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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva analyzou volatilnich organickych latek smrku
ztepilého (Picea abies, L.) ve stresovych podminkach zpasobenych absenci srazek. Dale
popisuje smrk ztepily, jeho tlohu v lesnictvi a jeho soucasnou situaci v souvislosti se
zménou klimatu. Prace charakterizuje tékavé latky, zkouma disturbance a stres stromu a
uvadi potencialni mechanismy obrany proti ptisobeni abiotickych a biotickych stresort.

Cilem prace bylo posoudit, jaké je zastoupeni t€kavych chemickych latek ve floému
smrku ztepilého s vyuzitim plynové chromatografie v kombinaci s hmotnostné
spektrometrickou detekci pomoci pratokového hmotnostniho analyzatoru. (GC-TOF-
MS).

Odbér vzorki probéhl ve dvou dnech v Cervenci roku 2023, na studijnich plochach
Fakulty lesnické a dievaiské u Kostelce nad Cernymi lesy. Celkem se jednalo o pét ploch,
z nichz kazda byla rozdélena na c¢tyfi sekce. V jedné z nich byly smrky umistény pod
sttechou. Po provedeni odbéru vzorkii ze studovanych stromd byla provedena
homogenizace jejich lyka v laboratofi za tCelem ziskani Cistého extraktu. Ziskané profily
tékavych latek byly statisticky vyhodnoceny pomoci PCA a OPLS-DA, pfiemz u
nekterych slozek byla porovnana koncentrace mezi zastfeSenymi a kontrolnimi stromy.

Zjisténé profily obsazenych tékavych chemickych latek a obsah nejcastéji se
vyskytujicich sloucenin byly porovnany v zavislosti na stresu suchem, kterému byly
stromy vystaveny. Mezi zastfeSenymi a kontrolnimi stromy se neprokazal zadny
podstatny rozdil v koncentracich tékavych chemickych latek. Pro rozdéleni mezi
plochami byly nejvyznamnéj§imi latkami methyldehydroabietat, limonen, verticilol a
terpineol acetat.

Kli¢ova slova: smrk ztepily, GC-MS, metabolomika, profilovani latek,
multivariacni analyza



Abstract

This thesis focuses on the analysis of volatile organic compounds of Norway spruce
(Picea abies, L.) under stress conditions caused by the absence of precipitation. It also
describes the Norway spruce, its role in forestry and its current situation in the context of
climate change. The paper characterises volatiles, examines disturbance and tree stress
and presents potential defence mechanisms against abiotic and biotic stressors.

The aim of the work was to assess the abundance of volatile chemicals in the phloem of
Norway spruce using gas chromatography combined with mass spectrometric detection
using a flow-through mass analyzer (GC-TOF-MS).

Sampling was carried out on two days in July 2022, on the study areas of the Faculty of
Forestry and Wood Technology near Kostelce nad Cernymi lesy. In total, there were five
plots, each divided into four sections. In one of them, spruces were placed under the roof.
After sampling of the trees under study, their bark was homogenized in the laboratory to
obtain a pure extract. The volatile profiles obtained were statistically evaluated by PCA
and OPLS-DA, and for some components, the concentrations were compared between
the roofed and control trees.

The observed volatile chemical profiles and the content of the most abundant compounds
were compared as a function of the drought stress to which the trees were exposed. There
was no significant difference in volatile chemical concentrations between the canopied
and control trees. For the distribution between plots, the most significant compounds were
methyldehydroabiethate, limonene, verticillol and terpineol acetate.

Keywords: Norway spruce, GC-MS, metabolomics, substance profiling, multivariate
analysis
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1 Uvod

V poslednich desetiletich bylo prokéazano, ze klimatické zmény maji vyznamny vliv
na zdravi a rust rostlin, zejména v extrémnich podminkach, jako je suché obdobi. Stres
ze sucha je jednim z nejzavaznégjSich faktort ovlivijicich fyziologické procesy rostlin,
veetné akumulace a transportu primarnich a sekundarnich metabolitd. V dusledku toho
mohou byt zmény v podminkach rustu rostlin patrné v slozeni jejich tkani.

Cilem této diplomové prace je analyzovat vliv tohoto stresu na slozeni lyka smrku
ztepilého (Picea abies), coz je jedna z nejdulezitéjsSich hospodarskych dievin v Evropé.
Vramci této prace bude pouzita plynova chromatografie spojend s hmotnostné
spektrometrickou detekci a pruletovym hmotnostnim analyzatorem v modu kompletni
dvourozmémé chromatografie (GCxGC-TOF-MS), ktera umozni identifikaci a
kvantifikaci riznych chemickych slouCenin pfitomnych v extraktech lyka. Konkrétné
budou v necileném rezimu sledovany nepolarni metabolity (alkoholy, aldehydy, tékavé
organické kyseliny, terpeny a jejich derivaty.

Vysledky této prace mohou prispét k lepsimu porozuméni mechanismu, které
ovliviiuji slozeni dfeva smrku ztepilého pfi stresu ze suchého obdobi. Tyto poznatky
mohou mit dulezité dasledky pro zlepSeni zemédé€lskych postupt, napiiklad v oblasti
lesnictvi a dievarského primyslu, a mohou pomoci pfi navrhovani opateni na zmirnéni
dopadt klimatickych zmén na lesy a celkovou krajinu.
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2 Cil prace

Cilem této diplomové prace je posoudit zastoupeni tékavych chemickych latek ve
floému smrku ztepilého (Picea abies, L.) s vyuzitim plynové chromatografie ve spojent
s hmotnostné spektrometrickou detekci pomoci pritokového hmotnostniho analyzatoru.
(GC-TOF-MS). Zjisténé profily tékavych chemickych latek budou porovnany, stejné jako
obsah nejcastéji se vyskytujicich slouCenin v zavislosti na mife stresu, kterému byly
experimentalni stromy vystaveny.
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3 Literarni reSerSe
3.1 Smrk ztepily

Pro lesnictvi ve stfedni Evropé je smrk uvadén jako jedna z nejvyznamnéjSich
produk¢nich dievin, ktera predstavuje dilezitou podporu dievaiského prumyslu, a to
nejen pro své pfiznivé vlastnosti pii zpracovani a péstovani. Lesnicky z4jem o tento druh
stromu je dan nékolika faktory: rovnym a souvislym kmenem bez silnych vétvi a uzla,
rychlym ristem a relativné nizkymi naroky na péstovani. Dfevni surovina je navic snadno
zpracovatelna, kvalitni a vSestranna (Novotny et al, 2020). Majitelé lesi proto
uprednostiuji tento druh, a proto mizeme smrk najit i mimo jeho pfirozeny areal
((Mansfeld, 2011), zejména v nizinnych oblastech, na tkor pavodnich listnatych druht
(Klimo et al., 2000). Dominance smrkovych lest je vedle vySe uvedeného také vysledkem
protiopatieni k feSeni vazného nedostatku dieva zpuisobeného ni¢enim pftirozenych lest
a degradaci pudy v dusledku rozvoje pastvy a exploataci (Spiecker, 2003).

Takovyto nepiirozeny a extrémné §iroky ekologicky rozsah zvysuje dopad zmény
klimatu na tyto rozSifené smrkové plantaze (Altman et al., 2017). Kromé& toho
sttedoevropske lesy Celily dal§imu antropogennimu tlaku v disledku vysoké acidifikace
atmosféry, predev§$im od 70. do pocatku 90. let 20. stoleti z divodu intenzivni
prumyslové produkce (Kopacek et al., 2016). To pfimo vedlo ke sniZeni rastu, zménam
v dynamice rastu, poskozeni asimilacnich organti a odumirani lest, zejména v horskych
oblastech v 70. a 80. letech 20. stoleti (Kolaf et al., 2015). NaruSené a oslabené stromy
jsou nachylné k napadeni hnilobnymi houbami, jako je Heterobasidion annosum a
Armillaria nebo karovci rodu Ips (Caudullo et al., 2016).

Podle Zpravy o stavu lest z roku 2021 soucasna skladba lesu sklada ze smrkovych
porosti z 48,1 %. Celkova plocha jehli¢natych porostu se, ale nadale snizuje. Naproti
tomu se pozvolna zvysSuje podil listnatych dfevin. V roce 2021 ustupuje smrk 0 0,5 %, a
stale vice se objevuje buk, dub, poptipade€ i javor. Mozné je i piispéni vlivu disturbanci
v CR (Zprava o stavu lest, 2021).

3.1.1 Zarazeni a charakteristika

Smrk ztepily (Picea abies L.)
fiSe: Plantae (rostliny)
oddéleni: Pinophyta (pinofyty)
ttida: Pinopsida (jehli€nany)
tad: Pinales (borovicotvaré)
Celed’: Pinaceae (borovicovité)

Koruna je celkové kuzelovita, sloupovitd, vroubkovana, s kratkymi, tlustymi
vétvemi, horni vrstva stoupa a spodni klesa. Pupeny jsou Cervenohnédé, 5 mm dlouhé,
s ostrymi Spickami. Jehlice jsou 1-2,5 cm dlouhé, na prufezu Ctyfhranné, tvrdé, svétle az
tmaveé zelené, s jemnymi bilymi znaky. Druh je jednodomy, jednopohlavni kvéty se
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obvykle objevuji ve véku 20-30 let, v hustych porostech vS§ak az ve 40 letech (Skroppa et
al., 1997).

Smrk je velmi plasticka dfevina s charakteristickymi ekologickymi naroky.
Rozlehly areal smrku je urcen predev§im jeho vztahem k teploté. Dobfe snasi nizké
teploty, zimni mrazy ho malokdy poskozuji, trpi pouze v mrazovych kotlinach. Je vSak
velmi citlivy na vysoké teploty, zejména v obdobi sucha. Vys§i teploty podporuji rist
pouze v piipadé, Ze je k dispozici dostatek vody. V chladnéj§im podnebi jim vyhovuje
méné srazek. Smrk muzeme dale zatradit do polostinnych dievin, tedy stin tolerujici
(Jakus et al., 2015).

Smrk potfebuje pro své zivotni procesy mirny pohyb vzduchu, obvykle staci jen
zavan (0,5 — 1,5 ms™). Tvar terénu ma zasadni vliv na zranitelnost smrkovych lesii
vétrem, stejné€ jako charakter pudy a hladina podzemni vody. Smrk je nenaro¢ny na
mineralni slozeni pady. Je vSak velmi citlivy na nedostatek kysliku v pidé a vyzaduje
pudy predevsim kyselé s hodnotou pH 4-5 (Jaku$ et al, 2015). Smrk ma vyraznou
schopnost okyselovat pudu (Augusto et al., 2002). Ve spravném klimatu mize rast i na
velmi chudych pudach, nicméné jeho pifevazné meélce usporadané kofenové soustaveé
vyhovuji pudy s dostatecnou a rovnomeérnou vlhkosti (Jakus et al, 2015). Symbioticky
vztah mezi kofenovymi a mykorrhiznimi houbami je dalezity pro smrkové lesni
ekosystémy, zejména za suboptimalnich rastovych podminek, jako je sucho a okrajova
stanovisté (Caudullo et al., 2016).

Smrk je dfevina proménliva a velmi plasticka, proto u né nejsou silné vyhranéné
klimatypy. Dlkazem pro jeho proménlivost je mnozstvi prostorové diferencovanych a
stanovistn€ adaptovanych ekotypu, které se vyskytuji v arealu rozsifeni smrku (Jakus et
al, 2015). V borealnich lesich roste s bfizou (Betula spp.), s osikou (Populus remola) a
s vrbou (Salix spp.) podél biehti potokt a jezer. V Alpach, kde neni jasny porost, se ve
vysSich polohach (asi 1800-2100 m) vyskytuje v modfinu evropském (Larix decidua) a
borovici Svycarské (Pinus cembra), v buku lesnim (Fagus sylvatica) a jedle bélokoré.
(Abies alba) v Cerstvych podminkach v mirnych nadmotskych vyskach (800-1800 m) a
v susSich podminkach s borovici lesni (Pinus sylvestris) (Caudullo et al., 2016).

