Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

Katedra biologie

Produkce flavonoidi a fenolickych latek u zeli v

zavislosti na napadeni diepc¢iky rodu Phyllotreta

Autor:

Studijni program:

Studijni obor:

Vedouci prace:

Hradec Kralové

Diplomova prace

Bc. Nikola Kuchti¢kova
N 1501 Biologie

Systematicka biologie a ekologie

Ttma Jifi, doc. Ing. CSc.

2018



Univerzita Hradec Kralové

Prirodovédecka fakulta

Zadani diplomové prace

Autor: Bc. Nikola Kuchti¢kova

Studium: S16BI008NP

Studijni program: N 1501 Biologie

Studijni obor: Systematicka biologie a ekologie

Nazev bakalarské prace: Produkce flavonoidi a fenolickych liatek u zeli v

zavislosti na napadeni di‘ep¢iky rodu Phyllotreta

Nazev bakalaiské prace AJ: The production of flavonoids and fenolic compounds in
cabbage in dependence on the attack of the Phyllotreta flea
beetles

Cil, metody, literatura, predpoklady:

Rostouci intenzita péstovani a nartst ploch plodin z ¢eledi Brassicaceae, spolu s mirnou zimou v
letech 2013-2016, piispélo k vyznamnému rozsifeni dfep¢ikii rodu Phyllotreta a dfepcika
olejkového. Skody na porostech zptisobuji dospélci i larvy. Pii napadeni rostlin herbivornim
hmyzem jsou aktivovany rtzné obranné mechanizmy. Jednim z nich je zvySend produkce latek
sekundarniho metabolizmu. Cilem prace je vyzkum zavislosti mezi napadenim rostlin zeli diepciky
a produkci vybranych sekundarnich metabolitd, pfedev§im flavonoidd a dalSich latek fenolického
charakteru. Z napadenych porostil zeli bude nutné odchytnout dospélé jedince diepcika a aplikovat
je na rostliny zeli v kultiva¢nich boxech. Simulovat tak nizky a vyssi stupeit napadeni diepéiky. U
rostlin zdokumentovat stupen napadeni a provézt analyzy na obsah vybranych metabolitti: Pomoci
spektroskopickych metod aj. budou stanoveny koncentrace fenolickych latek, flavonoidu aj. a
nekteré parametry oxidacniho stresu (napf. peroxid vodiku, superoxidovy radikal aj.).

Li X.Q. et al. (2016): Plant genotypes affect aboveground and belowground herbivore interactions
by changing chemical defense. Oecologia 182 (4):1107-1115. DOI: 10.1007/s00442-016-3719-x
Ahuja I. et al. (2010) Defence mechanisms of Brassicaceae: implications for plant-insect
interactions and potential for integrated pest management. A review. Agronomy Sustainable
Development . 30: 311?348. DOI: 10.1051/agro/2009025 KuzinaV. Et al. (2009) Identification of
Defense Compounds in Barbarea vulgaris against the Herbivore Phyllotreta nemorum by an
Ecometabolomic Approach. Plant Physiology, 151:1977?1990. DOI: 10.1104/pp.109.136952

Garantujici pracoviste: Katedra biologie, Piirodovédecka fakulta
Vedouci prace: doc. Ing. Jiti Tima, CSc.
Oponent: PharmDR. Marie Kasparova, Ph.D.

Datum zadani zavérecné prace: ~ 15.1. 2017



r

Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci vypracovala samostatné a Ze jsem v seznamu pouZité

literatury uvedla vsechny prameny, ze kterych jsem vychazela.

V Hradci Kralové dne

Bc. Nikola Kuchti¢kova



Podékovani:

Na tvod bych rada podékovala svému vedoucimu prace doc. Ing. Jifimu Ttumovi, CSc. za
odborné vedeni a za rady, které¢ vyznamné ptispély ke zpracovani této diplomové prace.



Anotace

Kuchti¢kova, N. Produkce flavonoidii a fenolickych latek u zeli v zavislosti na napadeni
drepciky rodu Phyllotreta. Hradec Kralové, 2018. Diplomova prace na Piirodovédecké
fakulté¢ Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diplomové prace Tuma Jifi, doc. Ing. CSc. 70

S.

Diplomové prace se zabyva sekundarnimi metabolity rostlin, a to pfedevSim produkci
flavonoidti a dalSich fenolickych latek u zeli v zavislosti na napadeni diepliky rodu
Phyllotreta. Rostouci intenzita péstovani a nartst ploch plodin z ¢eledi Brassicaceae, spolu
s mirnou zimou v letech 2013-2016, pfisp€lo k vyznamnému rozsifeni diepcikti tohoto
rodu. V teoretické casti jsou podavany informace o stresovych faktorech pisobici na
rostliny, se zvySenym zdjmem o herbivorii fytofdgniho hmyzu. Praktickd ¢ést je zamétfena
na experiment, pii kterém by se prokazala zvySena produkce obrannych latek u

brukvovitych rostlin na zaklad¢ intenzity napadeni diepciky.

Klicova slova
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Annotation

Kuchti¢kova, N. The production of flavonoids and fenolic compounds in cabbage in
dependence on the attack of the Phyllotreta flea beetles. Hradec Kralové, 2018. Thesis at
Faculty of Science University of Hradec Kralové. Thesis supervisor Tuma Jifi, Asooc.
Prof. Ing. PhD. 70 p.

The diploma thesis deals with secondary metabolites of plants, mainly with the production
of flavonoids and other phenolic substances in cabbage depending on infestation of strains
of Phyllotreta. Growing intensity of cultivation and cultivating areas of crops of the
Brassicaceae family, along with a mild winter in years 2013-2016, contributed to the
significant expansion of Phyllotreta. The theoretical part contains information on stress
factors affecting plants, with an increased interest in herbivores of phytophagous insects.
Practical part is focused on an experiment that would prove increased production of

defensive substances in Brassicaceae plants based on the level of Phyllotreta attack.

Keywords

fenolic compounds, flavonoids, stress factor, herbivory, phytophagous insects



Obsah

1
2

UL Zee I e < = [or= OO 8
T T o T o T =1 1 =T TR PP 10
2.1 Stresové faktory plsobici Na rOSTHNU......c..ccceiiiiiii et 10
2.2 Aktivni formy kysliku (ROS — reactive oXygen SPECIeS) .....ccuveeeecreeeiiciiee e 14
2.3 o) =Y a T o1 01V 20 PRSP 15
2.4 Obrana rostlin proti hmyzim herbivorlim .........ccoe i 17
24.1 Naklady na obranu a princip rozdélovani zdroji v rostliné..........ccccccvevviveeceeennnenn. 18
2.5 Y U] oo TR T 10 ]=1 =] o To ] 1Y U 19
2.6 Fenolické 1atky @ flavonoidy .......c..eeiiciiiei it 22
2.6.1 Historie flaVonOidU .......cc.coiiririee et 24
2.6.2 Chemicka struktura flavonoidli........ceeveerienienieieeeeee s 24
2.6.3 KIRSTFIKACE .ttt eetee ettt et sttt e st e s bt e e sar e e sbeeesaree s 25
2.6.4 Biosyntéza flavonoidll ........c.ccvieeiieeiieeciee ettt e e 29
2.6.5 Fenoly a flavonoidy v obrané proti fytofagnimu hmyzu .........cccccoveeiiciiiiccineens 31
2.7 Rostliny z ¢eledi Brassicaceae a jejich hlavni SKUACi .......ccveveeuveeiiieeiiieeieeecee e, 33
2.7.1 Vyznamni hmyzi SKUACT BraSSICAIES ..........ccuveecuveeiiieccee ettt esve e 33
Metodika EXPErIMENTU ....cc.eiiiiiiie e e et e e e rbee e e s sbee e s e sabeeeeesareeas 39
31 Y L= o T | TSP PP PR RUPPUPRRPO 39
3.2 PHIPrava @XPEIrIMENTU.......cccuiieeiciiee e cctiee e ceeee et e e e etee e e e ete e e e e e be e e e esabaeeeeeabeeeeesnbaeeeenasenas 40
33 Statistické ZPracoVANT dat.......c.ueei it e e e et e e s aaaeeeeas 42
3.4 ANAIYZA VZOTKU ..o e e e et ee e s e are e e e e ate e e e eenteee e eennaeas 42
3.4.1 PouzZité chemikalie @ PriStrOfe ...ccccuiiiiiciiee ittt e e s eree e 42
3.4.2 Principy a postupy pouzitych analytickych metod.......cccccooveiiiiiiiiiiicieieee 43
3.4.3 Priprava vzorkl pro analyzu a ziskavani dat..........ccceevveeiiiecciecccie e 45
VYSIEAKY ...t e et e e et e e et e e e e et b ee e e e atreeeeaabeeeeanbeeeeanbaeeeanreeaeenraeas 48
4.1 Obsah aktivnich forem KysliKU .......c.ooooeiiiiiee e e 48
4.2 Obsah fenolickych [atek a flavonoidU ...........ccueiieeciiiieceeecee e 49
4.3 Obsah kyseliny SAlICYIOVE ..........eee it e e e saae e e 50
4.4 Relativni zastoupeni jednotlivych fenolickych kyselin ..........ccoooieiiiiiiiice e, 51
4.5 e I AT YoF- 1 V72- F PR 52
DISKUZE ..ttt ettt ettt et s e s bt e st e s e s be e e s et e b et e e nr e e s be e e nareesareeereeesareeeane 54

5.1 Zmény v hodnotdch ROS vlivem stresu vyvolaném diepCiky.......ccccoeoeeeiecieeicciieeeeen. 54



5.2 Zmény v hodnotach fenolickych latek a flavonoidU vlivem stresu vyvolaném drepciky . 54

5.3 Zmeény v hodnotach kyseliny salicylové vlivem stresu vyvolaném drepciky.................... 55
5.4 T U ST YoF- | V7- TSRS 56
I - VT - e [ o To | (U 1= o ISR RPPE 57
SEZNAM OBIAZKU ...ttt sttt bt s b e et et she et e s bt st et e sbe et e stesaeens 59
Seznam grafll @ TADUIEK .........oceii e eae s 59
SEZNAM POUZItE [EEIATUNY coeiiiiiie ettt e e et e e st a e e e s bae e e ssabaeeeennsreeesanseeeeaan 61

PHIIORY ©evevveoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeesseseeeseseees e eeseeeese e e e e e e e s e e e s e e e et ee s ee s ee s ee e 68



1 Uvod a cil prace

Rostliny neodmyslitelné patii do naSeho bézného zivota, obklopuji néas a zajist'uji nejen
lidem ale 1 vSem dalSim organismim rostlinnou slozku potravy. Jsou nedilnou soucasti
pfirody a hraji pro zivot na Zemi kliCovou roli. Jedna se o organismy, jez dokazi
pfeménovat anorganické slouceniny na latky organické a dale jsou schopny fotosyntézy
a tim produkce zivotn¢ dilezitého kysliku, tvoficiho druhou hlavni slozku zemské

atmosféry.

Rostlinné organismy nejsou schopny aktivniho pohybu, nemohou se podobn¢ jako
zivoCichové pohybovat z mista na misto, a proto byvaji velmi casto ovliviiovany
prostiedim, které na né pasobi. Musi si tedy zajistit ochranu pied pusobenim vnéjsich
faktori, které by rostlinu mohly fyzicky poskodit nebo by mohly zptsobit jeji thyn.
Mezi faktory zivotné ovliviiujici tyto organismy fadime abiotické faktory, jako je
napiiklad pasobeni vétru, UV zafeni, vysokych i nizkych teplot, nedostatek vody a Zivin
v pudé a pfitomnost toxickych latek v prostfedi. Jsou to dale biotické faktory, do
kterych patii herbivorni Zivoc¢ichové spasajici rostliny, patogenni mikroorganismy, jako
jsou bakterie, houby a viry. Dale pak vzajemné ovliviiovani rostlin mezi sebou, kam
zafadime parazitizmus a alelopatii. Tyto faktory vedly rostliny k vybudovani si
ochranného mechanismu v podobé bud’ mechanické obrany nebo chemické obrany

V podobé¢ sekundarnich metabolitt.

Sekundarni metabolity pomahaji rostliné reagovat na zmény podminek v Zivotnim
prostiedi. Fenolické latky piedstavuji jednu z nejcetnéjSich heterogennich skupin latek v
rostlinné 1iSi, jejichZz biochemické a fyzikalni vlastnosti umozZfuji rtznorodou
biologickou aktivitu v téle rostlin, ale i mikrobu a zivocichu.. Fenoly zahrnuji skupinu
sloucenin zvanych jako flavonoidy, jejichZz zakladni chemickou strukturu tvoii patnacti

uhlikaty skelet.

Cilem této diplomové prace bylo prostudovat dostupnou literaturu tykajici se
fenolickych latek, zejména flavonoidt a jejich produkce u rostlin, jako odpovéd na
pasobeni herbivornich Zzivocicht, zejména fytofagniho hmyzu. Dale pak navrhnout
pracovni hypotézy a sestavit experiment pfi kterém by se prokazala zvysena produkce
obrannych latek u brukvovitych (Brassicaceae) rostlin na zaklad¢é intenzity napadeni

diepciky rodu Phyllotreta. Pfedmétem vyzkumu je i zajem o aktivni formy kysliku a



kyselinu salicylovou, poukazujici na rostlinny organismus zaZzivajici stres z napadeni

fytofagnim hmyzem.

Byli navrZeny a testovany tyto pracovni hypotézy:
Pracovni hypotéza H1: Pfedpokladame, ze obsah aktivnich forem kysliku a obrannych

latek bude vyssi u rostlin napadenych fytofagnim hmyzem, oproti rostlindm kontrolnim.

Pracovni hypotéza H2: Pfedpokladame, ze obsah aktivnich forem kysliku a obrannych

latek se bude zvySovat s intenzitou napadeni.



