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Sex-specific differences in antennal sensitivity of Ips typographus to trans-4-
thujanol

Neddwna rozsahla srovndvaci analyza antenalni aktivity 1. typographus na tékavé latky
uvolfiovang smrky za riznych fyziologickych podminek odhalila nékelik nevych velmi
aktivnich slougenin, které jsou ve smrkovych emanacich pfitomny v relativné malém
mnoZstvi. Jednou z nlch]e (+] trans-4- thUJanol latka, jehoZ koncentrace je vyrazné
wySsiu mladych stromi a snifuje se s jejich narusta]lmm stafim. Udaje z terénnich
experimentd ukazuji, Ze (+) trans- 4 thUJanaI plsobi jake anti-atraktant. 4. snizuje
atraktivitu agregaéniho feromonu kiroved pro obé pohla\n Samice se zdaji byt

k plsobeni (+) - trans-4-thujanel vice citlivé nez samci. Odligna reakce samcd

a samic na (+) - trans-4-thujanol je piekvapiva. Funkéni (evoluéni) divod rozding
reakce neni jasny, ale mizeme napfiklad spekulevat, Ze pro samice mize byt (+) -
trans-4-thujanol pfedstavovat informaci o nevhodnosti hostitelského stromu pro
uspésny vyvoj potomstva. Thujanol je také soudsti agregacniho feromonu
sympatrického druhu Polygraphus poligraphus a byl nalezen také u Ips amitinus.

K objasnéni zplsobu, jakym (+) - trans-4-thujanol ovliviiuje chovani Ips typographus,
je potfeba nowych experimentt. Navrhovana prace je prvnim z nich.

Cilem préce je zZjistit, zda u kirovee L typographus existuii rozdily v dtlivosti tykadel
mezi pohlavimi k (+) - trans-4-thujanolu. Experimenty budou provedeny pomaci
elektrofyziologického zdznamu antendlni aktivity (EAG). Ufinnosti (+) - trans-4-
thujanolu bude porovnana s daldimi znamymi anti-attraktanty jako je verbenon a 1,8-
cineol.

Citlivost tykadel bude porovnavana pomoci zaznamu elektrické aktivity (EAG)
vyvolané gichovou stimulaci
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Abstrakt

V této praci probchla analyza sex-specifickych rozdili vybranych chemickych latek,
pomoci elektrofyziologické metody zvané elektroantenogram (EAG). Méteni probehlo
na lykozroutu smrkovém (Ips typographus). Méteni EAG odpovédi probéhlo u latky
trans-4-thujanol a 1,8-cineol. Obé tyto latky fadime mezi monoterpeny, které se piirozené
vyskytuji u smrku ztepilého (Picea abies) v pryskyfici. V piedchazejicich experimentech
bylo zjisténo, ze maji tyto latky inhibicni efekt na atraktivitu dvouslozkového
agregacniho feromonu. EAG pokusy odhalily, ze jsou obé tyto latky tykadly lykozrouta
smrkového vnimany samci 1 samicemi. Hodnoty prahovych koncentraci zkoumanych
latek, které vyvolavaly prvni EAG odpovédi se mirné lisily pro obé pohlavi u trans-4-
thujanolu, zatimco prahové odpovédi samci a samic pro 1,8-cineol byly podobné.
S rostouci koncentraci latek nad prahové hodnoty rostly rovnéz EAG odpovédi. Saturacni
hodnoty (to je koncentrace, ktera jiz nevyvolava zvySeni EAG odpovédi v porovnani
s piedchazejicim stimulem) byly pozorovany pouze u samic reagujicich na 1,8-cineol,
ktery v porovnani s trans-4-thujanolem byl vice tykadlové aktivni. Vysledky jsou
diskutovany k inhibi¢ni aktivité studovanych latek na atraktivitu agrega¢niho feromonu

Ips typographus (cis-verbenol, 2-methyl-3-buten-2-ol)



Abstract

In this study we analyzed olfactory activity of trans-4-thujanol and 1,8-cineol. Two
chemicals that were proved to have inhibitory effect on the attractiveness of aggregation
pheromone in bark beetles (Ips typographus). In the study, we used electrophysiological
technique called electroantennogram. EAG, to determine sex specific differences in
olfactory perception (resp. In EAG reactions) to these two compounds. Trans-4-thujanol
and 1,8-cineol are monoterpenes naturally present in the resin of norway spruce (Picea
abies). Both chemicals elicited EAG responses in bark beetles antennae that were
dependent on the dose. The analysis of EAG dose-responses curves revealed slightly
different thresholds values for trans-4-thujanol for females than males. However the slope
of EAG dose-response curves for both males and females were similar. The thresholds
for EAG responses for 1,8-cineol were not significantly different for both males and
females as well as slopes of EAG dose-response curves. The saturation value for EAG
responses (concentration that does not elicit higher EAG response in comparison with the
previous value) was found only for 1,8-cineol in females. The EAG response on both
chemicals was growing with growing concentration. Our data show that that 1,8-cineol is
EAG more active in comparison with trans-4-thujanol. The data are discussed in relation
to their inhibitory activity on attractiveness of aggregation pheromone (cis-verbenol and
2-methyl-3-buten-2-ol).
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Uvod

Na uzemi Ceské republiky byl v poslednich letech zaznamenan trend zmény klimatu. To
s sebou nese fadu zmén. Vyss§i prumérné roéni teploty v kombinaci s nerovnomérnou
distribuci srazek zpiisobuji vysouSeni podzemnich vod. To je nasledné limitujicim
faktorem pro celou fadu organismu. Nejvétsi dopad v naSich podminkach ma tato souhra
klimatickych podminek na smrk ztepily (Picea abies). Smrk ztepily je u nas
nejzastoupenéjsi dievinou a mé pro ekonomiku neopomenutelny hospodaisky vyznam.
Oslabeni kondice smrku na stanovistich, kde by se pfirozené nevyskytoval, vede
k ekonomickym ztratam. Slabi jedinci totiz ztraci schopnost odolavat biotickym ¢initeliim
(ktroveam), ktefi z této situace benefituji. Cilem této prace jsou lykozrouti smrkovi (Ips
typographus) a chemicka komunikace na jejimz zakladé¢ identifikuji hostitelské stromy.
Smrky vypoustéji do ovzdusi celou fadu latek, které se kiirovei naudili ptijimat a na jejich
zaklad¢ ¢init rozhodnuti o vybéru jedince, ktery predstavuje dostate¢né potravni moznosti
a tudiz umozni uspésnou reprodukei druhu. Tato prace je rovnéz zamétena na rozdily ve
vnimani mezi pohlavim u lykozrouta smrkového, jelikoz je strategie pro osidlovani
rozdilna pro samce a samice. Dalsi snahou je zafadit relevanci trans-4-thujanolu
Vv systému, porovnanim s latkou, jejiz behavioralni ¢inky jsou pro kdrovce jiz znamy.
Studie podobného zaméteni by mohly mit vliv na integrovanou ochranu proti hmyzim
Sktidctim, jelikoz bychom na zakladé uziti latek, pro né behavioralné aktivnich, mohli
usmérinovat smér jejich migrace, a tak ovliviiovat jejich dynamiku. Tim bychom mohli

ochranit porosty, pro nas, vyznamnych dfevin.
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Kiurovci

1.1 Taxonomie lykozrouta smrkového

Kurovce fadime do tiidy Insecta (hmyz), podtiidy Pterygota (kiidlati), fad Coleoptera
(brouci), podiad Polyphaga (vsezravi), ¢eled” Curculionidae (nosatcoviti), podéeled’

Scolytinae (kurovcoviti), rod 1ps (Iykozrout), druh typographus (smrkovy)

1.2 Kalamitni $kadci v Ceské republice

Kalamitni $kiidce v Ceské republice a postupy pii jejich prevenci a asanaci blize
specifikuje vyhlaska ¢islo 76/2018 Sb., ktera dopliuje nadfazeny zékon o lesich (lesni
zakon) 289/1995 Sb. Kalamitni stav je stav populacni hustoty sktidce, pii némz dochazi
ke vzniku hospodaisky vyznamnych $kod na lesnich porostech, ohrozeni plnéni funkci
lesa nebo rozvraceni lesnich porostt. (76/2018 Sh.) Mezi kalamitni Skiidce je fazena celé
fada druh. Patfi sem naptiklad zastupci blanokiidlého hmyzu — ploskohibetky z rodu
Cephalcia a obale¢ modtinovy (Zeiraphera griseana), zastupci fadu motyli — bekyné
mniSka (Lymantria monacha) a zastupci broukti — Klikoroh borovy (Hylobius abietis),
lykozrout smrkovy (Ips typographus), lykozrout seversky (Ips duplicatus) a Iykozrout
leskly (Pityogenes chalkographus). Vsechny tyto organismy fadime mezi kalamitni,
protoze jsou schopné zpusobit holozir. Dilezité je zminit, Ze vSechny tyto organismy
parazituji na jehli¢nanech. Divodem absence Zivocichi Zivicich se na listnatych jedincich
je ten, ze zde nemaji tak destruktivni Gc€inky. Listnaté stromy jsou schopny vymeény
asimilacnich organti béhem roku, takze to ve vétsSiné ptipadech pouze zpomali jejich
dynamiku pro rok, kdy byly napadeny. Nejvyznamnéj$im kalamitnim Skiidcem u nas je

rozhodné lykozrout smrkovy (Ips typographus).

Mira vlivu téchto Skodlivych organismi je interpretovana podilem nahodilé tézby
Vv poméru k t€zbé celkové, protoZze se do tohoto druhu tézby fadi 1 kiirovcem napadené
dievo (mimo zpracovani zivelného dieva, jako tieba poloml zplsobenych vétrem).
Celkova té7ba za rok 2020 byla 35,75 milionti m? dieva, Z &ehoZ nahodila piedstavovalo
33,91 miliont m®. DulleZitym ukazatelem je to, Ze jehli¢nata tézba predstavovala 96,5 %,
coz odpovida hodnoté 34,49 miliont m® dieva (Ministerstvo zemédélstvi, 2020). Tato
hodnota reflektuje stav lestit v Ceské republice, kdy z celkové plochy lest jehli¢nany

zaujimaji 70,4 %. Z toho pouze smrk ztepily (Picea abies) 48,8 %, coz je vyrazny pokles
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oproti predchozim letim. (Ministerstvo zeméd¢lstvi, 2020). Napiiklad v roce 2000 smrk
rostl na 54,1 % z celkové rozlohy lest. Jak z dat tedy patrné vyplyva, nejvice relevantnim
hostitelem v nasich podminkach je pro kiirovce smrk ztepily, a to z divodu vyznamného
zastoupeni, coz s sebou nese vysoké ekonomické ztraty. Kombinace niz§iho thrnu srazek
a vyssich primérnych teplot vedla k rychlému nartstu populaci podkorniho hmyzu.
Naptiklad v letech 2014 piedstavovala nahodila hmyzova tézba 1,13 mil. m3. Pogatkem
roku 2015 jiz tato hodnota byla dvojnasobna (2,31 mil. m®), coz je obdobi vyrazngjsi
zmény klimatu a od té doby hmyzova nahodila tézba pouze stoupa. V roce 2020, coz jsou
nejaktudlng;si data, tato hodnota pfedstavuje neuvéfitelnych 26,24 mil. m3, coz je oproti

primérnym hodnotam mezi 1-2 mil. obrovsky narust (Ministerstvo zemédélstvi, 2020).

Aktuélni kiirovcova kalamita je zpisobena celou fadou faktorti. Mezi nejvyznamné;jsi
patii klimatickd zména. Na naSem Uzemi je mozné pozorovat konzistentni nardst
priamérnych ro¢nich teplot v kombinaci s mirnym trendem poklesu ro¢niho tthrnu srazek
u kterych je navic problém, ze se jejich depozice zafala koncentrovat do obdobi
vegeta¢niho klidu. (CHMU pro MZP, 2020) Druhym podstatnym faktorem je zavleGeni
smrku, ktery je zvykly na horské podminky (vy$s§i hrny srazek, nizsi teploty), do oblasti,
kde tyto podminky nenachézi. Jedna se 0 oblasti planarni — kolinni stupenn (volné&ji
pteloZeno niZiny — pahorkatiny). Zde je smrk ztepily schopny enormnich pfirasti, ale za
cenu nizké stability porosti. Zahradnik a knizek, 2007 uvadi, Ze vlivem vysoké teploty
V nizinach je Ips typographus schopny vyvést 2 (v ojedinéle teplych letech 3) generace
potomstva a jak bude uvedeno v kapitole 1.4, pocet napadenych jedinci roste
Vv exponencialni posloupnosti, tudiz dochazi k extrémnimu mnozeni. Dal$im, pro smrky,
neptiznivym faktorem je monokulturni zpisob hospodateni, ktery v nasi zemi doposud
prevladal. Jelikoz byla hlavnim cilem lesa produkce biomasy, ktera se nasledné da
zpenézit, tak dnes mame porosty, které se skladaji pouze z jednoho druhu dieviny.
V tomto ptipad¢ smrku ztepilého. To s sebou samoziejmé nese moznost jednoduchého
zpliisobu obzivy pro jedince, kteti ho maji ve svém jidelnicku. ,,Monokulturni lesy
predstavuji pro klirovce prostiené stoly*. Kdyz se tedy daji vSechny faktory dohromady,
tak z toho vyplyva, Ze ma kiirovec idealni podminky pro pachani §kod na porostech Ceské
republiky. Dulezité je zminit, Ze v ptirod¢ to neni tak, Ze by byl klirovec spojeny pouze
se smrkem ztepilym. VéEtSina ndm zndmych stromli ma svého kilirovce, ale problém je
majoritni zastoupeni stromil stejného druhu, coZ zpiisobilo namnoZeni populaci, které

tento druh hostitele zvladnou likvidovat. Na druhou stranu je dilezité zminit, Ze
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Vv pfirozené se vyvijejicim lesnim spolecenstvu mé klirovec nenahraditelnou funkci.
Kurovci byli v pfirodé pritomni vzdy a jejich primarni role je napadani ranénych ci
oslabenych stromt. To se v pfirod¢ Casto poji s néjakou disturbanci. Disturbance je
plosné naruSeni porostu na urcitém uzemi. V praxi si to mtizeme predstavit jako vétrnou
kalamitu, coz klirovcovi zptistupni velké mnozstvi zdroji pro jeho obzivu. Tento vztah

je ale akceptovatelny, protoze se vétSinou brouk omezil pouze na narusené porosty.