Smrk ztepily je dominantnim druhem v borealnich a subalpinskych jehli¢natych
lesich, od stfedni (horské) pres severni a vychodni Evropu az po pohoii Ural, kde se misi
se sibifskym smrkem (Picea obovata), ktery obcas je povazovan za poddruh Picea (Filer
et Farjon, 2013). Vyskovy rozsah se pohybuje od hladiny mote v severni Evropé do 2400
metrd nad mofem v Alpach, kde roste predevsim v zakrslych formach. Nyni je pfirozené
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naturalizovany v mnoha evropskych regionech mimo svtj pavodni areal, v¢etné Britanie
a Pyeneji (Ellenberg, 1988).

B Native 1<10%
Synanthropic i~ | E310-20%
o ; [ 20-30%
' B 30-40%
e B 40-50%
s I 50-60%
e d I 60-70%
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Obrazek ¢. 1: Vlevo: Mapa rozsiFeni populace smrku, zelend je piivodni oblast druhu a oranzovd je oblast, kde byl druh zaviecen
a skutecné naturalizovan (syntetizovan) (Caudullo et al., 2016). Vpravo: Soucasnd vhodnost stanovisté pro P. abies s pouZitim obdobi
1990-2020 jako referencniho obdobi (Mauri et al. 2022).

3.2 Smrk a disturbance

Disturbance muzeme rozdélit na abiotické a biotické. Z abiotickych vliva, které
suzuji smrk ztepily v poslednich letech v Ceské republice jedna o vétrné polomy a
pretrvavajici pusobeni sucha. OvSem nejvys$i poCet poskozeni je zpusobeno
pfemnozenym podkornim hmyzem (Zprava o stavu lest, 2021). Objem nahodilych tézeb
prepocteny na celorepublikové méfitko dosahl v roce 2021 piiblizné hodnoty 26,3 mil.
m?. KdyZ jsou stromy zdravé a vitalni, jejich indukovana obrana obvykle sama pfispivéa
k regulaci kurovce populace na nizkych, endemickych urovnich. Nicméné rtzné dalsi
ru§ivé faktory mohou stromy stresovat a zvySovat jejich nachylnost k poskozeni
(Krokene, 2015). Podle Krokeneho (2015) jsou kirovci, ktefi napadaji stromy, hlavni
pfi¢inou mortality mnoha druht jehli¢nand a nici vice stromi nez jakykoli jiny pfirodni
faktor.

Existujyici vyzkumy naznaCuji jasny vztah mezi transformaci korun smrku
(vyjadfenou celkovou defoliaci, defoliaci primérni struktury a poctem sekundarnich
vyhont), tj. jeho reakci na synergické pusobeni stresovych faktort, a jeho reakci na
napadeni kirovcem a mortalitou (Jakus et al, 2015).

Pfirodni disturbance, jako jsou pozary, vyskyty hmyzu a vétrné poruchy, jsou
nedilnou soucasti dynamiky lesnich ekosystémi po celém svété. Vyskytuji se jako
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relativné diskrétni udélosti a tvori charakteristické vzorce typické frekvence, velikosti a
zavaznosti naruSeni v roz§ifenych prostorovych a casovych méfitcich. Disturbance
narusuji strukturu, slozeni a funkci ekosystému, a tak méni dostupnost zdroju (Pickett et
White, 1985). Tim vytvareji heterogenitu krajiny, podporuji Sirokou rozmanitost druhd,
a iniciuji obnovu nebo reorganizaci ekosystému (Thom et Seidl, 2016; Thom et al., 2017).

V poslednich letech prosly disturbance mnoha lesnich ekosystémua zasadnimi
zménami a jako hlavni zdroj zmén je uvadéno zmeéna klimatu (Seidl et al., 2017). Tyto
zmény disturbancnich rezimd maji potencial silné ovlivnit schopnost lesti poskytovat
ekosystémové sluzby spolecnosti (Thom et Seidl, 2016). Kromé toho muze klimaticky
podminéné zvyseni naruSovani prekonat ekologickou odolnost lest, coz vede k trvalym
zménam ekosystému nebo presunim do nelesnich ekosystému, kdyz je prekrocen bod
zlomu (Johnstone et al., 2016).

Nase znalosti dynamiky disturbanci v reakci na zménu klimatu jsou vsak stale
nedostatecné, zejména pokud jde o velkoplosné vzorce, interak¢ni efekty a tlumici zpétné
vazby. Teplejsi a sussi podminky podporuji pozary, sucho a hmyzi disturbance, zatimco
teplejsi a vlh¢i podminky podporuji vétrné a patogenni disturbance. Vztahy mezi
jednotlivymi slozkami pravdépodobné posili disturbance, ackoli nepiimé vlivy klimatu,
jako jsou zmény vegetace, mohou dlouhodobou citlivost disturbanci na klima snizit.
Nadchazejici disturbance se pravdépodobné nejvice projevi v jehli¢natych lesich a
borealnim biomu (Seidl et al., 2017)

V Eurasii je smrk tézce poSkozovan lykozroutem smrkovym (Ips typographus L.).
Kiurovci napadaji jehlicnany a zptsobuji tak zna¢né ekonomické ztraty, méni koncentraci
CO? a vkoneéném disledku z diivodu nucenych tézeb a nasledného zalestiovani i
celkovou krajinu (Kurz et al., 2008). Velké plochy smrkového porostu mohou byt zniceny
populacemi I. typographus kolonizujicimi pokacené nebo vazné poskozené hostitelské
stromy, k cemuz Casto dochazi béhem vichfic nebo vleklych obdobi sucha (Langstrom et
al., 2003). Rychle generovany agregacni feromon 3-methyl-2-butenol (Birgersson et al.,
1984), muze prilakat desitky tisic brouku na jeden strom béhem nékolika hodin nebo dnti,
a zpusobit prekonani obranyschopnosti stromu vici kurovci. Tento proces pokracuje,
dokud se nevycerpa zasoba rozptylujicich se broukti v dosahu feromonového oblaku nebo
dokud nevhodné letové podminky nezabrani pfipojeni dalSich broukt (Birgersson et al.,
1984).

Napadené stromy jsou Casto vidét ve skupinach podél hranic lest vystavenych
slunci a na jinych mistech vystavenych suchu nebo jinym stresorim (Wermelinger,
2004). I v téchto ohniscich vyskytu poskozeni se v§ak mohou vyskytovat prezivsi jedinci,
coz znamena, ze neékteré stromy jsou prirozené imunni vuci napadeni (Wallin et Raffa,
2004). Pretrvava otazka, zda existuji predispozice, napi. z hlediska slozeni metabolitt,
které by byly zodpovédné za jejich preziti, nebo se jedna o nahodny rozptyl.
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Obrazek ¢. 2: Koncepcni schéma interakci mezi Picea abies, Ips typographus a symbiotickymi
ofiostomatoidnimi houbami v podminkdch sucha (adaptovano z Netherer et al.,2021)

3.2.1 Klimaticka zména a sucho

Zvysujici se emise sklenikovych plyna jsou nyni védeckou komunitou do znaéné
miry povazovany za hlavni zdroj nedavného zvyseni primérné globalni teploty (pfiblizné
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0 0,5 °C od roku 1970) a zmén v globalnim hydrologickém cyklu (IPCC, 2007), vetné
roz§iteni tropického pasu Zemé (Seidel et al., 2007).

I podle konzervativnich scénaii budou budouci zmény klimatu pravdépodobneé
zahrnovat dal8i zvySeni prameérné teploty (celosvétové asi o 2-4 °C za nasledujicich n let),
vyrazné vysusovani v nekterych regionech a zvysSeni Cetnosti a zavaznosti extrémnich
such, extrémnich veder a vin veder (Christensen et al., 2007; Seager et al., 2007).
V disledku suchych a teplych podminek v 90. letech 20. stoleti se tthyn lest v Evropé
obloukovité rozsiril do sttedomotskych oblasti a v roce 2000 bylo ve stfedomotskych
lokalitach pozorovano rostouci odumirani fady druht dievin. Jini se domnivaji, ze
soucasné ukazatele umrtnosti lesti jsou nedostatecné pro urceni, zda dochazi ke globalnim
tendencim, a to z divodu neexistence spolehlivého a konzistentniho celosvétového
monitorovaciho systému (Allen et al., 2010).

Klimatické faktory kategorizujeme jako dilezité faktory urCujici druhovou skladbu
lesnich ekosystému a dale ekofyziologické a produkéni procesy piimo souvisejici
s celkovou funkeci a stabilitou porostu. Pripadné globalni zmény v atmosfére (klimatické
zmény, zmény chemismu ovzdu§i) mohou vést kuréitym zménam v lesnich
ekosystémech. Vzdy je tfeba brat v ivahu Casové aspekty téchto zmeén a jejich velikost a
variabilitu. Dlouhodoba pfirodni variabilita ma podstatny vliv na druhové slozeni lesnich
ekosystému, pfi¢emz soucasny zdravotni stav, fyziologie a produk¢ni procesy reaguji na
kratkodobé zmény (Jakus et al., 2015).

Zalezi predevSim na intenzit€ sucha, ale také zavisi na druhu dfeviny nebo
konkrétnich funkénich vlastnostech (Greenwood et al., 2017). Smrk je jednim
z nejcitlivej§ich druhtl dievin v Evropé kvili svému mélkému kofenovému systému a
narocnosti na vodu (Maaten-Theunissen et al., 2013). Stres suchem zacina, kdyz vyde;
vody dlouhodobéji prevysuje prijem, tedy je negativni vodni bilance. Vodni deficit zavisi
na relativnim pomeéru absorpce a transpirace, a nejen od samotné absorpce. Stanovistni
podminky také vyrazné ovliviiuji vodni bilanci typem podlozi, pidnim typem a
odtokovymi pomeéry stanovisté. Pokles obsahu vody v pud€ je vyvolavan mj. zvySenim
teplot, coz vede k vyraznym zménam vztahu mezi klimatickymi parametry a Sitkou
letokruht. Dostupnost vody byla a je hlavnim faktorem zesilujicim ubytek lesi (Cermak
et al., 2019).

Existuji dale dikazy o metabolickych vazbach mezi biogennimi emisemi VOC a
fotosyntetickou aktivitou (Sharkey et al., 1991). Tato prace se ale zabyvala listnatymi
dfevinami, nikoliv jehlicnany. Emise VOC nemusi byt vzdy linearné spojeny s rychlosti
asimilace CO? a ve skute¢nosti bylo ¢asto pozorovano, Ze emise isoprenoidl se vyrazné
zvySuji v reakci na zvyseni teploty soucasné s méfitelnym poklesem rychlosti fotosyntézy
(Funk et al., 2004). Podle Beck (2005), muize fotorespirace pomahat udrzovat emise VOC
v podminkach, kdy je maximalni G¢innost fotosyntézy omezena, jako jsou vysokeé teploty.
Avsak tato prace se zabyvala pouze ¢ervencovymi vzorky, a proto by musela byt studie
dlouhodobéjsi, aby se tyto hypotézy potvrdily nebo vyvratily vzhledem ke studovanym
porostim.
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Dle Kolafe et al., (2020) smrk reagoval negativné na nedavné teplejsi a sussi klima.
Odrazelo se to v rastovych trendech i ve vizualnim hodnoceni jedinct. Zatimco jedle
(Abies alba Mill.) a buk (Fagus sylvatica L.) snejvétsi pravdépodobnosti tézily
z vyrazného zvySeni teplot, smrk vykazal pokles riistu. Prestoze ristové trendy u vSech
druhti od roku 2000 vyrazné poklesly, coz naznaCuje, ze Castejsi klimatické extrémy
omezuji radialni rast vSech druht, zda se, ze smrk je za téchto podminek nejzranitelnéjsi,
a to 1 ve smiSeném porostu (Jakus et al, 2015). Proto se da predpokladat scénare zmény
klimatu, vCetn€ opakujicich se extrému teplot, budou pro smrk vaznym problémem
(Kolar et al., 2020). Nejvyraznéjsi negativni roli hraje sucho v nizs§ich polohéach, naopak
pozitivni vliv vysSich teplot byl zjistén ve vysSich polohach. Jako rozhodujici prvky
ovlivilyjici vazbu mezi rastem stromu a klimatem byly zjistény zvySena uroven kyselé
depozice a regionalni charakteristiky. Vazbu mezi klimatem a rdastem vyrazné
ovliviiovalo také stari stromu, jejich velikost a ptidni vlastnosti (Altman et al., 2017).

