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Abstrakt

Vzhledem k ménicim se klimatickym podminkdm muiZe na tzemi Ceské republiky dojit
ke zvysSeni stresu buku lesniho — Fagus sylvatica (Linnaeus, 1758), coz mize prilakat
pozornost biotickych ¢initeld jako napiiklad kirovee bukového — Taphrorychus bicolor
(Herbst, 1973), ktery se stal pfedmétem tohoto vyzkumu. Stézejnim cilem bylo
identifikovat latky emitované do ovzdusi F. sylvatica, které ovliviuji chovani T. bicolor.
Nejdiive byly extrahovany volatilni latky, které F. sylvatica vyluuje do ovzdusi,
metodou dynamického headspace. Ziskana smés latek byla elektroantenografickym
meéfenim parovanym S plynovym chromatografem testovana na tykadle T. bicolor (byla
meéfena zména receptorového potencidlu po podrazdeéni tykadla chemickou latkou). Na
zaklad¢ pouzité métici metody bylo identifikovéno 5 latek, které zplisobovaly zménu
receptorového potencialu. Smés latek byla nasledné prostiednictvim dvoudimenzionalni
plynové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem analyzovana s cilem pfesné
determinace biologicky aktivnich latek. Jednalo se o 4 latky rostlinného ptivodu (trans-2-
hexenal, eukalyptol, y-terpinene, terpinolen) a 1 latka, kterou produkuje piimo lykozrout
(bicolorin — agregac¢ni feromon). Ke znecisténi headspacu F. sylvatica doslo
pravdépodobné jiz pfi jimani latek, z divodu pouziti infestovaného biologického
materidlu. Abychom latky mohli opravdu prohlasit za spravné urcené, byly testovany
v podobé syntetickych standardi opét na tykadle s vyuzitim elektroantenografie.
Kompletni identifikace (zaznamendna odpovéd tykadla na synteticky standard) se
podafilo dosahnout pouze Vv piipadé aldehydu (trans-2-hexenalu) a monoterpenu
eukalyptolu. Terpinolen a vy-terpinene se podafilo identifikovat na zakladé¢ shody
retencnich Casti a kompletni separaci ptivodniho vzorku podrobnéjsi chromatografii. Po
zjiSténi behavioralni aktivity ur¢enych latek bude mozné jejich nasazeni v provoznich
podminkach v piipadé, Ze by se T. bicolor stal vyraznym faktorem ovlivitujicim bukové

porosty.

Klic¢ova slova: elektroantenografie (EAD), plynova chromatografie (GC), hmotnostni
spektrometric (MS), dynamicky headspace (HS), Taphrorychus bicolor, chemicka

ekologie



Summary

Lately there was a trend observed in climatology, that average temperatures are raising,
and precipitation dispersion is more sudden and not well distributed during the year in the
Czech Republic. It can set Fagus sylvatica (Linnaeus, 1758) in the uncomfortable position
outside its optimum. This may cause that some of the pathogens like insect f.e.
Taphrorychus bicolor (Herbst, 1973) might be attracted to those trees which can
ultimately cause forests outbreaks. Because of these circumstances we’ve decided to
identify volatile compounds affecting T. bicolor behavioural responses (whether he
colonize or avoid the host plant). In this work the volatile compounds emitted by
European beech were collected by dynamic headspace method. These were lately tested
on the bark beetles antenna using electroantennography paired with gas chromatography.
There were 5 compounds that elicited reaction via depolarization of the cell membrane
which causes change in the receptor potential on the antenna. These were tested via
double dimension gas chromatography with mass spectrometer as a detector. One
aldehyde — trans-2-hexenal, 3 monoterpenes — eucalyptol, y-terpinene and terpinolene and
aggregation pheromone of T. bicolor — bicolorin were identified. Assuming, that the
presence of the bicolorin was there because the organic material, we used, was already
infested by the beetle. Identified compounds were in the end tested in the synthetic form
to confirm their biological activity. Only trans-2-hexenal and eucalyptol were causing
change in the receptor potential on the antenna of T. bicolor. The other 2 monoterpenes
(y-terpinene and terpinolene) in the synthetic form were not perceived by antenna. But
with help of other methods, that were used like the same retention times of compounds in
the original mixture as the retention times of chemical standards and complete separation
of the mixture via double dimension gas chromatography, we estimated that those
compounds were determined correctly. With the potential follow up behavioural studies,
there will be a possibility of utilizing these identified active compounds in the forests to

protect these ecosystems.

Keywords: electroantennography (EAD), gas chromatography (GC), mass spectrometry
(MS), dynamic headspace (HS), Taphrorychus bicolor, chemical ecology
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1 Uvod

Buk lesni — Fagus sylvatica (Linnaeus, 1758) byl nejvyznamnéjsi slozkou pfirozené
druhové skladby lest ve stfedni Evropé a v soucasnosti predstavuje jednu z hlavnich alternativ
druhového slozeni lesii v souvislosti s mitigaci zmén klimatu. Doposud se jednalo o druh
stromu, ktery netrpi zavaznymi Skadci a patogeny. F. sylvatica se v sou¢asnych podminkach
sice nachazi v oblasti svého ekologického optima na vétSin€é uzemi, ale pii uvazeni
klimatologickych prognoz do budoucich let (z hlediska teploty a distribuce srazek), bude mozna
na nekterych stanovistich mimo tyto hranice vytla¢en. Paklize by se tak stalo, dostal by se do
nekomfortni pozice a mohl by se stat nachylnym na biotické patogeny stejné tak, jako tomu
bylo po teplych letech 2015-2018 (CHMU, 2024) u smrku ztepilého — Picea abies (L.) H. Karst.
U F. sylvatica tento jev nastal jiz dfive na tzemi Madarska, kde byl kirovec bukovy
Taphrorychus bicolor (Herbst, 1793) spole¢né s polnikem zelenavym Agrilus viridis (Linnaeus,
1758) vyznamnym faktorem spojenym s rozpadem tamnich porostt (Lakatos a Molnar, 2007).
To by s sebou mohlo pfinést zna¢na ekonomicka a ekologicka rizika a mohlo by opét dojit
k velkoplo$nym rozvratiim lesnich stanovist' na uzemi Ceské republiky. Diky jeho vlivu na
spolecenstva F. sylvatica nartsta v posledni dob¢ zajem na biologickém i ekologickém badani

ohledné¢ tohoto, doposud neprobadaného, klirovce.
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2 Cil prace

Cilem diplomové prace bude izolovat tékavé latky z organického materialu F. sylvatica
prostiednictvim metody dynamického headspace. Smés latek ndsledné otestovat na karovci
Zijicim na této dieviné — T. bicolor s vyuzitim elektroantenografie spojené s plynovym
chromatografem. Z elektroantenogramt budou vybrany hostitelské latky, které se budou jevit
jako biologicky aktivni a vyvolaji odpovéd’ na tykadle (podrazdi ¢ichové receptorové neurony).
Tyto latky budou podrobné¢ identifikovany na zékladé dvoudimenziondlni plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii a metodou porovnani reten¢nich indexi. Syntetické
standardy identifikovanych latek budou znovu zpétné analyzovany elektroantenografickou
detekci parované s plynovou chormatografii se snahou o potvrzeni spravnosti jejich prvotniho
urCeni. Vysledkem prace bude tedy identifikace biologicky aktivnich latek hostitelské
dieviny — F. sylvatica na tykadle kurovce — T. bicolor.

Identifikaci latek, které jsou dulezité pro T. bicolor miizeme uéinit preventivni opatieni a
Vv ptipadé jeho budoucich gradaci budeme védét vice o jeho orientaci v prostiedi. Predevsim se
jedna o potencidlni zvyseni atraktivity agregacniho feromonu — bicolorinu, ktery je jiz ted
synteticky vyrabén a distribuovan. Toto lze implementovat v zasadach integrované ochrany
lesnich stanovist, mezi které¢ patii vyznamny prvek — kontrola. Tu lze vykonavat lakdnim
ktrovce do pasti (lapacti), na jejichz zékladé je mozné odvodit hustoty jeho populaci. Diky

tomu muzeme vVyhodnotit moznosti, jak jeho gradaci zastavit nebo alespon zpomalit.
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3 Literarni reSerse
3.1 Kirovci

Kirovci jsou zivoc¢ichové z fadu brouki, ¢eledi nosatcovitych (Biolib, 2024). Na celém svéte
se vyskytuje vice nez 4000 druhti téchto zivocichii. Velikost jejich téla je velice variabilni.
V Ceské republice se pohybuje v rozmezi od 1 mm az po 9 mm (Pfeffer, 1965). Mezi zékladni
metody determinace patii posouzeni morfologie jednotlivych druht nebo ptipadné identifikace
pozerku, cozZ je kresba, ktera vznika pod kuarou v disledku jejich aktivity. Nejcastéji klirovce
rozdélujeme na 2 skupiny dle jejich Zivotni strategie. Kambio-xylofagni druhy, ktefi konzumuji
lyko a Casto pusobi nemalé ekonomické Skody (viz. v Evropé podéeled’ Ipinae, v Americe
kde péstuji symbiotické houby, které i konzumuji. Hostiteli klrovci jsou v majoritnim
zastoupeni stromy, které slouzi jako zdroj potravy, ukryt pfed nebezpecim i jako substrat pro
zalozeni nové generace. Kiarovci maji rizné Sirokou potravni vazbu. Nektefi patii mezi
monofagni stratégy a soustfedi se pouze na jednu dfevinu. Naptiklad Iykohub jasanovy —
Hylesinus varius (Fabricius, 1775), bélokaz dubovy — Scolytus intricatus (Ratzenburg, 1837),
bélokaz jilmovy — Scolytus scolytus (Fabricius, 1775) nebo oligofagni stratégy, ktefi se mohou
vyvijet na §irokém spektru druhii rostlin. V podminkach Ceské republiky predstavuji nejvétsi
riziko druhy, které se specializuji na smrk ztepily. Mezi tyto patii naptiklad lykozrout
smrkovy — Ips typographus (Linnaeus, 1758), Iykozrout mensi — Ips amitinus (Eichhoff, 1871),
lykozrout seversky — Ips duplicatus (Sahlberg, 1836), lykohub matny — Polygraphus
poligraphus (Linnaeus, 1758), lykozrout leskly — Pityogenes chalcographus (Linnaeus, 1758)
a dalsi (Jankowiak a kol., 2009). I. typographus, I. duplicatus a P. chalcographus zaroven patii
dle vyhlasky €. 101/1996 Sb., v platném znéni, mezi kalamitni Skiidce, coz znamend, Ze maji
potencial zptsobit kompletni rozvrat lesnich spoleéenstev. To z nich ¢ini dtlezité Cinitele, Kteti
pusobi zna¢né ekonomické a ekologické ztraty. Jednim z hlavnich divodu jejich relevantnosti
je dominantni zastoupeni smrku ztepilého v nasi krajiné (46, 8 % z celkové rozlohy lest na
tizemi CR — MZe, 2022). Nahodila t&zba podle MZe (2022), ptedstavovala 19,8 milionti m?
z &ehoz bylo 11,54 milionti m® vykazano jako t&zba z divodu biotického poskozeni. Fatalnimi
vSak nejsou pouze kirovci na jehli¢natych dievinach. Napiiklad druhy jako S. scolytus
napadajici jilmy (rod Ulmus) jsou také extrémné letalni (Dvoiéak a kol., 2006). Davodem jejich

zavaznosti je prenos houbovych spor, které nasledné zptisobuji odumirani hostitelskych dievin.
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Jako zakladni ochranny mechanismus podle vyhlasky 101/1996, ktery je v ¢eském lesnictvi
vyuzivan, je kontrola populaci skiidct. Paklize je provadéna disledné a pocty karovct jsou
udrZzeny v unosnych mirach, nemusi dojit k prudké expanzi populace s mnohdy velikymi
ztratami. K monitoringu jsou dle vyhlasky povolena naptiklad nasledujici opatieni: kladeni
lapakt, vyuziti lapact nebo otravenych lapaka. Pocty pro jejich nasazeni jsou vyvozeny na
zakladé vypoctu kalamitniho zékladu, coZ je mnozstvi m® napadenych stromii za piedchozi
obdobi (1.8. —31.3.). Dalsim diilezitym ptfedpokladem pro udrzeni populace klirovct v inosné
mife je pochlizkova metoda s cilem odhaleni napadenych stromii a jejich vC€asna asanace

(zpracovani kment dfive, nezli kiirovec dokonci Zivotni cyklus a dfevinu opusti).

3.2 Taphrorychus bicolor (Herbst, 1793)

3.2.1 Systematika

Taphrorychus bicolor patti do tise Animalia, kmenu Arthropoda, tfidy Insecta, fadu
Coleoptera, ¢eledi Curculionidae, pod¢eced’ Scolytinae, tribus Dryocoetini rodu Taphrorychus.

Poprvé byl tento druh ktirovce popsan Herbstem roku 1793 (Biolib, 2024).

3.2.2 Morfologie a bionomie T. bicolor

Velikost téla se pohybuje od 1,6-2,5 mm (Pfeffer, 1955). T. bicolor je tmavé cerné az
hnédocéerné lesklé barvy. Celé télo je poseto chloupky. Pronotum je delsi nez Sirsi s opticky
spatfitelnymi hrbolky. Krovky jsou teckované s jemné patrnym meziryzim (Pfeffer, 1955;
Pfeffer, 1989). T. bicolor disponuje kiidly, ktera mu slouzi jako hlavni prostiedek disperze
Vv prostiedi. Diference mezi sameckem a samiCkou je patrnd. Podobné jako u lykozrouta
smrkového spoc¢iva hlavni determina¢ni rozdil v intenzité ochlupeni. U I. typographus se jedna
o0 husté ochlupeni hlavového Stitu (pronotum) v piipadé samic (Schlyter a Cederholm, 1981).
Samicky T. bicolor maji, na rozdil od I. typographus, husté ochlupenou hlavu (chomag¢ Zlutych
chloupktl). Druhym determina¢nim znakem je zkoseni krovek na zadecku. Samecci maji tuto
oblast ostie utatou, zatimco samicky ji maji vypouklou. Hostitelskou dievinou, kterou vyuziva
pro sviij vyvoj je F. sylvatica, ojedinéle byl druh zaznamenan i na rodech dubt (Quercus), lisek
(Corylus), habri (Carpinus), ofesacich (Juglans), vrby jivy (Salix caprea) (L.) a btiz (Betula)
(Pfeffer, 1955). Dalsim znamym druhem, ktery se na F. sylvatica vyskytuje je Ernoporicus fagi
(Fabricius, 1798) se kterym ho lze zaménit (UKZUZ, Foit, 2024). Na rozdil od vice
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zprofanovaného druhu v nasich zemépisnych podminkach — I. typographus vsak T. bicolor
zatim nepfedstavuje vysoké riziko pro lesni porosty. Jedna se predevsim o sekundéarniho
Sktudce, ktery se zivi prevdzné na vétvich, pfipadné na odumirajicich Castech hostitelské
dreviny. Pro tohoto zivoc€icha jiz byl objeven agregacni feromon, coz nam umoznuje potencialni
nasazeni latky pro kontrolu a monitoring. Jedna se o bicolorin ((1S,2R,5R)-2-ethyl-1,5-
dimethyl-6,8-dioxabicyclo[3.2.1]octane) (Francke a kol., 1996). Z hlediska zivotni strategie se
jedna o klasického polygamniho ktrovce. F. sylvatica kolonizuji nejdiive samecci, ktefi
vyhloubi snubni komurku a zacnou lékat dal$i jedince. Samice z diivodu pareni a samce
z diivodu uspésné kolonizace. Prvni rojeni probihd na jafe — v dubnu, druhé potom na prelomu
cervna a Cervence (Pfeffer, 1955). Tento kirovec se zaméfuje piedev§im na vrchni partie
F. sylvatica a v optimalnim pfipadé mu nejvice vyhovuji spadlé nebo pokacené stromy, u
kterych se nejdiive zamétuje na vétve nebo material o parametrech nehroubi. Samecek se podle
Pfeffera (1955) nejcastéji ve snubni komtrce pafi se dvéma az tfemi samicemi. Pozerek je
hvézdicovitého tvaru, ktery se tahne ve svislém sméru a nezasahuje do béli. T. bicolor klade
v mate¢nich chodbickdch 6-10 vajicek (maximaln€ 20). Po zakukleni kiirovci prodélavaji
pfeménu dokonalou. Vyvoj trva pfiblizn€ 2 az 3 mésice v zavislosti na pocasi a okolnich
podminkach. Zimu tento druh pteckava ve stadiu larvy, kukly nebo dospé€lého jedince, a to
nejéastéji v hrabance. Cast populace ale zimu piekonava zavrtana v Iyku F. sylvatica. Toho
bylo vyuZito pro ziskavani jedinct pro experimentalni pokusy v této praci viz metodika 4.1.

Tento druh ktirovee se vyskytuje v lesich mirného pasu celé stfedni Evropy, Anglie, Skotska,
severni ¢asti Afriky, Skandinavie, Danska, Kavkazu, Krymu, Balkdnského poloostrova, Italie,
Rumunska, Sicilie a Korsiky (Pfeffer, 1955). Abundance tohoto hmyziho organismu ma ale
Vv soucasné dobé spise klesajici trend. Ke svému vyvoji potiebuje staré a dobie vyvinuté bukové
porosty se zachovanou kontinuitou jejich vyvoje. Podle Lakatose a Molnara (2009), muze

pomoci jeho populacni hustoté nartst teplot v budoucnu, ¢imz dojde k oslabeni buka.