2 Literarni prehled
2.1 Stresové faktory plsobici na rostlinu

Rostliny jsou na rozdil od volné€ se pohybujicich Zivoc¢ichli pevné spjaty s mistem svého
rtstu, nemohou tedy pred nepfiznivymi vlivy prostiedi utéct nebo se schovat. Zivotni
prostedi je soubor vnéjSich podminek stanovisté a vnéjsich faktort, jejichz ptisobeni je
rostlina vystavena. Mohou zpomalovat jeji Zivotni funkce, ale také poskozovat
jednotlivé organy a v krajnim piipadé vést az k uhynuti rostliny. Jejich geneticka
vybava proto musi byt dostatecné plasticka, aby si dokazaly s touto nevyhodou poradit a
mohly se u¢inné branit. Stresové faktory mohou byt abiotické (fyzikalné-chemické) ci
biotické povahy (Obr. 1). Mohou pronikat do vnitiniho prostiedi rostlin riznych druht
odli$né, a to pfedevsim v disledku rizné vyvinutych obrannych struktur. Rist a vyvoj
rostliny je vedle dopadajiciho sluneéniho zafeni, teploty, dostupnosti vody a
mineralnich latek, také vyznamné ovliviiovan interakci s ostatnimi Zivymi organismy na
daném stanovisti. Biotické faktory jsou povahy biologické, zivy organismus ovliviiuje
jiné organismy, nebo skupiny organismi, a to bud’ pfimo, nebo nepiimo. Pfimé biotické
vlivy mizeme charakterizovat jako vazbu dvou i vice druhli organismi na sebe, vazbu
cizopasnikii v téle hostitele a vazbu kofisti a dravce. Pokud se organismy piimo
nesetkdvaji, ale ovliviiuji se a navzajem si spotiebovavaji zdroje, jedna se o nepiimé
biotické vlivy. Mezi vlivy piisobici na rostliny patifi zejména plisobeni patogent, jako
jsou viry, bakterie, houby, ptisobeni konkuren¢nich druht rostlin ve smyslu alelopatie
nebo parazitismu a poSkozeni zpisobené zivoCichy, z nichz nejvyznamnéjsi roli hraje
herbivorie (Prochazka et al., 1998; Piterkova et al., 2005; Pavlova, 2006; Smykal,
2015).
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ABIOTICKE FAKTORY

BIOTICKE FAKTORY

—>FYZIKALNI

. CHEMICKE

—mechanické ucinky vétru
——»nadmeémé zareni (UV, viditelné)
L extrémni teploty (horko, chlad, mraz)

—nedostatek vody (sucho)
—nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
——»nedostatek zivin v pidé
——nadbytek ionti soli a vodiku v pidé
——toxické kovy a organické latky v pidé

——»toxické plyny ve vzduchu

»herbivomi Zivocichové (spasani, poranént)

»patogenni mikroorganismy (viry, mikrobi, houby)

»vzajemné ovliviiovani (alelopatie, parazitismus)

Obrazek 1: Pirehled nejdulezitéjSich stresovych faktoru (Prochazka et al., 1998)

Proménlivé podminky vnéjSiho prostiedi plisobi ¢asto negativné na rostlinu, které se

pod tlakem stresovych faktorti ocitaji ve stresu. Stres je dynamicky komplex mnoha

reakci. Mechanismy obrany proti stresu Ize rozdélit do dvou kategorii (Prochazka et al,
1998; Gomez et al., 2007):

1. Mechanismy zabraiujici tomu, aby rostlina byla vystavena stresovému faktoru

(avoidance mechanisms). Tato obrana zahrnuje mechanickou bariéru rostliny,

jez ma dlouhodoby a pasivni charakter. Jedna se napiiklad o silnou kutikulu na

listech, rezervoary vody a ftady organickych latek, vyraznou impregnaci

bunéénych stén. Kromé mnoha morfologickych a morfogenetickych adaptaci k
omezeni herbivorie mohou rostliny také uniknout v ¢ase a prostoru tim, Ze

vytvaii fidké populace, maji nepravidelny cyklus ¢i kratkou délku Zivota. Diky

této strategii jsou pro herbivory tézko dostizitelné.

2. Aktivni obrana rostlin (tolerance mechanisms). Tento mechanismus obrany
omezuje negativni dopad stresti az po jejich proniknuti do rostliny k plazmatické

membrané bunék a do symplastu. V tuto chvili se spousti fetézec zmeén,

oznacovaného jako stresové reakce.

Prib¢h a vysledek stresové reakce zavisi na délce a intenzité plisobeni stresového

faktoru, ale 1 na samotné rostliné, a to zejména na jejim genotypu, na stadiu vyvoje,

vitalité a adaptacnich schopnostech. Studium vlivu stresu na rostlinu je komplikovano

nejen tim, ze Casto pusobi vice stresovych faktorti soucasné ale i tim, Ze plisobeni
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stresorti byva obvykle omezeno na Cast rostliny, ve které dochdzi k lokalni stresové
reakci, ale ta mlze druhotné zplsobovat stres i v ostatnich organech a dochazi

k systémové stresové reakci (Prochazka et al., 1998; Piterkova et al., 2005).

Piikladem systémové reakce mize byt signalizace pomoci systeminu, kterd je v
soucasné dobé asi nejlépe prozkoumanou signdlni drahou pienaSejici informaci o
napadeni herbivory. V misté plisobeni se systemin vdZze na receptor, ¢imz se aktivuje
intracelularni fetézec vedouci kuvolnéni kyseliny linolenové z cytoplasmatické
membrany. Kyselina je dale pfeménéna na phytodienoic acid (PDA) a na jeden
(JA). JA signalizace hraje vyznamnou roli pfi obranné reakci rostlin na napadeni
herbivory, v¢etné housenek, broukti a dalSich (Orcutt et Nilsen, 2000; Schulze et al.,
2005; Browse and Howe, 2008). Kempema et al. (2007) uvadi, Ze ne vSichni herbivofi
aktivuji signalizaci JA v rostlinach, nékteti mohou aktivovat signalizaci pomoci
kyseliny salicylové (SA) a tim dokonce potlacovat JA, avsak vysledky vyzkumut

ukazuji, Ze JA hraje dominantni roli v odolnosti rostlin proti utoku herbivort.

Retézec reakci vedouci k syntéze kyseliny jasmonové zadina tvorbou allen-epoxidu,
ktery je pak pfeménén na cyklickou 12 — oxophytodienovou kyselinu, z niz jsou tfi
acetatové zbytky odstranény beta-oxidaci, coz vede ke vzniku 7-iso-jasmonatu, ktery
muze byt rychle pfeménén na stabilni jasmonat. Tato latka se vyskytuje ve vSech
rostlinnych ¢astech jako UCinny regulator rhstu, prevlada vSak v mladych pletivech.
Methylester jasmonatu ma tékavy charakter a byl identifikovan v jasminu jako vonna
slozka. T€kavéa povaha methyljasmondtu umoziuje rostlinam mimo jiné¢ bezkontaktni
ptenos signalu o napadeni k sousednim rostlindAm. Napadend rostlina za¢ne vylucovat
methyljasmonat do ovzdusi, molekuly vstupuji do rostlin priiduchy a tento signal je déle
po rostliné Sifen vodivymi pletivy. Pfitomnost methyljasmonatu vede ke zvySeni
produkce obrannych latek, naptiklad inhibitorti proteindz, alkaloidt, fenolickych latky,
glukosinolatl a to jeSté predtim, nez je rostlina napadena. Pfenos signalu o napadeni

vzduchem funguje i mezidruhoveé (Orcutt et Nilsen, 2000; Schulze et al., 2005).

Na obrazku 2. je znazornéno zjednodusené schéma indukce systémové obranné reakce.
Po poSkozeni rostlinného pletiva se zacne z prekurzoru prosysteminu tvofit signalni
peptid systemin. Ten je transportovan po rostliné floémem. Po jeho navéazéni na

receptory, nebo vlivem jinych vnéjSich faktorti se z plazmatické membrany uvoliluje
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kyselina linolenova, coz vede dale ke tvorb¢ jasmonatu. Na indukci exprese genli pro
tvorbu obrannych latek se jasmonat casto podili spolu s etylénem, nicmén¢ zékladni

molekularni mechanismy nejsou piesné znamy (Jones et Bari, 2009).

Indukce systémové obranné reakce

poskozeni herbivoram lokaini signaly

T |

prns:.rstemin| '

y oligogalakturonid chitosan vysoka teplota UV zafeni
y translokace v '
) floémem —
systemin .x systemicky ' ' . l l
t. signal '
bunééna | | ‘ ‘ |
membrana

. Y

4

-~ o~ o - = i |
O ™™ . - ~"% k_linolenova

k. oxofytodienova

‘ etylén

(n]

N k. jasmonova

o=

oM § .
Y -~

aktivace gend

Obrazek 2: Schéma indukce systémové obranné reakce (upraveno podle Wasternack et
Parthier, 1997).

Ochrana rostlin proti napadeni herbivort zahrnuje mnoho signalt, které jsou
zprostfedkovany siti fytohormont. Rostlinné hormony hraji kli¢ovou roli pfi regulaci
ristu, rozvoje a obrannych mechanismu (War et al., 2012). Jones et Bari (2009) ve své
praci uvadéji, Ze vyznamny pokrok Vv rostlinnych hormonech byl dosazen v roce 2006,
kdy byly pochopeny role kyseliny salicylové (SA), jasmonati (JA) a ethylenu (ET) v
reakcich rostlin na bioticky stres. Mnozstvi SA se zvySuje obvykle v blizkosti mista
napadeni, zatimco stresovy hormon kyselina jasmonova je pifitomna az za prstencem
pusobeni kyseliny salicylové. Ackoli jsou obranné drahy SA a JA / ET vzajemné
antagonistické, jsou i dikazy o synergickych interakcich. To znaci, ze aktivace
signalizace obrany, kterou rostlina vyuzije zavisi na povaze a intenzit¢ utoku. V
prirodnim prostfedi, se rostliny ¢asto vyrovnavaji s né€kolika uto¢niky, a proto pouziva;ji
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komplexni regulacni mechanismy pro vyvolani t€¢innych obrannych reakci proti riznym
patogentim a Skudcam. Jak rostliny upfednostiiuji jednu reakci nad druhou vsak neni
znamo (Adie et al., 2007; Jones et Bari, 2009; Janda, 2018). Nedavné studie naznacuji
ze dalsi hormony se Ucastni obranné signalizaci, jako je kyselina abscisova (ABA),
auxin, kyselina giberelova (GA), cytokinin (CK), brassinosteroidy (BR) a peptidové
hormony, ale jejich role je méné prostudovana (Jones et Bari, 2009). Podil hormont na

rostlinné obran¢ proti biotickym faktoriim je znazornén na obrazku 3.
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Obrazek 3: Podil hormonii na rostlinné obrané proti

biotickym faktoram (Jones et Bari, 2009)

2.2 Aktivni formy kysliku (ROS - reactive oxygen species)

Fotoinhibice a fotooxidace se vSeobecné u rostlin projevuji jen ve stresovych
podminkach. Za normalnich rastovych podminek je v rostlinné bunce produkce
aktivnich forem kysliku nizka, avSak plsobi-li na rostlinu stresové faktory, které
narusuji jeji bunéénou homeostadzu, dochazi k vyraznému zvySeni aktivnich forem
kysliku v buiice, napt. v chloroplastech. ROS slouzi v biologickych systémech jako
signalni molekuly pro expresi genl, nebo jako toxické meziprodukty aerobniho
metabolismu zplsobuji poSkozeni az zanik buiiky. Rostliny si béhem evoluce vyvinuly
systém na odstranéni toxickych forem kysliku. Aktivni formy kysliku jsou singletovy

kyslik, superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal, peroxid vodiku a jejich akumulace
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muze poskodit bunééné komponenty. Mohou inaktivovat enzymy, oxidovat proteiny a
poskozovat DNA a RNA buiiky. Reakci s nenasycenymi mastnymi kyselinami dochéazi
k peroxidaci esencidlnich membranovych lipidl intracelularnich organel, coz ovliviiuje
respiracni aktivitu mitochondrie a zptisobuje ztratu schopnosti chloroplastu fixovat oxid
uhli¢ity (CO2). Dale dochazi k peroxidaci plazmalemy, coz vede k Gniku bunééného
obsahu a bunééné smrti. Detoxikace toxickych forem kysliku enzymatickou cestou je
katalyzovana riznymi enzymy jako je superoxiddizmutaza, askorbat a
glutathionperoxidaza, monoaskorbatreduktdza, dehydroaskorbatreduktaza,
glutathionreduktdza a katalaza. Neenzymatické antioxidanty jsou malé molekuly jako
napf. kyselin askorbova, glutathion, alfa-tokoferol, karotenoidy, polyamidy, rtizné cukry
a v neposledni fad¢ i flavonoidy. (Piterkova et al., 2005; Hernandez et al., 2009;

Repkova, 2013).

2.3 Fytofagni hmyz

Herbivorie neboli bylozravost je jednim z nejvyznamnéjSich vztahd mezi rostlinou a
zivocichem. Jedna se o jeden z mnoha biotickych stresovych faktori, ktery ptsobi na
rostlinu a ma na ni ptfimy vliv, jak jiz bylo zminéno v ptfedeslé kapitole. Herbivorni
zivo¢ichové mohou poskozovat rostlinu, v piipadé vyspélych obratlovci, spasanim,
okusem, ¢i zplsobem vlastnim fytofdgnimu hmyzu, jako je minovani (vyZirani
chodbicek) nebo sani tekutin z rostlinnych pletiv. Rostliny a hmyz spolu koexistuji jiz
vice neZ 400 milionli let. Béhem této doby se vyvinuli interakce, které ovliviluji
jednotlivé organismy na vSech Urovnich, od zakladnich biochemickych az po populacni
genetiku. Nékteré z téchto vztahti jsou vzajemné prospésné, jako je opyleni, ale vétSina
interakci zahrnuje kolonizaci rostlin hmyzem, pted kterou se rostliny musi chrénit.
Pravé fytofagni hmyz ma nejvétsi vliv na rostliny. Dvé tfetiny vSech znamych herbivori
jsou brouci (Coleoptera) a housenky motyli (Lepidoptera). Jejich potravni specializace
je podrobnégji prozkoumana zejména u druhti Skodicich na péstovanych plodinach,
nebot’ je potifeba se proti nim branit. Méné informaci se vi o narocich hospodarsky
nevyznamnych druh@i (Schoonhoven et al., 1998; Spryhar et Strejéek, 2012;
Fiirstenberg-Hégg et al., 2013).
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Soucasnd rozmanitost rostlin a fytofagniho hmyzu ptedstavuje do znacné miry
vyslednici jejich vzdjemného plsobeni, jehoz pocatek je dolozen z doby konce
spodniho karbonu pfed 324 miliony let. Do této doby spadaji viibec nejstarSi doklady
nejen vyskytu vlastnich fyzickych pozlstatki hmyzu ale 1 hmyziho Zziru, pfitomné
hlavné na listech dvoudéloznych rostlin (Obr.4 a-e). Na obrazku (a) je ukazka vzacného
nalezu minujiciho ziru na listu rostliny z celedi cajovnikovitych (Theaceae).
Pravdépodobnym pivodcem byl motyl z ¢eledi drobnickoviti (Nepticulidae). Nasleduje
(b) ptiklad dutinového ziru se slabé vyvinutou reakci okolniho pletiva na listu
ostruziniku Merianova (Rubus merianii). Dale (c) hluboky okrajovy zir s jasné¢ patrnou
prolifera¢ni reakci okolniho pletiva na listu rodu vistarie (Wisteria). Kostrovy zir (d)
symetricky rozloZeny po obou stranach stiedové Zilky listu zastupce vyhynulého rodu
Ternstroemites. Posledni obrazek (e) je prikladem jiné nez herbivorni interakce. Jedna
se 0 nalez listu vyhynulé vrby Haidingerovy (Salix haidingeri) se stopami po kladeni
vaji¢ek (ovipozici) vazek z Celedi Sidlatkoviti (Lestidae). Nejstarsi dolozitelny priklad
hmyzi herbivorie byl popsan na kapradosemenné rostliné druhu Triphyllopteris
austrina z konce spodniho karbonu Australie (Spryhar et Strejéek, 2012; Knor et
Prokop, 2014).

