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Tato diplomova prace zjiStuje predevSim zménu Kkoncentraci vybranych
organickych Kkyselin, aminokyselin a rozpustnych proteinti v rostlindch zeli
napadenych drepciky rodu Phyllotreta. V teoretické Casti jsou popsany metabolické
drahy u rostlin a vybrané latky z nich pochazejici. Poté nasleduje ¢ast metodiky,
kde jsou popsany postupy jednotlivych pokust, které zjistovaly mnozstvi
zkoumanych latek v rostlinach napadenych diepciky. Rostliny byly umistény do
boxt, v kterych byl simulovan nizsi a vys$si stupen napadeni. Poté byly provedeny
analyzy na méreni obsahu vybranych primarnich metaboliti pomoci rtznych
metod, jako je napftiklad vysokouc¢inna kapalinovd chromatografie, nebo méteni
vzorkll na spektrofotometru. Vétsina zkoumanych latek ménila svou koncentraci
v napadenych rostlinach a tyto rozdily byly nejmarkantnéjsi u askorbové kyseliny,
citoronové kyseliny, glutamové kyseliny a fenylalaninu. Pomoci takovych zmén
koncentraci primarnich metaboliti miiZe rostlina vyvijet své obranné mechanismy
a to jak zjednotlivych latek, nebo ze sekundarnich metabolitii, které vznikaji
z téchto primarnich prekurzord.
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This diploma thesis primarily finds out change in the concentration of selected
organic acids, amino acids and soluble proteins in cabbage plants infested by flea
beetles from Phyllotreta genus. The theoretical part describes the metabolic
pathways in plants and selected substances from them are described. Afterwards
follows the part of methodology where the processes of single experiments that
were looking for amount of the examined substances in plants infested by flea
beetles are described. The plants were placed in boxes where lower and higher
infestation levels were simulated. Subsequently, analysis were made to measure
the content of selected primary metabolites by various methods such as high
performance liquid chromatography or spectrophotometer measurements.. Most
of the examined substances changed their concentration in the infested plants and
these differences were the most noticeable in case of ascorbic acid, citric acid,
glutamic acid and phenylalanine. By using such changes in primary metabolite
concentrations, the plant can develop its defense mechanisms and not only from
individual substances but also from secondary metabolites that originate from
there primary precursors.
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Uvod

Tématem této diplomové prace je vyzkumna otazka, ktera se zaobira predevsim
zménou koncentraci primarnich metaboliti v rostlinach zeli a jejich obranné
funkce proti drepc¢ikim (Phyllotreta sp.). Tato problematika byla vybrana
z hlediska zajimavosti a s cilem zjistit, zda se rostliny mohou branit proti hmyzim
Skiidcim sami bez pomoci chemickych sloucenin. VSechny rostliny predstavuji
zdroj obzivy a pratelské sloZeni atmosféry na nasi zemékouli. Proto je dilezité
zjistit, zda jsou schopny se samostatné branit, protoZe by mohlo dojit k omezeni
pouziti chemickych latek, které zatéZuji zivotni prostredi. Tyto latky pak
z kontaminovaného prostiedi prijimdme do tél, coz mlze mit za nasledek
zdravotni problémy.

Prvni Cast prace se zabyva herbivorii obecné a nasledné je reSena problematika
nejdilezitéjSich druhG drepcikii, kteri velice cCasto Skodi na brukvovitych
rostlinach. Tyto rostliny si lidé velmi oblibili jako zeleninu a to predevsSim zeli,
které se v ceské kuchyni casto hojné pouZziva. Uvedené rostliny se mohou
nékterymi zptlisoby branit a obecnd ochrana rostlin proti napadeni bylozravci je
rozpracovana v dalSich ¢astech prace. Ochranné mechanismy v rostliné probihaji
hlavné diky sekundarnim metabolitiim, které vznikaji z metaboliti primarnich.
V tu chvili je nutné védét, jak se méni koncentrace téchto prekurzort. Tyto latky se
jiz dlouhou dobu vyuzivaji v mediciné a farmakologii a v neposledni radé také
v potravinarském priamyslu. V nasledujici ¢asti prace se nachazi obecné poznatky
o rostliné zeli, kterou jsme nasledné vyuzili v praktickych pokusech a analyzach.
Poté pokracCuje prace casti zabyvajici se primarnimi metabolity, které jsme
zkoumali pomoci pokust, které jsou popsany a vyhodnoceny v Casti praktické.
Tyto primarni metabolity jsou predevSim organické kyseliny, aminokyseliny a
rozpustné proteiny. Je zde popsano, jak mohou tyto latky napomahat rostliné pri
obrané proti biotickému stresu, predevsim proti byloZravosti. Po teoretické ¢asti
prace nasleduji kapitoly s metodikou, popisem experimentli, vyhodnocenim
vysledki a diskuzi.

Teoreticka Cast je predevSim sepsana z védeckych c¢lankd, které jsou casto resersi,
nebo vychazeji z vlastnich experimentt. V praktické ¢asti bude rozpracovan jak
plan experimentu, tak i samotné vysledky, které se zjiStovaly pomoci riiznych
metod. Experiment po odchytu diepciki probihal vlaboratorich Univerzity
Hradec Kralové.

Cilem prace je tedy zjistit, jak se méni koncentrace primdarnich metaboliti
v rostlinach zeli a jak tato zména ovliviiuje obranné a ochranné moZznosti rostlin.
Tato problematika zac¢ina byt posledni dobou velmi diskutovanou, ale jesté neni
moc probadanou. Proto jsme si stanovili nulovou hypotézu Ho: ,Po napadeni
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rostlin herbivornim hmyzem dochazi ke zménam v jejich primarnim
metabolismu”“. Budeme se snaZit tuto domnénku bud’ potvrdit, nebo vyvratit a to
pomoci riznych metod, které jsou uvedeny dale v textu prace.

Tato prace obsahuje pouze cast velkého projektu, ktery se zabyva zménou
primarnich a sekundarnich metaboliti v rostlindch zeli po napadeni rGznymi
druhy herbivori. Jedna se predevsim o rizné druhy rodu drepciki (Phyllotreta sp.)
a také o rizné druhy bélaski (Pieris sp.).
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1 Teoreticka cast

1.1 Herbivorie jako soucast biotického stresu u rostlin

Rostliny jsou prisedlé organismy, které jsou vystaveny velkému mnoZstvi
environmentalnich strest. Stresy mohou byt jak abiotické (teplota, svétlo, voda,
mineradly, aj.), tak biotické (patogeny, byloZravci a podobné) (Molinier et al., 2006).
Tato prace resi predevSim herbivorii, ktera velmi negativné (s malymi vyjimkami)
plisobi na rostliny. Je to vztah mezi rostlinami a ZivocCichy, ktefi konzumuji
rostlinné organy nebo jejich ¢asti (Stevens, 2010).

ByloZravi ZivoCichové maji ¢asto negativni efekt na rist, rozmnoZovani i celkové
preziti rostlin. Diky témto organismlm rostliny Casto umiraji pred tim, nez se
stihnou rozmnoZit a to mliZe vést aZ Kk jejich vymizeni (Brys et al.,, 2011). Velké
mnoZstvi fytofagli patii do skupiny hmyzu. Nékteré druhy hmyzu se krmi obecné
na rostlinach a nevybiraji si pfimo urcity druh nebo skupinu rostlin. Existuji vSak
i druhy, které davaji prednost pouze nékterym rostlindm (Follet, 2017).

Zivocichové, kteii si vybiraji pouze jeden druh rostliny, se nazyvaji monofagnimi
druhy a polyfagové jsou naopak Zivocichové, kteii nejsou specializovani pouze
na urcity druh rostlin (Firstenberg-Hagg et al, 2013). Tito herbivofi mohou
rostlinu poskozovat sanim, okusem, nebo pozerem. Diky tomu miZe dochazet
ke zménam pfti ristu, transpiraci, fotosyntéze a toku zivin rostlinou (Mihai et al.,
2005). Casto jsou konzumovany ¢asti rostlin, které obsahuji velké mnoZstvi Zivin
prospésnych pro byloZravce (Baraza et al., 2006).

Obranné mechanismy rostlin vznikly hlavné diky pfirodnimu vybéru, evolu¢nim
zménam a vznikem genetickych mutaci, které probihaly nadhodné v rostlinach
a vedly ke vzniku novych sloucenin, které chranily a chrani rostliny proti
zivoCisnym Skidciim i patogentim. Diky vzniku takovych latek mohlo prezivat vice
rostlin, a tak se tyto poznatky postupné prendsely do dalSich generaci a stale
dochazi k postupnému zlepSeni ochrany (Taiz et Zeiger, 2010).

Rostliny vSak musi bezpecné rozeznat, zda se jednd o posSkozeni vyvolané
herbivorem, nebo o stres vyvolany abiotickymi faktory jako je poskozeni pletiv
pomoci krupobiti nebo vétru. Nedochazelo-li by k tomuto rozeznavani, rostliny by
plytvaly energii na tvorbu ochrannych mechanismi. Rostlina tak musi bezpec¢né
rozeznavat bylozravce podle latek, které vypoustéji do rostliny po jejim naruseni.
Tyto latky se nejcastéji nachazeji ve slinach nebo jinych sekretech vylucovanych
byloZravcem (Fiirstenberg-Hagg et al., 2013).
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1.2 Drepcici (Phyllotreta sp.)
Taxonomické zarazeni diepcikli (Pokorny, 2014):

Rise: Animalia - Zivo&ichové
Oddéleni: Bilateria - dvoustranné soumeérni
Pododdéleni: Protostomia - prvousti
Kmen: Arthropoda - ¢lenovci
Podkmen: Hexapoda - Sestinozi
Trida: Insecta - hmyz
Podtrida: Pterygota - kiidlati
Rad: Coleoptera - brouci
Podrad: Polyphaga - vSeZravi
Celed:  Chrysomelidae - mandelinkoviti
Rod: Phyllotreta - drepcik

Jedna se o pocetnou skupinu zivocicht z ¢eledi mandelinkovitych (Chrysomelidae)
(Ouda et al.,, 2013). Drepcici jsou tedy drobni brouci, kteii Skodi na brukvovitych
rostlinach a déli se do nékolika rodil, jako jsou Chaetocnema, Phyllotreta a
Psylliodes (Sefrova, 2013). Tito brouci jsou velmi podobni bazlivciim, ale odlisuje je
to, Ze maji silné rozsifena stehna, ktera jsou uzptisobena ke skakani. Jsou to brouci
malych rozméra (1 - 5,5 mm) (Ouda et al, 2013). Tito herbivori jsou temné
zbarveni a nékteré druhy na sobé maji podélnou Zlutou pasku na krovkach (Muska,
1999). Nejvice druhti je vazano na rostliny z celedi hvézdnicovitych (Asteraceae),
brutnakovitych (Boraginaceae), brukvovitych (Brassicaceae), hluchavkovitych
(Lamiaceae) a krti¢nikovitych (Scrophulariaceae) (Ouda et al., 2013).

Samicky kladou vajicka do zemé, nebo na spodni okraje listi. Vylihlé larvicky
prochazeji tremi preménami, stadiem predkukly a samotnou kuklou, ze které se
lihnou samotni dospélci. Larvy se Zivi predevSim koteny, listy i kvétnim pylem.
Dospéli jedinci se lihnou asi po tfech aZ péti tydnech a ti se zivi hlavné kvétnim
pylem a zelenymi Castmi rostlin. Rada druhid je vazana na kulturni rostliny,
na kterych piisobi jako skiidci. Na poli, kde je monokultura chmele, fepy, olejnin
nebo obilovin se velmi rychle mnozi a na takovych mistech se jim velmi dari (Ouda
etal,, 2013).

Na brukvovitych rostlindch nejcastéji Skodi drepcik polni (Phyllotreta undulata),
dale drepcik zelny (Phyllotreta nemorum), drepcik cerny (Phyllotreta atra)
a drepcik Cernonohy (Phyllotreta nigripes). Mohou zlikvidovat aZ 30% plochy
déloZnich listkii péstovanych brukvovitych rostlin. Nejvice diepcici poskozuji
rostliny, kdyZ je béhem dne suché a teplé pocCasi a to predevSim na okrajich
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monokultur na polich. Vzeslé rostliny, které maji dostatecné vyvinutou asimila¢ni
plochu, jsou ohroZeny pouze pii velkém premnoZeni téchto broukii a velkém
napadeni (Muska, 1999).

Napadené listy v sobé maji vykousané jamky, nebo okénka v priméru 1,5 - 2 mm.
Pokud jsou brouci premnoZeni a napadeni je velmi silné, dochazi k likvidaci
mladych rostlin (Muska, 1999).

1.3 Nejvyznamnéjsi druhy drepciki Skodicich na brukvovitych
rostlinach

1.3.1 Drepcik polni (Phyllotreta undulata)

Dospélec je 1,8 - 2,5 mm dlouhy a jeho svrchni strana téla je ¢erna. Na krovkach
ma dva podélné Cerné prouzky, které jsou vyrazné zahnuté smérem dovnitf u baze
krovek a naopak pii vrcholu krovek jsou prouzky mirné rozsifené. Baze holeni
a chodidel vSech koncetin jsou ZlutoCervené a stejnou barvu maji i prvni ctyri
clanky tykadel (Anonym, 2018). Je znamy piedevsim v chladnéjsich oblastech jako
velmi nebezpecny Skidce brukvovitych rostlin. Jeho skokanské schopnosti jsou
velmi dobré diky jeho zesilenym stehntim (Hanzak et al.,, 1973). Dospélec tohoto
brouka je znazornén na obrazku ¢. 1.

5 g

Obr. 1: Drepcik polni (Stigenberg, 2018)
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1.3.2 Drepcik zelny (Phyllotreta nemorum)

Imago brouka je asi 2,4 - 3,1 mm dlouhé a jeho spodni strana je Cernd, $tit ma
modravy nebo bronzovy odlesk a na ¢ernych krovkach jsou dva podélné Zluté
pruhy. Tyto pruhy jsou u baze krovek mirné zahnuté dovnitr a u Spice jsou zahnuté
siln&ji, coZ je vidét na obrazku ¢. 2 (Sefrova, 2013). Tito brouci maji Zluta chodidla,
holené (viech koncetin) i konce stehen (pfedni a stfedni konéetiny). Zluté jsou i
prvni tii clanky tykadel (Anonym, 2018).

Obr. 2: Drepcik zelny (Deml, 2009)

1.3.3 Drepcik cerny (Phyllotreta atra)

Brouk dlouhy asi 1,7 - 2,6 mm, je ¢erny na horni i spodni strané téla. Krovky a stit
jsou vyrazné teckované, koncCetiny jsou hnédavé az cerné. Druhy a tieti ¢lanek
tykadel je ZlutocCerveny, prvni ¢lanek je tmavéji zlutoCerveny. Nasledujici ¢lanky
tykadel jsou cCerné (Anonym, 2018). Popsané znaky téla drepcika cerného jsou
dobre vidét na obrazku ¢. 3.

Obr. 3: Drepcik cerny (Schmidt, 2005)
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1.3.4 Drepcik cernonohy (Phyllotreta nigripes)

Dospély brouk, zobrazeny na obrazku ¢. 4, ma asi 1,8 - 2,5 mm dlouhé télo. Jeho
horni strana je kovové modra, modrozelena nebo vzacné i ¢erna (Sefrova, 2013).

Jeho krovky maji metalicky vzhled. Koncetiny jsou o néco malo svétlejsi, nez
krovKky a télo, ale tykadla jsou spise hnédé barvy (Doberl, 2010).

