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ABSTRACT

Three different possibilities of spruce bark beetle breeding methods for substances feeding toxicity assays were tested — rearing of adults
on cellulose wadding, methods of bark sandwiches for larvae and adults and method of sandwiches of bark with glass combination for larvae.
Analysis of variance was used for evaluation of differences of the rearing methods, cluster analysis was used for optimal terms designation

of adults rearing on cellulose wadding. Methods of adults rearing on cellulose wadding and bark sandwiches cannot be considered as quali-

tatively equal. Three the most appropriate terms of controls were recognized in the methods of adults rearing on cellulose wadding: always
between the first and second, fifth and seventh and finally twelfth and fifteenth days since the experiment started. Methods of rearing of larvae
in bark sandwiches and in sandwiches of bark with glass combination were found comparable in all aspects, but primary mortality of larvae,

which is statistically higher in bark sandwiches.
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uvoD

Metodami chovu riiznych druhtt hmyzu se zaméfenim na moz-
nosti pifjmu rizného typu potravy nebo za Gicelem zjisténi toxicity biolo-
gickych ¢i chemickych latek, se zabyvala celd fada autorti (napf. SKUHRA-
vy 1968, JoLiver 1998, Kovakik 2000). Nejlépe prozkoumané jsou metody
chovu u druhd hmyzu, jejichz larvy ¢i dospélei ziji volné a konzumuji
celé rostliny nebo jejich ¢asti. Kiiroveoviti (Curculionidae, Scolytinae)
jsou vzhledem ke svému skrytému zpisobu zivota pod kiirou, resp. v 1y-
ku, hostitelskych dievin (Sauvarp 2004), skupinou pro takové pokusy
pomérmeé obtiznou, a to obzvlast v piipadé chovu preimaginalnich stadii.

Vétsina testl toxicity riznych chemickych pripravkt byla prova-
déna u kirovcovitych na dospélcich. Testovanou latkou byly osetieny
celé kmeny &i jejich ¢asti (napt. Novak, Sror 1977). Tyto typy latek
jsou lesnickou praxi Casto vyuzivany pii tlumeni popula¢nich vykyvi
druhti s grada¢nim potencidlem. Pouziti sendvi¢ovych kiir pro chov
lykozrouta smrkového za ucelem porovnani vlivu ruznych teplot
na jeho vyvoj bylo popsano WERMELINGEREM a SEIFERTEM (1998). Cho-
vem lykozrouta smrkového na pfirozeném materidlu se také zaby-
val Faccorr et al. (2005), ktery vyuzil tzkych sklenénych trubicek
obsahujicich ktiru s Iykem.

Varianty umélé potravy pro chov hmyzu jsou velice Siroké (cf. Conen
2004). Pro lykozrouta smrkového tyto metody uzil napt. Martanovich
et al. (1999). Techniky uziti nahradni potravy kiiroveim jsou riizné,
pro chovy ,,ambrosiového® druhu kiirovet Xyleborinus saxesenii (Rarze-
BURG) byla Biepermannem et al. (2009) potrava predkladana v tzkych
sklenénych trubickach. Ugelem nasi prace bylo vyvinout rychlé, snadno

dostupné a vyhodnotitelné laboratorni metody slouzici pro testovani toxi-
city riznych latek jak pro dospélee, tak pro larvy lykozrouta smrkového.
Pouzity byly méné znamé metody - metoda sendvicovych kir pro larvy
a dospélee a metoda kiiry v kombinaci s krycim sklem (Petriho miskou)
pro larvy. Jako nova byla pouzita metoda chovu dospéleti na bunicité vate.
Testované metody byly navrzeny zejména s ohledem na moznost opa-
kovaného hodnoceni pii minimalnim naruseni vyvoje jednotlivych stadii
lykozrouta smrkového.

METODIKA

V pokusech byla ovéfovana ucinnost riznych modifikovanych sek-
venci cry3A genu z Bacillus thurigiensis tenebrionis. Sekvence genu
byla optimalizovéna pro vysokou expresi ve smrku (Picea abies) a Esche-
richia coli. Rizné varianty syntetického genu byly ziskany Upravami
N a C kodontl genu. Geny byly klonovany do expresnich vektori pET
(Novagen, Merck) a transformovany do bakterie E. coli BL21. Aplikova-
ny byly extrakty z indukovanych bunék E. coli v 20% sacharéze. VSechny
pokusy byly provedeny za pokojové teploty (22 — 23 °C).

