OCHRANATLESA'IIIL - Chemicka ekologie, cast II
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HImVZiskud e | ze pouzt feremont v. boji s nim ?

» to, zda lze pro boj s danym druhem hmyzu vyuzit jeho chemickych
komunikaénich prostiedkd, je otdzkou ¢asové a instrumentalné naro¢ného
vyzkumného procesu

e vlastni proces ma tyto zakladni kroky:

- pilotni sledovani chovani druhu (komunikuje chemicky?, kdy?, sex?)
biologické testy s zZivymi jedinci
ziskani potrebného materialu pro vyzkum (chov, sbér...)
izolace feromonu (extrakce feromonovych zlaz, jimani tékavych latek...)
identifikace feromonu (analytické techniky: GC-EAD, GC-MS, NMR etc.)
syntéza feromonu pokud nejde o znamou a dostupnou slouceninu(-y)
primarni biologické testy v laboratori (vétrny tunel, olfaktometry, EAD)
- pilotni polni testy

e pokud byly predchazejici kroky uspésné, nasleduji:
- rozsahlé polni testy spojené s optimalizaci slozeni feromonu, lapaku...
- vyvoj metodiky praktického vyuziti v lese, sadu Ci poli
- ekonomicka rozvaha a pripadna vyroba a distribuce



PRIV PIHDER.,

Galnieraria ohridella (klinenka jirovcova)




AEsGU IS HIpRoGEastanum (Girovec madal)
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Celed Sapindaceae (mydelnikovité)

plvodni v malé oblasti Balkanského poloostrova
od XVI. stoleti péstovan v celé Evropé
vyznamny okrasny strom

e bez nebezpeénych gkddcl do roku 1990...




@aIneraliarelirrdel/arDeshka & Dimic, 1986

Celed’ Gracillariidae (vzpfimenkoviti)
velikost: 4 - 5 mm dlouhy motylek
vyskyt: poslednich 15 let explosivni Sireni po Evropé
puvod nezndmy (Sifi se ale z Makedonie)

e dospélci ve stredni Evropé od dubna do fijna
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Housenky tohoto drobného motylka vyZird parenchym listd jirovce a tvofi v nich tak rozsahlé
miny, ve kterych se nakonec zakukli. Klinénka muiZe mit az 4 generace za rok e
exponenciadlnim narlstem jedincd z generace na generaci. To je spolu s praktickou absenci
pfirozenych nepratel (parazitace housenek jen 5-10%) pfti¢inou explozivniho $iteni &kldce.
Pokud dojde ke kompletni defoliaci jirovch b&hem vegetaéni sezony, mohou pak mit problém
s akumulaci zivin na zimu a jaro.
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VIR ISLERTES

Navnada 3 samicky 3 samci Kontrola

Datum Uloveno: samcu C. ohridella (jiné druhy)

30.VIIL.? 113 (27) nd 5 (1)
10.-12.IX.P 56 (14) 1 (0) 1 (0) 1007
21.-28.IX.b 18 (3) WN()) 5 (1)
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Polni pokusy a pokusy ve vétrném tunelu se samickami v klickach prokazaly, ze samicky produkuji
velmi acéinny sexuadlni feromon v Casné fotofazi (LD 14:10).

Béhem této aktivni periody samicky exponuji svoje kladélko ventralné v typicky , volaci® poloze.
Hexanové oplachy kladélka volajicich samicek byly vysoce aktivni ve vétrném tunelu a také pfri
elektrofyziologickych pokusech (EAD - elektroantenografie).




GC-EAD

Prvni a klicovy zdroj informaci ve vyzkumu infochemikalii
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E pec chromatografu tykadlo hmyzu
sklenéna mikroelektroda
naplnéna solnym roztokem

EAD antenalni preparace v detailu



G C-EAD

stalsifEEEEAPNINasItelektrofyziologicke laboratori

e plynovy chromatograf Hewlett-Packard 5890
e splitter (déli¢ toku) Graphpack 3D/2
e zarizeni pro upravu efluentu Syntech
e mikromanipulator, zesilovace, data stanice...



z volajicich samicek, kde bylo
klinénky, ukazaly silnou aktivitu
e nenalezli zadny odpovidajici pik
ru.