1.3 Taxonomicka determinace vybranych relevantnich klirovcovych organismii

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2, mezi kalamitni druhy kutrovci tadime Ips
typographus, Ips duplicatus a Pityogenes chalcographus, t¢ém bude vénovana pozornost
v této kapitole, ale vycet druhti bude rozSifen jest¢ o Ips amitinus, Polygraphus
poligraphus a Pityophtorus pityographus (lykozrout mensi, lykohub matny a Iykozrout
obecny), jelikoz to jsou dalsi z druhd, které se u nas bézné na smrku vyskytuji. Spravna
a véasna determinace druht je dulezitd zejména pti volbé obrannych opatieni. Urceni
druhu je mozné dvéma zakladnimi zptsoby. Podle pozerkt a podle morfologie brouka.
PoZerek je struktura, kterou kiirovec vytvoii pod kiirou. Jednd se o snubni komurku,
mate¢né chodbicky, vajecné dulky, larvalni chodby a piipadné uzivny zir. Ips
typographus je z vyétenych druhti nejvétsi. Knizek a Zahradnik, 2007 uvadi, ze dospélec
dosahuje délky 4-5,5 mm. Tomu jsou ptizpisobené i matecné chodbicky. Jedna se
0 rovné, delsi struktury tunelovitého tvaru, kterych vétSinou ze snubni komurky vede 2-
3, coz odpovida pocétu samic, se kterymi se pari a jejich primér je pomérné vétsi (ve
srovnani s Ips duplicatus, s jehoz poZerky by se dal zaménit). Na tykadlové palicce je
viditelna vinka. Na konci krovek ma tento druh 4 vybéZzky, pficemZ 3. zoubek vybiha
do tvaru srdicka. Ips duplicatus ma na konci krovek vybézky rovnéz 4, ale 2. a 3. je
na pohled srostly, textura na tykadlové palicce je rovnéZ zvinéna a druh je vyrazné mensi.
Dortsta délky max 4 mm. PoZerek vypada podobn¢ jako u lykozrouta smrkového, lisi se
pouze Vv Sifce mate¢nych chodeb (Holusa a kol., 2006). Ips amitinus je druh, ktery ma
rovnou carku na tykadlové palicce. Jeho pozerek je jiz ponékud chaotictéjsi, matecné
chodbicky jsou zvinéné, a tudiz se daji odlisit od predchozich druhti (Lubojacky, 2012).
Pozerek Pityogenes chalcographus ptipomina tvar hvézdy, ale snubni komtirka nebude
témér nikdy vidét, protoze ji tvofi téméf u povrchu kiry (nezasahuje do béle). Tento druh

je na prvni pohled velmi maly, dorista cca 2,5 mm (Zahradnik, 2007). Pityophthorus
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pityographus dortsta podobnych rozmért jako lykozrout leskly, ale da se dobie rozlisit
podle pozerku, jelikoz tento druh hloubi snubni komurku hluboko, takze ji budeme moci
na béli nalézt (Horak, 2005). Pozerek druhu Polygraphus poligraphus je velmi chaoticky,
nelze v ném nalézt n&jakou pravidelnou strukturu. Tento druh dorista rozméra 1,8-3,5
mm (Knizek a Zahradnik, 2004). Pfi hrubé orientaci mize lesnikim pomoci Cast
napadeného kmene. Zatimco lykozrout smrkovy napadd spiSe ¢ast kmene od Spicky
stromu dolti (souvisi to stim, ze potfebuje dostatecné Siroké lyko vzhledem k jeho
velikosti), lykozrout seversky hospodafi spiSe v korun¢ stromu. V koruné zvladne
operovat i lykozrout mensi, kterého ale lze pomérné snadno rozeznat podle pozerka
a morfologie. Lykozrout leskly naopak zvladne obhospodafovat i mladé lesni porosty
vzhledem Kk jeho rozméram. Pityophthorus pityographus (podle star$i ceské

nomenklatury haluzovec obecny) €asto operuje pouze ve vétvich, ptipadné na klestu.

Obrazek 1. Kirovcei v kontextu smrku ztepilého
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Zdroj: Zpravodaj ochrany lesa [online]. LS Bruntal LCR, s. p.: Holusa J., Voigtova P., Kula E.,
Kiistek S, 2006 [cit. 2022-02-27]. Dostupné Z:
https://www.vulhm.cz/files/uploads/2019/12/2006_ZOL _13 IDu.pdf

1.4 Zptisob kolonizace hostitele U Iykozrouta smrkového

Mezi primarni hostitele 1ykozZrouta smrkového v nasich podminkach patii Picea abies.
V Asii se tento druh soustiedi na Picea orientalis a Picea yezoensis. Ojedinéle se mize
vyskytovat i na borovici a jedli. (Data sheets on quarantine pests Ips typographus) U Ips
typographus provadi kolonizaci hostitele samec. Tento vyhleda vhodného jedince (smrk
ztepily) na zakladé vnimani hostitelskych latek (napf. a-pinene) — chemicka komunikace.
(Saint Germain, a kol., 2007). Po dosednuti na kturu vyhleda vhodné misto, kde by se
mohl prokousat do lyka. Kdyz se mu to podaii a nebude zlikvidovan ochrannymi
mechanismy smrku (zalit pryskyfici), tak zde vykouSe snubni komurku. Lyko, které
konzumuje, tak prochézi jeho travicim traktem a vychazi v podobé drtinek. Ty obsahuji
agregacni feromony, které se vytvafi v travicim traktu a malpighickych trubicich uvnitf
kirovce (Ramakrishan a kol., 2022). Agrega¢ni feromon je slozen ze dvou hlavnich
slozek 2-methyl-3-buten-2-olu a cis-verbenolu (Bakke a kol., 1977b; Birgersson a kol.,
1984; Schlyter a kol., 1987). Tyto nasledn¢ lakaji samicky, se kterymi se bude moci pafit,
ale evokuji i kladny signal pro samce, kterym naznacuje, Ze se pionyrskému jedinci
podafilo najit vhodného hostitele. Po dosazeni maximalni disponibilni kapacity
hostitelského stromu kiirovci, zacnou byt do prostoru uvoliovany antiatraktanty, jako
ipsenol a verbenon (Bakke, 1981; Schyler, 1989), které do prostoru signalizuji, Ze je jiz
dosazena maximalni kapacita hostitelského stromu. Poté, co se k samci pfida samickaly,
tak zacind hloubit mate¢ni chodbicku, kterd vede podélné s osou kmene. Pfi tomto
procesu jsou drtinky vyhazovany ven naletovym zavrtem. Samic¢ka je ve snubni komtrce
oplodnéna sameckem a vydéava se naklast vajicko do pfedem ptipraveného vajecného
dalku. Vajicka jsou kladena postupné v mate¢né chodbicce a na jednu samicku ptipada
az 60 kust (Knizek a Zahradnik, 2007). Vajecny duilek je nasledné piekryt vrstvickou
drtinek, aby byla zvySena Sance jeho pteziti. Po dokonCeni vyvoje vajicka vznikne
larvicka, kterd hloubi larvalni chodbu (kolmo na mate¢nou chodbicku), ¢imz pfijima
potravu a priblizuje se K vyvinuti do dospé€lého jedince. Celkem larvy prochazi 3 instary
(Knizek a Zahradnik, 2007). Problémem této Casti vyvoje je, ze larvalni chodby vznikaji

kolmo na mate¢nou chodbu, takze je pferusen rozvod asimilacnich latek, ktery probiha
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Vv lyku, ¢imz hostitelsky strom vétSinou zcela zahubi. Na konci 3. instaru larvy vytvari
kukelni komurku, kde dojde k poslednimu vyvoji — kukleni. Nasledn¢ vznikaji prvni
pohyblivi brouci, ktefi jesté pred opusténim hostitele provadi uzivny Zir, aby nabrali silu.

Nakonec strom opusti a vydaji se hledat nov¢ hostitele, aby zvétsili svou populaci.

1.5 Moznost identifikace napadenych jedinci smrku ztepilého

Diulezitym tukolem lesnika je vyhledani a asanace stromi, které obsahuji kirovce.
Dilezitého vyznamu to nabyva hlavné kvuli tomu, Ze pocet nové napadenych jedincti
roste v exponencialni fad¢é. Z jednoho zapomenutého stromu hrozi nebezpeci 7-10
dalsim. Na kolonizaci nového jedince je potfeba cca 500-1500 imag, podle priméru
stromu. Kdyz vezmeme v potaz, Ze 1 samicka zplodi 60 novych jedinct, tak pti poméru
1:2 vznikne kolem 6000 novych jedincti z 1 zapomenutého stromu (pfednaska z ochrany
lesa, Holusa, 2022). Lokalizace napadenych jedinci probiha hlavné v obdobi rojeni,
jarni — pfelom dubna a kvétna, letni — polovina ¢ervna az konec srpna (Zahradnik, Knizek,
2007). Odhaleni kirovci napadenych jedinct smrku ztepilého vyzaduje praxi. Jsou zde
jasné identifikatory, které nam klrovce pomadhaji odhalit. Mezi né patii naptiklad
pfitomnost drtinek, zavrtovych otvorl, enormni smoleni poskozeného stromu, zména
barvy asimilacniho aparatu a v poslednich fazich odlupcivost kiry (Lubojacky a kol.,
2019). Alternativni metodou, ktera zatim nema v nasich podminkach velké nasazeni je
lokalizace stromli za pomoci vycvi¢enych psi. Tito jsou naueni rozpoznavat slozky
agregacniho feromonu kurovcti a diky tomu jsou schopni napadeny strom nalézt
(Johansson a kol., 2018). Nachylné jsou piedevsim porosty starsi 60 let, kterym by méla
byt vénovana dikladnéjsi péce, ale v dob¢, kdy je lykoZrout takto pfemnoZen mizou byt

poskozovany i porosty mladsi. (Zahradnik P., Gerakova M., 2010)

1.6 Obranné opatteni proti kiirovetim

Nejucinng€j$i ochranou porostil je v€éasna lokalizace napadeného jedince a jeho urychlena
asanace. K chemickému oSetieni pouzivame latky, které jsou povoleny Ustiednim
kontrolnim a zkuiebnim ustavem zemédélstvi (UKZUS), pro lesnictvi doplnény
Vyzkumnym Gstavem lesniho hospodatstvi a myslivost (VULHM). Do konce roku 2021
to byly pfipravky s ucinnou latkou a-cypermetrin, ktery je od roku 2022 zakazany
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z divodu nezadouciho vlivu na okolni prostiedi (eagri.cz — registr ptipravki na ochranu
rostlin, 2022). Jeden z hlavnich problému je ten, Ze pouzitim insekticidniho pfipravku
hubime rovnéz piirozené se vyskytujici predatory nezadouciho druhu. Predator
lykozrouta smrkového je napiiklad pestrokrovecnik (Thanasimus formicarius,
Thanasimus femoralis) (Zahradnik, Knizek, 2007), predatorem lykozrouta lesklého je
napiiklad kornatec dlouhy (Nemozoma elongatum) (Zahradnik, Zahradnikova, 2020).
Od roku 2022 je mozné pouzivat tieba lesnicky piipravek Forester, ktery nese uc¢innou
latku cypermetrin, kterd zatim nepatii mezi zakazané. (internetovy portal UKZUS —
ptipravky na ochranu rostlin) U¢inna latka se nasledné fedi s nosi¢em a piidava se
scolycid-C, ktery zlep$i odolnost proti ptirodnim podminkam a oSetfené dievo barevné
odlisi pro ptehlednost. Napadeni porostii je mozno ptedchéazet. VyhlaSka 76/2018 ndm
uklada v povinnost rozmistovat obranna opatieni v souvislosti s velikosti populace
karovce. Pocty obrannych opatieni jsou uréeny podle toho, je-li stav Skodlivého
organismu nizky, zvyseny nebo kalamitni (vyhlaska 76/2018 Sb.). Zakladni stav je takovy
pocetni stav lykozrouti, kdy objem kiirovcového diivi z ptfedchoziho roku v priméru
nedosahl 1 m®na 5 ha smrkovych porosti a nedoslo k vytvofeni ohnisek vyskytu
lykozrouta. Zvyseny stav je takovy pocetni stav lykozroutt, kdy objem ktirovcového diivi
z predchoziho roku v priméru dosahl nebo piekrogil 1 m® na 5 ha a zaroven nepiekrodil
5 m3na 5 ha smrkovych porostii anebo doslo k vytvoreni ohnisek vyskytu lykozrouta
smrkového. Tento stav upozoriiuje na moznost kalamitniho pfemnoZeni. Kalamitni stav
je takovy pocetni stav lykozroutti, kdy objem kiirovcového dfivi z piedchoziho roku v
priméru dosahl nebo piekro¢il 5 m®na 5 ha smrkovych porostii, a ktery zptsobuje
rozséahla poskozeni lesnich porostli na sténach nebo vznik ohnisek uvnitt lesnich porostl
az plo$né napadeni lesnich porostd. (Pfiloha ¢islo 2, vyhlaska 76/2018 Sb.) Diivi je
mozné chranit i na skladkach. Napiiklad do konce roku 2022 se pouzivaly plachty
napusténé o-cypermetrinem, které zahubily brouky, ktefi by se pokusili z kmeni

vylétnout. Tyto se nazyvaji storanet.

Vyhlaska 76/2018 Sb. definuje obranné opatieni. Témito se V lese rozumi lapaky, lapace,
otravené trojnozKy, aj. Lapak je kmen z pokaceného stromu, pies ktery je nejcastéji
ptehozeny klest. Takovyto prvek piirozené uvolituje tékavé latky, které lakaji hostitele,
ktery k nim méa vyvinuté smyslové ustroji. Pokdceny kmen musi byt odvezen vcas,

predtim, nezli kiirovec vyleti. Lapak ptipadné mize byt obohacen o kontaktni insekticid,
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ktery by klirovce zahubil. Problém nastava u Ips duplicatus, pro kterého lapaky nejsou
dostatecné atraktivni a tudiz na n€ nenaléta (Knizek a Holusa, 2007). Lapace jsou lapaci
zatizeni, které vnadi kirovce, nejéastéji prostiednictvim agrega¢nich feromont. V praxi
jsou nejcéastéji pouzivané lapace typu Theysohn, Ecotrap nebo Multivit. Polapeni jedinci
vV nadobce muizou byt hubeni prostym zalitim vodou, lihem nebo jinou tekutinou. Problém
nastava u Ips amitinus, pro kterého neni dosud nalezena optimalni kombinace atraktantd,
tudiz neni ideélni zpisob jeho 1akani do lapact (Lubojacky, 2012). Otravené trojnozky
funguji na principu kombinace lapaci a lapaka. Z dieviny, ktera je cilovou pro sktdce,
se vytvori konstrukce tvaru A, obohati se o odparnikovy zasobnicek s feromonem
lakajicim kidrovce a cely prvek se osetii kontaktnim insekticidem. Je dulezité provadét
evidenci pocetnich stavii a zaroven urCovat karovce do druhu. Ze stavu populace
z ptedchazejiciho roku je nésledné vyhodnoceno potfebné mnozstvi ochrannych

pomticek.
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Chemicka komunikace u kurovcu

2.1 Orientace klirovel v prostiedi

Kirovec pii hledani nového hostitelského stromu musi ucinit celou fadu rozhodnuti,
na kterych zavisi jeho reprodukéni Gispésnost. Lykozrout smrkovy patii mezi polygamni
druhy, coz znamena, ze hledani vhodného jedince k osidleni pfipada sameckovi, tudiz
jeho rozhodnuti z velké casti ovlivni Gspéch celé populace (Zahradnik a Knizek, 2007;
Kalinova a kol., 2014). Tito vyuzivaji k orientaci zrak, chut’ a ¢ich. Zrakové schopnosti
téchto jedinct jsou na velice nizké urovni, ve své podstaté jediné, co jim tento vjem
umozni, je rozeznani siluety porostu a na bliz§i vzdalenost piipadné identifikovat
jednotlivého hostitele (Byers, 1995). Nejpodstatnéjsi ze zminénych je rozhodné Cich,
pro ktery ma tento organismus fadu adaptaci. (viz. kapitola 2.2) Na uceleném chemickém
obrazu o prostiedi ma zasluhu cela fada latek. Tyto mizeme rozdé€lit na latky neutralni,
atraktanty a repelenty (Andersson, 2011). Atraktanty mohou byt vylu¢ovany hostitelem,
brouky nebo symbiotickymi houbami ktrovca a lékaji lykozrouty na misto, odkud se
uvolnuji. Repelenty, pfipadné inhibitory vylu€uji nehostitelské druhy organismii. Témi
jsou pro lykozrouty smrkové jehliénany (blize specifikovano v kapitole 2.3). Kombinace
atraktant a inhibitori podminuje dal$i kroky, které brouk musi podniknout, aby
lokalizoval vhodného hostitele a zajistil pieziti druhu. Existuji 2 zakladni teorie
vysvétlujici princip vybéru hostitele u Ips typographus. 1. hovoti o tom, Ze samci provadi
pionyrsky let, pii kterém brouk analyzuje hostitelské ving (tzv. primarni atraktanty).
Soudi se, ze slozeni a pomér téchto latek vypovida o vitalnim stavu hostitelského jedince.
Na zéklad¢ chemické komunikace je tedy mozné lokalizovat organismus, ktery bude
slouzit jako idealni zdroj obzivy pro kdrovce. 2. teorie hovoii o tom, Ze nalet na nové
stromy probih4 ndhodné. Po pfistani lykoZrouti vyhodnocuji kvalitu stromu za pomoci
chutovych i ¢ichovych signalti a bud’ se pokusi o kolonizaci nebo migruji za lep$imi
podminkami (Andersson Martin, 2011). Uvadi se, Ze az 80 % jedinct pionyrskych broukt
zahyne. Nékteré studie poukazuji na to, ze se pravdépodobné jedna o kombinaci obou

zpusobu (Saint germain, 2007; Byers. 1995).

