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Anotace

DANKOVA, K. (2018): Zmény v produkci vybranych primdrnich metabolitii u rostlin
Celedi Brassicaceae v zdvislosti na napadeni béldskem zelnym. Hradec Kralové,
Diplomova prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci
diplomové prace Jiti Tlima. 67 s.

Predmétem vyzkumu této diplomové prace je zjiSténi zavislosti mezi napadenim
vybraného druhu rostlin celedi Brassicaceae béldskem zelnym a produkci
nékterych aminokyselin, organickych kyselin (fumarova, citronovd, askorbova,
Stavelovd) a rozpustnych proteini vcetné zmeén jejich pomeéru. V praci jsou
uvedeny zakladni charakteristiky vybraného skiidce, sledovanych primarnich
metabolitli a popsany zakladni metabolické procesy, které pfi stresu probihaji. Z
napadenych rostlin byla odchycena imaga bélaska zelného. Oplozené samicky byly
aplikovany na rostliny v kultiva¢nich boxech. Pomoci metod, jako jsou
vysokoucinna kapalinova chromatografie nebo spektrofotometrie, byly zjiStény
zmény koncentraci sledovanych latek jako reakce rostlin na nakladena vajicka
a poskozeni housenkami bélaska.
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Annotation

DANKOVA, K. (2018): The changes of selected primary metabolite production in
Brassicaceae plants in dependence on the cabbage butterfly attack. Hradec Kralové,
Diploma Thesis at Faculty of Science University of Hradec Kralové. Diploma Thesis
supervisor Jiff Tima. 67 p.

The aim of this diploma thesis is to find out the dependence between the
infestation of selected plant species of Brassicaceae with large white and the
production of certain amino acids, organic acids (fumaric, citric, ascorbic, oxalic)
and soluble proteins, including changes in their ratio. The thesis presents the basic
characteristics of the selected pest, the primary metabolites and the basic
metabolic processes under stress. From the infested plants, a large white image
was captured. The fertilized females were applied to the plants in the cultivation
boxes. Using methods such as high performance liquid chromatography or
spectrophotometry, were detected changes at concentrations of the monitored
substances as a plant reaction on the laid eggs and on the damage by caterpillars.
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1 Uvod

Tématem mé diplomové prace jsou zmény v produkci vybranych primarnich
metabolitli u rostlin Celedi Brassicaceae v zavislosti na napadeni bélaskem zelnym.
Toto téma jsem si zvolila ze zajimavosti a také proto, abych zjistila, zda a vjakém
rozsahu dochazi ke zméné koncentrace vybranych produkovanych latek rostlin
z Celedi Brassicaceae pri napadeni herbivory.

Rostliny z Celedi Brassicaceae, hlavné pro pokus pouzitd brukev zelnd (Brassica
oleracea), jsou pro clovéka dilezitym zdrojem potravy (Verkerk et al,, 1997). Jsou
zdrojem glukosinulatl, flavonoid®i, vitamind, jako jsou naptiklad karotenoidy
(mohou se preménit na vitamin A), tokoferol (téZ vitamin E), kyselina askorbova
(téz vitamin C) a kyselina listova (téZ vitamin B), mineralnich Zivin, jako je méd,
zinek, fosfor a mangan. Rostliny zcCeledi Brassicaceae obsahuji nejriiznéjsi
fytoproteiny jako je brassicin, brassilexin, camalexin aj., fenoly - feruloyl, kyselina
kavova, p - kumarova, antokyany, quercetin aj. (Moreno et al., 2006). Obsah vSech
téchto latek zavisi na podminkach ristu pred sklizni a po sklizni, na skladovani,
zpracovani a na celkovém stavu rostliny (Rickman et al., 2007). Zminéné latky jsou
zndmé pro jejich biologické aktivity (Halkier et Gershenzon., 2006; Stoewsand,
1995; Tomas-Barberan et Espin, 2001), v¢etné antioxidant (Tung et al., 2009;
aktivit (Habib et al., 2008). Bylo prokazano, Ze napf. brokolice, zeli a hotcice sniZuji
riziko vzniku rakoviny (Kristal et Lampe, 2002; Wang et al., 2004).

Béhem ristu jsou rostliny vystaveny abiotickym a biotickym stresovym faktortm.
Vyznamny je vliv herbivord, pricemz castym Skiidcem rostlin z ¢eledi Brassicaceae
je bélasek zelny (Pieris brassicae), ktery rostliné nejvice Skodi ve fazi housenky,
kdy dochazi krychlému ubytku biomasy. Proti stresovym faktorim vcetné
herbivorie si vSak rostliny vyvinuly obranné mechanismy, pomoci kterych se
dokdZou branit. Vreakci na tyto stresové faktory rostliny zvySuji produkci
primarnich a sekundarnich metaboliti (Sudha et Ravishankar, 2002;
Schutzendubel et Polle, 2002), jako jsou napriklad aminokyseliny, organické
kyseliny a obranné proteiny (Moreno et al., 2006), které hraji dtleZitou roli
v pfimé nebo nepirimé obrané rostlin (Sakihama et al., 2002; Sharma et Dietz,
2006).

Hlavnim cilem prace bylo zjistit zavislosti mezi napadenim zvoleného druhu
rostlin Celedi Brassicaceae bélaskem zelnym a produkci vybranych aminokyselin,
organickych Kyselin a proteint, vCetné zmén jejich poméru. Tato prace je soucasti
SirStho vyzkumu, kdy byly zkoumany zmény ve sloZeni primarnich, ale také
sekundarnich metabolitd. Zmény byly pozorovany také pri ptlisobeni drepciki
rodu Phyllotreta a vysledky byly pouZity pro dalsi diplomové prace. V teoretické



Casti jsem si kladla za cil vytvorit souvislé charakteristiky o vybraném Skidci
arostliné zceledi Brassicaceae a o procesech, které vrostliné pii ptlisobeni
stresoru probihaji. Tato ¢ast prace vychazi predevsim z védeckych clankd, které se
této problematice vénuji. Prakticka cast je pfimo zamérena na vyzkum v produkci
vybranych primarnich metabolitli pfi napadeni rostliny béldskem zelnym. DalSim
cilem bylo zjistit, zda rostliny reaguji rozdilné, pokud jsou napadeny housenkami
bélaska zelného nebo kdyzZ jsou na né nakladena pouze jeho vajicka.

V této diplomové praci byla na pocatku experimentu stanovena hypotéza - Ho: ,Po
napadeni rostlin herbivornim hmyzem dochazi ke zménam v jejich primarnim
metabolismu”. Tyto zmény by se mély projevit i po nakladeni vajicek.
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2 Literarni prehled

2.1 Stres rostlin

Stres je funk¢nim stavem rostliny, kdy je rostlina vystavena mimoradnym
negativnim podminkam (stresortim). Rostlina se proti nim branf{ a vlivem piisobeni
stresu aktivuje své obranné mechanismy, které maji za cil zachovat homeostazu
a zabranit poskozeni nebo smrti rostliny (Blaha et al, 2003). Zakladni déleni
stresovych faktori je na abiotické a biotické (Atkinson et Urwin, 2012).

Abioticky stres

Abioticky stres je stres vyvolany neZivymi faktory plisobenim nadbytku ci
nedostatku fyzikalnich nebo chemickych elementli. U rostlin snizuje jejich rist
a vynosnost. Jedna se pievazné o tyto faktory (Gonzalez et al., 2003):

1) Chemické faktory:
e nedostatek H20
e nedostatek O
¢ nedostatek zivin v ptidé
e snizZena koncentrace soli v ptidé
e vyskyt toxickych plynt ve vzduchu
e pritomnost toxickych kovili a organickych latek v ptidé
2) fyzikalni faktory:
e nadmérné svételné zareni
e UV-zareni
e mechanické ucinky vétru
e vysoka, nizka teplota
Bioticky stres

Bioticky stres je stres vyvolany naopak Zivymi organismy. Ty ve svém Zivotnim
prostiedi bézné vstupuji do riiznych vztahii s dalSimi organismy svého druhu
i mezidruhové. Mezi biotické stresory je mozné radit patogenni mikroorganismy,
jako jsou napf. viry, bakterie, dale houby, hmyzi a zivoc¢isni Skddci, ale také
rostliny. Bioticky stres reguluje expresi mnoha rostlinnych gent, které jsou
zapojené napiiklad do biosyntézy glukosinulatd, terpenoidii, produkce inhibitoru
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protedz a dalSich latek (Hilker et Fatouros, 2015). Stres muiZe u rostlin zplisobit
zavazna poskozeni, napriklad po infekci rostlinné buniky patogenem mitZze dojit
k hypersenzitivni reakci (smrti infikovanych bunék), opadu plodt a napadenych
listi (Hnilicka et al. 2003).

Tak jako na abioticky stres, tak i na bioticky stres rostliny reaguji. Rostliny jsou
schopné rozeznat napadeni patogenem, a to pomoci signalnich latek zvanych
elicitory, které rostlinné bunky rozeznavaji svymi receptory. Tyto latky
v rostlinach spoustéji poplachovy signal, ktery vyzyva rostliny k tvorbé obrannych
latek. Poplachovy signal dokaZou rostliny prenaSet po celém svém téle. Mezi
mechanismy systémové obrany rostlin patfi systémové ziskana rezistence, kdy
poplachovy signal prenasi kyselina salicylova. U indukované systémové reakce
hraje hlavni roli kyselina jasmonova (Hamilton et Coleman, 2001).

Plisobeni biotickych a abiotickych stresord ovlivitiuje u rostlin tvorbu primarnich
i sekundarnich metabolitli, které mohou obsahovat ucinné latky s vyuzitim ve
farmaceutickém primyslu. Paklize stresor pozitivné ovliviiuje tvorbu Zadoucich
latek, lze chapat jeho efekt pozitivné jako stimulaci, nabuzeni obrannych
mechanismi rostliny (Zhao et al., 2005). Bylo zjisténo, Ze elicitory davaji podnét
k aktivaci genli nezbytnych pro syntézu tzv. fytoalexind, coZ jsou nizkomolekularni
obranné latky sekundarniho metabolismu, které se za normalnich okolnosti
v bunikach nevyskytuji. Dnes je znamo vice nez 300 fytoalexini, které po chemické
strance patii mezi velmi riznorodé typy sloucenin. Naptiklad jsou znamy
fytoalexiny typu isoflavonoidd, terpenoidii ¢i stilbenti. U rostlin Celedi Fabaceae
prevazuji flavonoidy a isoflavonoidy, u ¢eledi Solanaceae prevazuji seskviterpeny,
u Poaceae diterpeny, ¢i furanokumariny u Celedi Apiaceae. VyuZiti stimula¢niho
efektu specifickych latek se nazyva elicitace. V jedné rostliné se mize vytvorit
i vice rlznych fytoalexinti. VétSina z téchto sloucenin je lipofilni povahy, coz jim
usnadiiuje pronikani pres plazmatickou membranu patogenti (Prochazka et al.,
1998).

Rostliny reaguji na napadeni herbivorem dokonce jiz ve fazi ukladani vajec
herbivorniho hmyzu na rostlinu (Pashalidou et al., 2015). Rostliny maji na vajicka
bud’ primy negativni vliv tim, Ze dokazou vylucovat riizné obranné tékavé latky,
¢imz vajicko mohou poskodit nebo vyvolat jeho umrti, coZ mize odrazovat hmyz
pred dalSim kladenim vajec na rostlinu, anebo maji nepiimy vliv, kdy rostliny
dokaZou informovat parazitoidy o pritomnosti vajec, kterd se mohou stat jejich
potravou. Nékteré studie prokazaly, Ze kromé této primé a neprimé obrany rostlin
vici nakladenym vajickiim, mohou vajicka slouzit jako varovny signal pro rostliny
a tim mohou dopfedu nastartovat své obranné mechanizmy drive, neZ dojde
k vylihnuti larev, které zptisobuji obrovské Skody na rostlinné biomase (Hilker et
Fatouros, 2015). JiZ bylo prokazano, Zze mnoho druht rostlin z celedi Brassicaceae
interaguje s Pieris brassicae, kdy byl pti expozici vajec zjistén zpomaleny rist
a snizeni kvality napadené rostliny, coz zptsobilo rychlejsi tmrti vajec. Nicméné
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velmi zalezi na druhu zkoumané rostliny. U¢inky nakladeni vajec herbivorniho
hmyzu na rostliny byly zatim prokazany napfr. u husenicku rolniho (Arabidopsis
thaliana), borovice lesni (Pinus sylvestris) a u brukve ¢erné (Brassica nigra L). Je
tedy potreba dalSich studii, které by interakci herbivorniho hmyzu s rostlinami
rozsitily a objasnily (Pashalidou et al.,, 2015).