Obr. 4: Drepcik ¢ernonohy (Deml, 2007)

1.3.5 Drepcik zlatohlavy (olejkovy) (Psylliodes chrysocephalus)

Dospélec tohoto diepcika je 3 - 4,6 mm dlouhy Zivocich, ktery se u nas radi mezi
nejvétsi jedince tohoto rodu brouki. Horni strana jeho téla je tmavé kovové modra
a pouze predni ¢ast hlavy je ¢ervenava. Celo a temeno hlavy je ¢asto tmavé
zbarveno (Sefrova, 2013). Krovky jsou hluboce te¢kované a tyto prohlubné vytvaii
deset pravidelnych tad. Stehna zadnich koncetin jsou ¢erna nebo kovové modra
a stehna prvnich a druhych part koncetin jsou zluta, jsou tmavsi pii jejich bazi.
Holené i chodidla jsou u vSech part koncetin Zluté (Anonym, 2018). To miZeme
pozorovat na obrazku ¢. 5. Samicky dokaZou naklast az tisice vajicek najednou.
Nasledné stadium larvy zije uvniti listli brukvovitych rostlin a konzumuji pletiva.
Poté larvy vlezou do ptlidy, kde se preméni v dospélce, ktefi se opét Zivi rostlinnymi
pletivy (Vig, 2003).

Obr. 5: Drepcik zlatohlavy (olejkovy) (Peters, 2009)
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1.4 Reakce rostlin na stres zpiisobeny herbivory

JelikoZ jsou rostliny prisedlymi organismy a nemohou se branit unikem
do prostoru, musi si vytvaret vlastni obranné a ochranné mechanismy. Tyto
organismy proto musi byt aktivni vregulaci Spatnych podminek prostredi
(Ballhom et al, 2001). Jak jiZ bylo drive zminéno, vtéto praci bude reSen
predevSim stres bioticky a to predevSim u rostlin napadenych herbivornim
hmyzem.

Diky neustalému napadani fléry ZivociSnymi druhy si rostliny vybudovaly velké
mnoZstvi obran, které se déli do dvou zakladnich kategorii (Chen, 2008):

1) konstitutivni obrany - aktivace téchto obran v rostliné probiha jiz pred
napadenim herbivora, ale tato reakce mtze zesilit i po ataku
2) indukované obrany - aktivace téchto obran probiha po napadeni rostlinnych
pletiv byloZravcem. Tyto reakce se déli do 3 zakladnich skupin:
a. zjisténi o napadeni
b. prenos signalu
c. tvorba obrannych chemickych latek

Rostliny jsou ohroZeny bylozravymi Zivocichy a to predevSim hmyzem, ktery je
nejpocetnéjsi skupinou zivocichi na svété. Rostliny mohou napadat i veétsi
zivoCichové a ony se pak proti tomu brani pomoci mechanickych obran. Tyto
obrany predstavuji hlavné trichomy, trny, sklerenchymaticka pletiva, rychla
regenerace nebo vypousténi lepkavych latek a dalsi. Mechanické obrany jsou tedy
prvotni obranou, ktera je velmi dtilezita (Novak et Skalicky, 2008).

Dalsi fazi jsou chemické latky, které se tvoii v rostlinach, a to predevsim diky jejich
sekundarnimu metabolismu. Chemicka obrana rostliny na bylozZravce ptlisobi bud’
pfimo, nebo nepfimo. Pfima obrana vyuziva toxicity, antinutricity a nechutnosti
latek, které jsou konzumovany. Nepiima obrana zptlisobuje to, Ze rostlina pritahuje
jiné organismy zjinych trofickych urovni, které likviduji Sktidce (Mithofer et
Boland, 2012). Tyto latky se déli do dvou zakladnich kategorii a to kvalitativné
vyznamnych (Uc¢inkuji v malém mnoZstvi) a kvantitativné vyznamnych (uc¢inkuji ve
velkém mnozstvi) (Nagy et al., 2011).

Nékdy je pro rostliny vyhodnéjsi rychlejsi riist, nez tvorba téchto obran, protoze
zde existuje Sance, Ze bylozravec rostlinu celou nespase a ona pak miize 1épe
konkurovat o svétlo s rostlinami v jejim okoli. Nékdy se herbivofi na vytvorenou
rostlinnou obranu mohou adaptovat (Arab et Trigo, 2011).
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1.5 Mechanismy chemické obranné reakce rostlin

Abiotické faktory formovaly hlavni metabolické procesy rostlin uz v davnych
dobach, kdy rostliny prechazely z vody na sous a byly pod neustalym stresem.
Jedinym moZnym feSenim byla dprava struktur rostlinnych tél a metabolickych
drah dle aktualniho stavu vnéjSich podminek a zajiSténi rychlé opravy poskozené
Casti téla. Rostliny maji omezené moznosti vnitini koordinace a vymény informaci
mezi organy, protoZe nemaji nervovou soustavu a také nemaji nékteré evolucné
mladsi metabolické obranné mechanismy (proteinovy imunitni systém). Rostliny
jsou vsak vystaveny riznym typim stresu a nékdy jsou lokalizované na urcité
misto a systémové reakce celého organismu v tu chvili nejsou nutné (Prochazka et
al., 1998).

Rostliny jsou schopny za urcité situace syntetizovat neobvyklé latky, které mohou
slouZit k jejich ochrané. Prikladem jsou neproteinové aminokyseliny, které nejsou
zaClenény do proteinti a jsou v rostliné pritomné ve volné formé. Pirikladem miize
byt neproteinovy kanavalin, ktery je blizkym analogem argininu. Tyto latky
vétSinou blokuji syntézu, nebo ptijem novych normalnich aminokyselin. Nékteré se
vSak mohou zacleniovat do bilkovin, a pak diky tomu vznikaji nefunk¢ni proteiny.
Jiné druhy rostlin produkuji lektiny, coZ jsou obranné proteiny ze skupiny
neproteinovych aminokyselin vazajici se na sacharidy, nebo proteiny, které
obsahuji sacharidové jednotky. Tyto latky jsou hlavné v lusténinach, pokud jsou
zkonzumovany hmyzim Skiidcem, tak zpomaluji jeho rist a rozvoj (Taiz et Zeiger,
2010).

Skody, které zpilisobi herbivor spousti kaskadu signalnich drah (ptiklad popsan
na listech lilkovité rostliny rajcete jedlého (Solanum lycopersicum) (Pearce et al.,
1991):

1) listy po poranéni syntetizuji prostemin, ktery je velkym prekurzorovym
proteinem

2) prostemin je proteolyticky zpracovavan a postupné vznika kratky polypeptid
systemin, ktery byl objeven a identifikovan jako prvni polypeptidovy hormon
v rostlinach

3) systemin je poté organismem uvoliiovan z poSkozenych bunék a dostava se
do apoplastu

4) nasledné se systemin transportuje pomoci floému v cévnim svazku ven
z poranéného listu rostliny

5) systemin se v cilovych bunikkach vaze na plazmatickou membranu a iniciuje
biosyntézu kyseliny jasmonové, ktera ma dilezitou tlohu v regulaci riistu a ma
vyznamné ucinky v rostliné

6) vznikla kyselina v rostliné aktivuje expresi genti
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Jako signdlni latka se miize kromé kyseliny jasmonové v rostliné objevit napriklad
i Kkyselina abscisovd, nebo salicylova. Kyselina jasmonova vznikd syntézou
z kyseliny linolenové a indukuje transkripci hostitelskych gent, které hraji
dtlezitou roli v obrannych mechanismech rostliny. Aktivuje také geny nékterych
primarnich metabolickych drah rostliny, které mohou poskytovat prekurzory
pro tvorbu nékterych alkaloidt (Taiz et Zeiger, 2010).

KdyZ tedy rostlinu napadne herbivor, tak jsou jeji reakce rizeny komplexnimi
signalnimi drahami. Tyto drahy jsou chemické, fyzikalni, sméruji ke genové expresi
a nékterym bunécnym procestim (Howe, 2004). Derivaty kyseliny jasmonové
(jasmonaty) reguluji biosyntézu nékolika sekundarnich metaboliti (alkaloidy,
terpenoidy, fenylpropanoidy a antioxidanty). Jsou dva typy zakladnich
mechanismi pro produkci riznych latek (Avanci et al., 2010):

1) tvorba latek s antinutri¢nimi nebo toxickymi vlastnostmi
2) uvolnovani tékavych latek, které vyvolavaji neprimou obranu (privolani
zivocichd, ktefi napadnou herbivora)

1.6 Metabolické drahy rostlin

Zakladem metabolismu jsou asimilacni (anabolické) a disimilacni (katabolické)
procesy probihajici v burice. Zasadnim jevem je pohlcovani slune¢ni energie a jeji
transformace na energii chemickych vazeb. Diky témto vazbam vznikaji sloZzité
latky jako lipidy a sacharidy. Opacné procesy zpusobuji rozklad téchto slozitych
latek a vznik jednoduchych. Energie z nich se uvoliiuje a casto je uplatnéna
v metabolickych procesech. Diky fotosyntéze a dychani vznikaji nejzakladnéjsi
primarni metabolity v rostlinach (Novak, 2007).

Fotosyntéza casto poukazuje na plisobeni stresovych faktori na rostlinu.
Pti sniZeni uc¢inkl fotosyntézy dochazi ke ztratam v zemédélské vyrobé (Da Silva et
al, 2011). Fotosyntéza je biochemicky proces, pii kterém dochazi ke zméné
slune¢ni energie na energii chemickych vazeb. Diky tomuto procesu vznikaji
prevazné cukry, ale také neorganické latky jako je oxid uhlicity a voda, které
napomahaji rostliné k dobrému riistu. Cukry vzniklé v zelenych ¢astech rostliny se
pomoci floému konvertuji do ¢asti nezelenych (Miyagawa et al., 2001). Cukry, které
soucasti fotosyntézy jsou biochemické reakce, pti kterych je oxid uhlicity
preménovan na sacharid (Brizd’ala, 2018).

Pti stresu se rostlina brani zménou metabolismu sacharidt, které nejsou v bunce
pouze jako zaklad pro biosyntetické reakce, nebo jako zdroj energie, ale i jako
signalni molekuly. Sacharidy mohou regulovat aktivitu enzymil a expresi gent,
které souviseji s transportem metaboliti a metabolismem latek v rostlinném téle

18



(Koch, 1996). Sacharidy také plsobi jako signaliza¢ni molekuly pii odpovédi
na stresovy podnét. Napriklad glukosa indukuje expresi rady genli a mezi nimi se
nachdzi i gen pro extracelularni B-fruktosidasu a fenylalaninamoniumlyasu.
To jsou dilezité enzymy metabolismu sacharidl, dusikatych latek a jinych
sekundarnich metabolitli. Také aktivuje proteinkinasy, které mohou fosforylovat
riizné proteiny a nepiimo se podili na aktivité jinych latek (Ehness et al., 1997).

Tyto latky jsou nasledné vyuZzivany v procesu zvaném respirace, kde dochazi
k jejich Stépeni a rozkladiim na jednodussi slouceniny (Novak, 2007). Respirace se
skladd ze 4 zakladnich pochodd, kdy pro tvorbu primarnich metaboliti jsou
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Glykolyza je predevSim zména glukézy na pyruvat a pii tom dojde ke vzniku
adenosintrifosfatu (ATP) (Institut Galenus, 2018). Pyruvat je prekurzorem
napiiklad pro vznik mastnych kyselin, terpenoidii nebo aminokyselin (Furumoto
et al, 2011). Z ného pomoci komplexu pyruvat-dehydrogenazy v mitochondriich
vznikd acetyl-CoA, ktery se také nepiimo syntetizuje pomoci ethanolové
fermentacni cesty (Yui et al,, 2003). Acetyl-CoA se miiZze postupné piremeénovat
transaminaci na aminokyseliny. Pyruvat se mize syntetizovat na rtizné latky. Tyto
drahy jsou znazornény na obrazku ¢. 6 (Kodicek, 2004). Glykolyza je proces, ktery
napomaha vzniku mnoha latek a po ni nasleduje Krebstiv cyklus (Institut Galenus,
2018). Mnoho syntetickych drah, pri kterych vznikd mnoho latek z pyruvatu je
zobrazeno na obrazku ¢. 6.
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Obr. 6.: Biochemické procesy vzniku riiznych sloucenin z pyruvatu (Kodicek, 2004)

Krebstiv cyklus neboli citratovy cyklus ¢i cyklus kyseliny citrénové je spolecna
metabolicka draha sacharidi, lipidi a proteint. Diky této metabolické draze se
uvolnuje nejvice energie ze 4 fazi respirace. Dochazi zde k odbouravani a rozpadu
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sloZitych latek na jednodussi. Postupné vznika aZ oxid uhlicity (Brizd'ala, 2018).
Nejvétsim vyznamem této drahy je zisk energie, avSak vzniklé meziprodukty
mohou byt prekursory dtlezitych latek. Napriklad citrat se v cytosolu Stépi
na acetyl-CoA a oxalacetat a to pri syntéze mastnych kyselin, které vznikaji
ze sacharidd. Také dochazi k preméné meziproduktu malatu oxidacni
dekarboxylaci na pyruvat a nikotinamidadenindinukleotid (NADPH). Oxalacetat je

také meziproduktem, ktery se zapojuje do metabolismu rostlin, a pomoci
transaminace znéj opét mohou vznikat aminokyseliny. Stejné tak je to
u a-ketaglutaratu. Z toho vSak vznika kyselina glutamova, ze které mohou vznikat
kromé aminokyselin i

nukleové Kkyseliny (Kodicek, 2004). Nejdulezitéjsi
metabolické cykly jsou znazornény niZe na obrazku ¢. 7.
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Obr. 7.: Glykolyza a Krebstiv cyklus jako zdroj nové syntetizovanych metabolitl
(Pavlova, 2007)

U rostlin je metabolismus primarni a sekundarni a ne vZdy jde mezi nimi presné
urcit hranice, protoZe jsou tyto déje hodné propojené. Primarni metabolismus
zahrnuje zakladni procesy nutné pro zabezpeceni energie a stavebnich sloZek
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rostliny. Tyto procesy jsou casto znazornovany cyklickymi schématy (napft.
citratovy cyklus, pentosovy cyklus a podobné). Primarnimi metabolity jsou
predevsim sacharidy, tuky, proteiny, aminokyseliny a nukleové kyseliny. Tyto latky
rostlina potfebuje ke spravnému Zzivotu a ucasti v zakladnich biochemickych
reakcich. Sekundarni metabolismus je spjat s primarnim metabolismem a konec¢né
produkty jsou velmi cCasto odvozeny od primarnich metaboliti. Sekundarni
metabolity nejsou vétSinou nezbytné pro Zivot rostlin a spiSe jsou pro ni uzite¢né.
Mohou ji ochranovat pred napadenim, nebo rostlina obsahuje 1écivé latky, které se
daji vyuzit ve farmakologii. Také mohou byt tyto latky urcitou formou odpadu
z téla rostliny. U nékterych rostlin jsou urcité latky povazovany za konecné
sekundarni metabolity a u jinych jako meziclanek (intermediat) pro vznik jiného
konec¢ného produktu. (Novak, 2007; Krmecnik et Kysilka, 2007).

1.6.1 Syntéza sekundarnich metabolitti

Vznik sekundarnich metaboliti pomoci syntézy je znazornén na obrazku ¢. 8.
Tyto latky rostliné pomadhaji hlavné preZivat v prostiedi a byt konkurencné
schopné (Verpoote et Aftermann, 2000). Sekundarni metabolity se neucastni
procest fotosyntézy nebo dychani a kazda rostlina obsahuje jiné typy téchto latek.
Naopak primarni metabolity jsou ve vSech druzich rostlin stejné (Taiz et Zeiger,
2010).
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Obr. 8. Syntéza sekundarnich metaboliti zmetaboliti primarnich
(Taiz et Zeiger, 2010)
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1.7 Pisobeni stresu na metabolické drahy rostlin

Pti rlstu rostlin se cukry ¢asto hromadi v rostlinnych pletivech. To mize zptsobit
starnuti listli rostliny, CemuZ napomaha i stres. Toto a rostlinné hormony ovliviiuji
metabolismus cukri. Zvysené mnozstvi rostlinnych sacharidi indukuje vznik
fytohormont a to hlavné ethylenu a jasmonatt. Tyto hormony hodné napomahaji
pfi senescenci rostlinnych pletiv (Wingler et Roitsch, 2008). Cukry se vsSak
vrostliné nehromadi pouze prfi rastu, ale i jako odpovéd na stresové situace
(Krasenky et Jonak, 2012).

