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1. Uvod

1.1 Vztah rostlin a herbivorniho hmyzu

Studium specializace herbivorniho hmyzu a jeho akiokych vztak s rostlinami pat mezi
jeden z klasickych modélvyzkumu v biologii. Je to dano velkym vyznamem otskupin.
Rostliny maji nejetSi objem celkové biomasy a hmyz je negoejSi skupinou
mnohobugénych organism na zemi (Schoonhoven, van Loon & Dicke, 2005)leRitost
herbivorie z ekologického hlediska a jeji dopadostliny dale demonstruje fakt, Ze asi 10%
globalni primarni produkce rostlin je zkonzumovdresbivory (Coupe & Cabhill, 2003), coz
zhruba odpovida mnozZstvi energie uloZené v rogtlihiomase investované rostlinami do
rozmnozovani (Mooney, 1972). Herbivorii je pak pm&no az 87% ligt(Damman, 1993).
Studium herbivorie a specializace herbivorniho humyr i praktické vyuZziti v zegdglstvi,
protoZze herbivorni hmyz se svotinnosti podili na 15% ztrat celadové arody
zenedélskych plodin (Schoonhovest al, 2005).

Poznatky o vztazich rostlin a hmyzich herbivgsou aplikovatelné i v jinych
oblastech biologie. 8&1em poslednichitdesetileti jsme byli sdky snahy odhadnout celkovy
pocet druhi organisni na nasi planét Diverzitac¢lenovdl byla Erwinem (1982) odhadnuta
na 31 miliori druhi. Toto vysokésislo vzbuzovalo od za@tku velké emoceCast ochrant
piirody ho gijimala s nadSenim, naopak nemalé procentdeoké obce a zvlaStpak
taxonomové se k tomut@islu sta¥li se zn&nou nedvérou. Jejich vysledky totiz
podporovaly hypotézu, Ze celkovy e druli hmyzu je nizSi nez deset milibr{Gaston,
1991). Do celého problému tak bylo vneseno daldieaz na zaklagrozsahlého vyzkumu
specializace tropického herbivorniho hmyzu, kdyabsglkova diverzit&lenovai odhadnuta
na 4 az 6 milioa druhi (Novotnyet al, 2002).

Studium specializace hmyzich herbivotaké inasi zajimavé poznatky z oblasti
evolwni biologie. Na herbivornim hmyzu jsou debdokumentovatelnétazné modely
speciace. Kromh klasické allopatrické speciace tmwbené izolaci populaci naétsi
vzdalenosti az stovek kilométr jejimz dolie prostudovanym ffkladem mohou byt
mandelinky roduOreina (Dobler et al, 1996), jsou zvlaStnimifpadem #zné minujici a
halkotvorné druhy, které Ziji po mnoho generacizgona jednom stroén U takovych drufi
byla zjiS€na geneticka divergence i mezi populacemi z jedryath stronii v ramci jediné
lokality. Navic byla zaznamenana i jakasi specaéez na daného jedince stromu, kdy se

jedinaim pienesenym na jiny strom, Bgtejného druhu a na stejné lokglidlailo podstati



hure (Mopper, 1996). U herbivorniho hmyzu byly odhglempiiklady sympatrické speciace,
jednoho z nejzajimajSich fenoméa evolwni biologie. Konkrétd se jedna ndfklad o
vrtule roduRhagoletisu kterych doslo k behavioralni izolaci populgoitoZze se kazdy druh
p&i na jiném druhu ovoce ckoliv v umélych podminkach jsou stale schopny hybridizace
(Frey & Bush, 1990). U stejného rodu byla téZ porana allochronie, kdy doslo k izolaci
populaci dvou sesterskych dfutkteré se vfirock kazdy rozmnoZuji kazdy v jinou dobu,
¢imz je Kizeni populaci zrimé omezeno (Bush, 1975).

Na pikladu vySe zmignych mineti a vrtuli, je vidt, Ze specializace na Zivnou
rostlinu nize ovlivnit speciaci herbivorniho hmyzu. Ke speci@k dochazi v podstatze
dvou divodi: bud propojenim preference d&iého zdroje s vyérem partnera, nebo
ostrivkovitym rozmisg¢nim zdroje v prostoru, coz nasleédzvySuje pravépodobnost izolace
populaci (Janz, Nylin & Wahlberg, 2006).

V¢étSina herbivorniho hmyzu je specializovana a jemdnéez 10% druth se Zivi
rostlinami z vice jakit ¢eledi (Bernays & Graham, 1988). Relatiwysoka mira specializace
tak znamend, Ze alespw nékterych gfipadech byla tato specializace spojena se speciaci.
Speciace herbivérje ovliviiovana vlastnostmi rostlin. Otazkotistava, zda a do jaké miry je
naopak speciace rostlin ouievana herbivory. Problematikou koevoluce rostlin a
herbivorniho hmyzu se zabywada ¥deckych praci. Ehrlich & Raven (1964) povazovali
dnesni stav hostitelské specializace za vysledskupné koevoluce hostitelskych rostlin a
herbivorniho hmyzu. V jejich podani se rostliny Bnaiverzifikovat svou obranu proti
herbivoiim. Pokud se jim to podfiaa dojde ke spravné mutaci, &mi se jejich obranné
vlastnosti, najastji si vytvori komplexrjsi sekundarni metabolity. Tim uniknou herbivorii a
dostanou se do nové adaptivni zény, kde pé&kendojit k jejich radiaci. Hmyz je nicmén
schopen séasem na nove sekundarni metabolitggmsobit, a pokud se mu to patleobsadi
novou niku a mZe i u ) nasled® dojit k radiaci. Timto procesem atitovysvétiovali
napiklad skuténost, Ze fibuzni motyli Ziji na gibuznych Zivnych rostlinach.

Nicmére téma koevoluce herbivibrs rostlinami je porrné kontroverzni a nazory na
jeji zpasob a piib¢h se fizni. Problematicka situace je itgdad i u hlavni radiace motyla
krytosemennych rostlin. Neni totiz jasné, zda hilaadiace obou skupin prébly zhruba ve
stejné dob a mohlo tak dojit k vzajemnému ovlimi speciace, potazmo ke koevoluci.
Panuje shoda, Ze k hlavni radiaci krytosemennydahlimodoSlo ped 130-90 miliony let
(Crane, Friis & Pedersen, 1995). Je todagtene i diky dobrym fosilnim podklaidm. Oproti
tomu je doba diverzifikace motylznané nejista (Wheatet al, 2007). Pro motyly totiz

velkou nerou chybi fosilni nalezy, coz z&i®@ zt¢Zuje dobu jejich radiace spravodhadnout
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(Braby, Trueman & Eastwood, 2005; Labandeira & $sgk 1993). Zatimcgast autoil tak

piipadnou koevoluci krytosemennych rostlin a mitgtipousti (Brabyet al, 2005), dalSi
autdi s ni zdsadhnesouhlasi kidi moznému poz&Simu vzniku motyl, ktery by znemoznil
piimou interakci obou skupin¢hem jejich radiace (Janz & Nylin, 1998; Labandestaal,

1993).

DalSi vytkou koevoltni teorii je namitka, Zec&oliv rostliny herbivorni hmyz sika
ovliviiuji a mohou tak byt zodpeané za jeho speciaci, neni naopak hmjyiispsiinym
seleknim faktorem, ktery by dokazal oviievat speciaci rostlin, protoZze nedokaze vyznamn
ovlivnit jejich fitness (Bernays, 1998; Jermy, 198Rroti tomuto tvrzeni se nicm&da najit
cela fada argumeiit Hmyz je chopen velmi siénselektovat rostliny na zakladejich
chemického sloZzeni a jedince s niZzSim obsahem bpfcan latek efektiva likvidovat
(Becerra, 2007), nebo v kombinaci s abiotickymi mpéatkami ovliviovat arealy rozgéeni
celych druli (Fine, Mesones & Coley, 2004). Dozajista opgindnje vSak namitka, Ze kr@m
herbivorniho hmyzu je evoluce rostlin oviwana celouadou dalSich silnych sel&kich
faktori — zvlas¢ patogei a savich herbivoti (Schoonhoveret al, 2005). Navic i herbivio
jsou ovliviiovani i jinymi faktory nez jsou sekundarni metatyliostlin, zejména predaci
(Bernayset al, 1988). Tomu, Ze koevoluce nebude vzdy fungovamegslu prace Ehrlich &
Raven (1964), odpovida i fakt, Zeikdzy pro ni se u listozravého hmyzu nasly jen
v omezeném mnozstvitipadi (Mitter, Farrell & Futuyma, 1991). Jednim z nioh fod
mandelinekPhyllobrotica Zijici na hluchavkovitych rostlinach, u kterychldyprokazana
kongruence jejich fylogeneze s fylogenezi hostiglh rostlin (Farrell & Mitter, 1990).
Nicmére sami auté této studie fipousti, Ze k tomuto vysledku mohlo dojit i sek&ein
evoluci, kdy hmyz napadne linii Zivhych rostlin pgich radiaci a nasle@nsvou speciaci
sleduje pitbéh evoluce rostlin a jejichidezité vlastnosti, ale samotnou evoluci neawlije.

At uz ale evoluce pra@hla podle jakéhokoliv modelu, jsou pro speciacpacsalizaci
herbivorniho hmyzu ezité rékteré vlastnosti rostlin, zvlaSiejich chemické slozeni nebo

morfologie povrchu list.

1.2 Obranné mechanismy rostlin proti herbivornimu fmyzu

Vyznam sekundérnich metabdlitostlin zdiraziovali jiz Ehrlich a Raven (1964).
Nazor, Zze chemické slozeni je pro specializaciikerb zcela klEové zastava tada dalSich
autoi (Becerra, 1997; Jaret al, 1998; Ricklefs, 2008; Roslin & Salminen, 2008; MWerg,



2001). Sekundarni metabolitytzreme obech rozcElit na dw kategorie — kvalitativni a
kvantitativni.

Kvalitativni obrana je fedstavovana relati¢n jednoduchymi sloteninami
vznikajicimi z malého mnoZzstvi prekuraorhlavre z acetyl-koenzymu A a aminokyselin
(Schoonhoveret al, 2005). Produkceéthto metabolii je tak porgrné rychla, ale zato
energeticky narna (Schoonhovent al, 2005). Jedkmi z nejvyznamSich jsou alkaloidy,
které jsou pitomné u 20% vSech krytosemennych rostlin (Schoeaet al, 2005). DalSimi
vyznamnymi skupinami jsou terpenoidy, steroidy, di@ké sloweniny, glukosinolaty a
kyanogenni sloteniny. Tyto latky jsou obeén i¢inné zejména proti generalistickym
herbivoifim, zatimco specialialisté jsou schopni se &aifzpusobit a v gkterych gipadech
z nich dokonce ¢Zit a vyuZivat je. Latky slouZiciupodre k ochrag pred herbivornim
hmyzem a patogeny tak mohou naopak specializovart#&viory k Ziru stimulovat a dale je
zvyhodiovat, napiklad slouzit k jejich obrah pred predatory (Bowers, 1983; Poprawski,
Greenberg & Ciomperlik, 2000; Rank, 1992; Ratlal, 1998).