Porovnani metody chovu dospélcti na bunicité vaté
a na sendvicovych kiirach
* Bunicita vata

Pouzito bylo 8 vrstev bunicité vaty znacky Batist, ktera byla vlo-
zena do Petriho misky a pomoci injekéni stiikacky s jehlou (o tloust-
ce 0,5 mm) rovnomérné oSetfena suspenzi ptislusné varianty. Pro apli-
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kaci kazdé z porovnavanych latek byla pouzita nova injekéni stiikac-
ka i jehla. Do kazdé z misek bylo vlozeno 10 dospélct Iykozrouta
smrkového, Cerstvé ziskanych z pozerkl dovezenych polen napade-
nych smrku.
*  Sendvicové kuiry pro dospélce

Alternativni metodou k metodé chovu na bunicité vaté je pouzi-
ti sendvi¢ovych kur. Sendvicové kiry sestavaly ze dvou ¢tvercovych
vytezu kiry s lykem o rozméru 6 x 6 cm. Do jedné z kir byly vyhlou-
beny jamky v poctu odpovidajicimu mnozstvi pouzitych dospélct.
Primér téchto jamek byl ptiblizné¢ 8 mm a jejich hloubka 3 - 4 mm
(podle tloustky lyka). Ob¢ sendvi¢ové kiry byly §tétcem z lykové
strany potirany piislusnou testovanou latkou. Po zaschnuti aplikované
latky byli do jamek v kuife pieneseni dospélci lykozrouta smrkového
pomoci jemné entomologické pinzety a kiry byly ptilozeny lykovou
casti k sob¢. K sevieni sendvicovych kiir byly pouzity ¢tyfi plechové
svorky protazené ptedem pfipravenymi otvory v rozich kury.
*  Porovnani

Pro porovnani metod byly vyuzity dva pokusy, v kterych byla
srovnavana mortalita brouki na stejné varianté toxickée latky (celkem
bylo testovano 5 variant toxickych latek) a kontrolnim vzorku s des-
tilovanou vodou. Kazda z variant v¢etné kontrolni byla vyhotovena
v péti opakovanich. V prvnim pokusu byly pouzity sendvicové kiry,
kontrola pfezivani broukti prob¢hla 1., 4., 6. a 8. den a zavérecna kon-
trola 18. den po zalozeni pokusu. Evidovani byli aktivni brouci, kteti
byli identifikovani podle ptitomnosti ¢erstvych hnédych drtinek v pii-
pravenych jamkach. Pti zavérecném vyhodnoceni byly ob¢ kiry roz-
fezany pro zjisténi stavu ziru dospélct. V druhém pokusu byli dospél-
ci chovani na bunicité vaté, kontroly probéhly 3. a 7. den po zalozeni.

Ke statistické analyze byla pouzita vicefaktorovd ANOVA v programu
Statistica 9.0, kdy jako faktory byly uréeny typ metody a den kontroly
od data zalozeni pokusu, odezvou byl pocet mrtvych larev. Jako kont-
rola I byl porovnavan 3. den na bunicité vaté a 4. den na sendvicovych
ktirach, jako kontrola II 7. den na bunicité vaté a 8. den na sendvico-
vych kirach.

Porovnani terminii kontrol dospélcii na bunicité vaté

Ke stanoveni nejvhodnéjsich terminti kontrol, resp. k jejich vzajem-
nému porovnani byly vyuzity celkem ¢tyii pokusy s dospélci chova-
nymi na bunicité vaté. Kontroly kazdého pokusu probihaly v riznych
intervalech a dohromady vytvotily 8 odliSnych terminti kontrol, béhem
kterych byly zaznamenavany pocty ptezivajicich jedincti. Mrtvi brouci
byli z misek pribézné odstraiiovani.

Ke statistickém vyhodnoceni byla pouzita analyza shlukti v pro-
gramu NCSS 7.1. K nalezeni nejlepsi techniky tvorby dendrogramu
byla vyuzita rozhod¢i kritéria — kofeneticky korela¢ni koeficient
a ob¢ miry tésnosti prolozeni delta (MeLoun, MiLitky 2006). Pro shlu-
kovani byly pouzity tii proménné - mortalita broukti na varianté s des-
tilovanou vodou, mortalita broukl na variantach s riznymi toxickymi
produkty a mortalita broukti na varianté se sonikatem expresnich bak-
terii odvozenych od E. coli.