Obrazek 4: Demonstrace fosilnich nalezii hmyziho Ziru (a-d) a stopy po kladeni vaji¢ek (e) (Knor et
Prokop, 2014)
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Obecné 1ze hmyzi herbivory rozdé€lit na specialisty (monofagy) a generalisty (polyfagy).
Lze Kkonstatovat, ze potravni generalisté, ktefi se mohou zivit Casto navzajem
nepfibuznymi druhy rostlin, jsou u hmyzu v mensiné. Dokazi tolerovat Sirokou skalu
rostlinnych obrannych latek, ale pokud narazi na rostlinu, jenz mé ucinné latky, na které
nejsou specializovani, mize mit pro né¢ tato interakce fatalni nasledky. Specialisté
vyuzivaji pouze omezené mnozstvi druhl hostitelskych rostlin. Tento hmyz se
prizptsobil obrannym latkam vyluCovanych rostlinami, a dokonce je dokaze vyuzivat
ve vlastni prospéch. Piikladem je obrana ptfed predatory nebo nalezeni dalSich
hostitelskych rostlin. Zieteln¢ prevladajici uzsi potravni specializace se jevi jako
vyhodna z evolucnich a ekologickych divodu (snazsi nalezeni ekologické niky, vazba
na hostitele béhem koevoluce, Gnik ptfed konkurenci a pted predatory, G¢innéjsi vyuziti

potravniho zdroje atd.) (Ali et Agrawal, 2012; Spryfar et Strejéek, 2012).

Ve chvili, kdy herbivor za¢ne pozirat rostlinu, objevi se nékolik obrannych signali,
které mohou vést k riiznym druhiim obrany, jako odpovéd’ metabolismu. Rostliny maji
také schopnost rozpoznat, zda je mechanicky poSkozena napiiklad vlivem vétru nebo
krupobitim, ¢i je pozirana pravé hmyzim herbivorem. Dale dokazou rozpoznat polohu
nakladenych hmyzich vaji¢ek na svych organech. Tyto schopnosti jsou zcela nezbytné
proto, aby rostlina nemusela investovat velké mnozstvi energie zbyte¢né. Svou energii
tak mlZe sméfovat ve spravnou chvili pouze do obranné interakce proti hmyzim
herbivorim. Fytofagni hmyz muze hrat roli Vv pfenosu rostlinnych patogend, ktera
zpusobuji u rostlin rizna onemocnéni. Choroby snizuji rist a produktivitu rostlin. Mezi
puvodce rostlinnych chorob se fadi submikroskopické organizmy, jako jsou viry a
viroidy a mikroskopické organizmy, mezi néz patfi houby, bakterie, hlistice, prvoci a

parazitické zelené fasy (Capinera, 2008; Fiirstenberg-Hégg et al., 2013).

2.4 Obranarostlin proti hmyzim herbivorim

Obrany lze rozdé¢lit na konstitutivni a indukované. Konstitutivni obrany jsou predem
vytvofené mechanické a chemické obrany rostlin, které jsou aktivované jiz pied
napadenim. Jedna se o pfitomnost kutikuly, bunécné stény a riznych antimikrobialnich
latek v téle rostliny, které jsou pfitomné i bez ptisobeni stresového faktoru. Oproti tomu
indukované obrany se u rostliny vyskytnou az po napadeni jejich pletiv herbivorem.

K aktivaci vyzaduji urCitou formu indukcéniho signalu. Obranné latky mohou byt u
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rostlin syntetizovany zcela indukovan¢, nebo mohou byt pfitomny konstitutivné, ale

jejich mnozZstvi zavisi na pisobeni stresovych faktort (Chen, 2008; Repkova, 2013).

Dale se mohou obrany rozdélit na piimé a nepfimé. P¥ima obrana je zprostfedkovana
vlastni rostlinou. Formou pfimé mechanické obrany jsou vosky, chloupky, trichomy,
trny, ztlustlé listy nebo forma chemické obrany, kam se tadi produkce toxickych
chemickych latek, jako jsou naptiklad terpenoidy, alkaloidy, antokyany, fenoly a
chinony, které ptsobi na skliidce toxicky a mohou zptsobovat i smrt. Nepfima obrana
spoc¢iva v produkci extrafloralniho nektaru a smési t€kavych latek, které piirozené vabi
predatory Skidci a poskytuje jim ukryt pro zvySeni efektivity pfirozenych nepiatel
herbivoru (Fiirstenberg-Hagg et al., 2013).

2.4.1 Naklady na obranu a princip rozdélovani zdroji v rostliné

Na pocatku vyzkumu obrany rostlin proti herbivorii se ptedpoklddalo, Ze rostlinné
obranné mechanismy jsou pro rust i celkovou fitness rostliny velmi nakladné, nebot’ zde
vyvstava fakt, ze rostliny dosahuji nejvyssi odolnosti proti napadeni herbivory teprve az
po znamkéach poranéni. Pokud jsou obranné mechanismy pro rostlinu vyhodné pro
fitness, vyvstdva otazka, pro¢ nejsou znaky podminujici odolnost pfitomné stale.
Odpovedi by mohl byt fakt, ze zvySena odolnost skute¢né znamena zvySené energetické
a materialové vydaje, takze znaky odolnosti se nejcastéji objevuji az je-li to opravdu
potieba. Feeney (1976) a Clark a Harwell (1992) uvadéji, Ze neni-li rostlina napadena,
tedy za nepfitomnosti herbivori dochdzi k maximalni alokaci zdroji do rlstu a
reprodukce, Udrzby a zasobovani. Naopak, jak muizeme vidét na obr.5. Schéma
rozdélovani zdrojii v rostling, jakékoliv mechanismy obrany rostlin (chemické nebo
morfologické) spotfebovavaji energii a dalsi zdroje v rostliné na ukor jinych procest
jako je rast, udrzba struktur, pfijem iontd, a v nejvétsi mife pak reprodukce a

zasobovani.
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Obrazek 5: Schéma rozdélovani zdroji v rostliné: A rozdéleni zdroji bez napadeni, B rozdéleni

zdroji po napadeni herbivorem (upraveno podle Feeney, 1976; Clark et Harwell, 1992)

2.5 Sekundarni metabolity

Metabolismem se rozumi soubor regulovanych biochemickych reakci, které
organismum zaji$t'uji nezbytnou energii pro jejich funkce a stavebni latky. Jednotlivé
reakce jsou zafazené do tzv. metabolickych drah (reakeni fetézce a cykly), které mohou
slouzit bud' k biosyntéze latek (anabolismus), nebo k jejich Stépeni (katabolismus).
Veskeré ptirodni latky produkované rostlinami vznikaji na zakladé metabolickych

procest jako primarni a sekundarni metabolity (Macholan, 2003).

Primérni metabolity jsou produkty primarniho metabolismu, do které¢ho tadime
biogenezi nukleovych kyselin, vétSiny sacharidli, proteinogennich aminokyselin,
proteintt a nékterych karboxylovych kyselin. Vedle téchto reakci probihaji v cytosolu
také biochemické reakce, které nejsou Zzivotné nezbytné pro rostlinu. Sekundarni
metabolismus, jehoz produktem jsou sekunddrni metabolity probihd jen v nékterych
biologickych druzich, nebo jen v urcitych fazich jejich vyvoje. Produkce téchto latek
muZe byt typicka jen pro néktera pletiva nebo skupiny bunék. Oba tyto metabolismy
spolu tzce souvisi a prolinaji se, nelze je tedy ostfe oddélit. Neékteré kone¢né produkty

metabolickych drah jednoho rostlinného druhu, pfedstavuje pouhé meziprodukty v
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metabolismu jiného druhu. Obrazek 6. znazoriuje v zjednoduSené formé drahy
podilejici se na biosyntéze sekundarnich metabolitii a jejich propojeni s primarnim
metabolismem (Taiz et Zeiger, 2010; Musilova et al., 2012; Tama, 2012; Spilkova et
al., 2016).

Po mnoho let nebyl vyznam vétSiny sekunddrnich metabolitli rostlin znam. Tyto
slouceniny byly povazovany za jednoduse bezfunkéni konecné produkty metabolismu
nebo metabolické odpady. Studium téchto latek bylo prikopem organickych chemiki
devatenactého a pocatku dvacatého stoleti, kteii se o tyto latky zajimali z diivodu jejich
vyznamu jako 1€ki, jedid, chuti a primyslovych materidli (Taiz et Zeiger, 2010).
Sekundarni metabolity maji mnoho rozlicnych funkci, mohou napftiklad slouzit jako
efektory jinych organismt (viné, barviva, insekticidy, antibiotika, toxiny), pfenaSece
informaci (hormony), ale také jako skladovaci formy odpadnich produktii primarniho
metabolismu. Jiné metabolity slouzici k obran¢ a ke komunikaci mohou byt, spole¢né s
dalsimi nizkomolekularnimi latkami, vylu¢ovany ve formé rostlinnych exsudatti pomoci
kotenového systému rostlin do okolni rhizosféry (Taiz et Zeiger, 2010; Musilova et al,

2012).

Kofenové vymeésky se podileji na utvareni vzajemnych vztahli mezi riznymi druhy
organismil. Rostliny ovliviiuji chemické vlastnosti okolni zeminy slozenim svych
exsudat, a tim meéni 1 probihajici chemické reakce, coZ se dale projevi ve slozZeni
bakterialnich spolecenstev. Produkce exsudatii, spolecné s produkei fytotoxind, a jejich
vylu¢ovanim do rhizosféry slouzi jako jeden z prostfedkii mezidruhové konkurence.
Latky obsazené v exsudatech mohou ale také slouzit ke komunikaci a napomahat
sousednim rostlinam odolavat patogennim organismim, které jsou pfitomny v okolnim
prostiedi. Rostliny takto ovliviluji nejen mikroorganismy ale také hmyz Zijici v blizkosti
jejich kofend. Pozitivni vztahy zahrnuji symbidzu napf. s mykorhiznimi houbami a
bakteriemi pfitomnymi v puadé, naopak negativni vztahy jsou mezi rostlinou a
parazitujicimi bakteriemi a plisnémi nebo hmyzem. Téméf vSechny ekosystémy
obsahuji Sirokou Skalu organismiti, které jak pozitivng, tak i negativné ovliviiuji vyvoj
rostlin. VSechny vztahy jsou velmi dynamické, a protoZe dochazi k neustalym zménam,
je potifeba aby rostlina na né¢ reagovala a neustale se adaptovala (Taiz et Zeiger, 2010;

Musilova et al, 2012).
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Rostlinné obrany jsou produktem evoluce, jak uvadi Taiz et Zeiger (2010). Podle
evolucnich biologi byla obrana rostlin vyvinuta prostfednictvim dédi¢nych mutaci,
piirozeného vybéru a evolucnich zmén. Nahodné mutace v zékladnich metabolickych
drahach vedly k vzniku novych sloucenin, které byly toxické nebo odstrasujici pro
herbivory a patogenni mikroorganismy. Dokud tyto slou¢eniny nebyly pfili§ neptiznivé
pro samotné rostliny a metabolické ndklady na jejich vyrobu nebyly pfili§ vysoké, mély
tyto rostliny vétsi reprodukéni schopnost nez rostliny, které nebyly chranény. Takze
obhajené rostliny nechaly vice potomku a pienesly své obranné vlastnosti do dalsich

generaci.

Sekundarni metabolity, které pisobi na fytofagni hmyz odpudivé az toxicky, 1ze rozd¢lit
do dvou kategorii, a to na latky kvalitativné vyznamné a kvantitativné¢ vyznamné. Latky
kvalitativné vyznamné (napt. alkaloidy, glykosidy, glukozinolaty) jsou latky vyskytujici
se v rostliné v malych koncentracich, zato jsou ale pro zivoCichy velmi toxické.
Rostliny s timto mechanismem obrany jsou pted vétSinou bylozravel dobie chranény,
nicméné byvaji ohroZovany specializovanymi Sktdci, ktefi ziskali koevolu¢nim
procesem dokonalou rezistenci vici ptislusSnému toxinu. Latky kvantitativné vyznamné
(napf. ligniny, taniny, fenolické latky) jsou latky, které nejsou pfili§ toxické, ale jsou
rostlinou produkovany ve vétsim mnozstvi, zptisobuji Spatnou stravitelnost, nechutnost
az toxicitu. Syntéza té€chto metabolitl je energeticky naro¢na a rostliny, které jsou jimi
vybaveny, maji obvykle pomalej$i rist. Jedna se ovSem o bezpe¢nou ochranu pied
poSkozenim, nebot’ jen malo zivo¢iSnych druhti ji dokdze piekonat (Prochazka et al.,

1998; Taiz et Zeiger, 2010).

2.6 Fenolické latky a flavonoidy

Z hlediska rostlinné fyziologie lze sekundarni metabolity rostlin, dle Taiz et Zeiger
(2010) rozdelit do tfi chemicky odlisnych skupin latek. Jedna se o terpeny, fenoly a
slouceniny obsahujici dusik. Terpenoidy (izoprenoidy) piedstavuji nejveétsi a
nejriznorodéjsi tfidu chemickych latek mezi nes€etnymi slou¢eninami produkujicich se
v rostlinach. Rostliny vyuZivaji terpenoidni metabolity pro fadu zékladnich funkci ristu
a vyvoje, ale vyuzivaji je i1 pro specializované chemické interakce a obranu v
abiotickém a biotickém prostfedi (Tholl, 2015). Slouceniny obsahujici dusik jsou

veétSinou syntetizovany z béznych aminokyselin a patii sem alkaloidy, glykosidy,
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neproteinové aminokyseliny, lektiny a sirné rostlinné metabolity (Taiz et Zeiger, 2010).
Pocetnou skupinu metabolitd pfedstavuji pravé fenolické latky (fenoly), které jsou
rozSiteny v celé rostlinné fiSi. Zahrnuji témét 10 000 sloucenin, jejichz biosyntéza
probiha dvéma primarnimi syntetickymi drahami, které probihaji v nadzemnich tkanich.
Jsou jimi dréha Sikimatova a acetatovd, nékdy také zvana polyketidova nebo malonova.
Tyto latky jsou vétSinou ulozeny ve vakuoldch a casto se vyskytuji ve znacnych
koncentracich. Pfedstavuji velmi rozsahlou a riznorodou skupinu sloucenin, zahrnujici
latky od jednoduchych derivati benzenu, kyseliny benzoové a skoficové, pies
flavonoidy, antokyany a kumariny az po latky slozité, jako jsou tfisloviny ¢i lignin

(Prochazka et al., 1998; Taiz et Zeiger, 2010; Fiirstenberg-Hagg et al., 2013).