Za oCekavanych klimatickych zmén, predpokladanych nedostatkti srazek, zejména
ve vegetacnim obdobi a zvySenych teplot, je smrk zvlasté ohrozenou lesni dfevinou, a to
nejen v oblastech mimo svijj pfirozeny areal, ale i lokaln€, kde se pfirozené vyskytuje.
Predpoklada se, ze ztraty zpusobené suchem se v mnoha Castech svéta vyrazné zvysi
(Jakus et al., 2015). Zména klimatu ma za nasledek zvySenou frekvenci a zavaznost
horkych a suchych obdobi, meénici rozlozeni stroml a jejich nachylnost k riiznym
abiotickym a biotickym stresoram (Allen et al., 2010; Jactel et al., 2012). Pochopeni
dopadu zmény klimatu na obrannou chemii smrku ztepilého, populacni dynamiku 1.
typographus a interakce s ostatnimi organismy, jako jsou napiiklad ophiostomatoidni
houby poskytuji zaklad pro spolehlivé predpovédi budoucich ohnisek (Kirisits, 2004);
Kandasamy et al., 2019).

Pritomnost hmyzu a patogent (primarni vs. sekundarni patogeny), napadena slozka
stromu a zavaznost vodniho stresu jsou jednozna¢nymi indikatory budouciho biotického
poskozeni stromi vystavenych vodnimu stresu. V dusledku toho Jactel et al., (2012)
doporucuje kombinovat tyto tfi parametry k odhadu potencialniho rizika poskozeni
stromi v reakci na del$i nebo Castéjsi sucha, ktera budou podle prognéz doprovazet
zmeénu klimatu. Dalsi zjisténi ukazuji, ze intenzita vodniho stresu by méla byt posuzovana
ve vztahu k vnitini odolnosti konkrétniho druhu dfeviny vici suchu, kterou 1ze hodnotit
pomoci xylémového tlaku zptsobujiciho 50% snizeni hydraulické vodivosti (P50) (Jactel
et al., 2012).

Bylo zaznamenano vys$§i mnozstvi utoki u stromd, s nizkym vodnim stresem a
vysokym mnozstvim pryskyfice, pficemz mnozstvi a¢innych utokt stoupalo s vodnim
stresem stromu. I pfes mozné spoustéci tcinky nedostatku srazek stale chybi hmatatelny
dikaz spojujici fyziologicky stres stromi vyvolany suchem a jejich nachylnost
k napadeni kiirovcem (Netherer et al., 2015).
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Existuje mnoho nejistot ohledné dopadu vodniho stresu na produkci chemickych
obrannych latek rostlin, ale existuji silné dukazy, Zze produkce obrannych latek na bazi
uhliku 1 dusiku je béhem dlouhotrvajiciho velkého sucha snizena. Zejména stres ze sucha
ovliviiuje vstup uhliku do ristu rostlin a udrzovani zivot udrzujicich mechanismu, jako je
dychani a obrana (McDowell et al., 2008). Stresory, jako je teplo a sucho, aktivuji
stresové hormony syntetizujici stresové proteiny, coz zpusobuje uzavieni praducht
aktivaci kyseliny abscisové. Uzavieni pruduchu a snizena fotosynteticka aktivita spousti
fadu metabolickych udalosti ve stromu, které zahrnuji cesty pro vyrobu antioxidantl a
specializovanych metabolita z nestrukturalnich sacharidtu (Netherer et al., 2021). SniZena
fotosynteticka aktivita v disledku uzavieni stomatu snizuje dostupnost uhliku pro
primarni a sekundarni metabolismus. Studie a experimenty s rostlinami kulturnich plodin,
stejné jako vyzkumy toho, jak urovert vodniho deficitu ovliviiuje intenzitu sucha,
pomohou pochopit chemii rostlin s nedostatkem vody. Vztah mezi zménami ve fyziologii
rostlin a zménami v aktivit€é hmyzu béhem obdobi sucha zlstava nedostatecné pochopen
(Gely et al., 2020).

Ve smisenych porostech jsou smrky odoln€jsi viuéi nepfiznivym podminkam
prostiedi (znecidténi a extrémy klimatu) nez monokultury. Z hlediska zmény klimatu je
potfeba podporovat odolnost lesi vici extrémnim vykyvim klimatu zvySovanim
strukturalni rozmanitosti a ochranou druhové bohatosti. Lesni hospodati by méli vyuzit
potencialu adaptace na zménu klimatu s maximalni uc€asti na pfirodnich procesech. Tyto
lesnické metody by mély vést kudrzitelnému, ekologicky a socioekonomicky
pfijatelnému rozvoji budoucich lest (Vacek et al., 2019).

Mnozstvi nedavnych pifipadii odumirani stromu v disledku sucha a horka z celého
svéta ukazuje, ze zadny typ lesa ani klimaticka zona nejsou imunni vici klimatickym
zmeénam, i v mistech, kterd nejsou Casto povazovdna za mista s nedostateCnym
mnozstvim vody. Soucasny vyvoj poznatka o procesech odumirani stromi naznacuje, ze
lesy mohou byt kromé samotného sucha obzvlaste zranitelné i v disledku nartstu teploty,
zejména za situace, kdy je dominantni pfi¢inou odumirani stromu spise hlad po uhliku
nez hydraulické selhani. Nicméné v souc¢asné dobé nam chybi schopnost predvidat o
odumirani druht stromu a typu lest na zakladé specifickych kombinaci faktorti prostredi
(Allen et al., 2010).

3.3 Metabolomika

Velké mnozstvi metaboliti, jako napfiklad cukry, organické kyseliny a
aminokyseliny, jsou bézné pfitomny v zivych organismech. Lze je nalézt 1
v makromolekularnim komplexu, kde se podileji na Zzivotné dilezitych Zivotnich
procesech. Ackoli nékteré z téchto slouCenin jsou pfijimany buiikami, naprosta vétSina
z nich jsou vedlejs§i produkty nebo meziprodukty metabolickych ¢innosti (Tomita et
Nishioka, 2005). Metabolomika si klade za cil identifikovat zmény v endogennich
metabolitech biologickych systému v reakci na vnitini a vnéjsi faktory. Necilené a semi-

20



cilené pfistupy se obvykle pouzivaji ve studiich generovani hypotéz (s cilem zméfit co
nejvice metabolitd), zatimco cilené pristupy analyzuji relativn€ malou podskupinu
biochemicky dulezitych a relevantnich metabolitt zjisténych jiz diive (Beale et al., 2018).

Misto specifickych (cilovych) metaboliti zkouma metabolomika uplny metabolom
— soubor vSech detekovanych molekul s nizkou a stfedni molekulovou hmotnosti.
V predmétu metabolomika se pouziva mnoho metodologii, jako je profilovani metabolita
a metabolicky fingerprinting (Goodacre et al., 2004). Metabolické profilovani je detekce
specifického souboru metabolitl, zatimco metabolicky fingerprinting je kategorizace
vzorkt na zakladé biologického vyznamu nebo ptvodu (Beale et al., 2018).

Komplexni analyza metabolomu organismu, tkané ¢i buiky ve specifickém
fyziologickém nebo vyvojovém stadiu, je zvlasté dilezita pro pochopeni bunééné funkce,
protoze odrazi aktualni stav buiiky, ktery byva vysoce dynamicky (Goodacre et al., 2004).
Je vSak nutné metabolity a jejich koncentrace sledovat, jelikoz hladiny metaboliti nejsou
pouze odpovédi na genovou expresi, ale také na environmentalni a vyvojové podnéty.
Pochopeni dynamického chovani metabolismu je nemozné bez znalosti mnozstvi a typua
jednotlivych slou€enin, které se vyskytuji v zivych organismech, popfipadé v jejich
burikach, za riznych podminek (Tomita et Nishioka, 2005). V celém sortimentu
metabolitil 1ze oCekavat extrémni variabilitu chemické struktury a fyzikalné-chemickych
vlastnosti. Nékteré metabolity se ti€astni velkého poctu metabolickych drah, zatimco jiné
se ucastni pouze né€kolika. Dale mohou nékteré kolisat v zavislosti na prostiedi a nékteré
jsou v burice zastoupeny pouze ve stopovém mnozstvi (Musilova et Glatz, 2011). Z vySe
uvedeného plyne nutnost pouzivat pro vyhodnoceni multivariacni statistické metody,
namisto béznych univarietnich.

3.4 Primarni a sekundarni metabolity

Primarni metabolity hraji dulezitou roli pii fotosyntéze a dychani, nepfitomnost
sekundarnich metaboliti vede spiSe k dlouhodobému zhorseni zivota organismu. Jejich
zasadni funkci je obrana rostlin. Sekundarni metabolity rostlin jsou chemikalie s nizkou
molekulovou hmotnosti, které nemaji zddnou potvrzenou ucast na udrzovani zakladnich
zivotnich procest v rostlinach, které je syntetizuji, ale hraji zasadni roli v interakci
rostliny sjejim prostfedim (Oksman-Caldentey, 2004). VyznaCuji se strukturni
rozmanitosti a jsou odvozeny z malého souboru biosyntetickych prekurzort, které
zahrnuji fosfoenolpyruvat, pyruvat, acetat, aminokyseliny a atd. Ackoli bylo predlozeno
nékolik vysvétleni tvorby sekundarnich metabolitd, zadné neni zcela adekvatni.
Pochopeni souhry mezi rostlinami a prostiedim vSak vyzaduje znalost jejich biosyntézy
(Robards et al., 1999). Syntéza téchto chemikalii je Casto minimalni (méné nez 1 %
susiny) a je zavisla na fyziologickém a vyvojovém stadiu rostliny. Sekundarni metabolity
maji velkou chemickou rozmanitost a kazdy druh ma svou viceméné jedinecnou sbirku
sekundarnich metabolitd. Sekundarni metabolity rostlin jsou Siroce povazovany za
klicové pro preziti rostlin a v jejich prostiedi jejich antimikrobidlni a insekticidni
vlastnosti odpuzuji mozné predatory, odrazuji konkuren¢ni druhy rostlin, nebo pfitahuji
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opylovace nebo symbionty (Dixon, 2001). Sekundarni metabolity jiz dlouho vzbuzuji u
lidi zvédavost, jelikoz jsou to typické latky zodpoveédné za pfichut’, vini, barvu. Vedle
toho jsou vzorem pro syntézu insekticidu a 1€ku, stejn€ jako jsou nezbytné pro rust rostlin.

Sekundarni metabolity, na rozdil od primarnich metaboliti (aminokyseliny,
nukleotidy, cukry, acyllipidy), maji v rostlinné fi§i omezenou distribuci. To znamena, ze
sekundarni metabolity jsou cCasto pfitomny pouze v jednom rostlinném druhu nebo
skupiné druhd, zatimco primarni metabolity jsou rozSifeny po celém rostlinném svété
((Taiz et Zeiger, 2003).

Sekundarni metabolity ptedstavuji Sirokou Skalu pfirodnich sloucenin, které byly
vyrobeny. Pro jejich klasifikaci se pouziva biosyntéza vétsiny téchto molekul, jako jsou
terpeny, fenolové slouGeniny a alkaloidy. Casto jsou spojeny s malym podtem druhd
vramci fylogenetické skupiny, kde pak wvytvareji bioaktivni slozku v léCivych
aromatickych rostlinach (Agostini-Costa, 2012).

