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Abstrakt

Jako potencialni 1éky ¢i latky nahrazujici pesticidy se brassinosteroidy dostavaji do poptedi
zajmu. Tato diplomova prace se zabyva jejich zapojeni do obrany rostliny buku lesniho (Fagus
sylvatica) ptred Skodlivymi fytopatogeny, v podobé bekyné velkohlavé (Lymantria dispar).
Prvni ¢ést prace se zabyva jednotlivymi fytohormony a jejich zapojenim do obrany rostliny.
Druha ¢ést je pak vénovana samotnému vyzkumu. Méfenim stresového faktoru, aminokyseliny
(AMK) prolinu, se vliv brasssinosteroidi povedlo prokazat za pomoci ultrafialovo-viditelné
(UV-VIS) spektrometrie. Statistické vypoCty vSak tento zavér popiraji a zcela vyvraceji
jakékoli zapojeni exogenné dodavaného 24-epibrassinolidu (EpiBr) do obranné kaskady
rostliny. Protikladné vysledky poukazaly na nutnost dalSsiho vyzkumu vlivu exogenné

dodavanych fytohormont na rostlinu.

Kli¢ova slova:

Brassinosteroidy, bekyné velkohlava, prolin, bukové sazenice, obrana rostliny



Abstract

As potential drugs or pesticide replacers, brassinosteroids are in the forefront. This dissertation
thesis deals with their involvement in the defense of the beech (Fagus sylvatica) plant against
phytopathogens, in the form of Lymantria dispar. The firts part of the dissertation thesis is
devoted to individual phytohormones, their properties and their involvement in plant defense.
The second part is devoted to the research. By measuring the stress factor, amino acid (AMK)
of proline, the effect of brassinosteroids was proved by ultraviolet-visible (UV-VIS)
spectrometry. However, statistical calculations deny this conclusion and completely refuse any
involvement of exogenously supplied 24-epibrassinolide (EpiBr) in the plant defense cascade.
Contradictory results indicated the need for further research into the effect of exogenously

supplied phytohormones on the plant.
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1. Uvod

vvvvvv

rust rostliny, pfizpisobivost zménam podminek, vyzivu a dal$i funkce nezbytné pro existenci
rostliny. Mezi tyto chemické slouceniny mimo jiné patii brassinosteroidy. V minulosti byl
prokazan vliv brassinosteroidii na pfizptisobivost rostliny. Neddvno se ovSem také zacal
zkoumat vliv brassinosteroidl na obranu rostliny ptfed riznymi druhy fytopatogend, jakou je
kuptikladu bekyné velkohlava (Lymantria dispar). Gradaci bekyné stimuluje pievazné teplé,
suché a slunné pocasi. Takovéto klima ma piiznivy dopad na rozmnozovani a nasledny vyvoj
bekyné (Ktistek et Urban, 2013). Vlivem klimatickych zmén by takovychto obdobi mélo
ptibyvat. Ptikladem je tok 2018, kdy byly Ziry a holoziry bekyné velkohlavé zaznamenany
v rozsahu né&kolika tisic hektarti. Postizenymi oblastmi byli jizni Morava a stfedni Cechy.
Poprvé dokonce byla, v nasich klimatickych podminkach, zaznamenéna vicecetna napadeni na
jehliénanech. Nebyla to vSak jen bekyné, ktera byla v roce 2018 klimatickymi podminkami
stimulovana. Po témét 80 letech se také premnozil sosnokaz borovy (Panolis flammea) na
rozloze kolem 1 tisice hektaru. Tento narustajici trend byl zaznamenan i u zbylych listozravych
Skidet (Lesni ochranna sluzba: LOS, 2019). Je tedy ziejmé, ze pocet teplych a suchy rokd ma
pozitivni vliv na fytopatogeny. Znalosti fytohormonti miizeme v budoucnu pfispét k ochrané
ptred t€émito druhy a zamezit tak velkym Skodam na rostlinach, ptipadné dopomoci rostlinam se

klimatickym zmé&nam pfizplsobit a zamezit tak vyhynuti ohrozenym druhim rostlin.

2. Cile prace

Diplomova prace zkouma vliv brassinosteroidi na obranu sazenic buku pted fytopatogenem —

bekyni velkohlavou (Lymantria dispar). Cilem tedy je:
e Ovliviiyje Zir bekyné velkohlavé parametry svételné kiivky fotosyntézy?
e Navysuje exogenn¢ dodavany 24-epibrassinolid (EpiBr) obranu rostliny?
e Je rostlina schopna pfijmou a vyuzit dodavany brassinosteroid?
e Mohou v budoucnu brassinosteroidy nahradit pesticidy?

e Je mozné vyuzit brassinosteroidy ke zvySeni pfizplsobivosti rostliny na zmény

podminek?



3. Fytohormony
3.1 Historie

Fytohormony jsou velmi staré latky. Zfejmé se vyvinuly jiz v ddvné minulosti u nizSich forem
zivota. Tyto organismy vSak fytohormony neumély vyuzivat, a tak koncila tato skupina
chemickych latek v okoli organismil jako odpad. Vyvojem vyspélejSich rostlin ov§em dostaly
fytohormony zésadni funkci. Dfive odpadni latky tak byly vyuzity ke komunikaci mezi
komunikac¢nich cest a fytohormony dostaly svou roly i v obrannych systémech rostlin. Dnes
jsou fytohormony nedilnou soucésti rostliny, zasahujici témet do vSech fyziologickych procesii
rostliny, v&etn& obrany pied fytopatogeny (Psota et Sebanek, 1999). I kdyz jsou fytohormony
velmi staré, jejich objeveni snadné nebylo. Zpocatku se vétilo, Ze vliv na vyvoj a rast rostliny
ma pouze vyziva. Toto presvédéeni jako prvni zpochybnil az J.von Sachs (1832-1897). Tento
védec se zasadil o myslenku, Ze u rostlin hraji kliCovou roly chemické signaly a ze tyto
chemické slouceniny jsou nezbytné pro komunikaci mezi organy rostliny. J. von Sachs vSak
svou teorii nepodlozil zddnym vyzkumem. Teorii o chemickych signalech se povedlo prokazat
o nékolik let pozdé¢ji profesoru R. Dostdlovi (1885-1973), ktery tak ucinil za pomoci fady
morfologickych pokust (Prochazka et al. 1998). Nejen, Ze se mu povedlo prokazat teorii J. von
Sachse, ale také svym vyzkumem pfinesl mnoho novych informacich o fyziologii rostlin. Latky,
které profesor R. Dostal objevil, ziskaly nazev riistové regulatory, mezi které spada i celd fada
fytohormond. Na tento vyzkum zacaly postupné navazovat dalsi védci svymi pokusy a rozsifili

tak poznatky o fytohormonech (Psota et Sebanek, 1999).

3.2 Zékladni pojmy
Fytohormony jsou nizkomolekularni chemicke latky, slouzici ke komunikaci mezi jednotlivymi
organy rostliny. V rostlinach se nachazeji ve velmi nizkych koncentracich, a to v fadech
mikromoli az femtomoll na gram rostlinného materialu (Podlesakova et al., 2012). Jeden druh
fytohormonu miize byt syntetizovan na nékolika mistech rostliny a mtize zastavat daleko vice
funkei (Psota et Sebanek, 1999). Tim si rostliny vytvorily systém, kdy jeden proces ovliviiuje
vicero chemickych latek. Snizilo se tak riziko pferuSeni procesu z divodu nedostatku
fytohomonu. Tim ovsem dochazi ke stietu dvou a vice latek. O vysledném procesu nerozhoduje

funkce téchto latek, ale celkova koncentrace v daném misté oproti koncentraci jiného



fytohormonu (Podlesakova et al., 2012). Piikladem tohoto jevu je pomér mezi gibereliny,
skupinou fytohormonti, a kyselinou abscisovou, ktera se mezi fytohormony také tfadi. Jejich
pomér uréuje, zda dojde k dormanci semen. Rozmanitost funkci, jejich zcela odlisné reakce
Vv riznych organech rostliny a jejich mozné ovlivnéni jsou diivodem, proc¢ jsou rostliny velmi
stresovym faktorem soucasnosti je globalni oteplovani. Od roku 1880 byl rok 2019 druhym
nejteplejSim rokem v historickém zaznamu. Mnozstvi tepelné energie ulozené v hornich
2000 m v oceanu pak bylo od roku 1880 nejvyssi. I kdyZ od roku 1880 dochazi k postupnému
oteplovani, do roku 1981 dochazelo k narastu teploty o 0,07 °C za rok, V poslednich letech se
narust vyrazné zvysil a to na 0,18 °C za rok. Primérna teplota v roce 2019 byla ve srovnani
s prumérnou teplotou let 1981-2010 vyssi 0 0,95 °C, ale pii srovnani s pramérem let 1880-1900
byl nartst o 1,15 °C (Lindseyova, 2020). Leden 2020 se pak stal nejteplejsim lednem od roku
1880. Predpoklada se, Ze pokud nartst teploty piekro¢i hodnoty 1,5 °C, dojde ke globalnim
rozdilim v teplotnich extrémech. Ocekéava se, ze v letnim obdobi dojde k nejsilnéjSimu
oteplovani ve stfednich zemépisnych Sitkach. Nartst by mohl byt az o 3 °C oproti pramérné
teploté. Nejvice mimotadné horkych dni by vSak podle ptfedpovédi mélo byt v tropické oblasti.
Tento trend ma vysoky vliv na pocasi. Silné bouiky a extrémni poc¢asi v podobé€ vichfic, stidaji
extrémni sucha (Hoegh-Guldberg et al, 2018). Rostliny se brani t¢émto zménam i mimo jiné za
pomoci fytohormoni. Tyto druhy latek reagujici na abiotické podminky mohou pusobit proti
fytohormoniim reagujicich na fytopatogeny. Je tedy nezbytné pochopit nejen vlastnosti
hormont podporujicich obranu rostliny pied parazity, jako je naptiklad kyselina salicylova, ale

také pochopit interakce mezi jednotlivymi fytohormony.

3.3 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy se sice fadi mezi fytohormony, jsou vSak blizkymi pfibuznymi zvifecich
steroidnich hormoni. Tyto chemické latky, spadajici do skupiny polyhydroxysteroidd, se
Vv rostlinach vyskytuji, stejné jako ostatni fytohormony, ve velmi nizkych koncentracich.
Nejvyssi koncentrace dosahuji v poupatech, semenech a Cerstvé vyrasenych castech rostlin.
Ptikladem vy$$i koncentrace brassinosteroidii jsou nezrald semena rostlin, které obsahuji
1-100 pg/kg brassinosteroidiit na 1 g rostlinného materialu, zatimco vyhonky a listy maji
obvyklé 0,01-01 pg/kg brassinosteroidi na 1 g materidlu (Novakova et al., 2014). Prvnim

objevenym brassinosteroidem se stal brassinolid, ktery byl syntetizovan z rostlin roku 1979
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z fepky (Brassica napur). Pravé od rostliny, ze které byl tento fytohormon izolovéan, pochazi
1 jeho nazev. Dalsimi objevenymi brassinosteroidy byly naptiklad kastasteron a typhasterol.
Tyto latky se nejvice vyskytuji v pylu, semenech a mladych vegetativnich organech (Clouse et
Sasse, 1998). Nasledné vyzkumy, dopomohly k objeveni vice nez 60 brassinosteroidi, které
byly izolovéany z vice nez sto druhti rostlin, a to ve skale od fas po krytosemenné rostliny (Peres

etal., 2019).

3.3.1 Syntéza a analyza

Zakladni chemickou slouc¢eninou brassinosteroidil je chloresteracetat. Nasledné brassinostroidy
se od sebe odlisuji rozdilnou orientaci hydroxilové skupiny. Rada brassinosteroidi je
syntetizovana z kampesterolu, sitosterolu a cholesterolu. VSechny tfi zminéné steroly, dokazi
rostliny ve svych buiikdch pfeménit na velké mnozstvi metabolitd, ale jen malo z téchto
metaboliti ma biologickou aktivitu. Tii hlavni cesty biosyntézy brassinosteroidli, majici
prekurzor kampesterol, jsou dobie znamy. Byly také identifikovany proteiny, zapojené do
signalnich transdukénich drah brassinosteroidl. Prvni syntéza v laboratornich podminkach se
povedla kratce poté, co se zdafila prvni izolace této skupiny fytohormonti. Tato syntéza vychazi
z komeréné dostupného ergosterolu. K Gspésné syntéze je tak zapotiebi devét az dvanact kroka.
na i-steron a redukce dvojné vazby na C7. Rychlejsi a méné narocna syntéza téchto
fytohormonit vychazejici z brassikasterolu, kdy vychozim materidlem je EpiBr. Timto
zpusobem jde dany fytohormon syntetizovat v pouhych péti krocich. Velkou nevyhodou je
ovSem nizka dostupnost a vysoka cena brassikasterolu a tim i vysokéd cena samotné syntézy
(Oklestkova et al., 2015). Tato syntéza ovSem piedstavuje nepatrnou piekazku oproti samotné
analyze. Analyza jakéhokoli fytohormonu je pro analytickou chemii i v soucasnosti velice
narond 1 ndkladnd. Fytohormony se obecné v rostlindch vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich, a to az ve femtomolech na gram rostlinné hmoty. Dalsi pfekazku ptedstavuji
chemické slouceniny majici obdobné fyzikdlné-chemické vlastnosti, které ovSem mezi
fytohormony nepatii, mnohdy je vSak problém tyto latky U¢inn€ oddélit. Jde zejména o
konjugaty se sacharidy ¢i AMK, Casto o isomery s vyrazng odliSnou biologickou aktivitou. Aby
tedy byla analyza mozna, vyuzivaji se zde spojené techniky chemické analyzy. Jde hlavné o
pfistroje vyuzivajici separani G€innost chromatografickych ¢i elektromigracnich metod a

soucasné vynikaji selektivitou a citlivosti hmotnostné spektrometrické detekce. Diive se



vyuzivala metoda plynové chromatografie shmotnostni detekci (GC-MS), ta vSak byla
postupné nahrazena vhodnéjsi kapalinovou chromatografii doplnénou také o hmotnostni
detekci (LC-MS). Ta je dnes vyuzivana V podobé ultra vysoce uéinné kapalinové
chromatografii s hmotnostni detekci (UHPLC-MS). Dal$i moZznou metodou je uplatnéni
kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii (CE-MS). Ani izolace brassinosteroidi neni
nikterak jednoducha. Brassinosteroidy jsou vysoce hydrofobni chemické slouceniny. K izolaci

se tak vyuzivaji citlivé biotesty (Podlesakova et al., 2012).

3.3.2 Signalni drahy brassinosteroidii
V poslednim desetileti byl k vyzkumu vyuZzivana pievazné huseni¢ek rolni (Arabidopsis
thaliana), diky némuz byly zjistény nejen vlastnosti mnohych fytohormont, ale také jejich
signalni drahy, geny zapojené do biosyntézy ¢i jejich regulace. Nedavné studie také poskytly
informace o aspektech signalnich drah brassinosteroida, které se tak staly nejlépe pochopenymi
signdlnimi transduk¢énimi drahami v rostlinach. Podle téchto vyzkumi se nejaktivngjsi
brassinosteroidy, jako je brassinolid a kastasteron, vazi pfimo na extracelularni kinazu BRI1.
Vliv této vazby zpusobi, Ze negativni regulator oznacovany BRII vyvola disociaci zminéné
kindzy, ¢imz dojde k naprosté heterodimerizaci BRIl a k aktivaci koreceptoru. Nasledna
interakce mezi BRI1 s kinazou signalizujici fosforylaci zpisobi, Ze se aktivuje proteinova
fosfataza oznacujici se jako BSU1. Aby se signal aktivoval, musi dojit k inhibici kinazy nesouci
oznaceni BIN2. Snizeni aktivity kindzy vyvola aktivaci homologniho transkripéniho faktor
BZR1/BZR2, ktery v nasledném kroku aktivuje kinazu BRZ1. Pravé kindza BRZ1 migruje do
jadra a navazuje se na BR-promotor. Pravé tato vazba vyvolava kone¢nou signalizaci (Bruyne

etal., 2014).

3.3.3 Vlastnosti brassinosteroidi
Za jednu z nejvétsich pricin ekonomickych ztrat v zemédélstvi dnesni doby, byly mimo jiné
oznaceni také Skudci. Vliv fytopatogenli kazdorocné ptindsi vysoké ztraty v podobé¢ tbytku
plodin. Aby zeméd€lci tyto ztraty snizily, oSetfuji plodiny nejrtiznéjSimi druhy pesticidi.
Nevyhoda téchto latek spociva ve zvySovani toxicity plodin, ve kterych zlstavaji ve formée
rezidui. Nedavné vyzkumy poukazuji na to, ze by brassinosteroidy mohly nejen navySovat

obranu rostliny pted fytopatogeny, ale také chranit rostlinu pied abiotickym stresem v podobé



tézkych kovii, sucha, teploty a dalSich. Brassinosteroidy, maji také vlastnost, snizovat toxicitu
pesticidi v neporusenych rostlinach, kdy aktivuji antioxida¢ni obranny systém. Také se tyto
fytohormony podileji na zvySené degradaci pesticidd, coz vede ke snizeni toxickych rezidui
v rostlinnych c¢astech. Rostliny detoxikuji pesticidy enzymem zprostiedkovany tfifazovym
detoxikacnim systémem, kdy jsou nakonec méné toxické metabolity pesticidii ulozeny ve
vakuolach a apoplastech. Neni to vSak jedind vlastnost brassinosteroidi. Mezi hlavni témata
dne$ni doby v oblasti ochrany pfirody je nariist koncentrace CO2 V Zivotnim prostiedi.
Brassinosteroidy, jak se pfedpoklada, jsou schopny s timto plynem interagovat. Tato interakce
u rostlin zvysuje jejich rtst, navysuje obsah cukru a Skrobu a reguluje rizné aktivity enzymad,
zapojenych do rtiznych fyziologickych cykla rostliny. Brassinosteroidy také navysuji ochranu
rostliny pied toxickymi tézkymi kovy. Tento jev byl prokazan v rostlinach hoicice (Sinapis
spp.), kdy brassinosteroidy navysily ochranu rostliny pfed piisobenim niklu a arsenu (Sharma
et al., 2018). Z toho vyplyva, Ze brassinosteroidy maji vicero funkci a jsou taktéz ovlivnény
dal$imi druhy fytohormont a jejich koncentraci. Ptikladem propojeni s ostatnimi fytohormony
je naptiklad zapojeni brassinosteroidii do rastu rostlin. Rist rostlin je soucasné¢ ovliviiovan také
auxiny a gibereliny. Vliv brassinosteroidi je ovS§em v rustu rostliny nezanedbatelny. Jsou-li
brassinosteroidy vlivem genetické poruchy blokované, rostlina do pozadované vysky nedoroste
(Bruyne et al., 2014). Brassinosteroidy podporuji starnuti listti, ptisobi tak antagonicky nejen
k cytokinintim, ale také k auxintim. Oproti tomu podporuji bunécné dé€leni, ¢imz ptisobi k

cytokininiim a auxiniim synergicky (Hayat et al., 2016).

