rozdilnost jejich aktivity pii

odchytech, coz potvrzuje i jejich behavioralni vliv na lykozrouta smrkového.

Tretim diléim cilem bylo Statisticky porovnat atraktivitu ¢i jednotlivé navnady
pro lykozrouta smrkového. K tomuto dil¢imu cili byly formulovany dvé vyzkumné
otazky tykajici se koncentrace hub a funkce jejich tékavych latek.

Vyzkumna otazka €. 2 - Jakou roli maji tekavé latky z hub na odchyt lykoZrouta
smrkového?

Tekavé latky z hub maji podle vysledkli vyznamnou roli pfi odchytu lykoZrouta
smrkového, coz odpovida teorii, ve které¢ Kandasamy et al. (2016) uvadi jejich funkci
jako zdroj semiochemikalii ovliviiujicich chovéni lykozrouta. Role tékavych latek je
vazana na jejich koncentraci, podle které lykozrouta lakaji nebo naopak odpuzuji. Z
vysledki polniho pokusu vyplyva, ze z asociovanych hub je Endoconidiophora
polonica nejvice preferovana lykozroutem smrkovym, ¢imz ovliviuje jeho behavioralni
aktivitu. Tato zjiSténi konvenuji s vysledky Kandasamyho et al. (2019) laboratornich
misti¢kovych pokusi, které dokladaji, ze asociovana houba Endoconidiophora polonica
je pro lykozrouta nejvice atraktivni prfedevsim diky acetatim, které¢ emituje. Zaroven
udava, Ze behaviordlni aktivita hub je zdvisla na koncentraci jejich emitovanych
tékavych latek, coz odpovida vysledkiim z jeho laboratorniho behavioralniho testu, kdy
byla Endoconidiophora polonica atraktivni pouze v fedéni 107 a ve vyssich
koncentracich kirovce dokonce odpuzovala (Kandasamy et al. 2019). Tyto vysledky

vcelku odpovidaji odchytim provedenym v nasem polnim pokusu v rdmci prvni sekce
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(Tabulka 3), kde byly odparniky z hub péstovanych na samotném agaru. OvSem v sekci
s agarem a floémem vykazovala dle odchyti (Tabulka 4) zna¢nou atraktivitu
Endoconidiophora polonica 1 ve vysoké koncentraci, coz lze pfisuzovat pfitomnosti
floému, ktery svymi latkami miiZze ovliviiovat rlist hub a emitaci jejich t€kavych latek.
Nicméné vysledky z obou sekci napovidaji faktu, ze je tato houba pro 1ykoZrouta jednou
z nejvice atraktivnich asociovanych hub vykazujici behavioralni aktivitu.

Vyzkumna otazka ¢ 3 - Jaky je odchyt kozrouta smrkového na riizné
koncentrace hub?

Pro statistické porovnani odchyti na jednotlivé navnady z hub ve vysokych a
nizkych koncentracich byly srovnany vysledky polniho pokusu v roce 2019 (Trepac
2019) a naSeho polniho pokusu z roku 2020. Celkovy pocet dospélci lykozrouta
smrkového odchycenych v jednotlivych letech byl rozdilny. Tento fakt lze ptfisuzovat
odliSnym klimatickym podminkam v pribéhu pokust, piestoze byly provadény na
stejné lokalité¢. V roce 2019 byly odchyty provadény ve dvou sériich, pfi¢emz prvni
probéhla v pribéhu dubna a kvétna s pouzitim agaru jako zivnym médiem pro houby.
Druhd série probéhla na stejném misté s pouzitim zivného média agaru a floému v
prubéhu Cervence a srpna (Trepac¢ 2019). Na houby péstované na agaru bylo v roce
2019 odchyceno 14 095 jedinct, v roce 2020 jen 4 889. Vysledky odchytii na jednotlivé
navnady z obou pokusii jsou i tak v pomé&ru, az na vyjimky, srovnatelné. V obou letech
byly na agar vyss$i odchyty u Endoconidiophora polonica, Grosmannia penicillata a
Grosmannia europhioides ve vysoké koncentraci a Endoconidiophora polonica v nizké
koncentraci. Vys§si odchyty u vSech tfech hub potvrzuji vysledek prace Kandasamyho
(2016), ktera jako jedna z prvnich uvadi tyto druhy jako asociované houby ovliviiujici
behaviordlni aktivitu lykozrouta smrkového. U Endoconidiophora polonica v nizké
koncentraci a Grosmannia europhioides ve vysoké koncentraci byl tento rozdil i
statisticky vyznamny (p < 0.05). U Grosmannia penicillata a Grosmannia europhioides
dosahovala vétsi odchyt vzdy varianta s vysSSim obsahem houby, v piipadé
Endoconidiophora polonica mé¢la vyssi odchyt vzdy niz8i koncentrace houby. Ve
vysledném modelu nebyl faktor Rok a interakce s faktorem Varianta na zvolené hladiné
vyznamnosti o = 0,05 statisticky signifikantni.