2.2 Herbivorie - vyznamny vztah mezi rostlinou a Zivo¢ichem

Herbivori ovliviiuji populace rostlin nejen primym okusem, ale také sanim,
poZerem, seSlapem i pfimou pastvou. Mohou u rostlin zptisobovat rozdily v ristu,
prijmu Zivin nebo i zmény prfi transpiraci a fotosyntéze. Pri napadeni rostliny
herbivorem dochazi ke znatnym zméndm v toku Zivin a vody v cévnich svazcich
(Mihai et al., 2005).

Velmi Casté jsou interakce cévnatych rostlin a herbivorniho hmyzu. Herbivofi se
dle specializace déli na potravni specialisty (zahrnujici monofagy a oligofagy) a na
potravni generalisty (zahrnujici polyfagy). Monofagové jsou specializovani pouze
na jeden druh rostliny. Mezi monofagni hmyz patfi zastupci zfddu Hemiptera,
Coleoptera nebo mnohé larvy z radu Lepidoptera. Oligofagni hmyz se stravuje na
vice rostlinnych druzich, ale vSechny tyto druhy spadaji do jedné celedi. Pfikladem
oligofagniho hmyzu je napriklad bélasek zelny (Pieris brassicae) stravujici se na
rostlinach zceledi Brassicaceae nebo mandelinka (Leptinotarsa decemlineata)
Zivici se na rostlinach z Celedi Solanaceae. Polyfagni hmyz ma mozZnosti vybéru
azivi se rostlinami zriznych celedi. Prikladem polyfagniho hmyzu je msSice
broskvonova (Myzus persicae), ktera se Zivi na jedincich z vice nez padesati Celedi
(Schoonhoven et al., 2005).

2.2.1 Bélasek zelny - Sktidce rostlin

Bélasek zelny je povazovan za skiidce na brukvovitych rostlinach jak na polich,
loukach, tak i v zahradach. Tento druh se vyskytuje hojné, neni ohroZen a je
prizplisoben intenzivné obhospodarovavané Kkrajiné. V poslednich letech je
vmnoha oblastech vyrazné hojnéj$i méné znadmy bélasek fepovy (Cechmanek
et Hrabak, 2006).

Obecna charakteristika bélaska

Bélasek zelny patii do tridy hmyzu, radd motyla a Celedi bélaskovitych (Pieridae).
Jedna se o napadné velkého denniho motyla, jehoz lic ktidel je bily a v zeSpicatélém
apexu predniho kiidla ma velkou ¢ernou skvrnu (Reichholf, 2004). Samice maji
navic dvé ovalné cerné skvrny. Bélasek zelny je rozsSiren po celé Evropé vcetné
Skandinavie, dale obyva Blizky a Stredni Vychod po Himalaje a je také zavlecen do
Chile. V Ceské republice je rozsifen po celém tzemi. Vyskytuje se pfevazné na
loukach a zahradach, v mistech dostate¢ného mnozstvi nektaru. Na rostliny ptisobi
negativné hlavné housenky, které rostliny ni¢i nejen okusovanim, ale zeleninu

13



znehodnocuji i trusem. Chutnd jim predevsSim zeli a kvétak, rovnéz brokolice,
kapusta i kedluben. Diky konzumaci brukvovitych rostlin se v téle bélaski hromadi
odpudivé a jedovaté latky, kterymi zapachaji. Chrani se tak pred nékterymi druhy
ptakd, pro které predstavuji potencialni potravu (Cechmanek et Hrabak, 2006).

RozmnoZovani a Zivotni cyklus

V ramci hmyzu patfi motyli mezi vyvojové pokrocilejsi rady, pro které je
charakteristicka tzv. proména dokonala. Vyvoj se u nich déli na 4 stadia: vajicko,
housenka (larva), kukla a dospélec (imago). Housenka predstavuje ve vyvoji
motyla stadium ristu, které je rozdéleno do nékolika rlistovych fazi tzv. instard,
oddélenych svlékanim. V pribéhu posledniho svlékani se housenka proméni
v kuklu. Housenka je stadiem, které nejvice prijima potravu, dospélec zase stadiem,
které se Ucastni rozmnozovani a podili se na rozsirovani arealu vyskytu. Dospélci
se Casto shromazd'uji na typickych stanovistich, kde samci aktivné vyhledavaji
samicky. Pro kazdy druh jsou pred samotnym parenim typické namluvni ritualy,
které ¢astecné zabranuji mezidruhovému kiiZzeni (hybridizaci). Samotna kopulace
u bélaska zelného trva jen nékolik minut. Bélasek zelny obvykle za sezénu vytvori
dvé generace. Prvni generace bélaska, 1étajici od konce dubna do pocatku ¢ervna, je
méné pocetnd a znatelné Skody nepisobi. Naopak druhd generace, ktera se
vyskytuje od ¢ervence do zafi, je pocetnéjsi a zptisobuje vétsi skody (Cechmanek
et Hrabak, 2006).

Zivotni cyklus za¢ina nakladenim 20 aZ 100 kus@ Zlutych vaji¢ek, kterd jsou
kladena ve shlucich na spodni stranu listi brukvovitych rostlin. Priblizné po 10 -
14 dnech se vajicka zméni v larvy (housenky), které jsou Zlutozelené se zlutymi
prouzky a misty tmavymi skvrnami. Kukla je taktéz zeleno - Zluta, tmavé
skvrnita. Stadium kukly obvykle trva jeden mésic, poté se z kukly vyvine dospély
motyl (Lohmann, 2006).

Rostliny se mohou proti poskozeni bélaskem a jinymi herbivory branit rtiznymi
morfologickymi, biochemickymi a molekularnimi mechanismy, nebo k nému
mohou byt tolerantni (War et al, 2012). Casto v3ak neni jisté, zda se jedna
o toleranci nebo rezistenci (Turley et al., 2013).

2.3 Obranné mechanismy rostlin proti napadeni herbivory

Rostliny si na obranu proti herbivorim vyvinuly obranné mechanismy, pomoci
kterych se brani. Obranu rostlin délime na konstitutivni, jejiZ obranné znaky jsou
stale pritomny a na indukovanou, kterd nastava az po napadeni herbivory (War et
al,, 2011). Morfologické struktury, jako jsou trichomy a trny, jsou typickymi znaky
konstitutivni obrany. Pokud je vSak pravdépodobnost vyskytu herbivora nizk3, je
optimalni indukovana ochrana, protoZe produkce obrannych slozek dopredu je
velmi nakladna (War et al., 2012).
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2.4 Konstitutivni obrana

Rostliny si vyvinuly rGzné strategie ke svému ochranéni pired herbivory
a patogeny. Prevazuji strategie konstitutivni, které jsou neustale pritomny (War, et
al, 2012; Frost et al, 2008). VétsSina stalezelenych trvalych rostlin postrada

vvvvvv

etal,, 2012).

2.4.1 Prima Kkonstitutivni obrana

Tato prima forma obrany zahrnuje jakékoliv znaky rostliny, které samy o sobé
primo ovliviiuji vykon atocicich herbivord, a tim zvysuji fitness rostliny v prostredi
s herbivory (Kessler et Baldwin, 2002). Za pfimou obranu je povaZovana limitace
zasob potravy, kdy rostliny zlepSuji mechanické bariéry proti krmicimu se hmyzu,
napiiklad posilenim bunécnych stén. Bylo zjiSténo, Ze pSenice (Triticum aestivum
L.), které byly oSetreny kremikem, mély Skodlivy efekt na vyvoj mSic (Schizaphis
graminum) (Goussain et al., 2005).

Mechanicka obrana

Klicovou roli v mechanické obrané rostlin maji znaky rostlin, jako jsou napft.
trichomy, tuhé listy, trny a zaclenéni granulovanych mineralt (Stavelan vapenaty,
oxid kremicity) do rostlinnych pletiv, epikutikularni vosky, latex a pryskytice
(Hanley et al., 2007).

Chemicka obrana

Rostliny si kvili neustalym tutokdim herbivora a patogent vyvinuly Siroky soubor
obran. Diilezita je chemickd obrana, pfi které rostliny syntetizuji obranné latky,
jako jsou primarni a sekundarni metabolity (Hartmann, 2004).

Produkovanymi primarnimi metabolity jsou napfriklad celé rady aminokyselin,
obrannych proteinti a organickych kyselin (Hildman et al, 1992). Rada
sekundarnich metaboliti je pro herbivory toxicka, a proto se také dokazou chovat
jako obranné slozky. Mezi tyto metabolity patfi napft. alkaloidy, terpeny, fenoly ¢i
glykosidy (Pearce et al., 1991).

Vizualni obrana

Mezi tento typ obrany radime aposematismus a mimikry. Aposematické zbarveni
je dobfe zndmym jevem u zvirat, ale u rostlin mu bylo vénovdno jen malo
pozornosti. Jedna se o napadné varovné zbarveni, které slouzi Kk varovani
predatora pired nebezpecnosti (jedovatosti, nepoZivatelnosti). Dalsi obrana je
pomoci mimiker, kdy jeden jedinec napodobuje druhého bliZze nepribuzného
jedince (Lev-Yadun et Inbar, 2002).
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2.4.2 Neprima konstitutivni obrana

Prikladem neprimé konstitutivni obrany jsou extra - floralni nektaria a domatia.
Extra - floralni nektdria se uplatiuji naptiklad klakani mravencli na rostlinu,
pricemZ poté mravenci rostlinu chrani pred herbivory. Domatia jsou malé
struktury na listech nékterych rostlin, které poskytuji ukryt pro prirozené
nepriatele Skiidci téchto rostlin pred prirozenymi neprateli nebo pied abiotickym
stresem. Domatia reprezentuji mutualistické spojeni mezi roztoci a rostlinami, kde
rozto¢i pomadhaji rostliné redukovat hustotu fytofagnich c¢lenovcii a domatia
poskytuji roztoClim ochranu. Napi. domatia na révé (Vitis riparia) poskytuji
ochranu pred dravymi clenovci pro dva druhy roztocl (Orthotydeus lambi,
Amblyseisus andersoni) (Walter et Odowd, 1992).

2.5 Indukovana obrana

Zmény, které v rostlinach nastavaji po poskozeni nebo po pilisobeni stresu, se
nazyvaji indukované odpovédi. Tyto odpovédi se nékdy mohou chovat jako
indukovana ochrana, coZ jsou reakce rostliny na zranéni herbivorem nebo invazi
mikroparazitl, které sniZi negativni nasledky utoku na rostlinu (War et al., 2012).
V experimentu na fFedkvi (Raphanus raphanistrum) vyvoland odpovéd na
herbivorii housenky bélaska repkového (Pieris rapae) na zacatku sezony snizila
naslednou herbivorii sarancete. Herbivorie na prvnich listech také ovlivnila
hustotu trichomt a velikost listi naslednych. Tieti nové vytvorené listy na
indukované rostliné byly vétsi a mély vyssi hustotu trichoml neZ u normalnich
rostlin (Agrawal, 1999). Bylo zjisténo, Ze indukovana odpovéd' tabdku (Nicotiana
attenuata) ma negativni dopad na rast a vyvoj larvy lisSaje (Manduca sexta). Kdyz
jsou novorozené larvy omezeny na rostliny, které jsou indukovany
methyljasmonatem, zaZivaji vy$$i miru mortality a pomaleji se vyvijeji (van Dam et
al., 2000).

2.5.1 Prima indukovana obrana

Touto obranou se rostliny brani produkci chemikalii, které zptlisobuji fyzické
poskozeni hmyzu. Rostliny mohou napiiklad produkovat nadmérné mnoZstvi
proteadz po utoku hmyzu, které dokazou vstiebat hmyzi strukturni proteiny poté,
co jsou prijaty do hmyzich strev, coz zpiisobuje poskozeni herbivort (Chen, 2008).

2.5.2 Neprima indukovana obrana

Touto obranou je schopnost rostlin odpovédét na utok herbivort vylucovanim
smeési latek, které lakaji ptrirozené nepratele herbivort. Tyto smési by mély byt
dobre rozpoznatelné pro predatory a snadno rozliSitelné od béznych vini. Latky
jsou vypoustény az nékolik hodin po zacatku poskozovani rostliny herbivory
(Turlings et al., 1990).
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Tékavé latky

Rostliny mohou reagovat na herbivory také indukci tékavych latek. Ty se podileji
na rostlinné komunikaci s prirozenymi neprateli herbivorniho hmyzu, sousednimi
rostlinami a riznymi ¢astmi poskozenych rostlin (Bruce et Pickett, 2007). Tékavé
latky se vreakci na napadeni herbivorem uvoliuji zlisti, kvétd, plodi do
atmosféry a také z korenti do plidy (War etal., 2011).