Brassinosteroidy se fadi mezi stresové hormony. Pomahaji tak rostling preckat stresové obdobi,
které zpiisobuji jak abiotické faktory, tak i biotické. Tyto fytohormony rovnéZ umi vyvolat
syntézu ethylenu, ktery je rovnéz stresovym hormonem. Brassinosteroidy tak ¢ini za podpory
kyseliny abscisové, ktera také vyvolava syntézu plynného hormonu. Dalsi nezbytnou vlastnosti
brassinosteroidt, je zapojeni do syntézy superoxiddismutazy, ktera se podili na regulaci
nebezpe¢nych, piesto nezbytnych kyslikovych radikala (ROS) (Lv et al., 2018), které hraji
klicovou roli nejen pifi obrané rostliny, ale ziejmé také pii jejim vyvoji. Dalsi zajimavou
vlastnosti pro oblast zemé&délstvi, je schopnost aktivovat fotosyntézu (Sharmaet al., 2018). Dale
se brasssinosteroidy podileji na bunécném deleni a reguluji fadu gend, zapojenych do riznych
fyziologickych procest, mezi které patii napriklad metabolismus proteinti plus enviromentalni

a hormonalni reakce (Peres et al., 2019)
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Obrazek 1 — Brassinosteroidy (ChemSketch, 2019): a) brassinolid; b) kastasteron; c) typhasterol

ProtoZze jsou fytohormony tuzce provazané, je nutné porozumét nejen Vlastnostem

brassinosteroidiim, ale také vSech ostatnich fytohormond.

3.4 Cytokininy
Cytokininy jsou druhem fytohormont nachazejicich se nejen v rostlinach, ale také v bakteriich,
fasach, rozsivkach, ve vét§in¢ druht mechti a hub; a nékterych druhti hmyzu. Cytokininy maji
fadu vlastnosti, které jsou pro rostlinu nezbytné. Nékteré druhy hmyzu a hub si ovSem za
pomoci tohoto druhu fytohormonu vytvofily strategie, kterymi snadnéji napadaji své hostitele.
Nejen, ze mohou snizit obranu rostliny, ale také mohou rostlinu pfinutit k dodavani zivin na

Jimi napadené misto (Giron et Glevarec, 2014).

3.4.1 Druhy

Cytokininy jsou odvozeny od chemické slouceniny puriny. Pfesto se mezi cytokininy fadi i
slouceniny, které zadny purinovy zéklad nemaji, vlastnostmi jsou vSak cytokininlim blizké
(Psota et Sebanek, 1999). Endogenni cytokininy vychézi strukturng z adeninu, ktery rostlina
substituuje na AMK v poloze 6. Tento chemicky proces je podminkou buné&tné aktivity
(Prochazka et al. 1998). Cytokininy, N® substituované derivaty adeninu, délime dle R?
substituentu na izoprenoidni cytokininy a aromatické cytokininy (Podlesakova et al., 2012).
K izoprenoidnim cytokininim nalezi: N°®-(A2-izopentyl)adenin, dihydrozeatin a zeatin
(Podlesakova et al., 2012), k aromatickym pak: 6-benzyladenin, 6-benzylaminopurin, orto-

topolin, meta-topolin a para-topolin (Dolezal et Strnad, 2017). Dale do této skupiny patii



ribozity, chemické latky majici ribézu v poloze N-9, a ribotidy, chemické latky s kyselinou

fosfore¢nou, navazanou v poloze 5 na ribéze (Prochazka et al. 1998).
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Obrazek 2: Cytokininy (ChemSketch, 2019): a) kinetin; b) zeatin; c) 6-benzyladenin, d) m-topolin.

3.4.2 Vyznam
Cytokininy maji v rostliné mnoho fyziologickych funkci. Podileji se na zpozdéni starnuti listd,
senescenci a prenosu zivin (Dolezal et Strnad, 2017). Prave téchto vlastnosti se naucily vyuzivat
mnohé druhy hmyzich fytopatogend. Prikladem takového hmyziho Skudce je klinénka
jablonova (Phyllonorycter blancardella), parazitujici na jabloni domaci (Malus domestica). Ve
slinach této housenky, byly objeveny cytokininy o vysokych koncentracich, mezi které
napiiklad také pattil zeatin (Giron et Glevarec, 2014). Brassinosteroidy podporuji starnuti listu,
pusobi tak antagonicky k cytokoninim (Hayat et al, 2010). Cytokininy, spole¢né s auxiny, se
také podileji na iniciaci a kontrole bunécného déleni. Pfi vhodném poméru s auxiny podporuji

cytokininy rovnéz tvorbu pupenti, nebo kofent (Taiz et Zinger, 2002).

3.5 Auxiny

Ch. Darwin a jeho syn, béhem druhé poloviny 19. stoleti studovali rist rostlin. Jednim z jejich
zajmu, byla také schopnost rostlin ohybat se za svétlem — fototropismus. Darwinové zjistili, ze
pokud se folii ptikryje $picka koleoptile, rostlina se za svétlem neohne, piestoze riistova oblast
se nachazi nekolik milimetrd pod Spickou. Védci dosli kK zavéru, Zze se na Spicce coleoptile
vytvaii jakysi druh signalu, ktery putuje do ristové zony. Tento jev pak popsali ve své knize

Sila pohybu, kterou publikovali v roce 1881. Na tento vyzkum navéazalo mnoho dalSich védci,



ve snaze jev vysvétlit. Mnozi nasledovnici se pokusily chemickou latku zptsobujici pienos
signalu izolovat, ale v okamziku pomleti rostlinné tkan¢ se uvolnily inhibujici latky zachycené
v bunkéch, které zamezily izolaci nezndmé chemikalie. 1926 F. Went se rozhodl misto pomleti,
coleoptilu roziezat na prouzky. Timto krokem se mu povedlo neznamé latky izolovat a prokazat
jejich existenci. Nové objevené latky diky témto pokustim ziskali nazev auxin z Reckého
auxein, coz znamend ,rust’ nebo ,zvétSovat‘. Auxiny se tak staly prvnimi objevenymi

fytohormony v historii (Taiz et Zinger, 2002).

3.5.1 Druhy

Auxiny se nepovedlo syntetizovat jen v rostlinach, ale také v bakteriich a fasach (Prochazka et
al. 1998). Postupem c¢asu bylo objeveno nepifeberné mnozstvi téchto latek, které méli
nejriznéjsi ptivod. Proto byly auxiny rozdé€leny na syntetické a pfirozené. Mezi pfirodni auxiny
se naptiklad fadi kyselina idolyl-3-octova (IAA) nebo kyselina fenyloctova (Erb et al., 2012).
Postupny vyzkum prokazal, Ze se kyselina fenyloctova nachazi v rostlinnych v daleko vyssich
koncentracich nez [AA, mé vSak daleko mensi u¢inky. Do skupiny syntetickych auxini se vSak
zafadilo daleko vice chemickych latek. Pro ptehlednost tak byly tyto auxiny rozdéleny do
dalsich skupin, mezi které patii naftalenové kyseliny, chlorfenolové kyseliny, benzoové
kyseliny a derivaty kyseliny pikolové. | tyto druhy auxinu se v rostlinach nachazi a podileji se
na nezbytnych fyziologickych procesech. Mezi syntetické auxiny se fadi naptiklad indol-3-

maselna kyselina nebo kyselina 4-chlor-1AA (Prochazka et al. 1998).
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Obriazek 3: Auxiny (ChemSketch, 2019): a) IAA; b) idol-3-maselna Kyselina; c) 4-chlor-1AA; d)

kyselina fenyloctova



3.5.2 Vyznam

Z pokust Ch. Darwina vyplyva, Ze se auxiny podileji na stimulaci prodluzovaciho rastu a
podileji se na fototropismu (Taiz et Zinger, 2002). Mezi dalsi vlastnosti auxint patii podil na
bunééném deleni nebo apikalnim dormanci (Erb et al., 2012). Maji také svou roli v obrané pied
herbivory a také se podileji na rozpoznavani fytopatogenti. Dalsi funkce, do které jsou auxiny
spole¢né s cytokininy zapojeny, patii i regenerace rostlinnych pletiv po jakémkoli zranéni. Zda
se také, Ze jsou auxiny, stejnd jako cytokininy, zékladni fytohormony. Zadna mutaci ovlivnéna
rostlina, se bez téchto druhii fytohormont neobesla. Je tedy ziejmé, ze auxiny a cytokininy jsou

pro zivot rostlinu nezbytné (Taiz et Zinger, 2002).

3.6 Gibereliny

Skupina giberelint byla objevena v 50. letech minulého stoleti. Do soucasnosti bylo objeveno
vice nez 125 giberelint a je znama spiSe jejich biologicka aktivita nez jejich chemicka struktura.
Mnohem dfive vSak byly gibereliny objeveny japonskymi védci. Asijsti péstitelé ryze znali
nemoc, kterd zptiisobovala, ze byla ryze vysoka a vylucovala produkci semen. Védci, kteti
patrali po pivodu této nemoci zjistili, ze ptivodcem je houba uvolnujici chemickou latku, ktera
poskozuje rostliny. Izolovana latka dostala nazev giberelin po houb& Gibberella fujikuroi.
Japonsti védci nédsledné dokazali izolovat aktivni slouCeniny, které dostaly nazev giberelin A a
B. Vlivem 2. svétové valky se vSak tento objev nedostal k zapadnim védctim. Védci z USA a
vyzkumna stanice Welyn v Britanii, tak gibereliny objevily az v 50. letech. Tato latka dostala
nazev kyselina giberelova. V téZze dobé se povedlo japonskym védciim izolovat dalsi tfi
chemické slouceniny nalezici ke giberelinum. Giberelin Al, giberelin A2 a giberelin A3,
piicemz giberelin A3 se shodoval s kyselinou giberelovou. Nasledny vyzkum prokazal, ze
gibereliny jsou obsazeny ve vSech houbach, kde kyselina giberelova je hlavni komponentou.
Mezi gibereliny tak patii vSsechny chemické latky, které jsou odvozeny od prstencové struktury
entkaurenu (Taiz et Zinger, 2002). Rostlina tyto latky syntetizuje nejvice v mladych tkanich
rostliny, pfipadné ve zrajicich semenech. Syntéza giberelin zac¢ina v chloroplastech a nasledné

zahrnuje membranu a cytoplazmu (Davies, 2010).
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3.6.1 Vyznam

Gibereliny ovliviiuji mnoho vyvojovych procest rostlin. Za pomoci téchto fytohormonti mize
rostlina ovladat rizné aspekty pii kliceni semen, mezi které patii naptiklad ukonceni dormance,
nebo mobilizace endospermové odezvy. Nejvyznamnéjsi rys giberelinti je ovSem schopnost
prodluzovat stonky rostlin. Tuto vlastnost 1ze nejlépe pozorovat u trpasli¢ich druht rostlin.
Exogenné podavany giberelin A3 totiz miize zpusobit u trpasli¢ich druht takovy rust, Ze se
velikosti vyrovnaji nejvy$sim odridam stejného druhu. Tento rist je ovSem doprovazen
zten¢enim stonku a zmensenim velikosti listi, které ziskaji svétlejsi zelenou barvu. Gibereliny,
spolecné s brassinosteroidy, ovliviiuji rust rostlin, vétveni a vyvoj pohlavnich orgént. Tato
spole¢na kombinace byla prokazana v rostlinach husenicku a kukufici seté (Zea mays) (Best et
al., 2016). Gibereliny maji také vliv na prodlouzeni kofenti rostliny. Gibereliny se také podileji
na obran¢ rostliny (Taiz et Zinger, 2002) a podporuji tvorbu enzymt, i zrani ovoce (Davies,
2010).

3.7 Ostatni fytohormony s regula¢ni funkci

K fytohormonim se tadi daleko vice chemickych latek, které se podileji na fyziologickych
procesech rostliny. Mezi chemické latky, které se podileji na obrané rostliny pted fytopatogeny,
patii kyselina jasmonova (Creelman et Muller, 1997) a kyselina salicylova (An et Mou, 2011).
Mezi stresové fytohormony se pak zafadily: kyselina abscisova (Danquah et al., 2013) a
ethylen. Nedavné vyzkumy vSak prokazaly, Ze i tyto stresové hormony se, stejné jako

brassinosteroidy, zapojuji do obranného mechanismu rostliny (Taiz et Zinger, 2002).

3.7.1 Ethylen
Ethylen je pomérné dlouho znamy plyn, ktery je mimo jiné obsazen také v zemnim Ci
koksarenském plynu. Pravé tyto plyny, se v 90. letech 19. stoleti zacaly hojné vyuZzivat
k osvétleni ulic. Jejich ptitomnost vSak zpuisobovala defoliaci blizkych stroml. Tento efekt
nezustal bez pov§imnuti a mnoho védcti zacalo zkoumat, co tuto defoliaci zptisobuje. 1934 tak
R. Gane poprvé definoval ethylen jako pfirodni produkt, ktery diky svym vlastnostem na
rostliny, byl zafazen mezi fytohormony. Jedna se tak o jediny plynny fytohormon v rostlinach
(Taiz et Zinger, 2002). V rostling je ethylen ukotven pomoci prekurzoru, 1-aminocyklopropan-

1-karboxylové kyseliny. Plyn se na tento prekurzor mize snadno navazat a snadno Se z n¢j také
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uvolnit, dle potieb rostliny. Aktivita plynu je tak ovlivnéna prekurzorem. Bez prekurzoru
ethylen unika do mezibunéénych prostor a odtud priduchy vychazi z rostliny do okoli (Van de
Poel et VVan der Straeten, 2014). Ethylen je pro rostlinu nesmirné dilezity pii zrani plodu, pii
degradaci Skrobu, celulozy i1 pektinu. Také se podili na senescenci rostliny a gravitropismu. Pti
gravitropismu, dochazi k interakci mezi ethylenem a brassinosteroidy, a¢ nepiimo pfes auxiny.
Brassinosteroidy ovSem pulsobi antagonicky k ethylenu (Saini et Sharma et Pati, 2015). OvSem
stejné jako brassinosteroidy, je také ethylen oznatovan za stresovy hormon rostliny. Cim vyssi
ma rostlina stres, tim vyssi je jeho koncentrace. Syntézu ethylenu spousti rizné stresové faktory,
mezi které patii nedostatek vody, teplotni vykyvy, mechanické poranéni a dalsi. Tento stresovy
hormon se pak zapojuje do obrany rostliny v podob¢ zvyseni odolnosti proti chorobam, ale také

Vv podobg¢ iniciace hojeni ran (Taiz et Zinger, 2002).

3.7.2 Kyselina jasmonova

Kyselina jasmonova byla poprvé objevena v rostlin€ jasminu, po které tento fytohormon dostal
svlj nazev. Tento fytohormon se v rostlinach podili na dozravani zivotaschopného pylu, ristu
kofeni a na uchyceni Gponkd rostliny, nebo na senescenci (Vylicilova et al., 2015). Nejvice
vSak byla kyselina jasmonova spojovana s obranou rostliny proti riiznym druhtim $ktidctim,
ochranou rostliny proti chorobam, které tito Skiidci mohou zptisobovat (Chanclud et al., 2016).
Derivaty kyseliny jasmonové se kupfikladu podileji na obrané za pomoci aktivaci gend,
zachovavajicich proteiny v rostliné. Tyto derivaty v§ak maji také negativni vliv, kdy potlacuji
tvorbu proteinti podilejicich se na procesu fotosyntézy (Creelman et Muller, 1997).
Methyljasmonat se naptiklad podili na systémove ziskané obrané rostliny (SAR) (Profotova,
2006). I ptes to, ze se kyselina jasmonova a jeji derivaty podileji na obrané rostliny ve vSech
¢astech, nejvyssi koncentrace se nachazeji v kotenech, starSich listech, ¢i zralejSich oblastech
stonku. Vysoké koncentrace jsou také v reprodukénich organech nebo kvétech (Creelman et
Muller, 1997). Kyselina jasmonova vSak nema vyznam jenom pro rostliny, ale také pro hmyzi
zastupce. Tento fytohormon byl objeven ve vajickach a housenkach nékolika druhit motyla
(lepidoptera) a to v daleko vyssich koncentracich, nez je koncentrace kyseliny jasmonové u
rostlin. Vyrazné rozdily koncentraci byly také mezi jednotlivymi druhy; a také mezi vajicky a
larvami stejného druhu. V nékterych piipadech byla naméfena vyssi koncentrace ve vajickach
nez u larev. U bekyné velkohlavé (Lymantria dispar) byla ovSem koncentrace kyseliny

jasmonové vyssi u larev nez ve vajickach, a to i ptesto, ze cerstve vylihnutym jedinciim chybéla
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potrava. Ziejmé se tak jedna o biokumulaci kyseliny jasmonové piedavanou z matky na

potomstvo (Tooker et De Moraes, 2005).

