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Jako dusledek klimatické zmény jsou smrkové porosty v posledni dekddé vystaveny utoktm agresivniho
kirovce lykozrouta smrkového (lps typographus)(L). Ve stiedni Evropé dochdzi ke gradacim populace
tohoto Sktdce, a jeho kalamitni pfemnoZeni zplsobuje rozsahlé ekonomické a ekologické skody. Jednim

z preventivnich opatieni mize byt selekce strom( pro péstitelské programy na zédkladé biochemickych
markerU majicich souvislost s odolnosti strom( proti Gtoku kirovcd.

Samci lykoZrouta smrkového produkuji potentni agregaéni feromon, pomoci kterého svolavaji soudruhy

k hromadnému Gtoku na strom. Jednou z hlavnich sloZek je alkohol cis-verbenol, ktery se tvori oxidaci

v téle samcl ze specifického enantiomeru hostitelského monoterpenu (-)-alpha-pinenu, takze stromy

s vy$sim obsahem tohoto prostorového isomeru jsou pro brouky vyhodnéjsimi hostiteli. Pomér
enantiomer(l (-)- a (+)- alpha-pinenu tedy m{ze byt potenciondlnim znakem k vybéru smrki odolnéjsich
proti klrovci.

Cilem této diplomové prace bude shrnout v literarni reSersi poznatky o sloZzeni sekundarnich metabolitt
jehliénan( a jejich spojitosti s odolnosti vici herbivorim. V praktické ¢asti bude chemickou analyzou uréen
pomeér enantiomerd alpha-pinenu na provenien¢ni ploSe smrku ztepilého, kde jsou v klonovych fadach
péstovani jedinci pochazejici z riznych nadmorskych vysek, které Ize klasifikovat do tFi skupin tzv. ekotypu.
Ze ziskanych hodnot bude vyhodnoceno, zda je pomér enantiomerl alpha-pinenu znakem opakujicim se
v rdmci genotypu, popfipadé v rdmci ekotypu, ¢i zda to je individudlni vlastnost jednotlivych strom.

Metodika

Vyzkum bude provddén na experimentalni proveniencni ploSe smrku ztepilého v lokalité Cukrdk. Dvakrat
za sezonu bude vzorkovano lyko testovanych strom(, vzorky budou hluboce zamraZzeny a pozdéji budou
v laboratofi homogenizovény a extrahovany organickym rozpoustédlem. Extrakty budou analyzovany ply-
novou chromatografii s instalovanou chiralni kolonou s fazi schopnou separovat enantiomery. Retencni ¢as
cilovych enantiomeri alpha-pinenu bude potvrzen po porovnani's retenénim ¢asem komercné dostupnych
standard(l. Vysledky budou statisticky vyhodnoceny a bude diskutovano opakovani tohoto znaku v rdmci
genotypl a ekotypt stromu.
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Rozvrh: Kvéten/srpen2021-odbéry vzork( na lokalité + zpracovani v laborato¥i, Zafi/prosinec2021-méreni
vzorkll a vyhodnocovéni vysledkd, prizkum odborné literatury, Leden/duben 2022 kompilace vysledk
a poznatku z litearatury do diplomové prace
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Abstrakt

Piedkladana diplomova prace pojednava o vlivu poméru enantiomerti a-pinenu na
odolnost smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.) proti utoku lykozrouta smrkového (Ips
typographus (L.)). Stézejni myslenkou této prace je stereospecifita detoxikace terpenti
lykozroutem. Za ptitomnosti (-)-a-pinenu v lyce lykozrout béhem utoku na strom
produkuje cis-verbenol, ktery slouZi jako jedna z hlavnich slozek agrega¢niho feromonu.
Pti vstupu (+)-a-pinenu do stejné reakce je produktem trans-verbenol, ktery agregacni
funkci postrada. Stromy s niz§im pomérem (-)-a-pinenu oproti druhému enantiomeru
maji tak vetsi Sanci odolat Gtoku lykozrouta. Pomér enantiomert a-pinenu byl stanoven
pro smrky na lokalité ,,Cukrak®. Smrky jsou zde péstovany na proveniencni ploSe v
klonovych fadach, které reprezentuji tfi zakladni ekotypy smrku. Byly analyzovany
vzorky z extrakti lyka, odebraného na jate 2019, v Iéte¢ 2019 a v 1ét€¢ 2021. Pomeér
enantiomert byl nasledné stanoven pomoci plynové chromatografie. Sledovany znak se
lisil napti¢ genotypy. Mezi ekotypy nebyla pozorovéna odliSnost. Znak se nelisil mezi
jednotlivymi odbéry pro rtizné sezony. U genotypl s pfiznivou hodnotou poméru
enantiomert je vhodné zvazit jejich zafazeni do Slechtitelskych programd, jelikoz se

jedna o dédi¢ny znak.

Kli¢ova slova: Smrk ztepily, (-)-a-pinen, Ips typographus, Lykozrout smrkovy,

dédi¢ny znak



Abstract

The presented thesis discusses influence of an a-pinene enantiomeric ratio on
resistence of Norway spruce (Picea abies (L.) Karst.) against attack of the European
spruce bark beetle (Ips typographus (L.)). Key idea of this thesis is the stereospecifity of
detoxification of terpenes by the bark beetle. In the presence of (-)-a-pinene in phloem
the bark beetle attacking the tree produces a cis-verbenol, which serves as one of the basic
component of the agregation pheromone. Upon entry of the (+)-a-pinene into the same
reaction the product is a trans-verbenol, which lacks the attractive function. Trees with
lower ratio of the (-)-a-pinene, compared to the other enantiomer have higher chances of
withstanding the bark beetle's attack. The a-pinene enantiomeric ratio was determinated
for spruce in the location ,,Cukrak®. Spruce here is cultivated on the provenience growth
in clone rows, which represent three basic spruce ecotypes. The phloem extract was
analysed, the sampling took place in spring 2019, summer 2019 and summer 2021. The
enantiomeric ratio was determined by the gas chromatography. The observed trait varied
between genotypes. There was no observed difference between ecotypes. The trait did
not differ in between samplings during different seasons. For genotypes with a favourable
enantiomeric ratio, it is adviseble to consider their inclusion in breeding programmes as

this trait is heritable.

Key words: Norway spruce, (-)-a-pinene, Ips typographus, European spruce bark

beetle, heritable trait
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1 Uvod

24

Ceské lesni hospodaistvi, pro které je smrk ztepily (Picea abies (L.) Karst) stale
nejpodstatnéjsi produkeni dievinou. Jedna se sice o sekundarniho sktdce, ktery napada
prevazné oslabené stromy, pii gradaci vSak vykazuje agresivni chovani a napada i zdravé
porosty (Kfistek et al., 2002). Vlivem klimatické zmény a vykyvt pocasi poslednich let
jsou porosty smrku oslabovany a snaze podléhaji lykozroutu smrkovému. Jehli¢nany
disponuji V boji proti lykozroutim vyvinutym obrannym systémem, zaloZzenym na
konstitutivni a indukované obrané (Bonello et al., 2006), vyuzivajicim Sirokou Skalu
chemikalii znamé jako sekundarni metabolity (Taiz, Zeigler, 2002). Ve vsech pletivech a
zejména V pryskyfici jehlicnani se vyskytuje obsahla skupina terpenil plnicich Sirokou
Skalu funkci. U jehlicnant pfedstavuje vétSinu slozeni terpent o-pinen nasledovany
B-pinenem. Je to pravé a-pinen, jehoz enantiomery hraji podstatnou roli v interakci smrku

s lykozroutem.
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2 Cile prace

Cilem prace je v teoretické Casti shrnout poznatky o sekundarnich metabolitech
jehlicnant a jejich spojitost s odolnosti vii¢i herbivoriim. Vzhledem k praktické casti je
tato teorie zalozena na odolnosti smrku ztepilého (Picea abies (L.) Karst.) proti

lykozroutu smrkovému (Ips typographus (L.)).

V praktické casti je cilem prace stanovit pomér enantiomertt o-pinenu na
proveniencni ploSe smrku ztepilého a statisticky vyhodnotit, zda je pomér enantiomerti
a-pinenu znakem opakujicim se v ramci ekotypu, genotypu, Ci zda se jedna o individualni

vlastnost jednotlivych stromd.
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3 Literarni reSerse

3.1 Smrk ztepily (Picea abies (L.) Karst.)

s bohatou tradici. Je pomérné nenaro¢ny z hlediska péstovani. Jeho dievo rychle pfirtsta,
je kvalitni a univerzalné vyuzitelné. Kvuli svym pozitivnim vlastnostem byl casto
vysazovan i mimo svij pfirozeny areal (¢asto V monokulturach), coz vedlo ke snizeni
vytéznosti, ekologickym problémim i ohroZzeni vitality a stability porosti (Poleno et al.,

2009). K témto problémutm se vlivem klimatickych zmén pfidava i gradace skudcu.

3.1.1 Obecna charakteristika

Smrk ztepily je polostinny az stinny druh s vysokymi naroky na vodu a naopak
nizkymi néaroky na teplotu. Smrku vyhovuji kratkd vegetacni obdobi s kratSimi a
chladnéjsimi 1éty. Vysoké teploty spole¢né s nedostatkem vody béhem vegetacni sezony
pro smrk pfedstavuji limitujici faktor. Pfirozeny vyskyt smrku neni zésadné limitovan
nadmoftskou vySkou, ale spiSe chladnym kontinentdlnim klimatem a dobrym vodnim
rezimem (Poleno et al., 2009). Pudni naroky smrku jsou nizké. Souvislé smrkové porosty,

obzvlaste péstované monokulturné, zhorsuji vlastnosti lesnich pad (Kacalek et al., 2017).

Pro smrk je typicky plochy kotevni kofenovy systém, ve kterém jsou vyrazné
odliSeny horizontalni kosterni a vertikalni kofeny. Stavba kofenového systému je zavisla
na uzivnosti pudy a dostupnosti vody. Na chudsich a sussich ptdach je kotfenovy systém
rozvinutéjsi jak v horizontdlnim tak, vertikdlnim sméru. Naopak na UZivnych a
podmacenych a stanovistich jsou porosty velice nestabilni a nachylné k bofivym vétrim

(Kacalek et al., 2017).

3.1.2 Ekotypy smrku ztepilého

Smrk ztepily se vyznacuje podstatnou morfologickou variabilitou. Variabilita je
Populace adaptované na lokalni podminky tak vykazuji zvySenou odolnost proti
abiotickym faktorim, predev§im snéhu a vétru. Morfologicka adaptace se projevuje na
tvaru koruny nasazeni vétvi, ¢i tvaru jehlic. Mimo to se ekotypy odliSuje také zemepisnym
pivodem, klimatickymi naroky a konkuren¢ni vegetaci mista pivodu (Binova et al.,

2020).

13



V zavislosti na rozdilné morfologii rozli§ujeme na tzemi Ceské republiky tii
zakladni ekotypy, odliSujici se v ekologickych narocich, které jsou pevné spjaty

s nadmoiskou vyskou jejich ptivodu (Cepl et al., 2020).

e Chlumni ekotyp (acuminata) se vyznacuje Sirokou eliptickou az vej¢itou korunou,
obvykle tmavou borkou. Vétve prvniho fadu jsou dlouhé a §tihlé, ke kmeni
posazené¢ v pravém uhlu. Vétve druhého a trettho faddu jsou hiebenité az
hiebenitosvazcité. Jehlice jsou dlouhé a fidké. Vyskytuje se v nadmoiskych
vySkach do 500 m (az 700 m) (1-5. lesni vegetaéni stupein) Vyznacuje se rychlym
rustem v mladi.

e Horsky ckotyp (europaea) se vyznacuje krat$i a stfedné Sirokou korunou
konického tvaru. Kmen je vélcovity. Vétve prvniho tadu jsou nasazeny pievazné
vodorovné. Vétve druhého a tretiho fadu jsou svazcité, kratsi, hustsi a previslé.
Vyskytuje se v nadmoiskych vyskach 700-1050 m (5 a 6. lesni vegetacni stupen).
Z péstitelského hlediska se jedna o ekotyp dosahujici nejvyssich piirtsta.

e Vysokohorsky (obovata) se vyznacuje Stihlymi hustymi korunami pyramidového
tvaru. Kmen je siln¢ sbihavy. Vétve jsou ploché, napojené blizko kmene silné a
previslé. Jehlice jsou husté, tupé a kratké. Tento ekotyp je nejlépe adaptovan na
silné vrstvy snéhu, silny vitr i namrazu. Ptirozené se vyskytuje v nadmotskych
vyskach pfiblizn€ 1100 m aZ po horni hranici lesa. Vyznacuje se pomalym ristem

Vv mladi.

Popsané charakteristiky ekotyptli jsou rdmcové a orientacni. Znaky jednotlivych
ekotypll se mohou prolinat. Znaky se mohou zasadné lisit, pokud se jedna o solitérniho,
nebo zapojeného jedince. Také by se neméla piislusnost jedinci k ekotypu posuzovat

pouze na zakladé jediného znaku (Snytr, 2009).

3.1.3 Reakce Smrku ztepilého na stres

Pfi populaéni gradaci jsou k napadeni lykoZroutem vice nachylné stromy pod
vlivem stresu. Podstatnym stresorem posledni doby je sucho spojené s globalni zménou
klimatu, ktera bude mit komplexni dopad na ekosyst¢ém a tim paddem 1 na lesni

hospodarstvi (Trumbore et al., 2015).

Vyssi teploty a sucho postupné snizuje vodni tlak v xylému. Dieviny nadchylné ke
stresu z nedostatku vody na to reaguji zavienim stomat. Dojde k poklesu fotosyntetické

aktivity a klesa i zasoba nestrukturnich sacharidii (NSC; non-structural carbohydrates),

14



zejména zakladnich mono a oligosacharidu a Skrobd (Adams et al. 2013). Zasoba NSC
predstavuje zakladni energeticky zdroj stromu pro respiraci, rist, reprodukci, uskladnéni
a produkci konstitu¢nich i1 indukovanych specialnich (sekundarnich) metaboliti.
Dostupnost a rozdéleni NSC pro syntézu latek s obrannou funkci se v ptipad¢ sucha méni
nelinearnim zplisobem v zavislosti na druhu metabolitu, nacasovani a intenzité stresu
(Huang et al., 2020). Jednotlivé stromy Casto pterozd€luji zasoby NSC pro syntézu
specidlnich metabolitl, ur¢enych pro opravu poSkozeni spojeného se stresem, nebo na

posilovani obrany (Huang et al., 2019).

Syntéza terpenti a emise tékavych latek se u jehlicnand zvySuje se stupiiujicim se
stresem ze sucha az do kritického bodu, kdy za¢ne opét klesat vlivem vazného nedostatku
vody (Holopainen et al., 2018). Obdobny jev pozorujeme i u pryskyfi¢nych tokd, béhem
mén¢ zavazného sucha se zvysuji a snizuji se a ustavaji az pii vazném nedostatku vody
(Gaylord et al., 2013). Tato skute¢nost miize poukazovat na to, Ze prostfednictvim
terpentl davaji okoli najevo zmény v obranyschopnosti stromu. Celkova koncentrace fady
dalsich specialnich metabolitii (mimo terpeny) se vlivem sucha ve vétSin€ ptipad neméni

(Koricheva et al., 1998).