Saturn 2000; iontova past)
neziskali jsme Zzadné rozumné

=
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ici analytické techniky:

a riznych GC fazich

ach syntetickych cilové molekule
+EAG-response" profilQ)

azy ve spojeni s EAG




Kapitola II

PRVNI KROK

e ziskani informaci o feromonech ptibuznych druht (reserse)

e vysledky - nékolik typu C;, a C;, sloucenin...

e Pomoci EAG byly testovany C,, a C,, slouceniny (aldehydy, acetaty
a alkoholy)
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ar hex 120H 12Ac 12:Ald 14.0H 14:Ac 14:Ad

EAG prokazaly nejvyssi aktivitu u C,, aldehydu...



Kapitola II

KROK DRUHY
e testovani vSech mononenasycenych of C,, aldehydl (E a Z isomeru)
e testy ukazaly nejvyssi EAG aktivitu u slouc¢enin s polohou dvojné vazby 8 az 10
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Kapitola II

KROK TRETI
e Studium retenéniho chovani

e Kovatsovy indexy (KI) EAD piku byly stanoveny na vice GC kolonach s

raznymi fazemi se stoupajici polaritou a ziskana data byla provnana s KI
linearnich alcetatu, alkoholt a aldehydd...

GC faze® Samici extrakt | ;5,00 | 14:0H | 14:Ald
(cca 5 samic)

DB-1° 1623.3 - - -

DB-5¢ 1674.4 1605.9 | 1610.8 | 1675.4

DB-WAX¢ 2031.2 - - -

a] & W Sciences, 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm
b pro EAD zdznam

€170 °C

d140-240°C @ 5°C / min
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zyl)hydroxylaminem:




Oba ziskané Kl / EAG profily jasné ukazaly, ze molekula feromonu obsahuje
aldehydickou skupinu, je nenasycené a dvojna vazba(y) musi byt situovana
blizko atomu C-9.

Aldehydicka povaha feromonu byla potvrzena mikroderivatizaci hexanovych
extraktt reakci s 0-(2,3,4,5,6-penta-fluorobenzyl)hydroxylamin hydrochloridem
v metanolickém roztoku - ty po reakci totiz ztratily svoji aktivitu jak ve vétrném
tunelu tak i pri EAG.

(E)-tetradec-9-enal s nejvyssim EAG potencialem mél vSak pri behavioralnich
testech nizkou aktivitu a také meél odlisné KI (1601.8 na DB-5) od prirodniho
extraktu.

Ze srovnani KI na DB-1 a DB-5 fazich Ize spekulovat, ze molekula feromonu ma
vice dvojnych vazeb. Jeji KI na DB-5 fazi je mnohem vyssi nez na fazi DB-1, coz
obvykle svedci o pritomnosti konjugovanych dvojnych vazeb. Na zakladé téchto
dat a naméfenych EAG profilG jsme se rozhodli syntetizovat viechny
geometrické izomery 7,9-, 8,10-, a 9,11-tetradekadienall (12 slouéenin !).



Kapitola IV - syntéza feromonu (8,14-rada)

3
Br(CH,);OH Br(CH,);0t-Bu HC=C(CH,);0tBu ——— N\ (cop.),0tBu

CH3(CHy)2

N 5 ——
\%(CHQJ?OFBU CHy(CHz)y ™ 7 “(CHy)70H
l 6

mixture of E,E-/E,Z-/Z ,E and Z,E-isomer

l?

corresponding aldehydes

Ochranéni hydroxylové skupiny: 2-methylpropen (Amberlyst v hexanu)
Prodlouzeni C-retézce: LiC=CH / THF, DMPU

Hydroaluminace a jodace: a) DIBAH / THF; b) I, / THF; c) NaOH vodny roztok
Cross-coupling: 1-pentyn / Pd(PPh;),, CuCl v butylaminu

Redukce: a) dicyklohexylboran / THF; b) CH;COOH; c) NaOH; d) H,0,
Odchranéni hydroxylové skupiny: a) FeCl; / CH,COOH; b) NaOH
Isomerizace dvonych vazeb: fenylmerkaptan v benzenu

Oxidace: PCC / octan sodny v CH,CI,




omernich smési ukazala ze pouze
4:Ald) vykazuje nejvyssi aktivitu

EAD

ovany pomoci plynové

ofily jednotlivych isomerd. Ackoli
somer, z vybéru jsme eliminovali
& EAD aktivitu ne? Z,Z. E,Z-
GC fazich a retencni chovani jeho
g mnozstvi) s retencnim
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Samiéi
extrakty
(ca 5 samic)b
DB-1¢ 1623.3
DB-5¢ 1674.4

DB-WAXH 2031.2

14:0H

1610.8

)g jiz £8,710-14:Ald vykazovalo
5 atraktivitou extraktu tri

im ¢asu n-alkanu jako standardi)
syntetickymi slou¢eninami

14:Ald E,Z-8,10-14:Ald
- 1623.9

1675.4 1674.3
- 2031.8



KepPIte] abINENIteZstvit..