V roce 1991 byl objeven peptidovy hormon systemin. Poprvé byl izolovan z rajatovych
(Solanum spp.) listd skupinou vedenou C. A. Ryanem. Rostlina tento peptid produkuje
v okamziku napadeni fytopatogenem. Syntéza peptidu probiha na cytoplazmatickych a
bunécnych sténach rostlinnych bunck. Zpocatku se vétilo, ze prekurzor pro systemin je stejny,
jako prekurzor pro brassinosteroidy, ale tato teorie se neprokazala. Nyni se piedpoklada, ze
systemin navysuje produkci kyseliny jasmonové a ma tak zasadni vyznam pii obrané rostliny.
Nové vyzkumy dopomohly k objeviim dal$ich peptidovych hormonti spojenych s fytohormony,
a tedy i kyselinou jasmonovou. Tyto peptidy byly objeveny napiiklad také v tabaku (Nicotiana
spp.) (Pearce, 2011).

3.7.3 Kyselina salicylova
Kyselina salicylova ma velky vyznam na obranu rostliny, stejné jako kyselina jasmonova. I
kdyZ ma vyznamnou roli, je kyselina salicylovd sekundarnim metabolitem, ktery produkuji
nejen eukaryotické buiiky, ale také prokaryotické organismy. Tento druh kyseliny se fadi mezi
fenolické latky s aromatickym jadrem, na které je navazana hydroxylova skupina nebo jeji
funk¢ni derivat. 1 kdyz jde o pomérné slozitou chemickou latku, je kyselina salicylova jednou
z nejstarsich latek vyuzivanou ve farmacii jako 1€k. Jeji 1é€ivé schopnosti jsou znamy jiz od 5.
stoleti n.l. Hippokrates, fecky 1ékat povazovany za otce mediciny, tuto latku pfedepisoval jako
1€k proti bolesti. Kyselinu salicylovou se vSak podatilo izolovat az v roce 1885, némeckym
védcem J. A. Bushnerem. Uméle vytvofenou kyselinu salicylovou vytvoftil pozdé€ji R. Piriem.
Diky tomuto objevu, miizeme tento fytohormon vyuzivat ve farmacii dodnes. I kdyz je kyselina
salicylovd znama spise 1é¢ivymi Ucinky, pfipadné obrannymi schopnostmi, ma v rostliné vice
vlastnosti. Mezi jeji dal$i vlastnosti, patfi naptiklad zapojeni do bunécného dé€leni,
termoregulace ¢i kliceni semen. Kyselina salicylova se, stejné jako kyselina jasmonova, podili
na SAR. Védci tuto vlastnost objevili v rostlin€ tabdku, kdy je tento fytohormon dilezity pii
obran¢ rostliny proti tabakové mozaice (Schreiber, 1994). OvSem rostlina mtze kyselinu
salicylovou vyuzivat jesté v daleko vétsi mite. Tato latka je vyrazné propojena se signalnimi
drahami ostatnich fytohormont. Védci prokazali, ze pii infekci rostlina navysi tuto latku, a to i
mimo napadenou oblast. Jakymi zptisoby je rostlina schopna kyselinu salicylovou syntetizovat,

nebylo zatim zjisténo (An et Mou, 2011).
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3.7.4 Kyselina abscisova
Kyselina abscisova byla dlouho myln¢ povazovana za pivodce abscise odtud jeji nazev.
Postupnym vyzkumem se vSak zjistilo, Ze za tento jev je odpovédny ethylen a kyselina
abscisova se na jevu podili spiSe nepiimo. Je totiz odpovédna za stimulaci ethylenu. Mezi jeji
prokazané vlastnosti patii zrani a dormance semen. A stejné jako brassinosteroidy a ethylen, je
kyselina abscisova zafazena mezi stresové hormony (Taiz et Zinger, 2002). Kyselina abscisova,
spole¢n¢ s brassinosteroidy, pfispiva ke schopnosti rostliny zvladnout stres zplsobeny jak
abiotickymi, tak biotickymi ¢initeli. Rovnéz dopomaha rostliné adaptovat se na zmény okoli
(Morrison et al., 2015). Protoze se kyselina abscisova fadi mezi izoprenoidy, podili se spole¢né
S cytokininy a auxiny na vyvoji a rstu rostliny. Tento druh kyseliny hraje také diilezitou roli
pii inhibici klieni, uzavirani priduchti a dalsich nezbytnych fyziologickych procesech
(Danquah et al., 2013). Jelikoz brassinosteroidy podporuji kliceni semen, maji v tomto procesu
antagonicky vliv na kyselinu abscisovou (Saini et Sharma et Pati, 2015). A pfestoze v rostlinach
je kyselina abscisova syntetizovana v plastidech buné€k, byl tento druh chemické slouceniny

objeven ve vSech organismech, kromé ttidy Archea (Danquah et al., 2013).

4. Volatilni organické latky

Volatilni organické latky (BVOC) jsou sekundarni metabolity, které nespadaji do skupiny
fytohormoni. Pfesto je jejich produkce ovlivnéna fyziologickym stavem rostliny, dostupnosti
svétla a jinymi metabolickymi latkami. BVOC jsou latky, které mizeme velmi dobfe vnimat.
Ztejmé se jedna o signalni chemikalie, slouzici K pfenosu informaci mezi dvéma rostlinami.
Piikladem takové viin€ zpisobené BVOC, je kuptikladu viin€ borovice, zptisobend latkami a-
pinen a b-pinen. Dal$im ptikladem, je viin€ citronu zptisobena limonenem, viing ¢erného pepie
sabinenem nebo viiné eukalyptu za kterou je odpovédna latka cineola. Vétsina téchto t€kavych
latek spada do skupin benzenoidi, isoprenil, mono- a seskviterpenoidii. Rozdéleni na zakladé
biosyntézy se ovSem BVOC rozdéluji na terpenoidy, derivaty mastnych kyselin,
fenylpropanoidy, benzenoidy a dal§i amino derivaty kyselin. Nejvétsi skupinou tohoto
rozdéleni jsou terpenoidy. Ptikladem latek spadajicich do skupiny terpenoidi, jsou
fytooxylipiny znamé také jako tékavé latky zelenych listd. Fytooxylipiny zahrnuji C6 aldehydy,
alkoholy a jejich estery. Rostliny je syntetizuji, kdyz jsou listy poSkozeny biotickym a

abiotickym stresem. Fytooxylipiny tak mohou zprostfedkovavat komunikaci nejen mezi
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jednotlivymi rostlinami v okoli, ale také mezi jednotlivymi orgény. Huseni¢ek z porusenych
pletiv uvolnoval cis-3-hexenal, zatimco z okolni neporusené tkané se uvolnovali latky hexenol
a cis-3-hexenylacetat. Tim byla u BVOC prokazana souvislost s obranou rostliny. Rovnéz bylo
prokazano, Ze v ptipad¢ napadeni mohou BVOC ptivolat predatory ¢i parazity fytopatogend.
BVOC byly objeveny nejen v rostlinach, ale také v houbach a bakteriich (Simpagra et
Takabayashi et Holopainen, 2016).

5. Obrana rostliny
Vsechny casti rostliny, at’ uz se jednd o nadzemni Casti ¢i podzemni, jsou nepfetrzité
vystavovany nejruznéj$im fyziologickym interakcim. Mezi tyto druhy interakci patfi nejen
bézné zivotni podminky, ale také biotické ¢i abiotické stresové faktory. Na vSechny druhy
interakci si rostliny vyvinuly riizné obranné mechanismy, na kterych se podileji i fytohormony.
Mezi nejcastejSim biotickym stresovym faktorem, jsou organismy tfidy hmyzu. Hmyz se fadi
mezi nejpocetnéjsi skupinu a do této tiidy se fadi az 80 % vSech druhi svéta, pfi¢emZ vétSina
téchto hmyzich druhd jsou bylozravci a jsou tak rostlinnymi fytopatogeny. Tyto druhy pak
kazdoro¢né zpusobuji rozsahlé Skody na zemédé€lskych plodinach. Aby se rostlina byla schopna
aktivng, a hlavné ucinné branit, musi byt nejprve schopna vnimat utok a adekvatné reagovat
aktivaci nejvhodnéjsiho obranného systému. Vybrat nejvhodné&jsi obrannou strategii je klicové.
Rozmanitost hmyzu dopomohla k vytvofeni mnoha zptisobu napadeni, na které rostliny v ramci
evoluce odpovédely vytvorenim riznych strategii obrany. Rostliny vnimaji atoky fytopatogenu
za pomoci elicitort (chemické slou¢eniny schopné stimulovat tvorbu jiné chemické slou¢eniny)
odvozenych od skudci, nebo pak neptimo, prostiednictvim rozpoznani hmyzich proteint.
Jednim z takovych proteinti, je inceptin. Inceptin jenz je obsazen ve slinach housenek, které se
zivi Castmi rostlin. Tato chemicka sloucCenina aktivuje regulacni oblasti indukci tékavych
fenylpropanoidnich a protedzovych inhibitori. Mezi piimé biotické elicitory produkované
patogeny, patii napiiklad volicitin (Elena, 2012). U bakterii pak je schopna rostlina rozpoznat
latku flagelin, u hub chitin (Chanclud et al., 2016). Jakmile jsou tyto latky rostlinou

identifikované, dojde k okamzité aktivaci obranné reakce rostliny.

Vyzkum obrany rostlin se historicky zaméfil na vyzkum tii fytohormont. Kyselina salicylova,
kyselina jasmonova a ethylen, byli dlouho povazovany za hlavni obranné fytohormony.
V husenicku rolnim bylo zjisténo, Ze rostlina proti biotrofnim fytopatogeniim vyuziva pirevazné
kyselinu salicylovou, zatimco proti nekrotrofnim fytopatogenim pouZzivd smés kyseliny
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jasmonov¢ a ethylenu. Takeé bylo zjisténo, Ze tyto dvé cesty obrany jsou zpravidla antagonické.
V nedavné dobé se vSak tento jednoduchy model zacal zpochybiiovat s tim, ze obrana rostlin je
brassinosteroidd. Do této signalizacni sit€ jsou zapojeny také auxiny, které maji mnoho
podobnych vlastnosti jako kyselina jasmonova, zatimco proti kyselin¢ salicylové pusobi spise
antagonicky. Dalsi moznosti obrany je akumulace ROS Chanclud et al., 2016). K ROS se fadi
nejen vsechny radikalni formy kysliku, ale také chemické slouceniny v podob¢ peroxidu vodiku
¢1 singletovy kyslik, ktery je povazovan za jeden z faktora starnuti. ROS jsou vysoce toxické
chemické latky, které zptisobuji rozpad bun¢k. Tato vlastnost je pro obranu rostliny klicova,
presto pro samotnou rostlinu nebezpe¢na. ROS totiz mohou urychlit nastup senescence
(Vylicilova et al., 2015). Aby rostlina zabranila nezadoucim u¢inktim, vyuziva k regulaci ROS
brassinosteroidy (Lv, B. et al., 2018). Rostlina je pfi ohroZeni také schopna posilit buné¢nou
sténu v misté¢ ohroZeni. Touto strategii rostlina zabrani pfistupu fytopatogenu k samotnym
bunkam. Do obrany se také mohou zapojit metabolity a enzymy S antimikrobialnimi
schopnostmi, které rostliny také syntetizuji (Chanclud et al., 2016). Dal$i moznou obranou je
schopnost rostliny piivabit predatora nebo parazita rostlinného skuidce. Nejcastéji tuto vlastnost
rostlina vyuZziva proti larvam fytopatogenu. Tuto strategii Ize pozorovat naptiklad u kukufice
(Zea spp.), ktera po rozpoznani sktidce zvysi syntézu kyseliny jasmonové v listech, ¢imz se
zahaji syntéza BVOC. Tim rostlina ptivabi vosu z rodu luméikovitych (Cotesia), které do
housenek nakladou vajic¢ka, ¢imz je nakonec zahubi (Van Poecke et al., 2001). Tyto uzite¢né
druhy predator jsou ovSem dnes ohrozeny pesticidy a dal$imi chemickymi latkami, které
zlep$uji vynosnost plodin nebo hubi fytopatogeny. Moznym feSenim by mohl byt pfechod na
ekologické zemédélstvi, coZ by mohlo zlepsit Zivotni podminky pro druhy hmyzu podilejicich

se na obrané rostlin pfed Skudci (Elena, 2012).

Ve vSech zminénych obrannych mechanismech se rostliny opiraji o fytohormony. Jejich podil
na obrané viak neni za viech okolnosti stejny. Uinky brassinosteroidi pii obrané rostliny se
zdaji byt ovlivnény nejen Zzivotnim stylem fytopatogenu, ale také jsou ziejmé ovlivnény
strategii infekce. Je také zieymé odliSné, jakym zpiisobem jsou brassinosteroidy rostling
podavany. Tedy zda jsou tyto fytohormony podavany uméle, nebo jsou rostlinnou
syntetizovany (Mei-Hui et al., 2018). Strategie fytopatogenu je ovsem také zasadni. Mizeme
rozlisit n€kolik strategii. Jednou z nich jsou biotrofni patogeny, které zdanlivé Ziji v souladu
s hostitelem. PoSkozeni takovymto typem patogenu je mirné a nedestruktivni. Brassinosteroidy

Vv takovémto piipadé¢ zfejmeé dopomahaji rostlin€ ke zvysSeni odolnosti a chrani tak rostliny pred
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témito druhy Sktdct. Napiiklad exogenné podavané brassinosteroidy dopomohly snizit u
brambor poskozeni, zpisobené eukaryotnimi organismy z rodu Phytophthora. Brassinosteroidy
byly vsak také zkoumény u hemibiotrofnich a nekrotrofnich fytopatogenii. Zde je ucinek
brassinosteroidii zna¢n¢ Siroky. Tyto druhy fytohormoni mohou v ramci obrany proti témto
typum fytopatogend, navysit rezistenci rostliny, navysit citlivost, nebo nemuseji mit zadny
ucinek. Jak budou brassinosteroidy ucinné, zavisi na druhu fytopatogenu (Mei-Hui et Zhe-Ze
et Jun-Xian, 2018). Brassinosteroidy se naptiklad podileji na obrané je¢mene pied Fusarium
oxysporum coz je houbova choroba nejéastéji zpuisobena Srpovickou Spicatovytrusnou
(Fusarium oxysporum). Ne vzdy ov§em pusobi brassinosteroidy na obranu rostliny pozitivné.
Exogenni brassinolid znemoziuje vytvofit resistenci husenicku na bakterii Pseudomonas
syringae a houbu cern kapustovou (Alternaria rassicicola). Dalsi studie odhalily, Ze oSetieni za
pomoci brassinolidu zpisobilo u ryze seté (Oryza sativa) piecitlivélost na kofenové
fytopatogeny Pythium graminicola a Meloidogyne graminicola. Toto zjisténi poukazalo, Ze
brassinosteroidy mohou obranu rostliny nejen podporovat, ale také snizovat az natolik, ze
ztejm¢& Pythium graminicola vyuziva brassinosteroidy jako faktor virulence. Vyuziti
brassinosteroidil neni nikterak ojedin€lé. Dal$im fytopatogenem vyuZivanym fytohormonem je
naptiklad auxin, ktery skiidei produkuji za ucelem manipulovat s obranou a vyvojem rostliny

(Bruyne et al., 2014).

6. Bekyné velkohlava
6.1 Popis a zivotni cyklus bekyné velkohlavé

Bekyn¢ velkohlava (Lymantria dispar) se fadi do nové ustanovené Celedi Erebidae, ktera
Vv soucasnosti nema Cesky ekvivalent (Zahradnik, 2014). Bekyn¢ velkohlava ma, stejné jako
ostatni druhy ¢eledi Erebidae, pohlavni dimorfismus. Rozpéti kiidel sameck je 35 az 45 mm.
Prvni par kiidel se vyznacuje hnédou barvou s tmavym pfi¢cnym vinkovanim, zatimco druhy
par kiidel ma hnédou barvu (Kfistek et Urban, 2013). Samecci maji na hlavé par mohutnych,
oboustranné petenitych tykadel, sami¢ky se pak vyznaCuji parem nitkovitych tykadel
(Zahradnik, 2014). Samicky se déle odliSuji svou mohutnosti. Maji také vétsi rozpéti kiidel,
vV rozmezi 50 az 75 mm. NeodliSuji se vSak jen mohutnosti a vétSim rozpétim kiidel, ale také
svou barvou. Samicky, na rozdil od sameckll, maji oba pary kitidel Spinavé bilé, pti¢emz, stejné

jako u sameckl, ma prvni par kiidel tmavé, pri¢né vinkovani. Vajicka bekyné maji kulovity
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tvar, charakteristickou zlutohnédou barvu a na dotek jsou lepkava. Samicka klade vajicka
v ovalnych hromadkach na kiry stromi, kdy tyto snusky bekyné pokryva zlutohnédymi
chloupky ze svého zadeCku. Vysledny tvar této sntisky (tzv. hubky) se podobaji plsténym nebo
houbovitym bochankiim. Nasledné¢ housenky pak mohou doriistat az do velikosti 70 mm.
Housenky lze rozpoznat diky zlutavé a tmavé mramorované hlave, valcovitému Sedozlutému
télu s Cervenou kresbou a tremi hibetnimi pruhy tdhnoucimi se podél celého téla. Napadné jsou
také modré bradavky na prvnich ¢lancich trupu. Na zbyvajicich ¢lancich pak maji housenky
bradavky cernéjsi barvy. Po dvou mésicich aktivniho Ziru se housenky zakukli. Kukly jsou
dlouhé¢ v rozmezi 20 az 30 mm. Maji matnou, cervenohnédou barvu s fidkymi, zato pomérné
dlouhymi ¢ervenozlutymi Stétecky chlupt (Kiistek et Urban, 2013). Fyziologie bekyné¢ je silné
zavisla na chemickém slozeni hostitelské rostliny. Od vlastnosti rostliny se odviji nejen vyvoj
tohoto fytopatogenu, ale také nezbytna reprodukce, i samotné fyziologické schopnosti Skudce.
Rostliny, které produkuji alelochemikalie, nebo jsou pro bekyni nutricné nedostatecné,
zpisobuji metabolickou zatéz tohoto hmyzu. Stres se projevuje na vyvoji larev a zna¢né snizuje
jejich rust. Bekyné se takovémuto stresu brani za pomoci fenotypové plasticity, kdy se na
zhorSené az nepiiznivé podminky adaptuje. Naptiklad mize u bekyné dojit ke snizeni
vyuzitelnosti potravy, coZ tento hmyzi parazit kompenzuje zvySenym piijmem potravy. DalSim
piikladem adaptace na nutricni stres, jsou zmény na arovni zazivaciho traktu bekyné.
Alelochemikalie zase mohou zptisobit zmény u detoxikac¢nich enzymu bekyné (Lazarevis et al.,

2002).

