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1 Uvod

Rostliny jsou stale ohrozovany nepiiznivymi vlivy vnéjsiho prostiredi. Na rozdil od
Zivocichi jsou nepohyblivé a tim padem jakémukoliv nebezpec¢i nemohou uniknout
utékem.

Tyto nepriznivé vlivy souhrnné oznacujeme jako stresové faktory neboli stresory,
které mohou mit povahu abiotickou, tedy neZivou a biotickou, zahrnujici zivé
organismy. Jednim z biotickych faktort je i napadani rostlin herbivornimi skidci,
pro které jsou vyznamné ty casti rostlin s nejvétSim mnoZstvim zivin. Rostliny
samozi'ejmé proti témto vliviim bojuji a to pomoci obrannych mechanismd.

Obranné mechanismy rostlin maji za ukol zachovat homeostazu a zabranit
poskozeni nebo smrti organismu. U rostlin doSlo béhem evoluce k vytvoreni rady
téchto mechanismi, které umoznuji dspésné se atokiim zvnéjSiho prostiedi
branit. Mezi nejb€Znéjsi obranné mechanismy patii morfologické adaptace, jako je
napiiklad tvorba trng, trichomi a jinych obrannych struktur a chemické adaptace,
pii kterych dochazi naptiklad k tvorbé sekundarnich metaboliti nebo
k oxida¢nimu vzplanuti. Sekundarni metabolity byly diive povazovany za bezcenné
odpadni latky. Dnes vime, Ze v rostlinach hraji duilezitou obrannou roli. Mezi tyto
sekundarni metabolity patri flavonoidy a jiné fenolické latky, kterymi se budeme
v této praci zabyvat. Téma této prace jsem zvolila z divodu zajimavosti a také
kvili tomu, Ze tato tématika neni jeSté zcela prozkoumana.

Cilem prace bylo zjistit, jak jsou rostlinné obranné mechanismy schopny se
smirnym stresem, vpodobé herbivorniho S$kiidce bélaska zelného (Pieris
brassicae), vyporadat. Provést analyzy na obsah vybranych sekundarnich
metabolitli a jinych obrannych latek pomoci spektrofotometrickych metod a zjistit
zmény jejich koncentrace v zavislosti na napadeni. Vyzkum byl provadén na
rostlinach z ¢eledi Brassicaceae konkrétné na brukvi zelné (Brassica oleracea).
Dal$im cilem bylo zjistit, zda rostliny reaguji rozdilné, pokud jsou napadeny
housenkami bélaska zelného nebo kdyZ jsou na né nakladena pouze jeho vajicka.
Pred zahajenim pokusu byla stanovena hypotéza, Ze v rostlindch po napadeni
Skiidcem dojde ke zménadm v obsahu sekundarnich metaboliti, zejména latek
slouzicich k obrané.

Tento experiment byl soucasti dalSich experimentti, kde byly pozorovany zmény
v produkci primarnich metaboliti a tyto vysledky jsou soucasti jinych praci. Pri
téchto pokusech nebyl pouZit pouze bélasek zelny, ale také drepcik rodu
Phyllotreta.



2 Literarni prehled
2.1 Stresrostlin

Rostliny predstavuji jednu z nejvétSich skupin autotrofnich organismil na této
planeté. Jsou dllezitym zdrojem potravy pro velky pocet organismi, a proto je
fascinujici, Ze jesté vibec existuji, kdyZ je na nich tolik jedincl zavislych. Kromé
toho musi Celit i nepfiznivym vliviim vnéjsiho prostiedi (Kumar, 2017).

Na svété totiz neni misto, kde by rostliny nebyly vystaveny zatéZovym faktortim.
VétSina planety je plna mist s relativné extrémnim vnéjSim zatiZenim. Diky
evoluénim procesiim, které prinesly propracované kombinace morfologickych,
anatomickych, fyziologickych a behavioralnich vlastnosti, mohou rostliny sviij stav
v zatéZovych situacich optimalizovat (Orcutt et Nilsen, 2000).

Piirozené prostiedi, ve kterém se rostliny nachazeji, tvori slozitd sada stresort,
které v rostliné vyvolavaji nepriznivy stav neboli stres (Cramer et al., 2011). Tyto
stresové faktory mohou mit povahu abiotickou nebo biotickou. Rostliny se jim diky
prisedlé povaze nemohou vyhnout. Jsou pro né hrozbou, jelikoZ jim zabranuji
dosahnout plného genetického potencialu, omezuji jejich produktivitu a zplisobuji
zranéni, nemoci nebo odchylky ve fyziologii (Krishania et al., 2013).

Abiotické stresory zahrnuji vzasadé vSechny neZivé environmentalni
faktory, které mohou negativné nebo dokonce skodlivé ovlivnit rist a produktivitu
rostlin. Patfi sem napftiklad vysoka ozarenost, nedostatek vody i zaplaveni
stanovisté vodou, extrémni teploty, dale nedostatek anorganickych Zivin (dusik,
fosfor, draslik a dalsi) v piidé nebo zbytky chemikalii z lidské Cinnosti (Gong et al.,
2013). Jsou to tedy takové podminky prostredi, které snizuji riist a vynosy rostlin
pod optimalni uroven (Cramer et al., 2011).

Biotické stresory jsou naopak od stresori abiotickych zivé organismy
avrostlinach vyvolavaji bioticky stres. Patii sem houby, bakterie, viry,
konkuren¢ni druhy rostlin a v neposledni radé herbivorni Zivocichové vcetné
hmyzu (Shafique et al., 2014).

Herbivorie je diilezity vztah mezi rostlinami a Zivocichy. Herbivoii jsou takovi
zivocichové, ktefi jsou prizplisobeni ke konzumaci rostlinného materialu
(Stevens, 2010). Mohou mit velmi skodlivé ucinky na riist, reprodukci a dokonce
i preziti rostlin (Brys et al., 2011). Aby mohli dosdhnout maximalniho ptijmu Zivin,
tak si mnoho z nich vyvinulo urcité schopnosti, které jim umoziuji urcit, jaké
rostliny obsahuji malo defenzivnich sloucenin a zaroven vySsi mnozstvi vysoce
kvalitnich Zivin. Nékteré druhy hmyzu, jako jsou motyli, maji na nohou chemické
senzory, které jim umoznuji ochutnat rostlinu predtim, nez zkonzumuji jakoukoli
cast. Herbivori, kteti se zivi cibulovinami, Casto pouzivaji svlij smysl pro detekci
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hotkych sloucenin a prednostné se Zivi mladsSimi listy, které obsahuji méné
chemikalif (Stevens, 2010).

Rostlinna pletiva jsou hiife stravitelna nez Zivoci$na tkan. Vyzivné latky jsou uvnitr
tuhych bunécnych stén a obsahuji mnoho molekul, které jsou obtiZné stravitelné.
Kviili tomu maji herbivori sloZity zazivaci systém. Ale i s timto silnym zaZivacim
systémem rostlinny material stadle nema tak vysoky obsah tukl a bilkovin jako
zvireci tkan, takZe herbivofri musi konzumovat velké mnoZstvi potravy, aby si
udrzeli svoji télesnou stavbu (Nelson, 2013). Mohou svym pisobenim zménit
kvalitu rostlin, coZ mliZe pozdéji ovlivnit i ostatni skupiny Skiidcti (Pashalidou et
al., 2015). Mezi tyto herbivorni Zivocichy a Skiidce patfi i housenky bélaska
zelného (Zizka, 2015).

Bélasek zelny (Pieris brassicae)

Tento denni motyl se vyskytuje ve volné Krajiné, na polich, loukach, zahradach,
nebo parcich. Je bile zbarveny azZ na rohy prednich kridel, ktera jsou cerna.
Samicka ma navic na prostredku kridel dvé ¢erné skvrny. Spodni strana kridel je
naZloutle bila. Rozpéti kiidel je 5 - 6,5 cm (Zizka, 2015). Specializovany je
pirevazné na rostliny z ¢eledi Brassicaceae. Skody zpiisobené housenkami miiZou
byt v dobé premnoZeni obrovské (Kumar, 2017).

Samicky kladou zlatozluta vajicka na rub listi zeli, kapusty, brukve, hoi¢ice, ohnice
atd. (Zizka, 2015). Kladena jsou do skupin (Rod, 2017).

Po 10 aZ 14 dnech se lihnou z vajicek housenky, které jsou bledé zelené s Cernymi
bradavickami a s kratkymi chloupky. Postupné zacnou ozirat listy, aZ jsou celé
prodéravélé. To se stale opakuje, nez zbydou pouze listova Zebra. Zpocatku ziji
housenky pospolité, ale pozdéji se rozlezou. Stéhuji se zjednoho pole na druhé
(Masl, 1873). Jsou to velice zravi sktidci (Pashalidou et al., 2015).

Proména larvy v dospélce trva ptiblizné mésic. Poté, co ma 4 - 5 centimetrd, tak se
zakukli. U bélaskl toto kukleni probihd vétSinou hromadné. Kazdorocné stihne
bélasek zelny vytvorit dvé az tii nové generace, kdy prvni housenky se lihnou zjara
- od dubna do Cervna, druhé béhem léta - v Cervenci a v srpnu. Kolonie bélaski
dokaze znicit celou urodu. NejenZe se na ni Zivi, ale znehodnocuje ji i svym trusem.
Diky konzumaci brukvovitych rostlin se v téle larev bélaski hromadi odpudivé
a jedovaté latky, kterymi zapachaji. To jim zajisStuje ochranu pred nékterymi druhy
ptakd, pro které predstavuji potencidlni potravu. I presto jsou vitanym pokrmem
lumcika Zlutonohého (Apanteles glomeratus), ktery se Zivi hemolymfou a tukem
z jejich tél (Kocabkova, 2012).
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2.2 Reakce rostlin na stres

Preziti vyssich rostlin zavisi na jejich schopnosti ptizplisobit se stresu. Proto se
vyvinuly tak, aby reagovaly na stres tim, Ze méni své normalni vzorce genové
exprese a fyziologii (Cutt et Klessig, 1992).

To, jak bude rostlina na stres reagovat, zavisi na vice faktorech. Jednak na
charakteru stresoru, jeho velikosti, rychlosti nastupu a dobé ptisobeni. U rostliny je
rozhodujici jeji fyziologicky stav, genotyp a vyvojové stadium. V prirozenych
podminkach c¢asto pusobi vice stresorli najednou a jejich efekt se obvykle
vzajemné prohlubuje. Stres ma u rostlin rdznou Sifi projevi. Zakladni
charakteristikou byva trvalé zastaveni ristu, coZ vsak nemusi platit vidy a pro
vSechny stresory. U nékterych rostlin miize byt naopak zvysSena ristova aktivita
soucCasti obrannych reakci. Pokud na rostlinu zacne plsobit stresor, dojde
v rostliné k poplachové fazi, dale nastava faze restitucni, kdy se aktivuji obranné
mechanismy. Poté, co stres pomine, se rostlina vraci do ptivodniho stavu. Pokud
stres nadale pretrvava, tak se rostlina bud’ dokaZe prizpusobit, nebo dojde k jejimu
vycCerpani a postupnému thynu (Pavlova, 2005).

2.3 Obranné mechanismy rostlin proti herbivornim sSkidctim
a patogenim

ProtoZe rostliny herbivornim SkGidcim a patogentim celi po celé své Zivotni
obdobi, postupné si vyvinuly velké mnoZstvi obrannych strategii (Wu et Baldwin,
2010). Tato schopnost branit se je dllezita nejen pro rostliny rostouci v jejich
prirozeném prostredi, ale i pro rostliny vyuzivané pro kultivaci (Kumar, 2017).