Tékavé 1atky jsou slouCeniny s nizkou molekulovou hmotnosti a vznikaji riznymi
metabolitickymi cestami. VétSinou se tyto latky fradi kterpenoidiim,
fenylpropanoidiim, benzenoidiim a mastnym kyselindm a jejich derivatim. Mnoho
rostlinnych tékavych latek vcetné aldehydt, alkoholi a esterli je odvozeno od
aminokyselin, jako je alanin, valin, leucin, izoleucin a methionin. Napriklad bylo
zjiSténo, Ze methionin je prekurzor vzniku tékavych latek obsahujicich siru jako je
dimethylsulfid aj. (Wyllie a Fellman, 2000). Je znamo, Ze p¥i indukci tékavych latek
hraji dtlezitou roli fytohormony (JA) (War et al, 2011). Hlavni dlohy tékavych
latek v rostlinach jsou znazornény na obrazku ¢. 1.

Enzymes
=% | POD, PPO, PAL, PAL.
. | LOX, SOD. APX

Gene expression Reactive oxygen
/ species

H,0, 0..0, OH

Insect feeding /
Egg deposition Indirect defense
\‘

e
HIPVs application A through natural
enemies

Direct defense
against herbivores

Intraplant signaling

? : Interplant signaling
(Different parts of the same plant)

(Plant-plant interaction)

Obr. &. 1: Uloha herbivory indukovanych rostlinnych tékavych latek. POD-
peroxidaza, PPO-poylfenol oxidaza, PAL-fenylalanin, LOX-lipoxygenaza, SOD-
superoxid, APX-askorbat peroxidaza (War et al., 2012)

2.6 Signalizace a priibéh stresové reakce

V obrané rostlin proti patogeniim jsou nepostradatelné receptory integrované
v cytoplazmatické membrané, které rozpoznavaji malé molekuly, jeZ se nachazeji
na povrchu patogennich organismi, takzvané PAMPs (patogen - associated
molecular patterns). Jakmile bunika na svém povrchu identifikuje patogena diky
interakci transmembranovych receptorli stémito malymi molekulami, rostlina
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prijme signal, ktery vede ke zméné hladiny transkripce nékterych geni
a k produkci obrannych latek. Transkripce je vyvolana signalnimi molekulami, jako
jsou derivaty polyakrylové a benzoové kyseliny, stresové hormony napf.
methyljasmonat aj. Diky této transkripci dochazi k produkci latek, kterymi jsou
proteinkinasy, reaktivni formy kysliku (ROS - reactive oxygen species), Ci
inhibitory proteaz (Salacova et al., 2015), které se podileji na obrané rostlin tim, Ze
zabranuji degradaci toxickych proteinii a umoznuji jim vykonavat jejich obrannou
funci (War etal.,, 2012).

Tato stresova reakce byla dobfe popsana napi. u poskozenych listd rajcete.
Zranéné listy po utoku syntetizuji prekurzorovy protein tzv. prosystemin, ktery je
proteolyticky zpracovan v tzv. systemin, coZ je prvni polypeptidovy hormon
objeveny v rostlinach. Systemin je uvoliiovan z poskozenych bunék do apoplastu.
Poté je transportovan floémem ze zranénych bunék k cilovym bunikam, ve kterych
se navaze na plazmatickou membranu. Nakonec aktivuje biosyntézu kyseliny
jasmonové, ktera aktivuje expresi gent, které koéduji inhibitory protedz. Kromé
kyseliny jasmonové se na tomto komplexu reakci podili také kyselina abscisova
a salicylova (Taiz et Zeiger, 2010).

Plisobenim stresového faktoru dochazi u rostlin k mobilizaci obrannych ¢i
obnovovacich procest, tedy ke stresové reakci, ktera probiha ve ctyrech fazich, a to
ve fazi poplachové - fazi restitucni - fazi rezistence - fazi vycCerpani. Poplachova
faze je zahajena bezprostiedné po ucinku jednoho ¢i vice stresort, kdy jsou jejich
plisobenim naruseny bunécné struktury a zivotni funkce rostliny. V restitu¢ni fazi
(nedojde-li k thynu rostliny) za¢nou pracovat kompenzacni mechanizmy, které
maji za cil zvySeni odolnosti rostliny ve fazi rezistence vici plisobicim stresortim.
Pri dlouhodobém a intenzivnim plisobeni stresori nemusi byt zvySena odolnost
rostliny trvala a maze dojit opét k jejimu poklesu ve fazi vyCerpani (Blaha et al.
2003).

Vysledkem stresové reakce je urcitd uroven adaptacni schopnosti. Prechodné se
muZe zvysit i Uroven odolnosti vici biotickym stresorim - tento jev se nazyva
aklimace. Rada rostlinnych druhti se dokaZe vyhnout piisobeni stresord, vétsinou
se vSak rostlina pokousi o nastoleni tolerance viici stresu (Blaha et al. 2003).

2.7 Uéinky stresu na primarni metabolismus rostlin z ¢eledi

Brassicaceae

Rostliny z ¢eledi Brassicaceae jsou vystaveny rliznym abiotickym a biotickym
faktortim (Zhao et al.,, 2007), na které reaguji aktivaci svého obranného systému
(Hayat et al., 2007), pricemZ vSak dochazi ke zméné primarniho a sekundarniho
metabolismu rostlin (Jahangir et al., 2008; Singh et al., 2007; Schonhof et al., 2007;
Eason et al., 2007).
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To ma za nasledek zvySenou produkci nékterych metabolitli (viz obr. ¢. 2) (Moreno
etal, 2006; Gols et al., 2007; Bellostas et al., 2007; Petersen et al., 2007).
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Obr. €. 2: Shrnuti biosyntetické drahy a stresem podminéna produkce metabolitt.
Zakladni metabolicka draha je nakreslena ve vyznaceném kruhu. + znaci zvyseni
produkce, - znac¢i naopak sniZeni produkce (Jahangir et al., 2009)

2.8 Primarni metabolismus

V poslednich letech je velmi studovan mechanismus obrannych reakci rostlin ve
stresovych situacich a to hlavné v souvislosti s produkci druhové specifickych
sekundarnich metaboliti (Major et Constabel, 2006). Zajimavé vysledky vsak
prinasi i oblast studia vlivu stresovych faktor na primarni metabolismus rostlin
(RySlava et Doubnerova, 2010). Nicméné zmény v primarnim metabolismu pri
napadeni rostliny herbivorem jsou velmi malo prozkoumané. Hmyz mtze do jisté
miry s primarnim metabolismem rostlin manipulovat ve sviij vlastni prospéch,
takZe je narocné urcit, zda jsou pozorované zmény skutecné obrannou reakci
rostlin (Zhou et al., 2015).

Primarni metabolismus je definovan jako biochemické pochody, pri kterych
vznikaji zakladni latky, jako jsou sacharidy a znich vznikajici mastné kyseliny
a tuky, jednoduché karboxylové kyseliny, 20 zakladnich aminokyselin, které jsou
zakladem proteini a nékteré derivaty téchto latek (Neuhaus, 2007).
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Zasadni uloha primarniho metabolismu je poskytnuti potfebné energie, ktera je pii
stresu vyuZita k obrané. Rostlina se snazi Setfit energii, a tak je pri stresu sniZena
fotosyntéza a syntéza chlorofylu (Rojas et al., 2014), k cemuZ dochdazi predevsim
v misté poranéni nebo jeho blizkém okoli (Somssich et Hahlbrock, 1998). Naopak
aktivita nékterych procesii k zisku energie a jinych dilezitych latek je pri stresu
zvySena - respirace a s ni souvisejici glykolyza a Krebstiv cyklus. Cesty propojujici
glykolyzu a Krebstiv cyklus (viz obr. ¢ 3) umoznuji vznik dilezitych
(mezi)produktli - metabolitd, které mohou byt vyuZity jako substraty pro syntézu
dalSich latek a dale tyto cesty umoznuji ziskani redukovanych koenzymi NADH

a FADH; a v konecné fazi i energii ze sacharidli ve formé ATP (Rojas et al., 2014).
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Obr. ¢. 3: Glykolyza, Krebsiiv cyklus a pent6zovy cyklus jako zdroj substrati pro
dalsi diilezité metabolické cesty (Pavlova, 2006)

2.8.1 Vliv abiotického stresu

Abiotické faktory velmi ovliviiuji produkci metaboliti. Pfi narusSeni vodni
rovnovahy rostlin chladem, suchem ¢i zasolenim pldy bylo sledovano zvyseni
aktivity enzymu fosfoenolpyruvatkarboxylasy (PEPC) (Gonzalez et al. 2003,
Sanchez et al. 2006). Enzym PEPC umoZnuje rostliné vyuzivat niZsi koncentrace
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CO2 (Ryslava et Doubnerova, 2010). Pri suchu byl pozorovan linearni nartst
aminokyselin, produkovanych listy rostlin z Celedi Brassicaceae a nasledna sniZena
koncentrace téchto aminokyselin pri rehydrataci rostliny (Good et Zaplachinski,
1994). Stresové podminky pti suchu zvysuji obsah cukru v rostlinach. Za podminek
zvySené koncentrace soli mize dokonce dochazet k prechodu metabolismu C3
rostlin na CAM (Crassulacean Acid Metabolism), spojeného se syntézou a zvyseni
aktivity PEPC, coz bylo pozorovano napriklad u kosmatce kristalového
(Mesembryanthemum crystallinum) (Hofner et al. 1987). PEPC spojuje
metabolismus sacharidli s metabolismem aminokyselin a proteint, tato skutecnost
muze byt pro rostlinu za stresu, kdy je narok na syntézu proteind vyssi, dilezita
(Ryslava et Doubnerova, 2010). ZvySeni aktivity enzymu NADP - dependentni
malatdehydrogenasa, ktery v rostlinach za stresovych podminek katalyzuje
produkci redukénich ekvivalenti NADPH nutnych pro biosyntézu fytoalexini
a dalSich obrannych latek (Piterkova et al. 2005), bylo sledovano u rostlin tabaku
pri plsobeni abiotického stresu (Ryslava et al. 2003) v C3 i CAM rostlinach
v souvislosti se solnym stresem (Valderrama et al. 2006). NADP katylyzuje také
vznik pyruvatu z L-malatu, ktery mize byt navic vyuZit pro biosyntézu lipidi na
opravy poskozenych membran. NADPH také slouZi jako koenzym antioxidacnich
enzymu (Piterkova et al. 2005). V souvislosti se stresem bylo také prokazano
zvySeni aktivity enzymu pyruvat fosfatdikinasy (PPDK) (RySlava et Doubnerova,
2010).

Pod vlivem dalsitho abiotického faktoru - expozice kovu - dochazi u rostlin
k prechodnému zvySeni fotosyntetickych pigmentd, bilkovin, aminokyselin
a obsahu cukru (Singh et Sinha, 2005). Naptiklad u rostlin z celedi Brassicaceae,
jejichZ stresorem byla méd’, ¢asto dochazi k oxidacnimu posSkozeni, které vede ke
ztraté obsahu chlorofylu (Zawoznik et al,, 2007). Dale u nich dochazi také ke
zvySeni koncentraci organickych kyselin (Seth et al., 2008).

Vliv teploty na obsah metabolitli v rostlinach je zna¢ny. Plisobenim tepla u rostlin
z Celedi Brassicaceae doSlo kvyraznému sniZzeni mnoZstvi Kkarotenoidi
(Gebczynski et Lisiewska, 2006), obsahu aminokyselin (Lisiewska et al., 2008)
a také ke snizeni obsahu kyseliny askorbové (Gebczynski et Lisiewska, 2006).

2.8.2 Vliv biotického stresu

Pokud je rostlina napadena herbivorem, obrana je velmi naro¢na a ¢asto dochazi
ke snizeni ristu i reprodukci rostlin a k metabolickym zménam (Smith et Stitt,
2007). Druhy rostlin zceledi Brassicaceae obecné obsahuji nizs§i obsah
aminokyselin, nez kultivované odriidy, a to v disledku piisobeni nejriznéjsich
faktori v prirodé, ¢imz jsou vystaveny raznym stresovym podminkdm. Reakce na
stres je koordinovana signaliza¢nimi systémy, které jsou indukované pri napadeni
rostliny herbivorem ¢i patogenem (Mewis et al., 2005). Je zajimavé, Ze pri elicitaci
listi methyljasmonatem (Me]JA) dochazi k poklesu hladiny glukézy, sacharézy
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a aminokyselin (Liang et al., 2006), naopak pfi napadeni rostliny mSicemi dochazi
ke znacnému zvySeni produkce primarnich metaboliti vcCetné aminokyselin
i nékterych sekundarnich metabolitti (Cole, 1997).

Jak jiz bylo uvedeno v ivodu kapitoly 2.8, v reakci na herbivorii dochazi u rostlin
ke sniZeni fotosyntézy, a to kvili vzniklym zménam v primarnim metabolismu.
Existuji vSak vyjimky, kdy ke sniZeni fotosyntetické aktivity nedoslo, napriklad pri
pokusu, kdy doslo k napadeni pSenice (Triticum aestivum) a jecmene (Hordeum
vulgare) mSici zhoubnou (Diuraphis noxia) (Botha et al, 2006; Gutsche et al,
2009). Pri snizeni fotosyntetické aktivity ma rostlina niz$i prisun sacharidi
a potrebuje tak zvysit prijem uhliku a ziskat dostatek energie, aby se mohla proti
stresu branit. Energii mohou rostliny ziskat podporou lokalniho katabolismu
sloucenin, kdy dochazi k uvoliiovani energie, anebo v procesu degradace bilkovin
pro uvolnéni volnych aminokyselin (Caldana et al., 2011).