3.3 Chemosemanty

Podstata téchto latek spociva v jejich tékavosti, coZ znamend, ze jsou schopny dispergovat do
prostiedi, kde mohou byt pfijimény jinym organismem. Tyto skupiny latek jsou vyuzivany
predevsim ze 2 diivodii. Jednim z nich je ochrana. U rostlin v podobé¢ alkaloidd, tfislovin, u hub

pfedevSim jako toxiny a u zivocichli ve formé obrannych sekretd. Druhym, pro tuto praci
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pro dorozumivani se oznacuji jako infochemikalie nebo také semiochemikalie. Ty se nadéle
déli na 2 marginalni skupiny. Na feromony, které zprostfedkovavaji komunikaci v ramci
jednoho druhu a allelochemikalie, které slouzi k mezidruhovému zplisobu pienosu informace.
Feromony se skladaji z ptisobkd, které piimo ovliviiuji fyziologické procesy a spoustécu, které
vyvolavaji behavioralni zménu chovani (Regnier a Law., 1968). Allelochemikalie se rozdéluji
na allomony, které pfinasi uzitek producentovi této informace, kairomony, které¢ zvyhodnuji

piijemce a synomony, ze kterych prosperuji veskeré zainteresované organismy (Kost, 2008).

3.3.1 Feromony

Feromony jsou latky, které¢ vyvolavaji standardni odpovéd’ po percepci organismem stejného
druhu. Reakce na tyto latky je vrozend, zivocich ji nemusi ziskat v pribéhu svého vyvoje. Tyto
latky rozliSujeme do n¢kolika skupin. Patii sem feromony poplasné, sexualni, agregacni,
znackovaci, identifikacni, ovipozi¢ni, kralovské, atd (El-Ghany, 2019). VétSina feromonti je
lipidové povahy, coz umoziuje dobrou moznost interakce s chemoreceptory (Regnier a Law.,
1968). Velikost molekuly, se kterou souvisi jeji tékavost hraje dileZitou roli. Napiiklad
stopovaci feromony jsou tvofeny velkymi molekulami, protoze musi v prosttedi vydrzet
dlouhou dobu. Naopak poplasné signaly jsou tvofeny malymi molekulami, protoze je potieba
bezprostiedni reakce a molekuly o mensi velikosti se pohybuji rychleji (Fadl Ali a Morgan,
1990). Rovnéz specificita latek, které jsou vyuzivany jako feromony, je u riznych funkénich
zameéfeni rliznd. Sexudlni feromony jsou vysoce specifické pro dany organismus, zatimco
poplasné feromony takovou miru unikatnosti nepotiebuji. Geografické bariéry hraji vyznamnou
roli v evolu¢nich procesech, pii kterych byly formovany receptory u Zivocichii na konkrétni
latky. Naptiklad latka frontalin funguje jako agregacni feromon pro fadu kiirovel (pifedevsim
rod Dendroctonus) a zaroven jako sam¢i sexualni feromon slona asijského — Elephas maximus
(Linnaeus, 1758.) (Keeling a kol., 2013; Rasmussen Greenwood, 2003). Hmyz produkuje
feromony vétSinou v corematech (v piipadé motyli) nebo specializovanych $tétickach, které se

nachazeji na zadecku, koncetinach nebo kiidlech.

3.3.1.1 Sexudlni feromony

Tato skupina latek slouzi k signalizaci pro partnera o pfipravenosti K pareni. Nékteré struktury

pusobi na partnera jako afrodisiakum. Tyto chemické signaly mohou byt do prostiedi
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uvoliovany jak samicemi (napfiklad bekyn€, monogamni druhy kiirovell), tak i samci
(polygamni kirovci). Druhem, na kterém byla podstata sexudlnich feromonl objasnéna, byl
bourec morusovy — Bombyx mori (Linnaeus, 1758) s feromonem bombykol (Matsumoto a kol.,
2007), ktery v roce 1959 objevil Butenandt.

3.3.1.2 Poplasné feromony

Tato skupina latek nabyvaji podstatného vyznamu predevsim u socialnich druht hmyzu. Znamé
ptipady vyuziti poplasného mechanismu jsou potvrzeny u Sirokého spektra mravencu. Jako
ptiklad: mravenec Lasius claviger (Roger, 1862) vyuziva latky ze skupiny terpenoidi (citral),
aldehyda (citronellal) a uhlovodikti (undekan) (Regnier a Law., 1968). Latky signalizuji

bliziciho se predatora a indukuji pocit nebezpeci.
3.3.1.3 Trasovaci feromony

Jsou znadmy rovnéz u socidlnich druhtt hmyzu, jako mravenci, vCely a termiti. Zde jsou
vyuzivany malo t€kavé molekuly, které udrzi signal stopy po dlouhou dobu. Vyuziti je
pfedevs§im pro orientaci v prostfedi. A to jak jednim Zivoc¢ichem pro ndvrat z ur¢itého mista
zpét domdu, tak pro navedeni zbylé Casti kolonie na lokalitu, kde se nachazi vhodné zdroje
(potravy, materialu). U vcel byly identifikovany latky geraniol, citral, kyselina nerolova

(Regnier a Law., 1968) plnici tyto funkce.

3.3.1.4 Kutikularni tthlovodiky

Tato skupina latek slouzi u socialnich druhtt hmyzu k roziazovani do ptislusnych kast. Nachazi
se na celém povrchu téla a podavaji informaci o funkénim zatazeni jednotlivee v kolonii (Holze

akol., 2021).

3.3.1.5 Agregacni feromony

Tato skupina latek slouzi k masové mobilizaci jedinct konkrétniho druhu. To je uzitecné za
ucelem piekonani hostitelovy obranyschopnosti, kdy neni schopen celit néporu velkého
mnozstvi predatorti (Bakke, 1970). Tento vztah je dobfe popsan u vétSiny druht kiirovct. I.
typographus pouziva cis-verbenol, 2-methyl-3-buten-2-ol a ipsdienol (Vité, 1972) za ucelem
mobilizace samct i samic, aby se ptidali pfi kolonizaci konkrétniho stromu. Diky jejich vysoké
pfevaze strom neni schopen odolavat ani v optimalnich podminkach a podkorni hmyz si diky

tomu zajisti zdroj obzivy a vhodny substrat pro vyvedeni nasledné generace. I. duplicatus
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vyuziva latky ipsdienol a e-myrcenol (Duduman, 2022), P. chalcographus zase vyuziva

chalcogran a methyl 2,4-decadieonate (Byers, 1990).

3.3.2 Allomony

Jsou skupinou latek spadajicich do allelochemikalii. Jejich primarni roli v ekosystému je pfinést
vyhodu organismu, ktery je emituje do ovzdu$i. Sbarbati a kol. (2006), rozSifuje tuto
problematiku zjiSténim, Ze samotnou latku nemusi produkovat piimo zainteresovany
organismus, ale mikroorganismy, se kterymi zije. Pfikladem vyuziti allomonti v piirod¢ je
ktizak bola — Mastophora cornigera (Hentz, 1850) (Uhl, 2012). Ten se dokazal naudit
replikovat struktury samicich sexualnich feromonti no¢nich motyli z celedi Noctidae
(naptiklad tetradec-9Z-enal, hexadec-11Z-en-1-yl acetat). Diky tomu je schopny nalakat kofist
do pasti a zajistit si potravu. Dal§im piikladem jsou hrobaftici. Ti se naucili vnimat sirné ving,
které uvolnuje rozkladajici se tkan (methathiol, dimethylsulfid) (Podskalkova, 2009). Tyto
latky se naucila emitovat do ovzdusi i rostlina z rodu arénii a tim si zajistila ptisun opylovaci,

diky ¢emuz ziskava kompeti¢ni vyhodu oproti konkurentiim.

3.3.3 Kairomony

Patii do skupiny latek, u kterych z jejich vypousténi do prostiedi benefituje ptijemce. Lesnicky
vyznamnou interakci je naptiklad vztah I. typographus a pestrokreveénikti z rodu Thanasimus
(Bakke, 1981). Thanasimus se naucil rozpoznavat agregacni feromon, kterym kirovec laka
ostatni jedince t¢hoz druhu a vyuziva to pro svou navigaci na napadeny strom. Podkorni hmyz
pro n&j slouzi jako zdroj potravy, tudiz jde o typicky kairomon. Dal§im ptikladem je slunécko
sedmite¢né — Coccinela septempunctata (Linnaeus, 1758), které se naucilo reagovat na latku
beta-farnesen (Minorreti a Weisser, 2014). Ten je produkovan msicemi z rodu Acyrthosiphon.

Slunécka se jimi Zivi a Z percepce latky tedy benefituji.

3.3.4 Synomony

Slouzi v chemické komunikaci k prosperité, jak emitenta, tak ptijemce chemického signalu. Do
této skupiny latek patii napfiklad alarmujici latky, které rostlina vypousti po napadeni

predatorem. Ten nésledné ptilaké predatory, parazity nebo parazitoidy, ktefi se agresorem zivi.
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Rostliné to tedy pomiize z hlediska ochrany pied nepfitelem a piilakany druh najde uzitek
v podobé potravy. Nejcastéji je tento vztah demonstrovan na housenkéach a parazitickych
vosi¢kach. Napriiklad ploskohibetky (rod Cephalcia) a paraziticka vosi¢ka z rodu Trichograma
(Kot, 1964). Nebo v zemédélském sektoru, kde se tato paraziticka vosicka pouziva pro
potladeni zavije¢i kukuficnych — Ostrinia nubilalis (Hiibner, 1796), cernopasce
bavinikové — Heliothis armigera (Hiibner, 1808) (Mendelu, 2010) ¢&i zavijecu
mouc¢nych — Ephestia kuehniella (Zeller,1879) (Ferracini a kol., 2006).

3.4 Buk lesni

Rod buk (Fagus) patii mezi dieviny, které se vyskytuji téméf na v§ech kontinentech. Pro stiedni
Evropu je typicky druh buk lesni (F. sylvatica). Areal jeho vyskytu na jizni stran¢ za¢ina na
Sicilii a kon¢i v norském Bergenu. Na vychod¢ se za¢ina vyskytovat v Rumunsku a tahne se az
po Turecko. Zapadni hranice vyskytu za¢ina ve vychodnim Spanélsku (Durrant a kol., 2016).

S pfihlédnutim na plo$né zastoupeni dfevin na zemském povrchu lze usoudit, Ze dfeviny
vypousténim t€kavych latek do urcité miry ovliviiuji sloZeni atmosféry. Z pohledu chemické
ekologie je buk povazovan za silného emitera t€kavych latek (Holzke a kol., 2006; Tollsten a
Miiller, 1996). To plati zejména v porovnani s dalSimi listnatymi stromy. Jehli¢nany jsou
obecné mnohem bohat$i na vypousténé latky do ovzdusi. Nejvyznamnéjsi zdroj volatilnich
latek u buku lesniho je asimilaéni aparat (Leuschner, 2020). Zde skrz praduchy dochazi
K intenzivni vyméné plynd s okolnim prostfedim, a tudiz jsou odsud uvoliiovany i chemické
latky. V kife je 1ze rovnéz nalézt, ale pokud neni kmen stromu poruseny, tak zde probihé odpar
pouze V malém mnozstvi. Pii fadé¢ vyzkuml bylo odhaleno, Ze emise t€kavych latek z
F. sylvatica zavisi pfedev§im na 2 faktorech. Intenzita slune¢niho zafeni a teplota se jevi jako
hlavni vysvétlujici proménné (Dindorf a kol., 2006; Leuschner, 2020; Simpraga a kol., 2011;
Tollsten a Miiller, 1996). S tim souvisi variabilita v emisi latek z pohledu diurnalnich zmén.
Ptes noc, ptipadné pfi nizké intenzité fotosynteticky aktivniho zéfeni dochazi k utlumu vyparu.
Z toho vyplyva, ze nejvyssich hodnot emise je dosahovano v dob¢ kolem poledne. Rano a ptes
noc je naopak témér nulova. Se zavislosti na teploté souvisi ro¢ni obdobi (Holzke a kol., 2006).
Zahrnuto je pouze aktivni vegetacni obdobi, tedy doba, kdy ma strom vyvinuty asimilacni
aparat. NejnizSich koncentraci u t€kavych latek dosahuje buk v podzimnim obdobi (v zafi).
Nejvyssi emise naopak probiha v 1ét¢ (pfelom ¢ervna/Cervence) (Dindorf a kol., 2006; Holzke

a kol., 2006). V pfipad¢, ze se jedna o genetické klony piislusného jedince, tak nebyl
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zpozorovan rozdil v profilu t€kavych latek. Naopak rozdily mezi jednotlivci pfislusného druhu
jsou predpokladané (Meeningen a kol., 2016). Vyvojové stadium, ve kterém se buk nachazi
rovnéz ovliviuje profil VOC (volatile organic compounds — tékavé organické latky). Buk lesni
a obecn¢ dieviny jsou schopny upravit poméry latek ve svém profilu v zavislosti na stresové
udalosti (Hagiwara a kol., 2021; Pawlowski a kol., 2020). Naptiklad, je-li strom defoliovan
nebo napaden herbivornim organismem, dochazi k utilizaci chemikalii, které varuji okolni
dreviny, aby se mohly na tuto udalost pfipravit. Zaroven dochazi k indukované ochrané stromu,
pii které se zadinaji syntetizovat latky, které jsou toxické pro predatora. Rada z nich v tomto
vztahu plni roli kairomond, kterymi jsou lakani predatofi/parazité agresora, ktery napadl danou
rostlinu.

Buk lesni je pomérné bohaty na mnozstvi latek, které jsou u n¢j pfitomny. Nejvice jsou
zastoupeny terpeny a alkoholy. V odborné literatufe se alkoholy oznacuji jako green leaf
volatiles — tékavé latky z asimilaéniho aparatu se zkratkou GLV. Tyto latky jsou specifické pro
listnaté dieviny, jelikoz se u jehli¢nani témét nevyskytuji. Zatimco u P. abies dominuji pineny
(a-pinene, B-pinene), 3-carene a limonen (Tollsten a Miiller, 1996) u buku je nejvice
dominantnim prvkem sabinene (Dindorf a kol., 2006; Meeningen a kol., 2016; Tolsten, 1996).
Dalsimi latkami, které jsou ale pfitomny jiz o fad nize, jsou myrcene, limonene, phellandrene
a p-cymene. Ve stopovém mnozstvi jsou ve smési zastoupeny jesté a-pinene, thujene, f-pinene,
a-terpinene, (E)-ocimene, (Z)-3-hexenyl-acetate, (Z)-3-hexenole, linalool, (Z)(E)-afla-
farnesene a (E)(E)-a-farnesene (Gabriel a kol., 2013; Meeningen a kol., 2016; Tollsten a
Miiller, 1996).

3.5 Vybrané biologicky aktivni latky na tykadle T. bicolor

3.5.1 Bicolorin

Bicolorin je chemicka latka, ktera slouzi jako agrega¢ni feromon pro ktrovce T. bicolor, ktery
lakéd samice 1 samce téhoz druhu. Objeven byl v roce 1995, Franckem a kol. Cely chemicky
nazev je 2-ethyl-1,5-dimethyl-6,8-dioxabicyclo[3,2,1]octane. Konkrétné se jedna o enantiomer
specifickou variantu (1S, 2R, 5R) (Takikawa, 1997; Astashko, 2013). Latka byla izolovana
z drtinek, které vznikaji poZerovou aktivitou brouka. Analyzovdna byla prostfednictvim
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (Francke, 1996). Bicolorin je chemickou
stavbou velice podobny frontalinu, li§i se pouze rozsitenim o ethylovou skupinu (Francke,

1995). Prekurzorem pro jeho syntézu v laboratornich podminkach slouZi limonen (Takikawa,
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1997). Francke, 1996 navic zminuje dalsi latku, kterd je produkovana samci pii tom, jak se
prokousavaji lykem. Jeji nazev je acetophenon. Jeji potencialni atraktivita pro T. bicolor zatim

nebyla prokazana.

OH

HO

Obrazek 1. Strukturni vzorec bicolorinu ((1S, 2R, 5R)2-ethyl-1,5-dimethyl-6,8-
dioxabicyclo[3,2,1]octane) (ChemBK, 2023)

3.5.2 Trans-2-hexenal

Tato pomérné malda molekula patii do skupiny aldehydd. Jeji struktura je tvofena
6 uhlikovymi atomy, takze spada do kategorie stfedné dlouhych uhlikatych fetézca. Na tyto je
navazan kyslik a vodik. V pfirozeném prostiedi se vyskytuje v mnohych druzich ovoce,
plodech, a hlavné také v asimila¢nim aparatu rostlin (Chebi, 2022). Ptirozené latka vznika
izomerizaci cis-3-hexenalu z asimila¢niho aparatu (listi), coz Hatanaka a Harada (1973),
dokazali pti pozorovani emise volatilnich latek z ¢ajovniku ¢inského — Thea sinensis (Linnaeus,
1758). Rostliny tuto latku pouzivaji ke svému prospéchu diky antibakteridlnim a
antifungicidnim vlastnostem. To bylo demonstrovano Gardinim a kol (2001) na potlaceni
rozvoje aspergilozy (Aspergilus flavus), pfipadné Nerim a kol. (2006) na potlaceni rastu plisné
(Penicilium expansum). Jedna se o latku spadajici do kategorie uremickych toxinu, které se
ukladaji v ledvinach zivocichii, ¢imz mohou byt nebezpetné, jedna-li se o vysoké davky
(T3DB, 2014). Hatanaka a Harada (1973), uvadi, ze v surovém stavu asimila¢niho aparatu se

této latky nachdzi pomérné malé mnozstvi, ale s procesem macerace, za ptistupu kysliku (po
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utrzeni), se koncentrace vyrazné¢ zvySuje. Rovnéz poukazuje na to, ze se tato chemicka latka
mize jevit jako repelent nebo pfipadné atraktant pro celou fadu druhti ¢lenovct. Naptiklad u
hlistic — Bursaphelenchus xylophilus (Steiner a Buhrer, 1934) se jedna o silny antiatraktant,
ktery snizuje reprodukci, a dokonce vyvolava fyziologické zmény v podob¢ snizeného ristu.
Larvy tohoto druhu (pfevazné v druhém instaru) vykazuji vysokou mortalitu pfi kontaktu
s trans-2-hexenalem (Cheng a kol., 2016). Jelikoz se jedna o latku z kategorie GLV (grean leaf
volatiles), tak spada do kategorie repeleneti pro I. typographus, ktery snizuje atraktivitu

agregac¢niho feromonu (Zhang a kol., 1999).