Co se tyce Skiidct v podobé hmyzu, tak na nasi planeté jich existuje témér milion
a skoro polovina z nich se Zivi rostlinami. Tato probihajici bitva mezi rostlinami
a hmyzem trva vice neZ 350 miliont let a béhem jejich vzajemné koevoluce si hmyz
vyvinul schopnost lokalizovat hostitelskou rostlinu pomoci fyzikalnich nebo
chemickych podnéti, které hostitelska rostlina vytvari (Wu et Baldwin, 2010).

Rostliny vyvinuli ritizné zpiisoby, jak utoky herbivorntho hmyzu odrazit
(Kumar, 2017). Reaguji skrz sloZzity a nepravidelny obranny systém, ktery zahrnuje
strukturni bariéry, toxické chemické latky a schopnost pritahovat prirozené
nepratele svych Skldci. Po napadeni rostliny produkuji nescetné mnoZstvi
specializovanych metaboliti a proteinti, které maji toxické, repelentni nebo
antinutri¢ni uc¢inky na uto¢niky (War et al, 2012).

Soucasti obranného systému je tedy velké mnozstvi obrannych mechanizmd, které
maji rostliny k dispozici a které se rtiznym zplisobem piekryvaji. Mohou se u nich
vyskytovat stale, nebo se vytvareji aZ po jejich napadeni. Podle toho rostlinnou
obranu mtiZeme rozdélit na aktivni a pasivni (Repkova, 2013).

11



e Aktivni (indukovana) obrana je velice bézny a v rostlinach dobie prostudovany
typ obrany (Agrawal, 2000). K syntéze obrannych latek dochazi aZ po napadeni
herbivorem nebo patogenem (Mello et Silva-Filho, 2002). Tato obrana se tedy
spousti hned po tom, co je rostlina poskozena. Je rychld a dynamicka. Hraje
dtlezitou roli v ochrané rostlin pred dal$im poSkozenim a umoziiuje se rostliné
prizplisobit na konkrétniho dto¢nika. Po indukénim signalu rostliny zacnou
vytvaret specializované strukturni bariéry a produkovat chemické latky, jako
jsou napriklad sekundarni metabolity, které maji na herbivory toxické nebo
odpudivé ucinky a bud’ je usmrcuji, nebo zpomaluji jejich vyvoj. Tato obrana se
jeSté mlZe navic rozdélit na ptimou a nepifimou. Pfima obrana piimo ovliviiuje
uto¢niky pres toxické slouceniny nebo morfologické vlastnosti, zatimco
nepiima obrana ma za cil prilakat piirozené nepratele herbivornitho hmyzu
nebo jinych skiidcti (War et al, 2012).

e Pasivni (konstitutivni) obrana chrani rostliny stidle a nepotrebuje ke své
aktivaci zZadny indukéni signdl. Tvori ji latky a struktury, které herbivory
odpuzuji svoji primou toxicitou nebo sniZzovanim stravitelnosti rostlinnych
pletiv (Mello et Silva-Filho, 2002).

Rostlinna obrana (at’ uz pasivni nebo aktivni) tedy zahrnuje jak fyzické bariéry, tak
i chemické obranné latky. Mezi fyzické bariéry patii napriklad trny, trichomy
a kutikuly, které tvori strukturni prostfedky obrany. Do chemickych obrannych
latek fadime mnoho sekundarnich metabolitti, které v rostlinach plisobi jako silné
chemické zbrané a maji rozhodujici vyznam v interakcich mezi rostlinami a jejich
skiidci. Funguji jako toxiny, repelenty nebo je ¢ini nepozivatelnymi. Odhaduje se, Ze
v rostlinach je vice nez 500 000 sekundarnich metaboliti (Wu et Baldwin, 2010).

Tyto dva silné obranné systémy umoZnily rostlindm preZit. Obrana je vSak
nakladna, proto musi rostliny umét rozpoznat bézné mechanické poranéni od
opravdového napadeni Skiidcem. Mnoho studii prokazalo, Ze je dramaticky rozdil
vtom, jak rostlina reaguje na néjaké béZné mechanické zranéni a na zranéni
zplUsobené skiidcem, i kdyz vysledek je v obou pripadech stejny - poskozeni
a ztrata pletiv. K rozeznani priciny poskozeni slouzi rostlindm specifické receptory
(Wu et Baldwin, 2010). Obranny mechanismus ma schopnost rozpoznat signaly
z poSkozenych bunék a aktivuje imunitni opovéd rostlin (War et al., 2012).

2.4 Strukturni obranné mechanismy

Tyto obranné mechanismy jsou prvni linii obrany a hraji diileZitou roli v odolnosti
rostlin. Prindsi vyhodu v pifimém odrazovani skddci. Mezi jednotlivymi typy
muzou byt velké rozdily, od viditelnych struktur po mikroskopické zmény. Patii
mezi né napriklad rostlinné trichomy, trny, voskova vrstva na povrchu, kutikula
nebo lignifikace rostlinnych pletiv (War et al,, 2012).
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Trichomy

Trichomy hraji diileZitou roli v obrané rostlin proti velkému mnozstvi hmyzich
Sklidct (War et al., 2012). Slouzi jako prvni linie obrany (Peiffer et al., 2009). Maji
jak toxické, tak i zastrasujici ucinky, kterymi odpuzuji Skiidce od kladeni vajicek na
rostliny a od jejich pozirdni at uZ larvami nebo dospélci. Navic jim zhorsuji
pohyblivost na povrchu rostlin a tim znemoznuji pristupnost k listové pokozce.
Mohou byt rovné, spirdlovité, zahnuté, rozvétvené nebo Zlaznaté. Pravé Zlaznaté
trichomy vyluCuji sekundarni metabolity zahrnujici flavonoidy, terpenoidy
a alkaloidy. Ty mohou byt jedovaté, repelentni nebo mohou hmyz a jiné organismy
polapit. Tim vznika kombinace mechanické a chemické obrany (War et al,, 2012).
Rostliny, které tyto ochranné mechanismy maji, byvaji oproti lysym rostlindm ve
vyhodé. Kromé obrany pred napadenim plisobi i jako ochrana pred
vysouSenim, silnym slune¢nim zatfenim nebo pred mrazem (Nogueira et al., 2013).

Trny

Trny vznikaji pifeménou listli nebo stonku, a to diky plisobeni vnéjsiho prostiedi na
rostliny (Slavikova, 2002). Experimenty ukazaly, Ze rostlinné trny snizuji zajem
byloZravych sklidci o tyto rostliny (MilewskKi et al., 1990).

Kutikula

Rostlinna kutikula je extracelularni hydrofobni vrstva, kterd pokryva pokozku
vSech plidnich rostlin a poskytuje ochranu pred vysychanim a vnéjsSimi vlivy
prostredi. Jeji hlavni sloZkou je polymerni kutin a kutikularni vosky. Je ziejmé, Ze
fyziologickd tuloha kutikuly presahuje svoji primarni funkci jako transpiracni
bariéra a hraje dulezitou roli vinterakci s patogennimi Skidci (Yeats et Rose,
2013).

Lignifikace rostlinnych pletiv

Lignifikace rostlinnych pletiv je jeden zdalSich typl obrannych mechanismi.
Lignin hraje ustfedni roli v obrané rostlin proti hmyzu a patogentim tim, Ze jim
omezuje pruanik do rostliny. Také snizuje vyzivovou hodnotu listu. Bylo zjiSténo, Ze
syntéza ligninu je indukovana piimo herbivorem nebo patogennim $klidcem (War
etal, 2012).

2.5 Chemické obranné mechanismy

DalSim silnym obrannym systémem rostlin jsou chemické obranné mechanismy.
Vétsina chemickych obrannych latek je indukovanych a jejich produkce po utoku
Skiidce dramaticky stoupa. Indukované obrany jsou ve své podstaté horsi nez
obrany konstitutivné rozvinuté, vzhledem k Casovému zpozdéni mezi prvnim
utokem a aktivaci obrany. Kvili tomuto zpozdéni miliZe byt rostlina zranitelna
hodinu nebo dokonce i nékolik dni, nez se docka aktivace svoji obrany. I tak je
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tento zplsob obrany u rostlin béZny. Tyto obrany jsou velice nakladné, a proto
neprobihaji v rostliné stale, ale az po utoku skiidcem. Pravdépodobné se vyvinuly
jako usporna opatreni, ktera rostliné davaji ¢as na jejich produkci. Pokud nejsou
potiebné, tak je rostlina nemusi vyuZit a tim usSetfi energii na jiné dllezité Zivotni
pochody (Baldwin, 1998).

Podle evolucnich biolog vznikly dédicnymi mutacemi, ptirozenym vybérem
a evolucnimi zménami. Nahodné mutace v zakladni metabolické cesté vedly ke
vzniku novych slouCenin, které se staly toxickymi nebo odstraSujicimi pro
herbivory a patogenni mikroby. Dokud tyto slouceniny nebyly prili§ toxické, tak
naklady na jejich produkci byly nizké a rostliny diky nim mély vySsi fitness nez
rostliny bez nich a predaly je do dalSich generaci (Taiz et Zeiger, 2010).

Chemické obranné mechanismy jsou rtiznorodé a vysoce dynamické. Defenzivni
slouceniny piisobi na Skiidce bud’ primo, kdy vyuzivaji svoji toxicity ¢i nechutnosti
nebo neprfimo uvolinovanim tékavych organickych sloucenin, které pritahuji
prirozené nepratele rostlinnych sktidcti (War et al.,, 2012).

2.5.1 Sekundarni metabolity

Do chemickych obrannych mechanismi fadime mnoho sekundarnich metabolit,
které jsou vyslednym produktem sekundarniho metabolismu rostlin
(Novak, 2007). Rostlinna riSe produkuje velké mnoZstvi téchto organickych latek
(Klejdus et al.,, 2003).

Sekundarni metabolismus je svymi procesy uzce spjaty s metabolismem
primarnim (Novak, 2007). Neexistuji mezi nimi Zadné zasadni rozdily a nelze najit
zadné presné hranice mezi nimi. Vobou probihaji podobné chemické reakce
a komplexni molekuly jsou syntetizovany zjednoduchych prekurzort za pomoci
enzymu (Edwards et Gatehouse, 1999).

Vysledkem primarniho metabolismu jsou zejména cukry, aminokyseliny, proteiny,
tuky a dalsi. Ty jsou na rozdil od sekundarnich metaboliti Zivotné dilezité,
nepostradatelné a zajisStuji zakladni Zivotni rostlinné pochody a ucastni se
zakladnich biochemickych reakci (Novak, 2007). Tyto primarni metabolity jsou
zakladem biosyntetické produkce sekundarnich metabolitl (Klejdus et al., 2003).

Rostliny produkuji velice rozmanité spektrum sekundarnich metabolitii, které
nemaji primou funkci vjejich ristu, vyvoji, v procesech fotosyntézy, respiraci,
syntéze proteint, diferenciaci nebo tvorbé sacharidii, proteinii a lipidi (Taiz
et Zeiger, 2010).