Porovnani metody chovu larev na sendvicovych kiirach
a na kiire s krycim sklem
*  Sendvicové kiry pro larvy
Usporadani sendvi¢ové kiiry pro chov larev bylo totozné se sendvi-
¢ovymi kiirami pro dospélee, avsak jejich rozmér byl zvétsen na 9 x 9 cm

Obr. 1.
Kura s krycim sklem pro chov larev
Bark covered by glass for larval breeding
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z divodu zajisténi dostate¢ného prostoru k Zziru jednotlivych larev.
Pro tyto pokusy byly vybirany larvy 2. instaru, které byly prenaseny
do ptipravenych jamek v Iyku pomoci navlhéeného stétce. V jednotlivych
sériich testl bylo pouzito 8 nebo 10 larev.
» Kira s krycim sklem pro larvy

Pro tento typ chovii bylo vyuzivano opét vytezi kiir s Iykem o rozmé-
rech 9 x 9 cm a vyhloubenymi jamkami. Lykova ¢ast kiiry byla po apli-
kaci testovanych latek a vlozeni larev Iykozrouta smrkového ve 2. instaru
prekryta sklem (Petriho miskou — dnem vzhiru) o priméru 10 cm. Sklo
bylo ke kiite piipevnéno dvojici kancelatskych sviracich klipt (obr. 1).
* Porovnani

K porovnani téchto metod byly vyuzity pokusy o dvou typech desig-
nu. V roce 2009 byla metoda sendvicovych kiir a metoda kir s krycim
sklem porovnana v pokusech Casové oddélenych, pticemz tyto pokusy
probihaly na shodnych typech latek, v péti variantach, jedné kontrolni
variant¢ oSetfené destilovanou vodou a jedné varianté bez osetieni. Pouzi-
to bylo vzdy 10 larev a kazda varianta byla provedena v péti opakova-
nich. Pokus se sendvi¢ovymi ktirami byl vyhodnocen po 9 dnech, pokus
s kiirou a krycim sklem byl pribézné kontrolovan 1., 5., 7., 9. a vyhod-
nocen 12. den od zalozeni. V roce 2010 byl pro porovnani metod zalozen
jediny soubézny pokus, v tomto pokusu vsak byly testovany jiné latky
nez v roce 2009. Osm variant latek (véetn¢ kontrolni varianty oSetfené
destilovanou vodou a varianty neosetiené) byly provedeny v Sesti opako-
vanich, z toho ti1 opakovani metodou sendvic¢ovych kiir a zbylé tii opa-
kovani metodou kir s krycim sklem. Pouzito bylo vzdy 8 larev a pokus
byl u obou metod vyhodnocen 6. den od zalozeni.

Pii kontrolach byl zaznamenavan stav larev, pricemz byly rozliSova-
ny larvy v kategoriich rozmacklé, mrtvé bez Ziru, mrtvé s predchozim
irem, Zivé s Zirem a zivé dosud bez Ziru. Zir larev byl analogicky Ziru

dospélci hodnocen podle piitomnosti Eerstvého trusu. Zivotaschopnost
larev byla zjistovana jejich rusenim poklepem na kryci sklo. Kromé kate-
gorii larev byl zaznamenavan pocet kukel, dospélcti a rovnéz pocet jedin-
ct, ktery nebyl pii vyhodnoceni nalezen. Jelikoz byl v jednotlivych poku-
sech pouzit rozdilny pocet larev (10, resp. 8), byly zdznamy pro porovnani
v jednotlivych kategoriich pfepocteny do relativni skaly.

Ke statistické analyze byla pouzita vicefaktorovda ANOVA v pro-
gramu Statistica 9.0, jako faktor byl zadan typ metody a rok pokusu,
odezvou pak relativni pocet mrtvych larev pti vyhodnoceni.

VYSLEDKY

Porovnani metody chovu dospélcii na bunidité vaté
a na sendvicovych kiirach

Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil (p < 0,001) v poctu mrt-
vych broukti nalezenych u chovu na bunicité vaté a chovu na sendvi-
Covych kiirach, coz je dobife patrné na grafu 1. Rovnéz byl nalezen
statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi kontrolami (p < 0,001).
Bonferroniho post-hoc porovnanim vsak nebyl rozdil mezi I. a II. kon-
trolou v piipadé sendvi¢ovych kiir prokazan.

Porovnani terminii kontrol dospélcii na bunicité vaté

Pro tvorbu dendrogramu (obr. 2) byla vybrana metoda skupinové-
ho priméru (Group Average/Unweighted Pair-Group/, CC: 0,806698;
Delta (0,5) 0,249480; Delta (1) 0,306865). Dendrogram tvofi tfi hlav-
ni skupiny terminti kontrol. Prvni skupina kontrol mezi 1. - 4. dnem
druha skupina kontrol mezi 5. a 7. dnem a tieti skupina kontrol mezi
12.a 15. dnem.