O
CH3 \ H

Obrazek 2. Strukturni vzorec trans-2-hexenalu. Zdroj Tcichemicals (2024)

3.5.3 Eucalyptol

Jedna se o bezbarvou latku spadajicich do kategorie monoterpenickych bicyklickych ethert.
Synonymem pro jeho nézev je 1,8-cineole. Tvofi podstatnou slozku eukalyptovych
esencidlnich olejl a je znam pod vyraznou eukalyptovou viini. Pfirozen¢ se vyskytuje v Siroké
Skale rostlin i v jejich plodech (Citrus, Thymus, Picea, Salvia). Latka je vysoce hotlava (Cameo
Chemicals, 2024). Pro ¢lovéka nema letalni nasledky, ale mtize zpuisobit podrazdéni (PubChem,
2024; Chebi, 2022). V souvislosti s I. typographus spada tato latka do skupiny silnych repelenti
(Jirosova a kol., 2022). Jeho plisobenim je utlumena odpoveéd’ receptorti na cis-verbenol, jednu
ze slozek agrega¢niho feromonu (Andersson, 2012). To potvrzuje i Schiebe a kol (2019), ktery
prokazal, Ze se u tohoto kiirovce nachézeji ¢ichové receptorové neurony, ladéné specificky pro

tuto chemickou latku. Zajimavosti je, ze pokud je P. abies vystaven né&jakému stresu, tak
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dochazi ke zvysené produkci eukalyptolu (Schiebe a kol., 2019). To naznacuje, Ze se jedna o
latku, kterou stromy pouzivaji ke své obrané. Z hlediska lidského uzitku je tato chemicka latka
pouzivana ve zdravotnictvi. Benefitem, ktery pfindsi je pfevazné pomoc pii chronickych
onemocnénich, jako naptiklad: aspiracni problémy, astma nebo kardiovaskularni problémy

(Seol a kol., 2016; Juergens a kol., 2003).

Obrazek 3.Strukturni vzorec eucalyptolu (1,8-cineolu), zdroj Naudé (2016).

3.5.4 T-terpinene

['-terpinene patii do kategorie monoterpentl a je tvoten Sesti uhliky v cyklickém fetézci. Jedna
se o tekavou latku, kterd je emitovana do ovzdusi rostlinami. V majoritnim zastoupeni se
nachazi v esencidlnim oleji citrusovych plodi, po kterych i voni. Tato chemikalie slouzi jako
prekurzor pro vznik celé fady monoterpend, jako napiiklad p-cymenu, a thymolu (Poulouse a
Croteau, 1978). Jedna se o vysoce hotlavou latku, ktera predstavuje vyrazné riziko i pro ¢lovéka
Vv ptipadé jejiho poziti. Vyznamny je pro své antioxidacni a protizanétlivé ucinky (T3DB, 2014;
Chebi, 2019). Protizanétlivé ti¢inky této latky dokazal Ramalho a kol. (2015), ktery testoval
tuto latku na mysich a zjistil, Ze po podani dochazi ke snizeni migrace bun€k do zanétlivé

lokality stejné tak jako zmenSeni otoku. Jeho kurativni t¢inky demonstroval i Baldissera a kol.
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(2016), ktery zjistil, ze pouziti terpenti (vCetné y-terpinenu) snizuje fatalni uc¢inky Trypanosoma
evansi (Steel, 1855; Balbiani, 1888) a dokaze prodlouzit zivot 1é¢ené¢ho organismu.

CHs;

H3C CHs

Obrazek 4. Strukturni vzorec y-terpinenu (Wikidata, 2024)

3.5.,5 Terpinolene

Jedna se o monoterpen, ktery je hojné zastoupen u Siroké fady rostlin. Pfevazné se nachazi
Vv esencialnich olejich jednodéloznych a jehli¢natych rostlin. Tato latka je vysoce vznétliva a ve
vysokych koncentraci piedstavuje riziko jak pro ¢lovéka, tak i pro Zivotni prostiedi. Stejné jako
Vyznacuje se vyraznou borovicovou vuni (PubChem, 2024; CameoChemicals, 2024; Chebi,
2015). V lidmi vyuzivaném pramyslu je jeho role zajimava v potravinaistvi, kde se nasazuje
jako dochucovadlo (Menezes a kol., 2021). De Christo Sherer a kol (2019) poukazuji na jeho
ucinky. Aydin a kol. (2013), odhalili potencialni moznosti utilizace této latky v boji proti

rakoving. Podafilo se mu odhalit, Ze po nasazeni terpinolenu dochazi Kk utlumeni bujeni
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mozkového tumoru. Déle je mozno tuto latku vyuzit pro jeji sedativni U€inky, které zptisobi

jeho inhalace (Ito a Ito, 2013) a pro fadu dalSich zdravotnich benefitd, které nabizi.

CHs

HsC~ CHs,

Obrazek 5. Strukturni vzorec terpinolenu (LabEffects, 2024)

3.6 Orientace ktrovcu v prostiedi

T. bicolor je stejng, jako v Ceské republice velice zprofanovany . typographus, polygamni
druh. To znamena4, Ze lokalizace hostitelského jedince piislusi sameckim, kteti agreguji dalsi
brouky téhoz druhu (Zahradnik a Knizek, 2007; Kalinova a kol., 2014). Jelikoz je ale lesni
ekosystém komplexni celek, je zde fada piekazek, které mu tuto ¢innost komplikuji. U klirovci
obecné je hlavnim orienta¢nim smyslem ¢ich, na jehoz zakladé se orientuji (Xiao-Ling a kol.,
2006). Pro tento vjem maji celou fadu specifickych adaptacnich opatieni. Pfedstavu o prostiedi
moduluji pfedevsim tékavé latky. Ty se z hlediska behavioralnich vlastnosti (z hlediska u¢inku
na rozhodovani kuirovee) dle Anderssona (2011) rozd¢€luji nasledovné: latky, které do procesu
rozhodovéni nevstupuji oznacujeme jako neutralni. Ty, které zvySuji afinitu brouka k urcitému
konani, nazyvame atraktanty, které svym ptsobenim vzbuzuji potfebu u jedince, aby se vydal
smérem k mistu emise. Z hlediska kirovcové dynamiky jsou dilezitymi zdroji téchto signald
hostitelské stromy, jednotlivi klirovcei, ptipadné bakterie, které s nimi ziji v tésné symbidze.
Posledni skupinou jsou repelenty. Ty mohou mit G¢inek vylozen& odpuzujici nebo pouze
inhibicni, pfi kterém dochazi k potlaceni percepce jinak lakajicich latek. U I. typographus miize

tento vztah byt popsan napiiklad snizenim atraktivity agrega¢niho feromonu v piipadé vyskytu
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GLV, 1,8-cineole nebo trans-4-thujanole (JiroSova a kol., 2022). V piipadé T. bicolor mizeme
za atraktanty oznacit terpeny a alkoholy emitované F. sylvatica. Repelenty potom jsou latky
ostatnich nehostitelskych rostlin. Kombinace téchto chemickych molekul v terénnich
podminkach nasledné podmini jeho rozhodnuti. VVolbu, zdali se brouk vyda vstiic emitentovi
signalii a ptfipadné se pokusit o jeho kolonizaci. Na jeho vybéru zavisi jeho zivot i preziti celé
populace, ktera se nachazi v ptislusném mistd. Casteéné se orientuji také pomoci zraku, na
jehoz zaklad¢ jsou schopni rozlisit habitus porostu, pfipadné konkrétniho hostitele (Byers,
1996) a chuti. U lykozrouta smrkového byly definovany 2 zékladni teorie, na jejichz zaklad¢
probiha vybér cilového hostitele (Andersson, 2011). 1. teorie pojednava o tom, Ze se brouk
orientuje v prostiedi ¢isté nahodné a hostitele si vybira metodou pokus — omyl. Dosedne na
ktru, vyhloubi snubni komirku, a paklize pfezije, naldké ostatni jedince a vyvedou novou
generaci. 2. teorie, ktera si v soucasné dob¢ ziskava vétsi naklonnost, hovofi o orientaci na
zaklad¢ Cichovych signall, viz princip uvedeny vyse v této kapitole. Mozna je i kombinace
obou uvedenych zptsobu. Tento fenomén popisuje Bayers (1995), nebo Saint — germain a kol.
(2007).

3.7 Chemicka komunikace u kurovcu

Organem, ktery slouzi k prvotnimu pfijmu signalu, je tykadlo. To se sklada ze scapu, ¢lanku,
ktery je uloZeny v tykadlové jamce (antennal lobe). Na n¢j je navazany pedicelus a nasledné
dalsi ¢lanky (flagela) zakonceny tykadlovou palickou (antennal club) (Hulcr a kol., 2015).
Pravé tykadlova palicka je u klirovci dominantnim nositelem senzil, které jsou zodpovédné za
pfijem okolnich podnéti. U nékterych druhtt hmyzu se senzily vyskytuji v dominantnim
zastoupeni na palpach, tarzach (Xia Shi a kol., 2021) a v malém mnozstvi na zbytku celého téla.
Tykadlo je povazovano za multimodalni organ. To znamena, Ze se na ném vyskytuji senzily
s riznym funk¢nim zamétenim. Nachazi se zde senzily zaméfené na chutové podnéty. Do této
kategorie patii napiiklad senzila chaetica (Nowinska a Brozek, 2017; Xia Shi a kol., 2021).
Dale jsou zde receptory pro mechanické podrazdéni a receptory reagujici na oxid uhlicity (CO2)
(Andersson a kol., 2013). Z hlediska chemické komunikace jsou nejdilezitéjsi ¢ichové. Ty totiz
pfijimaji chemické signaly, ¢imZ jsou zodpovédné za orientaci v prostoru. Jejich anatomicka
stavba je diversifikovana. Mezi zakladni struktury fadime sensilu basiconicu, trichodeu a
coleonicu (Chao Ma a kol., 2022). Chut'ové a ¢ichové senzily se lisi stavbou. Zatimco chut'ové

senzily maji jeden otvor na Spicce, skrz kterou piijimaji latky z okolniho prostiedi, ¢ichové maji
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perforovanou kutikuldrni vrstvu po celém povrchu, kterou se chemické molekuly mohou dostat
do vnitiniho prostiedi (Menco a kol., 1982). Disperze senzil neni nahodna. Na dorsalni strané
se nachazi v dominantnim zastoupeni ty, které reaguji na mechanické podrazdéni a na opacné
(ventralni strang) jsou marginalné zastoupeny senzily ¢&ichové. Cichové senzily jsou na
tykadlové pali¢ce uspofadany systematicky v zavislosti na druhu ktirovce. Jelikoz se vétSina
studii zamé&fovala na |. typographus, bude princip demonstrovan pravé na ném. Z optického
hlediska si Ize na tykadlové palicce povSimnout opticky patrné dvojvinky (Andersson, 2011).
Ta je praveé tvofena senzilami, které jsou shlukovany na zaklad¢ toho, na které latky reaguji.
Nachézi se zde 3 zakladni oblasti, které reaguji na feromony a rostlinné viné (tato je jeste
rozdélena na 2 podoblasti — hostitelské a nehostitelské signaly). (viz obrazek 6).

Senzila je biologicky ttvar nitkovitého tvaru, ve kterém se nachazi ¢ichovy receptorovy neuron
(ORN z anglického olfactory receptor neuron). V jednotlivych senzilach se nachazi urcity pocet
téchto neuronti. Nejcastéji se jedna o 2-3 Cichové receptorové neurony (Andersson a kol., 2009).
Nékteré konformace téchto neurond slouzi k efektivni odezvé na odpovéd. U lykozrouta
smrkového to bylo naptiklad zjiSténo u senzil, ve kterych se nachdzely neurony reagujici na
cis-verbenol (komponenta agrega¢niho feromonu) a 1-8 cineol (antiatraktant), ktery snizoval
udinnost agregac¢niho feromonu) (Andersson a kol., 2012). Funk¢ni zaméfeni jednotlivych
neuront zatim neni kompletné probadano a je uréeno ptiblizné 70 % z nich (Andersson a kol.,
2009; Andersson, 2011). Dominantné zastoupeny jsou ty, které jsou odpovédné za piijem
slozek agregacniho feromonu. Zajimavosti ale je, ze 22 neuronl reaguje na cis-verbenol,
zatimco pouze 3 na 2-methyl-3-buten-2-ol (Andersson a kol., 2009). Piiblizné 35 % neurond
reaguje na hostitelské latky, které jsou pro kiirovce existencionalné dilezité, protoze slouZzi
k lokalizaci hostitele. Tyto jsou pievazné odpoveédny za ptijem latek terpenického puvodu. U
. typographus jde pfevazné o a-pinen. Zbylé neurony (v poctu ptiblizné 22 %) reaguji na latky
nehostitelského plivodu. Neurony se v obecné rovin€ rozd€luji na generalisty a specialisty
(Hallem a kol., 2006). Neurony s uzkou specializaci je mozné aktivovat pouze par specifickymi
latkami, zatimco Siroce zamétfené reaguji na vetsi spektrum infochemikalii. U kiiroved jsou
V margindlni mife zastoupeny pravé ty specificky zamétené.

Funkéni princip senzily spociva v perforaci kutikularni stény, skrz kterou mohou z okolniho
prostiedi prostupovat chemické latky do intracelularniho prostiedni. Zde se nachazi tclo
neuronu s dendrity a axon (Andersson, 2011). Povrch dendritu je pokryt velkym mnozstvim
receptortl, na které se mohou vazat chemické latky (ligand-binded). Receptory jsou struktury
bilkovinného plivodu. Poté, co se na né navaze molekula konkrétni viing, pro kterou jsou

naladény, dojde k otevieni iontového kanalu. JelikoZ je pomér iontl v intracelularnim a
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extracelularnim prostredi rozdilny, dojde k jejich vyméné skrz bunéénou sténu, ktera je tvorena
fosfolipidovou dvouvrstvou. To zapfi€ini, Ze se chemicky signal za¢ne prevadét na elektricky
(tento jev se oznacuje jako transdukce). V této fazi je generovan receptorovy potencial
(Andersson, 2009). Ten je razné veliky v zavislosti na tom, kolik receptorti je zprichodnénych
kvili navazanym ligandim. Pokud je signal dostatecné veliky a naakumuluje se dostate¢né
velika suma receptorovych potencialt, dojde k podrazdéni ¢ichového receptorového neuronu
(Andersson a kol., 2013) prostiednictvim synapse. V této fazi dochazi ke generovani akéniho
potencialu. Paklize je dosazeno prahové hodnoty pro jeho pienos, dochazi k odeslani signalu
pies axonu (Andersson, 2011; Mentem 2015, citovano dne 29.3.2024). Jeho télo je tvofeno
myelinovou vrstvou, ve které¢ se nachazi série Schwanovych bunék. Jejich vyznam spociva
Vv tom, ze elektricky signal nemusi prochazet skrz buiiky, takZe nedochdzi ke ztraté energie, coz
Vv systému Setfi spotfebu adenosintrifosfatu (ATP) (Wikipedia, 2022). Na konci axonu se
nachazi ¢ichovy lalok (antennal lobe) (Andersson, 2011). V tomto centru je integrovan signal
ze vsech Cichovych receptorovych neuronti do jednotlivych glomerult, redukuje se zde Sum a
zvys$uji se malé odpovédi na hranici prahovych hodnot. Opét dochazi k hromadéni odpovédi, a
kdyz je dosaZena satura¢ni hodnota, dojde k podrazdéni synapse mediatorem a dalsimu pfenosu
informace. Odtud putuje do houbového téliska (mushroom body). Zde se nachazi Kenyonovy
bunky, které integruji signaly z riznych smyslovych center (Suenami a kol., 2018). Nasleduje
opctovny pienos informace po neurondlnich drahach do centra nejvyssi instance. Tou je
postranni roh (laterar horn). V ném dochazi k findlnimu sloZeni podnétli ze smyslovych center
a prenosu informace do motorickych center (Carrasco a kol., 2015). To ma za nasledek

vykonani urcité ¢innosti v reakci na podnét.
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Obrazek 6. Detailni snimek z elektronového mikroskopu tykadlové palicky |. typographus.
Jedna se o svrchni stranu, ktera je poseta chemosensory, které jsou rozdélené do nasledovnych
oblasti. Cast A je funkénd zaméfena na nehostitelské latky (zelené &tverecky). Cast B je
odpovédna za ptijem hostitelskych latek (zluté trojuhelniky). Lokalita C je specializovana na
feromony (Cervena koleCka). Modra kolecka, ktera se nachazeji uvnité Cervenych, jsou
odpovédna za ptfijem 1,8-cincolu a je na tomto demonstrovana kolokalizace senzil, coz
zpusobuje efektivni modifikaci celkové behaviordlni odpoveédi na podnét. Obrazek pievzat

z publikace Andersson a kol., 2009.