2.2 Cichovy organ kiirovcil pro pifjem latek

K pfijmu signali z prostiedi slouzi u kirovci tykadla — latinsky antenae, ktera se skladaji
z mnoha ¢asti. Tykadlo je na hlavé umisténo v tykadlové jamce, nasleduje prvni ¢lanek
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(pedicel), organ pokracuje soustavou menSich pohyblivych ¢lankd (flagelum) a je
zakonceno tykadlovou pali¢kou (antenal club) (Hulcr a kol., 2015). Tykadlova palicka je
pokryta velkym mnozstvim senzil, které jsou schopny pfijimat okolni signaly. Tyto
senzily se rovnéz nachézeji i na zbytku celého téla. Vyznamna je jejich koncentrace
rovnéz na palpach a u nékterého hmyzu na tarzach (Xia Shi a kol., 2021). Tykadlo je
multimodalni organ, to znamena, ze hosti senzily ¢ichové a chut'ové. Nasledné jsou zde
mechanoreceptory, receptory pro CO2 (Andersson, 2013)... Jednotlivé senzily jsou
morfologicky velmi variabilni. Mezi hlavni utvary ¢ichovych senzil fadime senzilu
basiconicu, senzilu coleonicu a senzilu trichodeu. Dale existuji senzily orientované na
chut’ jako naptiklad senzila chaetica, které jsou ve velké mife umistény na dorzalni strané
tykadlové pali¢ky (Nowinska a Brozek, 2017; Xia Shi a kol., 2021). Hlavni rozdil mezi
chemoreceptory a chutovymi receptory je pruchod molekul okolnich vini. Zatimco
princip chemoreceptorti spociva v kutikularni perforaci drobnymi pory na celém povrchu
senzily, chutové receptory maji pouze jednu perforaci na Spi¢ce. Pro chemickou
komunikaci hmyzu je dilezita ventralni strana, jelikoZ pravé zde se nachazeji receptory
pro ¢ich. Na tykadlové palicce si lze pov§imnout okuldrné spattitelné dvojité vinky, ktera
vznika diky uspofadani senzil na tykadle (Andersson, 2011). Zajimavosti je, Ze ¢ichova
¢idla nejsou rozmisténa zcela ndhodné. Daji se zde rozlisit 3 hlavni oblasti, pficemz je
kazda ladénd na jiny typ latek. Na tykadlové pali¢ce jsou riizné neurony zastoupeny rizné.
Doposud byla nalezena jen ¢ast latek, které by byly témito senzory vnimany. Andersson
roku 2009, 2011 ve vyzkumu uvedl, ze ze 150 zkoumanych neuronti byly nalezeny latky
pouze pro 106 neurontl. Cichovych receptorovych neuronti ladénych na feromony je cca
42 %. Z celkového zkoumaného poctu senzil (45) bylo nalezeno 22 ¢&ichovych
receptorovych neurond vnimajicich cis-verbenol. Prekvapivé ale bylo nalezeno pouze
malé mnoZstvi neurontl, které by byly citlivé na druhy ze zdkladnich agregacnich
feromont 2-methyl-3-buten-2-ol. Tento feromon aktivoval pouze 3 ¢ichové receptorové
neurony. Cichovych receptorovych neuronii zaméfenych na hostitelské latky je cca 35 %.
To znamena ze bylo odhaleno 37 neuronti primarné reagujicich na hostitelské latky.
Nejvetsi pocet téchto neuront reaguje na alfa pinen a dalsi terpenické latky, které jsou do
prostiedi uvolnovany hostitelskymi organismy. Neuronl ptijimajicich nehostitelské latky
je 23 %. To odpovida 24 neurontim. Nehostitelské latky se rovnéz oznacuji jako GLV (z
anglického green leaves volatiles = t¢kavé latky listnatych rostlin a stromt). Zajimavosti
je, ze Ips typographus ma urcité neurony vnimavé pro chalcogran a E-myrcenol, coz jsou

agregacni feromony druhti Ips chalcographus a Ips duplicatus. To jim v praxi pomaha
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k optimalnimu rozsifeni na rostliné a snizeni konkurence o potravu (Andersson, 2009)
(viz. obrazek 2.0). Jednotlivé ¢ichové receptorové neurony se mohou lisit podle spektra
latek, na které reaguji. Podle Sife tohoto spektra je muzeme d¢€lit na specialisty
a generalisty (Ellisa a Hallem a John R. Carlson, 2006). VVysoce specializované ¢ichové
receptorové neurony, kterych je vétSina, reaguji pouze na jednu urcitou latku. Generalisté
na druhou stranu vnimaji Siroké spektrum. Umisténi a kombinace neurontl v senzile ma
urcita pravidla a nejcastéji zde nachazime 2-3 ¢ichové receptorové neurony (Andersson,
2009). Naptiklad 1ze uvést kolokalizované ¢ichové neurony s receptory pro cis-verbenol,
coz je jeden ze dvou zakladnich komponenti agregacniho feromonu pro Ips typographus
(druhym je 2-methyl-3-buten-2-ol) a ¢ichové neurony s receptory pro 1,8-cineol, coz je
latka pfirozené se vyskytujici v pryskyfici stromil a pro kiirovce mé inhibi¢ni efekt
(Andersson a kol., 2010). Kombinace téchto 2 neuronu v jedné senzile dava predpoklad
pro vzajemné ovliviiovani. Pokud bude aktivovan ¢ichovy receptorovy neuron pro 1,8-
cineol, tak zaroven dojde k potlaceni vnimani cis-verbenolu, ¢imz snizi jeho atraktivitu.
Prokézani inhibi¢niho efektu bylo ovéfeno i Vv polnich experimentech (Jirosova a kol.,

2022).

Senzila je vlaskovity utvar, ktery ve své sténé obsahuje velké mnozstvi pord. V ni se
nachazi Cichovy receptorovy neuron, ze kterého tusti dendrity (Andersson, 2011).
Na dendritech se nachéazi velké mnozstvi ¢ichovych receptort, které jsou ladény vzdy
na jednu latku. Cichové receptory nesou na svych vybéZcich &ichové receptory
bilkovinného ptvodu, které jsou zabudovany v bunééné sténé (Andersson, 2013). Na
receptory se po pruchodu perforovanou sténou senzily navazuji molekuly ving, coz
zpusobi zménu konformace receptoru. To zapficini jeho zpriichodnéni a zac¢ind proces
zvany depolarizace, coz je piechod iontl z extracelularniho do intracelularniho prostredi.
To zpisobi zménu elektrického potencialu, ktery se v této fazi oznacuje jako potencial
receptorovy. Ten lze méfit za pomoci elektrod elektroantenografu (Andersson, 2009).
Tento jev se oznacuje jako transdukce, coz znamena pievod signalu chemického
na elektricky. Po obsazeni dostate¢ného mnozstvi receptorii ha ¢ichovém receptorovém
neuronu je signal odvadén do centra vyssi instance. Po dosazeni saturace receptorti dojde
k vygenerovani akcéniho potencidlu, ktery trva pouze kratky Casovy interval (v fadu
milisekund). Ten je pfenaSen prostfednictvim axonu, jelikoz zména akéniho potencialu
zapri¢ini otevieni iontovych kanalkt (sodikovych). T¢lo axonu je izolovano

fosfolipidovou myelinovou vrstvou (Andersson, 2011; Mentem, 2015). V ni se nachazi
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fada Schwannovych bunek, které slouzi soustavé ke snizeni spotieby ATP, jelikoz je
signal ptevadén z bunky do bunky a nemusi tudiz piekonavat zadny odpor (Wikipedia,
2022). V publikaci Anderssona, 2011 je uvedeno, Ze na konci axonu se nachazi ¢ichovy
lalok (Antennal lobe), kde se integruji ak¢ni potencialy ze vSech senzil. Kazdy ¢ichovy
receptorovy neuron ma svou vlastni drahu (axon), kterou se poji s ¢ichovym lalokem. Zde
opét, po dosazeni saturace ak¢nich potencialii, dochazi k depolarizaci, dojde ke zméné
elektrického potencialu a signal je pfevadeén prostfednictvim synapse, ktera je podrazdéna
sekretem, do mist vyss$i instance. Jedna se o tykadlovy roh (Antennal horn) a houbové
téleso (mushroom body). Zde nasledné dochazi k integraci ¢ichovych vjemu s vjemy
Z ostatnich center, coz tvofi uceleny obraz o prostfedi, ve kterém se zivocich nachazi
(Carrasco a kol., 2015). Z uvedeného tedy vyplyva, ze orientace ktirovci je slozity proces,
pii kterém dochazi k integraci vjema z ruznych center a K utvareni celkového obrazu

dochazi prosttednictvim centralni nervové soustavy.

Obrazek 2. Rozmisténi senzil na tykadle

Na obrazku je vidét vrchni strana tykadlové pali¢ky, kde se nachazi jednotlivé oblasti s rizné
ladénymi senzil. Na oblasti C jsou vidét prevazné senzily orientované na feromony (Cervena
kolecka cis-verbenol, modra kole¢ka 1,8-cineol (nehostitelska latka) => kolokalizace). Oblast B
je prevazné ladéna na hostitelské latky (zluté trojthelnicky) a oblast A je ladéna pfevazné na

nehostitelské latky (zelené ¢tverecky) (Journal of Insect Physiology, 2009).
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2.3 Vyznamné chemickeé latky pfi chemické komunikaci

Latky, které jsou uvoliiovany hostitelem do prostiedi a nasledné ovliviiuji chovani jiného
jedince se nazyvaji semiochemikalie. Tyto ptisobi bud’ mezidruhové nebo vnitrodruhové.
Mezi mezidruhové chemikalie patii kairomony, synomony a alomony (Agelopoulos
akol., 1999). Kairomony jsou latky, které lakaji jednotlivce jiného druhu, Synomony jsou
latky, které lakaji hostitele stejného druhu a alomony jsou ekvivalentem k latkam
repelentnim. Mezi vnitrodruhové semiochemikalie patii naptiklad feromony. Latky, které
jsou ktirovci piijimany, Andersson (2009, 2011) rozdéluje do 3 sekei. Prvni oddéleni se
oznacuje jako hostitelské volatilni latky. Volatilni je synonymum pro tékavy,
coz znamend, ze jsou piitomny ve vzduchu. Tato skupina se pfirozené vyskytuje
ve dievinach, které jsou cilem pozornosti pro Skiidce na né vazané. Konkrétné se tyto
latky vyskytuji v pryskyfici. Dalo by se fict, ze kazda dfevina ma urcitou smés latek,
kterou se da odliSit od rostlin ostatnich, coz je dilezitym faktorem pievdzné pro
zivocCichy, ktefi se nespoléhaji pouze na zrakové vjemy. Zaroven ale plati, ze v zdkladu
maji nase jehlicnaté dieviny podobnou kombinaci téchto latek. Mezi zdkladni hostitelské
latky tadime naptiklad alfa-pinen, myrcene, 3-carene anebo 1,8-cineol. (Andersson,
2012) Tyto latky jsou vnimany samci i samicemi. Do dalsi skupiny patii latky, fadici se
mezi nehostitelské. Tyto chemické prvky maji na klirovce vliv repelentni. To znamena,
ze klirovce naopak utvrzuji o tom, Ze se v porostu vhodny jedinec k osidleni nenachézi.
Z toho také vyplyva teorie, Ze by zvySeni heterogenity porostu, tudiz zvySeni
zastoupenych druhti na ploSe, mohlo pomoci v obrané proti kurovcim. Jak jiz bylo
zminéno, tak kurovci pfijimaji velké mnozstvi ¢ichovych signala z prostiedi, ve kterém
se pohybuji. Kdyby byla zvySena druhova bohatost na stanovisti, tak by to zptsobilo,
ze se zde bude nachazet Siroké spektrum cichovych latek a jelikoz se klirovec orientuje
pievazné na zakladé svého Cichu, tak by byla zvySena Sance, Ze ztrati zajem o takto
rozriznény porost a tim bychom ho ochranili. Mezi nehostitelské latky patii napiiklad
1-hexanol, E2-hexanol, Z3-hexanol, 1-octen-3-ol, 3-octanol anebo trans-conophorin.
(Andersson, 2012) Do posledni skupiny latek patfi feromony. Tato skupina latek je
extrémné diilezita a vyuziva se naptiklad u feromonovych odparnicka, které lakaji cilovy
organismus. VyuZito je to napiiklad u lapacli — obranného opatieni proti kiirovelim. Tato
skupina se vyznacuje velice intenzivni odpovédi ze strany klrovce, kterd nasledné silné
podminiuje jeho behavioralni chovani. Jak jiz bylo uvedeno, hostitelského jedince

vyhledava samec. Tento nasledn€ hloubi snubni komurku a lyko, které pfitom prochazi
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jeho travicim traktem, slouzi jako prekurzor pro vyrobu feromont. Ty jsou potom vazany
na drtinky, které vyhazuje z komurky. Tyto feromony nasledn¢ 1dkaji primarn¢ samicky,
vhodné pro spafeni se sameCkem, ale také samoziejm¢ dalsi samecky, aby doslo k velké
akumulaci ktrovcet, diky cemuz jsou schopni pfekonat obranny mechanismus stromil.
Zprvu jsou do prostiedi uvoliiovany agregaéni feromony, které ostatni jedince daného
druhu pfitahuji. Mezi 2 zékladni fadime cis-verbenol a 2-methyl-3-buten-2-ol.
Poté, co dojde k maximalni saturaci osidleného jedince, zalind prevladat tvorba
feromontl, které jsou pro ostatni jedince znamenim 0 vyCerpani potencialu hostitele. Mezi
tyto fadime naptiklad (+)-ipsdienol, (-)-ipsdienol, (-)-ipsenol, verbenon. (Andersson,
2012) Vétsina latek ma chiralni strukturu, coz znamena, ze hovofime o enantiomerech.
Takové latky maji sice strukturni i sumarni vzorec stejny, uspofadani jednotlivych atomt
je vSak odlisné. Toto hraje dilezitou roli pfi chemické komunikaci, protoze vétSina
gichovych receptort je orientovana pravé na jeden specificky enantiomer. Riké se tomu

diskriminace enantiomeru. (M. Stranden a kol., 2002)