== bunidita vata G- sendvifové kiry

mrive larvy
(4]

kontrola |.

Graf 1.
Porovnani pfezivani brouki na bunicité vaté a sendvicovych kirach

kantrola Il.

Comparison of beetle survival on cellulose wadding and sandwich barks
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Graf 2.
Porovnani pfezivani larev na sendvi¢ovych kirach a kiirach s krycim sklem
Comparison of larval survival on sandwich barks and barks covered by glass
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Porovnani metody chovu larev na sendvicovych kiirach a na kiire
s krycim sklem

Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi metodou send-
vicovych kir a metodou kir s krycim sklem v podilu larev, jez
byly nalezeny rozmacklé (at’ pii fixaci kir nebo soustavnym tla-
kem sviraciho klipu v pifipad¢ kir s krycim sklem). Rovnéz neby-
ly zjistény statisticky vyznamné rozdily v poctu mrtvych (graf 2)
nebo zivych larev a dovyvinutych dospélct (do této kategorie
byly zahrnuty i kukly). Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil
v mnozstvi larev, které nebyly pii zavérecné kontrole nalezeny
(p < 0,001). Sendvicové kiiry vykazovaly primérné vyssi pocet
nenalezenych larev.

DISKUSE

Porovnani metody chovu dospélcii na bunicité vaté
a na sendvicovych kiirach

Pouziti buni¢ité vaty k testim toxicity latek pro dospélce
Iykozrouta smrkového nebylo doposud, alespon podle znalosti auto-
i, publikovano. Vysledky statistické analyzy prokazaly rozdilnost
metody chovu dospélct na bunicCité vaté a chovu na sendvicovych
ktrach. Ackoliv kontrola I i kontrola II byla u bunicité vaty pro-
ti kontrole na sendvicovych klrach o den opozdéna, prumérny
pocet mrtvych jedinch byl u bunic¢ité vaty mnohem nizsi. Z grafu
1 vyplyva, ze k mortalité¢ dospélcti doslo u sendvi¢ovych kur jiz
pfed 4. dnem a mortalita pti dalSich kontrolach se od sebe, vzhle-
dem k nizkému poctu piezivajicich dospélct, jiz neliSila. Naopak
u buniCité vaty byla hlavni ¢ast mortality mezi porovnavanymi
kontrolami zjisténa. Ackoliv se pii druhé kontrole prumérnd mor-
talita v porovnani bunicité vaty a sendvicovych kur ptiblizila,
zustala ptesto u bunicité vaty o zhruba dva jedince nizsi. Z praktic-
kého hlediska je pouziti chovu na bunicité vaté vhodnéjsi u pokust,
pii kterych je potieba provadét kontrolu dospélct v kratsich,
resp. jen v malém poctu intervald.

Porovnani terminii kontrol dospélcii na bunicité vaté

Na dendrogramu (obr. 2) jsou zachyceny skupiny termint kont-
rol ode dne zalozeni pokusu, které jsou si z hlediska mortality larev
podobné. Kontrola 1. a 2. den je prakticky totozna. Kontrola 3. a 4.
den jiz vykazuje jistou odlisnost. Tato zména potadi terminti kontrol
(z hlediska doby uplynulé od zaloZeni pokusu) jisté souvisi s fyziolo-
gickou kvalitou pouzitych jedinct lykozrouta smrkového. Nasledujici
terminy kontrol 5. a 7. ¢i 12. a 15. den tvofi zfetelné oddélené shluky.

Porovnani metody chovu larev na sendvicovych kiirach
a na kiire s krycim sklem

Sendvicové kury vykazuji primérné vyssi pocet larev, jez nebyly
pti zavéreéném hodnoceni nalezeny. Vysvétlenim tohoto jevu miize
byt skute¢nost, ze mezi dvéma kiirami vznikaji pfi vysychani rizné
Siroké mezery, kterymi mohou larvy uniknout.