3.8 Standardni schéma chemické ekologie

3.8.1 Pozorovani chovani zkoumaného jedince

Jako prvnim krokem v chemické ekologii je zjisténi, jak zkoumany organismus interaguje
s latkami v prostiedi. Pro tyto pokusy se nejcastéji pouziva metoda polnich pokust, pii kterych
dochazi ke sbéru empirickych dat. V ptipadé lesnich ekosystémi tato praktika spociva
V pozorovani organismu v interakci s rostlinnym materialem. Ten do ovzdusi emituje volatilni
latky, které modifikuji jeho chovani a vyvolavaji bud’ repelentni, nebo pozitivni odpoved.
PakliZe je odhalen n&jaky trend pouhym pozorovanim, je moZné pokracovat v biochemické

eseji.

3.8.2 Extrakce latek

Pokud je zjiSté€no, Ze rostlinné casti ovlivituji chovani zivocicht, je potieba identifikovat
latky/smési latek, které se v materidlu nachéazeji. Proces urceni latek v zakladnim pojeti
obsahuje 2 kroky. Nejdiive je potfeba provést jejich jimani. To se provadi statickymi nebo
dynamickymi metodami. Mezi ty statické (neprobiha aktivni vyména plynu) fadime naptiklad
staticky headspace, metodu extrakce pevné slozky (SPME — solid phase method extraction)
(Hennion a kol., 1999; Bruno a Ettre 2006). Metodou s aktivnim proudénim vzduchu je metoda
dynamického headspace (Werkhoff a kol., 1987). Princip spoc¢iva v navazani tékavych latek na
sorbent, ze kterého je nasledné mozna jejich eluce prostiednictvim rozpoustédla. Sorbenty se
nejCasteji vyuzivaji z aktivniho uhli, Tenaxu nebo PorapakuQ. Vyhodou metody headspace je

predevsim uloZeni rozpusténé latky v rozpoustédle, tudiz ji Ize vyuZit pro opakované méteni.
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Pii metodé SPME lze latku testovat pouze jednou. Podle Kanavourase (2005), je také metoda
dynamického headspace vhodnd pro zachyceni vétstho mnozstvi chemickych prvkid nez
statické metody. Podminéno to je vSak delsi dobou méfeni. Metoda statického headspace se v
soucasné dob¢ pouziva méné, jelikoz je v porovnani s ostatnimi ze zminénych mén¢ presna
(Jelen a kol., 2017). Podle studie Kresmera a kol. (2016) je dtlezitym faktorem volba sorbentu,

ktery je pouzit pro jimani latek.

3.8.3 Identifikace latek

Druhym krokem je samotné urceni latek. K tomuto se nejcastéji vyuziva chromatografie. Diive
byla hojné vyuzivana metoda papirové chromatografie. Pfi této se vyuziva celul6zovy papir, na
kterém dochazi k separaci latek postupnym prichodem rozpoustédla (MzCr, Vavrova, 2024).
V soucasné dobé¢ se nejéastéji pouziva chromatografie kapalinova (GL) nebo chromatografie
plynova (GC). Ve standardnim pojeti je chromatografickd technologie schopna dosahnout
vysoké teploty. Uvnitt se nachdzi kolona, kterou putuji latky, které je potieba separovat. Vnitini
povrch kolony je zhotoven ze stacionarni faze, ktera interaguje s latkami, které kolonou
prochazeji. To zajist'uje jejich rozde€leni, protoze kazda latka s povrchem kolony reaguje jinak.
Druhou slozkou je dynamicka faze. Tu zajiSt'uje nosny plyn nebo kapalina. Nej€astéji helium,
vodik nebo dusik v ptfipad€ plynové chromatografie, kapalina nebo eluent v ptipad¢ kapalné
chromatografie. Prvni soucéstka, se kterou smés latek ptichdzi do styku, je inlet. Tam latky
mohou byt dopraveny ru¢nim néstiikem nebo automatickym injektorem. Zajistuje ndm tedy
pfesné mnozstvi nanasené¢ho vzorku v opakovatelnych krocich. (Schimadzu, 2024) Samotna
chromatografie ale zajiStuje pouze separaci latek. Jejich identifikace se provadi na zakladé
riznych metod. Nejzakladnéjsi je metoda plamenné ioniza¢ni detekce (FID — flame ionization
detection) (Wikipedia, 2012). Zde je kolektorem detekovéana energie, kterou latka vyzafi po
priachodu ioniza¢nim plamenem (plyny, které zde hoti jsou: vodik, dusik a kyslik). Findlni
urceni latky se pocita na zaklad€ reten¢nich indext. To je Cas, ve kterém latka prochazi
plamenem vu¢i zndmym slouc¢enindm smési n-alkant. V piipad€ snahy o zjisténi biologické
aktivity latky na zkoumany zivy organismus je vyuZzivdna metoda elektroantenografické
detekce (EAG) (Cork a kol., 1990). Kolona v plynovém chromatografu je v piipadé této metody
rozdélena soucastkou zvanou splitter (tvar pismene Y). Polovina smési prochazejici kolonou
putuje na biologicky detektor (tykadlo v EAG) a druha cast na analyticky detektor. Dalsi

vyuzivanou metodou pro detekci latek je hmotnostni spektrometrie (Broad institute, 2024). Zde
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dochdzi k procesu ionizace latek elektronovym paprskem. Ten zptlisobi nabiti kazdého iontu
urCitym nabojem. Ty dostanou energii z iontového akceleratoru a pohybuji se po konkrétni
draze. Kdyz se dostanou do blizkosti magnetického pole, dojde k zméné jejich trajektorie na
zaklad¢ poméru jejich hmotnosti a naboje a dopadaji na detektor. A jelikoz maji latky tendenci
konzistentniho Stépeni v konkrétnich vazbach, je nésledné¢ mozné prostfednictvim svétové
databaze latek (NIST) jejich identifikace na zéklad¢ relativni abundance m/z frakci. Hlavnimi
komponenty tedy jsou: zdroj ioniza¢niho paprsku, analyzator hmotnostnich spekter a detek¢ni

zafizeni pro ionty.

3.8.4 Testovani biologické aktivity latek na tykadlech

K ovéteni biologické aktivity slouZi pfistroj s ndzvem elektroantenograf (EAG) (viz. obrazek
28). Tato soucastka slouzi k méteni zmény elektrického napéti mezi Spickou a bazi tykadla
(Syntech, 2004). Tento vztah vychazi z Ohmova zakona. Metoda je vyuzivana jiz od roku 1957
v pokusech Schneidera, ktery ji ve svych pokusech poprvé realizoval pti testovani hmyzu
(Roelofs a Brozek, 1984). Elektroantenograf se sklada z méfici elektrody, referen¢ni elektrody
(elektrody jsou nejcastéeji reprezentovany stiibrnym dratkem), zesilovaci a tykadla. Pro méteni
je dulezity pomér odporu na tykadle a odporu na zesilovaci. Aby bylo mozné ziskat
reprezentovatelnou odpovéd’, je nutné, aby odpor na tykadle byl nizsi (Syntech, 2004). Samotny
zaznam z piistroje pak reprezentuje sumu receptorovych potencidlu. Ta se generuje v mist¢,
kde dochdzi k interakci zkoumané latky s ¢ichovymi receptorovymi neurony. Signal nasledné
vstupuje do pievodniku, kde je piipadné integrovan s dal§imi soucastkami (napiiklad
s vystupem z plynového chromatografu parovaného s plamennou ioniza¢ni detekci) a odtud
putuje v digitalni podobé do pocitacové jednotky. Jelikoz je elektroantenograf extrémné
senzitivni soucdstkou, je vyuzivano odstinéni okolniho elektromagnetického ruchu
Faradayovou kleci (Faraday, 1836). Vystup z elektroantenografu se oznacuje jako
elektroantenogram a ve standardni konstelaci je na ném vyobrazena zména receptorového
potencialu (amplituda) v milivoltech. Ta nam davéa informaci o percepci zkoumané latky
zivocichem, na kterém je méteni realizovano.

Druhou metodou je elektrosensilogram, ktery se ziskava z single sensillum recorderu (SSR)
(Pellegrino a kol., 2010). Pfistroj svou funk¢éni podstatou odpovida soustaveé
elektroantenografu. Jedna se ale o vice citlivé a mikroskopicky naro¢né zatizeni. Rovnéz se pro
méteni pouzivaji elektrody. Tyto jsou vétSinou realizovany wolframovym dratkem, ktery je

brousen roztokem fosfore¢nanu draselného na priméry v fadech jednotek mikronti (Shannon a
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kol., 2013). Dvodem je vyzadovana preciznost a ostrost elektrody. Ta se totiz zavadi ptimo do
baze jednotlivych senzil se snahou 0 zapojeni jednotlivého nervového ¢ichového receptoru. Pri
této metod¢ je ziskdvan generovany potencidl v jednom nervovém Ccichovém receptoru.
Nedochazi tedy ke snimani sumy receptorovych potencidlii generovanych podrdzdénim vice
¢ichovych receptorovych neuronti jako u elektroantenografické metody. Timto métenim je tedy

mozné definovat funk¢éni zaméteni jednotlivych senzil na tykadle.

Obrazek 7. Plynové chromatografie s elektroantenografickym méticim ptistrojem. 1 = plynovy

chromatograf; 2 = automaticky sampler pro nastiik latky; 3 = generator vzduchovych pulst;
4 = ohtivac trubky ustici z plynového chromatografu; 5 = potrubi vychazejici z plynového
chromatografu, které unasi chemické latky; 6 = analogické zatizeni IDAC4, které integruje
signadly z GC a EAD; 7 = Faradayova klec, ve které se nachazi elektroantenograf; 8 =

mikroskop; 9 = pocitacova jednotka; 10 = polohovatelna digestot

3.8.5 Behavioralni pokusy

Poté, co je latka izolovana, z chemického hlediska determinovana a jeji biologicka aktivita na
tykadle identifikovana, je nutné zjistit vliv latky na organismus. Tyto observace je mozné

provadét bud’ v laboratornich podminkach, nebo pii polnich pokusech. Ve sterilnich prostorech
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se nejcastéji pouziva olfaktometrie. Ta u hmyzu spociva ve vyuziti sklenéné trubky ve tvaru Y
(Das a kol.1 2021). Na bazi trubky se umisti zkoumany organismus, do jednoho z ramen
identifikovana latka, u které je potifeba potvrdit jeji vliv na odpovéd a druhé rameno je
vyuzivano jako kontrola. Rameny je do systému veden vzduch, ktery proudi smérem k bazi.
Hmy?z se orientuje proti vétru a timto jsou simulovany ptirozené podminky. Alternativou k této
metod¢, pro hmyz s vysokou letovou aktivitou, je vétrny tunel (Peters a Abraham, 2009). Ten
funguje na podobném principu, kdy je pozorovano, jestli se zkoumany zivoCich pohybuje
smérem ke zdroji, nebo ne. Pro hmyz s omezenou moznosti letu (napiiklad mravenci) jsou
vyuzivany trasovaci pokusy (Heyman a Vilk, 2019). Zde je na papir nanesena latka a je
pozorovano, jestli se organismus drzi na draze nebo mé tendenci signély ignorovat. Druhym
odvétvim v tomto segmentu jsou polni pokusy (Rudinsky a Feinreman, 2012). V laboratofi
otestované latky se nasadi v pfirozeném prostiedi, kde se zkoumany organismus vyskytuje. To
je mozné realizovat prostiednictvim navnadénych lapacti. Abundance pii odchytech se nasledné
porovnava s kontrolnimi prazdnymi lapaci. Do terénnich observaci, z diivodu komplexnosti
venkovnich ekosystémt, vstupuje celd fada proménnych, které do laboratornich meéteni

nezasahuji, a tudiz se vysledky ne vzdy shoduji.

3.8.6 Geneticka méreni

Finalnim krokem chemicko-biologicko-ekologického méfeni jsou genetické analyzy. Jelikoz
jsou znamy z ptredchozich krokli chemické latky a jejich vliv na organismus, tak lze
identifikovat ¢asti zkoumaného zivocicha zodpovédné za jejich percepci, ptipadné expresi. Ty
Ize analyzovat metodou genetické sekvenace genomu a zkoumany organismus ovlivnit na
genetické tirovni. Potencialni vyuziti naptiklad u I. typographus, jehoz genom byl publikovan
Powellem a kol. (2021); Anderssonem a kol., 2013. Jelikoz byl odhalen jeden z komponentt
agregacniho feromonu cis-verbenol (ten vznika de novo prostfednictvim metabolickych drah u
klirovce s vyuzitim prekurzoru a-pinenu), tak je mozné vytipovat tu ¢ast genomu, kterd je
odpovédna za jeho tvorbu (Ramakrishnan a kol., 2022). To umozni potencionalni vypnuti
tohoto cyklu a lykozrout smrkovy by ztratil schopnost agregace, coz je jeden z hlavnich
mechanismu, diky kterému je uspéSnym kolonizadtorem novych hostiteld. Opacné by
potencialné mohlo byt mozné zasdhnout do ¢asti genomu kiirovce, ktery je odpovédny za tvorbu
¢ichovych receptorovych neuront, které jsou odpovédné za vnimani konkrétni latky. Tyto
studie ohledné lykozrouta smrkového teprve probihaji, takze se jednd pouze o teoretické

presahy této Casti chemické ekologie.
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3.8.7 Praktické vyuZziti

V prvnim stupni této védni discipliny doslo k odhaleni n&jaké zavislosti/interakci mezi dvéma
organismy (naptiklad defoliator x dfevina). Ve druhé fazi jsou extrahovany hostitelské latky,
které u zivocisSného organismu vyvolavaji néjakou behavioralné podminénou akei. Ve 3. stupni
jsou z celkového profilu latek vytipovany ty, které u lakaného zivocicha vyvolavaji odezvu.
Konkrétni latky jsou nasledné testovany, jak na zvite pusobi (repelent/atraktant).

Kdyz dojde k odhaleni vSech vySe zminénych zavislosti, tak je mozné latku nasadit v terénu.
Standardné se vyrabi odparniky latek, které se pouzivaji v monitoringu abundance populace
zajmového druhu. Toho se vyuziva napiiklad v interakcich: T. bicolor a bicolorin (Takikawa a
kol., 1997) nebo I. typographus a cis-verbenol, 2-methyl-3-buten-2-ol (Schlyter a kol., 1987).
V nékterych ptipadech nemusi byt pouzit odparnik se synteticky vyrobenymi latkami, ale mize
se pouzit pifimo emitent. Tohoto vztahu se vyuziva naptiklad pfi vabeni samecklt bekyné
mnisky (Lymantria dispar) (L.) zivou samici (Elkinton a kol., 1984), ktera se umistuje na
lepovych pésech. Efektivni metodou pro velice agilni druhy hmyzu je metoda mating disruption
partnera, a tudiz se nemuze reprodukovat. Toho se docili zvySenim chemické heterogenity
stanovisté. Naptiklad aplikaci velikého mnozstvi odparniki s feromonem (disparluru pro
bekyni velkohlavou (Lymantria dispar (L.)) (Skinner, 2018) po porostu, coZz zpusobi, Ze
samecek nedokdze lokalizovat samiCky pfipravené k pafeni. DalSi moznosti vyuziti mize byt
zlepSeni u¢innosti feromoni v ptipadé uziti latky zvysujici jejich atraktivitu. U I. typographus
agregacni feromon v kombinaci s hostitelem emitovanymi terpeny (pineny). Dalsi variantou je
pouziti rostlinné latky s cilem potladit atraktivitu stanovisté nebo s ucelem snizeni atraktivity
samotného feromonu. U I. typographus naptiklad inhibi¢ni G¢inek 1,8-cineolu a trans-4-
thujanolu na cis-verbenol a 2-methyl-3-buten-2-ol (JiroSova a kol., 2022). Kombinace
atraktivnich a repelentnich latek l1ze vyuzit u metody push-pull. Tato metoda se uspesné€ vyuziva
na snizeni negativnich dopadi mouchy tse-tse (Glossina) (robineau-Desvoidy, 1830). Latky
produkované antilopou Kobus defassa (Riippell, 1835) (Bett a kol., 2015) jsou vyuzivany jako
repelenty, jelikoz tse-tse v prirozeném prostredi odpuzuji. Bavoli viing je pro ni naopak velice
lakavou (Owaga, 1985), takze se extrakt z buvola nasazuje s cilem mouchu naldkat na misto,

kde dojde k jeji eradikaci.
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4 Metodika

4.1 Brouci T. bicolor

Pro elektroantenografické experimenty byli pouziti brouci z riznych zdroji. Nejdiive byli
vyuziti brouci z lapa¢u znac¢ky Ecotrap. Do tohoto zafizeni byl umistén feromon — bicolorin
(AlphaScents, Inc.), ktery laka T. bicolor. Ti poté, co narazi do konstrukce lapace, padaji do
plastové uzaviratelné nadoby, ve které byli pievezeni do laboratoii na Ceské zemédélské
univerzité a uchovani za teploty pfiblizn¢ 4 °C. Sbér v terénu probihal v obdobi od ¢ervence do
zati roku 2023. Druhou alternativou, odkud brouci pochazeli, byly klimatizované mistnosti
v prostorech CZU. Zde byly zalozeny 2 chovy. Kiirovci byli v poétu p¥iblizné 40 Zivych jedinct
nasypani na polena F. sylvatica v zafi roku 2023. Boxy byly vétrané a se zajisténou cirkulaci
vzduchu (24 °C; pfi relativni vlhkosti 45-60 %). Po ptiblizné 2 mésicich byli brouci vyloupani
prostiednictvi noze a z kiiry extrahovani pinzetou. Jelikoz nebyly boxy rosené vodou, extrakce
ktirovet probihala obtizné a z této metody byly ziskany pouze nizké desitky vitalnich jedinct.
Z dtivodu nedostate¢ného mnozstvi broukti na pokryti kompletniho elektroantenografického
méfeni byli brouci jesté sbirani v terénu v dob¢ prosinec az tinor 2023/2024. Tato metoda byla
umoznéna diky zpusobu jejich Zivota, jelikoz ¢ast populace dospélych jedinct piezimuje v lyku
buku lesniho. Lyko bylo v pasech odlupovano dlatem. Pasy byly rozldmany a jelikoZ maji
tendenci praskat v misté mate¢nich chodbicek, tak mohli byt kiirovci odebrani pinzetou. Brouci
byli nasledné uskladnéni v plastovych dozach, do kterych bylo ptidano trochu lyka a kiiry pro
zajisténi idedlni vlhkosti a skladovacich podminek (zaroven tim dojde k prodlouzeni jejich
zivotaschopnosti). LykoZrouti byli ponechani 2 hodiny pii pokojové teploté, aby se do
organického materidlu mohli zavrtat. V takovémto stavu byli premisténi opet do lednice, kde
se teplota pohybovala kolem 4 °C. Sbér brouki v terénu probihal nedaleko obce Jevany na
soufadnicich 49.9633539N, 14.8018417E.