Latka sama o sobé¢ ale neni to posledni, z ¢eho si kiirovec vytvaii celkovy obrazek. Velice
dilezité je rovnéz to, jaké mnozstvi latky se v prostfedi nachazi. U kazdého organismu
jsou vymezeny urcité prahové hodnoty. To znamen4, Ze je minimalni koncentrace latky,
kterou je zivocich schopny vnimat a na druhé strang je i maximalni koncentrace latky,
ktera je jesté relevantni. Existuje urcitd koncentrace, kterd vyvold maximalni odpovéd
a nasledné zvySovani jiz na organismus nema vétsi vliv. Tomu se fika hodnota saturace.
Po nalezeni hodnoty saturace je naopak Casté pozorovani poklesu odpovédi na latku
0 vyssi koncentraci, coz je zpisobeno adaptaci tykadla na danou latku. A tyto hodnoty
ma kazdy druh unikatni, pfipadné se mohou do urcité miry liSit mezi jednotlivci. Jelikoz
hraje vyrazny vliv koncentrace latky pro ptijemce, tak 1ze ovlivnit behaviordlni chovani
kirovc pouhym upravenim vzdalenostnich poméri mezi atraktanty a inhibitory
(Andersson 2011). Napiiklad lze uvést, ze verbenon odpuzuje klrovce na vétsi
vzdalenost, 1,8-cineol zac¢ina inhibovat aktivitu kirovci az na blizsi vzdalenost. (Anna

JiroSova a kol., 2022)
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2.3.1 Trans-4-thujanol

Trans-4-thujanol je chemicka latka, ktera se pfirozené vyskytuje v prostiedi. Patii mezi
zakladni latky, které tvori esencialni olej u majoranky (Origanum majorana) (Novak
a kol., 2000). Tato chemicka latka patfi do skupiny monoterpenti. To by mohlo
v souvislosti s kiirovcem piedstavovat potencionalni problém pro symbiotickou houbu
Ceratocystis polonica, kterou lykozrout zavléka do hostitelského stromu, a ta mu
nasledné pomaha v piekonavani ochrannych mechanismu smrku (Novak a kol., 2014).
zjisténo, ze smrk ztepily, primdrni host Iykozrouta smrkového, pfirozen¢ obsahuje tuto
latku, tudiz se jeji pfitomnost v prostfedi pravdépodobné podili na vybéru hostitelského
jedince kurovcem. Pfitomnost této latky v kafe byla zjisténa diky FID analyze
(Cereskiené a kol., 2016). Trans-4-thujanol se typicky vyskytuje v mladych porostech
a Sspribyvajicim vékem jeho koncentrace klesd. V konkrétnich ¢cislech je to
V nésledujicim potadi: desetileté smrkové porosty obsahuji 3x vétsi koncentrace trans-4-
thujanolu nez-1i porosty ve véku 40 let, 27x vétsi koncentrace nez smréiny ve véku 70-80
let a dokonce 200x vétsi koncentrace neZ porosty staré 120 let (Cereskiené a kol., 2016).
Déale bylo zjisténo, Ze tato latka inhibuje atraktivitu feromont. Tento vysledek byl ovéren
Vv laboratornich podminkach sledovanim behavioralnich u¢inka trans-4-thujanolu na
kiirovee (Cereskiené a kol., 2016). V piirozenych podminkach bylo zjiiténo, Ze je
chovani ovlivnéno v zavislosti na mnozstvi aplikované latky. Zatimco malé4 koncentrace
trans-4-thujanolu (0,1 mg latky odpafené za den) v kombinaci svyssi davkou
dvouslozkového agrega¢niho feromonu (srovnatelnou s mnozstvim latky vypusténou
od 1000 samcti Ips typograpus) nema prokazatelny inhibi¢ni uc¢inek na lykozrouta. Vyssi
davky trans-4-thujanolu (odpar latky za den = 10 mg) maji prokazatelné snizujici efekt
na atraktivitu feromonu pro ktirovce (Jirosova a kol., 2022). Novak a kol., 2014 Ve svém
vyzkumu pfisuzuji inhibicni plsobeni thujanolu kvili jeho fungicidnim u€inkim.
Rovnéz byly odhaleny sex-specifické rozdily v poctu odchycenych samct a samic, které
by mohly reflektovat rozdily v percepci latky mezi pohlavim ve vnimani trans-4-
thujanolu u ktrovet (Cereskiené a kol., 2016). Bylo odhaleno, Ze expozice sami¢ek vici
zkoumané latce vyvolava vyssi zménu elektrického napéti na tykadle nez u sameckd,
zjistény prostiednictvim elektroantenografu (Cereskien¢ a kol., 2016). Pokusy

Vv piirozenych podminkach rovnéZz hovoii o tom, ze mnozstvi chycenych samicek
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V pastich bylo signifikantn¢ nizsi pfi uziti vyssich koncentraci trans-4-thujanolu. Trans-
4-thujanol je rovnéz silnym kairomonem, coz znamend, Ze lakad predatory lykozrouta
smrkového (JiroSova a kol., 2022). Cichovy receptorovy neuron, ktery je naladény
na trans-4-thujanol, je vysoce citlivy a specializovany. Krom¢ trans-4-thujanolu obecné
vnima tercialni monoterpenické latky (Schiebe, 2019). Trans-4-thujanol vznika
nasledovnym zpiisobem: ze sabinenu vznika sabinendiol, Z ného sabinenketon a finalnim
produktem je samotny thujanol, ktery se vyskytuje v enantiospecifické form¢ trans a cis.
(Schiebe, 2019). U smrku se tato latka vyskytuje v provedeni 2 enantiomeru. (1R,4S)-
(+)-trans-4 thujanol a (1R,4S)-(+)-cis-4-thujanol. U smrku ve vétsiné piipadu prevlada
forma trans, a to v cca 97 % piipadech (JiroSova a kol., 2022).

Obrazek 3. Strukturni vzorec trans-4-thujanolu

Sabinene

(Wikipedie, 2021)

2.3.2 1,8-cineol

1,8-cineol patii mezi monoterpenické latky. Piirozené se vyskytuje v esencialnich olejich
riznych rostlin. Naptiklad v eukalyptovém oleji, v oleji z rizi nebo oleji psidia (Kovar
a kol., 1987, Sadlon, 2010). Ve studiich bylo prokazano, ze ma 1,8-cineol vliv i na fadu
jinych organismu nez pouze ktirovce. Naptiklad (Santos a kol., 2000) uvadi, ze ma cineol
antidepresivni, protizanétlivé Gi¢inky v kombinaci s podporou lepsiho spanku. Repelentni

ucinky této latky byly objeveny na fad¢ broukt, ktefi pisobi Skody na uskladnénych
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hospodatskych plodinach (napt. kukufici). Jeden z vlivu, které 1,8-cineol na hmyz ma je
inhibi¢ni efekt na vyvoj vajic¢ek, larev i kukel, coz zptsobuje snahu o vyhnuti se
stanovi$tim, ve kterych se 1,8-cineol vyskytuje (ma repelentni Géinek). Toto bylo
prokazano u pilouse ¢erného (Sitophilus granarius) a u pilouse kukuti¢ného (Sitophilus
zemais) (Obeng-Ofori, 2009). U smrku se 1,8-cineol vyskytuje v pryskyfici, odkud se
uvolnuje do prostiedi. Védecké studie prokézaly, Ze je u nenapadenych stroml vyssi
koncentrace cineolu v porovnani se stromy, které utok nepiezily (Schiebe a kol., 2012).
Jeho inhibi¢ni ucinky byly prokézany u spoleénych polnich testi s dvouslozkovym
agregacnim feromonem pro lykozrouta smrkového (cis-verbenol a 2-methyl-3-buten-2-
ol), kdy i mala koncentrace cineolu ovlivnila chovani ktirovcl a tim zachranila strom
od podlehnuti masivnimu naletu (Andersson a kol, 2010). 1,8-cineol (synonymum
eukalyptol) vznika z geranyl pyrofosfatu. Pies pyrofosfatovy zbytek (pii reakci s vodou)
vznika chemicka sloucenina terpinol ve formé trans i ciS. A z ni vznika jako finalni

produkt 1,8-cineol v obou enantiospecifickych formach (Croteau a kol, 1994).

Obrazek 4. Strukturalni vzorec 1,8-cineolu

(Wikipedie, 2005)
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2.4 Pryskyfice

Pryskyfice (smula) je tekutina vyméSovana stromy a dalSimi rostlinami, pfevazné
jehliénatymi. Nachazi se primarné v lyku a kafe smrku ztepilého. Sekundarné se muize
akumulovat i v xylému poté, co je organismus napaden patogenem (houbou, hmyzem...).
Smulu rozliSujeme na konstitutivni, ktera se u stromu vyskytuje v klidovych podminkach
a induktivni, kterd vznika v reakci na podnét. Napadeni patogenem indukuje tvorbu
novych pryskyfi¢nych kanalkii a zaroven zpiisobuje zvySeni koncentrace monoterpent
a diterpend. V kontrastu koncentrace seskviterpenit zistava nezménéna (Diane Martin
a kol., 2002; Martin, 2003). Pryskyfice slouzi jako pfirozeny obranny mechanismus
u rostlin. Ten je mozny rozdélit na 2 slozky. Mechanicka funkce smily slouzi jako
médium pro zaliti chodbicek, které tvoii klirovci pfi vstupu a nasledné disperzi. Rovnéz
prostiednictvim pryskyfice dochdzi k utésnéni vstupni brany pro dalsi patogeny. Druhou
vlastnosti smuly je retence diterpenickych, monoterpenickych a seskviterpenickych latek,
které jsou kliroveem vyuZzivany pro orientaci v prostiedi, ve kterém se nachézi. Tyto latky
jsou pro fadu zivocichii toxické, vyznacuji se antibakterialnimi a fungicidnimi G¢inky.
Lykozrout smrkovy je ale ¢aste¢né rezistentni z divodu dlouhé koevoluce se smrkem
ztepilym. Zaroven je schopny tyto latky pretvaret na agregacni feromony. Diky tomu
snizuje jejich abundanci a zaroven agreguje dalsi jedince svého druhu (Claude Everaerts,
Jean-Claude Gregoire, and Joel Merlin, 1988). Mezi monoterpenické latky u smrku
ztepilého patii naptiklad alfa-pinene, myrcen, sabinen, 1,8-cineol, limonen a dalsi. Mezi
seskviterpeny patii longifolen, beta-caryophyllen, alfa-humele a mezi diterpenty fadime

napiiklad abienol, abietic acid, palustric acid a dalsi (Diane Martin a kol., 2002).
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Metodika

3 Teoreticka ¢ast

3.1 Obecné informace

Elektroantenografie je elektrofyziologicka metoda, pfi niZ dochazi, za pomoci elektrod,
k zaznamenavani zmén elektrického potencialu, jenz vznika na tykadle po ¢ichovém
podrazdéni a odrazi aktivitu ¢ichovych receptorovych neurond. Elektroantenografie byla
poprvé pouzita k vyzkumu ¢ichu u hmyzu némeckym védcem Schneiderem roku 1957,
ktery si pfi svych experimentech povsiml, Ze dochazi k urcité zméné napéti mezi bazi
a spickou tykadla po vystaveni teékavé latce (Schneider, 1957; Schneider et al., 1967).
Cichové receptory si lze piedstavit jako soustavu zdroji a rezistort, a z toho vyplyva, e
zakladnim principem, ze kterého tato metoda vychazi, je Ohmiv zakon, (Syntech, 2015)
Ktery se vyjadiuje vzorcem I=U/R. (George Ohm, 1787-1854) Zména napéti odrazi
souhrnnou aktivitu podrazdénych ¢ichovych neurontt danym stimulem. Konkrétné EAG
méfi sumu receptorovych potencidlti vznikajicich v misté interakce stimulacni latky
s ¢ichovym receptorovym neuronem. Dulezitym kritériem je velikost odporu, ktery se
déli na 2 slozky. Odpor na tykadle a odpor na zesilovaci. Pro méfeni je dulezité, aby byl
vétsi odpor na zesilovaci, coz ndm umozni zaznamenavat dostate¢né velké odpovédi
(Syntech, 2015). Elektroantenografické zafizeni se sklada z tykadla (izolovaného nebo
intaktniho), dvou elektrod a zesilovace (do kterého je veden elektricky signal snimany
elektrodami). Zesilova¢ je zaroven analogo-digitilnim pfevodnikem. Nasledné jsou
digitalizovana data vedena do pocitacové jednotky, kde jsou uklddana a vyhodnocovana
za pomoci specifického softwaru znacky Syntech. Zaznam z méteni mize byt ovlivnén
vnéjsim elektromagnetickym polem, které vytvari okolni elektronické pfistroje. Z tohoto
divodu se obvykle vyuziva odstinéné prostiedi, kterého se dosdhne prostfednictvim

Faradayovy klece (Michael Faraday, 1791-1867).
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Obrazek 5. GC-MS soustava pro méteni ¢ichovych odpovedi

Obrazek 5 s kompletni sestavou méfici aparatury. Jedna se o kompletni GC — EAG (plynova
chromatografie s tykadlovou detekci). 1 = plynovy chromatograf (GC), 2 = automaticky injektor,
jehoz prostednictvim dochazi k nanaseni latky o objemu 1 ul do chromatografu, 3 = elektrické
topeni, které¢ zahtiva usti plynového chromatografu, 4 = analogo digitalni prevodnik IDAC-2
Syntech + generator vzduchovych pulzii CS-55 Syntech, 5 = hrdlo trubice, ktera vede latky
z plynového chromatografu, 6 = Faradayova klec (uvniti Faradayovy klese se nachazi EAG
S pfipojenym tykadlem), 7 = mikroskop slouzici pro navedeni méfici elektrody na tykadlo,

8 = pocitaova jednotka s vyhodnocovacim softwarem EAG-Pro, 9 = odsavaci digestof

Kazdy méteny antendlni preparat ma trochu odlisené podminky. Brouci sami 0 sobé
mohou byt rizné citlivi k ¢ichovym signalim. Na méfeni ma také vliv cela fada dalSich
faktort. Napiiklad se muize jednat o vitalitu jedince. Stafi jedince rovnéz hraje
vyznamnou roli. Tykadla starSich exemplait byvaji méné citliva. Dal§im faktorem mize
byt stafi samotného preparatu a zpiisob zhotoveni preparatu. Pokud zafixujeme celého
brouka, tak jsme schopni provadét del§i méfeni nez v ptipade€, ze fixujeme samotné
tykadlo, jehoZ Zivotnost je vyrazné nizs$i. Podminky okolniho prostiedi jsou dal$im
faktorem, ktery se podili na kvalité¢ métfeni. Pfi vyssi teploté a niz8i vlhkosti dochazi
Kk rychlejSimu odumirani zkoumaného tykadla. A v neposledni fadé hraje roli i sila

stimulu.
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3.2 Elektrody

Dulezitou souc¢astkou jsou elektrody. Ty slouZzi ptedevsim ke zprostiedkovani kontaktu
mezi tykadlem a =zesilovatem, registratnim a vyhodnocovacim zafizenim,
tzv. elektroantenografem. Jako elektroda se nejcastéji vyuzivaji sklenéné mikropipety
plnéné¢ Ringerovym roztokem, které se propojuji s predzesilovatem prostirednictvim
sttibrnych dratkt (viz. obrazek 15). Ringertv roztok se pouziva kvili zlepseni kontaktu
mezi elektrodou a mistem jeji aplikace. Dulezité je dbat na to, aby se Ringeriiv roztok
nerozlil u baze elektrody, coz by cely obvod uzemnilo a nebylo by mozné dosahnout
objektivniho méfeni. Jedna elektroda slouzi jako referencni a umist'uje se nejcastéji na

bazi tykadla. Druh4 elektroda se zavadi do kontaktu se senzilami na tykadlové palicce.