V Ceské republice se bekyné nejéastéji pfemnozuje na dubovych nebo dubohabrovych
porostech. Nejcastéji se tak déje na jizni Moravé. V Evropé se s bekyni potykaji hlavné na jihu
a jihovychod¢ Evropy, kde bekyné napada prevazné dubové porosty (Kiistek et Urban, 2013).
I kdyZ bekyné nejvice napada dubové porosty, nejsou jejim jedinym zdrojem potravy. Bekyné
velkohlava je polyfagni druh hmyzu, kdy je schopna parazitovat az na 500 druzich rostlin ze 73
Celedi (Lazarevis et al., 2002). Bekyné ovsem dava piednost hlavné dubtim (Quercus spp.),
habrim (Carpinus spp.), bukam (Fagus spp.), kastanovnikim (Castanea spp.), jablonim
(Malus spp.) a hrusnim (Pyrus spp.). V mensi mife ji 1ze nalézt na biizach (Betula spp.), lipach
(Tilia spp.), vrbach (Salix spp.), topolech (Populus spp.), javorech (Acer spp.), olsich (Alnus
spp.), modiinech (Larix spp.) a dalSich druzich véetné ket (Zahradnik, 2014). Teplé a suché
klima podporuje rozmnozovani a vyvoj bekyné velkohlavé. Gradace, zpisobené teplym
podnebim, pak obvykle trvaji 3 az 5 let a dochazi k periodickému opakovani (Ktistek et Urban,
2013). Bekyne, pti téchto gradacich, zptisobuje rozsahlé holoziry, v jejichz dusledku dochazi
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k odumirani nejen stromd, ale také celych porosti (BartoSova et al., 2019). Konec téchto
gradaci zpravidla zptsobuje nedostatek kvalitni potravy, kdy bekyné prejde na méné vhodnou
dfevinu. Dalsim faktorem ukonceni gradace bekyné jsou predatofi, pfipadné choroby. Mezi
predatory bekyné patii ptaci, napiiklad kukacka obecna (Cuculiformes canorus) nebo Zluva
hajni (Oriolus oriolus). Také jsou potravou krajnikt (Calosoma), dravych plostic (Heteroptera)
a dalSich hmyzich predatort. Vajicka jsou pak ohrozena riznymi druhy cizopasnikti. VétSina
gradaci je vSak ukoncena jadrovou polyedrii. Jedna se o virové onemocnéni housenek, kdy se
vlivem onemocnéni objevi v bunééném jadie polyedry, neboli bilkovinna téliska. Nékteré
housenky této nemoci podlehnou, ale mnohé jsou i ptesto schopny Zrat az do posledniho instaru
a nasledné se zakuklit. Vylihnuvsi se motyli jsou ovSem degenerovani, ¢imz dojde ke snizeni
populace v dané oblasti a ukonceni gradace (K#istek et Urban, 2013). V naSich zemé&pisnych
Sitkach dochazi k rozmnozovani bekyné v srpnu a zafi. Samecci se ovSem se sami¢kami pafi
obvykle jiz 1. den po vylihnuti, kdy samicky po nékolika malo hodinéch jiz kladou vajicka na
ktru stromi. Kladeni probiha primérné v 5 dnech, kdy samicka naklade 400 az 800 kust
vajicek. Nejvice samicka naklade jiz 1. den, obvykle 70 % z celkového poctu. Nejcastéji si
samicky vybiraji jizni stranu kment strom, rostoucich na okraji porostil a jinych oslunénych
mistech. Jsou-li bekyné ptemnozené, kladou samicky vajicka i tieba na patezy, ploty a jina

neobvykla mista.

Vajicka ukoncuji geneticky vyvoj po 3 az 4 tydnech, k vylihnuti housenek vSak nedochazi.
Housenky bekyné prodé€lavaji geneticky podminénou zimni diapauzu, coz zpisobi, Ze
housenky opousti vaje¢né obaly v dubnu nebo zacatkem kvétna nasledujiciho roku. Tim se
housenky vyhnou zimnimu obdobi a vylihnou se v dob¢, kdy dochézi k raSeni hostitelskych
rostlin. Cerstvé vylihnuté housenky se nikam nepiesouvaji. Zustavaji v okoli opusténych
sntsek a shlukuji se do skupin zvanych zrcatka. V téchto zrcatkach zlstavaji housenky nékolik
dni, teprve poté se vydavaji do korun stromi, kdy si za¢nou shanét potravu. V dobé& 1. instaru
zustavaji housenky pospolu, kdy se zivi mladymi a Cerstvé vyraSenymi listky (zanechavajic na
nich drobné otvory) a pupeny stromu. K rozptylu housenek dochazi od 2. instaru. Tehdy
housenky zacinaji ozirat listy ze vSech stran, vCetné zilnatiny. Zbytky téchto listti jsou pak
roztrouSeny na zemi po okoli. V okamziku, kdy housenky spotiebuji veSkerou potravu, dochazi
k nekoordinovanému rozmisténi, za t¢elem nalézt nové potravni zdroje. Jsou-li dostupné
zdroje potravy kvalitni a klima okoli je pro bekyni optimalni, vyvijeji se housenky piiblizn¢ 8
az 12 tydnd, zpravidla se tak zakukli v ¢ervnu. Pokud jsou ovSem podminky nepfiznivé, se

bekyné nachazi ve vyssich nadmotskych vyskach, mohou se housenky kuklit az koncem cervna
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¢i pozdéji. K zakukleni zpravidla dochazi ve $térbinach kury, fid¢eji 1ze nalézt kukly bekyné
napiiklad na plotu, staveni a jinych mén¢ vhodnych mistech. Pii gradacich se housenky mohou
kuklit i ve skuping, a to i po vice nez 100 jedincich. Motyli se pak lihnou po 2 az 3 tydnech
vyvoje. Zir bekyng velkohlavé tak vrcholi od konce dubna do poloviny ¢ervna. Bekyné tak ¢ini
nejvetsi Skody v dobé, kdy listy postizenych rostlin jesté nesplnily svou asimilacni funkci. Po
ukonceni Ziru by se pak rostliny mély béhem léta opét zazelenat a k zadnému vaznému ubytku
by dojit nemélo. Odlisténi mize znicit Grodu zaludd, prosychani koruny a odumirani dievin,
tiecba vlivem padlého starého stromu, ktery zptsobi zniCeni nové vyrasenych listku i
semenackd. Z toho vyplyva, ze bekyné velkohlava nezpusobuje primarné odumirani dievin ve
vetsim mnozstvi, jeji vliv ovSem zpusobuje, Ze se stromy nejsou schopny vyrovnat s dalSimi
neptiznivymi biotickymi ¢i abiotickymi vlivy, mezi které patii naptiklad nedostatek vody nebo
dlouho trvajici sucho (Kfistek et Urban, 2013).

6.2 Monitoring

Monitoring bekyn¢ probiha za pomoci feromonovych lapa¢u, vyuzivajicich sexualni feromon.
Zpravidla se monitoring provadi tfeti rok po ukonéeni gradaci. Lapace se rozestavi ve schématu
4x4 tak, aby jednotlivé lapace mély od sebe rozestup 50 m. Pfi piekroceni hranice 100 samcii
na jeden lapacC se ptechazi na Turéekovu metodu, kterd spociva v pocitani sniSek na ndhodné
vybranych stromech. Tato metoda se dd pouZzit pouze od zé4fi do inora nasledujiciho roku.
Pokud nésledny vysledek je vyssi nez dvé snlisky na jeden strom, jedna se o kalamitni stav. I
Vv ptipad¢ kalamitniho stavu nemusi dojit k obrannym opatfenim. Ty se provad¢ji v ptipadé, ze
jsou ohrozeni jedinci ve Spatném zdravotnim Sstavu, kuptikladu vlivem sucha, nebo se jedné o
viceletou defoliaci, ¢i se jedna o kombinaci vice faktor. Zasah se také miZe provadét ze
zdravotné-hygienickych divodu. Je-li bekyné pro napadeny strom ohrozujici a je tak tieba
ucinit obranna opatieni, dochazi k nim zpravidla v kvétnu. Kontrola obranného zasahu se
nasledné provadi za pomoci trusnikové metody, kdy se vyuzivaji trusniky o rozmérech 1x1 m.
Mortalita bekyn¢ se vypocita z rozdilu trusinek ptred a po obranném zasahu. Gradace bekyné
nelze predvidat. Pravdépodobny vyskyt se tak stanovuje podle vyskytu v roce piedeslém (LOS,
2019).
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6.3 Opatieni pted bekyni velkohlavou
Idealni zpisob obrany jsou preventivni opatieni, ktera snizuji pocet bekyni. Zejména se jedna
o vhodnou prostorovou a porostni skladbu, ktera umozni existenci vicero druhti pfirozenych
nepiatel bekyné velkohlavé. Vhodné je také podporovat vyskyt predatorii a parazitoidu.
Diulezitym faktorem je také respektovani ekologickych narokt rostlin. Odstraiiovat stromy
s velkym mnoZzstvim mrtvého dieva a s hrubou borkou, které predstavuji vhodné hostitele
bekyné velkohlavé. V mensi mife lze mechanicky odstrafiovat hubky ¢i housenky. Jako
posledni mozné opatieni se vyuziva chemicky postiik pomoci letecké ULV (ultra nizky objem)
aplikace. V mladych porostech je mozné vyuzit zadovych postiikovaci. K takovémuto opatieni
dochazi zcela vyjimecné. Vhodnéjsi je vyuzit biologické piipravky obsahujicich bakterie
Bacillus thuringiensis kurstaki, které napadaji housenky bekyné. I pfes dodrzovani téchto
preventivnich opatieni a vyuziti postiiki, mize bekyné napachat rozsahlé skody. Nejucinngjsi,
témef 100 %, je aplikace polyedrického viru nesouci oznaceni LAMNPV (Lymantria dispar
multicapsid nuclear polyhedrosis virus), diive Borralinivirus reprimens, ktery je v soucasné
dobé zakdzany (LOS, 2019). Veskeré chemické piipravky maji ov§em mnoho nepiiznivych
dopadid na okoli. Mnohé druhy si navic vlivem evoluce vytvaii rezistenci vaci témto
pesticidiim, a tak se zacaly zvaZovat nové zplsoby obrany rostlin pred hmyzimi patogeny.
Jednim moZnym feSenim se jevi sterilita samct hmyzu, ktera je zpisobena imyslnym zdsahem
do genetické vybavy zvoleného Skidce. Tato technika muze byt uspésna jen tehdy, kdyz
uvolnény sterilni hmyz G¢inné soutézi se svymi divokymi protéjsky o piizen samic. Toho se da
dosdhnout 1 za pomoci pesticidi, které pfirozenou opulaci hmyzu znaéné oslabi. MoZnou
budouci obranou jsou také nanocéstice obsahujici latky, kuptikladu pesticidy, které by uspésné
hubily Skidce, a pritom pfili§ nenaruSovaly okolni krajinu. Navic by tyto nanoc¢astice mohly

snadnéji pronikat pies kutikulu a tkdné hmyzu (Seth et al., 2018).

7. Metody pouzité pii méieni
7.1 Spektrometrie

Spektrometrie je metoda zaloZzend na interakci mezi elektromagnetickym zéafenim a
analyzovanym vzorkem. Zafeni je pak Castecné vzorkem absorbovano. Absorpci dojde ke
zméne energie molekuly, ¢imz vznika excitovany atom, ktery projde zkoumanym roztokem a

je nasledné detekovan pfistrojem. Mnozstvi svétla, které je propusSténo, odraZzeno nebo
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pohlceno je zavislé na vinové délce zafeni a na koncentraci zkoumané latky. Mnozstvi zafeni,
které projde, je popisovano pomoci transmitance. Transmitance miize nabyvat hodnot od 0,
(vzorek zateni zcela absorboval) az 1 (k absorpci zafeni vzorkem nedoslo). Absorbance je pak
zapornym dekadickym logaritmem transmitance. Vyjadiuje tak schopnost molekul latky
pohlcovat zaieni urcité vinové délky. Kazdé barevné svétlo ma svou specifickou vinovou délku.
Kupftikladu ¢ervené svétlo ma vinovou délku 660 nm, zelené svétlo pak 520 nm. Vlnova délka,
ktera je objektem vyzatena, urcuje vyslednou pozorovanou barvu. K samotnému stanoveni
koncentrace zkoumané latky slouzi Lambert-Beertiv zakon. Ten urcuje vztah mezi koncentraci
a absorbanci. Samotny zakon ovSem k pifesnému stanoveni nesta¢i. Vyuziva se také metoda
kalibra¢ni ktivky. Kdy se naméii absorbance nékolika kalibra¢nich roztoki o rtznych
koncentracich. Je nezbytné toto méfeni provést na jednom stroji, v jedné kyveté a o stejné
vlnové délce, aby nedoslo ke zmén¢ konstanty, ktera je zavisla na tloust’ce kyvety. Vysledna
zavislost je v idedlnim ptipad¢ linearni a prochazi poc¢atkem. Kalibra¢ni kiivku vSak Ize pouzit
vzorki se vyziva metoda standardniho ptidavku. Spektrometr se sklada ze zdroje svétla, optické
miizky nebo monochromatoru, §térbiny, ktera se posouva na zdkladé pozadované vinové délky,
kyvety a detektoru. Spektrometrie lze stanovit organické molekuly, anorganické ionty nebo
komplexy v roztocich. Touto metodou je také mozné analyzovat pevné materialy, jako jsou

napftiklad filmy nebo sklo (De Caro, 2015).

7.2 Gazometrie

Gazometrie je metoda zkoumajici vyménu dvou plynli mezi listem a jeho okolim. Tato vyména
se projevi zménou koncentrace plynu V okoli zkoumaného vzorku. Stejné, jako ve
spektrometrii, je gazometrie zaloZena na absorpci zafeni. Heteroatomické molekuly (mezi které
patii naptiklad ndmi zkoumané COz) absorbuji zafeni pii specifickych vinovych délkach
V oblasti infracerveného zafeni. Monoatomické molekuly (napf.: Oz, N2) maji nulovy dipdlovy
moment, proto infracervené zafeni neabsorbuji. Z toho divodu lze zméfit koncentrace CO2
Vv okoli listu, aniZ by doslo k ovlivnéni vysledki. Jediny plyn ovliviiujici méfeni COz je vodni
para, ktera absorbuje zatfeni v podobné oblasti. Gazometr se skldda z né¢kolika ¢asti: Siroko-
spektralni zdroj infraervené¢ho zafeni, asimilacni komory, optického filtru a detektoru.
Elektronicky zpracovana signal z detektoru je pak pfeveden na koncentraci zkoumaného plynu.

Na zaklad¢ vypoctu mezi koncentraci CO2 pted a po absorpci listu, lze vypocitat rychlost
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fotosyntézy. Vliv na absorpci CO2 ma navic nékolik faktord. Odpor pokozky listu, difuzni odpor
pruducht listu a také difuzni odpor mezofylu. Na zaklad¢ ziskanych udaji 1ze také vypocitat

vnitini koncentraci CO2 (Anonym, 2018).

8. M¢éfeni
V této praci bylo pouzito 16 sazenic buku lesniho (Fagus sylvatica). 8 sazenic z 16 bylo
oSetfeno syntetickym brassinosteroidem 24-epibrassinolidem (EpiBr), chemicky vzorec EpiBr
je 2a,3a,17B-trihydroxy-5Sa-androstan-6-one, o koncentraci 0,4 mg/l. Protoze byl roztok EpiBr
pro aplikaci pfili§ koncentrovany, byl EpiBr zfedén v poméru 1:10. Z téchto 8 sazenicek buku
pak byly 4 sazenicky vystaveny vlivu bekyné velkohlavé. Zbylych 8 sazeni¢ek bylo také
rozdéleno do dvou skupiny po 4 vzorcich, kdy jedna skupina byla vystavena vlivu bekyné
velkohlavé, zatimco druha skupina byla ponechana jako kontrolni skupina. Téchto 8 sazeni¢ek
jiz EpiBr nebylo osetfeno. Sazenice byly umistény do fytokomor (model FS-SI 3400), kde byly
po dobu 3 mésict vystaveny stabilnim podminkam. Podminky byly stanoveny s ohledem na
letni dny. VIhkost vzduchu byla 70 %, teplota se pak pohybovala 15-25 °C, kdy se teploty
meénily v ramci noci a dne. Déle bylo nastaveno 405 ppm CO; a fotoperioda odpovidala letnimu
dni, tedy byla nastavena na 8 a 16 hodin. Po uplynuti potiebné doby byly vzorky zméfeny
gazometricky za pomoci gazometrického pfistroje LI-6400XT (LI-COR), NE, USA, kdy byly
zjiStény parametry fotosyntézy. Vzorkim byla rovnéz zméfena fluorescencéni indukce

fluorimetrem FluorPen (PSI, Drasov, CR).