4.2 Jimani latek

Teékavé latky byly jimany z F. sylvatica. Snahou bylo reflektovat kompletni spektrum, takze
pro analyzu byl vyuzit asimilaéni aparat, nehroubi do priiméru 7 cm a hroubi v podob& mensich
polen. Tento material byl nasbiran na stejné lokalité, jako probihal sbér broukt. Soufadnice
49.9633539N, 14.8018417E. Pied extrahovanim latek byl pokrdcen na menSi Casti.

K samotnému jimani volatilnich latek byla vyuzita metoda dynamického headspace (viz.
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obrazek 29). Rostlinny material byl zabalen do pecici folie (Tescoma, Delicia), kterd byla
utésnéna lepici paskou, aby uvnit vzniklo hermeticky uzaviené prostfedi. Pecici folie byla
zvolena s ohledem na téméf nulové mnozstvi uvoliiovanych latek, které by mohly zkreslit
méieni. Do folie byly nacvaknuty teflonové objimky, kterymi nésledné byla prostréena
kapilarni trubicka o rozmérech (délka 75 mm, primér 0.5 mm). V této trubi¢ce se nachazi
sorbent (PorapaQ), ktery je schopen navazat t€kavé latky. Na kapilarni trubicky byly nasazeny
gumové hadi¢ky, na jejichZ konci se nachazely pumpicky vzduchu (Pocket pump SKC) o
pratoku 125-150 ml/min (pratoky pumpicek byly ovéfeny kalibracnim meéteni a byl u nich
zjistén rozptyl v prutoku). Na jedné stran¢ folie bylo nasazeno 5 pumpicek, které nasavaly
vzduch z vnitini strany folie. Na opacné strané folie bylo nasazeno 7 pumpicek, kterymi proudil
vzduch, ktery je pies sorbent filtrovany, dovnitf folie. Zadni sada slouzila jako kontrolni a po
analyze latek z plynového chromatografu s plamennou ionizacni detekci je jimi korektovan
headspace latek buku. Od vystupu z plynového chromatografu pumpovaného vzduchu z vnitini
strany pecici folie se odecetl vystup z plynového chromatografu z kontrolnich filtri. Daval nam
tedy informaci o znecisténi z prostfedi, ve kterém se jimani provadi. Extrakce latek probihala
po dobu 24 hodin. Po této dobé byly kapilary se sorbentem z teflonovych objimek vytazeny.
Nasledné probéehla eluce prostrednictvim rozpoustédla (hexanu) do sklenénych vialek (Agilent
technologies, 2ml). Pfi tomto procesu dochazelo K ziskani vzorku s t€kavymi latkami, ktery
bylo mozné nastiiknout do plynového chromatografu. Vyhodou dynamického headspace je, ze
Ize smés latek analyzovat opakované (na rozdil naptiklad od metody extrakce na solidni fazi).
Po prvnim méfeni profilu t€kavych latek na plynovém chromatografu s plamennou ioniza¢ni
detekci doslo ke zjisténi, ze se latky ve vzorku nachazely v nizkych koncentracich
(ptedpokladem bylo, Ze by se mohly nachazet pod prahovymi hodnotami pro T. bicolor).
Z tohoto duivodu byla jesté provedena redukce smési na ¥ ptivodniho objemu. Zvolenou
metodou bylo odpafovani, kdy se vialka odvickovala a pii pokojové teploté 22 °C a vlhkosti 27
% nechala redukovat. Pfed samotnym procesem byla smés latek ptevedena do insertu (250 ul)
z divodu dostupnosti pro automaticky injektor plynového chromatografu. Tento proces trval 6
hodin. Kapalné slozka byla zredukovana ze 400 pl na 100 pl. Rozpoustédlo je vice tekavé
V porovnani s volatilnimi latkami z buku, tudiz se odpatovalo rychleji. Takto zhotovend smés

byla uskladnéna v mrazicim zafizeni pii teploté -20 °C.

37



4.3 Priprava mérici aparatury EAG

Pied samotnym méfenim na elektroantenografické aparatuie bylo potieba zhotovit elektrody.
Ty byly realizovany sklenénymi kapilarnimi trubickami (msystems catalog 603 000, délka 86
mm, prumér 1,5 mm). Na vertikalnim roztahovaci znacky Narishige byla za ptisobeni teploty
65 °C vytvarovana $picka na kazdé z elektrod. Spi¢ka se odlomila lehkym tlakem kolmo na
podlozku, aby byla elektroda oboustranné prichodnd pro kapalinu. Do takto pfipravené
trubicky byl zaveden Ringertv roztok (NaCl 12,2 g/1, KC1 0,21 g/1, CaCl2 0,2 g/l rozpusténo v
destilované vod¢) injekéni stiikackou. Takto zhotovené elektrody byly nasazeny na stiibrny
dratek méfici i referencni strany elektroantenografu. Diky Ringerové roztoku bylo nasledné
mozné snaz$i navazani kontaktu s tykadlem méteného brouka. Pro samotnou analyzu bylo
nutné zapnout piivod vlhé¢eného vzduchu (2 I/min), ktery unasel zkoumané latky na tykadlo,
generator vzduchovych pulsi CS-55 znacky Syntech. Pfevodni zafizeni Idac-4, znacky
Syntech, kter¢ slouzilo jako integra¢ni zatizeni pro vystupy z EAG a plynového chromatografu
a zahtivaci zatizeni Syntech, které ohiivalo kovovou trubku ustici z plynového chromatografu,

kterou byly unaseny tékavé latky.

4.4 Priprava plynového chromatografu

Pfed samotnym méfenim bylo nutné provést kontrolni méfeni, pro které byl vyuzit hexan. Toto
méfeni nam umoznilo vypalit z chromatografu pripadné necistoty a v pocitacovém software
jsme se mohli ujistit, Ze je pfistroj Cisty a spravné nakalibrovany. Na plynovy chromatograf byl
pfipojen automaticky sampler, ktery umoziuje standardizované nastiikovani latek v presném
mnozstvi (v nami nastaveném programu 1 pl). Dale byly do automatického vstiikovace
umistény 2 vialky pro ¢isténi injektoru (zde byla latka rozpusténa v hexanu -> tudiz se jako
Cistici latka pouzival ¢isty hexan) a 1 vialka odpadni, kam byla vypousténa tekutina, ve které
se jehla injektoru Cistila. Pfed pouzitim plynového chromatografu bylo potieba oteviit ptivody
plynného dusiku a helia (Messer Technogas), které slouzily jako nosna faze uvniti kolony.
Detekéni ¢ast métfeni byla realizovana prostfednictvim plamenného ioniza¢niho detektoru
(FID), pro ktery bylo zapotiebi zapnout generator vodiku (Peak scientific). Ten slouzil jako

zdroj energie pro hoteni v detektoru.
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4.5 Fixace Taphrorychus bicolor

Pro fixaci brouka byly zvoleny metody upevnéni intaktniho brouka a fixace pouze hlavy. Kazda
ze zminénych metod ma klady i zapory. Intaktni brouk vydrzel dlouhou dobu fyziologicky
aktivni, tudiz je mozné delSich experimentalnich analyz. Na druhou stranu je fixace ndro¢na,
jelikoZz se jedna o zivy organismus, ktery se snazil ze zatizeni uniknout. Cely brouk byl fixovan
do plastového kuzelu, kterému byla sefiznuta Spicka ziletkou (viz. obrazek 9). Brouk byl
povystréen tak, aby z kuzelu koukala pouze jeho hlava a byl v kompletn¢ statické poloze. Do
crania byl udélan otvor $pickou Spendliku, aby mohla byt hemolymfa propojena s referen¢ni
elektrodou. Jako vstupni misto vpichu slouzilo oko, jelikoz se jedna o mékkou tkan. Zbytek
hlavy je siln¢ sklerotizovany. Vrs$ek fixa¢niho kuzelu byl oblepen dentalnim voskem a ten byl
nasledné pod mikroskopem (Olympus SZ61) naakumulovdn na opa¢né stran¢é hlavy, nez na
které byl proveden vpich. Vosk byl prostiednictvim $pendliku nasunut pod tykadlo, které se na
vosk umistilo tak, aby smérem vzhlru sméfovala ta strana palicky, kde se nachazely sensily
ladéné na chemické signaly. To bylo voskem jesté aretovano do polohy, kdy kirovec nemohl
tykadlovou pali¢ku zatahnout zpét anebo ji jinym zpiisobem odpojit od méftici elektrody. Takto
ptipraveny preparat byl umistén do elektroantenografu. Do propichnutého oka se zavedla
referencni elektroda a na tykadlo se umistila méfici elektroda (viz obrazek 7). Manipulace
elektrod probihala mikromanipulatory pod elektronovym mikroskopem znac¢ky Nikon SMZ 18.
Druha vyuzita metoda byla fixace pouze hlavy (viz. obrazek 8). Tato procedura byla méné
naro¢na na samotné provedeni, ale preparat vydrzel krat$i dobu. Z tohoto dtivodu se nehodi na
dlouhé méfici procedury. Brouk byl nejdiive pod mikroskopem usmrcen pfi€nym fezem
ziletkou v misté predélu hrudi a zadecku. Nasledné se hlava bo¢nim tlakem pinzety povystrcila
z ptedohrudi ven a byla oddé¢lena ziletkou. Hlava se jiz pouze nasunula na referen¢ni elektrodu
za pomoci pinzety a takto zhotoveny preparat byl nasazen na referen¢ni stranu
elektroantenografického detektoru. Na tykadlovou pali¢ku se poté pouze piisunula méfici
elektroda za vyuziti mikromanipulatord. Idealnim stavem bylo, kdyz tykadla od hlavy odstavala
v pravém uhlu. V této konstelaci jsme byli schopni diky povrchového napéti jednoduse navazat
kontakt mezi elektrodou a tykadlovou palickou.

Elektroantenograficka aparatura s fixovanym broukem se piesunula K Gsti trubky vedouci
z plynového chromatografu, kterou byly unaseny t¢kavé latky. Zatizeni bylo nutné prekryt
Faradayovou kleci, kterd nam zajistila odstinéni okolnich negativnich externalit, jako je
elektromagnetické vinéni. To bylo nutné eliminovat z diivodu extrémni citlivosti pfistroje, coz

zlepsilo pomér signal/ruch.
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Obrazek 8. Fixace hlavy T. bicolor. Elektroda, ktera je propojena s hemolymfou skrz hlavu se

nazyva referencni. Elektroda pfiloZzena na tykadlo se oznacuje jako méfici.

Obrazek 9. Fixace zivého brouka T. bicolor.
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4.6 Meérici protokol

Vitalita tykadla byla testovana agrega¢nim feromonem. Tim je pro T. bicolor bicolorin. Ten byl
nanesen na filtraéni papirek (cca 0,5 cm x 0,5 cm) mikropipetami (Thermoscientific, 10 ul —
1000 pl) v mnozstvi 10 pl pfi koncentraci 100 ng/ml. Filtraéni papirek saturovany nami
zvolenou latkou byl vlozen do sklenéné Pasteurovy pipety. Takto zhotoveny preparat
se Vv elektroantenografii oznaCuje jako zasobni¢ek. Feromon byl generatorem vzduchovych
stimult vyfouknut do proudu vlhéeného vzduchu, ktery latku donesl na tykadlo. V ptipad¢, ze
byl kiirovec zapojen spravng, doslo k depolarizaci neuronové membrany, a tudiz zachyceni
zmeény receptorového potencidlu v podobé vychyleni kfivky v nami pouzivaném software (Eag,
syntech).

Paklize jsme méli v aparatufe funkéni tykadlo, byl zapnut pfednastaveny program plynového
chromatografu (Agilent 7890B, Agilent Technologies, USA s kolonou Agilent 19091J-413:
K01 HP-5 o délce 35 m na FID a 31 m na biologicky detektor - tykadlo, priméru 320 um a sile
vnitiniho filmu 0,25 pm). Kli¢ovymi parametry méticiho programu byly: teplota plamenného
ioniza¢niho detektoru 300 °C, vychozi teplota pece chromatografu 40 °C, findlni teplota pece
chromatografu 300 °C, doba méfeni 12,167 minut, teplota inletu 250 °C. Latky prosly
tiicetimetrovou kolonou, a poté byly rozdéleny pomoci splitteru ve tvaru Y na 2 ¢asti. Odtud
putuji 4/5 z nastfiknuté smési 1 m dlouhou kolonou pfimo na biologicky detektor v podobé
tykadla v elektroantenografu a zbyla 1/5 smési 5 m dlouhou kolonou do plamenného
ioniza¢niho detektoru. Divodem rozdilnych délek kolon po priichodu rozdélova¢em a rizného
mnozstvi transportované latky byla domnénka, ze tykadlo a FID jsou schopny detekovat latky
S riznymi prahovymi hodnotami. Hypotéza byla takova, Ze FID je citliva analyticka soucastka,
potiebuje co nejkoncentrovanéjsi stimuly. Pro lepsi separaci latek byl pouzit druhy teplotni
program plynového chromatografu (pomalejsi program), ktery trval 32 minut a jeho ucelem
bylo rozdéleni koeluci a presnéjsi identifikace aktivnich latek z EAG vystupii. Vychozi teplota
pece byla 40 °C, do 100 °C byl nastaveny ohtev 10 °C/min a od 100 °C do 300 °C byl nartst
teploty 5 °C/min.

4.7 Pocitacové rozhrani

Pro zachyceni elektroantenografické odpovédi byl vyuzit software EAG (Syntech). V tomto

programu jsou vykreslovany 3 kiivky. Pod zkratkou DIG se ukryva manuélni stimulace tykadla
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prostfednictvim generatoru vzduchovych pulzi. To nam slouzilo pouze pro kontrolu, abychom
mohli z méteni odecist, kdy bylo tykadlo manualné stimulovano. Znacka FID reflektuje vystup
plamenného ioniza¢niho detektoru, ktery nam daval informaci o spektru latek v méfené smési.
Signal byl zachycen kolektorem poté, co ionizaénim plamenem prosla latka z kolony a spalenim
vytvorila uréité mnozstvi detekovatelné energie. Posledni kiivka s nazvem EAG pfipada
samotnému elektroantenografu, ktery ndm dava informaci o biologické aktivité¢ tykadla po
percepci tékavé latky. V ptipadé€, Ze na tykadlovou palicku dopadla latka, pro kterou ma T.
bicolor naladény konkrétni ¢ichové receptorové neurony, doslo k depolarizaci membrany, coz
vytvofilo signal, ktery jsme byli schopni zméfit (v této fazi nazyvany jako zména receptorového

potencialu). Software fidici chromatograf pochazi od firmy Agilent technologies.

*FID = plamenna ioniza¢ni detekce
*DIG = manudlni stimulace tykadla

¥EAD = elektroantenografickd
odpovéd'

|
_‘“__,JJ NL__JLM\;WJ U..;\.J bl ﬂ%
|

EAD

¢as (min)

Obrazek 10. Ukazka pocitacového rozhrani software EAG, syntech. Vrchni kiivka interpretuje
latky po priichodu plamennym ioniza¢nim detektorem. Poté, co latka projde plamenem je
detekovana energie, kterou vyzaii a v software se vykresli jako peak v mV. Prostfedni ktivka
snazvem DIG slouzi pouze pro kontrolu, kdy dochdzi k manudlni stimulaci tykadla
generatorem vzduchovych pulst. Na tomto obrazku jsou vidét 2 stimulace v ¢asech 0.94 min a
4.95 min. Posledni kiivka s ndzvem EAD reprezentuje zménu receptorového potencialu po

stimulaci tykadla v milivoltech (mV). V tomto konkrétnim pfipadé byl pro stimulaci pouzit
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agregacni feromon pro T. bicolor (bicolorin) a v obou ¢asech (0.94 min a 4.95 min) vyvolal

zménu rerceptorového potencidlu — vychyleni kiivky na ose EAD.