Vyskytuji se v mensSich mnozstvich a pochazeji hlavné zmetabolismu cukri
a aminoKkyselin. Vrostlindch vétSinou zlstavaji a skladuji se naptiklad ve
vakuolach, bunécnych sténach nebo ve specialnich bunikkach (Novak, 2007).
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Po mnoho let nebyl vyznam vétSiny téchto rostlinnych sekundarnich metabolitii
znam. Tyto slouceniny byly povaZovany za bezvyznamné kone¢né produkty
metabolismu nebo metabolické odpady. Prikopniky studia téchto latek byli
organicti chemici a to v devatenactém a na zacatku dvacatého stoleti. O tyto latky
se zajimali hlavné kviili jejich moznému ucinku jako 1ékd, jedi nebo primyslovych
materiall (Taiz et Zeiger, 2010).

Diky dikazim ze studii fytochemie a biologie rostlin miizeme predpokladat, Ze
sekundarni metabolity jsou latky, diky kterym rostliny komunikuji nebo reaguji na
vnéjsi podnéty. Jejich uvoliiovani je regulovdno. Kazdy druh rostlin se vyvijel az
kjedinecné sadé mechanismii pro biosyntetickou regulaci sekundarnich
metabolitl (Pavarini et al., 2012).

U velkého mnozstvi z nich neni dosud znama zZadna funkce (Votrubova, 2010).
Jejich dloha v obrané muZe spocivat v odstrasujicim ucinku, toxickém ucinku nebo
plisobi jako prekurzory systému fyzické obrany (Bennet et Wallsgrove, 1994).
Dnes jsou tedy povazovany za velice vyznamné slozky rostlin, které jsou pro tyto
prisedlé organismy vyhodné (Delgoda et Murray, 2017). Predpoklada se, Ze slouZzi
piredevsim jako obrana proti herbivornim skiidctim a patogentim (Agrawal, 2000).
Dale slouzi jako atraktanty pro opylovace aroznaSece semen (Taiz
et Zeiger, 2010). Rostliny, které tyto latky produkuji, byvaji odolnéjsi nez jedinci
bez produkce obrannych latek (Agrawal, 2000).

Nékteré sekundarni metabolity sice mohou byt pro herbivory pozivatelné, ale
jejich zpracovani je tak energeticky narocné a pri jejich traveni muze dojit
k naruseni homeostazy a ke zméné pH télnich tekutin. Proto se potravé s témito
latkami radéji vyhybaji (Guglielmo et al., 1996). Strukturné jsou velmi slozité,
proto je uméla syntéza obtiZznd nebo neni viibec mozna (Bhatia, 2015). Kazdy
organismus ma svilij vlastni charakteristicky soubor sekundarnich metabolitd.
Nase znalosti jsou vSak v této oblasti stile omezené (Verpoorte et Alfermann,
2000).

2.5.1.1 Biogeneze sekundarnich metabolitii v rostlinach

Z tohoto hlediska délime rostlinné sekundarni metabolity do tfi skupin: polyketidy,
terpeny a steroidy a latky, které vznikaji z kyseliny Sikimové (Baloun et al., 1989).
Jednotlivé kroky v jejich biosyntéze jsou zndzornény na obr. €. 1.

Polyketidy

Polyketidy jsou v  prirodé Siroce distribuovany a  nachazeji se
v rostlindch, mikrobech, hmyzu a v mofrskych organismech (Simpson
et Amos, 2017). Jsou tvoreny celou fFadou dulezitych sloucenin s lécebnymi
ucinky, jako jsou antibiotika, protirakovinna cinidla, imunosupresiva a cinidla
snizujici hladinu cholesterolu. Je diilezité porozumét tomu, jak se v ptirodé
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tvori, aby bylo moZné odvozovat jejich derivaty a také je produkovat v ekonomicky
vyznamném mnozstvi (Kumar et al., 2004).

Jejich biosyntéza musi byt katalyzovdna pomoci enzymi polyketid syntetaz.
Existuji tfi typy: typ I, typ II a typ III. Typ I a II se vyskytuje vétSinou u mikrobi.
V rostlinach, bakteriich a houbach pak typ IIl. Syntéza vychazi z molekul acetyl-
CoA. Ty jsou prostrednictvim malonyl-CoA kondenzovany. Diky enzymim jsou
dvouhlikaté molekuly fetézeny a modifikovany. Strukturni tiidy sloucenin
vznikajicich z polyketidové drahy zahrnuji acetogeniny, antrachinony, flavonoidy
a stilbeny. Slouceniny obsahujici fenylové skupiny ziskané z polyketidové drahy
obsahuji hydroxylové a funkcionalizované hydroxylové skupiny, které jsou
navzajem spojeny (Simpson et Amos, 2017).

Terpeny a steroidy

Terpeny nebo terpenoidy tvoii nejvétsi tiidu sekundarni metaboliti. Rizné latky
této tridy jsou obecné nerozpustné ve vodé. Jsou syntetizovany z acetyl-CoA nebo
glykolytickych meziproduktti. Vznikaji spojenim pétiuhlikového isoprenu. VSechny
terpeny jsou tedy prilezitostné oznacovany jako izoprenoidy. Klasifikovany jsou
podle poctu pétiuhlikatych jednotek, které obsahuji. Dvé pétiuhlikaté jednotky
maji monoterpeny, tfi maji seskviterpeny, ¢tyfri maji diterpeny, Sest maji triterpeny
a osm jich maji tetraterpeny. Polyterpeny maji potom vice jak osm sad (Taiz
et Zeiger, 2010).

Mezi triterpeny se tadi organickd sloucenina skvalen, jehoZ cyklizaci vznikaji
steroidy- fytosteroly, do kterych patii kardioaktivni glykosidy, steroidni saponiny
a alkaloidy (Baloun et al., 1989).

Latky vznikajici z kyseliny Sikimové

Latky vznikajici z kyseliny $ikimové musi projit cestou, ktera se nazyva Sikimatova
draha (Gharwalovg, 2017).

Tato draha sestava ze sedmi krokd, pocinaje kondenzaci fosfoenolpyruvatu
a erytrosa-4-fosfatu. Jejich kondenzace a cyklizace vedou k tvorbé Kkyseliny
Sikimové a konc¢i syntézou kyseliny chorismové (Kougan et al.,, 2013).

Kyselina Sikimova je prekurzorem aromatickych kyselin, jako je fenylalanin,
tyrosin a tryptofan. Poté je pfreménéna na kyselinu skoricovou nebo kumarovou,
popripadé jiné fenylpropanové kyseliny (Gharwalova, 2017).
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Obr. €. 1: Biogeneze sekundarnich latek v rostlinach (Parsaeimehr et al., 2011).

2.5.1.2 Rostlinné fenolické latky

vEv/

Rostlinné fenolické latky jsou nejcastéjSimi sekundarnimi metabolity v rostlinach
(Edwards et Gatehouse, 1999). Hraji hlavni roli v obrané proti herbivorim,
mikroorganismim a konkuren¢nim rostlindm (War et al., 2012).

Obecné jsou charakterizovany jako aromatické sekundarni metabolity, které maji
(nebo ptvodné mély) jeden nebo vice hydroxyli (OH skupina vazana
v organickych slouceninach) s charakteristickymi kyselymi vlastnostmi vazanymi
pfimo na aromatickou (fenylovou) ¢ast molekuly. Tato vlastnost je vyuZivana pro
jejich detekci, izolaci, chemickou transformaci a je také zdrojem chemické
reaktivity a Casto i biologickych aktivit rostlinnych fenolid (Harmatha, 2005).

VétSina téchto sloucenin je odvozena z cesty Kkyseliny Sikimové pres
fenylpropanoidy, s malym poctem jednoduchych fenoli odvozenych od
kyseliny 3 - dehydro Sikimové (Edwards et Gatehouse, 1999). Syntetizovany jsou
hlavné z kyseliny skoricové, ktera vznika zfenylalaninu (Michalak, 2006). Tato
reakce je katalyzovana fenylalanin amoniak lyazou (PAL), coZ je moZna nejvice
prostudovany enzym v sekundarnim metabolismu rostlin (Taiz et Zeiger, 2010).

Vzhledem Kk jejich fytotoxicité se fenolické metabolity ziidka vyskytuji jako volné
aglykony, ale jsou uchovavany jako glykosidické konjugaty ve vakuolach nebo jsou
konjugovany s komponenty bunécné stény (Edwards et Gatehouse, 1999).
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V rostlindch maji rtiznou funkci. Jejich zvySenou produkci je mozné pozorovat diky
riznym vlivim vnéjstho prostfedi a pri plisobeni stresovych faktori
(Michalak, 2006). Oxidace fenoli katalyzovand enzymem polyfenolickd oxidaza
(PPO) a peroxidaza (POD) je potencialni obranny mechanismus v rostlinach. Touto
oxidaci vznikaji chinony, které se kovalentné vaZou na bilkoviny v listech a inhibuji
jejich traveni u herbivord. Navic vykazuji primou toxicitu pro hmyz. Hraji také
dilezitou roli pii cyklické redukci reaktivnich forem kysliku (ROS), jako jsou
superoxidové anionty a hydroxidové radikaly, peroxid vodiku nebo singletovy
kyslik, které naopak aktivuji kaskadu reakci vedoucich k aktivaci obrannych
enzymi (War et al,, 2012). V poslednich 25 letech doSlo k vyznamnému vyvoji ve
vyzkumu, ktery je zaméreny na extrakci, identifikaci a kvantifikaci fenolickych
sloucenin (Khoddami et al., 2013).

Chemicky jsou heterogenni skupinou, obsahujici témér 10 000 individualnich
slouenin (Taiz et Zeiger, 2010). Zahrnuji hydroxybenzoové Kkyseliny,
fenylpropanoidy a slouceniny od nich odvozené (Edwards et Gatehouse, 1999).

Hydroxybenzoové Kkyseliny jsou jednoduchymi derivaty fenylpropanoidovych
prekurzorli. Kyselina salicylova, ktera je dtlezitd v odolnosti rostlin viici
chorobam, je syntetizovana z Kkyseliny skoricové. Dalsi dilezitou skupinou
metabolitli Kyseliny hydroxybenzoové jsou hydrolyzovatelné taniny vzniklé
z vicendsobné esterifikace glukézy s kyselinou galovou. Hydroxybenzoové
kyseliny mohou byt také redukovany na odpovidajici aldehydy a alkoholy, jako je
vanilin (Edwards et Gatehouse, 1999).

Kyselina trans-skoricova, kyselina p-kumarova a jejich derivaty jsou jednoduché
fenolické sloucCeniny nazyvané fenylpropanoidy. Obsahuji benzenovy kruh
a postranni retézec se tremi uhliky. Fenylpropanoidy jsou dilezitymi stavebnimi
skupinu rostlinnych sekundarnich metabolitli, které jsou strukturné velice
variabilni a maji Siroky rozsah biologickych funkci a ucinkd, a to jak v rostliné
samotné, tak i v plisobeni na organismy jinych druht. Z hlediska ucinkl jsou
fenylpropanoidy Siroce zastoupené témér ve vSech kategoriich, od tékavych
a nizkomolekularnich atraktant a repelentli, pres odstrasujici a nepozivatelné
prostiedky, specifické juvenoidy a receptorové agonisty ekdysteroidd,
antihormonaln{ latky, chemosterilanty a toxiny, azZ po komplexni latky interferujici
s tvorbou a svlékanim kutikuly, ostatné tvorené také z Casti oligomérnimi fenoly
(Harmantha, 2005).