Pokusy v roce 2009 probihaly casové oddélené a zavérec-
né vyhodnoceni obou pokusti prob¢hlo v odlisném dni pocitaném
od zalozeni ptislusného pokusu. Jelikoz byl druhy pokus hodnocen
pribézné, bylo by mozné pouzit kontrolu 9. den jako zavérecnou,
coz by odpovidalo kone¢nému hodnoceni prvniho pokusu, avsak
pii zavérecném hodnoceni dochazelo zpravidla k uptfesnéni tdaji
predchozich kontrol (podrobna analyza kir v celém profilu). Pii tes-

tu shody kontroly 9. den a vyhodnoceni 12. den u druhého pokusu
nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil, proto byl v analyze roz-
ptylu pouzit 12. den. Niz8i mortalita larev na obou porovnavanych
metodach pii pokusech uskute¢nénych v roce 2010 muze byt zptiso-
bena kratSim intervalem mezi zalozenim pokusu a vyhodnocenim.

Vysledky statistické analyzy ukazaly, ze rozdily mezi metodou
sendvicovych kur a kiry s krycim sklem, s jedinou vyjimkou poctu
larev nenalezenych pii zavére¢ném hodnoceni, jsou nevyznamné.
Z grafu 2 je v ptipad¢ roku 2009 patrna mirna diference mezi ob¢-
ma metodami, ale ani Bonferroniho post-hoc testem nebyly roz-
dily metod prokazany. Zna¢nou vyhodou metody chovu larev
na kiife s krycim sklem je moznost pribézné kontroly ziru larev.

ZAVER

Metody chovu dospélct na bunicité vaté a sendviCovych ktirach
nelze povazovat za kvalitativné shodné. Pti pouziti metody chovu dospél-
cti lykozrouta smrkového na bunicité vaté byly stanoveny tii nejvhodnéjsi
terminy kontroly, a to mezi prvnim a druhym dnem, patym az sedmym
a dvanactym az patnactym dnem od zalozeni pokusu.

Metodu chovu larev na sendvicovych kiirdch a metodu chovu
larev na ktife s krycim sklem lze povazovat za srovnatelné, s vyjimkou
primarni mortality larev, kterd je na sendvicovych kirach statisticky
vyznamn¢ vyss§i. Metoda chovu larev na ktife s krycim sklem poskytu-
je zna¢nou vyhodu v moznosti pribézné kontroly ziru larev bez jejich
vyznamného ruseni.

Poznamka:

Piispévek byl vypracovan v ramci feseni vyzkumného projek-
tu NAZV QH7 1290 ,,Pfiprava transgennich linii smrku toxickych
pro klirovcovité®.
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SPRUCE BARK BEETLE IPS TYPOGRAPHUS (L.) BREEDING METHODS FOR SUBSTANCES FEEDING TOXICITY ASSAYS

SUMMARY

Three different possibilities of spruce bark beetle breeding methods for substances feeding toxicity assays were evaluated in the presented
paper. Cellulose wadding was used only for rearing of adults. Tested substances were applied directly to the cellulose wadding placed in the Petri
dish. The most appropriate terms were stated for this method. The second method, method of bark sandwiches was used for larvae and adults.
Sandwich consisted of two bark pieces of 6 x 6 cm for adults and 9 x 9 cm for larvae. Bark pieces were set by phloem sides together and fixed
by binding clips. Tested substances were applied to the phloem surface by brush. Individuals of bark beetles were transferred to the fossettes
in the phloem afterwards. The third method, method of sandwiches of bark and glass was used for larvae only. Phloem side of the bark pieces
9 x 9 cm was covered by glass (Petri dish of 10 cm in diameter) after application of tested substance and transfer of larvae of the second larval
instar. Bark piece and glass were fixed by binding clips together. Two experiments of six variants and five replications were achieved for cellu-
lose wadding and bark sandwiches rearing comparison. Four experiments evaluated in different intervals since trial establishment were achieved
for the most appropriate terms statements. Three experiments were achieved to bark sandwiches and sandwiches of bark and glass for their
comparison. Two of these experiments with seven variants and five replications started in different terms, the last one ran as parallel experiment
with eight variants and five replications. Analysis of variance was used for evaluation of differences of the rearing methods, cluster analysis
was used for optimal terms designation of adults rearing on cellulose wadding.

Methods of adults rearing on cellulose wadding and bark sandwiches cannot be considered as qualitatively equal. Three the most appro-
priate terms of controls were recognized in the methods of adults rearing on cellulose wadding: always between the first and second, fifth
and seventh and finally twelfth and fifteenth days since the experiment started. Methods of rearing of larvae in bark sandwiches and in sandwiches
of bark with glass combination were found comparable in all aspects, but primary mortality of larvae, which is statistically higher in bark
sand-wiches. Method of sandwiches consisting of bark covered by glass was found as highly convenient because of possibility of control
of larvae feeding without their disturbing.
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