4.8 Determinace latek

Samotné urceni latek probéhlo prostiednictvim dvoudimenziondlni plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii. Pomoci plynové chromatografie byly latky separovany. Jejich
naneseni do piistroje bylo realizovano automatickym samplerem v objemu 1 ul. Teplotni
program byl nastaven dle néasledujiciho schématu (pomaly teplotni program). Prvni 2 minuty
se Vv pristroji udrzovala teplota 40 ° C. Nasledn¢ se zvySovala o 10 °C za minutu az do teploty
100 °C. Od 100 °C az do 320 °C bylo nastaveno zahtivani na 5 °C za minutu. Teplota inletu se
pohybovala na hodnoté 275 °C. Teplotni program plynového chromatografu trval celkem 52
minut. Kolony byly pouzity 2. Prvni ¢ast (pfed vstupem latek do modulatoru) HP-5MS s délkou
29 m o priméru 250 pm, tloustka filmu 0,25um s maximalnim zahfatim na
350 °C). Po projiti latek touto kolonou se ¢ast smési pies modulator piesunula do 2. kolony
(VF17 MS, délky 1.290 m, o pruméru 250 pum, 0,1 pm tloustka filmu; maximalni teplota
350 °C). Diky modulatoru (HP-5MS, délky 0,1 m, praméru 205 um s tloustkou filmu 0,25 pm,
maximalni teplota 350 °C) byly latky vice koncentrovany a v softwarovém rozhrani se jedna
latka vykresluje jako vétsi mnoZstvi peakil. To je zplisobeno modulaéni periodou (v této studii
nastavené na 5 sec), ktera zpusobi, ze se plivodni eluce fragmentuje na vice ¢asti, které jsou
v urcitych intervalech vysilany do detek¢niho zatizeni (hmotnostniho spektrometru). Latky jsou
v modulatoru nejdiive zamrazeny a ndsledn€¢ vstupuji do druhé kolony. Hmotnostni
spektrometrii byly latky detekovany a na zdklad€ hmotnostnich spekter ur€ovany. Bylo vyuZito
principu, ze latky maji po nabiti ndbojem tendenci praskat ve stejnych vazbach (maji tendenci
tvofit konkrétni hmotnostni spektrum). Naboj je latkdm dodan vybojem elektronového paprsku.
Findlni urceni latek probéhlo na zékladé¢ dvou principli. Ziskand hmotnostni spektra
z hmotnostniho spektrometru — parované¢ho s plynovou chromatografii (GC-MS) byla

porovnana se svétovou knihovnou NIST (https://webbook.nist.gov/chemistry/). Touto metodou

byly identifikovany veskeré latky kromé bicolorinu. Zaznam o hmotnostnim spektru (1S, 2R,
5R) 2-ethyl-1,5-dimethyl-6,8-dioxabicyclo[3,2,1]octane byl ziskan z publikace od autora
Francke (1995). Druhym principem byla determinace na zakladé retencnich indexu, které se
vypocitaly pomoci linedrni interpolace vic¢i retencnim casim smési alkani C8-C22.

Proménnou, kterou byly vysledky z hmotnostni spektrometrie korektovany, byl retencni Cas.
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Vychodisko je takové, ze hmotnostni spektra riznych latek mohou byt v nékterych ptipadech
stejna nebo velice podobna. Tyto latky ale v zavislosti na molekularni konformaci rizné reaguji
S vnitini c¢asti kolony, a tudiz dojde k rozdilnému zdrzeni pii pruichodu. To nam tedy pomtize

odlisit stejna hmotova spektra na zakladé doby zdrzeni v koloné.

4.9 Potvrzeni latek

Latky, které jsme v piredchozim kroku zjistili, byly jesté testovany na tykadle. Divodem bylo
potvrzeni jejich biologické aktivity u T. bicolor. Za timto uc¢elem byly pouzity syntetické
standardy z laboratofe pro latky trans-2-hexenal (Acros organics, 99 %), eucalyptol (Acros
organics, 99 %), vy-terpinene (Sigma aldrich, 97 %) terpinolen (Sigma aldrich,
>85 %), bicolorin (AlphaScents, Inc.,). Jejich ¢istota byla ovéfena plynovou chromatografii
s plamennou detekci (GC-FID). Tyto latky byly rozpustény v hexanu. Jejich koncentrace byla
100 pl /ml (100 pl latky v 900 pl hexanu). Takovyto postup probéhl u vSech zainteresovanych
latek. Z nich byla vytvotfena smés pro nastiik do plynového chromatografu prostym smichanim
(100 pl kazdé latky v 600 ul hexanu). K manipulaci s latkami byly vyuzity mikropipety znacky
Thermoscientific o objemech 10 ul — 1000 pl. K ptenosu latek do proudu vlhéeného vzduchu
byl pouzit plynovy chromatograf. Analyza biologické aktivity na tykadle brouka byla
realizovana elektroantenografickym detek¢nim zafizenim (viz kapitola 4.6). Metoda fixace byla
zvolena oddéleni hlavy od zbytku téla T. bicolor. Teplotni program u plynového chromatografu
byl nastaven nasledujicim zptisobem. Prvni 2 minuty se v zafizeni udrzovala teplota 40 °C,
nasledné byla zvySovéana az do 300 °C rychlosti 30 °C/minutu. Teplotni program trval celkem
12,2 minut.

5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni dynamického headspace prostiednictvim GC-FID

Po provedeni jimani latek metodou dynamického headspace byla ziskana smés latek z dieviny
F. sylvatica, P. abies a tisu ¢erveného (Taxus baccata) (L.). F. sylvatica byl analyzovan dalSimi
metodami (GC-EAG, GC-MS). Zaznamy zbylych dfevin byly pofizeny pouze pro srovnani
profilt latek. Po provedeni plynové chromatografie s plamennou ionizaéni detekci bylo
zjisténo, ze se u F. sylvatica ve srovnani s P. abies nachazi pomérné nizké koncentrace latek.
Ve srovnani s T. baccata je ale vétsim emiterem. Jednotlivé dynamické headspace se lisily

Vv zastoupeni latek v konkrétnich chemickych tfidach. U F. sylvatica oproti ostatnim smésim
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byla nalezena oblast aldehydu a alkoholtl, které se jinde nenachazely. P. abies byl vyrazné
nejsilngj$im emiterem latek v oblasti monoterpent, které jsou pro jehli¢naté dieviny typické a
pestie zastoupena byla i oblast seskviterpent, které zde byly pfitomny ve vysokych
koncentracich. Prvni veliky peak, ktery vychazel v ¢ase 1.25 min (pii teplotnim programu
nastaveném dle kapitoly 4.6 — rychlejsi teplotni program) byl hexan (rozpoustédlo), proto je

vidét ve vSech vzorcich.
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FID dynamického headspace buku lesniho (Fagus sylvatica)

FID-20 mV
|
a
e ! | fiiin { Ju_\ L
0 Zas (min) 1267
FID dynamického headspace smrku ztepilého (Picea abies)
b c
FID-20 mV
Mo ——H—i xJNhuLL» \L;J.JL,.UKI' Wl
0 Zas (min) 1267
FID dynamického headspace tisu cerveného (Taxus baccata)
FID-20 mV

i T 1 - At

9 &as (min) 1267

Obrazek 11. Chromatogramy dynamickych headspace F. sylvatica, P. abies a T. baccata. Na
ose X je uveden cas, ve kterém latky prochazeji plamennym ioniza¢nim detektorem. Na ose Y

je uvedena velikost uvolnéné energie po projiti latky plamenem v milivoltech. Oblast ,,a“, ktera
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je vyznacend, reprezentuje skupiny latek alkoholii a aldehydu. V oblasti ,,b* se vyskytuji
pfevazné monoterpeny a v oblasti ,,c*“ se nachazeji seskviterpeny. Oblasti jsou vyznaceny u
dynamickych headspace dievin, u kterych jsou v nejvice dominantnim zastoupeni. Z grafii je

patrné, Ze P. abies je nejvétsim emitentem latek, T. baccata naopak nejmensim z uvedenych.

5.2 Kontrolni strana headspace

Aby bylo vylouceno znecisténi z okolniho prostiedi, byla vyhotovena kontrolni sada méteni
dynamického headspace. Jelikoz byl pumpic¢kami odsavan vnitini obsah sacku, musel byt
dovniti ptivadén vzduch z venku. Ten proudil pravé skrz kapilary se sorbentem, na ktery se
navazovaly molekuly tékavych latek. Po analyze prostfednictvim plynového chromatografu
S plamennym ioniza¢nim detektorem bylo zji$téno, Ze vnéjsi vzduch, ktery byl do folie nasavan,
nemél negativni vliv na ¢istotu vzorku dynamického headspace smési latek z F. sylvatica. Peak
s reten¢nim Casem 1.25 min je signal ziskany po projiti hexanu plamennym ioniza¢nim

detektorem. Pouzit byl rychlejsi teplotni program plynového chromatografu.

FID 20 mV

FID3 LL
A My

¢as (min) 12.67
Obrazek 12. Kontrolni strana dynamického headspace pro F. sylvatica. Z obrazku je patrné, ze

se zde nenachézi zddné markantni peaky, které by predstavovaly latky nasavané z vn&jsi strany,

a tim padem by zkreslovaly cilovy vzorek. Kfivka ptedstavuje vystup z FID pro kontrolni stranu
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dynamického headspace buku lesniho. Na ose X je vyobrazen retencni Cas. Na ose Y je

vyobrazené mnozstvi energie vyzarené spalenim latky v plamenném ioniza¢nim detektoru.

5.3 Zakoncentrovani pivodniho headspace F. sylvatica

Kwvili nizké koncentraci latek, které byly extrahovany dynamickym headspace asimila¢niho
aparatu a dievni hmoty F. sylvatica, bylo nutné provést redukci smési. Pfedpokladem pro tuto
proceduru byla vétsi tékavost hexanu (rozpoustédla), nezli zbylych volatilnich latek. Tudiz byla
vialka se vzorkem pii kondicich v mistnosti viz. Kapitola 4.2, odvi¢kovana a smés byla
odparovanim zredukovana. Celkem byly vyhotoveny 3 preparaty. Originalni smés latek ziskana
metodou dynamického headspace z F. sylvatica. Smés, ktera byla zredukovana na %, coz trvalo
3 hodiny. Smés latek, ktera byla zredukovana na % z pivodniho objemu vialky, coz trvalo 6
hodin. Nejvice zakoncentrovany vzorek (HS BK 1/4) byl vyhodnocen, jako nejpiijatelnéjsi
pro nasledné analyzy. Duvodem bylo, Ze se zde latky nachazely v takové mife, ktera by méla
piesahovat prahové hodnoty, coz jsou hodnoty, pii kterych dochazi na tykadle brouka k
dostate¢n¢ velké zméné receptorového potencidlu. Ten je mozné zaznamenavat
elektroantenografickym méfenim. Zaroven se fada latek dostala z oblasti Sumu FID signalu do
hladin detekovatelnosti, takze tim bylo dosazeno ziskani bohat§i smési, co se ty¢e mnozstvi
detekovatelnych latek. Peak s nejvétsi plochou, ktery prochazel FIDem v ¢ase 1.25 min, ptislusi

hexanu. Pfi této analyze byl pouzit rychlejsi teplotni program plynového chromatografu.
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Dynamicky headspace buku lesniho
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Obrazek 13. Chronologicky fazené chromatogramy dynamického headspace F. sylvatica podle
koncentrovanosti smési. Z obrazku je patrny trend, ze ¢im vice jsme smés latek redukovali, tim
jsme byli schopni dosahnout vyssich koncentraci latek, které se v ni nachazely. Rovnéz fada
latek ptesla z oblasti nedetekovatelnosti (pifi vyuziti kolony a rychlejsiho teplotniho programu
viz. kapitola 4.6) do oblasti, kdy je signal z plamenného ioniza¢niho detektoru mozné
identifikovat. Na ose X je vyobrazen retencni ¢as. Na ose Y je vyobrazené mnozstvi energie

vyzarené spalenim latky v plamenném ionizacnim detektoru.

5.4 Vypocet zpozdéni FID vici EAG

Vzhledem K pouziti rozdilnych délek kolon na biologicky detektor (EAG) a analyticky detektor
(FID) bylo nutno vypocitat zpozdéni, které latky prochazejici kolonou ziskaji. Vypocet probéhl
v software EAG. Pouzito bylo tykadlo T. bicolor, které bylo stimulovano synteticky vyrobenym
agregac¢nim feromonem (bicolorinem). Ten byl na tykadlo dopraven prostfednictvim plynového
chromatografu. Originalni retenéni ¢as, pted korekci, pro bicolorin (pfi nastaveném pomalejSim
teplotnim programu plynového chromatografu viz. kapitola 4.6) byl 8.53 min (FID). Reten¢ni
Cas, kdy byla zaznamenana odpovéd’ z biologického detektoru (tykadla v elektroantenografu,
EAG) byl 8:43 min (nejedna se o Sedesatkovou soustavu, ale setinnou, jelikoZ s tim pracuje
software EAG). To znamena, Zze zpozdéni, které latka v kolon¢ chromatografu nabyla, bylo 6

sekund. S touto hodnotou bylo pracovano pii naslednych elektroantenografickych métenich.
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Elektroantenograficka odpovéd na bicolorin pied ¢asovym posunem

| FID - 20 mV
!ﬁ‘\ | EAD -2 mV
|
A
colon Y\
v
—_—
6 sec
7.25 ¢as (min) 10.42
Elektroantenograficka odpovéd' na bicolorin po casovém posunu
| FID - 20 mV
| EAD - 2 mV

7.25 &as (min) 10.42

Obrazek 14. Vypocet zpozdéni odpovédi na biologickém detektoru (spodni kiivka) a
analytickém detektoru (horni kiivka). Na hornim grafu je zndzornén cCas, o ktery jsou odpovedi
vuci sobé rozdilné. Spodni obrazek je manualné posunutd kiivka plamenného ioniza¢niho
detektoru 0 6 sekund. Z uvedeného obrazku je patrné, Ze po korekci doslo k synchronizaci
vystupil z obou detektorti, a tudiZ byla tato uprava provedena i u zbylych méteni (v piipade, Ze
byl pouzivan stejny teplotni program v plynovém chromatografu jako u vypoctu zpozdéni
odpovédi). Horni kfivka nese informaci z plamenného ioniza¢niho detektoru, kterym prosel
bicolorin. Spodni kiivka reprezentuje hodnotu EAD odpovédi na néj. Na ose X je vyobrazen
retencni Cas. Na ose Y je vyobrazené mnozstvi energie vyzarené spalenim latky v plamenném
ionizacnim detektoru, ptipadné velikost zmény receptorového potencidlu z EAD. V obrazku

(24

jsou uvedena méfitka pro kazdou z méficich metod.
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5.4.1 Identifikace biologicky aktivnich latek na tykadle T. bicolor

Identifikace biologicky aktivnich latek probéhla prostfednictvim plynové chromatografie
parované s elektroantenografickym méficim pfistrojem. Celkové bylo identifikovano 5 latek.
1. spada do kategorie aldehydt s reten¢nim Casem 2.38 min. Dalsi 3 latky spadaji do kategorie
monoterpenti a na tykadlo se dostaly v ¢asech: 3.39 min; 3.51 min; 3.66 min. Posledni latka
s reten¢nim ¢asem 3.88 min vyvolavala nejsilnéjsi odpovéd’ na tykadle, ale ve vzorku se
nachazela ve stopovém mnozstvi, jelikoZz nebyla detekovana plamennym ioniza¢nim
detektorem. Terpeny obecné aktivovaly vétsi mnozstvi ¢ichovych receptorovych neuront na
tykadle, jelikoz na n¢ byla zaznamenana vétsi odpoveéd’ nezli na aldehyd. Odpovéd na terpeny
se pohybovala v intervalu 0.5 mV — 1 mV. Odpovéd’ na aldehyd byla v intervalu 0.2-0.5 mV.
A odpovéd na neznamou latku nabyvala hodnot az do 3 mV. V této ¢asti tedy byly ziskany
retenni Casy pro konkrétni latky, které byly vyuzity v nésledujicich métenich pro jejich
identifikaci. Casova linka pro FID byla upravena na zékladé predchoziho vypoétu, a tudiz doslo
k posunu o -6 sekund. Identifikace Cast, ve kterych latky ze smési F. sylvatica podrazdi tykadlo

byly méteny pfi pouziti rychlejsiho teplotniho programu plynového chromatografu.
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Elektroantenografické odpovédi T. bicolor na Iatky z dynamického headspace buku lesniho

FID - 20 mV

EAD -2 mV
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Vyznacené elektroantenografické odpoveédi T. bicolor na latky z dynamického headspace buku lesniho
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Obrazek 15. Na tomto obrazku Ize vidét chromatogramy parované s elektroantenogramy. Linie
HS BK 1/4 piedstavuje vystup plamenného ionizacniho detektoru (FID), ktery dava informaci
o koncentraci a reten¢nim Case pro dané latky. Linie c¢8-c22 je rovnéz vystup z plamenného
ioniza¢niho detektoru a jednd se o smés Uhlovodikii rozpusténych v hexanu, které ndm nésledné
umozni snazsi orientaci v grafu a vypocteni retencnich indext. Retencni indexy se vyuZivaji
pro identifikaci latek. Linie EAD1 — EAD 22 jsou elektroantenogramy, které zaznamenavaji

zmény receptorovych potencialli na tykadle po navazani ligandi jednotlivych latek. Na
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spodnim obrazku jsou vyznaceny oblasti, kde doslo k synchronizaci odpovédi z EAG a signalu
z FID. Tim padem byly tyto latky hodnoceny jako biologicky aktivni. Celkovy pocet méfeni
EAG odpovédi bylo 12 zaznamt, z ¢ehoz bylo vybrano 5 reprezentativnich (pfehlednych pro
tento graf). Veskeré ostatni vychylky kiivek u EAD jsou artefakty, které nemaji Zadnou
biologickou hodnotu. Na ose X je znazornén reten¢ni ¢as. Na ose Y je vyobrazené mnozstvi
energie vyzarené spalenim latky v plamenném ioniza¢nim detektoru, ptipadné velikost zmény
receptorového potencialu z EAD. V obrazku jsou uvedena métitka pro kazdou z méficich

metod.

