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Ekdysteroidy jsou steroidni hormony, které fidi svlékani a metamorfosu hmyzu. Bylo
objeveno, Ze tyto steroidy jsou pritomny ve vsech stadiich hmyziho vyvoje. Reguluji mnoho
biochemickych a fyziologickych procesit od nakladeni vajicka pies embryondlni
a postembryonalni vyvoj az po dospélce. Reguluji metamorfosu, reprodukci a diapauzu.
Vyskytuji se ve vsSech tfidach clenoved a pravdépodobné i bezobratlych. Analogy
ekdysteroidi  (fytoekdysteroidy) byly nalezeny také v rostlinach. Nejvy$si obsah
ekdysteroidii byl objeven v parse saflorové (Leuzea carthamoides). Ze zemédé€lskych plodin
obsahuje aktivni formu ekdysteroidu pouze Spenét a u kukufice bylo zjisténo, Ze obsahuje
neaktivni ekdysteroidfosfaty. Jejich funkce v rostlinach je dosud hypoteticka a existuje na ni
mnoho teorii. Nejcastéji se uvadi, Zze jde o urcity stupent ochrany rostliny pted fytofagnim
hmyzem nebo pudnim hlistim. Hmyz vSak zpravidla ekdysteroidy miize pomérné¢ snadno
meénit na neacinné formy.

Fytoekdysteroidy byly nalezeny ve vice nez 100 rostlinnych druhii (napf.:
nahosemennych, krytosemennych, jednoletych, viceletych a vytrvalych). Okolo 2 % svétoveé
flory bylo podrobeno zkouméni ohledné ptitomnosti ekdysteroidi a je piekvapive, ze
pritomnost ekdysteroida se jevi jako nahodna.

Hladina fytoekdysteroidii neni stejnd pro rostliny, které ekdysteroidy obsahuji.
Fytoekdysteroidy se akumuluji béhem zivota rostliny, ale kvili jejich mozné migraci
Vv rostlingé jejich distribuce se mize ménit béhem ontogeneze a vlivem podminek péstovani.
Také profil ekdysteroidi se méni orgéan od orgénu.

Do dnesni doby bylo identifikovano vice nez 300 rtiznych fytoekdysteroidi. Byla
vytvofena databaze ekdysteroidi na internetu, kterou autofi nazvali Ecdybase. Databaze
obsahuje jejich struktury a také jejich spektralni a biologicka data, ktera jsou piejata z ¢lankt
ve védeckych ¢asopisech. Analogy ekdysteroidl se od sebe li§i poctem atomt uhlikii (24C —
29C), poctem, polohou a pozici hydroxylové a karbonylové skupiny na zakladnim steroidnim
skeletu. Ekdysteroid miize byt volny nebo konjugovany (polarni nebo nepolarni). Mohou
existovat také nasobné konjugaty.

Hypotéza, Ze fytoekdysteroidy jsou chemickou ochranou rostlin proti fytofagnimu
hmyzu a pidnim hadatkim se objevuje vfadé praci. Logicky se d4 ocekavat, ze jejich
produkce bude zvySena mechanickym posSkozenim rostliny, nebo poSkozenim Ccinnosti

hmyzu.



Fyziologické podminky spojené s odolnosti hmyzu k exogennim ekdysteroidiim jsou
dosud neznamé. Na rozdil od analogii juvenilniho hormonu, ktery miZze vstupovat do
hmyziho organismu kutikulou, ekdysteroidy mohou vstupovat pouze oralni cestou s potravou.
Je nezbytné si uvédomit, ze endogenni ucinek ekdysonu je ptisné¢ limitovan periodami hmyzu,
ve kterych hmyz potravu nepfijima.

Byly testovany rizné druhy hmyzu (74 herbvivorni a 52 karnivorni) na parSe saflorové
(Leuzea carthamoides). Na n¢které druhy hmyzu rostlina Leuzea carthamoides vykazovala
ur¢itou rezistenci. Vysoky obsah 20-hydroxyekdysonu nezptisobuje universalni resistenci
rostliny proti fytofagnimu hmyzu. Nejvice rezistentni herbivorni organismy, které mohou
dokon¢it svlij Zivotni cyklus na této rostlin€, patii do skupiny, na kterou je ucCinek
ekdysteroidnich hormonli nezndmy.

Zemédeélské plodiny (kromé Spendtu) neobsahuji aktivni formy ekdysteroidi. Ze
zemédeélskych plodin obsahuje aktivni formu ekdysteroidu pouze Spenat a u kukutice bylo
zjisténo, Ze obsahuje neaktivni ekdysteroidfosfaty. Lze usuzovat, Ze ekdysteroidy Vv rostlinach
neplni obranou funkci proti hmyzu.

Pokud prijmeme fakt, Ze ekdysteroidy primarné v rostlinach neplni obrannou ulohu proti
hmyzu, pak musime zjistit pro objasnéni jejich skute¢né ulohy, kde se aktivni nebo neaktivni

formy ekdysteroidl v bunice vyskytuji.

20-hydroxyekdyson, ekdysteroidy, fytoekdysteroidy, plodiny



Abstract

The ecdysteroid 20-hydroxyecdysone is a steroid hormone found in arthropods and
plants. It is suspected to have agrochemical, biotechnological, medicinal, and pharmaceutical
applicability. In insects, 20-hydroxyecdysone controls or elicits molting and other
developmental processes, and several characterized P450 enzymes are involved in its
biosynthesis. In plants, it may act as a defensive substance against insects and nematodes. It is
suspected that 20-hydroxyecdysone, being a physiologically active compound, may affect
morphological and physiological processes in plants and that C27 phytosterols may be its
precursors. However, neither its precise function nor its mechanism of biosynthesis in plants
is fully understood. Here, the importance of 20-hydroxyecdysone and current understanding
of its structure, potential functions, and biosynthesis in both plants and insects are reviewed.

Some plant defenses are known to be rapidly induced following attack by
phytophagous insects. Plant-produced insect molting hormones, termed phytoecdysteroids,
are believed to aid plant resistence, however, their dynamics are poorly understood. Using
spinach (Spinacia oleracea) as a model system, the inducibility of phytoecdysteroids,
primarily 20-hydroxyecdysone was examined in an effort to characterize potential interactions
with herbivorous insects. Rapid phytochemical induction was investigated using damage
treatments and applications of defense-related plant-signal analogs, specifically methyl
jasmonate and methyl salicylate. Spinach (Spinacia oleracea) is one of the very few crop
plants which produce large amounts of phytoecdysteroids, of which 20-hydroxyecdysone is
the major component. Insect-molting hormones, phytoecdysteroids, have been reported to
occur in over 100 plant families. Plants, unlike insects, are capable of the biosynthesis of
ecdysteroids from mevalonic acid, and in several cases the biosynthesis of phytoecdysteroids
was also demonstrated to proceed via sterols. Spinach (Spinacia oleracea) biosynthesizes
polypodine B and 20-hydroxyecdysone, which is the predominant insect-molting hormone
found in plant species. The onset of ecdysteroid production in spinach requires the appropriate
ontogenetic development within the plant, which is related to leaf development. In spinach,
lathosterol is the biosynthetic precursor to ecdysone and 20-hydroxyecdysone. Zea mays
biosynthesizes primarily ecdysteroid conjugates and does not appear to produce detectable

levels of non-conjugated ecdysteroids.



Obsah

LY« TR 1
CHLPIACE ..ottt et et et e e 2
LIE@IATTT TESETSE ..vveteeiiteii e e ettt ettt ettt ettt e e ettt e e e e sttt e e e s st b e e e e nnbbe e e e s anbbeeee e 3
3L SIS U TOSHHN ..o 3
3.1.1  Mechanismy streSOVYCh reaKCi .. ..uviuiiiiiiiiiiiieiiie et 6
3.2 Sekundarni metabOIILY ..........ooouiiiiiiiiii 7
3.3 EKAYSIEIOIY .....coieieieieie ettt 8
3.3.1  Distribuce ekdysteroidll v roStlnAch ..........ccoevviiiiiiiiiiiicic e 10
3.3.2  Charakteristiky rostlinnych ekdysteroidll ............ccccoveiiiiiiiiiiiiiieeece, 10
3.4 Funkce ekdysteroidll U RMYZU..........cooiiiiiiiiiiiii e 13
3.5 Spojeni fytoekdysteroidl s metabolismem rostliny, pfedevsim s vyznamnymi
rostlinnymi latkami (brassinosteroidy a RuBiSCO)..........coocoiviiiiiiiiiiiiiiiciieeeen 16
3.6 Metabolismus ekdysteroiditi U RMYZU ........cccoiiieiiiiiiiiiie e 20
3.6.1  Interakce mezi rostlinou a patogenem nebo sktidcem a reakce rostliny na
mechanické POSKOZENT ........couviiiiiiiiii 21
3.6.2  Vyznam ekdysteroidl pro lidsky organiSmus ...........ccevvveeiiiiiiiiiiiiiee e 23
3.6.3  Vyskyt ekdysteroidli v zeméde€lskych plodindch..........ccccceviiiiiiiiiiiiinniiiee, 24
ZLAVET .ottt E ettt 27



1 Uved

V ekologické fyziologii je obsazena ¢ast, ktera se nazyvéa stresova fyziologie. Ta se
specialné zaméfuje jen na nepiiznivé pusobeni jednotlivych faktord prostfedi (stresové
faktory, stresory) na rostliny. Kromé rostlinnych ekologii ma velky zajem na tomto vyzkumu
zemédéelska praxe, nebot’ vySlechténi novych genotypl polnich plodin s vétsi odolnosti k
neptiznivym podminkdm je z mnoha divodi velmi zadouci. Raciondlni postup pii tvorbé
odolngjSich genotypti by mél vychazet ze znalosti fyziologickych a biochemickych
mechanismi podminujicich zvySenou odolnost.

