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Anotace

KONECNA, B. 2020: Zmény v produkci vybranych metabolitii u zeli v zdvislosti na
napadeni motyly z celedi béldskovitych. Hradec Kralové. Diplomova prace na
Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diplomové prace Ttima
Jiti, doc. Ing. CSc. 65 s.

Diplomova prace se zabyva tématem zmén v produkci vybranych ochrannych,
obrannych a signalnich latek u zeli vzavislosti na napadeni motyly z Celedi
bélaskovitych. Sledované zmény v produkci metabolitl se tykaji zmén na arovni jak
primarniho, tak sekundarniho metabolizmu. V teoretické ¢asti jsou uvedeny
zakladni charakteristiky zkoumané rostlinné celedi a skiidcti z Celedi bélaskovitych
(Pieris sp.). Jsou zde popsany stresové reakce rostlin, obranné a ochranné
mechanizmy a zakladni metabolické procesy. Stanoveni obsahu vybranych
metaboliti bylo provedeno pomoci metod, jako je spektrofotometrie i
vysokoucinna kapalinova chromatografie. Vramci experimentalni ¢asti bylo
zjiSténo, Ze produkce ROS byla signifikantné vyssi u rostlin napadenych primym
okusem housenek bélaskl nez u rostlin s nakladenymi hmyzimi vajicky. Dale také,
Ze rostliny napadené motyly z celedi bélaskovitych vyprodukovaly oproti rostlindm,
které nebyly vystaveny biotickému stresu, signifikantné vyssi obsah celkovych
rozpustnych proteinti. Obsah Kyseliny jasmonové, salicylové a abscisové se
signifikantné zvysil vZidy pri poSkozeni pletiv housenkami, at' uz dospélymi ci
cerstvé vylihnutymi.
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The diploma thesis deals with the topic of changes in the production of selected
protective, defensive and signaling substances in cabbage, depending on the
infestation by butterflies from the family Pieridae. Plant stress reactions, defense
and protective mechanisms and basic metabolic processes are described here. The
content of selected metabolites was determined by using methods such as
spectrophotometry or high performance liquid chromatography. The experimental
part deals with changes in the production of primary and secondary metabolites in
cabbage plants after the infestation by Pieris sp. It was found that ROS production
was significantly higher in plants infested with direct damage by caterpillars than in
plants with laid insect eggs. Furthermore, plants infested with butterflies from the
Pieridae family produced significantly higher levels of total soluble proteins than
plants that were not exposed to biotic stress. The content of jasmonic, salicylic and
abscisic acidsincreased significantly when the plant tissues were damaged by
caterpillars, whether adults or freshly hatched.
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1 Uvod

Tato prace se zabyva problematikou nekonecného evolu¢niho souboje mezi
rostlinami a fytofagnim hmyzem tzv. Efekt ¢ervené kralovny. Tento ozbrojeny zavod
o preZiti dobre ilustruje véta z knihy, Jak se déla evoluce. Na pocdtku byla jemnd
krehkd bylinka, kterou obcas nékdo seZral; na konci je trnitd a jedovatd obluda, kterou
také obcas nékdo seZere (Zrzavy et al., 2004). Touto tématikou jsem se zabyvala jiZ
ve své bakalarské praci a zaujala mne natolik, Ze jsem se rozhodla ji prostudovat
hloubéji i ve své diplomové praci.

Rostliny jsou napfti¢ evoluci nuceny odolavat riznym neptiznivym vliviim, aby
preZily. Jejich omezeni zhlediska pohybu a tedy moZnosti Uniku museji
kompenzovat Sirokou Skalou nejrtiznéjsich obrannych a ochrannych mechanizmi.
Tyto nepriznivé vlivy neboli stresory mohou byt bud’ abiotického ¢i biotického
charakteru. Fiirstenberg-Hagg et al. (2013) doklada, Ze je rostlina schopna rozeznat,
zda je ptivodcem stresu herbivor nebo je poskozovana mechanickym zplisobem
napr. kroupy, vitr. Rostliny dokonce dokazi detekovat nakladena vajicka na svém
povrchu. Diky této schopnosti predchazeji plytvani energeticky nakladnymi zdroji
na obranu. Plisobeni biotického stresu se u rostlin projevuje zménami na arovni jak
primarniho, tak sekundarniho metabolizmu. Rostliny se mohou branit piisobeni
skiidcti riiznymi morfologickymi, biochemickymi ¢i molekularnimi mechanizmy.
Skila biochemickych mechanizm@ obrany je $irokd a rfiznorodd a je
zprostiredkovdna formou piimé i nepifimé obrany. Nékteré obranné latky jsou
v rostlindch konstitutivné pritomny, jiné jsou indukovany poskozenim rostlinnych
pletiv. Nejcastéji se jedna o sekundarni metabolity a proteiny, které mohou mit
repelentni ¢i toxické UcCinky na hmyz nebo maji charakter signalnich latek (War et
al,, 2012).

Zeli se radi do Celedi brukvovitych rostlin. Jde o ekonomicky a nutri¢né vyznamnou
kost'dlovou zeleninu péstovanou ve vice nez 90 zemich a konzumovanou po celém
svété. Produkci této Kklicové zemédélské plodiny sniZuje tfada biotickych a
abiotickych faktor(. Hlubsi porozuméni mezidruhovym vztahlim mezi rostlinou a
fytofagnim hmyzem prind$i moZnost predchdzet vyznamnym ekonomickym
ztratdm v produkci polnich plodin. S cilem vyuZit védeckého poznani k vyvoji
ekologickych ¢i prirodé blizkych zplisobti ochrany plodin. Omezovani chemickych
pripravka a insekticidl je stéZejni v zajmu zachovani lidského zdravi a ochrané
ptirody.

Cilem této diplomové prace bylo prostudovat dostupnou soudobou literaturu
tykajici se zmén vprodukci latek na Uurovni primarniho a sekundarniho
metabolizmu rostlin jako odpovéd na napadeni hebivory, predevSim motyly z Celedi
bélaskovitych (Pieris sp). Predmétem vyzkumu bylo zjisStovani zmén v produkci
signalnich latek (rostlinnych hormont, napt. JA a SA, ABA) a latek souvisejicich
s oxidatnim stresem (superoxid, peroxid vodiku), antioxidantli a dalSich latek
ochranného charakteru (fenolické latky), celkovy obsah proteinti. Metabolické
zmény byly zkoumany na rostlindch po nakladeni vajicek, na zacatku lihnuti



housenek a pri poZeru dospélych housenek bélaska. Pokusnou rostlinou bylo
v naSem pripadé zeli bilé hlavkové (Brassica oleracea L. var. capitata (L.) f. alba).
Vysledky byly analyzovany rlznymi laboratornimi metodami jako je HPLC,
fotometrické metody, ELISA, TLC.

Vyzkum probéhl ve spolupraci s Ustavem experimentalni botaniky AV CR a
katedrou chemie Prf UHK.
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2 Literarnireserse

2.1 Rostliny z celedi Brassicaceae

Celed brukvovitych rostlin nebo také alternativné rostlin kifZatych je slozena z 380
rodd a piiblizné 3 200 druht. V Ceské republice roste pies 50 rodii brukvovitych
rostlin s vice jak 150 druhy. Tato ¢eled’ zahrnuje jednoleté aZ vytrvalé byliny. Jsou
to rostliny s oboupohlavnymi, pravidelnymi kvéty se 4 kaliSnimi a 4 korunnimi
listky, nejCastéji byvaji bilé, zZluté ¢i razové az fialové barvy. Soucasti kvétu jsou 2
tyCinky s kratSimi nitkami ve vnéjsSim kruhu a 4 tyCinkami s delSimi nitkami ve
vnitinim kruhu (tzv. ctyfmocné tyCinky) a jeden dvouplodolistovy pestik
snepravou placentdrni prehradkou. Kvéty byvaji usporaddny do kvétenstvi,
nejcastéji to je hrozen pripadné chocholik nebo lata. Plody jsou zpravidla suché a
pukavé (SeSule, SeSulka), vyjimecné je plodem nazka, dvounazka ¢i struk. Tato celed’
zahrnuje mnoZstvi rostlin znacného ekonomického vyznamu diky jejich nutri¢nim
a bioindustrialnim vlastnostem (Rosypal et al. 2003; Petruzzello et al., 2016; Kocian,
2018).

Brukev zelna (Brassica oleracea) je dvouleta bylina, ptivodem ze Stredozemi, ktera
se péstuje v nékolika varietach, mezi které radime napft. zeli (var. capitata), kvétak
(var. botrytis), razickovou kapustu (var. gemmifera), kedluben (var.
gongylodes)(Rosypal et al. 2003). Brukvovité rostliny maji Siroké zastoupeni
v lidské stravé, péstuji se také pro sva olejnatd semena napt. brukev repka olejka.
Vyuzivaji se také jako krmivo pro hospodarska zvirata, jako plodiny pro ucely
biokontroly a uplatiiuji se vrotacnim systému zemédélstvi. RovnéZz se jedna o
dtlezité medonosné rostliny (Ahuja, 2010; Kocian, 2018). Rada druhfi ma také
okrasny vyznam napft. Aubrietia deltoidea, Iberis sempervirens, Hesperis matronalis
a Lunaria annua. Brukvovité rostliny zaujimaji rozmanita stanovisté. Nachazi se v
lesnich, lu¢nich, vodnich, mokiadnich, horskych, stepnich i poustnich biotopech.
Mezi brukvovité se radi i mnoho plevelnych a ruderalnich druhd napt. Thlaspi
arvense, Sisymbrium officinale, Capsella bursa-pastoris. Prvni rostlinou s kompletné
nasekvenovanym genomem se stala rostlina pravé ztéto Celedi - Arabidopsis
thaliana (Grulich, 2012).

Z obsahovych latek jsou pro brukvovité rostliny typické glukosinolaty. Konkrétné
molekula glukorafaninu je pomoci enzymu myrozinazy Stépena na sulforafan, coZ je
sloucenina s antikarcinogennimi vlastnostmi. Dale je charakteristicka piritomnost
kyseliny askorbové (vitamin C), fenolickych latek a Kkarotenoidii. Pravidelna
konzumace nékterych plodin z této Celedi vyznamné prospiva lidskému zdravi.
Vysoky obsah antioxidantli vtéchto rostlinaich napomdaha snizovani rizika
chronickych onemocnéni, zejména kardiovaskuladrnich onemocnéni a nékolika typl
rakoviny (Raiola, 2017).

2.2 Hlavni hmyzi Skiidci brukvovitych rostlin

Hmyzi skiidci predstavuji obrovskou vyzvu v celosvétové produkci brukvovitych
rostlin. Jsou napadany Sirokou skalou hmyzich druht, nékteri z nich jsou specialisté
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a preferuji brukvovité jako své hostitelské rostliny (Ahuja, 2010). Hmyz je
sklada z hlavy, hrudi s tfemi pary nohou, popiipadé s kiidly, a zadecku. Ustn{ Gstroji
miize byt bodavé, kousavé, savé, bodavé savé a lizavé savé. Hmyz s proménou
dokonalou klade vajicka, ze kterych se lihnou larvy, které maji nékolik riistovych fazi
(instarti) a nepodobaji se dospélctim. Nasledné se larvy kukli a z kukly se lihne
dospélec (imago). U hmyzu s proménou nedokonalou maji larvy také nékolik
instarti. Imagiim se nepodobaji a chybi u nich stadium kukly (Rod, 2017).

Hemiptera (polokridli)

Msice zelna (Brevicoryne brassicae) je vektorem 17 druhi rostlinnych virt. Vyskyt
byl prokazan u rady rostlinnych druhi, z brukvovitych je to napt. kapusta, zeli,
kveétak, repka aj. Nejvétsi Skody zplsobuji msice sanim na kvétenstvich a SeSulich.
Coz vede k trznimu znehodnoceni rostlin a niz§im vynostim ze semen (Fry¢, 2019).
Msice broskvonova (Myzus persicae) je nejspiSe nejvétsSim prenaSecem rostlinnych
viri. Pfenasi jich pres 180 druht Pfi extrémnim napadeni podobné jako ostatni
mSice sanim na riznych rostlinnych tkanich, zptsobuje zesvétlovani, svinovani a
dalsi deformace listd a zpomaluje riist rostlin (Ahuja et al.,, 2010; Fry¢, 2019)

Hymenoptera (blanokridli)

Pilatka repkova (Athalia rosae L.) je blanoktidly skidce brukvovitych rostlin.
Housenice tohoto druhu poskozuji Zirem listy a lodyhy rostlin. Pfi prfemnoZeni
dochazi az k holoZiriim. Podobnym zplisobem jako housenice pilatek poskozuji listy
brukvovitych také prvni instary housenek osenic a plZi. Prvni generace housenic
Skodi zejména na brukvovité zeleninég, jarni fepce a hor¢ici a 3. generace skodi pfti
zakladani porostli ozimé repky. PoSkozeni listii se projevuje okénkovanim ¢i bo¢nim
Zirem. Dospélci rostlinu nijak neposkozuji (Kazda el al., 2008; Kocourek et al., 2017).