5.4.2 Separace latek

Pro samotnou identifikaci latek byl dynamicky headspace F. sylvatica (ziedény na %) jesté
analyzovan plynovym chromatografem s plamennou ionizaéni detekci za vyuZiti pomalej$iho
teplotniho programu. Tim, Ze byl nastaveny na pomalej$i ohfev, bylo docileno vétsi separace
latek a doslo k rozdéleni nékterych koeluci na jednotlivé prvky. Teplotni program byl vyuzit

podle schématu viz 4.8.

Plynova thromatografie s plamennpu idnizacni detekcf]- pomaly teplotnf program

FID-20 mV

¢as (min) 28.50

Obrazek 16. Profil tékavych latek pii vyuziti pomalejsiho teplotniho programu. Pfi zméné

méfitka I1ze snadnéji identifikovat konkrétni latky a nékteré velké peaky, které byly slozeny
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zvice eluci byly separovany. S timto teplotnim programem byla rovnéz parovana
elektroantenografie, pii které bylo méfeno 5 exemplafii, aby byla potvrzena aktivita latek na
tykadle. Data nezobrazena kvili vysoké mife Sum/signal poméru, ale vSech 5 latek pii tomto
méficim protokolu vyvolalo odpovéd na tykadle (zménu receptorového potencialu). Kiivka
znézornuje FID dynamického headspace buku lesniho. Na ose X je zndzornén retencni as. Na

ose Y je vyobrazené mnozstvi energie vyzafené spalenim latky v plamenném ioniza¢nim

detektoru.
5.5 Identifikace latek
Identifikace latek prob&hla plynovou chromatografii s hmotnostnim detektorem.

Z elektroantenografického Setfeni viz 5.4.1 byly zjistény konkrétni casy, ve kterych latky
opousti plynovy chromatograf. Analyza probéhla dvoudimenzionalni plynovou chromatografii
s hmotnostnim spektrometrem. Touto metodou byla ziskana jednotliva hmotnostni spektra,
kterd byla porovnéna se svétovou knihovnou NIST a na zdkladé podobnosti latek probéhlo
urCeni. Vysledné urceni bylo jesté¢ upraveno na zéklad¢é retencnich indext. Pouzit pii této

metod¢ byl pomaly teplotni program plynového chromatografu.

Retenéni €as (s; 1D, Nazev latky Spektrilnishodas | Retentniindex Retenéni Index Rl rozdil
2D) knihovnou Nist [%] (Nist 2019) Iméreny
2019

665, 2.050 trans-2-Hexenal 81 854 856

760, 2.020 Origanene 91 929 931

775,2.130 alpha-Pinene 30 937 942

800, 2.090 Camphene 94 951 962 11
825, 2.120 Sabinen 78 974 981 7|
905, 2.170 Limonene 93 1030 1039 9
910, 2.230 Eucalyptol 91 1032 1043 11
945, 2.210 gammaTerpinena 89 1060 1068 8|
990, 2.250 *Terpinolen 85 1083 1100 12|
1020, 2.230 Perillen 77 1114 1120 6|
1045. 2.340 bicolorin 1137

1505, 2.500 Caryophyllene 93 1434 1443 9
1600, 2.440 alpha-Farnesene 93 1501 1507 6|

Tabulka 1. Na zakladé podobnosti hmotnostnich spekter se svétovou knihovnou NIST byly
uréeny latky uvedené v tabulce. V bile vyplnénych poli¢kach se nachazeji vyznamné latky ve
smési.  Potvrzeni probéhlo na zakladé¢ vypocltu retencnich indextt vic¢i injektovanym

uhlovodikim (ty byly kalkulovany linearni interpolaci — v excelu pfes funkci lintrend). Ve
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findle byly latky korektovany retencnim casem, ve kterém opoustéji kolonu plynového
chromatografu, ktery jsme ziskali z elektroantenografie. Na zaklad¢ uvedenych metod bylo
identifikovano 5 latek (zvyraznénych v tabulce ¢ervené). Jedna se o aldehyd trans-2-hexenal;

3 monoterpeny: eucalyptol, y-terpinene a terpinolene a feromon T. bicolor: bicolorin.

(mainlib) eucalyptol (mainlib) y-terpinene
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Obrazek 17. Grafické znazornéni hmotnostnich spekter identifikovanych latek z mezinarodni
knihovny NIST. Na ose X jsou vybrana hmotnostni spektra. Na ose Y je vyjadieno, jak jsou

tato hmotnostni spektra v latce zastoupena.

5.6 Identifikace agrega¢niho feromonu

Spektrum latky vychazejici v ¢ase 10.47 min (za pouZiti pomalej$iho teplotniho programu) se
nenachéazelo v knihovné NIST. Vzhledem k tomu, Ze neznamé latka vychazela ve stejném
retenénim Case jako feromon bicolorin, byl do GC-MS nasttiknut synteticky vzorek bicolorinu.
Jeho hmotnostni spektrum bylo porovnano se spektrem neznamé latky z pavodniho vzorku
dynamického headspace F. sylvatica (obr. 20). Srovnani dokazalo, ze hledana latka
vyvolavajici velkou odpovéd’ tykala je skute¢né agregacni feromon bicolorin. Na obrazku 18
je zobrazen graficky vystup méteni GC-MS vzorku F. sylvatica s vyznacenou oblasti, kde se
nachazi hledana latka bicolorin. Akumulované peaky ve stejném Case ptislusi vSechny jedné
latce. Jedna se o modulaéni periodu, kterd zptisobi, Ze jsou vychazejici latky z kolony rozdé€leny

do ¢asti, které jsou v pravidelném intervalu méfeny hmotnostnim detektorem. Muze se tak stat,

56



ze latky pfitomné ve vétSich koncentracich jsou zméteny v n€kolika periodach po sobé. Detail

modulac¢nich period je vidét na obrazku 19.

3e+006
2.5e+006 -
2e+006 4
1.5e+006 -
1e+006 o

500000 o

0 T T T T
1st Time (s) 800 1000 1200 1400 1600 1800
2nd Time (s) 0 0 0 0 0 0
93 bukovy extrakt HS buk 1/4 long :1 93 bicolorin $10:1

—

Obrazek 18. Vystup dvoudimenziondlniho plynového chromatografu s hmotnostnim
spektrometrem pfi vyuziti pomalejsiho teplotniho programu. Cervenym rémeckem je
zvyraznény retencni ¢as, ve kterém plynovy chromatograf opoustél bicolorin. Oranzové kiivky
piedstavuji latky obsazené v ptivodnim headspace F. sylvatica (koncentrovaného na %4). Zelené
je promitnuty bicolorin v syntetické podobé. Na ose X je znazornén retencni Cas. Na ose Y je

vyobrazeno mnozstvi energie, ktera byla hmotnostnim spektrometrem identifikovana.

140000
120000
100000
80000 A
60000 A
40000 A

20000

0 T T T T T T T T T
1st Time (s) 1035 1040 1045 1050 1055 1060 1065 1070
2nd Time (s) 0 0 0 0 0 0 0 0
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93 bicolorin S10:1

Obrazek 19. Grafické znazornéni detailniho pohledu na reten¢ni €as, ve kterém bicolorin

opoustél kolonu za uziti pomalejSiho teplotniho programu. Oranzovou barvou je znazornény
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bicolorin, ktery byl obsazeny v ptiivodnim headspace F. sylvatica (koncentrovaného na ).

Zeleng je vyobrazeny bicolorin nastiiknuty v podobé syntetického standardu (0 koncentraci 100

ng/ml). Na obrazku je vidét, Ze synteticky standard bicolorinu prochazel detektorem ve stejny

Cas jako latka obsazena v pivodni smési dynamického headspace. Na ose X je zndzornén

retencni ¢as. Na ose Y je vyobrazeno mnozstvi energie, ktera byla hmotnostnim spektrometrem

identifikovana.
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Obrazek 20. Porovnani specifickych hmotnostnich spekter. Na levé stran¢ se nachdzeji vybrana

hmotnostni spektra bicolorinu z ptivodni smési dynamického headspace F. sylvatica po detekci

hmotnostni spektrometrii. Na pravé stran¢ se nachazeji hmotnostni spektra, ktera byla ziskana

hmotnostni spektrometrii syntetického standardu. Z obrazku je patrné, Ze se oba vzorky shoduji

ve vSech specifickych hmotach pro tento prvek. Na ose X je zobrazeny reten¢ni ¢as. Na ose Y

mnozstvi energie ziskané po hmotnostni spektrometrii. Jednotlivé (barevné odliSené) kiivky

jsou reprezentace konkrétnich vybranych hmot.
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Obrazek 21. Porovnani hmotnostnich spekter bicolorinu zriiznych zdroji. Horni graf je
vyobrazeni hmotnostnich spekter bicolorinu ze smési latek dynamického headspace F. sylvatica
(koncentrovaného na Y4). Prostfedni graf je vyobrazeni hmotnostniho spektra ze studie Francke
a kol. (1995), jelikoz se tento prvek nenachazel v knihovné NIST. Dosazena podobnost
hmotnostnich spekter se studii je 99,9 %. Spodni graf je vyobrazeni hmotnostni spektrum
syntetického standardu bicolorinu. VSechny grafy se shoduji s 99% ptesnosti, tudiz byla latka
identifikovana jako bicolorin. Na ose X jsou vyobrazena vybrand hmotnostni spektra. Na ose

Y je vyjadreno jejich zastoupeni.

Potvrzeni bicolorinu na zaklad€ reten¢niho Casu jednodimenzionélni plynové chromatografie.
Bicolorin prochazel plamennym ioniza¢nim detektorem v ¢ase 3.88 min (pfi vyuziti rychlejsiho
teplotniho programu). V tomto retencnim case byly rovnéZ zaznamenany zmeény elektrického
napéti na tykadle T. bicolor (EAD odpovédi). Na zakladé pouzitych metod je tedy latka
v puvodni smési dynamického headspace F. sylvatica indentifikovana jako bicolorin i pfes to,

Ze v ptvodni smési po prichodu plamennym ionizaénim detektorem nevyzatila témét Zadnou

energii.
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Potvrzenf bicolorinu syntetickym standardem
I
|

‘ FID_HS_BK_1/4 - 20 mV

FID_bicolorin - 100 mV

SR OOV TV 11 R TN W

=

¢as (min) 5.66

Obrazek 22. Identifikace bicolorinu na zakladé reten¢niho ¢asu, ve kterém synteticky standard
opousti kolonu a prochazi plamennym ioniza¢nim detektorem. Pro porovnani jsou uvedeny
naméfené elektroantenografické odpovédi z prvotniho méfeni. Z obrazku je patrné, Ze se jedna
o bicolorin, agrega¢ni feromon T. bicolor. Oznaceni ktivek sestupné: Horni k¥ivka nalezi
plamennému ioniza¢nimu detektoru — dynamicky headspace F. sylvatica; dale FID bicolorinu,
FID smési alkani; spodnich 5 kiivek pftislusi EAD odpovédim T. bicolor. Na ose X je
zndzornén retencni ¢as. Na ose Y je vyobrazené mnoZstvi energie vyzafené spalenim latky
V plamenném ioniza¢nim detektoru, pfipadné velikost zmény receptorového potencidlu z EAD.

V obrazku jsou uvedena méfitka pro kazdou z méficich metod.

5.7 Potvrzeni latek standardy

Potvrzeni latek syntetickymi standardy probéhlo dvéma metodami. Nejdiive bylo potvrzeni
provedeno na zakladé€ retencnich Casti. Ty se shodovaly s biologicky aktivnimi latkami, které
se nachazely v pivodnim dynamickém headspace F. sylvatica (porovnani retencnich ¢ast FID
zaznamu puvodni smési dynamického headspace F. sylvatica s FID casy syntetickych
standarda aktivnich latek). Trans-2-hexenal vychazel v pivodnim vzorku v Case 2.48 min,
synteticky standard trans-2-hexenalu vychazel v ¢ase 2.48 min. Eukalyptol vychazel v koeluci

s limonenem v ptivodni smési v ¢ase 3.49 min, synteticky standard z plynového chromatografu
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vychazel v 3.49 min. y-terpinene vychazel v puvodnim dynamickém headspace F. sylvatica
v ¢ase 3.62 min, synteticky standard byl zaznamenan v ¢ase 3.61 min. Terpinolen v pivodni
smési latek vychazel v ¢ase 3.77 min, synteticky standard vychazel rovnéz v ¢ase 3.77 min.

2. zpusobem bylo ovéfeni syntetickych standardi na tykadlech novych jedinct T. bicolor. Pti
uziti této metody se podafil ovéfit pouze trans-2-hexenal (aldehyd) a eukalyptol (monoterpen).
Na y-terpinene a terpinolene nebyla zaznamenana reakce tykadla v EAG pfistroji. Syntetické
standardy byly testovany pii koncentraci 100 ng/ml. Pouzit byl rychlejsi teplotni program

plynového chromatografu.

Komparace FID zéznamii z dynamického headspace buku lesniho s FID zaznamy syntetickych standardd

FID (HS_BK_1/4) - 20 mV

FID (aktivni_latky) - 50 mV

”}EJ MJLV___N_}LJ t

cl5

=
==

0.91 as (min) 5.66

Obrazek 23. Potvrzeni latek na zakladé shodnych reten¢nich ¢asi syntetickych standardi
s retenénimi Gasy latek v paivodni smési. Cervenymi ramecky jsou vyznadeny latky, které se
shoduji na zakladé této metody a jsou to trans-2-hexenal, eukalyptol, y-terpinene a terpinolene.
Horni kiivka nalezi FID dynamického headspace F. sylvatica, pod ni FID aktivnich latek a
spodni kiivka je FID uhlikii ¢8-c22. Na ose X je znazornén retencni Cas. Na ose Y je vyobrazené
mnozstvi energie vyzarené spalenim latky v plamenném ioniza¢nim detektoru, pifipadné
velikost zmény receptorového potencialu z EAD. V obrazku jsou uvedena méfitka pro kazdou

Z méficich metod.
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Potvrzeni biologické aktivity syntetickych standardd na tykadle T. bicolor P

FID-20 mVv

EAD -2 mvV
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&as (min) |2 5.49

Obrazek 24. Potvrzeni latek syntetickymi standardy. Zde byly standardy o koncentraci 100
ng/ml  prostiednictvim  plynového chromatografu pusStétny na tykadlo upnuté
Vv elektroantenografu. Prokazatelna odpovéd’ byla ziskana pouze pro trans-2-hexenal. Velmi
slaba odpovéd’ byla ziskdna pro eukalyptol. Pro y-terpinene a terpinolene se nepodatilo ziskat
odpovéd. Celkem bylo méfeni provedeno na 10 broucich, z diivodu pfehlednosti jsou vybrana
3 reprezentativni méteni. Prvni 2 kiivky néalezi FID aktivnich latek a FID alkani c¢§-c22, spodni
3 kiivky jsou EAD odpovédi tykadla na chemické podnéty. Na ose X je zndzornén retencni Cas.
Na ose Y je vyobrazené mnozstvi energie vyzafené spalenim latky v plamenném ioniza¢nim
detektoru, ptipadné velikost zmény receptorového potencidlu z EAD. V obrazku jsou uvedena

méfitka pro kazdou z méficich metod.

5.8 Ovéreni Cistoty standardi

Finadlnim krokem bylo ovéfeni Cistoty syntetickych standardii plynovou chromatografii
s plamennym ioniza¢nim detektorem. Vysledky byly porovnany s daty uvadénymi vyrobci.

Me¢fteni probéhlo za vyuZiti pomalejsiho teplotniho programu plynového chromatografu.

62



chemicka latka |uvadéna cistota vyrobcem [%] |zmérena cistota [%] |rozdil
trans-2-hexenal 99 100 1
eukalyptol 99 75 24
y-terpinene g7 91 6
terpinolene 8h< 80 5

Tabulka 2. Vyhodnoceni ¢istoty biologicky aktivnich latek na tykadle T. bicolor. Zmétena

Cistota byla ziskdna porovnanim celkové sumy nezadoucich peakii z chromatogramu vici

nejveétsimu peaku (latce uvadéné vyrobcem)

Obrazek 25. Grafické vyhodnoceni Cistoty trans-2-hexenalu z plynového chromatografu

FID-20 mV

s plamennou ioniza¢ni detekei. Kiivka FID trans-2-hexenalu.
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FID -20 mV

Obrazek 26. Grafické vyhodnoceni Cdistoty eukalyptolu zplynového chromatografu

s plamennou ionizaéni detekci. Ktivka FID eukalyptolu.

FID -20 mV
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Obrazek 27. Grafické vyhodnoceni Cistoty vy-terpinenu z plynového chromatografu

s plamennou ioniza¢ni detekci. Kfivka FID y-terpinenu.