Kvantitativni obrana je n&astji predstavovana latkami jako je celul6za nebo lignin,
jejichz hlavni funkci je vyztuzovat rostlinna pletj ale které zaroviesniZuji stravitelnost
potravy pro herbivoryCastou formou obrany jsou také taniny, které sr&stews hmyzu
bilkoviny, ¢imz dale snizuji stravitelnost. Zajimavyrigadem je Htomnost hydratu oxidu
kiemiitého v listovych pletivech dkterych ¢eledi rostlin (typickyPoaceae, Cyperaceae,
Palmag, ktery je zodpo¥dny zaobruSovani mandibularnich zoubkerbivofi. To nasled#é
vede ke snizené efektiwipozirani potravy, hladéni az smrti. Tradin¢ se filo, Ze vytvdit
kvantitativni obranné metabolity v dost&tém mnoZstvi k obra&nurtitého pletiva trva
rostliné sice dlouho, ale pak je tato obrandinda jak proti generalidin, tak proti
specialistm, protoZe se na ni herbivorni hmyz v podstemize @izpasobit (Feeny, 1976).
Objevuji se vSakitkazy, Zze tomu tak neni a herbivorni hmyz je schageena kvantitativni
obranu, konkréth na taniny (Rosliret al, 2008) nebo hydrat oxidurdmititého (Bernays,
1986), gizpusobit také.

Kromé vySe zmigné kvalitativni a kvantitativni obranytrgxstavuje pro herbivory
problém také samotné slozeni rostlinnych pletividdpredatoiim, ktei jsou schopni svoji
potravu vyuzit az z 80%, mohou herhiveyuzit jen 40-50% potravy (Slansky & Scriber,
1985). Rostliny totiz maji ve svértle zcela odliSné zastoupeni jednotlivych latéleditych
pro hmyz. Zcela kbovy je napiklad obsah dusiku, kterého je v rostlinné straslativni
nedostatek (Schoonhovest al, 2005). Gilezitost obsahu dusiku, vody a sekundarnich

metabolifi, ktera je platna obeé&nje dol¥e pozorovatelnadnem sezonni zamy slozeni lisi.
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Herbivai vyrazre reaguji na vysSi mnozstvi dusiku a vody v mladfiskech (Coley,
Bateman & Kursar, 2006; Murakarmat al, 2005). Na j&e se takfasto setkavame s vySSi
abundanci a diverzitou herbivo(Murakamiet al., 2005). Nicméan tento trend nemusi byt
jednoznény, protoze se dhem sezény ®ni i zastoupeni sekundarnich metalfiolt tak se
herbivoim mize paradox®& dait |épe na starSich listech, které nejsou ®oijiz tak
hodnotné, ale zarosienejsou tak vyrazhkvalitativre brarené (Meyer & Montgomery, 1987).
S postupem sezoény a se snizujicim se zastouperdlitakivni obrany se zvySuje tuhost tist
a vyznam kvantitativni obrany (Colest al, 2006; Kauseet al, 2001; Meyeret al, 1987).
Herbivai jsou pochopiteld témito sezonnimi zinami silré zasazeni a dochazi k vgng
druhi a zmén¢ jejich Zivotnich strategii (Kauset al, 2001). Podobny trend ieme
zaznamenat i mezi oslemymi a neoslugnymi rostlinami. Ve stinu maji obvykle rostliny
vysSi obsah dusiku a mensSi relativni zastoupeek Iaa bazi uhliku (Schoonhovest al,
2005), coz ma dopad na slozeni herbivornich gpaktev. Nicméh situace je porrné
komplikovana. V laboratd sice hmyz obvykle preferuje listi pochazejici zastignych
rostlin, ale v pirod bylo zjiS€no, Zze nadchto stromech nemé nizsi mortalitu (Sipura &
Tahvanainen, 2000). Za to mohou byt jiné zodploé abiotické podminky, n&flad teplota
a nebo biotické interakce, zejména predace (Berebaks 1988).

Jinou skupinou chemickych sl&enin, které nefdmo ovliviwiji herbivorni hmyz a
zarovar i predatory a parazitoidy jsou rostlinné nizkonkalérni latky, které se @i
vzduchem. Ty jsou hmyzerasto vyuzivany k lokalizaci zivné rostliny i na @enost az
stovek meitit (Schoonhovert al, 2005). Z &échto latek jsou ale vyznamné zejména ty, které
rostliny vylwuji pii poSkozeni herbivory. Zajimave je, Ze typ Wduanych slotenin je¢asto
specificky pro wity druh herbivora a#kdy dokonce i pro dany instar larvy (Schoonhoeén
al., 2005). Opakovan bylo dokazano, Zze samotné mechanické poSkozetinyosestai
k produkci €chto latek, rostlina je Zala vylwovat az po naneseni extraktu ze specifickych
herbivofi (Turlings, Tumlinson & Lewis, 1990). Pokud se ty@ouweniny dostanou do
ovzdusi, mohou u okolnich rostlin stejného druhwukovat obrannou reakci proti
herbivoifim, ktera spéiva ve zvySeni obsahu sekundarnich metabalivylwovani stejnych
latek jako poSkozena rostlina (Tscharntie al, 2001). Pomociéthto latek ale hlawh
dochéazi k lakani specializovanych predatar parazitoid (Turlings et al, 1995; Van Den
Boom et al, 2004). Tim se dostavame od chemického sloZetlirrdspredaci, ktera velmi
vyznamr ovliviiuje specializaci herbivér

Chemické slozeni rostlin, predace a specializacal jgelmi provazana témata.

Herbivai specializovani na udity druh potravy maji z hlediska rizika predace aipr
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generalisim dw hlavni vyhody. Prvni z nich je schopnoskierych specialist vyuZivat
sekundarni metabolity rostlin ke své olirghed predatory (Bowers, 1983; Denno, Larsson &
Olmstead, 1990; Martinsen, Driebe & Whitham, 19B8steel®t al, 1983). Druhou vyhodu
predstavuje vysSi rychlosistu a kratSi doba Ziru.

Rychlost fistu a doba stravena Zirem je z hlediska pffawdobnosti predace pro
herbivorni hmyz zcela zasadni. Nigad housenka matipzrani az 100x vysSi riziko predace
nez i odpcaiinku (Bernays, 1997). Pro herbivory je tak velmhogné minimalizovatas
nutny k dokodeni iistu a ziskani dostateeho mnoZstvi energie. Dosazewnchto cili
umoziuji specialistm dva faktory. Za prvé bylo zji&to, Ze specialisté jsou schopni si
rychleji vybrat swj zdroj potravy a stravi tak mé&gasu pesunovanim se mezi jednotlivymi
rostlinami a jejich ochutnavanim (Bernays, 1998)td dano zejména tim, Ze specialisté se
mohou zaniit jen na uzké spektrum zdfgjcoz klade menSi naroky na jejich nervovou
soustavu. Generalisté se navésto musi potykat se suboptimalni kvalitou strdstgra je
zpusobena fedevsSim sekundarnimi metabolity, na které nejstéiapisobeni. To vede
k prodlouzené dabziru (Coleyet al, 2006) a vystavuje generalistat§¥imu riziku predace.
Vysledné vzorce specializace pozorované&iropk, tak mohou byt spiSe vysledkem predace
nez uplné nepozivatelnosti dané rostliny préaturdruh herbivora. gkoliv se totiz herbivé
Vv prirodé specializuji na witou rostlinu, gijimaji ochotré v laboratdi i rostliny, na kterych
se v fiirodé nevyskytuji, protoze jsou pr@&mirrg suboptimalnim zdrojem potravy (Denab
al., 1990; Smiley, 1978).

Specializace je ted¥asto pro herbivorni hmyz vyhodna. Na druhou straniide ale
priliSna specializaceifmaset i zn&né nevyhody, pokud se herbivor dostane do prditkde
je jeho zivna rostlina vzacna nebo Sgattostupna. To se tyka ndiklad mSic, které maiji
slozité Zzivotni cykly, Bhem kterych se musitgsouvat mezi hostitelskymi rostlinami.
V tropickych destnych lesech, kde m&Sma drul rostlin velice nizké poputai hustoty, je
pro mSice pesun a hledani hostitelskych rostlin velice proladgoké. K tomu se ifdavaji i
jejich Spatné letecké schopnosti. Oba tyto faktorgji za néasledek nizSi diverzitu msic
v tropech oproti mirnému pasu (Dixon, 1987).

DalSi vyznamnou formouipné obrany rostlin i@d herbivory jsou epikutikularni
vosky a trichomy. Vosky rostlinslouzi hlavi proti vyschnuti a jako obrana proti patodgen
a herbivoti. Jejich @&inek na herbivorni hmyz je vSak nejednaamaa liSi se fipad od
piipadu. Herbivé se na listech pokrytych vrstvou voskii@ pohybuji atasgji padaji. To
vede ke snizené efektiwiprijmu potravy (Brennan & Weinbaum, 2001). V ekoldgich

studiich sec¢asto zkouma vliv trichofh které mohou byt vdkterych gipadech velice
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efektivnim zgisobem obrany, kdy jsou schopné zabranit herbizerstrany hmyzu az na par
vyjimek velmi dolie prizpisobenych specialist(Cardoso, 2008). Trichomy brani pohybu
herbivora po listu a jeho proniknuti k povrchu. & za nésledek horstigm potravy a
pomalejSi @ist, coZz vede katSim ztratam energie a zvySenému riziku predacesr@a,
Kozlov & Niemela, 1998). Dlouhé a husté trichomyhma branit i ovipozici (Chiang &
Norris, 1983). V gkterych gfipadech jsou vSak naopak samice specializovanydbivioel
schopny se trichompevre zachytit. To jim niZze naopak kladeni vagk zn&né usnadnit
(Robinson, Wolfenbarger & Dilday, 1980).

K nevyhodam epikutikularnich vosgla trichomii pati na druhou stranu i to, ze krém
herbivornino hmyzu #ZFuji pohyb i predatégm a parazitoidm (Changet al, 2004; Van
Lenterenet al, 1995). Nicméa predatdi a parazitoidi herbivdér mohou byt vosky negatién
ovlivnéni také.

Krom¢ obrannych vlastnosti rostlin ma na slozeni sfaristev herbivorniho hmyzu
znany vliv architektura atstova forma daného druhu a jeho réesi (Lavandercet al,
2009). Obeca lze fici, Ze tSi rostliny se sloZi{Si architekturou podporuji bohatSi
spole&enstva herbivornino hmyzu a stromy jsou tak na yrhuérbivoti bohatSi nez byliny
(Lawton, 1983). Podobny vztahudeme najit i pro velikost arealu. Rostliny s mensim
arealem roz&éni hosti chudsi spalenstva herbivornino hmyzu (Leather, 1991).

DalSim zajimavym faktorem, ktery tbe ovliiovat specializaci herbivar je
fylogeneze hostitelskych rostlin. Bylo dokazano,fylegeneze hostitelskych rostlin dokaze
dohe predikovat hostitelska spektra herbivorniho hmiy¥eiblenet al, 2006). Tento fakt se
da vyswtlit nékolika zpisoby. MiZze byt dan skuteé koevoluci a postupnou specializaci
herbivof, jak je tomu iteba u sil& specializovanych fikovych vask (Anstett, Hossaert-
McKey & Kjellberg, 1997). Nicméhvysledky rekterych no¥jSich praci nepodporuji striktni
koevoluci ani u této skupiny (Marussich & Macha@007) a u herbivorniho hmyzu obé&cn
jsou pak dolozenéifpady koevoluce jeStvzacrjSi. Weiblenet al. (2006), uvadi jako dalsi
mozné vysutleni fylogeneticky konzervatizmus, kdy maji zasiuperbivornihno hmyzu
tendenci preferovat k Zrani nebo ovipozici stejtiaii rostlin jako jejich rodée. Casto ale
specializace herbivorniho hmyzu pouze sledujeylasétnosti rostlin s fylogenezi korelované,
piedevsim jejich chemické slozeni (Bangett al, 2006; Hochwender & Fritz, 2004;
Hochwendeeet al, 2005).