Rostliny jsou vystaveny stalému nebezpe€i posSkozeni svych orgdnii mnoha druhy
patogenu (viry, bakterie, houby), Zivocicht, zejména z pocetnych skupin fytofagniho hmyzu,
ale 1 pastvou evolucné¢ vyspélejSich bylozravci. Krom&€ mnoha morfologickych
a morfogenetickych adaptaci k omezeni herbivorie (napt. ostré trny ¢i trichomy, vysoky obsah
tuhych sklerenchymatickych pletiv ¢i schopnost rychlé regenerace poskozenych organtl) se
uplatiiuje také stresovy obranny metabolismus.

Z velkého mnozstvi sekundarnich metabolitt, které se syntetisuji v rostlindch, mnohé
eliminuji traveni, pasobi odpudivé nebo toxicky na patogeny nebo herbivorni Zivocichy.
Z hlediska mnozstvi, v jakém se vyskytuji, 1ze je rozdélit do dvou kategorii. Prvni z nich
zahrnuje latky kvalitativné vyznamné, které se sice vyskytuji jen v malych koncentracich, ale
zato jsou pro zivocichy a patogeny velmi toxické. Patii sem nejriznéjsi alkaloidy, glykosidy
uvoliujici kyanovodik, glukosinolaty, ekdysteroidy a mnoho dalSich. Rostliny s kvalitativné
vyznamnymi ochrannymi metabolity jsou sice pied vétSinou organismt dobie chranény,
nicméné byvaji ohrozovany virulentnimi klony patogenti nebo specializovanymi Skidci, kteti
v koevolu¢nim procesu ziskali nové vlastnosti, jako napf.: dokonalej$i rezistenci proti
ptislusnému rostlinnému toxinu. Vytvaieji specificky modifikovany enzym nebo toxin, které
jsou schopny ptekonat rostlinné obranné mechanismy.

Do druh¢ kategorie fadime kvantitativné vyznamné metabolity, které sice nejsou tak
toxické, ale ve vétSim mnozstvi (Casto tvofi vice nez 10% suSiny!) zplsobuji Spatnou
stravitelnost, nechutnost az toxicitu jako jsou fenolické latky napf.. lignin a taniny.
Energetickd ndroCnost syntesy téchto metabolit je vysoka a rostliny, které jsou jimi
vybaveny, maji obvykle pomalejsi riist. Tato zdanlivd nevyhoda vSak za jistych okolnosti
milZze byt vyvaZzena bezpetnéjsi ochranou pfed poskozenim, nebot jen malo zivociSnych

druht ji dokaZe prekonat.



2 Cil prace

Cilem této prace je vypracovani reSerSe o vyskytu a vyznamu ekdysteroidi a jim
podobnych latek v plodinach vyuzivanych v zemédélstvi. Zpracovana reSerSe by méla
poskytnout vyhodnoceni vyskytu téchto latek, ale také zhodnoceni jejich vyznamu pro

rostliny.



3 Literarni reSerSe

3.1 Stres u rostlin

Rostliny jsou v prubéhu svého zivotniho cyklu vystaveny velmi proménlivym
podminkam vnéjsiho prostfedi. Tyto podminky ovliviiuji Zivotni funkce rostlin. Mohou
poskozovat jednotlivé organy a pii velkém poskozeni mize dojit i k tthynu rostliny
(Prochéazka a kol., 1998).

Neptiznivé vlivy vnéjSiho prostredi, které negativné plisobi na rostliny jsou stresové
faktory neboli stresory. Stav, kdy se rostlina nachazi pod vlivem stresort, je nazyvan stresem.
Nejedna se ptitom nikdy o ustaleny a snadno popsatelny stav, ale jde o dynamicky komplex
mnoha reakci (Prochazka a kol., 1998), ktery se promitd pfedevS§im do zmény metabolismu
rostliny.

Stresovy metabolismus rostlin je vyrazné slozitéj$i nez u zivocichti. Prameni to nejen
z ptisedlého zplisobu zivota, ktery rostlindim znemoZziiuje uniknout moZnym stresorim, ale
také vyrazné veétSi mezidruhova variabilita a heterogenita rostlinnych bunék a pletiv
(Prochazka a kol., 1998). Vyjimkou je pfedpoklad tniku na jiné stanovisté, kdy dochazi
K pfenosu pylu a semen.

Vyzkum vztahti mezi vnéjSim prostiedim a stresem v rostlinach vétSinou za¢ina studiem
pienosu podnéti vyvolavajicich stres na receptory, které jsou umistény na rozhrani organi
rostliny s vné€jSim prostiedim a dale pak studiem pienosem signalti uvnitt rostliny a nakonec
zménu metabolismu rostliny (Pavlikova a kol., 2002a, 2005). Stresové faktory ptlisobici na

rostliny se déli na dva druhy: abiotické a biotické.

Abiotické faktory
I.  Fyzikdni a) mechanické tc¢inky vétru

b) nadmérné zateni (UV, viditelné)

¢) extrémni teploty (horko, chlad, mraz)
Il.  FyzikdIn€ - chemické a) oxida¢né-redukéni piidni podminky

b) pH pidy



1. Chemické a) nedostatek vody
b) nedostatek kysliku (hypoxie, anoxie)
¢) nedostatek zivin v pidé
d) zasoleni piidy - nadbytek soli v pide
e) vysoka hladina pfijatelnych toxickych kovt z pidy
f) organické polutanty v pudé
g) rozkladné produkty organismi v ptdé
h) toxické plyny ve vzduchu
Biotické faktory
a) herbivorni zivoCichové (spasani, poranéni)
b) patogenni mikroorganismy (viry, mikroby, houby)

¢) vzajemné ovliviiovani (allelopatie, parazitizmus)

Proti témto faktoriim jsou rostliny schopné se do jisté miry branit tim, ze maji vyvinuté
rizné ochranné mechaniSmy. Tyto mechanismy délime na dva zdkladni typy - pasivni
a aktivni. Pasivni obrana ma trvaly charakter (napf. tlustd kutikula na listech, vyrazna
impregnace bunécnych stén, rezervoary vody a snadno rozlozitelnych organickych latek
tlumici jejich nedostatek) a diky nim mohou tyto stresové faktory pronikat do vnitiniho
prostiedi riznych druhti rostlin obtiznéji (Kudela a kol., 1989). Jedna se vlastné o schopnost
eliminovat stresor, k ¢emuz ptispivaji také vhodné nacasované zivotni cykly (Prochazka
a kol., 1998). Napiiklad zména ve vyziv¢ rostlin po vykli¢eni semen (faze semenacku - angl.
seedlings) plisobi na riist a vyvoj rostliny vice nez v pozd€jSim obdobi rostliny (Duchon
a Hampl, 1962, Ivani¢ a kol., 1984).

Po proniknuti stresoru k plazmatické membrané¢ bunék a do symplastu dochazi ke

spusténi tzv. stresové reakce.

Tu délime podle pribéhu stresové reakce na Ctyii faze:

l. Poplachova faze - spousti se bezprostfedn¢ po zacatku plisobeni stresového faktoru
kdy dochazi k naruSeni bunéénych struktur a funkci

. Restitucni faze — dochazi k mobilisaci kompenza¢nich mechanismt pokud intenzita
plsobeni stresoru nepiekracuje letalni uroven, ale ne vZdy ma toto zvySeni trvaly charakter

I1l.  Faze rezistence - mobilisace kompenzac¢nich mechanismi sméfuje ke zvySeni

odolnosti rostliny vii¢i piisobicim faktorim



IV.  Féze vycCerpani - pfi dlouhodobém a intenzivnim ptsobeni stresového faktoru muize

byt vysttidano dalsim poklesem

Obr. 1 Idealizovany pribéh stresové reakce (Prochazka a kol., 1998)

normaini__
stav

odolnost

Konkrétni prubéh stresové reakce rostlin Spenatu (Spinacia oleracea) na toxické prvky
(Zn a Cd) ve vztahu k enzymu glutamat kinasy béhem vegetace je graficky znazornén v praci
Pavlikové a kol. (2008). Prib¢h stresové reakce a jeji konecny vysledek zavisi jak na intenzité
a délce pusobeni stresového faktoru na danou rostlinu, tak i na geneticky vazanych
piredpokladech odpovédi, souhrnné oznacovanych jako adaptacni schopnosti. ZvysSeni
odolnosti rostlin, ktera byla ziskana plisobenim stresoru je nazyvana aklimatizaci. Miize to
znamenat zmény v metabolismu rostlin jak rychle pomijivé jako je napft. tvorba specifickych
metabolitl, naptiklad fytoalexint (Kidela a kol., 1989), tak i zmény trvalejsi jako jsou zmény
Vv tvorbé novych organd a v jejich vnitini struktufe (Prochazka a kol., 1998).