Vyzkum sekundarnich metaboliti u rostlin ma razné praktické vyuziti. Nékteré

z téchto slouCenin se vyuzivaji diky svym biologickym uéinkim na bylozravce a
mikroorganismy. Diky svym biologickym ucinkiim na bylozravce a bakterie se mnohé
z téchto latek vyuzivaji komercné jako insekticidy, fungicidy a I1éCiva, zatimco jiné se
pouzivaji jako parfémy, aromata, 1éCiva a pramyslové materialy.
Vliv stresovych a obrannych reakci na fyziologii rostlin spojeny s biosyntézou
sekundarnich metabolita je komplikovany a soucasny vyzkum ukazuje, Ze duleZitou roli
pfi jejich produkci hraji stresové signalizacni systémy. Mnoho studii naznacuje, Ze
sekundarni metabolity v rostlinach hraji roli ve stresovych a obrannych reakcich. Jejich
vyzkum je obtizny, protoze reakce vznikaji na subatomarni Grovni. V dusledku toho
zastava nejrozsitenéj§i strategii pouziti biochemickych a metabolickych ukazatela
k odvozeni vlivu stresovych a obrannych reakci na biomasu a sekundarnich metabolitt
na okolnosti vyvoje rostlin (Isah, 2019).

Tykadla I. typographus maji silné€ specificka ¢ichova cidla pro detekci pachovych
signald, které jsou tvoreny volatilnimi organickymi latkami uvolfiovanymi hostitelskymi
i nehostitelskymi stromy, jako jsou terpenoidy nebo alkoholy ze zelenych listti. Cichovy
systém lykozrouta smrkového navic reaguje na okyslicené tekavé latky hostitele spojené
se stresem stromu, které mohou fungovat jako odpuzujici nebo pfitazlivé signaly pro
vybér hostitele (Schiebe et al., 2019). Pachové receptory lykozrouta reaguji nejen na
pachy stromu a slozky feromon, ale také na okysli¢ené monoterpeny a fuselové alkoholy
generované jeho houbovymi symbionty (Kandasamy et al., 2016). SpoleCenstva
ofiostomatoidnich hub I typographus zahrnuji fadu druha s riznou mirou virulence vici
smrku ztepilému, pficemz nekteré z nich pomahaji broukiim pfi prekonani a nasledném
vyCerpani obrannych mechanismi hostitele a napomahaji tak odumirani stroma
(Krokene, 2015).

U I typographus byla zjisténa vyznamna souvislost mezi indukci terpend po
inokulaci houbami a kolonizaci stromt s umélymi feromony u broukt (Zhao et al., 2011).
Predchozi vyzkum obrannych schopnosti jehlicnant se témétr vyhradné zaméfoval na
monoterpenové slozky hostitele. Nicméné fenolickym chemickym latkam (nejvétsi tfida
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chemickych latek v kife) byla vénovana jen mala pozornost, piestoze jsou povazovany
za indikatory rezistence a jsou prospé€sné jako inhibitory ziru (Lieutier, 2004; Zhao et al.,
2011). Navic bylo prokéazano, ze i v malém mnozstvi obsahuji smrkova pletiva drobné
mnozstvi alkaloida, které jsou znamé jako antifeedanty hmyzu (Kamm et al., 1998).

Podle Schiebe et al. (2012), ovliviiuje uc¢innost osidleni hostitele houbou I.
typographus spiSe schopnost stromi mobilizovat indukovanou obranu nez kvalitativni a
kvantitativni vlastnosti konstitu¢ni biochemie, tj. chemické latky a jejich koncentrace
pred napadenim. Schiebe provedl svou studii na fadé stromu, z nichz odebral vzorky pred
napadenim lykozroutem. Stromy, které byly kolonizovany a uhynuly, meély nizsi
celkovou indukci obrannych chemickych latek a vyrazné mensi vyvoj TRD
(traumatickych pryskyfi¢nych kanalkll) nez stromy, které byly neuspésné napadeny a
prezily. Kromé toho je I typographus spojen s riznymi symbionty ophiostomatoidnich
hub, které maji rizné dopady na zivotni cyklus brouka.

3.4.1 Terpeny

BENey — eH, — cH
HyC” 2 .

Obrazek ¢ 3: Uhlikovy skelet isopentanu

Terpeny obecné oznacuji molekuly uhlovodik, terpenoidy jsou modifikované
terpeny, naptiklad pfidanim kysliku. Vsechny terpeny jsou odvozeny ze spojeni
pétiuhlikatych prvka, které maji rozvétveny uhlikovy kostru isopentanu. Terpenoidy jsou
nejveétsi a nejrozmanitéjsi skupinou prirodnich produktd, které se strukturoveé lisi od
linearnich po polycyklické molekuly a velikostné od pétiuhlikovych hemiterpent po
ptirodni polymery, napt. pryz, obsahujici tisice izoprenovych jednotek. Terpenoidy jsou
vytvareny syntézou prostfednictvim kondenzace izoprenovych jednotek (C5) a jsou
rozdeleny podle poctu pétiuhlikovych jednotek, které se vyskytuji ve struktufe jadra
((Mahmoud et Croteau, 2002).

Tabulka ¢. 1: Rozdéleni terpenii

pocet uhliku | pocet isoprenu klasifikace

10 2 monoterpen
15 3 sesquiterpen
20 4 diterpen
25 5 sesterterpen
30 6 triterpen - steroidy
40 8 tetraterpen

45 avice n polyterpeny
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Jehli¢nany vytvareji rozmanité spektrum pryskyfic na bazi terpenoidu, které jsou
jiz dlouho zkoumany pro svou komercni hodnotu a také pro svou funkci v boji proti
herbicidim a chorobam. Pryskyfice jehli¢nant obsahuje nizsi podil seskviterpent a
sklada se z priblizné stejného molarniho mnozstvi monoterpenti (10 atomt uhliku),
diterpent (20 atomt uhliku) a malé mnozstvi seskviterpent (15 atoma uhliku) (Trapp et
Croteau, 2001).

Mnoho rostlin ma esencialni oleje, coz jsou kombinace tékavych monoterpenu a
seskviterpenu, které dodavaji jejich listim a dalSim tkanim charakteristickou vini. Mezi
rostliny s vysokym obsahem silic patifi mata, citron, bazalka a Salvej. Mentol je hlavni
monoterpenovou slozkou matového oleje, zatimco limonen je hlavni monoterpenovou
slozkou citronového oleje. Repelentni vlastnosti esencialnich oleji vici hmyzu jsou
Siroce zdokumentovany (Taiz et Zeiger, 2003). Antibakterialni, antimykotické,
antioxida¢ni a cytotoxické ucinky silice z jehlicnani jsou také dobfe znamy.
Antimikrobialni aktivita byla pfisuzovana nékolika t€kavym slozkam esencialniho oleje
Picea abies (alfa -, beta- pinen...) (Radulescu et al., 2011).

Smrk ztepily vytvafi oleoresin, kombinaci netékavych diterpenovych kyselin a
podstatné (20-50 %) tekavé slozky mono — a seskviterpent, ktery mize jehli¢nany chranit
pred bylozravci a chorobami. Oleoresin se nachazi v pryskyfi¢nych kanalcich v kafe a
floému kment smrku ztepilého. Jehlicnany, které tuto pryskyfici uchovavaji, jsou
vyznamnym zdrojem tékavych organickych latek (VOC), v nichz prevazuji tékavé
monoterpeny (Martin et al., 2002; Sallas et al., 2003). Stromy vyuzivaji pryskyfici
k zacelovani mechanickych poskozeni, obrané proti podkornimu hmyzu (mechanicka i
chemicka obrana). Navic, pfi napadeni hmyzem, houbami i mechanickému poskozeni
dochézi v rostoucim sekundarnim xylému (dfeveé) k de novo produkei traumatickych
pryskyficnych kanalkti (Martin et al., 2002). Olerosin se také ve zvySeném mnozstvi
vytvaii po oSetfeni hormonem methyljasmonatem (MeJA) (Franceschi et al., 2002).
MeJA indukuje terpensyntazovou genovou expresi, ¢imz zvySuje tvorbu pryskyfice v
traumatickych pryskyficnych kanalcich a déale enzymatickou aktivitu nasledovanou
akumulaci terpenoidu v kiife a xylémovych tkanich smrku sitka (Picea sitchensis) i smrku
ztepilého (Martin et al., 2002; Zulak et al., 2009).

Mezi hlavni monoterpeny nalezené ve smrku, v intaktnich 1 MeJA indukovanych
tkanich, patii alfa-pinen, kapfen, beta-pinen, myrcen, limonen a dal§i (Martin et al.,
2002). Limonen je jednim z §iroce roz§ifenych monoterpent i v potravinach, zejména v
citrusovych produktech nebo produktech s citrusovym aroma. Primarné se pouziva v
potravinaiské praxi jako latka zvyraziujici chut a vini v potravinach, mydlech a
parfémech (Whysner et Williams, 1996). Ve studii, kde byly pouzivany jehlice borovice
montereyska (Pinus radiata), byly zméfeny Ctyfi koncentrace monoterpent, at’ uz byly
napadeny Tomicus piniperda (L.), nebo ne. Byla zjistén korelace terpent s vyssi teplotou.

Terpineoly jsou nenasycené monocyklické monoterpenoidni alkoholy, které se
pfirozené vyskytuji v rostlinach, jako je napfiklad majoranka, v oleji z citronové kury,
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pryskyfice jehli¢natych stromi a také v riznych kvétenstvich. Alfa — terpineol je jednou
z nejrozsifenéjSich vonnych slozek, ktera ma specifickou levandulovou vini. Je vyuzivan
v mydlech a kosmetice (Bauer et al., 2001). Alfa — terpineol je b&zné dostupny v
pfirodnich materialech, ale mize se ziskat pomoci frak¢ni destilace z vice nez 150
esencialnich oleju (Surburg et Panten, 2016). Pfirodni vyskyt beta-, gama- a delta-
terpineolti je mnohem méné cCasty (Bauer et al., 2001). Byly zjistény piipady, kdy se
mnozstvi terpenoidi obsazenych v silicich prilezitostné€ znacné lisi, a je tedy otazkou,
nakolik je to dano variabilitou rostlin a odchylkami v procesu izolace (Bauer et al., 2001).

Kromé¢ terpent produkovanych rostlinami v reakci na napadeni nebo stres, bylo
také naznaceno, ze rostliny mohou produkovat terpenoidy k piilakani opylujiciho hmyzu
(Maimone et Baran, 2007). Zajimavé také je, ze terpenoidy mohou pfitahovat uzitecné
roztoCe, ktefi se zivi bylozravym hmyzem (Kappers et al., 2005). Cheng et al. (2007),
Podle védci mohou terpeny pusobit také jako chemicky messenger ovliviujici expresi
gentl zapojenych do obrannych systému rostlin, a dokonce i schopnost ovliviiovat expresi
genu v okolnich rostlinach.

Emise monoterpent, byla pozorovana vétsi nez rozsah uvadény pro smrk sitka, coz
naznacuje, ze smrk ztepily je vice zavisly na teploté, nez bylo dfive uvadéno pro jiné
druhy. Exponencialni nariist emisi monoterpena s teplotou 1ze vysvétlit jednak zvySenim
aktivity monoterpenové syntézy u tohoto druhu, ktery ma teplotni optimum 40 °C
(Fischbach et al., 2000).

3.4.2 Fenoly

OH

Obrdzek ¢. 4: Hydroxylovd funkcni skupina

Fenoly jsou v pfirodé Siroce rozsifeny. Rostliny vytvareji Sirokou Skalu sekundarnich
produktt s fenolovou skupinou — hydroxylovou funkéni skupinou na aromatickém kruhu.
Jejich chemické struktury se mohou velmi lisit, v€etn€ jednoduchych fenolti (C6), jako
jsou derivaty kyseliny hydroxybenzoové, stejné jako polymery s dlouhym fetézcem s
vysokou molekulovou hmotnosti, jako jsou katecholové melaniny (C6)6, ligniny (C6-C3)
n a taniny (C6-C3-C6) n. Stilbeny (C6-C2-C6) a flavonoidy (C6-C3-Co6) jsou fenolické
slouCeniny se stfedni molekulovou hmotnosti, které obsahuji mnoho farmakologické a
biologické aktivity (Agostini-Costa, 2012).

Fenolické metabolity jsou Casto spojovany s obrannymi mechanismy rostlin proti
pfirozenym neptatelim, jako jsou patogenni houby (Hammerschmidt, 2005).
NejpiesvedcCivejsi dakazy podporujici antifungalni funkci fenolickych latek pochazeji ze
studii na rostlinach, jako je tabak, které byly ziskdny pokroCilymi molekularnimi
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metodami (Mabher et al., 1994). U drevin byly fenolické latky studovany jako markery
rezistence vuci patogentim.