Diptera (dvoukridli)

Bejlomorka kapustova (Dasineura brassicae) je dvoukiidly hmyz z celedi
bejlomorkovitych. Skiidcem jsou larvy, které poskozuji stény Se$uli FepKy.
Enzymaticky je rozpoustéji a nasledné vysavaji jejich obsah. Se$ule se deformuje a
rozpada a semena vypadavaji. Tim kazdoroc¢né snizuji vynosy az o 30% (Kocourek
et al, 2018). Kvétilka zelna (Delia florales) je Skiidcem brukvovitych rostlin rodu
Brassica, jako je brokolice, rizickova kapusta, zeli aj. Larvy tohoto hmyzu poskozuji
koreny rostlin, coz vede ke sniZeni meziroc¢nich vynosi, produkce kvétd i semen a
také listové biomasy (Ahuja et al., 2010)

Coleoptera (brouci)

Diepcici rodu (Phyllotreta) patri mezi mandelinkovité brouky. Hlavnimi Skidci na
polich jsou zejména diepcik Cernonohy, diepcik Cerny, diepcik zelny a diepcik
polni. Skodi na polich s brukvovitou zeleninou, na fepce a hot¢ici. Vyskytuji se hojné
a kazdoro¢né zplisobuji zna¢né ekonomické ztraty. Skody zptisobuji piedevsim
dospélci, kteri vyZziraji drobné otvory v listech. OhroZeny jsou predevsim mladé
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rostliny, které mohou drepcici zcela zahubit. Kromé poskozenti listli mohou drepcici
prenaset i nékteré choroby brukvovitych (Kovarikova et al, 2017). Blyskacek
repkovy (Meligethes aeneus) je v soucasnosti hlavnim Skiidcem ozimé repky. Brouci
pravidelné Skodi na rtznych brukvovitych rostlindch. Mladi jedinci povrchové
oZiraji listy a poupata jesté pred vykvetenim. Se stoupajici teplotou se mnoZstvi
brouki a $kody na plodinach zvysuji. Mala poupata vétSinou zcela znic¢i a do vétsich
vykusuji diry a Zivi se vnitrkem. PoSkozena poupata Zloutnou, usychaji a nakonec
opadavaji. Diisledkem je nepravidelné nasazeni kvétti i $e$uli. Skodlivost blyskack
fepkovych je omezena rozvinutim kvéti. Dale se brouci Zivi pouze nektarem a pylem
(Kazda, 2012). Krytonosec repkovy (Ceutorhynchus napi) a krytonosec Ctyrzuby
(Ceutorhynchus quadridens) jsou vyznamnymi $kiidci fepky v Evropé. Oznacuji se
terminem ,stonkovi krytonosci“, protoze jejich larvy poskozuji vnitfek stonki
fepky. Rostliny jsou tak celkové oslabovany a je naruSen ptivod Zivin do SeSuli
(Kocourek et al., 2018).

Lepidoptera (motyli)

Zaprednicek polni (Plutella xylostellal.) je drobny motyl skosmopolitnim
roz$irenim. Prvni vyvojovy stupeini housenek minuje v listech, dalsi instar z min
vyléza a Zivi se predevsim na spodni strané listt, ve kterych vytvari svym Zirem tzv.
okénka. Vrchni strana listi zlistava neporuSena. Housenky vyssich vyvojovych
stupnti se zivi celymi listy. Mohou zptlisobovat holoziry, kdy z listu zbydou pouze
silnéjsi Zebra (skeletovani). Nejvétsi Skody zpiisobuji housenky 2. a 3. generace,
protoZe jsou nejpocetnéjsi (Kocourek et al., 2017, Kovarikova et al., 2017). Miira
zelnd (Mamestra brassicae L.) je vyznamny Sklidce brukvovitych rostlin. Housenky
zejména 2. generace vyZziraji v listech nepravidelné otvory. Listy skeletuji, aZ z nich
zlistanou pouze silnéjsi Zebra. Likviduji i vnitiky hlavek ¢i riZic rostlin a znecistuji
je trusem. Pres den se ukryvaji v pidé a pod zbytky rostlin. Aktivni jsou predevsim
v noci, kdy dochazi k Ziru (Pokluda, 2007). Kovolesklec cizokrajny (Trichoplusia ni)
je zavaznym Skiidcem celé fady brukvovitych rostlin, zejména zeli. Mladé housenky
se zivi na spodni strané listd. Jejich Zir zanechava v listech otvory a starsi housenky
vyziraji do listl otvory jesté vétsi. Pokud je poskozen vzrostny vrchol, rostlina
odumira nebo se poskozeni projevi vétvenim stonku. Dale byvaji poSkozeny hlavky
a stredové riazice, které jsou jeSté zneciStény trusem. Pokud nejsou plodiny
kontrolovany, zlstavaji housenky pti sklizni uvniti hlavek (Gerson et Applebaum,
2020).

2.2.1 Bélaskoviti (Pieridae)

Motyli z cCeledi bélaskovitych jsou specializovani na brukvovité rostliny, které
produkuji glukosinolaty, coZ jsou chemické obranné latky proti herbivortim. Naproti
tomu, housenky bélaskovitych maji ve strevech proteiny (NSPs), které preménuji
toxické isothiokyanaty na netoxické nitrily (Okamura et al., 2019).

Bélasek zelny (Pieris brassicae)

Aredl rozsiteni Bélaska zelného (Obrazek €. 1) je zadpadopalearkticky. Vyskytuje se
v celé Evropé véetné Skandinavie a% po Himalaje. Byl zavlecen do Chile. V Ceské
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republice je hojné rozsiten. Jde o vyznamného skidce brukvovitych rostlin na polich
i zahradach. Prizplsobil se intenzivné obhospodarované krajiné a Zivotu
v agrocendzach. Zivnou rostlinou housenek jsou riizné druhy brukvovitych rostlin,
at' uz péstované, nebo volné rostouci zvlasté brukev zelna (Brassica oleracea), ale
také lichorerisnice (Tropaeolum majus). Vyvoj téchto motyli je dvougeneracni
(duben - Cerven, Cerven - listopad). Vajicka jsou kladena ve shlucich a jejich kukly

prezimuji (Benes et al., 2002).
»
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Obrazek ¢. 1: Bélasek zelny - samec a samice (Dvorak, 2020).
Bélasek repovy (Pieris rapae)

Bélasek repovy (Obrazek ¢. 2) je kosmopolitni, byl zavleCen do Severni Ameriky,
Australie a na Novy Zéland a stal se vyznamnym Skiidcem. Vyskytuje se na celém
tizemi Ceské republiky. Je piizpiisobeny intenzivné obdélavané krajiné. Nejéastéji se
vyskytuje v agrocendzach, plevelovych spolecenstvech opusténych polich,
zahradach a vruderalnich biotopech. Zivnou rostlinou housenek jsou rostliny
z Celedi brukvovitych, at’ uz zemédeélsky péstovanych, nebo volné rostoucich druhi
napi. brukev zelna (Brassica oleracea), hotcice rolni (Sinapis arvensis), cesnacek
1ékarsky (Alliaria petiolata) aj. Tento druh motyla ma vicegeneracni vyvoj, vétSinou
jde o tfi generace (konec brezna - Cerven, ¢ervenec - srpen, zari - zacatek listopadu).
Vajicka kladou jednotlivé na spodni stranu listli Zivnych rostlin. Larvalni vyvoj trva
priblizné 20 dni a kukla prezimuje (Benes et al., 2002).
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Obrazek ¢. 2: Bélasek irepovy - samec a samice (Dvorak, 2020).
Bélasek repkovy (Pieris napi)

Aredl rozsireni tohoto druhu je palearkticky, vyskytuje se v celé Evropé aZ po
Japonsko. Je hojné rozsifen po celé tzemi Ceské republiky. Rychle osidluje
prechodné lokality véetné ruderalnich biotopi a méstské zastavby. Zivnymi
rostlinami housenek jsou rostliny z celedi brukvovitych predevsim reriSnice lu¢ni
(Cardamine pratensis), cesnacek 1ékarsky (Alliaria petiolata), hotc¢ice rolni (Sinapis
arvensis), tesiSnice hotka (Cardamine amara) aj. Osidlovani Zivnych rostlin je
omezeno pouze na divoce rostouci druhy. Bélasek fepkovy (Obrazek ¢. 3) tedy neni
ani potencialnim skiidcem plodin. Vyvoj tohoto druhu je dvou az vice generacni
(brezen - kvéten, Cervenec - srpen). Samice kladou vajicka na listy jednotlivé.
Larvalni vyvoj trva do 20 dni a kukly prezimuji (Benes et al., 2002).

© Josal Dvetik i © Josel Dverik

Obrazek ¢. 3: Bélasek repkovy - samec a samice (Dvoidk, 2020).
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2.3 Fytofagni hmyz

Fytofagni hmyz lze rozdélit do dvou skupin, na generalisty a specialisty. Generalisté
tzv. polyfagové se zivi na hostitelskych rostlinach zrGznych celedi, kdeZzto
specialisté tzv. oligofagové ¢i monofagové, si vybiraji jeden nebo pouze nékolik
druhi rostlin ze stejné Celedi. Generalisté jsou schopni tolerovat Sirokou skalu
rostlinnych obrannych mechanizmi, ale nemohou se Zivit rostlinami, které vyvinuly
prilis specializované obranné systémy. Prikladem potravniho generalisty je mSice
broskvonova (Myzus persicae), ktera se Zivi na hostitelskych rostlinach z vice nez
padesati celedi. Specialisté naproti tomu zvolili odliSnou potravni strategii. VyuZivaji
pouze omezeny pocet hostitelskych rostlin, jejichZ obranné latky vyuZivaji, jako
potravni stimulanty ¢i atraktanty ke kladeni vajicek. Mezi monofagni hmyz radime
zastupce z radl Hemiptera, Coleoptera, a dale nékteré larvy z radu Lepidoptera.
Prikladem oligofagniho hmyzu jsou larvy bélaskovitych (Pieris sp.) nebo mandelinka
(Leptinotarsa decemlineata), ktera se specializuje na rostliny z Celedi Solanaceae
(Feeny, 1976, Schoonhoven et al.,, 2005, Fiirstenberg-Hagg et al., 2013). Pro rostliny
je stéZejni, aby co nejrychleji rozpoznaly pivodce poskozeni. Diky tomu, Ze dokazi
rozeznat, zda je jejich posSkozeni zplsobeno mechanicky ¢i ttokem herbivora
predchazeji energetickym ztratam pri produkci obrannych latek. Rostliny téZ dokazi
zaznamenat nakladeni hmyzich vajicek na svém povrchu (Flirstenberg-Hagg et al.,
2013). Rostlinami produkované bioaktivni obranné latky mohou ptisobit na hmyzi
generalisty repelentné zato na hmyzi specialisty mohou ptisobit jako atraktanty.
Podobné také toxické slouceniny produkované rostlinami intoxikuji predevsim
generalisty, specializovany hmyz vyvinul detoxika¢ni mechanizmy, diky kterym se
pouze zpomali jejich rlist a vyvoj, ale nasledky pro né nejsou smrtelné (Kessler et
Baldwin, 2002).

2.4 Obranné mechanizmy rostlin

Vzajemny dynamicky koevolucni vyvoj rostlin a hmyzu spociva ve zdokonalovani
systému obrany rostlin a zaroven adaptacnich strategii hmyzu. V dlisledku tohoto
evolucniho tlaku se u rostlin vyvinula komplexni sit' molekularnich, metabolickych
i biochemickych mechanizmt obrany (viz Obrazek ¢. 4). Rostliny maji schopnost
minimalizovat poskozeni svych pletiv herbivory pomoci rezistence ¢i tolerance.
Tyto dva mechanizmy obrany jsou vzajemné komplementarni (Santamaria et al,
2013). Pomoci mechanizmu rezistence se rostlina snaZi predejit stresovym
udalostem. Tento zplisob obrany je pasivni a zahrnuje mechanické bariéry jako je
silna kutikula, impregnace bunécnych stén, vosky na povrchu list{, trny, trichomy
atd. Mechanizmus tolerance tvoii tzv. aktivni obrana rostlin, kterd minimalizuje
negativni dopad stresorti po jejich proniknuti k plazmatické membrané. Dochazi ke
spousténi fetézce udalosti v rostliné nazyvanych stresova reakce. Intenzita a délka
plisobeni stresu, ale také kondice, genotyp, stddium vyvoje a adapta¢ni schopnosti
ovliviiuji pribéh a vysledek stresové reakce (Piterkova et al., 2005).

Rostliny se brani proti napadeni herbivori nejriznéjsimi mechanizmy jak primé,
tak neprimé obrany. Jsou schopny ovlivnit jejich preferenci hostitelské rostliny,
preziti i reprodukcni uspéch (prima obrana). Rostliny mohou produkovat
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specifickou smés tékavych latek, ktera prilaka prirozené nepratele hmyzu. Obrana
je tak zprostredkovana za pomoci treti trofické irovné (neprima obrana). Prima i
nepiima obrana mohou byt konstitutivné pritomny nebo mohou byt indukovany pri
poskozeni pletiv herbivorem (Aimura et al, 2009; War et al, 2012). Utinky
kombinované piimé a nepiimé obrany poskytuji relativné trvalou odolnost viici
Sirokému spektru herbivornich ¢lenovca v piirodnich ekosystémech (Howe et

Jander, 2008).
/ Prlma obrana
Neprima obrana

Morfologlcke
struktury

" Biochemicka

obrana

Detox1 kace

: Prllakam prirozenych nepratel
Drahy JA/SA

J e EFN .\ HIPY

- anaml odpoved

Prenos signalu
-/ Povrchoveaﬁ)
(1) oA
Hmyzi vajlcka ) a
Zaznamenani smna

Vnéjsi elicito

Obrazek ¢. 4: Rostlinné obranné mechanizmy proti hmyzim skiidctim. Upraveno dle
War et al. (2018).

17



2.4.1 Konstitutivni obrana
Prima konstitutivni obrana

Prima konstitutivni obrana zahrnuje vSechny rostlinné znaky, které maji samy o
sobé vliv na utocici herbivorni c¢lenovce a také zvySuji fitness rostlin vici
herbivorim (Kessler et Baldwin, 2002). Pfim4 obrana miiZe byt mechanické ci
chemické povahy. Mechanické obranné struktury, které rostliny vytvari, jsou prvni
linif obrany proti Skiidciim. Jedna se o morfologické utvary od makroskopickych
trnd, ostni, trichomi ¢i Stétin, ztlustlych a sklerifikovanych listli, epikutikularnich
voskl, latexu a pryskytric po mikroskopické zmény v tloustce bunécné stény
v disledku lignifikace a suberinizace (Hanley et al., 2007). Chemicka obrana je
zajiSténa pritomnosti toxickych latek tzv. sekundarnich metabolitl. V piipadé, ze
jsou konstitutivné pritomny jako neaktivni formy v rostlinnych organech, jde o tzv.
fytoanticipiny (Morant et al., 2008). V rostlinach jsou konstitutivné piitomny i dalsi
specializované bioaktivni latky, které jsou urceny piimo k obrané pred herbivory.
Zasahuji zejména nervovy, travici a endokrinni systém. Tyto specializované
slouceniny se vyznamné podileji i na konkrétni barvé, viini a chuti rostliny (Taiz et
Zeiger, 2010).