Studium stresu u rostlin rostoucich v pfirodnich ekosystemech je komplikovano tim,
7ze Casto vice stresovych faktorii plsobi soucasné (napt. silné zafeni, vysokd teplota
a nedostatek vody). Interakce mezi nimi mohou podstatné ménit charakter stresové reakce ve
srovnani s pusobenim kazdého faktoru oddélené. Piikladem muize byt i péstovani rostlin
Spenatu na Cistirenskych kalech, kde plsobi na stresovy metabolismus rostliny mnoho

stresorti (Pavlikova a kol., 2002b). Plisobeni stresori byva také ¢asto omezeno pouze na ¢ast



rostliny (listy ¢i kotfeny), ve které dochazi k lokalni stresové reakci, ale ta mize druhotné

zpusobit stres 1 v ostatnich ¢astech rostliny.

3.1.1 Mechanismy stresovych reakci

Stresové reakce jsou zavislé na aktivaci urCitych genti, které mohou byt za jistych
okolnosti spustény, a to nékdy i n€kolika odlisnymi mechanismy. Nahlou zménou teploty
(teplotnim Sokem — chladem, mrazem, zvySenim teploty, pisobenim téZkych kovil) miZeme
naptiklad indukovat tvorbu skupiny proteind, jejichz zastoupeni je shodné nejen u vSech druhii
rostlin, ale i u mikrobt a zivocichi. Hlavni abiotické stresové faktory, jako napt. nedostatek vody,
extrémni teploty ¢i zasoleni, formovaly metabolické procesy zivych organismi uz od samého
zacatku kolonizace sousi. Dokonala a trvala adaptace k Siroké amplitudé kolisani vné&jsich faktora
nebyla mozna, uz jen z divodl fyzikalné-chemickych vlastnosti zakladnich stavebnich kament
zivé hmoty, molekul, makromolekul a membran. Jedinym moznym feSenim byla doCasna uprava
struktur a metabolickych cest podle aktualniho stavu vnéjSich podminek, a také zajisténi rychlé
opravy poskozenych soucésti. Metabolické zmény v buitkdch pfi piisobeni i velmi odliSnych
stresorti maji sice fadu spole¢nych znakd, avsak predstava jediné obecné platné stresové reakce je
presto nerealna (Gloser, 1998).

Typickym ptikladem je regulace tvorby prolinu z kyseliny glutamové. Jde o zménu
aktivity enzymu glutamat kinasy prolinem. ZvySeny obsah prolinu zvysi aktivitu glutamat
Klinasy, kdyz dalsi zvySeni prolinu zpusobi allosterickou inhibici tohoto enzymu. Prolin je
tfteba k tvorbé glykoproteini potiebnych k tvorbé fertilniho pylu, k tvorbé specifickych
proteintt pomahajici rostlin¢ piekonat chlad, mraz a zasoleni pidy. Naopak zvySena
biosyntesa kyseliny glutamové na tkor prolinu je tfeba k tvorbé fytochelatini (Pavlikova

a kol., 2007, 2008).

K nejéastéjsim spoleénym zménam, které vedou ke zvySeni odolnosti proti stresovym

faktorim (Gloser, 1998; Kidela a kol., 1989; Pavlikova a kol., 2004), patfi:

. ptijem a vnitrobunéény prenos signali

. tvorba stresovych proteint (metallothioneiny, metallothioneinu
podobné proteiny, patogen — odvozené proteiny) a enzymi (cytochrom
P450, antioxidaéni enzymy)

. tvorba a odstranovani aktivnich forem kysliku (enzymaticky,

sekundarnimi metabolity)



. tvorba ,stresovych fytohormoni (kyseliny abscisové, ethylenu,
kyseliny jasmonové, methyl jasmonatu) ale i dalSich signalnich
molekul jako jsou NO a polyaminy

. tvorba nizkomolekularnich specifickych latek naptiklad fytoalexint,
kyseliny salicylové, glutathionu a jeho oligomerti naptiklad

fytochelatint

3.2 Sekundarni metabolity

Ptirodni latky délime na primarni a sekundarni metabolity. Sekundarnim metabolitim
naptiklad s farmakologickym vyuzitim se obvykle vénovala men$i pozornost nez primarnim
metabolitim. V posledni dobé se ovSem zajem zvysil 0 sekundarni metabolity, 1 kdyZ nemaji
primarni vyznam pro pieziti samotného organismu. Maji ovSem zdsadni vyznam pro pieziti
biologického druhu, a tim 1 pro ekologické vztahy a fylogeneticky vyvoj organismui V piirodé
(Schoonhoven a kol., 1998; Harborne, 1993).

Vyznam sekundarnich metaboliti rostlin je Vv soucasné dobé komplexni, protoze se
zkouma z raznych hledisek. Jednim z velmi dulezitych hledisek je pravé chemické ekologie.
V ni jde hlavné o chemické interakce mezi rostlinou a organismem, ktery je na ni zavisly. Je
to naptiklad vztah hosta a hostitele. Hostem muze byt parazit nebo partner v symbiose. Nekdy
jde jenom o vztah rostlinného konkurenta napiiklad jiného rostlinného druhu, rodu v Zivotnim
prostiedi. Existuje ovSem mnoho typl, a tim i mnoho zkoumanych modelt takovychto
interakci. NejznaméjSimi jsou interakce: rostlina-mikroorganismus (sem patii napt. vyzkum
fytoalexin) nebo rostlina-rostlina (naptiklad vyzkum allelopatick¢ ucinnosti plevelti na
uzitkové rostliny), anebo rostlina-bylozravec (obvykle jim je herbivorni hmyz).

Vztah rostlina hmyz je vhodnym modelem, kde se da funkce sekundarnich metaboliti
velmi dobfe a bezprostfedné studovat (Schoonhoven a kol., 1998; Harborne, 1993).
Koevoluce rostlin a hmyzu vytvofila totiz velmi rozsdhlou a slozitou skéalu specifickych
chemickych interakci. Je zifejmé, Ze herbivorni hmyz reaguje na velky pocet chemickych
sloucenin rostlin, které pak mohou indukovat rizné zmény v chovani, jiné zase v ristu, vyvoji
a rozmnozovani. Je to velka rozmanitost biologickych Uc¢inkt, ale jesté vétsi je rozmanitost
makromolekularnich struktur (receptory, enzymy), které tyto ucinky zptsobuji. Z hlediska
ucinkd je lze délit do n€kolika skupin (Harmatha, 2000; Hoskovec, 2000):



1) Regulatory chovani — semiochemikalie (s u¢inkem informacnim)

1. Kairomony — atraktanty, arestanty, stimulanty (vyhoda pro
ptijemce)

2. Allomony — repelenty, deterenty, antinutrienty (vyhoda pro
producenta)

3. Rostlinné slozky, naptiklad prekurzory feromon

2) Regulatory ristu a vyvoje (s t¢inkem fyziologickym / farmakologickym)

1. Juvenoidy — rostlinné analogy juvenilniho hormonu

2. Fytoekdysteroidy — rostlinné analogy metamorfosniho hormonu
3. Chemosterilanty a antihormonalni latky
4

. Pfirodni insekticidy a rostlinné toxiny

Z hlediska chemické struktury se v interakci mezi rostlinami a hmyzem uplatiiuji
témet vSechny typy nizkomolekularnich ptirodnich latek: alifatické latky, terpenoidy,
steroidy, alkaloidy, latky fenylpropanového metabolismu, peptidy, i mnohé jejich derivaty,
nejCastéji estery, glykosidy nebo saponiny (Schoonhoven a kol., 1998; Harborne, 1993;
Harmatha, 2000). Tyto derivaty nebo jin¢ konjugaty se stavaji aktivnimi ¢asto az po uvolnéni
aktivni slozky. Tak velkd komplexnost struktur a vztahii umoznuje uplatnéni celé Site
analytickych postupt, izolacnich technik, strukturné analytickych metod, chemickych
transformaci a syntes analogii pro urCeni strukturné-aktivitnich vztahii, pro objasnéni

problémt synergismu a pro odliSeni vlastnich nativnich aktivnich latek od jejich artefaktt.

3.3 Ekdysteroidy

Prvni ekdysteroid, ekdyson, byl izolovan v roce 1954 (Butenandt a Karlson, 1954)
z kukly bource moruSového. Jeho struktura byla uréena vroce 1965 rentgenovou
krystalografii (Huber a Hope, 1965). Prvni izolace ekdysteroidu z rostlin byla provedena
v roce 1966 z vyhonku rostliny nohoplodu (Podocarpus nakaii) (Nakanishi a kol., 1966). Od
objevu analogu ekdysteroidu v rostlinach se ukazalo, ze je vhodné tyto oznalit jako
fytoekdysteroidy, aby se odli§ily od téch, které byly izolovany z hmyzu, korysu
(zooekdysteroidy). Toto rozdéleni neni zcela pfesné nebot’ mnoho ekdysteroidii se nachazi

zaroven ve zviratech i v rostlinach (napt.: 20-hydroxyekdyson, Obr. 2).



Obr. 2 Struktura 20-hydroxyekdysonu

Nejznamé;jsi zastupce - ekdyson je klasicky steroidni hormon s obvyklym ¢tyikruhovym
jadrem (steran) odvozenym od cholesterolu. Pro ekdyson je typicka ketoskupina na B kruhu a
5 hydroxylovych skupin. Ekdyson je vlastné prohormon pravého svlékaciho hormonu 20-
hydroxyekdysonu.