Fenoly byly méné indukovany nez terpeny, ale skuteCnost, ze nékteré fenolické
latky (estragol, flavanoidy, myricetin a laricitrin) se odchylily od fenolického vzoru a
vykazovaly vyznamné siln€jsi indukci pfeziti nez u usmrcenych stromu, coz je v souladu
s difvejSimi zpravami navrhujicimi fenolické latky jako markery rezistence (Schiebe et
al., 2012). Ukazalo se, ze jejich indukovatelnost koreluje s odolnosti proti kiirovcové
houbé Ceratocystis polonica a v biologickych testech byly prokazany vlastnosti
nekterych fenolickych latek proti 1. typographus (Faccoli et Schlyter, 2007).

3.4.3 Alkaloidy

Obrazek ¢. 5: Struktura alkaloidu — nikotin

Alkaloidy definujeme jako zakladni slouceniny, které jsou syntetizované zivymi
organismy, které obsahuji jednu nebo vice heterocyklickych atomi dusiku, odvozenych
od aminokyselin (az na n¢které vyjimky) a farmakologicky aktivni. Nazev tfidy souvisi s
tim, ze témer vSechny alkaloidy jsou zakladni (alkalické) slouceniny. Alkaloidy jsou
velmi rozsahlou skupinu sekundarnich metabolitt, pticemz bylo izolovano vice nez 12
000 latek. Obrovska rozmanitost strukturniho vzorce, pochazejici z raznych
biosyntetickych drah a farmakologicka aktivita je pro tuto skupinu metabolitt (Brielmann
et al., 20006).

Ackoli byla u riznych rezistentnich rostlin zaznamenana silna indukce alkaloidu, jejich
vysoka diverzita ¢ini vyvozovani definitivnich zavérti ohledné jejich podilu na rezistenci
stromt obtiznym. O alkaloidech je vSeobecné znamo, ze maji antifeedativni ucinek proti
hmyzu, ale o jejich podilu na ochrané Picea spp. je toho znamo malo (Kamm et al., 1998).

V soucasné dobé se predpoklada, ze vétsina alkaloidi ma funkci obrany proti
predatorim, zejména savcum, kvuli jejich obecné toxicité (Hartmann, 1996). Velky pocet
umrti hospodafskych zvitat je zpuisoben pozitim rostlin obsahujicich alkaloidy. Témér
vSechny alkaloidy jsou pro clovéka v dostateCném mnozstvi toxické. Pfi niz§ich davkach
jsou vSak mnohé z nich farmakologicky uzitecné. Morfin, kodein a skopolamin jsou jen
nékteré z rostlinnych alkaloidd, které se v souCasnosti pouzivaji v lékafstvi. Jiné
alkaloidy, v¢etné kokainu, nikotinu a kofeinu, maji §irokou skélu nelékaiskych pouziti
jako stimulanty nebo sedativa (Taiz et Zeiger, 2003).
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Obrazek ¢ 6: Syntéza sekunddrnich metabolitii z primdrniho metabolismu a ndsledny vznik terpenii,
fenolickych latek a dusikatych latek (Taiz a Zeiger, 2003).

3.5 Volatilni organické latky a jejich funkce

Termin biogenni tékavé organické slouceniny (biogenni VOC) zahrnuje organické
atmosférické latky (Kesselmeier et Staudt, 1999).

Biogenni VOC zahrnuji izoprenoidy (izopren a monoterpeny), stejné jako alkany,
alkeny, karbonyly, alkoholy, estery, ethery a kyseliny. Emisni inventare ukazuji izopren
a monoterpeny jako nejvyznamnéjsi slouceniny. Alkoholy a karbonyly nasleduji po
izoprenoidech jako nejvice prevladajici skupiny (Kesselmeier et Staudt, 1999). U
jehli¢nant prevazuji mono-, di — a seskviterpeny, zatimco u listnatych stromda triterpeny
a steroly (Adamova et al., 2020). Tyto smési mohou obsahovat az 200 chemickych latek
a ruzné jejich podskupiny ovliviiuji interakci rostliny s raznymi Cleny spoleCenstva.
Masozravci, bylozravci, opylovaci, patogeny, vzdalengjsi pletiva v ramci jedné rostliny a
sousedni rostliny mohou vyuzivat indukované rostlinné tékavé organické latky jako
signaly k ovlivnéni svého chovani a vykonnosti. Rozdily v ramci jednoho rostlinného
druhu mohou odrazet rozdilné selek¢ni tlaky v riznych prostredich (Dicke et Baldwin,
2010). Obsah teékavych organickych latek ve dievé se odviji predevsim od druhu dreva,
podilu jadrového a bélového dreva, stafi stromu, mista jeho vyvoje a nasledného

27



technického postupu pfi zpracovani dieva, zejména pii jeho suSeni. Pouzita analyticka
metoda mUze mit rovnéz vyznamny vliv na variabilitu celkového mnozstvi zjisténych
chemickych latek (Adamova et al., 2020).

Tekavé organické latky predstavuji Sirokou Skalu sloucenin s body varu od méné
nez 0 °C do priblizné 400 °C. Klasifikace byla na zaklad¢ t€kavosti slouCeniny rozdélena
do ¢tyt kategorii. VOC existuji hlavné v plynné fazi v rozsahu teplot a vlhkosti, se kterymi
se setkavame v interiéru. (Wolkoff, 1995). Chemicka stavba téchto latek je riznoroda,
stejn€ jako jejich schopnost nosit konkrétni informace o fyziologickém stavu a stresu
rostlin (Dicke et Loreto, 2010).

Rostliny vytvateji Sirokou skalu chemickych latek, vcetné ethylenu, methanolu,
slozitych terpenoidu a alkaloidi obsahujicich dusik. Dlouhou dobu se vyzkum tékavych
latek rostlin soustiedil predevs§im na tékavé latky kvétd, ale v posledni dobé se zvysil
zajem o chemické latky replikované z vegetativnich tkani rostlin. Rostliny emituji do
svého okoli zna¢né objemy tékavych organickych latek (VOC), a to nejen
prostiednictvim nadzemnich pletiv, ale také prostiednictvim svych kotent. Tyto tékavé
latky jsou dulezité v ekologii rostlin a jsou ovliviiovany abiotickymi a biotickymi
stresory. Rostliny ziji ve slozitych spoleCenstvech a maji vyvinuté obranné systémy proti
chorobam a parazitim. Soucasné maji schopnost pfiznivé pusobit na jiné organismy,
napiiklad na opylovace. Abiotické stresory (vysoka teplota) mohou navic ovlivnit tvorbu
tékavych chemickych latek a pfimo ovlivnit jejich biosyntézu, stejné jako narusit hlavni
metabolismus rostlin  (Dicke et Loreto, 2010). Silna souvislost mezi emisemi
monoterpentt spolu s emisemi hexanalu a hexanolu ve vztahu k teplot€¢ podporuje
hypotézu, ze tvorbu a uvolfiovani téchto slouCenin zajistuji enzymatické procesy
(Cojocariu et al., 2004).

Rostliny si béhem miliont let vyvinuly obranu proti bylozravcim a mikrobialnim
utokiim. Vzhledem k tomu, Ze dobfe chranéné rostliny maji tendenci zanechavat vice
prezivSich nez rostliny slabé chranéné, rozsifila se schopnost vyrabét ucinné obranné
produkty po celém rostlinném svété (Dicke et Loreto, 2010). Naslouchani signalim, které
vysilaji pratelé 1 protivnici, vyzaduje pouziti receptorového systému. Podle dostupnych
dikazi mohou mit rostliny proteiny vazajici odoranty (OBP). VOC jsou pomoci OBPs
prenaseny k neidentifikovanym Cichovym receptorim (OR), které aktivuji transdukéni
drahu vedouci k vnimani VOC. Rostliny nicméné postradaji nervové buiky a
antropocentricky systém vnimani pachii nemusi byt kompatibilni s jejich zakladni
biochemii. Rostliny nemusi potfebovat OBP a OR pfi detekci konstitutivnich VOC, které
nejsou generovany stresory a neobsahuji informace o hrozicim stresu. Mnoho zivocicha
interaguje s rostlinami prostiednictvim produkce t€kavych organickych sloucenin (VOC)
(Loreto et D’Auria, 2022). Rostlinné tékavé organické latky mohou hrat urcitou roli
v konkurenceschopnosti rostlin. Rostliny detekuji své sousedy, se kterymi soupefi o
svétlo a ziviny, prostfednictvim zmén poméru svétla, ale svou roli pravdépodobné hraji 1
rostlinné tékavé latky. To dobfe souvisi s diivéjsim vyzkumem vztahti mezi rostlinami,
napiiklad mezi parazitickymi rostlinami a jejich hostiteli nebo mezi sousednimi
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rostlinami, které naslouchaji znakiim poskozeni od svych sousedi (Kegge et Pierik,
2010).

Zmeéna klimatu jiz zvySila emise VOC a dalsi velké nartsty 1ze oCekavat s navySenim
globalnich teplot (Pefiuelas et Staudt, 2010). Tvrdi vSak, ze v dopadu zmény klimatu na
emise VOC mohou existovat znacné regionalni rozdily, zejména pii srovnani borealnich
a sttedomotskych oblasti. Navzdory nékterym alarmujicim trendm ztistava nase chapani
dopadu zménénych emisi na funkci a strukturu biosféry, stejné jako na naruseni biosféry
a atmosféry, pomémeé omezené. Znecisténi ovzdusi a dalsi abiotické faktory mohou meénit
interakce mezi rostlinnymi druhy zprostfedkované t€kavymi organickymi latkami, a tim
ovliviiovat dynamiku spoleCenstev. Toho lze dosdhnout selektivnim omezenim
pfirozenych obrannych schopnosti rostlin vyuzitim indukovanych VOC jako obecnych
nebo specializovanych repelenti nebo jako atraktant specifického a uziteného hmyzu
(Holopainen et Gershenzon, 2010).

3.6 Analyza prirodnich latek

Clovék se jiz od starovéku snaZil porozumét a analyzovat produkty piirodniho svéta
kolem néj. Ve dvacatém stoleti, kdy byly rostliny primarnim zdrojem vétSiny 1éCiv, bylo
hlavni technikou kontroly kvality pozorovani typickych strukturnich charakteristik rostlin
pod mikroskopem, pficemz chemicka analyza obsahu cilovych latek hrala malou roli. S
tim, jak se vyjasnil vyznam prispévku konkrétnich pfirodnich produkti k
farmakologickym a biologickym aktivitim organismu, rostla potfeba vhodnéjsSich
kvalitativnich a kvantitativnich analytickych postupti (Marston et Hostettmann 2009).

Metabolity byly tradiéné meéfeny pomoci spektrofotometrickych testi nebo
jednoduchou chromatografickou separaci smési s nizkou slozitosti. V poslednich
desetiletich bylo vyvinuto nékolik metod, které umoziiuji analyzovat mimotradné matrice
s velkou presnosti a citlivosti. Prikladem téchto metod jsou spojené techniky hmotnostni
spektrometrie a plynové chromatografie (GC-MS), hmotnostni spektrometrie a
kapalinové chromatografie (LC-MS), hmotnostni spektrometrie a kapilarni elektroforézy
(CE-MS) nebo hmotnostni spektrometrie pomoci iontové cyklotronové rezonance s
Fourierovou transformaci (FT-ICR-MS) (Lindon, 2003). Pokud jde o naéstroje
analytickych technik pro stanoveni tékavych organickych latek, nejCastéji se k separaci a
detekci pouziva plynova chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii.
Predchazejici kroky — extrakce té€kavych latek a zpusoby zavedeni vzorku do
analytického systému jsou silné€ ovlivnény cilem analyzy. Pro analyzu pevnych vzorku se
pouzivaji rizné extrak¢ni postupy. Obvykle zahrnuji extrakci pevna latka/kapalina, ktera
je Casto podporena teplem nebo ultrazvukem, a nasledné zavedeni extraktu do GC-MS.
V piipadé tékavych latek uvoliiujicich se ze vzorku se pouziva odbér vzdusného vzorku
v prostém prostoru nebo Castéji rovnovazné postupy, po nichz nasleduje termalni
desorpce odebranych chemickych latek do analytického pfiistroje. Tato metoda se ¢asto
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3.6.1

pouziva pro monitorovani vnitiniho ovzdusi nebo miry emisi slouCenin z riiznych
materiala (,Wajs et al., 2006; Roffael, 2006; Adamova et al., 2019).