Obrazek 6. Propojeni elektrody s predzesilovacem

N

®

1 = zahnuti stiibrné elektrody, aby doslo kjeji aretaci, 2 = kapildrni trubicka naplnéna

Ringerovym roztokem, 3 = drzék elektrody (Syntech, 2015)

3.3 Moznosti ptipravy tykadel

Nejcastéji pouzivané metody fixace jsou 3. Kazda z nich s sebou nese jista pozitiva, ale
I negativa. Prvnim zptisobem fixace je samotné tykadlo. Hlavnim uskalim této metody je
kratka Zivotnost. JelikoZ je organ izolovan od zbytku téla, tak dochdzi k rychlému
vysychani vzorku a méfeni je mozné provadét pouze limitovanou ¢asovou dobu (pro
lykoZrouta smrkového se tato doba pohybuje okolo 30 minut, zadlezi na kvalité
zhotoveného preparatu). To, ze je tykadlo oddéleno od zivého tvora, je ale rovnéz
vyhodou, jelikoz zde dojde k redukci elektrického odporu preparatu a tim dojde ke snizeni

Sumu zdznamu z EAG. RovnéZ takto zhotoveny preparat zamezi vyobrazeni artefaktd,
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které vznikaji mechanickymi pohyby ze strany zkoumaného Zivocicha. Dal§im zpisobem
upevnéni preparatu je jako celek. Zde dochazi k elektroantenografickému zaznamu
z tykadla mechanicky zafixovaného jedince. Obvykle se vyuziva znehybnéni hmyzu ve
Spi¢ce pro automatické pipety, u které je mirn¢ sefiznut hrot, tak aby jeji rozméry
odpovidaly velikosti zkoumaného jedince. Hmyz byvéa ve $picce fixovan prostrednictvim
buni¢ité vaty, ktera tla¢i ze Spicky ven hlavicku spolecné s tykadlem. Navzdory
preciznosti pii vytvareni preparatu neni vzdy mozné kompletné zamezit drobnym
pohybim hlavy a tykadla. Pozitiva a negativa u této metody jsou opakem metody
pfedchozi. Zhotoveny preparat je sice mozné meéfit déle, ale do vysledku vstupuje
nevyzadany ruch zpisobeny aktivitou zivo€icha. Pfechodnou metodou fixace tykadla je
moznost upevnéni celé hlavy. Tato metoda piedstavuje kompromis oproti jiz zminénym.
Preparat vydrzi pomérné dlouhou dobu, jsou eliminovany pohyby Zivocicha
a neopominutelnou vyhodou je rovnéz jednoduchost v ptipravé preparatu. Jednotlivé
umisténa na jeho bazi (tykadlo je do elektrody vsunuto). V ptipadé celého hmyzu je nutné
referenéni elektrodu propojit s hemolymfou zivého jedince, coz se v piipadé kurovea déla
nejsnaze pres oko, které muze slouzit jako vstupni brana. Zbyly povrch hlavy je silné
sklerotizovan, tudiz pfedstavuje velice pevnou strukturu. V piipad¢ hlavy se elektroda
zavadi pfimo vV misté oddéleni hlavy od pronota. M¢fici elektroda se ve vSech ptipadech

fixuje na tykadlo.

3.4 Metoda stimulace

Na zkoumané tykadlo je pfivadén konstantni proud vlhéeného vzduchu. Vlhéeny je kviili
tomu, aby tykadlo pomaleji sesychalo, ¢imz dochédzi k udrzovani dobré vitality
zkoumaného hmyzu. Do tohoto proudu je mozné aplikovat stimul vicero zplisoby. Mezi
nejjednodussi zpusob patii stimulace pomoci takzvaného zasobniCku. Ten je tvofen
sklenénou Pasteurovou pipetou (Louis Pasteur, 1822-1895). Do této je vlozen filtracni
papirek (1,5x1 cm), na ktery je aplikovana té¢kava latka. Ta je vétSinou roziedéna néjakym
rozpoustédlem (napf. hexan, parafinovy olej). Takto zhotoveny zasobnicek je propojeny
se zafizenim, které generuje vzduchovy impulz (objem vzduchu profouknuty pipetou
za Casovy interval). Ten je veden hadi¢kou do pipety, zde se obohati o t€kavou latku a je

injektovan do proudu vlhéeného vzduchu, ktery smétuje na fixované tykadlo. Na prvni
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pohled jasnou vyhodou tohoto zplsobu stimulace je jednoduchost celého procesu
aplikace latky, zcehoz vychazi levné pofizovaci néaklady. Druhym, o néco
sofistikovanéj$im, zptisobem stimulace tykadel, je propojeni elektroantenografu
s plynovym chromatografem (v praxi se pouziva zkratka GC-EAD = gas coupled-
electroantenograph). Mezi hlavni vyhody této metody patii moznost automatického
nastfikovani vzorku v nami zvolené sekvenci a zpétna kontrola z FID vystupu, coz
eliminuje zkresleni intenzity stimuld z divodu rozdilnych tékavosti latek, jelikoz vse,
co naneseme prostiednictvim chromatografu doputuje az k tykadlu. U zasobnicku
z Pasteurovych pipet dochazi k proménlivosti koncentrace latky, pravé kvili jeji

tékavosti.

3.5 Plynovy chromatograf (GC)

Plynovy chromatograf je analytické zafizeni, které mulze byt propojeno
s elektroantenografem (viz. obrazek 14). Jedna se o troubu, ktera uvniti obsahuje dutou
kapilarni trubicku = kolonu. Slouzi pro separaci latek a zaroven ke kontrole Eistoty
nastfikovanych chemikalii. Samotny chromatograf uvniti obsahuje dlouhou kapilarni
kolonu, ktera na svém povrchu obsahuje stacionarni fazi. Latky se do kolony dostavaji
skrz automaticky injektor, kde dochazi k jejich zplynéni a nasledn€ jsou unaSeny nosnym
plynem (heliem) do kolony. Jelikoz latky reaguji rozdilné se stacionarni fazi, dochazi
k jejich separaci. V ptipadé kombinace GC-EAD je zkoumana latka dopravovana ke
dvéma detektorim. Prvni je detektor latek, naptiklad FID (flame ionization detector =
plamenny ioniza¢ni detektor). Ten zaznamenava intenzitu a prubéh kazdé latky, ktera jim
prochazi. V FID dochazi k hoteni diky vodiku z vodikového generatoru, kysliku a dusiku.
Timto plamenem prochazi zkoumané latky. Signal, ktery vyzafi, je pohlcen kolektorem,
odkud putuje do pocitate. Druhy detektor je samotné tykadlo, upevnéné
v elektroantenografu,  které  zaznamenava  pribéh a  intenzitu  latek,
pro které obsahuje receptory. U chromatografické kolony dochézi k rozdéleni eluatu
pomoci splitteru do dvou ramen (tvar soucastky Y). Polovina eluatu je tedy odvedena
do FID a druha polovina pokracuje z plynového chromatografu ven do vlhéeného proudu
vzduchu a je unasena na tykadlo. Propojeni soucastek GC-EAD-FID je vhodnym

vvvvv

ktera je na tykadlo pfivadéna.
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3.6 Mass spektrometry

U smési latek, jejichz sloZzeni nezname, je mozné vyuzit metodu hmotnostni detekce. Tato
metoda spociva v ionizaci nastfikovaného roztoku elektronovym paprskem. To zpiisobi
pfifazeni naboje kazdému iontu. Ty jsou nasledné zrychleny iontovym akceleratorem.
Dale se v soustavé nachazi magnetické pole, které zmeéni jejich drahu v zavislosti
na jejich naboji a hmotnosti. Ionizované fragmenty nasledné dopadaji na detektor a mize
dojit k jejich vyhodnoceni (Khan academy, 2019). Tato soucastka jde uzit v kombinaci
S plynovym chromatografem. V takovém piipad€ se soustava oznacuje jako GC-MS

(hmotnostni spektrometr v takové sestavé nahrazuje plamenny ioniza¢ni detektor [FID]).

3.7 Elektrofyziologicky zaznam z jednotlivych ¢ichovych senzil (Single-sensila
recording = SSR)

Dalsi elektrofyziologickou metodou je zaznam aktivity ¢ichovych receptorovych neuronti
z jednotlivych senzil. Toto se oznacuje single-sensila recording (zdznam z jednotlivych
senzil). Oproti bézné elektroantenografii jde o sofistikovanéjsi metodu. Vystupem méfeni
je rovnéz zména elektrického potencialu na tykadle. Ale zatimco u EAG snimame sumu
receptorovych potencialt generovanych Vv ¢ichovych receptorovych neuronech
po stimulaci latkou, single-sensila recording vnima ak¢ni potencialy generované piimo
jednotlivymi neurony. K tomuto typu snimdni se pouZzivaji wolframové elektrody
s hrotem o praméru cca 1 mikron, které se zavadi k bazi zvolenych senzil. K pozicovani
elektrod se vyuziva motorizovany mikromanipulator, ktery umoziuje pohyb v fadu

mikrometru.
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Metodika

4 Praktickd Cast
4.1 Ptiprava latek

Cisté chemické latky byly pro tento vyzkum poskytnuty Ceskou zemédélskou univerzitou
Vv Praze. Konkrétné se jedna o alfa-pinen (Cistota 97 %, Sigma-aldrich), 1,8-cineol (Cistota
99 %, Acros organics) a trans-4-thujanol (Cistota 83,8 %, Sigma-aldrich). Latky byly
rozpoustény v hexanu (Cistota 99 %, Pestinorm) a v parafinovém oleji (VWR BDH
chemical). Latky se rozpousSti vhexanu kvili pozd¢jsi analyze v plynovém
chromatografu, diky ¢emuz jsme schopni urcit Cistotu roziedéné latky. Na tykadlo je
zadouci aplikovat pouze latku, kterou zkoumame, abychom dostali nezkreslené vysledky.
Plynovy chromatograf (Agilent 7890B, Agilent Technologies, USA s kolonou Agilent
19091J-413: KO1 HP-5 o0 délce 30 m, priméru 320 um a sile vnitiniho filmu 0,25 pm)
vyuziva pro svlj provoz hélium, dusik a kyslik. Pocate¢ni teplota chromatografu byla
30°C a postupné se zvySovala (30°C/min) na teplotu 300°C, diky ¢emuz jsme schopni
provést separaci latek podle reten¢niho Casu uvniti kapilary. Proud latek z plynového
chromatografu je rozdélen na pll. Jedna ¢ast jde do ionizacni plamenné detekce
(FID = flame ionization detection) a druha ¢ast proudu latek jde na tykadlo v elektro-
anteno grafu (GC — EAD). Diky FID doslo k ovéfeni Cistoty roziedénych latek.
Do plynového chromatografu se nastfikuje 1 ul latky rozpusténé v hexanu. Pro samotné
méteni byly vyuZity latky rozpu§téné v parafinovém oleji. Diivodem je zpomaleni t€kani
latek ze zasobnickl, coz snizuje rozdily mezi rizné volatilnimi latkami. Latky byly
roziedény v dekadickych krocich, diky ¢emuz bude mozné provést dose-response métent
(méfeni v zavislosti na mnozstvi latky). Nejnizsi koncentrace byla 10 ng/ml (ekvivalentni
hodnotou je 10 pg/ul), o fad vyssi je 100 ng/ml, 1ug/ml, 10 ug/ml, 100 ug/ml, Img/mi,
10 mg/ml, 100 mg/ml a nejvyssi koncentraci byl 1 g/ml. Redéni prob&hlo ve sklenénych
vialkach (Agilent technologies, 2 ml). Za pomoci automatickych pipet bylo do vialky
umisténo 1000 ul zkoumané latky. Nasledné byl cely vzorek pievazen na vaze s piesnosti
na mikrogramy. Piepoc¢tem bylo stanoveno mnozstvi hexanu/parafinu, které spolecné
s latkou dalo dohromady vzorek s koncentraci 1 g/ml. Vzorek byl dikladné promichan
automatickym promichavacem (Vortex BV1000 BenchMixer). Zn¢& se nasledné
odebralo 100 ul a pfidalo 900 ul parafinového oleje a dostali jsme vzorek fadoveé

0 desetinu nizs§i (100 mg/ml). Takhle jsme postupovali az do hodnot 10 pg/ul.
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Trans-4-thujanol je krystalicka latka v podobé vldken, coz zplisobuje problém pfi jeho
rozpousténi v parafinovém oleji. (¢im vyssi koncentrace trans-4-thujanolu v parafinovém
(ThermoShaker, Biosan) (viz. obrazek 13). Ptiblizn¢ po pul hodin¢ o teploté 80°C a
obCasného promichani vialky doslo k rozpusténi 1 g/ml trans-4-thujanolu. Ostatni
zminéné latky se na fakulté vyskytuji v kapalné formé, takze manipulaci s nimi
neprovazely zadné komplikace. Takto zhotovené vzorky byly skladovany v lednici pfi

teploté 4°C.

4.2 Ptiprava zasobnikil pro méteni

Jako medium pro ptenos latky k tykadlu kiirovce byly pouzity Pasteurovy pipety (délka
150 mm, Deltalab). Zasobniky jsme piipravovali nasledovné. Do baze pipet byl vlozen
ptelozeny filtraéni papir (1,5x1 cm, Whatman), na ktery bylo jednorazové naneseno 10
ul latky o urcité koncentraci z piedem ptipravenych vialek 0 riznych koncentracich.
Pfenos probihal prostiednictvim automatickych pipet (100-1000 ul; 10-100 ul, Thermo
scientific). Po naneseni byly zasobnicky temperovany pii pokojové teploté a ponechany
30 minut v klidu, coz zajisti, ze se latka z filtraéniho papiru v pipeté€ rozmisti rovnomérné.
Na bazi pipety byl umistén duty plastovy kuzel, ktery byl utésnén parafilmem (Bemis),
coz zamezi uniku latky do prostoru. Pfipravili jsme si zasobnicek s trans-4-thujanolem,
1,8-cineolm, a-pinenem a ktrou. Na za¢atku kazdého méficiho dne byly vytvoreny nové
zasobnicky. Kazdy zasobnicek byl pouzit pro 4 méfeni, poté byla zhotovena nova sada.
Pfi stimulaci byl zéasobnicek propojen hadickou s generdtorem vzduchovych pulzd,
ktery transportuje zkoumanou latku do proudu vlhéeného vzduchu. Tato smés nasledné
putuje K tykadlu, umisténému v elektroantenografu. Primeér spojovaciho komponentu byl
upraven tak, aby odpovidal priméru trubicky tlacici vzduch a byl ménén pro kazdou
latku, aby nedoslo ke kontaminaci. Byl zhotoven ve 3 provedenich, spojka pro standard
(alfa-pinen, kira), blank (vzduch, parafin) a zkoumanou latku. Spojovaci ¢ast
pro zkoumanou latku (trans-4-thujanol, 1,8-cineol) byla pro kazdé tykadlo vyménéna,
aby bylo mozné méfit nizké koncentrace latky a zaroven eliminovat nahromadéni latky

ve spojovacim ¢lanku.

40



Obrazek 7. Kompletni zasobnicek s métenou latkou

Obrazek 7 ptipraveného zasobnicku. 1 = plastovy kuzel zajistény parafilmem proti tiniku latky ze
zasobnicku, 2 = filtra¢ni papirek s nanesenou latkou, kterd je rozpusténa v parafinovém oleji, 3 =

télo zasobnicku/ té€lo Pasteurovy pipety, 4 konec zajistény parafilmem proti uniku latky.