Jak jiz bylo drive zminéno, napadeni rostliny hmyzim herbivorem se snizuje jeji
fotosynteticka aktivita. Pfi tomto inhibovani fotosyntézy se také zmensuje ucinnost
fotosyntetickych genti a ty tlumi fotosyntetické proteiny. Stres také ovliviiuje
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fotosyntézy a produkce cukri (Bilgin et al., 2010).

Proteiny u rostlin jsou béhem stresovych situaci ovlivnény na urovni translace
i post-tranlacnich modifikaci. Také je redukovana proteosyntéza nepotiebnych
nebo malo potfebnych bilkovin a naopak syntéza proteinovych gent, které
souviseji s odpovédi na stresovy podnét, je podnécovana. Aby syntetizované
proteiny mohly byt rychle a spravné poskladany, tak je indukovana také syntéza
tzv. heat-shock proteinl, které hraji roli pfi sbaleni nové vznikajiciho
polypeptidového tetézce (Shu et al, 2011). Post-translacni regulace proteini
zahrnuji fosforylaci a defosforylaci, zménu aktivity enzymi, zménu asociace
podjednotek v pripadé oligomernich proteint a to vzdy ve stresovych podminkach
(Ehness et al.,, 1997).

Stres miiZe negativné plsobit i na mnoZstvi aminokyselin, které jsou stavebni ¢asti
proteinli. Pfi malém mnoZstvi aminokyselin vrostliné dochazi kdegradaci
nepotiebnych proteint, z nichZ se pomoci proteas ziskavaji volné aminokyseliny
(Hammond et al,, 2011). Ty slouzZi rostliné i jako obranny mechanismus. Naptiklad
volny prolin stabilizuje membranové struktury a pomaha pri detoxikaci
reaktivnich forem kysliku a také plsobi jako osmoticky aktivni latka.
Tato aminokyselina je ve vyS$Sich koncentracich v ¢astech rostliny, které jsou
podrobeny stresu (Shu et al,, 2011). Je dtlezité védét, co se s aminokyselinami déje
ve stresovanych rostlinnych pletivech, protoze mohou ovliviiovat syntézy
nékterych enzymi (Rai, 2002).
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1.8 Zeli hlavkové bilé (Brassica oleracea convar. Capitata var.
alba)

Rostlina, ktera se radi do skupiny kosStalové zeleniny a do Celedi brukvovitych
(Brassicaceae). Hlavkové zeli vzniklo z plané rostouci brukve zelné, ktera normalné
roste okolo Stifedozemniho more a c¢asti Atlantiku (Maly, 2003). Odtud byla tato
rostlina také odvezena a byly z ni postupnym kriZenim ziskany formy jako zeli,
kapusta a dalsf (Sapiro et al., 1988). Tyto druhy maji zluty ¢tyi¢etny kvét a plodem
je Sesule. Konzumni ¢asti rostliny je tzv. kostal, ktery se déli na vnitini a vnéjsi.
kvétenstvim, hlavnimi nebo boc¢nimi pupeny ¢i osnimi hlizami, které jsou
zpracovavany v potravinaiském primyslu (Maly, 2003).

Zeli pouzivali pti vareni jiz stafi Rekové na prelomu 4. a 3. stoleti pred nasim
letopoctem. Staii Rimané zeli dokonce povysili nad vSechny zeleniny a to nejen
v kuchyni, ale i vlécitelstvi. Také ve stifedovéku bylo povazovdno za jednu
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Zeli ma velmi vysokou nutri¢ni hodnotu a je bohaté na vitaminy, mineralni latky,
bilkoviny, organické kyseliny a také vlakninu. Obsahuje hodné vitaminu C, E
a S-methylmethioninu (diive oznacovan jako vitamin U), A, B1, B2 i K. Obsahuje
také velké mnoZstvi mineralnich latek a to predevsim fosforu, drasliku, hor¢iku,
siry, vapniku, Zeleza a takeé zinku (Novy, 2014) .

Rostliny z Celedi brukvovitych celkové obsahuji mnoho latek ve svych pletivech
a po napadeni byloZravcem aktivuji rtizné obranné mechanismy, které vedou
ke kvantitativni nebo kvalitativni zméné ve vyrobé jak primarnich,
tak sekundarnich metaboliti. Tyto rostliny uvoliiuji signaliza¢ni molekuly, jako
jsou hlavné Kkyselina jasmonova a salicylovd, které zpisobuji pifimou, nebo
nepiimou aktivaci metabolickych cest. To ovliviiuje produkci fytoslouc€enin, jako
jsou sacharidy, aminokyseliny, organické slouceniny, fenoly, glukosinolaty
a proteiny. Tyto latky maji vrostliné antimikrobidlni, antioxida¢ni
a antikarcinogenni vlastnosti. Také mohou plisobit antinutritivné ve stravé
(Jahangir et al., 2009).
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1.9 Organické kyseliny v hlavkovém zeli a jejich vlastnosti

Hlavkové zeli obsahuje velké mnozstvi organickych latek, jako jsou vitaminy,
bilkoviny, mineralni latky, sacharidy, lipidy, kyseliny a dalsi. V této kapitole budou
zminény nejduileZitéjsi organické kyseliny, které byly zkoumany.

1.9.1 Kyselina Stavelova

Kyselina Stavelova je silna dikarboxylova organicka kyselina, kterou syntetizuji jak
rostliny, tak i bakterie, houby a néktefi Zivocichové (Liang et al.,, 2015). Kyselina
Stavelova (oxalova) je v rostlinach pritomna v listech, korincich, stoncich, plodech
i semenech a je nejpravdépodobnéji nejsilnéjsi organickou kyselinou v rostlinach.
Vznikd nejspiSe tfemi moznymi zpisoby. Prvnim je oxidace glykolatu nebo
glyoxylatu pri fotorecepci, druhym je rozpad oxalacetatu, ktery je pravdépodobné
katalyzovany oxalacetdzou a nebo tieti moZnosti, kterou je rozpad Kkyseliny
askorbové. Tato sloucenina reaguje skationty, coz vede ke vzniku Stavelani
(oxalat). Kyselina stavelova a Stavelany jsou v rostlinach syntetizovany v riiznych
mnoZstvich (Prasad et Shivay, 2017).

Nerozpustny oxalat vapniku (Stavelan vapenaty) hraje dllezitou roli pti regulaci
vapniku, coz je dilezité pro spravné fungovani obrany rostliny. Oxalat vapniku je
nejhojnéjsi nerozpustny mineral tvorici razné velké castice v rostlinach.
Tyto krystaly se hromadi nejvice v plasti, ktery obklopuje sekundarni cévni svazky
v listech. Herbivori, ktefi konzumuji krystaly oxalatu vapenatého, rostou pomaleji,
nebo se jejich rist zpomali Uplné na urcitou dobu. Také se muZe stat,
Ze Zivocichové konzumujici premiru této obranné nerozpustné latky mohou umfrit
(Korth et al., 2006). Tato sloucenina brani rostlinu nejen proti herbivortim, ale také
proti toxicité hliniku, ktery se dostava do rostlin rostoucich na kyselych ptidach
(Prasad et Shivay, 2017).

1.9.2 Kyselina askorbova

Kyselina askorbova, nebo také vitamin C je dilezitym primarnim metabolitem
rostlin, ktery ptisobi jako antioxidant, enzymovy kofaktor a modulator bunécné
signalizace vcelé tadé klicovych fyziologickych procesi, vcCetné biosyntézy
bunécné stény, sekundarnich metaboliti a fytohormont. Tato latka zvysuje
u rostliny odolnost proti stresovym situacim vzniklym biotickym stresem. Také ma
tato latka fotoprotektivni vlastnosti a napomdha spravnému déleni bunék
(Wolucka et al, 2005). Hmyz ji nedokdZze ve svém téle syntetizovat,
a proto musi zivoCichové vitamin C do svého téla dostavat ze stravy, ktera je
nejvice slozena u herbivora z pletiv nebo stav rostlin (Kerchev et al., 2013).
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Vznik této Kkyseliny probihd dvéma riiznymi zplsoby - L-galakt6zova cesta
a L- gul6zova cesta. Tyto cesty jsou zndzornény na obrazku ¢. 9 (Wolucka et al,,
2005).

D-mannose
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D-mannose 6-P
ﬂ 2

D-mannose 1-P

b
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L-galactono-1,4-lactone L-gulono-1,4-lactone

6\ /7

L-ascorbic acid

Obr. 9.: Dvé cesty biosyntézy L-askorbové kyseliny (vitamin C) (Wolucka et al.,
2005)

Nedostatek vitaminu C v rostlindch vsak zpulsobuje jejich predcasné starnuti.
MnoZstvi této latky v rostlinach casto ovliviiuje methyljasmonat (Wolucka et al,,
2005). Kyselina askorbova je nezbytnd pro nutricni a antioxida¢ni funkce
u fytofdgniho hmyzu, ale jen v urcitém mnoZstvi. Pfi zvySovani mnozZstvi této
slouceniny dochazi k problémlim stravenim rostlinného pletiva ve strevech
hmyzu. Oxidace kyseliny askorbové produkuje aktivni druhy kysliku, které jsou
také ochrannou slozkou v rostliné (Duffey et Stout, 1996). Tato kyselina ovliviiuje
i aniony supeoxidovych radikald, hydroxylovy radikal, peroxid vodiku a singletovy
kyslik v rostlinném pletivu, které se také ucastni ochrannych a obrannych reakci
rostliny (Wolucka et al., 2005).
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1.9.3 Kyselina citronova

Organicka trikarboxylova hydroxokyselina, ktera je jako jedna z nejCastéjsich
obsaZena v rostlinach a to hlavné v kyselych plodech jako jsou citrony. Najdeme ji
vSak i v bramborach, obili a dokonce i v mase a mléce (Lapcik et al., 2015; Davidek
etal.,, 1983).

Cyklus kyseliny citrénové je jednou z hlavnich metabolickych cest, kterou vyuzivaji
buriky k aplné oxidaci energetickych sloZek na oxid uhlicity a vodu (Sokic-Lazic et
Minteer, 2008). Mnozstvi kyseliny citronové se v rostliné odviji i od toho, zda je v3e
v rovnovaze. V tu chvili metabolismus funguje jak ma a neprobiha nadmérn4, nebo
naopak umirnéna syntéza této latky (Pagagianni, 2007).

Je prokazano, Ze u rostlin, které jsou vystaveny stresu, se mnozstvi kyseliny
citronové zvysilo a to béhem par hodin. Toto navySeni probihalo exponencialné
(Sun et Hong, 2011).

Kyselina citronova u brukvovitych rostlin napomaha vétsi rezistenci viici tézkym
koviim v pudé. Obzvlasté proti kadmiu, které poskozuje Kkorenové bunky
prostrednictvim cytoplazmatického smrsténi a usazovani kovi. Kyselina citrénova
pomaha obnovovat tvar a strukturu rostlinnych pletiv (Najeeb et al, 2011).
Dokonce napomaha rostlindm pfri ristu, kdyZ se pod stresovou ndmahou zastavi
v néjakém stadiu (Najeeb et al., 2009).

Také inhibuje riist bakterii, které se nalézaji v pidé. DokaZze tyto organismy
dokonce usmrtit. I v malych koncentracich se na mistech, kde byla pouZita kyselina
citronovd, neobjevily Zadné Zivé bakterie (Phillips, 1999).

1.9.4 Kyselina fumarova

Jedna se o 2-butendiovou kyselinu, kterd patii mezi nenasycené dikarboxylové
kyseliny (Davidek et al., 1983).

Kyselina fumarova se objevuje vrostliné po sniZené metabolické aktivité
v Krebsové (citratovém) cyklu. Toto omezeni nejcastéji vyplyva ze stresové reakce,
ktera probéhne v rostlinném pletivu (Pedreschi et al.,, 2009). Rostliny kumuluji
kyselinu fumarovou ve svych pletivech ve dne a vnoci toto mnozstvi klesa.
Odvozena sloucenina fumarat nejspise slouzi k udrZzovani spravného pH rostliny.
Nejvice fumaratu obsahuji rostliny, které se nachazeji na podloZi bohatém
na dusik, nebo jsou tyto rostliny hnojeny (Pracharoenwattana et al., 2010).

Kyselina fumarova plisobi stejné jako kyselina citréonova antibakterialné. Plsobi
inhibi¢né na rist bakterii a to predevsim proti patogennim bakteriim (He et al.,
2011).
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Sucho dohromady s atakem hmyzu zptlisobuje sniZovani metabolit v rostlinném
pletivu. SniZuje se mnozstvi jak primarnich, tak i sekundarnich metabolitl
u brukvovitych rostlin (Gutbrodt et al., 2011).

1.10 Aminokyseliny v hlavkovém zeli a jejich vlastnosti

Aminokyseliny jsou zakladnimi slozZkami syntézy bilkovin a také jako prekurzory
pro vznik sekundarnich metaboliti (Vered et Gad, 2010). Aminokyseliny,
a to predevsim esencidlni aminokyseliny, jsou nezbytnou sloZkou potravy vsech
zivocichl. Jedna se predevSim o cystein, isoleucin, leucin, lysin, tyrosin a valin.
Ctyti esencialni aminokyseliny isoleucin, lysin, methionin a threonin vznikaji
z aspartatu. Tyto aminokyseliny nejsou pouze prekurzory pro sekundarni
metabolity, ale i pro vznik fytohormont, jako je napriklad ethylen (Georg et Vijay,
2010).

Jako obrana proti herbivortim funguji v rostlindch neproteinové aminokyseliny,
které mohou mit primé toxické ucinky. Tyto ucinky jsou podporeny nespravnym
zarazenim latky do proteinti, obstrukci primarniho metabolismu a interferenci
s hmyzimi neurologickymi procesy. Nékteré tyto aminokyseliny také dovoluji
rostliné ukladani dusiku v pletivech v nepoZivatelné formé pro byloZravce (Huang
etal, 2011).

1.10.1 Asparagova kyselina

Asparagova kyselina neboli aspartat je tvofen transaminaci oxalacetatu a muize byt
odvozen zKrebsova cyklu ptlisobenim fosfoenolpyruvat karboxylazy nebo
fosfoenolpyruvat karboxykinazy (Azevedo et al., 2006). Je to neesencialni kyselina,
ktera hraje dtlezitou roli pfi syntéze jinych aminokyselin a také v cyklu kyseliny
citronové. Jsou z ni napriklad syntetizovany asparagin, arginin, lysin, methionin
a isoleucin (Anonym, 2004). SlouZi jako dtilezita transportni a skladovaci molekula
dusiku vrostlindch. KdyZ je rostlina vystavena stresu, dochazi krozpadu
aminokyseliny a dusik je transportovan do obrannych mechanismii (Bolton, 2009).

1.10.2 Glutamova kyselina

Glutamova kyselina, oznacovana téz jako glutamat, je neesencialni aminokyselina
patiici do skupiny proteinogennich aminokyselin (Anonym, 2004). Tato latka je
katalyzovana glutamatovou dekarboxylazou a 1-pyrrolin-5-karboxylat syntetazou.
Pii stresovych situacich se zni syntetizuje kyselina y-aminobutyrovad (GABA)
a prolin (Liu et al,, 2011).

1.10.3 Asparagin

Je to kddovana neesencialni aminokyselina, ktera vznika ligasovou rekci amidaci
karboxylové skupiny kyseliny asparagové. Jejim odbouravanim vznika v rostliné
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oxalacetat (Kodicek, 2004). Tato latka je obecny transportét dusiku v rostliné a ma
klicovou dlohu v procesu transaminace. Pfi napadeni rostliny byloZravcem se jeho
koncentrace zvySuje a to tak, Ze na asparagin se prenasi dusikové ionty, které byly
obsaZeny v leucinu a isoleucinu (Gargallo-Garriga et al., 2010).

1.10.4 Glutamin

Glutamin je neesencidlni kédovand aminokyselina, kterd je amidem Kkyseliny
glutamové. U rostlin tvori zasobu metabolického dusiku. Je syntetizovdna amidaci
y-karboxylové skupiny kyseliny glutamové (Kodicek, 2004). Mnozstvi glutaminu
se po napadeni rostliny byloZravcem zvysSuje a sam je nasledné pouZit pro vyrobu
sekundarniho metabolitu, ktery brani Zivocichovi v dalsim napadani (Jyothsna et
al,, 2009).