Jelikoz méfeni brassinosteroidil je narocné a vyzaduje velice piesné analytické ptistroje, jako
je kuptikladu UHPLC-MS, ktery nebyl k dispozici, bylo tfeba vyZit jiny zpisob meéteni.
K ziskani potfebnych dat se proto métila koncentrace AMK prolinu, ktery je rovnéZ ukazatelem
stresu rostliny, jako je tomu u brassinosteroidi. Mg¢&feni probihalo za pomoci
spektrofotometrického pristroje  UV-VIS spektrometr DR6000 (HACh, CO, USA).
Piedpokladem bylo, ze brassinosteroidy by meély ovlivnit koncentraci prolinu. Nejprve bylo
nutné prolin extrahovat. Extrakce byla provedena za pomoci kyseliny sulfosalicylové a roztoku
ninhydrinu, ktery je zapotiebi michat vzdy cerstvy. ProtoZe neni nutné mit Cerstvy roztok
kyseliny sulfosalycilové, byl vytvofen jeden zasobni roztok. Na 1 | roztoku, bylo zapotiebi 30
g krystalické latky této kyseliny. Na pozadovany roztok ninhydrinu, bylo zapotiebi 0,25 g

ninhydrinu, rozpusténého v 6 ml ledové kyseliny octové a 4 ml kyseliny fosfore¢né. Pro
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podporu rozpousténi bylo zapotiebi vznikly roztok zahtat na vodni lazni. Nasledn¢ byl roztok
promichan za pomoci vortexu. Takto pfipraveny ninhydrin, mél expirac¢ni dobu 24 h od
okamziku namiseni. Aby bylo mozné zjistit koncentraci prolinu za pomoci spektrofotometrie,
bylo zapotiebi 150 mg listi buku lesniho. Toto mnozstvi vzorkl se vlozilo do tfeci misky
s tlouckem, knimz se za pomoci pipety piidalo 1,5 ml vytvoieného roztoku kyseliny
sulfosalicylové. Vzorky byly dikladné rozetfeny na kasi. Tato hmota se nasledné za pomoci
kopisty prevedla do 2 ml mikrozkumavek, které byly vlozeny do centrifugy. Centrifuga byla
nastavena na 5 min na maximalni otacky. Za pomoci pipety bylo 400 ul supernatantu (tekutina
nad sedimentem) pfevedeno do 2 ml mikrozkumavek. K tomuto supernatantu bylo pfevedeno
za pomoci pipety 400 pl ledové kyseliny octové a 400 pl Cerstvého roztoku ninhydrinu. Vzorek
byl promisen za pomoci vortexu a vloZzen do nahiéatého zahtivaciho bloku HeatBlocku, ktery
byl nastaven na 95 °C. Vzorky byly v termobloku temperovany po dobu 1 h. Vzorky byly po
uplynuti pozadované doby vyjmuty a ochlazeny. Po ochlazeni bylo k vzorkiim ptevedeno 800
ul toluenu. VVzorky byly po dobu 20-30 s smiseny na vortexu. Horni ¢ast vzorku se nasledné
pipetou prevedla do pfipravené kyvety a zméfena na spektrofotometru DR6000 pii vinové délce
520 nm. Pfi stejné vinové délce byla meétena i kalibracni kiivka. Pro kalibra¢ni kiivku bylo
vytvofeno 5 roztokii o znamé koncentraci prolinu, Sesty vzorek prolin neobsahoval. Kalibra¢ni

ktivka pak poslouzila k ziskani koncentrace prolinu ve vzorcich.

9. Vysledky

9.1 Fotosyntéza rostliny

Za pomoci gazometrického stanoveni fotosyntetickych parametrii, bylo mozné provéfit
hypotézu, zda ma bekyné velkohlava skute¢ny vliv na fotosyntézu rostliny. Ze ziskanych
vysledk byly vybrany nékteré parametry, dle kterych bylo mozné hypotézu posoudit.
Maximalni rychlost hrubé fotosyntézy (Pgmax), satura¢ni bod svételné ozarenosti (Isat(95)),
rychlost ¢isté fotosyntézy (PN(Imax)), stomatalni vodivost (Cond), intracelularni koncentrace

CO2 (Ci) a transpirace (Trmmol).

24



Tabulka 1 - vliv bekyné velkohlavé na fotosyntézu rostliny: vz — vzorek (listy buku lesniho), Pgmax — Maximalni rychlost
hrubé fotosyntézy, [sat(95) — saturacéni bod svételné ozatenosti, PN(Imax) — rychlost ¢isté fotosyntézy, Cond — stomatalni

vodivost, Ci — intracelularni koncentrace CO2, Trmmol — transpiracae vzorku.

Zir bekyné

vz | Pgmax Isat(95) PN (Imax) Cond Ci Trmmol
1 8,00 526,20 7,70 0,13 277,40 3,35
2 6,00 439,10 5,70 0,12 298,20 3,27
3 8,60 451,20 8,30 0,19 303,00 4,10
4 6,70 524,50 6,50 0,11 282,10 3,24

Bez ziru bekyné

vz | Pgmax Isat(95) PN (Imax) Cond Ci Trmmol
1 8,50 551,60 8,30 0,18 298,50 4,93
2 6,50 434,80 6,30 0,13 296,20 3,67
3 5,90 507,40 5,60 0,12 297,80 3,64
4 7,30 498,20 7,10 0,14 289,50 3,89

VloZenim vyslednych dat do statistického programu R pfineslo kyzeny vysledek. Do
statistického vypoctu byly zaneseny hodnoty Pgmax, s vlivem bekyné velkohlavé (B_pgmax)
a vysledky zrostlin, které bekyni napadané nebyly (NB pgmax). Hypotézy byly zvoleny

nasledovné:
HO = Bekyné& velkohlava nemé Zadny vliv na fotosyntézu rostliny.

H1 = Bekyné velkohlava ma vliv na fotosyntézu napadené rostliny.

Zadané prikazy v programu R:
Zir_pgmax=c(8.0,6.0,8.6,6.7); (Zir — vliv bekyné velkohlavé na vzorek)
BZir_pgmax=c(8.5,6.5,5.9,7.3) (BZir — vzorek bez vlivu bekyné¢ velkohlavé)

Pgmax=data.frame(Zir_pgmax, BZir_pgmax)

summary(Pgmax); boxplot(Pgmax) — Vliv bekyné velkohlavé na Pgmax rostliny
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Graf 1 - Vliv bekyné velkohlavé na Pgmax rostliny: Pgmax — Maximalni rychlost hrubé fotosyntézy, Zir_pgmax — vliv
bekyné velkohlavé na data Pgmax; BZir_pgmax — hodnoty Pgmax bez vlivu bekyné velkohlavé (R); prostfedni hodnota
— Med, horni 75% kvantil — 3Q, dolni 25% kvantil — 1Q, horni maximalni hodnota — Max, dolni minimalni hodnota —
Min.

var.test(Pgmax$Zir_pgmax, Pgmax$BZir_pgmax):

F =1.1154, num df = 3, denom df = 3, p-value = 0.9306

Protoze je p-value rovno 0,9306 a je tedy vétsi nez hodnota hladiny vyznamnosti 0,05; HO se
nezamita. Bekyné tak nema vliv na hodnotu Pgmax. Dalsimi vypocty bylo dosazeno stejnych
vysledki (viz ptiloha &. 1). Zir bekyné velkohlavé tedy neméa zadny vliv na parametry

fotosyntézy rostliny.

9.2 Stanoveni prolinu

Aby bylo mozné vypocitat koncentraci prolinu, bylo zapotiebi nejprve vytvofit kalibra¢ni
kfivku. Té lze dosdhnout za pomoci spektrofotometrického méfeni nckolika zndmych
koncentraci prolinu. Vysledna data se vlozi do grafu a prolozi se kiivkou. Z rovnice kiivky pak

1ze vypocitat koncentraci prolinu v jednotlivych vzorcich buku a vztdhnout na hmotnost vzorku.

Naméfena data jednotlivych koncentraci uréenych pro kalibra¢ni kiivku (viz Graf 10), by méla
byt co nejpiiméjsi. Nicméné piistroj pracuje s urcitou chybou a samotné vytvoieni jednotlivych
vzorkil pro kalibraéni kiivku také neni presné. Cim jsou viak body na kfivce piiméjsi, tim je

v

pfesngjsi 1 kalibraéni kiivka.
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Tabulka 2 - Koncentrace prolinu ve vzorcich listi buku: vz — vzorek (listy buku lesniho), A — absorbance, ¢ -

koncentrace AMK prolinu v €erstvém vzorku.

OsSetieni brassinosteroidy
Vliv bekyné Bez vlivu bekyné
vz A c[umol/g FW] Y24 A c[umol/g FW]
la 0,738 0,272 | 3a 0,606 0,224
1b 0,651 0,240|3b 0,465 0,172
1c 0,860 0,317|3c 0,159 0,059
1d 0,725 0,267 |3d 0,560 0,207
Bez oSeti‘eni brassinosteroidy
Vliv bekyné Bez vlivu bekyné
vz A c[umol/g FW] vz A c[umol/g FW]
2a 0,813 0,300 [ 4a 0,329 0,121
2b 0,654 0,241 |4b 0,396 0,146
2¢C 0,244 0,090 | 4c 0,436 0,161
2d 0,437 0,161 |4d 0,537 0,192

K zobrazeni vyslednych koncentraci prolinu byl zvolen sloupcovy graf coby nejpiehledné;si ze
skupiny grafi. Na prvni pohled neni zcela zfejmé, zda maji brassinosteroidy néjaky vliv na
rostliny. Nicméné rozpéti koncentrace prolinu pii oSetifenich brassinosteroidy je odlisSny od

rozpéti koncentrace prolinu v rostlindch, které oSetfeny nebyly.

Koncentrace prolinu v jednotlivych vzorcich buku

2

1,8
1,6
— 14
212
g 1
=038
© 0,6
0,4

0,2 I
0

la 1b 1c 1d 2a 2b 2c 2d 3a 3b 3c 3d 4a 4b 4c 4d

Vzorky buku

Graf 2 - Koncentrace prolinu ve vzorcich listi buku: ¢ — koncentrace prolinu ve vzorku [umol/g FW (Eerstvé
hmotnosti)], 1a-1d — vystaveni Ziru bekyné velkohlavé po oSetfeni brassinosteroidy; 2a-2d — vystaveni Ziru bekyné
velkohlavé bez oSetfeni brassinosteroidy; 3a-3d — bez vlivu bekyné velkohlavé po oSeti‘eni brassinosteroidy; 4a-4d

sazenice nebyly oSetFeny brassinosteroidy ani nebyly vystaveny Ziru bekyné velkohlavé.
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Vysledky byly i v tomto pfipadé zaneseny do programu R. V tomto piipadé bylo zhodnoceno,
zda maji brassinosteroidy vliv na rostlinu, a to jak bez vlivu bekyné velkohlavé, tak i pfi jejim

napadeni:

9.2.1 Vliv bekyn¢ velkohlavé za pfitomnosti brassinosteroidii (B_okus) a bez
chemického oSetieni (OKus)

HO = Brasasinosteroidy nemaji vliv na stres rostliny.

H1 = Brassinosteroidy maji vliv na stres rostliny.
B_okus=c(0.2722,0.2401,0.3172,0.2674); Okus=c(0.2999,0.2412,0.0900,0.1612)
Zir=data.frame(B_okus, Okus)

summary(Zir); boxplot(Zir): Vliv brassinosteroidti na koncentraci AMK prolinu za pfitomnosti

ziru bekyné velkohlavé.

B_okus Okus
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B_okus Okus
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Graf 3 - Vliv brassinosteroidii za pritomnosti Ziru bekyné velkohlavé na koncentraci prolinu na sazenice buku:
prostiedni hodnota — Med, horni 75% kvantil — 3Q, dolni 25% kvantil — 1Q, horni maximalni hodnota — Max, dolni

minimalni hodnota — Min.

Vliv brassinosteroidd na rozpéti koncentraci prolinu je z Graf 3 jesté patrnéjsi, nez tomu bylo
u Graf 2. Z grafa tedy lze piedpokladat, ze brassinosteroidy maji jakysi vliv na rostliny,

pfipadné maji vliv na koncentraci prolinu.
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var.test(Zir$B_okus, Zir$Okus)

F =0.12118, num df = 3, denom df = 3, p-value = 0.1167

Protoze je p-value vétsi nez 0,05, hypotéza HO se nezamita. Brassinosteroidy nemaji vliv na

stres rostliny za pfitomnosti bekyné velkohlavé. Tiebaze Graf 3 poukazuje na jiny vysledek.

9.2.2 Bez vlivu bekyné¢ velkohlavé

HO = Brassinosteroidy nemaji zadny vliv na stres rostliny.

H1 = Dodavané brassinosteroidy maji vliv na stres rostliny.

B_neokus=c(0.2235,0.1715,0.0586,0.2065); neokus=c(0.1213,0.1461,0.1608,0.1981)
BezZiru=data.frame(B_neokus, neokus)

summary(BezZiru); boxplot(BezZiru): Vliv brassinosteroidi na koncentraci AMK prolinu, bez

ziru bekyné velkohlavé.
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Graf 4 - Vliv brassinosteroidi na koncentraci AMK prolinu bez Ziru bekyné velkohlavé na sazenice buku: prostiedni
hodnota — Med, horni 75% kvantil — 3Q, dolni 25% kvantil — 1Q, horni maximalni hodnota — Max, dolni minimalni

hodnota — Min.

I v tomto piipadé Graf 4 prokazal vliv brassinosteroidi na koncentraci prolinu.
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var.test(BezZiru$B_neokus, BezZiru$neokus):

F =5.3316, num df = 3, denom df = 3, p-value = 0.2027

Jelikoz je 1 v tomto ptipadé€ p-value vétsi nez 0,05, hypotéza HO se nezamitd. Uméle dodavané

brassinosteroidy nemaji vliv na stres rostliny.

10. Vysledné zhodnoceni

Na zaklad¢ statistickych vysledkl bylo zjisténo, Ze exogenné aplikované brassinosteroidy na
listy sazenic buku lesniho, nemaji zadny vliv na stres rostliny a ptipadné vyuziti misto pesticidu
by tak nemélo zadny vliv na gradace bekyné velkohlavé. Rovnéz jejich pifipadné vyuziti
K prizpisobeni rostliny neni mozné. Z vysledkt také vyplyva, ze bekyné velkohlava nema
zadny vliv na fotosyntézu sazenic. Ve vSech téchto piipadech vSak nelze vysledky povazovat
za konecné. Aby tento pokus byl prokazatelny, bylo by zapotiebi vice reprezentativnich vzorkt
sazenic buku, nez 16 sazenic rozdélenych ve 4 skupinach po 4 vzorcich. Dikazem je prokazany
vliv brassinosterodii na stres rostliny ve vyslednych grafech. Vysledkem tedy je, Ze
brassinosteroidy nemaji Zadny vliv na obranu rostlin, nelze jimi nahradit pesticidy a neni mozné
je vyuzit k ptizptsobeni rostlin; ale vzhledem k poétu vzorku je tento vysledek neprikazny.
Zda rostlina efektivné vyuziva exogenni brassinosteroidy a je schopna je skrze listy pfijmout,

nelze za danych podminek prokazat.

11. Diskuze

Vyzkum fytohormont je sim o sobé zna¢né€ narocnou védni disciplinou. V rostlinach se tyto
chemicke latky nachazi v nizkych koncentracich, a to az takovych, ze se pohybuji na hranici
méfitelnosti 1 téch nejcitlivéjSich pfistroji. Aby bylo mozné pii tomto pokusu zméfit
koncentraci brassinosteroidi, bylo by za potiebi UHPLC, doplnéného o MS jak zminuje
Podlesédkova (2012). Jelikoz vyuziti UHPLC nebylo mozné, dal§im zptisobem, jak ziskat
potiebné vysledky, bylo zméfit koncentraci AMK prolinu, ktery je, stejné jako brassinosteroidy,

povazovan za ukazatel stresu rostliny. Ptedpoklad byl takovy, Ze brassinosteroidy by snizily
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koncentraci prolinu v rostling. Tento pokus vSak zminény piedpoklad vyvratil. Prolin byl jak
Vv piipadé oSetfeni brassinosteroidy tak i bez oSetieni, statisticky stejny. Nicméné Graf 3 (vliv
brassinosteroidli za pfitomnosti ziru bekyné velkohlavé na koncentraci prolinu na sazenice
buku) tomuto statickému zavéru zcela neodpovida. Vzorky 1a-1d mély uzsi rozptyl koncentrace
prolinu, nez tomu bylo u vzorka 2a-2d. Jedinou zménou je zde oSetfeni brassinosteroidy. Je
mozné, ze je tento jev zpusoben vlastnostmi rostliny. Mozna byly sazenice oznacené jako la-
1d méné odolné a tedy vice podléhaly stresu, nez tomu bylo u vzorki sazenic 2a-2d. Ovsem
dalsi moznosti je vliv aplikovanych brassinosteroidii. Bez vét§iho mnozstvi vzorki vSak nelze
tyto zavéry a dohady potvrdit ¢i vyvratit. I Graf 4 (vliv brassinosteroidii na koncentraci AMK
prolinu bez ziru bekyné velkohlavé na sazenice buku) by mohl poukazovat na vliv
brassinosteroidti. Tentokrat je vSak jeho pfipadny vliv opacny. Rozptyl mezi maximalni a
minimalni koncentraci prolinu je v ptipad¢ oSetfenych vzorki vEtsi nez u neoSettenych. Vzorky
3a-3d, které¢ byly oSetieny brassinosteroidy, mély vétsi hodnoty koncentrace prolinu, nez tomu
bylo u vzorkd 4a-4d, které byly mnohem konstantngjsi. Statisticky byl vliv brassinosteroidt
vyvracen, ovSem pii veétSim mnozstvi vzorki, by se mohl vliv brassinosteroidii prokazat.
Nejlépe je pak vidét piipadny vliv brassinosteroidii na Grafu 2 (koncentrace prolinu ve vzorcich

listi buku), kde I1ze porovnat vSech 16 vzorkl sazenic.