Obrana stromu jako celek je siln¢ zavisla na intenzité, nacasovani a délce suché
periody. Stromy chronicky vystavované stresu jsou odolnéjsi proti utoku lykozrouta nez
stromy vystavené akutnimu nedostatku vody. V ptirodé miize gradace lykozrouta pisobit
jako pfirozeny vybér tim, Ze se vyhne genotyptim, které jsou 1épe adaptované na tepléd a

sucha stanovisté (Netherer et al., 2021).

3.2 Obranné mechanismy jehli¢nani

Jehlicnany maji efektivni obranny systém, ktery prodélal minimalné 45 miliont
let ptirozené selekce. Odpuzuje nebo hubi herbivory a chemickou nebo fyzickou cestou
brani priniku patogenti (Bonello et al., 2006). Obrana je zna¢né ovliviiovana podminkami
prostiedi, zejména oslunénim a teplotou (Berini et al. 2018). Obrana jehli¢nant je
uroviiova, kazdy dalsi stupenl obrany je aktivovan po selhani pfedchoziho stupné. Prvnim
prvkem obrany je konstitutivni rezistence, jejimz principem je zadrzet nebo odpudit
Sktidce. Ve druhé fazi se napadena rostlina brani s cilem eliminovat Skidce. Ve tieti fazi
regeneruje a zotavuje se ze Skod. Ve ¢tvrté fazi ziskava vyssi odolnost proti opétovnému
napadeni konkrétnim sktidcem (Bonello et al., 2006). V principu se jedna o dva zakladni

mechanismy: o konstitutivni obranu a indukovanou obranu.
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3.2.1 Konstitutivni obrana

Konstitutivni obrana je systém, skladajici se z fyzickych a chemickych bariér,
kterymi pletivo znesnadnuje napadeni. Jedna se o pasivni rezistentni mechanismus
z morfologického hlediska zahrnujici pryskyticné kanalky, floémové builky obsahujici
fenolické latky a silné lignifikované buiiky. Skodlivé organismy napadajici jehli¢nany
musi tyto bariéry piekonat (Bonello et al., 2006). Z pohledu rostliny byla investovana
energie na tyto rezistentni prvky jiz pfed samotnym napadenim. Investice energie do
konstitutivni obrany zajiStuje zpomaleni a umirnéni prvotniho naporu napadeni a
poskytuje prostor pro zapojeni induktivni obrany (Francesci et al., 2005). Tento typ
obrany neni cileny na konkrétniho Skidce, ale je €inny proti Siroké Skale nepratelskych

organismil.

Pti pokusu o poruseni kiiry je vyloucena pryskytice obsahujici toxické terpenoidy
a fenolické latky. Primarni (konstitutivni) pryskyfice se formuje nepfetrzité a akumuluje
se ve specidlnich pletivech. Pryskyficné buniky v riznych rodech a druzich jehli¢nant
nabyvaji riznych podob a jsou rizné rozvinuté. Od jednotlivych pryskyfi¢nych bunck az
po struktury pryskytiénych kanalkd. Konstitutivnost tohoto obranného prvku spociva ve
skutecnosti, ze porusenim pryskyfi¢ného kanalku a pfistupem vzduchu pryskyfice tuhne
a brani dalSimu postupu narusitele (Lewinsohn et al., 1991). Smrky se siln&jsi kirou a

vvvvvv

(Wermelinger, 2004).

3.2.2 Indukovana obrana

Indukovana obrana je aktivni systém spustény po napadeni skiidcem, Vv ptipadé
lykozrouta to je prinik do lyka zavrtem. Poskozeni téla aktivuje urcité geny, nebo dochazi
K transla¢nim Gpravam produkti proteosyntézy. Indukovana obrana muze byt cilena na
konkrétniho skiidce. Vysledkem je produkce specifickych sloucenin. Strom investuje

zdroje po tom, co je napaden cizim organismem (Bonello et al., 2006).

Indukovanou obranu mizeme teoreticky rozdélit do péti kategorii. V praxi se
obranné faktory dopliuji a nezévisle na kategorii, do které spadaji, dopliuji ve vysoce
integrovanou a koordinovanou odpovéd’, kterou dané okolnosti vyzaduji (Eyles et al.,
2009):
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1. Indukovana chemickd obrana produkce toxickych, antimikrobidlnich,
nevyzivnych a nestravitelnych latek s malou molekularni hmotnosti. Tato skupina
zahrnuje alkaloidy fenolické latky a terpenoidy.

2. Indukovand bilkovinova obrana — produkce bilkovin, peptidi a enzymu
S podobnym ucinkem jako v prvni kategorii.

3. Indukovana anatomicka obrana — tvorba strukturnich ptekazek

4. Induktivni ekologicka nebo nepfima obrana — vabeni pfirozeného nepiitele Skidce
napadajiciho strom

5. Induktivni tolerantni obrana — pierozdéleni zdroji na regeneraci pletiv, pfesun

zasob do neposkozenych Casti téla apod.

V souvislosti s timto obrannym mechanismem Ize hovofit o imunitnim systému
rostliny. Jedna se o schopnost vSech bun¢k hostitele reagovat na poskozeni, které
prodélala ¢ast jeho téla. Tato imunita je zaloZena na detekci latek dokazujicich pritomnost
Sktidce (napt. oxidované terpeny vyloucené lykozroutem nebo chemické produkty houby,
kterou ptfendsi lykozrout) pomoci signalnich molekul, které spousti signalni kaskadu
(Salacova et al., 2015). Rostlina tak dokaze rozpoznat, jestli se jedna o napadeni Skiidcem,

nebo o fyzické poskozeni (Dvorakova et al., 2011).

Pteziti stromu napadeného podkornim hmyzem zavisi v praxi vice na induktivni

obran¢ nez na konstitutivni (Raffa, 2014).

3.2.3 Sekundarni pryskyrFice

Ptikladem indukované obrany u jehli¢nant je tvorba sekundéarni pryskyfice a
traumatickych pryskyfi¢énych kanalkd (tok) (TRD; Traumatic resin ducts) (Bonello et
al., 2006). Sekundarni pryskyfice (oznaovana také: balzam, oleoresin, oleopryskyftice)
je produktem specifickych fyziologickych procest a je ukladana ve specializovanych
parenchymatickych buiikach floému. Jedna se o komplexni smés, jejiz zaklad je tvoren
terpentynem (turpentine) a smolou (rosin, colophony) (obr. 1). Terpentyn je tvofen
monoterpeny a seskviterpeny. Terpentyn je tékavé rozpoustédlo slouzici pro transport
latek s vys$8i molekularni hmotnosti obsazenych ve smole do mist naruSeni rostlinného
téla. Smola obsahuje diterpeny a pryskyfi¢né kyseliny. Za piistupu vzduchu se terpentyn
odpafuje a smola tuhne, uzavira rany a ¢asto uvéziiuje hmyzi sktdce v rané (Phillips,
Croteau, 1999). Monoterpeny ve vysokych koncentracich maji na hmyz repelentni

ucinek, hubi v§echna vyvojova stadia podkorniho hmyzu a maji slabsi fungicidni G¢inek.
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Diterpenické kyseliny maji vysoky fungicidni G¢inek a mensi vliv na aktivitu hmyzu
(Raffa, 2014). Traumatické pryskyfi¢né kanalky zajistuji dodate¢ny vyron pryskyfice.
Neni vzdy mozné piesné urcit, zda se jednd o traumatické pryskyticné kanalky (TRD),
nebo o konstitutivni pryskyficné kanalky, rovnéz jako neni jistd hranice mezi
konstitutivni a indukovanou produkei a slozeni pryskyfice. V misté poskozeni se vSak

vzdy kumuluje zvySené mnozstvi pryskyfice (Lewinsohn et al., 1991).

Monoterpenes

QT Q QP

Limonene Camphene B-Phellandrene Terpinolene 3-Carene

Sesquiterpenes
: r ; i‘\ ; AN
&-Selinene y-Humulene p-Caryophyllene

Diterpene resin acids

“COOH “COOH “COOH

Abietic acid Neoabietic acid Dehydroabietic acid

Obrazek 1 Zakladni slozky sekundarni pryskyrice, terpentyn je zastoupen monoterpeny a seskviterpeny,
smola je zastoupena diterpenickymi pryskyricnymi kyselinami. Monoterpeny jsou derivaty odvozeny od geranyl
difosfatu, seskviterpeny od farnesyl difosfitu a diterpeny od geranyl geranyl disfosfatu. Z diterpenii se po dalsich

oxidativnich modifikacich stavaji pryskyricné kyseliny (Phillips, Croteau, 1999).
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3.3 Sekundarni metabolity jehli¢nanii

Vsechny rostliny produkuji znacné mnozstvi organickych latek, které nemaji
piimy vliv na rist a vyvoj, nebo dalsi zékladni procesy. Tyto latky jsou znamé pod
oznacenim sekundarni metabolity. Oproti primarnim metabolitim se konkrétni
sekundarni metabolity mohou vyskytovat jen v konkrétnich fadech, ¢eledich, rodech i
druzich rostlin. Podobné jako jejich slozeni je rtiznorodd i funkce jednotlivych
sekundarnich metabolitli. Z chemického hlediska muzeme sekundarni metabolity rozdélit
do tii kategorii: terpeny, fenolické latky a dusikaté slouceniny (Taiz, Zeigler, 2002) (obr.

2). Vzhledem k cilim diplomové prace budou podrobnéji probrany terpeny, monoterpeny

a a-pinen.
co,
Photosynthesis
PRIMARY CARBON METABOLISM
Erythrose-4-phosphate / \ 3-Phosphoglycerate
Phosphoenolpyruvate Pyruvate (3-PGA)
Tricarboxylic Acetyl CoA
acid cycle
Aliphatic
amino acids
v v
Shikimic acid Malonic Mevalonic
pathway acid pathway acid pathway MEP pathway
Aromatic
amino acids

v

Nitrogen-containing
secondary products

A A4 A Y

» | Phenolic
» | compounds

Terpenes

SECONDARY CARBON METABOLISM

Obrazek 2 Schématické znazorneni vzniku sekundarnich metabolitit v zavislosti na primdrnim metabolismu

(Taiz, Zeigler, 2002)

19



3.3.1 Chemicka povaha terpenii

Terpeny tvofi nejrozsitendjsi a strukturné nejrozmanitéjsi skupinu sekundarnich
rostlinnych metabolitd. Hraji dtlezitou roli v interakci rostliny s hmyzem, patogeny a
jinymi rostlinami (Dudareva et al., 2004). N¢které terpeny vykazuji vliv na rust a vyvoj
rostliny, lIze je tak v né€kterych pfipadech povazovat za primarni metabolity spiSe nez

sekundarni (Taiz, Zeigler, 2002).

Z chemického hlediska se jedna o latky sloZzené ze dvou nebo vice izoprenovych
jednotek. Izoprenova jednotka ptedstavuje pétiuhlikatou slouceninu (obr. 3). Terpeny se
déli podle poctu izoprenovych jednotek. V rostlinach jsou nejvice zastoupeny prvni dveé
skupiny: monoterpeny, obsahujici 2 jednotky a seskviterpeny, obsahujici 3 jednotky.
Vyssi terpeny se nachazi jak v rostlinném, tak Zivo¢isném materialu. Vyssi terpeny jsou:
diterpeny (4 jednotky); triterpeny (6 jednotek) a tetraterpeny (8 jednotek). Jako
polyterpeny jsou oznacovany terpeny tvoieny vice nez 8 jednotkami (Taiz, Zeigler,
2002).

H,C
" CH— CH=CH,
H,C7

Obrazek 3 Strukturni vzorec izoprenové jednotky (izopren; 2-methylbuta-1,3-dien), zdkladni stavebni
jednotky terpeni (Taiz, Zeigler, 2002)

Izoprenové jednotky jsou véazany systémem hlava-pata, hlava-hlava, pata-pata,
kde hlava je atom C(1) a pata atom C). Dle uspofadani fetézce se déli na alifatické a
cyklické. Pfitomné dvojné vazby mohou byt nasyceny. Podle zastoupeni funkcénich
skupin se jedna o uhlovodiky, nebo jejich derivaty (terpenoidy), nejcastéji alkoholy,
aldehydy a ketony (Klouda, 2013).

Biologickd  syntéza  izoprenovych  jednotek  vychazi  z kombinace
isopentenyldifosfatu (IPP) a dimethylallyldifosfatu (DMAPP). Oba tyto prekurzory jsou
vzajemné strukturni izomery. Tyto dva prekurzory vznikaji dvéma rtiznymi drahami,
reprezentujici dvé slozité chemické reakce (obr. 4) (Klouda, 2013). Pfi¢emz oba
prekurzory jsou produktem obou drah. V obou drahach dochazi k syntéze prekurzort
jinym zptsobem a produktli obou drah je uplatnéno pti syntéze riznych skupin terpent

(Dvorakova et al., 2011).
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Prvni zpisob reprezentuje draha mevalonatové kyseliny (mevalonic acid pathway,
MVA), kde jsou zdrojem uhliku tii molekuly acetyl-CoA. U rostlin jsou prekurzory
vzniklé MVA drahou upotifebeny v syntéze seskviterpent a triterpeni. MVA draha
probiha v cytosolu bunék (Taiz, Zeigler, 2002).

Druhou drahou je draha pyruvatova (také oznaCovana jako Rohmerova)
(methylerythrol phosphate pathway, MEP), kde jsou zdrojem uhliku molekuly
glyceraldehyd 3-fosfat a pyruvat (Taiz, Zeigler, 2002). U rostlin jsou prekurzory vzniklé
MEP drahou uplatnény pfi syntéze monoterpend, diterpeni a tetraterpenti. MEP drdha
probiha v plastidech bun¢k. S MEP drahou se setkdvame pouze u rostlin a fas (Dvorakova

etal., 2011).

U rostlin neni rozdéleni zptisobu vzniku prekurzorii jednotlivych skupin terpent

striktni. Obé drahy se mohou propojovat a dopliiovat (Dvoiakova et al., 2011).
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H ™
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!
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Obrazek 4 Syntéza terpenii. U rostlin jsou péti-uhlikaté jednotky terpenii syntetizovany dvéma riiznymi
drahami: MVE (vievo) a MEP (vpravo). IPP a DMAPP jsou zkombinoviny do deseti-, patndcti-, a vice uhlikatych
terpenui (Taiz, Zeigler, 2002)

Skladba terpeni a enantiomericka struktura jehlicnand je silné podminéna
genetickym puvodem (Kénnaste et al. 2012), méné sledovanym pletivem stromu (Borg-
Karlson et al. 1993) nebo geografickou polohou a podminkami prostiedi (Persson et al.,

1996). Zmény v koncentracich a slozeni monoterpent je spojovana se stresem vzniklym

interakci s lykozroutem.
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3.3.2 Monoterpeny

Monoterpeny jsou acyklické, monocyklické nebo bicyklické izoprenoidy se
dvéma izoprenovymi jednotkami (10 atomu uhliku). Jsou uplatiovany v regulaci ristu,
reprodukénim cyklu obrannych mechanizmech a pienosu signalu mezi rostlinou a
ostatnimi organismy. Monoterpeny jsou produkovany pouze rostlinami, bakteriemi a
nékterymi druhy hmyzu. Nejrozsifenéj$imi jsou pineny (a-pinen a B-pinen), které tvori
soucast pryskyiice jehlicnani. Monoterpeny jsou syntetizovany parenchymatickymi
bunikami a ukladany ve vakuolach, bunécné stén€ nebo pryskyticnych bunkach. Funkce
monoterpentt spo¢iva predev§im v interakci rostliny s prostiedim, komunikaci mezi
rostlinami, ochrané pfed vysychanim ochrané pred Skidci a vabeni opylovaci

(Dvorakova et al., 2011).