Charakterizace metabolitt v komplexnich smésich vyzaduje sofistikované
techniky, které by meély poskytovat dobrou citlivost a selektivitu, jakoz i1 strukturni
informace o slozkach, které jsou predmétem zajmu. Zakladnim kamenem
fytochemického vyzkumu je izolace slozek rostlinného extraktu v dostateCnych
koncentracich pro spektralni a biologické vyzkumy (Kumar et Sivaperumal, 2016).

Nejpocetnéjsi chemickou tifidou ve zkoumanych extraktech zlyka jehli¢nandg,
popsanych v literatufe jsou tak monoterpeny (monoterpenové uhlovodiky: 22,89 %;
monoterpeny s vazanym  kyslikem: 19,34 %), nasledované seskviterpeny
(seskviterpenové uhlovodiky: 6,61 %; seskviterpeny s vazanym kyslikem: 8,79 %) a
diterpeny (diterpenové alkoholy: 14,79 %) (Schoss et al., 2022). Baath et al. (2009),
zjistili, ze alfa-pinen, kamfen, limonen a bornyl-acetat jsou Ctyfi nejhojnéji zastoupené
slozky silice u 16 raznych druhi jehli¢nant, vCetn€ P. abies. Primarnimi slozkami
analyzovanymi pomoci GC-MS ve vyzkumu Garzoliho et al. (2021) byly slouceniny
beta-pinen (44,7 %), alfa-pinen (20,2 %), limonen (14,2 %) a kamfen (7,2 %). Silice z
jehlic estonského smrku obsahuje az 70 % kyslikatych terpent a soucasné vice limonenu
a eukalyptolu nez jiné druhy smrku Picea abies (Orav et al., 1996).

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii

Pro identifikaci jednotlivych nizkomolekularnich slou€enin ve slozitych smeésich je v
soucasnosti nejvyznamnéjsi analytickou technikou v organické chemické analyze
plynova chromatografie (GC). K identifikaci chemickych latek 1ze pouzit hmotnostni
spektrometrie (MS), coz je univerzalni a citliva detekéni technologie, ktera poskytuje
udaje pro identifikaci 1 kvantifikaci slozek, jelikoz poskytuje kvantifika¢ni 1 konfirmacni
ionty pfi jedné analyze (Lovestead et al., 2019). Kompletni dvourozmérna plynova
chromatografie (GC x GC) zvySuyje citlivost kombinaci dvou kolon, Casto s rozdilnou
polaritou, a modula¢nim krokem, pii némz je analyt z prvni kolony pted nastfikem na
druhou kolonu kryofokusovan. Latky ze vzorku tak mohou byt 1épe rozliSeny od slozek
matrice 1 od dalSich cilovych molekul. Ke stejnému ti¢elu je mozno pouzit i delsi kolony,
které vSak pro dosazeni alespon obdobné separace neumérné prodluzuji celkovou délku
trvani analyzy (Adamova et al., 2020). Plynova chromatografie — hmotnostni
spektrometrie (GC-MS) je jednou z nejucinnéjSich, reprodukovatelnych a Siroce
pouzivanych moznosti pro vyzkum metabolomiky To je hlavné zptisobeno robustnosti,
reprodukovatelnosti a selektivitou této techniky a také velkou a dobfe zavedenymi
knihovnami hmotnostnich spekter, které umoziuji naslednou identifikaci metabolitt
(Tranchida et al., 2014; Beale, 2018).

Pti hodnoceni vzorkti pomoci GC-MS se v praxi pouzivaji dva zakladni pfistupy —
cileny a necileny. "Necilena" metoda je takova, ktera primarné detekuje co nejvice
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slouCenin ve vzorcich z co nejvice chemickych tiid. Soucasné by méla umoziovat
naslednou identifikaci téchto latek, pokud se ukaze jejich dulezitost pro feSeni
studovaného problému. Necilend analyza mnohdy znamena snahu o zkoumani vSech
analytt ve vSech chromatogramech z Casto velmi rozsahlého souboru vzorka (Beale et
al., 2018; Song et al., 2020). Naproti tomu "cilené" techniky se soustfedi na detekci a
zpravidla i kvantifikaci ur¢itého souboru znamych sledovanych analyti. Vzhledem
k tomuto faktu 1ze analytickou metodu optimalizovat tak, aby nabizela selektivitu pouze
tyto slouCeniny a zvysila se tak jeji citlivost. Z hlediska detekce a nasledného zpracovani
dat, je tento postup jednodussi. Cilova analyza zpravidla poskytuje malé mnozstvi
informaci o kompletnim slozeni vzorku a nevyuziva plné informacni kapacitu, kterou
GC-MS systém muze poskytnout. Naproti tomu necilenymi studiemi mezi vzorky lze
dosahnout riznych vysledku: autentizace vzorkl na zaklad€ zjistovani charakteristickych
profilt latek, monitoring zpracovatelskych nebo péstitelskych technologii a jejich vliv na
metabolity, identifikace latek, které maji nejvétsi vyznam pro separaci vzorkl dle jinych
parametri v multidimenzionalnim zpracovani dat (Reichenbach et al., 2012).

GC-MS je v soucasné dobé Siroce pouzivanou analytickou technikou, protoze
kombinuje vysokou separacni uc€innost s velmi dobrou citlivosti detekce. GC-MS byla
jednou z prvnich metod vyvoje metabolomiky a nadale si drzi dominantni postaveni pri
zkoumani tékavych, tepelné stabilnich a nizkomolekularnich molekul. Slouceniny s vys§si
molekulovou hmotnosti nebo silné polarni slouceniny je nutno stanovovat pomoci LC-
MS nebo pro GC analyzu upravovat jejich strukturu — derivatizovat. Nicméné,
derivatizace je Casto narotna na provedeni. GC-MS také hraje dilezitou roli v
kvantifika¢nich studiich, predev§im kvili své selektivité a dostateCnému linearnimu
rozsahu pro metabolity v Sirokém rozsahu koncentraci.

Pro jednoduché laboratorni analyzy ¢asto staci bézny kvadrupolovy hmotnostni
spektralni analyzator. Nicméné sofistikované analyzatory, jako jsou analyzatory
stanovujici dobu letu iontd (TOF), mohou poskytnout vyhodné vlastnosti v pripadé
necilové analyzy. Vzhledem k tomu, ze pro chromatografickou separaci lze pouzit
rychlejsi gradient, mize vétsi rozliSovaci schopnost detekce zvysit celkovou prichodnost
vzorku (Adams, 2007). Vzhledem k tomu, ze pocate¢ni identifikace chemickych
slouenin mize byt zaloZena na podobnosti hmotnostnich spekter s vestavénymi
hmotnostnimi knihovnami nebo i s vice online zdroji, pouzivad se pii hmotnostné
spektrometrické detekci standardizovana ionizace narazem elektront pii 70 eV. K
potvrzeni identifikace lze vyuZit retencni doby raznych standardi nebo porovnat
predpokladané Kovatsovy retencni indexy (KI) s literarnimi udaji (Adamova et al., 2019).
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4.2.1

4.2.2

4 Metodika
4.1 Odbér vzorku

Odbér vzorki probihal dva dny 12- 13. 7. 2022 na vyzkumnych plochach Lesnické
a dievaiské fakulty u Kostelce nad Cernymi lesy. Celkové bylo 5 ploch a kazda byla
rozdelena na 4 ¢asti. V jedné byly smrky pod stfechou, umisténou 1-2 m nad zemi s tim
ze kmeny prostupuji skrz stiechu, v dalSich byly stromy pro tento experiment povazovany
za kontrolni. V ramci kontrolnich stromd byly jesté oznaCeny stromy, které jsou na
porostnim okraji. Vzorky byly ziskdvany pracovniky Extemit-K pomoci trubickového
prubojniku o priméru 9 mm, pri¢emz vzdy byly vyrazeny tii platky kiry a lyka z plochy
neposkozené kury. Odbérova mista tvorila vrcholy trojahelniku o strané cca 10-15 cm.
Vzorek byl poté v kryovialce ihned vlozen do bariky s tekutym dusikem. Stejny postup
byl pouzit v celé vyzkumné oblasti, pficemz vSechny vzorky byly odebrany do tekutého
dusiku a po piijezdu na FLD byly az do dalSiho zpracovani v laboratofi uchovavany v
mraznicce pii teploté -80 °C.

4.2 Laboratorni zpracovani

Pomiucky

V nasledujicim textu jsou uvedeny nezbytné pomicky a chemikalie pro popsané
zpracovani vzorku v laboratofi:
Rukavice
Vialky o objemu 2 ml
Laboratorni pinzeta
Skalpel
Plastova podlozka
Tteci miska s tlouckem
Tekuty dusik
Laboratorni vaha
Laboratorni 1zicka
Digestor
Pipeta (1-10 ml)
n-hexan

Postup

Po odebrani vzorkt z vyzkumnych stromt byly tyto vzorky ulozeny do mraznicky
pfi teploté -80 °C. Vzorky byly odebrany z mraznicky pfi teploté -80 °C, zpravidla po 16
kusech, a preneseny do laboratoie v polystyrenovém termoboxu, kde byly po
pozadovanou dobu kratce ulozeny v mraznicce o teplote¢ -20 °C. Vzdy byl zpracovan
pouze jeden vzorek, ostatni byly uchovavany pii -20 °C.

32



Prvnim cilem bylo homogenizovat lyko. Ze vzorku byl vyfiznut platek lyka, ostatni
tkané (borka a pfipadné pfitomné b&lové dievo) byly skalpelem oddéleny. Lyko bylo
skalpelem nasekéno na malé kousky (ast 1 x 2 mm) a vlozena do tfeci misky s tlouckem.
Vzorky byly zalévany tekutym dusikem, aby se umoznila homogenizace zmrzlého
materialu a zabranilo se tepelnému poskozeni zkoumaného materialu. Z jemného prasku
bylo navazeno 90mg do 2ml vialky pro extrakci. Poté byla lahvicka uzaviena a ulozena
do mraznicky o teploté -20 °C. Stejn€ se postupovalo i u zbyvajicich vzorka.

Po homogenizaci a zvazeni vSech 170 vybranych vzorkt nasledovalo pfidani 1 ml
n-hexanu obsahujiciho Sug/ml 1-brom dodekanu a extrakce ultrazvukem, pfi niz byla
sada 16 lahvicek vystavena ultrazvuku po dobu 10 minut. Voda v ultrazvuku byla pred
kazdou davkou vyménéna za novou studenou vodu (cca 10 °C).

Poslednim krokem postupu bylo vlozeni vzorkti do odstifedivky na 10 minut pfi
4000 otackach. Nasledné se pomoci pasterovy pipety pievedl vysledny Cisty extrakt do
vialek s popiskem.

4.3 Analyza pomoci plynové chromatografie

Analyza byla uskutecnéna za pouziti plynového chromatografu typu Agilent 7890 B a
hmotnostniho spektrometru Leco Pegasus 4D s prutokovym detektorem. Vzorky bylz
nastiikovany pomoci multifunkéniho autosampleru (MPS, Gerstel, USA) do
split/splitless nastfikového prostoru. Pro separaci byla pouzita kolona HP SMS UI (30 m
x 0,25 mm x 0,25um; délka, vnitini pramér, tloustka filmu stacionarni faze) spojena
v modulatoru s 1,5m stfedné polarni kolony VF17 MS (0,1 mm x 0,1 um). Teplotni
program vypadal, jak uvedeno v tabulce €. 2 niZe.