Vliv fylogeneze a chemického slozZeni je nejlep8delvat v sytému, kdy jsou tyto &v
vlastnosti alespo ¢ast&né nezavislé. V takovych ffpadech vychazi obvykle chemické

sloZzeni a sekundarni metabolity jako lepSi prediktstitelskych spekter herbivio(Becerra,
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1997; Wahlberg, 2001). &Sina &chto studii vSak byla zaffena na malé mnozstvi druh
(jak rostlin, tak herbivat), nebo byla taxonomicky omezena. |pgad, Ze byla zkouméana
celd herbivorni spotenstva, byla tato spalenstva relativéh chuda a ve skuteosti i
taxonomicky omezena (e.g. Becerra 1997). Zajimavtak bylo porovnat vliv fylogeneze a
sekundarnich metabalitna specializaci herbivorv ramci rgjaké SirSi ekologické skupiny.
Otazkou je jakou skupinu herbivoa jaké hostitelské rostliny vybrat. Z naSich drtromi
piipadaji v ivahu vzhledem ke své druhové bohato&it@ému vyskytu v podstaten vrby.
Vrby maji navic i unikatni chemické slozeni, ktgeépredstavovano hlawnfenolickymi

glykosidy.

1.3 Vrby a jejich chemické obrana proti herbivornimu hmyzu

Na GzemiCeské republiky se vyskytuje 22ayodnich drufi vrb (Chmel& &
Koblizek, 1990). Krod znané druhové diverzity maji vrby j@SdalSi vyhody z hlediska
studia interakce s herbivornim hmyzem. Hlavni hrje jejich unikatni chemické slozZeni,
které navic prawpodobr neni u tohoto rodu korelovano s fylogenezi (Nymadulkunen-
Tiitto, 2005). Toto tvrzeni se ale bohuzel nedamatlolfe owfit, protoze komplexgsi
fylogeneze vrb neni doposud k dispozici. Zastoupsskundarnich metabalitje u vrb
v ramci druhu do wité miry variabilni, ale vnitrodruhova variabilithemického sloZeni je
vyrazre mensSi nez variabilita mezidruhova (Nyman al, 2005). Diky tomu je mozné
provadt porovnani vlivu chemického slozeni jednotlivyatulall vrb na sloZeni spatenstev
herbivorniho hmyzu.

Vrby obsahuji dva typy sekundarnich metaldolitednak kondenzované taniny, které
jsou typické pro aparentni rostliny, zviagak stromy. Vrby vSak navic obsahuiji i specifické
chemické latky — fenolické glykosidy. Z hlediskasabu sekundarnich metabolinizeme
evropské druhy vrb roztt do dvou kategorii. Jedna skupina, kamipatagiklad Salix
fragilis, S. pentatndraS. purpureaa S. triandrg obsahuje velké mnozstvi fenolickych
glykosidi a v podstat Zzadné kondenzované taniny. Druha skupina, ktesatahe velmi malé
mnoZstvi fenolickych glykosid ale zato velké koncentrace kondenzovanych tardrnuje
napiklad druhy Salix auritg S. caprea S. cinerea S. viminalis (Julkunen-Tiitto, 1989;
Rowell-Rahier, 1984). Obsah fenolickych glykasithi vrby jedin€nymi mezi naSimi druhy
stromi, které jinak obsahuji &Sinou pouze kondenzované taniny. Vrby jsou takhoto
hlediska podobné svou obranou spiSe bylinam, e ke kvalitativni obrana typicka (Feeny,
1976). Tomu odpovida i pragdodobny pitbéh osidlovani rodusalix herbivory. Vrby byly



asi pivodre osidleny herbivory z bylin. Jako prvni doSlo n&spk osidleni druhs vysokym
obsahem fenolickych glykosida malym obsahem kondenzovanych tarénto pra¢ diky
jejich podobnosti s bylinami (Rowell-Rahier, 1984).

Fenolické glykosidy maji i v s@asnosti veliky dopad na strukturu sp@estev
herbivoii na vrbach, kdy druhy s vysSim obsahem fenolickgtykosidl hosti chudsi
spolg&enstva herbivdr, nez druhy vrb s mensSi koncentragghto sekundarnich metabdlit
(Rowell-Rahier, 1984). ZviadStgeneralisté jsouifitomnosti fenolickych glykosidnegativr
ovlivnéni. Polyfagni herbivib tak preferuji spiSe vrby s nizkym obsaheéghto sekundarnich
metabolifi (Matsuki & Maclean, 1994; Orianst al, 1997; Rowell-Rahier, 1984). Oproti
tomu specializovany hmyz preferuje hlawrby s vysokym obsahem fenolickych glykasid
(Orianset al, 1997; Rank, 1992; Roininen & Tahvanainen, 1989y&l-Rahier, 1984; Topp
et al, 2002). Na takovych stromech totiz unika kompeteistrany generalist ktefi nejsou
schopni se vyrovnat s vysSi koncentrachto latek. Tato vyhoda plynouci ze specializace
plati obec# (Ehrlich & Raven, 1964), zcela specialniifipadem specializace na vrby a jejich
sekundarni metabolity jsou alékteré mandelinky.

Mandelinek se na vrbach vyskytuje celdada. Mezi mé# specializované pit
Galerucella lineolaa Lochmaea caprea€elyto mandelinky se vyskytuji hlagma vrbach s
nizkym obsahem fenolickych glykosid(lkonen, 2002). DalSim &nym druhem je
Plagiodera versicolora kterd se vyskytuje na vrbach snizSi afedsti koncentraci
fenolickych glykosid. Larvy €chto mandelinek se brani proti predatara parazitoidm
pomoci iridoidnich monoterpénkteréde-novosyntetizuji (Pasteelst al, 1984). Narozdil od
larev, jejichz abundance nebyva s obsahem fendalckglykosidi korelovana (Soetens,
Rowell-Rahier & Pasteels, 1991), mohou byt dt€pna vrbach s vySSim obsahem
fenolickych glykosid pacetnsjSi, protoze tyto sekundarni metabolity u nich pigodobr
funguji jako fagostimulanty (Kolehmainegt al, 1995; Soetenst al, 1991). To ale plati jen
do ukité koncentrace, protoZze veét§im mnozstvi jsou proénfenolické glykosidy Skodlivé
(Dennoet al, 1990).

Nejvice specializovanymi mandelinkami na vrbachujsady Chrysomelaa Phratora
Ty preferuji vrby s vySSim obsahem fenolickych giskii (Ikonen, 2002; Orianet al, 1997;
Tahvanainen, Julkunen-Tiitto & Kettunen, 1985). dlaké glykosidy u nich také stimuluji
piijem potravy (Kolehmaineept al, 1995). VysSim obsahem fenolickych glykdsidlistech
nekterych vrb jsou pozitivéovlivnény i jejich larvy, které v firodé na takovych druzich vrb
lépe @gezivaji. Larvy mandelinek r@adChrysomelaa Phratora maji na zadeku nekolik Zlaz,

kterymi vylwuji obranny sekret. Ten je sloZzen ze salicylaldehyktery larvy ziskavaji
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premenou fenolickych glykositél obsazenych v potrayPasteel®t al, 1983). Pokud se larva
Zivi potravou chudou na fenolické glykosidy, tifad vrbami s pevahou kondenzovanych
tanini, k sekreci salicylaldehydu nedochazi nebo je alfeselmi utlumena (Pasteett al,
1983; Ranket al, 1998).

Salicylaldehyd se ukazal jak@igna obrana proti slugkum (Dennoet al, 1990) a
mraveném (Martinsenet al, 1998; Pasteelst al, 1983), kt& v naSich podminkach pat
mezi nejvyznamsSi predatory larvalnich stadii mandelinek na vhbatini autéi v3ak i
vystaveni predaci nenasli rozdil metepivanim larev z vrb na fenolické glykosidy bohatyc
nebo chudych (Rankt al, 1998). Larvy s vySSim sekreci salicylaldehydu nakyly ged
predatory Iépe chr&né, coz jeho vyznam z hlediska obrangd predaci snizuje. ivod
preference a lepSihdggzivani larev mandelinek récChrysomelaa Phratorana na fenolické
glykosidy bohatych druzich vrb tak Ramdt al. (1998) spauji vtom, Zze na takovychto
Zivnych rostlinach rostou jejich larvy rychleji neia vrbach, které obsahuji fenolickych
glykosidi jen malé mnozstvi. Rychlejsfist mandelinek na potravbohaté na fenolické
glykosidy by mohl byt zfisoben i jejich schopnosti ziskavatehto sekundarnich metabadilit
glukozu, kterou larvy dale vyuzivaly jako zdroj egie (Rowellrahier & Pasteels, 1986).
Nicmére jina studie zase rychlejsist €chto specializovanych mandelinek na vrbach s vyssi
koncentraci fenolickych glykosidpopira a uvadi ho naopak pr@ékteré specializované
pilatky roduNematugMatsukiet al, 1994).

Je Zejmé, Ze tato problematika je komplikovana a¢pavednotlivych praci nelze
jednoduSe generalizovat. Vzdy totiz zélezi na stadém druhu herbivora a hlavma
konkrétnim druhu vrby a fpsné koncentraci fenolickych glykosidv jejich listech.
Problémem je i to, Ze nezanedbatelid&t studii na toto téma ro#dje vrby na zaklag
obsahu fenolickych glykosidpouze do hrubych skuping¢kdy pouze do dvou, sifpomnosti
¢i neitomnosti &chto latek. Fitom herbivorni hmyz rize negativa ovliviiovat (ilis nizka
i prilis vysoka koncentrace fenolickych glykosid také zastoupeni jednotlivych déutéchto
slowenin (Tahvanainest al, 1985). Vysledky praci, které tento fakt nezohlgd jsou proto
velmi Spat interpretovatelné.

U vrb, podobg jako u jinych strom z temperatni oblasti, jeabkzitd sezénni
variabilita chemického slozeni a kvality fisti starnuti list se néni jejich tuhost a dochazi
ke zménam obsahu dusiku, vody, fenolickych glykdsa kondenzovanych tariin Béhem
sezoOny se obsah vody a dusiku sniZzuje, naopakttlistisa obsah kondenzovanych taiin
stoupa (lkonen, 2002; Matsulat al, 1994). Nejednoziay je trend zmny zastoupeni
fenolickych glykosid. Nékteri autdi uvacji jejich veétSi obsah u mladych listna z&atku
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sezony (lkonen, 2002), jini zjistili vySSi konceate u starych lifit (Dennoet al, 1990).
Celkow ma vSak podporu spiSe platnost prvniho tvrzenhothenékolik dalSich praci
tykajicich se vrbam blizcetribuznych topal, potvrzuje vySsi obsah fenolickych glykasid
v mladych pletivech (Martinseet al, 1998; Meyelet al, 1987). Tomu, Ze by &y byt mladé
listy vrb dolde chragné fenolickymi glykosidy, odpovida i skdteost, Ze vrby a topoly piat
do skupiny strom s neukotienym fKistem listi. Tim se liSi napklad od dulf, jejichZz rist
lista je ukorten kEthem par tydt po z&atku vegeténi sezony. Duby se tak z hlediska obrany
lista spoléhaji spiSe na jejich rychlyist a investuji sekundarni metabolity az doépin
vyvinutého listovi, zatimco topoly a vrby maji méalisty po znanoucast sezony a vyplati se
jim proto do nich sila investovat (Meyeet al, 1987).