1.10.5 Histidin

Latka, ktera se radi do skupiny esencidlnich a kddovanych aminokyselin se nazyva
histidin. Tvori Casto soucasti aktivnich center mnoha enzymi. Dekarboxylaci této
slouceniny vznika histamin (Kodicek, 2004). V rostlinach je dulezity pro vyrovnani
se se stresem vzniklym po vystaveni tézkym koviim a to piredevsim zinku a niklu.
Po takové stresové situaci se tato aminokyselina v rostlinnych pletivech hromadi
a vaze tyto rezidua kovl na sebe (FiSer et al, 2014). Po napadeni rostliny
byloZzravcem se vSak mnoZstvi histidinu sniZilo a dochazelo ke zvySovani
koncentraci jinych aminokyselin, jako jsou naptiklad prolin, tyrosin, nebo valin
(Angeles-Lopez et al., 2016).

1.10.6 Glycin

Glycin, nejjednodussi aminokyselina, je neesenciadlni a je syntetizovana ze serinu
nebo glyoxylatu (Kodicek, 2004). Je to latka, ktera je dtlezita pti vzniku chlorofylu,
je kumulovany v cytoplazmé a chrani buiiky pred odvodnénim. Tato latka
se UcCastni mnoha metabolickych premén, jako jsou napriklad syntéza purinovych
zadsad, porfyrinovych barviv, nebo syntézy betainu (Kubickova, 2016). Glycin
betain je latkavyskytujici se vrostlindch po vystaveni stresové situaci (Chen et
Murata, 2011).

Glycin si hmyzi zastupci mohou syntetizovat sami ve svych télech a pri okusu
rostlin  ho mohou vypoustét slinami do napadenych rostlinnych pletiv.
Tim zabranuji rozpadu lyzinu, ktery musi do svého téla timto zptisobem dostavat.
Glycin inhibuje aktivitu oleuropeinu, ktery se po napadeni herbivorem v rostliné
syntetizuje a diky této latce dochazi k rozpadu jiZ zminovaného lyzinu (Konno et
al., 2009).
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1.10.7 Threonin

Threonin je kédovana esenciadlni glukogenni aminokyselina se dvéma chiralnimi
uhliky. Tato latka vznika fosforylaci homoserinu. Sdm je pak prekurzorem
pro vznik glycinu a izoleucinu (Mihulka, 2018). Rostliny se proti herbivorii brani
tak, Ze enzym threonin-deaminaza rozklada ve stfevech hmyzu aminokyseliny
arginin a threonin na a-ketobutarat a amoniak. Poté co byloZravci poziou rostlinné
pletivo obsahujici tyto latky, miiZe se u nich objevit karcinom stieva (Gonzales-
Vigil etal,, 2011).

1.10.8 Arginin

Nejbazictéjsi latka, ktera patii do skupiny kédovanych, glukogennich
a neesencialnich aminokyselin je arginin (Kodicek, 2004). Je stejné jako threonin
degradovan enzymem threonin-deaminaza, ale také enzymem argindza. Poté
co jsou tyto aminokyseliny rozloZeny, uZ je hmyz nedokaze zménit zpét a nasledné
trpi nedostatkem téchto Zivin, které si sam nedokaze syntetizovat ve svém téle
(Felton, 2005). Arginin je také prekursor pro syntézu putrascinu a polyamint.
To jsou latky, které se v rostliné ucastni raznych fyziologickych pochodd, jako je
napiiklad bunécné déleni, riist, diferenciace a také jsou zapojeny do obranné
odezvy rostlin a to jak na bioticky, tak i abioticky stres. Polyaminy také indukuji
produkci oxidu dusnatého, ktery je vyznamnym mezibunénym poslem s mnoha
regulac¢nimi funkcemi (Adamkova et Pettivalsky, 2012).

1.10.9 Alanin

Alanin je aminoproteinova latka, ktera se radi do skupiny koédovanych,
glukogennich a neesencialnich aminokyselin (Kodicek, 2004). Je to sloucenina, jeZ
stimuluje syntézu chlorofylu a zvysuje aktivitu fotosyntézy. Tato latka je dilezita
i pro kumulaci tézkych kovl vrostlinach. Alanin spoluvytvaii komplexy
fytochelatinii, které na sebe ionty tézkych kovii vaZou (Tlusto$ et al, 2006).
Proti napadeni byloZravcem se rostlina brani zvySovanim mnoZstvi alaninu, tak
dochazi k rozpadu lyzinu, ktery hmyz potrebuje pro sviij riist. Samoziejmé tomuto
pribéhu napomahaji i rostlinné enzymy (Konno et al., 2010).

1.10.10 Tyrosin

Tyrosin je aromaticka koédovana ketogenni aminokyselina, ktera je spiSe
neesencialni, ale vznika modifikaci zesencidlni aminokyseliny fenylalaninu
(Smejkal, 2018). Tuto slouceninu rostliny hromadi hlavné v mladych ¢astech svych
té] v reakci na napadeni herbivorem. Zivo¢ichové se spi$e zaméruji na mladsi ¢asti
rostlin, které v sobé maji hodné Zivin a jsou mék¢i. Tyrosin sniZuje nutricitu
rostlinnych pletiv a hmyz poté strada a roste pomaleji (Lokvam et al., 2006).
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1.10.11 Valin

Valin je koédovana esencidlni glukogenni aminokyselina (Kodicek, 2004).
Po napadani rostlin byloZravci se mnozstvi této latky v rostlinnych pletivech
markantné a prokazatelné zvySuje. Neovliviluje to pouze stres zplsobeny
herbivory, ale k ndsobeni mnoZstvi valinu dochazi i po napadenti rostlin patogenem
(Angeles-Lépez et al., 2016).

1.10.12 Methionin

Methionin je sloucenina, ktera se fadi mezi esencidlni glukoplastické
aminokyseliny. Prekurzorem pro vznik methioninu je asparat, ktery se pies rtizné
meziprodukty vyviji v tuto latku (PeSkova, 2011). Z néj se syntetizuji glukosinolaty,
coZ jsou sekundarni metabolity s vyznatnymi ochrannymi ucinky. Glukosinolaty
mohou obcas vznikat i z valinu nebo isoleucinu, ale z methioninu vznikaji nejcastéji
(Schranz et al., 2009).

1.10.13 Fenylalanin

Fenylalanin je koédovand esencidlni aminokyselina, jejiZz postranni retézec
je vyrazné hydrofébni. Kdyz se tato latka odbourava, vznika tyrosin (Kodicek,
2004). Tato sloucenina slouzi vnapadené rostliné jako prekurzor
pro fenylacetonitril, ktery tvori obranny mechanismus rostliny pred herbivorii
(Noge et Tamogami, 2013). Také bylo zjiSténo, Ze enzym fenylalanin amoniak-lyaza
ma zvySenou aktivitu po biotické stresové situaci, coZ stimuluje obranné systémy
(Hu et al.,, 2009).

1.10.14 Isoleucin

Esencialni aminokyselina, ktera svymi vlastnostmi pripomina leucin a valin
je isoleucin (PeSkova, 2011). Konjugace této aminokyseliny s kyselinou
jasmonovou (JA) zvySuje aktivitu JA. Diky ni dochdzi vrostliné kriznym
metabolickym draham, znichz jako produkty vychazeji sekundarni metabolity,
které slouzi k obrané rostliny (Woldemariam et al., 2012).

1.10.15 Leucin

Tato sloucenina je kddovana esencialni ketogenni aminokyselina, ktera obsahuje
hydrofobni postranni retézec. V bilkovinach tvori tzv. leucinovy zip, coz je spojeni
mezi bilkovinami mezi a-helikdlnimi Useky (Kodicek, 2004). Obranny
mechanismus u této latky zajiStuje enzym leucinova animopeptidaza (LAP), ktera
hraje primou obrannou roli proti herbivorim. LAP ma antinutritivni uc¢inek
ve stievech hmyzu, a tak ZivoCichové, kteri poZiraji rostlinna pletiva s touto latkou,
stradaji. Tento enzym uvolnuje leucin a také arginin. Tato latka také reguluje
signalni drahu zprostiedkovanou jasmonovou Kyselinou, ktera je velmi dtlezita
v obrané rostlin (Lomate et al., 2013).
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1.10.16  Lysin

Lysin je esencialni k6dovana ketogenni aminokyselina, ktera ma bazicky charakter
(Kodicek, 2004). Po napadeni rostliny byloZravcem se mnoZstvi této
aminokyseliny zvySilo, ale neni urfeno, zda ma tato latka protektivni ucinky
(Gomez et al,, 2012).

1.11 Proteiny a jejich vlastnosti

Rostliny na ptlsobeni stresu odpovidaji tvorbou stresovych proteind, které jsou
i za normalnich okolnosti pritomné v burice, ale v mensim mnozstvi. Po stresové
situaci se jejich pocet mnohonasobné zvysi (Prochazka et al., 1998). Nejdtlezitéjsi
proteiny, které jsou spojovany s biotickym stresem u rostlin, jsou PR proteiny
(pathogenesis related proteins), které se déli do nékolika skupin (Lotan et al,
1989). V dnesni dobé jsou tyto latky déleny do 17 skupin podle vlastnosti a funkci
(Ebrahim et al,, 2011). Jsou kédovany indukovanymi geny (Fernandes et al., 2013).
Jsou to nizkomolekularni proteiny extrahovatelné a stabilni pri nizkém pH,
termostabilni a vysoce rezistentni vici protedzdm. Tyto slouceniny maji velmi
kompaktni strukturu, coz zplsobuje jejich velkou odolnost. Nejvétsi akumulace
téchto proteinli je vapoplastu bunky, ale vyskytuji se i vbunécnych sténach
(Edreva, 2005).

PR proteiny byly poprvé objeveny v listech tabaku (Nicotiana tabacum), které byly
infikovany virem mozaiky tabaku. Nasledné byly identifikovany v mnoha dalSich
rostlinach, které byly vystaveny stresu (Kaur et al., 2017).

Po napadeni rostlin se do otevirenych ran mohou dostat riizné infekce a rostlina
se posléze musi branit i tomu. K tomu slouZzi spolu s dal$imi latkami PR proteiny
(Hefmanova et al., 2006). VétSina z nich je indukovana tcinkem signalizacnich
molekul jako jsou kyselina salicylova, jasmonova, nebo etylen (Loon et al,, 2006).
Mohou aktivovat geny, které kéduji rtizné proteiny. PR proteiny se ¢asto hromadi
v poskozenych cCastech rostliny a postupné se dostavaji pomoci rostlinnych
prenasecli i do jinych organt. Diky tomu miiZe dojit k zabranéni napadeni
neponicenych pletiv herbivorem (Ebrahim et al, 2011). Mohou také indukovat
systémové ziskanou rezistenci a mohou zabranovat dalSimu napadani, nebo
rozvoji infekce (Musidlak et al, 2017). Uvedené proteiny rostlina neobsahuje
pouze pro obranné mechanismy, ale jsou duleZzité i pro jeji normalni riist a vyvoj.
Po poSkozeni rostlinnych pletiv se vSak tyto latky akumuluji a zvétSuji své
koncentrace. Mohou se také podilet na syntéze sekundarnich metabolitli, které
jsou vobrannych mechanismech rostlin velmi dtlezité a hraji nejspise

vvvvvv

PR proteiny mohou plisobit jako hydrolazy, peroxidazy, chitinazy, antifugalni latky,
inhibitory protedzy a podobné (Kaur et al, 2017). Téchto proteint je veliké
mnozstvi a neustale jsou objevovany dalsi a dalsi latky, které se musi klasifikovat
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a radit do skupin podle ucCinnosti a sloZzeni (Hefmanova et al, 2006).
Nejvyznamnéjsich je prvnich 5 skupin PR proteinti. Ty maji inhibi¢ni ac¢inky proti
mykotickym infekcim i biotickému a abiotickému stresu (Sudisha et al., 2011).
Nejvice je vSak probadana antifugalni aktivita téchto latek, ktera ale casto souvisi
s tim, Ze herbivoii usnadniuji vstup téchto infekci pres poskozena pletiva, ktera
napadaji.

Proteiny PR-1

Tyto proteiny jsou casto vyuzivany jako markery pro studovani indukované
rezistence rostlin. Objeveny byly v tabaku (Nicotiana tabacum) a pozdéji i v mnoha
dalSich rostlinach (Hermanova et al, 2006). Bylo dokazano, Ze tento protein
napomaha rostlindm pii obrannych reakcich a sam je indukovan pomoci kyseliny
salicylové. Neékteré slouCeniny ze skupiny PR-1 proteini jsou soucasti
hypersenzitivni reakce rostlin a mohou zplisobovat i buné¢nou smrt. Tyto latky
vSak nejsou zapojeny pouze do obrannych mechanismi rostliny, ale jsou dilezité
i pro jeji spravny riist a vyvoj (Riviere et al., 2018). Jsou to latky se stabilni
strukturou, které jsou velmi odolné (Hefmanova et al.,, 2006). Homology téchto
rostlinnych proteind byly nalezeny u hub, hmyzu i obratlovcti (Pecenkova et al,,
2017).

Proteiny PR-2

PR-2 proteiny hraji také dtlezitou roli v obrané rostlin proti biotickému stresu.
Tyto latky jsou zavislé na kyseliné abscisové, ktera inhibuje jejich funkce.
Cim méné je tedy této kyseliny v rostling, tim vice ochrannych proteint se zde
nachazi. Naopak kyselina salicylova stejné jako u prvni skupiny proteinti funkce
téchto sloucenin indukuje (Oide et al., 2013). Dale maji opét vyznamnou ulohu
proti houbovym patogentim, které pronikaji ranami vzniklymi po okusu rostlin
bylozravci. Mechanismem ucinku je hydrolyza struktury glukani, které obsahuji
bunécné stény houbovych patogenti, coz nasledné vede klyzi bunék (Hefmanova
etal., 2006).

Proteiny PR-3

Tyto latky vykazuji endochitinasovou aktivitu, coz znamend, Ze pomoci enzymu
narusuji chitin vbunécénych sténdch hub a opét tedy plsobi antifugalné
(Hefmanova et al., 2006). Bunécna sténa s chitinem se pak oslabi a zvySuje
se osmotickd citlivost té houby. Funkce téchto latek je regulovana
methyljasmonatem, ethylenem a gibereliny. Tato latka je také vyznamnou
slouceninou pfi ochrannych mechanismech rostlin proti byloZravému hmyzu.
Tyto proteiny vSak neptlisobi pouze proti biotickym strestim, ale i proti abiotickym.
Vrostlinnych pletivech znasobuji své mnoZstvi predevSim po vystaveni velké
koncentraci soli (Tang et al., 2017).
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Proteiny PR-4

Opét se jedna o latky, které maji schopnost vazat se na chitin v buné¢nych sténach
hub. Tyto proteiny jsou velmi stabilni a vykazuji vysokou odolnost viici
extrémnimu pH a také proti degradaci proteazami (Hermanova et al, 2006).
Plsobi vSak i na viry, které pronikaji poni¢enymi pletivy. BEhem nekrotické faze
se proteiny PR4 v rostlinnych pletivech hromadi a bojuji s infekci (Guevara-Morato
et al, 2010). Neptsobi vsak pouze proti houbam, ale jako DNaza a RNaza
proti napadeni rostlin hmyzimi Skiidci (Singh et al., 2018). Tato latka je nejcastéji
v rostlinach indukovana pomoci rostlinného hormonu ethylenu (Guevara-Morato
etal., 2010).