FID - 20 mV

TS vl

Obrazek 28. Grafické vyhodnoceni distoty terpinolenu z plynového chromatografu

s plamennou ioniza¢ni detekci. Ktivka FID terpinolenu.
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5.9 Diskuse

F. sylvatica je podle fady studii (Holzke a kol., 2006; Tollsten a Miiller, 1996) silnym emiterem
tékavych latek. V této praci se ale tento trend zda slabsi. Prostfednictvim plynové
chromatografie dynamického headspace F. sylvatica bylo zjisténo, ze se smés latek nachazi ve
vyrazné mensich koncentracich nezli naptiklad u porovnavaného smrku ztepilého. Vyznamnym
faktorem, ktery jimani mohl ovlivnit, bylo pravdépodobné ro¢ni obdobi. Dindorf a kol. (2006);
Holzke a kol. (2006) uvadi, Ze vyznamnou proménnou, ktera ovliviiuje sloZzeni a mnozstvi
zastoupenych chemickych latek u F. sylvatica je doba, kdy jimani probiha. V této studii byl
dynamicky headspace provadén v zati roku 2024. To se pfi srovnani s ostatnimi autory jevi
jako mésic, kdy u F. sylvatica vyrazn¢ klesa emise latek (Dindorf a kol., 2006; Holzke a kol.,
2006), coz se pravdépodobné podepsalo 1 na bohatosti jimané smési. To se nasledné¢ mohlo
projevit na elektroantenografickém méteni, jelikoz ve smési nemusely byt zastoupené ty latky,
na které by T. bicolor reagoval nebo mohly byt pfitomny pouze v malém, pro néj nepodstatném
mnozstvi. To miize souviset s jeho letovou aktivitou, kterd probiha v dubnu a na pfelomu
Cervna/Cervence (Pfeffer, 1955). V tomto obdobi je pro samecky tohoto druhu nejvice
podstatné, aby dokézali spravné identifikovat hostitelskou dievinu. To znamend, ze ¢ichové
receptorové neurony na tykadle T. bicolor mohou byt orientovany na latky, které jsou
emitovany F. sylvatica do ovzdusi v dobé&, kdy probiha jeho letova aktivita. Dal§i proménné,
které jsou autory uvadény, jako napiiklad teplota nebo diurnalni doba (Dindorf a kol., 2006;
Leuschner, 2020; Simpraga a kol., 2011; Tollsten a Miiller, 1996), byly podchyceny metodikou
provadéného dynamického headspace. Jimani probihalo po dobu 24 hodin v klimatizované
mistnosti se standardizovanou teplotou (19.5 °C-20.5 °C). Vzorek ale nebyl vystaven pfimé
slune¢ni radiaci, kterd se rovnéZ uvadi jako podstatny faktor, ktery podporuje odpafovani
nékterych latek. Vyssi podily alkoholii a aldehydt ve smési se pravdépodobné vyskytly diky

vadnuti asimila¢niho aparatu, coz podporuje jejich uvolfiovani (Hatanaka a Harada, 1973).

Prvotnim elektroantenografickym méfenim bylo identifikovano 5 latek. Trans-2-hexenal,
eukalyptol, y-terpinene, terpinolene a bicolorin. StéZejnim tématem této prace byla identifikace
hostitelskych latek, které by biologicky reagovali na tykadle, ale néjakym zpisobem se do
smési latek dostal 1 agregacni feromon, ktery vychazel v ¢ase 3.88 min (pfi uziti rychlejSiho
teplotniho programu plynového chromatografu). Jeho potvrzeni probéhlo metodou
dvoudimenzionalniho plynového chromatografu s hmotnostni spektrometrii, potvrzeného

retenénim ¢asem. V pivodnim, jednodimenzionalnim chromatogramu se tato latka nachéazela
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Vv extrémné nizkém, az stopovém mnozstvi. I pfes nizkou koncentraci, ale doslo k vyvolani
velké odezvy na tykadle kiirovee. To svéd¢i o vyznamu agregacniho feromonu pro lykozrouty
obecné, jelikoz diky tohoto mechanismu jsou schopni piekonavat hostitelovu obranu (Vité a
kol, 1968). Dickens (1981), porovnaval velikosti elektroantenograficych odpovédi ruznych
koncentraci feromonu a nékterych hostitelskych latek ze smrku ztepilého a zjistil, ze I.
typographus reaguje na cis-verbenol (jednu ze slozek agrega¢niho feromonu) pii velmi nizkych
koncentracich (0,01 pg byla prahova hodnota pro cis-verbenol, zatimco na a-pinen reagoval az
pii koncentraci 10 pg). Bicolorin se pravdépodobné dostal do smési dynamického headspace
F. sylvatica spole¢né s infikovanym organickym materialem F. sylvatica. Ac¢koliv pfed jimanim
latek nebyly pozorovany zadné zavrty, je jedinym vysvétlenim, Ze se brouk, ptipadné organické
zbytky po ném — drtinky (ve kterych se nachazi agregac¢ni feromon) (Miller, 1990) v lyku
musely vyskytovat. Znecisténi v prubéhu méteni z okolniho prostfedi neni pravdépodobné,
jelikoz bylo uskute¢néno kontrolni jimani. K tomu slouzilo 7 kapilarnich trubicek se sorbentem
(PorapakQ), které po analyze plynovym chromatografem s plamennou ioniza¢ni detekci
nejevily zadné znamky zneCiSténi (na chromatogramu, v retenénim case, kdy vychazel
bicolorin nebyl pozorovan zadny peak). Zajimavosti je, ze bicolorin, ktery se nachézel
v dynamickém headspace F. sylvatica, vyvolaval srovnatelné velkou odpovéd’ na tykadle jako
synteticky standard o koncentraci 100 ng/ml, coz uz je pomérn¢ vysoké mnozstvi, které plynovy
chromatograf s plamennou ioniza¢ni detekci dokaze zachytit. Tudiz bude prahova hodnota pro
tuto latku pravdépodobné velice nizko polozena, stejné tak jako saturacni bod, po jehoz

piesazeni jiz velikost odpovédi neroste.

Piekvapivym zjisténim bylo, ze T. bicolor nereagoval na vyznamné terpeny, které se ve smési
buku lesniho nachazely (a-pinene, B-pinene, sabinene, perillene). Celkové mnozstvi latek, na
které reagoval, bylo pomé&rn¢ malé. Pro srovnani uvadim I. typographus, ktery reaguje na velké
mnozstvi latek z P. abies, jako naptiklad na 1,8-cineole, trans-4-thujanol, p-cymene,
a-pinene, S,S-trans-conophorin a dalsi (Kandasamy a kol, 2019; Cereskiené a kol., 2016). To
muze byt zplsobeno dostateCnou specificitou smési latek z F. sylvatica oproti ostatnim
listnatym dfevinam na jejimz zakladé se T. bicolor dokaze v pfirodé orientovat. Ptipadné
mohou byt uvoliiovany vysoce specifické latky pro buk, diky kterym ho dokéaze odlisit od
ostatnich dievin. O heterogenité volatilnich latek hovotil ve své publikaci Ozgeng a kol. (2017).
Zde bylo pomoci plynové chromatografie odhaleno spektrum latek u nékolika druhti dievin a
je patrné, Ze se tyto lisily mezi jednotlivymi druhy. Casteéna diferenciace je i u dievin stejného

druhu v zavislosti na genetické dispozici, coz ale ovliviiuje spiSe kvantitativni proménnou —
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koncentraci, nezli kvalitativni — konkrétni spektrum latek (Meeningen a kol., 2016). Dalsim
faktorem je diive zminéné ro¢ni obdobi, ve kterém jimani prob&hlo, coz mohlo zplisobit absenci
nékterych latek. Tim padem latky, které jsou vyznamné pro T. bicolor, nemusely byt

podchyceny z divodu zvolené metodiky — jimani latek v obdobi, kdy je jejich emise utlumena.

Jedina latka, kterd byla s jistotou identifikovana (potvrzena prostiednictvim syntetického
standardu plynovou chromatografii s elektroantenalni detekci) je aldehyd — trans-2-hexenal,
ktery vychazel v reten¢nim Case 2.38 min (pii uziti pomalejSiho teplotniho programu plynového
chromatografu). Dusledky této latky na chovani T. bicolor by bylo potfeba otestovat
behaviordlnimi pokusy. Bylo ale zjisténo, ze tato latka je pro tohoto lykozrouta dulezita a
pravdépodobné se podili na modulaci rozhodnuti o kolonizaci hostitelského stromu. Jelikoz
trans-2-hexenal spada do skupiny green leaf volatiles, tak je predpoklddano, Ze se bude jednat
o atraktant, na jehoz zaklad¢ jsou schopni odlisit F. sylvatica od jinych jehli¢natych dievin, u
kterych se tyto skupiny volatilnich latek nevyskytuji. Zaroven je to latka spojena s vadnutim
asimila¢niho aparatu (Hatanaka a Harada, 1973). Tim padem by pro T. bicolor mohlo byt
znamenim, Ze se jedna o vhodného jedince ke kolonizaci, jelikoz byla narusena jeho vitalita a
dochdzi ke slabnuti. To pfedevsim diky jeho Zzivotni strategii, jelikoz napadd odumirajici
stromy, piipadné poldmané vétve, €i jiné Casti stromi, spadajicich do kategorie nehroubi

(Pfeffer, 1955).

Druha latka, na zaklad¢ chronologického fazeni dle retencnich ¢asti z plynové chromatografie
byl eukalyptol, ktery vychazel v case 3.39 min. Zde byla evidovana mirna aktivita na tykadle
T. bicolor, ale nedostate¢né prikazna na to, aby se dalo s jistotou fict, Ze je biologicky aktivni.
Pii testovani syntetickym standardem o koncentraci 100 ng/ml, ktera je niZsi, neZ jeho hodnota
Vv piivodnim headspace doslo k vyvolani malé odpovédi. Po nasledném zvySeni koncentrace na
1 mg/ml, ktera vice reflektovala koncentraci z pivodniho headspace, ale nedoslo ke zvyseni
odpovédi. Potencionalni zdmeéna mohla byt s limonenem. Ten vychazi v podobném case jako
zminény eukalyptol. Pfi rychlej$im teplotnim programu plynového chromatografu dokonce
tvorily koeluci, coz znamend, ze neni mozné latky odlisit pii vyuziti jednodimenzionalni
plynové chromatografie. Z tohoto diivodu byl testovan na tykadle rovnéz limonen (100 ng/ml)
Vv obou enantiomerickych provedenich, ale ani u né& nebyla registrovana odpovéd na

elektroantenografickém zdznamu (data neprezentovana).
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Latky y-terpinene a terpinolen, které byly identifikovany jako biologicky aktivni, nevyvolaly
pfi ovétovani syntetickymi standardy zadnou odpovéd. Moznym problémem mohla byt
enantiomericka specificita pouzitych standardu, ale informace o rozdilné stereoisomerii nebyly
nalezeny. U jednoho z komponent agrega¢niho feromonu l. typographus — verbenolu byl
popsan jev, kdy brouk reaguje pouze na Cis provedeni této latky a na trans vyrazné¢ méné
(Dickens, 1981). Druhou moznosti je chybné urceni biologicky aktivnich latek na tykadle T.
bicolor. Tato varianta neni pifedpokladana, jelikoz doslo k ovéfeni na zaklad¢é vice faktord.
Dvoudimenzionalni plynovou chromatografii doslo k GpIné separaci veskerych latek ze smési
dynamického headspace. Po porovnani retencnich Casti doslo k identifikaci latek trans-2-
hexenal, eukalyptol, y-terpinene a terpinolene. Jedina potencialni nuance mohla nastat u
eukalyptolu, ktery mohl byt zaménén s limonenem, ale potvrzeni aktivity synteticky
vyrobené¢ho limonenu na tykadle se rovnéz nepodatilo. Dal$i metodou, kterou byly latky
potvrzeny, bylo porovnani ptivodnich elektroantenografickych odpovédi s chromatografickymi
(FID) vystupy syntetickych standardt. Zde bylo pozorovano, ze latky vychazi ve stejné Casy,
kdy byly ptivodni odpovédi zaznamenany. Dal§im porovndnim byla komparace vystupt
z plynového chromatografu s plamennou ioniza¢ni detekci. U této metody byly porovnany
retencni Casy peakt z puvodni smési dynamického headspace F. sylvatica s reten¢nimi ¢asy
peakt, ziskanymi analyzou smési syntetickych standardd. V tomto piipadé bylo opét
pozorovano, Ze se latky v obou smésich shoduji. Posledni metodou bylo porovnéni latek s diive
vydanymi publikacemi. Zdali se t€kavé latky shoduji s profilem latek, ktery byl u F. sylvatica
publikovan dtive (Tollsten a Miiller, 1996). Bylo zjisténo, Ze se identifikované volatilni latky u
F. sylvatica shoduji se studii. Na zakladé téchto metod byly latky identifikovany. Absence
odpovédi tykadla na syntetické standardy y-terpinene a terpinolene byl faktor, ktery se

nepodafilo zcela objasnit.

Vysledky byly ziskadny grafickym vyhodnocenim chromatogramii a elektroantenogramil.
NemozZnost pouZiti statistickych metod spocivala v obtiZnosti ziskdni numerickych dat. Na
ktivce elektroantenografu se vyraznym podilem projevuje Sum, ktery nelze zcela eliminovat.
Potencialnim upravenim srovnavaci hladiny (base line) by mohlo dojit k vyfiltrovani malych
odpovédi na latky, které se nachdzeji v nizkych koncentracich. Druhym faktorem je vyskyt
artefaktd, coz jsou zkraty pfistroje. Jelikoz se jedna o velice senzitivni soucastku, ktera je
ovlivnéna ftadou okolnich faktorti, jako napiiklad teplotou, proudénim vzduchu,
elektromagnetickym vInénim. Tyto by musely byt z elektroantenogrami ru¢né odstranény.

Jejich eliminace lze dosahnout vice méfenimi. Zde kdyz dojde k opakované odpovédi tykadla
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na elektroantenografickém zdznamu a synchronizaci se zaznamenanim latky z plynového
chromatografu s plamennou ioniza¢ni detekci, tak je latka povazovana za aktivni (vyvolava
odpoveéd’). Jinak, nezli opakovanymi pokusy nejdou artefakty od skutecnych odpovédi odlisit.
Rovnéz velikost odpovédi tykadla neni standardni a ovliviiuje ji fada faktoru. Mezi ty
nejvyznamngéj$i patii vitalita brouka a stres. DalSi proménnou je pfiloZzeni méfici elektrody na
tykadlo. To se v této praci snazilo realizovat vzdy stejnym zpisobem, ale jelikoz se jedna o
zahrnuti senzil o priméru mikrometri, neni mozné zarucit, ze se vzdy podafilo pfiilozit
elektrodu na kompletn¢ stejnou oblast. A jelikoz se na riznych mistech nachézi rizn¢ ladéné
senzily (s raznymi ¢ichovymi receptorovymi neurony, jako napiiklad oblasti odpovédné za
percepci feromonti Nnebo hostitelskych vini — Andersson a kol., 2009), mize dojit k ovlivnéni

velikosti odpovédi na stimulus.
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6 Zavér

Stanovené cile této prace byly z velké ¢asti naplnény. Podaftilo se identifikovat latky (trans-2-
hexenal, eukalyptol, y-terpinene a terpinolene), které se pfirozené nachazeji ve smési t€kavych
latek buku lesniho a jsou biologicky aktivni na tykadle T. bicolor. Trans-2-hexenal se podafilo
ovefit 1 pii zpétném testovani biologické aktivity na tykadle prostfednictvim syntetického
standardu. Zbylé latky se syntetickymi standardy nepodafilo ovétit. Divod tohoto fenoménu
neni objasnén. Pro budouci badani v této oblasti by bylo vhodné, zamétit se na potvrzeni
oveteni standardl latek na tykadle, které byly v této praci identifikovany a nasledné zjistit, jak
jsou ktirovcem vyhodnocovdny a co pro n¢j znamenaji. K tomu by vhodné poslouzily
behavioralni pokusy (olfaktometrie) na jejichz zakladé by se dalo zjistit, jestli Iykozrouta lakaji
nebo odpuzuji. Piipadné Ize latky testovat ptimo v polnich podminkach pfidanim k feromonem
navnadénym pastem. Dal$im moZnou névaznou studii by mohlo byt testovani latek z
F. sylvatica, které by byly jimany ve vegetaénim obdobi (vétsi emise latek) Mimo hostitelské
latky se podafilo na zakladé hmotnostni spektrometrie a retencnich indext identifikovat jesté
agregacni feromon — bicolorin. Ten vyvolaval velkou elektroantenografickou odpovéd, i kdyz
byl ve smési zastoupen ve velice malém, témét (FIDem s jednodimenzionalni plynovou
chromatografii) neevidovatelném mnozstvi. Pfi¢ina jeho vyskytu ve smési neni zndma, ale
pravdépodobné se jedna o vyuziti infestované¢ho biologického materialu F. sylvatica, ktery pred
provedenim dynamického headspace pfisel do kontaktu s T. bicolor. Identifikované latky by
mohly najit praktické vyuziti pfi integrované ochrané lesa. Napiiklad jako amplifikatory
pusobnosti agrega¢niho feromonu (bicolorinu) pfi vnadéni kontrolnich zatfizeni na zjisStovani
abundance populaci. V piipadé€, ze by se jednalo o antiatraktanty, by se daly prvky vyuzit ke

zvySeni chemické heterogenity stanovisté a tim zmensit disledky jeho piisobeni.
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8 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

EAD = elektroantenografie

GC = plynovéa chromatografie
FID = plamenna ioniza¢ni detekce
MS = hmotnostni spektrometrie
HS = dynamicky headspace
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9 Samostatné prilohy

Obrazek 28. Elektroantenografické zatdzeni, schopné méteni zmény receptorovych
potencialt.. 1 — magneticka deska, 2 — stojan s magnetickou bazi, 3 — vertikalni
mikromanipulator, 4 — vertikalni mikromanipulator, 5 — horizontalni mikromanipulator, 6 —
predzesilovac, 7 — zemnici kabel, 8 — dentalni vosk na upevnéni preparatu, 9 — referencni

elektroda, 10 — méfici elektroda
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Obrazek 29. Metoda jimani latek — dynamicky headspace. 1 — pumpicka vzduchu, 2 —
hadicka/slahoun, kterym jsou latky nasavany, 3 — kapilarni trubi¢ka se sorbentem, na ktery se
vazou tekave latky, 4 — teflonova objimka, 5 — pecici folie. Na displeji pumpicky je uveden

pratok 120 ml/min.
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