Z metabolismu fenylpropanoidi je také odvozena syntéza ligninu, ktery neni
klasickym sekundarnim produktem, ale ma dileZzitou strukturni funkci v rostlinach
(viz kapitola Strukturni obranné mechanismy) (Edwards et Gatehouse, 1999).
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2.5.1.3 Kyselina salicylova

O OH

OH

Obr. ¢. 2: vzorec kyseliny salicylové

Kyselina salicylova (SA, vzorec viz obr. ¢ 2) je jednou z Cetnych fenolickych
sloucenin (Klessig et Malamy, 1994). Jako rostlinny hormon hraje dileZitou roli pfi
indukci obrany rostlin proti riznym biotickym a abiotickym stresorim
prostiednictvim morfologickych, fyziologickych a biochemickych mechanismi
(War etal., 2011).

Siroka $kala prokaryotickych a eukaryotickych organismi véetné rostlin kyselinu
salicylovou produkuje. Jak ji rostliny syntetizuji, bylo studovano témér piil stoleti.
Biochemické studie naznacuji, Ze SA je syntetizovana z fenylalaninu s benzoatem
jako bezprostrednim prekurzorem. Nedavné genetické analyzy naopak ukazuji, Ze
vice nezZ 90% SA je syntetizovano z izochorismatu. Zatimco uloha rostlinnych
izochorismatovych syntetaz v produkci SA byla prokazana, nebyly identifikovany
rostlinné enzymy, které Kkonvertuji isochorismat na SA. Proto jeji syntéza
v rostlinach neni jesSté zcela definovana (Chen et al., 2009).

Bylo prokazano, Ze kyselina salicylova je signalni molekulou, ktera se podili jak na
lokalnich obrannych reakcich v mistech infekce, tak na vyvolani systémové
rezistence. | kdyZ je stile nejasné, zda tato sloucenina miize slouzit jako dalkovy
messenger signalizujici pritomnost patogenu, jeji syntéza a akumulace jsou
dilezitymi poZadavky na obranné reakce (Durner et al, 1997). Akumuluje se
prevazné v listech a zde pisobi jako induktor exprese urcité sady obrannych
proteint ¢i indukuje vznik antimikrobialnich latek (Vlot et al., 2009).

Pokud je rostlina infikovana patogenem, dojde kSiroké Skale biochemickych
a fyziologickych reakci. Predpoklada se, Ze vétSina téchto odpovédi rostliny chrani
a snaz{ se omezit nebo dokonce odstranit patogen (Klessig et Malamy, 1994).

Kyselina salicylova vyvolava vyssi obranu spiSe proti hmyzim Skidctim, ktefi saji
rostlinné $tavy, nez proti Sklidcim kteii rostliny okusuji. Indukuje tvorbu ROS,
které aktivné poskozuji travici systém hmyzu, coz vede ke sniZeni riistu a vyvoje.
Navic SA signalizuje uvolnovani tékavych latek rostlin, které pritahuji prirozené
nepratele hmyzich Skiidcti (War et al.,, 2012).
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2.5.1.4 Flavonoidy

Velkou podskupinou sekundarnich metaboliti kategorizovanou jako fenolické
slouceniny jsou flavonoidy. Jsou to nizkomolekularni polyfenolické latky (Samanta
et al., 2011). Predstavuji jednu z nejvétsSich a nejvice studovanych tfid rostlinnych
specializovanych metabolit(i, které jsou odvozené z fenylpropanoidu. Tato skupina
zahrnuje odhadem asi 10 000 riiznych sloucenin (Dixon et Pasinetti, 2010).

Syntetizovany jsou v cytoplazmé a poté se hromadi v malych vakuolach, které
splynou s vakuolou centralni. VSe probiha v epidermis a v primarni kiire. Klicové
prekurzory pro syntézu flavonoidd jsou fenylalanin a malonyl-CoA (Winkel -
Shirley, 2001).

PrestoZe jejich Siroké rozsifeni v rostlinné riSi bylo jiZz mnoho let znamé,
povazovaly se ptivodné za biologicky malo vyznamné (Koes et al., 1993). Dnes, na
rozdil od minulosti, se vSechny tyto slouceniny jiz nepovaZzuji za odpadni produkty,
evoluc¢ni zbytky bez funkce nebo za kone¢né metabolické produkty, které jsou pro
rostliny toxické a jsou proto uchovavany ve vakuolach. Vime, Ze maji Sirokou skalu
biologickych aktivit (Treutter, 2005). Maji pozitivni a¢inky nejen pro rostliny, ale
ina zdravi lidi a zvifat a jsou stfedem zajmu v terapeutickém vyzkumu (Dixon
et Pasinetti, 2010).

Chemicka struktura flavonoidia

Flavonoidy jsou derivaty 2 - fenylchromanu. V rostlinach se vyskytuji vétSinou
glykosidné vazané. Pravdépodobné se v Zivych rostlinnych organismech ucastni
oxidacné reduké¢nich pochodi. Podle stupné oxidace pyranového kruhu je délime
do nékolika skupin (Spilkova et al., 2016).

Zaklad flavonoidu tvori patnacti uhlikaty skelet (viz obr. €. 3), ktery je sloZzeny ze
dvou Sesti uhlikatych aromatickych kruhii (A a B) spojenych prostiednictvim ti{
uhlikatého heterocyklického pyranového kruhu (C), ktery obsahuje jeden atom
kysliku (Saxena et al, 2012). Rozdily mezi flavonoidy jsou dany mnoZstvim
a poradim hydroxylovych skupin a také rozsahem alkylace a glykosylace (Heinrich
etal.,, 2008).

Obr. ¢. 3: zakladni struktura flavonoidu
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Hlavni funkce flavonoidiu v rostlinach

Flavonoidy nejsou pro preziti rostlin nezbytné, nicméné to jsou bioaktivni latky
a obecné hraji vyznamnou roli v odolnosti rostlin. Je jiz dlouho znamo, Ze jsou
odpovédné za barvu a vini kvétin a ovoce, ¢imz 1akaji opylovace (Samanta et al,,
2011).

Dalsi dtleZitou funkci flavonoidi je ochrana rostlin pied abiotickymi i biotickymi
stresory (Samanta et al., 2011). Pasobi jako unikdtni UV-filtry, kdy epidermalni
flavonoidy, které absorbuji UV zareni, chrani vnitini tkané listd a stonkt (Treutter,
2005). Dale funguji jako signalni molekuly, alelopatické slouceniny, fytoalexiny,
detoxikacni ¢inidla nebo jako antimikrobialni obranné slouceniny. Zvysuji odolnost
vUic¢i mrazu a suchu (Samanta et al,, 2011).

Pomahaji také rostlinam zit na ptidach, které jsou bohaté na toxické kovy, jako je
napiiklad hlinik. Flavonoidy také chrani pied reaktivnimi formami kysliku a tak
zabranuji peroxidaci lipidid (Treutter, 2005). Jejich vyznam v rostlinné biologii
piresahuje jejich specifické funkce uvnitf rostliny (Dixon et Pasinetti, 2010).

Navic, kviili svym terapeutickym ucinkiim jako jsou antioxidacni, protirakovinné,

/////

rovnéZ povazovany za farmaceuticky vyznamné slozky (Onkokesung et al., 2014).
Klasifikace flavonoidii

Jak uvadi Winkel-Shirley (2001), flavonoidy zahrnuji Sest hlavnich skupin (bod 1. -
6.), které se nachazeji ve vétsiné vyssich rostlin a tfi mensi podskupiny (bod 7. - 9),
jejichZ vyskyt neni tak rozsireny. Jsou to:

chalkony
flavony
flavonoly
flavonony
antokyany
taniny
aurony
isolavonoidy
stilbeny

O 0N W

RozliSeny jsou na zakladé na jejich chemické struktury (Onkokesung et al., 2014).
Chalkony

Chalkon je trivialni nazev 1, 3- difenylprop-2-en-1-onu. V pfirodé mizeme nalézt
nékteré derivaty chalkonu, kde hraji roli prekurzorG vsSech flavonoidi
v metabolismu rostlin. Jde vlastné o oteviené derivaty flavont. Diky biologickému
testovani prirodnich i syntetickych chalkoni bylo u rtiznych derivati zjisténo, ze

21



maji  Siroké spektrum ac¢inkd, napriklad antibakteridlni, antifungalni,
antivirové, antiprotozoalni, antitumorézni, chemoprotektivni, gastroprotektivni,
protizanétlivé a dalsi (Chlupacova et Opletalova, 2004).

Flavonoly a Flavony

Flavonoly jako fisetin, quercetin, kaempferol a myricetin jsou nejcastéjSimi
rostlinnymi flavonoidy a vyskytuji se v mnoha druzich ovoce a zeleniny, napft.
v jablkach nebo v cibuli. Flavony jako apigenin, luteolin a baicalein jsou pritomny
vrelativné malych mnoZstvich v zrnech, listové zeleniné a bylinach (Esselen
et Barth, 2014).

Flavonony

Flavonony jsou jednou z nejvétSich podskupin flavonoidd, které se prirozené
vyskytuji u mnoha druhti ovoce a zeleniny, zejména téch, které maji tmavou barvu.
Nachazi se predevsim v citrusovych plodech a v nékterych aromatickych bylinach,
jako je mata (Ni, 2011).

Antokyany

Antokyany jsou ve vodé rozpustné piirodni pigmenty. Jsou zodpovédné za Sirokou
skalu barev kvétli, plodli a jinych Casti rostlin od oranzové, Cervené az fialové
amodré. NejbéZnéjsSimi antokyany v rostlinach jsou pelargonidin, kyanidin,
peonidin, delphinidin, petulidin a malvidin. Za namodralou barvu je zodpovédny
delphinidin, kyanidin a pelargonidin za zbarveni fialové a ¢ervené. Tvoreny jsou
cukernou a necukernou ¢asti. Nejcastéji zastoupenymi cukry, které tvori cukernou
Cast, jsou xyloza, arabindéza, rhamnéza, glukéza a galakt6za. Necukerna cast
antokyanii se oznacuje jako antokyanidin (Chabinova et al., 2011).

Taniny (tfisloviny)

Taniny jsou fenolické slouceniny o vysoké molekulové hmotnosti. Vyskytuji se
v listech, ve drevé, kiire nebo v plodech. Zatimco pribuzné fenolické slouceniny,
jako jsou jednoduché fenoly nebo neolignany, jsou charakterizovany
a klasifikovany podle jejich chemické struktury, taniny jsou riiznorodou skupinou
sloucenin, které souviseji predevSim s jejich schopnosti tvorit komplexy
s bilkovinami. Taniny jsou tedy obvykle definovany jako ve vodé rozpustné
polyfenolové latky schopné se vazat na proteiny (Hassanpour et al., 2011).

Taniny svymi ucinky silné plisobi na skodlivé ucinky fytofagniho hmyzu. Tim, Ze se
vazou na proteiny, ovliviiuji rist a vyvoj hmyzu. SniZuji uc¢innost absorpce Zivin
a zpusobuji 1éze stiev. Plisobi jako odstrasujici prostifedek mnoha hmyzich sktdct.
Kondenzované taniny jsou oligomerni nebo polymerni flavonoidy, také znamé jako
proanthokyanidiny (War et al., 2012).
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Aurony

Aurony jsou strukturalné izomery flavoni (Boumendjel, 2003). Zptsobuji Zluté
zbarveni kvétd nékterych okrasnych rostlin (Nakayama et al.,, 2000). Tento druh
flavonoidi je v dnesni dobé zatim malo prozkoumdan a jeho vyzkumy teprve
zaCinaji (Boumendjel, 2003).