Protein PR-5

Skupina téchto latek je vrostlindch opét indukovdna po napadeni byloZravcem
a nasledném proniknuti patogenu do rostlinného pletiva (Prasath et al., 2014).
Syntéza téchto latek je zprostredkovavana hlavné pomoci methyljasmonatt, které
se velmi Casto Ucastni syntézy sekundarnich metabolit rostlin. Tyto latky jsou
velmi podobné traumatinu, coZ je protein intenzivné sladké chuti a nizké
molekulové hmotnosti (Misra et al., 2016). Nékteré proteiny z této skupiny mohou
plsobit zmény v permeabilité membran, coz miiZe zpisobovat az apoptézu. Velmi
dobfe plsobi proti houbovym patogeniim a jiZz se nékteré znich vyuZivaji
v lékat'stvi a farmacii (Heinova et al., 2006).
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2 Metodika

2.1 Popis experimentu

Semena bilého zeli (Brassica oleracea convar. capitata) byla zaseta 10. ¢ervna do
minisadbovact. Priblizné po dvou tydnech, byly malé rostliny piresazeny do vétSich
sadbovacli, coz byly jednotlivé kvétindcky o rozmérech 5x5x5 cm. V téchto
kvétinacich byl pouZit substrat slozeny z bézné zahradni zeminy, univerzalniho
substratu a agroperlitu. Tyto casti byly vpoméru 2:2:1. Zeli se zalévalo
kohoutkovou a destilovanou vodou a bylo umisténo v péstebni komorte Fytotronu
pri patnactihodinové periodé. Teplota pri kultivaci Cinila 22 °C pres svételnou fazi
a 17 oC pres fazi temnostni.

Nasledné probihal odchyt Sklidct na poli patiici druzstvu Agrospol Bolehost, které
lze vidét na obrazku ¢. 10.. Na tomto poli byly rostliny zeli, které byly hodné
napadeny drepciky (Phyllotreta sp.). Na jejich odchyt byly pouzity exhaustory.

Obr. 10.: Pole spole¢nosti Agrospol Bolehost' (foto Radka Cechova)

Skiidci byli spolu svzrostlym zelim umisténi 17. &ervence do prihlednych
plastovych boxii o objemu 29 litrli, které byly vybaveny vétracimi sitkami
a zalivkovou hadic¢kou. Na dnech téchto boxi byl nasypan agroperlit, aby nemohlo
dojit pri zalévani k utonuti Skiidcti. Pokus zahrnoval celkem 9 boxt. 3 boxy byly
kontrola, kterd obsahovala pouze rostlinky zeli bez napadeni. Do dalSich box jiz
byli umisténi direpcici a to tak, Ze ve trech boxech bylo po padesati jedincich, coz
znacilo nizsi napadeni a v dalSich tfech bylo sto broukd, ktefi vytvareli vyssi miru
napadeni rostlin. Kontrolni boxy byly ponechany 3 dny v klimaboxu, aby rostliny
jeSté povyrostly a tvorily v sobé latky odpovidajici normalnim okolnostem. Boxy
s vys$i a niz$i mirou napadeni diepciky byly v klimaboxu ponechany 4 dny, aby
bylo napadeni na rostlindch co nejvétSi a v pletivech se co nejvice ménily
koncentrace primarnich metabolitli. Boxy jsou zobrazeny na obrazku ¢. 11.
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Obr. 11.: Boxy s rostlinami a $kiidci (foto Radka Cechova)

Po uplynulych tfech dnech byly odebrany listy zkontrolnich rostlin a byly
utvoreny vzorky pro analyzy. Nasledujici den bylo to samé provedeno
s poskozenymi listy napadenych rostlin ve zbyvajicich boxech. Listy napadené
herbivory jsou zobrazeny na obrazcich ¢. 12 a 13.

Obr. 12 a 13.: Listy hlavkového zeli s napadenym pletivem (foto Radka Cechova)

Postupy pro zhotoveni vzorki budou popsany niZe u presné sledovanych latek.
V poskozenych listech byly sledovany latky jako rozpustné proteiny, kyselina
salicylova, organické kyseliny (fumarova, Stavelova, citronova a askorbova)
a vybrané aminokyseliny. Tyto latky se zjiStuji z riizné upravenych rostlinnych
materiald. Pro zjiSténi mnozstvi rozpustnych proteint se pouziva spektrofotometr,
ktery stanovuje tyto latky =z cCerstvého rostlinného materidlu. Pro zjisténi
aminokyselin je tfeba analyzovat suSinu a pro organické kyseliny je nutné zajistit
mrazeny material.
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2.2 Priprava vzorki a metody stanoveni

2.2.1 Rozpustné proteiny

Piiprava vzorki z rostlin napadenych drepciky probihala dle Bradforda (Ducaiova
et al,,2016). Po odebrani listd zrostliny znich bylo navaZzeno mnozstvi 0,1 g
Cerstvé hmotnosti na analytickych vahach. Tato ¢ast zeleného organu byla
rozetfena spolu s piskem ve 2 ml fosfatového pufru, ktery vznikl smichanim
K2HPO4 a KH2PO4 v poméru 1:1. Vznikla smés je zobrazena na obrazku ¢. 14.

Obr. 14.: Rozetfeny napadeny list hlavkového zeli v misce s tlouckem (foto Radka
Cechova)

Vznikla smés byla slita do mikrozkumavek, které byly umistény do centrifugy na
15 minut pfi 4 °C a 15 000 otackach. Tyto mikrozkumavky lze vidét na obrazku
¢. 15. Odstredéna smés byla z centrifugy vyndana a 30 pl supernatantu se smichalo
s 970 ul Bradfordova cinidla. Tato smés se nechala 10 minut odstat a nasledné se
mérila absorbance na spektrofotometru pfi 595 nm v plastovych semi-mikro
kyvetach. Hodnoty absorbance byly prevedeny na hodnoty koncentrace.

Obr. 15.: Mikrozkumavky se vzniklou smési pied centrifugaci (foto Radka Cechova)
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Hodnoty koncentrace z absorbance se zjistuji pomoci dané rovnice, ktera je:
y =0,5355x + 0,0164 [mg/30 pl].

Hodnoty absorbance se dosadi za hodnotu y a hodnota x, ktera vyjde, se musi jeSté
prepocitat na spravné jednotky. To se provadi pomoci trojclenky. Vime, Ze ve 2 ml
supernatantu bylo rozetieno 0,1 g listi. V30 pl se tedy nachazelo 0,0015 g
rozetienych listl. My jsme vSak potiebovali zjistit, kolik rozpustnych proteint se
nachazi v 1 gramu cerstvé hmotnosti rostlinného pletiva. Z predchoziho propoctu
vime, Ze v 0,0015 g se nachazi mnoZstvi x, které jsme jizZ vypocitali. Tuto hodnotu
pouze prepoclitime na hmotnost jednoho gramu v Cerstvé hmoté poskozenych,
nebo i zdravych listl (kontrola).

2.2.2 Aminokyseliny

Piiprava vzorki pro vSechny analyzy aminokyselin byla provedena podle HPLC
metody (Ducaiova et al., 2016). Odebrané listy se ulozily do papirovych sacki
a nasledné do suSarny na 24 hodin pii 80 °C. Nasledné byla usuSend hmota
rozemleta a 0,1 g suSiny se nasypalo do 15 ml zkumavek. K suchému rozdrcenému
rostlinnému pletivu bylo pfiddno 10 pl 10Mm norvalinu a 1,5 ml
nedenaturovaného 70% ethanolu. Takto vzniklda smés se 15 minut trepala a
nasledné byla uloZena do termoblocku. U zkumavky se muselo pootevfrit vicko, aby
nevznikl pretlak a varilo se to 10 minut pti 120 °C. Posléze byly zkumavky se smési
vyndany a nechaly se postupné vychladnout. Poté byly umistény do centrifugy
na 5 minut pti 4 000 otackach. Rotor centrifugy je zobrazen na obrazku ¢. 16.
Vznikly supernatant se odlil do mikrozkumavek a nechal se v centrifuze jesté
jednou odstredit pii 13 000 otackach po dobu 3 minut. JiZ hotovy supernatant se
prelil do 1,8 ml vialek a nechal se vnich odpaftit pii 60 °C. Toto odpaiovani
probihalo v dusikové atmosfére.

Do piavodni 15 ml zkumavky se ptidal 1 ml ethanolu a pokracovalo se jako
v predchozim pripadé. Prvné byla smés umisténa do centrifugy na 5 minut pfi
4 000 otackach, supernatant byl slit a opét centrifugovan pii 13 000 otac¢kach po
dobu 3 minut. Zménou zde je pouze to, Ze se jiZ vznikly supernatant nevari, ale
pridava se stale do stejnych vialek. Tento postup se nasledné opakoval jeSté jednou
cely. Odparené vialky se vzniklou smési se uzavrely a uchovaly v chladu. Pro
analyzovani se tato smés musela rozpustit v 0,5 ml mobilni faze.
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Obr. 16.: Centrifuga bez vzork (foto Radka Cechova)

2.2.3 Organické kyseliny

Pti pripravé vzorki a stanoveni mnozstvi organickych Kkyselin v rostlinach zeli se
postupovalo dle ddajti z diserta¢ni prace na téma: Toxicita téZkych kovij, jejich
prijem, translokace a vliv na produkci ochrannych a signalnich latek u rostlin
(Simek, 2016). Listky zeli se nechaly zmrazit a 0,5 g tohoto materialu bylo
rozetieno. Poté bylo pridano 10 ml fosfatového pufru, ktery byl predem pripraven.
Na 1 litr tohoto pufru bylo pouZito 8,7 g NaCl, 1,82 g K2HPO4-3 H20a 0,23 g
KH2PO4 a destilovana voda. Vznikla smés byla ve vodni 1azni zahtivana 45 minut
pti 75 °C, coZ lze vidét na obrazku €. 17. Poté byla tato smés prendana do
centrifugy, kterd smeés odstredila pti 3 000 otackach po dobu 15 minut. Vysledna
smés byla opét vyhodnocovana pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie
na katedie chemie. Vysledky z katedry chemie byly v jednotkdch mg/ml a v této
praci je nutné znat hodnoty, které budou mit jednotky mg/g.

U vSech organickych kyselin se jednalo o stejny prepocet zmg/ml na mg/g.
Zjistény byly hodnoty prvnich koncentraci a nasledné byl proveden prepocet na
nami poZadované jednotky. Nejprve jsme pievedli mg/ml na mg/10 ml, coz se
uskuteCnilo tak, Ze se cela koncentrace vynasobila deseti. Kdyz vime, Ze bylo
zamrazeno 0,5 gramu Cerstvé hmotnosti listli, vznikly vysledek pouze vynasobime
dvéma a vznikne nami pozadovana koncentrace v jednotkach mg/g FW. FW tedy
znamena hmotnost ¢erstvého rostlinného pletiva.
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Obr. 17.: Vzorky umisténé v provizornim drzaku ve vodni lazni (foto Radka
Cechova)

2.3 Statistické zpracovani vysledku

Nejprve byl stanoven aritmeticky primér ziskanych hodnot, ktery byl spocitan
pomoci vzorce:

n
_ i=1%i
X=——-

n
Nasledné byla spocitdna smérodatnd odchylka, ktera je potirebnad pro vypocet
T-testu:

n

s = %Z(xi —X)?

i=1

Posléze byly vypocitany hodnoty T-testu, které byly porovnany s hodnotami ve
statistickych tabulkach:
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Kdyz jsou znamy hodnoty testovacich kritérii, tak je nutné vypocitat stupen
volnosti, ktery se ziska pomoci vzorecku:

v=mny+n,—2
V téchto vySe zminénych vzorcich jsou tyto neznameé:

n....rozsah souboru

e ni...pocet ¢lenti kontrolniho souboru

e n2...pocet ¢lenti souboru drepcici 1/diepcici 2

® Xi...namérené hodnoty

e X...aritmeticky primér

e Xj...aritmeticky priimér kontrolniho souboru

e X,...aritmeticky primér ¢lenti souboru diepcici 1/diepcici 2
e s...smérodatna odchylka

e si...smérodatna odchylka kontrolniho souboru

e s2...smérodatnd odchylka ¢lenii souboru diepcici 1/drepcici 2
..... testovaci kritérium

[}
ot

e v...stupen volnosti

Ziskané vysledky obsahu primarnich metaboliti v rostlinach zeli byly statisticky
vyhodnoceny na zakladé T-testu se zvolenou hladinou vyznamnosti 5%, tedy
p=0,05.

Pomoci téchto vypocti ziskdme hodnoty, které jsou uvedeny v tabulkich niZe.
Pro proteiny a organické kyseliny je stupeni volnosti roven 10 a pro aminokyseliny
je roven 4. Podle téchto hodnot a také podle hladiny vyznamnosti se urcilo, zda
ndmi vypocitané testovaci kritérium je statisticky vyznamné, nebo naopak.
Pokud vypoctené hodnoty byly vys$si neZ hodnoty udané v tabulce, byly statisticky
vyznamné a podle toho se zamita, nebo potvrzuje nulova hypotéza. Kriticka
hodnota ztabulky pro proteiny a organické kyseliny je tedy 1,812 a pro
aminokyseliny 2,132.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Organické kyseliny

3.1.1 Kyselina stavelova

Graf ¢. 1 udava mnozstvi kyseliny stavelové v zeli. Ziskané hodnoty naznacuji, Ze se
koncentrace kyseliny $tavelové v rostlinném pletivu mirné zvysuji. Po nizs$i mire
napadeni jsou vysledky priméru o néco vyraznéjsi, nez po vy$sim napadeni. T-test
vSak statisticky neprokazuje zadny z téchto vysledk, protoZe maji nizsi hodnotu,
nez stanovena kriticka mez dana statistickymi tabulkami.
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Graf ¢. 1.: MnoZstvi kyseliny Stavelové ve zkoumanych vzorcich

Mnozstvi kyseliny Stavelové se v rostlindch po napadeni byloZravym hmyzem
zvySuje. Tato kyselina je pro zivocichy toxicka a krystalicky oxalat vapenaty slouzi
jako mechanicka obrana, protoZe ma vyrazny abrazivni ucinek na kusadla hmyzu
(Bosh et Welte, 2016). U nami provedeného pokusu doslo ke zvyseni koncentrace
kyseliny stavelové. Tyto vysledky vSak nelze statisticky potvrdit. Nas nazor je
takovy, zZe kdyz by bylo zeli vystaveno okusu diepciki delsi dobu, tak by mohly byt

koncentrace této organické kyseliny mnohem vyssi. Toto je vSak pouze domnénka
a bylo by treba uskutec¢nit dals$i pokusy, které by tuto teorii potvrdily, nebo

vyvratily.
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3.1.2 Kyselina askorbova

Cim vy$$i stupeni napadeni ditep¢iky byl na rostlinky zeli vyvijen, tim vys$si
koncentrace Kkyseliny askorbové byly prokazany. Hodnoty, které dokazuji
zvySovani koncentraci této organické kyseliny, jsou uvedeny v grafu ¢. 2. Toto
zvysovani bylo statisticky prokazano pomoci T-testu, kdy Kkritickd mez je
stanovena pro hodnotu 1,812. Nami zjiSténé hodnoty T-testu byly vysSSi nez
stanovena kritickd mez. Lze tedy rici, Ze ¢im vySsi napadeni byloZravcem bude na
rostlinu vyvijeno, tim bude mnoZstvi této organické kyseliny markantnéjsi.
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Graf ¢. 2.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi kyseliny askorbové v zeli

Kyselina askorbova je pritomna v nejvyssSich koncentracich v chloroplastech
a cytosolu rostlin. SlouZi v rostliné jako antioxidant a enzymovy kofaktor. Tato
latka také reguluje ritizné fyziologické procesy a predevsim zvySuje v rostliné
tolerantnost ke stresu. Také je tato kyselina vyuzivana jako prekurzor pro tvorbu
jinych organickych kyselin (Yoshimura et Ishikawa, 2018). Studie dokladaji, Ze se
mnozstvi kyseliny askorbové v rostlinach zvySuje jako odpovéd na stresovou
situaci (Armagan, 2017). Presné takové vysledky byly ziskany pomoci nami
provedenych pokusti. Tato latka se mnohonasobné zvysSovala po vystaveni zeli
stresové situaci. Cim vice diepéikli ohroZovalo rostlinna pletiva, tim vice vitaminu
C se vnich tvorilo. Jestlize by byly rostliny vystaveny stresu jesté déle, tak by si
nejspise vytvorily jesté vétsi mnozstvi této latky ve svych pletivech. Po dosaZeni
velmi vysokého stresu by vSak rostlina dosla do netinosné faze a odumfela by.
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Kyselina askorbova negativné koreluje s nékterymi aminokyselinami. Prikladem
takové aminokyseliny je glycin. MnoZstvi vitaminu C se zvySuje po napadeni
rostliny herbivorem a mnoZstvi glycinu se naopak sniZzuje. Tato korelace je
zobrazena na grafu ¢. 3, kde hodnota regrese udava hodnotu, ktera se porovnava
s hodnotou danou Spearmanovym korela¢nim koeficientem. Nami urc¢ena hodnota
je vyS$si, nez ur¢end mez v tabulkach. Diky tomu lze Fici, Ze tato negativni zavislost
je statisticky prokazatelna. Velmi podobné koreluje kyselina askorbova s alaninem.
Pritkaznost této negativni korelace je dle hodnoty regrese jesté vyssi nez u glycinu.
Tato korelace je zobrazena a grafu ¢. 4.