Zaman (2019) uvadi, ze pro smrk ztepily jsou v konstitutivni obrané
nejpodstatnéji zastoupeny (-)-a-pinen (pfiblizné 24 %); (+)-a-pinen (pfiblizn¢ 29 %) a
(-)-B-pinen (piiblizné 34 %).

Monoterpeny se vyznacuji dualitou ve vztahu k 1ykozroutim. VétSina je pro hmyz
ve velkych davkach toxicka, toxicky efekt je navic umocnén, pokud se ve smési nachazi
vice monoterpent (Zaman, 2019). Na druhou stranu si zastupci ¢eledi Scolytidae béhem
evoluce vyvinuli schopnost tyto latky neutralizovat oxidaci a produkti detoxikace

vyuzivat jako latek pro komunikaci (Birgersson et al., 1984).

Pro nékteré druhy hmyzu muize slouzit emitovana monoterpenicka slozka jako
hlavni atraktant, dle které¢ho je vyhledavan hostitel, pro n¢které druhy maji monoterpeny

aditivni efekt k agregacnim feromontim (Seybold et al., 2006).

Pti napadeni lykozroutem je celkova produkce monoterpent zvysena (v piipadé
smrku ztepilého zejména a-pinenu) (Ghimire et al., 2016). Zvyseni davky mize prispivat
k agrega¢nimu efektu feromont (Netherer et al., 2021; Erbilgin et al., 2007).

Hmyz ¢asto napada oslabené stromy produkujici men$i mnozstvi monoterpent
spiSe nez stromy zdravé, které na napadeni dokézi reagovat zvySenim produkce
monoterpenti nebo zménou jejich slozeni. Smés monoterpenit emitovana rostlinou je
Casto velice slozitd a k jejimu uvoliiovani dochazi 1 vtéch cCastech rostliny, které
napadeny nebyly. Vysledné slozeni tudiz zavisi na vétsim mnozstvi faktorti (Dvorakova

etal., 2011).
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3.3.3 Pineny

Pineny jsou bicyklické uhlovodiky s dvojnou vazbou se sumarnim vzorcem
Ci0H16. Rozeznavame dva aktivni konstituéni izomery o-pinen a fB-pinen, které se 1isi
polohou dvojné vazby. Oba konstitu¢ni izomery se vyskytuji ve dvou enantiomerech (+)

a (-), v zavislosti na konfiguraci chiralnich atomut uhliku (C1 a Cs) (obr. 5).

Enantiomery jsou jinak nazyvany optické izomery. Jedna se o dvé latky, se
shodnym sumdarnim i strukturnim vzorcem, jejichz zrcadlové pievracené obrazy se
nepiekryvaji. Jedna se o opticky aktivni latky s minimalné jednim chirdlnim uhlikem,
schopné stacet rovinu polarizovaného svétla, ptfi¢emz znaménko (+) a (-) udava smér
stoceni (Salehi et al., 2019). Lisit se mohou tyto latky v toxicité a biologické aktivité vici

riznym organismim. Souhrnné jsou v8ak povazovany za fungicidni a insekticidni (Rivas

da Silva et al., 2012).

(1R)-(+)-a-pinene (1S)-(—)-a-pinene

clc!

(1R)-(+)-B-pinene (1S)-(—)-B-pinene

Obrazek 5 Strukturni chemické vzorce obou enantiomeri o-pinenu a f-pinenu (Salehi et al., 2019)

3.3.4 @-pinen a enantiomericky pomér
Pro vztah obrany stromu s lykozroutem hraje enantiomericky pomér a-pinenu
podstatnou roli z nékolika divodi. Jedna o nejhojnéji zastoupeny monoterpen (spolu s

B-pinenem). Jedna se o t€kavou organickou latku (volatile organic compound; VOC), tato
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latka zprosttedkovava komunikaci s okolim. M4 ve velkém mnozstvi toxicky uc¢inek vici
hmyzu i jeho symbiotickym houbam (Zaman, 2019). Derivaty a-pinenu o rizné chiralité

maji rozdilné funkce.

Detoxika¢ni proces tvorby feromonu lykozroutem na zakladé o-pinenu je
charakterizovan jako stereospecificka hydroxylace (obr. 6), pti¢emz v ptipadé vstupu
(-)-o-pinenu do této reakce je produktem Ccis-verbenol, ktery je zakladni slozkou
agregacniho feromonu Lykozrouta smrkového (Ips typographus). Pii vstupu
(+)-a-pinenu do této reakce je produktem trans-verbenol, kterému je piikladana slaba
agregacni funkce, zanedbatelny efekt, nebo anti-agregacni funkce (Zhao et al., 2010;
Lindstrom et al., 1989; Schlyter et al., 1987).

Je prokazano, ze pomér Cis- a trans-verbenolu ve feromonu lykoZrouta koreluje
s pomérem enantiomert a-pinenu hostitele (Lindstrom et al., 1989), ackoliv lykozrouti
mohou pro syntézu verbenoli vyuZzivat dodateéné i dal$i slouceniny hostitele

(Ramakrishnan et al., 2021; Klimetzek, Francke, 1980).
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Obrazek 6 Transformace monoterpenii na feromony. Hydroxylace a-pinenu probihd stereospecifickym
zpuisobem, nasledna oxidace cis/trans-verbenolu na verbenon je pozorovana ve stievé lykozrouta i u mikroorganismii
zavlecenych lykozroutem (Phillips, Croteau, 1999).

a-pinen je produkovan v riizném enantiomerickém poméru napii¢ riznymi rody
jehli¢nani (Klimetzek, Francke, 1980), ale i mezi druhy se toto rozpéti pohybuje od téméf
Cisté produkce (+) do téméf Cisté produkce (-) enantiomeru (Linstrom et al., 1989). Pro
jeden konkrétni enantiomer nebo slou¢eninu se 1isi synteticka draha napti¢ riznymi druhy
a rody produkujicimi tuto latku, pticemz je preferovano rozdilné enantiomerické slozeni
(Wang et al., 2022). Objevuje se nazor, ze zastupci ¢eledi borovicotvarych (Pinaceae)
severni Ameriky maji tendenci kumulovat vy$s§i mnozZstvi (+) enantiomeru, u evropskych

a asijskych zastupci této Celedi je tomu naopak (Rivas da Silva et al., 2012).

Zastoupeni i enantiomericky pomé&r monoterpentl se podstatné 1isi v zavislosti na
sledovaném pletivu. Borg-Karlson et al. (1993) mimo a-pinenu sledovali osm dalsich
monoterpent (napi. B-pinen, limonen) v relativnim zastoupeni v xylému z kmene;

xylému, floému z vétvi, pryskyfici a jehlicich ze dvou stromi. Zastoupeni (-)-a-pinenu
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V porovnani s (+) enantiomerem bylo podstatné vyssi v jehlicich (80-90 %), v porovnani

s xylémem odebranym z kmene a pryskytici (40 %).

Enantiomericky pomér a-pinenu hostitele tak ovliviiuje, v jaké koncentraci bude
ve feromonu zastoupen cis- a trans-verbenol, coz mtze byt rozhodujici faktor uspésnosti

utoku na strom.

3.4 LykoZrout smrkovy

3.4.1 Charakteristika

Lykozrout smrkovy (Ips typographus) je zastupce ¢eledi nosatcovitych
(curculionidae), podceledi kurovcovitych (Scolytinae). Jedna se o hospodaisky
nejvyznamnéjsiho a nejagresivnéjSiho Skiidce na smrkovych porostech. Je jednim ze Sesti
zastupct rodu Ips, vyskytujicich se na nasem uzemi. Spole¢né s 1ykozroutem mensim (1ps
amitinus) a lykozroutem severskym (Ips duplicatus) napada smrk ztepily, tyto druhy se

Casto vyskytuji spolecné.

LykozZrout smrkovy je sekundarnim Sktidcem, ktery napada Cerstveé vytézené diivi,
polomy, nebo fyziologicky oslabené porosty spiSe nez zdravé stromy. ZvysSeny vyskyt
Iykozrouta se objevuje téméf po kazdém velkoplosném polomu zplsobeném
klimatickymi ¢initeli (Kfistek et al., 2002). V piipad¢ nadbytku vhodného materialu
k mnozeni dochazi k popula¢ni gradaci (Wermelinger, 2004). Gradace je Uzce spjata

S vyvojem pocasi. Pfemnozuje se zejména v porostech IV. a V. v€kové tridy.

3.4.2 Hostitelska dievina

Hlavni hostitelskou dievinou stiedni Evropy je smrk ztepily (Picea abies L.).
Vyjimecné napada modiin opadavy (Larix decidua) a velmi vzacné borovici lesni (Pinus
sylvestris). Obecné Ize tvrdit, Ze se objevuje na puvodnich i introdukovanych druzich

smrku, modfinu, n€kdy i na borovici nebo jedli (Skuhravy, 2002).

3.4.3 Reprodukéni strategie a Zivotni cyklus

V zavislosti na pocasi a nadmoiské vySce pozorujeme az tii generace do roka.
Ptezimuji vSechna vyvojova stadia mimo vajicek, pficemz vétSinu tvoii dospélci, ze
kterych vétSina zimuje pod klirou napadenych smrk, preferujice lezici dfevo (Matousek,

2012).

Teplota téla je zasadnim faktorem aktivity 1ykoZzrouta. Pfi teplotach vysSich nez

7 °C se zacina pohybovat. PIné aktivity dosahuje az v rozmezi teplot 14-39 °C. Teplotnim
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optimem je 29 °C. Po ptekroceni hranice 40 °C upada do strnulosti a pfi teplotach vyssich
nez 50 °C hyne (Zumr, 1995). Pro letovou aktivitu kiirovce je stanovena minimalni
hranice 16,5 °C, optimum nalezi do intervalu 22-26 °C. Teplotni suma potiebna pro cely
vyvoj se pohybuje v intervalu 334 dennich stupiiti az 365 dennich stupiti (Wermelinger,

2004)

Napadeni zac¢ind zejména na oslunénych suchych a zavétrnych stanovistich na
okrajich porosti pasek a polomi (Kiistek et al., 2002). Na stojicim Zivém strom¢& za¢ina
nalet zpravidla na hranici suchych a zelenych vétvi a §ifi se obéma sméry po kmeni,
vyjimeén¢ zasahuje i do silnych vétvi. Kmen je napadan cely s vyjimkou oddenkové ¢asti
(1-1,5 m). Vrsek stromu je napadan do tlousték diivi presahujicich 10 cm (Zahradnik,
Knizek, 2010).

Napadeni stromu iniciuje Samec tzv. pionyrsky. Po nasednuti na strom hloubi
snubni komurku. Po 1-2 dnech od nasednuti za¢ina produkovat agrega¢ni feromony,
kterymi vabi ostatni jedince obou pohlavi (Schlyter et al, 1987). Pii koordinovaném
napadeni vétSim poc¢tem lykozroutl jsou snadno ptekondny obranné mechanismy stromu
(zaliti snubni komirky pryskyfici), které bézné dokazi hostitele uchranit pfed napadenim

jednotlivci (Wood, 1982).

Celkovy vyvoj od zavrtu samce po ukonceni zralostniho Ziru nové generace trva
za idedlnich podminek 6-10 tydni. Stadium vajicka trva 5-14 dni, larvalni stddium 24 dni,

stadium kukly 12 dni a Gzivny zir 2-3 tydny (K#istek et al., 2002).

Hostitelskd dievina hyne nasledkem posSkozeni lyka a také vlivem ndkazy
patogennimi houbami (rody Ophiostoma, Endoconidiophora, Grosmannia), jejichz spory
lykozrout ptendsi. Tyto houby napomahaji vysouSeni pletiv a celkové snizuji
obranyschopnost hostitele (Paine et al., 1997). Houby rovnéz maji schopnost detoxikovat
terpenické a fenolické latky hostitele (Netherer et al., 2021). Mimo jedinct stejného
druhu jsou agregacnim feromonem vabeny i ostatni druhy lykozroutti. Strom s pokofenou
obranou pro n¢ poskytuje bezpecné prostiedi pro mnozeni. Rovnéz jsou vabeny i nékteré
druhy parazitoidi a predatord lykozroutd, ktefi mohou vyuzit k lokalizaci lykozrouta

smrkového jeho agregaénich feromont (Zhao, 2011).

3.4.4 Vyhledavani hostitelské dieviny
V piipadé naletu lykozrouta na strom rozliSujeme dva ptipady: ,,primérni atrakci*

(Iykozrout je lakdn na difevo vhodné k mnoZeni pouze pomoci kairomont, latek
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vypoustenych stromem) a ,,sekundarni atrakci“ (Iykozrout je 14kan na jiz napadeny strom
zejména agraganimi feromony). Agregacni feromony koordinuji masivni nalet na zdravé
stromy, nebo skupiny zdravych stromu. Skutecnost, jestli pionyrsti brouci vyhledavaji
vhodné stromy k mnoZzeni ndhodn¢, nebo vlivem primérni atrakce je predmétem védecké

diskuse (Schiebe, 2012).

Netherer et al. (2021) uvadéji, Zze se lykozrouti ¥idi souborem pozitivnich a
negativnich podnéta (obr. 7). Je prokazano, ze tykadlo lykozrouta smrkového disponuje
receptory pro velké mnozstvi latek, role jednotlivych slozek vSak neni jasna (Schiebe,
2012). Odpoved tykadla samce lykozrouta smrkového na (-)-a-pinen je nicméné

prokazateln¢ silnéjsi, nez na (+) enantiomer (Dickens, 1981).

Wermelinger (2004) pfisuzuje tékavym slozkdm vypousténym jehliCnatymi
stromy jistou atraktivitu, tento efekt je vSak mnohem mensi nez pusobeni agregac¢niho
feromonu. Zhao et al. 2010 zjistili, Ze smrky atraktivni pro nalet LykoZroutem smrkovym
mély podstatné vyssi pomér (-)-oa-pinenu a zaroven nizky pomér (-)-limonenu proti
neatraktivnim smrkiim. V zavislosti na davce a chiralit¢ mize monoterpenicka slozka
posilovat, nebo inhibovat efekt agregac¢niho feromonu. V piipadé 1ykozrouta smrkového
bylo pozorovano posileni agrega¢niho u¢inku malé koncentrace feromonu piidavkem
velkého mnozstvi (-)-a-pinenu (524 nasobek objemu feromonu) (Erbilgin et al., 2007).
RovnéZz byl pozorovan inhibi¢ni efekt (-)-o-pinenu (200-2000 mg/den) pii velké
koncentraci feromonu (30 mg/den) (Olenici et al., 2007). Oxidované derivaty
(-)-a-pinenu a to zejména (-)-verbenon maji efekt antiagregacni (Schiebe, 2012). Dle
dalsich autort je vliv terpenickych slozek pryskyfice na atraktivitu stromu pro nalet

kdrovce minimalni, nebo zanedbatelny (Byers, 1996; Schlyter, 1987).