Nepriima konstitutivni obrana

Extrafloralni nektaria jsou utvary, které se vyskytuji na listech ¢i stoncich nékterych
rostlin. Extrafloralni nektar se vyskytuje u vice neZ 70 druhl rostlin a je
pravdépodobné evolucné starsi nez kvétovy nektar. Na rozdil od kvétového nektaru
extrafloralni nektar slouZi k prilakani predatorti a parazitoidii hmyzu (Heil, 2007).
Dalsim zplisobem neprimé konstitutivni obrany jsou hnizda ¢i tkryty pro celou fadu
predatorti, jako jsou mravenci, roztoci a dal$i drobni ¢lenovci. Rostliny vytvareji
drobné komirky, které témto symbiontlim slouzi jako ukryty ¢i hnizdisté a
poskytuji jim i zdroj potravy. Na oplatku brani rostlinu pied herbivornim hmyzem
a patogeny (Fischer et al., 2002).

2.4.2 Indukovana obrana
Pirima indukovana obrana

Indukovana obrana spociva v syntéze toxickych chemickych latek nazyvanych
sekundarni metabolity. Jde o alkaloidy, terpenoidy a fenolické latky, které maji
pirimé toxické, odpuzujici a repelentni ticinky a omezuji stravitelnost a prijem Zzivin.
VétSinou jsou uloZeny v neaktivnich formach. Predevsim z dlivodu chemické
stability a lepsi rozpustnosti, coz umoziiuje jejich skladovani ve vakuolach a zaroven
se tak rostlina chrani pred toxickymi dc¢inky vlastniho obranného systému (Jones a
Vogt, 2001; Morant et al., 2008). Pokud dojde k narusSeni bunék, napt. okusem
hmyzu, jsou sloucCeniny aktivovany hydrolyzou glukosidickych vazeb
katalyzovanych (-glukosydazami (Morant et al, 2008). Sekundarni metabolity
indukované v reakci na napadeni hmyzem se nazyvaji fytoalexiny (VanEtten et al,,
1994). Dalsi formou indukované obrany jsou obranné proteiny napfi. inhibitory
protedz, které jsou indukovatelné poskozenim rostlinnych pletiv a zpiisobuji
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inhibici travicich enzymt hmyzu (Koiwa et al.,, 1997). Dale obranné enzymy napf.
polyfenol oxidazy, které snizuji nutricni hodnotu poSkozované rostliny (Kessler et
Baldwin, 2002). Indukovana obrana zahrnuje také reaktivni formy kysliku (Kawano,
2003).

Neprima indukovana obrana

Rostliny se brani hmyzim S$kiidcim nepfimo tim, Ze vypoustéji smési tékavych i
netékavych latek. Tékavé latky indukované herbivorem (HIPV) slouZi k prilakani
prirozenych nepratel hmyzu, dokaZzi také odradit hmyz od okusu i od nakladeni
vajicek (Aimura et al., 2009).

2.5 Rostlinny stres

s

Rostliny, stejné jako ostatni Zivé bytosti, Ziji v neustale se ménicim prostiedi. Casto
byva neptiznivé Ci stresujici pro jejich rist a vyvoj. V priibéhu evoluce rostliny
vyvinuly specifické mechanizmy, které jim umoziuji prizplsobit se a prezit
stresujici okolnosti. Pokud jsou rostliny vystaveny biotickému nebo abiotickému
stresu dojde k naruseni metabolického procesu, coZ ma za nasledek fyziologické a
energetické vydaje, coz vkonetném disledku vede ke sniZzeni kondice a
produktivity (Rejeb et al, 2014).

Nepftiznivé environmentalni podminky zahrnuji abioticky stres. Pfi¢inou muze byt
nadmérné sucho, teplo, chlad, UV zareni, nedostatek/nadbytek vody, nedostatek
Zivin, zasoleni ¢i toxické kovy v ptidé napft. hlinik, olovo, arsen, kadmium. Rostlinny
stres vyvolany nadmérnym suchem, =zasolenim a teplotou, je hlavnim
environmentalnim faktorem, ktery ovliviiuje geografické rozmisténi rostlin
v prirodé (Mittler, 2006; Zhu, 2016).

Rostliny na vSech prirodnich stanovistich vzajemné interaguji s ostatnimi Zivymi
organizmy. Interakce muZe byt pro rostlinu vyhodna napt. mykorhyza ¢i symbi6za
nebo neptizniva. Negativni plisobeni organizmi na rostlinu vyvolava stres, ktery
oznacujeme jako bioticky. Mohou jej vyvolat konkurencni rostliny (alelopaitie,
parazitismus), patogeny nebo byloZravi Zivocichové (Berger et al., 2007). Patogeny
jsou bunécné i nebunécné organizmy, které jsou schopny svému hostiteli zplisobit
chorobu. Mezi patogenni mikroorganizmy radime viry a fytoplasmata, bakterie a
houby. Vyvoj choroby u rostliny vsak neni pravidlem. Reakce rostliny také zavisi na
specifické odridé rostliny a typu patogena (Landa et al., 2002; Véchet, 2012).
Piitomnost abiotického stresu milize mit za nasledek zvySeni nebo sniZeni
nachylnosti k vlivu patogenti, coz plati i naopak. Tato interakce mezi biotickym a
abioticky stresem je fizena signaliza¢nimi drahami hormonit, zejména skrz drahu
kyselinu abscisové. Hormonalni signaliza¢ni drahy se mohou byt synergické nebo
antagonistické (Fujita etal., 2006; Atkinson et Urwin, 2012). Obrazek ¢. 5 znazornuje
jak vnimani biotického a abiotického stresu indukuje kaskady, které aktivuji iontové
kanaly, kinazu, kyselinu salicylovou, ethylen, kyselinu jasmonovou a kyselinu
abscisovou. Tyto signaly nakonec indukuji expresi specifickych podskupin
obrannych geni, které vedou k celkové obranné reakci (Shanker et Venkateswarlu,
2011). V ramci studia propojenti signalizacnich drah bylo zjiSténo, Ze abioticky stres
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ma negativni dopad na odolnost viici biotickému stresu a mtlize vést ke zvySené
citlivosti rostlin k biotickému stresu (Nejat et Mantri, 2017). Pri ptlisobeni
abiotického stresu v podobé sucha se zvySila nachylnost husenicku rolniho k infekci
hlisticemi (Atkinson, 2020). V dalsi studii bylo prokazano, Ze plisobenim stresu
vyvolaného suchem a teplem se zvysila nachylnost husenicku rolniho k infekci
virem mozaiky vodnice (Turnip mosaic virus, TuMV), kdy doSlo k potlaceni
obrannych reakci na bioticky stres (Prasch et Sonnewald, 2013). Dale vlivem stresu
ze zasoleni se vyznamné zvysSila nachylnost rajCete k padli Oidium lycopersicum
(Kissoudis et al. 2015)

Abiotické stresy Biotické stresy
Sucho Patogeny
Chlad Herbivorie

Vysoka ozarenost Hmyz

Vysoka teplota Poranéni
Tvorba ROS ARA S Er
MAP Kindzy
Transkripcni faktory
MYC, MYB,. NAC, ZF, HSF
Odpoved na stres

Obrazek ¢. 5: Propojeni signalnich drah pii ptisobeni abiotickych a biotickych
stresu. Legenda: ABA-kyselina abscisova; SA - kyselina salicylova; JA - kyselina jasmonové; ET -
ethylen; MAP Kinazy -mitogenyaktivované proteinkinasy. Upraveno dle Fujita et al. (2006).

2.5.1 Reaktivni formy Kkysliku (ROS- Reactive Oxygen Species)

Oxidativni stres mize byt vrostlindch vyvolan plsobenim riznych stresovych
faktorli. V podstaté jde o naruseni metabolizmu kysliku. Projevuje se prudkou
prechodnou tvorbou reaktivnich forem Kkysliku (ROS). Vznika nerovnovaha mezi
tvorbou a odbouravanim ROS. Proces vzniku reaktivnich forem kysliku probiha
mechanizmem retézové reakce volnych radikald. Zdrojem ROS je fada redoxnich
reakci napr. redukce kysliku v elektronovém transportu v mitochondriich nebo
fotolyza vody chloroplastovym elektronovym transportnim retézcem. P¥i téchto
procesech vznikd singletovy Kkyslik, jehoZ produkce stimuluje vznik dalSich
reaktivnich forem kysliku. Jde o peroxid vodiku, superoxidovy radikal a hydroxylovy
radikal. ROS tedy primarné vznikaji v chloroplastech a mitochondriich, ddle mohou
vznikat také v plazmalemeé, tonoplastu, endoplazmatickém retikulu, peroxizomech
a glykoxyzomech ¢i v bunécné sténé a v mezibunécnych prostorech. Tyto toxické
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vedlejsi produkty metabolizmu pilisobi destruktivné na lipidy, nukleové kyseliny a
proteiny. Reaktivni formy kysliku hraji také klicovou roli v obranném mechanizmu
rostlin. Funguji jako signalni molekuly kontrolujici obranné procesy, maji dokonce
primy toxicky efekt na patogeny a hraji vyznamnou roli v procesu apoptozy
(Semenza, 1999; Piterkova et al. 2005; Repkova, 2013). Rostliny se brani
oxida¢nimu poSkozeni antioxidacnimi mechanizmy, které zahrnuji jak enzymatické
tak neenzymatické systémy. Neenzymatické antioxidanty jsou napf. kyselin
askorbova, glutathion, alfa-tokoferol, karotenoidy, flavonoidy, polyamidy a nékteré
cukry. Katalyzatorem detoxikacnich reakci jsou enzymy jako superoxiddizmutaza,
askorbatperoxidaza a glutathionperoxidaza, monoaskorbatreduktaza,
dehydroaskorbatreduktaza, glutathionreduktaza a kataldza (Repkovd, 2013).
Znacny pocet téchto molekul patii do kategorie slouc¢enin nazyvanych sekundarni
metabolity. Sekundarni metabolity plni v rostliné specializované funkce v zavislosti
na danych podminkach. Absence sekundarnich metaboliti dlouhodobé zhorsuje
Zivotaschopnost rostlin. Obecné se jednd predevSim o pigmenty, fenolické
slouceniny atd. Pii pisobeni rtznych biotickych a abiotickych stresti dochazi
k akumulaci rostlinnych fenolickych latek, jako jsou flavonoidy a prekurzory ligninu.
Tyto latky jsou povaZovany za klicové obranné slouceniny, které dokazi zneSkodnit
¢i zpomalit tvorbu nezadoucich reaktivnich forem kysliku (Bartwal et al., 2013).
Dal$imi zasadnimi rostlinnymi metabolity jsou brassinosteroidy, které se radi do
skupiny fytohormont. Podili se na regulaci ROS a stimuluji rtst a déleni bunék (Li
etal, 2013).

2.5.2 Reakce rostliny pri napadeni hmyzim herbivorem

Reakce na bioticky stres vyvolany hmyzimi herbivory zahrnuje nékolik rtznych
obrannych mechanizmi. PlazmatickA membrana rostliny je v pfimém kontaktu
s vnéjSim prostredim, proto je schopna zaznamenavat zmény a popiipadé iniciovat
sérii kaskadovitych procest vedoucich k moZné reakci. Bioticky i abioticky stres
vede k okamZité zméné potencidlu bunééné membrany nebo modulaci toku iontli na
urovni plasmatické membrany. Zmény potencidlu bunétné membrany vyvolané
vlivem hmyzich herbivori jsou nasledovany rychlym elektrickym signalem (akénim
potencidlem). Ten prochazi celym rostlinnym organizmem pocinaje mistem, kde byl
vyvolan (Ebel et Mithofer, 1998). Vapnikové ionty funguji jako druhy posel
v nékolika signaliza¢nich drahach rostlin. Signal o itoku herbivora se miiZe projevit
uZ nékolik sekund po napadeni (Sathyanarayanan et Poovaiah, 2004). Signalizace
pomoci Ca2*iontl a tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) a dusiku (RNS) jsou uzce
spojeny se zménami potencidlu bunécné membrany (Zebelo et Maffei, 2015).
Rodriguez et al. (2010) uvadi jako dalsi signalni drahu, tstfedni kaskadu proteinové
rodiny serin/treoninovych kinaz tzv. mitogenem aktivované protein kinazy (MAPK
nebo MAP kinazy). Tyto kaskady vedou ke zvySeni produkce fytohormont kyseliny
jasmonové (JA) a kyseliny salicylové (SA) a etylenu a nasledné k expresi gend, které
zodpovidaji za rychlou reakci na riizné druhy rostlinnych strest (Appel et Cocroft,
2014). Sled udalosti probihajicich v rostliné po napadeni hmyzim herbivorem je
znazornén na Obrazek C. 6.
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Obrazek ¢. 6: Udalosti probihajici v rostliné pri titoku hmyzich herbivora. Zmény v
transmembranovém potencialu (Vm) nastanou jiz v okamziku, kdy herbivor poskozuje rostlinu a
jsou tésné nasledovany zménami v koncentraci intraceluldrnich iont Ca2+ a produkci H202. Kinazy
a fytohormon kyselina jasmonova (JA) jsou zaznamenatelné v fadu minut. Po necelé hodiné jsou
aktivovany geny a nasleduji metabolické zmény. Prevzalo z Fiirstenberg-Hégg et al. (2013).

Informace o poskozeni pletiv je prendSena predevsim fytohormony: kyselinou
jasmonovou, kyselinou salicylovou a etylénem, pricemz draha kyseliny jasmonové
je indukovana jako odezva na poranéni hmyzem ¢i napadeni patogeny (Arimura et
al., 2012). Kyselina salicylova je aktivovana predevsim ptlisobenim biotrofnich
patogenil a mSic a roztocu. Plisobi jako negativni modulator skrz potlaceni kyseliny
jasmonové (Arimura et al.,, 2009). Etylén se uvolnuje pfi rliznych typech napadeni
hmyzem a ptlisobi synergicky s kyselinou jasmonovou. Etylén sniZuje produkci
konstitutivnich obrannych sloucenin, avSak produkci kyseliny jasmonové a
tékavych latek zvysSuje (Von Dahl et Baldwin, 2007).