» Pri polnich testech bylo jako navnady v lepové pasti pouzito 5 ng £8,Z10-
14:Ald vysoce aktraktivniho pro samce Cameraria ohridella

VysledeKk prvnino terennino testu syntetickeno EY¥,£1U-14:Ald
(420 samcu Cameraria ohridella chyceno pfes noc...)

» \/Sechna vyse zminéna data potvrdila, ze £E8,Z710-14:Ald je hlavni slozka
sexualniho feromonu klinénky jirovcové (Cameraria ohridella)



Kapitola IV- Vitézstvi...
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(8E,102)-tetradeka-8,10-dienal

(8E,102)-Tetradeca-8,10-dienal byl v dobé resSeni projektu (1999) nové objeveny
sexualni feromon a prvni identifikovany sexudlni feromon u rodu Cameraria. Jeho
ostatni isomery byly popsany jako atraktanty samcu jinych druhl motyld; E,E pro
Acrocercops sp. a Z,Z pro Phyllonorycter sp. Systém E,Z-konjugovanych
dvojnych vazeb je u molekul motylich feromonl pomé&rné bé&zny, Ize ho napriklad
nalézt u bombykolu, prvniho popsaném sexualnim feromonu...
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Hmyzi tykadlo se zde ukazalo jako silny analyticky nastroj v okamziku, kdy
klasicka GC-MS technika dosahla svého limitu citlivosti. Je extremneé citlivé k
feromonovym slozkam diky specializovanym receptorim, které jsou pFi
zvySenych koncentracich schopny odpovédét i na strukturni analogy feromondu.
Vyuzitim téchto schopnosti tykadla a pomoci knihoven analogickych struktur
jsme pak byli schopni postupné, krok za krokem, odhalit strukturu vlastniho
feromonu.

Feromon sadm je komeréné vyrabén v CR a je ve formé lapdkd celoevropsky
pouzivan pro monitorovani vyskytu klinénky pri optimalizaci ic¢inného zasahu
specialnimi insekticidy a tim tak také minimalizaci ekologické zatéze.

Svatos A., Kalinova B., Hoskovec M., Kind| J. and Hrdy I.:
Chemical Communication in Horse-Chestnut Leafminer Cameraria ohridella Deschka & Dimic
Plant Protection Science 35, 10-13 (1999).

Svatos A., Kalinova B., Hoskovec M., Kindl J., Hovorka O. and Hrdy I.:

Identification of a new lepidopteran sex pheromone in picogram quantities using an antennal biodetector: (8E,102)-tetradeca-
8,10-dienal from Cameraria ohridella.

Tetrahedron Letters 40, 7011-7014 (1999).

Hoskovec M., Saman D., and Svato$ A.:

Synthesis of (8E,142)-tetradeca-8,10-dienal, sex pheromone of horse chestnut leafminer (Cameraria ohridella) and all its
geometrical isomers.

Collection of Czechoslovak Chemical Communications 65, 511-523 (2000).

Kalinova B., Svatos A., Kindl J., Hovorka O., Hrdy I., Kuldova J. and Hoskovec M.:
Sex pheromone of horse-chestnut leafminer Cameraria ohridella and its use in a pheromone-based monitoring systems.
Journal of Chemical Ecology 29, 387-404 (2003).
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Elizopliera batangensis (zavijec cicimkovy)




=IZepera bBlagens/s €aradja, 1939

Celed Pyralidae (zavijeCoviti)
vyskyt: Cina, Korea, Japonsko
vyvoj pod klrou stromu

puvodné neskodny polyfagni druh
az 5 generaci za rok



AdphusyurubaNGinska datle, cicimek jujuba)

celed' Rhamnaceae (resetlakovité)
900 000 ha sadu jev v provincii Hebei !
velmi dudlezitad ovocnd dfevina

vice nez 750 kultivary
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e beZznd sadarska praxe v Ciné
(prevence zpétneho toku zivin)

e zvyseni Urody az o 30%

e skute¢ny “prostieny stdl” pro E.
batangensis (samicky kladou vajicka
do Cerstvich fezl)