Existuje teorie, Ze lykoZrout naléza stromy vhodné ke kolonizaci viceméné
nahodné pii disperznim letu po vylihnuti. Smér tohoto letu je ovlivilovan teplotou a
vétrem (Byers, 2000). Let je diskontinualni, pferusovan periodami odpoc¢inku a tzivného
ziru. Béhem prestavek lykozrout navstivi vicero stromt vhodnych ke kolonizaci a jejich
potencial posuzuje na zaklad¢é chemickych informaci na kratkou vzdalenost (close-range)
(Byers, 1996). Vykonany disperzni let spojeny se ztratou tukového télesa vyvolava u
lykozroutl pozitivni odpovéd’ na feromony a kairomony (Byers et al. 1998) a zacinaji

vyhledéavat vhodné hostitelské stromy.
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Obrazek 7 Strategie vyhledavani stromu Lykozrouta smrkového, na zakladé pozitivnich (modie) a negativnich
(Cervené) podnétii. DileZitost je prikladana agregaci na feromon, produkovany pionyrskym samcem. Jednotlivci

postupuji na zaklade sekvence krokii, rizeni vizualnimi, chemickymi a taktilnimi podnéty (Netherer et al., 2021).

3.45 Feromony
Ve stievé samce lykozrouta bylo identifikovano celkem devét sloucenin,
specifickych pro samce v obdobi kolonizace, tedy ve stadiu kdy svolavaji ostatni svého

druhu ke kolonizaci stromu (Ramakrishnan et al. 2021; Birgersson et al. 1988).

Zakladnimi slozkami feromonu jsou 2-methyl-3-buten-2-ol a (4S)-cis-verbenol.
Tyto slouCeniny maji nejsiln€jsi agregacni Gcinek ze zastoupenych latek. Maximalni
produkce obou téchto latek je dosaZzeno v momenté, kdy se na jednom stromé¢ nachazi
vEtsi pocet samctl, kteti provadéji zavrt, nebo buduji snubni komurku, a dosud se nesparili
se samici (Ramakrishnan et al. 2021). Kombinaci téchto dvou slou¢enin se vyuziva

V komer¢né dostupnych feromonovych odparnicich.

3.4.6 Verbenol

Verbenol (2-pine-4-ol), C10H160, je nenasyceny cyklicky alkohol, spadajici do
tfidy monoterpenoidu, derivat a-pinenu. Jedna se o Cis- a trans-verbenol v zavislosti na
relativni poloze Cy a Cio methylovych skupin. Vzhledem ke tfem chiralnim atomim
uhliku (C1, C2 a Cs) pro cis- a trans-verbenol existuji dva enantiomery (+) a (-). Celkové
se verbenol vyskytuje ve ¢tyfech stereoizomerech (obr. 8). VSechny stereoisomery se
vyskytuji ve feromonech podkorniho hmyzu, v zavislosti na koncentracich, chiralité a

druhu hmyzu maji rizné ucinky (Blanco et al., 2020).
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Dickens (1981) uvadi, ze lykozrout smrkovy ma z téchto Ctyt izomerd nejsilngjsi
odpovéd’ na (R)-(+)-trans-verbenol a (S)-(-)-cis-verbenol, testovano ve smeési s

2-methyl-3-buten-2-olem, pomoci elektroantennogramu (EAG).

)%
j
"':,,' "':,IIO H

(+)-cis-verbenol (-)-cis-verbenol (+)-trans-verbenol (-)-trans-verbenol
1S, 28, 58S 1R, 2R, 5R 1R, 2S, 5R 1S, 2R, 58

Obrazek 8 Strukturni chemické vzorce ctyr stereoisomerit verbenolu (Blanco et al., 2020)

3.4.6.1 Syntéza verbenolu

(S)-(-)-Cis-verbenol vznika stereospecifickou hydroxylaci (-)-a-pinenu (obr. 10).
Tato reakce je katalyzovana enzymem cytochrom P450 (CyP450) (Renwick, et al., 1976).
Jedna se o formu detoxikace (-)-o-pinenu. Mnozstvi vyprodukovaného cis-verbenolu
pfimo souvisi s mnozstvim (-)-a-pinenu (Erbilgin et al., 2007; Lindstréom et al., 1989).
Nedostatek (-)-a-pinenu v hostitelském stromu mize snizit nebo i celkové inhibovat
biosyntézu agrega¢niho feromonu (Borg-Karlson et al., 1993). Pionyrsti samci budou
iniciovat kolonizaci stromu na zakladé vyssiho poméru (-)-a-pinenu, za ucelem tvorby
agregacniho feromonu a lepsi odpovéedi tykadla na tento enantiomer (Dickens, 1981).
Cis-verbenol slouzi jako zakladni agrega¢ni feromon nebo jeho soucast i pro jiné druhy

rodu Ips (Zumr, 1995).

Cis-verbenol mohou tvofit dospélci i z monoterpenyl esterd, pravdépodobné
tvofenym ranymi vyvojovymi stadii lykozrouta, jako detoxika¢ni konjugat cis-verbenolu
a uskladnénymi v tukovém télese. V piipadé nedostatku o-pinenu mohou dospélci
piispivat k produkci verbenolu hydrolyzou téchto konjugovanych monoterpenyl esterd.
Enzymy katalyzujicimi tyto reakce jsou lipazy a esterazy (Ramakrishnan et al., 2021)
(obr. 9).
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Obrazek 9 Schematické znazornént syntézy cis-verbenolu, cervené jsou vyznacena aktivni slozka feromonu a
monoterpenylovy ester, slouzici jako prekurzor pro jeho syntézu, modre jsou vyznaceny enzymy, ridici popisované
reakce (Ramakrishnan et al., 2021)

Pfi vstupu (+)-o-pinenu do potravy lykozrouta je produktem stereospecifické
hydroxylace trans-verbenol (Olenici et al., 2007) (obr. 10). N&kterymi autory je
povazovan za antiagrega¢ni (Zhao, 2011), ptipadné¢ mu je pfipisovan slaby agregacni
ucinek, nebo ucinek nejisty a nezndmy ve vztahu k chovani Lykozrouta smrkového

(Lindstrom et al., 1989).
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Obrazek 10 Schématické zndzornéni stereospecifické hydroxylace (-)/(+) enantiomeru a-pinenu na cis-/trans-
verbenol a vediejsi oxidace na mytenol (Renwick et al., 1976)
3.4.7 2-methyl-3-buten-2-ol

2-methyl-3-buten-2-ol (methylbutenol) je hemiterpenalni agregaéni feromon. Je
syntetizovan de novo z mevalonatu, za hormonalnich regulaci ve stievé lykozrouta
(Ramakrishnan et al., 2021). Produkce tedy zavisi na fyziologické kondici a stravé
jedince. Methylbutenol je jakoZto agregacni feromon specificky pro lykoZrouta
smrkového (Zumr, 1995). Pravdépodobné se jedna o latku, ktera slouzi k orientaci spise

na krat$i vzdalenosti (Ramakrishnan et al., 2021).

3.4.8 Dalsi aktivni latky

Dalsi latkou obsazenou ve feromonu je ipsdienol. Ipsdienol disponuje slabsim
agregacnim uc¢inkem. Agregacni efekt je spiSe aditivni ke hlavnim agregacnim slozkam.
Po ptidani racemické smési ipsdienolu do smési agregacniho feromonu methylbutenolu
a cis-verbenolu vzrostl odchyt Iykozrouta o 50 % (Birgersson et al. 1984). Tuto latku

produkuje samec pouze po spateni (Zhao, 2011).

Ipsenol a verbenon jsou latky s antiagregacnim ucinkem. Ipsenol a verbenon

vylucuji lykozrouti v pozdéjsich fazich ttoku s tcelem regulace hustoty naletu na
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napadeny strom (Schlyter et al., 1989). Verbenon vznika dal§i oxidaci verbenolu

symbiotickymi mikrooraganismy ve stievé lykozrouta (Phillips, Croteau, 1999).

Dalsimi identifikovanymi latkami jsou myrtenol, trans-myrtanol, myrcen a
2-fenylethanol. U téchto latek vSak nebyla prokazana jejich skute¢na funkce a vliv na
chovani brouki v pfirodé (Ramakrishnan et al., 2021). Myrtenol vznika pti oxidaci obou

enantiomert a-pinenu (Zhao, 2011).

3.5 Chemicka analyza

Metodika vhodna pro separaci a identifikaci tékavych latek s bodem varu do
300°C se nazyva plynova chromtaografie (GC; gas chromatography). Jedna se o
laboratorni metodou zalozenou na fyzikalné chemickych principech, slouzici pro
rozliseni a kvantifikaci té€kavych slozek vzorku. Pro kompletni analyzu je zapotiebi pouze
malého mnozstvi vzorku zkoumané latky (v fadech nanogramti). Plynovy chromatograf
je zpravidla kombinovan s hmotnostnim spektrometrem. Spektrometr nasledné umoznuje

identifikaci analytii na zakladé hmotnosti a naboje iontd tvofici jejich molekuly.

3.5.1 Plynova chromatografie

Princip plynové chromatografie spoc¢iva v rozdéleni slozek zkoumané smési mezi
mobilni a stacionarni fazi. Mobilni faze je tvofena nosnym plynem. Musi se jednat o
nete¢ny a nehotlavy plyn, nejcastéji je to helium a dusik. Nosny plyn je z tlakové lahve
veden do Cisticiho zafizeni, regulacniho systému (regulace rychlosti toku a tlaku plynu)
a nasledn¢ k injektoru. Injektor (davkovac) slouzi k nastiiku vzorku do nosného plynu.
K nastfiku vzorku dochézi za vysokych teplot, které zajisti jeho okamzité zplynéni a
vzorek je unasen nosnym plynem pod optimalnim tlakem do kolony. Kolona je soucasti
plynového chromatografu, ve které je ulozena stacionarni faze, dochazi zde k oddéleni
sloZek vzorku. Kolona je tvofena jemnou kapilarou stocenou do civky. Stacionarni faze
je tvotena zrnécky pevného nosi¢e pokrytymi mikrofilmem. Béhem prichodu kolonou
jsou jednotlivé slozky vzorku riznou mérou zpomalovany vazbou na stacionarni fazi a
lisi se tak doba prichodu (reten¢ni ¢as). Dle povahy zkoumanych analytd je nutné
ptizplsobit velikost zrnécek a chemické slozeni mikrofilmu vyménou kolony tak, aby
byla zajisténa rizna afinita ke slozkam vzorku a lisily se tak ¢asy prichodu jednotlivych
slozek. V detektoru je zaznamenavan Casovy pribéh a intenzita signalu. Vysledkem
zkoumani smési latek na chromatografu je chromatogram. Chromatogram vyjadiuje

zavislost sily signalu (osa y) na ¢ase priicchodu kolonou (reten¢ni ¢as) (osa x). Jednotlivé
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slozky tvoii ,,piky* (peak — vrchol) podobné Gaussové kiivce. Je popsan retencni Cas,
vyska a §itka piku. Stfed piku prakticky odpovida stiedni hodnoté p Gaussova rozdéleni.
Pro kvantifikaci vysledki je podstatnym vystupem z chromatogramu plocha pod kiivkou

reprezentujici mnozstvi konkrétni slouceniny (Gstni sdéleni A. JiroSova, 2021).

3.5.1.1 Chiralni kolona

Pro potieby této diplomové prace byla v chromatografu instalovana specialni
kolona schopna separovat enantiomery a-pinenu. Stacionarni faze kolony je tvofena
cyklodextriny. Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy tvofené Sesti az osmi
glukozovymi zbytky (glukopyranosové jednotky), uspofadanymi do prstence. Vznikaji
enzymatickou degradaci $krobu. Praktické pouZiti pro chromatografii maji cyklodextriny
a, Ba Y. Cyklodextrin o je tvofen Sesti, f sedmi a Y osmi glukopyranosovymi jednotkami.
Molekuly cyklodextrinu tvofi ,,kavitky* (cavity — dutina). Tyto dutiny maji riiznou afinitu
k obéma enantiomeriim monoterpentt @ Umoziuji tak separaci téchto latek (Horsky,

Jindfich, 2013; Lindstrom et al., 1990).

3.5.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je metoda analytické chemie. Umoznuje detekci a
identifikaci latek na zaklad¢ jejich hmotnostniho spektra. Molekula analytu je po zasahu
proudem elektroni rozstépena fragmenty s nenulovym nabojem neboli ionty. lonty v
plynné fazi jsou ve hmotnostnim analyzatoru za vysokého vakua rozdéleny dle poméru
hmotnosti a naboje (m/z), nejcastéji pomoci zakiiveni v elektromagnetickém poli.
Posledni soucasti je detektor, kde probiha zaznamenéni iontd. Vysledkem je hmotnostni
spektrum, které udava zavislost intenzity (absolutni, relativni) (osa y) na poméru m/z
(osa x). Po sestaveni spekter jsou latky identifikovany na zaklad¢é koeficientu shody s

knihovnou spekter znamych latek (stni sdéleni A. JiroSova, 2021).

Hmotnostni spektrometrie je rychlé a citlivd metoda. Ve svém principu, zahrnujici
destrukci molekuly a analyzu jejich iontd je metodou neschopnou rozlisit optické
enantiomery. Studium chiralnich latek hmotnostni spektrometrii je mozné pouze po jejich
prevedeni na diastereomery tvorbou umélého racematu (Kosikova, 2012). Hmotnostniho
spektrometru a jeho nastaveni v metodice bylo vyuzito k identifikaci dalsich latek vzorku

pro jiné vyzkumné projekty.
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3.6 Shrnuti

Pro Smrk ztepily je v obrané proti lykozroutu smrkovému vyhodné&jsi vétsi
zastoupeni (+)-a-pinenu proti (-) enantiomeru. V pfipad¢, Ze (+) enantiomer pievazuje, je
pravdépodobnost utoku ze strany pionyrskych broukd niz$i (nizSi atraktivita, nizsi
odpovéd’ (+) enantiomeru na tykadle). V ptipadé naletu (kalamitni pfemnozeni) bude
pionyrsky brouk energeticky zatézovan detoxikaci potravy a piitom bude produkovat
feromon s niz§im agrega¢nim ucinkem (méné cis-verbenolu). Nizsi atraktivita feromonu
zpuisobi nizsi nélet a induktivni obrana stromu ma vétsi Sance na zahubeni lykozroutt a
jejich symbiotickych hub a mikroorganismu. Strom nadale ziskava schopnost rychleji a

efektivnéji reagovat v ptipadé opetovného napadeni lykozroutem.

4 Prakticka Cast
4.1 Metodika

Soucasti cilt prace bylo provedeni chemické analyzy s cilem stanoveni poméru
enantiomerti o-pinenu na provenien¢ni plose smrku ztepilého, kde jsou v klonovych
fadach péstovani jedinci pochazejici z riznych nadmoiskych vysek, které 1ze klasifikovat
do tfi skupin tzv. ekotypu a ze ziskanych hodnot vyhodnotit, zda je pomér enantiomert
a-pinenu znakem opakujicim se v ramci genotypu, piipadné v ramei ekotypu, ¢i zda to je

individudlni vlastnost jednotlivych stromd.

Do statistického zpracovani byly zahrnuty vzorky, které byly odebrany na jaie
2021 (odbér 9. 6.), na jate 2019 (odbér 14. 5.) a v 1ét€ 2019 (odbér 2. 8.) roku 2019.

Vzorky z roku 2019 byly odebrany Excelentnim tymem pro mitigaci v ramci
vyzkumu schopnosti smrku zvysit produkci obrannych latek po inokulaci methyl
jasmonatem. Odbér, zpracovani i chemicka analyza vzorkid z roku 2019 byly provedeny

zpusobem srovnatelnym s odbérem z roku 2021, ktery byl popsan v této metodice.