2.5.3 Reakce rostliny na nakladeni hmyzich vajicek

Nakladeni hmyzich vajicek v rostliné vyvolava indukci jak primé, tak neprimé
obrany. Tyto obranné strategie rostlin se zaméruji spiSe na vajicka neZ na samice
hmyzu, které je kladou. Pfima obrana spocivd v pifimém negativnim ptlisobeni
rostlinného organismu na nakladend hmyzi vajicka. Zahrnuji vysouseni, odpadnuti,
rozdrceni ¢i usmrceni vajicek. Nepfima obrana rostlin spociva v uvoliiovani smési
tékavych latek, ktera prilaka parazitoidy hmyzich vajicek. Indukci téchto latek
neprimé obrany vyvolava poskozeni rostlinnych pletiv herbivory (HIPV), ale také
nakladeni vaji¢cek na povrch rostliny (OIPV). Depozice hmyzich vajicek je pro
rostlinu také varovnym signalem pred budoucim posSkozenim housenkami. Diky
tomuto v€asnému zaznamenani hrozby jsou schopny predem aktivovat obranné
mechanizmy nebo urychlit sviij rlst, kveteni a rozmnozovani (Little et al. 2007;
Hilker et Fatouros, 2015). Tyto procesy ilustruje Obrazek ¢. 7.
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Obrazek ¢. 7: Prehled reakci rostliny na nakladeni hmyzich vajic¢ek a jejich vliv na
interakce mezi rostlinami, herbivory a parazitoidy. Legenda: HIPVs - volatilni latky
vyvolané herbivorem, OIPVs - volatilni latky vyvolané nakladenim vajicek hmyzu, VOCs - volatilni
organické slouceniny. Upraveno dle Hilker et Fatouros, (2015).

2.5.4 Varovna signalizace pomoci VOCs

Tékavé organické slouceniny tzv. VOCs (volatile organic compounds) jsou smési
chemickych latek, které rostliny uvoliiuji do ovzdusi. Rostliny emituji VOCs
v ptipadé, Ze jsou vystaveny stresovym faktorlim, jako jsou infekce zplisobené
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patogeny, poranéni herbivory, extrémni teploty atd. Tyto specifické latky jsou
uvolnovany také k prilakani opylovaca a zajisténi reprodukce. VOCs funguji jako
vzdus$né signaly, které jsou rozptyleny rostlinou do okoli a prinasi nepoSkozenym
rostlindm varovny signal o mozné hrozbé a davaji jim Sanci posilit sviij vlastni
obranny systém. Pi{jemcem téchto signalti mohou byt i nepiibuzné druhy. Informaci
o utoku herbivort, kterou rostlina vysila, mohou zachytit také jejich ptirozeni
nepratelé (Ueda et al., 2012). Obranna reakce rostliny, vS§ak mtiZe byt narusena,
pokud je rostlina soucasné napadena dal$imi druhy hmyzu s odliSnou potravni
strategii. Stout et al. (1998) napriklad zjistili, Ze mSice sajici floém zptsobuji, Ze se
rostliny rajCete stavaji nachylnéjsi k napadeni housenkami. Poruchy obrannych
reakci pri napadeni vice nez jednim druhem herbivora, mohou ovlivnit interakce na
treti trofické uUrovni, tzn. interakce mezi rostlinami a prirozenymi neprateli
herbivort. Bylo zjiSténo, Ze rostliny poskozené dvéma druhy z celedi Lepidoptera
emituji jinou smés tékavych latek ve srovnani s témi, které byly napadeny jen jednim
druhem (Shiojiri et al.,, 2001).

2.1 Primarni metabolizmus

Primarni metabolizmus je soubor metabolickych premén probihajicich v rostlinach,
pri kterych vznikaji zakladni latky, jako jsou sacharidy, z nichZ se syntetizuji mastné
kyseliny a tuky, karboxylové kyseliny, 20 zakladnich aminokyselin, které jsou
zakladem pro biosyntézu proteinti a dal$i derivaty zminénych latek (Neuhaus,
2007). Rostliny jsou trvale vystaveny ohroZeni v podobé biotického i abiotického
stresu v dlisledku ¢ehoZ vyvinuly sloZité mechanizmy pro rozpoznani a obranu proti
potencialni hrozbé. Jednou z mozZnosti obrany je sniZeni fotosyntézy a dalSich
procesu spojenych s primarnim metabolizmem, které jsou nezbytné pro rust rostlin.
Energie uspofend utlumenim primarniho metabolizmu je presmérovana a pouzita
pro obranné reakce. Nékolik studii vSak prokazalo, Ze béhem interakci mezi
rostlinami a patogeny dochazi ke zvySené funkci primarniho metabolismu. Rostliny
vystavené utoku patogenii €i vlivu Skidct indukuji nékolik genl spojenych s
primarnimi metabolickymi cestami, jako jsou naptiklad ty, které se podileji na
syntéze nebo degradaci sacharidii, aminokyselin a lipidii (Rojas et al., 2014).

2.1.1 Obranné proteiny rostlin

Vzajemna ekologicka interakce mezi hmyzem a rostlinami je podminkou preZiti
obou zucastnénych stran. Hmyz vzidy vyhleddava zdravou a Zivotaschopnou
hostitelskou rostlinu, ktera mu poskytne potravu, vhodné podminky pro spareni,
nakladeni vajicek a také potravu pro potomstvo. Hmyz ma podobné nutri¢ni
pozadavky jako jini Zivocichové a jakadkoliv nerovnovaha v traveni ¢i vyuziti
rostlinnych proteinii miiZze mit velmi negativni ucinky na jeho fyziologii. Bioticky
stres, ktery se u rostlin projevuje pii napadeni hmyzimi herbivory, vede ke zménam
genové exprese a potazmo ke zménam v syntéze proteind. Tyto proteiny pak mohou
hrat roli v pfenosu signalu ¢i v obrannych reakcich rostlin. Rostlinné proteiny
prijimané hmyzem projdou vétSinou bez problémi, ve stabilni formé travicim
traktem a pronikaji sténou stfeva do hemolymfy. Zména obsahu ¢i struktury
aminokyselin vSak ovliviiuje funkci proteinti. Insekticidni aktivita toxickych latek
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citlivych na proteolyzu mize byt podpoiena tcasti enzymi inhibitort proteaz (PI),
které zabranuji odbouravani toxickych proteini a umoznuji tak vykonavat jejich
obrannou funkci. (Gulsen et al., 2010; War et al,, 2012).

2.2 Sekundarni metabolizmus

Chemické latky produkované rostlinnym organizmem se rozdéluji na primarni a
sekundarni metabolity. Sekundarni metabolity hraji klicovou roli v obrané rostlin.
Jejich produkce je uzce spjata s primarnim metabolizmem. Oproti primarnim
metabolitim tyto latky nemaji primy vliv na rist a vyvoj rostliny. Sekundarni
metabolity jsou strukturné a chemicky mnohem rozmanitéjsi nez primarni
metabolity, maji nezastupitelnou ulohu v obrané proti byloZravciim, mikroblim,
virim nebo konkuren¢nim rostlindm, uplatiiuji se také jako signalni slouceniny
(pritahuji opylovace a Zivocichy, zajiStujici jejich rozsirovani) a chrani rostliny pred
ultrafialovym zarenim a oxidativnim stresem (Anu et al, 2018). Sekundarni
metabolity 1ze na zakladé plisobeni na fytofagni hmyz rozdélit na kvalitativni a
kvantitativni. Latky kvalitativni, které se vrostlinach vyskytuji v nizkych
koncentracich, ale ptisobi na herbivory silné toxicky, jsou napi. o alkaloidy,
glykosidy a glukosinolaty. Kvantitativni latky nebyvaji prili§ toxické, ale maji
repelentni ac¢inky, jsou Spatné stravitelné, nechutné az toxické. Do této skupiny se
radi napf. fenolické latky, ligniny a taniny (Prochazka et al.,, 1998; Taiz et Zeiger,
2010).

2.3 Rostlinné hormony

Rist, vyvoj a reakce na ménici se podminky prostfedi jsou ¢astecné regulovany
fytohormony. Reguldtory ristu rostlin jsou auxiny, cytokininy, gibereliny a
brassinosteroidy. Jejich hlavnimi dkoly jsou podpora bunécného déleni a ristu,
ovliviiuji také vitalitu a stimuluji vyvoj rostliny. Rostlinné hormony, které se icastni
stresovych reakci rostlin, jsou kyselina abscisovd, ethylen, kyselina jasmonova a
kyselina salicylova. Reguluji ochranné reakce rostlin proti biotickym i abiotickym
stresim prostrednictvim synergickych a antagonistickych reakci. (Fujita et al,,
2006; Vankova, 2011). Jejich ptisobenim dochazi k inhibici bunécného déleni, které
souvisi s potla¢enim rilistu, ke kterému ¢asto dochazi ve stresovych podminkach, coz
umoZiuje prerozdéleni omezenych zdrojii na energetické nakladné obranné reakce
(Lopez et al., 2008). Dlouhodobé plisobeni stresu stimuluje zménu toki uhliku z
primarnich na sekundarni metabolické drahy, coz indukuje posun dostupnych
zdrojl ve prospéch syntézy sekundarnich metabolitl (Iriti and Faoro, 2009).

Kyselina jasmonova (JA)

Kyselina jasmonova je fytohormon, ktery ma nezastupitelnou roli v obrané rostlin
proti herbivorim, protoze dokaze aktivovat mechanizmy jak primé, tak i nepiimé
obrany (War et al,, 2011). Syntézu JA stimuluje systemin - peptid bohaty na prolin,
obsahujici 18 aminokyselinovych zbytkl. Systemin se uvolfiuje po poranéni
z prosysteminu (200 aminokyselinovych zbytkli) v cévnich svazcich. Soucasné JA
podporuje tvorbu systeminu. Tato pozitivni zpétnovazebna reakce umoznuje
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zesileni signalu pri poranéni nebo infekci (Hause et al.,, 2003). Kyselina jasmonova
zajistuje odolnost viici patogentim a poranénim zptisobenych sktidci. JA je zapojena
do lokalni programované bunécné smrti, kterou rostlina omezuje invazi patogenii
podobné jako je tomu u hypersenzitivni reakce. JA hraje dtilezitou roli v obrané pied
abiotickym stresem ve formé ozonu a zasolent. JA, stejné jako ABA, zpomaluje déleni
bunék a inhibuje postup bunéc¢ného cyklu (Vankova, 2011).

Kyselina salicylova (SA)

Kyselina salicylova je derivatem kyseliny benzoové, jedna se o dtlezity fytohormon
zapojeny do regulace ochrany rostlin (War et al., 2011). Hraje ddleZitou roli
v signalizaci jak lokalnich, tak systémovych obrannych reakci (Slaymaker et al.,
2002). Kyselina salicylova tlumi signalizaci auxini a ABA, coz vede ke snizeni
dostupnosti Zivin pro patogeny a premisténi rostlinnych zdroji smérem k aktivaci
obrannych sloucenin (Lopez et al, 2008). Napomaha ke zvySeni tolerance k
abiotickym strestim stimulaci antioxida¢ni kapacity (Horvath et al., 2007). Dokaze
také aktivovat geny kddujici detoxikacni nebo antioxida¢ni enzymy (Slaymaker et
al,, 2002).

Kyselina abscisova (ABA)

Kyselina abscisova je klicovym hormonem v reakci na abiotické stresy spojené
s dehydrataci, zprostredkovava jak rychlé reakce (uzavieni priaducht), tak
dlouhodobé zmény v expresi geni spojenych se stresem. Priiduchy jsou mistem, kde
dochazi knejvétSim ztratam vody, dokonald regulace mechanizmu otvirani a
zavirdni ma velky vyznam pri nedostatku vody (Vankova, 2011, Dalal et Chinnusamy,
2015). Role ABA v reakci na bioticky stres neni primda. Uzavieni priduchi
indukované ABA miiZe omezit vstup patogenu do bunék. V pozdéjsich stadiich
infekce maji vysoké hladiny ABA spiSe negativni ucinek (Robert-Seilaniantz et al.,
2007). Glukosylester kyseliny abscisové (ABA-GE) je hydrolyzovatelny konjugat
ABA, ktery se hromadi predevsim ve vakuolach. Dekonjugace ABA-GE umozZiuje
rychlou tvorbu volné ABA jako reakci na abioticky stres, jako je dehydratace a solny
stres (Burla et al., 2013).

2.4 Glukosinolaty

vvvvvvvv

glukosidy (drive thioglukosidy). Jsou to biologicky aktivni latky tvorené C=N
skupinou substituovanou sulfitem na dusiku, na kterém je navazan S-glykosidickou

vazbu f3-D-glukopyranosa dalsi retézec, charakteristicky pro dany glukosinolat
(Obrazek ¢. 8).
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Obrazek ¢. 8 Chemicka struktura glukosinolatu

Jedna se o vyznamné sekundarni metabolity rostlin, které piisobi jako obrana proti
skiidcim (Schulzova, 2020). Vyskytuji se vmnoha druzich rostlin z celedi
brukvovitych, nachazeji se také v rostlinach z celedi kaparovité (Hopkins et al,,
2009). V zakladnich pletivech maji brukvovité rostliny idioblasty, obsahujici enzym
myrosinasu, ktera $tépi glukosinolaty na prislusné isothiokyanaty, hydrogensiran a
glukézu. PrestoZe jsou glukosinolaty pomérné nestalé, tak se v rostliné nestépi, ale
k jejich rozkladu dochazi aZz pii poranéni pletiva. Pri Stépeni vznika latka
isothiokyanat, ktery zplisobuje typicky zapachu brukvovitych rostlin, tento
mechanizmus ilustruje Obrazek ¢. 9 (Schulzova, 2020). Hmyzi herbivofi se snazi
snizit toxicitu glugosinolatd a jejich produkti mechanizmy exkrece, detoxikace ¢i je
vyuzit ve sviij prospéch (Hopkins et al., 2009). Wittstock et al. (2004) a Agerbirk et
al. (2010) uvadéji, Ze housenky bélaskovitych disponuji metabolickou adaptaci na
toxicky efekt glukosinolatii. Housenky maji ve svém travicim ustroji NSP protein
(nitrile-specifier protein), ktery slouzi k odvraceni drastickych ucinkd hydrolyzy
glukosinolatd. V konecném diisledku se tedy glukosinolaty rozloZzi na nitrily misto
toxickych isothiokyanatt.
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Obrazek ¢. 9: Stépeni glukosinolati v procesu obrany proti hmyzim herbivortm.
Prevzato z Jeschke et Burow (2018).
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2.5 Polyfenoly

Fenolické latky neboli polyfenoly jsou nejrozsirenéjsi skupinou sekundarnich
metaboliti v celé rostlinné tiSi. Jde o chemické slouceniny odvozené od drahy
kyseliny Sikimové nebo malonové. Do této rozsdhlé a rhznorodé skupiny
chemickych sloucenin se radi derivaty benzenu, kyseliny benzoové a kyseliny
skoricové. DalSimi vyznamnymi zastupci této skupiny jsou flavonoidy, antokyany a
al,, 2018). Fenoly hraji klicCovou roli v obrané rostlin pted rtiznorodymi druhy
environmetalniho stresu. Tyto slouceniny maji antibiotické, antinutri¢ni nebo
nepozivatelné vlastnosti, inhibuji hmyzi enzymy, brani rostlinu pred infekcemi a
patogeny. Pomoci fenoll rostliny dokazi prilakat opylovace. Fenoly také absorbuji
Skodlivé ultrafialové zareni ¢i omezuji riist okolnich konkurencnich rostlin (Cheeke,
1989, Wink, 1997). Hromadéni fenolickych latek v rostlinnych pletivech je
povazovano za béznou adaptivni reakci rostlin na neptiznivé podminky prostredi
(Anu et al, 2018). Dals$im obrannym mechanizmem rostlin proti hmyzim
herbivortm je oxidace fenolti katalyzovana polyfenol oxidazou (PPO) a peroxidazou
(POD). Produktem oxidace fenoli jsou chinony, které se kovalentné vazou na
proteiny v listech a zpisobuji u hmyzu inhibici traveni ¢i vykazuji primé toxické
ucinky (Bhonwong et al., 2009).