EIZGpHEGNbatargensis — skudce & opatreni

e svetelné a kepové pasti maji nizky efekt

e insekticidy (?-cena, ?-zivotni prostredi)

e Sance pro feromonové pasti a integrovanou
ochranu rostlin




GC-EAD experimenty s E. batangesis

[I.]

C
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EAD (A)
|;0 pv
| | | | | | | | | | |
600 640 680 720 760 800 840 880 920 960 1000

retention time [s]

Sekce GC-EAD / GC-FID zaznamu
A/B: hexanové extrakty feromonovych Zlaz E. batangensis (1 samicka)
C: n-alkany (C,, - C,,) standardy na DB-5 fazi.

Prvni vysledky

e blizko KI = 1700 jsme sledovali silnou EAD aktivitu (feromon??)
e 7adna FID odpovéd ve stejném Useku chromatogramu

e potrebujeme citlivéjsi detektor (TOFMS?) nebo vice samicek...

e nebo musime pouzit knihovny sloucenin (Casové narocné a je

nutné mit mnoho samcd)
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vzorek

injek¢ni port

1D kolona (30 m, DB-5)
kryomodulator
sekundarni GC pec

2D kolona (2 m, BPX-50)
transfer kapilara do MS
iontovy zdroj

letova trubice s iontovou
optikou

detektor

Fizeni a zpracovani dat




E. batangensis - analyza feromonoveé zlazy

700

e TR .

BPX-50 [r.t. in s]

700 900 1100 1300
DB-5 [r.t. in s]

GCXxGC/TOFMS analza samici feromonové Zlazy E. batangensis (z jedné samicky !)

Chromatogramy (A: contour plot; B: 3D-surface plot 180° oto&eny pro lepéi viditelnost piki) na hmoté 31.
Maly pik oznaceny (1) se shoduje (NIST, EAD a retencni chovani) s 92Z,12E-tetradeka-9,12-dien-1-olem.
Dobie separovana “zed” chemického sumu (krvaceni kolony, stopy hexanu, etc.) demonstruje silu
Kompherehensivni dvojrozmé&rné plynové chromatografie a enormni nardst citlivosti.



E. batangensis - analyza feromonoveé zlazy

9Z,12E-14:0H

1300

Zvétsené EAD-aktivni oblasti GCxGC/TOFMS chromatogramu (3D-surface plot) na hmoté 31

A: analyza jedné samici feromonové zlazy Euzophera batangensis
B: analyza syntetického 9Z,12E-tetradeka-9,12-dien-1-olu (100 pg)

Pik oznacéeny (1) predstavuje hlavni slozku feromonu (A) 9Z,12E-14:0H (a jeho standard v obr. B),
drobny pik (2) odpovida 9Z-tetradec-9-en-1-olu.

Zaveér: diky GCxGC/TOFMS byly identifikovany dvé slozky feromonu



E. batangensis - analyza feromonove zlazy

67 , , .
100 Hmotnostni spektrum piku 1 se shoduje
80 dobre se spektrem z NIST knihovny
50, peak 1 pro 9Z,12E-tetradeka-9,12-dien-1-ol
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% 135 149 163
£ 207
40+
60- NIST match 9Z,12E-14:0H
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g
<
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9Z,12E-tetradeka-9,12-dien-1-olu, ktere je m/z

prakticky identické



Vyznam of 2D-GC retencnich dat

Slouéenina KI Retenéni ¢as®* Reten¢ni ¢as”¢
[1.dimenze] [s, 1.dimenze] [s, 2.dimenze]

Standardy

9Z-tetradec-9-en-1-ol 1676 1188 1.700

9Z,12E-tetradeka-9,12-dien-1-ol 1681 1194 1.750

Analyty

Pik 2 1676 1190 1.709

Pik 1 1681 1194 1.758

aDB-5 (30 m x 250 pm ID x 0.25 pm film)
5 BPX-50 (2 m x 100 um ID x 0.1 pym film)
¢ teplotni program: 50 °C @ 2 min, pak na 300 °C s 10 °C/min, a konec¢né 10 min @ 300 °C



GC-EAD experimenty s E. batangesis [1I.]