4.1.1 Charakteristika porostu

Porost se nachazi v okresu Praha-Zapad Stfedoceského kraje, nedaleko
televizniho vysilace Cukrak, stojiciho na vrchu Kopanina (ptiloha 1). Porost se nachazi
ptiblizn€ 1,5 km vzdusnou carou severnim smérem od obce Jilovisté a priblizné 1,3 km
rovnéz vzdusnou ¢arou vychodnim smérem od Zelezni¢ni stanice Cernosice-Mokropsy.

Soufadnice porostu jsou N 49°56.37', E 14°20.96' systému WGS-84.
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Zkoumanym porostem byla provenien¢ni plocha smrku ztepilého. Provenien¢ni
plocha (také oznacovana jako klonovy archiv) byla zalozena roku 1970. Jejim
zakladatelem byl Ing. Jifi Sindelaf, CSc. pod hlavickou Vyzkumného tstavu lesniho

hospodaistvi a myslivosti, v. v. i. (Rimanova, 2021).

Jedinci, péstovani na proveniencni plose, vznikli roubovanim na podnoze s cilem
udrZeni genotypi, pro dalsi Slechtitelské programy a pro fenologicka pozorovani. Jedinci
byli vysdzeni v klonovych fadach po deseti jedincich v rozestupu tii metrii. Vzdalenost
mezi fadami ¢inila Sest metrli, plocha byla nésledné profezana na konecny rozestup

6x6 m. (Cepl, et al., 2020).

Klonové tady zastupuji 3 ekotypy, uvedena nadmotska vyska ptivodu sadebniho

materialu:

e Chlumni (acuminata) — 360 m n. m.
e Horsky (europaea) — 770-775 m n. m.
e Vysokohorsky (obovata) — 1145-1175 m n. m.

Porost se nachazi ve 320-345m n. m. S mirnym severozdpadnim sklonem a
pomé&rn¢ plochym reliéfem. Primérné ro¢ni srazky (pramér mezi lety 1980-2016) Cinily

587 mm s pramérnou roéni teplotou 8,6 °C (Cepl et al., 2020).

Porost se nachdzi v ptirodni lesni oblasti 10 ¢asti b. Lesni vegetacni stupen je
stanoven jako 3. Dubobukovy. Cilovy hospodaisky soubor je 43a — Kysela stanovisté
sttednich poloh. Lesni typ porostu je stanoven jako 311 — kysela hlinitd dubova bucina

modalni.

Geologické podlozi je charakterizovano jako nezpevnény sediment; hlinito-
kamenity, balvanity az blokovy sediment, jilovité fylitické bfidlice se sprasovymi
prekryvy a fadi se do soustavy Cesky masiv — krystalinikum a prevariské paleozoikum

do stfedoceské oblasti — Bohemikum (CGS 2022). Pudy lze zafadit jako stfedné hluboké

vvvvvv

V roce 2016 cinila primérna vyska porostu 20,6 m a primérna prsni tloustka
33,1 cm. (Cepl, et al., 2020). V dobé& odbéru vzorkt (2021) mél porost vék 53 let. Jedna
se o prostiedi nepfili§ vhodné pro produkcni péstovani smrku, zejména kvili suchu a
vyssi teploté. Uvnitf porostu se utvofilo kiirovcové kolo, pozorované piti odbéru roku

2021 a na zacétku zaii t€hoz roku bylo vytézeno.
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Informace z karty katastru nemovitosti o parcele, na které se porost nachazi:

Parcelni ¢islo: 373/1

Obec: Jilovisteé (599341)

Cislo LV: 964

Katastralni izemi: Jilovisté (660175).

Vyméra: 3 059 352 m? (3,06 km?).

Druh pozemku: lesni pozemek

Vlastnicka prava:

Curryova Eva, Vodickova 699/30, Nové Mésto, 11000 Praha 1 podilem 2/3
Spolumajitelé Cukrék s.r.o., Patizska 68/9, Josefov, 11000 Praha 1 podilem 1/3

4.1.2 Odbér vzorku
V porostu byl proveden odbér vzorki lyka dne 9. 6. 2021. Poc¢asi béhem odbéru:

zataZeno, ob¢asny mirny dést, primérna denni teplota 14 °C.

4.1.2.1 Seznam pouzitych pomiicek
e Trubkovy priuraznik priméru 9 mm
e Silny hlinikovy drat
e Kladivko
e Sroubovaci kryovialky objemu 4 ml
e Nadoba na tekuty dusik
e Pfenosnd nadoba na tekuty dusik

e Planek porostu

4.1.2.2 Postup
Odbér lyka provedly dvé dvouclenné skupiny. Jeden se orientoval v porostu
pomoci planku, nadepisoval kryovialky a nesl pfenosnou nadobu s dusikem. Druhy

provadél zasek do stromu.

Podle shody planku porostu S oznafenim stromu byl identifikovdn strom, u
kterého probéhl odbér. Oznacenim stromu byla nadepsana kryovialka, do které byly
ukladany vyseky. Zasek byl proveden pomoci prirazniku a kladivka tak, ze zasahoval az
do béle. Pomoci dratu byl vysek vystréen z prirazniku do kryovialky. Pro kazdy strom
bylo provedeno 3-6 zasekt v zavislosti na tloustce floému. Odbér mél zajistit takovy

objem materialu, ze kterého by bylo mozZzno vytvofit vzorek o hmotnosti minimalné
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200 mg. U vSech stromii byl zasek proveden pfiblizné na stejné strané¢ kmene, bez
ristovych abnormalit a deformaci kmene, priblizné ve vysce 1,3-1,7 m. Kryovialky byly
ulozeny do pienosné nadoby s tekutym dusikem. Po dokonéeni terénniho odbéru lyka
byly kryovialky uloZeny do mraziciho zafizeni o teploté -80 °C ve skladovacim prostoru

drevatského pavilonu. Celkové byly na plose odebrany vzorky ze 129 stromd.

4.1.3 Mechanické zpracovani vzorku
Mechanické zpracovani vzorku probéhlo v laboratofich fakulty ve dnech 30. 6.,
1.7.,2.7.a14.7..

4.1.3.1 Seznam pouzitych pomiicek
e Tepelné izolovand nadoba na tekuty dusik
e Tekuty dusik
e Termoboxy
e Sroubovaci vialky 20 ml
e Sroubovaci vialky 2 ml
e Podlozka
e Skalpel
e Trteci miska s tlouckem
e Laboratorni 1zicka
e Laboratorni vaha
e Digestof
e Pipeta
e n-Hexan
e Ultrazvukova Cisticka
e Injekeni stiikacky 10 ml
e Stiikackové filtry

4.1.3.2 Postup

Vzorek v podobé vysekl byl vyjmut z Kryovialky na podlozku. U vyseki byla
skalpelem provedena separace vzorku. Tvrdé casti vzorku (borka, bél a casti
pryskyfi¢nych kanalkl) byly odstranény. Vzorek byl rozkrajen na, pokud mozno,
nejmensi ¢asti. Casti vzorku byly vlozeny do tieci misky a zality adekvatnim mnoZstvim
tekutého dusiku. Podchlazeny vzorek zkiehl a byl rozetien tlouckem na velmi jemny

prasek. Teplo z tfeni zplsobilo odpatfeni dusiku a vzorek se stal sypkym. Laboratorni
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1zickou bylo ztfeci misky do nadepsané vialky (20 ml) na laboratornich vahach
odmeéieno 200 mg (tolerance 5 mg) homogenizovaného vzorku. Do vzorku bylo pipetou
odmeéieno a piidano 2 ml hexanu. Vialka byla opatfena uzavérem a ulozena do mraziciho

zatizeni s teplotou -20 °C.
Po ptipravé nejvice 16 vzorki bylo provedeno promichani a filtrovani:

Vialky (20 ml) byly vlozeny do ultrazvukové Cisticky, kde probéhlo promichani
pevné faze vzorku s rozpoustédlem. Cisti¢ka byla nastavena na dobu 10 minut a teplotu
30°C. Po dokonCeni cyklu byly vzorky piefiltrovany do wvialek (2 ml).
Vialky (2 ml) byly nadepsany oznacenim stromt a spolu s injekénimi stiikackami a
stiikackovymi filtry pfipraveny pod digestof. Tato ¢innost prob&hla v dobé cyklu
ultrazvukové Cisticky. Z injekéni stiikacky byl vyjmut pist a na hrdlo nasazen sttikackovy
filtr. Vialka (2 ml) byla pfiloZzena ke druhému konci filtru. Vzorek byl z vialky (20 ml)
ptelit do komory stiikacky. Do stiikacky byl opét vlozen pist a jeho stlacenim byl vzorek
ptefiltrovan do vialky (2 ml). Vzorky ve vialkéch (2 ml) byly po dokonc¢eni prace ulozeny
do mraziciho zafizeni s teplotou -80 °C ve dfevaiském pavilonu. Zde byly vzorky

uskladnény az do chemické analyzy na chromatografu.
Pevna faze extrahovaného vzorku byla ve vialce (20 ml) uskladnéna k vysuseni.

Béhem denni price bylo zapsano oznaeni stromi, jejichZz vzorky byly
zpracovany a prebytek vzorku lyka ptesahujici pozadovanou hmotnost 200 mg, ktery byl

ulozen zpét do ptivodni kryovialky a ulozen do mraziciho zafizeni.

Pro kazdy den laboratorni prace byl vytvofen jeden vzorek, ve kterém chybél
homogenizovany floém, vSechny ostatni kroky v ptipraveé tohoto vzorku probéhly stejné.
Tento vzorek nesl oznaceni ,,blank* a datum pofizeni. Slouzil pro porovnani vzorkd a
detekci mozné systematické chyby vzniklé kontaminaci chemickymi latkami z vnéjsiho

zdroje.

4.1.4 Chemicka analyza

Analyza vzorkll byla provedena na chromatografu-hmotnostnim spektrometru
typu Quadrupole Shimadzu GC-MS QP2010 SE — ultra. Instalovana byla chiralni kolona
Cyklodex B, RT beta dex (30m x 0.25mm x 0.25um; délka kolony, vnitini pramér,
tloustka filmu stacionarni faze) Supelco. Zafizeni bylo vybaveno multifunkénim

autosamplerem (CTC PAL autosampler). Parametry nastaveni jsou uvedeny v tab. 1.
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Tabulka 1 Nastaveni plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem

Plynova chromatografie
Teplota néstiiku 230 °C
Modd nastiiku Split (ratio 25)
Teplotni program pece 60 °C (2 min), 10°C/min do 120 °C,
25 °C/min do 220 °C (7 min)

Nosny plyn helium
Tlak 57,5 kPa
Celkovy priitok 29 mL/min
Prutok kolonou 1 mL/min
Linearni rychlost 36,5 cm/s

Hmotnostni spektrometrie
Teplota zdroje ionu 200 °C
Teplota rozhrani 230 °C
Cas pro oddéleni rozpoustédla 5 min
Start a konec zaznamu 6 a 15 min
Rychlost skenovani 1666
Rozpéti m/z 35-350

4.1.5 Zpracovani dat

Pomér enantiomerdi a-pinenu byl stanoven na zékladé odezvy enantiomerii na
chromatogramu. Ve zpracovavanych datech bylo uvedeno ¢&islo, které ptedstavuje
integral plochy pod grafem na chromatogramu. Pro stanoveni poméru enantiomert
a-pinenu neni nutna kvantifikace koncentrace latek ve vzorku (hmotnost latky vztazenou
ke hmotnosti susiny), jelikoz jejich pomér bude konstantni pied i po kvantifikaci vysledkt

chromatogramu.

Pomér enantiomerti se dale také oznacCuje pojmem ,ratio” a vzdy se v tomto

statistickém zpracovani jedna o pomér (-/+).

Jednotlivé vzorky byly oznafeny systematickym c¢islem a pismenem, které
odpovida oznaCeni jedince na provenienéni ploSe, ze kterého vzorek pochazi.
Systematické Cislo popisuje klonovou fadu. Oznaceno jako ,.genotyp™. Podle barvy
vyznaceni v planku porostu byly genotypy zafazeny do piislusnych ekotypii (pfiloha 2 a
3). Jednalo se o zkratky ,,CH* pro chlumni, ,,H* pro horsky a ,,VH* pro vysokohorsky
ekotyp (tab. 5). Do tabulky bylo zaneseno jako ,.ekotyp“. Systematické pismeno
popisovalo potadi klonu v klonové fad€, do tabulky bylo zaneseno jako ,,klon“. Toto
pismeno slouzilo pro kontrolu identifikace stromu, pro statistické testy nemélo prakticky
vyznam. Planek porostu pridélil kazdému stromu také unikatni identifikacni Cislo.

Identifikacni ¢islo slouZilo pro potvrzeni identity stromu.
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Z datového souboru byly pro potieby statistického testovani vylouceny ty

genotypy, které byly v datovém souboru zastoupeny pouze jednim jedincem.

Vlastnosti datovych soubort jsou uvedeny v tab. 2, 3 a 4.

Tabulka 2 Pocet pozorovani v souvislosti s prislusnosti ke genotypum a ekotypiim 2021

Rok 2021
Ekotyp Pocet ptislusnych Pocet vzorkovanych
genotypil jedincii
CH 16 62
H 10 40
VH 3 10
suma 29 115
Tabulka 3 Pocet pozorovani v souvislosti s prislusnosti ke genotypiim a ekotypum jaro 2019
Jaro 2019
Ekotyp Pocet ptislusnych Pocet vzorkovanych
genotypil jedinci
CH 14 47
H 9 29
VH 3 10
suma 26 86
Tabulka 4 Pocet pozorovani v souvislosti s prislusnosti ke genotypum a ekotypiim léto 2019
Léto 2019
Ekotyp Pocet ptislusnych Pocet vzorkovanych
genotypil jedincii
CH 14 52
H 9 30
VH 3 10
suma 26 92
Tabulka 5 Prislusnost genotypui k ekotypiim a vyznaceni v grafech
Ptislusnost genotypii k ekotypiim
Ekotyp Barva v boxplot grafech Ptislusné genotypy
CH Cervena 3,4,5,6,7,8,18, 19, 20, 22,
26, 30, 31, 34, 40, 41
H Zelena 9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16,
17, 33
VH Modré 1,221

42



4.1.6 Statisticka analyza
Statisticka analyza dat probéhla vaplikaci Rstudio prostiednictvim
programovaciho jazyka R. Aplikace Rstudio bylo vyuzito i pii tvorbé prezentovanych

grafii.

Za ucelem volby nejvhodnéjsiho statistického testu byla posouzena normalita
rozdéleni a rovnost rozptyli na datovych souborech z jednotlivych odbérovych sezon. Na
zakladé vysledkt a struktury dat byl zvolen parametricky test, rozptylova analyza
(ANOVA —analysis of variance) a nasledoval Tukey HSD test pro identifikaci rozdilnych
rozdéleni v datovém souboru. Pro souhrnnéd data byl proveden péarovy korelacni test a

nasledné byl vytvofen smiSeny linearni model pro posouzeni vlivu opakovaného méteni.