Ekdysteroidy jsou steroidni hormony, které fidi svlékani a metamorfosu hmyzu. Bylo
objeveno, Ze tyto steroidy jsou ptitomny ve vSech stadiich hmyziho vyvoje. Reguluji mnoho
biochemickych a fyziologickych procesi od nakladeni vajicka pies embryonalni
a postembryonalni vyvoj az po dospélce. Reguluji metamorfosu, reprodukci a diapauzu.
Vyskytuji se ve vSech tfidach Clenovcl a pravdépodobné i bezobratlych (Koolman, 1989).
Analogy ekdysteroidi (fytoekdysteroidy) byly nalezeny také v rostlinach. Jejich funkce
Vv rostlinach je dosud hypotetickd a existuje na ni mnoho teorii. Nejcastéji se uvadi, ze jde o
urcity stupen ochrany rostliny pted fytofagnim hmyzem nebo pidnimi hlisty (Bergamasco
a Horn, 1983; Kubo a Hanke, 1986). Z téchto praci vyplyva, ze fytoekdysteroidy v rostlinach
at uz samotné nebo v interakci se sekundarnimi metabolity nebo spole¢né s dal$imi
ochrannymi faktory chrani rostlinu pied predatory coz zpusobuje snizeni poskozeni rostliny.
Clenovciim miize zptisobit endokrinni poruchy, piipadné smrt. Byly délany také pokusy

s had’atky a korysi, ale ucinek fytoekdysteroidi byl niZsi.



3.3.1 Distribuce ekdysteroidii v rostlinach

Fytoekdysteroidy byly nalezeny ve vice nez 100 rostlinnych druzich (napt.:
nahosemennych, krytosemennych, jednoletych, viceletych a vytrvalych). Okolo 2 % svétové
flory bylo podrobeno zkoumani ohledné pritomnosti ekdysteroidi a je pickvapivé, Ze
pritomnost ekdysteroidd se jevi jako ndhodnd. To je naptiklad v rozporu
s chemotaxonomickym tfidénim rostlin.

Hladina fytoekdysteroidii neni stejna pro rostliny, které ekdysteroidy obsahuji. Jejich
mnozstvi je ruzné v riznych organech rostliny a muze se také ménit béhem ontogeneze
rostliny a vlivem podminek péstovani. Také profil ekdysteroidii se méni orgédn od organu.
Neni znamo, v které ¢asti rostlinné buiiky nebo tkané se ekdysteroidy akumuluji. Casto se
spekuluje o tom, ze se jedna o vakuolu. Data o biosyntetické schopnosti riznych rostlinnych
organll jsou vzacnd, stejné¢ jako informace o kinetice a mechanizmu syntézy a distribuce
Vv rostliné. Koncentrace ekdysteroidi jsou vyssi ve tkanich, které jsou dualezité pro pieZiti
rostliny. U jednoletych rostlin se vyskytuje vyssi koncentrace naptiklad v semenech, které
jsou dilezité pro pieziti do dalsi generace. Jednolety merlik bily (Chenopodium album)
obsahuje vysokou hladinu ekdysteroidu v prasnicich, které chrani vyvijejici se pylova zrna,

v semenech a v mladych vyhoncich (Dinan, 1992).

3.3.2 Charakteristiky rostlinnych ekdysteroidi

Do dnesni doby bylo identifikovano vice nez 300 raznych fytoekdysteroidi (Lafont
a kol.,, 2002). Byla vytvofena databaze ekdysteroidli na internetu, kterou autofi nazvali
Ecdybase. Databaze obsahuje jejich struktury a také jejich spektralni a biologicka data, ktera
jsou prejata z clankd ve védeckych Casopisech. Analogy ekdysteroidl se od sebe li§i poctem
atomt uhlika (24C — 29C), poctem, polohou a pozici hydroxylové a karbonylové skupiny na
zakladnim steroidnim skeletu. Ekdysteroid miize byt volny nebo konjugovany (polarni nebo
nepolarni). Mohou existovat také nadsobné konjugaty.

Nejbéznéjsim  znamym  fytoekdysteroidem je 20-hydroxyekdyson (Obr. 2)
a polypodin B. Vétsinou rostliny obsahujici fytoekdysteroidy obsahuji 1-3 majoritni
ekdysteroidy, coz tvoii 95% celkového obsahu ekdysteroidli v rostliné. Pocet minoritnich
ekdysteroidii mize byt velmi Siroky. V mnoha piipadech byly izolovany a identifikovany

pouze majoritni ekdysteroidy. Parcha saflorova (Leuzea carthamoides), ktera je bohata na
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ekdysteroidy byla intenzivné studovana. Bylo v ni identifikovano vice nez 20 rdznych
ekdysteroidii (Budésinsky a kol., 2008).

Ve skutecnosti vysoky obsah ekdysteroidi v rostlinach je vysledkem jejich postupné
akumulace béhem vegetace, coz nevyzaduje tak velkou rychlost biosyntesy ve srovnani se
syntesou ve hmyzich prothorakalnich zlazach.

Jednim z prekurzorti C27 ekdysteroidu je cholesterol, ale neni tomu tak u vSech druhti
rostlin. Napiiklad Spenat sety (Spinacia oleracea) obsahuje zejména A7-steroly a lathosterol,
které jsou prekurzory ekdysteroidi (Grebenok a Adler, 1993). Acetit a mevalonat na
biosyntese fytosterold, které jsou pak premeénovany na C27, C28 a C29 ekdysteroidy (Tomas
a kol., 1993; Tabulka 1). Steroly C28 nebo C29 jsou prekurzory odpovidajicich C28 nebo
C29 z ekdysteroidi (Okuzumi a kol., 2003). Hydroxylované derivaty cholesterolu (25-
hydroxycholesterol, 22R- hydroxycholesterol) jsou obsazeny v prvoklicku rostliny osladi¢e
obecného (Polypodium vulgare) a velmi Géinn€é se premnéfiuji na ekdyson a 20-
hydroxyekdyson (Reixach a kol., 1999). Naopak ve zkoumanych rostlinach: Podocarpus
elata (Joly a kol., 1969), srpice barviiska (Serratula tinctoria) a silenka usnice (Silence otites)
(Dinan a kol., 2009) bylo zjiSténo, Ze 25-hydroxycholesterol neni prekurzorem ekdysteroidui.

Je znamo, ze ekdysteroidy jsou V rostlinné bufice stabilni molekuly, které mohou velmi
pomalu podstoupit pfeménu (Schmelz a kol., 2000). Fytoekdysteroidy se akumuluji béhem
zivota rostliny, ale kvili jejich moZzné migraci v rostliné jejich distribuce se mize ménit
béhem ontogeneze. Ekdysteroidy jsou tvofeny ve Spendtu ve starSich Castech vyhonki, ale
jsou transportovany a akumulovany v mladych apikalnich vyhoncich, kde je vSak rostlina
neni schopna syntetiSovat (Grebenok a kol., 1991; Grebenok a Adler, 1993). Odtranéni
apikalnich vyhonkt zpiisobi ukonceni produkce ekdysteroida ve starsi ¢asti vyhonkt (Bakrim
a kol., 2008).

Prvoklicek rostliny osladi¢e obecného (Polypodium vulgare) aktivné syntetisuje
ekdysteroidy (zejména 20-hydroxyekdyson ) do urcité koncentrace (Reixach a kol., 1997,
1999). Ponoteni prvoklicku do horké vody (45 °C) po dobu 60 min zplsobi teplotni Sok
a indukuje se tvorba ekdysteroidii de novo (Reixach a kol., 1997). Tato metoda byla pouzita
pro zvyseni konverze 25-hydroxycholesterolu na ekdysteroidy (Reixach a kol., 1999).

Hypotéza, ze fytoekdysteroidy jsou chemickou ochranou rostlin proti fytofagnimu
hmyzu a pidnim had’atkim se objevuje viadé praci. Logicky se da ocekavat, ze jejich
produkce bude zvySena mechanickym poskozenim rostliny, nebo poskozena ¢innosti hmyzu.
Syntesa fytoekdysteroidi je tedy odpovedi rostliny na stres. Ukazalo se to na rostliné Spenatu

seté¢ho (Spinacia oleracea), ale pouze v kotenech (Schmelz a kol., 1998, 1999).
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Prokézalo se, ze jasmonat, signalni lipid produkovany rostlinou pti odezvé na hmyzi ¢innost,
byl schopen zvysit produkci ekdysteroidu (Schmelz a kol., 1998; Tab. 1).

Devarenne a kol., (1995) zjistili, ze rostliny kukufice seté (Zea mays) neakumuluji
detekovatelné mnozstvi ekdysteroidd, ackoliv pfi pouziti znaceného [ 14C]mevalonat izolovali

ekdyson a konjugaty 20-hydroxyekdysonu, které uvoliiovaly volné ekdysteroidy po plisobeni

glycosidas.