2.9 Zakladni charakteristika vybranych primarnich metabolitt

Primarni metabolity jsou v rostlinném téle nepostradatelné a pri jejich nedostatku
dochéazi k tthynu rostliny. Rostlinné aminokyseliny maji dtlezitou roli pfi interakci
rostlin s herbivorem. Jsou to hlavni Ziviny, které ovliviiuji rist rostlin a slouzi jako
prekurzory pro vyrobu mnoha sloucenin pro jejich ochranu. Vzhledem k témto
dtlezitym funkcim aminokyselin bylo dokazano, Ze napadené rostliny zvySuji
produkci aminokyselin pro syntézu obrannych metabolitli. Naptiklad bylo zjiSténo,
Ze geny podilejici se jak na biosyntéze aminokyselin, tak na asimilaci siry, ktera je
dilezitd pro biosyntézu aminoKkyselin cysteinu a methioninu, jsou nadmérné
pritomny u husenicku rolntho (Arabidopsis thaliana) pti napadeni housenkami
(Appel et al,, 2014). Stejné tak je pro rostliny dtilezita syntéza organickych Kkyselin.
Ty pusobi nejen jako meziprodukty v metabolismu uhliku, ale také jako klicové
soucasti mechanismt, které rostliny vyuzivaji pii piisobeni nejriznéjsich stresorti
(Lépez-Bucio et al., 2000). Jsou vsak potiebné dalsi studie, které by vysvétlily
presné chovani téchto kyselin v rostlinach, na které pisobi jeden ¢i vice stresorti
(Hilker et Fatouros, 2015).

Primdrni metabolity jsou vrostliné transportovany pres semipermeabilni
membranu zvanou tonoplast do centralnich vakuol bunék. Ty mohou zaujimat az
80% celkového objemu bunky, a tak dokdZou uskladnit obrovské mnozstvi
anorganickych i organickych latek. Vakuoly také udrZzuji rovnomérné pH v buriice,
zadrzuji odpadni produkty a vodu. Nejen dusi¢nany, které slouZzi jako piredchiidci
syntézy aminokyselin, ale také meziproduktovd a toxicka molekula amoniaku
a samotné finalni aminokyseliny jsou uloZeny v centralnich vakuolach (Dietz et al,,
1990; Winter et al.,, 1994). Ve vakuolach se dale pak hromadi organické kyseliny,
antokyany, flavonoidy a mnoho dalSich latek. Malat, citrat a fumarat vstupuji do
vakuoly pres specifické transportni proteiny a predstavuji hlavni karboxylové
kyseliny v rostlinach (Neuhaus, 2007).
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2.10 Organické kyseliny
2.10.1 Kyselina askorbova

Sumarni vzorec: C¢HgOg

Synonymum: vitamin C

Obr. €. 4: Chemicky vzorec vitaminu C, L - askorbova kyselina

Kyselina askorbova (vzorec viz obr. ¢ 4) je jednim z hlavnich metaboliti
v rostlindch. Je dilezitou Zivinou piedevsim v zeleniné a ovoci (Wang et al., 2015).
Vyskytuje se v cytoplazmé, chloroplastech, vakuolach, mitochondriich i v bunécné
sténé. Je to dilezity antioxidant, ktery chrani rostliny pted poskozenim reaktivnimi
formami Kkysliku, jejichZ tvorba je disledkem aerobniho metabolismu rostlin,
fotosyntézy aplsobeni sucha, patogenti, extrémnich teplot nebo dalsich
fyzikalnich i chemickych jevli. Kromé antioxida¢ni funkce a funkce enzymového
kofaktoru se kyselina askorbova podili na bunécném déleni, redukci ionti
nékterych prechodnych kov(, na kontrole roztahovani bunécné stény, regeneraci
a-tokoferolu a také vyznamné ovliviiuje absorpci NO; (Shao et al., 2008).

Biosyntéza kyseliny askorbové v rostlindch jesté nebyla zcela objasnéna, existuji
pouze poznatky tykajici se pravdépodobné biosyntetické cesty kyseliny askorbové
(Smirnoff, 1996). Biosyntéza kyseliny askorbové probiha v mitochondriich. Odtud
se vétSinou usnadnénou diftzi dostava do ostatnich bunécnych komponent (Shao
et al, 2008). Je pravdépodobné, Ze prilom v reSeni nedostatku informaci
o biosyntéze kyseliny askorbové a jeji regulaci poskytnou dalsi molekularné-
genetické vyzkumy spolecné s vyzkumy biochemickymi. K témto vyzkumim se
v posledni dobé pouzivaji mutanti s abnormalnim mnoZstvim kyseliny askorbové
(a s tim souvisejici hypersenzitivitou nebo rezistenci vici ozénu), jako napriklad
vtc-1 mutant Arabidopsis thaliana. Existuji dvé pravdépodobné cesty biosyntézy
kyseliny:

1) Biosynteticka cesta s vyuzitim L-galaktono-1,4-laktonu
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2) Biosynteticka cesta pres D-glukoson a L-sorboson. Neexistuje vSak zadny
nezvratny dikaz, Ze biosyntéza probiha jednou z vySe zminénych cest
(Smirnoff, 1996).

Nicméné pozdéjsi studie prokazaly, Ze nejpravdépodobnéjsi cesta syntéza kyseliny
askorbové je prostiednictvim HDP - galaktozy fosforylazy a GDP - mandzy
(Linster et Clarke, 2008; Bulley et Laing, 2016).

Kyselina askorbova chrani rostliny pri napadeni rostliny patogenem. Borbala et al.
(2008) zkoumali vliv patogenu Blumeria graminis f. sp. hordei race A6 na rizné
genotypy jeCmene (Hordeum vulgare). Celkové mnoZstvi kyseliny askorbové
nebylo u Zadného genotypu naockovanim tohoto patogenu nijak ovlivnéno.
Nicméné je vSak dokazano, Ze methyljasmonat (ester kyseliny jasmonové)
vyvolava zvysSeni syntézy Kyseliny askorbové v rostliné (Wolucka et al., 2005).
Dlikazy byly provedeny na Arabidopsis thaliana a Nicotiana tabacum Bright
Yellow-2. Jde o prvni pripad hormonalni regulace syntézy kyseliny askorbové
v rostlindch. Pokusy regulovat syntézu kyseliny askorbové za pouziti nékterych
jednoduchych enzymi (zejména enzymi hrajicich roli pii biosyntéze) byly zatim
neuspésné (Ishikawa et al., 2006). Infekce listi Arabidopsis thaliana spérami
patogenu Botrytis cinerea ma za nasledek sniZeni mnozZstvi kyseliny askorbové
atim i oxidativni poSkozeni (Muckenschnabel et al, 2002). Tyto vysledky se
shoduji s vysledky Kuzniak et Sklodowské (2005), kteii studovali odezvu
oxidativniho stresu vzniklého infekci Botrytis cinerea na Lycopersicon esculentum
Mill. Vlivem tohoto patogenu doslo opét ke sniZzeni mnoZstvi kyseliny askorbové.

Zajimavosti je, Ze ¢lovék a nékolik druhli ptakd jsou zavisli na prijmu kyseliny
askorbové v potravé, jelikoZ si tuto kyselinu nedokdZou sami syntetizovat
(Figueroa-Méndez et Rivas-Arancibia, 2015).

2.10.2 Kyselina stavelova

Sumarni vzorec: C2H204
Systematicky nazev: kyselina ethandiova

Synonymum: kyselina oxalova
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Obr. ¢. 5: Chemicky vzorec kyseliny Stavelové

Kyselina Stavelova - oxalic acid (OA, viz obr. €. 5), je dvouuhlikatda organicka
kyselina, kterd se vyskytuje u mnoha druhii rostlin. V rostlindch tato kyselina
reguluje hladinu vapniku, iontovou rovnovahu (Na a K) a detoxikuje a chrani
rostlinu pred patogeny a herbivory (Franceschi et Nakata, 2005). Bylo zjiSténo, Ze
je tato kyselina schopna v nizkych koncentracich vyvolat rezistenci rostlin vici
patogeniim, kdeZto ve vysokych koncentracich indukuje zvySené mnoZstvi
reaktivnich forem kysliku, ¢imz je zptisobena programovana bunéc¢na smrt (PCD -
Programmed Cell Death) (Lehner et al, 2008), na kterou ma vliv také ethylen
(Errakhi et al., 2008).

Vrostlinach se kyselina Stavelova vyskytuje ojedinéle, v téle rostlin se nachazi
prevazné ve formé nerozpustnych vapenatych soli, tzv. Stavelany ¢i oxalaty, které
se vyskytuji ve vétSiné organli a pletiv a ukladaji se do rostlinnych vakuol
(Franceschi et Nakata, 2005).

Syntéza této organické kyseliny probiha 3 cestami a to prostrednictvim oxidace
glyoxylatu, Stépenim askorbatu a hydrolyzou oxalacetatu (Horner et Wagner,
1995; Nakata, 2003; Franceschi et Nakata, 2005). Biosyntézy se ucastni také
enzymy laktatdehydrogendaza a glykolat oxidazy (Franceschi et Nakata, 2005).

Nicméné v nynéjsi dobé zistadva otazka biosyntetické drahy kyseliny stavelové
stale otevirenda, nebot neexistuji jasné diitkazy o vzniku a o mistech ukladani této
kyseliny. Existuji nazory, Ze biosynteticka draha této kyseliny se liSi u jednotlivych
druhti rostlin (Rahman et Kawamura, 2011).

2.10.3 Kyselina citréonova

Sumarni vzorec: C¢HgO7
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Obr. ¢. 6: Chemicky vzorec kyseliny citréonové

I presto, Ze se tato trikarboxylova kyselina vyskytuje predevSim v citrusech,
nachazi se také u mnoha druhti zeleniny. Pokud je rostlina pod naporem biotického
stresu, projevi se hlavni funkce kyseliny citronové (CA, viz obr. ¢ 6) v podobé
zmirnéni oxida¢niho poskozeni. Bylo zjisténo, Ze CA u rostlin celedi Brassicaceae
podporuje rist, fotosyntézu, obsah chlorofylu a Kkarotenoiddi, a Ze reguluje
koncentraci rozpustnych proteinti. CA rovnéz zvysSuje aktivitu antioxidacnich
enzymi v rostlinach (Afshan et al,, 2015) a zvySuje rozpustnost a absorpci kovi
rostlinami (Yeh et Pan 2012; Freitas et al, 2013), Casto se tak vyuziva
k fytoremediaci (Raziuddin et al., 2011).

Jak je vyobrazeno na obrazku ¢. 7, kyselina citrénova vznika v citratovém cyklu
(Krebsové cyklu), kterého se ucastni. Postupnou dekarboxylaci a oxidaci
Sestiuhlikaté kyseliny citronové jsou uvolnény redukcni ekvivalenty, které jsou
pouzity pri oxidativni fosforylaci k syntéze ATP - zdroj energie pro bunky
(Raziuddin et al., 2011).

E.L"UU : O cOO"
i: ‘]l*:'n E E:—u.‘il‘.'.‘uh H,
{CH, |+ CH, T [TOOCCOH} + HSCoA
L(lfﬂﬂ‘j: scetylKoA ‘E CH, i koenzym A
oxalacet | &00- |

Ta

Obr. €. 7: Schéma vzniku kyseliny citronové v Krebsoveé cyklu (Pavlovd, 2006)

2.10.4 Kyselina fumarova

Sumarni vzorec: C4H404

Synonymum: kyselina trans-butendiova
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Obr. ¢. 8: Chemicky vzorec kyseliny fumarové

Kyselina fumarova (FA, viz obr. ¢ 8) je organickd kyselina, ktera se ucastni
citratového cyklu. Je znamo, Ze znalné mnoZstvi této kyseliny je obsaZeno
v rostlinach, jako je husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) a séja lustinata (Glycine
max (L.)). Koncentrace této kyseliny v rostliné zavisi na stari rostliny a na intenzité
svétla, které na ni dopada. Zatimco malat a fumarat se ucastni mnoha cest
v metabolismu rostlin, funkce téchto organickych kyselin jako zasoby uhliku
v rostlinach C3 nebyla hluboce reSena (Chia et al., 2000).

2.11 Aminokyseliny

Pti stresu dochazi v rostlinném téle ke kumulaci specifickych aminokyselin (AMK),
které se ucastni obrany rostlin proti piisobeni daného stresoru. Aminokyseliny
tedy maji dtlezitou tlohu pti signalizaci predevsim biotického stresu rostlin (Rai,
2002).