Samotné méfeni vSak nepiedstavovalo takovou piekazku, jakou piedstavovala kalibraéni
kiivka. Protoze se zde métily velmi nizké koncentrace, bylo zapotiebi vytvofit roztoky tomu
odpovidajici. Nebylo ovSem mozné navazit potiecbné mnozstvi krystalické latky, jednalo se o
pfili§ nizké hmotnosti, muselo se tedy vyuzit metody zvané mnohonasobné ziedéni. Tento
proces sice vedl k ziskani k roztokli s pozadovanou koncentraci, ale byly také zavislé na
schopnostech laboratorniho pracovnika a pouzitych laboratornich pomitcek. Jelikoz kazda
manipulace vedla knas¢itani chyb, kterym se nebylo mozné vyvarovat, ani jim neslo
piredchazet; vysledné koncentrace mohou byt velmi odlisné od ptivodniho zdméru. Ve vysokych
koncentracich nejsou tyto chyby zasadni, ale v nizkych koncentracich mohou mit velkou véahu.
ProtoZe se témto chybam nelze vyvarovat, je nutné predpokladat, ze se chyba mize projevit
Vv kone¢nych vysledcich. Bylo by mozné témto chybam piedchazet vytvofenim vicero
kalibra¢nich kiivek? Chybam se vyvarovat nelze, ale Slo by touto metodou, miru chyby snizit.
Nicmén¢ tento postup by byl casoveé naro¢ny a u nékterych druhti chemikalii 1 finanéné€ zna¢né

nakladny. Z toho diivodu se vétSinou pouziva pouze jedna kalibra¢ni fada.

Pti aplikaci EpiBr vzniklo nékolik otazek. Nebylo zcela jasné, jak se rostlina k aplikovanym

brassssinosteroidiim chova. Vstoupi-li EpiBr do rostliny, mélo by dojit k navySeni koncentrace
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brassinosteroidu a tim by se méla spustit odpovidajici reakce napii¢ celou kaskadou
fytohormonii. Neni vSak jasné, jak funguje ,metabolismus‘ rostliny. Mizeme predpokladat, ze
brasssinosteroidy zdstaly Vv rostliné nepietrzité a ovliviiovaly celkovy chemismus rostliny?
Rostlina by se, diive ¢i pozdéji, méla snaZzit koncentraci brassinosteroidu snizit tak, aby
odpovidala dané situaci nebo brassinosteroidy rozlozit a uchovat. A zde vyvstava otazka. Za
jak dlouho rostlina za¢ne EpiBr odbouravat? Na tuto otdzku prozatim nezname odpovéd’. Neni
ani zcela jasné, zda je rostlina schopna doddvany brassinosteroid uchovavat. Dalsi nejasnost
predstavuje samotné propojeni s ostatnimi fytohormony. Pokud by navysSeni EpiBr bylo
k neprospéchu rostliny, je ziejmé, Ze by se rostlina snazila brassinosteroidy odbourat dfive, nez
by jejich koncentrace narusila celkovy metabolismus rostliny. To by vSak mélo za nasledek, ze
by brassinosteroidy rostlinu na kratkou dobu ovlivnily, dlouhodobé by ovsem nemély zadny
efekt. V soucasné dobé vSak neexistuji zpusoby, jak zjistit, zda fytohormony mohou kratkodobé
ovlivnit vnitini slozeni rostlin. Také neni zcela jasné, jak by se fytohormony chovaly, pokud by
byly brassinosteroidy neustale dodavany. Doslo by né&jak k naruseni celkové obrany? Nebyl by
Vv takovém ptipad¢ ovlivnén rust rostliny? Nemohla by rostlina byt dokonce intoxikovana? A
jak konkrétné se fytohormony ovliviiuji? Doslo by u rostlin k adaptaci na vysoké koncentrace
brassinosteroidi? V piipad¢ ukonceni téchto davek, doslo by k selhdni fyziologickych procest
rostliny? Na zadnou z téchto otazek nemame v soucasné dobé jednoznatnou odpoveéd.
Duvodem jsou nedostate¢né analytické metody. V soucasnosti Se nejcastéji vyuziva metoda
UHPLC doplnénd o MS. Tato metoda je pomérné piesnd, nicméné, stejné¢ jako vétSina
analytickych metod, je zapotiebi vytvofit nejprve jakysi porovnavaci graf. Pi této praci byla
pouzita kalibra¢ni kiivka, u UHPLC-MS je rovnéZ zapotiebi znat nejprve polohu piku daného
fytohormonu, nez dojde k méteni. PotiZ je vSak v tom, Ze vSechny fytohormony se nachézeji ve
velmi nizké koncentraci, jsou ovlivnény dalSimi fytohormony; a hlavné pak svymi derivaty,
které se jen velmi obtiZzné oddéluji. V nékterych piipadech je oddélit nelze. Abychom pochopili
tuto ,fytohormonovou kaskadu® musel by se zkoumat kazdy jednotlivy fytohormon zvlast'.
Jelikoz V soucasnosti nejsou metody pro efektivni oddéleni jednotlivych fytohormond, je
takovyto vyzkum nemozny a stroje pti tomto procesu, pomoci také prozatim nedokazi. Z toho
vyplyva, ze vyzkum provazanosti jednotlivych fytohormond je mozné provést az v dobé, kdy
budeme mit citlivéjsi a presnéjsi stroje a dokonalejsi zplisoby izolace jednotlivych chemickych

slouéenin.

Pied zahajeni prace bylo nutné nejprve promyslet, zda by bylo lepsi aplikovat EpiBr na listy
sazenic nebo aplikovat EpiBr do ptdy, odtud by jej sazenice ptijaly. Z fyziologie rostliny by se
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EpiBr vlozeny do pudy zdal sice vyhodnéjsi, ale také by byl ptipadny vysledek nejisty. Je zde
otazka, zda rostlina pfijme ze svého okoli vSechno, ¢i zda si ziviny a potfebné latky pecliveé
vybira. Neni tak jasné, zda by rostlina bez zjevného divodu byla ochotna piijmout
brassinosteroidy jako preventivni opatieni. ProtoZe nebyla moznost, jak ovéfit, Ze skuteéné
rostlina pfisla do kontaktu s EpiBr, byla aplikace provedena na povrch listi. Pida navic
ptredstavovala dalsi riziko. Neni nijak znamo, jak by se mikroorganismy nachazejici se v pude¢,
k EpiBr chovali. Mohlo dojit kdegradaci, nebo naopak mohly mikroorganismy
brassinosteroidy vyuzit k syntéze jiné chemické latky, i tfeba toxické. Rovnéz nebyla znama
stabilita EpiBr. EpiBr by mohlo ovlivnit chemické slozeni pudy, ¢imz by byl zavér
nejednoznacny ¢i dokonce chybny. Prizkum clankd obdobnych vyzkumt, odpovédi na tyto
otazky nepfinesly, protoze se ¢lanky se témito pochybnostmi nezabyvaly. Pokud byl nékdy
vyzkum na tyto nejasnosti proveden, nebyl nalezen. Nicméné ani aplikace pies listy nebyla
nejvhodngjsi metodou. EpiBr mél pomérné slozitou chemickou strukturu a nebylo tak zcela
jasné, zda takto slozita chemicka slou¢enina byla schopna projit pies pokozku listu do systému
rostliny. Nabizela se tedy otazka, zda byla rostlina schopna EpiBr absorbovat a u¢inné vyuzit.
Byla rostlina takovouto slozitou latku schopna pies pokozku absorbovat? Nenasly by se
zpusoby, jak této absorbci dopomoci, tieba skrze naruseni pokozky listu? A jak moc by byla
rostlina schopna takovyto fytohormon vyuzit? Nevyuzila by jej jen ¢aste¢né? Ptipadné nebylo
by ucinngjsi aplikovat na rostlinu latku, ze které by rostlina dany fytohormon mohla
syntetizovat? A v jaké koncentraci by mohla rostlina dany fytohormon pfijmout? Jakou
rychlosti by rostlina latku absorbovala? Mnohé tyto otazky nebyly doposud zodpovézeny,
nicméné nékteré Ize za pomoci zobrazovacich metod objasnit. Mezi tyto metody se fadi i
radioaktivni oznaceni aplikovanych brassinosteroidii. Za pomoci této metody sice nelze zjistit
koncentraci studované latky, ale lze jejim pouzitim zjistit, zda latka pronikla do rostliny ¢i
nikoli. Tato metoda ma sice nespornou vyhodu, ale je doprovazena nékolika vedlej$imi efekty,
které mohou narusit celkovy vysledek. Prvni takovou nevyhodou méfeni je zamoteni
radioaktivnimi prvky. Jakmile se jednou pouZije radioaktivni oznaceni, ovlivni se timto
pokusem cela laboratof, coz muze ovlivnit nasledné pokusy. Doba rozpadu téchto latek je
dlouhd a vycisténi laboratote je nakladné a Casoveé narocné, ne-li nemozné. Takovyto vyzkum
vyzaduje zdlouhavou a finan¢n€ ndro¢nou ptipravu v podob¢ piestavby laboratofe. Je také
nutné zajistit kvalitni pomtlcky a nalezit¢ proskolit persondl. Jakdkoli chyba ¢i nedodrzeni
ptisnych opatfeni miize mit za nasledek zamoteni dal§ich mist a tim ovlivnit i dalsi vyzkumy.

Nekvalitni pomticky pak mohou zplisobit neptesnosti. Zamoieni radioaktivnich prvki v okoli
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muze zadsadné ovlivnit vysledky méfeni, pokud by pfistroje netésnily. I pfes tyto nesnaze, 1ze
znaceni radioaktivnimi prvky uspésné vyuzit ke studii fytohormont, jak jiz prokazal Symons
(2007). Z prace tymu vyplynulo, ze se exogenné aplikovany brassinosteroid Vv rostliné¢ nemuize
daleko, ani nijak rychle pohybovat. Je ziejmé, ze radioaktivni znaceni bylo objeveno v misté
vstupu, dale v rostlin€ se vSak jiz neobjevilo. Neni vSak prokazatelné, zda toto méfeni bylo
presné. Kvuli mozné kontaminaci nelze s jistotou fici, zda brassinosteroidy vibec do rostliny
pronikly. Protoze pokud by povrch listii nebyl dostateéné osetien, vysledky by byly stejné, jako
kdyby se brassinosteroidy pfes rostlinu pohybovaly pomaleji ¢i vibec. Zméfen by byl totiz
povrch listu, nikoli samotny vnitiek. Dale neni jasné, zda aplikovany brassinosteroid nebyl pro
rostlinu pfili§ veliky a slozity, aby jej rostlina mohla ptes pokozku absorbovat. I Symons a jeho
kolegové nebyli zcela piesvédéeni svym pozorovanim. Piesto priznavaji, ze at’ brassinosteroidy
cestuji kratkou vzdalenost, ¢i vliibec do rostliny nepronikaji, maji ur€ity vliv na fytohormony.
V ¢lanku byl zminén pouze auxin, ale novodobé&jsi pozorovani fytohormont prokazalo, ze jsou
dréhy téchto chemickych latek silné propojené. Je tak otazkou, zda exogenné podavané
brassinosteroidy neovlivnily i dalsi fytohormony. Dale se nabizi otazka, jakym zptisobem, jak
moc a s jakym vysledkem toto ovlivnéni probéhlo. Vétsina piedpokladt se opirala 0 vlastnosti
brassinosteroidil. Zvlasté pak o jejich pozitivni vliv na rostlinu. Pokud vSak brassinosteroidy
fungovaly jako antagonisté pro ROS, mohly by z dlouhodobého hlediska negativné ovlivnit
obranu rostliny. I z vysledku v této praci je mozné pochybovat o vlastnostech brassinosteroida.
AC statistika vliv brassinosteroidi zamitla, grafy uz tak jednozna¢né nebyly. EpiBr v ptipadé
napadeni bekyné navysil koncentraci prolinu a sniZil rozpéti koncentrace. Bez vlivu bekyné
bylo rozpéti koncentrace prolinu vétsi. Lze tedy predpokladat, ze brassinosteroid navysil stres

rostliny? Pokud by tomu tak bylo, byl to pro rostlinu pozitivni ¢i negativni vliv?

ProtoZze v provadéném pokusu byla meéfena koncentrace AMK prolinu, byla tak, dle
ptedpokladu, métena tiroven stresu rostliny. Méfeni hladiny stresu bylo v8ak u rostlin zna¢né
oSemetné. Pokud by rostlina citila jakoukoli nepohodu, okamzit¢ by doSlo ke zvySeni
koncentrace prolinu, tedy k navysSeni stresu. Jakmile by si rostlina na nové podminky pfivykla,
doslo by automaticky ke snizeni koncentrace prolinu. Nedostatek vlahy nebo jeji nadbytek,
mén¢ slunce, nez kolik by rostlina vyzadovala, to vSe v rostlin¢ vyvolava odezvu v podobé
navySeni stresovych fytohormont. Ve fytokomoie byly konstantni podminky pro vSechny
rostliny. Nez doslo u rostlin k adaptaci na nové prostfedi, musela byt koncentrace stresovych
fytohormoni vyssi, nez je tomu obvyklé. Otazkou bylo, zda tento pocateéni stres nemél néjaky

vliv na méfeni. Také nemizeme jednoznacné fici, jak se rostliny chovaly. Byly jako skupina
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heterogenni, ¢i byly jako jedinci vyjime¢ni? Kazda rostlina by méla na dané podminky reagovat
odlisné. Nejsme vSak schopni konstatovat, zda dané podminky pfesn¢ vyhovovaly vSem
rostlinam obdobné, ¢i u nékteré ze sazenic nevyvolavaly vétsi hladinu stres. Pravé tato
nejednoznacnost vyzaduje vice vzorkt, nez 4, aby pokus mohl byt statisticky vérohodny. Dalsi
statistickou chybou, muaze byt piedpoklad, ze jsou dané rostlinné organy homogenni. Mizeme
tvrdit, ze list nachdzejici se na prvni vétvi s orientaci na jih, ma stejnou koncentraci métené
chemické latky jako list nachazejici se o patro vyse? Nebo jako list, ktery je orientovan na
sever? A list, ktery je ¢aste¢né zastinén? Byly listy na samém vrcholu stejné, jako listy na
nejspodnéjsi veétvi? Jisté odlisnosti mezi listy byly, neni vSak ziejmé, jak statisticky vyznamné
tyto rozdily byly. VSechny tyto dotazy by bylo vhodné umét zodpovédét pied samotnym
meéfenim, protoze pokud je rozdil statisticky vyznamny, mohla by byt kone¢nd hypotéza
chybnd. Pro dal§i méteni by bylo vhodné pozménit postupy extrakce fytohormont tak, aby bylo
mozné separovat pouze jeden dany fytohormon zjedné konkrétni Casti a analyzovat jej

v dokonalej$im a presnéjSim analytickém stroji.

Pravé unikatnost jednotlivcd, se jevila jako jedna z piekazek pfii studii stresovych fytohormont.
Nebylo ziejmé, jak se rostliny pii konstantnich podminek budou chovat a zda by nebylo
vhodnéjSich provadét vyzkum fytohormonli mimo laboratorni podminky. I kdyz ve
fytokomorach Ize navodit pfesné dané podminky, unikatnost jedincti by mohla pokus narusit.
Zadané podminky mohly vyhovovat uréitym jedinciim, dal$im by vyhovovaly podminky jiné.
Je mozZzné takové chybé zabranit pouZiti sourozeneckych jedinci? Maji ,sourozenci® stejné
vlastnosti nebo je jejich unikatnost n€cim ovlivnéna, jako je u lidi vychova? JelikoZ rostliny
nemohou aktivné meénit prostfedi, mélo by pravé jejich okoli mit vliv na jejich fyziologii.
Prestoze rostliny pobyvaly ve stejnych podminkach, je mozné, Ze se od sebe odliSovaly.
V takovém piipadé je otazkou, jak velké tyto odlisnosti byly, a jak se stresovanéjsi jedinci
chovaly pii napadeni bekyni velkohlavou. Mohly se, v takovémto pfipadé, rostliny jesté vice
vystresovat nebo byla hladina stresovych fytohormont za téchto podminek stejna? Byl tento
stres stejny ve vSech listech rostliny nebo byl na nékterych mistech vyrazné vyssi? Tim se
naskyta dalsi otazka; byly rostliny schopny komunikovat a zpisobily tak ve svém okoli paniku?
Mohla mit pfipadna komunikace vliv na fyziologii rostlin pfi rustu? Je napiiklad prokazano, ze
ving Cerstvé posekané travy je jakysi vykiik ¢i poplach rostlin. Touto vlastnosti se zabyvali
Kost a Heil (2006), kdy zkoumali vliv napadené rostliny na své okoli, konkrétné se jednalo o
fazol mésiéni (Phaseolus lunatus). Co kdyby vSak komunikace rostlin byla hlubsi a navzajem

se ovliviovaly? Jak moc by se v takovém piipad¢ lisila koncentrace nenapadenych rostlin
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nachazejicich se v bezprostfedni blizkosti rostlin napadenych? A pokud by se sktidci nachazeli
po pravé stran¢, mohla by rostlina navysit obranné fytohormony jen na pravé strané a levou
stranu ponechat jesté vice oslabenou? Mohly by si rostliny na zakladé téchto komunikaénich
zpusobt pfedavat informace? Mohlo by dochazet také k prenosu fytohormonti? A co kdyby si
rostliny dokonce dokazaly piedavat ,,zkuSenosti s bojem proti Skiidcim? Pokud by néktera
z téchto otdzek byla prokdzana jako pravdivd, pak by pafezinovy zplsob péstovani rostlin
ptipadné vicelety porost byl daleko vétSim piinosem nez vysazovani malych semenackt na
odlesnéné pud¢. Nedavné prizkumy poukazaly na schopnost rostlin, vylucovat do okolni
tdkavé latky — BVOC. Jak zmifuje Simpagraova (2016), rostlina by skrze tyto latky mohla
komunikovat nejenom se svym okoli, ale také by mohla pifedavat informace mezi svymi
jednotlivymi organy. Tyto piedpoklady doposud nebyly fadné prozkoumany. Kdyby byly
ptedpoklady pravdivé, pak by vyzkum vlivu brassinosteroidti musel poéitat se znacnou chybou.
16 vzorki bylo pii tomto experimentu zvoleno z divodu jediné dostupné fytokomory. Vzorky
tak byly uzavieny pospolu pfi stejnych podminkéch, jen kazdy ovlivnén dle svého zatazeni do
skupiny. Nicméné skrze BVOC by si sazenice mohly piedavat stres. Nevime vS$ak, na jakou
vzdalenost se mohou rostliny ovliviiovat. Jaka by musela byt koncentrace BVOC ve vzduchu,
aby reagovaly okolni rostliny? S jakou rychlosti by byla tato odezva provedena? A v jaké mite
by probihala? Na zadnou z téchto otazek ovsem v soucasnosti presné odpoveédi nemame, i kdyz
se jiz nékteré pokusy provadi. Kost a Heil (2006) provedli pokus, pii kterém otestovali tento
jev v ptirodnich podminkach a vliv napadenych rostlin na své okoli prokazali. Detailngj$i popis
tykajici se koncentrace fytohormont vSak stale nezname. JelikoZ se mnozi vé€dci domnivaji, Ze
jsou Skiidei schopni ovliviiovat rostliny fytohormony, ptredpokladaji, ze se koncentrace
fytohormonii bude na riznych mistech vyrazné lisit. Pokud by byla koncentrace v kazdém
jednotlivém listé¢ odlisna, nemohla by mit hladina fytohormonti vliv na samotného $ktdce?
Nemohli by si Skiidci vybirat listy na zakladé koncentrace fytohormonii? Nebo nemohla by
rostlina za pomoci fytohormonil navést Skiidce na mista, kterd by byla pro rostlinu vyhodné;jsi
a méné likvidacni? A jak dlouho by rostlina mohla skudce ovliviiovat, nez by jeho tlaku
podlehla? Dokud nebude véda natolik pokrocila, aby S§lo méfit koncentrace jednotlivych
fytohormonii v jednom listu bez toho, aby byl list zcela znehodnocen, nebudou moci byt

nalezeny odpovédi na tyto otazky.