Tab. 1: Biosyntetické studie vzniku ekdysteroidti v zemédélskych rostlinach

Prekurzor Rostlina Ekdysteroid Literatura

Acetat Spenat sety 20-hydroxyekdyson, | Grebenok a Adler, 1993
(Spinacia oleracea) | Polypodin B

Mevalonat Spenat sety 20-hydroxyekdyson, | Grebenok a kol., 1994
(Spinacia oleracea) | Polypodin B

Lathosterol Spenat sety 20-hydroxyekdyson | Grebenok a Adler, 1993
(Spinacia oleracea)

Cholesterol Spenat sety 20-hydroxyekdyson, | Grebenok a kol., 1994
(Spinacia oleracea) | Polypodin B

Cholesterol Kukufice seta konjugat Devarenne a kol., 1995

(Zea mays)

20-hydroxyekdysonu

5B-cholest-7-en-

Spenat sety

20-hydroxyekdyson

Dinan a kol., 2009

3,6-dion (Spinacia oleracea)
2-deoxyekdyson | Spent sety 20-hydroxyekdyson, | Bakrim a kol., 2008
(Spinacia oleracea) | ekdyson,
2-deoxy-

20 -hydroxyekdyson

Ecdyson

Spenit sety

(Spinacia oleracea)

20-hydroxyekdyson,
Polypodin B,
konjugat ekdysonu

Grebenok a Adler, 1993
Grebenok a kol., 1994
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3.4  Funkce ekdysteroidii u hmyzu

Ekdysteroidy jsou svlékaci hormony ¢lenoved, ale byly nalezeny i1 u dalSich
bezobratlych, kde v§ak mohou mit i jinou roli. U hmyzu tidi fadu biologickych funkei, které
maji vztah ke svlékani embrii, larev a nymf a dale k reprodukci dospélcti (Obr. 3). Nekteré
skupiny hmyzu napiiklad plostice (Heteroptera), blanoktidli (Hymenoptera) a dvoukftidli
(Diptera) maji dalsi homolog ekdysonu 24-metyl-20-hydroxyekdyson neboli makisteron A. U
embryi se vyskytuje 2-deoxyekdyson a 26-hydroxyekdyson. Mimo to existuji desitky dalSich
z00 a fytoekdysteroidd, ale ne vSechny jsou vSak aktivni.

Fytoekdysteroidy slouzi rostlinam jako ochrana proti herbivornimu hmyzu, jako
toxiny nebo antifeedanty. Hmyz je vSak zpravidla mize pomérné snadno ménit na neucinné

formy.

a) Syntesa

Ekdysteroidy jsou primarn€ syntetiSovany v prothorakélnich zldzach, odkud jsou
uvoliovany exocytézou do hemolymfy. Cely proces je fizen prostiednictvim
prothoracicotropniho hormonu z mozku. Kromé prothorakalnich Zzlaz se ekdysteroidy
syntetizuji také v jinych organech. U imag, kde prothorakalni zlazy chybi, jsou to ovaria
atestes. Zda se, ze zdrojem mohou byt v urcitych fazich vyvoje i1 Casti epidermu.
Ekdysteroidy se transportuji bud’ navazany na transportni bilkovinu nebo 1 volné, protoze jsou
znacn¢é rozpustné ve vodnych roztocich. Ekdyson se méni na 20-hydroxyekdyson ve tkanich
naptiklad v tukovém télese, Malpighickych trubicich a sttevé (Oeh a kol., 1998).

Ekdysteroidy se syntetisuji z cholesterolu. Hmyz neumi cholesterol vyrobit a musi ho
proto piijimat v potravé piimo (zoofagové) nebo si ho musi ptipravit dealkylaci z rostlinnych
sterola: sitosterolu, stigmasterolu nebo kamposterolu (fytofagové). Hmyz, ktery neni této
reakce schopen, musi produkovat makisteron A jako hlavni svlékaci hormon. U motyli bylo
zjisténo, ze prothorakalni Zlazy produkuji smés 2 a 3-dehydroekdysonu, ktera je v hemolymf¢

rychle redukovana na ekdyson.

b) Mechanismus ptsobeni ekdysteroida

Ekdysteroidy pulsobi jako steroidni hormony tj. aktivuji syntesu novych enzymu
expresi genll tak, Ze vstupuji do cilovych buiiek a dostdvaji se k jadru, kde se vazi na
ptislusny receptor. Tento komplex pak interaguje s DNA a indukuje RNA transkripci.

Ekdysteroidové receptory jsou proteiny o molekulové hmotnosti asi 100kDa a vyskytuji se v
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bunikdch v extrémné nizké koncentraci (asi 1000 molekul/buniku). U octomilky obecné
(Drosophila melanogaster) byl takovy receptor charakteriSovan véetné svého genu. Dobie
popsanym piikladem regulace genové exprese fizené ekdysteroidy je melanizace hmyzi
kutikuly u larev lisaje tabakového (Manduca sexta). Ekdysteroidy zde reguluji expresi genu
pro dihydroxyfenylalanindekarboxylasu, coz vede k syntese tohoto enzymu a spusténi
kaskady syntetickych reakci na jejimz konci je melanin (Oeh a kol., 1998).
¢) Rizeni hladiny ekdysteroidi

Syntesa ekdysteroidii je spousSténa na zékladé stimulu z mozku prostiednictvim
prothoracikotropniho hormonu. U nékterych druhtt hmyzu byl popsan i inhibi¢ni hormon
prothoracikostatin  (Oeh a kol., 1998). Koncentrace ekdysteroidi v hemolymf& je
kontrolovana kombinaci biosyntesy, odbouravani (katabolismu) a exkrece. Pomér vSech tii
procesu je koordinovan a kolisa béhem vyvoje. V dobé zvysené syntesy jsou metabolismus a
exkrece snizeny a naopak (Oeh a kol., 1998).
d) Metabolismus ekdysteroidii

Mnoho druhit hmyzu mtiZze metabolisovat ekdysteroidy v raznych tkanich, nejcastéji
Vv tukovém télese, Malpighickych trubicich, stievé €1 ovariich. Existuje zde tkanové i casoveé
specificka heterogenita. Vzhledem k relativni slozitosti molekuly ekdysteroidii existuje fada
specifickych reakci, kterym tyto latky podléhaji (hydroxylace, oxidace, redukce, Stépeni
postranniho fetézce, tvorba konjugati a hydrolysa konjugéti). Dobie znadmd je tvorba
konjugatt, které se nachazi predevsim ve vajickach, kde jsou v této forme ekdysteroidy casto
ukladany (aby mohly byt pozd¢ji zase uvoliovany). Vysoka aktivita ptislusnych ekdysteroidy
odbouravajicich enzymti ve stievé je dulezitd pro fytofagy, ktefi se tak chrani pred
fytoekdysteroidy (Oeh a kol., 1998).
e) Funkce fytoekdysteroidt

Ekdysteroidy patii spolu s juvenilnimi hormony k hlavnim metamorfosnim
hormonim. V zdsadé¢ maji nc€kolik zékladnich funkci (fizeni svlékani, rGstu, metamorfosy

a rozmnozovani) a n¢kolik funkci odvozenych:

1. Ovliviujici svlékani a metamorfosu

Svlékani je fizeno ekdysteroidy béhem embryogeneze i béhem larvalniho vyvoje. V
tomto obdobi dochazi k velkému kolisani v titru ekdysteroiddi v hemolymf&, coz je casové
korelovano se svlékacim procesem. U holometabolismu i hemimetabolismu (dokonalé i
nedokonalé metamorfosy) dochazi k prudkému naristu titru ekdysteroidii na zacatku kazdého

larvalniho svlékani. Obecné plati, ze titr ekdysteroidi roste pfed apolysou staré kutikuly,
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dosahuje maxima v dobé nebo kratce po apolyse a pak pada doli na nizkou az
nedetekovatelnou uroven po ekdysi. Hladina titru ekdysteroidti podléhd také circadiannim
zménam, které souvisi s circadiannim uvoliovanim prothoracikotropniho hormonu (Oeh a
kol., 1998). U hemimetabolismu je larvalné-imaginalni pfeména (metamorfosa) indukovana
uvolnénim jedné velké davky ekdysteroidi. Naopak u vétSiny motyli (Lepidoptera) se
ekdysteroidy vylévaji koncem posledniho instaru ve dvou davkach (u nékterych zastupct je
ale prvni davka jen naznacena nebo chybi — bourec-Bombyx, lisaj-Manduca). Prvni, mensi
davka obsahuje jak ekdyson, tak 20-hydroxyekdyson (v poméru 1:1). Jeji hlavni funkci je
reprogramace larvalniho vyvoje na kuklovy vyvoj. Larva méni své chovani pfestava Zrat a
hleda si vhodné misto ke kukleni. Druhd davka je mnohem vétsi, pomér ekdysonu a 20-
hydroxyekdysonu je asi 1:5, a spousti larvalné-pupalni svlékani. Je pravdépodobné analogicka
davce ekdysteroidii, kterd se uvoliiuje mezi larvalnimi instary. Po zakukleni dochazi
k dalsimu vylevu velké davky ekdysteroidi, coz souvisi s imagindlnim vyvojem. Jestlize
kukla prodélava diapauzu, tak je narust titru ekdysteroidit v hemolymfé pozdrzen az do doby

nez diapauza odezni (Oeh a kol., 1998).