Fenolické slouceniny ptedstavuji jednu z nejcetnéjSich heterogennich skupin latek v
rostlinné #i$i. Jejich chemickd rozmanitost, fyzikéalni a biochemické vlastnosti umoziuji
ruznorodou biologickou aktivitu v téle rostlin, mikrobd, ale i ZivocCichii. Z tohoto
mnozstvi fenolickych latek bylo identifikovano vice jak 4000 variant chemickych

struktur flavonoida (Buer, 2010; Taiz et Zeiger, 2010; Kumar et Pandey, 2013).

Témét vSechny skupiny flavonoidi 1 kazda jednotliva flavonoidni slou¢enina ma
schopnost pusobit jako antioxidant. Jejich antioxida¢ni U¢inky zavisi na uspotadani
funkénich skupin ve struktufe. Neékteré tyto latky jsou vyznamnymi inhibitory
peroxidace lipidli in vitro, chrani lipidy pfed oxidaénim poskozenim rlznymi
mechanismy. Flavonoidy ucastnici se antioxidacnich procesi v membrané vykazuji
mirn¢ hydrofobni (luteolin a epigallocatechin) az siln¢ hydrofilni charakter (glykosidy
flavonolll a antokyany). Dalsi vykazuji antioxidacni aktivitu hluboko ve fosfolipidové
dvojvrstv€, kde chrani lipidy a membranové proteiny. Naproti tomu vice hydrofilni
flavonoidy chrani povrch membrany. Flavonoidy obsaZzené v chloroplastech chrani
lipidy thylakoidnich membran pfed peroxidaci. Flavonoidy byly rovnéz zjistény v
jadrech rostlinnych buné¢k. ROS mohou zptisobit oxidativni poskozeni DNA, je tedy
potfeba ochranna funkce jadernych flavonoidi. Déle také pisobi jako ochrana pted
pusobenim UV zafeni, a tim i nepfimo chrani bunééné slozky pied fotooxidaci

(Hernandez et al., 2009; Kumar et Pandey, 2013; Repkova, 2013).
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2.6.1 Historie flavonoidu

Diky jedné =z hlavnich uloh flavonoidl, jez jsou soucasti Cervenych, modrych a
fialovych pigmentti v rostlinach ziskaly tyto produkty sekundarniho metabolizmu v
prabéhu let velkou pozornost. Od prvniho popisu vlivu kyseliny a zasady na rostlinné
pigmenty Robertem Boylem v roce 1664 do konce 20. stoleti bylo shromazdéno
mnozstvi informaci o struktutfe, chemické a biologické aktivité¢ a biosyntéze téchto
sloucenin. Jedny z prvnich flavonoidu byly identifikovany a pojmenovany jako vitamin
P v roce 1936-1938 Albertem Szeng-Gyorgyiem, vyznamnym madarskym
biochemikem, ktery ziskal Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. Od jejich objevu
védec izoloval vice nez 4000 flavonoidt. Byl také tim, kdo objevil vitamin C. Nicméné
chemicka rozmanitost flavonoidd vylucuje jejich klasifikaci jako jediny vitamin. V
padesatych letech devatenactého stoleti byl oficidlné zaveden pojem flavonoidy a tyto
latky byly presné strukturné charakterizovany. Zahrnoval tedy slouceniny rostlinnych
polyfenoli obsahujici flavonovy skelet. Nasledné v letech 1940 — 1970 probihalo
intenzivni studium farmakologickych ucinkli flavonoidli a postupné vznikaly rizné
preparaty jako Venorutin, Iproflavon a dal§i. American Society of Biological Chemists
a American Institute of Nutrition v roce 1968 odmitly vitaminovou povahu flavonoidi,
doporucily stazeni flavonoidnich farmak z trhu a navrhly uzivani pojmu bioflavonoidy.
Od roku 1990 az doposud probiha tvorba nové databdze flavonoidil a jinych polyfenold,
jakozto nejvyznamngj$i skupiny chemoprotektivnich latek (Winkel-Shirley, 2001;
Zloch, 2003; MLAstyle, 2014).

2.6.2 Chemicka struktura flavonoidu

Zékladem chemické struktury vSech flavonoidll je patnacti uhlikaty skelet (2-fenyl-
benzo-y-pyran), slozeny ze dvou benzenovych jader A a B, spojeny ptes heterocyklicky
tijuhlikaty pyran (C) jak je vidét na obrazku 7. Tato struktura je vysledkem dvou
samostatnych biosyntetickych drah. Kruh A pfi syntéze nejcastéji vznika jako produkt
acetatové (polyketidové) drahy, zatimco kruhy B a C vznikaji v draze Sikimatové.
Mohou byt rozdéleny do riznych tiid, pfi¢emz se jednotlivé slouceniny v ramci tfidy
lisi vnavazani riznych substituentli. Hydroxylové skupiny jsou obvykle pfitomny
v pozici 4, 5 a 7 ale mohou byt nalezeny i v jiné pozici. Vétsina flavonoidi se v piirodé

vyskytuje ve formé glykosidi, kdy se ptislusny sacharid vétSinou poji na uhlik v poloze
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3, 5 nebo 7. Sacharidovou c¢ast tvoii nejcastéji glukdza, lze ale najit i flavonoidy
substituované galaktozou, xylozou a arabindzou, mén¢ ¢asto pak s manozou, fruktézou,
kyselinou glukuronovou a galakturonovou (Wolgast et Anklam, 2000; Taiz et Zeiger,
2010; Danihelova et Sturdik, 2011; Kumar et Pandey, 2013).

Obrazek 7: Zakladni struktura
flavonoidu (Kumar et Pandey, 2013)

2.6.3 Klasifikace

wrwe

pohledu, dle kterého se snazi latky klasifikovat. Pro tuto praci byla vybrana klasifikace
dle Taiz et Zeiger (2010) do ¢étyt zakladnich skupin:

1. Antokyany a antokyanidiny
2. Flavony

3. Flavonoly
4

Isoflavony (isoflavonoidy)

2.6.3.1 Antokyany a antokyanidiny

Pfi interakci rostlina-zivoCich, vyhodné pro obé strany, mohou byt zapojeny i
sekundarni metabolity. Rostliny lakaji Zivo¢ichy na vizualni a ¢ichové podnéty a ti se
pak pozitim nektaru nebo ovocné diené zapojuji do roznosu pylu a semen. Karotenoidy
a flavonoidy jsou dvé hlavni skupiny barevnych pigmenti. Poskytuji ale i ochranu
rostlin pfed ptsobeni UV zafeni. Antokyany jsou nejrozsifené;jsi skupinou pigmentl ze

skupiny flavonoidi, které jsou odvozené od fenylalaninu, jsou rozpustné ve vodé,
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syntetizovany v cytosolu a lokalizovany ve vakuole a véazany na pektiny. Jsou
odpovédné za Cervené, ruzové, fialové a modré zbarveni. Specificka barva je dana nejen
jejich hodnotou pH a strukturou, kdy se se stoupajicim poétem -OH skupin na
postrannim fenolovém jadie prohlubuje odstin barvy, ale také pfitomnosti ionti kova
(Ca®*, Mg?"). Casto lze zastihnout rtizné zbarvené kvéty na téze rostliné (lecha jarni,
plicnik 1ékatsky), coz je dano jejich odlisnym statim. Antokyany (Obr. 8) jsou
glykosidy, jejichz skelet je substituovany cukernou slozkou. Je-li cukr ve struktuie
nepiitomen, jedna se o latky zvané antokyanidiny (Obr.9). (Macholan, 2003; Koplik,
2008; Tanaka, 2008; Taiz et Zeiger, 2010).

OH

+
HO O\
C

Z O — Sugar
OH

Obrazek 8: Antokyany (Taiz et Zeiger, 2010)

Obrazek 9: Antokyanidiny (Taiz et Zeiger, 2010)
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2.6.3.2 Flavony a flavonoly

Flavony (Obr. 10) a flavonoly (Obr. 11) jsou dalsi dvé vyznamné skupiny flavonoidi
nalezené v kvétech rostlin. Tyto latky jsou absorbujici svétlo kratSich vinovych délek,
které¢ nejsou pro lidské oko viditelné. Hmyz, jako jsou vcely, vnimaji ultrafialové
spektrum barev a dokazou tedy na tyto latky reagovat. Flavonoly Casto v kvétu tvoii
symetrické vzory, napadné pro hmyz a jsou jimi vnimany jako urceni polohy pylu a
nektaru. Tyto slouéeniny nejsou piitomny jen v kvétech ale i v zelenych ¢astech rostlin,
kde zajistuji ochranu bunék pifed nadmérnym phsobenim UV zafeni. Do skupiny
flavonu patii naptiklad latky apigenin, bajkalein, chrysin, isorhoifolin, luteolin a jiné, a
do skupiny flavonold astragalin, hyperosid, myricetin, kemferol, kvercitrin, kvercetin a
rutin (Koplik, 2008; Taiz et Zeiger, 2010).

OH

HO O

OH O

Obrazek 10: Flavony (Taiz et Zeiger, 2010)

OH

HO 0]

OH
OH O

Obrazek 11: Flavonoly (Taiz et Zeiger, 2010)
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2.6.3.3 Isoflavony (isoflavonoidy)

Isoflavony (isoflavonoidy) jsou skupinou flavonoidta, v jejichz skeletu je poloha
aromatického kruhu (B) posunuta (Obr. 12). Existuje asi 629 znamych struktur a z toho
je popsano okolo 364 aglykonl. Jsou zastoupeny v rostlinné i§i v mensi mife nez
ostatni flavonoidy. Tato skutecnost je potvrzena faktem, Ze jsou tyto latky zastoupeny
v omezeném poctu ¢eledi. Nachazeji se v ¢eledi Fabaceaea a Viciaceae. V mensi mife
se vyskytuji i v Celedi Papilionaceae, Iridaceae, Myristicaceae, Amaranthaceae a
Rosaceae. Jsou vyznamnymi antioxidanty, protoze obsahuji ve své struktuie
hydroxylové skupiny, které snadno poskytuji vodik volnym radikaliim. Nekteré maji
insekticidni u¢inky, jiné maji anti-estrogenni U¢inky. Naptiklad ovce, spasajici jetel
bohaty na isoflavonoidy, ¢asto trpi neplodnosti. V poslednich letech se staly tyto latky
znamgéj$i pro svou roli tzv. fytoalexinll. Jsou to slou€eniny s antimikrobialnimi G¢inky,
které jsou syntetizovany zejména v boji pii napadeni rostlin bakteriemi nebo plisnémi.
Lze sem zaradit latky daidzein, formononetin, biochanin A, genistein a glycitein jakozto
i jejich glykosidy daidzin, genistin, ononin a sissostrin (Klejdus et al., 2003; Koplik,
2008; Hanganu et al, 2010; Taiz et Zeiger, 2010).

HO O

OH O
OH

Obrazek 12: Isoflavon (isoflavonoid) (Taiz et Zeiger, 2010)
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2.6.4 Biosyntéza flavonoidu

Rostlinné fenoly se biosyntetizuji né€kolika riznymi zpisoby a tvofi z metabolického
hlediska heterogenni skupinu. Biosyntéza flavonoidi (Obr. 13) probiha dvéma
primarnimi syntetickymi drdhami, kterymi je draha Sikimatova a acetatova, n¢kdy také
zvana polyketidova nebo malonova. Kyselina Sikimova se Gc€astni biosyntézy vétSiny
rostlinnych fenold. Drdha malonové kyseliny, ackoli je dilezitym zdrojem fenolickych
sekundarnich produktii v houbach a bakteriich, ma mensi vyznam ve vysSich rostlinach.
Vychozi slouceninou obou drah je glukéza. Kyselina octova ve své aktivni formé jako
acetyl-CoA, pozdé¢ji pak jako malonyl-CoA, se muze preménit primarni cestou na
mastné kyseliny nebo se muze stat vychozi latkou pro sekundarni cestu, kde dochazi
k syntéze kruhu A ve struktufe flavonoidi. Produkty primarni Sikimatové drahy vedou
ke vzniku aromatickych aminokyselin (napf. fenylalaninu, tyrosinu, tryptofanu), a
produkty sekundarni Sikimatové drahy vedou k vzniku fenylpropanu. Jednim z
meziprodukti cesty je kyselina Sikimova, kterd dala nazev celé této reakci. Znamy
Sirokospektralni herbicid glyfosat (komeréné dostupny jako Roundup) zabiji rostliny
blokovanim krokl této drahy. Kyselina Sikimové je pfitomna v rostlindch, houbach a
bakteriich, ale neni u zvifat. Zvifata nemaji moznost syntetizovat tii aromatické
aminokyseliny kterymi je jiz zminovany fenylalanin, tyrosin a tryptofan. Proto jsou
zakladnimi Zzivinami ve vyzivé zvifat. Nejhojnéjsi tfidy sekundarnich fenolickych
sloucenin v rostlinach jsou odvozeny od fenylalaninu odstranénim molekuly amoniaku
za vzniku kyseliny skoficové. Tato reakce je katalyzovana fenylalanin amoniak lyazou
(PAL), coz je mozZnd nejvice studovany enzym v sekundarnim metabolismu rostlin.
PAL je umistén v mist¢ mezi primarnim a sekundarnim metabolismem, takze reakce,
kterou katalyzuje, je dualezitym regulaénim krokem pii tvorbé mnoha fenolickych
sloucenin. Aktivita PAL je zvySena faktory prostfedi, jako jsou nizkd hladina Zivin,
svétlo a houbové infekce. Fenylpropanova drdha, b&zné se vyskytujici ve vysSich
rostlinach, je zdkladem syntetickych drah vedoucich ke vzniku mnoha latek a mj. 1
flavonoidl. Tato cesta je pravdépodobné nezbytna pro pieziti suchozemskych rostlin,
nebot’ rostlinnéd slozka, jako je lignin, hraji dalezitou mechanickou a strukturni roli.
Podobné¢ jako kruh A jsou kruhy B a C odvozeny z metabolismu glukozy, vznikaji vSak

drahou Sikimatovou (Obr. 14) (Wolgast et Anklam, 2000; Taiz et Zeiger, 2010).
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Obrazek 13: Schéma biosyntézy flavonoidi (dle Rice-Evans et al., 1996; Wollgast a
Anklam, 2000)
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From shikimic acid
pathway via phenylalanine
[ C3] \

From malonic
acid pathway

The three-carbon bridge
Obrazek 14: Vznik zakladni struktury flavonoidi (Taiz et

Zeiger, 2010)

2.6.5 Fenoly a flavonoidy v obrané proti fytofagnimu hmyzu

Fytofagni hmyz mé velmi uzkou potravni vazbu na hostitelskou rostlinu. Insekticidni
aktivita flavonoidii ma rtizné mechaniSmy, jakymi brani rostlinu pfed fytofagnim
hmyzem. Metabolity mohou hmyz odstrasit, mohou ptlisobit jako inhibitory traveni,
nebo mohou pusobit toxicky a zavinit imrti jedince. Flavonoidy rozpustné v tucich na
listech tvoii fenolové pryskyfice, které odrazuji hmyz a miizou se vazat s rostlinnymi
proteiny za vzniku tfislovin (taniny), které maji trpkou chut' a pro herbivory jsou
nechutné (Andersen et Markham, 2006; Spryfar et Strejéek, 2012). Na druhou stranu
specializovany hmyz je schopny flavonoidy detoxikovat, nebo je dokonce vyuZzit ve
svlij prospéch a napft. je inkorporovat do své kutikuly nebo hemolymfy jako obranu pred
predatory. Pii studii herbivorie na podzemnici olejné (Arachis hypogaea) bylo
dokézano, Ze flavonol kvercetin a jeho glykosid spolu ve spojeni maji vliv na imrtnost
larev blyskavky druhu Spodoptera litura. Hostitelské druhy nejsou rezistentni vuci
pusobeni flavonold této podzemnice olejné, jsou vSak odolné k flavonolim volné
zijiciho druhu podzemnice Arachis Kempff-mercadoi. Experimenty odhalily pozitivni

korelaci mezi obsahem flavonolil rostlin a imrtnosti larev téchto dvou navzijem si

pfibuznych druht rostlin (Treutter, 2005).