Aminokyseliny jsou substitucni derivaty karboxylovych kyselin a jsou zakladni
stavebni jednotky proteinti, které jsou pro rostlinné télo nepostradatelné.
Vrostlindch se vyskytuje vice nez 100 AMK. Ty AMK, které davaji vznik
bilkovinam, se nazyvaji proteinogenni aminokyseliny. Téch je dvacet a maji nékolik
spole¢nych vlastnosti. Jednou z nich je jejich strukturni usporadani, kdy se jedna
o L a zarovei o a formy. Proteiny jsou diileZité pro jejich strukturni, katalytickou,
transportni, obrannou, regulacni a zasobni funkci (VeliSek, 2002).

Hlavni dlohou aminokyselin v rostlinach je osmolyticka funkce, regulace iontového
transportu a detoxikace tézkych kovl. Dale také ovliviiuji syntézu a aktivitu
nékterych enzymi, genovou expresi (Rai, 2002) a mohou slouzit jako prekurzory
Siroké $kaly sekundarnich metabolitli (Tzin et Galili, 2010). Je znamo, Ze AMK jsou
soucasti peptidd. Napiiklad kyselina glutamova, cystein a glycin vytvari velmi
dilezity peptid Glutathion, ktery se podili na Sirokém spektru metabolickych
procest. Vrostlindch glutathion transportuje a uskladiiuje siru, piisobi jako
redukeni Cinidlo, odstranuje H202 z chloroplastli a umoznuje detoxikaci xenobiotik
vcetné herbicidl a pesticidli. Obecné chrani rostlinu pred ptisobenim stresort, jako
jsou vysoka teplota, nadmérné zareni, tézké kovy a dalSi (Noctor et al,, 2011).
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Syntéza mnoha aminokyselin probihd pouze v rostlindch a mikroorganismech.
Tyto aminokyseliny se nazyvaji esencialni (nezbytné), ty si savci nedokaZou sami
vytvorit na rozdil od rostlin, a tak je musi ziskavat potravou. Ostatni aminokyseliny
si mohou savci syntetizovat z béZznych metaboliti, a nazyvaji se neesencidlni
(Planchet et Limami, 2015). U rostlin se syntéza AMK uskutecnuje
v chloroplastech, u vétSiny v misté zvané stroma. U AMK Asparaginu (Asp) syntéza
probiha pravdépodobné v cytosolu bunék (Plaxton et McManus, 2006). AMK jsou
syntetizovany rlznymi odliSnymi metabolickymi cestami (aromatické
aminokyseliny napft. tzv. Sikimatovou cestou), piicemz syntéza nékterych AMK
neni dosud zcela objasnéna (Planchet et Limami, 2015). Vychozi latkou pro jejich
syntézu je amoniak, ktery se napojuje do molekuly organické kyseliny ve formé -
NHz skupiny. Obecné biosyntéza neesencidlnich aminokyselin (s vyjimkou
tyrosinu) probihd pomérné jednoduse ze 4 metabolitli: z pyruatu, oxalacetatu, 2-
oxoglutaratu a 3-fosfoglyceratu, kdy pyruvat a 3-fosfoglycerat jsou metabolity
degradace glukosy - glykolyzy. Oxalacetat a 2-oxoglutarat jsou metabolity
citratového cyklu. Biosyntéza esencidlnich aminokyselin, ktera probihd pouze
AMK. Zdrojem dusiku pro esencidlni aminokyseliny je vzdusny dusik. Fixovat
vzdu$ny dusik na jinou slouceninu neni jednoduché, protoZe molekula N7 je zna¢né
stabilni a jeji preména zada velkou energii. DokaZou to jen nékteré druhy bakterii
a sinic, které obsahuji enzymovy komplex nitrogenasu (Rai, 2002; Zhao et al,,
2007). Tyto bakterie Ziji v symbiéze s rostlinami celedi Fabaceae. Vznikly amoniak
se pak mulze zabudovat do aminokyselin glutamatu nebo glutaminu. Nadbytecny
amoniak, ktery lusténiny nespotiebuji, se uvoliiuje do ptidy a mohou ho vyuzivat
i jiné rostliny. Dal$im zdrojem dusiku jsou vymésky a rozkladné produkty mrtvych
organismu (Planchet et Limami, 2015).

Tab. ¢. 1: Prehled aminokyselin

Nazev ‘ Vzorec | Zkratka
Esencialni AMK
Valin CHB,—TH—t]‘H—CDDH val
CH, NH,
Leucin Leu
CHS—QI“,H—CHE—?H—CDDH
"SH;_J MH,2
Isoleucin Ile
CHB—CHE—(I?H—?H—CDDH
{:H3 NH2
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Fenylalanin Phe
@—CHE—?H—COOH
NH2
Lysin H, N—CH=CH=—CH=—CH=CH—COOH Lys
Nz CRy Gz Rz (h=
NH2
Methionin H Met
CHB—S—CHE—CHE—?H—CDD
NH2
Tryptofan Trp
0
N
/
\\‘NHE
COOH
Threonin Thr
CHS—(]‘,H—TH—CDDH
OH NH2
Podminéné esencialni AMK*
Arginin H,N=C—=NH=CHz-CH;-CH-CH-COOH Arg
NH NH,
Histidin His
H.
N
IQ CHE_(iH_CDDH
N
MNH 5
Neesencidlni AMK
Glyci Gl
yem GHz—~COOH Y
NH2
Alanin Ala

CHB—(I‘,H—CDDH
NH,
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Serin HO—CHz—CH—COOH Ser
NH2
Cystein Cys
HS—CHE—(I?H—CDDH
MNH
Kyselina P Asp
asparagova HO ﬁ CH2 (I?H COOH
O NHQ
Asparagin Asn
HEN—ﬁ—CHE—?H—CDDH
O NH2
Kyselina e Glu
glutamové HO ﬁ CH2 CH2 ?H COOH
O NH .,
Glutamin Gln
HQN_ﬁ_CHZ_CHE_TH_CODH
O NH2
Tyrosin Tyr
HD—@—CHE—?H—CDDH
MH2
Prolin H Pro
I
N

Q/CDDH

*Poznamka: Podminéné esencialni AMK - esencialni p¥i nepiitomnosti prekurzori ¢i nezralosti

enzymatickych procest (pouze u déti)(Rassin, 1994)

2.12Proteiny

Proteiny souvisejici s patogenezi (PR - pathogenesis related proteins) jsou
proteiny s malou molekulovou hmotnosti. ZvySena produkce téchto proteini
nastava diky zvySeni transkripce PR gendl (Repkovda, 2013), ktera je vyvolana
signalnimi molekulami (kyselina salicylova, abscisova, jasmonova, ethylen) (Jain
et Kumar, 2015) béhem hypersenzitivni reakce, nejcastéji v zavislosti na indukci
nekrozy rostlinného pletiva. Pri stresu jsou tyto proteiny v rostlinnych bunkach
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exprimovany kratce po napadeni a poté jsou transportovany do mezibunécnych
prostor (Repkova, 2013).

PR - proteiny jsou tedy dalSi, zvlasté vyznamnou a univerzalné v rostlinach
pfitomnou skupinou, ktera se i¢astni obrannych reakci rostliny (Repkova, 2013).
Byly popsany u mnoha rostlinnych druhi po infekci oomycetami, houbami,
bakteriemi, viry nebo po napadeni hmyzem (Jain et Kumar, 2015).

Ve velmi nizkych koncentracich jsou pritomny i v neinfikovanych pletivech (Jain
et Khurana, 2018). Po napadeni rostliny se ale jejich hladina zvysi. Syntézu PR -
proteini zvySuji také nékteré chemické latky, jako je kyselina polyakrylov,
kyselina salicylova, acetosalicylova, benzoova, dale AgNOsz, MgCl; a dalsi latky.
Nékteré latky a faktory naopak syntézu PR - proteint inhibuji. Jsou to naptiklad
aminokyseliny arginin, lysin, ornitin, dale spermidin, hydrochinon, EDTA
a aktinomycin D (Repkova, 2013).

Maji typické fyzikalné - chemické vlastnosti, které jim umoZznuji odolavat kyselému
pH a proteolytickému Stépeni a diky tomu dokaZou preZit v drsném prostredi, kde
se vyskytuji: vakuoly, bunécné stény nebo mezibunécné prostory (Stintzi et al,,
1993). Velké mnozstvi se jich hromadi v xylemu. Obranné vlastnosti PR - proteinti
spocivaji predevSim v jejich enzymovych aktivitdch (chitindzy, glukanazy, ale
ialkalické deprotedzy) (Repkova, 2013). Nékteré PR - proteiny vykazuji
antibakterialni a antivirové UcCinky, jejich antivirova aktivita vSak neni v dnes$ni
dobé zatim vysvétlena (Jain et Kumar, 2015).

Rozdéluji se do skupin, které se lisSi v mnoha oblastech a to svoji primarni
strukturou, sérologickou pribuznosti, enzymatickou a biologickou aktivitou (Jain et
Kumar, 2015).

Rozdéleni PR proteinii

Tyto obranné proteiny tvofi rozsdhlou a riznorodou skupinu a do soucasné doby
jich bylo izolovano nékolik stovek. Lze fici, Ze nové jsou objevovany témér denné.
Jejich vysoky pocet a riaznorodost jejich Kklasifikaci ztéZuje. Mohou byt
klasifikovany podle jejich struktury, enzymovych vlastnosti, molekulové
hmotnosti, podobnosti s jinou dfive popsanou skupinou proteint, sérologickych
vlastnosti nebo mechanismu ucinku. VétSina autorti rozdéluje nejvyznamné;jsi PR -
proteiny rostlin do péti skupin. Jsou to skupiny: PR- 1, PR- 2, PR - 3, PR - 4, PR - 5.
Kazda z téchto péti skupin se déli jesté na dalSi dvé podskupiny na zakladé
odliSného isoelektrického bodu na kyselé a bazické (Carr et al, 2010). Kyselé
proteiny se nachazeji v extracelularnim prostoru a ty bazické jsou pritomny
v bunécnych vakuolach. K témto zakladnim péti skupinam jsou dnes razeny dalsi
skupiny - defensiny, thioniny, proteiny podobné cyklofilinu, proteiny inaktivujici
ribosomy, proteiny prenosu lipida a inhibitory (Hefrmanova, 2006).

Vlastnosti a funkce vybranych PR proteinti
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e PR-1skupina

Tato skupina proteint byla objevena jako prvni v roce 1970 (Van Loon et Van
Strien, 1999). Poprvé byly tyto proteiny izolovany z tabaku. Pozdéji byly nalezeny
u mnoha dalSich rostlin (Ebrahim et al., 2011). Mnoho védct se snazilo zjistit, jaka
je jejich funkce, mechanismus ucinku a vztah k ostatnim proteiniim, ale zatim bez
uspéchu a o biologické aktivité toho vime velmi malo (Van Loon et Van Strien,
1999).

e PR- 2 skupina (B - glukanasy)

Spole¢nym znakem proteinti této skupiny je jejich endoglukanazova aktivita. Podle
sekvence aminoKkyselin se rozdéluji jesté do tii tiid. Hlavni strukturalni rozdil mezi
proteiny tridy I a dalSimi dvéma tridami spociva v tom, Ze proteiny tridy I jsou
syntetizovany jako preproproteiny, které jsou zpracovany piedtim, neZ jsou
enzymaticky aktivni. Proteiny PR - 2 byly nalezeny v Siroké skale rostlin, vCetné
tabaku, hrachu, obili a ovoci (Selitrennikoff, 2001).

Jejich mechanismus uc¢inku spoc¢ivda v hydrolyze struktury f-1,3-glukanti
pritomnych v bunécnych sténach hub. Tim potupné oslabuji bunécné stény, coz
vede nasledné k lyzi bunék (Hefrmanova, 2006).

e PR -3 skupina (chitinasy)

Proteiny skupiny PR - 3 byly izolovany z celé rady rostlin - tabaku, okurky, fazolu,
hrachu, obilovin, ale i z mnoha dalSich rostlin. Mechanismus uc¢inku této skupiny je
dan jejich enzymovou aktivitou. Jedna se o endochitinasy, které narusuji chitin
pritomny v bunécné sténé hub (Hefmanova, 2006). Geny kédujici chitinasu jsou
uspésné vyuzivany jako kandidatni geny pro transformaci rostlin. Jejich cilem je
zvySeni odolnosti rostlin vii¢i napadeni patogeny (Salacova et al., 2015).

e PR- 4 skupina (proteiny vazajici se na chitin)

Proteiny skupiny oznacené PR - 4 jsou klasifikovany jako chitin vazajici proteiny.
Atakuji bunécnou sténu hub soucasné s proteiny ze skupiny PR - 3, jenZ se
vyznacuji chitinasovou aktivitou (Salac¢ova et al., 2015).

e PR- 5 skupina (proteiny podobné thaumatinu)

Tyto proteiny jsou dal$i vyznamnou skupinou, kterd souvisi s patogenezi.
V odborné literature se tato skupina oznacuje rtizné. Patii sem proteiny s vysokou
homologii s thaumatinem rostliny Thaumatococcus daniellii, proto se tyto proteiny
oznacuji jako thaumatin - like proteiny. Struktura nékterych proteini z této
skupiny se podoba strukture osmotinu, coZ je stresovy protein izolovany z tabaku,
odtud pak pochazi oznacCeni osmotin - like protein. Proteiny PR - 5 zabranuji ristu
houbovych patogent tim, Ze inhibuji jejich enzymy, které Stépi polysacharidy
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bunécnych stén rostlinnych bunék (napft. xylanasy). Diku tomu je znemoZnén jejich
vstup do hostitelské rostliny (Salacova et al., 2015).