2.5.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou chemické slouceniny, které se fadi do skupiny rostlinnych fenolt.
Zakladem struktury je flavan (Obrazek ¢. 100brazek €. 10), ktery je tvoreny dvéma
benzenovymi jadry spojenymi 2-fenylbenzopyranem (Pietta, 2000; Saxena et al.,
2012). Flavonoidy jsou znamé pro své antioxida¢ni uc¢inky a jsou Siroce zastoupeny
v rostlinné riSi. Maji antimikrobidlni a repelentni uc¢inky, funguji jako fotoreceptory
a vizualni atraktanty (Pietta, 2000). Klasifikace flavonoidii neni jednotna. Dle
Winkel-Shirley (2001) jsou klasifikovany do Sesti hlavnich skupin:

e chalkony

e flavony

e flavonoly

e flavanony

e antokyany

¢ kondenzované taniny

Tyto slouceniny se bézné vyskytuji u vétSiny vyssich rostlin. Dale se rozlisuji dvé
podskupiny, které jsou u rostlin méné zastoupeny: aurony a isoflavonoidy. Blizce
pribuznou slou¢eninou flavonoidtim jsou stilbeny (Winkel-Shirley, 2001).
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Obrazek ¢. 10: Vzorec flavanu

Nékteré flavonoidy chrani rostliny proti ptisobeni reaktivnich forem kysliku (ROS)
tim, Ze zachycuji volné radikaly. Funkce flavonoidii pravdépodobné souvisi také
s Fizenim polarniho transportu auxint. Tento hormon fidi béhem stresové reakce
otevirani priducht a alokaci zdroji pri Spatnych ristovych podminkach.
Flavonoidy, jako je kvercetin, kemferol, apigenin a dalsi aglykonové molekuly
syntetizované v prvnich krocich biosyntézy flavonoidd, inhibuji polarni transport
auxinu a zvySuji naslednou lokalizovanou akumulaci auxinu v rostliné (Peer et
Murphy, 2007; Kuhn et al.,, 2011; Lewis et al., 2011).

2.5.2 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou hydroxylované derivaty kyseliny benzoové a kyseliny
skoricové, jejichZ chemické struktury jsou vyobrazeny na Obrazek ¢. 11. Kyseliny p-
kumarovj, kdvova, vanilinova, ferulova a protokatechova se bézné vyskytuji témér
ve vSech rostlinach. Viibec nejrozsirenéjsi fenolovou kyselinou je kyselina kavova,
jejiz ester kyselina chlorogenova, se vyskytuje v neprazenych kavovych zrnech, zeli,
bramborach a v mnoha dalSich druzich ovoce i zeleniny. Fenolové kyseliny se
nachazeji ve vSech ¢astech rostliny, ale vétSinou jsou vazané ve formé esteru, éteru
a dalsich sloucenin. Kyselina kdvovd, ferulova a galova se nejcastéji nachazeji v
rostlindch ve formé estert, pricemZ se vazi na hydroxylové skupiny organickych
kyselin nebo sacharidi (Clifford, 2000; Robbins, 2003).

Obrazek ¢. 11: Chemicka struktura: kyseliny benzoové (A) a kyseliny skoricové (B).
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3 Metodika

3.1 Rostliny pouZité pro experiment

Vyzkumnou rostlinou vybranou pro tento experiment bylo zeli hlavkové bilé
(Brassica oleracea L. var. capitata (L.) f. alba) z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae),
viz Obrazek €. 12. Rostliny byly zasety 25. 5. 2019 a predpéstovany v sadbovacich za
optimalnich podminek v péstebni komorte Fytotron. Pouzitym pidnim substratem
byl zakoupeny zahradnicky substrat. Kultivace rostlin probihala pti 15hodinové
fotoperiodé, kdy denni teplota byla 22 °C a no¢ni 17 °C a vlhkost zde byla 60 % ve
dne a 70 % v noci. Po ¢trnacti dnech byly rostliny piesazeny do vétSich sadbovact o
rozmeérech 5 x 5 x 5. Rostliny byly pravidelné zalévany roztokem kohoutkové a
destilované vody v poméru 1:1.

Obrazek ¢. 12: Napéstované sazenice zeli piripravené k experimentu (foto Konecna,
2019).

3.2 Odchyt bélaski na lokalité

Pro tento vyzkum byli vybrani motyli z ¢eledi bélaskovitych (Pieris sp.). Jedna se o
jednoho z nejbéznéjsSich skiidcii brukvovitych rostlin a kazdoro¢né ma na svédomi
znacné ztraty z vynosu plodin. Odchyt Skidci byl proveden na poli druZstva
Agrospol vobci Bolehost dne 8. 7. 2019 na GPS soufadnicich N50.2131900,
E16.0778428. Pro ucely tohoto vyzkumu byly odebrany housenky i imaga dané
celedi. Odbér sklidcti zachycuje Obrazek ¢. 13 aObrazek €. 14. K odchytu motyli byla
vyuzita entomologickd sitka a jedinci byli umisténi do péstebnich boxi
s predpéstovanymi sazenicemi zeli. Housenky byly odebrany do epruvet. Veskery
pokusny materidl byl prepraven do laboratofe a experiment dale probihal
v péstebni komore Fytotron za stavajicich podminek: teplota ve dne 22 °C /v noci
17 °C, vlhkost ve dne 60 % / v noci 70 %.
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Obrazek ¢. 13: Odchyt motyli z ¢eledi bélaskovitych na lokalité (foto Tima, 2019).
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Obrazek ¢. 14: Sbér housenek motyli z celedi bélaskovitych do epruvet (foto Konec¢na,
2019).

Pro vyzkum zmén v produkci vybranych metaboliti u zeli byly pouZity
predpéstované rostliny zeli bilého (Brassica oleracea L. var. capitata (L.) f. alba),
skiidci z celedi bélaskovitych (Pieris sp.), a to jak housenky, tak dospélci. Odchyceni
Skiidci byli umisténi do pripravenych péstebnich boxli o objemu 29 litri. Tyto
prihledné plastové boxy byly vybaveny sitkou pro cirkulaci vzduchu a gumovou
hadic¢kou urcenou k zalivce péstovanych rostlin, jak dokumentuje Obrazek ¢. 15. Na
dno boxu byla nasypana vrstva agroperlitu, jejiZ funkci byla ochrana pred uhynutim
odchycenych Sktidct. Celkové bylo k experimentu pouzito 12 takto koncipovanych
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péstebnich boxtl s 8 predpéstovanymi rostlinami zeli v sadbovaci, pticemz 3 takto
pripravené boxy byly pouZity pro kontrolni méreni a rostliny v téchto boxech nebyly
nijak ovlivnény plisobenim herbivori. Do dalsich 3 boxti byly umistény housenky
bélaska vzdy po 15 jedincich. Do zbyvajicich 6 boxl byly umistény dospélé samicky
bélaska vzdy po 8 jedincich (vizObrazek ¢. 16). Z ¢ehoZ 3 boxy s motyly byly urceny
pouze pro vyzkum zmén v produkci vybranych metaboliti u zeli pti nakladeni
vajicek herbivorem. Posledni série box byla urcena kvyzkumu vlivu Cerstvé
vylihnutych housenek bélaska na metabolizmus brukvovitych rostlin.

Obrazek ¢. 16: Péstebni box s rostlinami zeli bilého a odchycenymi motyly (foto
Konecn3, 2019).
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Po 3 dnech od zacatku experimentu, tedy 11. 7. 2019 byla provedena analyza
kontrolnich rostlin a rostlin s nakladenymi hmyzimi vajicky (Obrazek ¢. 18). A po
dalSich 4 dnech, tedy 15. 7. 2019 probéhly zbylé analyzy - rostliny poSkozené Zirem
housenek a rostliny s cerstvé vylihnutymi housenkami (Obrazek ¢. 17).

Obrazek ¢. 17: Vylihnuté housenky bélaska na rostliné zeli, zneciSténém jejich
trusem a poskozeném okusem (foto Konetna, 2019).

Obrazek ¢. 18: Nakladena vajicka bélaska na spodni strané listu zeli bilého (foto
Konecng, 2019).
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3.3 Analyza vzorkii

Rostlinny material, ktery byl pouzit pro nasledujici analyzy, byl odebiran ze vSech
dvanacti boxi (kontrola, housenky, vajicka, lihnouci se vajicka). V kazdé analyze
byla pro vSechny vzorky provedena tfi opakovani. Celkem bylo zhotoveno 36
vzorkd, které byly nasledné analyzovany. Pro vS§echna méreni absorbance byl pouzit
spektrofotometr Cintra (Cintra 101, Dandenong, Australia). Stanoveni rostlinnych
hormon@ probéhlo ve spolupraci s Ustavem experimentalni botaniky AV CR.
Stanoveni fenolovych kyselin probéhlo ve spolupraci s katedrou chemie Pif UHK.

3.3.1 Priprava vzorku pro analyzu
*FW - hmotnost ¢erstvého rostlinného materialu
Piiprava supernatanti pro superoxidovy radikal a peroxid vodiku (027, H202)

Na analytickych vahach bylo odvaZeno 0,1 g rostlinného materialu. Nasledné bylo
toto mnoZstvi rozetfeno ve vychlazené treci misce s trochou morského pisku a s 2
ml fosfatového pufru vzniklého smichanim hydrogenfosforecnanu draselného
(K2HPO4) a dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH2P0O4) v poméru 1 : 1. Hotovy
supernatant byl v mikrozkumavkach (Eppendorf) centrifugovan 15 minut pti 4 °C a
15 000 gn (Kovalikova et al., 2019).

Analyza peroxidu

Pro analyzu obsahu peroxidu vodiku bylo smichdno 500 pl supernatantu a 250 pl
0,5% roztoku TiCls v 20% H2SOs4. Tato smés latek byla po promichani opét
centrifugovana pri 15 000 gna 4 °C po dobu 15 minut a poté byla zmétena jeji
absorbance pii vlnové délce 410 nm ve sklenénych Kkyvetach pomoci
spektrofotometru. Vysledky byly prepocitany na jednotku cerstvé hmotnosti a
vyjadreny jako mnoZstvi peroxidu vodiku v umol g1 FW (Kovalikova et al., 2019).

Analyza superoxidu

Pro analyzu obsahu superoxidového radikalu bylo k reakéni smési obsahujici 300 pl
supernatantu, 270 pl 50 mM fosfatového tlumivého roztoku (pH = 7,0) a 30 pul 10
mM hydroxylaminu postupné v 15minutovych intervalech inkubace pti laboratorni
teploté piidano 300 pl 17 mM sulfanilamidu, 300 pul 7 mM a-naftylaminu a 300 pl
dietyléteru. Nakonec byla mérena absorbance ve sklenénych kyvetach pii vinové
délce 530 nm pomoci spektrofotometru. Vysledky byly prepocitany na jednotku
cerstvé hmotnosti a vyjadreny jako mnozstvi superoxidového radikalu v ug g'1 FW
(Kovalikova et al., 2019).

Priprava supernatanti pro fenoly a flavonoidy

Ve tieci misce bylo rozetieno 0,2 g rostlinného materialu s trochou moiského pisku
ve 2 ml 80% metanolu. Vznikly supernatant byl centrifugovan v mikroskumavkach
(Eppendorf) po dobu 15 minut pii 10 °C a 14 000 g, (Ducaiova et al., 2016).
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Analyza fenolti

Pro analyzu fenolickych latek bylo nejdrive smichano 470 pl destilované vody a 30
ul supernatantu. Poté bylo ptridano 975 pl 2% uhlic¢itanu sodného (Na2C03) a 25 pl
Folin-Ciocalteu ¢inidla. VSe bylo po dobu 60 minut zahiivano na 45 °C ve vodni lazni.
Nakonec byla méfena absorbance ve spektrofotometru pti vinové délce 750 nm ve
sklenénych kyvetach. Standardni latkou pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byla pouZita
kyselina gallova (Sigma-Aldrich). Vysledky byly vyjadieny v mg g-1 FW (Ducaiova et
al,, 2016).

Analyza flavonoidi

Obsah flavonoidli byl stanoven klasickou reakci sionty hliniku, které specificky
reaguji s keto- nebo hydroxy- skupinou. Pro analyzu flavonoidii bylo nejdrive
smichano 500 pl supernatantu a 500 pl 2% roztoku hliniku (AIClz v 100%
metanolu). Vznikla smés latek byla inkubovana pri laboratorni teploté po dobu 60
minut. Nakonec byla méfena absorbance pri vinové délce 420 nm v semi-mikro
plastovych kyvetach. Jako standardni latka pro stanoveni kalibra¢ni krivky byl
pouzit kvercetin (Sigma-Aldrich). Vysledky byly vyjadfeny jako mg g-1 FW (Ducaiova
etal, 2016).