Sezénni zrny kvality potravy v podob vrbovych lisfi tak mohou mit na herbivory
velky vliv. Na jae je pravdpodobrt hlavnim faktorem ovliiujicim preferenci herbivadr
obsah dusiku (Matsulet al, 1994). Mize se tak stat, Ze i generalisté preferuji drutyy vr
s porgkud vySSim obsahem fenolickych glykosickteré ale maji zarovieve svych listech
vétSi mnozstvi dusiku (Ikonen, 2002). Z naSich vriicseniZze tykatSalix fragilis ktera mé
obsah dusiku v porovnani skerymi jinymi druhy vrb o #co vySSi (Denncet al, 1990).
Naopak khem zbytku sezény jsou hlavnimi latkamicwjfcimi potravni preference

herbivorniho hmyzu na vrbéch fenolické glykosidyafisukiet al, 1994).

1.4 Trichomy vrb a jejich vliv na herbivory

Podobr jako vytvdeji dw rozdilné skupiny na zakladsloZzeni a obsahu
sekundarnich metabalit tvori vrby i dw skupiny z hlediskaijtomnosti a hustoty trichoin
na svych listech. &koli je hustota trichor ¢asto negativé korelovana s obsahem
fenolickych glykosid (Soetenset al, 1991), nefekryvaji se tyto d¥ skupiny Uplg. To
umoziuje zkoumat vliv &hto dvou promnnych na specializaci herbivorniho hmyzu
odcklere. K vyhodnoceni a korekci vysletlke tak poteba znat fylogenezi hostitelskych
rostlin, jinak hrozi riziko pseudoreplikaci (Matswt al, 1994).

Trichomy maji na specializaci hmyzu Zerouciho vengny vliv (Soetenset al,
1991; Toppet al, 2002). Hustota trichotn ma gedevSim negativni vliv na rychlost a
efektivitu Zrani dosgcu i larev herbivoli. Nagiklad Zvereveet al. (1998) uvadi, Ze dos|zi
zkoumanych mandelinek na h&isichlupenych listecitasgji menili pozice Zrani a jejich
larvy stravily vicetasu popolézanim po listech na ukor adipku. Husté trichomy tak u larev

zpomaluji fist (Matsukiet al, 1994; Zverevat al, 1998) a zvySuiji riziko predace.
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Herbivai vSak reaguji fedevSim na kvalitativni zény hustoty trichom (Zverevaet
al., 1998). To umoiuje @i analyzach vlivu trichorin na specializaci herbivorniho hmyzu
ignorovat vnitrodruhovou variabilitu, ktera se ubvdo ugité miry vyskytuje. Potravni
preference herbivorniho hmyzu na vrbactzemovlivnit i délka trichomi. Nagiklad dlouhé
trichomy mohou byt larvy ¢kterych mandelinek schopny efektévadstraovat, jako tomu je
u Salix viminalisa Phratora vulgatissimgDalin, Bjorkman & Eklund, 2004). V takovém
piipack pak neni herbivor fitomnosti trichom priliS ovlivnén. Ackoli trichomy maji na
herbivory pravdpodobré mensi vliv nez chemické slozeni vrb (Matsekial, 1994), ukité

stoji za to se jimi zabyvat a sledovat jejich dopadspecializaci herbivorniho hmyzu.

1.5 Hybridizace vrb a jeji dopad na sloZeni spoenstev herbivori

Vrby by se mohly zdat idedlni skupinou stiiopro vyzkum specializace herbivorniho
hmyzu v podminkactCeské republiky. Situaci ale komplikuje velka frekee, s jakou se
vrby kiizi a Spatna rozliSitelnost hybtids terénu. Vrby nevytvud hybridni zény a &nr¢ se
tak na jedné lokaktvyskytuji jak oba matské druhy tak jejich hybridi (Fritz, Nicholsorians
& Brunsfeld, 1994). Brat hybridizaci vrb aipadré i topoli v Gvahu je pitom zasadé
dulezité, protoZe sloZeni herbivornich sgelestev se velmiasto mezi rodiovskymi druhy a
jejich kiizenci vyznamaé lisi (Hochwendeet al, 2004; Hochwendeet al, 2005). Matéské
alely pro fizné vlastnosti ovlitujici specializaci herbivdrmaji mezi sebou komplikované
vztahy. Do hry tak utiznych vlastnosti vstupuje geneticka aditivita, duanice a epistaze
(Fritz et al, 2003; Hochwendegt al, 2004).

Z hlediska preference hybftidriznymi druhy herbivar mizeme pozorovat &kolik
moznosti. V Bkterych gipadech jsou hybridi herbivory figmani stejié jako jeden
z rodcovskych druli. To nazna&uje dominanci jedné z alel dujicich danou vlastnost
vyznamnou pro potravni preferenci herbivora. Nastalhou ale i dva dalSi scé&eaBul’ jsou
hybridi pro herbivory méh lakavi nez matské druhy, coZ iive byt z@sobeno zrénou
vlastnosti dlezitych @ rozpoznavani zivné rostliny (Fritet al, 2003) nebo z#ténim
nékolika dominantnich alel pro vyhodné obranné viastn(Fritzet al, 1994). Jindy hybridy
naopak herbivid preferuji. Preference ikkendi muze mit vice dvodi a souvisi
pravdEpodobré se ztratou obranyschopnostinké se nafiklad stat, Ze obranné vlastnosti se
u matéského druhu navzajem sinergicky podporuji a pokagled ke zndné jedné z nich,
prestava fungovat cely obranny systém. DalSim mozmyswtlenim je, Ze dana obranna

vlastnost je ovladana geny #iad nepropojenych lokus které se f hybridizaci mohou
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rozejit (Fritzet al, 2003). HorSi obranyschopnost hylirithiZze byt také zfisobena aditivnim
vztahem alel ktiovych pro obranu. Pokud se v takovéiippd: oba matéské druhy vrb brani
riznym zmisobem, tak hybrid nebude delbrarin ani jednim z nich (Fritet al, 1994).
VétSina studii, kterd se timto tématem zabyva, uleazujybridi vrb a topoh na
intermedialni zastoupeniulkzitych sekundarnich metabdlitmezi olgma rodéovskymi
druhy (Bangertt al, 2006; Orians & Fritz, 1995; Soeteatsal, 1991). To nazriaje aditivni
vztahy alel zodposdnych za produkciéthto obrannych latek, coZést&né umoziuje
odhadnout mozné chemické slozeriz&ndi. U Salix fragilis ktera ma listy lyse, &. alba
s ochlupenou spodni stranou list@epele, je tento odhad nadale zjednoduSen i timgége

obsah fenolickych glykosidnegativié korelovan s hustotou trichanfSoetenst al, 1991).

1.6 ,Leaf-chewers" na vrbach

AZ na problematiku #Zeni jsou vrby idealni skupinou strérke studiu specializace
herbivorniho hmyzu. ¥Sina gedchozich praci se zabyvala specializagk® taxonomicky
omezené skupiny hmyzu. Z ekologického hlediska d@aka ¥tSi smysl zabyvat se touto
tématikou u SirSi, ekologicky vymezené skupiny,lépg gildy. Zajimavi z hlediska studia
potravni specializace je zejména gilda herhivexterrg Zerouci listy (anglicky leaf-chewers).
Jednd se o herbivory Zerouci listy rostlin, fkteevytv&i miny ani halky. Zahrnuje ale
housenky a housenice vyiefici zamotky nebo ighybajici okraje list Tato gilda, jejiz
existence je dokumentovana jiz ze spodniho permabghdeira, 1998), je vyhodna pro
studium specializace diky svému velkému vyznamuhaWé bohatosti a silné interakci s
obrannymi vlastnostmi rostlin.

Hmyz exterg Zerouci listy je celogitové velice vyznamnou skupinou herbivioktera
je spolu s hmyzem sajicim rostlinnéagy zodpo¥dna za znénou cast poskozeni rostlin
(Coley & Barone, 1996). Zatimco hmyz sajici rostén§avy neni, vzhledem ke svému
zpasobu pijmu potravy, sekundarnimi metabolity rostlin vyméovlivnén (Schoonhovert
al., 2005), maji tyto latky zcela zasadni vliv nayligerouci herbivory. Neni tedy divu, Ze se
jedna u skupinu hmyzu, jejiz specializace j€asfji zkoumana. Pro studium v mirném pasu
je dilezita i jeji taxonomicka rozmanitost v temperatnablastech. V naSich podminkéach
zahrnuje larvy motyl a pilatek a iméga i larvy brotik

Herbivorni brouci jsou na vrbach relatévspecializovani, i kdyZ se mezi nimi najde
jen malo monofafy VétSina z nich je vSak vazana pouze na Salicacegep(éoal, 2002).

Na vrbach se vyskytuji fpdevSim d¥ celedi — Chrysomelidae (mandelinkoviti) a
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Curculionidae (nosatcoviti). Mandelinky jsou ob&aice \¢tSinou relative specializované
(Jurado-Riveraet al, 2009), ale to se tyka hlayrdruhi Zijicich na bylinach, zatimco na
stromech se vyskytujici druhy jsatasto polyfagni. Vysokd mira specializacéktarych
druhi mandelinek na vrbach je tak p&me vyjimec¢na. Z pohledu specializace mandelinek
jsou tak vrby odliSné od naSich dalSich drudtromi a jsou podobné spiSe bylinam. To
souvisi pravépodobr s jejich chemickou obrannou, ktera sailk¥enolickym glykosichm
podoba spiSe kvalitativni obrabylin.

Ackoliv mezi nosatce p#t jedni z nejvice polyfagnich herbivigr nagiklad rod
Oribius z Nové Guineje, jehoz zastupci se zivi Sirokoudik&ostlin (Wesit al, 2010), jsou
brouci z tétoceledi ve ¥tSing pripadi specializovani a maji relati¥nizka potravni spektra.
Proto neni fekvapivé, Ze i velka &Sina nosatit vyskytujicich se na vrbach a topolech je
vazana pouze ngled Salicaceae (Rowell-Rahier, 1984).

U broukii dochazi k vybru rostliny vhodné pro nakladeni wagk na zaklad potravni
preference dosiice (Rank, 1992). Vydrem rostliny pro ovipozici se tak brouci liSi od tyla
a pilatek, jejichz dosfici se listy rostlin nezivi. Ovipozice pilatek sda&bytiizena obsahem
fenolickych glykosid (Hjalten et al, 2007). Jinak se ale pilatky z hlediska své sjieeaice
znané podobaji broukm. | u nich plati, Ze &Sina druli vyskytujicich se na vrbach je
vazana pouze na Salicaceae (Rowell-Rahier, 19&tol?E jako u brouk mizeme také u
pilatek pozorovat trend, kdy se na vrbach s vy&disehem fenolickych glykosidvyskytuji
vice specializované druhy (Roininegt al, 1989; Rowell-Rahier, 1984). Larvychto
specialist, nagiklad nkolika druhi rodu Nematus maji na takovych vrbach, podabjako
nékteré mandelinky, rychlejstist (Roinineret al, 1989).

Mezi nejspecializovafjSi pilatky pati listy ohybajici druhy rod&hyllocolpa které se
casto vyskytuji pouze na jednom druhu vrby a jsduda zn&né miry vyjim&né mezi
herbivornim hmyzem na vrbach (Kopelke, 2007a, 20@ibovjev, 1998). Nicméh i pies
takovou specializaci gkterych skupin se kongruence fylogeneze pilatekta neda flis
ocekavat, mimo jiné proto, Ze vrby byly pilatkami &olzovany &kolikrat nezavisle (Nyman,
Widmer & Roininen, 2000). U pilatek dochazi navieastym peskokKim mezi hostitelskymi
rostlinami. Ve vysledku jsou tak vrby vyuzivanygikkami z nejiizn¢jSich skupin (Nymaret
al., 2006).