Isoflavonoidy

I[soflavonoidy jsou velkou podskupinou flavonoidi. Zahrnuji isoflavony,
isoflavanony, isoflavany, rotenoidy a pterokarpany. Co se tyka jejich struktury, tak
fenylovy kruh B je pripojen k heterocyklickému kruhu C v poloze 3 na rozdil od
ostatnich flavonoidt, u kterych je v poloze 2 (Foudah et Abdel-Kader, 2017).

Znamo je asi 629 struktur a z toho je popsano priblizné 364 aglykond. Od dalSich
trid flavonoidi se odliSuji vazbou benzenového kruhu v pozici 3 heterocyklického
systému. Jejich struktura je zaloZena na 3-fenylchromen-4-onu. Li$i se v mire
methylace, hydroxylace a glykosylace. Jsou zastoupeny v omezeném poctu Celedi
ato u Fabaceae a Viciaceae. VmensSim mnozZstvi se vyskytuji i u Cceledi
Papilionaceae, Iridaceae, Myristicaceae, Compositae, Amaranthaceae a Rosaceae.
Vyskytuji se predevSim v chloroplastech nadzemnich ¢asti rostlin, v malém
mnozstvi i v kofenech (u nékterych druhii jsou pouze v korenech, napt. Ononis
spinnosa). V rostlinach jsou bud piitomny stale, nebo se tvoii az po plisobeni
stresu. Na jejich obsah ma vliv fada biotickych i abiotickych faktort. V rostlinach
plni urcité funkce v obranném systému. Chrani pred infekcemi, tvoii se pri kliceni
semen, po napadeni hmyzem a poskozeni skiidci. Po urcitou dobu mohou tyto latky
udrzovat svoji biologickou aktivitu a ovliviiovat mikrobidlni poméry v ptdé
(Klejdus et al.,, 2003).

Stilbeny

Stilbeny jsou malou skupinou sekundarnich metaboliti patiicich do flavonoidi.
Jsou produkovany u fady druhti rostlin (Chong et al., 2009). Hraji diilezitou roli p¥i
reakci rostlin na bioticky a abioticky stres. Mnoho stilbenti jsou antimikrobialni
slouceniny, které jsou syntetizovany z diivodu obrany rostlin proti mikrobialnim
patogentim a bylozravcim (Paldrychova, 2015).

2.5.2 Oxidacni vzplanuti

Oxidacni vzplanuti je rychla a prechodna vyroba obrovského mnoZstvi reaktivnich
forem kysliku (Wojtaszek, 1997). Mezi tyto reaktivni slouceniny patfi superoxid,
peroxid vodiku a hydroxylové radikaly. Tento obranny mechanismus je prvni linii
obrany leukocytli pfi styku s patogenem. Ukazalo se, Ze podobny obranny
mechanismus maji i rostliny. Hlavnim produktem této reakce u rostlin je peroxid
vodiku (Wilhelm, 1997).
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2.5.2.1 Hlavni funkce oxidac¢niho vzplanuti

Je to jeden znejdiive pozorovatelnych aspektli obranné strategie rostlin
(Wojtaszek, 1997). Produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) prostrednictvim
spotieby kysliku v tzv. oxidativnim vzplanuti je jednou z nej¢asnéjsich bunécnych
reakci po Uspésném rozpoznani patogenu. V rostlinné buiice miZou ROS ptimo
zpusobit zesileni stén hostitelskych bunék prostiednictvim zesitovani
glykoproteinli, nebo dojde k lipidové peroxidaci a naslednému poskozeni
membrany (Torres et al, 2006). Dale mohou slouZit jako obranné latky, které
plisob{ toxicky pfimo na napadajici patogen a omezuji tak jeho Zivotaschopnost. Ve
vysledku muize dojit jak k omezeni Sifeni patogenu, tak i k odumieni rostlinnych
bunék v misté napadeni. To znamena, Ze ROS jsou tedy toxické nejen pro patogeny,
ale i pro rostlinné buniky (Wojtaszek, 1997). Je také zrejmé, Ze ROS jsou dilezité
signalni molekuly, které zprostredkovavaji aktivaci obranného genu (Torres et al.,
2006).

ROS maji tedy dvoji funkci, kdy vnizkych koncentracich indukuji expresi
obrannych genti a adaptivni reakce, zatimco ve vysokych koncentracich prispivaji
k bunécné smrti (Bhattacharjee, 2005).

Nejdrive byly pozorovany jako toxické vedlejsi produkty aerobniho metabolismu,
které jsou odstraniovany pomoci antioxidantli a antioxida¢nich enzymi (Bailey-
Serres et Mittler, 2006). Ty jsou lokalizovany v riznych bunécnych strukturach.
Zahrnuji neenzymové a enzymové systémy. Mezi Uc¢inné antioxidanty radime
B karoten, askorbat, redukovany glutathion a a-tokoferol (Piterkova et al., 2005).

V poslednich letech je ziejmé, Ze ROS hraji také dtlezitou signaliza¢ni roli
v procesech jako je rist, vyvoj, reakce na biotické a abiotické environmentalni
podnéty aprogramovanou bunéfnou smrt. Diky postupnému vyvoji rostliny
dokazou toxicitu téchto reaktivnich forem prekonat (Bailey-Serres
et Mittler, 2006).

2.5.2.2 Mechanismy produkce ROS v reakci na patogeny

ROS se tvori za normalnich podminek bézné jako vedlejsi produkty postupnych
jedno-elektronovych redukci molekularniho kysliku (Wojtaszek, 1997). Vznikaji
viadé bunécnych mist, véetné mitochondrii, chloroplastli, peroxizomi a na
extracelularn{ strané plazmatické membrany (Bailey-Serres et Mittler, 2006). Jsou
produkovany v nizkych koncentracich, protoZe bunlky maji vyvinuté obranné
podminkach mohou byt tyto obranné mechanismy prolomeny a dochazi
k takzvanému oxida¢nimu vzplanuti, pti kterém je produkovano velkého mnoZstvi
ROS (Wojtaszek, 1997).

Na jejich produkci se podili nékolik enzyml hned po UspéSném rozpoznani
patogent. PrestoZe primarni oxida¢ni vzplanuti po rozpoznani patogenu nastava
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v apoplastu, ROS produkované v jinych bunécnych kompartmentech miizou mit
také svoji funkci v obrané.V rostlinné bunce mohou byt produkovany vysoké
hladiny ROS jako vedlejsi produkty metabolickych procesti, zejména fotosyntézy
(Torres et al., 2006).

2.6 Signalizace napadeni herbivorem uvnitr rostliny

Odpovédi rostlin na zranéni a herbivorii jsou regulovany signalnimi transdukénimi
drahami, které funguji jak v misté zranéni, tak v neposkozenych vzdalenych listech
(Lietal., 2002).

Pokud dojde k posSkozeni vodivého pletiva xylému, zatne do néj poskozenym
mistem vnikat vzduch a tim dojde ke zméné tlaku a ke zméné sily sani rostliny.
Tato zména vyvola v rostliné signal, ktery vychazi ze zranéného mista a Sifi se po
rostliné do neposkozenych mist. Tyto hydraulické signdly se méni na signaly
elektrické pomoci iontovych pump nebo kanald. Cim vice se signal vzdaluje od
mista poranéni, tim je slabsi. Hydraulické a elektrické signaly jsou jedny z prvnich
prvkl fetézce prenosu signalu v systémovych reakcich, ale jejich spojeni
s biochemickymi reakcemi jesté neni dosud zcela vyieSeno (Schulze et al., 2005).

Nejlépe popsanou systémovou reakci je signalizace pomoci systeminu. Systemin je
18 - aminokyselinovy polypeptid, ktery se uvoliiuje z mist poranéni a reguluje
aktivaci vice nez 20 obrannych genl. Vznikd zproteinu prosysteminu
proteolytickym Stépenim. Prosystemin je pravdépodobné syntetizovan
v cytoplazmé. Systemin se poté vaZze na plazmatickou membranu a dojde
k intracelularnimu uvolnovani kyseliny linolenové z membran a jeji nasledné
pfeméné na kyselinu jasmonovou, coZ je silny aktivator transkripce genu obrany
(Ryan, 2000).

Kyselina jasmonova se zatne hromadit v misté poranéni a stimuluje vyrobu mnoha
obrannych sloucenin, jako jsou oxida¢ni enzymy, alkaloidy nebo tékavé latky.
Vysledkem indukované rezistence vrostlinach je snizeni ztrat zptsobenych
herbivory a vy3$si vynosy plodin (War et al., 2011).

Také spolu se svymi derivaty prispiva k tvorbé sekundarnich metaboliti, ristu
a spravnému vyvoji rostliny (PodleSdkova et al, 2012). Aktivuje také geny
nékterych primarnich metabolickych drah, které poskytuji prekurzory pro tvorbu
nékterych alkaloidt (Baldwin et al., 2002).

Dalsim prikladem signalnich nebo regulacnich molekul obrannych mechanismi je
kyselina salicylova nebo methyljasmonat. Jejich biosyntéza se pri plisobeni
stresorli zvy$i. Tyto signdlni molekuly taktéZz spousti signdlni kaskadu, ktera
pozitivné reguluje transkripci gent stresové odpovédi (Salacova et al.,, 2015).
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2.7 Signalizace napadeni herbivorem do vnéjsiho okoli rostliny

Rostliny mohou kromé signal(i, které se $ifi uvnitt jejich tél, vysilat i signaly do
vnéjsiho prostredi. Pokud jsou napadeny herbivorem, zacnou do okoli uvoliiovat
tékavé latky, které pritahuji prirozené nepratele téchto herbivori. Tento obranny
mechanismus nazyvame jako nepfima obrana (Baldwin et al., 2002).

Tento jev byl sledovan na sazenicich kukufice. Sazenice reagovaly na poSkozeni
hmyzim Skiidcem tak, Ze zacaly do okoli uvoliovat velké mnoZstvi nékolika
charakteristickych terpenoidi a diky tomu se staly vysoce atraktivnimi pro
parazitické vosy, které tyto hmyzi sktidce napadaji. Analyzy ukazaly, Ze tyto tékavé
latky nejsou produkovany pouze v misté poSkozeni, ale vylucuje je celad rostlina.
Pokud je tedy rostlina poranéna skiidcem, tak zacne celd vysilat chemické signaly
(Turlings et Tumlinson, 1992).

Tato vysoce dynamicka forma imunity je iniciovana rozpoznanim ustnich sekretii
herbivort a signalli z poSkozenych rostlinnych bunék. Tyto pocatecni signaly jsou
prenaSeny uvnitf rostliny signalnimi transdukénimi cestami, které zahrnuji toky
vapenatych iontli, fosforylatni kaskady a zejména cestu jasmondatu, ktera hraje
hlavni roli ve zvySeni odolnosti vici Sirokému spektru hmyzu (Howe
et Jander, 2008).

Diky pokusiim s kukufici byl zjistén velice dulezity fakt, a to ten, Ze ty sazenice,
které byly vystaveny pisobeni tékavych latek produkovanych sousednimi
napadenymi rostlinami, produkovaly po napadeni mnohem vice Kkyseliny
jasmonové nez ty sazenice, které témto latkdm vystaveny nebyly. To znamenj, Ze
tyto  tékavé latky  pripravuji = sousedni rostliny na  bliZici se
nebezpeli (Engelberth et al., 2004). Studie v terénu prokazaly zvySenou odolnost
vici Sklidcm u téch rostlin, které rostou po vétru rostlin poskozenych (Baldwin
etal., 2002).