Fenolové kyseliny

Obsah fenolovych kyselin a vybranych flavonoidii v metanolovych extraktech a po
kyselé hydrolyze (2M HCl po dobu 60 minut pii 100 °C) byl stanoven pomoci UHPLC
na 2,1 x 50 mm, 1,8 pm koloné Zorbax RRHD Eclipse plus C18 (Agilent) s
hmotnostnim spektrometrem Triple Quadrupole 6470 (Agilent), elektrosprejova
ionizace - negativni iontovy rezim jako detektor. Eluenty: (A) 0,05% kyselina
mravenci ve vodé a (B) 0,05% kyselina mravendi v acetonitrilu (Kovalikova et al.,
2019).

Priprava supernatantii pro rozpustné proteiny

Pro analyzu rozpustnych proteinii byl nejprve pripraven supernatant. Jeho priprava
probihala tak, Ze ve tfeci misce bylo rozetfeno 0,1 g rostlinného materialu, ke
kterému bylo pridano par zrnek pisku, ve 2 ml fosfatového pufru (PB), ktery byl
pripraven  smichanim hydrogenfosfore¢nanu draselného (K:HPO4) a
dihydrogenfosforetnanu draseleného (KH2PO4) v poméru 1 : 1. Poté byl vznikly
supernatant preveden do mikrozkumavek (Eppendorf). Nasledné byla provedena
centrifugace po dobu 15 minut pii 4 °C a o zrychleni 15 000 g, (Ducaiova et al,,
2016).

Rozpustné proteiny

Obsah celkovych rozpustnych proteinii v homogenatech byl stanoven standardni
metodikou dle Bradford (1976). Pro analyzu rozpustnych proteinii bylo smichano
970 ul Bradfordova ¢inidla s 30 pl nami pripraveného supernatantu. Po promichani
a 10minutové inkubaci byla ve spektrofotometru mérena absorbance pti vinové
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délce 595 nm v plastovych kyvetach semi-mikro. Jako standardni latka pro sestaveni
kalibrac¢ni krivky byl pouzit komerc¢né dostupny hovézi sérovy albumin - BIO-RAD.

Rostlinné hormony

100 mg FW v 2 ml zkumavkach Eppendorf byl okamZité zmrazen v tekutém dusiku.
Vzorky byly skladovany pii -80 ° C. Analyza hormoni byla provedena dle metodiky
Dobrev a Kaminek (2002), Dobrev a Vankova (2012) v Ustavu experimentalni
botaniky AV CR. Fytohormony byly rozdéleny pomoci SPE - reverzni faze
chromatografie (kolona Oasis-MCX, Waters) na kyselou frakci eluci metanolem
(auxiny, ABA, SA, JA) a na bazickou frakci eluci 0,35 M NH40H v 60% metanolu (CKs).
Frakce byly analyzovany pomoci HPLC (Ultimate 3000, Dionex) spojenou s
hybridem 3200 Q TRAP hmotnostni spektrometr s trojitym kvadrupoélem /
linedrnim iontovym lapa¢em. Kvantifikace hormoni byla provadéna metodou
fedéni izotopl s vicedroviiovymi kalibra¢nimi kiivkami.

3.4 Statistické zpracovani

Hodnoty absorbance namérené pii analyzach vzorkd byly nasledné zaneseny do
tabulek a byly vypocitany prameéry a standartni chyby priméru. Vysledky byly pro
lepsi piehlednost zpracovany formou sloupcovych graft pomoci MS Excel, primér
a smérodatna odchylka.

3.4.1 Jednorozmeérna analyza rozptylu (Anova) a Tukeyho test

Vsechny namérené hodnoty byly statisticky zpracovany pomoci jednorozmeérné
analyzy rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %. CoZ znamen4, Ze pokud je
hodnota P < 0,05, pak to znamend, Ze mezi naméfenymi hodnotami jsou
signifikantni rozdily a je to také nejmensi hladina, na které zamitame. Pro porovnani
rozdilli miZeme pouzit tzv. Tukeyho test, ktery patii mezi tzv. Post-hoc testy. Tento
test nam zjisti, zda jsou rozdily pouze uvniti konkrétni skupiny nebo mezi
skupinami navzajem. Tukeyho test se vyuziva, pokud porovnavame stejné pocetné

vybéry.
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4 Vysledky

V této kapitole jsou shrnuty vystupy z praktické casti diplomové prace. Pomoci
grafil jsou zde znazornény reakce rostliny na napadeni fytofagnim hmyzem. Byl
zkouman vliv nakladeni vajicek, ziru housenek a lihnoucich se vajicek motyli
z Celedi bélaskovitych. Od kazdé varianty byly zhotoveny tii verze a zkaZzdé
provedeny 3 opakovani. Pro jednotlivé analyzy bylo tedy k dispozici 36 vzorka.
Vysledky experimentu zaznamenavaji zmény v koncentracich u jednotlivych
primarnich a sekundarnich metabolitli v zavislosti na zplisobu napadeni rostliny.
Grafy znazoriuji primérné hodnoty z kazdé varianty a jsou doplnény chybovymi
useckami. Chybové usecky vyjadiuji standardni chybu praméru, ktera udava, jak
moc se nami ziskany primér ndhodného vybéru lisi od stredni hodnoty zakladniho
souboru. Pismena nad jednotlivymi sloupci znac¢i, zda jsou mezi variantami
prikazné rozdily. Hodnoty sloupcti, po nichZ nasleduji stejna pismena, se podle
Tukeyho testu vyrazné nelisi (P < 0,05). Statisticky vyznamné rozdily v namérenych
hodnotach jsou oznaceny a, b, ¢, d. Tabulky se zpracovanymi daty z méreni jsou
uvedeny v piiloze diplomové prace.

4.1 Obsah peroxidu vodiku
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Graf ¢. 1: Obsah peroxidu vodiku v listech brukve zelné u jednotlivych variant. Tukey
test (a, b,c-P <0,05).

Graf ¢. 1 zaznamenava zmény obsahu peroxidu vodiku u jednotlivych zkoumanych
variant. Vysledky Tukeyho testu znazornéné odliSnymi pismeny nad jednotlivymi
sloupci znamenaji, Ze mezi nimi byly zjistény statisticky vyznamné rozdily. Nejvétsi
sniZzeni obsahu peroxidu vodiku bylo zaznamendno mezi variantami kontrola a
vajicka, kde doslo k poklesu o 266 %. Nejvétsi nardst byl naopak zaznamenan mezi
variantami vaji¢ka a lihnouci se vajicka kde doslo ke zvySeni obsahu o 244 %. Varianta
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s housenkami se oproti varianté s vajicky zvysSila o 37 %. Oproti varianté kontrola se
sniZil obsah peroxidu vodiku u varianty s vajicky a s housenkami. Mezi kontrolou a
variantou s lthnoucimi se vajicky nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil.

4.2 Obsah superoxidového radikalu
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Graf ¢. 2: Obsah superoxidu v listech brukve zelné u jednotlivych variant. Tukey test (a,
b-P<0,05).

Z grafu ¢. 2, ktery zaznamenava zménu obsahu superoxidu, je patrno Ze u vSech
variant doslo k nartstu oproti kontrole. V pripadé varianty vajicka vsak nebyl
zaznamendan statisticky prikazny rozdil, primérné hodnoty obsahu piesto
zaznamenavaji mirny nartst ve prospéch varianty vajicka. Kdezto u variant
housenky a lihnouci se vajicka doslo v obou pripadech k signifikantnimu nartstu
obsahu superoxidu. Konkrétné u varianty housenky doslo oproti kontrole k nartstu
0 137 % a u varianty lihnouci se vajicka doslo ke zvySeni o 118 %. Nartist obsahu
superoxidu u varianty housenky oproti varianté vajicka byl o 74 %.
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4.3 Obsah celkovych rozpustnych fenola
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Graf ¢. 3: Obsah celkovych rozpustnych fenoli v listech brukve zelné u jednotlivych
variant. Tukey test (a, b, c- P < 0,05).

Graf ¢. 3 zaznamenava vyrazné zmény v obsahu celkovych rozpustnych fenoli u
vSech sledovanych variant oproti kontrole. U variant vajicka a housenky doslo
k statisticky vyznamnému nartistu ve vztahu ke kontrole. Konkrétné v piipadé
varianty vajicka byl nartst 74% a u varianty housenky 114%. U varianty lthnouci se
vajicka bylo zaznamenano také signifikantni zvySeni obsahu fenoll oproti kontrole.
Ale tento nartst byl nizsi nez u vySe zminénych variant, a to 60%.
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4.4 Obsah celkovych flavonoidu
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Graf €. 4: Obsah celkovych flavonoidi v listech brukve zelné u jednotlivych variant.
Tukey test (a, b, c- P <0,05).

Z grafu C. 4 je patrné zvySeni obsahu flavonoidd ve vztahu ke kontrole u variant
housenky a lihnouci se vajicka. Statisticky vyznamny nartst byl vsak zaznamenan
pouze u varianty housenky. Konkrétné jde o 27% zvySeni obsahu sledované latky. U
varianty vajicka lze pozorovat naopak pokles oproti kontrolni varianté. Obsah
flavonoidii u vajicek se tedy snizil o 39 %. Nejvétsi rozdil primeérnych hodnot byl
zaznamenan mezi variantou vajicka a housenky a stejné tak podle Tukeyho testu
jsou hodnoty sloupcti nejvice signifikantné odli$né.
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4.5 Obsah fenolovych Kkyselin
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Graf ¢. 5: Obsah fenolovych kyselin v listech brukve zelné u jednotlivych variant. Tukey
test (a, b,c-P <0,05).

Z grafu ¢. 5 je patrno, Ze nejzasadnéjsi zmény v obsahu fenolovych kyselin se udaly
v pripadé kyseliny ferulové, syringové, benzoové, salicylové a vanilinové. U
ostatnich analyzovanych fenolovych Kkyselin nebyly zaznamenany statisticky
prikazné rozdily mezi jednotlivymi variantami. V pripadé kyseliny kdvové doslo
k nejvétsimu narlstu oproti kontrole u varianty lihnouci se vajicka. Obsah kyseliny
chlorogenové se ve vztahu ke kontrole zvysil u vSech variant, nejvice vSak u varianty
lihnouci se vajicka. Obsah kyseliny vanilinové se signifikantné zvysil u varianty
lihnouci se vajicka oproti varianté housenky, kdy se jednalo o 104% nartst. Mezi
kontrolou a ostatnimi variantami nebyl rozdil statisticky prikazny. U kyseliny
syringové doslo u vSech variant k statisticky vyznamnému nariistu oproti kontrole,
u vajicek o 41 %, u housenek 23 % o a u lihnoucich se vajicek o 17 %. Z analyzy
kyseliny ferulové vyplyva, Ze dosSlo k narlistu u vSech variant ve vztahu ke
kontrolnimu vzorku. Statisticky priikazny je vsak pouze nariist u varianty housenky
to o 88 %, k vysokému nartistu doslo i u varianty lihnouci se vajicka, zde byl 59%.
Statisticky prikazny narlist obsahu Kkyseliny benzoové oproti kontrole byl
zaznamendn u vSech ostatnich variant. Nejvétsi narlist o 380 % byl u varianty
s vajicky. Dale u varianty housenky doSlo ke zvysSeni o 181 % a u lihnoucich se
vajicek o0 317 %. Obsah kyseliny salicylové se oproti kontrole signifikantné zvysil
pouze u varianty s vajicky - o 183 % a s lthnoucimi se vajicky - 0 368 %. U varianty
s housenkami se statisticky rozdil nepotvrdil.
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4.6 Obsah kvercetinu a kemferolu
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Graf €. 6: Obsah kvercetinu a kemferolu v listech brukve zelné u jednotlivych variant.
Tukey test (a, b - P <0,05).

Z grafu ¢. 6 miiZzeme vyCist, Ze obsah kvercetinu se oproti kontrole statisticky
prikazné sniZzil u vSech variant. K nejvétSimu poklesu doslo u varianty lihnouci se
vajicka, a to o0 41 %. Vysledek analyzy kemferolu neprokazal statisticky vyznamné
rozdily u Zadné varianty ve vztahu ke kontrole. K nejvétSimu rozdilu v obsahu doslo
mezi housenkami a lihnoucimi se vajicky (o 117 %).

42



4.7 Obsah kvercetinu a kemferolu po kyselé hydrolyze
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Graf ¢. 7: Obsah kvercetinu a kemferolu po kyselé hydrolyze v listech brukve zelné u
jednotlivych variant. Tukey test (a, b, ¢, d - P < 0,05).

Obsah kvercetinu po kyselé hydrolyze u jednotlivych variant zaznamenava graf ¢. 7.
Nejvyssi obsah byl zjiStén u varianty kontrola a u ostatnich variant se statisticky
prikazné snizil. K nejvétsimu tbytku doslo u varianty vajicka - o 138 %. Analyza
kemferolu prokazala signifikantni nartist jeho obsahu oproti kontrole u varianty
housenky, zde doslo k 15% zvySeni. Statisticky priikazné sniZzeni ve vztahu ke
kontrole bylo zjisténo u varianty vajicka (o 85 %) a lihnouci se vajicka (o 30 %).
Nejvétsi rozmezi hodnot obsahu bylo naméreno mezi variantou vajicka a housenky,
jejich rozdil je vice nez dvojnasobny.
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4.8 Obsah celkovych rozpustnych proteini
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Graf ¢. 8: Obsah celkovych rozpustnych proteinii v listech brukve zelné u jednotlivych
variant. Tukey test (a, b, c- P < 0,05).