Oproti olgma vySe uvedenyrfadim hmyzu, jejichz zastupci jsou na vrby relativn
specializovani a Zerouétsinou pouze rostliny Zeledi Salicaceae, jsou housenky mibtyl

obzvlas¢ mar (Noctuidae), vyskytujicich se na vrbach podstgiolyfagrejSi. | pro tuto
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skupinu vSak plati, Zze vrby svysokym obsahem fekgth glykosidi hosti chudsi
spol&enstva housenek sloZen@yazrit ze specializovanych driai{Rowell-Rahier, 1984).

Lze tedy shrnout, Ze specializace herbivorniho hmgxterg Zerouciho listy je
vyznamr ovlivnéna vlastnostmi vrb, hlavnfenolickymi glykosidy. Ty maji dopad na slozeni

i diverzitu herbivornich spotenstev na vrbach.

1.7 Cile prace
Cilem této studie je porovnat sloZzeni spetestev herbivorniho hmyzu meazi
jednotlivymi druhy vrb a zjistit jak velky vliv maja sloZzeni&hto spoléenstev fenolické

glykosidy, morfologie lisi a fylogeneze hostitelskych rostlin.
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2. Metodika

2.1 Hybridizace vrb

Vrby v piirodk velice ¢asto vytvdi kiizence, proto jsem sefiem své prace snazil sbirat
hmyz pouze na jedincich, jejichz morfologie vykaalavjasnou fislusSnost k skterému ze
zkoumanych druln Vrby jsem uéoval podle prace Chmel& Koblizek (1990). Determinaci
ovéroval Milan Stech a problematické exenipldé? profesor Koblizek.t®s mvodni amysl
nesbirat herbivorni hmyz ZzZikend jednotlivych drufi vrb jsem se nakonec rozhodl
pristoupit ke sbru dat na dvou vytipovanych hybridecBalix albax fragilis aS. purpureax
viminali). Tito hybridi jsou KiZenci druli s vysokym a nizkym obsahem fenolickych
glykosidi a dalo se &ekavat, Ze budou hostit zajimava spelestva herbivorniho hmyzu,
jejichz slozeni mze poskytnout cenné informace o vlivu fenolickydykgsidi na herbivorni

hmyz.

2.2 Zkoumané druhy vrbSpoleenstva herbivorniho hmyzu byla zkoumana fextt
druzich Sirokolistych vrb -Salix aurita, S. caprea, S. cinere&yirech Uzkolistych -S.
fragilis, S. purpurea, S. rosmarinifolia, S. vimilsadvou KiZencich vrb -S. alba x fragilisa
S. purpurea x viminalis osicePopulus tremulaktera slouzila jako outgroup pro analyzy.
Tyto druhy vrb byly vybrany podle dvou kritérii. \im bylo pokryti chemické diverzity a
morfologické variability vrb rostoucich na Uzeieské republiky (Tab 1.). Druhym pak

dostupnost v okoleskych Budjovic, ktera by umoiovala efektivni sér dat.

Tabulka 1. Obsah fenolickych glykogic ochlupeni list zkoumanych druln vrb. Cerverg jsou zvyrazany
vlastnosti, které, dle dostupné literatury, rostlichrani ped generalistickymi herbivory. V tabulce jsou také

uvedeny zkratky druly kterymi jsou ozn&eny v obrazcich a grafech.

zkratka obsah fenolickych glykosidi trichomy na trichomy na
druh 1z 1 T .
druhu u dospélého stromu lici listu rubu listu
S. aurita AUR nizky ano ano
S. caprea CAP nizky ne ano
S. cinerea CIN nizky ano ano
S. fragilis FRA vysoky ne ne
S. purpurea PUR vysoky ne ne
S. rosmarinifolia ROS vysoky ano ano
S. viminalis VIM nizky ne ano
S. alba x fragilis ALBXFRA vysoky ne ano
S. purpurea x viminalis PURxVIM vysoky ne ne
P. tremula TRE nizky ne ne
1

Julkunen-Tiitto (1989), Soetees al. (1991), Julkunen-Tiitto osobni komunikace
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Vsechny druhy byly sbirany po &sezony (2008 a 2009), jen v okéleskych Budjovic
vzacnasS. purpureakterou se poddo nalézt az z&atkem druhé sezony, pouze v roce 20009.
Od ostatnich zkoumanych diyhkteré dosahuji kevého nebo stromového v&atu, se svou

rastovou formou odliSuje bylinn&alix rosmarinifolia.

2.3 Vyzkumné plochy

Vyzkum probihal celkem natrdch lokalitach s bohatym vyskytem vrb: 1) Vrbendkyc
rybnicich uCeskych Budjovic, 1) v okoli NPP Ohrazeni a na hrazi Kakého rybnika a
lIl) v bezprostednim okoli a na hrazi rybnika v NPRKanec u vsi Krasejovka. &8ina
zkoumanych druln stromi byla zastoupena na dvou &eédh lokalitach (Tab. 2). Pouze na

jediné lokali se vyskytovali obaikZenci a tak&alix viminalisaS. purpurea

Tabulka 2. Vyskyt drulnstromi na jednotlivych lokalitach.

Ohrazeni,

druh Vrbenské rybniky Kalisesky rybnik Dékanec

S. aurita X X
S. caprea X X X
S. cinerea X X X
S. fragilis X X
S. purpurea X

S. rosmarinifolia X X
S. viminalis X

S. alba x fragilis X

S. purpurea x viminalis X
P. tremula X X X

2.4 Sk¥r a uréovani hmyzu
Skeér dat probihal Bhem dvou sezon v letech 2008 a 2009, od konce ddbrpoloviny z&.
Hmyz jsem sbiral smyk&anim atnim skErem.

Ke standardizaci ptu sebranych jedifichmyzu jsem pouZzivalas straveny sibem
vyjadieny v minutach, fiemz pomdr ¢asu straveny kinim sbirdnim a smykem byl
vyrovnany. Z poatku jsem se pokouSel udrzet vyrovnari@sy a usili stravené &em na
jednotlivych druzich vrb. To se ale, vzhledemukmeé ¢etnosti vyskytu danych drihna
lokalitach, nakonec ukazalo jako neproveditelné.

Imaga broult jsem v dob mezi sebranim a &enim uchovaval ¥istém etanolu.
Brouky jsem determinoval podle &li Cizek (2008), Javorek (1947),(1966; 1972; 1974) a
Warchalowski (2003). Determinace jsem konzultoval Lska3em Sekerkou.Cést
problematickych nosaficuréil Richard Ctvrtetka. Housenky, housenice a larvy bragykem
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dochovaval do dosjosti za @elem ziskani imag pro determinaci druhu. Vzhledem
k relativre  vysokym ztratdm d&hem dochovavani, jsem figtoupil k fotodokumentaci
jednotlivych larev, které pak podléchto fotografii u€il Jan Macek. Podle fotografii byly
uréovany jen bezpmé rozpoznatelné druhyast materialu takistala neutena. To se tyka
pievaziée obal&, jejichZ larvy nejsou na zakladotografii spolehli¢ rozliditelné. Uspsne
vylihlé motyly ugil Michal Zapletal a Jan Sumpich.

Kvuli vysoké umrtnosti housenek a housenit gochovavani &hem prvni sezony,
byly do analyz nakonec fazeny pouze larvy z obdobi srpen a# 2808 a z celé sezony
2009.

2.5 Akumulaéni kiivky druh @ a podobnost herbivornich spoléenstev
Pro porovnani diverzity herbivornich sp&dastev na jednotlivych druzich vrb jsem
v programu EstimateS 8.2 zrekonstruoval akugmil&iivky druhi podle indexu Mao Tau.

Pribéh akumulg&nich Kivek pro sto séra jsem odhadl na zaklaanocninné funkce a
metody nejmenSichétveral s pouzitim aplikace igSitel“, kter4 je satésti programu
Microsoft Office Excel 2003.

Porovnani slozeni spdlenstev herbivorniho hmyzu jsem provedl podle prace
(Novotny et al, 2006) pomoci Chao-Sorensenova indexu zaloZenéwyskytu a abundanci
jednotlivych druli herbivoi. Pro standardizaci porovnani jsem pouZzil vazenindance
nasbiraného hmyzu dobouésh. Matici podobnosti hodnot Chao-Sorensen indesamj
spaital v programu EstimateS 8.2. Stejnynugpbem jsem pak spival samostatné matice

nepodobnosti sloZzeni spdéastev brouk a motyfh.

2.6 Sezénni trendy

M@ prace nebyla zatiena na sledovani sezénni variability sloZzeni herbilch spoléenstev,
nicmére jsem se rozhodl wtht alespé zakladni srovnani, zda se lisi abundance jedryatiiv
druhi na jae, kdy je listi mladé a v I&t kdy je ¥tSina listi pIné vyvinuta. Podle dospivani
listd jsem tak sezénu roZlil na dw ¢asti. V roce 2008 jsent@lom stanovil na konec ktna.

V roce 2009, kdy bylo jaro teplejsi &tsina listi dosgla rychleji, o dva tydny five. Pro toto
srovnani jsem vybral pouze druhy ,leaf-chewersgré&tse vyskytuji v obou obdobich. Jejich
abundance jsem vazil délkou jednotlivychérsba celkovou délkou sibd v daném obdobi.

S takto ziskanymi hodnotami jsem provedl parowgst:t
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2.7 Vyhodnoceni chemického slozeni

Informace o obsahu fenolickych glykosidi jednotlivych drufi vrb byly prejaty zélanku
Julkunen-Tiitto (1989). #s osobni komunikaci s autorkou tohottanku se bohuzel
nepodailo dohledat fivodni data a matici podobnosti chemického slozehbsah fenolickych
glykosidi tak byl vyhodnocovan pouze na zakKladélek tvi ve fenogramu zastoupeni
téchto sekundarnich metabdliu jednotlivych drufi vrb publikovaném ve vySe zngimé
praci. Timto z@sobem byly ziskany informace o chemickém slozemigdivych druti vrb
nikoliv vSak jejich KiZzend: a topolu osiky.

Obsah fenolickych glykosidv listech KiZzenceSalix albax fragilis, byl odhadnut na
zaklad hustoty trichomi. Zatimco Salix albama na spodni stranista husté trichomy a
obsahuje jen malé mnozstvi fenolickych glykdsiana S. fragilis listy lysé s vysokym
obsahem fenolickych glykodid Hybridi maji obsah fenolickych glykosid v listech
intermedialni. Soetenst al. (1991) uvadi, Zze u komplex8alix alba S. fragilis a jejich
kiizend je obsah fenolickych glykosid signifikantre negativié korelovan s hustotou
trichomi a konkrétni hodnotu obsahu fenolickych glykddick odhadnout na zakladustoty
trichomi. Tuto metodu jsem vyuZil i ve své praci.

Velkéa ¢ast praci zabyvajici se problematikou obsahu fekytih glykosidi u hybridi
raiznych druli vrb a topoh uvadi, Ze koncentrace&chto sekundarnich metabdlife u
kiizend intermedialni mezi atma rodéovskymi druhy (Bangeret al, 2006; Orianset al,
1995; Soetenst al, 1991). Pomoci této informace jsem zhruba odhadigp kiizenceSalix
purpurea X viminalis na fenogramu a umistil ho na polévi vzdalenost mezi @&ma
rodicovskymi druhy. Umisini topolu osiky na fenogramu zastoupeni fenolickgistosidi u
jednotlivych druli vrb jsem odhadl na zakladsobni komunikace s Rittou Julkunen-Tiitto a
umistil ho jako sesterskou skupinu vrb s nizkymablesn fenolickych glykosid

Na zéklad délek tvi pouzitého fenogramu jsem sestavil matici chémyib
nepodobnosti jednotlivych dratstromi, kterou jsem vyuZil k porovnani vlivu fenolickych

glykosidi s vlivem fylogeneze hostitelskych rostlin na shuiZzgpol€éenstev herbivdir.