Vyznamnou funkci maji také inhibitory proteaz (IP), které inhibuji rtzné typy
enzymi a tim prispivaji k obrané rostlin proti hmyzu. Vyssi koncentrace byla
zaznamendana v uloZnych organech, jako jsou semena a hlizy. IP se vaZi na travici
enzymy ve stfevech hmyzu a inhibuji jejich aktivitu, ¢imz sniZuji traveni bilkovin,
coz vede k nedostatku aminokyselin a pomalému vyvoji hmyzu (War et al., 2012).
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3 Metodika

3.1 Vybrané rostliny vystavené stresu

V tomto vyzkumu byla zvolenou stresovanou rostlinou brukev zelnd (Brassica
oleracea). Ta byla v ptiznivych podminkach piedem piedpéstovana. Cast rostlinek
byla 10. ¢ervna 2017 zaseta do mini sadbovacu a ¢ast nasiroko. PouZitym pldnim
substratem byla smés béZzné zahradni zeminy, univerzalniho substratu
a agroperlit. Pomér jednotlivych sloZek byl 2:2:1. Kultivace rostlin probihala pri 15
hodinové fotoperiodé v péstebni komoie Fytotron, ve které denni teplota ¢inila
22°C a nocni 15 °C. Po zhruba 2 tydnech byly rostliny presazeny do vétSich
sadbovacli o rozmérech 5x5x5 cm a pravidelné zalévany roztokem kohoutkové
a destilované vody v poméru 1:1.

3.2 Odchyt Skiidce bélaska zelného

V naSem experimentu byl pouzit hojné rozsireny skiidce bélasek zelny. Jeho odchyt
probéhl na poli ve vesnici Bolehost a byl umoZnén druZstvem Agrospol. Posbirany
byly jak housenky, tak i dospéli jedinci. Poté byli vSichni umisténi do predem
pripravenych plastovych boxt s predpéstovanymi rostlinami.

3.3 Péstebni boxy
Tyto péstebni boxy o objemu 29 1 byly vybaveny vétracimi sitkami a zalivkovou

hadickou. Aby nedoslo k ihynu odchycenych skiddcti, na kazdé dno boxa byla
nasypana vrstva agroperlitu (viz obr. ¢. 9)

Obr. €. 9: Péstebni boxy s vypéstovanymi rostlinami (foto Semerak)

34



Celkem bylo pro tento pokus pouzito 9 box{, do kazdého byly vlozeny sadbovace
s vypéstovanou brukvi zelnou. Do 3 boxti byly umistény nasbirané housenky (6 - 7
housenek na box), do dalsich 3 byli umistény dospélci bélaska zelného (5 jedinci
na box). Oplodnéné samice nakladly na listy vajicka, ktera jsou vyobrazena na obr.
¢. 10, tudiZ v boxech byly dospélci a vajicka. Zbylé 3 boxy slouZily jako kontrola.
Vsechny péstebni boxy byly dikladné oznaceny.

Obr. €. 10: Detail spodni strany listu s nakladenymi vajicky bélaska zelného (Pieris
brassicae) (foto Darkova)

3.4 Ocisténi a kultivace rostlin pred analyzou

Housenky byly na rostlindch ponechany 3 dny. Za tuto dobu byly listy rostlinek
poskozeny okusem (viz obr. €. 11 a 12) a silné zneciStény trusem a bylo potfeba je
pied analyzou ocistit, aby nedoslo ke zkresleni vysledkl. Listy tedy byly velice
opatrné ociStény pomoci tenkého Stétecku. Poté byl aZ odebran rostlinny material
na analyzu.
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Obr. €. 11: Poskozené listy brukve zelné (Brassica oleracea) okusem - 2. den (foto
Semerak)

Obr. €. 12: Poskozené listy brukve zelné (Brassica oleracea) okusem - 3. den (foto
Semerak)

Kultivace rostlin s dospélci bélaska zelného a jejich vajicky probihala déle a to
celkem 8 dni. Vdobé, kdy se zvajiCek zacaly lihnout housenky, byly rostliny
poskozeny okusem a tim mohlo dojit k ovlivnéni vysledkd.

3.5 Priprava vzorki pro analyzu

VSechny niZe zminéné postupy byly pouZity pro analyzu rostlinného materialu
vSech 9 boxl (3 kontrolni boxy, 3 boxy s housenkami, 3 s nakladenymi vajicky
a malymi housenkami v prvni fazi vyvoje). Z kazdého boxu byly odebrany vzdy 2
vzorky (u AMK byl z kazdého boxu odebran jeden vzorek).
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Rozpustné proteiny

Pro analyzu rozpustnych proteinii byl nejprve pripraven supernatant. Jeho
priprava probihala tak, Ze ve treci misce bylo rozetfeno 0,1 g rostlinného
materialu, ke kterému bylo pridano par zrnek pisku, ve 2 ml fosfatového pufru
(PB), ktery byl pripraven smichanim hydrogenfosfore¢nanu draselného (K;HPO4)
a dihydrogenfosfore¢nanu draseleného (KH2PO4) v poméru 1 : 1. Poté byl vznikly
supernatant preveden do mikrozkumavek. Nasledné byla provedena centrifugace
(viz obr. €. 13) po dobu 15 minut pti 4 °C a o zrychleni 15 000 gy,

Pro analyzu rozpustnych proteinti bylo smichdno 970 pl Bradfordova cinidla
s 30 pl nami pripraveného supernatantu. Po 10 minutach byla ve spektrofotometru
méfrena absorbance pfi vinové délce 595 nm v plastovych kyvetach semi-mikro
(Ducaiova et al., 2016).

Obr. €. 13: Pro praci pouzita centrifuga Universal 320 R (foto Dankova)
Aminokyseliny

Nejprve bylo navazeno priblizné 5 g poskozenych listi napadené rostliny. Tento
navazeny rostlinny material byl v papirovych saccich susen pti 80 °C po dobu 24h.
Pro analyzu aminokyselin byl opét nejdrive vytvoren supernatant. Nasledné bylo
navazeno a rozemleto 0,1 g suSiny a nasypano do 15 ml zkumavek. K rozemleté
susSiné bylo pridano 10 pl 10 milimolarniho norvalinu (neproteinova AMK) a 1,5 ml
nedenaturovaného 70% ethanolu. Vznikla smés byla 15 minut ve tfepacce tfepana.
Nasledné byla s pootevienym vickem varena pri 120 °C v termobloc¢ku po dobu
10 minut. Po vychladnuti byla po dobu 5 minut provedena centrifugace pii 4000
otackach za minutu.
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Takto vznikly supernatant byl pomoci pipety odebran do mikrozkumavky, vzorek
byl opét centrifugovan pri zrychleni 13 000 g, po dobu 3 minut. Nasledné byl
preveden do 1,8 ml vialek a byl odpaten pri 60 °C v dusikové atmosfére, coz je
zobrazeno na obr. ¢. 14. Tyto odparované vialky byly pravidelné kontrolovany.
Mezitim co probihalo odpafovani supernatantu, bylo do ptivodni mikrozkumavky
se zbylymi usazeninami rostlinného materialu ptidan 1 ml ethanolu a cely postup
kromé vareni byl dvakrat po sobé opakovan, pouZivany byly tytéZ 15 ml zkumavky
a vysledny supernatant byl pridan do tentyZ vialek. Odparené vialky byly uzavieny
a uchovany v chladu. Pfed samotnou analyzou byl ziskany material rozpustén v 0,5
ml mobilni faze a pomoci metody HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)
byl na katedie chemie vyhodnocen. Byla zvolena tato metoda, jelikoZ vynika
vysokou ucinnosti. Pri této metodé byly nejprve vzorky davkovany davkovacim
ventilem do mobilni faze. Ta unasela jednotlivé slozZky vzorku na kolonu, kde
dochazelo k opakovanému ustanoveni rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi
a k separaci analyti dle fyzikalné - chemickych vlastnosti. Po priichodu separacni
kolonou byly analyty v mobilni fazi detekovany. Vystupem z detektoru byl graficky
zaznam zavislosti odezvy detektoru na reten¢nim case, tj. chromatogram, na némz
se hodnoti plocha nebo vyska piku. Kvantitativni analyza se provadéla na principu
odecteni vysledki z kalibrac¢ni kiivky (Ducaiova et al., 2016).

Obr. €. 14: Odparované vialky se supernatantem v dusikové atmosfére (foto
Darikova)

Organické kyseliny

Pro analyzu organickych kyselin bylo nejdrive rozetfeno 0,5 g zmrazeného
rostlinného materialu a poté pridano 10 ml fosfatového pufru, ktery byl ptipraven
tak, Ze do 1 litru bylo pridano 8,7 g chloridu sodného (NaCl), 1,82 g trihydratu
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hydrogfosforetcnanu  draselného (K2HPO4 - 3 H20) a 0,23 g
dihydrogenfosforetnanu draselného. Nasledné byla smés ve vodni lazni po dobu
45 minut a teploté 75 °C zahrivana a odstfedéna pri 3000 otackach za minutu.
Nasledovala analyza opét pomoci HPLC na katedfe chemie (Simek, 2016).

Statisticka analyza

Aby se zjistilo, zda jsou mezi jednotlivymi variantami (k = 3; kontrola, housenky,
vajicka + housenky) statisticky vyznamneé rozdily, byla pouZita pro namérena data
analyza rozptylu, neboli ANOVA, protoZe je potieba porovnat stiedni hodnoty
uvice nez 2 soubori. Pro tento vypocet byla pouzita hladina vyznamnosti 5%.
Pokud je hodnota P < 0,05, pak to znamend, Ze mezi naméienymi hodnotami jsou
signifikantni rozdily a miiZzeme tak pouzit tzv. Tukeyho test, ktery patii mezi tzv.
Post-hoc testy. Tento test nam zjisti, zda jsou tyto rozdily pouze uvnitt konkrétni
skupiny nebo mezi skupinami navzdjem. Tukeyho test se vyuziva, pokud
porovnavame stejné pocetné vybéry, byl tedy pouZit u téch AMK, jejichZ namérené
hodnoty byly kompletni. Tzv. Scheffého test 1épe pracuje v obecnych pripadech,
kdy porovnavame nestejné pocetné vybéry. P hodnota je nejmensi hladina, na
které zamitame a urcuje nam, zda je vysledek vyznamny ¢i nikoliv.
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4 Vysledky a diskuze

Hlavnim udcelem diplomové prace bylo zjistit vztah mezi napadenim bélaska
zelného a reakci vybrané rostliny na toto napadeni. Bélasek zelny, jakoZto Casty
Sklidce brukvovitych rostlin, ma negativni vliv na rist a vyvoj rostlin. Jak uvadi
Pashalidou et al. (2015), tento vliv miZe byt zplisoben jak primym okusem
housenek, které listy velmi rychle poZiraji, tak i expozici samotnych vajicek. Bélasci
zelni brukvovitym rostlindm také Skodi jejich trusem, ktery je znehodnocuje
(Cechmanek et Hrabak, 2006).

V naSem pokusu byly zaznamenany rozdily v koncentracich vybranych primarnich
metaboliti mezi neposkozenymi listy, listy, které byly napadeny dospélymi
housenkami a listy, které byly vystaveny pritomnosti vajicek bélaska. Tato vajicka
se vSak vylihla dfive (jiZ po 8 dnech), neZ je uvedeno v literature. Lohmann (2006)
uvadi, Ze se vajicka lihnou po 10 - 14 dnech. Tim byla rostlina pod naporem nejen
vajiCek, ale i malych housenek, nachazejici se v 1. fazi vylihnuti, které listy zacaly
rychle okusovat, coZ mohlo zkreslit nase vysledky. Tato skute¢nost by mohla
vysvétlovat pokles koncentraci nékterych primarnich metabolitii v napadené
rostling, jelikoz okus listli housenkami v 1. fazi vylihnuti by mohl byt intenzivnéjsi,
nez u dospélych housenek. Tim mohla byt zkoumana rostlina vycerpana a jeji
produkce obrannych latek sniZena. Proto pro dals$i pokusy doporucuji castéji
kontrolovat vajicka a nejlépe vobdobi prvnich zndmek lihnuti vajicek ihned
analyzovat rostlinny material, nehledé na dobu lihnuti vajicek, ktera je uvedena
v literature.