2.8 Prubéh obranné reakce

Abychom mohli presné a do hloubky porozumét reakcim rostlin na herbivorni
Skiidce, musime podrobné znat to, jak rostlina tento utok zaznamenava. Herbivorni
utok neni omezen pouze na poranéni rostlin okusem, ale je tireba rozlisit rtzné faze
napadeni, jako naptiklad pouhy dotyk nebo nakladeni vajicek (Hilker
et Meiners, 2002).

V obrané rostlin proti skiidclim a patogeniim hraji dileZitou roli receptory, které
jsou umisténé v cytoplazmatické membrané. Tyto transmembranové receptory
rozpoznavaji malé molekuly, které jsou typické pro patogenni organismy
anachazeji se na jejich povrchu. Jsou to takzvané PAMPs (patogen-associated
molecular patterns). Poté, co je patogen bunikami identifikovan diky interakci
receptorl s témito malymi molekulami, pfijme rostlina signal, ktery vede ke zméné
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hladiny transkripce nékterych genli a kprodukci obrannych latek, jako jsou
napriklad reaktivni formy Kkysliku, které maji signaliza¢ni funkci a zaroven
modifikuji bunécnou sténu rostlinné bunky (Salacova et al., 2015).

2.9 Reakce rostliny na nakladena vajicka

Zatimco reakce rostlin na poskozeni herbivory jsou intenzivné studovany, studii,
které se zabyvaji reakcemi rostlin na nakladena vajicka bylozravého hmyzu, je
mnohem méné (Hilker et Meiners, 2002).

Je zndmo, Ze herbivorni $kiidci vyvolavaji v rostlinach masivni transkrip¢ni zmény,
avSak experimenty potvrdily, Ze rostliny reaguji nejen na své Skiidce, ale i na jejich
nakladena vajicka. Ta sice rostlindm ni¢im neskodi, ale pozdéji se z nich vylihnou
larvy, které uZz svym okusem rostliny ohroZovat zacnou (Bruessow et al., 2010).
Rostliny tedy po nakladeni vaji¢ek necekaji na to, az budou poskozeny vylihnutymi
housenkami, ale zacnou se branit hned (Hilker et Meiners, 2002).

Reaguji zvySovanim obrannych mechanismi, které mohou ve vysledku zhorSovat
vyvoj nakladenych vajicek nebo je dokonce usmrtit a to bud’ pfimo, nebo nepiimo
pomoci parazitoidi, které na tyto vajicka nalakaji. Tato reakce byla zaznamendana
u borovice lesni (Pinus sylvestris), husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana)
a brukve cerné (Brassica nigra). Rostlina se také muZe branit reprodukénim
unikem, kdy napriklad produkuje semena drive neZ je normalni (Pashalidou
etal,, 2015).

Prima obrana

Piima obrana zahrnuje rist nediferencovanych bunék, které nakladena vajicka
vyzdvihnou a tim zvySi pravdépodobnost jejich vyschnuti nebo pozdéjsi sezrani
larev predatory. Tento proces byl zaznamenan na luscich hrachu. DalSim
prostredkem piimé obrany, tentokrat zaznamenany na ryZi, je produkce
benzylbenzoatu, coZ je latka, ktera dokaZe vajicka usmrtit. Dale na brukvi cerné
(Brassica nigra) a bramboru byla zaznamendanatvorba nekrézy v misté
nakladenych vajicek, coz vedlo k vysuSeni vajicek a jejich odumreni (Bruessow et
al., 2010). Kromé toho dochazi jesté k produkci latek, které odpuzuji samicky, které
si chystaji vajicka na rostlinu naklast (Hilker et Meiners, 2002).

Dalsi experiment byl provedeny na rostliné Arabidopsis. Bélasek zelny na ni
nakladl vajic¢ka, coz vyvolalo expresi stovek geni, vcetné genli obrany a stresu,
které jsou v rostlinach tvoreny pii programované bunécné smrti. Kromé toho se
v misté nakladenych vajicek zacala ukladat kaldza, produkoval se peroxidu vodiku
a doSlo k bunécné smrti (Bruessow et al., 2010).
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Nepiima obrana

Co se tykd obrany neprimé, tak ta zahrnuje produkci tékavych latek (mono-
a seskviterpenii), coZ ma za nasledek prildkani parazitoidi nakladenych vajicek.
Elicitory, které spoustéji uvoliiovani tékavych latek, nebyly dosud identifikovany,
nékteré se vsak vyskytuji v sekretech vejcovodii, které pokryvaji povrch vajicka.
Anti-afrodiziakalni sam¢i feromon benzylkyanid, ktery se vyskytuje v sekretu
pridatnych zlaz paricich se samic¢ek motyld, je elicitor zodpovédny za zmény na
povrchu listd, které pritahuji parazitoidy vajicek. Nékteri parazitoidi vajicek tohoto
sexualniho signalu mohou vyuZzit a samic¢ku nasleduji aZ k hostitelské rostling, na
kterou samicka vajicka naklade. Existuji tedy dikazy, Ze rostliny nakladena vajicka
dokazou vnimat, ale poznatky o povaze elicitorti a bunécnych a molekularnich
reakcich na né jsou stale omezené (Bruessow et al., 2010).

Byl proveden experiment, pti kterém byly pouzity rostliny brukve cerné (Brassica
nigra) a $kiidci bélasek zelny (Pieris brassicae) a mura zelnd (Mamestra brassicae),
pricemz tato miira klade vajicka i na jiné neZ brukvovité rostliny. Jako predatori
byli pouziti dva druhy parazitického blanokridlého hmyzu - drobnénka
(Trichogramma brassicae) a lumcik Zlutonohy (Cotesia glomerata). Vysledky
ukazaly, Ze pokud na rostlinu naklade vajicka jeji hlavni Skidce, bélasek zelny,
zacne rostlina produkovat latky, které prilakaji parazitické vosicky. Pokud vSak na
rostlinu byla nakladena vajicka miiry zelné, tak rostlina zZadné latky do okoli
neuvoliiovala. Vysledkem studie tedy je, Ze rostliny dokaZou reagovat na
piitomnost Sklidcl jesté predtim, nez dojde k jejich poskozeni. Reakce zavisi na
tom, kdo vajicka na rostliny naklade (Fatouros et al., 2012).

Z evolucniho hlediska vyplyva otazka, zda si herbivori budou schopni do budoucna
vyvinout takové schopnosti, které jim umoZni obranné mechanismy rostlin
obchazet nebo dokonce vyuZzivat (Hilker et Meiners, 2002).
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3 Metodika
3.1 Zpusob odchytu Skiidce bélaska zelného

Pro tento experiment byl vybran bélasek zelny, ¢asto se vyskytujici Sklidce. Jeho
odchyt byl proveden na poli druzZstva Agrospol ve vesnici Bolehost. Posbirany byly
jak housenky, tak i dospéli jedinci a vSichni byli posléze umisténi do predem
pripravenych plastovych boxtl s predpéstovanymi rostlinami (viz obr. ¢. 4). Na
nékteré rostliny byla dospélci nakladena vajicka, jak je vidét na obr. ¢. 5.

Obr. €. 4: Dospélci bélaska zelného v pripravenych boxech (foto Semerak).

Obr. ¢. 5: Nakladena vajicka (foto Semerak).
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3.2 Rostlinny material pouzity pro experiment

Pouzitym rostlinnym materidlem byla predem piredpéstovana brukev zelna
(Brassica oleraceae). Rostliny byly zasety 10. ¢ervna 2017 do vysevnych misek.
Pldni substrat se skladal ze smési béZné zahradni zeminy, univerzalniho substratu
a agroperlitu. Pomér jednotlivych slozek byl 2 : 2 : 1. Kultivace probihala pri
15 hodinové fotoperiodé v péstebni komore Fytotron za denni teploty 22 °C a
nocni teploté 15 °C.

Po priblizné 2 tydnech byly rostliny piesazeny do vétSich sadbovact o rozmérech
5x5x5 cm (viz obr. ¢ 6). Zalivkou, kterou byly rostliny pravidelné zalévany, byl
roztok kohoutkové a destilované vody v poméru 1:1.

Obr. ¢. 6: Predpéstovany rostlinny material brukev zelna (Brassica oleraceae) (foto
Semerak).

3.3 Péstebni boxy

Cely experiment byl uskutecnén v plastovych boxech o objemu 29 1, které jsou
znazornény na obr. ¢. 7. Ktémto boxltim byla pridélana vétraci sitka a zalivkova
hadicka. Na kazdé dno boxt byla nasypana vrstva agroperlitu, aby nedoslo k ithynu
odchycenych skiidct. Pro tento pokus bylo pouZito celkem 9 téchto boxd, z ¢ehoz
do 3 boxtl byly umistény nasbirané housenky (6-7 housenek na box), do dalsich 3
byli umistény dospélci bélaska zelného (5 jedincli na box) a zbylé 3 boxy slouZily
jako kontrola.
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Obr. €. 7: Péstebni boxy s pripravenym rostlinnym materidlem (foto Semerak).
3.4 Priprava rostlin pired samotnym vyhodnocenim

Po 3 dnech byly housenky z rostlin odstranény a rostliny diikladné ocistény od
trusu, aby pri analyze nedoslo ke zkresleni vysledkii. Poté byl rostlinny material
odebran a analyzovan. Na obrazku ¢. 8 je vidét, jak byly listy poskozeny okusem.

Rostliny byly spole¢né s dospélci bélaska zelného a jeho vajicky kultivovany
celkem 8 dni. Nicméné doSlo k neocekavanému predcasnému vylihnuti housenek
z nakladenych vaji¢ek, coZ mohlo negativné ovlivnit vysledky.

""

\ .
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3.5 Analyza rostlinného materialu

Nasledujici postupy byly pouZity pro analyzu rostlinného materidlu vSech 9 boxi
(3 boxy shousenkami, 3 snakladenymi vajicky a vylihlymi housenkami
a 3 kontrolni boxy). Zkazdého boxu byly odebrany dva vzorky. Pouze pro
vyhodnoceni kyseliny salicylové byl z kazdého boxu odebran pouze vzorek jeden.

Provedeny byly podle odborné publikace Ducaiova et al. (2016). Koncentrace
superoxidového radikalu byla zjiStovana tak, Ze byla sledovana tvorba dusitanu
z hydroxylaminu a to pri vinové délce 530 nm (Elstner et Heupel, 1976). Peroxid
vodiku byl stanovovan pomoci monitorovani komplexu titanu a peroxidu pri
vinové délce 410 nm (Jana et Choudhuri, 1981). Fenolické latky byly metodou
Folin-Ciocalteu kvantifikovany (Singleton a Rossi, 1965) a flavonoidy odhadnuty
pomoci metody AlClz (Ordofiez et al, 2006). Analyza kyseliny salicylové byla
provedena pomoci metody HPLC (Petrul’ova et al., 2014) Detailnéji jsou postupy
rozepsany nize.

Piiprava supernatanti pro superoxid a peroxid vodiku (02-, H202)

Ve tfeci misce bylo nejprve rozetreno 0,1 g rostlinného materidlu ve 2 ml
fosfatového pufru vzniklého smichanim hydrogenfosforecnanu draselného
(K2HPO4) a dihydrogenfosforecnanu draselného (KH2PO4) v poméru 1 : 1 spolu
s trochou pisku. Poté byl vznikly supernatant preveden do mikrozkumavek a byl
centrifugovan 15 minut pii 4 °Ca 15 000 gp.