A FID B

9Z-14:0H
|;.5 mV
9Z-14:0H
9Z,12E-14:0H SOV 9Z,12E-14:0H
| | [ [ | I | I I I | |
600 640 680 720 760 800 840 740 750 760 770 780
retention time [s] retention time [s]

Sekce GC-EAD / GC-FID zaznamu
A: koinjekce (10 ng) syntetického 9Z,12E-tetradeka-9,12-dien-1-olu a 9Z-tetradec-9-en-1-olu

B: hexaneovy extrakt samic¢i feromonové zlazy E. batangensis (~ 5 samicek); odpovéd tykadla na obé
predpokladané feromonové slozky je dobfe viditelna

Dalsi vysledky: 97-tetradec-9-en-1-ol byl identifikovan jako
elektrofysiologicky aktivni soucast extraktu samici feromonové zlazy E.
batangensis
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e nase studie ukazala vynikajici pouzitelnost GCxGC/TOFMS techniky pro
analyzu tekavych infochemikalii

e Na zaklade dat GC-EAD a GCxGC/TOFMS analyz Ize povazovat 97,12F-
tetradeka-9,12-dien-1-ol [1] a 9Z-tetradec-9-en-1-ol [2] za slozky samiciho
sexualniho feromonu zavijeCe Euzophera batangensis

P Y e e e e P L

rozsahlé nékolikaleté terénni testy v Ciné potvrdily nasi hypotézu
o feromonové pasti jsou pouzivany pro IPM skddce v Ciné (patentovano)

Kalinova B., Jiro$ P., Zdarek 1., Wen, X., Hoskovec M.:
GC x GC/TOFMS technique - A new tool in identification of insect pheromones: Analysis of the persimmon
bark borer sex pheromone gland. Talanta 69 (3): 542-547, 2006.



SRy AV LI EramienL. V. praxi

* monitoring

» masovy odchyt (mass trapping)

» dezorientace

» ,Kill and trap™ metodiky

Idedlni je za¢lenéni vyuziti feromonl do systémd integrované ochrany
oroti skiudcim (Integrated pest management - IPM)

Definice IPM: proti se $kidcim na zakladé analyzy konkrétnich
podminek kombinuji metody chemické, biologické, péstebni, fyzikalni
regulace ve spojeni s vhodnym vybé&rem a kombinaci odrdd. Vyhodou

IPM je predevsSim vyssi ucinnost, nizsSi cena a nizsi zatéz pro
ekosystémy.



stanoveni akceptovatelné Grovné vyskytu gkddce (cilem neni vyhlazeni) a
jeho spravna biologicka determinace

preventivni zemédélské techniky (vybér vhodnych odrud, zdravotni stav
rostlin, péce o rostliny, karanténa...)

monitoring vyskytu $kldce
mechanicka kontrola (rucni sbér, bariéry, pasti, ,luxovani®...)

biologicka kontrola (parazité a predatori, bioinsekticidy, mikroorganizmy a
viry, )

odpovédné vyuziti pesticidd (malé presné cilené davky, ¢asovani, moderni
insekticidy nebo slouc¢eniny pfirodniho plvodu - nikotin, pyrethroidy,
juvenilni hormony, ,trap and kill" )



v soucasné dobé se vyrabéji a prodavaji feromony a feromonové lapaky
pro cca 300 druht hmyzu (pfevaha motylich gkadct)

nékteré vyznamné druhy hmyzu jsou pomoci rdznych technik pouZiti

0 ’ v v v 4 14 - ’ ’ ’ - -
feromonu uspesne udrzovany na ekonomicky unosné urovni nebo jsou
feromonové systémy pouzivany pro jejich monitoring

- bekyné velkohlava a bekyné mniska v USA a Kanadé
- listokaz Popillia japonica v USA

- kvétopas bavinikovy (Anthonomus grandis) v USA

- moucha domaci (mucholapky, celosvétoveé)

- kdrovci (severni polokoule)

- obalec jablecny (celosvétové)

v budoucnu se uvaZuje i o pouziti feromond pro monitoring vzacnych a
\ 4 O
ohrozenych druhu hmyzu
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