Tabulka ¢. 2: Nastaveni plynového chromatografu a hmotnostniho spektrometru

PLYNOVA CHROMATOGRAFIE GC
Cold Splitless (do 20 °C) vyhrato grad 8
Nastrik do 275 °C

40 °C (2 min), 10 °C/min do 100 °C a 5
Teplota pece °C/min do 320 °C

Sekundarmi pec teplotni program kopiroval program primarni
pece s odstupem + 5 °C

Modulator teploty teplotni program kopiroval program primarni
pece s odstupem + 15 °C
Nosny plyn Helium
Rychlost prutoku 1 mL/min
Teplota transferline 280 °C
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Hmotnostni spektrometrie MS
onizace Electon Impact (-70 eV)
Hmotnostni rozsah 35-500 mz
Solvent delay 550 s
Akviti¢ni hmotnost 100 spekter /s
Iontovovy zdroj 250 °C

4.4 Zpracovani dat

Zmeétena data byla zpracovana v softwaru pfistroje Chroma TOF (LECO, USA).
V tomto programu byly automaticky vzhledany signaly vétsi nez S/N 25, provedena
spektralni dekonvoluce jejich hmotnostnich spekter a slouceniny sefazeny ve vsech
vzorcich do jedné tabulky. Pro pfepsani signalu, resp. jeho plochy do tabulky byl pouzit
parametr porovnani v ostatnich vzorcich. Porovnavala se sehoda retencniho €asu — ten
musel byt +- 1 modula¢ni perioda (5 s) shodny. V tomto rozsahu reten¢niho ¢asu musel
byt pro pfepsani pritomen signal, jehoz hmotnostni spektrum se na 65 % shodovalo
s hmotnostnimi spektry dfive zprocesovanych signalti v ostatnich vzorcich v tento
retencni Cas.

Predbézna identifikace latky byla provedena na =zakladé porovnani
dekonvulovaného hmotnostniho spektra se se spektry uvedenymi v databazi NIST (NIST
2017). Nasledné potvrzovani identity bylo provadéno pouze u latek, které jsou dale
v textu zmifiovany. V ten piipad se porovnaval retencni ¢asu a hmotnostni spektera s
naméfenym roztokem standardnich latek nebo retencni indexy zméfené (vypoctené
porovnanim s retencnimi Casy fady alkant) s retencnimi indexy ve sbirce knihovny NIST.

Tabulka byla prevedena do aplikace MS Excel, byly z ni odstranény znecist'ujici
latky (rozpoustédla, migranty kolon a apod.) a hodnoty vSech ploch vSech latek byly
vydéleny plochou kvantifikacni hmoty vnitiniho standardu. Tim byla zkorigovana
teroreticky mozna chyba zmén citlivosti stanoveni v pribéhu méteni. Dale takovato data
umoznuji posouzeni rozdila v kvantitach slou¢eniny v jednotlivych vzorcich. Z divodu
automatického vybéru unikatnich kvantifikacnich hmot pro jednotlivé slouceniny ale
ziskana data neumoznuji posuzovat rozdily v kvantitach latek v jednom vzorku. Déle byla
provedena normalizace na sumu (vSechny zkorigované odezvy byly vydéleny sumou
vSech zkorigovanych odezev v jednom vzorku). Pfenasobenim takto vzniklych hodnot
koeficientem 100 bylo ziskano procentické zastoupeni latky, resp. jeji redukované plochy
vzniklé integraci specifické hmoty, ve vzorku. Pro tplnost byla provedena i transformace
CLR (Centred log ratio transformation). Na extrahované latkové profily se pouzilo
statistické vyhodnoceni pomoci PCA a OPLS-DA.
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5 Vysledky

Pro separaci a naslednou identifikaci latek byla pouzita pokrocila instrumentace
dostupna na FLD, konkrétné dvourozmérna plynova chromatografie spojena s pruletovou
hmotnostni spektrometrii. Charakteristicky vystup ztéto techniky ukazuje Obr. 7.
Tradi¢ni separace na nepolarni koloné je doplnéna separaci na stfedné polarni a vyrazné
krat§i koloné, ktera umoziiuje oddélit slozky vzorku, které by pfi jednorozmeérné
chromatografii zistaly v koeluci. Toto se tyka cilovych latek (terpenické slouceniny atd)
i necilovych — separovanych siloxani i nespecifického tzv. ,bleedu” z kolony.
Vysledkem pouziti kompletni dvoudimenzionalni chromatografie je tedy lepsi separace
coz v dasledku ma vyznam v lep§i moznosti identifikace, resp. Kvantifikace latek
z divodu 1) cistSich hmotnostnich spekter a 2) vyssi citlivosti, dosazené modulaci
signald.

Obrazek ¢ 7: Zobrazeni plynové chromatografie

Pro komplexnéjsi posouzeni odliSnosti mezi vzorky byla ve zbytku po extrakci
zjisténa susina. Mirn€ nizsi suSina, tedy vétsi obsah vody (55 % vs 52 %) ve vzorcich
z kontrolnich ploch neni vzhledem k standardni odchylce statisticky prokazatelny (95%
interval spolehlivosti).

Z hlediska posouzeni obsahu terpenickych latek byly porovnavany prumérné
hodnoty ve skuping zastfeSenych a nezastieSenych stromi. Hodnoty byly normalizovany
odezvou vnitiniho standardu a upraveny, tak aby vyjadfoval, hodnotu na susinu. Takto
1ze prezentovat a porovnavat i slouceniny pro které nejsou dostupné analytické standardy.
Graf ukazuyjici porovnani vybranych, takto zpracovanych odezev ukazuje Obr. 8.
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Obrazek ¢. 8: Graf odezvy kvantifikacni hmoty latky/ odezva kvantifikacni hmoty ISTD (Chybové tisecky jsou
+- IxSD

Jelikoz alfa — i beta- pinen byl svou odezvou mimo linearni rozsah detekce, resp.
kvantifikace, nebyl v nasledujicim posuzovani pouzit. Pro tricyklen, terpenickou
slouCeninu s nejnizsi retenci, byla zjist€éna mirné& vyS§i koncentrace ve vzorcich
referencnich, nicméné obdobné jako u suSiny neni tento rozdil statisticky vyznamny
(hladina vyznamnosti 0,05).

Platnost tohoto postupu ilustruje nasledujici graf, ktery u vybranych slouceni
ukazuje kvantitu, ziskanou z dat z Obr. 9 po aplikaci rovnice externi kalibracni kiivky,
vzniklé proméfenim roztoku standardni latky o riznych koncentracich za pfitomnosti
vnitfniho standardu o stejné koncentraci jako ve vzorcich. Zjistény rozdil v koncentracich
je v obou piipadech stejny.

koncentrace v mg/kg

- i

0.0 - -
Camphene imonene thujanal

m zastfedena plocha zastfedend plocha

Obrazek ¢ 9: Graf vybranych slouceni po aplikaci rovnice externi kalibracni kFivky (Chybové tisecky jsou +-
1xSD)

Po zakladnim zpracovani dat — nalezeni chromatografickych signala, jejich
spektralni dekonvoluci a alignmentu, byla ziskana tabulka zredukovana o signaly, které
ptislusely latkam, jejichz ptivod nelze predpokladat ve vzorcich. Jednalo se zejména o
siloxany, migranty z plast, ptipadné z rozpoustédla. Po precisténi dat byla tabulka
normalizovanych odezev zpracovana pomoci analyzy hlavnich komponent PCA s cilem
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identifikovat potencialni seskupeni vzorki na zakladé jejich vzajemné podobnosti a
identifikovat vzorky, které se témto podobnostem vymykaly. Vzorky jsou v zakladnim
zobrazeni znazornény ve dvourozmérném prostoru ohraniCujicim obdélnikem zvanym
Hotellingova elipsa (nastavena interval spolehlivosti 95 %). Jako odlehlé jsou oznaceny
vzorky, které se nachazeji mimo tento kruh (Obr. 10). U téchto vzorka byl zjistén divod
jejich odlehlosti — tyto vzorky obsahovaly vyrazné vy§si mnozstvi terpenickych latek.
Obrazek komponentniho skore vysvétluje 24% variance v datech. Ve snaze dosahnout
vyssiho vysvétleni (a hlavné zjisténi, zda dojde k separaci dle nami ocekavanych skupin
vzorkt) byly odlehlé vzorky odstranény. Po dvojim odstranéni odlehlych vzorka dalsi
PCA analyza provedena na takto upraveném datasetu ukazala lepsi vysvétleni (R2Xcum
=79 %). Dal§im odstranovanim odlehlych vzorka se vysvétlovaci schopnost modelu
nezlepSovala.

t[2]

-15 T d
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Obrazek ¢. 10: PCA graf komponentniho skore, modre — kontrolni vzorky, zelené vzorky ze zastiesenych stromii,
Cervené oznaceny vzorky odlehlé, které se v dalsim grafu analyzy jiz nepouZily
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Obrazek ¢. 11 : PCA graf komponentniho skore, modie — kontrolni vzorky, zelené vzorky ze zastieSenych strom
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V konecném zobrazeni vysledki PCA analyzy (Obr. 11) jsme nezjistili, ze by
separace souhlasila s jakymikoli dal§imi dostupnymi informacemi o vzorcich. Konkrétné
nedoslo k separaci ani podle zastfeSeni (pod stfechou vs kontrolni) ani podle umisténi
stromu (pod stfechou / na kraji lesa / kontrolni v lese bez stfechy), ani podle Cisla plochy”,
kde byly vzorky odebirany (Obr. 12).
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Obrazek ¢&. 12: PCA graf komponentniho skore, barvy rozdélené podle ploch sbéru (1-zelend; 2-modrd; 5-
Cervend; 7-Zlutda; 8-svétle modra)

Z tohoto datasetu byla dale vytvofena OPLS-DA s cilem vylepsit separaci na
zaklade dodané informace o tfidové prislusnosti vzorku (zastreseni, Cislo plochy). Ackoli
graficky vystup z této analyzy (Obr. 13) ukazuje CasteCnou separaci stromu zastieSenych
(zelené body), parametry modelu R2Xcum=0.15, R2Ycum=0.35, Q2cum=-0,01 ukazuji,
ze model nepasuje dobfe na data a predikéni schopnost zjisténa vnitini mnohonasobnou
kiizovou validaci dosahuje hodnoty blizko 0. Cluster v obou tfidach je rozsahly (R2X) a
kvalita separace tfid od sebe (R2Y) dosahuje pouze 35 %, ¢emuz odpovidad znacny
prekryv skupin vzorki. Predik¢ni schopnost potom ukazuje, ze tento model, na zakladé
dfive feCeného nijak prekvapive, nebude schopen spravné urcit neznamy vzorek.
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Obrdzek ¢. 13: OPLS-DA graf komponentniho skore (modre — kontrolni vzorky, zelené - vzorky ze zastiesSenych
stromit)
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Pro tento graf komponentniho skore byl vyexportovan i graf vliva (Obr. 14), ktery
ukazuje, ze dalece nejvétsi vyznam pro uvedenou separaci mély uméle dodané promeénné
(oranzove — unikatni pro kazdou ze tfid). V tomto OPLS-DA grafu komponentniho skore
dvou ploch (2 — modra; 5 — Cervena) jsou vnofeny prubéhy umélé proménné,
charakteristické pro zastfeSené stromy a jedné realné zmeérené proménné — terpineol
acetatu. Je vidét ze vypovidaci schopnost relativniho zastoupeni této latky je mala —
vyskytuje se jen v malo vzorcich a jeji prub€h neni ve zvolenych skupinach opakovatelny.
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Obrazek ¢ 14: Grafviivii umélé proménné a jedné redalné zmérené proménné — terpineol acetdtu.