Existuje dalsi tada piikladt, kdy se fenolické latky podileji na obrané rostlin proti
fytofagnimu hmyzu. PSeni¢né kultivary obsahujici fenoly jsou mnohem méné atraktivni
pro msici sttemchovou (Rhopalosiphum padi). Vrby drsnokvété (Salix dasyclados),

které obsahovaly tfikrat méné fenolickych latek neZ kontrolni rostliny, byly vyrazné
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atraktivnéjsi pro bylozravého brouka bazlivce ¢arkovaného (Galerucella lineola). Listy
jahodniku (Fragaria sp.) obsahuji fenolické latky zalozené na katecholu, které poskytuji
odolnost vici svilusce chmelové (Tetranychus urticae), protoze fenoly se kovalentné

vazi na travici enzymy svilusky a inaktivuji je (Fiirstenberg-Hégg et al., 2013).

Na zaklad¢ studia obrannych mechanismu rostlin pfed Skiudci byly provedeny testy
aplikované na lilek (Solanum melongena L.) a skudce druhu Leucinodes orbonalis G.
Vse bylo porovnano s kontrolni nenapadenou rostlinou. Produkce flavonoidi a
fenolickych latek obecné se zvysila u napadenych rostlin a byla pozorovana jejich role v
odolnosti rostlin. Kyselina gallova, kyselina kavova, kyselina hydroxybenzoova,
kyselina chlorbenzoova, epikatechin a obsah kyseliny vanilinové se zkvantifikoval, jen
obsah kyseliny chlorogenové se snizil. Spolu s témito fenolickymi latkami bylo rovnéz
nalezeno dalSich 8 neidentifikovanych fenoli. Ddle se zna¢né zvysilo mnoZzstvi
celkovych antioxidantli v napadenych rostlindich. Bylo tedy prokazano, Ze oxidacni
poskozeni v disledku pozirani Skidci vedlo ke zvySené produkci fenolickych latek a

enzymiul, které hraji hlavni roli v obrang rostlin (Prasannalaxmi et Rani, 2016).

Isoflavonoidy se vyskytuji s rostlindich jako latky konstitu¢ni nebo se objevuji
nasledkem plisobeni stresu ¢i za obou okolnosti. Plni urcité funkce v obranném systému
rostliny jako pfirozend ochrana proti poskozeni semen, infekci ale i proti napadeni
hmyzem a poskozeni sktidci (Klejdus et al. 2003). Jeden z nejznaméjSich a komeréné
hodnotnych flavonoidnich insekticidii je rotenoidni skupina isoflavonoidii, zejména
rotenon. Tato sloudenina je pfitomna v kofenech a nadzemnich castech mnoha
tropickych druhd bobovitych rostlin (Fabaceae), véetné rostlin rodu koznatec (Derris
sp.), lonchkarp (Lonchcarpus sp.), kozelusk (Tephrosie sp.). Rotenon chrani rostlinu
pied Sirokym spektrem Skidci, véetné brouki, housenek a msic. Metabolit pisobi tak,
ze specificky inhibuje dehydrogenazu NADH, potifebnou v mitochondrialnim dychacim

fetézci (Andersen et Markham, 2006).
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2.7 Rostliny z ¢eledi Brassicaceae a jejich hlavni skudci

Brukvovité (Brassicaceae) je velka celed vysSich dvoudé€loznych rostlin z fadu
brukvotvarych (Brassicales). Celosvétové zahrnuji 375 roda a vice nez 3200 druhu a
jsou bohaté zastoupeny i v kvétené Ceské republiky. Jsou to byliny vétdinou s drobnymi
kvéty se Ctyfmi kaliSnimi a korunnimi listky, dvéma tyCinkami s krat$imi nitkami ve
vnéj§im kruhu a Ctyfmi tyCinkami ve vnitinim kruhu s delSimi nitkami a jednim
dvouplodolistovym pestikem s nepravou placentarni prehradkou, dozravajicim v Sesuli
nebo v $esulku (Rosypal et al. 2003). Celed’ zahrnuje vyznamné zemédélské plodiny,
jako jsou zeli, kapusta, kvétak, fedkev, ruzi¢kova kapusta, hoi¢ice, brokolice, pekingské
zeli, kien, fepka aj. Brukev zelna (Brassica oleracea) je dvouleta bylina pochazejici ze
Stiedozemi a péstuje se v mnoha variantach, jako kedluben, kvétak, zeli a dalSich. Kien
selsky (Armoracia rusticana) je vytrvala bylina pochazejici také ze Stfedozemi,
s valcovitym kofenem a velkymi celistvymi vroubkovanymi listy. Repka olejka
(Brassica napus) se péstuje zejména pro olejnata semena. Jako krmivo se péstuji dalsi
odridy brukve, a to tufin a vodnice. Nékteré druhy jsou péstovany jako okrasné rostliny
i skalni¢ky a maji vyznam také v ptirodni medicin€. Mnoho z nich patii mezi plevele.
Z plevelnych a rumistnich druhd je hojny penizek rolni (Thlaspi arvense), kokoska
pastusi tobolka (Capsella bursa — pastoris) a plevel, ktery je vyznamnym objektem
genetickych a dalSich studii husenic¢ek rolni (Arabidopsis thaliana). Archeologické
dikazy o vyznamu této ¢eledi pochazi z roku 5000 pi.n.l. a jsou povazované za nejstarsi
péstované rostliny znamych v té dobé lidem, jak napovidaji pisemné zdznamy datujici

se od cca. 1500 pi.n.1. (Rosypal et al. 2003; Ahuja et al., 2010; Grulich, 2012).

2.7.1 Vyznamni hmyzi Skadci Brassicales

Hmyz je povazovan za Skiidce, pokud ohrozi lidské zdravi jako parazit nebo pfenasec¢
chorob a dale jako nicitel staveb (termiti) nebo Skidce na zemédélskych plodinach.
Skiidci ovliviiuji produkci brukvovitych plodin po celém svété. Hlavni zastupci hmyzu
napadajicich brukvovité plodiny po celém svété a ovliviyjici zasadnim zptisobem jejich

produkci, jsou zndzornény na obrazku 15.
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Lepidoptera (motyli)

Zapiednicek polni (Plutella xylostella) je drobny motyl rozsifen po celém svété vSude
tam, kde se péstuji brukvovité plodiny. Housenky se v porostech zdrzuji na spodni
stran¢. Malé housenky skeletuji listy (pokozka zlistdva zachovana) a starSi housenky se
pfesouvaji na mladé kiehké listy a u zeli také dovniti hldvek. Pti vétsim poctu housenek
na 1 rostlinu oZerou celé listy s vyjimkou silngj$ich Zeber. Zir housenek miiZe narusit
tvorbu hlavky u zeli, kvétaku a brokolice. V nékterych piipadech ztrata vynosu plodin
¢ini témét 90 % (Ahuja et al, 2010; Kovatikova et al., 2017). Kovolesklec cizokrajny
(Trichoplusia ni) se zivi riznymi druhy rostlin a je dalezitym sktidcem na brukvovitych
plodinach. Casto napadaji brokolici, kvétak, zeli, kapustu a hof¢ici. Larvy se Zivi listim
a mékkymi nadzemnimi ¢astmi a zpisobuji nepravidelné otvory. Mura zelna (Mamestra
brassicae) je dilezitym $kidcem na kapustach a mura druhu Mamestra configrata je
Skidce olejnatych semen a fepky olejky. Mladé larvy se zivi na spodni strané¢ listii a
zanechavaji za sebou nepravidelné¢ tvarované otvory. Bélasci druhu Pieris brassicae,
Pieris rapae a Pieris napi se specializuji na rod Brassicaceae a jsou modelovymi druhy
v oblasti biologie hmyzich skudci. P. brassicae je povazovan za Skidce na
brukvovitych rostlindch jak na polich, tak v zahradach. Poskozeni listl zpiisobené P.
rapae je mirné, avsak situace mize byt vaznad v obdobi, kdy dojde k premnoZeni
housenek. P. napi larvy se zivi pfedevsim divokymi druhy rostlin, ale mize zpisobit i

vyznamné ztraty na zemédélskych plodinach (Ahuja, 2010).
Hymenoptera (blanok¥idli)

Pilatka fepkova (Athalia rosae) se zivi mnoha druhy rostlin. Hostitelskymi rostlinami
jsou kromé fepky také Cetné kulturni druhy jako fepice, hoic¢ice, vodnice, tufin, fedkev
olejna a plané druhy, jako jsou ohnice, hoi¢ice rolni, penizek rolni a hulevnik lékatsky.
Na mladych rostlinach zpiisobuji mladé housenice postupné ze spodni strany listi
okénkovani a dirkovani, star$i housenice bo¢ni zir az holozir. Imaga neSkodi (Kazda et

al., 2008; Ahuja et al, 2010).
Diptera (dvoukiidli)

Kvétilka zelna (Delia radicum) a moucha druhu Delia floralis jsou povazovany za
ekonomicky vyznamné Sktidce brokolice, zeli a dalSich. Larvy zpiisobuji vétsi ¢i mensi

Skody na rostlinach prostfednictvim pozirani kotfenového systému rostlin. PoSkozené
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koteny byvaji nasledné napadany bakterialni nebo houbovou infekci. Mira umrtnosti
rostlin je neobvykle vysoka. Samicky bejlomorky kapustové (Dasineura brassicae)
kladou vajicka do malych SesSuli, kde dojde k vylihnuti larev. Larvy enzymaticky
rozpousti sténu SeSule. Natraveny obsah nasledné vysavaji (Kazda et al., 2008; Ahuja et
al, 2010; Rotrekl et Kolatik, 2011).

Lepidoptera

pteran species

Diamondback Moth Cabbage looper Cabbage Moth Small White Butterfly Large White Butterfly
RAuteda yylostola Tnchoplusia n Mamesira brassicae Pieris rapae Pieris brassicae

Green-veined
White

larvae of lepidopteran species feeding on Brassicaceas

Hymenoptera Diptera Homoptera

egg laying female adult fly egg-laying female aphid colony (nymphs)

e ..\A
b‘\ u &‘ -

4 *..' e = % 2
\\J Ve y & >

Cabbage Sawfly Cabbage Root Fiy Pod Midge Grean Poach Aphid Cabbage Aphid
Athalla rosae Della racicum Desinoura brassicae Myzus persices Brevicorynae brassicae

feeding larvae phioem-sucking a

Coleoptera

aduit weevil

-

oY
L & 32
Phyllotrota atra ab m
Flea le Pollen Beetle

Tumip Flea Beetles Payliodes Maligethes annausy
Phytiolreta nemaorum chrysocephala

adult beetie 3 laid eggs

Obrazek 15: Hlavni hmyzi $kidci, ktefi napadaji rostliny Brassicaceae na
celém svété (Ahuja, 2010)
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Homoptera (stejnok¥idli)

Msice zelna (Brevicoryne brassicae), msice broskvonova (Myzus persicae) a msice
tryzelova (Lipaphis erysimi) jsou vyznamnymi $kidci v zahradnictvi, a to jak na poli,
tak 1 ve sklenicich. Po vétSinu roku jsou v populaci pouze samicky a ty se mnoZzi
partenogeneticky. Az v podzimni populaci msic se objevuji sameckové a ti Se pafi se
samiCkami. Tito Sktidci Skodi sanim vody a Zivin z floému z podzemnich i nadzemnich
¢asti rostlin. Sani zplsobuje zakrsly rist, kadefeni, svinovani Cepeli a zmény ve
zbarveni listi. Napadeni mSicemi mize vést az k 75% ztraté vynosu plodin (Ahuja et al,

2010; Bohdalova, 2016).
Coleoptera (Brouci)

Mezi brouky Skodicich na brukvovitych plodinach patii diepéici rodu Phyllotreta a
Psylliodes, bliska¢ek (Meligethes) a krytonosec (Ceutorhynchus). Krytonosec zelny
(Ceutorhynchus assimilis) Skodi na fepce olejce a zplsobuje sniZzeny vynos v tézce
zamotenych polich. Jedna se o oligofagni hmyz, vyviji se na druzich brukvovitych
rostlin. Dospélci vyZiraji na listech drobné otvory a nezplsobuji vEétsi Skody. Samice
kladou vajicka jednotlivé do drobnych jamek, které vyhloubily noscem na kofenovém
kréku nebo hlavnim kofenu. Zir larev zptisobuje vznik polokulovitych nebo kulovitych
nadord. Dorostlé larvy opoustéji halky a kukli se v hlinéném kokonu v padé (Kazda et

al., 2008; Ahuja et al, 2010).

Dospélci blyskacka fepkového (Meligethes aeneus) nakusuji jesté pred kvétem poupata
tepky, aby se dostali k pylu. Nakousana poupata jsou v celém kvétenstvi nepravidelné
rozmisténa. Dlsledkem je nepravidelné nasazeni kvéth, pfipadné SeSuli. Larvy se Zivi
pylem a prakticky neSkodi. Vylihli brouci se opét Zivi pylem (mohou Skodit na
semennych porostech brukvovité zeleniny). Blyskacek patii mezi nejdulezitéjsi Skiadce
fepky. V 80. a 90. letech minulého stoleti byli dospélci nejzédvaznéjsi Skidei ozimé
fepky. Nejveétsi Skody zplisobuji za chladného pocasi v obdobi pied kvétem, kdy fepka
pomalu rozkvéta. Kazdorocné se proti nému oSetiuje 70 — 80 % ploch. Velké skody
zplisobuje 1 v soucasnosti na porostech jarni fepky — v mimotadnych ptipadech mohou

ztraty na vynosech dosahnout az 80 % (Kazda et al., 2008; Ahuja et al, 2010).