Ve vysledcich je pouzito krabicovych grafii (boxplot). Tlusta ¢erna ¢ara vyjadiuje
median (druhy kvartil). Krabice vyjadiuje rozpéti od prvniho do tretiho kvartilu (¢tvrtiny)
rozpéti daného datového souboru (IQR — interquartil range; vnitrokvartilové rozpéti).
Vousky (whiskers) reprezentuji minimalni a maximalni hodnoty, které neptesahuji
vzdalenost 1,5xIQR od medianu. Pokud zadna hodnota neptesahuje toto rozpéti, jsou
vousky minimem a maximem datového souboru. Pokud néktera hodnota piesahuje toto
rozpéti, je vousek posledni hodnotou, kterd toto rozpéti nepiesahuje. Hodnota, pfesahujici
vzdalenost 1,5xIQR od medianu je v grafu zanesena jako samostatny bod, znafeny

koleckem.

4.2 Vysledky

4.2.1 Normalita rozdéleni

Pomér enantiomert byl v rozhrani R vizualizovan v podobé histograml. Pro blizsi
podobnost normalnimu rozdéleni byla provedena transformace poméru enantiomerd
pomoci ptirozené¢ho logaritmu. VSechny nésledujici testy byly provedeny na hodnotach

po logaritmické transformaci.
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Jak je z histogramt patrné (obr. 11-16), normalnimu rozdéleni se po transformaci
dat nejvice priblizuje datovy soubor zroku 2021. Pfiblizné normalni rozdéleni ma i

soubor z jara 2019. Soubor z Iéta 2019 se normalnimu rozdéleni podoba nejméné.

Pro posouzeni normality rozdéleni byl proveden Shapiro-Wilkdv test. Pro

vSechny datové soubory a ptislusné ekotypy.
Ho: ,,Pom¢éf enantiomert a-pinenu ma normalni rozdéleni*
Hladina vyznamnosti a = 0,05

Rok 2021:

e Ho se nezamita pro datovy soubor jako celek (p = 0,074)

e Ho se nezamita pro chlumni ekotyp (CH) (p = 0,313)

e Ho se nezamita pro horsky ekotyp (H) (p = 0,231)

e Ho se nezamita pro vysokohorsky ekotyp (VH) (p = 0,424)

Jaro 2019:

e Ho se nezamita pro datovy soubor jako celek (p = 0,169)

e Ho se zamita pro chlumni ekotyp (CH) (p = 0,029)

e Ho se nezamita pro horsky ekotyp (H) (p = 0,723)

e Ho se nezamita pro vysokohorsky ekotyp (VH) (p = 0,169)

Léto 2019:

e Ho se zamita pro datovy soubor jako celek (p = 0,035)

e Ho se nezamita pro chlumni ekotyp (CH) (p = 0,267)

e Ho se nezamita pro horsky ekotyp (H) (p = 0,268)

e Ho se nezamita pro vysokohorsky ekotyp (VH) (p = 0,175)

Na datovych souborech byl nasledné proveden Bartlettiv test pro identifikaci
shodnosti rozptylt. Test porovnava rozptyl pro vice nez dvé skupiny. Test pozaduje

normalitu rozdéleni.
Ho: ,,Rozptyly poméru enantiomert a-pinenu mezi ekotypy se rovnaji*

Hladina vyznamnosti a = 0,05
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Rok 2021:

e Ho se nezamita (p = 0,504)
Jaro 2019:

e Ho se nezamita (p = 0,285)
Léto 2019:

e Ho se nezamita (p = 0,189)

V zavislosti na vysledcich ptedchozich testli byl pro zpracovani dat vybran test
ANOVA. Jednd se o parametricky test. Pozadujici rovnost rozptyld, ktera byla

Bartlettovym testem potvrzena.

Normalita byla Shapiro-Wilkovym testem zamitnuta pouze pro chlumni ekotyp
pro jaro 2019 a pro 1éto 2019 jako celek. Pozadavek normalniho rozdéleni dat Ize
zanedbat pii vysokém poctu pozorovani, které tyto datové soubory splituji. Podstatné;si

pro pouziti testu je shodnost rozptyli rozdéleni (Janacek, 2022), kterou datové soubory
spinily.

Analyza rozptylu byla pouZita na vSechny tfi datové soubory stejnym zpisobem,

pro kazdy datovy soubor bylo testu pouzito pro detekci rozdilu poméru enantiomerti mezi

ekotypy i genotypy:

Ho: ,,Stfedni hodnoty poméru enantiomert a-pinenu se rovnaji*
Hladina vyznamnosti a = 0,05

Na tento test navazuje Tukey HSD test. Jedna se o test schopny identifikovat, které

skupiny dat jsou statisticky vyznamné odli$né.

4.2.2 Rok 2021
4.2.2.1 Ekotypy

= fit_logl <- aov(log_ratio ~ ekotyp, data = data)
> summary{fit_Togl)

of Sum 5g Mean 5g F wvalue Pr(=F)
ekotyp 2 0.81 0.4052 2.936 0.0572 .
Residuals 112 15.46 0.1380

signif. codes: 0O *#**=" 0,001 °***' 0.01 **" 0.05 “." 0.1 * "1

Obrazek 17 Predpis a vystup testu ANOVA pro ekotypy rok 2021
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> posthoc <- HSD.test(fit_Togl,"ekotyp", group = TRUE,console = TRUE)
study: fit_logl ~ "ekotyp”
HSD Test for log_ratio
Mean Square Error: 0.1380029
ekotyp, means
log_ratio std r Min Max
H 0.0857937 0.3830313 40 -0.5554699 1.1619885
CH 0.1585714 0.3739960 65 -0.5867010 1.0092395
VH -0.1419191 0.2762148 10 -0.4627839 0.4036903

Alpha: 0.05 ; DF Error: 112
critical value of studentized Range: 3.359146

Groups according to probability of means differences and alpha level({ 0.05 )
Treatments with the same Tetter are not significantly different.

log_ratio groups

CH 0.1585714 a
H 0.0857937 ab
VH -0.1419191 b

Obrdzek 18 Predpis a vystup Tukey HSD testu ekotypy rok 2021

Tukey HSD test pracuje odliSnym zptisobem nez test ANOVA. V tomto piipadé
vychazi vysledek, ze se signifikantné li§i chlumni (CH) ekotyp od vysokohorského (VH)
(obr. 18), ackoliv Ho nebyla pro tento piipad analyzou rozptylu zamitnuta pii nizké
hodnoté p (p = 0,0572) (obr. 17). Divodem této duality je nizka hodnota p testu ANOVA,

ktery ma pro zavér testu zasadni vyznam (obr. 19).
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Obrazek 19 Boxplot poméru enantiomerii a-pinenu Vv zavislosti na ekotypech rok 2021

4.2.2.2 Genotypy

> fit_log2 =- aov(log_ratio ~ genotyp, data = data)
> summary(fit_log2)

Df Sum Sg Mean Sq F value Pr=F)
genotyp 28 6.5537 0.2342 2.074 0.00551 #=
Residuals 86 9.710 0.1129

Signif. codes: @ *#*#=' 0,001 "**' Q.01 **' 0.05 “." 0.1 °* "1

Obrazek 20 Predpis a vystup testu ANOVA pro genotypy rok 2021



Alpha: 0.05 ; DF Error: 86
critical value of studentized Range: 5.460239

Groups according to probability of means differences and alpha Tevel( 0.03 )
Treatments with the same letter are not significantly different.

log_ratio groups

40 0.56932588 a
5 0.41379146 ab
20 0.39673419 ab
17 0.35447640 ab
10 0.31500538 ab
18 0.28467610 ab
26 0.23820511 ab
34 0.23713303 ab
3 0.21617574 ab
9 0.20941369 ab
11  0.20787158 ab
2 0.16825542 ab
15 0.16150190 ab
41 0.14553835 ab
22 0.09430751 ab
14 0.0BE31718 ab
8 0.08588515 ab
16 0.08271112 ab
7 0.05204457 ab
31 0.03669867 ab
19 0.02704821 ab
30 -0.066BBE57 ab
33 -0.11108162 ab
13 -0.14228100 ab
4 -0.17545135 ab
21 -0.20296734 ab
6 -0.31147634 b
1 -0.37069600 b

12 -0.42130325 b

Obrazek 21 \lystup Tukey HSD testu pro genotypu rok 2021

Mezi genotypy byl testem ANOVA detekovan statisticky vyznamny rozdil (obr.
20). Rozdil byl identifikovan Tukey HSD testem byl urceno, ze genotyp 40 vykazuje ve
sledovaném znaku vyznamné vys$$i hodnotu v porovnani s genotypy 6, 1 a 12 (obr. 21 a
22).
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4.2.3 Jaro 2019

4.2.3.1 Ekotypy

= fit_logl <- aov(log_ratio ~ ekotyp, data = data)
> summary (fit_Togl)

Df Sum Sg Mean Sg F value Pr(>F)
ekotyp 2 0.664 0.3318 2.871 0.0623
Residuals B3 9.592 0.1156

Signif. codes: O *#*¥%° 0 001 **=° Q.01 **' Q.05 *." 0.1 * * 1
Obrazek 23 Predpis a vystup testu ANOVA pro ekotypy jaro 2019

> posthoc <- HSD.test(fit_Togl,"ekotyp", group = TRUE,console = TRUE)
study: fit_logl ~ "ekotyp”
HSD Test for log_ratio
Mean Square Error: 0.1155722
ekotyp, means
log_ratio std r Min Max
H 0.174572309 0. 3429660 29 -0.5121712 0.8100207
CH -0.002931431 0. 3563769 47 -0.6440695 0.6403864
VH -0.040831143 0. 2252822 10 -0.3224598 0. 2817325

Alpha: 0.05 ; DF Error: 83
critical value of studentized Range: 3.374985

Groups according to probability of means differences and alpha level( 0.05 )
Treatments with the same letter are not significantly different.

log_ratio groups

H 0.174572309 a
CH -0.002931431 a
VH -0.040831143 a

Obrazek 24 Predpis a vystup Tukey HSD testu pro ekotypy jaro 2019

Vlastnosti datového souboru jaro 2019 jsou podobné, jako u dat z roku 2021. Mezi
ekotypy nebyl odhalen statisticky vyznamny rozdil s nizkou hodnotou p (p =0,0623)
(obr. 23). Tukey HSD test se v tomto ptipadé shoduje s analyzou rozptylu (obr. 24 a 25).
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Obrazek 25 Boxplot pomér enantiomerii o-pinenu v zavislosti na ekotypech jaro 2019

4.2.3.2 Genotypy

= fit_logZ <- aov(log_ratio ~ genotyp, data = data)
> summary(fit_log2)

pf sum s5q Mean Sq F walue Pri=F)
genotyp 23 6.386 0.2554 3.96 6.5Be-0p #%*
Residuals 60 3.870 0.0645

signif. codes: 0 "#*%*%' 0,001 °“**" Q.01 **' 0.03 “." 0.1

Obrazek 26 Predpis a vystup testu ANOVA pro genotypy jaro 2019

1

54




Alpha: 0.05 ; DF Error: 60
critical value of studentized Range: 5.453197

Groups according to probability of means differences and alpha level{ 0.05 )
Treatments with the same letter are not significantly different.

log_ratio groups

14 0.55040300 a
20 0.50368236 ab
9 0.42618542 ab
5 0.37274658 ab
3 0.370192385 ab
10 0.31574571 ab
16 0.31245470 ab
15 0.31144215 ab
11 0.30192277 ab
22 0.21176805 ab
26 0.19929456 ab
18 0.16456278 ab
21  0.06445487 ab
2 0.05486460 ab
34 -0.01523099 ab
8§ -0.0753553346 ab
17 -0.07600352 ab
19 -0.16528403 ab
4 -0.16619425 ab
31 -0.18763830 ab
12 -0.19870691 ab
7 -0.23472202 ab
1 -0.27690823 ab
& -0.32005934 b
13 -0.34652842 b
30 -0.37324796 b

Obrazek 27 Vystup Tukey HSD testu pro genotypu jaro 2019

V roving genotypu byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (obr. 26). Tukey
HSD test identifikoval, ze genotyp 14 ve sledovaném znaku vykazuje vyznamné vys$si
hodnotu nez genotypy 6, 13 a 30 (obr. 27 a 28).
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4.2.4 Léto 2019
4.2.4.1 Ekotypy

= fit_logl <=- aov(log_ratio ~ ekotyp, data = data)
> summary{fit_logl)

of Sum Sg Mean 5g F wvalue Pr(>F)
ekotyp 2 0.197 0.09831 0.923 0.4
Residuals B9 9.476 0.10647

Obrazek 29 Predpis a vystup testu ANOVA pro ekotypy léto 2019

> posthoc <- HSD.test(fit_Togl,"ekotyp", group = TRUE,console = TRUE)
study: fit_logl ~ "ekotyp”
HSD Test for log_ratio
Mean Square Error: 0.1064683
ekotyp, means
log_ratio std r Min Max
H -0.02681164 0.3266881 30 -0.54352538 0.6714592
CH -0.02526032 0.3434950 52 -0.6601754 0.70053129
VH -0.17433548 0, 2008913 10 -0.3964975 0.2282449

Alpha: 0.05 ; DF Error: 89
critical value of studentized Range: 3.370849

Groups according to probability of means differences and alpha level({ 0.05 )
Treatments with the same Tetter are not significantly different.

log_ratio groups

CH -0.02526032 a
H -0.02681164 a
VH -0.17433548 a

Obrazek 30 Predpis a vystup Tukey HSD testu pro genotypy /éto 2019

Obdobné¢, jako u predchozich datovych souborii nebyl pro léto 2019 zjistén
statisticky vyznamny rozdil mezi ekotypy (p = 0,401) (obr. 29, 30 a 31).
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Obrazek 31 Boxplot pomér enantiomerii o-pinenu v zavislosti na ekotypech jaro 2019

4.2.4.2 Genotypy

> fit_log2 =- aov({log_ratio ~ genotyp, data = data)
> summary({fit_log2)

Df Sum 5q Mean 5g F value Pri=F)
genotyp 25 4,814 0.19255 2.616 0.000983 #¥%*
Residuals 66 4.859 0.07361

gignif. codes: 0 *#%%*7 0,001 ***' Q.01 **' Q.05 .’ 0.1 * ' 1

Obrazek 32 Predpis a vystup testu ANOVA pro genotypy /éto 2019
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Alpha: 0.05 ; DF Error: 66
critical value of Studentized Range: 53.4301453

Groups according to probability of means differences and alpha level({ 0.05 )
Treatments with the same letter are not significantly different.

log_ratio groups

3 0.368053437 a
5 0.364587723 a
14 0.301266243 ab
26 0.278398792 ab
10 0.141734263 ab
11 0.128696419 ab
9 0.121172941 ab
20 0.118255088 ab
22 0.101742775 ab
18 0.072362119 ab
2 0.049774196 ab
16 -0.002965481 ab
8§ -0.121650997 ab
15 -0.135110541 ab
34 -0.1355B81080 ab
7 -0.169676261 ab
17 -0.177513746 ab
4 -0.183470315 ab
30 -0.197438580 ab
19 -0.203153153 ab
31 -0.226191042 ab
1 -0.238652693 ab
21 -0.294179831 ab
13 -0.305145932 ab
& -0.386352415 ab
12 -0.464797565 b

Obrazek 33 Vystup Tukey HSD testu pro genotypu /éto 2019

Mezi genotypy byl pozorovan statisticky signifikantni rozdil (obr. 32). Tukey
HSD test identifikoval, Ze genotypy 3 a 5 vykazuji ve sledovaném znaku vyznamné vyssi

hodnoty v porovnani s genotypem 12 (obr. 33 a 34).
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4.2.5 Dil¢i shrnuti vysledki

Ve sledovaném znaku se nelisily ekotypy ani pro jedno odbérové obdobi.