4.3 Vybeér standardu

Standard je nutné zvolit, aby mohla byt provedena standardizace meéfenych dat,
coz znamend, ze se upravi vysledky podle zmény citlivosti tykadla v pribéhu méteni
(viz. kapitola 4.8). Rovnéz je nasledné¢ mozné se standardem porovnavat odpovédi
métenych latek. V tomto experimentu byly standardy zvoleny 2. Kura, o které vime,
ze na ni klirovci vyborné reaguji, jelikoz ptirozené obsahuje fadu Cichové atraktivnich
latek. Problém ale je, Ze obsahuje Sirokou paletu latek a je dulezity odbér kliry ve stejném
misté stromu a pouZzivat idedlné stejné stary vzorek 0 stejnych rozmérech. Kvili témto
obtiznostem byla klira pouzivana pouze pro ovéfeni vitality kiirovce a funkénosti jeho
zapojeni. Druhym standardem byl zvolen alfa-pinen, 0 kterém je znamo, ze je kirovcem
vniman @ ma na n¢j vliv, jelikoz se ptirozen¢ vyskytuje v pryskyfici hostitelského jedince
a je pro n¢j atraktantem (vyznamnou roli hraje koncentrace latky). Po méfeni odezvy
kirovcem bylo uréeno, ze idealni koncentrace této latky je 50 mg/ml (viz. graf 1).
Koncentraci standardu je nutné zvolit v optimalni hladiné, aby odpovéd’ byla dostate¢né
velka, ale zase ne pfili§ velkda, aby netrvalo dlouhou dobu, nez se tykadlo vrati

do homeostatického stavu.
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Graf 1 — vybér vhodného standardu

Vybér standardu - a-pinene

s g ottt

stimulus/koncentrace

Z grafu 1 vyplyva, ze se vhodna koncentrace a-pinenu nachazi mezi hodnotami 10 mg/ml a 100
mg/ml. Jedna se tedy o vhodny kompromis mezi koncentraci vyvoléavajici nejvyssi odpoveéd’ pfi
méfeni a koncentraci o tad nizsi. Graf je v provedeni colorcoated. Zlut& je oznaGeny standard,
tyrkysové oznaceni je pro stimulus, u kterého neni o¢ekavana ¢ichova odpovéd’, cerné je oznacena

zkoumana latka.

4.4 Ptiprava elektro-anteno grafu (EAG)

Ptiprava elektrod: sklenéna trubic¢ka o priméru 1,5 mm, kterd je upravena na vertikalnim
elektrodovém tahaci (PC-100 Narishige) (viz. obrazek 12). Tyto byly zahfaty na 65°C
a plynulym pohybem v opacném sméru rozdéleny na 2 Casti. Diky zvySené teploté doslo
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K vytvarovani $pi¢ek na kazdé kapilare. Nasledné jsou kapilary upraveny tak, aby nimi
mohl prochazet Ringertv roztok (NaCl 12,2 g/I, KCI1 0,21 g/l, CaCl2 0,2 g/l v destilované
vodé). Ten zajiStuje propojeni méfici aparatury prostifednictvim Ag dratkn, které jsou
V ném ponofeny, se zkoumanym tykadlem zivoc¢icha. Ringeriv roztok je rovnéz vyuzit
za ucelem zlepseni kontaktu s elektrodami. Jedna se o dobie vodivou tekutinu, ktera zlepsi
kontakt elektrod s ptipojenymi ¢astmi organismu. Referencni elektroda se propojuje
s t€lesnou tekutinou zkoumaného subjektu a méfici elektroda se umist'uje na tykadlo.
U méfici elektrody (pfipojené na tykadlo) je velice dulezité, aby primér Spicky kapilary
co nejvice kopiroval tykadlo. Pokud bude moc maly, tak bude obtizné propojeni roztoku
s tykadlem, pokud bude moc velky, tak tykadlo roztok zalije a nedostaneme spravné
odpovédi. Délka elektrod se upravi brusnym hranolem. M¢fici elektroda je pfipojena na
ptedzesilova¢ (10x Syntech Universal Probe) a analogo-digitalni pfevodnik (IDAC-2,
Syntech). Do takto pfipravené méfici soustavy EAG nasledné umistujeme, v nasem
piipadg, tykadlo kirovce, na které ptivadime métené latky, které jsou unaseny v proudu
vlhéeného vzduchu. (Latky jsou pifivadény do proudu vlhéeného vzduchu generatorem

vzduchovych pulzi CS-55, Syntech) (viz. obrazek 11).

Obrazek 8. Elektroantenograf (EAG)
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Obrazek 8 s detailnim pohledem na elektroantenograf 1 = magneticka deska, ktera nese zbylé
soucastky, 2 = magneticky stojan, ktery slouzi k upevnéni fixovaného kuzelu s broukem (v
piipadé fixace kirovce jako celku), 3 = horizontalni mikromanipulator (ve sméru k fixovanému
tykadlu a od néj), 4 = vertikalni mikromanipulator, 5 = detailni manipulator, ktery slouzi
K jemnym pohybim, 6 = referen¢ni elektroda, 7 = méfici elektroda pfipojena na piedzesilovac,
8 = magnet, ktery fixuje drzaky s elektrodami, 9 = predzesilova¢, 10 = horizontalni
mikromanipulator, ktery slouzi k pozicovani elektrod do stran, 11 = vosk naneseny na Spicce

magnetického stojanu, ve kterém se upeviuje preparat, 12 = svételny zdroj

4.5 Zkoumani jedinci lykozrouta smrkového

Klrovci byli zuméle zalozenych chovli Ing. Jaromira Bldhy. Vyvoj probihal
v klimatizované mistnosti o konstantni teplot¢ 25°C a 60% vlhkosti vzduchu,
Vv utésnénych plastovych boxech, ze kterych byl odvadén vzduch odsavajici trubici pro
zlepseni jeho cirkulace. Po dokonceni podkorniho vyvoje byla smrkova polena odkornéna
prostfednictvim noze a kurovci extrahovani anatomickou pinzetou. Nasledné byli
uskladnéni zazrani v kute v lednici pii teploté 4°C, coZ snizi jejich fyziologickou aktivitu
a prodlouzi jejich zivotnost. Za ucelem zlepSeni zivotnich podminek byla
do perforovanych plastovych d6z umisténa kiira a vlhéeny filtra¢ni papir. Pro konkrétni
méteni bylo vZdy odebrano jen zlomkové mnozstvi broukii, abychom nesniZovali jejich
vitalitu kvili pomémé vysoké pokojové teploté. Vyuzit byl druh kirovee — lykozrout
smrkovy (Coleoptera, Curculionidae, Scolytinae, Ips typographus). Determinace
probéhla analyzou morfologickych vybézkti na zadni ¢asti krovek. Po nalezeni
3. vybézku Sipovitého/srdcovitého tvaru bylo urceno, ze jde o lykozrouta smrkového.
Pohlavi u Ips typographus bylo nejprve rozdéleno podle miry ochlupeni hlavového Stitu
(crania), kdy sami¢ka ma tuto oblast mnohem intenzivnéji pokrytou (Styhler
a Cederholm, 1981). Nasledné byly télesné zbytky broukd uskladnény ve vialkach
pro naslednou pitvu. Potvrzeni sameckl probéhlo pod elektronovym mikroskopem
(Olympus SZ61), kdy se jedinec umisti na filtracni papirek ventralni stranou dolu.
Nehtem se ptimackne v oblasti pronota, coz zpusobi odkryti abdomenalni ¢asti, kterou
normalné piekryvaji sklerotizované krovky. Pinzetou se zajede skrz posledni zadeckovy
¢lanek dovnitt. Nasledné je vytazen veskery vnitini obsah, ve kterém se hleda ptitomnost

sklerotizovaného penisu.
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Poznamka: dulezité je, aby uskladneni kiurovci byli oddéleni od chemickych latek.
Duvodem je, ze se méri i velmi malé koncentrace latek (10 pg/ul), tak aby si na latku pri

uskladneni nevybudovali resistenci.

4.6 Ptiprava zkoumaného Ips typographus pro méteni

Pro zapojeni ktirovcl byly pouzity 2 metody. Pfi hledani standartu byl brouk fixovén zivy
ve Spice pipety. Vyhodou této metody je dlouhd vitalita jedince, coz je vhodné
pro rozsahlé analyzy, jelikoz jedinec odpovida na latky i po 1,5 hodin€. Nevyhodou je,
zvlast’ u lykozrouta smrkového, jeho velikost a sila. Tento konkrétni druh se velmi brani,
a tak Casto dochazi k odklonu tykadla od méfici elektrody. Postup fixace je nasledovny.
Brouk je vtlacen do Spicky pipety, zafixovan v ni je drobnym ustfizkem papirového
kapesnicku. Vrsek pipetky je odfiznut a brouk posunut tak, aby byl pevné zafixovany
a koukala pouze hlavicka s tykadlem. Nasledné je nutné Spendlikovou $pi¢kou zhotovit
otvor v hlave, kvuli propojeni referencni elektrody s hemolymfou. Vhodnou vstupni
branou je oko, které neni sklerotizovdno jako zbytek hlavy. VrSek pipety je oblepen
voskem (Erkogum, Erkodent), ktery je navalen na hlavu brouka. Tykadlo je velice peclivé
priplacnuto na vosk. Velice dilezité je, aby byla do vosku nalepena spodni strana
tykadlové palicky, kde se nachdzi pouze mechanoreceptory. Vrchni strana nese jednotlivé
¢ichové sensily, které jsou pozorovatelné pod mikroskopem, piipadné se vrchni strana
vyznacuje vyraznou vinkou, kde jsou uspotfaddany jednotlivé sensily do urcitych oblasti
podle latek, na které jsou citlivé. Na celé tykadlo, kromé palicky, je nasledné nahrnut
vosk, aby doslo k jeho fixaci a zamezila se kiirovei moznost pohybu. Takto zhotoveny
preparat je nasledné vloZzen do elektroantenografu, kde dochazi k zavedeni elektrod
pomoci mikromanipulatord (Pod mikroskopem Nikon SMZ 18). Pro méfeni odpovédi
na trans-4-thujanol byla zvolena metoda fixace hlavy s tykadlem. Pii této metod¢ je
ktirovci oddélena hlava prostfednictvim Ziletky a Spendliku. Do hlavy je nasledn€ vsunuta
kapilara s Ringerovym roztokem a cely preparat je umistén na referenéni elektrodu.
Nasledné se, pomoci mikromanipulatord, pfisune méfici elektroda k tykadlu. Tuto
elektrodu je nutné umistit peclivé na stranu, ktera obsahuje ¢ichové sensily, abychom byli
schopni ziskat odpovédi z EAG. VeSkeré operace, souvisejici s pfipravou kiirovce,

probihaji pod stereomikroskopem se zvétsenim 20-30x.
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poznamka: Tykadlova palicka je extrémné citlivda na vnéjsi poskozeni. Napriklad: pokud
do palicky jemné uderime Spickou Spendliku, tak dochazi k neobjektivnim vysledkiim,

pripadné az k nemozZnosti méreni zmeny elektrického potencialu.

Obrazek 9. Detail fixované hlavy lykozrouta smrkového

Obrazek 9. Detailni pohled pod mikroskopem na fixaci hlavy lykozrouta smrkového 1 =

referenc¢ni elektroda, 2 = méfici elektroda.

4.7 Samotna stimulace karovce

Zafixovany kirovec v elektroantenografu se nasledné manualné ptesune k usti hrdla,
které ptivadi vlhéeny vzduch, do kterého se pfimichavéa pfipravena latka, kterou mame
V planu méfit. Pfed méfenim se jesté provede piekryti elektroantenografu Faradayovou
kleci (viz. obrazek 16), ktera odhluc¢i okolni rusivé signaly a diky které dosahneme vice
vyrovnané kiivky pii nasledném vykresleni v pocitaovém softwaru (viz. obrazek 10).
V nasem piipadé je klec tvotena prostou hlinikovou konstrukci, S volnym dnem a

odnimatelnou stifechou.
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4.8 Méfici protokol

Mezi jednotlivymi stimulacemi byly uréeny minutové intervaly. Dulezité je dodrzet jejich
konzistentnost, kvtli naslednému vyrovnani méfenych pokust (standardizace méteni).
Latka byla pfimichdvana do proudu vzduchu ruéné skrz pedal, ktery zptsobil protlaceni
ptipraveného zasobnicku vzduchem a jeho nasledné ptimiseni do vlhéeného proudu
vzduchu (vzduchovy pulz iniciovany zmacknutim pedalu trva 0,5 s). Samotny méfici
protokol potom vypadal nasledovné: Vzduch — parafinovy olej — kura — Alfa-pinen —
trans-4-thujanol/1,8-cineol 10 pg/ul — jednotlivé zasobnicky s trans-4-thujanolem/1,8-
cineolem zvysujici koncentraci o 1 fad — trans-4-thujanol/1,8-cineol 1 g/ml — vzduch —
parafinovy olej — kura — alfa-pinen. Divody takto sestaveného protokolu: standard
na zacatku a na konci ndm umoznil pozorovat, jak se zmeénila citlivost tykadla v Case.
Jelikoz se jednd 0 mrtvy preparat, tak ztraci postupné zivotnost. Diky standardim
na zacatku a konci nasledn¢ mizeme standardizovat jednotlivd méfeni a vysledky jsou
upraveny podle zmény ve vnimavosti tykadla na standard, o kterém vime, jakou vyvolava
odpovéd. Vzduch a parafinovy olej pfidavame, abychom vidéli, jak velkou odezvu
vyvolava mechanické podrazdéni tykadla. S témito hodnotami nasledné srovnavame
nejnizsi koncentrace zkoumané latky a diky tomu zjistime prahovou hodnotu percepce

této latky.

Obrazek 10. Priklad vyvoje EAG odpovédi s rostouci koncentraci
= o = 10 ng/ul
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vV

bychom tykadlo vystavili extrémne koncentrovanému stimulu, tak by potom

pravdépodobné nereagovalo na nizké koncentrace.

4.9 Vyhodnocovaci software

Celd mefici aparatura (EAG) je propojena s pocitatovou jednotkou. Mefeni bylo
zachyceno v programu EAGPRO. Tento program ma vyhodu v tom, Z¢ miiZeme rovnou
vidét zékladni statistické ukazatele a taktéZ nam je tento program schopny vykreslit grafy.
Odezva tykadla reprezentuje zménu elektrického potencidlu, ktera je vyjadiena
v milivoltech. Pokud mame kdrovcovy preparat vhodné fixovan a odstranili jsme vliv
okolnich rusivych elementl prostfednictvim Faradayovy klece, tak v programu vidime
vyrovnanou piimku s linearni tendenci. Po aplikovani stimulu dochazi k tomu, Ze se
zmeéni elektrické napéti mezi bazi a $pickou tykadla a v programu je toto interpretovano
vytvofenim amplitudy (viz. obrazek 10). Délka zaznamendvani odpovidad deseti
sekunddm. Prvni vtefinu a ptl je pfivadén pouze vlhéeny vzduch, nasledné se vykresli
pfipadnd zména elektrického potencidlu na tykadle diky aplikaci zkoumané latky,
coz trva v zavislosti na sile stimulu, jelikoz se tykadlo musi vratit do rovnovazného stavu.
Nésledné méteni probiha dalSich cca 7,5 vtefin, aby se zachytilo pfipadné pozdé&jsi
ovlivnéni tykadla stimulem (celkova délka zaznamu odpovida 10 sekundam).
Do softwaru je mozné nahrat piedem pfipravenou tabulku stimulll. Dllezité je brat zietel
na vyskyt artefaktli, coz jsou tutvary, které s méfenim nesouvisi. VétSinou vznikaji

v disledku zkratu elektroantenografu.