Dtepcici jsou mali brouci, vétSinou 1,9-3,5 mm dlouzi, télo maji dopiedu zizené,

kapkovitého tvaru. Tykadla jsou dlouha nitkovita, maji velmi silné zadni nohy a dokazi
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skakat az metr daleko. Tento brouk pfezimuje ve spadaném listi a Skodi na brukvovité
zelening, fedkvickach, tfedkvich, kienu, kapusté, kedlubnech, ale mohou Skodit i na
balkénovych rostlinach (Rehofova, 2007). Z nékolika druht diepéikt rodu Phyllotreta
se nejcastéji objevuji na podzim diepéik ¢erny (Phyllotreta atra) a diepcik ¢ernonohy
(Phyllotreta nigripes). Diepcik cerny je jako dospély brouk dlouhy 1,7 — 2,6 mm, horni
a spodni strana téla je ¢ernd. Krovky a $tit jsou hrub¢ teCkované. Druhy a tfeti ¢lanek
tykadel je zlutoCerveny, prvni ¢lanek je tmavsi a zbylé ¢lanky jsou Cerné a koncetiny
jsou hnédavé az Cerné barvy. DiepCik cernonohy dosahuje délky 1,8 — 2,5 mm, horni
strana téla je kovové modra, modrozelena a vyjimec¢né muze byt i ¢erna. Krovky jsou
hedvabné lesklé, husté a silné nepravideln& te¢kované. Stit je vice bronzovy nez krovky
a smérem k hlavé se ztzuje. Koncetiny i tykadla jsou hnédavé az Cerné barvy. Na jarni
fepce kromé téchto dvou druhti se pridavaji jesté diepcik polni (Phyllotreta undulata) a
diepcik zelny (Phyllotreta nemorum). Diepcik polni je 1,8 — 2,5 mm dlouhy jako
dospélec, horni strana téla je ¢ernda a na krovkach jsou patrné dva podélné Zzluté
prouzky. Ty jsou vyrazn¢ zahnuty dovnité Kk vrcholu krovek i K jejich bazi a mirné
rozsifeny ve vysi stfedniho paru nohou. Prvni Etyfi €lanky tykadel jsou zlutoCervené a
zbylé Cerné. Chodidla vSech koncetin jsou zlutoCervena. Diepcik zelny v dospélosti
dosahuje délky 2,4 — 3,1 mm, horni strana téla je Cerna a §tit je S modravym nebo
bronzovym odleskem. Na krovkéch jsou patrné dva uzké podélné zluté pruhy, které jsou
u baze mirn¢ zahnuty dovniti a u vrcholu zahnuté silngji. Holen€ a chodidla jsou u
vSech koncetin zluté. Prvni tii ¢lanky tykadel jsou zluté barvy a zbylé ¢lanky jsou barvy
cerné (Anonymous, 2018). Dospélci oziraji klicnim rostlinkam délozni listky, tim
rostliny nevzchazeji. U vzeslych rostlin vyziraji do listi mélké jamky nebo malé dirky.
Listy nékdy mohou byt husté prodéravélé. Na jafe se vyskytuji predev§im na brukvovité
zelenin€ nebo jarni fepce a dalSich brukvovitych plodindch. Larvy se zivi vétSinou
kotinky v piid¢ a nezplsobuji Skody. Jen u dfepcika zelného larvy minuji v listech, ale
zpusobené Skody nejsou velké. Diepéici se mohou vyskytnout v mimoradné velkém
mnozstvi. Drepcik olejkovy, nebo také zlatohlavy (Psylliodes chrysocephala) méti 3 —
4,6 mm Vv dospélosti a patii k naSim nejvétsim drepcikiim. Horni strana téla je tmavé
kovové modra a jen pfedni ¢ast hlavy je do Cervena. Krovky jsou hluboce pravidelné
teCkované. Stehna ptfednich a stfednich koncetin jsou Zluta a zadnich koncetin Cerna
nebo kovoveé modra. Holen¢ a chodidla jsou u vSech koncetin zluta. Tento brouk skodi
perforaci listi fepky podobné jako ostatni druhy diepciktl, ale obvykle az koncem zaii a

v tijnu. Podzimni Skody zplisobené brouky nejsou pfili§ vyznamné. Larvy se zavrtavaji
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do tapikd, které proziraji. PoSkozeni rostlin larvami zvySuje nebezpeCi poskozeni

houbovymi chorobami (Kazda et al., 2008; Ahuja et al, 2010; Anonymous, 2018).

Hodnoceni vyskytu hmyzich skiidct a posuzovani jejich pocetnosti je velmi dilezité pro
rozhodovani se k pouziti chemickych ptipravkti k ochran¢ péstované plodiny. Pti
aplikaci chemickych pfipravkd, kterymi si zemédélec pojistuje ptipadné Skody na
vynosu, by se m¢l brat v uvahu stupein napadeni, pocetnost sktidce apod., protoze diky
neuvazenému pouzivani piipravki muze dojit k rychlejSimu vzniku rezistence k
ucinnym latkdm. U fady Skidcii jsou v soucasné dob¢ stanoveny jejich prahy
Skodlivosti 1 metoda monitoringu, které urcuji nutnost jejich regulace. U drepcikti rodu
Phyllotreta se hodnoti poZerky na déloznich a prvnich pravych listech rostlin. Za prah
Skodlivosti se pocita ztrata 10 % listové plochy. PoZerky u diepcika olejkového se
hodnoti do ¢tyf pravych listd spole¢né s diepciky rodu Phyllotreta a pak se hodnoti
napadeni na podzim a brzy zjara. Zde se vyuziva metoda zlutych misek a vizualni
sledovani pozerkii a poctu broukd, také vizudln€é nebo smykanim. Prah Skodlivost je pfi
vzchazeni a na podzim déan ztratou 10 % listové plochy a zjisténi jednoho az tfech
brouktll na jeden metr fadki ¢i sto broukil ve tfech zlutych miskach za jeden den. Brzy

na jare je to jedna az dv¢ larvy na jednu rostlinu (Rotrekl, 2013).

Preventivnim opatfenim proti dfep¢ikliim mize byt podpora jejich ptirozenych nepratel,
jakymi jsou napfiiklad stfevlici, drabéici, parazitické vosicky nebo rejsci. Dal$i moZznosti
je rany vysev na jafe, udrzba vlhké pudy pravidelnym zalévanim a nastylanim, a
zaroven Casté kypfeni, protoZze vyznamnym problémem je teplé a suché pocasi v dobé,
kdy rostliny vzchazeji. Toto dfepcikiim vyhovuje a zvysSuje se tak nebezpeci poskozeni
porostil. Porosty plodiny se daji chranit jemnymi sit€émi proti hmyzu nebo textiliemi.
Lze 1 smisit kulturu se §penatem a salatem. Pfimou ochranou je metoda ,,protiepavani‘
rostlin smetdkem nebo rukama, brouci prchaji a z€asti se jiz nevrati. Dale je mozny
odchyt pomoci lepovych pasti nebo pravidelny postiik odvarem z pelyiiku nebo vratice.
Zéakladem pro zabranéni Skod, zpiisobené diepCiky je v soucasné dobé seti motfené¢ho

osiva (Anonymous, 2009, 2018).
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3 Metodika experimentu

Pro tuto experimentalni praci byl zvolen jeden kratkodoby pokus v délce jednoho
vegeta¢niho obdobi. Byl sledovan vliv fytofagniho brouka diepcika rodu Phyllotreta ve
dvou raznych intenzitich napadeni rostlin Celedi Brassicaceae. Pozornost byla
vénovana obrannym mechanismim proti napadeni, zejména produkce sekundarnich
metabolitl a projeviim poukazujicim na rostlinny stres v podob& zvySeni aktivnich

forem kysliku v téle rostlin.
3.1 Material
Rostlinny material

Pro experiment byl vybran rostlinny material druhu zeli hlavkové bilé (Brassica
oleracea convar. capitata var. alba) pattici do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). Zeli
bilé bylo zaseto 10. ¢ervna do vysevnich misek. Ptiblizn€ po dvou tydnech byly mladé
rostlinky presazeny do vétSich sadbovacii. Rozmér jednotlivych komurek sadbovace byl
5 x 5 x 5 cm. Jako pida byla zvolena béznd zahradni zemina, univerzalni substrat a
agroperlit v poméru 2 : 2 : 1. Rostliny byly pravideln¢ zalévany kohoutkovou a
destilovanou vodou v poméru 1 : 1. Kultivace probihala v péstebni komoie Fytotron pfi

15ti hodinové fotoperiodé¢ pti¢emz denni teplota ¢inila 22 °C a no¢ni 17 °C.
Zivotisny material

Zivocisny material zahrnoval fytofagni brouky diepéiky rodu Phyllotreta. Jedna se o
brouky poskozujici rostliny okusem. Odchyt sktideti umoznilo na svych polich druzstvo
Agrospol Bolehost’ (viz. obrazek 16). Sbér diepCika probihal pomoci exhaustoru, ktery
nam umoznil nalezeného brouka nasat do komory v po¢tu potiebném k experimentu.

Komora byla nasledn¢ vyprazdnéna do piipravenych boxi s rostlinami.
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Obrazek 16: Odchyt $kidcu na poli druzstva Agrospol Bolehost® (foto Kuchtickova,
2017)

3.2 Priprava experimentu

Vsechny rostliny mély vyvinuté listy, nékteré byly zelené, jiné nazloutlé. Skadci byli
spolu s rostlinami umisténi 17. ¢ervence do pruhlednych plastovych boxii o objemu 29
litri, vybavenych vétracimi sitkami a zalivkovou hadi¢kou. Na dno kazdého boxu byla
nasypana vrstva agroperlitu, aby nedoslo k utonuti sktdci (Obr.17). Celkem pokus
zahrnoval 9 péstebnich boxii a v kazdém z nich bylo umisténo 8 rostlin v sadbovaci. Ve
3 péstebnich boxech byly kontrolni rostliny bez jakéhokoliv vlivu herbivord, v Sesti
boxech byli umisténi Skiidci a to tak, ze ve 3 boxech byly rostliny napadeny 50ti brouky
na box (slabsi napadeni) a ve zbylych 3 bylo umisténo 100 broukd na box (siln&jsi
napadeni). Po 4 dnech nasledoval odbér rostlinného materidlu z kontrolnich boxt a
boxti napadenych rostlin $kudci. Listy rostlin vykazovaly poskozeni typické pro
napadeni brouky rodu Phyllotreta, kteti u vzeslych rostlin vyziraji do listi m&lké jamky

nebo malé dirky. Listy byly misty husté prodéravélé, jak 1ze vidét na obrazku 18.
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Obrazek 17: Boxy pripravené s rostlinami a Skadci k experimentu (foto
Kuchtic¢kova, 2017)

Obrazek 18: Zir di-ep¢ikii na listech rostlin (foto Kuchtitkova, 2017)
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3.3 Statistické zpracovani dat

Vysledny protokol obsahoval koncentrace superoxidu v pg/g FW (Cerstvd hmotnost),
peroxidu v pmol/g FW, fenolickych latek (i konkrétnich fenolickych kyselin),
flavonoidii v mg/g FW a kyseliny salicylové v ng/g DW (suchd hmotnost) u vSech
variant pokusu. Ze ziskanych hodnot byl vypocitan aritmeticky primér a standartni
chyba priméru. V programu Excel (Microsoft, USA) byla data pfehledn€ zpracovana do
tabulek a grafii. Data byla dale statisticky zpracovana pomoci analyzy rozptylu
(ANOVA — Analysis of Variance), jez je zalozena na hodnoceni vztahii mezi rozptyly
porovnavanych vybérovych soubort, a to na hladiné vyznamnosti, jez byla stanovena na
5% (p = 0,05). Pokud byla hodnota p niz§i nez 0,05, znamena to, ze byly mezi
hodnotami prikazné rozdily. Tyto rozdily mohou byt pouze mezi naméfenymi
hodnotami uvnitt konkrétni varianty, nebo mezi variantami navzajem. Toto lze odhalit
za pomoci Tukeyho testu, ktery se hodi pfi porovnavani stejné¢ pocetnych vybéri. Bylo
to tedy provedeno tak, Ze byla analyzovéna data kazdého metabolitu ve vsSech
variantach a nasledné byly zjiStovany rozdily mezi jednotlivymi variantami. Déle byla

provedena regresni analyza pfiblizujici vztah mezi jednotlivymi metabolity.

3.4 Analyza vzorkl

3.4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

Chemikalie a roztoky:

Fosfatovy pufr (K2HPO4 a KH2PO4 v poméru 1:1)
Hydroxylamin

Sulfanylamid

Naftylamin

Diethylether

Chlorid titanicity - TiCl4

Methanol (75 %, 80 %)

Uhli¢itan sodny - Na2CO3z (2 %)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

Chlorid hlinity - AICI3 (2 %)
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Piistroje:
Analytické vahy
Blokovy ohiivac
Centrifuga
Spektrofotometr
Sestava HPLC
SuSarna

Tiepacka

3.4.2 Principy a postupy pouzitych analytickych metod

Superoxidovy radikdl a peroxid vodiku, déale fenolické latky (i konkrétni fenolické
kyseliny) a flavonoidy byly stanoveny spektrofotometricky z Cerstvého rostlinného
materialu a kyselina salicylova byla analyzovana v suSin¢ vysokoucinnou kapalinovou

chromatografii (HPLC) podle Petrul'ova’ et al. (2014).