V tomto pokusu byly provedeny analyzy modernimi metodami, kterymi jsme mohli
zjistit zmény v koncentracich rozpustnych proteinti, vybranych organickych
kyselin a volnych aminokyselin.

V grafech ¢. 1 - 6 jsou vZdy znazornény prumérné hodnoty kazdé varianty spolecné
s chybovymi  udseckami. Zmény vkoncentracich rozpustnych proteini
vnapadenych listech oproti listim neposkozenym, jsou jen nepatrné. Doslo
k mirnému zvySeni rozpustnych proteinii pfi stresu housenkami. Pii stresu
zpusobeném vajicky s housenkami byly zaznamendany nizsi hodnoty (viz. graf ¢. 1).
Nicméné zmény mezi napadenim rostlin housenkami a vajicky s housenkami
nejsou tak velké, jak se ocekavalo. Tyto grafy vychazi z namérenych hodnot, které
byly zpracovany do tabulek priloZenych v prilohach ¢. 1 -3.
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Graf ¢. 1: Obsah celkovych rozpustnych proteinii v brukvi zelné. Chybové usecky
vyjadruji standardni chybu praméru, ktera udava, jak moc se nami ziskany primeér
nahodného vybéru lisi od stredni hodnoty zakladniho souboru. Hodnoty sloupcij,
po nichZ nasleduji stejna pismena, se podle Tukeyho testu vyrazné nelisi (P<0,05)

Zgrafi ¢. 2 - 5 je patrné, Ze nastaly zmény v koncentracich jednotlivych
organickych kyselin v napadenych listech ve srovnani s listy nepoSkozenymi. Doslo
jak ke sniZeni, tak i ke zvysSeni jejich obsahu. U kyseliny stavelové byly dle Tukeyho
testu zjistény statisticky vyznamné rozdily (viz. graf ¢. 2), u ostatnich organickych
kyselin nebyly statisticky vyznamné rozdily prokazany.
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Graf €. 2: Obsah kyseliny stavelové v brukvi zelné. Chybové tusecky vyjadiuji
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standardni chybu priméru, ktera udava, jak moc se nami ziskany primeér
nahodného vybéru lisi od stredni hodnoty zakladniho souboru. Hodnoty sloupcij,
po nichZ nasleduji stejnda pismena, se podle Tukeyho testu vyrazné nelisi (A,B -
P<0,05)

Z grafu ¢. 3 je patrné, Ze doslo k mirnému zvySeni koncentraci kyseliny askorbové,
ato jak u rostlin, které byly napadeny housenkami, tak u rostlin, které byly
vystaveny expozici vajicek shousenkami vprvni fazi vyvoje. Vyssi narist
koncentrace kyseliny askorbové oproti kontrole byl prokazan pri napadeni
samotnymi housenkami.
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Graf ¢. 3: Obsah kyseliny askorbové v brukvi zelné. Chybové dsecky vyjadiuji
standardni chybu primeéru, ktera udava, jak moc se nami ziskany primeér
nahodného vybéru lisi od stredni hodnoty zakladniho souboru. Hodnoty sloupcij,
po nichZ nasleduji stejna pismena, se podle Tukeyho testu vyrazné nelisi (P<0,05)

Na zméné obsahu kyseliny citrénové mély opét vliv jak housenky, tak vajicka
s housenkami. Oproti kontrole doSlo pfi napadeni rostlin housenkami ke zvySeni
koncentrace, kdezto pfi napadeni vajicky s housenkami ke sniZeni koncentrace
zkoumané organické kyseliny.
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Graf €. 4: Obsah kyseliny citrénové v brukvi zelné. Chybové usecky vyjadiuji
standardni chybu primeéru, ktera udava, jak moc se nami ziskany primeér
nahodného vybéru lisi od stredni hodnoty zakladniho souboru. Hodnoty sloupcij,
po nichZ nasleduji stejna pismena, se podle Tukeyho testu vyrazné nelisi (P<0,05)

Pfi napadeni rostlin housenkami a vaji¢ky s housenkami byl také pozorovan obsah
kyseliny fumarové. Koncentrace této kyseliny se jako jedina ze vSech zkoumanych
organickych kyselin u obou variant oproti kontrole snizila. Vyraznéjsi sniZeni
koncentrace kyseliny fuamrové bylo zaznamenano u varianty, kdy byla rostlina
napadena vajicky s housenkami.
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Graf €. 5: Obsah kyseliny fumarové v brukvi zelné. Chybové tusecky vyjadruji
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standardni chybu primeéru, ktera udava, jak moc se nami ziskany primeér
nahodného vybéru lisi od stredni hodnoty zakladniho souboru. Hodnoty sloupctj,
po nichZ nasleduji stejna pismena, se podle Tukeyho testu vyrazné nelisi (P<0,05)

Béhem naseho experimetnu doslo ke sniZeni koncentraci aktualné translatovanych
volnych aminokyselin (viz. graf ¢. 6), a to jak pfi plisobeni jak housenek, tak
ivajicek bélaska na rostlinny material. Celkové sniZeni mohlo byt zplisobeno
intenzivnim pisobenim biotického stresu na rostlinu, ¢cimZ se rostlina postupné
vyCerpavala. Namérené koncentrace se snizily u 86% vybranych aminokyselin,
tedy u vSech kromé histidinu a fenylalaninu. Nabizela se tak moZnost korelace
mezi jednotlivymi aminokyselinami. U aminokyselin byly zjiStény vyznamné
i velmi vyznamné rozdily. Jak je uvedeno v grafu ¢. 6, zmény v produkci vétSiny
aminokyselin mezi jednotlivymi variantami se velmi vyznamné lisi, a to dokonce
na 1% hladiné vyznamnosti.
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Graf ¢. 6: Obsah aminokyselin v brukvi zelné. Chybové tsecky vyjadiuji standardni
chybu priiméru, ktera udava, jak moc se nami ziskany primér nadhodného vybéru
1i$1 od stiedni hodnoty zdkladniho souboru. Hodnoty sloupcti, po nichz nasleduji
stejna pismena, se podle Tukeyho testu vyrazné nelisi (A,B,C - P<0,05)
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Mezi nékterymi aminokyselinami byla zjisténa regresni zavislost, ktera byla ve
vSech pripadech popsana pomoci linearni regresni funkce a korela¢niho
koeficientu. Vyznamné korelace byly zaznamenany u Ile/Lys, Tyr/lle, Lys/Val,
Val/Leu, Glu/His. Nejvyznamnéjsi korelace byly zjistény u Tyr/Lys, Leu/lys,
Tyr/Leu a Val/Ile. U téchto aminokyselin byl vysledny korela¢ni koeficient vyssi
nez 0,96, coz znaci silnou kladnou korelaci, kdy pri sniZzeni koncentrace urcité
sledované aminokyseliny doSlo ke sniZeni koncentrace i druhé sledované
aminokyseliny. Z uvedenych nejvyznamnéjsich korelaci jsou vyobrazeny v grafech
¢. 7 - 10 zavislosti mezi jednotlivymi aminokyselinami (pro vytvoreni grafi byly
vzdy pouzity priméry namérenych hodnot jednotlivych boxi). Bioticky stres
zplsobeny bélaskem zelnym na rostliny miize mit tedy inhibi¢ni vliv na transkripci
a translaci aminokyselin.
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Graf €. 7: Regresni zavislost v obsahu Tyrosinu a Lysinu

45



Leu/Lys

170
160 | Y=0.3635x+52,46 -
S R?=0,974 ¥ 4 v
E /
w 150
=
o
140
£ L,
2 130 o
T 120
]
O 410 | &~
100
150 170 190 210 230 250 270 290 310 330
Obsah Leu [nmol/g DW]
Graf ¢. 8: Regresni zavislost v obsahu Leucinu a Lysinu
Tyr/Leu
350
y = 3,0044x - 45,804
E‘ 300 R2 = 0 834 ¢
[a] /
oo
3 250
(=]
‘E‘ /
s /
9 200 Y
- /
2 *®
8 150 2
100
60 70 80 90 100 110 120
Obsah Tyr [nmol/g DW]

Graf €. 9: Regresni zavislost v obsahu Tyrosinu a Leucinu

46




Val/lle

140

130 y =0,6366x - 24,216 N *

R?=0,988 /
120
110
N

100

90

80

70 s

60

Obsah lle [nmol/g DW]

120 140 160 180 200 220 240 260
Obsah Val [nmol/g DW]

Graf ¢. 10: Regresni zavislost v obsahu Valinu a Isoleucinu

Tématu vlivu bélaska zelného na brukvovité rostliny byla v minulosti a je i v dneSni
dobé vénovana jen velmi malad pozornost. V jiz diive provedeném pokusu (Khattab,
2007), ve kterém byl studovan vliv mSic zelnych (Brevicoryne brassicae) na
brukvovitou rostlinu brukvi zelnou (Brassica oleracea), bylo zjiSténo, Ze
v napadenych listech msSicemi byla niZ$i koncentrace aminokyselin a vyssi
koncentrace kyseliny askorbové, coZ se shoduje i snaSimi vysledky. Nicméné
i celkovy obsah rozpustnych proteinti byl pod naporem mSic snizen, coZ se
v pokusu sbélasky potvrdilo pouze pfi napadeni rostliny vajicky spolecné
s housenkami. Toto sniZeni protein miiZze byt ptic¢inou toho, Ze vlivem extrémnich
stresovych podminek doslo k poklesu biosyntézy. Ta mohla byt sniZena odtokem
asimilatli, jako jsou aminokyseliny, k mistu posSkozeni zplisobené herbivorem.
Kromé toho, sniZeni koncentrace rozpustnych proteinii miiZe také souviset se
soucasnym snizenim hladiny fosforu v rostlinach, ktery, jak je zndmo, méa vliv na
syntézu bilkovin. Podobné vysledky jiz diive zaznamenali Singla a Grover (1994),
ktefi zjistili, Ze rychlost syntézy proteinti béhem stresovych podminek klesa.

Spole¢né stimto vyzkumem probihal vyzkum na stejném principu, jen misto
bélaska zelného byl pouzit jako Sklidce diepcCik rodu Phyllotreta. V pokusu
sdrepciky byly naméreny vétSi rozdily v koncentracich u kyseliny askorbové
a citrénové (Cechova, 2018). Domnivame se, Ze by to mohlo byt vysvétleno tim, Ze
diepcici maji jiny zplisob a rychlost okusu, nez bélasek zelny. Bélasek zelny se totiz
vyznaCuje okusem velké rychlosti, kdy list okusuje az ke stredni zilce, kdeZto okus
direpciki je pomalejsi, nema takovy rozsah a v listové Cepeli vytvareji jen otvory
opriméru 2-3 mm (Rotrekl, 2002). Stejné jako u pokusu sbélasky bylo
zaznamenano sniZeni témér véech aminokyselin (Cechova, 2018). Pro dal$i pokusy
by bylo zajimavé a vhodné pracovat s vétsim mnoZstvim vzorkd, rozsirit stavajici

a7



skupinu zkoumanych primarnich metaboliti o dal$i obranné latky a zkusit testovat
i jiné druhy brukvovitych rostlin a porovnat tak hodnoty namérenych koncentraci
latek mezi rliznymi rostlinami v rdmci stejné Celedi.

Rostliny na bioticky stres zplisobeny hmyzem reaguji zménami v poméru obsahu
primarnich metabolitii, ¢asteCné se to projevilo i u nakladenych vajicek. Nékteré
vysledky bude nutné jesté vyzkumné ovérit a doresit.
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5 Zaver

Z vyzkumu zaméieného na zjisténi zmén koncentraci vybranych primarnich
metaboliti po napadeni rostlin zeli bélaskem, lze ucinit nasledujci zavéry:

e Bylo prokazano, Ze rostliny na bioticky stres zptsobeny bélaskem zelnym,
at uZz na vajicka ¢ housenky, reaguji zménou koncentrace vSech
sledovanych latek. U vétSiny latek nebyly vsak zjistény tak vyrazné zmény
v koncentracich jednotlivych primarnadch metabolitli, aby se prokazala
signifikantni zavislost.

e Vyznamny rozdil byl zjiStén v obsahu Kkyseliny Stavelové a to mezi
plisobenim housenek a vajicek s housenkami. U ostanich sledovanych
organickych kyselin tj. kyseliny askorbové, citronové, fumarové byly zmény
koncentraci nevyznamné.

e Statisticky neprlikazné rozdily byly prokazany u rozpustnych proteint.

e Témér u vSech zkoumanych volnych aminokyselin, byly naméreny
signifikantné sniZené koncentrace v porovnani s kontrolou, a to jak pri
plisobeni housenek, tak i vajicek bélaska na rostlinny material.

e Mezi Tyr/Lys, Leu/Lys, Tyr/Leu a Val/lle byla prokazana tésna regresni
zavislost.