V roviné genotypu byly sledovany statisticky vyznamné rozdily. Vzdy se jednalo
0 mensi skupinku genotypi (ne vice nez tii) na horni i spodni hranici spektra sledovaného
znaku, které¢ se liSily od sebe navzajem, ale neliSily se od centralni skupiny, ktera

predstavuje vétSinu testovanych genotypu.

Hodnota uvedena v zavorce reprezentuje stfedni hodnotu poméru enantiomerti
a-pinenu po transformaci piirozenym logaritmem. Kladna hodnota ptedstavuje situaci,
kdy (-) enantiomer o-pinenu ve vzorku pievazuje nad (+) enantiomerem. Zaporna

hodnota ptedstavuje situaci opacnou.

cvwr

1 (-0,37) a 12 (-0,42). Na jaie 2019 byl nejnizs§i pomér enantiomerll zaznamenan u
genotypu 6 (-0,32); 15 (-0,35) a 30 (-0,37). Pro 1éto 2019 byl nejnizsi pomé&r enantiomert
zjistén u genotypu 12 (-0,46).

Pro rok 2021 se na horni strané spektra sledovaného znaku odliSuje genotyp 40
(0,57). V testovani genotypd sezony jaro 2019 vychazi nejvyssi pomér enantiomert u
genotypu 14 (0,55). V 1ét¢ 2019 vykazuji nejvyssi pomé&r enantimerd genotypy 3 (0,37) a
5 (0,36).

4.2.6 Souhrnna analyza
Dalsi ¢asti statistického testovani bylo porovnani dat ze vSech tfi odbérovych
obdobi, tedy jara roku 2019; 1éta roku 2019 a roku 2021. Jaro 2019 bylo oznaceno jako

sezéna 1, 1éto 2019 jako sezona 2 a rok 2021 jako sezona 3.

Data z jednotlivych datovych soubort byla slouc¢ena do jedné tabulky. Vylouceni
byli jedinci, u kterych neprobé&hly odbéry ve vSech sezonach (tab. 6). Opét byla provedena

transformace poméru enantiomert a-pinenu prirozenym logaritmem.

Tabulka 6 Viastnosti souhrnného datového souboru pro vsechna odbérova obdobi dohromady

Souhrnny datovy soubor
Ekotyp Pocet ptislusnych Pocet vzorkovanych
genotypl jedinca
CH 14 44
H 9 28
VH 3 3
suma 82 26
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Pro potteby nésledného testu byla testovana normalita rozdéleni vSech tii

puvodnich datovych soubor Shapiro-Wilkovym testem.
Ho: ,,Poméf enantiomert a-pinenu ma normalni rozdéleni.*
Hladina vyznamnosti a = 0,05
Jaro 2019:
e Ho se nezamita (p=0,098)
Léto 2019:
e Hpo se nezamita (p=0,056)
Rok 2021:

e Ho se nezamita (p=0,281)

Hodnota p se 1isi vzhledem k testu normality samostatnych testii, provedeného na

datovych souborech v prvni ¢asti testovani, vlivem redukce vzork.

4.2.6.1 Korelace mezi sezonami
Pro ilustraci podobnosti sledovaného znaku v oddélenych odbérovych sezéonach
prob&éhl mezi datovymi soubory parovy korelacni test S Pearsonovym korelacnim

koeficientem.
Ho: ,,pomé&r enantiomert a-pinenu ma mezi sezonami nulovou korelaci (p=0)

Hladina vyznamnosti a = 0,05
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Jaro a 1éto 2019:

> cor.test(data_longfratio[data_long¥season==1], data_longiratio[data_long¥season==2])
Pearson's product-moment correlation

data: data_long$ratio[data_long3season == 1] and data_long¥ratioc[data_longiseason == 2]
T = 9.8883, df = 80, p-value = 1.396e-13
alternative hypothesis: true correlation is not equal to 0
95 percent confidence interval:
0.6252360 0.8257336
sample estimates:
cor
0.7416197

Obrazek 35 Predpis a vystup Korelacniho testu s vvpoctem Pearsonova korelacniho koeficientu porovnavajici

pomér enNantiomerii o-pinenu mezi jarem a létem roku 2019

Jaro 2019 a rok 2021:

> cor.test(data_longfratio[data_long¥season==1], data_longiratioc[data_long¥season==3])
Pearson's product-moment correlation

data: data_long$ratio[data_longfseason == 1] and data_longfratioc[data_long¥season == 3]
t = 7.8798, df = 80, p-value = 1.391e-11
alternative hypothesis: true correlation is not equal to ©
95 percent confidence interwval:
0.5184021 0.7678954
sample estimates:
cor
0.6610438

Obrazek 36 Predpis a vystup korelacniho testu s vypoctem Pearsonova korelacniho koeficientu porovnavajici

pomér enantiomerii o-pinenu mezi jarem roku 2019 a rokem 2021

Léto 2019 arok 2021:

> cor.test(data_longiratio[data_longf¥season==2], data_longiratio[data_longfseason==3])
Pearson's product-moment correlation

data: data_long$ratio[data_longfseason == 2] and data_longiratio[data_long$season == 3]
T = B.8543, df = 80, p-value = 1.699e-13
alternative hypothesis: true correlation is not equal to O
95 percent confidence interwal:
0.5741731 0.7986062
sample estimates:
cor
0.7035217

Obrazek 37 Predpis a vystup korelacniho testu s vypoctem Pearsonova korelacniho koeficientu porovnavajict

pomér enantiomerii o-pinenu mezi létem roku 2019 a rokem 2021

Ho byla zamitnuta pro vztahy mezi v§emi datovymi soubory (obr. 35, 36 a 37).
Vztahy vSech ti datovych souborid navzajem se daji charakterizovat, jako silna pozitivni

korelace.
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4.2.6.2 Linearni smisené modely
4.2.6.2.1 ekotypy

Nésledné byla data modelovana linearnim smiSenym modelem. Jako pevné efekty
byly stanoveny vztahy ekotypu a odbérového obdobi a faktory genotypu a odbérového
obdobi (jedna se o opakované méfeni téhoz jedince) byly vloZeny jako nahodné

proménné.
Ho: ,,Stiedni hodnoty poméru enantiomert a-pinenu se rovnaji.*

Hladina vyznamnosti a = 0,05

> Tit_rm<- Imer(formula = ratioc ~ 1 + ekotyp¥*season + (1|genotyp) + (1|season),
+ data = data_long)
> summary (fit_rm)
Linear mixed model fit by REML. t-tests use Satterthwaite’'s method ['ImerModiLmerTest']
Formula: ratio ~ 1 + ekotyp * season + (1 | genotyp) + (1 | season)
Data: data_long

REML criterion at convergence: 77.1

scaled residuals:
Min 10 M™edian g Max
-2.1504 -0.6105 -0.0949 0.5364 3.5694

Random effects:

Groups  Mame variance std.Dev.

genotyp (Intercept) 0.054728 0.23394

season (Intercept) 0.003107 0.05574

residual 0.057823 0.240486

Number of obs: 246, groups: genotyp, 26; season, 3

Fixed effects:

Estimate std. Error df t value Pri=|t|)
{(Intercept) 0.16541 0.10639 ©0.96379 1.555 0.1252
ekotypCH -0.14864 0.11611 33.43597 -1.280 0.2093
ekotypwvH -0. 23491 0.17963 32.39796 -1.308 0. 2002
season? -0.17334 0.10171 214.3078% -1.704 0.0898 .
season3 -0.07823 0.10171 214.3078% -0.779 0.4369
ekotypCH:season?2 0.110386 0.08221 214, 30789 1.342 0.1809
ekotypvH:season2 0.08010 0.12528 214, 30789 0.839 0.5233
ekotypCH:season3 0.13944 0.08221 214. 30789 1.696 0.0913 .
ekotypvH:season3 0.01060 0.12528 214. 30789 . 085 0.9327
Signif. codes: 0O **#%' 0,001 “**' Q.01 *‘*' 0.05 “." 0.1 ° "1

Correlation of Fixed Effects:
{Intr) ektyCH ektyvH seasn2 seasn3 ekCH:2 ekvH:2 ekCH:3

ekotypCH -0.665

ekotypwvH -0.430 0.3%4

season -0.478 0.175 0.113
season3 -0.478 0.175 0.113 0.500

ektypCH:s552 0.236 -0.354 -0.140 -0.494 -0.247

ektypvH:s552 0.155 -0.142 -0.349 -0.324 -0.162 0.401

ektypCH:553 0.236 -0.354 -0.140 -0.247 -0.494 0.500 0.201
ektypvH:553 0.155 -0.142 -0.349 -0.162 -0.324 0.201 0.500 0.401
optimizer (nloptwrap) convergence code: 0 (OK)
Model is nearly unidentifiable: large eigenvalue ratio

- Rescale variables?

Obrazek 38 Predpis a vystup linedrniho smiseného modelu pro ekotypy na souhrnnych datech
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Nasledn¢ byla data jednotlivych ekotypt v ramci jednotlivych obdobi porovnana
parovym testem, metodou nejmensich Ctvercli v zdvislosti na piedchozim linedrnim

smiSeném modelu.

= emmeans (fit_rm, Tist(pairwise ~ ekotyp|season), adjust = "tukey")
L emmeans of ekotyp | season’
season = 1:

ekotyp  emmean SE df lower.CL upper.CL
H 0.16541 0.286 O -Inf Inf
CH 0.01678 0.263 0 -Inf Inf
WH -0.06949 0.300 O -Inf Inf
season = 2:

ekotyp emmean SE df lower.CL upper.cCL
H -0.00793 0.217 0O -Inf Inf
CH -0.04620 0.226 0O -Inf Inf
VH -0.168273 0.257 0 -Inf Inf
season = 3:

ekotyp  emmean SE df lower.CL upper.CL
H 0.08619 0.338 0 -Inf Inf
CH 0.07699 0.273 0 -Inf Inf
WH -0.13812 0.298 0O -Inf Inf

Degrees-of-freedom method: kenward-roger
Confidence Tevel used: 0.95

£ pairwise differences of ekotyp | season’
season = 1:

2 esTimate SE df t.ratio p.value
H - CH 0.1486 0.102 33.0 1.450 0.3275
H - VH 0.2349 0,172 32.0 1.370 0.3684
CH - vH  0.0863 0.174 31.9 0.496 0.8735

(==

season = 2:

2 estimate SE  df t.ratio p.value
H - CH 0.0383 0.102 33.0 0.375 0.9257
H - VH 0.1548 0.172 32.0 0.902 0.6429
CH - WH 0.1165 0.174 31.9 0.671 0.7816

==

season = 3:

2 estimate SE  df t.ratio p.value
H - CH 0.0092 0.112 33.0 0.082 0.9963
H - VH 0.2243 0.173 32.0 1.297  0.4070
CH - VH 0.2151 0.174 31.9 1.238 0.4401

Degrees-of-freedom method: kenward-roger
P value adjustment: tukey method for comparing a family of 3 estimates

Obrazek 39 Predpis a vystup parového testu metodou nejmensich ctvercit na souhrnnych datech. N horni
poloviné testu je pro kazdy ekotyp v konkrétni sezoné uvedena stiredni hodnota. Ve spodni poloviné jsou testoviny
rozdily mezi ekotypy v prislusnych sezonach

Vysledky z téchto dvou testt ilustruji, Ze mezi sledovanymi ekotypy nebyl zadny
statisticky vyznamny rozdil na hladiné¢ vyznamnosti o =0,05 a to ani za pfipojeni

nahodného faktoru genotypu a sezony odbéru (obr. 38 a 39).
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Obraizek 40 Boxplot poméru enantiomerii o-pinenu V case podle ekotypii. Cislo v iadku , sezona "

reprezentuje odbérové obdobi (1- jaro 2019, 2- léto 2019, 3- rok 2021)
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Graf typu boxplot znazoriiuje pomér enantiomerti o-pinenu Vv zavislosti na
ekotypu a obdobi odbéru (obr. 40). Zleva doprava reprezentuji data pro jeden ekotyp
odbéry z jara 2019, 1éta 2019 a z roku 2021.

4.2.6.2.2 Genotypy

Zavére€nou Casti statistické analyzy byl smiSeny model davajici do souvislosti

jako pevny faktor pouze genotyp a jako ndhodny faktor sezonu.

Ho: ,,Stfedni hodnoty poméru enantiomerti a-pinenu mezi genotypy se rovnaji.*

Hladina vyznamnosti a = 0,05

= Fit_rm2<- Imer(formula = ratio ~ 1 + genotyp + (1|season),
+ data = data_long)

> anoval(fit_rm2)
Type III analysis of variance Table with satterthwaite’'s method

sum 5 Mean 5 NumDF DenDF F walue Pr(=F)
genotyp 14.415 0. 57662 25 218 9.9708 = 2.2e-16 #%*

signif. codes: © *#*#=' 0,001 ***' 0.01 **’ 0.05 "." 0.1 * ' 1
Obrazek 41 Predpis a vystup linearniho smiseného modelu pro genotypy na souhrnnych datech

Ho byla zamitnuta (obr. 41). Byl proveden obdobny test jako v ptipadé porovnani
ekotypti. Byl proveden parovy test, metodou nejmensSich ctverci. Byly porovnany
genotypy zptisobem kazdy s kazdym. Jednd se o 26 genotypil, coz ptedstavuje 325 dvojic
(kombinacni ¢islo C (2,26)). Vysledek testu je shrnut v tab. 7. a obr. 42.
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= emmeans (fit_rm2, list{pairwise ~ genotyp), adjust = "tukey™)

£ emmeans of genotyp’
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W el s own B owg Ra

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
26
30
31
34

notyp  emmean
-0. 29542
0.09096
0.35921
-0.17504
0.38122
-0.33930
-0.11745
-0, 04405
0.40486
0.25730
0.21283
-0. 36160
-0. 264653
0. 36152
0.18241
0.10093
-0.15168
0.00479
-0.11380
0.21833
-0.1647E
0.13594
0.18EE5S
-0. 32820
-0.12106
0.19379

e o e e e Y e e Y e Y e e e N e e Y e e e e e e e Y e e e Y e e e

5E

. 0858
. 0858
. 0858
L1029
L0759
. 0759
L0759
. 0858
. 0858
. 0692
. 0858
L0759
. 0858
L1029
L1029
L0759
L1029
L1029
. 0692
L1029
L0759
. 0692
L1029
. 0858
. 0858
L1029

62.
62.
62.
102.
42,
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30.
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[l = I = I e VR A I e DT ol e A I S e T VT G e T I T T N O O i 3

-0
-0

-0

-0

46694
. 08056
18769
. 37904
. 22809
49243
. 27058
21557
.23333
11620
04131
. 51473
43617
.15752
-0.
-0.

02159
05220

. 35568
-0.
-0.
0.
-0.

19921
25509
01433
31791

00536
-0.
-0.
-0.
-0.

01516
49972
29258
01021

-0.
L2625
. 5307
. 0290
. 5343
. 1862
L0357
L1275
. 5764
. 3988
. 3844
. 2085
0931
. 5655
. 3864
L2541
L0523
. 2088
L0275
L4223
.0116
L2TT2
. 3928
. 1567
. 0505
. 3978

o o e e e Y e N [ Y e e e e Y e Y e Y e e Y s Y o e e e Y

1239

Obrazek 42 Predpis a vystup pdarového testu metodou nejmensich ctvercii pro genotypy na souhrnnych
datech. Stredni hodnota pro genotyp je uvedena ve sloupci ,,emmean
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Tabulka 7 Prehled vysledkii parovych testic metodou nejmensich ctvercii. Genotypy jsou serazeny podle
poméru enantiomerti a-pPinenu vzestupné 0d nejnizsiho po nejwyssi. Pro kazdy genotyp jsou uvedeny ty genotypy, od
kterych se dany genotyp statisticky vyznamné lisi na hladiné vyznamnosti o = 0,05.