Spektrofotometrické méreni

Fotometrie je fyzikalné-chemicka metoda, ktera vyuziva absorpci latek ve viditelném
spektru elektromagnetického zatfeni. Fotometricky je méfeno zeslabovani intenzity toku
svetelného paprsku kyvetou, uvnitt které je vzorek. Podle zplisobu detekce 1ze rozlisit
metodu subjektivni a objektivni. V piipadé subjektivni metody se pracuje s viditelnym
zatenim a detektorem je lidské oko a v pfipadé objektivni metody je detektorem pfistroj,
tzv. fotometr. Spektrofotometric je objektivni fotometrickou metodou, pracujici s
viditelnym nebo UV zafenim. Pomoci pfistroje 1ze zméfit zafeni, kter¢ vzorek pohlti.
M¢éfenim jsou ziskana absorpéni spektra, ktera jsou graficky vyjadiena jako zavislost
absorbance na vlnové délce. Absorpci elektromagnetického zafeni molekulou dochazi
ke zméné elektronového stavu latky. Pomoci matematicko — fyzikalni rovnice plynouci
z Lambertova—Beerova zakona lze popsat zavislost absorbance na koncentraci a
tloustce kyvety. Absorp¢ni (extinkéni) koeficient vyjadiuje schopnost latky absorbovat
svétlo, respektive elektromagnetické zafeni a je pro dané latky charakteristicky.
(Hejskova, 2016). Spektrofotometr se skladd ze zdroje zafeni, ¢imz miZze byt
halogenova zarovka, zarovka s wolframovym vldknem, xenonovéa lampa, vodikova
vybojka, deuteriova vybojka, laser. Dale monochrométoru, jde o interferencni filtr,

disperzni hranol nebo mftizku, a prostoru, do kterého lze umistit kyvetu se vzorkem a
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detektoru. Schéma je zobrazeno na obrazku 19. Vyhodnocujicim zafizenim je pocita¢

zobrazujici hodnoty méfenych absorbanci.

zdroj svétla

y  Stérbina
detektor
opticka L
mrizka kyveta

Obrazek 19: Schéma usporadani spektrofotometru (Anonymous)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) je definovana jako fyzikalné-
chemické4 metoda, zalozena na distribuci latek mezi tzv. stacionarni (SF) a mobilni fazi
(MF). Stacionarni fazi byva tuhd latka nebo kapalina, ukotvend na tuhém nosici,
zatimco mobilni faze je tvofena vyhradné tekutinou. Stacionarni fize je umisténa v
chromatografickych kolonach, kterymi protékd mobilni faze hnand pomoci
vysokotlakého cCerpadla v pifipadé¢ vysokoucinné kapalinové chromatografie. Na
fazovém rozhrani mezi SF a MF dochazi k opakovanému dynamickému procesu sorpce
a desorpce stanovovanych latek, ktery je pro kazdou latku charakterizovan tzv.
distribuéni konstantou (KD). Distribu¢ni konstanta udédvd pomér rovnovazné
koncentrace latky stradvené ve stacionarni fazi k rovnovazné koncentraci latky stravené
Vv mobilni fazi. Pro rozdéleni dvou latek je potieba, aby se jejich distribu¢ni konstanty

dostatecné liSily. Schéma kapalinového chromatografu si lze prohlédnout na obrazku
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20. Mobilni faze je podle potfeby smichana z vodné a organické slozky. Pomoci
vysokotlakého Cerpadla je pfivadéna na kolonu. Mezi ¢erpadlem a kolonou je umisténo
zatizeni které davkuje vzorek. Zného je vzorek proudem mobilni faze unaSen na
kolonu. Na vystupu z kolony je umistén detektor, z néhoz je signal veden do pocitace.
Pti vyhodnoceni chromatogramu HPLC se porovnavaji ,,piky* vzorkd se standardy

(Cvacka, 2010; Novakova et Dousa, 2013).

ODPLYNOVAC F‘D:D"
4 KOLONA
- v POCITAC
DAVKOVAC
A -
w
; . i

ZASOBNIK .

MOBILNI -6 u — < he=|

FAZE VZOREK

ODPAD

Obrazek 20: Schéma kapalinového chromatografu (Cvacka, 2010)

3.4.3 Priprava vzorki pro analyzu a ziskavani dat

Z Cerstvého rostlinného materialu byly pfipraveny supernatanty nasledujicimi postupy a
pouzity k ptipravé kone¢nych vzorkl pro analyzu aktivnich forem kysliku a fenolickych
latek a flavonoidd. Kyselina salicylova byla analyzovana v susing. Listy proto byly
suseny 24 hodin pti 80 °C. Postupy k namichani vzorki byly pouzity podle publikace
Ducaiova et al. (2016). Byly uplatnény znamé metody. Superoxidovy radikal byl
zjistovan sledovanim tvorby dusitanu z hydroxylaminu pfi 530 nm (Elstner a Heupel
1976) a peroxid vodiku pomoci monitorovani komplexu titanu a peroxidu pii 410 nm
dle Jany a Choudhuri (1981). Fenolické latky byly kvantifikovany metodou Folin-
Ciocalteu (Singleton a Rossi 1965) a flavonoidy pomoci metody AIC13 (Ordofiez et al.,
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2006). Kyseliny salycilova byla zjistovana HPLC metodou podle Petrul'ova’ et al.
(2014).

Piiprava supernatantu (superoxidovy radikal, peroxid vodikii)
0,1 g cCerstvého materidlu bylo rozetfeno pomoci tfeci misky a tloucku ve 2 ml
fosfatového pufru, vzniklého smichanim K;HPO4 a KH2PO4 v poméru 1:1. Pfipraveny

vzorek byl prelit do mikrozkumavky a centrifugovan 15 minut pii 4 °C a 15 000 otacek.

Piiprava supernatantu (fenoly, flavonoidy)
0,2 g Cerstvého materialu bylo rozetfeno pomoci tfeci misky a tloucku ve 2 ml 80 %
methanolu. Pfipraveny vzorek byl ptfelit do mikrozkumavky a centrifugovan 15 minut

pti 10 °C a 14 000 otacek.

Piiprava vzorki pro analyzu aktivnich forem kysliku

Postup

SUPEROXID

Bylo smichano 270 pl fosfatového pufru, 30 pl hydroxylaminu a 300 pl supernatantu.
Po 15ti minutach bylo ptfidano 300 ul sulfanylamidu, promichéno a po dalSich 15ti
minutach bylo ptfidano 300 pl naftylaminu, opét promichano a opét po 15ti minutach
pfidano 300 pl diethyletheru a promichano. Absorbance byla méfena ve sklenénych

kyvetach ve spektrofotometru pii 530 nm.

PEROXID
Byl smichan 1 ml supernatantu s 0,5 ml TiCls a vzorek byl centrifugovan 15 minut pfi 4
°C a 15 000 otacek. Absorbance byla méfena ve sklenénych kyvetach ve

spektrofotometru pii 410 nm.

Priprava vzorkii pro analyzu fenolickych latek a flavonoidi

Postup

FENOLY

Bylo smichano 470 pl vody a 30 ul supernatantu, piidano 975 ul 2 % NaxCOsz a 25 ul
Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Vzorek byl zahtat v blokovém ohiivaci na 45 °C po dobu 60
minut. Absorbance byla méfena ve sklenénych kyvetach ve spektrofotometru pii 750

nm.

46



FLAVONOIDY
Bylo smichano 0,5 ml supernatantu a 0,5 ml 2 % AIClz. Vzorek byl inkubovan pii
laboratorni teploté po dobu 60 minut. Absorbance byla méfena v semi-mikro plastovych

kyvetach ve spektrofotometru pii 420 nm.

Priprava vzorki pro analyzu kyseliny salicylové

Postup

Pro ptipravu supernatantu bylo rozemleto 0,15 g susiny, nasypano do mikrozkumavky a
ptidano 1,5 ml 75 % methanolu. Vzorek byl tiepan v tiepacce po dobu 24 hodin a dale
centrifugovan po dobu 15 minut pfi 3 000 ot/min. Dale byl 1,5 ml supernatantu odpaten
ve vialkach v termoblocku pti 30 °C pod dusikem a pied analyzou rozpustén v 200 pl
methanolu. Vzorek byl analyzovan metodou HPLC (ACN: 3,35% H3POs /40 : 60/, 235

nm).
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4 Vysledky
4.1 Obsah aktivnich forem kysliku

Primeérny obsah superoxidu byl nejvyssi u varianty s mensim napadenim (45,797 ng/g
vyprodukovaly mén¢ superoxidu nez v piipad¢ niz§iho napadeni a to pouhych 27,944
ug/g FW. Bohuzel v ptipad¢ peroxidu v kontrolni varianté absorbance u 4 z 6 vzorkl
vySla v zapornych hodnotach, pramér byl tedy vypocitam jen ze dvou hodnot. Z grafu
FW) a s intenzitou napadeni se zvySovala. Primérny obsah superoxidu ve varianté
S niz§im napadenim byl 11,621 ng/g FW a svy$Sim napadenim 15,001 npg/g FW.
Hodnoty jsou graficky znazornény v grafu 1. Chybové tsecky znaci standartni chybu
priméru. Konkrétni naméfené hodnoty aritmetického priméru a standartni chyby

praméru jsou obsazeny v tabulce 1 (superoxid) a 2 (peroxid) viz. ptilohy.

U obou metabolitil byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné€ vyznamnosti
5 % (konkrétni hodnoty lze nalézt v pfiloze v tabulce 6). U peroxidu se analyza
provadéla jen u varianty s niz§im a vys$$im napadenim (analyza vysla nepritkazng),
nebot’ kontrola neméla dostatené mnozstvi analyzovanych vzorkt, jak jiz bylo
zminéno vySe. U superoxidu vysla analyza rozptylu prikazné, byl tedy proveden
Tukeyho test, pomoci n€hoz bylo zjisténo, Ze je prukazny rozdil pouze mezi kontrolou a
variantou s niz§im napadenim, a to dokonce na hladiné vyznamnosti 1 %. Hodnota p je
0.0010053. Neprikazné rozdily jsou mezi kontrolou a vyS$im napadenim a mezi
variantou s niz§im napadenim a vyS§im napadenim s hodnotami p 0.0777530 a

0.0943476. Tyto hodnoty p jsou jen nepatrné vyssi nez 0,05 (viz. tabulka 7, ptilohy).
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Graf 1: Obsah superoxidu a peroxidu v rostlinaich u jednotlivych variant
(Hodnoty ve sloupcich oznac¢ené stejnym pismenem se vyrazné nelisi podle Tukeyho

testu (testovano mezi vSemi variantami P < 0,05, n = 6)

4.2 Obsah fenolickych latek a flavonoidu

Primérny obsah fenolickych latek se smérem od kontroly, pies niZ§i napadeni po vyssi
napadeni mirné zvySoval. Obsah byl nejvyssi u varianty s vy$§im napadenim (4,177
u kontrolnich rostlin (3,518 mg/g FW). V pfipad¢ flavonoidi byl primérny obsah
nejvyssi u varianty s niz§im napadenim s hodnotou 5,773 mg/g FW a nejnizsi obsah
Vv piipadé¢ vy$Siho napadeni (2,635 mg/g FW). Obsah flavonoidi v kontrolnich
rostlinach byl 3,636 mg/g FW. Hodnoty jsou graficky znazornény v grafu 2. Chybové
useCky znaci standartni chybu priméru. Konkrétni naméfené hodnoty aritmetického
pruméru a standartni chyby priméru jsou obsazeny v tabulce 3 (fenoly) a v tabulce 4

(flavonoidy) viz. ptilohy.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni hodnoty lze nalézt v ptiloze v tabulce 6). U obou metaboliti byly hodnoty

neprikazné.
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Graf 2: Obsah fenolii a flavonoidi V rostlinach u jednotlivych variant (Hodnoty
ve sloupcich oznacené stejnym pismenem se vyrazné nelisi podle Tukeyho testu

(testovano mezi vSemi variantami P < 0,05, n = 6)

4.3 Obsah kyseliny salicylové

Primérny obsah kyseliny salicylové byl nejvyssi u kontrolni varianty, a to v mnozstvi
110,089 ng/g DW (suché hmotnosti). Ve zbylych variantich se obsah této latky
razantn¢ snizil. V pfipad¢ varianty s niz§im napadenim byla jeji hodnota 45,733 ng/g
DW a vpiipad¢ svys§im napadenim 64,978 ng/g DW. Hodnoty jsou graficky
znazornény v grafu 3. Chybové usecky znaci standartni chybu priméru. Konkrétni
naméfené hodnoty aritmetického priméru a standartni chyby priméru jsou obsazeny v

tabulce 5 viz. ptilohy.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %
(konkrétni hodnoty lze nalézt v piiloze v tabulce 6) a protoze vysla prikazné, byl
proveden Tukeyho test, pomoci n¢hoz bylo zjisténo, Ze rozdily na hladiné vyznamnosti
5 % jsou patrné mezi kontrolou a variantou s niz§im napadenim, kdy hodnota p je
0.0117234 a mezi kontrolou a variantou s vy$sim napadenim s hodnotou p 0.0307816.

Neprikazny rozdil je mezi variantou s niz$im napadenim a vyS$im napadenim S
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hodnotou p 0.4014674, ktera se oproti ptfedesSlych neprikkaznych variant vyrazné
vychyluje od hodnoty 0,05 (viz. tabulka 7, ptilohy).
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Graf 3: Obsah kyseliny salicylové v rostlinach u jednotlivych variant (Hodnoty
ve sloupcich oznacené stejnym pismenem se vyrazné nelisi podle Tukeyho testu

(testovano mezi vS§emi variantami P < 0,05, n = 3)

4.4 Relativni zastoupeni jednotlivych fenolickych kyselin

Ve vzorkach vSech variant byly zjistovany fenolické kyseliny spektrofotometrickou
metodou a jejich relativni zastoupeni je zobrazeno v grafu 4. Vysledky nelze brat nijak
absolutn€, nebot’ vzorky nebyly métreny s pouzitim standardi. Z tohoto davodu lze
pouze sledovat relativni rozdily mezi obsahem téZe latky v riiznych variantach. V grafu
nejsou uvedeny jednotky, hodnoty byly pouzity pfimo z hmotnostniho spektrometru a

vyjadiuji velikost plochy pod vrcholem grafu, ktery odpovida vyskytu ptislusné latky.

Dale byla provedena analyza rozptylu (ANOVA) na hladiné vyznamnosti 5 %. Bohuzel
témef nikde az na kyselinu syringovou (hodnota p je 0.0251) nevysel zadny prikazny
rozdil mezi variantami, a to zejména proto, ze rozptyl mezi hodnotami v rdmci jedné
varianty je vétSinou piili§ velky (velké chybové usecky v grafu). Konkrétni hodnoty lze

nalézt v piiloze v tabulce 8. Protoze analyza rozptylu vysla prikazné u kyseliny
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syringové, byl proveden Tukeyho test, pomoci n€¢hoz bylo zjisténo, ze rozdily na
hladiné vyznamnosti 5 % jsou patrné mezi kontrolou a variantou s niz§im napadenim,
kdy hodnota p je 0.0274653 a mezi kontrolou a variantou s vys$$im napadenim s
hodnotou p 0.0414965. Neprukazny rozdil je mezi variantou s niz§im napadenim a

vy$$im napadenim s hodnotou p 0.7522504 (viz. tabulka 9, ptilohy).

Fenolické kyseliny
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Graf 4: Relativni zastoupeni jednotlivych fenolickych kyselin

4.5 Regresni analyza

Byla porovnana zavislost mezi metabolity navzajem. Zavislost se podatilo vysledovat
pouze u dvou dvojic, a to mezi kyselinou salicylovou a superoxidem a kyselinou
salicylovou a fenoly. Vztah byl posuzovan podle tabulky kritickych hodnot

Spearmanova korelacniho koeficientu. Ve vztahu kys. salicylova/superoxid pro n=8 je
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kriticka hodnota 0,6905. V grafu 5. je patrné, Ze hodnota R=0,82 pievysuje kritickou
hodnotu. Jedna se o prikaznou negativni regresi. Znamena to tedy, ze mezi témito
metabolity je té€sny vztah. Pro vztah kys. salicylova/fenoly kriticka hodnota pro n=7 je
0,7450. Z grafu 6. vyplyva, Ze je | mezi témito metabolity tésny vztah, protoze hodnota

R=0,7945. | v tomto piipad¢ se jedna o prukaznou negativni regresi.
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Graf 5: Zavislost mezi obsahem kyseliny salicylové a superoxidu
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Graf 6: Zavislost mezi obsahem Kyseliny salicylové a fenoli
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5 Diskuze

Tato experimentdlni prace se zameéfila na sekundarni metabolity V rostlindch
produkované vlivem pilisobeni fytofagniho hmyzu. Kultivace probé¢hla v fizenych
podminkach klimaboxu. Rostlinny material byl analyzovan na obsah aktivnich forem
kysliku, fenolické latky (celkové i konkrétni fenolické kyseliny), flavonoidni latky a

kyselinu salicylovou.