V ptipadé druhé sekce s navnadami z hub péstovanych na floému byl vyssi pocet
odchycenych jedincl na navnadu z houby Endoconidiophora polonica ve vysoké

koncentraci, ovSem statisticky nebyl tento rozdil vyznamny.
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Ctvrtym diléim cilem diplomové prace bylo Vyhodnotit chemicko-ekologicky vyznam
jednotlivych hub pro lykozrouta smrkového.

Vceelku vysokd tucinnost houbovych navnad pii odchytech potvrzuje
Kandasamyho et al. (2016) teorii naviga¢ni podpory hub pomoci uvolnénych tékavych
latek pti lakani lykoZrouta primarnimi atraktanty hostitelského stromu (Kandasamy et
al. 2016). Z druhého pohledu Ize chapat atraktivitu hub pro kiirovce jako nastroj na
pienos svych spor na dalsi hostitelsky strom, do kterého spolu s nim po zavrtani do kiry
snadno proniknou, ¢ehoz nejsou samy schopny (Franceschi et al. 2005). Vysoké pocty
odchytli na navnady z hub tak nasvédcuji tomuto dalSimu vyznamu hub ve vzajemném
vztahu s lykoZroutem. Pro vyrovnany symbioticky vztah na oplatku poskytuji broukim
1 jejich larvdm vyZzivnou potravu a pomahaji pfi zdolavani obranyschopnosti stromu.
Metabolizovanim obrannych sloucenin hostitelskych dfevin snizuji houbovi symbionti
toxicitu terpenti a fenold pro kiirovce (Christiansen et al. 1987; Krokene 2015; Krokene
et al. 2001; Lieutier et al. 2009; Rafa et al. 2015). Touto schopnosti vyrazn¢ podporuji
utoky klrovel na jejich hostitelské dieviny a spoleéné mohou docilit jejiho odumfeni.
Chemicko-ekologicky vztah lykozrouta smrkového a jeho asociovanych hub je
evidentni, a¢koli je§té netplné rozkli¢ovany. Ctvrty diléi cil byl splnén asteéné a je
potieba se tomuto tématu vénovat podrobnéji v dalSich vyzkumnych pracich.

Diplomova prace byla zaméfena na potvrzeni ¢i vyvrdceni atraktivity
asociovanych hub lykozrouta smrkového. Pomoci dil¢ich cili jsme dosli k hlavnimu
zaméru prace, jehoz hlavnim cilem bylo Stanoveni emitovanych tékavych latek hub
a otestovani jejich behavioralni aktivity. Z vysledkli vyzkumu a jednotlivych dil¢ich
cili vyplyva, ze stanovené tékavé latky, které asociované¢ houby emituji, piisobi na
behaviordlni aktivitu lykozrouta smrkového. Stava se tak v zavislosti na koncentraci
tékavych latek, staii hub a vzajemné interakci zucastnénych organismti.