2. Ovliviujici reprodukci

Ekdysteroidy maji uzky vztah k rozmnoZovani. U mnoha druht jsou produkovany
ovariemi a odtud ukladany jako konjugaty do zrajicich vajicek. Béhem embryogeneze se
z konjugatu ekdysteroidy uvoliuji a ovliviiuji embryonalni svlékani. 20-Hydroxyekdyson
zvySuje u nékterych druhti piedevsim u dvoukiidlich (Diptera) také syntesu vitellogeninu
Vv tukovém télese (hlavni role zde vSak piipadd juvenilnimu hormonu) a jeho sekreci do
hemolymfy. Ovaridlni ekdysteroidy pozitivné ovliviiuji také zrani oocytu stimulaci meidzy,
jejich uvoliovani z germaria a ovipozici. Zda se, Ze vliv ekdysteroidli na ¢innost pohlavniho
ustroji samice je druhové specificky, protoze zde existuje mnoho kontroverznich udajt,
Z nichz nékteré se do znacné miry vylucuji. O vlivu ekdysteroidli na sam¢i pohlavni organy
existuje mnohem méné tdajii - u samctl je obecné niz$i hladina ekdysteroidii nez u samic,
i kdyz existuji vyjimky. Ekdysteroidy hraji u samci piedev$im ulohu ve spermatogenezi.
Ovliviiuji bunky testes i diferenciaci spermii. Podili se také na tvorbé spermatoforu. Po
kopulaci dochézi zpravidla ke zvySeni hladiny ekdysteroidd, coz je vyznamné pro tvorbu

novych spermii (Oeh a kol., 1998).
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3. Ovliviiujici metabolické a fyziologické procesy
Ekdysteroidy ovliviiuji také metabolické procesy a diapauzu, stimuluji proteosyntesu

atd., vétSinou jde o procesy, které ptimo ¢i nepiimo souvisi s vySe uvedenymi funkcemi.

Obr. 3 Uloha ekdysteroidu ve vyvoji hmyzu (Thummel, 2001)
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3.5 Spojeni fytoekdysteroidii s metabolismem rostliny, predev§im s vyznamnymi

rostlinnymi latkami (brassinosteroidy a RuBisCO)

Mezi steroidni latky s povahou hormont, které byly v rostlinach nalezeny, patfi
brassinosteroidy a ekdysteroidy. Jejich zdkladni strukturu tvofi podobné jako je tomu
u zivo¢isSnych hormonil — steranovy skelet. V rostlinach se vyskytuji bud’ volné, nebo vazané.
Zatimco volnou formu ptedstavuji rizné steroly (steroidy s 3B-hydroxylovou skupinou a 17f-
alifatickym postrannim fetézcem) a oxysteroly (steroly, jezZ maji atomem kysliku modifikovan

A- ¢i B-kruh steranového skeletu, pfip. 1 postranni fetézec), vazand forma je zastoupena
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riznymi typy konjugatli, zvlasté estery sterolii s nasycenymi i nenasycenymi kyselinami,
méng Casto pak glykosidy (Kamlar a kol., 2010).

Brassinosteroidy (Obr. 4) hraji v Zivoté rostliny nezastupitelnou roli. Ovliviiuji tvorbu
biomasy, rast a diferenciaci organti, reguluji pocet a velikost semen i plodi a v neposledni
fad¢ oddaluji senescenci, tedy starnuti rostliny. Kromé toho se téz podileji na ptizptisobivosti
rostliny nepfiznivym zivotnim podminkdm, jimiz jsou napi. nedostatek Zzivin ¢i vody,
pritomnost herbicidd, nadbytek soli, chlad, popt. napadeni rostliny skiidcem. Bylo zjisténo, ze
brassinosteroidy ptisobi podobné jako peptidové hormony u Zzivocichd, tj. prostfednictvim
pfenosu signalu pies receptor lokalizovany na bunééné membrang. Néktefi autofi védeckych
praci ptedpokladaji nutnost vazby samotného steroidu na vazebnou bilkovinu a naslednou
interakci vzniklého aduktu s membranovym receptorem, jini (Kamlar a kol., 2010) zase

usuzuji na pfimou vazbu steroidu na membranovy receptor.

Obr. 4 a) Brassinolid, prvni objeveny brassinosteroid, b) kastasteron, biosynteticky prekurzor

ekdyzonu a brassinolidu (Kamlar a kol., 2010)

Mechanismus pisobeni brassinosteroidt je zalozen na pfenosu signalu pies receptor

lokalizovany na bunééné¢ membrané. K tomu mize teoreticky dochazet bud’ ptimou vazbou
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steroidu na receptor, nebo nepiimo navazanim steroidu na vazebnou bilkovinu a naslednou
interakci vzniklého aduktu s receptorem (Kamlar a kol., 2010). Vysledky z posledni doby
(Kamlar a kol., 2010) sice ukazuji spiSe na platnost prvni z teorii, nicmén¢ ani druha moznost
neni jesté zcela vyloucena.

RuBisCO (ribulosa-1,6-bisfosfat karboxylasa), enzym ze ttidy lyas, ktery v temné fazi
fotosyntézy katalyzuje piipojeni CO, k molekule ribulosa-1,5-bisfosfatu a nasledné rozstépeni
vzniklého meziproduktu na dvé molekuly 3-fosfoglyceratu. Kromé této karboxyla¢ni reakce
(fixace CO,) katalyzuje oxygenac¢ni reakci, pfi niz se na molekulu stejného akceptoru vaze
molekulovy kyslik a kromé 3-fosfoglyceratu vzniké fosfoglykolat. Z ného se sice v rostlinach

syntetisuje serin a glycin, vétsina se vSak katabolicky odbourava.

Obr. 5 Fixace CO, a  fotorespirace  katalyzovana  ribulosa-1,5-bisfosfat

karboxylasa/oxygenasou (RuBisCO)
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proteinem zemské biosféry. Nachazi se ve stroméch chloroplastii ve velké koncentraci a tvofi
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protoze Katalyzuje prvni reakci Calvin-Bensonova cyklu, tj. karboxylaci, pii které je CO;
fixovan v organickych molekulach. Pti karboxylaci dochédzi k pfeméné ribulosa-1,5-bisfosfatu
na 3-fosfoglycerat, jeho redukci na glyceraldehyd-3-fosfat a ten pak slouzi jako vychozi latka
pro tvorbu sacharosy, Skrobu a dalsich sloucenin.

Zmény v aktivit¢ i v obsahu enzymu RuBisCO jsou pouzivany jako citlivy
diagnosticky parametr pii zjiStovani negativnich efektti biotickych i abiotickych faktort
zivotniho prostiedi. Hlavnim faktorem prostiedi, které vyznamné ovlivituje rist a vyvoj
rostlin, je ozafenost a koncentrace CO; v atmosféfe. Pusobeni zvySené CO; obecné vede jak
ke zvySeni kapacity fotosynteSy (pozitivni aklimace) spojené se zvySenym vyuZitim
absorbované energie ve fotochemickych reakcich, tak i k poklesu kapacity fotosyntesy
(aklima¢ni deprese). Aktivita enzymu RuBisCO muze byt stanovena in vivo pouzitim méfeni
vymeény plynti nebo in vitro spektrofotometrickymi metodami. Obsah enzymu RuBisCO
mizZze byt stanovovan separaénimi metodami, jako jsou gelova a kapilarni elektroforéza
a radioimunoprecipita¢ni metoda (Kalina a kol., 2006).

Zatimco u zivoCichtl je struktura ekdysonového receptoru popsana pomérné podrobné,
u rostlin je tomu naopak. Lze sice usuzovat na jistou konzervativnost a tedy moZnou
podobnost s vyse uvedenou strukturou, neni ovSem vylouceno, Ze by mechanismus puisobeni
ekdysteroidii u rostlin nemohl byt zaloZzen na zcela jiném principu. Stejné jako v ptipadé
zivocCiSnych ekdysteroid receptori, kdy je napt. DNA-vazebna doména receptor pro retinoid
X, resp. ultrastérbinu proteinti, vysoce konzervovana, zatimco hormon-vazebna doména
vykazuje vyrazné evoluéni rozdily (Kamlar a kol.,, 2010), tak i u rostlin na rdznych
vyvojovych stupnich se mohou receptory, resp. piimo jejich strukturni prvky, vzajemné
odlisovat. Uhlik a kol. (2008) dale poukazuji na moznost pozitivni regulace enzymové
aktivity RuBisCO pomoci nékterych druhti ekdysteroidnich latek. Jak piesné k ovlivnéni
dochazi a ptipadné na jaké misto na jeho molekule se tyto latky mohou vézat, je pfedmétem
daldich experimentli. Ze ma smysl se timto problémem vibec zabyvat, je zfejmé jiz ze
samotné podstaty temnostni fize fotosyntesy, tj. spotieby CO; a jeho vyuziti k tvorbé
sacharidd, mastnych kyselin ¢i aminokyselin, tedy zékladnich sloZek rostlinného organismu.
Jakékoliv vyraznéj$i zvySeni aktivity vySe zmifovaného enzymu ¢i zvySeni jeho obsahu v
rostlinach tak mizZe vést jednak ke snizovani piebytkii CO, z ovzdusi a jednak ke zvySeni
tvorby biomasy pro energetické ¢i potravinové ucely. Problematika vazebnych bilkovin
fytoekdysteroidii tak diky mozné spojitosti s fotosyntesou ptechdzi z irovné ryze teoretické

na uroven praktickou (Kamlar a kol., 2010).
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3.6  Metabolismus ekdysteroidii u hmyzu