2.8 Morfologie listi

Jako vlastnosti charakterizujici morfologii tiso kterych jsem jgdpokladal, Ze maji vliv na

specializaci herbivorniho hmyzu, jsem pouzil hustoichont a ,specific leaf area“.
Specializace herbivorniho hmyzu na vrbach je dibka morfologie list ovlivnéna

predevsim kvalitativnimi rozdily v hustotrichomi (Zverevaet al, 1998).Cast frededlych
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studii mezi sebou porovnavala druhy vrb z hledis&alupeni pouze na zakkagiitomnosti
nebo nefitomnosti trichoni. Vzhledem k tomu, Ze se od sebe jednotlivé drubyhustotou
trichomi velmi 1iSi, rozhodl jsem se porovnavat jejich agiéni na zaklad jejich
pokryvnosti. Pokryvnost trichofnjsem odhadoval na pirvyvinutych listech ve gednicasti
koncové ¥tévky. Tato metoda mi umoznila péme presré zachytit rozdily v husteét
trichomi u riznych druti. Abych omezil vliv vnitrodruhové variability, ktérse u vrb
vyskytuje, zndtil jsem pokryvnost pro kazdy druh @ &z gti jedinci z rtiznych lokalit a
hodnoty zpiiméroval. Pokryvnost trichoih jsem odhadoval odtené pro vrchni a spodni
stranu listu, protoZe tyto @vhodnoty nejsou u mnou sledovanych drumb korelované a
horni strana listu byva az desetkrat séthlupena nez strana spodni. Pokud bych tak
pokryvnosti trichond pro ok¥ strany listu sé&etl, doSlo by k potkeni rozditi na zaklad
ochlupeni povrchu horni strany listu, protoZe bkoté hodnota pokryvnosti byla dena
témei vyhradre trichomy na spodni stradistu. Ochlupeni vrchni stranyifpm ale niize mit
znany vliv na herbivorni hmyz, ktery listy pozZira mdou skeletovani a @ie si vybrat,
z které strany bude list Zrat. To se tykaiildpd deptikia rodu Crepidodera ktei na vrbach
pati k nejvyznamgjSim drulim herbivorniho hmyzu.

Také druha m¥ena vlastnost, ,specific leaf area“ (SLA), nebobngr plochy a
hmotnosti listu, Mze ovliviovat specializaci herbivar(Poorteret al, 2004). Tato vlastnost
je korelovana s dalSimi charakteristikamitishagtiklad tuhosti a obsahem vody, které jsou
z hlediska potravni specializace herbivarelmi vyznamné. Nreni specific leaf area jsem
provadl pomoci vazeni kolek z listt 0 znamém piméru, kterd byla pedtim vysuSena
v silikagelu. V rdmci jednoho jedince jsem vazill&kka z fiznych listi ve stedni ¢asti
vétévky. Pro stanoveni specific leaf area danéhowdwihy jsem pouzil gimér hodnot ti az
sedmi jediné@ z niznych lokalit.

Pro kazdou z vySe uvedenych vlastnosti (trichomyspadni a horni stranlistu a
specific leaf area), jsem sfital matici nepodobnosti pro nasledné porovnamniogénezi
hostitelskych rostlin.

2.9 Molekularni data a fylogenetické analyzy

Molekularni fylogeneze vrb doposud neni k dispgzicoto jsem se pokusit ji pro studované
druhy zrekonstruovat. rBdchazejici prace na toto téma se potykaly Klasmalou
variabilitou sekvenci, ktera branila v rekonstrukdogeneze rodsalix (Azumaet al, 2000;

Leskinen & Alstrom-Rapaport, 1999). Pro molekuléanalyzy jsem vybralit lokusy — Usek
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ITS 1 a 2, trnT-trnL a matK. ITS (internal trand&d spacer), ktery se nachazi na jaderné
ribozomalni DNA a trnT-trnL chloroplastovy mezigenyospacer, jsou vysoce variabilni
Useky, které se pouzivaji pro rekonsrukci fylogenexori s malou genetickou variabilitou.
Treti pouzity lokus, matK region, je Usek chloropdast DNA, mutujici sedni rychlosti,
ktery se Bzn¢ vyuziva pro rekonstrukci fylogeneze rostlin n@&mnych taxonomickych
arovnich.

Vzorka urcenych na molekularni analyzy jsem na lokalitachboaleod kazdého druhu
vzdy rékolik — z kazdého shluku morfologicky totaZivypadajicich jedint vSak alesp®
jeden. Tim jsem se snazil odhaliitpmnost Spathurcenych stromi nebo hybrid. Celkem
bylo na izolaci DNA vybranych 41 vzoik Vzorky jsem po sebrani nechal vysusit
v silikagelu.

Na za&atku izolace DNA jsem vzorky ta¢ homogenizoval. Do sési jsem pidal PVPP,
abych zabranil vlivu ipadnych inhibitai béhem homogenizace. DNA jsem izoloval za
pouziti Invitek Plant Extraction Kit (Invotrogen)ogle protokolu filoZzeného vyrobcem.
Ziskanou DNA jsem naslednamplifikoval v Boier XP thermal cycler podlgigluSnych
protokoli (Tab 3 a Tab 4). Pro amplifikaci DNA jsem pouZiksifické primery ITS4, ITS1P,
trnL, trnT2F, 3F_KIMf a 1R_KIMr (Tab.5). itomnost PCR produktu jsem &il na
elektroforéze. Nasle@njsem PCR produkt igcistii pomoci GenElute PCR Clea-up Kit
(Sigma). Oproti originalnimu protokolu jsented poslednim krokem vzorky inkuboval 10
minut misto 1 minuty¢imz jsem docilil ¥tSich vynod DNA. Precistené PCR produkty jsem

nechal osekvenovat u firmy Macrogene Korea.

Tabulka 3. Slozeni PCR reakce

Latka objem (ul)
PPP Master mix (Top-Bio) 12,5
primer 1 (2.5 pmol) 3,0
primer 2 (2.5 pmol) 3,0
H.O 55
DNA 1,0
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Tabulka 4. Pibéh PCR reakce

gen Faze teplota trvani  opakovani
Denaturace 95°C 300s 1x
Denaturace 95°C 60s 32x
ITS Annealing 52°C 90s 32x
Extenze 72°C 90s 32x
finalni extenze 72°C 600s 1x
Denaturace 94°C 300s 1x
Denaturace 94°C 30s 35x
matK Annealing 52°C 20s 35x
Extenze 72°C 20 35x
finalni extenze 72°C 300s 1x
Denaturace 95°C 300s 1x
Denaturace 95°C 60s 30x
trnT-trnL Annealing 52°C 90s 30x
Extenze 72°C 90s 30x
finalni extenze 72°C 600s 1x

Tabulka 5. Sekvence pouzitych prirher

lokus nazev primeru sekvence
s ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS1P CTTTATCATTTAGAGGAAGGAAG
LML GAGATTTTGAGTCTCGCGTGTC
trnT-tn trnT2F CAAATGCGATGCTCTAACCT
. 3F_KIMf CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
1R_KIMr ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

Ziskané sekvence jsem sestavil v programu Chroraas®2 a naslednalignoval
pomoci programu ClustalX 1.83. Alignment jsem mam&i@pravil v BioEdit 7.0.5.3. Pouzil
jsem jednoduché kdédovani mezer, kdy jsem jako nigzenechal pouze prvni pozici indelu a
zbytek oznail jako chykgjici data. Timto jsem doséhl toho, Ze informacea@bsa v indelech
nebyla nadhodnocena, ale ani @plrtracena, jak tomu @ie byt @i oznaeni mezer jako
pateho stavu nebo oziemim celé mezery jako chyjicich dat. Sekvence lokusu matK
neobsahovala Zadnou fylogenetickou informaci, prieem ve fylogenetickych analyzach
matK region nepouzil.

ILD test homogenity mezi lokusy trnT-trnL a ITS Sgf @i 10 000 replikacich
nepitikazre (p = 0,155). V dalSich fylogenetickych analyzasém tak pouzival maticédhto
geni spojené do jedné. Na zakt&afLRT (hierarchical likelihood ratio test) jsem poai
programu Modeltest 3.7 ovladanéhiep program MrMTgui 1.0 vybral vhodny model pro

metodu maximum likelihood. Vybrany model HKY+G ¢m nasledujici parametry:
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Base=(0.3111 0.2191 0.2589), Nst=2, TRatio=2.48&ates=gamma, Shape=0.0035,
Pinvar=0. Fylogram ibuznosti zkoumanych driahvrb jsem zrekonstruoval metodou
maximum likelihood v programu PAUP 4.0b10. Bayeskiou analyzu spojené matice lokus
ITS1, ITS2 a trnT-trnL jsem proved! v programu MyRa 3.1.2. (ngen=£psamplefreq=100,
nrun=2, nchain=4, sump burnin = 1000) za pouzitdeh HKY+G. Hodnoty posteriornich
pravcEpodobnosti ziskané bayesianskou analyzou jsem Ippiivyjadeni podpory wtvi
fylogramu.

Z fylogramu ziskaného metodou maximum likelihosg@nm odeéetl délky Wwtvi a
pouZil je k vyjadeni fylogenetickych vzdalenosti jednotlivych takomuto metodu jsem
zvolil kvuli zachovani stejného postupu jako u porovnavapbdebnosti jednotlivych druih
vrb na zaklad obsahu fenolickych glykosid

2.10 Porovnani matic nepodobnosti

Pro porovnani vlivu fenolickych glykosida fylogeneze hostitelskych rostlin na slozeni
spol&enstev herbivorniho hmyzu jsem vyuZil matice nepodsti &chto vlastnosti. Tyto
matice jsem porovnal pomoci parcialniho Mantelosstut v programu R 2.10.1 funkcemi
"mantel” a "mantelp” z balku Vegan 1.17-2. Nejprve jsem proved| parcialni Méiv test

S matici nepodobnosti spéénstev pro vSechny ,leaf chewers”, poté samostato brouky a
motyly.

Pred vyuZzitim hustoty trichotha specific leaf area v multivaridtnich analyzéaylp
nutné zjistit, zda jsou nezavislé na fylogenezititwlskych rostlin a daji se tak vyuzit jako
samostatné pro&nné bez rizika pseudoreplikaci. Proto jsem ¢fpb Mantefiv test s
maticemi nepodobnostidhto morfologickych vlastnosti a matici fylogenkfich vzdalenosti
hostitelskych rostlin.