Vzijemnd interakce Iykozrouta smrkového a jeho asociovanych hub
v navaznosti na slozity multitrofni systém skyta jest¢ mnoho nepoznaného, ackoliv jiz
dosavadni vyzkumy hodné dokdzaly. V této praci bylo pro objasnéni vyznamu
atraktivity hub pro Iykozrouta smrkového a ovéfeni jejich behavioralni aktivity zvoleno
mnoho cilti, kterych nelze dosahnout na takové trovni a statistické hladiné
vyznamnosti, aby bylo mozné vSechny polozené otdzky jednoznaéné zodpoveédét. Prace

nastolila fadu moZznosti v prohlubovani a poznavani tématu na dalSich trovnich.
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7 Z.aveér

Diplomové prace s ndzvem “Stanoveni té¢kavych latek a behaviordlni aktivity u
navnad pro lykozrouta smrkového vytvoienych z jeho asociovanych hub” se po
teoretické strance vénuje chemicko-ekologickému vztahu Iykozrouta smrkového a jeho
asociovanych hub. Zaméfuje se na atraktivitu hub rodu Ophiostoma, Grosmannia
a Endoconidiophora, komunikujicich s kirovei prostiednictvim emitovanych t€kavych
latek.

V empirick¢ ¢asti byly hodnoceny vysledky kvantitativniho vyzkumu
provedeného polnim pokusem pomoci odchytii lykozrouta smrkového na navnady
vytvofené z jeho asociovanych hub.

Hlavnim cilem bylo stanoveni emitovanych t€kavych latek hub a otestovani jejich
behavioralni aktivity pro atrakci lykozrouta smrkového v kombinaci s feromonem.
Ve vztahu k hlavnimu cili byly sestaveny Ctyii dil¢i cile, pomoci kterych se zjistoval
profil emitovanych latek, jejich atraktivita a behaviordlni aktivita ve vztahu k
lykozroutu smrkovému.

Prvni dil¢i cil mél za kol stanovit emitované latky hub, jejich profil a kvantitu.
Na zéklad¢ analyzy ziskanych vzorka z hub byl sestaven profil emitovanych latek
a jejich kvantita. Endoconidiophora polonika nejvice emituje acetaty, houby rodu
Grosmannia vice alkoholu. Houby péstované na agaru emituji latky pozdé¢ji nez na
floému. Druhy dil¢i cil ovétoval u¢innost a behavioralni aktivitu hub pomoci specialné
vytvofenych ndvnad z jejich mycelii pomoci lapact v polnim pokusu. Z vysledka
odchytt lykozrouta smrkového vyplyva ucinnost navnad a jejich vliv na behavioralni
aktivitu lykozrouta smrkového, kdy bylo v piipad¢ agaru chyceno nejvice broukii na
Endoconidiophora polonica v nizké koncentraci a v pifipadé floému na
Endoconidiophora polonica ve vysoké koncentraci. Treti dil¢i cil mél za ukol statisticky
porovnat atraktivitu jednotlivych navnad pro lykoZzrouta smrkového. Pomoci linearniho
regresniho modelu a nésledné analyzy rozptylu byly statisticky vyhodnoceny
nejvyznamnéjs$i navnady a mezirocné porovnany v obdobnych polnich pokusech.
Statisticky vyznamny byl v ptipadé agaru v obou letech odchyt na Endoconidiophora
polonica v nizké 1 vysoké koncentraci Grosmannia europhioides a penicillata ve vysoké

koncentraci. V ptipad¢ floému byl nejvyssi odchyt na Endoconidiophora polonica ve
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vysoké koncentraci, ale nebyl statisticky signifikantni. Ctvrty diléi cil hodnoti
chemicko-ekologicky vyznam jednotlivych hub pro lykozrouta smrkového, ze kterého
vyplyvéa vyznamna existence atraktivity asociovanych hub pro lykozrouta smrkového.
Nejvétsi vyznam vztahu spociva v navigacni podpoie hub pomoci uvolnénych tékavych
latek pii lakani lykozrouta priméarnimi atraktanty hostitelského stromu a poskytnuti
mycelii hub jako stravy pro larvy i brouky. Zaroven vyuzivaji houby lykoZrouta
smrkového jako néstroj na ptenos svych spor na dalsi hostitele.

V ramci diplomové prace byly stanovené cile splnény, ale zdaleka nebylo
dosazeno jejich vyznamného poznani, které by v mnohém osvétlilo spoustu prozatim
nezodpovézenych otazek. Vzhledem k aktudlnosti a zévaZnosti tohoto tématu je
zapotiebi vénovat mnoho dalSiho Usili do hlub§iho porozuméni. Tato prace nastolila
mnoho podnétl pro dalsi vyzkumy vedouci k rozklicovani slozitych ptirodnich vztahii

a budoucimu souladu s ptirodou.
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