Ekdysteroidy, které byly pfijaty hmyzem v potravé (zejména 20-hydroxyekdyson)
mély Skodlivy uc€inek na vyvoj a preziti velkého poctu hmyzich druhti jako naptiklad bourec
moruSovy (Bombyx mori) (Kubo a kol, 1983), makadlovka bavinikova (Pectinophora
gossypiella) (Kubo a kol., 1981, 1983), blyskavka kukuii¢na (Spodoptera frugiperda) (Kubo
a kol., 1981), molik ¢esnekovy (Acrolepiopsis assectella) (Arnault a Slama, 1986; Harmatha,
2000), lisaj svlaccovy (Agrius convolvulus) (Tanaka a Naya, 1995), zpusobily inhibici rastu
pres pocetnost larvalnich instarti smrt bez svlékani a smrt spojenou s ¢asteCnym svlékanim.
Ur¢ité hmyzi druhy jako c¢ernopaska (Heliothis virescens), ¢ernopaska bavinikova (Heliothis
armigera), saranCe st€éhovavé (Locusta migratoria), liSaj tabakovy (Manduca sexta),
blyskavka (Spodoptera littoralis), mira kapustova (Lacanobia olereaceae), lisaj smrtihlav
(Acherontia atropos) (Dinan, 1998) jsou vyrazné tolerantni k ekdysteroidim v potrave.
Nevykazuji Skodlivé ucinky pii1 davce 400 ppm 20-hydroxyekdysonu nebo vyssi, ackoliv
larva blyskavky (Spodoptera littoralis) je ovlivnéna 1000 ppm 20-hydroxyekdysonu
(Ufimtsev a kol., 2006). Nekteré z druht Cernopaska (Heliothis virescens), ¢ernopaska
bavinikova (Heliothis armigera), blyskavka (Spodoptera littoralis), mura kapustova
(Lacanobia olereaceae) a zavije¢ kukufi¢ny (Ostrinia nubilalis) (Rharrabe a kol., 2007)
detoxifikuji ekdysteroid konjugaci s mastnymi kyselinami a tim zablokuji C-22 hydroxylovou
skupinu, ktera je dulezitd pro biologickou aktivitu ekdysteroidii (Dinan a Horrmann, 2005;
Obr. 6). Takovy detoxifika¢ni mechaniSmus je energeticky zna¢né naro¢ny. V piipadé€, ze
hmyz ma dostatecné mnozstvi jidla mtze prezit, v piipadé nedostatku mize dojit k poskozeni
vyvoje. Dal§im detoxifikacnim mechaniSmem je napiiklad tvorba 22-glukosidu, 2,22-fosfata,
3-acetatli, 3-oxoderivati nebo rozstépeni postranniho fetézce (Rharrabe a kol., 2007).
Potravou pfijaty 20-hydroxyekdyson mize byt také hmyzem nezmetabolisovany vyloucen,
napiiklad lisaj smrtihlav (Acherontia atropos) (Blackford a Dinan, 1997b). Dalsi hmyzi druhy
jsou castecné tolerantni k ekdysteroidim v potravé. Jsou schopny se vyrovnat s nizkou
koncentraci naptiklad babocka bodlakova (Cynthia carduy), ptastevnik starékovy (Thyria
jacobaeae) (Blackford a Dinan, 1997a), zatimco vy$si davky jsou toxické. Jiné druhy jsou
extrémné citlivé k ekdysteroidim v potravé takze rychle podléhaji velmi nizkym
koncentracim naptiklad babocka koptivova (Aglais urticae) nebo jsou odrazeny od pozieni
potravy, ktera obsahuje ekdysteroid a zemtou hlady, naptiklad babocka pavi oko (Inachis io)
(Blackford a Dinan, 1997a). Vysoce polyfagni druhy jsou k ekdysteroidu tolerantni, zatim co
olyfagni druhy jsou semitolerantni a monofagni druhy jsou na ekdysteroid citlivé (Dinan a
kol., 2009).
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Obr. 6 Schopnost hmyzu detoxifikovat fytoekdysteroidy piijaté potravou (Dinan a kol., 2009)
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3.6.1 Interakce mezi rostlinou a patogenem nebo $kiidcem a reakce rostliny na

mechanické poskozeni

Interakce mezi rostlinou a patogenem mohou vést k infekci. Po napadeni rostlinné
bunky viry, bakteriemi, houbami nebo hmyzem dochézi k elicitaci lokdlnich odpovédi kolem
infikované buniky. Dochazi ke zméné¢ stavby bunéfné stény a tim k nasledné inhibici
penetrace patogenu. Poté dochazi k syntese celé fady latek de novo a k expresi vybranych
obranych gent, které maji za ukol znesnadnit pronikdni patogenu do buiiky a jeho nasledné
mnozeni. Na zdklad¢ lokalnich odpovédi pak nastivaji zmény v expresi genl
Vv neinfikovanych ¢astech rostliny a dochazi k syntese celé¢ fady sekundarnich metaboliti,
mezi néZ patii napi. fytoalexiny (Heil a Bostock, 2002) a ekdysteroidy (Heil a Bostock,
2002). Hlavni signalni molekulou souvisejici s obranou reakci proti patogentim je kyselina
salicylova. Pti mechanickém poSkozeni rostliny napt. vlivem herbivorniho hmyzu se rovnéz
Spousti obranné mechanismy vedouci k expresi obrannych genti, zde je vSak ale hlavni

signalni molekulou kyselina jasmonova (Obr. 7; Gloser, 1998; Heil a Bostock, 2002).
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Obr. 7 Pfenos signalu pomoci jasmonové kyseliny (Gloser, 1998)
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Schéma ptenosu signdlu pomoci jasmonové kyseliny, ktera se tvofi z linolenové kyseliny
(dehydraci a B-oxidaci) za Gcasti enzymu lipoxygenasy. Linolenové kyselina je uvoliovana
membranoveé vazanou lipazou po jeji aktivaci signdlem prenesenym z receptoru. Tato cesta,
béZna pii poranéni listu herbivory i nékterymi patogeny, vede zejména k tvorb¢ inhibitor

proteaz, které ptisobi herbivortim poruchy traveni. (G = G-protein, PK = proteinkinasa).

Obranna reakce za¢ind rozpoznanim cizorodé latky, elicitoru, pomoci specifickych
receptori vytvoienych béhem evoluce. Receptor je poté spojen se signalni drahou kyseliny
jasmonové, kyseliny salicylové nebo ethylenu. Tyto latky nasledné spousti expresi obrannych
gentl spojenou se syntézou proteint, fytoalexint a jinych sekundarnich metabolitd. Velmi
Casto rovné¢z dochéazi k tvorbé aktivnich forem kysliku, které maji za nasledek nekrozu
napadené cCasti rostliny, podobné jako fytoalexiny.

Zvysena tvorba ekdysteroidii byla indukovana také kyselinou jasmonovou jak uvadi
ve své praci Schmelz a kol. (1998). To je spojuje s fytoalexiny. Na rozdil od ekdysteroidii se
ale fytoalexiny v rostliné pted napadenim nevyskytuji.

Podle predchozich praci Zeleny a kol. (1997) evropské plantdze parchy saflorové
(Leuzea carthamoides) byly malo zasazeny hmyzimi Skudci. Opletal a kol. (1993) popsal
Phyllobius maculicornis, jehoz larva pozira kofeny a dospélec pozira vyhonky této rostliny.
Rostliny s vysokym obsahem ekdysteroidu jsou chranény pted extenzivnim Utokem fytofagh
Zeleny a kol. (1997). Vysledky, ale ukazaly, ze zvySeny obsah ekdysteroidi neomezil

mnozstni hmyzu na Leuzea carthamoides.
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Byly testovany rtizné druhy hmyzu (74 herbvivorni a 52 karnivorni) na parSe
saflorové (Leuzea carthamoides). Na n€které druhy hmyzu rostlina Leuzea carthamoides
vykazovala uréitou resistenci. Vysoky obsah 20-hydroxyekdysonu nezptsobuje universalni
resistenci rostliny proti fytofagnimu hmyzu. Nejvice rezistentni herbivorni organismy, které
mohou dokoncit sviij Zivotni cyklus na této rostling, patii do skupiny, na kterou je ucinek
ekdysteroidnich hormond neznamy. Ekonomicky dilezita a fyziologicky senzitivni skupina
hmyzu na ekdysteroidy, endopterygotni hmyz je reprezentovan ponékud malym mnozstvim
druhtt s malou cetnosti. Vétsina druhti evropského hmyzu, kterd kolonizuje na sibifskych
rostlinach jsou polyfagni druhy, které obyvaji rizné druhy hostitelskych rostlin (Zeleny a kol.,
1997).

Fyziologické podminky spojené s odolnosti hmyzu k exogennim ekdysteroidiim jsou
dosud neznamé. Na rozdil od analogti juvenilniho hormonu, ktery mize vstupovat do
hmyziho organismu kutikulou, ekdysteroidy mohou vstupovat pouze oralni cestou s potravou.
Je nezbytné si uvédomit, Ze endogenni u€inek ekdysonu je pfisné limitovan periodami hmyzu,

ve kterych hmyz potravu neptijima.