2.11 Mnohoroznérné analyzy

Mnohoroznérné analyzy vlivu jednotlivych prognnych na sloZzeni spalenstev
herbivornihno hmyzu byly provédy v programu Canoco for Windows 4.52. Do
mnohorozmdrnych analyz jsem zahrnul pouze druhy svice neZmdv odchycenymi
individui. Na zaklad délky gradientu zji$hé pomoci DCA jsem pro analyzy fegnostnil
unimodalni metodu CCA. CCA analyzu jsem provedigigkcnim Skalovanim se zasifenim

na mezidruhoveé vzdalenosti. ®p individui jsem vazil dobou gbu, vynasobil stem,ipetl
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jednikku a logaritmicky transformoval. U vSech analyznjserovadl Monte-Carlo test
signifikance vSech kanonickych os s 999 permutacemi

Nejprve jsem spiital CCA s druhy hostitelskych rostlin jako envimentalnimi
prediktory. Lokality skru jsem pouzil jako kovariaty. DalSi analyzy jsemovyadil pouze
s vrbami, data ziskana na topolu osice jsem dojiigtezahrnoval. Takto jsem provedl CCA
vlivu druhu hostitelské rostliny, specific leaf ara hustoty trichofnna spodni a horni str&an
listu na sloZeni spatenstev herbivorniho hmyzu. Lokality jsemé&bpouzil jako kovariaty.
Pro porovnani vlivu jednotlivych prafnnych jsem provedl parcialni analyzy. Vysledky

mnohorozndrnych analyz jsem vizualizoval pomoci programu anaev for Windows 4.12.
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3. Vysledky

3.1 Sk&r a determinace hmyzu

Celkova doba sbu byla 2187 minutistéhocasu. Vzhledem k vzacnému vyskytékterych
druhi vrb, nebyla intenzita $bu mezi jednotlivymi druhy vyrovnana (Obr. 1). Cetik bylo
nasbirdno 5597 jedific leaf-chewers* ze 152 drih Nejpaetnsji byla ve skrech
zastoupena imaga brauknejwtSi druhovou diverzitu s motyli (Obr. 2). Z 64 druh
motyli bylo vSak jen 42 zaznamenano ve vice jak dvowngdhn. Oproti tomu i brouci
proporci vzacnych druhpodstats nizsi (7 z 50).
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Obrazek 1Cas straveny sibem hmyzu na jednotlivych druzich stronDruhy stronfi jsou oznaeny prvnimi
tfemi pismeny druhového nazvu (Tab 1.).
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Obrazek 2. Zastoupeni jednotlivych skupin — howsenatek, housenek motyl imag brouk a jejich larev ve

shirech. Zobrazen je get druhi a celkovy péet jedind@ téchto skupinCerverg jsou vyznaeny druhy s mén
nez temi jedinci.

3.2 Akumulaéni krivky druh o
Vysledky porovnani diverzity odhadované podle akiamich Kivek potvrdily gredpoklad,

Ze spoleéenstva herbivorniho hmyzu jsou drukobohatSi na vrbach s nizS§im obsahem

fenolickych glykosid nez na vrbach s vysokym obsahefnhto sekundarnich metabdlit
(Obr. 3).
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Obrazek 3. Akumukni kiivky druhi. PIndc¢ara fredstavuje hodnoty pro realnd datéerpSovanowarou je
vyznaten odhad istu diverzity. Cervenym pruhem jsou ozkeny vrby s vysokym obsahem fenolickych

glykosidi, zelenym druhy s jejich nizkym obsahem.
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3.3 Sezonni trendy

Prekryv mezi jarnim a letnim obdobimésb byl 47 druli, coz gedstavuje 31% z celkového
poctu. Ackoliv napriklad naSalix purpureabyla celkova abundance herbivorniho hmyzu na
jare 0 80% vySSi nez v ktbyly rozdily v abundanci jednotlivych driaflhmyzu mezi jarem a
létem pro Udaje ze vSech diuhvrb neptikazné (parovy t-test, t=0.723538; df= 47;
p=0.472935, Obr. 4).
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Obrazek 4. Porovnani abundance jednotlivych @lhdrbivoii na jae na mladych listech (Y) a v &ba plré
vyvinutém listovi (M). Parovy t-test: t=0.723538=d}7; p=0.472935.

3.4 Molekularni analyzy

Ukazalo se, Zze v ramci sekvenci ITS1, ITS2, matkh@-trnL, které jsou v jinychifpadech
na mezidruhové Urovni pafmé variabilni, je rodSalix velice konzervativni. Fylogram
piibuznosti drufi rodu Salix zrekonstruovany metodou maximum likelihood na adékl
lokusi ITS1, ITS2 a trnL-trnT ukazuje obrazek 5. Vzhledemepatrné délcechterych \&tvi,
zpasobené malou variabilitou sekvenci, zde pifehfednost uvadim i kladogram, kde délka
vétvi neodpovida fylogenetickym vzdalenostem (Obr. Bla tomto kladogramu jsou
vymapovany vlastnosti jednotlivych druhstromi a vyzn&eny hodnoty posteriornich

pravdpodobnosti pro Bayesianskou analyzu.

27



Ptremula

S.albaxfragilis

— S.fragilis
—— S.cinerea

— S.rosmarinifolia

— S.purpurea
S.caprea
_‘— S.aurita
S.viminalis
_{ S.purpureaxviminalis

0.01

Obrazek 5. Fylogramifbuznosti drubi roduSalix zrekonstruovany na zakkatbkusi ITS1, ITS2 a trnL-trnT

metodou maximum likelihood. Kladogram je z#&an druhenPopulus tremula
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Obrazek 6. Kladogramiflbbuznosti druli rodu Salix s vyzn&enymi hodnotami posteriornich prajpabdobnosti.
Zelert ozna@&ené ¥tve reprezentuji linie s nizkym obsahem fenolickygliykosidi, cerveré linie s jejich
vysokym obsahem. V pravisti obrazku jsou vyziany morfologické vlastnosti pro dany druh — spedifiaf
area (SLA), trichomy na horni (Tri.Ho.) a spodnfi(@po.) stras listu. Fitomnost nebo né&fiomnost trichori

je vyzn&enacervenou, respektive zelenou barvou. Taxony jsoai@ry prvnimi pismeny druhovych nédzv
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3.5 Porovnani matic nepodobnosti
Manteliv test prokazal, Ze morfologické vlastnosti aniab$enolickych glykosidl nejsou
korelované s fylogenezi rodsalix (Tab.6). VSechny tyto vlastnosti jsem tak mokhdm

analyz pouzivat jako samostatné pameé bez rizika pseudoreplikaci.

Tabulka 6. Vysledky Mantelova testu korelace maticlobnosti viastnosti jednotlivych déuhostlin s matici

jejich fylogenetickych vzdalenosti.

Charakteristika r p
obsah fenolickych glykosid -0.2236 0.919
specific leaf area -0.2154 0.830
trichomy na lici listu -0.1873 0.668
trichomy na rubu listu -0.1344 0.632

Vliv fylogeneze hostitelskych rostlin na sloZzeniolpenstev se ukazal jako négazny
(r=0.06862, p=0.135). Oproti tomu vliv fenolickygitykosidi byl signifikantni. Podobnost
spole&enstev herbivorniho hmyzu klesa s podobnosti cherhix slozeni hostitelskych rostlin
(r=0.3796, p=0.031, Obr. 7). Stejné testy jsem kopal samostathpro motyly a brouky.
Vysledky byly u brouk (fylogeneze: r=0.1192, p=0.100; fenolické glykgsid=0.3517,
p=0.029) i motyh (fylogeneze: r=0.2107, p=0,117; fenolické glykgsid=0.3676, p=0.028)

podobné jako fd analyze kompletnich spaenstev extemzerouciho herbivorniho hmyzu.
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Obrazek 7. Zavislost nepodobnosti spelestev herbivorniho hmyzu na nepodobnosti obsaholifkych
glykosida v listech hostitelskych rostlin (a) a jejich fykmgetické vzdalenosti (b). Jednotlivé body odpovidaj
dvojicim chemické, respektive fylogenetické nepatasii hostitelskych rostlin a nepodobnosti sloz&minich
se vyskytujicich spotenstev herbivorniho hmyzu. Podobnost spemstev signifikanth klesa s podobnosti
chemického slozeni hostitelskych rostlin (r=0.3796;0.031), ale neni ovliwéma jejich fylogenetickou
vzdalenosti (r=0.06862, p=0.135).
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3.6 Mnohorozmérné analyzy

Vysledky CCA s druhy hostitelskych rostlin jako @owmentalnimi prediktory potvrdily, Ze
druhova pislusnost hostitelské rostliny ma vliv na sloZepdleienstev herbivorniho hmyzu
(Monte-Carlo test, F=1.969, p<0.001). Prvni¢desy vyswtlily 86% variability. Druhy
stromi se rozdlily podle prvni osy na topol osiku na jedné s&anvSechny vrby na stran
druhé. Do CCA porovnani vlivu morfologie lisha sloZeni herbivornich spoénstev jsem
topol osiku jiz nez@dil, aby vynikly rozdily mezi jednotlivymi druhyrb. Druhova
piislusnost vrb a morfologie listmély dopad na sloZeni herbivorni spigestva (Monte-
Carlo test, F=2.410, p<0.001). Prvni¢dkanonické osy vysilily 68% variability. Oproti
ostatnim vrbam je jednozéi® vymezenaSalix rosmarinifolia V ordina&nim diagramu jsou
vyznaeny druhy herbivar, které vys¥tluji vice nez 5% variability. Jedna séedevsSim o

brouky a jejich larvy.
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Obrazek 9. CCA ordirmi diagram vlivu druhovéifslusnosti hostitelskych rostlin a morfologie jéjitisti na
slozeni spolkéenstev extemhzerouciho herbivorniho hmyzu. Prvnigdkanonické osy vysiluji 68% variability.
Druhy vrb jsou ozngny prvnimi femi pismeny druhového nazvu. V diagramu jsou v§eng ti morfologické
vlastnosti list — specific leaf area (SLA), trichomy na horni dltrho) a spodni (trich.sp) steatisti. Do
diagramu jsou zahrnuty druhy imag brauk...A), jejich larev (c...L) a housenek mdityfl...), které vysutluji
vice jak 5% variability. Zadny druh pilatky nggsahl mirou vysstlené variability 5%.
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Z ordinaniho diagramu pro tuto analyzu je patrné, Ze jddomotdruhy vrb tvdi shluky
predevsim na zakl&dhustoty trichoni a také obsahu fenolickych glykosjdktery ale nebyl
jako vys\tlujici promennd do této analyzy zahrnut (Obr. 9).

Parcialni analyzy pro jednotlivé préemmé ukazaly, Ze vSechny maji signifikantni vliv
na slozeni herbivornich sponstev. NejetSi miru variability, 46.2%, vysdli druhova
piislusnost hostitelskych rostlin (Monte-Carlo tdst2.181, p<0.001). Trichomy na horni
strarg listu vyswtli 23% variability (F= 2.842, p<0.001), cozZ je @ineZ trichomy na spodni
straré listu, které vyswtluji 19.9% variability (F=2.468, p<0.001). Specifieaf area
vyswtluje 23.2% variability (F=2.870, p<0.001).
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4. Diskuze

Druhow nejpaetnji byli zastoupeni motyli. Oproti broukn vSak byla velk&ast druli
motyli zaznamenana pouze v jednom nebo dvou jedincickudPtedy nebudeme brat
singletony a doubletony v Gvahu, je druhova divaremotyli a brouki na vrbach vyrovnana.
Z hlediska pétu jedindi byla imaga brouk zcela dominantni arpdstavovala 80% v3ech
individui. Vysledky mé prace tak ukazuji, Z2e z ld&d abundance jsou na vrbach
nejvyznamgjsSimi herbivory z gildy leaf chewers da$@ brouki. Ackoliv jsem skrem
hmyzu stravil téréf 2200 minutcistehocasu je ze sklonu akumdlaich Kivek patrne, Ze
spol&enstva na &kterych druzich vrb nebyla zcela uspoksjprosbirana a idealni by bylo na
téchto vrbach ve siu pokraovat.