4.10 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byly vyuzity softwarové programy Ms Excel a RStudio.
Korelace dvou zavislych veli¢in (koncentrace latky a velikost zmény napéti) byla ovérena
regresni analyzou v programu Excel. Spodni prahové hodnota, pfi které kiirovci danou
latku vnimaji, byla ovéfena v programu RStudio za vyuziti dvouparamterového t-testu
Vv zévislosti na sile pfedpokladii. Hodnota byla vypocitana pro kazdé pohlavi separatné.
Zkoumana latka byla porovnavana s odezvou na parafinovy olej ze zacatku méficiho

protokolu, u kterého se piedpoklada, Ze nevyvola chemicky ¢ichovou odpovéd’. Hypotéza
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potvrzujici sex specifické rozdily (rozdily ve vnimani konkrétni latky mezi pohlavim)
byla ovéfena dvouparametrovym t-testem. Rozdily ve vnimani 1,8-cineolu
a trans-4-thujanolu byly ovéieny dvouparametrovym t-testem. Test porovnaval stejné
pohlavi (trans-4-thujanol samec x 1,8- cineol samec). Hladina vyznamnosti byla pouzita

0 hodnot¢ a = 0,05%. Jednotlivé grafy byly vyhodnoceny rovnéz v programu Ms Excel.
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Vysledky

5.1 Ovéfeni Cistoty latek

5.1.1 Ovéfeni Cistoty trans-4-thujanolu metodou GC-FID

GC-FID analyza prokézala vyskyt ctyt pikli. Pomér jejich ploch odpovida hodnotam
83,8:3,8:3:3,4. Pik samotného thujanolu zaujima 83,8 procent z celkového povrchu piku.
Ostatni viditelné spiky odpovidaji ur¢itému znec€isténi zhotoveného zasobnic¢ku. Z toho

vyplyva, ze Cistota nami pouzivaného trans-4-thujanolu odpovida 83,8 %. Plocha piku je

37,07 mm?2.

Graf 2 — Detail GC-MS analyzy trans-4-thujanolu
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Graf 2 vyobrazuje grafické vyjadfeni Eistoty trans-4-thujnolu. Sedivé oznaena latka je samotny
thujanol. Na ose X je vyobrazeny retencni ¢as (v minutach) — ¢as indikujici, kdy doslo k registraci
latky v FID. Latka byla zaznamenana v plameném-ionizacnim detektoru v ¢ase 4,17 min
a doméfena byla v ¢ase 4,23 min. Na ose y je velikost odpovédi, ktera je udavana v pikoampérech.

Velikost odpovédi odpovida pfiblizné 5,05 pA.

50



Tabulka 1. GC-FID analyza Cistoty trans-4-thujanolu

! jméno Popis signdlu | Retencni ¢as (min) | Area Area Vyska Vyska Zacatek(min) | Konec(min)
D (%) (%)

1 | thujanol | FID 3,438 | 2,532 5999 1,781 | 3,492 3,406 3,467
2 | thujanol | FID 3,698 | 2,965| 6,701 2,541 | 4981 3,653 3,721
3 | thujanol | FID 4,143 1,68| 3,797 1,995 | 3,911 4,12 4,17
4 | thujanol | FID 4,193 | 37,071| 83,780 44,692 | 87,61 4,17 4,227

Vysledky GC-FID analyzy. Trans-4-thujanol je oznadeni zkoumané latky (vyrobce Sigma-

Aldrich) Plochy piki jsou vyjadieny v mm?, vyska je vyjadfena rovnéz v milimetrech.

5.1.2 Ov¢éfeni Cistoty 1,8-cineolu metodou GC-FID

GC-FID analyza pro 1,8-cineol obsahovala pouze 1 zaznamenany pik. To znamena, Ze

gistota 1,8-cineolu dosahuje téméf 100 %. Plocha tohoto piku je 48,651 mm?,

Graf 3 — Detail GC-MS analyzy 1,8-cineolu

cineol
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Graf 3 vyobrazuje grafické vyjadieni &istoty 1,8-cineolu. Sedivé oznadena latka je samotny

cineol. Na o0se X je vyobrazeny reten¢ni Cas (v minutach) — ¢as indikujici, kdy doslo

k zaznamenani latky v FID. Latka byla registrovana v plameném-ioniza¢nim detektoru v Case

3,98 min a doméfena byla v ¢ase 4,09 min. Na ose y je velikost odpovédi, kterd je udavana

v pikoampérech. Velikost odpovédi odpovida priblizné 5,8 pA.
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Tabulka 2. GC-FID analyza Cistoty 1,8-cineolu

jméno

Popis signalu

Retencni ¢as (min)

Area

Area
(%)

Vyika

vyska
(%)

Zacatek(min)

Konec(min)

[y

1,8-cineol

FID

4,014

48,651

99

52,304

99

3,977

4,087

Vysledky GC-FID analyzy. 1,8-cineol je oznaceni zkoumané latky (vyrobce Sigma-Aldrich)

Plochy pikti jsou vyjadieny v mm?, vyska je vyjadiena v mm.

5.2 Prahové hodnoty pro trans-4-thujanol a 1,8-cineol

Spodni prahové hodnoty byly rozdéleny pro kazdou latku a kazdé pohlavi. Pro samce

u trans-4-thujanolu vysla jako prvni statisticky vyznamna koncentrace 1 mg/ml. U samice

byla tato hodnota nizsi a bylo zjisténo, Ze jsou schopny vnimat latku jiz pii koncentraci

100 ng/ul. U latky 1,8-cineol nebyl zjistén rozdil mezi prahovymi hodnotami pro samce

a samice. Koncentrace, kterd vyvolala statisticky vyznamnou zménu elektrického

potencialu pro 1,8-cineol u samct byla 100 ng/ul. Samice byly schopné latku vnimat

rovnéz pii koncentraci 100 ng/ul a vice. Zaroven byla urcena i satura¢ni hodnota

pro samice, a to pii koncentraci 100 mg/ml 1,8-cineolu. Pfi zvySujici se koncentraci zde

jiz nenarutstala odpoveéd’ a naopak byl zaznamenan pokles zmény elektrického potencialu.
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Tabulka 3. Trans-4-thujanol

SAMCI AVG SM. ODCH | SAMICE AVG SM. ODCH
Vzduch 0,4853 0,247 | Vzduch 0,3673 0,156
Parafinovy olej 0,4950 0,176 | Parafinovy olej 0,3450 0,187
Kdra 1,7394 0,610 | Kara 1,3617 0,552
a-pinen 1,3253 0,350 | a-pinen 1,2588 0,327
thujanol 10pg/ul 0,6253 0,236 | thujanol 10pg/ul 0,6560 0,244
thujanol 100pg/ul 0,6153 0,223 | thujanol 100pg/ul 0,6593 0,285
thujanol 1ng/ul 0,6993 0,284 | thujanol 1ng/ul 0,6305 0,290
thujanol 10ng/ul 0,7927 0,425 | thujanol 10ng/ul 0,6780 0,269
thujanol 100ng/ul 0,9876 0,318 | thujanol 100ng/ul * 0,9880 0,371
thujanol 1mg/ml * 1,0916 0,318 | thujanol Img/ml * 1,0707 0,395
thujanol 10mg/ml * 1,4379 0,433 | thujanol 10mg/ml * 1,5460 0,410
thujanol 100mg/ml * 2,5644 0,317 | thujanol 100mg/ml * 2,5113 0,651
thujanol 1g/ml * 3,1257 0,382 | thujanol 1g/ml * 3,2205 0,601
Vzduch 0,6044 0,291 [ Vzduch 0,5680 0,263
Parafinovy olej 0,5809 0,307 | Parafinovy olej 0,5538 0,272
Kira 1,6173 0,806 | Klra 1,5633 0,464
a-pinen 1,3253 0,350 | a-pinen 1,2360 0,338
Tabulka 4. 1,8-cineol
SM.
SAMCI AVG SM. ODCH | SAMICE AVG ODCH
Vzduch 0,5650 0,463 | Vzduch 0,9468 0,290
Parafinovy olej 0,4602 0,247 | Parafinovy olej 1,1595 0,303
Kdra 3,5062 1,636 | Klira 3,8148 1,960
a-pinen 2,0462 0,630 | a-pinen 2,7237 0,746
1,8-Cineol 10pg/ul 0,6883 0,318 1,8-Cineol 10pg/ul 1,2813 0,388
1,8-Cineol 100pg/ul 0,7443 0,281 |1,8-Cineol 100pg/ul 1,4027 0,373
1,8-Cineol 1ng/ul 0,8628 0,575 [ 1,8-Cineol 1ng/ul 1,5455 0,546
1,8-Cineol 10ng/ul 1,2268 0,647 [ 1,8-Cineol 10ng/ul 1,7145 0,621
1,8-Cineol 100ng/ul * 1,5958 0,575 1,8-Cineol 100ng/ul * 2,3525 0,912
1,8-Cineol Img/ml * 2,2167 0,928 1,8-Cineol 1mg/ml * 2,6905 1,059
1,8-Cineol 10mg/ml * 2,6687 1,164 | 1,8-Cineol 10mg/ml * 3,2797 0,927
1,8-Cineol 100mg/ml * |3,3580 1,497 | 1,8-Cineol 100mg/ml * 3,7925 1,060
1,8-Cineol 1g/ml * 3,7632 1,694 | 1,8-Cineol 1g/ml * 3,5540 0,863
Vzduch 0,8352 0,403 | Vzduch 1,2818 0,654
Parafinovy olej 0,8425 0,363 | Parafinovy olej 1,4643 0,738
Kdra 2,7707 2,037 | Kdra 3,4505 1,185
a-pinen 2,0462 0,630 | a-pinen 2,7237 0,746
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Tabulka 3 a tabulka 4 vyobrazuji méfici protokoly pro jednotlivé latky (primérné EAG odpovédi
uvedené vmV = AVG; smérodatné odchylky ze Sesti méfeni uvedené v mV = SM. ODCH).
Tabulky jsou rozdéleny na EAG méfeni trans-4-thujanolu a 1,8-cineolu. Celkové pocty méteni
trans-4-thujanol samec n = 6 méfeni, trans-4-thujanol samice n = 6 méfeni, 1,8-cineol samec
n = 6 méfeni, 1,8-cineol samice n = 6 méfeni. Smérodatna odchylka vyjadiuje variabilitu
u jednotlivych méfeni. Hodnoty, u kterych se nachazi * jsou statisticky odli$né (dvouparametrovy
t-test, a = 0,05 %) od parafinového oleje, se kterym byly latky srovnany (1. parafinovy olej
prahova hodnota pro dané pohlavi. * vyjadiuje satura¢ni koncentraci latky, po které se nadale
odpoved na latku nezvySuje. Hodnota saturace byla pozorovana u 1,8-cineolu pti koncentraci 100

mg/ml, pohlavi samice.

Graf 4. Graf zavislosti velikost EAG odpovédi na davce pro trans-4-thujanol — samci
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Graf 6. Graf zavislosti velikost EAG odpovédi na davce pro 1,8-cineol — samci
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Graf 7. Graf zavislosti velikost EAG odpovédi na davce pro 1,8-cineol - samice
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Graf 4, 5, 6 a 7 jsou grafickym vyjadfenim tabulky 1 a tabulky 2. Vyjadfeni statisticky
vyznamného rozdilu (dvouparamterovy t-test, a = 0,05) mezi latkou o uréité koncentraci
a parafinovym olejem (pocatecni stimulus parafinovym olejem) je vyobrazeno symbolem *.
* vyjadfuje satura¢ni hodnotu pro (100 mg/ml 1,8-cineolu — samicky). Na 0se X je vyobrazeny
druh stimulu podle latky. Zkoumana latka je na ose X rozdélena podle jeji koncentrace. Na ose y
je vyobrazena velikost EAG odpovédi v milivoltech. Grafy jsou ,,color couated®, coz znamena,
ze jsou jednotlivé druhy stimulu rozdéleny barevné. Zasobnicky, u kterych se neocekava ¢ichova
EAG odpoveéd jsou tyrkysové, zasobnicky se standardy (o-pinen, klira) jsou Zluté a testovana

latka je vyobrazena bilou barvou.

Vyznam krabicového grafu: znak x oznacuje hodnotu aritmetického primeéru, horizontalni tisecka
v boxu vyjadiuje hodnotu medianu, vousy (vertikalni usecky) vyjadiuji maximum a minimum ze
statistického souboru, puntiky vyjadiuji outlinery, coZ jsou hodnoty vyrazné odlisné od zbylych

méfenych.
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5.3 Statisticka analyza korelace mezi koncentraci latky a zvysujici se EAG odpovédi

Statisticka vyznamnost byla zjiStovana pomoci metody regresni analyzy. Statisticka
analyza byla provedena pro ob¢ pohlavi pro trans-4-thujanol a 1,8-cineol zvlast.
Ve vsech ptipadech vys$si hodnota stimulace (mnozstvi nanesené latky na filtraénim
papirku) vyvolavala vyssi EAG odpovéd. Byl zaznamendm pozitivni trend rustu.
To znamena, Ze se zvySujici se koncentraci rostla rovnéz velikost zmény elektrického
byla zmé&fena u trans-4-thujanolu vnimaného samicemi. Hodnota R? piedstavuje hodnotu
0,77. Nejvyssi zavislost byla zjisténa u samcti, vnimajicich latku 1,8-cineol. Zde regresni
koeficient nabyva hodnoty R = 0,95. Pro trans-4-thujanol méfeny na samcich hodnota

ptedstavuje R = 0,78. A pro samice reagujicich na 1,8-cineol R = 0,94.

Graf 8. Zavislost mezi intenzitou stimulace a velikosti EAG odpovédi u trans-4-thujanolu — samci
trans-4-thujanol samci
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Graf 9. Zavislost mezi intenzitou stimulace a velikosti EAG odpovédi u trans-4-thujanolu —

samice
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Graf 11. Zavislost mezi intenzitou stimulace a velikosti EAG odpovédi u 1,8-cineolu — samci

1,8-cineol samice
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Graf 8, 9, 10 a 11 vyobrazuje regresni analyzu. Zavislost je ovéfovana mezi jednotlivymi latkami
o rtiznych koncentracich a velikosti odpovédi u tykadla. Hodnota R? vyjadiuje regresni koeficient.
Ten nam vyjadiuje silu zavislosti (hodnoty -1;1. Kladné hodnoty ukazuji rostouci trend, zaporné
klesajici trend. Cim vy33i je hodnota regresniho koeficientu, tim je zavislost silngjsi). Oranzova
useCka vyobrazuje tento trend graficky = regresni ptimka. Grafy jsou rozdéleny podle pohlavi
a méfené latky. Na ose X jsou vynesené jednotlivé koncentrace konkrétnich latek a na ose y je
vynesena velikost EAG odpovédi v milivoltech. Absolutni hodnoty EAG odpovédi jsou vyneseny

nad kazdym prislusnym sloupcem.

5.4 Sex-specifické rozdily

Rozdily ve vnimani latky o urcité koncentraci rozdilnym pohlavim byly vyhodnoceny
prostiednictvim dvouparametrového t-testu. U trans-4-thujanolu ani u 1,8-cineolu nebyl

prokdzan statisticky rozdil na hladin€ vyznamnosti a = 0,05.
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Graf 12. Sex specifické rozdily ve vnimani trans-4-thujanolu

sex-specificita trans-4-thujanol
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Graf 13. Sex specifické rozdily ve vnimani 1,8-cineolu
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Graf 12 a graf 13 vyobrazuji rozdily ve vyvolanych ¢ichovych odpovédich mezi samci

a samicemi. Modré sloupce predstavuji méfeni provedenych na samcich, oranzové sloupce
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vyjadiuji méfeni provedenych na samicich. Symbol * vyjadfuje statisticky vyznamny rozdil
ve vnimani mezi jednotlivymi pohlavimi (Mezi méfenymi hodnotami nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil). Hodnoty byly vyhodnoceny podle dvouparametrového t-testu s hladinou
vyznamnosti oo = 0,05 %. Na ose X jsou vyneseny koncentrace konkrétnich latek, na ose y je

velikost EAG odpovédi v milivoltech.