Analyza superoxidu

Pro analyzu superoxidu bylo nejdiive smichdno 270 pl fosfatového pufru (PB),
30 ul 10 milimolarnitho hydroxyl aminu (HA) a 300 pl supernatantu. Po
15 minutach bylo ptiddno 300 pl 17 milimolarniho sulfanyl aminu (SA). VSe bylo
promichano. Po dalSich 15 minutach bylo pridano 300 ul alfanaftylu aminu (NA),
opét bylo promichdno. Opét po 15 minutdch bylo pridano 300 pl diethyl etheru
(DE). Nakonec byla mérena absorbance ve sklenénych kyvetach pti vinové délce
530 nm pomoci spektrofotometru.

Analyza peroxidu

Pro analyzu peroxidu byl smichan 1 ml supernatantu a 0,5 ml chloridu titanicitého
(TiCl4). Tato smés latek byla opét centrifugovana pri 15 000 g, a 4 °C po dobu
15 minut a poté byla zmérena jeji absorbance pti vlnové délce 410 nm ve
sklenénych kyvetach pomoci spektrofotometru.

Priprava supernatantii pro fenolické latky véetné flavonoidi

Ve treci misce bylo rozetreno 0,2 g rostlinného materialu ve 2 ml 80% methanolu.
Poté byl vznikly supernatant centrifugovan po dobu 15 minut pti 10 °Ca 14 000 gn
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Analyza fenolickych latek

Pro analyzu fenolickych latek bylo nejdiive smichdano 470 pl vody a 30 pl nami
vytvoreného supernatantu. Poté bylo pridano 975 pl 2% uhli¢itanu sodného
(Na2C03) a 25 ul Folin-Ciocalteuova ¢inidla. VSe bylo po dobu 60 minut zahiivano
na 45 °C ve vodni lazni. Nakonec byla mérena absorbance ve spektrofotometru pri
vinové délce750 nm ve sklenénych kyvetach.

Analyza flavonoidi

Pro analyzu flavonoidi bylo nejdiive smichano 0,5 ml supernatantu a 0,5 ml 2%
chloridu hlinitého (AlCl3). Vznikla smés latek byla inkubovana pti laboratorni
teploté po dobu 60 minut. Nakonec byla mérena absorbance pti vinové délce
420 nm v semi-mikro plastovych kyvetach.

Analyza kyseliny salicylové

Pro analyzu kyseliny salicylové bylo navaZeno 5g rostlinného materialu. Ten byl
pieveden do papirovych sacki a susen 24 hodin pri 80 °C. Nasledné bylo navazeno
0,15 g susiny, kterd byla rozemleta a nasypana do mikrozkumavky. Kni bylo
pridano 1,5 ml 75% methanolu. Smés byla tfepana po dobu 24 hodin a nasledné
centrifugovana pii 3 000 ot/min po dobu 15 minut. Poté bylo odpafeno 1,5 ml
supernatantu ve vialkach v termoblocku pii 30 °C v dusikové atmosfére. Pred
samotnou analyzou byla zbyla smés rozpusSténa v 200 ul methanolu. Nasledné
probéhla analyza metodou HPLC (ACN: 3,35% H3PO4 /40 : 60/, 235 nm) na
katedi'e chemie.

3.6 Statistické zpracovani vysledki

Namérené hodnoty byly zpracovany do prehlednych tabulek a sloupcovych graft
pomoci pocitacového programu MS Excel. Dale byly spocitany primeéry a stiedni
chyby priméru neboli standardni chyby priméru.

Jednosmérna analyza rozptylu (Anova) a Tukeyho test

Nameérené hodnoty byly ddle statisticky zpracovany. Aby se zjistilo, zda jsou mezi
nimi néjaké podstatné rozdily, byla pouZita jednosmérna analyza rozptylu, neboli
Anova s hladinou vyznamnosti 5 %. To znamena, Ze pokud by byla hodnota p niZsi,
nez 0,05, jsou mezi namérenymi hodnotami priikazné rozdily. Tato hodnota totiz
definuje, zda je vysledek analyzy vyznamny ¢i nikoli a je to nejmensi hladina, na
které zamitame.

Pokud Anova odhalila néjak priikazné rozdily, bylo nutné zjistit, zda jsou pouze
mezi namérenymi hodnotami uvniti konkrétni varianty nebo mezi variantami
navzajem (kontrola, vajicka a housenky a housenky). Ktomu byl pouZit Tukeyho
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test. Tento test se hodi pii porovnavani stejné pocetnych vybért. Vystupy shrnuji
tabulky v priloze.
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4 Vysledky

Hlavnim vystupem praktické ¢asti této diplomové prace byla analyza sekundarnich
metabolitli jakozto obrannych latek rostlin z Celedi Brassicaceae po napadeni
bélaskem zelnym, a to jak jeho housenkami, tak i jeho vajicky. Je znamo, Ze se
rostliny po napadeni herbivornim Skidcem brani. Jednim druhem obrany je
i produkce aktivnich chemickych latek. Cilem bylo zjistit, zda dojde po aplikaci
tohoto skiidce na rostliny knéjakym vyznamnym a prokazatelnym zménam
v produkci téchto latek.

Nasledujici vypracované grafy znazoriiuji namérené primérné hodnoty
jednotlivych sekundarnich metabolitd. K nim pfislu$né tabulky se zpracovanymi
daty jsou uvedeny v priloze diplomové prace.

Vyhodnoceni superoxidu
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kontrola vajicka a housenky housenky

Graf ¢. 1: Obsah superoxidu v listech brukve zelné u jednotlivych variant
(mezi vSemi variantami testovano P < 0,05)

v

Vgrafu ¢. 1 jsou znazornény primérné hodnoty kazdé varianty spolecné
s chybovymi useckami, které znazoriuji standardni (stfedni) chybu priméru. Ta
udavd, jak moc se ndmi ziskany priimér ndhodného vybéru lisi od stifedni hodnoty
zakladniho souboru. Priimérna hodnota kontrolni varianty je 9,240 [ug/g FW]
a jeji standardni chyba 0,724 [pug/g FW]. U varianty vajicek a vylihnutych housenek
je primérna hodnota 7,911 [ug/g FW] a standardni chyba 1,054 [ug/g FW].
Varianta pouze s housenkami ma primérnou hodnotu 13,765 [ug/g FW]
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a standardni chybu 0,623 [ug/g FW]. Pismena nad jednotlivymi sloupci znaci, zda
jsou mezi variantami priikazné rozdily. Bylo zjiSténo, Ze priikazny rozdil je mezi
namérenymi hodnotami varianty s housenkami a mezi kontrolou. Je patrné, Ze
varianta s housenkami se oproti kontrole zvysila, konkrétné o 49 %. Prlikazny
rozdil byl také zjistén mezi variantami vajicka a housenky a pouze housenky.
Vtomto pripadé hodnota zkoumané latky vzrostla o 74 %. Naopak varianta
s housenkami a vajicky se oproti kontrole sniZila.

Vyhodnoceni peroxidu vodiku
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Graf ¢. 2: Obsah peroxidu vodiku v listech brukve zelné u jednotlivych
variant (mezi vSemi variantami testovano P < 0,05)

V grafu €. 2 jsou porovnavany namérené hodnoty peroxidu vodiku u jednotlivych
variant. Opét jsou uvedeny primérné hodnoty a chybové tusecky, znazornujici
standardni chybu praméru. Kontrolni varianta musela byt z vyhodnoceni vyiazena,
jelikoZ u 4 méreni ze 6 byly zjiStény chybné namérené hodnoty.

Hodnoty dals$ich variant byly naméfeny spravné a nasledné mezi sebou porovnany.
Primérna hodnota varianty vajicek a housenek je 11,196 [umol/g FW]
a standardni chyba 1,224 [umol/g FW]. Varianta housenek ma primeérnou
hodnotu 8,385 [pumol/g FW] a standardni chybu 1,674 [umol/g FW]. Po
provedenych testech bylo zjiSténo, Ze mezi variantami nejsou vyznamné rozdily.
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Vyhodnoceni fenolickych latek
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Graf ¢. 3a: Obsah fenolickych latek v listech brukve zelné u jednotlivych
variant (mezi vSemi variantami testovano P < 0,05)

Graf ¢ 3a zobrazuje naméfené primérné hodnoty jednotlivych variant
u fenolickych latek spolu s chybovymi useckami znazornujicimi standardni chyby
priméru. Priimérna hodnota u kontrolni varianty je 3,518 [mg/g FW] a standardni
chyba 0,121[mg/g FW]. Varianta vajicka a housenky ma primérnou hodnotu
4,047 [mg/g FW] a standardni chybu 0,307 [mg/g FW]. Varianta pouze housenky
ma primeérnou hodnotu 3,598 [mg/g FW] a standardni chybu 0,082 [mg/g FW].
Testy odhalily, Ze mezi jednotlivymi variantami nejsou priikazné rozdily. Tyto
fenolické latky byly dale podrobné analyzovany na jednotlivé fenolické kyseliny.
Jejich mnoZstvi je uvedeno v nasledujicim grafu €. 3b.
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Graf ¢. 3b: Pomérné zastoupeni fenolickych latek u jednotlivych variant (mezi
vSemi variantami testovano P < 0,05)

Graf ¢. 3b znazorniuje pomérné hodnoty zastoupeni ¢trnacti fenolickych kyselin
u kazdé varianty méreni. Provedené testy neprokazaly vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi variantami.
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Vyhodnoceni flavonoidi
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Graf ¢. 4: Obsah flavonoida v listech brukve zelné u jednotlivych variant
(mezi vSemi variantami testovano P < 0,05)

Graf ¢. 4 znazorniuje namérené priimérné hodnoty flavonoidd spolu s chybovymi
useCkami, které znazornuji standardni chybu priméru. Primérnid hodnota
kontrolni varianty ¢ini 3,636 [mg/g FW] a standardni chyba je 0,934 [mg/g FW].
Varianta vajicka a housenky ma primérnou hodnotu 3,704 [mg/g FW]
a standardni chybu 0,966 [mg/g FW]. Primérna hodnota varianty pouze housenky
je 2,704 [mg/g FW] a jeji standardni chyba c¢ini 0,286 [mg/g FW]. Mezi
jednotlivymi variantami nebyly prokazany vyznamné rozdily.
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Vyhodnoceni kyseliny salicylové
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Graf ¢. 5: Obsah Kkyseliny salicylové v listech brukve zelné u jednotlivych
variant (mezi vSemi variantami testovano P < 0,05)

Posledni graf ¢. 5 zobrazuje namérené priimérné hodnoty kyseliny salicylové spolu
s chybovymi dseckami, které znazornuji standardni chybu priméru. Naméiena
primérna hodnota kontrolni varianty je 110,089 [ng/g DW] a standardni chyba
10,438 [ng/g DW]. Varianta vajicek shousenkami ma primérnou hodnotu
160,557 [ng/g DW] a standardni chybu 30,587 [ng/g DW]. Primérna hodnota
varianty pouze housenky ¢ini 147,289 [ng/g DW] a standardni chyba je
44,819 [ng/g DW]. Opét nebyly zjistény prikazné rozdily mezi jednotlivymi
variantami.