V daném vyzkumu by bylo vhodné pokracovat a néktré vysledky jesté ovérit
dalSimi pokusy.

Problematika biotického stresu je vysoce dtleZzita z hlediska zemédélstvi, nebot
rocné dochazi k obrovskym ztratam na vynosech zemédélskych plodin v disledku
utoku hmyzu. Prace slouZi k pochopeni strategie rostlin a k lepSimu porozuméni
obrannym mechanizmim. Znalost moznosti vyuziti produkovanych metaboliti
rostlin by mohla vést k vyvinuti insekticidli zalozené na prirodni bazi, které by
slouzily ke sniZeni ztrat zplisobenych hmyzem. Tim by mohl byt sniZen podil
vyuzivani chemickych ptipravkl v ochrané rostlin.
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Prilohy

Priloha. ¢. 1: Naméiené hodnoty rozpustnych proteinii a organickych kyselin
v kontrolnich boxech

Rozp. Kys. Kys. Kys. Kys.
proteiny Primér | stavelova | Primér | askorbova | Priimér [ citrénova | Primér | fumarova | Primér
koncentrace [mg/g FW] koncentrace [mg/g]
K1 | 14,809 16,936 0,503 0,476 0,039 0,036 4,133 4136 0,034 0,030
19,062 0,449 0,033 4,139 0,026
K2 | 16,071 16,057 0,342 0,659 0,021 0,024 4,295 3491 0,018 0,019
16,043 0,977 0,027 2,686 0,021
K3 | 23,935 24,673 0,464 0,453 0,037 0,053 4,233 4,465 0,046 0,036
25,411 0,443 0,069 4,697 0,027
Primér 19,222 0,530 0,038 4,031 0,029
Stand. 1,667 0,084 0,006 0,257 0,004
chyba

Priloha ¢. 2: Namérené hodnoty rozpustnych proteinti a organickych kyselin
v boxech s housenkami

Rozp. Kys. Kys. Kys. Kys.
proteiny Primér |J stavelova | Prtimér | askorbova | Primér | citronova | Primér | fumarova | Primér
koncentrace [mg/g
FW] koncentrace [mg/g]
H1 | 36,586 26988 0,236 0.257 0,055 0,073 3,475 4,164 0,008 0,010
17,389 0,279 0,090 4,853 0,011
H2 | 12,680 16,234 0,364 0,360 0,030 0,035 5,268 4,899 0,017 0,024
19,789 0,355 0,040 4,529 0,031
H3 | 24,413 0,371 0,032 3,603 0,022
21,952 0,420 0,049 5,265 0,031
19,490 0,469 0,066 6,927 0,041
Primér 21,725 0,346 0,052 4,776 0,022
Stand. 3,062 0,030 0,009 0,472 0,005
chyba

Priloha ¢. 3: Naméfené hodnoty rozpustnych proteinli a organickych kyselin
v boxech s vajicky a housenkami

Rozp. Kys. Kys. Kys. Kys.
proteiny Primér | Stavelova [ Priimér | askorbova | Priimér | citronova | Primér | fumarova | Primér

koncentl;‘\z;\/c]e [me/g koncentrace [mg/g]
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XH 19,817 17,944 0435 0,519 |0.050 0,029 |3.129 3500 | 0018 0,018
16,071 0,604 0,008 3,871 0,019

V2+

H | 16544 14826 |0.579 0,569 |0.043 0,055 |3.241 2868 |0.023 0,021
13,108 0,558 0,066 2,496 0,020

V3+

H  [12,438 13,300 J0.868 0,719 | 0053 0,058 | 3687 4384 | 0,020 0,018
14,161 0,570 0,062 5,081 0,015

Primér 15,356 0,602 0,047 3,584 0,019

Stand. 1,011 0,053 0,008 0,327 0,001

chyba

*Stand.chyba - standardni chyba

*FW - hmotnost Cerstvého rostlinného materialu

Priloha ¢. 4: Celkova tabulka namérenych hodnot aminokyselin

Vzorek | Asp | Glu | Asn | Gln | His | Gly | Thr Arg

Koncentrace [nmol/g DW]

K1 32,87 352,13 141,28 288,21 269,93 119,73

K2 65,62 423,03 141,8 302,1 254,56 125,83

K3 49,92 677,17 179,95 170,39 250,28 374,52 124,13

H1 24,8 274 282,03 130,18 149,47 188,83 252,23 84,87

H2 33,47 367,18 329,52 118,18 161,65 245,51 270,15 101

H3 39,37 514,83 361,97 150,48 220,52 293,05 79,43

V1+H 54,87 219,22 373,2 136,94 180,47 229,74 105,67

V2+H 51,03 279,3 420,85 120,75 158,29 240,34 83,51

V3+H 37,72 164,06 316,52 111,87 169,06 285,33 71,13

Vzorek Ala Tyr Val Met Phe Ile Leu Lys

Koncentrace [nmol/g DW]

K1 973,10 109,22 236,01 108,05 124,65 130,63 281,21 156,63

K2 898,84 113,42 240,65 97,43 116,59 127,92 306,87 159,65

K3 976,29 109,51 248,57 121,94 96,08 131,43 282,28 158,82

H1 658,71 88,2 193,19 85,44 90,8 103,44 214,82 132,42

H2 855,86 92,03 210,41 81,72 83,17 109,24 227,02 137,99

H3 945,54 90,4 210,88 151,36 63,68 106,73 219,65 126,72

V1+H 700,21 65,96 152,91 97,42 122,07 72,81 158,96 110,04

V2+H 644,68 81,3 158,52 80,97 71,63 74,84 189,5 120,64

V3+H 683,49 66,56 138,27 106,1 96,85 64,07 160,85 111,27

*U AMK jsem graf .1 a jednotlivé tabulky vypracovavala pouze z téch AMK, u nichz byla namérena data

kompletni.

*U AMK hodnoty zaokrouhleny na dvé desetinna mista
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Priloha ¢. 5: Jednotlivé tabulky namérenych hodnot aminokyselin

Asp

Box Asp c [nmol /g DW] Primér Stand.chyba
K1 32,87
K2 65,62 49,47 7,72
K3 49,92
H1 24,8
H2 33,47 32,55 3,45
H3 39,37
H+V1 54,87
H+V2 51,03 47,87 4,24
H+V3 37,72
Glu

Box Glu c [nmol/g DW] Primér Stand.chyba
K1 352,13
K2 423,03 484,11 80,57
K3 677,17
H1 274
H2 367,18 385,34 57,25
H3 514,83
V1+H 219,22
V2+H 2793 220,86 27,17
V3+H 164,06
His

Box His ¢ [nmol/g DW] Primér Stand.chyba
K1 141,28
K2 141,8 151,16 7,85
K3 170,39
H1 149,47
H2 161,65 153,87 3,19
H3 150,48
V1+H 136,94
V2+H 120,75 123,19 5,99
V3+H 111,87
Gly

Box Gly c [nmol/g DW] Primér Stand.chyba
K1 288,21
K2 302,1 280,20 12,64
K3 250,28
H1 188,83
H2 245,51 218,29 13,39
H3 220,52
V1+H 180,47
V2+H 158,29 169,27 5,23
V3+H 169,06
Thr

Box Thr c [nmol/g DW] Primér Stand,chyba
K1 269,93
K2 254,56 299,67 30,77
K3 374,52
H1 252,23
H2 270,15 281,81 5,40
H3 293,05
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V1+H 229,74
V2+H 240,34 251,80 13,91
V3+H 285,33
Arg

Box Arg c [nmol/g DW] Primér Stand.chyba
K1 119,73
K2 125,83 123,23 1,48
K3 124,13
H1 84,87
H2 101 88,43 5,29
H3 79,43
V1+H 105,67
V2+H 83,51 86,77 8,25
V3+H 71,13
Ala

Box Ala c [nmol/g DW] Primér Stand.chyba
K1 973,10
K2 898,84 949,41 20,66
K3 976,29
H1 658,71
H2 855,86 826,70 73,29
H3 945,54
V1+H 700,21
V2+H 644,68 676,13 13,43
V3+H 683,49
Tyr

Box Tyr c [nmol /g DW] Primér Stand.chyba
K1 109,22
K2 113,42 110,72 1,11
K3 109,51
H1 88,2
H2 92,03 90,21 0,91
H3 90,4
V1+H 65,96
V2+H 81,3 71,27 4,10
V3+H 66,56
Val

Box Val c [nmol/g DW] Primér Stand.chyba
K1 236,01
K2 240,65 241,74 2,99
K3 248,57
H1 193,19
H2 210,41 204,83 4,75
H3 210,88
V1+H 152,91
V2+H 158,52 149,90 4,93
V3+H 138,27

63




Met

Box Met c [nmol/g DW] Primér Smérod. Odchylka
K1 108,05
K2 97,43 109,14 5,79
K3 121,94
H1 85,44
H2 81,72 106,17 18,47
H3 151,36
V1+H 97,42
V2+H 80,97 94,83 6,02
V3+H 106,1
Phe

Box Phe c [nmol/g DW] Primér Stand,chyba
K1 124,65
K2 116,59 112,44 6,94
K3 96,08
H1 90,8
H2 83,17 79,22 6,59
H3 63,68
V1+H 122,07
V2+H 71,63 96,85 17,83
V3+H *96,85

*za tuto hodnotu byla dosazena primérna hodnota zbylych dvouch méteni, z diivodu chyby v méreni

Ile

Box Ile c [nmol /g DW] Primér Stand.chyba
K1 130,63
K2 127,92 129,99 0,87
K3 131,43
H1 103,44
H2 109,24 106,47 1,37
H3 106,73
V1+H 72,81
V2+H 74,84 70,57 2,70
V3+H 64,07
Leu

Box Leu ¢ [nmol/g DW] Primér Stand.chyba
K1 281,21
K2 306,87 290,12 6,84
K3 282,28
H1 214,82
H2 227,02 220,50 2,90
H3 219,65
V1+H 158,96
V2+H 189,5 169,77 8,07
V3+H 160,85
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Lys

Box Lys ¢ [nmol/g DW] Primér Stand.chyba
K1 156,63
K2 159,65 158,37 0,74
K3 158,82
H1 132,42
H2 137,99 132,38 2,66
H3 126,72
V1+H 110,04
V2+H 120,64 113,98 2,73
V3+H 111,27

* K1 - kontrola box 1, K2 - kontrola box 2, K3 - kontrola box 3
H1 - housenky box 1, H2 - housenky box 2, H3 - housenky box 3
H+V1 - vajicka s housenkami box 1, H+V2 vajicka s housenkami box 2, H+V3 - vajicka s housenkami box 3

Priloha ¢. 6: Jednosmérné ANOVY a Tukeyho testy

Prim. Rozp. Kys. Kys. Kys. Kys.
metabolity proteiny Stavelova askorbova citrénova fumarova
p hodnota 0,176 0,477 0,135 0,227
Test/- - - - -
Tukeyho test pro kyselinu Stavelovou

Porovnavané skupiny Tukeyho HSD hodnota Vyhodnoceni

AvsB 0,152
AvsC 0,708
Bvs C 0,037

* rozdily vyznamné

** rozdily vysoce vyznamné

-HSD - honestly significant difference
A - kontrola

B - housenky

C - vajicka + housenky

Jednosmérna ANOVA (analyza rozptylu) pro aminokyseliny

Prim.

metabolity Asp Glu Asn Gln

p hodnota 0,227 0,105 - -

Test/- - -

Ala Tyr Val Met

0,767
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Tukeyho test pro GLY

Vyhodnoceni

Porovnavané skupiny Tukeyho HSD hodnota
AvsB 0,041
AvsC 0,003
BvsC 0,094
Tukeyho test pro Arg

Porovnavané skupiny

Tukeyho HSDhodnota

Vyhodnoceni

Avs B 0,029
AvsC 0,024
Bvs C 0,9
Tukeyho test pro Ala
Porovnavané skupiny Tukeyho HSD hodnota Vyhodnoceni
Avs B 0,32
AvsC 0,028
BvsC 0,206
Tukeyho test pro Tyr
Porovnavané skupiny Tukeyho HSD hodnota Vyhodnoceni
Avs B 0,008
AvsC 0,001
Bvs C 0,011
Tukeyho test pro Val
Porovnavané skupiny Tukeyho HSD hodnota Vyhodnoceni
AvsB 0,006
AvsC 0,001
Bvs C 0,001
Tukeyho test pro Ile
Porovnavané skupiny Tukeyho HSD hodnota Vyhodnoceni
AvsB 0,001
AvsC 0,001
Bvs C 0,001
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Tukeyho test pro Leu

Porovnavané skupiny Tukeyho HSD hodnota Vyhodnoceni
Avs B 0,002
AvsC 0,001
Bvs C 0,009

Tukeyho test pro Lys

Porovnavané skupiny Tukeyho HSD hodnota Vyhodnoceni
Avs B 0,001
AvsC 0,001
Bvs C 0,008
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