Brassinosteroidy by mohly byt vyraznou pomoci pii adaptaci ohrozenych druhi rostlin na
meénici se podminky v okolni krajné€. Tyto zmény mohou byt podminény lidskou ¢innosti, ale

také globalnim oteplovanim. Také by bylo mozné za pomoci brassinosteroidii snadnéji rostliny
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piesazovat z nevhodnych oblasti nebo z oblasti komeréné zajimavych (tfeba oblasti urCenych
ke stavbé silnic). Doposud nejsou zadné postupy pro ochranu rostlin, co se ty¢e zmén okoli.
Lze podpotit jeden druh na tkor druhého, naptiklad seci ¢i pastvou. Ale donutit jeden druh
rozsifit svou ekologickou valenci je v soucasnosti nemozné. Brassinosteroidy by se vSak mohly
stat feSenim. Ani pfesazovani neni v soucasné dob¢ zcela vhodné. Mnohé rostliny takovyto
pfesun nepieziji, nejen z diivodu poniceni kotfenového systému, ale také z divodu stresu.
ProtoZe jsou rostliny unikatni organismy, nemusi zména prostfedi vSem jedinciim vyhovovat.
U rozsifenych druht, umrti nékolika jedincti, pro populaci nepfedstavuje ohrozeni. U kriticky
ohrozenych rostlin je vSak thyn, byt jediné rostliny, zasadni a nebezpeény pro existenci druhu.
Pokud by bylo mozné brassinosteroidy vyuzit timto zpisobem, pfipadné piesazovani danych
druhti by nemuselo mit za nasledek snizeni poctu jedinct dané populace. Pfipadné porozumeéni
celkové fytohormonové kaskddy, by navic mohlo dopomoci k vyslechténi jedinci daleko
odolngjsich a ptizplsobivéjsich. Bylo by tak mozné zachranit druhy, které v soucasné dobé
smeétuji do cerné knihy.

Saini (2015) vydal ¢lanek shrnujici poznatky o této fytohormonové kaskadé, zkoumané na
rostlinach husenicku. Byla zde snaha o sepsani synergickych a antagonickych vlivii, mezi
brassinosteroidy a jinymi fytohormony. Shrnuti poznatkl poukazalo na slozitost t€chto procest.
Nejen, ze jednotlivé signalni drahy jsou uzce a pomérné slozité propojeny, ale navic nelze
jednozna¢n¢ urcit vztah jednotlivych druhti fytohormonid. Brassinosteroidy, jak bylo
prokazano, maji vazby na vSechny fytohormony. Ale ve vSech piipadech byly nalezeny jak
synergické vztahy, tak antagonické. Ptikladem muze byt senescence, kdy brassinosteroidy
podporuji tuto fyziologickou vlastnost rostliny. Cytokininy vSak senescenci zpomaluji. Také je
zde popsan vliv brassinosteroudd na ethylen pf#i gravitropismu rostliny. Opét se zde jedna o
antagonicky vztah, a¢ pfi stresu se spiSe tyto fytohormony dopliuji. V praci vSak nebyly
popsany vSechny procesy. Navic procesy, které ¢lanek shrnoval, 1ze také zpochybnit. Problém
ptedstavuje slozitost vlivii. Sami autofi poukazali na interakci mezi auxiny a brassinosteroidy
ve spojitosti se stresem, ktery nebyl zcela pochopen. Samotné zapojeni brassinosteroid do
obrany je nedavny objev a rovnéz nebyl zcela popsan. Jednotlivé interakce tak mohou byt
procest je zasadni pro vytvofeni postupl, jak za pomoci fytohormonil vyslechtit odolné;si
jedince.

S tim vSak pftichazi etické dilema. Pokud by doslo k vyslechténi druhu, ktery by byl odolnéjsi

a pfizpusobivéjsi, tento druh by se nesporné stal invaznim druhem tak silnym, Ze by vytlacil
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veSkerou konkurenci. Bylo by nezbytné piesSlechtit vSechny druhy rostlin, aby nedoslo
k Zadnému znevyhodnéni. Takovy krok by vSak ziejmé ohrozenym druhtim piili§ nepomohl.
Vétsina téchto druhti jsou pionyrské druhy a jsou tak snadno porazitelni v konkurenénim boji.
Nicméné by tak alespon jednotlivé druhy piekonaly vliv globdlniho oteplovani. Ohrozeni
lidskou ¢innosti a konkurenci siln€jSich druht by ovSem pfetrvalo. Je vSak nezbytné si
uvédomit, ze jakykoli zasah do ptfirody mize mit 1 silné negativni vliv. Rostlina ovlivnéna
jakoukoli chemickou latkou mlze zplsobit vymieni néjakého druhu fytopatogenu, ¢imz by
mohl vymfit jiny druh, z&visly na tomto $kiidci. I jedno vymfeni jediného druhu miize mit za
nasledek upadek celého ekosystému. Rovnéz se timto zplisobem miize mezi rostlinami objevit
novy druh nemoci; nebo posilit nemoci, kterymi rostliny jiz trpi. Pravé zésah do rostlin coby
organismi by mohl zpisobit nové formy rakovinné mutace a mit tak za nasledek vymieni
celého druhu. Dalsi faktor, ktery je nutno zvazit, je mozny negativni vliv takovéto rostliny na
své okoli. Vi se, Ze rostliny své okoli méni skrze ptijimani a vylucovani latek. Jak by se chovala
rostlina chemicky upravena? Nemohla by zptsobit zmény v pudé€, které by vedly k zahubé
néjakého druhu? Vsechny tyto otazky by pied takovymto zasahem mély byt zodpovézeny.
Piikladem takovéhoto nevydafeného zdsahu za ucelem posileni druhu jsou afrikanizované
vcely vyskytujici se v Americe. Tento vyzkum poukdzal na nutnost opatrnosti pti zasazich do
ekologie ptirody.

oy ee

organismy (GMO). GMO jsou momentalné nejdiskutovangjsi organismy. Mnozi se domnivaji,
Ze jejich uprava je nebezpecna nejen pro piirodu jako takovou, ale i pro samotny lidsky
organismus, kdy by konzumace GMO mohla zplsobovat nejriiznéj$i onemocnéni, kupiikladu
rakovinu. GMO v8ak maji pouze navysit zemé&délskou produkci a nejsou prozatim nijak
zamysSleny ke zlepSeni stavu zivotniho prostiedi. Riziko spojené s t€émito genetickymi upravami
vSak vede k domnénce, zda by manipulace skrze fytohormony nebyla pfinosnéjsi. Zatimco
GMO jsou umeéle a nasiln€ upravené rostliny, Gprava fytohormony by byla pfirodni a mohla by
podpofit ptirozenou evoluci rostlin. Nevyhodou fytohormont je ovS§em nase neznalost a zna¢na
propojenost signalnich drah. Je nutné piesné védét, co jaky fytohormon, v jaké mife a na jakém
misté zplsobi. Dodévani urCitého fytohormonu by sice mohlo zpisobit po néjakou dobu
ptiznivy efekt, ale po del$i dobé by naopak mohlo dojit k intoxikaci rostliny. Pfipadné zastaveni
n¢jakého fyziologického procesu by mohlo zptsobit Ubytek plodin pfipadné thyn celych
rostlin. K pochopeni je tak zapotiebi vétsich znalosti a Castéjsi manipulace s rostlinami, nez je

tomu u GMO. Manipulace s nimi je mén¢ Casoveé narocna, trvalejsi; a protoze znalosti genetiky
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jsou obsahlejsi, i 1épe kontrolovana. Z toho divodu jsou fytohormony ovlivnéné rostliny, coby
nastupci GMO, prozatim jen pouhou myslenkou. Realizace by vSak byla mozné jen za

ptedpokladu, ze by GMO m¢ly skutecné velmi vazné dusledky na lidsky organismus.

Boj za pomoci fytohormont neni piili§ ucinny. Tato metoda je zaloZena spiSe na posileni
obrany rostliny proti Skuidcim. Takova metoda neni pfespfiliS popularni ve srovnani
s genetickou modifikaci. Genetickd modifikace vSak je zvazovéana jen v podobé hmyzich
fytopatogenti. Proti riznym onemocnénim ¢i houbdm nelze genetickou modifikaci v soucasné
dob¢ vyuzit. Pesticidy jsou tak prozatim jedinym komplexnim feSenim, co se tyce rychlosti
nebo ekonomickych néklada. Pesticidy jsou ovSem silné€ toxické latky, které neovliviiuji jen
fytopatogeny, maji také prokazany vliv na lidsky organismus a jejich nahrazeni je tak nesmirné
zadouci. Fytohormony jsou sice jednou z moznosti, ale je nesporné, Ze jejich pouziti je
komplikované. Jedna kombinace fytohormont je vhodna proti jednomu Sktdci, dalsi skiidce
vSak této kombinace mize vyuzit ve svij prospéch. Vyzkum mize tyto procesy odhalit a
v budoucnu dopomoci k efektivnéjSimu vyuzivani fytohormond. V soucasnosti je vSak jejich
vyuziti zna¢né omezené. Jistym kompromisem by se tak mohly stat brassinosteroidy, které, jak
bylo zminéno, by mohly dopomoci zlepsit obranu rostliny. Maji také vlastnost degradovat
pesticidy a sniZzovat jejich toxicitu. Tato vlastnost neni prozatim pfili§ prozkoumana, ale jak se
zminuje Sharma (2018), byl tento vliv jiz prokazan. Do jaké miry a zda by brassinosteroidy
m¢ély vliv na v8echny pesticidy, neni zcela jasné. Rovnéz Sharma (2018) v publikaci zminuje i
nékolik dalSich vlastnosti, které by byly nesmirné€ cenény. Prvni vlastnosti je navySena obrana
rostliny pred t€Zzkymi kovy. Té€zké kovy jsou momentalné nejvétSsim problémem svéta. Jiz
mnoho katastrof prokdzalo vliv téZkych kovli na zdravi populace. Pfipadna ochrana rostliny
pred témito latkami by vyrazné pfispéla ke zlepSeni zdravi populace. Druha vlastnost je
interakce s CO». V soucasné dobé vlivem prumyslu dochazi ke zvySeni koncentrace CO:
Vv atmosféfe. VyuZiti tohoto jevu ve prospéch zemédélstvi by tak bylo zadané. Pokud by navic
tato manipulace dokédzala sniZit obsah CO2z, mohlo by dojit k celkovému zlepSeni stavu

ekosystému.

Pro oblast mediciny jsou ovSem brassinosteroidy také lukrativni, a to hned z n¢kolika davodu.
Nejozehavejsim tématem a rovnéz i nejvice kontroverznim je nesmrtelnost, ¢i vyrazné
zpomaleni stafi, a tedy oddaleni smrti. Védci se zatim neshodli, co je pfi¢inou starnuti, piesto
je zde hned nékolik teorii. Za podezielé se také fadi i ROS, které brassinosteroidy ovliviuji.
Pokud by byla tato vlastnost pochopena a pln¢ vyuzita, mohly by brassinosteroidy prodlouzit

zivot a rovnéz oddalit stafi ¢clovéka. Dalsi vlastnosti, kterd by byla v medicing lukrativni, jsou
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vlastnosti antivirové a antibakterialni, o kterych se zminuje Oklestkova (2015). Jejich vliv byl
prokdzan i v zivoCiSnych buiikach. Je tedy otazkou, zda fytopatogeny, u kterych bylo vyuziti
brassinosteroida prokazano, tak vyuzivaji tyto latky ke své vlastni ochrané nebo ke snadn&jSimu
napadeni rostliny. Pokud by fytohormony slouZily ke zvySeni imunity téchto Skidct, nebylo by
mozné vyuzit brassinosteroidy jako G¢inny 1ék proti nékterym druhtim virG a zamezit tak
pandemii podobné té, kterou zpusobil koronavirus COVID-19? Dal by se pfipadné také pouzit
k 16¢b& AIDS ¢&i obdobnych doposud nelééitelnych onemocnéni? Ci snad proti bakterialni
borelioze, ktera je v CR rozsifend, piesto velice obtizné 1é¢itelna? K ¢emu vemu by se
brassinosteroidy daly vyuzit je prozatim nejasné. Pfesto se Oklestkova (2018) domniva, Ze by
se brassinosteroidy daly vyuzit k 1é¢bé rakoviny. Brassinosteroidy by tak nebyly prvnimi
fytohormony, které by tuto vlastnost mély. Strad a Dolezal se (2017) zabyvali moznosti vyuzit
k 16€bé rakoviny cytokininy. Jsou tedy fytohormony budoucnosti mediciny? Nemél by tedy
jejich vyzkum byt rozsifenéjs$i? Ne nezbytne. DalSim moznym Iékem proti rakovin€ jsou také
ROS, které jsou sice toxické, nicméné rychlé a efektivni. Traduje se, ze 1é¢ba ROS byla na
tizemi CR na jedné osobé Uisp&sné aplikovana, nez byl vyzkum ukonéen. Pokud by byly
vytvofeny postupy, jak ROS ovladat a bylo by mozné je zacilit na konkrétni misto, mohly by
ROS Iécit i pokrocila stadia ¢i doposud nelécitelné formy rakoviny. Mohly by timto regulatorem
byti brassinosteroidy? Nebo tfeba cytokininy, které umi chranit DNA pted ROS? Cytokininy
dobg jsou velkym lakadlem v kosmetice, kdy se vyuziva 6-(furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-
2yl)-purin (pyratin). Tento pramyslové vyrabény cytokinin se vyuziva k vyhlazovani vrasek a
ke sniZzeni hrubosti pokoZky. Mél by zabranovat vysychani, ale pisobi také proti akné, a
dokonce i ruzi. Z toho vyplyva, ze skuteéné lze fytohormony uc¢inné vyuzivat, a to nejen

v kosmetice.

Nedavné védecké studie poukézaly, Ze housenky bekyné velkohlavé, maji ve slinach vysoké
koncentrace kyseliny jasmonové. Neni zatim jasné, jak bekyné ziskava tento fytohormon.
Ziejme se tak déje kumulaci pii ziru a naslednym predavanim z matky na potomky, ale je také
mozné, ze bekyné je schopna kyselinu jasmonovu syntetizovat. K ¢emu vSak bekyné tuto
kyselinu vyuziva, neni zcela jasné. Aby vSak méla housenka ve slindch fytohormon bez
mozného vyuziti, je znacné nepravdépodobné, zv1asté kdyz se jedna o tak vysoké koncentrace.
Mohla by housenka vyuzivat kyselinu jasmonovou ke své ochraneé? AcC neni kyselina
jasmonova spojovana s antivirovymi ¢i antibakterialnimi vlastnostmi, miize tyto vlastnosti mit.

Mnohé druhy fytohormonti jSou V soucasnosti oznaceny za budouci 1é¢ebné piipravky.
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Kupftikladu cytokininy i brassinosteroidy jsou studovany coby léky proti rakoviné. Vyzkum
brassinosteroidii potvrdil regulaci nebezpecnych ROS, které¢ ovliviuji i lidsky organismus.
Kyselina salicylova je coby lécebny piipravek znama nékolik staleti. Vyzkum kyseliny
jasmonové ve slinach bekyné, by tak mohl odhalit néjaké, pro lidstvo nezbytné vlastnosti
spojené s 1éCbou. Pokud by housenka za pomoci kyseliny jasmonové pouze snizovala obranu
rostliny, neSlo by o nic mimofddného a prevratného, protoze doposud nebyla kyselina
jasmonova spojovana szadnym Skidcem. Fytopatogeny k naruseni obrany vyuzivaji
fytohormony ¢asto. Prokazané vyuziti fytohormont bylo u klinénky jablonové (Phyllonorycter
blancardella), ktera ma ve svych slinach vysoké koncentrace smési cytokinini. Klinénka za
pomoci cytokinind nenaruSuje jen obranu rostliny, ale také nuti jablon domaci (Malus
domestica), na které tento Skudce parazituje, aby klinénku vyzivovala. Tim dochazi k oslabeni
stromu, ktery pfi senescenci je nucen posilat vyzivu do listu, ktery by za jinych okolnosti byl
davno odstranén. ProtoZze je klinénka minujicim druhem, bude strategie bekyné odli$na.
Nicméné¢ je klinénka nespornym dukazem, ze sktidci mohou vyuzivat fytohormony ke svému
uzitku, a to nejen K ovlivnéni fytohormonu, ktery sami vyuzivaji. Skiidci dokaZi za pomoci
jediné skupiny fytohormont ovlivnit celou fyziologii rostliny. Uz z tohoto diivodu je nutné
porozumét fytohormontim, protoZe jediné s pochopenim vSech vlastnosti fytohormonti se zlepsi

boj proti fytopatogentim.