5.1 Zmeény v hodnotach ROS vlivem stresu vyvolaném drepciky

Fotoinhibice a fotooxidace, jak uvadi Piterkova et al. (2005), se vSeobecné u rostlin
projevuji jen ve stresovych podminkach. ROS (aktivni formy kysliku) byly analyzovany
ve vzorcich, a to zejména superoxidovy radikal a peroxid vodiku. V piipadé peroxidu,
jak jiz bylo uvedeno, prumérou hodnotu u kontrolni varianty lze vyuzit pouze
orientaéné, ptesto byl pozorovan nartst u stresovanych variant, jak vyplyva z grafu 1
(avsak mezi niz§im a vy$$im napadanim je statisticky neprikazny rozdil). Z grafu dale
vyplyva, ze se obsah superoxidu zvysil ve variantach s napadenymi rostlinami oproti
kontrolni varianté. Nepotvrdila se hypotéza, Ze se s rostouci intenzitou napadeni zvysi i
mnozstvi ROS v pletivech, nebot’ varianta s niz§im napadenim vyprodukovala vice
superoxidu nez ve varianté¢ s vy$§im napadenim. Vysledky mohou byt ovlivnény i
faktem, Ze rostliny vyvinuly u¢inné obranné mechanismy, které odstraiuji ROS a chrani
tim bunky proti oxidaénimu poskozeni (Piterkova, 2005) a mimo jiné i faktem, Ze nami
sledované flavonoidy (témétf vSechny skupiny i kazdd jednotlivd sloucenina) maji
schopnost plsobit jako antioxidanty a jejich antioxida¢ni G€inky za&visi na uspotfadani

funkénich skupin ve struktute (Hernandéz, 2009).

5.2 Zmény v hodnotach fenolickych latek a flavonoidd vlivem stresu

vyvolaném drep¢€iky

StéZejni pro tuto praci byla analyza fenolickych latek a flavonoidt a jejich insekticidni
aktivita. Ta ma rizné mechanismy, jakymi brani rostlinu pfed fytofagnim hmyzem.
Metabolity mohou hmyz odstrasit, mohou ptisobit jako inhibitory traveni, nebo mohou
pusobit toxicky a zavinit umrti jedince (Andersen et Markham, 2006). V grafu 2. jsou
znadzornény pramérné obsahy fenolickych latek a flavonoidd. Primérny obsah

fenolickych latek se smérem od kontroly, pfes nizs$i napadeni po vysSi napadeni mirné
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zvySoval, bohuzel rozdily mezi variantami nejsou statisticky prikazné. Statisticka
neprikaznost mezi jednotlivymi variantami je i v pfipad€ flavonoidd. Jejich primérny
obsah byl nejvyssi u varianty s niz§im napadenim a nejnizsi obsah v piipadé vyssiho
napadeni. Nabizi se zde otazka, jak je mozné, Ze se neprokazala hypotéza zvySené¢ho
obsahu téchto metabolitii u rostlin napadenych fytofagnim hmyzem. Odiivodnénim by
mohla byt dlouha doba trvani negativniho vlivu diepcikti. Odbér rostlinného materialu
probéhl po 4 dnech od pocatku ptsobeni broukd, ktefi u vzeslych rostlin vyzirali do
listh mélké jamky nebo malé dirky az byl list misty prodéravély. Naskytd se zde
domnénka, Ze rostliny uz od poc¢atku identifikace ohrozeni zacaly produkovat zvysené
mnozstvi fenolickych latek a flavonoidl, aby si pojistily obranu pied skiidei, az se
vyCerpaly a jiz nebyly schopny dalsi slouCeniny vyprodukovat. V dobé, kdy byly
rostliny sklizeny jiz nebylo v listech takové mmnozstvi obrannych latek, jaké se
ocekavalo. Dalsi moznosti vysvétleni by mohlo byt to, ze dfepcCici ve snaze piezit na
velmi omezeném prostoru s omezenym zdrojem potravy, nechutnost list zptisobenou
obrannymi latkami ignorovali. I toto hledisko mohlo pfispét k rychlejS$imu vycerpéani
rostlin. Feeney (1976) a Clark a Harwell (1992) uvadéji, ze mechanismy obrany rostlin
spotfebovavaji energii a dalsi zdroje v rostlin€ na ukor jinych procesti a znamenaji pro

rostlinu velké energetické a materidlové vydaje.

Ve vzorkach vSech variant byly zjiStovany i1 konkrétni fenolické kyseliny (14 latek) a
jejich relativni zastoupeni, jez je zobrazeno v grafu 4. V ném lze sledovat relativni
rozdily mezi obsahem téze latky v raznych variantich. Ze ctrnacti kyselin vySel
statisticky prikazny rozdil pouze u kyseliny syringové, kde jsou rozdily patrné mezi
kontrolou a variantou s niZz§im napadenim a mezi kontrolou a variantou s vysSim
napadenim U ostatnich kyselin nevysel zadny prikazny rozdil mezi variantami, a to
zejména proto, zZe rozptyl mezi hodnotami v rdmci jedné varianty je vétSinou piili$

velky.
5.3 Zmeény v hodnotach kyseliny salicylové vlivem stresu vyvolaném
drepciky

Kyselina salicylovd, jako jeden z obrannych fytohormont také patii do skupiny
fenolickych latek a byla analyzovana zvlast. I pro tuto latku byly stanoveny hypotézy,

ze se bude jeji mnoZstvi zvySovat od kontrolni varianty k variantim napadenych sktdci.
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Avsak dle ziskanych dat budou tyto hypotézy zamitnuty, protoze primérny obsah
kyseliny salicylové byl nejvyssi u kontrolni varianty a ve zbylych variantach se obsah
této latky razantné snizil. Hodnoty jsou graficky znazornény v grafu 3. Mezi variantou s
niz§im napadenim a vySSim napadenim je neprikazny rozdil. Pro¢ bylo nejvyssi
mnozstvi naméfeno pravé v kontrolni varianté a pak se razantné snizilo u variant

s diepCiky by mohla objasnit regresni analyza.
5.4 Regresni analyza

Regresni analyza porovnavala zavislost mezi metabolity navzajem. Byla provedena
mezi vSemi metabolity navzdjem ale zavislost se podafilo vysledovat pouze mezi
kyselinou salicylovou a superoxidem a mezi kyselinou salicylovou a fenoly. Z grafu 5. a
6. vyplyva, Ze je mezi metabolity tésny vztah a ze se jedna o priikaznou negativni
regresi, to znamend, ¢im méné je Vrostling kyseliny salicylové, tim vice je
superoxidu/fenold a naopak. Podivame-li se znovu na grafy se superoxidem, fenoly a
kyselinou salicylovou, zjistime, Ze tento vztah potvrzuji. Kyseliny salicylové je v

kontrolni varianté nejvyssi obsah, ktery se snizuje s napadenim. U fenoll a superoxidu

v

Zvysené mnozstvi superoxidu se da vysvétlit tim, ze aktivita NADPH-oxidas a
peroxidas bunétné stény je Casto spojovana s tzv. oxidacnim vzplanutim (,,oxidative
burst®). To je chdpano jako jedna z hlavnich odpovédi rostlinnych bunék na stres, at’ uz
abioticky nebo bioticky. Produkce ROS wvzroste, stejné¢ jako intenzita obrannych
mechanisml bun¢k a zplsobuji vazny oxidacni stres (Habanova et Berka, 2018).
Kyselina salicylova je stresovym fytohormonem, stejné jako kyselina jasmonova a méla
by se produkce zvySovat s napadenim rostliny. Podle Jandy (2018) se vyskytuje v
blizkosti mista napadeni, zatimco stresovy hormon kyselina jasmonova je pfitomna az
za prstencem puisobeni kyseliny salicylové. Jeji produkce by tedy mohla byt potlaena
fenolickymi latkami a aktivnimi formami kysliku, jak vyplyva z graft. Nabizi se i
myslenka, Ze 1 vtomto piipade, stejné jako v piipadé produkce fenolickych latek a

flavonoidi byly rostliny vycerpany.
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6 Zavér a doporuceni

Byly stanoveny dvé hypotézy, pro splnéni stanovené¢ho cile. V hypotéze H1 jsme
predpokladali, Ze obsah aktivnich forem kysliku a obrannych latek bude vyssi u rostlin
napadenych fytofagnim hmyzem, oproti rostlindm kontrolnim a v hypotéze H2 jsme
predpokladali, Ze obsah aktivnich forem kysliku a obrannych latek se bude zvySovat s

intenzitou napadeni.

Dle vyslednych dat Ize potvrdit HI u aktivnich forem kysliku. Poznatky o peroxidu jsou
pouze orientacni. H2 v pifipadé€ superoxidu neplati, nebot’ z grafu 1 je patrny vyssi obsah
u varianty s niz§im napadenim, avSak statisticky je rozdil mezi variantami vy$siho a
niz8§iho napadeni neprikazny. U peroxidu je z grafu patrny narist s intenzitou napadeni

ale op¢t je rozdil statisticky neprikazny.

Hypotézu H1 u fenolickych latek nelze potvrdit, i pies to, ze se primérny obsah smérem
od kontroly, pfes niz§i napadeni po vyssi napadeni mirné zvySoval, jak je vidét v grafu
2, byl statisticky neprikazny. Z grafu je dale patrné, ze obsah flavonoidi se zvysil
oproti kontrole u varianty s niz§im napadenim, tak ale obsah byl nejnizsi u varianty

S vys$S§im napadenim a hodnoty zase vySly neprikazné.

V ptipad¢ kyseliny salicylové jsou ob& hypotézy vyvraceny, protoZze se ukézalo, Ze
nejvyssi obsah je v kontrolni varianté a s napadenim razantné klesa. Mezi variantami

S niz§im napadenim a vy$$im napadenim neni statisticky prikazny rozdil.

Dale se podafilo vysledovat zavislost mezi kyselinou salicylovou a superoxidem a
kyselinou salicylovou a fenoly a v obou piipadech se jedna o prukaznou negativni

regresi.

Kone¢ny zavér z této vyzkumné prace je, Ze s intenzitou napadeni produkce obrannych
latek bud’ priliS nesouvisi nebo souvisi minimalné. Zda se, ze rostliny se od pocatku
napadeni brani stejnym mnoZstvim produkovanych latek bez ohledu na to, o jaké
mnozstvi Skidct se jednd. Je ale moZné, Ze neni tak patrny rozdil mezi napadenim 50
brouky a 100 brouky, bylo by potieba vétsi rozmezi v poctu skidcti. Dal§im poznatkem

muze byt fakt, zZe se rostliny postupem ¢asu pod vlivem herbivorie vyc€erpaji. V piiStim
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experimentu by bylo vhodné prozkoumat obranné latky jiz od prvniho dne napadeni
fytofagnim hmyzem po uréitou dobu, ovS§em experiment by byl naro¢ny v tom smyslu,
7e by bylo potieba, aby za tak kratkou dobu byly rostliny $kidci poskozeny. Z toho
divodu by bylo lepsi mensi mnozstvi rostlin na variantu. Celd problematika tedy
vyzaduje jest¢ dal$i vyzkum, modifikaci metod a potvrzeni, pfipadné¢ vyvraceni

dosazenych vysledkd.
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Pfilohy

Tabulka 1: Superoxid — Aritmeticky pramér a standartni chyba priméru vsech

variant

Varianta Aritmeticky pramér Standartni chyba
[ng/g FW] priméru

Kontrola 9,240 0,793

50 broukt 45,797 8,901

100 broukt 27,944 3,795

Tabulka 2: Peroxid — Aritmeticky primér a standartni chyba priméru vsech

variant

Varianta Aritmeticky priamér Standartni chyba
[ng/g FW] priuméru

Kontrola 2,783 1,444

50 brouku 11,621 2,402

100 broukt 15,001 3,090

Tabulka 3: Fenoly — Aritmeticky primér a standartni chyba pruméru vSech variant

Varianta Aritmeticky priamér Standartni chyba
[mg/g FW] priuméru

Kontrola 3,518 0,133

50 broukt 3,901 0,308

100 broukt 4,177 0,174

Tabulka 4: Flavonoidy — Aritmeticky pramér a standartni chyba priméru vSech

variant

Varianta Aritmeticky pramér Standartni chyba
[mg/g FW] priméru

Kontrola 3,636 1,023

50 brouku 5,773 1,297

100 broukt 2,635 0,084
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Tabulka 5: Kyselina salicylova — Aritmeticky prumér a standartni chyba priméru

vSech variant

Varianta Aritmeticky pramér Standartni chyba
[ng/g DW] priméru

Kontrola 110,089 9,040

50 brouku 45,733 1,463

100 broukt 64,978 3,053

Tabulka 6: Analyza rozptylu u jednotlivych metabolita
Sekundarni | Superoxid Peroxid Fenolické | Flavonoidy Kyseliny

metabolit latky salicylova

Hodnota p 0.0013 0.4081 0.1341 0.0916 0.0107

Tabulka 7: Tukeyho test pro superoxid a kyselinu salicylovou (A — kontrola, B —

niz8i napadeni, C — vys$si napadeni)

Superoxid Dvojice variant Hodnota p Vyhodnoceni
AvB 0.0010053 ** p<0.01
AvC 0.0777530 neprikazné
BvC 0.0943476 neprikazné

Kyselina Dvojice variant Hodnota p Vyhodnoceni

salicylova
AvB 0.0117234 * p<0.05
AvC 0.0307816 * p<0.05
BvC 0.4014674 neprakazné
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Tabulka 8: Analyza rozptylu jednotlivych fenolickych kyselin

Fenolicka | gallovda | 3,4- chlorogenova | vanilova kavova syringova | p-kumarova
kyselina dihydroxy

benzoova
Hodnota p | 0.6606 0.0931 0.7823 0.5698 0.5049 0.0251 0.4057
Fenolicka | ferulova | 4- benzoova skoficova | quercetin | luteolin kaempferol
kyselina hydroxyben

Zoova
Hodnoty p | 0.3032 0.6844 0.3964 0.1316 0.9991 0.3439 0.9612

Tabulka 9: Tukeyho test pro kyselinu syringovou (A — kontrola, B — niZ8i napadeni,

C - vyssi napadeni)

Syringova Kkys. Dvojice variant Hodnota p Vyhodnoceni
AvB 0.0274653 * p<0.05
AvC 0.0414965 * p<0.05
BvC 0.7522504 neprikazné
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