5.5 Rozdily ve vnimani trans-4-thujanolu a 1,8-cineolu

Zjistovani rozdilu mezi jednotlivymi latkami (trans-4-thujanolem a 1,8-cineolm) bylo
vyhodnoceno dvouparametrovym t-testem. Rozdil byl zjistovan pro kazdé pohlavi
separatné. Pro samce byl rozdil ve vnimani jednotlivych latek zjistén u koncentrace
1 mg/ml a 10 mg/ml. Pf#i téchto koncentracich jsou samci v laboratornich podminkach
vice citlivi na 1,8-cineol (1,8-cineol u nich vyvola vétsi zménu receptorového
potencionalu). Pro samice jsou rozdily v citlivosti na latky vyraznéj$i. Samice jsou
citlivéjsi na 1,8-cineol v porovnani s trans-4-thujanolem pfii koncentracich 1 ng/ul,
10 ng/ul, 100 ng/ul, 1 mg/ml, 10 mg/ml 100 mg/ml. Opé&t u nich 1,8-cineol vyvolava vyssi
EAG odpovéd nezli trans-4-thujanol.
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Graf 14. Rozdily ve vnimani trans-4-thujanolu a 1,8-cineolu u samct
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Graf 15. Rozdily ve vnimani trans-4-thujanolu a 1,8-cineolu u samic
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Na grafu 14 a 15 jsou latky rozdéleny barevné (oranzova piedstavuje 1,8-cineol, modra
predstavuje trans-4-thujanol). Grafy jsou rozdéleny podle pohlavi. Statisticky vyznamné rozdily
predstavuje symbol *. Statistickd analyza byla provedena prostfednictvim dvouparametrového t-
testu na hladiné vyznamnosti o = 0,05 %. Na 0se X je uvedena koncentrace konkrétni latky na ose

y je uvedena velikost EAG odpovédi v milivoltech.
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Diskuse

Z vysledki je patrné, ze v laboratornich podminkach tykadla kurovce Ips typographus
reaguji na trans-4-thujanol. Z toho plyne, ze je tato latka ¢ichovym systémem lykozrouta
smrkového vnimana a ma tedy potencional behavioraln¢ ovliviiovat jeho chovani.
Vyzkum JiroSové a kol. z roku 2022 rovnéz potvrdil, Ze po pfidani trans-4-thujanolu
k agregacnimu feromonu dojde ke snizeni jeho atraktivity (ovéfeno v polnich
podminkach). To znamena, ze latka v ptirodé hraje vyznamnou roli pro lykozrouty
smrkové pii hledani vhodného hostitelského jedince. Kuarovcim tato chemikalie
v celkové smési latek ve vzduchu evokuje pfitomnost nevyhovujicich porost,
které nejsou vhodnymi kandidaty pro zalozeni budouci populace. Laima Blazyté-
Cereskiené a kol., 2016 pii méfeni v laboratornich podminkach také odhalila, Ze je
pro lykozrouta smrkového trans-4-thujanol aktivnim komponentem. Prahova hodnota je
polozena velice nizko, coz znamend, Ze je klrovec schopny latku vnimat pii velice
nizkych koncentracich. Zajimavé ale je, ze prahova hodnota vnimani této latky nabyva
nizsich hodnot u samic (samice vnimaji trans-4-thujanol pti koncentraci 100 ng/ul; samci
vnimaji latku pii koncentraci 1 mg/ml). Tento vysledek potvrzuje vysledky od Laima
Blazyté-Cereskiené a kol., 2016., ktera rovnéz uvadi, Ze jsou samice schopny vnimat
latku pfi niz§ich koncentracich nezli samci. Jelikoz je Ips typographus polygamni druh,
tak hostitelského jedince vyhledava samecek, ktery nasledné laka samicky. Z toho
divodu je nize polozena prahova hodnota trans-4-thujanolu u samicek zajimavou. Nize
polozena prahova hodnota pro tuto latku u samicek by mohla znamenat, Ze tato latka
pfedstavuje pro samicky signal o nevhodnosti hostitele pro kladeni vaji¢ek. ProtoZe se
trans-4-thujanol nachazi predevsim u smrkti mladsiho véku, tak to mtize znamenat,
7e zde bude pouze uzka vrstva lyka. To je pro lykozrouta smrkového nevhodné kvuli
tomu, ze je jeho té€lo pomérné velké, a z toho divodu jsou mladsi porosty pfenechavany
men$im druhiim ktrovci jako naptiklad Pityogenes chalcographus. Lykozrout smrkovy
dokonce ptenechava korunové Spicky smrkil jinym jedincim pravé z divodu velkych
rozméru téla. Trans-4-thujanol fadime mezi hostitelské latky repelentni povahy, z ¢ehoz
vyplyva, ze by mél vice afektovat pionyrské klirovee (samecky), protoze pravé ti osidluji
nové stanovisté a tudiz by méli intenzivnéji analyzovat hostitelské vin€. V kontrastu
prahovych hodnot je nutno zminit, Ze nebyla nalezena hodnota saturace
pro trans-4-thujanol. Hodnota saturace pfedstavuje koncentraci latky, pfi jejimz zvySeni

nedojde ke zvyseni odpovédi. Zména receptorového potencialu na tykadle se se zvysSujici
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koncentraci latky neméni. Ziistdva konstantni nebo se zvySuje pouze minimalné. Rovnéz
muze dojit k poklesu zmény elektrického potencidlu mezi hodnotou saturace
a koncentraci o fad vyS$$i z davodu adaptace tykadla (viz. 1,8-cineol samicky).
Nemoznost nalezeni hodnoty saturace pro trans-4-thujanol spocivala Vv obtiznosti
rozpousténi latky o vyssi koncentraci nez 1 g/ml, jelikoz se thujanol vyskytuje na nasi
fakulte, fakulté lesnické a dievaiské (Ceska zemédélska univerzita v Praze) v pevném
skupenstvi. Pevné skupenstvi této latky jde prekonat pouze pii vysSich teplotach.
Laboratornimi Setfenimi bylo prokazano, Ze trans-4-thujanol u kirovci vyvolava slabsi
odpovéd nez 1,8-cineol. Toto tvrzeni plati pouze u urcitych koncentraci. Rovnéz z méteni
vyplynulo, Ze samice vnima 1,8-cineol (v porovnani s trans-4-thujanolem) intenzivnéji
nezli samecek (prokazano u vétsiho mnozstvi koncentraci). Z vysledk studie od JiroSové
a kol., 2022 vyplynulo, ze trans-4-thujanol a 1,8-cineol vyvolavaji velice podobnou
odezvu (pfi stejné koncentraci latek), coz vysledky této prace nepotvrzuji. Z vysledk této
prace vyplyva, ze je reakce na 1,8-cineol statisticky vyznamnéjsi nez velikost odpovédi
vyvolanych trans-4-thujanolem. Rozdil ve vnimani mezi pohlavim u trans-4-thujanolu
nebyl prokazan na hlading vyznamnosti a = 0,05, ackoliv bylo zjisténo, Ze samice jsou
schopny vnimat latku jiz pii koncentraci 100 ng/ul (na rozdil od samecku 1 mg/ml).
U méfeni elektroantenografickych odpovédi u latky 1,8-cineol nebyl odhalen rozdil
u spodni prahové hodnoty. (u tykadla samce i samice byla vyznamna odpovéd
zaznamenana jiz pii koncentraci 100 ng/ul), coz se neshoduje se zavérem prace
od JiroSové a kol. z roku 2022, kde vyplynulo, Ze je 1,8-cineol efektivnéjsi pro samecky
nezli pro samicky. Nizko polozZena prahova hodnota pro 1,8-cineol mtize poukazovat na
vyznamnost této latky. Jednd se o chemikalii repelentni povahy, kterd dokdze jiz pfi
nizkych koncentracich inhibovat atraktivitu lykozZrouta smrkového na dvousloZkovy
agregacni feromon. Tato latka rovnéZ klirovclim znaci, Ze se jednd o jedince nevhodného,
kterému by se méli rad¢ji vyhnout, protoze neni idealnim kandidatem pro reprodukci
(Andersson, 2009). Sex specifické rodziliy ve vnimani 1,8-cineolu rovnéz nebyly

nalezeny.

Problémem pfi ovéfovani sex specifickych rozdili pro ob¢ latky je variabilita mezi
odpovéd’'mi kazdého zkoumaného subjektu. Stimulace latkou o stejné koncentraci vyvola
U riznych jedinct riznou odpoveéd’ v zavislosti na jejich stafi, vitdlnim stavu, atd... Tuto
nesrovnalost rovnéZ umociiuje standardizace dat, ktera umérné upravi jednotliva méteni

podle zmény velikosti vyvolané ¢ichové odpovédi na zvoleny standard v pribéhu méteni.
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To zpisobi numerické upraveni hodnot i pro parafinovy olej, ktery by ale m¢l zGstat
konstantni. Standardné¢ se uvazuje pokles aktivity tykadla, takze velikost ¢ichové
odpovédi na a-pinen klesne. Standardizaci dojde k vyrovnani velikosti odpovédi
na a-pinen na zacatku a na konci, ¢imz dojde rovnéz ke zvyseni velikosti EAG odpovédi
na parafinovy olej, se kterym byly hodnoty porovnavany. Konkrétnim piikladem je rozdil
ve vnimani parafinového oleje mezi pohlavim u protokolu pro 1,8-cineol (viz. graf 7).
Zména elektrického potencialu mezi pohlavim po stimulaci kontrolnim zasobni¢kem
S parafinem piedstavuje vyznamny rozdil, ktery by zde vSak byt nemél — jedna se o latku,
kterd pro klrovce nemd vyznam, tudiz nedochédzi k aktivaci cichovych receptort
a nemélo by dochazet k vyvolani rizné velké odpovédi. Pomér mezi méfenymi latkami,
pfipadné riznymi koncentracemi, vSak zlstava smérodatny. Tudiz by mély byt udaje
0 prahovych hodnotach a dose responsivnich kiivkach spravné. Pro obé latky (1,8-cineol
a trans-4-thujanol) byla zaznamendna piima zavislost mezi zvySujici se davkou
a velikosti zmény elektrického potencidlu na tykadle (vyvolané odpovédi). Silngjsi
korelace mezi zvySujici se koncentraci zkoumané latky a velikosti vyvolané ¢ichové
odpovédi byla u 1,8-cineolu. To by mohlo znamenat, Ze vétsi koncentrace danych latek
Vv perimetru tykadla kirovce znaci vétsi nevhodnost hostiteltl na stanovisti, coz potvrzuji
polni experimenty JiroSové a kol., 2022, kde bylo zjiSténo, Ze S rostouci davkou
trans-4-thujanolu dochazi k silngjsi inhibici aktivity lykozrouta smrkového na agregacéni

feromon.

Jelikoz bylo pfi testech pouZzito pouze 6 jedinch od kazdého pohlavi pro konkrétni latku,
tak vysledky muizou obsahovat urcitou chybovost zdivodu malého méfeného

statistického souboru dat. Tato chyba by se sniZzovala s pfibyvajicimi méfenimi.

Jelikoz se jednalo o laboratorni experimenty, nelze na jejich zdklad¢ potvrdit
behavioralni aktivitu pro kiirovce. Rovnéz nelze urcit vyznam latky pro konkrétni ¢ichové
receptorové neurony. JelikoZz dochazelo k ptiloZeni elektrody na velkou ¢ast tykadla,
a tudiz bylo do méfeni zaujato velké mnozstvi senzil. Kviili moznému zaujeti vétSiho
poctu ¢ichovych receptorovych neuroni naladénych ve prospéch jedné z métenych latek
nelze urCit konkrétni velikost odpovédi jednim cichovym receptorovym neuronem.
Samotny pomeér téchto senzil rovnéz neni rovnomérny. Podle Anderssona a kol., 2009 se
nachazi na tykadle 7 cichovych senzil naladénych na 1,8-cineol. Tyto se nachazi
predevsim v distalni oblasti tykadla. Pocet cichovych receptorovych neurona

pro trans-4-thujanol neni pfesné znamy.
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Zavér

V této praci byly naplnény stanovené cile. Bylo zjisténo, ze trans-4-thujanol hraje
neopominutelnou roli pfi ¢ichové orientaci u kiirovce smrkového. Sex-specifické rozdily
vyplyvajici ze statické analyzy byly neprikazné, ackoliv bylo zjisténo, Ze je samice
schopna vnimat trans-4-thujanol pfi velice nizkych koncentracich. Pro 1,8-cineol je trend
jiny —samice i samci vnimaji latku od koncentrace 100 ng/ul. Velikost vyvolané odpovédi
je, podle predpokladii, imérna koncentraci dané latky. Trans-4-thujanol je pro lykozrouta
smrkového velmi vyznamnou latkou, avSak velikost vyvolanych odpovédi nedosahuje
velikostem vyvolanych odpovédi u 1,8-cineolu. U 1,8-cineolu byly vyvolané odpovédi
ve velkém mnozstvi piipadu statisticky vyznamnéjsi v porovnani s trans-4-thujanolem.
Budouci studie, které by mohly z této prace vychazet, by mély zaméfit svou pozornost
na ziskavani odpovédi z konkrétnich senzil, ladénych na trans-4-thujanol. Behavioralni
vliv této latky v kombinaci s jinymi latkami z prostiedi by mél byt v budoucnu rovnéz
provéien, jelikoz kiirovei neprovadi rozhodnuti pouze s piihlédnutim na jednu konkrétni
latku, ale vyhodnocuji komplexni smési latek, které se v prostfedi nachdzeji. To znamena,

ze latka sama o sob& nemusi mit v ptirod€ na zkoumany organismus vliv.
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Ptilohy

Obrazek 11. Detail topici jednotky, prevodniku a generatoru vzduchovych pulzi

Obrazek 11. Detail na 1 = elektrické vyhiivani usti plynového chromatografu. 2 = analogo
digitalni pfevodnik IDAC-2 Syntech. 3 = generator vzduchovych pulzi CS-55 Syntech
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Obrazek 12. Vertikalni teplotni taha¢ elektrod PC-100 Narishige
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Obrazek 13. Zahiivaci Gstroji pro sklenéné vialky ThermoShaker, Biosan
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Obrazek 14. Plynovy chromatograf

-

Obrazek 15. Detailni pohled na plynovy chromatograf (1) s automatizovanym injektorem

zkoumanych latek (2).
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Obrézek 15. Detail ptedzesilovace na EAG

Obrazek 14. Detail predzesilovace na EAG zafizeni. 1 = kapilarni trubicka naplnéna Ringerovym
roztokem. 2 = zahnuti stiibrné elektrody, aby doslo K jeji aretaci. 3 = ptedzesilovac, ktery slouzi

k fixaci métici elektrody.

Obrazek 16. Detail EAG piekrytého Faradayovou kleci

Obrazek 16. Detail EAG, ktery je obaleny Faradayovou kleci pfi méfeni. 1 = Pasteurova
pipeta/zasobnik. 2 = spojovaci kuzel mezi Pasteurovou pipetou a hadickou ptivadejici vzduchové

pulzy. 3 = hadi¢ka ptivad€jici vzduchové pulzy z generatoru vzduchovych pulzd. 4 =

78



Elektroantenograf  piekryty  Faradayovou kleci za ucelem odstranéni  okolnich

elektromagnetickych rusivych signalti.
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