Vysledky pdrovych testl
Genotyp | Prislusny | Ratio (-/+) Pfirozeny Lisi se od genotypu
ekotyp logaritmus
12 H 0,697 -0,362|2,3,5,9, 10, 11, 14, 15, 16, 20, 22, 26,
34
6 CH 0,712 -0,33913,5,9, 10, 11, 14, 15, 16, 20, 22, 26, 34
30 CH 0,720 -0,328|3,5,9, 10, 11, 14, 15, 16, 20, 22, 26, 34
1 VH 0,744 -0,295/3,5, 9, 10, 11, 14, 15, 16, 20, 22, 26, 34
13 H 0,767 -0,265|3,5,9, 10, 11, 14, 20, 22
4 CH 0,839 -0,175|3,5,9, 14
21 VH 0,848 -0,165|3,5,9, 10, 14
17 H 0,859 -0,152|3,5,9
31 CH 0,886 -0,1213,5,9, 14
7 CH 0,889 -0,117|3,5,9, 10, 14
19 CH 0,892 -0,114|3,5,9, 10, 14
8 CH 0,957 -0,044 5,6, 9
18 CH 1,005 0,005|6
2 VH 1,095 0,091 6, 12,
16 H 1,106 0,101|1,6,12,30
22 CH 1,146 0,136|1,6,12,13,30
15 H 1,200 0,182|1,6,12,30
26 CH 1,208 0,189|1,6,12,30
34 CH 1,214 0,194|1,6,12,30
11 H 1,237 0,213|1,6,12, 13,30
20 CH 1,244 0,2181,6,12,13, 30
10 H 1,294 0,258|1,6,7,12,13,19, 21, 30
3 CH 1,432 0,359|1,4,6,7,12,13,17,19, 21, 30, 31
14 H 1,436 0,3621,4,6,7,12,13, 19, 21, 30, 31
5 CH 1,464 0,381/1,4,6,7,8,12,13,17,19, 21, 30, 31
9 H 1,499 0,405|1,4,6,7,8,12,13,17,19, 21, 30, 31
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Mezi genotypy byla ve sledovaném znaku pozorovana zna¢na variabilita.

cvwr

(-0,328) a1 (-0,295). Genotypy 6 a 30 spadaji pod ekotyp chlumni (CH). Genotyp 6 spada
pod ekotyp horsky (H). Genotyp 1 spadé pod ekotyp vysokohorsky (VH).

Zajimavosti je genotyp 18. Hodnota pfirozeného logaritmu pro tento genotyp se
nejvice blizi nule (0,005). V ptivodni podobé dat se hodnota poméru enantiomerti o-
pinenu blizi jedné. Jedna se tak o genotyp, kde se a-pinen vyskytuje v téméf racemické

podobg.

Nejvyssi pomér enantiomerti a-pinenu byl zaznamenan u genotypt: 9 (0,405); 5
(0,381); 14 (0,361) a 3 (0,359). Genotypy 9 a 14 nalezi pod ekotyp horsky (H). Genotypy
5 a 3 nalezi pod ekotyp chlumni (CH).
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Obrazek 43 Boxplot poméru enantiomerii a-pinenu v case podle genotypii. Barva boxplot grafu reprezentuje
prislusnost k ekotypu (Cervend - CH, zelend - H, modra - VH) ¢islo v Fadku ,,sezona“ reprezentuje odbérové obdobi (1

- jaro 2019, 2 - léto 2019, 3 - rok 2021)
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Rozdéleni poméru enantiomerti a-pinenu v case mezi genotypy lze vizualizovat
zpusobem analogickym k rozlozeni poméru enantiomert a-pinenu v ¢ase mezi ekotypy.
Genotyp je reprezentovan tiemi boxy (obr. 43). Genotypy jsou navzajem odd¢leny
svislymi liniemi. Pro jednotlivé genotypy Se jedna o odbéry zleva doprava: 1 —jaro 2019;
2 — 1éto 2019; 3 — rok 2021. Genotypy jsou reprezentovany barvou, ktera odpovida
ptislusnosti k ekotypu: cervena — chlumni (CH); zelena — horsky (H); modra —
vysokohorsky (VH).

4.2.7 Dil¢i shrnuti vysledkii souhrnného testovani
Ze souhrnnych testl vyplyva, Ze pomér enantiomerd a-pinenu byl silné vazan na

genotypy.

Mezi ekotypy statisticky signifikantni rozdily pozorovany nebyly.

Témeér rovnoméme po celém spektru hodnot sledovaného znaku se nachazi
genotypy, které spadaji pod vSechny tii ekotypy. Vyjimkou je pouze vysokohorsky
ekotyp (VH), ktery se udrzuje spiSe na spodni hranici hodnot, statisticky vyznamné se

vSak od zbylych dvou ekotypii nelisi.

Pomér enantiomerti a-pinenu je staly v ¢ase. Data z jednotlivych obdobi jsou

navzajem siln¢ kladné korelovana.

4.2.8 Shrnuti vysledku
Sledovany znak pomér enantiomer o-pinenu neni vdzan na ekotypy smrku.
Vysledky zadného z testli porovnavajici ekotypy v tomto znaku nezaznamenaly zadny

statisticky vyznamny rozdil.

Sledovany znak je véazan na genotypy. Statisticky vyznamné rozdily byly

pozorovany u vSech testli porovnavajici genotypy

Pomér enantiomert a-pinenu se nelisil napii¢ odbérovymi obdobimi.

v

hodnota poméru enantiomert a-pinenu v podobé (-/+). Z tohoto pohledu maji nejveétsi
vyhodu genotypy 1, 6, 12, 13 a 30, jelikoz jejich pomér enantiomert a-pinenu byl
vyznamné niz$i (v porovnani s jinymi genotypy) V alespon jednom z testti samostatnych

datovych soubort z ptislusnych sezon i v souhrnné analyze.
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5 Diskuze

Vzorky zroku 2019 byly rovnéZ analyzovany na induktabilitu té€kavych
volatilnich latek po aplikaci methyl jasmonatu (MeJa), jako analogu rostlinného
hormonu. Dle metodiky probéhl odbér kontrolniho vzorku ve vzdalenosti 40 cm smérem
nahoru po kmeni od mista aplikace MeJa 22 dni po inokulaci pro jarni odbér a 28 dni pro
letni odbér. Zvoleny postup nemél za cil rozlisit chiralitu sloucenin a vysledky tedy
ukazuji pouze sumarni kvantitu neseparovanych enantiomert a-pinenu. Aplikace Mela
ma, dle Zhao et al., (2010) na terpenickou slozku vliv kvantitativniho charakteru, coz
bylo pozorovano v diplomové praci Rimanova (2021). Vliv aplikace MeJa na relativni
pomér slozek je minimalni (Zhao et al., 2010). Vzhledem k minimalnimu vlivu MeJa na

pom¢r enantiomert a-pinenu je tento vliv zanedbatelny.

Pomér enantiomerti o-pinenu Vv ruznych pletivech jedinci smrku ztepilého
stanovovali Borg-Karlson et al. (1993). Pro xylém kmene uvadé&ji relativni hodnoty
poméru 42/59 a 43/57 (-/+). Po logaritmické transformaci to jsou hodnoty -0,323 a -0,282.
Tyto hodnoty odpovidaji vysledktim na niz$i stran¢ spektra pozorovaného v prezentované
diplomové praci. Lze tvrdit, Ze hodnoty ziskané v jednom z prvnich pokusii provadénych
na danou problematiku se pfili$ nelisi od hodnot ziskanych v této praci. Z ¢lanku Borg-
Karlson et al. (1993) rovnéz vyplyva, ze enantiomerické slozeni a-pinenu se zna¢né lisi
Vv zavislosti na sledovaném pletivu. V jehlicich smrku ztepilého pfevazuje (-) enantiomer,
proti kmenu a vétvim, kde je pomér spiSe vyrovnany, coz potvrzuji Persson et al., (1993;

1996).

Zménu sloZzeni monoterpent smrku ztepilého v zavislosti na obdobi vegetacni
sezony pozorovali Kamaityté-Bukelskiené et al. (2021) na jehlicich smrku. Vyssi
mnozstvi (-) enantiomeru a-pinenu nad (+) enantiomerem Vv jehlicich a také v emitované
slozce bylo pozorovano na zacatku vegetaéniho obdobi. Kamaityte-Bukelskiene et al.
(2021) usuzuji, ze na dynamiku enantiomerického slozeni maji silngjsi vliv faktory
genetické proti environmentalnim. V zajmovém porostu této diplomové prace mizeme
zanedbat mikrostanoviStni vlivy v ramci genotypu (klonova fada), ale ne v ptipadé
ekotypu. Genotypy spadajici pod jeden ekotyp se nachazely v riznych ¢astech porostu.
V ramci porovnavani datovych souborii nelze jednoznacn€ urcit, jaky vliv mély
podminky vzhledem Kk rozdilné dobé odbéru vzorkti ve vegetani sezon€. Nicméné

Kamaityte-Bukelskiene et al. (2021) pozorovali dynamiku na terpenickém slozeni na
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jehlicich a na emitované sloZce, kterd je na pocasi podstatné zavislejsi, nez vlastnosti lyka

(Wang et al., 2017).

Vazba sledovaného znaku na genotyp (shodnost mezi klony) je potvrzena
srovnatelnymi ¢lanky, které zkoumaji slozeni terpenti jako celek: Silvestrini et al. (2004);
Piva et al. (2019); Raber et al. (2021)

Silvestrini et al. (2004) prokazali, Ze na zaklad¢ enantiomerického sloZeni vice
monoterpentl 1ze spolehlive identifikovat klony smrku ztepilého. Enantiomery a-pinenu

byly zasadnim znakem, v némz se klony odliSovaly.

Piva et al. (2019) uvadégji, ze na zékladé normalizace relativniho terpenického
slozeni dfeviny lze vytvofit ,,otisk prstu‘ (fingerprint). Tento ,,otisk prstu® je unikatni pro
danou dievinu a staly v ¢ase a lze podle né&j identifikovat druh dfeviny. Studie Piva et al.
(2019) probéhla na zastupcich rodu Protium Brum. F., (¢eled’ biezulovité (Burseraceae)).

I v této Celedi je a-pinen hlavni terpen.

Raber et al. (2021) aplikovali podobnou teorii a postup jako Piva et al. (2019) na
Picea pungens Englm., Picea abies (L.) Karst. a Cedrus libani A. Rich.. S tim rozdilem,
ze sleduji také enantiomerické sloZeni terpend v ,,otisku prstu“. (+)-a-pinen byl vice
zastoupen ve smrku pichlavém, u smrku ztepilého a cedru libanonského byl vice
zastoupen (-)-a-pinen. Raber et al. (2021) prokazali, ze skladba terpent vykazuje silny

vliv dédi¢nych genetickych vloh s nizkou variabilitou.

Genom Smrku ztepilého obsahuje vice¢lennou skupinu genti syntaz, které reguluji
diverzitu a variabilitu monoterpenického profilu. Exprese téchto genli neni v kazdém
jednotlivei totozna (Martin et al., 2004). Vysledky prezentované diplomové prace
vypovidaji, Ze pomér enantiomerii byl napfi¢ sezoénami korelovan, nicméné nebyl
konstantni. V riznych sezdnach se statisticky vyznamné liSily rozdilné genotypy. Tyto

vykyvy je mozné pfipsat jistému vlivu prostiedi.

Chybgjici vazbu sledovaného znaku na ekotyp muzeme spatiovat ve faktu, ze
ekotyp se vyznacuje zejména morfologickym uzplsobenim na konkrétni podminky
(Snytr, 2009). Alternativné Ize tvrdit, Ze ekotypy smrku v Ceské republice reprezentuji
né&kolik populaci, které sdileji ur¢ity soubor adaptaci na konkrétni podminky (Cepl et al.,
2020). Geny zodpovédné za pomér enantiomerd o-pinenu byly patrné k morfologické

adaptaci indiferentni, navic hranice mezi ekotypy nejsou ostré a ekotypy se mohou
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prolinat a misit (Snytr, 2009). V ptipadé této prace se na tomto vysledku mohl podilet i
fakt, ze testované ekotypy nebyly zastoupeny rovnomeérné, obzvlast nizkym poctem

jedincta byl zastoupen vysokohorsky ekotyp.
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6 Zavér

Pfedmétem této prace bylo studium slozeni sekundarnich metabolit, se
zaméfenim na enantiomery a-pinenu a jejich vztah k odolnosti smrku ztepilého vici
lykozroutu smrkovému. Vyhodu v obrané proti lykozroutu maji ti zastupci smrku, kteti
maji vétsi pomér (+)-a-pinenu k (-)-a-pinenu. Ve stievé samce lykozrouta probiha
detoxikace a-pinenu stercospecifickym zptsobem. (-)-a-pinen je prekurzorem pro vznik
cis-verbenolu, ktery je hlavni slozkou agrega¢niho feromonu. Pti vstupu (+) enantiomeru
do potravy lykozrout produkuje trans-verbenol, ktery postradd agregacni funkci.
Mnozstvi broukil uto¢icich na strom je nizs$i a hostitel ma vice Sanci na odvraceni
kolonizace. V praktické ¢asti byl pomoci plynové chromatografie stanoven pomér téchto
enantiomerti na klonovych fadach reprezentujicich téi ekotypy smrku a statisticky
testovana vazba znaku na genotypy a ekotypy, a stalost znaku pro jednotlivé stromy

V Case.

V jehli¢nanech je a-pinen nejhojnéjsi zastupce terpenti. Enantiomericky pomér a-
pinenu se li§i v riznych skupinach jehli¢nand. Spole¢né s enantiomerickou strukturou
ostatnich terpent utvaii ,,otisk prstu® unikatni pro uzkou skupinu difevin. Pomér
enantiomerl a-pinenu je dédicny znak vazany na genetické vlastnosti a vliv prostiedi je
na jeho podobu minimalni. Pro ekotypy smrku nebyl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil. Mezi jednotlivymi odbérovymi sezénami byla pozorovana silnd pozitivni
korelace. Sledovany znak je stabilni v ¢ase. Pomér enantiomerti a-pinenu vykazuje vazbu
na genotypy. Na zdklad¢ hodnoty znaku mohou byt vyliSeny urcité genotypy, které by
bylo vhodné zatadit do Slechtitelského programu za ticelem dosazeni vyssi odolnosti proti

utoku lykoZrouta smrkového.
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Priloha 2 Horni cast schématického planku proveniencni plochy "Cukrak" Zlutou barvou jsou vyznaceny

stromy, u kterych probéhl odbér, barevné oznaceni odpovida ekotypiim (Cervena - chlumni, zelena - horsky, modra -

vysokohorsky)
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Priloha 3 Spodni cast schématického planku proveniencni plochy

"Cukrak" zlutou barvou jsou vyznaceny

t u klel V(?h robe 1 ()dl)el, barevne oznaceni ()d owda €k()lV um (cervenda - (?}11%’71}1l, zele‘na - hO SkV, mOd}a -
Stromy, 7

vysokohorsky)
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