Byla provedena korela¢ni a regresni analyza mezi hodnotami superoxidu
a flavonoidi, superoxidu a fenolickych latek, superoxidu a kyseliny salicylové, dale
mezi flavonoidy a fenolickymi latkami, flavonoidy a kyselinou salicylovou
a fenolickymi latkami a kyselinou salicylovou. Nebyla ale shledana Zadna
vyznamna zavislost.
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5 Diskuse

Z provedenych analyz vyplyva, Ze Kkjistym zméndm v produkci vybranych
sekundarnich metaboliti po aplikaci housenek a nakladeni vaji¢cek oproti
kontrolnim variantdm bez Sktdci doSlo, ale u vétSiny vzorkl byly tyto rozdily
minimalni, statisticky neprlikazné. Nékdy to bylo zplisobeno i velkym rozptylem
namérenych hodnot. Jediny, ale za to vyrazné prokazatelny rozdil se vyskytoval
u hodnot superoxidového radikalu po aplikaci a okusu housenek. Tato aktivni
forma kysliku ma v rostlindch rozmanitou tulohu. Jednak vznikad pii plisobeni
stresovych faktort jako nebezpec¢ny produkt, dale hraje dtilezitou roli jako signalni
molekula, ale také je to latka toxickd pro samotné patogeny a Sklidce (Piterkova et
al.,, 2005) Ke vzristu koncentrace superoxidového radikalu tedy doslo o 49 %
u varianty s housenkami.

Zkoumana byla i dalsi aktivni formu kysliku, konkrétné peroxid vodiku, ktery ma
vrostliné podobné vlastnosti jako superoxidovy radikal. Nicméné u kontrolni
varianty byly naméreny ctyii chybné hodnoty ze Sesti a proto nebylo statisticky
vyhodnoceno porovnani mezi kontrolou a napadenymi variantami. U stresovanych
variant ale byly zaznamenany nékolikanasobné vyS$si hodnoty. Statisticky byly
mezi sebou hodnoceny dvé stresové varianty a to housenky a mensi housenky
s vajicky, ale vyznamné rozdily se zde neprokazaly.

Podobnym tématem se zabyva i Kerchev et al. (2011). Uvadi studii, kterd byla
zamérena pravé na vyzkum téchto aktivnich forem kysliku. Jako rostlinny material
byl pouzit fazol mésicni a Skiidcem byly housenky motyla blyskavky (Spodoptera
littoralis). Bylo zjiSténo, Ze k akumulaci reaktivnich forem kysliku dochazi pouze
po kontaktu hmyzu s rostlinou, at' uZ po okusu nebo sani §tav, nikoli pti obycejném
mechanickém naruSeni pletiv. Byla provedena detailni analyza, kdy byl fazol
mésicni vystaven okusu témito housenkami. Histochemické testy odhalily
akumulaci peroxidu vodiku v misté okusu asi 3 hodiny po poskozeni. Elektronova
mikroskopie spolecné sbarvenim pomoci CeCl; akumulaci peroxidu vodiku
potvrdila a to predevSim v bunécné sténé a apoplastu blizko mistu poskozeni.
Kromé toho byl peroxid pozorovan i v Castech rostliny, které byly od mista
poskozeni vzdalenéjsi, ale pouze bezprostiedné po okusu, coz dokazuje, Ze je
peroxid vodiku dilezitou signalni molekulou. Extracelularni akumulace peroxidu
je v souladu s tvorbou superoxidu prostifednictvim NADPH oxidaz na specifickych
mistech spole¢né s dismutaci superoxiddismutaz.

Jak jiz bylo zminéno, u ostatnich zkoumanych metabolitli, konkrétné fenolickych
latek vcetné flavonoidli a kyseliny salicylové nevysel test anovy priitkazny a tim
padem nebyly mezi kontrolnimi variantami a variantami stresovanymi vyznamné
rozdily. To mtize byt vysvétleno tim, Ze housenky bélaska zelného byly ponechany
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na rostlinach prili§ dlouhou dobu a rostliny tak byly vystaveny intenzivnimu
okusu, coZ mohlo zpisobit jejich vysileni a sniZeni produkce predpoklddaného
mnozstvi zkoumanych obrannych latek.

Jednim zvyse uvedenych cili bylo zjistit reakci rostliny na nakladena vajicka
dospélcem bélaska zelného. Jak uvadi Nishid (2014), rostliny na né dokazou
reagovat. Jako priklad uvadi orixu japonskou (Orixa japonica), ktera produkuje
silné odstrasujici chemikalie, naptiklad flavonoidni triglykosid. Ten naruSuje
proces kladeni vajicek. Dalsi zjiSténou obrannou latkou byly derivaty od kyseliny
hydroxybenzoové, které pusobi jak proti kladeni vajicek, tak i proti okusu
vylihnutymi housenkami.

Pivodnim zdmérem v nasi analyze bylo zjistit, jak budou rostliny reagovat na
nakladena vajicka, zda se mnozZstvi obrannych latek oproti kontrole zmeéni.
Literatura uvadi, Ze z vaji¢ek se housenky lihnou po vice nez 12 dnech (Chahil et
Kular, 2013). BohuZel doSlo k neoCekdvanému predc¢asnému vylihnuti nékterych
vajicek jiz po 8 dnech a malé housenky zacaly listy okusovat, ¢imZ byly vysledky
experimentu ¢astecné ovlivnény. Nicméné tyto housenky byly oproti nasbiranym
housenkdm mnohem mensi a v nizSim vyvojovém larvalnim stupni a nebyly na
rostlinach ponechany tak dlouho.

Na zacCatku vyzkumu byla stanovena nulova hypotéza, ve které bylo
predpokladano, Ze dojde ke zméné obsahu sekundarnich metabolitii. To se nam
sice signifikantné neprojevilo, ale nékteré hypotézy by bylo tfeba jeSté ovérit
dalsim vyzkumem v této oblasti. Mlze to byt zplsobeno i vétSim rozptylem
nékterych namérenych hodnot.

Paralelné s timto vyzkumem probihala podobna studie, kdy bylo opét pouzito zeli
bilé, a byly zkoumany stejné obranné latky. Jediny rozdil byl v tom, Ze jako Sktdce
byl pouzit brouk z celedi mandelinkoviti, drepc¢ik rodu Phyllotreta. 1 v této studii
nebyly namérené hodnoty obrannych latek néjak vyrazné zvysSené a odliSné nez
hodnoty naméfené v tomto vyzkumu (Kuchtickova, 2018).

Problematika produkce obrannych latek by mohla byt do budoucna urcité
rozSifena a mohla by vést napriklad k vyvoji pesticidii prirodniho charakteru.
Obranné latky by se mohly izolovat a aplikovat na rostliny. Pfinosna muze byt také
izolace flavonoidli, které maji vyznamny vliv na lidské zdravi. Pisobi jako
antioxidanty, které jsou dilezité k deaktivaci volnych radikald, které se tvori pri
oxida¢nim stresu a mohou poskodit vyznamné latky, jako jsou bilkoviny nebo
lipidy. Jejich hladina by se dala uméle zvySit a poté by se daly dale vyuzivat.
Vyzkum by se mohl také rozsirit o hodnoceni a méreni fytohormont a sledovani
vyvoje protektivnich latek jako je napriklad kyselina abscisova nebo ethylen. Urcité
by bylo vhodné dalsi vyzkum rozsitit o mnoZzstvi testovanych vzorkd.
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6 Zaver

Zvysledkli pokusli zamérenych na zjiStovani zmény koncentrace vybranych
sekundarnich metabolitii po napadeni rostlin z celedi Brassicaceae bélaskem
zelnym lze ucinit nasledujici zavéry:

Nejvyznamnéj$im vysledkem byl vyrazny vzrlist koncentrace superoxidového
radikdlu u rostlin stresovanych okusem housenek bélaska zelného oproti
kontrolnim vzorkiim. Mezi témito variantami byly zjiStény priikazné rozdily.

U ostatnich zkoumanych obrannych latek, konkrétné flavonoidd, fenolickych latek,
kyseliny salicylové a peroxidu vodiku nebyl nartist tak vyrazny a statistické testy
neprokazaly vyznamné rozdily mezi jednotlivymi variantami. Diky tomu nemohla
byt potvrzena pocate¢ni hypotéza. Nicméné tato problematika je velmi Siroka
a bylo by vhodné ji do budoucna vyzkumné dale rozpracovat a ovérit.
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8 Prilohy

Piiloha ¢. 1: Namérené hodnoty superoxidu pro jednotlivé varianty

Méreni Kontrola - Vajicka a Housenky -
koncentrace housenky - koncentrace
[ng/g FW] koncentrace [ng/g FW]
[ng/g FW]
1. 10,824 6,492 14,543
2. 8,904 7,945 16,316
3. 10,064 11,464 11,370
4., 10,424 6,612 12,757
5. 9,718 10,891 14,036
6. 5,505 4,066 13,570
prumér 9,240 7,911 13,765
std. chyba 0,724 1,054 0,623

*FW= hmotnost ¢erstvého materialu

Priloha €. 2: Namérené hodnoty peroxidu pro jednotlivé varianty

Méreni Kontrola - Vajicka a Housenky -
koncentrace housenky - koncentrace
[umol/g FW] koncentrace [umol/g FW]
[umol/g FW]
1. - 12,669 10,799
2. 0,281 6,125 9,187
3. - 8,195 -
4. 5,285 12,278 1,646
5. - 14,506 6,540
6. - 13,404 13,752
prumér 2,783 11,196 8,385
std. chyba 1,021 1,224 1,674
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Priloha €. 3: Namétené hodnoty fenolickych latek pro jednotlivé varianty

Méreni Kontrola - Vajicka a Housenky -
koncentrace housenky - koncentrace
[mg/g FW] koncentrace [mg/g FW]
[mg/g FW]
1. 3,321 4,891 3,960
2. 3,766 4,602 3,560
3. 3,815 4,225 3,359
4. 3,773 4,228 3,674
5. 3,434 2,547 3,649
6. 2,998 3,787 3,387
primér 3,518 4,047 3,598
std. chyba 0,121 0,307 0,082

Priloha €. 4: Naméfrené hodnoty flavonoidii pro jednotlivé varianty

Méreni Kontrola - Vajicka a Housenky -
koncentrace housenky - koncentrace
[mg/g FW] koncentrace [mg/g FW]
[mg/g FW]
1. 2,952 8,702 2,547
2. 2,826 4,194 4,199
3. 2,848 2,777 2,628
4. 8,709 2,530 2,440
5. 2,388 1,552 2,434
6. 2,089 2,470 1,977
primér 3,636 3,704 2,704
std. chyba 0,934 0,966 0,286
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Ptiloha ¢. 5: Namérené hodnoty Kyseliny salicylové pro jednotlivé varianty

Méieni Kontrola - Vajicka a Housenky -
koncentrace housenky - koncentrace
[ng/g DW] koncentrace [ng/g DW]
[ng/g DW]
1. 113,600 234,133 93,333
2. 86,400 111,466 91,466
3. 130,266 136,133 257,066
priamér 110,089 160,577 147,289
std. chyba 10,438 30,587 44,819
*DW= hmotnost suSiny
Ptiloha ¢. 6: Analyza rozptylu pro jednotlivé metabolity
Typ Superoxid Fenolické Flavonoidy Kyselina
sekundarniho latky salicylova
metabolitu
p hodnota

Ptiloha ¢. 7: Tukeyho test pro superoxid

Porovnavané skupiny

AvsB

AvsC

BvsC

** velmi vyznamné rozdily mezi hodnotami

hodnota

A= kontrola, B= vajicka a housenky, C= housenky
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Vyhodnoceni testu