Jak moc brassinosteroidy ovliviiovaly ostatni fytohormony? A za jak dlouho se tento vliv
V rostlin€ projevil? Byla rostlina schopna brassinosteroidy na povrchu listu degradovat? M¢ly
brassinosteroidy vzdy pozitivni efekt nebo jejich dlouhodoby vliv zplsobil rostliné trvalé
poskozeni? I kdyZz v soucasnosti odpovédi na tyto otdzky nemdame, jsou pro vyzkum
brassinosteroidii zasadni. A€ jsou brassinosteroidy znamé delsi dobu, zajem o né vsak tak stary
neni. Zpocatku byl velky duraz kladen na cytokininy ¢i auxiny, coby na fytohormony schopné
ovlivnit rist a vyvoj rostliny. Nasledné byl vyzkum zaméfen na kyselinu abscisovou, kyselinu
jasmonovou a ethylen, coby obranné fytohormony. Brassinosteroidy tak byly znacné
upozadeéné a zdjem o n¢ se objevil az v poslednich letech. Zajem o vyzkum téchto latek navic
stoupa s klimatickymi zménami a hrozbou nebezpecnych pandemii. Bekyné nebo Skidci
obecné, nemaji ptili§ velky zdjem o usmrceni hostitele. Pfi thynu rostliny ptichazeji tito Skiidci
o cenny zdroj potravy, ktery by je mohl zivit n¢kolik generaci. A¢ sktidci zpisobuji zna¢né
ztraty, v nékterych piipadech se jedna o ztraty az 90 % na zeméd¢lskych plodinach; jsou to
ztraty Cist¢ komer¢ni, nikoli vSak ekologické. Rostliny vétSinu téchto napadeni preziji. Riziko

tak predstavuji zmény v okolni krajin€. Jednim z diivodii sniZeni odolnosti hospodaiskych
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plodin je lidska ¢innost, pii které dochazi ke znecisténi pidy ¢i ke snizeni arealu, ale také jsou
divodem oslabeni rostlin nevhodné hospodaiské postupy v podobé stejnovékych a vyrazné
chudych spolecenstev. Tim v§im jsou podminky vyrazné¢ posunuty ve prospéch skadcu, ktefi
oslabeni rostlin efektivné vyuzivaji. Nejvétsi hrozbou jsou ovSem globalni zmény, kterym se
nejen rostliny tézce piizptisobuji. Rostliny jsou tak vystaveny vétSimu stresu po vétSinu roku,
¢imz se narusuje jejich schopnost se aktivnéji branit. Brassinosteroidy by se tak mohly stat
fesenim, které by mohlo témto ztratim zabranit, coz vyvolalo nutnost tyto latky prozkoumat.

Vyzkum je ovSem pomaly a ¢lanky na téma brassinosteroidll se shanéji obtizn¢.

12. Zavér

Vyzkumem bylo prokazano, ze bekyné velkohlava nema zadny vliv na rychlost fotosyntézy. I
vliv brassinosteroidii na ochrané rostlin nebyl statisticky prokazan, grafy ovSem vliv na
koncentraci AMK prolinu prokazaly. Tento rozpor vyzaduje dal$i pfezkoumani v podobé
vétSiho poctu vzorkll a vyuziti presnéjSich analytickych metod. Diskuzi pak byla prokdzana
neznalost vlivt, které tento vyzkum mohly ovlivnit. Nedostatek informaci a védeckych ¢lanka
zabyvajicich se brassinosteroidy ve spojeni s obranou rostlin poukazuje na nutnost dalSich

vyzkumil a roz§ifeni povédomi o téchto fytohormonech.

13. Ptinos prace

Diskuze poukazala na to, jak malo toho o brassinosteroidech, a fytohormonech obecné vime. I
nepatrny zlomek informaci tak mize byt zdsadnim krokem pii zkoumani téchto chemickych
latek. Tento vyzkum poukazal na jisty vliv, ktery byl prokazan pouze v grafech dodavanych
brassinosteroidii na rostliny buku. Tim se otevird moZnost ptipadného vyuZiti pii ochrané
rostlin nebo v zemédélstvi. V soucasnosti sice nemame pro fytohormony zasadni vyuziti, ale
jejich dulezitost se mize projevit nejen ve zminénych odvétvich. Mohou byt také zasadni
v medicin€. At uz bude jejich vyuziti v budoucnosti jakékoli, budou hrat fytohormony zasadni
roli. To se v8ak stane, nebudeme-li ve vyzkumu polevovat i napfi¢ tomu, Ze neméame pro tento
vyzkum piesné analytické pfistroje, spravné chemické postupy, a zvIasté pak konkrétni znalosti

okoli 1 rostlin samotnych.
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Ptiloha €. 1
Vliv bekyné velkohlavé na fotosyntézu sazenic buku
e Vliv bekyné¢ velkohlavé na Isat (95)

HO — Bekyné velkohlava nema vliv na Isat(95)

H1 — Bekyné velkohlava ma vliv na Isat(95)

Zir_lsat=c(422.5,422.5,530.1,581.2,639.0,467.5,503.1,458.2)
BZir_lsat=c(526.2,439.1,451.2,524.5,551.6,434.8,507.4,498.2)
Isat=data.frame(Zir_lsat, BZir_lsat)

summary(Isat); boxplot(lsat) - vliv bekyn¢ velkohlavé na Isat(95) sazenic buku lesniho.

Zir_lsat BZir_lsat

—
- l Min:  422.50 434.80
:
% _ ' - 1Q 449.30 448.20
|
iz Med 485.30 502.80
= . Pr 503.00 491.60
D : —
I I 3Q 542.90 524.90
Zi r_|Sat BZi r_|Sat Max 639.00 551.60

Graf 5 - Vliv bekyné velkohlavé na Isat (95) rostliny: Isat(95) — Saturaéni bod svételné ozafenosti, Zir_lIsat — vliv bekyné
velkohlavé na data Isat; NZir_Isat — hodnoty Isat bez vlivu bekyné velkohlavé (R); prostifedni hodnota — Med, horni

75% kvantil — 3Q, dolni 25% kvantil — 1Q, horni maximalni hodnota — Max, dolni minimalni hodnota — Min.

var.test(Isat$Zir_lsat, Isat$BZir_lsat):
F =3.0153, num df =7, denom df = 7, p-value = 0.1686
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1

95 percent confidence interval:0.6036784; 15.0612426

HO nelze zamitnout. Bekyné velkohlavd nema vliv na Isat (95).
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e Vliv bekyn¢ velkohlavé na PN (Imax)
HO — Bekyné velkohlava nema vliv na PN (Imax)

H1 — Bekyné velkohlava ma vliv na PN (Imax)

Zir_PN=c(6.5,6.5,9.2,8.7,9.0,6.8,7.2,7.5)
BZir_PN=c(7.7,5.7,8.3,6.5,8.3,6.3,5.6,7.1)

PN=data.frame(Zir_PN, BZir_PN)

summary(PN); boxplot(PN) - vliv bekyné velkohlavé na PN sazenic buku lesniho.

Zir PN BZir PN

_— 1
| Min: 6.50 5.60
w i
il 1Q: 6.73 6.15
=
M~ Med: 7.35 6.80
— ——
0 : i Pr: 7.68 6.94
Tg) I I
. _ 3Q: 8.78 7.85
Zir PN BZir PN
Max: 9.20 8.30

Graf 6 - Vliv bekyné velkohlavé na PN(Imax) rostliny: PN(Imax) — rychlost ¢isté fotosyntézy, Zir_PN — vliv bekyné
velkohlavé na data PN; BZir_PN — hodnoty PN bez vlivu bekyné velkohlavé (R); prostiedni hodnota — Med, horni 75%

kvantil — 3Q, dolni 25% kvantil — 1Q, horni maximalni hodnota — Max, dolni minimalni hodnota — Min.

var.test(PN$Zir_PN, PN$BZir_PN):
F =1.0821, num df = 7, denom df = 7, p-value = 0.9198
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1

95 percent confidence interval: 0.2166369; 5.4048995

HO nelze zamitnout. Bekyné velkohlava nema vliv na PN (Imax)
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e Vliv bekyné¢ velkohlavé na Cond
HO — Bekyné velkohlava nema vliv na Cond

H1 — Bekyné velkohlava mé vliv na Cond

Zir_Cond=c(0.1322,0.1322,0.1641,0.2018,0.1776,0.1456,0.1413,0.1711)
Bzir_Cond=c(0.1285,0.1173,0.1859,0.1122,0.1840,0.1262,0.1231,0.1364)
Cond=data.frame(Zir_Cond, BZir_Cond)

summary(Cond);boxplot(Cond) - vliv bekyné velkohlavé na Cond sazenic buku lesniho.

o Zir Cond BZir_Cond
N - —
I
2 ! — Min: 0.3 0.11
|
© | i 1Q: 0.4 0.12
o
e Med: 0.16 0.13
—_—
N
— - . Pr: 0.16 0.14
O —_—
: ' 3Q: 017 0.15

Zir_Cond BZir_Cond
Max: 0.20 0.19

Graf 7 -Vliv bekyné velkohlavé na Cond rostliny: Cond — Stomatalni vodivost, Zir_Cond — vliv bekyné velkohlavé na
data Cond; BZir_Cond — hodnoty Cond bez vlivu bekyné velkohlavé (R); prosti‘edni hodnota — Med, horni 75% kvantil

—3Q, dolni 25% kvantil — 1Q, horni maximalni hodnota — Max, dolni minimalni hodnota — Min.

var.test(Cond$Zir_Cond, Cond$BZir_Cond):
F =0.71882, num df = 7, denom df = 7, p-value = 0.6741
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1

95 percent confidence interval:0.1439112; 3.5904564

HO nelze zamitnout. Bekyné velkohlava nema vliv na Cond
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e Vliv bekyné¢ velkohlavé na Ci
HO — Bekyné velkohlava nema vliv na Ci

H1 — Bekyné velkohlava ma vliv na Ci

Zir_Ci=c(303.3,303.3,288.4,309.7,295.8,305.7,297.9,310.7)
BZir_Ci=c(277.4,298.2,303.0,282.1,298.5,296.2,297.8,289.5)

Ci=data.frame(Zir_Ci, BZir_Ci)

summary(Ci); boxplot(Ci) - vliv bekyné velkohlavé na Ci sazenic buku lesniho.

& Zir_Ci
i .
2 Min: 288.40
— |
0 | . 1Q: 297.40
N :
o F R e Med: 303.30
CEn |
o o : Pr: 301.90
N TR (A
! ! 30: 306.70
Zir Ci BZir_Ci
Max: 310.70

BZir_Ci
277.40
287.60
297.00
292.80
298.30

303.00

Graf 8 - Vliv bekyné velkohlavé na Ci rostliny: Ci — Intracelularni koncentrace COz, Zir_Ci — vliv bekyné velkohlavé

na data Ci; BZir_Ci — hodnoty Ci bez vlivu bekyné velkohlavé (R); prostiedni hodnota — Med, horni 75% kvantil — 3Q,

dolni 25% kvantil — 1Q, horni maximalni hodnota — Max, dolni minimalni hodnota — Min.

var.test(Ci$zir_Ci, Ci$Bzir_Ci):
F =0.69422, num df = 7, denom df = 7, p-value = 0.6422
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1

95 percent confidence interval:0.1389853; 3.4675597

HO nelze zamitnout. Bekyné velkohlava nema vliv na Ci.
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e Vliv bekyné¢ velkohlavé na Trmmol

HO — Bekyné velkohlava nema vliv na Trmmol

H1 — Bekyné velkohlava ma vliv na Trmmol

Zir_Trmmol=c(1.7512,1.7512,2.4538,2.9070,2.7121,2.3360,2.6387,2.7621)
BZir_Trmmol=c(3.3533,3.2670,4.1028,3.2444,4.9292,3.6727,3.6417,3.8867)
Trmmol=data.frame(Zir_Trmmol, BZir_Trmmol)

summary(Trmmol); boxplot(Trmmol) - vliv bekyné velkohlavé na Trmmol sazenic buku

lesniho.
o _ Zir_Trmmol BZir_Trmmol
) I
o N E Min: 1.75 3.24
9 -
= 1Q: 2.19 3.33
© ]
@ I Med: 2.55 3.66
O .
o~ T Pr: 241 3.76
| I
_ _ 3Q: 273 3.94
Zir_Trmmol  BZir_Trmmol
Max: 291 4.93

Graf 9 - Vliv bekyné velkohlavé na Trmmol rostliny: Trmmol — Transpirace, Zir_Trmmol - vliv bekyné velkohlavé na
data Trmmol; BZir_Trmmol — hodnoty Trmmeol bez vlivu bekyné velkohlavé (R); prostiedni hodnota — Med, horni

75% kvantil — 3Q, dolni 25% kvantil — 1Q, horni maximalni hodnota — Max, dolni minimalni hodnota — Min.

var.test(Trmmol$Zir_Trmmol, Trmmol$BZir_Trmmol):
F =0.63277, num df = 7, denom df = 7, p-value = 0.5607
alternative hypothesis: true ratio of variances is not equal to 1

95 percent confidence interval:0.1266824;3.1606139

HO nelze zamitnout. Bekyné velkohlavd nema vliv na Trmmol.
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Ptiloha €. 2
Vliv doddvaného brassinosteroidu na koncentraci prolinu

e Kalibrac¢ni kiivka
Tabulka 3 — Naméfena data pro kalibraéni kfivku. Vzorky znamé koncentrace prolinu, zméfena na spektrometru: ¢ —

koncentrace v ¢erstvém vzorku, A — absorbance.

C [umol/ml FW] A
0 0
1,50E-03 0,074
1,50E-02 0,130
3,75E-02 0,243
7,50E-02 0,460
1,50E-01 0,843

. . i B
Kalibraéni krivka
1
y= 5,784)(
0'8 R?=0,9919...er+"""" .
8 B
Ta et
SR { 3
R R Wt @
P
0@
-0,01 0,01 0,03 0,05 0,07 0,09 0,11 0,13 o1
c prolinu [umol/ml FW]

Graf 10 - Kalibra¢ni kFivka pro vypocet koncentrace prolinu: A — absorbance pii vinové délce 520 nm; ¢ — koncentrace

prolinu kalibraé¢ni ¥ady [umol/ml FW].

e Vypocet koncentrace prolinu
A=0,738
VToluenu = 800l
mvz = 150mg = 0,15¢
Prekoncentra¢ni faktor = Vy,/Alikvotni objem = 1000ul/400ul = 2,5
a (smérnice kalibra¢ni kiivky) = 5,784

Koncentrace vzorku z kalibra¢ni kiivky:
CAMK kalibracni kiivky = Ala=0,738/5,784 = 0,1276 p.m0|/| FW

Ptepocet na hmotnost vzorku listl

CAMK piepoitend na hmotnost = CAMK kalibratni kiivky *  VToluenu/Mvz/Prekoncentracni faktor =
0,1276*800/0,15/0,25 = 0,2722 umol/g FW
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Ptiloha ¢. 3

Rychla faze fluorescen¢ni indukce

e Primér naméfenych hodnot fluorescencni indukce pii vlivu Ziru bekyné velkohlavé a
bez vlivu fytopatogenu.

Vliv bekyné velkohlavé na fluorescenci buku
40000
35000
30000
25000 ®Bez
ZIru

20000 ® Zir

15000

Fluorescencni indukce [a.u.]

10000

5000 o0

oe
10 100 1000 10000 100000 1000000 10000000

Cas [ps]

Graf 11 — Vliv bekyné velkohlavé na fluorescenci vzorku listii buku: Zir — primér hodnot namé&fenych na vzorcich listi
buku, které byly vystaveny vlivu bekyné velkohlavé, Bez Ziru — priimér hodnot namérenych na vzorcich listi buku,

které nebyly vystaveny vlivu bekyné velkohlavé.
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Tabulka 4 — Fluorescenéni parametry vypoditané z Graf 11: Fo — min. fluorescence, Fj — fluorescence ve 2 ms od startu
aktinického svétla, Fi — fluorescence ve 30 ms od startu aktinického svétla, Fm — maximalni fluorescence, Fv —
maximalni variabilni fluorescence, Vj — relativni variabilni fluorescence 2 ms od startu aktinického svétla, Vi — relativni

variabilni fluorescence ve 30 ms od startu aktinického svétla, Phi_Po — maximalni kvantovy vytéZzek, Pi_Abs —

wperformance index“.

zZir bez Ziru
pramér SD pramér SD
Fo 5806,00 185,09 5874,67 472,72
Fj 17166,67 414,23 16751,33 1449,40
Fi 31692,00 851,16 29024,67 2584,89
Fm 37430,33 1456,16 34230,00 2854,15
Fv 31624,33 1365,10 28355,33 2877,55
Vj 0,36 0,01 0,38 0,02
Vi 0,82 0,02 0,82 0,01
Phi_Po 0,85 0,01 0,83 0,02
Pi_Abs 6,22 0,86 4,87 1,48

Bekyn¢ velkohlava ma vliv na fluorescenci vzorki listit buku lesniho.
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