Nicméné, pokud pouzijeme jako oznaleni tiid Cisla ploch, ze kterych byly vzorky
odebrany, dosahneme separace, jak je uvedeno na obrazku 15. Parametry modelu nejsou
nijak presvédcivé R2Xcum=0,27, R2Ycum=0.38, Q2cum=0,20. To odpovida velké
variabilité v profilech latek, zmeéfenych ve vzorcich odebranych ze stroml na vsSech
plochéch.
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Obrazek & 15: PCA graf komponentniho skore podle ploch sbéru (1- zelend; 2-modrd; 5-Cervend; 7-Zlutd; 8-
svétle modra)

Pomoci variable importance plot zobrazeni byly vybrany pro dalsi zkoumani latky,
které maji nejvetsi vyznam pro uvedenou separaci. Jednalo se o metyl dehydroabietat,
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terpineol acetat a limonen — jejich variable line ploty ukazujici jejich vyskyt ve vzorcich
ukazuje obrazek 16. Je vidét, ze hladiny methyl dehydroabitatu a limonenu osciluji okolo
pruméru hodnot v celém datasetu (zelena Carkovana ¢ara), nicméné napt. u limonenu je
vétsina hodnot u vzorkli z plochy 5 pod primérem, stejné jako v ptipadé methyl
dehydroabiuetatu. Zastoupeni terpineol acetatu bylo popsano diive.
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Obrdzek ¢.16: Variable importance plot-zastoupeni methyldehydroabitdtu, limonenu a terpinol acetatu
v jednotlivych plochach

Vzhledem k tomu, ze v OPLS-DA grafu komponentniho skore je patrna tendence ke
shlukovani, zejména vzorka z plochy 2 a z plochy 5, byl dataset zizen pouze na tyto dvé
skupiny, scilem urCit za tuto separacti zodpovédné latky. Vysledné parametry
(R2Xcum=0. 49, R2Ycum=0.97, Q2cum=382) 1 grafické vyobrazeni vysledku ukazuji
dobrou separaci mezi skupinami i dobrou spolehlivost modelu ovéfenou vnitini kiizovou
validaci (Obr. 17). Nejvice zopovédné latky jsou v potadi dilezitosti pro separaci
methyldehydroabietat, limonen, verticilol, terpineol acetat.
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Obrazek ¢ 17: OPLS-DA grafu komponentniho skore dvou ploch (2 — modrd; 5 — Cervend)

Bylo testovano, zda se podati vySe uvedenym postupem ziskat markery i pro méné
dobfe separované skupiny z plochy 7 a 8 (viz Obr. 12). Zde sice bylo dosazeno graficky
zajimavého vysledku (Obr. 18), nicméné predikéni sila modelu byla blizko 0, a proto
nebyly zodpovédné latky dale identifikovany.
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Obrazek ¢ 18: OPLS-DA grafiu komponentniho skore dvou ploch (7 — Zluta; 8 — svétle modra)
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6 Diskuze

Na vyzkum vzorkl byla pouzita dvourozmeérna plynova chromatografie spojena s
hmotnostné spektrometrickou detekci a pruletovym hmotnostnim analyzatorem. Tato
technika se ukazala jako vhodna pro tento ucel. Jelikoz jsme se sousttedili na necilovou
analyzu, s vyhodou byla pouzita hmotnostné spektrometricka detekce — podaftilo se touto
technikou identifikovat latky na zaklad€ porovnani ziskanych spekter se spektry ve
spektralnich knihovnach.

Analyzovany byly extrakty lyka ze smrku ztepilého. Kvalitativni a kvantitativni
slozeni téchto sloucenin zavisi na fade faktori, v€etné anatomické casti stromu (jehlici,
vétve nebo SiSky), genetickych faktori a zdravotniho stavu rostlin, stejné jako na
prostredi, lokalité, kvalité svétla, sezonnich zménach a pouzitych technikach stanoveni
(Figueiredo et al., 2008; Visan et al., 2021). z vySe uvedeného mizeme piedpokladat, ze
u kazdé rostliny bude slozeni extrahovatelnych latek do jisté miry jedinecné. V této praci
bylo pouzito lyko smrku ztepilého z pfedem vybranych stromd, které se vyskytovaly na
velmi podobnych lokalitach.

Tekavé slouCeniny jehlicnatych dfevin jsou monoterpeny, seskviterpeny a
diterpeny (Visan et al., 2021). Tato studie smrku ztepilého s timto tvrzenim souhlasi.
Nejpocetnéjsi chemickou tfidou ve zkoumanych extraktech popsanych v literatute jsou
tak monoterpeny nasledované diterpeny a seskviterpeny (Schoss et al., 2022).

Smrky, které byly vzorkovany v této studii se vyskytovaly pod zastfeSenim pres
jeden cely rok. Vzorky pouzité v této praci byly sbirany v prvni poloving Cervence roku
2022. Pifi komplexnim posouzeni odliSnosti mezi vzorky byly zjistény vysoké
koncentrace monoterpend, zejména alfa a beta pinenu, béznych slozek oleoresinu smrku
(Martin et al., 2002; Sallas et al., 2003). Dle Cojocariu et al. (2004), se porovnavani
slozeni silice Picea abies mnozstvi monoterpent a seskviterpend v jednotlivych ro¢nich
obdobich muze statisticky odliSovat.

Z hlediska kvantitativniho nebyla v koncentraci vybranych terpenti zjiSténa
vyznamna odliSnost mezi stromy kontrolnimi a zastfeSenymi. Naproti tomu napf.
Kainulainen et al. (2011), pfi vyzkumu vlivu podméaceni a stresu suchem zjistil vySsi
koncentrace tricyklénu, alpha-pinenu a kamfénu u stromil vystavenych suchu nez u
stromu kontrolnich (hladina vyznamnosti 0,05). Celkovy obsah terpent byl rovnéz vyssi
u stromu vystavenych stresu. Je mozné se domnivat, ze extrémni klimatické jevy, jako
jsou napfiklad dlouhodoba obdobi sucha a viny vysokych teplot, jiz ovliviiuji stav porostu
ve stiedni Evropé (IPCC, 2007; Seidl et al., 2017), coz pravdépodobné zvysi riziko
napadeni hmyzem a thynu stromt v lesnim prostiedi, které je adaptovano na mirné
vegetacni podminky. Je mozné, ze se stres suchem na obsahu tékavych latek zkoumanych
stromi jeSté neprojevil, nebo naopak jsou stromy jiz probihajicimi extrémnimi
podminkami ,imunizované” a proto jejich reakce v tomto parametru neodpovida ve
starsi literatufe nalezenym vysledkim.

Z hlediska necilové analyzy, bylo zjistovano, které latky z celého naméfeného
profilu v extraktech nejvice souhlasi s popisem vzorku z hlediska zastfeSeni. Nutno
podotknout, ze velka variabilita v zastoupeni latek v jednotlivych stromech neumoznila
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vytvorit pomoci multivariacni statistické analyzy model, ktery by mél pfijatelné validacni
parametry pro dané rozdéleni. Proto nebylo ani mozno identifikovat latky, které by na
takové rozdéleni mély vliv.

Nicmén¢, vzhledem k pfijatelnému procentu vysvétlené variance v datech
zpracovanych pomoci PCA bylo dale zkoumano, s jakou znamou vlastnosti vzorkt toto
souvisi. Jak jiz bylo feCeno, nejednalo se o zastfeSeni/ nezastieSeni a ani o
pfitomnost/nepfitomnost vzorkovanych stromt na rozhrani lesa/paseky. V pripadé
pouziti ploch jako tfidovych identifikatort se objevil naznak separace pii pouziti OPLS-
DA pravé podle toho ze které sublokality na Kostelecku byly vzorky odebrany. Na
vysledcich OPLS-DA analyzy pii rozdélovani dobfe a nedokonale separovanych skupin
vzorku jiz v PCA je vidét, Ze neni mozno se pouze spokojit s grafickym vystupem
z programu, ale je nutné také posoudit vysledné parametry modelu, zejména predikcni
silu spoc€itanou vnitini krosvalidaci.

Jako nejvice urCujici latky, u piijatelnych modeld, byly identifikovany limonen,
terpineol acetat a methyl dehydroabietat. Ve studiich na borovice montereyské (Pinus
radiata) bylo zjisténo, ze limonen snizoval pro skudce T. piniperda atraktivitu stromu i
lapaci. V dusledku téchto vysledkii reagovaly nenapadené stromy na vysSi teploty
pfiznivéji, co se obsahu terpent tyce (Romon et al., 2017). Limonen mlze byt jednim z
primarnich inhibitord mikroorganismu. Je tedy mozné, Zze stromy na plose Cislo 2 by
mohly, v pfipadé antiatraktivnich vlastnosti limonenu i proti Ips typographus byt vice
chranéné. Limonen je uvadén pro Ips typographus jako obzvlaste toxicka chemicka latka,
spolu s myrcenem a—3-karenem. Jako jejich uCinky muizeme uvést omezeni hloubeni
chodeb nebo kladeni vajicek (Wallin et Raffa, 2002). Limonen muze dale potlacovat in
vitro vyvoj] Endoconidiophora polonica, coz je houbovy symbiont I. typographus.
(Novak et al., 2013).

Alfa-terpineol acetat je p-menthanovy monoterpenoid odvozeny od kardamomové
kyseliny. Vypada jako bezbarva latka s jemnou vani. V pritomnosti katalyzatora typu H-
beta zeolitu lze syntetizovat alfa-terpineol z alfa-pinenu (Surburg et Panten, 2016).

Methyldehydroabietat je v literatufe zmifiovan jako diterpenova slozka oleoresinu,

(Zeneli et al., 2006). (BurCova et al., 2018) prezentuje mikrobicidni ucinky této
slouceniny in vitro, zatimco MareSova et al. (2020), uvadi jeho vyssi odezvy v extraktech
smrkového lyka do souvislosti s umisténim stromu ve vnitinim porostu lesa. Relativni
mnozstvi methyldehydroabietatu bylo nadprimérné vysoké u stromi nachazejicich se v
interiéru lesa a nadprimeérné nizké u stromi nachazejicich se na okraji lesa.
Verticiiol je monoterpenovy alkohol. B&l u napadenych stromii Picea abies houbou druhu
Heterobasidion obsahovala podstatné vice této latky (Nagy et al., 2022). Antifungalni
ucinky této latky byly dale potvrzeny v praci Karli¢i¢ et al. (2021), pfi vyzkumu kury
Pinus sylvestris, jako 1 antibakterialni a antioxidacni vlastnosti. Rozdilné slozeni lyka,
zejmeéna ve souvislosti s antinutricnimi latkami mtze mit vliv na akceptanci stromu pro
kolonizaci lykozroutem a jeho nasledny vyvoj v lyku, nicméné sledovani této souvislosti
nebylo zadanim této prace.
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7 Zavér
Prace se zabyvala analyzou volatilnich organickych latek smrku ztepilého (Picea
abies, L.) ve stresovych podminkach suchem, zptsobenych jejich zastfesenim.
Vzhledem k souCasnému stavu klimatu a stale se zvySujicimu vyskytu suchych
obdobi je dulezité porozumét, jak stromy reaguji na stresové podminky. Diplomova prace

poskytuje poznatky o tékavych organickych latkach ve floému smrku ztepilého, které
mohou hrat dilezitou roli v ochrané stromu proti stresovym podminkam.

Hlavnim cilem bylo posoudit, jaké je zastoupeni tékavych chemickych latek ve
floému smrku ztepilého. Z vysledkd necilové analyzy prostiednictvim metod PCA a
OPLS-DA zalozenych na zméfenych vzorcich vyplyva, ze zastoupeni tékavych
organickych latek ve floému neni vyznamné ovlivnéno stresovymi podminkami
zpusobenymi suchem. V ramci studovanych oblasti nebyl zjistén zadny podstatny rozdil
v obsahu té€kavych latek mezi smrky zastfeSenymi a smrky v pfirozeném prostiedi.
Ukazalo se, ze zastoupeni latek je v lyku odebraném ze smrkt péstovanych na riznych
plochach rizné. Nejvétsi rozdily byly zjistény u Ctyf latek, a to methyldehydroabitatu,
verticilolu, limonenu a terpinol acetatu.

Prestoze zastoupeni tékavych latek ovlivnéné stresovymi podminkami nebylo patrné
diplomova prace nabizi popis té€chto latek a zkouma mozné mechanismy obrany stroma
proti riznym stresorum. Prace pfinasi poznatky pro dalsi vyzkum v této oblasti. V tom
by bylo zahodno propojit ziskana data s dalSimi méfenimi na stejnych stromech — analyzu
netékavych latek, a fyziologicka méfeni, coz by do budoucna mohlo 1épe porozumét vlivu
stresu suchem na strom. Tyto poznatky by potom mohly pomoci lesnickym a
ochranarskym organizacim v planovani opatfeni na ochranu lesi v dobé klimatické
zmény a zvySujiciho se sucha.
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