Graf ¢. 8 zaznamenava rozdily vobsahu celkovych rozpustnych proteinti u
jednotlivych sledovanych variant. K signifikantnimu nartistu obsahu oproti kontrole
doSlo u vSech variant a tim, Ze nejvyssi nartst byl zaznamendn u varianty
vyznamny narist je také mezi variantou vajicka a lihnouci se vajicka (30%) a
housenky a lihnouci se vajicka (49%). Mezi variantami vajicka a housenky nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil, dle primérnych namérenych hodnot je
varianta s housenkami o 2 [mg/g FW] niZsi neZ variant s vajicky.
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4.9 Obsah kyseliny abscisové (ABA), (DPA, ABA-GE)

800
700
600
= 500
=
[N
o0 400
©
€
S 300
200
100 ‘
0
vajicka housenky lih. Vajicka
B ABA EDPA mABA-GE

Graf ¢. 9: Obsah kyseliny abscisové (ABA) a jejich metabolickych forem (DPA, ABA-
GE) v listech brukve zelné u jednotlivych variant. Tukey test (a, b - P < 0,05).

Graf ¢ 9 zaznamenava vysledky analyzy Kkyseliny abscisové, Kkyseliny
dihydrofazeové - DPA (deaktiva¢ni produkt) a glukosylesteru kyseliny abscisové -
ABA-GE (zasobni forma). V pripadé ABA byl zjistén signifikantni nartist oproti
kontrole u varianty housenky a lihnouci se vajicka. Mezi kontrolou a rostlinami
s nakladenymi vajicky se statisticky priikazny rozdil nepotvrdil, presto ale doslo
k mirnému nartstu ABA u varianty vajicka. Analyza DPA potvrdila mirny nartst
variant housenky a lihnouci se vajicka ve vztahu ke kontrolnimu vzorku, ale
signifikantni rozdil zde prokazan nebyl. Statisticky vyznamny byl nartst u varianty
housenky (0 91 %) a lihnouci se vajicka (o0 65 %) oproti varianté s vajicky. Postupny
narist mezi jednotlivymi variantami oproti kontrole byl zaznamenan u vysledki
ABA-GE. Statisticky priikazny je vSak pouze narust v piripadé lihnoucich se vajicek
ve vztahu ke kontrolnimu vzorku, a to o0 57 %.
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4.10 Obsah Kkyseliny salicylové (SA) a kyseliny benzoové (BzA)
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Graf ¢. 10: Obsah Kkyseliny salicylové (SA) a kyseliny benzoové (BzA) v listech brukve
zelné u jednotlivych variant. Tukey test (a, b, c - P < 0,05).

V ptipadé analyzy kyseliny salicylové se jeji obsah oproti kontrole signifikantné
zvysil u varianty housenky a lihnouci se vajicka, jak je vidét v grafu €. 10. ZvySeni
obsahu SA u varianty housenky bylo 140% a u varianty lihnouci se vajicka 239%.
Statisticky prikazny byl i nartist obsahu SA v piipadé lihnoucich se vajicek ve vztahu
k varianté housenky, konkrétné o 41 %. V pripadé sledované latky BzA nedoslo
k statisticky vyznamnému nartstu obsahu v ramci jednotlivych variant. Piresto lze
z primérnych hodnot méieni zaznamenat vyraznéjsi pokles obsahu BzA u varianty
s housenkami a s lihnoucimi se vajicky oproti druhym dvéma variantam.
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4.110bsah jasmonatii (JA a JA-ileu)
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Graf ¢. 11: Obsah Kkyseliny jasmonové (JA) a jasmonat-izoleucinu (JA-ileu) v listech
brukve zelné u jednotlivych variant. Tukey test (a, b, c - P < 0,05).

Jak lze vycist z grafu ¢. 11, nejvyssi obsah kyseliny jasmonové (JA) byl naméien u
rostlin slihnoucimi se vajicky bélaskli. Oproti kontrole doslo k statisticky
prikaznému nartstu o 243 %. Signifikantni nariist oproti kontrolnimu vzorku byl
zaznamendan také u rostlin vystavenych okusu housenek, zde Slo o 124% zvysSeni
obsahu sledované latky. Mezi kontrolou a variantou s vajicky doSlo k statisticky
nepriikaznému sniZeni obsahu o 23 %. Nejvétsi a statisticky vyznamny rozdil mezi
nameéifenymi hodnotami byl v mezi variantami vajicka a lihnouci se vajicka, jde o
321% narust. V pripadé jasmonat-izoleucinu (JA-ileu) doslo u rostlin s nakladenymi
vajicky k signifikantnimu poklesu obsahu oproti kontrole. Mezi ostatnimi
variantami nedoslo ve vztahu ke kontrole k Zzadné statisticky vyznamné zméné
v obsahu sledované latky.
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5 Diskuze

Tato experimentalni diplomova prace byla zamérena na sledovani zmén v produkci
vybranych metabolitli u zeli v zavislosti na zplsobu napadeni motyly z Celedi
bélaskovitych. Zeli napéstované v optimdalnich laboratornich podminkach
v péstebni komoie Fytotron bylo podrobeno riiznym formam biotického stresu. Byl
zkouman vliv: napadeni housenkami, nakladeni vajicek a lihnoucich se vajicek.
Nasledné byly provedeny analyzy vybranych metaboliti, u kterych se
predpokladala zména jejich obsahu pri plsobeni biotického stresu. Testovanymi
obsahovymi latkami byly reaktivni formy kysliku - peroxid vodiku a superoxidovy
radikal, fenolické latky - celkové rozpustné fenoly, celkové flavonoidy a jednotlivé
fenolické kyseliny (chlorogenova, kavova, vanilinovj, syringovg, ferulova, benzoova
a salicylova), dale byly testovany celkové rozpustné proteiny a fytohormony,
konkrétné kyselina abscisova (ABA) a jeji metabolické formy (DPA a ABA-GE),
kyselina salicylova (SA), kyselina benzoova (BzA), kyselina jasmonova (JA) a
jasmonat-izoleucin (JA-ileu).

5.1 Zmény v hodnotach ROS

Testované rostliny produkovaly po celou dobu experimentu komplex obrannych
mechanizmu v zavislosti na mife a typu pisobiciho biotického stresu. Reaktivni
formy kysliku inaktivuji enzymy a mohou poskodit dtilezité buné¢né komponenty,
zvySena produkce toxickych derivati kysliku je povaZovana za univerzalni nebo
spole¢ny znak stresovych podminek (Arora et al., 2002). Dle Fiirstenberg-Hagg et al.
(2013) dochazi pii mechanickém narusSeni pletiv ¢i pri infekcich zplsobenych
patogeny ke zvySené produkci peroxidu vodiku (H202), coz vede klokalni i
systémové reakci. Peroxid vodiku je molekula zapojenda do signalizacni drahy
vedouci k expresi obrannych geni. Ocekdvanym vystupem z analyzy peroxidu
vodiku byl nartst u vSech variant oproti kontrole. Vysledky vSak ukazaly nejvyssi
obsah peroxidu vodiku pravé u kontroly. Byl zaznamenan signifikantni nartist mezi
variantou s housenkami a s lihnoucimi se vaji¢ky oproti varianté s vajicky. Lze tedy
usuzovat, Ze vyssi obsah peroxidu vodiku produkuji rostliny napadené primym
okusem rostlinnych pletiv oproti rostlinam, na které byla nakladena vajicka. Tento
nartist vSak neni relevantni z hlediska celkového pohledu na vysledek analyzy.
Oproti kontrole doslo k signifikantnimu poklesu obsahu peroxidu vodiku u varianty
vajicka a housenky a u varianty lihnouci se vajicka ve vztahu ke kontrole nebyl
prokazan statisticky vyznamny rozdil. Vysledek této analyzy naznacuje, Ze rostliny
vyvinuly dostatecné ucinné obranné mechanismy, které chrani bunky pred
oxidativnim poskozenim. Nizké hladiny ROS jsou udrZovany antioxidac¢ni aktivitou
sekundarnich metabolitli a obrannych enzym (Maffei et al.,, 2007; Hernandéz et al.,
2009) Z vysledki analyzy superoxidového radikalu je patrné, Ze jeho produkce byla
vysS$i u rostlin napadenych primym okusem housenek bélaski neZz u rostlin
snakladenymi hmyzimi vaji¢cky, podobné jako u peroxidu vodiku. V pripadé
superoxidu vsak doslo u vSech variant k nartstu jeho obsahu oproti kontrole. Také
v pripadé studie Kovalikova et al. (2019) se koncentrace superoxidového radikalu
zvysila témér u vSech rostlin vystavenych napadeni hmyzich skadci.
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5.2 Zmény v hodnotach fenolickych latek a flavonoidu

Tento experiment se zaméril také na vyzkum zmén v produkci sekundarnich
metabolitli. V tomto pripadé byl analyzovan obsah celkovych rozpustnych fenold,
celkovych flavonoidi a fenolovych kyselin. Fenolické latky hraji hlavni roli v obrané
proti herbivoriim vcetné hmyzu, na ktery plisobi repelentné az toxicky a zptisobuji
inhibici enzymi (Furstenberg-Hagg et al, 2013). Hmyzi herbivofi vyvolavaji
v rostlinach reakci v podobé kvalitativni a kvantitativni zmény v obsahu fenolickych
latek, ¢cimZ se zvySuje jejich antioxidani aktivita (War et al,, 2012). Pfedpokladem
pro jednotlivé analyzy fenolickych latek bylo zvysSeni jejich obsahu pri napadeni
sktidci z Celedi bélaskovitych ve vztahu ke kontrole. Analyza celkovych rozpustnych
fenolli tuto hypotézu potvrdila. U vSech testovanych rostlin, které byly napadeny
bélaskem, se statisticky priitkazné zvysil obsah fenolti oproti kontrole (viz graf ¢. 3).
Nejvyssi nariist byl zaznamendn u varianty shousenkami, kde byl naruast
dvojnasobny oproti kontrole. Tento experiment tedy potvrzuje, Ze ptisobeni bélaskt
na rostliny zeli se projevuje zvySenou produkci fenolickych latek. Produkce fenolt
je indukovana ve vét$i mife u rostlin napadenych housenkami, tedy primym
mechanickym poranénim pletiv. Analyza flavonoidi taktéz prokazala nejvyssi
signifikantni narist jejich obsahu oproti kontrole u varianty housenky. Statisticky
vyznamny pokles obsahu byl naméren u varianty svajicky. Mzeme tedy
konstatovat, Ze na bioticky stres zptisobeny bélasky reagovaly rostliny zeli zvySenou
produkci flavonoidli, ale nakladenim motylich vajicek se celkovy obsah fenoli
v rostlindch nezvysil. Analyza na flavonoidy kvercetin a kemferol nevysla v ptipadé
analyzy extraktu nijak priikazné. Doslo k signifikantnimu sniZenf obsahu kvercetinu
u vSech variant oproti kontrole. A u kemferolu se neprokazal Zadny signifikantn{
rozdil hodnot. Kysela hydrolyza téchto latek prokazala v pripadé kvercetinu
signifikantni pokles jeho obsahu u vSech variant ve vztahu ke kontrole. Obsah
kemferolu se signifikantné zvysil oproti kontrole pouze u varianty s housenkami,
v ostatnich variantach doslo kjeho statisticky priikaznému poklesu. Divodem
pomérné nizkého obsahu flavonoidli by mohlo byt presmérovani obrany na jiné
obranné mechanizmy, napiiklad ve formé obrannych protein ¢i jinych fenolickych
latek. Analyza fenolovych kyselin a jejich relativni zastoupeni zobrazuje graf ¢. 5.
Statisticky priikazné zvySeni obsahu u vSech variant oproti kontrole se prokazalo u
kyseliny ferulové, syringové a benzoové. Z vysledki této analyzy lze usoudit, Ze
jmenované fenolové Kyseliny maji nejvétsi podil vobrané proti bélaskovitym
motylim.

5.3 Zmény v hodnotach celkovych rozpustnych proteinii

Fytohormony, které hraji ustredni roli v obrannych reakcich rostlin, aktivuji geny,
které kdduji detoxikacni a antioxidacni enzymy a obranné proteiny (Slaymaker et
al,, 2002). Predpokladanym vysledkem analyzy celkovych rozpustnych proteint byl
narlst jejich obsahu u jednotlivych variant ve vztahu ke kontrolnimu vzorku
s rostlinami, které nebyly ovlivnény biotickym stresem. Vysledky analyzy potvrdily
tuto hypotézu, jak je znazornéno v grafu ¢. 8. K signifikantnimu nartistu doslo u
vSech testovanych variant oproti kontrole. Nejvyssi narlist byl zaznamenan u
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varianty lihnoucf se vajicka, doSlo zde k dvojnasobnému nartstu obsahu sledované
latky. K signifikantnimu nartistu oproti kontrole doslo i u varianty vajicka, kdy byl
naméfeny obsah proteini dokonce vy$$i neZ u varianty housenky. Nebyl vsak
prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi variantou vajicka a housenky. Rostliny
napadené motyly z Celedi bélaskovitych vyprodukovaly oproti rostlinam, které
nebyly vystaveny biotickému stresu, signifikantné vyS$si obsah proteind.
Prokazatelné zvySeni bylo zaznamenano u varianty vajicka, housenky i lihnouci se
vajicka. Studie Ibrahim et al. (2018), ktera zkoumala obranné mechanizmy rostlin
na kapusté pti napadeni bélaskem Pieris brassicae, dosla k podobnym vysledkiim.
Z této studie vyplyva, Ze se obsah celkovych rozpustnych proteind signifikantné
zvysil pti napadeni hmyzimi Skidci oproti nenapadenym rostlindm. Také Chen et al.
(2009), ktery zkoumal zmény v produkci metaboliti u kukufice napadené
blyskavkou kukuticnou (Spodoptera frugiper), zaznamenal prokazatelné zvysSeni
proteint u napadenych rostlin. ZvySeny obsah proteinli v rostlindch napadenych
hmyzimi herbivory je pri¢itan indukci rostlinnych obrannych enzymi a dalsich
enzymatickych obrannych proteinii zapojenych do ochrany rostlin proti hmyzim
sktidctim (War et al.,, 2011)