Negativné koreluje askorbova kyselina také s lysinem, isoleucinem a valinem. Tyto
regresni zavislosti jsou velmi podobné dvéma zobrazenym. A také jsou
prokazatelné pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu.
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Graf ¢. 3.: Regresni zavislost mezi kyselinou askorbovou a glycinem
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Graf ¢. 4.: Regresni zavislost mezi kyselinou askorbovou a alaninem

Pozitivné koreluje s askorbovou kyselinou pouze fenylalanin, ktery se po napadeni
rostliny syntetizuje v jejich pletivech. Tato korelace je znazornéna na grafu ¢. 5.
Hodnota regrese je opét vy$si neZ dana mez satistickymi stabulkami.
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Graf ¢. 5.: Regresni zavislost mezi kyselinou askorbovou a fenylalaninem
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3.1.3 Kyselina citronova

Vysledky zgrafu ¢. 6 naznacuji, Ze v tomto pripadé také dosSlo ke zvySeni
koncentraci organické kyseliny po napadeni rostlin diepciky. Pfi vy$§im napadeni
byly hodnoty vysSi nez pri nizS§im napadeni. Z toho se da usoudit, Ze je to reakce
rostliny na napadeni bylozravcem. MiiZe se jednat i o obranny mechanismus, nebo
prekurzor ke vzniku jinych obrannych latek. Statisticky bylo toto zvySovani
koncentraci prokazano i T-testem, kdy ziskané hodnoty byly opét vyssi nez Kkriticka
hranice.
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Graf ¢. 6.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi kyseliny citronové ve vzorcich

Kyselina citronovd slouzi hlavné jako prekurzor pro tvorbu sekundarnich
metabolitli a to predevSim alkaloidd. Ty jsou pro hmyzi Sklidce casto velmi
jedovaté a rostlinu tim ochranuji (Balmer et al., 2013). Je prokazano, Ze u rostlin,
které jsou vystaveny stresu, se mnozstvi Kyseliny citrénové zvysuje. Toto
navySovani probihd béhem par hodin a je exponencidlni (Sun et Hong, 2011).
Vétsina pokust, které zjistovaly koncentraci kyseliny citronové, byla provedena na
rostlindch, které byly vystaveny vysokym koncentracim tézkych kovi a to
predevSim kadmiu. O biotickém stresu a zmeénach hodnot kyseliny citronové
v rostlinach je prozatim zjisténo velmi malo. Diky provedenému pokusu vsak bylo
zjiSténo, Ze tato latka zvySila mnohondsobné svou koncentraci
v napadenych listech zeli. DoSlo ktomu, Ze mnoZstvi kyseliny citronové se
zvySovalo imérné k markantnéjSimu napadenti zeli direpciky. KdyZ by byly rostliny
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déle ponechany ve stresovych podminkach, tak by se mohlo mnoZstvi kyseliny
citronové jesté zvysit, ale dle naseho nazoru by se postupné koncentrace ustalila
na urcitych hodnotach. Toto jsou vSak jen doménky a je nutné provést dalsi
pokusy, kterymi se zjisti aktivita kyseliny citronové v rostlinach napadenych
hmyzimi byloZravci.

Jedinou latkou, ktera vyznamné koreluje s kycelinou citronovou je fenylalanin.
Tato korelace je pozitivni, coZ znamen3, Ze kdyZ se zvySuje mnoZstvi této organické
kyseliny, tak se tmérné k tomu zvysSuje i mnoZstvi aminokyseliny. Tyto latky spolu
mohou souviset a tvorit tak obranny mechanismus rostliny proti napadani
herbivory. Tato pozitivni korelace je znazornéna na grafu ¢. 7. Dana hodnota
regrese opét presahuje kritickou mez statistické vyznamnosti danou statistickymi
tabulkami.
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Graf ¢. 7.: Regresni zavislost mezi kyselinou citronovou a fenylalaninem
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3.1.4 Kyselina fumarova

Ziskané hodnoty uvedené vgrafu ¢. 8 poukazuji na mirné zvysSeni mnoZstvi
kyseliny fumarové vrostlinnych pletivech po niz§i mife napadeni drepciky.
Po vyS$Sim napadeni vSak doSlo k razantnimu sniZeni této organické slouceniny
v listech zeli bilého. Toto je mozZné usoudit z hodnot aritmetického priiméru. T-test
vSak neprokazal statistickou vyznamnost mezi kontrolou a drepc¢iky 1 ani mezi
kontrolou a drepciky 2. Statistickd analyza T-testu mezi kontrolou a niZ$im
napadenim by byla prokazatelna na vyssi hladiné pravdépodobnosti, neZ je 0,05.
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Graf ¢. 8.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi kyseliny fumarové v zeli

V literatuie je uvedeno, Ze mnoZstvi kyseliny fumarové v rostlinném pletivu se
zvySuje po napadeni byloZravcem, ale v jinych zdrojich naopak, Ze mnoZstvi této
kyseliny ve stresovanych rostlindch mirné ubyva. Autofi se odvolavaji na mozné
chyby v méreni, nebo pii pripravé vzorki (Arany et al, 2007; Jankanpaa et al,,
2013). V provedeném experimentu doslo k tomu, Ze rostliny po mirném napadeni
diepciky zvysily koncentraci kyseliny fumarové ve svych pletivech. Naopak pri
intenzivnéj$im napadeni do$lo k poklesu mnozstvi této latky. Zadna zména této
latky vsak nebyla statisticky potvrzena a neni tedy vyznamna. Tato organicka
kyselina by dle literarniho prizkumu méla ménit svou koncentraci v napadeném
rostlinném pletivu, proto by bylo dobré tyto pokusy uskutec¢nit znovu.
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Pri pokusech s bélasky doslo v rostlinném pletivu ke sniZovani koncentrace této
latky. Rostliny napadaly housenky, které pletiva vyraznéji poskodily, a proto by
tato data mohla byt prikaznéjsi neZ od rostlin napadenych drepciky (Dankova,
2018).
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3.2 AminoKkyseliny
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Graf €. 9.: Zastoupeni jednotlivych aminokyselin v susiné listl zeli

V grafu €. 9 jsou znazornény priméry a standardni chyby priméru namérenych
hodnot ve 3 odliSnych vzorcich. U nékterych aminokyselin nebyla statisticky
prokazana zména mnozstvi téchto primarnich metaboliti mezi poskozenymi a
neposkozenymi zelenymi castmi rostlinek =zeli. Statistické vysledky téchto
aminokyselin jsou uvedeny v tabulkach, které se nachazeji v ptiloze této prace.

Aminokyseliny, které dale nebudou uvedeny, nespliovaly podminky pro statistické
prokazani zmény koncetrace v napadenych rostlinach. K prokazani téchto latek by
bylo nutné provést dalsi pokusy, které by napomohly k jejich vyhodnoceni. Pokud
by doslo k dal$im pokustim, mohlo by zde dojit k problému. Nemusi se podarit
navodit uplné stejné podminky, protoZe napadajici hmyz nemusi rostlinu
poskozovat tolik, nebo naopak ji poskodi vice, neZ pti prvnim méreni.

Nasledné budou uvedeny pouze aminokyseliny, jejichz mnozZstvi se prlkazné
ménilo po napadenti zeli diepciky.
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3.2.1 Glutamova kyselina

Koncentrace glutamové kyseliny klesa spolu s vy$si mirou napadeni zeli, coZ lze
vidét na grafu ¢. 10. Hodnota T-testu pocitaného mezi vzorky kontroly a vzorky
zméné napadenych rostlin vSak neni statisticky vyznamnou. To muze byt
zpusobeno velkymi rozdily mezi naméfenymi hodnotami. Naopak T-test mezi
kontrolou a drepciky s vy$Sim napadenim vySel statisticky vyznamné, protoze
prekonal kritickou mez 2,132. Velmi podobné, ale jeSté o néco vyznamnéji vysel
T-test mezi vzorky s niz$im a vy$$im napadenim diepciky. Velmi vysoké hodnoty
vykazovaly také vSechny smérodatné odchylky, coZ naznacuje velké rozdily
v namérenych hodnotach.
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Graf ¢. 10.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi glutamové kyseliny ve vzorcich

Utinky glutamové kyseliny byly zkoumany jiz pfed nékolika desitkami let. Jedn4 se
o slouceninu, kterd podporuje krmeni bylozravych Zivoc¢ichli (Adams et al., 1988).
Rostliny proto po napadeni sniZuji koncentrace této latky ve svych pletivech. Diky
tomu se mohou herbivori presouvat k jinym rostlindm, které glutamovou kyselinu
obsahuji a krmi se radéji na nich.

Po napadeni rostlin zeli drepciky dochazi ke snizovani koncentraci této
aminokyseliny. Pozitivné Kkoreluje saminokyselinou glycinem, ktery také
vrostlinnych pletivech ubyvd po napadeni byloZravymi brouky. Kiivka, ktera
spojuje hodnoty téchto aminokyselin je zndzornéna na grafu ¢. 11 vyobrazeném
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niZe. Tato korelace je statisticky prokazatelna, protoze hodnota regrese prevysuje
Spearmantv koeficient. Miizeme tedy rici, Ze je vétsi pravdépodobnost nez 95%, Ze
tyto aminokyseliny po napadani byloZravci v rostlinnych pletivech ubyvaji a také,
Ze spolu toto ubyvani souvisi.
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Graf €. 11.: Regresni zavislost mezi glutamovou kyselinou a glycinem

Velmi podobné koreluje glutamova kyselina s alaninem. Tato korelace je také
pozitivni, ale hodnota regrese nedosahuje tak velkych hodnot. Stale je vSak vyssi
nez kritickdA hodnota Spearmanova korela¢niho koeficientu dana statistickymi
tabulkami pro hodnotu pravdépodobnosti 0,05. Tato pozitivni korelace je
znazornéna na grafu ¢ 12. Glutamova kyselina pozitivné koreluje
i s aminokyselinou valinem, isoleucinem, leucinem a lysinem, ale hodnota regrese
nedosahuje k takovym hodnotam. Stale prevysSuje kritickou mez pro statistické
potvrzeni vyznamné korelace, ale tato cisla jsou mensi nez dvé korelace vyse
zminéné.
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Graf €. 12.: Regresni zavislost mezi glutamovou kyselinou a alaninem

Negativné glutamova kyselina koreluje pouze saminokyselinou fenylalaninem.
Fenylalanin zvySuje koncentraci v pletivech rostliny po napadeni diepciky. Tato
negativni korelace je velmi dobre statisticky prokazatelna, protoZe hodnota
regrese je mnohem vyssi, nez kritickd mez pro Spearmantv korela¢ni koeficient.
Souvislost mezi témito dvéma latkami miiZeme sjistotou potvrdit pii hodnoté
pravdépodobnosti 0,05. Negativni korelace mezi témito dvéma aminokyselinami je
zndzornéna na grafu ¢. 13.
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Graf ¢. 13.: Regresni zavoslost mezi kyselinou glutamovou a fenylalaninem
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3.2.2 Glycin

Z grafu ¢. 14 vyplyva, Ze mnozZstvi glycinu v rostlinach zeli ubyva v zavislosti
na napadeni diepéiky. Cim je napadeni vys$si, tim méné glycinu se v rostlinach
nachazi. Toto Ize usoudit i z vypocitanych hodnot T-testu, které jsou vyssi nez
kritickd mez stanovend statistickymi tabulkami. Statisticky vyznamné jsou nejen
hodnoty nizsiho a vyssiho napadeni diepciky od kontrolnich vzorkd, ale i mezi
sebou.
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Graf €. 14.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi glycinu ve zkoumanych vzorcich

MnoZstvi aminokyseliny glycinu se u rostlin napadenych diepciky snizuje mnohem
prikaznéji, nez pri napadeni rostlin zeli housenkami bélaskl. U bélaskli doslo
k vyraznému sniZeni aminokyseliny poté, co byly krostlinam pridany samicky
bélaski, které zde nakladly vajicka, a z téch se posléze vyvinuly housenky, které
rostlinna pletiva poskozovaly okusem. Po pridani housenek k rostlindm zeli doslo
ke sniZeni této aminokyseliny, ale nebylo to zde tak priikazné jako u predchoziho
ptipadu (Datikova, 2018).

Glycin je dtlezity pii vzniku chlorofylu, je kumulovany v cytoplazmé a chrani
buitky pred odvodnénim. Uéastni se mnoha metabolickych piemén, jako jsou
napiiklad syntéza purinovych zasad, porfyrinovych barviv nebo syntézy betainu
(Kubickova, 2016). Glycin betain je latka vyskytujici se v rostlinach po vystaveni
stresové situaci (Chen et Murata, 2011).
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Aminokyselina glycin pozitivné koreluje sjinymi aminokyselinami, jako jsou
arginin, alanin, valin, isoleucin, leucin a lysin. VSechny tyto korelace jsou statisticky
potvrzeny diky porovnani se Spearmanovym koeficientem. V nasledujicim grafu
¢. 15 je vSak znazornéna nejvyznamnéjsi korelace glycinu a to s aminokyselinou
leucinem. Tato korelace vypovida o tom, Ze kdyZ se sniZuje mnoZstvi glycinu
vrostlinném pletivu po napadeni byloZzravym broukem, tak se sniZuje
i koncentrace aminokyseliny leucinu a dals$ich, které nejsou znazornény na grafu,
ale jsou vySe zminény.