3.6.2 Vyznam ekdysteroidi pro lidsky organizmus

Koten parchy saflorové (Leuzea carthamoides; Obr. 8) obsahuje piedevsim
ekdysteroidy, flavonoidy a polyacetyleny. Ekdysteroidy jsou hlavni u¢innou latkou: zvysuji
nespecifickou odolnost organizmu, maji adaptogenni aktivitu (pusobi ,,proti stresu*) (Lafont a
kol., 2003), pii jejich pouzivani je organizmus regenerovan daleko rychleji, tyto latky pisobi
stimulacné na centralni nervovy systém. Zkracuji dobu spanku po ukliditjicich prostiedcich,
zlepSuji metabolizmus cukrii, tukii a cholesterolu, zvysSuji ukladani bilkovin do pficné
pruhovaného svalu (tento ,anabolicky,, Gi€inek je s uspéchem vyuZzivan u sportovci, ktefi se
vénuji jak silovym, tak vytrvalostnim (Lafont a kol., 2003) sportim; je vSak nutno fici, ze
tento Ucinek neni Skodlivy jako v ptipadé zbytecného pouZzivani anabolickych hormonil).
Ekdysteroidy maji také ochranny vliv na jatra a pusobi ochranné i na srdce a cévy (Lafont a
kol., 2003). Flavonoidy biologicky tc¢inek ekdysteroidii dopliuji: podileji se na snizeni
hladiny cholesterolu a maji ochranny u¢inek na cévni sténu. Polyacetyleny v rostlinach jsou
charakterizovany Casto jako fytoalexiny a proto lze predpokladat, Ze budou mit

antimikrobidlni uéinek.
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Obr. 8 Parcha saflorova (Leuzea carthamoides)

3.6.3 Vyskyt ekdysteroidi v zemédélskych plodinach

Byl proveden rozsahly pruzkum ekdysteroidti v zeméd¢lskych plodinach véetné zeleniny a
ovoce a bylo zjiSténo, Ze pouze Spenat obsahuje biologicky aktivni formu ekdysteroidi (20-
hydroxyekdyson), kukufice obsahuje neaktivni formu (20-hydroxyekdysonfosfat).

Je zndmé, Ze Spenat syntetiSuje a akumuluje ekdysteroidy, pifednostné 20-
hydroxyekdyson, v apikalnich vyhoncich a stoncich (Grebenok a Adler, 1991). Byla popsana
rychld indukce 20-hydroxyekdysonu, ktera byla vyvolana poranénim a naslednou aplikaci
analogi jasmonové kyseliny (Schmelz a kol, 1998). Kofeny napadené¢ herbivorem
lalokonosec ryhovany (Otiorhynchus sulcatus) stimuluji tvorbu 20-hydroxyekdysonu
(Schmelz a kol., 1999). Uloha signalu jasmonové kyseliny byla provedena pies analogy
salicilové kyseliny, potencidlni inhibitory enzymu biosyntézy jasmonové kyseliny (allene
oxide synthasy; Pan a kol., 1988), a to inhibovalo produkci 20-hydroxyekdysonu.

U $penatu (Obr. 9) byla potvrzena syntesa polyfosfatt ekdysteroidi (Grebenok a kol.,
1994), které vSak maji negativni odezvu na regulujici latky endogenni syntézy ekdysteroidi
(Horn a Bergamasco, 1985). Nizka hladina polyfosforylovanych ekdysteroidi pomalu

reguluje biosyntesu ekdysteroidt. Nékteré rostliny, které pfednostné tvoii polyfosforylované
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ekdysteroidy mohou biosyntetisovat jen malé mnozstvi téchto produktt. Takové rostliny také
biosyntetisuji jen malé mnozstvi nekonjugovanych ekdysteroidi. Kukufice seta (Zea mays;
Obr. 10) syntetisuje 20-hydroxyekdysonpolyfosfat a ekdysonpolyfosfat v nanogramovém
mnozstvi na gram Cerstvé hmoty rostliny. Nekonjugované ekdysteroidy nebyly v kukufici
nalezeny.

Endogenni biosyntéza ekdysteroidit ve formé polyfosfatti byla prokazana v kukufici
seté (Zea mays) inkubaci [14C] mevalonové kyseliny. Byl izolovan radioaktivné znaceny
ekdyson a 20-hydroxyekdyson (Devarenne a kol., 1995). Vysoka specificka aktivita
pozorovana v lathosterolu v kukufici snizuje s ¢asem rychlost pfemény a to tak, ze lathosterol
je metabolisovan na ekdysteroidpolyfosfaty nebo se jeho mnozstvi snizuje ptitomnosti noveé
vznikajicich latek. Lathosterol je pfeménén na cholesterol a specificka aktivita vnikajiciho
cholesterolu se zvySuje s ¢asem. [14C]Cholesterol je znam, ze piechazi na ekdysteroidy ve
Spenatu (Grebenok a Adler, 1993). V kukufici [14C]cholesterol je metabolizovan na 20-
hydroxyekdysonpolyfosfat. Lathosterol je upfednostiiovany substrat v biosyntese
ekdysteroidit v kukufici 1 ve Spenatu. Radioaktivné znaceny cholesterol je méné vhodnym

substratem, rychlost jeho pfemény na ekdysteroidpolyfosfaty byla mensi v obou rostlinach.
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Obr. 9 Spen:
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Obr. 10 Kukufice se
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4  Zavér

Tato reSerSe ukazuje, ze metabolismus ekdysteroidid u hmyzu je velmi slozit¢ regulovan.
Na zaklad¢ studia uvedenych praci je ziejmé, ze se lisi metabolismus endozooekdysteroidii od
metabolismu exofytoekdysteroidii ackoliv nékteré detoxifikacni metabolity jsou totozné.
Hmyz potiebuje endozooekdysteroidy v urcitém ¢asovém useku svého zivota a proto hmyz
musi mit detoxifikacni a aktivacni cesty, které vedou k efektivni pfeméné aktivnich forem
zooekdysteroidli na neaktivni a naopak. Princip téchto metabolickych premén musi byt
energeticky nenaro¢ny, aby jedinec ¢i druh dokazal prezit béhem evoluce. Proto se jevi
Z evolu¢niho pohledu jako velmi vyhodné pro hmyz konzumovat rostlinnou stravu obsahujici
fytoekdysteroidy. Jejich prinik ptes sténu stfevni do organismu neni tak markantni, protoze
ekdysteroidy jsou velmi polarni slou€eniny a do téla hmyzu pronikaji jejich nepolarni estery
S mastnymi kyselinami coz jsou detoxifikované derivaty aktivnich ekdysteroidi. Naopak
pokud vyvojové stadium hmyzu potiebuje ekdysteroidy tak je vyhodné&;si je ziskat z potravy,
nez je slozitou cestou syntetisovat z fytosteroli jako je napiiklad p-sitosterol nebo
kampesterol pies cholesterol na aktivni 20-hydroxyekdyson.

Na zéklad¢ téchto poznatkti, které zde uvadim je jasné, proC autofi ve svych pracech
opomijeji praci Zeleny a kol. (1997), protoze z této prace jednoznacné vyplyva, Ze Siroké
spektrum herbivorniho hmyzu muze Zzit na rostliné Leuzea carthamoides. Tato prace je
opomijena na zakladé téchto skute¢nosti. Rostliny Leuzea carthamoides byly péstovany
V polnich podminkach a proto hmyz mohl kolonizovat tuto polni kulturu postupné, protoze
Leuzea carthamoides je viceleta rostlina. Pro rostlinu Leuzea carthamoides je typické, Ze
obsahuje vysoké mnozstvi tohoto aktivniho hmyziho hormonu. Jeho hladina je daleko vyssi,
nez je hladina obsazend ve Spenatu a to 1 po napadeni hmyzem, kdy dochazi
k nékolikonasobnému zvyseni hladiny 20-hydroxyekdysonu ve S$penatu. Jestlize v polnich
podminkach je Siroké spektrum hmyzu schopno adaptability na rostliny obsahujici vysoké
procento 20-hydroxyekdysonu, tedy aktivniho hmyziho svlékaciho hormonu, pak musime
jednozna¢né kriticky pfistoupit K pracem, které v laboratornich pokusech dokazuji
vyuzitelnost 20-hydroxyekdysonu v zemédé&lstvi jako potencionalniho pesticidu 3. generace.
Rada autori pii diskusi 0 zvySovani 20-hydroxyekdysonu v rostlinich $penétu, které jsou
napadeny hmyzem opomiji skutecnost, Ze hladina 20-hydroxyekdysonu se li§i v riznych
rostlinnych ¢astech a navic v téchto ¢astech se hladina ekdysteroidi méni v zavislosti na
vegetacni Casti rostliny. To znamena, Ze primarni vyznam ekdysteroid v rostlinné butice
musime hledat mezi fyziologickymi faktory, které predurcuji preziti druhu, nez v obrannych
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faktorech rostliny, které predurcuji preziti jedince. Evoluéni vyvoj preferuje pteziti druhu pred
prezitim jedince. Z tohoto pohledu je velmi zajimava prace Uhlik a kol. (2008).

Zemédelské plodiny (kromé Spendtu) neobsahuji aktivni formy ekdysteroidd. Ze
zemédéelskych plodin obsahuje aktivni formu ekdysteroidu pouze Spenat a u kukutice bylo
zjisténo, ze obsahuje neaktivni ekdysteroidfosfaty. Lze usuzovat, ze ekdysteroidy v rostlinach
neplIni obranou funkci proti hmyzu.

Pokud ptijmeme fakt, Ze ekdysteroidy primarné v rostlindch neplni obrannou tlohu proti
hmyzu, pak musime zjistit pro objasnéni jejich skutecné ulohy, kde se aktivni nebo neaktivni

formy ekdysteroidl v buiice vyskytuji.
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