5.4 Zmény v hodnotach fytohormoni

Kyselina jasmonova a salicylova i abscisova jsou zapojeny do procesu regulace
obrannych reakci rostlin proti riiznym abiotickym stresiim, patogeniim a sktidcim
(Glazebrook 2005; Lorenzo a Solano 2005). KriZeni signdlnich drah kyseliny
salicylové a kyseliny jasmonové miZe vést k inhibici obrannych reakci
zprostredkovanych Kkyselinou jasnonovou (van Wees et al, 2000). Kyselina
jasmonova také interaguje s ethylenem, H,02, ABA a SA a sniZuje expresi cilovych
genll v procesu obrany proti biotickému stresu (Furstenberg-Hagg et al., 2013).
Predpokladanym vystupem zanalyzy fytohormoni bylo zvySeni obsahu
konkrétniho fytohormonu v porovnani s kontrolou. V pripadé kyseliny abscisové
(ABA) doslo k predpoklddanému zvyseni jejiho obsahu u vSech variant oproti
kontrole. Signifikantni byl vSak narlist pouze u varianty housenky a lihnouci se
vajicka. Tento vysledek naznacuje, Ze nakladenim vajicek se indukuje nizsi obsah
ABA nez vpripadé piimého mechanického posSkozeni pletiv zplisobeného
housenkami bélaskovitych. Analyza DPA neprokazala signifikantni zmény v jejim
obsahu u Zadné z variant oproti kontrole. V pripadé analyza ABA-GE se statisticky
prikazné zvysil obsah tohoto metabolitu oproti kontrole u varianty lihnouci se
vajicka. Analyza kyseliny salicylové (SA) doklada signifikantni narist jejiho obsahu
ve vztahu ke kontrolnimu vzorku u varianty housenky a lihnouci se vajicka. Mezi
kontrolou a variantou vajicka nedoslo k statisticky priikazné zméné v obsahu SA.
Obsah kyseliny benzoové (BzA) se signifikantné nezménil u Zadné z variant.
Hodnoty jsou graficky zpracovany v grafu ¢. 10. Obsah kyseliny jasmonové (JA) se
dle provedené analyzy statisticky vyznamné zvysil oproti kontrole v piipadé
varianty housenky a lihnouci se vajicka. K nejvyraznéjSimu nartstu doslo u varianty
lihnouci se vajicka, kdy se obsah JA zvysil témér 3,5krat. U varianty s vajicky nedoslo
k signifikantnimu rozdilu v obsahu JA. Zména obsah JA-ileu se statisticky vyznamné
neprojevila u zadné z variant, pouze u varianty s vajicky doslo k signifikantnimu
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poklesu. Mlizeme tedy konstatovat, Ze piredpokladana hypotéza se potvrdila u
fytohormont JA, SA i ABA, u kterych doslo k signifikantnimu nartistu ve vztahu ke
kontrole u variant housenky a lihnouci se vajicka. Vysledky ukazuji, Ze fytohormony
SA, JA i ABA pusobi synergicky v ramci obrany proti utoku hmyzich herbivori.
Obsah zminénych fytohormont se signifikantné zvysil vzdy pri poSkozeni pletiv
housenkami, at uZz dospélymi ¢i Cerstvé vylihnutymi. Zvysledkli stanoveni
fytohormonti muZeme vyvodit, Ze rostliny reaguji na poranéni pletiv, zptisobené
housenkami bélaskovitych, zvySenou produkci fytohormoni a to zejména kyseliny
jasmonové. Obsah JA u varianty lihnouci se vajicka se oproti SA zvysil 2,8krat a u
ABA 5,8krat. Vyzkum Ibrahim et al. (2018) provedeny na kapusté pri napadeni
bélaskem Pieris brassicae prokazal, Ze u rostlin oSetfenych kyselinou jasmonovou a
nasledné napadenych hmyzem, se signifikantné zvysily hladinu fenoltd. Coz je
pravdépodobné zpilsobeno silnou indukci signalnich drah rostlin JA a SA, pri
napadeni hmyzem. S podobnymi vysledky prichazi i vyzkum War et al. (2015),
Vysledky dokazuji, Ze JA a SA byly zapojeny do indukce aktivity antioxida¢nich
enzym v rostlinach podzemnice olejné proti Helicoverpa armigera a snizily jeji riist
a vyvoj. Indukovana odpovéd’ na aplikaci JA byla vSak vétsi neZ na SA. Vysoky obsah
kyseliny jasmonové, ktery byl prokazan pti napadeni rostlin zeli housenkami
bélaskli, pravdépodobné vypovida o indukci signalnich drah v reakci na primé
poskozeni pletiv. Podobné jako je prezentovano ve zminénych vyzkumnych pracich.
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6 Zaver

Tato diplomova prace, se zabyvala vyzkumem zmén v obsahu vybranych metaboliti
v rostlinach zeli v disledku napadeni motyly z ¢eledi bélaskovitych. Z provedeného
vyzkumu lze vyvodit nasledujici zavéry.

e U rostlin napadenych motyly z Celedi bélaskovitych se projevily zmény
metabolismu stresovych sloucenin. A to jak na urovni primarniho, tak
sekundarniho metabolismu.

e Produkce ROS byla signifikantné vyssi u rostlin napadenych primym okusem
housenek bélaskl nez u rostlin s nakladenymi hmyzimi vajicky.

e Plisobeni bélaskii na rostliny zeli se projevilo signifikantné zvySenou
produkci fenolickych latek u vSech sledovanych variant.

e Na bioticky stres zplsobeny bélasky reagovaly rostliny zeli zvySenou
produkci flavonoidd, ale nakladenim motylich vajicek se celkovy obsah
fenolli v rostlinach nezvysil.

e Fenolové kyseliny maji, dle provedenych analyz, signifikantni podil v obrané
proti bélaskovitym motyliim, zejména Kkyseliny - ferulova, syringova a
benzoova.

e Rostliny napadené motyly z celedi bélaskovitych, ve vSech sledovanych
variantach vyprodukovaly oproti rostlindm, které nebyly vystaveny
biotickému stresu, signifikantné vyssi obsah celkovych rozpustnych
proteint.

e Obsah fytohormont JA, SA a ABA se signifikantné zvysil vZdy pti poSkozeni
pletiv housenkami, at’ uz dospélymi ¢i Cerstvé vylihnutymi.

e Rostliny reagovaly na poranéni pletiv, zpisobeného housenkami
bélaskovitych, signifikantné zvySenou produkci fytohormonii a to zejména
kyseliny jasmonové.

Vyzkum mechanizmi obrany rostlin proti napadeni hmyzimi herbivory jiZ prinesl
urcitd konkrétni data, ktera objasnuji nékteré principy, funkce a pochody
odehravajici se vrostlindch pri plsobeni biotického stresu. Jde vSak o velmi
sofistikovany a komplexni systém, jehoZ rozsah byl naznacen i v této praci. Bylo by
za potiebi dalSich navazujicich experimentli a vyzkumnych praci, které by prinesly
dalsi poznatky v této oblasti. KaZzdoroc¢ni boj s hmyzimi Skidci spolu s aktudlnim
vlivem extrémniho sucha zplisobuji nemalé ztraty na zemédélskych vynosech.
Poznani v této oblasti by mohlo ptinést nové pohledy na ochranu polnich plodin.
V idealnim pripadé by dikladnda znalost obrannych mechanizm@ mohla ptinést kli¢
k vyvinuti insekticidii zaloZenych na piirodni bazi.
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Prilohy
*FW - hmotnost ¢erstvého rostlinného materialu

Tabulka 1. Obsah peroxidu vodiku (ug-g! FW) v extraktech ze zeli bilého
napadeného motyly z celedi bélaskovitych

kontrola vajicka housenky lihnouci se vajicka

22,034 +3,4692 6,027 +0,419 ¢ 15,127 +2,735b 20,712 +2,0302

V tabulce jsou zaznamenany primeéry naméiené pro jednotlivé varianty =
smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami prikazné rozdily.
Odlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil ptip < 0,05.

Tabulka 2. Obsah superoxidu (ug-g! FW) v extraktech ze zeli bilého
napadeného motyly z celedi bélaskovitych

kontrola vajicka housenky lihnouci se vajicka

10,852 + 3,991 P 14,791+ 1,937 b 25,684 + 2,493 2 23,755 + 5,937 2

V tabulce jsou zaznamenany priiméry naméi'ené pro jednotlivé varianty +
smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami prikazné rozdily.
0dlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil ptip < 0,05.

Tabulka 3. Obsah celkovych rozpustnych fenolti (mg-g! FW) v extraktech ze zeli
bilého napadeného motyly z ¢eledi bélaskovitych

kontrola vajicka housenky lihnouci se vajicka

0,739 + 0,057 2 1,288 + 0,122 ab 1,578 + 0,173 ab 1,184 +0,120b

V tabulce jsou zaznamendny primeéry nameérené pro jednotlivé varianty =
smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami priikazné rozdily.
0Odlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil ptip < 0,05.

Tabulka 4. Obsah celkovych flavonoida (mg-g! FW) v extraktech ze zeli bilého
napadeného motyly z celedi bélaskovitych

kontrola vajicka housenky lihnouci se vajicka

1,747 + 0,130 b 1,257 £0,383 ¢ 2,225+0,0412 2,119 £ 0,148 ab

V tabulce jsou zaznamenany primeéry nameéiené pro jednotlivé varianty =
smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami priikazné rozdily.
0Odlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil pri p <0,05.
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Tabulka 5. Obsah fenolovych kyselin (ug-g! FW) v extraktech ze zeli bilého
napadeného motyly z ¢eledi bélaskovitych

fenolové kontrola vajicka housenky lihnouci se
kyseliny vajicka
chlorgenova  1134+02733  2024+08632  1,566+0,42923 2,291+1,0133
kavova 0,013+0,0022  0,026+0,0033  0,019+0,0092 0,090 % 0,069 2
vanilinova 0,535+0,2392b  0,552+0,0993P  0,437+0,079P  0,891£0,1032
syringova 0,399+0,027¢  0,564+0,0202  0492+0,012P>  0,469+0,014P
ferulova 7,335+0,953¢ 8,040+ 0,777P¢ 13,773 +£2,7643 11,632+ 1,1913b
benzoova 0,161+0,068¢  0,772+0,1122 0,452+ 0,034P 0,672+ 0,0363
salicylova 0,258 +0,031¢  0,730+0,085>  0468+0,125¢ 1,202+ 0,106 3

V tabulce jsou zaznamenany primeéry naméiené pro jednotlivé varianty =
smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami prikazné rozdily.
Odlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil ptip < 0,05.

Tabulka 6. Obsah kvercetinu a kemferolu (ug-g! FW) v extraktech ze zeli bilého
napadeného motyly z celedi bélaskovitych

flavonoidy kontrola vajicka housenky lihnouci se
vajicka
kvercetin 0,501 + 0,089 2 0,369 + 0,002 P 0,360 + 0,010 P 0,355+ 0,015P
kemferol 0,237 £0,0573b 0,174+ 0,059 0,150 + 0,048 b 0,325 + 0,004 2

V tabulce jsou zaznamendny primeéry nameérené pro jednotlivé varianty =
smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami priikazné rozdily.
0OdlisSna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil ptip < 0,05.

Tabulka 7. Obsah kvercetinu a kemferolu po kyselé hydrolyze (pg-g! FW) v
extraktech ze zeli bilého napadeného motyly z celedi bélaskovitych

flavonoidy kontrola vajicka housenky lihnouci se
vajicka
kvercetin 3,705+ 0,178 2 1,556 +0,283¢ 1,798 +0,069°¢ 2,236+ 0,031P
kemferol 37,435+0,726° 20,201 +2,0589 42,867 +1,4022 28,687 +2,301°¢
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V tabulce jsou zaznamenany primeéry nameéiené pro jednotlivé varianty =
smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami priitkazné rozdily.
Odlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji

vyznamny rozdil pri p <0,05.

Tabulka 8. Obsah celkovych rozpustnych proteint (mg-g! FW) v extraktech ze
zeli bilého napadeného motyly z ¢eledi bélaskovitych

kontrola vajicka housenky lihnouci se vajicka

9,561+1,731°¢ 15,912 + 0,827 b 13,903 £ 0,709 b 20,672 +3,3134

smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami prikazné rozdily.
Odlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil pti p < 0,05.

V tabulce jsou zaznamenany primeéry naméiené pro jednotlivé varianty =

Tabulka 9. Obsah Kyseliny abscisové (pmol-g'? FW) v extraktech ze zeli bilého
napadeného motyly z ¢eledi bélaskovitych

hormony kontrola vajicka housenky lihnouci se vajicka

ABA 143,957 + 34,888 b 209,912+ 61,751 3P 353,958 + 89,2248 2 360,916 + 156,952 2

DPA 338,087 + 93,507 ab 251,525+ 11,579 P 479,576 £ 41,1992 415,740 £ 107,980 2

ABA-GE 359342+ 96364P  382,648+564213D 485,601+111,9603P 582,782 + 123,899 2

smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami priikazné rozdily.
0OdlisSna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil ptip < 0,05.

V tabulce jsou zaznamendny primeéry nameérené pro jednotlivé varianty =

Tabulka 10. Obsah Kyseliny salicylové a salicylati (pmol-g! FW) v extraktech ze
zeli bilého napadeného motyly z ¢eledi bélaskovitych

hormony kontrola vajicka housenky lihnouci se vajicka

SA 220,281 + 68,284 ¢ 286,602 + 49,467 € 529,463 + 99,610 P 746,500 + 86,292 @

BzA 2904,278 £ 540,565 @  2829,632 +505,0732  1909,183 +708,4202  2354,808 + 980,884 @

smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami priikazné rozdily.
0dlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil ptip < 0,05.

V tabulce jsou zaznamendny primeéry nameérené pro jednotlivé varianty =
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Tabulka 11. Obsah kyseliny jasmonové a jasmonat-izoleucinu (pmol-g* FW) v
extraktech ze zeli bilého napadeného motyly z Celedi bélaskovitych

hormony kontrola vajicka housenky lihnouci se vajicka

JA 606,357 + 156,318 ¢ 493,603 +151,714 ¢  1356,922 + 112,916°  2082,504 + 95,868

JA-ileu 71,604 + 21,4312 18,063 + 8,660 P 52,543 + 6,863 2 47,083 + 13,516 ab

V tabulce jsou zaznamenany primeéry naméiené pro jednotlivé varianty =

smérodatna odchylka. Pismena udavaji, zda jsou mezi variantami prikazné rozdily.

Odlisna pismena mezi hodnotami kazdého vzorku podle Tukeyho testu ukazuji
vyznamny rozdil pti p < 0,05.
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