330
310 y= -0.0044x2 + 2.8889x - 166.77
R =0.8379 ¢

2
o 290 Y
° ® ¢
E
— 270
=]
£
(8]
2
° 250
()
o
5 *
8 230 *
c
o
¥

210 ¢

/
190 T T T T T T T 1
160 180 200 220 240 260 280 300 320
Koncentrace glycinu [nmol/g DW]

Graf €. 15.: Regresni zavislost mezi glycinem a leucinem
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Glycin negativné koreluje pouze s aminokyselinou fenylalaninem podobné jako
glutamova kyselina, coZ je vidét na grafu €. 16. SniZuje-li se mnoZstvi glycinu

v rostlinném pletivu po napadeni herbivorem, tak se koncentrace fenylalaninu
v poSkozené Casti rostliny zvySuje a tyto latky maji tedy opalny charakter

pusobeni na rostlinného Skiidce.
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Graf ¢. 16.: Regresni zavislost mezi glycinem a fenylalaninem
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3.2.3 Arginin

MnoZstvi argininu v rostlindch se sniZuje tim vice, ¢im je vyS$si mira napadeni
rostlin zeli diepciky. Toto lze vidét v grafu ¢. 17. U niZs$iho stupné napadeni nelze
pomoci T-testu dokazat statistickou vyznamnost téchto dat, protoZe nedosahuji
kritické hodnoty. Naopak u vyssiho napadeni hodnota T-testu presahuje kritickou
hranici urcenou statistickymi tabulkami. Vzorky s niZSim a vy$Sim stupném
napadeni mezi sebou nejevi Zadné stytisticky vyznamné rozdily, protoZe hodnota
T-testu opét nedosahovala ke Kkritické hranici, kterd je dana statistickymi
tabulkami.
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Graf ¢. 17.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi argininu v zeli

Arginin byva degradovan enzymem threonin-deamindza a enzymem arginaza na
jednodussi produkty, které hmyz nedokdze premeénovat zpét na aminokyseliny
a proto trpi nedostatkem argininu v potravé (Felton, 2005). Jeho mnoZstvi urcuje
pochody fotosyntézy a spravné fungovani primarniho metabolismu rostliny (Rojas
et al,, 2014). Arginin slouzi jako prekursor pro syntézu putrascinu a polyamind, coz
jsou latky, které se vrostliné ucastni raznych fyziologickych pochodt, jako je
bunécné déleni, rist, diferenciace a také jsou zapojeny do obranné odezvy rostlin
a to jak na bioticky, tak i abioticky stres. Polyaminy indukuji produkci oxidu
dusnatého, ktery je vyznamnym mezibunéénym poslem s mnoha regula¢nimi
funkcemi (Adamkova et Pettivalsky, 2012).
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Z naSeho vyzkumu vyplyva, Ze mnoZzsvi argininu v posSkozeném rostlinném pletivu
se sniZuje. Lze soudit, Ze dochazi k rozpadu této latky pomoci vySe zminénych
enzymi na jednodussi slouceniny a rostlina se tak stdva pro hmyz neatraktivni. Ke
snizovani mnozstvi vSak nemusi dochazet pouze kviili rozpadu této aminokyseliny
vrostlinném pletivu. Ke snizovani koncentraci této latky v napadeném pletivu
dochazi také u dalSich aminokyselin, se kterymi arginin pozitivné koreluje. Kromé
jiz vySe zminénych, koreluje pozitivné styrosinem, valinem, isouleucinem,
leucinem a lysinem. NejvyznamnéjSi a nejpriikaznéjsi pozitivni korelace je
s aminokyselinou leucinem, cozZ je znazornéno na grafu ¢. 18. Negativné arginin
koreluje pouze s fenylalaninem, ale hodnota regrese nedosahuje ke kritické mezi
Spermanova korela¢niho koeficientu, a proto nelze potvrdit ani vyvratit, zda spolu
mnoZstvi téchto latek souvisi.
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Graf ¢. 18.: Regresni zavislost mezi argininem a leucinem
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3.2.4 Alanin

Graf ¢. 19 udava, Ze mnozstvi alaninu v rostliné se vyrazné méni, kdyz je napadena
bylozravym hmyzem. Cim vét$imu stresu je rostlina vystavena, tim méné alaninu je
v jejich pletivech. Toto lze i statisticky dokazat pomoci T-testu, ktery ma vyrazné
vyssi hodnotu, neZ kritickd mez. Mezi hodnotami nizsiho a vyssiho napadeni
rostlin drepCiky vSak nelze dokazat statistickou vyznamnost, protoZe hodnota
T-testu nedosahuje ke kritické mezi dané statistickymi tabukami.
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Graf ¢. 19.: Statistické vyhodnoceni mnozZstvi alaninu v zeli

Alanin podobné jako arginin stimuluje syntézu chlorofylu a zvySuje aktivitu
fotosyntézy (Tlustos$ et al., 2006). Proti napadeni byloZravcem se rostlina brani
zvySovanim mnoZstvi alaninu, ¢imZ dochazi krozpadu lyzinu, ktery hmyz
potiebuje pro svij rlist. Samoziejmé tomuto pribéhu napomdhaji i rostlinné
enzymy (Konno etal., 2010).

Nami zjisténé vysledky vSak ukazuji opak a to, Ze v napadené rostliné ubyva této
aminokyseliny a tyto ubytky jsou velmi pravdépodobné. Jak jizZ bylo zminéno, doslo
kubytku alaninu po niz§im napadeni a kjesté markantnéjSimu po vysSim
napadeni. Tyto rozdily jsou nejspiSe zplsobeny ridznymi rostlinami a bylozravci,
ktefi je napadaji. Tato aminokyselina prokazatelné snizuje koncentrace obsahu
vrostlinném pletivu po jeho napadeni. Stejné jako u alaninu k tomu dochazi
u mnoha dalSich aminokyselin, jako jsou valin, isoleucin a dalsi vySe zminéné.
Nejmarkantnéjs$i pozitivni korelace je mezi alaninem a isoleucinem, coZ je
znazornéno na grafu ¢. 20 niZe.
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Graf ¢. 20.: Regresni zavislost mezi aminokyselinami alaninem a isoleucinem

Alanin v$ak koreluje i negativné a to s aminokyselinou fenylalaninem. Tato latka
oproti alaninu po napadeni rostliny herbivorem zvysuje koncentraci v zelenych
¢astech rostliny. Diky tomu, Ze hodnota regrese je vysSi neZz kritickd hranice
u Spearmanova korelacniho koeficientu, tak tuto doménku miizeme potvrdit na
hladiné vyznamnosti 0,05. Graf ¢. 21, na kterém je znazornéna tato negativni
korelace, je nize.
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Graf ¢. 21.: Regresni zavislost mezi alaninem a fenylalaninem
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3.2.5 Tyrosin

Vysledky v grafu ¢. 22 naznacuji, Ze koncentrace tyrosinu v rostliné vystavené
biotickému stresu spiSe klesd. Pri niz$im napadeni doSlo k malému vzriistu
koncentrace této latky, coz ukazuje aritmeticky primeér téchto méreni. U méreni
nizstho napadeni vSak vysla vyssi hodnota smérodatné odchylky, ktera ukazuje
vétsi rozdil mezi vysledky. U T-testu téchto hodnot nemiizeme prokazat
statistickou vyznamnost, protoZe vysledek nedosahuje Kkritické meze, kterd ma
hodnotu 2,132. Tuto mez lehce prekrocil vysledek druhého T-testu, ktery byl
pocitdn mezi kontrolou a diepciky 2. Diky tomu mizeme fici, Ze je statisticky
vyznamné sniZovani tyrosinu v rostlinném petivu. Mezi diepciky 1 a diepciky 2 T-
test opét nedosahoval kritické meze, a tudiZ rozdily mezi témito mérenimi nejsou
statisticky vyznamné.
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Graf €. 22.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi tyrosinu v zeli

Tyrosin se vrostliné po jejim napadeni hromadi predev§sim v mladych castech
listd. Tento typ rostlinného pletiva je totiZ nejvice napadan herbivory, protoZe je
plny Zivin a je mékky. Tato aminokyselina sniZuje v rostlindch nutri¢ni hodnotu
a hmyz po pozreni roste pomaleji (Lokvam et al, 2006). Proteinogenni tyrosin
dokaze byt i toxicky pri vysokych koncentracich. ZaleZi vSak na druhu napadjiciho
hmyzu, protoZe kazdy druh reaguje na rtzné latky a koncentrace jinak (Bixenmann
etal,, 2016).

Nami ziskané vysledky toto neprokazuji. NiZs$i stupén napadeni vykazuje mirné
zvySeni této aminokyseliny v napadeném pletivu rostliny, ale u vy$siho napadeni
doslo k vyraznému sniZeni aminokyseliny. Toto sniZeni je statisticky prokazatelné,
ale nesouhlasi s vysledky ziskanymi v jinych vyzkumech. NaSe méreni nejspiSe
neni spravné a mohlo dojit k chybé pii vyzkumu. Tato latka pti zpracovani
korelovala pozitivné svice aminokyselinami, jako jsou naptiklad valin, leucin
a lysin.
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3.2.6 Valin

Graf ¢. 23 udavd, Ze aminokyselina valin se vrostlinach, které jsou vystaveny
biotickému stresu, vyskytuje v nizSim mnoZtvi neZ v rostlinach, které herbivofi
nenapadli. Pfi nizZ§im stupni napadeni drepc¢iky hodnoty T-testu nejsou statisticky
prikazné, ale pri silnéjSim napadeni hodnota T-testu silné prekracuje kritickou
mez statistické vyznamnosti. Mezi vy$$im a niZ$im napadenim také neni statisticka
prikaznost, protoze vysledek T-testu je mnohem niz$i nez kritickd hranice.
U niZsiho napadenti je velka smérodatna odchylka, coz naznacuje velké rozdily mezi
naméfenymi hodnotami. Tento rozdil miiZe ovliviiovat hodnotu T-testu, kterd je
mnohem nizsi nez hladina priikaznosti. Dle aritmetického priiméru lze usuzovat,
Ze koncentrace této aminokyseliny vrostliné vyznamné Kklesa, ale jak jiZ bylo
zminéno, nelze toto sniZovani statisticky prokazat.
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Graf ¢. 23.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi valinu v zeli

Po napadeni rostlin byloZravcem se obsah valinu v rostlinném pletivu sniZuje.
SniZovani zalezi na mohutnosti napadeni rostliny (Angeles-Lépez et al., 2016).
U rostlin zeli napadenych bélaskem doSlo kvelmi vyraznému snizeni valinu
v rostlinném pletivu. Na vypéstované zeli se dostaly dospélé samicky, které na listy
nakladly vajicka, z nich se nasledné vyvinuly housenky, jenZ okusovaly zelené ¢asti
rostlinek zeli (Daiikova, 2018). Nase vysledky jsou velmi podobného razu jako

vysledky jinych pokust na jinych rostlinach a s jinymi herbivory.
Valin pozitivné koreluje s jinymi aminokyselinami. Kromé jiz vySe zminénych jsou

to lysin, leucin a isoleucin. Nejvyraznéjsi korelace je mezi valinem a lysinem, kdy
hodnota regrese silné prekracuje kritickou mez danou Speamanovym korela¢nim
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koeficientem udanym statistickymi tabulkami. Tato pozitivni korelace je
znazornéna v grafu ¢. 24, ktery je zobrazen niZe.
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Graf ¢. 24.: Regresni zavislost mezi aminokyselinami valinem a lysinem
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3.2.7 Fenylalanin

Po napadeni rostlin zeli diepciky roste koncentrace aminokyseliny fenylalaninu
v zelenych pletivech, coZ naznacuje graf ¢. 25. To je dokdzano predevSim statisticky
vyznamnymi hodnotami T-test{l a také podle aritmetickych primeérd. Cim vyssi je
stupeil napadeni rostliny, tim vyssi je koncentrace této slouceniny v listech zeli.
Mezi nizS§im a vySSim stupném napadeni drepciky jsme vSak neprokazali
statistickou prikaznost, protoZe hodnota vypocitaného T-testu nedosahovala
kritické hranice pro priikaznost.
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Graf. ¢. 25.: Statistické vyhodnoceni mnozZstvi fenylalaninu v zeli

Rostliny zeli napadené housenkami bélaskl snizovaly koncentraci fenylalaninu.
Nejvice se snizilo mnoZstvi kyseliny v rostlindch napadenych pifimo housenkami
a nizsi snizeni bylo na rostlinich s nakladenymi vajicky bélaskii a posléze
vyvinutymi housenkami (Dankovda, 2018). NaSe vysledky udavaji presné opacny
pribéh reakce rostliny. Po napadeni rostlin direpciky doslo ke vzristu koncentrace
aminokyseliny fenylalaninu. To miiZe poukazovat na to, Ze se rostliny brani
raznym herbivorim rGznymi mechanismy, nebo Ze nami naméiené vysledky
nejsou spravné.

Diky tomu, jak vysly nasSe vysledky, vétSina korelaci s jinymi aminokyselinami byla

negativni. Nejvyznamnéjsi negativni korelace jiZ byly zminény u vyse uvedenych
aminokyselin.
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3.2.8 Isoleucin

Graf ¢ 26 ukazuje, Ze rostliny zeli obsahuji aminokyselinu isoleucin, ale po
napadeni diepcikem se jeji koncentrace snizuje. T-test mezi kontrolnim vzorkem
a niz§im napadenim je o néco malo mensi, nez kriticka mez stanoveni statistické
vyznamnosti. Mezi kontrolnim vzorkem a vyssi hladinou napadeni diepciky doslo
k prokazani statistické vyznamnosti diky tomu, Ze vypocitana hladina T-testu byla
vyssi neZ kriticka hranice dana statistickymi tabulkami. Mezi niz§im a vy$Sim
napadenim byl tento vysledek vSak velmi neprikazny, protoze hodnota T-testu
vySla velmi nizka.
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Graf ¢. 26.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi isoleucinu v zeli

I[soleucin zvySuje aktivitu jasmonové Kkyseliny, kterd je velmi diilezita pri tvorbé
sekundarnich metabolitli. Ty rostlina vyuzivd pro obranné reakce napadené
rostliny (Woldemariam et al., 2012). Isoleucin vSak sniZuje svoji koncentraci
v napadenych Castech rostliny a to nejvice vrostlindch zeli napadenych bélasky
a to tak, Ze se do boxu srostlinkami dostaly samicky bélaska zelnych, které na
rostliny nakladly vaji¢ka, z nichZ se postupné vyvinuly housenky, které napadaly
rostlinna pletiva (Danlkkova, 2018). V rostlinach napadenych diepciky také doslo ke
snizeni koncentrace této latky. Velmi podobné ktomu dochazi u rady dalSich
aminokyselin. Kubytku dochazi u leucinu, lysinu a dalSich jiz difive zminénych
aminokyselin. S vétSinou predchozich slouCenin koreluje tato aminokyselina
pozitivné. Velmi priikaznd je tato korelace mezi isoleucinem a lysinem, coz je vidét
na grafu ¢. 27.
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3.2.9 Leucin

Podle aritmetickych priméra v grafu ¢. 28 lze usuzovat, Ze koncentrace leucinu se
v rostliné snizZuje v zavislosti na stadiu napadeni drepciky. Tuto teorii vSak nelze
dokazat pomoci T-testu. Ten nevychazi diky vysoké hodnoté smérodatné odchylky
u méfenych hodnot niz§iho napadeni rostlin. Vys$si mira napadeni je vSak podle
tabulek statisticky vyznamnou hodnotou. Mezi nizZS§im a vy$Sim napadenim
rostlinek zeli diepciky vSak pomoci T-testu nelze dokazat statistickou vyznamnost
téchto dat, protoZe ndmi vypocitana hodnota nedosahuje kritické meze dané
statistickymi tabulkami.
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Graf ¢. 28.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi leucinu v zeli

Tato aminokyselina hraje u rostlin dtlezitou roli predevsim diky enzymu leucin
aminopeptidaza, ktery ma antinutritivni ac¢inky ve stfevech hmyzu. Diky této
slouceniné zastupci hmyzu stradaji (Lomate et al., 2013). Sdm leucin v napadeném
rostlinném pletivu sniZuje svou koncentraci a rostlina pak roste také pomaleji (Van
Dame et Oomen, 2008). U napadenych rostlin zeli dospélci bélaskd, kteri nakladli
na listy vajicka, ze kterych se nasledné vylihly housenky a oziraly rostlinné ¢asti,
doslo k velkému poklesu leucinu (Dankova, 2018).

VnaSich pokusech doSlo kpostupnému snizovani koncentrace leucinu
v rostlinném pletivu po napadeni byloZravcem. Po nizZSim stupni napadeni byly
vysledky nepriikazné, ale u vyssiho napadeni se statisticky potvrdily. Diky tomu, Ze
se koncentrace této latky snizovala, tak muZeme ftici, Ze pozitivné koreluje
sriznymi aminokyselinami, které jiz byly vySe zminéné a také s lysinem. Tato
pozitivni korealce mezii leucinem a lysinem je zobrazenana grafu ¢. 29, ktery se
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nachazi pod timto textem. Tato korelace je velmi vyrazné statisticky priikazng,
protoZe hodnota regrese presahuje krajni mez udanou Spearmanovym korela¢nim
koeficientem, ktery se nachazi ve statistickych tabulkach.
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Graf €. 29.: Regresni zavislost mezi aminokyselinami leucinem a lysinem
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3.2.10 Lysin

Koncentrace této latky, uvedené v grafu €. 30, vzeli také klesd v zavislosti na
napadeni drepciky. Toto lze konstatovat diky aritmetickému priméru hodnot, ale
pomoci T-testu nelze potvrdit statistickou vyznamnost u prvniho pripadu. ZjiSténa
hodnota nedosahuje kritické meze dané tabulkami. Vy$$i napadeni diepciky
porovnané s hodnotami kontroly vykazuje statistickou vyznamnost, protoZe
ziskana data presahuji kritickou mez danou statistickymi tabulkami. Mezi niz$im
a vys$sim napadenim vsak nelze statistickou vyznamnost prokazat.
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Graf ¢. 30.: Statistické vyhodnoceni mnoZstvi lysinu v zeli

Rostliny po napadeni byloZravcem casto zvySuji mnoZstvi lysinu ve svych
pletivech. Neni vSak jisté, zda ma tato aminokyselina v rostliné protektivni tlohu
(Gémez et al.,, 2012). Vrostlinach zeli napadenych bélasky, a to at housenkami
Cerstvé vylihlimi, nebo housenkami starsimi, doslo k vyraznému sniZeni této latky
v zelenych c¢astech (Dankova, 2018). Vnasem pokusu také doSlo ke sniZovani
koncentrace lysinu v rostlinném pletivu po napadeni dfepéiky. Cim bylo napadeni
vyssi, tim mensi mnozZstvi aminokyseliny se nachazelo v listech zeli. Aminokyselina
lysin tedy jako ostatni aminokyseliny spiSe sniZuje svou koncentraci v napadenych
pletivech, a proto s vyraznou vétSinou aminokyselin pozitivné koreluje.
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3.3 Rozpustné proteiny

Vysledky naznacuji, Ze mnozstvi rozpustnych proteinti v kontrolnim vzorku bylo
nizsi, neZ ve vzorcich s niz$i mirou napadent, coZ lze vidét v grafu ¢. 31. Naopak pri
vyssi mife napadeni byla koncentrace proteinti nizs$i, neZ tomu tak bylo
v nenapadenych rostlinach.  Ziskané hodnoty jsou dle T-testu statisticky
nepriikazné, protoze nedosahuji kritické meze stanovené statistickymi tabulkami.
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Graf ¢. 31.: Mnozstvi rozpustnych proteint v zeli

Obvykle se mnozstvi proteinli v rostliné po jejim napadeni zvysSuje. Po naruseni
rostlinného pletiva herbivorem se spousti obranna kaskada indukovana kyselinou
jasmonovou. Tato Kyselina také indukuje tvorbu obrannych proteina v rostliné,
které nejcastéji plisobi proti houbovym patogentim. Ty se mohou do rostliny
dostavat pres rany zplisobené rostlinozravym hmyzem (Arimura et al., 2002).

Vrostlinach zeli, které byly podrobeny napadeni housenkami bélaska zelného,
doslo k mnohem vyraznéjSimu zvySeni koncentrace téchto proteind, coz mize
poukazovat na to, Ze housenky bélask rostliny vice poskodily a nebo se pies rany
jimi zplisobené do rostlinného pletiva dostala patogenni infekce (Darkova, 2018).

V pokusu s direpciky nevysly vysledky presvédcive. V rostlinach, kde by proteint
mélo byt co nejvice, jich bylo nejméné. Tyto vysledky mohou byt ovlivnény tim, Ze
nase rostliny nebyly podrobeny patogenové infekci ale pouze okusu drepciky, coz
jim tolik nevadilo. Proti tomu si tvorily jiné latky, které byly ucinnéjsi a staly
organismus méné energie. Pfi niZ$im stupni napadeni doSlo k mirnému zvySeni
koncentrace této latky, ale ziskana data nebyla statisticky prokazana.
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Zavér

Pri feSeni diplomové prace na téma ,Zmény v produkci vybranych primdrnich
metabolitii v zdvislosti na napadeni zeli hmyzimi herbivory rodu Phyllotreta“ jsme
dosli k zavériim, Ze rostliny se proti napadeni byloZravcl brani riznymi zpasoby.
Na zdkladé naSich pokusli bylo zjiSténo, Ze u vétSiny primarnich metabolitl
dochazi ke zméné koncentraci v napadenych pletivech rostlin. K vyznamnym
zménam doslo u mnoha latek, ale zde uvedeme jen nejdtleZzitéjsi a nejvyznamnéjsi
z nich.

e Askorbova kyselina prokazatelné zvysila koncetraci v rostlinnych pletivech,
které napadli dfepéici. Cim vice herbivori rostlinu napadalo, tim vice této
organické kyseliny se tvorilo v jejich listech. Tato kyselina slouZi v rostliné
predevSim jako antioxidant, ¢imZz zvySuje odolnost rostliny
ke stresovym situacim.

e C(Citronova kyselina také vyznamné zvysSila svlij obsah v napadenych
rostlinach drepciky v porovnani skontrolnimi vzorky. Tato organicka
kyselina je velmi dilezitou slouceninou v Krebové (Citratovém) cyklu, ktery
slouzi ktvorbé prekurzori dulezitych syntéz a redukcnich ekvivalentl
kvyrobé energie, kterou napadené rostliny hojné vyuzivaji. Citronova
kyselina muze také souviset se zménou koncentraci fenylalaninu a také
s nim tvorit obranny mechanismus rostliny proti napadani herbivory.

e Glutamova kyselina vyrazné sniZila svou koncentraci v rostliné po napadeni
diepciky. Data, ktera jsme ziskali, vSak byla s velkym rozptylem a bylo by
tireba tento pokus zopakovat, aby se uplné prokazala spravnost naseho
tvrzeni.

Tato aminokyselina je pro zvirata, kterd napadaji rostliny, velmi dilezit3,
protoZe podporuje jejich traveni. Proto rostliny sniZuji koncentrace
ve svych pletivech, aby zabranily ptitazlivosti pro herbivory.

e Fenylalanin statisticky priikazné zvySoval své mnoZstvi v napadenych
castech rostlin zeli drepciky. V jinych pokusech vSak dochazelo k tomu, Ze
se  mnozstvi této latky vnapadenych rostlinach  sniZovalo.
To miiZe vést k nazoru, Ze kazda rostlina se brani riznym skiidctim riznymi
zpusoby.

Vétsina latek, které jsme zkoumali, zménila svou koncentraci v rostlinném pletivu
po napadeni byloZravym hmyzem. Proto miZeme potvrdit nasi nulovou hypotézu
na hladiné vyznamnosti 0,05, kterd znéla: ,Po napadeni rostlin herbivornim
hmyzem dochazi ke zméndm v jejich primarnim metabolismu®. Z téchto latek
primarniho metabolismu vychazi vétSina sekundarnich metabolitti. Ty jsou také
velmi dileZité v obrannych mechanismech rostlin.

Primarni i sekundarni metabolity také vyuziva Cclovék pro své potreby
a to predevsim v mediciné, farmacii a potravinairském pramyslu. Tyto ptirodni
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latky, by mohly byt vyuzity napriklad jako insekticidy, nebo spoustéce pro obranné
mechanismy rostlin a byly by Setrnéjsi k Zivotnimu prostredi.

Dilezité je také zminit, Ze nékteré zkoumané latky spolu velmi vyrazné korelovaly.
Diky tomu miZeme soudit, Ze spolu tyto latky souvisi, a kdyZ se méni koncentrace
jedné z nich, ovliviiuje to koncentrace jiné latky, popripadé i mnoha dalSich.

Pro uplné potvrzeni nebo vyvraceni naSich predpokladi a zjiSténych vysledkl
by bylo tfeba provést dalsi vyzkumna prosetieni, ktera by potvrdila nebo vyvratila
nami ziskana data.
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Prilohy

Tab. 1.: Statistické vyhovnoceni mnoZstvi kyseliny Stavelové v zeli

Kyselina Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
stavelova
Pramér 0,53 [mg/g] 0,613 [mg/g] 0,585 [mg/g]
Smérodatna
odchylka 0,206 0,148 0,192
Standardni
chyba priiméru 0,092 0,066 0,086

T-test - Kontrola a Drepcici 1 0,738
T-test - Kontrola a Diepcici 2 0,437
T-test - DrepCici 1 a Drepcici 2 0,259

Tab. 2.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi kyseliny askorbové v zeli

Kyselina Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
askorbova
Primér 0,038 [mg/g] 0,107 [mg/g] 0,159 [mg/g]
Smérodatna
odchylka 0,015 0,028 0,09
Standardni
chyba priiméru 0,007 0,013 0,040

T-test - Kontrola a Diepcici 1 4,839
T-test - Kontrola a Diepcici 2 2,978
T-test - DiepCici 1 a Drep¢ici 2 1,239

Tab. 3.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi kyseliny citronové v zeli

Kyselina Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
citronova
Primér 4,031 [mg/g] 5,222 [mg/g] 5,498 [mg/g]
Smérodatna
odchylka 0,631 0,923 1,453
Standardni
chyba priiméru 0,282 0,413 0,650
T-test - Kontrola a Drep¢ici 1 2,384
T-test - Kontrola a Diepcici 2 2,072
T-test - Drepcici 1 a Drepcici 2 0,358
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Tab. 4.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi kyseliny fumarové v zeli

Kyselina Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
fumarova
Primér 0,029 [mg/g] 0,036 [mg/g] 0,026 [mg/g]
Smérodatna
odchylka 0,009 0,01 0,011
Standardni
chyba priiméru 0,004 0,004 0,005
T-test - Kontrola a Diepcici 1 1,196
T-test - Kontrola a Diepcici 2 0,36
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 1,501

Tab. 5.: Statistické vyhodnoceni mnoZzstvi glutamové kyseliny v zeli

Glutamova Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2

Kyselina

Primér 484,11 [nmol/g | 281,79 [nmol/g | 145,07 [nmol/g
DW] DW] DW]

Smérodatna

odchylka 139,549 35,525 43,477
Standardni

chyba priiméru 80,571 20,511 25,102

T-test - Kontrola a Diepcici 1 1,987
T-test - Kontrola a Diepcici 2 3,281
T-test — Diepcici 1 a Drepcici 2 3,444

Tab. 6.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi glycinu v zeli

Glycin Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
Primeér 280,2 [nmol/g | 233,03 [nmol/g | 188,74 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 21,901 16,124 16,194
Standardni
chyba priiméru 12,645 9,309 9,35
T-test - Kontrola a Diepcici 1 2,453
T-test - Kontrola a Drep¢ici 2 4,749
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 2,742
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Tab. 7.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi argininu v zeli

Arginin Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
Primeér 123,23 [nmol/g | 116,97 [nmol/g | 102,35 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 2,57 13,995 10,835
Standardni
chyba priiméru 1,484 8,08 6,256
T-test - Kontrola a Diepcici 1 0,622
T-test - Kontrola a Diepcici 2 2,651
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 1,168

Tab. 8.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi alaninu v zeli

Alanin Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
Primér 949,41 [nmol/g | 741,29 [nmol/g | 652,54 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 35,782 23,486 68,549
Standardni
chyba priméru 20,66 13,56 39,578

T-test - Kontrola a Diepcici 1 6,878
T-test - Kontrola a Drepcici 2 5,925
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 1,732

Tab. 9.: Statistické vyhodnoceni mnozZstvi tyrosinu v zeli

Tyrosin Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
Primér 110,72 [nmol/g | 112,56 [nmol/g | 101,5 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 1,915 13,23 5,656
Standardni
chyba priiméru 1,106 7,639 3,266

T-test - Kontrola a Diepcici 1 0,195
T-test - Kontrola a Drep¢ici 2 2,185
T-test - DiepCici 1 a Drep¢ici 2 1,087
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Tab. 10.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi valinu v zeli

Valin Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
Primér 241,74 [nmol/g | 220,34 [nmol/g | 202,22 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 5,186 24,416 8,505
Standardni
chyba priiméru 2,994 14,097 4,911
T-test - Kontrola a Diepcici 1 1,213
T-test - Kontrola a Diepcici 2 5,61
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 0,991

Tab. 11.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi fenylalaninu v zeli

Fenylalanin Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
Primér 112,44 [nmol/g | 148,42 [nmol/g | 163,65 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 12,027 10,685 5,018
Standardni
chyba priméru 6,944 6,169 2,897

T-test - Kontrola a Diepcici 1 3,163
T-test - Kontrola a Drepcici 2 5,559
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 1,825

Tab. 12.: Statistické vyhodnoceni mnoZzstvi isoleucinu v zeli

Isoleucin Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
Primér 129,99 [nmol/g | 106,81 [nmol/g | 101,05 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 1,502 15,575 2,255
Standardni
chyba priiméru 0,867 8,992 1,302

T-test - Kontrola a Diepcici 1 2,095
T-test - Kontrola a Drep¢ici 2 3,219
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 0,518
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Tab. 13.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi leucinu v zeli

Leucin Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
Primér 290,12 [nmol/g | 264,6 [nmol/g | 221,76 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 11,852 35,679 16,192
Standardni
chyba priiméru 6,843 20,6 9,349
T-test - Kontrola a Diepcici 1 0,96
T-test - Kontrola a Diepcici 2 4,82
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 1,547

Tab. 14.: Statistické vyhodnoceni mnozstvi lysinu v zeli

Lysin Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
Primér 158,37 [nmol/g | 149,61 [nmol/g | 138,91 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 1,274 12,563 8,001
Standardni
chyba priiméru 0,736 7,253 4,62

T-test - Kontrola a Diepcici 1 0,981
T-test - Kontrola a Drepcici 2 3,398
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 1,016

Tab. 15.: MnoZstvi rozpustnych proteinti v zeli

Rozpustné Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
proteiny
Primér 19,222 [mg/g 19,655 [mg/g 18,905 [mg/g
FW] FW] FW]
Smérodatna
odchylka 4,083 4,171 3,128
Standardni
chyba priiméru 1,826 1,865 1,399

T-test - Kontrola a Drep¢ici 1 0,166
T-test - Kontrola a Diepcici 2 0,138
T-test - Drepcici 1 a Drepcici 2 0,303
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Statisticky nevyznamné aminokyseliny

Tab. ¢. 16.: MnoZstvi asparagové kyseliny v zeli

Asparagova Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
Kkyselina
Primér 49,47 [nmol/g | 50,91 [nmol/g | 46,04 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 13,374 15,097 3,727
Standardni
chyba priiméru 7,722 8,717 2,152

T-test - Kontrola a Diepcici 1 0,101
T-test - Kontrola a Drepcici 2 0,349
T-test - Drepcici a Diepcici 0,443

Tab. ¢. 17.: MnoZstvi asparaginu v zeli

Asparagin Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
Primér 393,74 [nmol/g | 409,74 [nmol/g
DW] DW]
Smérodatna
odchylka 27,102 59,71
Standardni
chyba priméru 15,648 34,475

T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2

0,345

Tab. ¢. 18.: MnozZstvi glutaminu v zeli

Glutamin Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
Primér 113,57 [nmol/g
—-- DW] -
Smérodatna 37,45
odchylka
Standardni
chyba priiméru --- 21,622 ---
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Tab. ¢. 19.: MnoZstvi histidinu v zeli

Histidin Kontrola Diepcici 1 Diepcici 2
Primeér 151,16 [nmol/g | 155,5 [nmol/g | 140,95 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 13,602 18,765 20,168
Standardni
chyba priiméru 7,853 10,834 11,644
T-test - Kontrola a Diepcici 1 0,265
T-test - Kontrola a Diepcici 2 0,594
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 0,747

Tab. ¢. 20.: MnozZstvi threoninu v zeli

Threonin Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
Primér 299,67 [nmol/g | 297,6 [nmol/g | 273,96 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 53,298 21,632 26,895
Standardni
chyba priméru 30,773 12,49 15,528

T-test - Kontrola a Diepcici 1 0,051
T-test - Kontrola a Drepcici 2 0,609
T-test — Direpcici 1 a Drepcici 2 0,969

Tab. ¢. 21.: MnoZstvi methioninu v zeli

Methionin Kontrola Drepcici 1 Drepcici 2
Primér 109,14 [nmol/g | 94,46 [nmol/g | 89,28 [nmol/g
DW] DW] DW]
Smérodatna
odchylka 10,036 27,98 44,929
Standardni
chyba priiméru 5,794 16,155 25,941

T-test - Kontrola a Diepcici 1 0,699
T-test - Kontrola a Drep¢ici 2 0,61
T-test - DiepCici 1 a Drep¢ici 2 0,138
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