Porovnani akumutmich kivek herbivorniho hmyzu pro jednotlivé druhy stiiom
ukazalo, Ze nejvyssi diverzitu herbiudrosti vrby s nizkym obsahem fenolickych glykdsid
Toto zjiS&ni podporuje hypotézu, Ze by se na vrbach s vysok@sahem fenolickych
glykosidi mélo vyskytovat méa druhi herbivorniho hmyzu, nez na druzich s nizkym
obsahemdchto sekundarnich metabdli(Rowell-Rahier, 1984). To by mohlo bytigmbeno
jedineEnosti fenolickych glykosi@l na které se narozdil od kondenzovanych tarizne se
vyskytujicich u jinych drut stromii, dokazalo fizpasobit még herbivorniho hmyzu. Zvlast
patrny je tento trend 8alix purpureaktera pati mezi nasSimi vrbami k druim s nejvysSim
obsahem fenolickych glykosida mezi studovanymi druhy vrb podporovala zdaleka
nejchudsSi spolgenstva herbivornino hmyzu. Z terénniho pozorovamiubtéto vrby navic
patrny i dalSi trend. Zatimco nagese na této vibvyskytovali herbivai v relativre vysokych
popul&nich hustotach, doSlo s postupem sezony k rapidrémigeni jejich abundanci.
Vysvétlenim tohoto rozdilu by mohla byt sezonni varidgbily obsahu dusiku a fenolickych
glykosidi. Fenolické glykosidy herbivorni hmyz negativrovliviuji dvema zpisoby:
odpuzuji dosglce brouki (Kolehmainenet al, 1995) a zpomalujitst larev (Denncet al,
1990). Tento negativni vliv by mohl byt vyvaZzen okgmi koncentracemi dusiku, kterého
mladé listy na jge obsahuji zvySené mnozstvi (Deretoal, 1990),¢imz by seS. purpurea
stala pro herbivorni hmyz atraktivni. S postupemosg vSak obsah dusiku v listech klesa
(Meyeret al, 1987), aZz pla prevazi negativni vliv fenolickych glykosid To patr@ nasleds
vyusti v pokles abundanci herbivorObdobny scérfaby mel platit i pro dalSi druhy vrb,
nicméré vysledek porovnéni abundanci herbivorniho hmyzwineem a pokréilejSimi
fazemi sezony byl pro vSechny zkoumané druhy sirorapiikazny. Jednim z moznych

vyswtleni tohoto vysledku je, Ze u vrb s malym obsalienolickych glykosid neni propad
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v kvalit¢ lista tak vyrazny a abundance herbivae tak mezi jednotlivymi fazemi sezény
prilis nelisi.

V mnohorozmdrné analyze se rolily hostitelské stromy podle prvni osy na vrby a
topol osiku. To ukazuje, zZe sloZeni herbivornicblafenstev je na topolu osice, vrbam blizce
piibuzném druhu, vyraznodliSné od vSech zkoumanych vrb. Vrby tak z hlealislozeni
svych herbivornich spatenstev tvéi homogenni skupinu. V ramci vrb doslo na rédedi
piiblizné¢ do dvou skupin — I) vrby s vysokym obsahem fergioh glykosidi a hladkymi
nebo jen velicgidce ochlupenymi listyS. alba x fragilisS. fragilis S. purpurega Il) vrby s
hust ochlupenou spodni stranou tist nizkym obsahem fenolickych glykosi¢s. auritg S.
caprea S. cinerea K druhé skupiti mé blizkoS. purpurea x viminaljsktera mé sice povrch
lista zcela lysy ale mé& nizky obsah fenolickych glykési@amostathistoji S. viminalis ktera
ackoliv se skupig 1l podoba ochlupenim ligti obsahem fenolickych glykosidma narozdil
od nich malou specific leaf area.

Od €chto dvou skupin se vyznamiisi Salix rosmarinifolia Tato vrba je vyjimé&na
vysokym obsahem fenolickych glykogichust ochlupenymi listy, nizkou specific leaf area a
bylinnym vziistem. S. rosmarinifoliatak hosti vyraz& odliSna spol&enstva herbivorniho
hmyzu, ktera jsou druhévpomerné chuda. Za nizkou diverzitu spoénstev herbivorniho
hmyzu mize byt v tomto fipac krome vysokého obsahu fenolickych glykogidodpo¥dna
i ristova forma a omezené ragsii tohoto druhu \CR, protoZe je zndmo, Ze rostliny s
jednodussi architekturou a malym arealem rens$i hosti obeen chudSi spok&enstva
herbivoiti (Lawton, 1983; Leather, 1991).

Zatimco hybridSalix albax fragilis je sloZzenim svych spalenstev velice podobn§.
fragilis, neni S. purpurea x viminalipodobna ani jednomu ze svych ramliskych druli.
PoziceS. albax fragilis je pravépodobré zpisobena tim, Ze tento hybrid neni obsahem
fenolickych glykosid ani morfologii listt od S. fragilis priliS odliSny. Oproti tomu se
kiizenec S. purpurea x viminalidhadnutym obsahem fenolickych glykasidd svych
rodicovskych druli znané liSi a to od obou fiblizné stejnou ndrou. Morfologie listi Salix
purpurea x viminalige takka shodna §. purpureaktera ma lysé listy s nizkou specific leaf
area, ale je velmi rozdilnd df. viminalis kterd& ma spodni stranu fiskiln¢ ochlupenou.
Pokud by bylo slozeni spa@enstev herbivorniho hmyzu daano vyhrada morfologii listi,
mél by se tento hybrid svou pozici na ordinam diagramu podobab. purpurea Velka
odliSnost spolk&enstev herbivdr naS. purpurea x viminalisd obou rodiovskych druli ale
spiSe nastdcuje wtSimu vyznamu obsahu fenolickych glykasidejich vyznam podporuje i

to, Ze podob& jako je hybrid S. purpurea x viminalissvym chemickym slozenim
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intermedialni mezi ohma rodéovskymi druhy, je i od obou z nicliplizné stejré vzdalen na
ordinanim diagramu.

VSechny sledované morfologické vlastnosti utlistnély na herbivorni hmyz
signifikantni vliv a vys¥tlily podobnou miru variability. Jako nejlepSi pilddr slozeni
herbivornich spokenstev se ukazala specific leaf area. Tato vlastnegimo vyjaduje
tuhost listu a také obsah vody, kterggsto korelovan s obsahem dusiku (Caegl, 2006).
herbivorniho hmyzu (Schoonhove al, 2005). Zvlast na vrbach rize byt obsah dusiku
dulezity také z toho@vodu, Ze herbivaém kompenzuje negativni vliv fenolickych glykosid

Trichomy maji na herbivorni hmyz na vrbach &@ma dopad (Toppet al, 2002;
Zverevaet al, 1998) a jejich vyznam podporuji i vysledky mojtape, picemZ ochlupeni
vrchni strany listu lo vétSi vliv nez ochlupeni strany spodni. Tento vyskegedporuje
moji hypotézu, Ze igdevsim brouci a jejich larvy, Kiese Zivi skeletovanim, preferuji pro
ziskavani potravy ménochlupenou stranu listu a budou proto v toniipgk vice ovlivreni
hustotou trichor na vrchni straflistu.

Pro detail®jSi studium vlivu trichom na herbivorni hmyz by bylo zajimavé rozliSovat
mezi sebou vrby nejen na zaldatiustoty trichomi, ale také podle jejich typu. Mnou
zkoumané druhy vrb totiz iieme rozdlit do dvou skupin. Prvni z nich jsou druhy s rokmy
prilehlymi trichomy, druhou fedstavuji vrby s dlouhymi, odstalymi k&eeymi chlupy. Da
se @ekavat, Ze oba dva typy budou ovilbwat herbivory odliSnym Zisobem, protoZze mohou
vyZzadovat od konzumenta rozdilné adaptace. Odstdlpy mohou najklad mér vadit
larvam Zeroucim list na béazi trich@m{Dalin et al, 2004), na druhou stranu mohou zase
efektivreji branit ovipozici a pohybu herbivora po listu.

Z ordinaniho diagramu (Obr. 9) je patrné, Ze mezi druhyivernihno hmyzu, které
vyswtlily vice jak 5% variability, jasé dominuji brouci a jejich larvy. Tento vysledekibe
byt zpisoben déma faktory. Prvnim z nich je petnost. Broulk se nachytalo ne§tSi
mnozstvi jeding a jako skupina jsou nejlépe prosbirani, takZze svyskytem dobe odrazi
rozdily mezi jednotlivymi druhy vrb. Druhym moznyadvodem je fakt, Ze brouci na vrbach
pati obecr k vice specializovanym skupinam hmyzu. Mezi sgestia pati nagiklad
Phratora vitellinag jejiz imaga a larvy se vyskytovaly na vrbach sSisn obsahem
fenolickych glykosid a lysymi listy. DalSim p&etné zastoupenym druhem mandelinky byla
Lochmaea capreaektera se vyskytujeipdevsim na vrbach s nizkym obsahem fenolickych
glykosidi (Dennoet al, 1990). BZn¢ jsem ji tak zaznamenal r&alix auritg S. cinereaa S.

viminalis Neaekavany byl vSak jeji vyskyt n&. rosmarinifolia kde zvlast na lokalig
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Ohrazeni byla spotenstva herbivorniho hmyzu touto mandelinkou zcelaidovana. Tento
druh mandelinky je takiasté&né zodpowdny za nepodobnost spéémstev herbivorniho
hmyzu meziS. rosmarinifoliaa ostatnimi druhy vrb bohatymi na fenolické glykigs na
kterych jsem ji nenalezl. Podobny jev, kdy $ébpzné mandelinkgalerucella lineolanebo
Plagiodera versicolora jinak Zerouci vrby s nizkym obsahem fenolickydgkgsida, z
neznamych fi¢cin vyskytnou ve velkém mnozZstvi na ¥rts vysokym obsahemédhto
se tedy #ejm¢ chova podob&i Ackoliv tento jev nebyl zatimipsreé vyswtlen, mohl by za
nim stat napiklad vySsi obsah dusiku @kterych, na fenolické glykosidy bohatych déwrb
(Dennoet al, 1990).

O vrbéach je zndmo, Ze maji velice konzervativikveace DNA (Azumeet al, 2000;
Leskinenet al, 1999). S timto problémem jsem se setkathdm své prace. Z pouzitych
lokusi byl nejmérs variabilni chloroplastovy spacer matK, ktery ndpasval takka zadnou
fylogenetickou informaci a byl proto zcela nepoelfi§ pro rekonstrukci fylogeneze rodu
Salix Také ribozomalni ITS1 a ITS2 a chloroplastovyTttmL neposkytovaly oddeng
dostateén¢ silny fylogeneticky signal. K zesileni fylogenéthio signalu ale vyznamin
prispélo jejich spojeni a kédovani mezereBto maji jednotlivé atve ziskaného fylogramu
velmi malou podporu a jejich délka ukazuje na malatiabilitu pouzitych sekvenci. Nizké
hodnoty posteriornich praggodobnosti pro velkotést tvi zpochyhiuji zde prezentovanou
podobu fylogeneze rod&alix a nevyl@uji alternativni scérf@ jejiho pfibéhu. Nicmér
nekteré oblasti fylogramu maji dostat®u podporu posteriornich prasjgbdobnosti aby z
nich Slo vyvodit jisté z&wry. Prvnim z nich je, Ze hybridi jsou umigvani jako sestersky
taxon jednoho z rodovskych drulfi. D4 se 6ekévat, Ze vzhledem k pouZziti chloroplastové
DNA a jejimu zmisobu vertikalniho f@nosu se jedna o druh misiey a jedna se tedy o
metodologicky artefakt. Druhym vysledkem je, Salix fragilisje zde s vysokou podporou
umis'ovana jako sestersky taxon vSech ostatnichtdrnuhou zkoumanych vrb. Zajimavé je
také umisini S. auritaa S. capreajako sesterskych drih U S. auritaby se dala spiSe
oc¢ekavat blizka fibuznost S. cinereas niz se tento druh wipodé velicecasto Kizi. Kroms
téchto za¥ra umoznila rekonstrukce fylogeneze testovat nulovgootézu, Ze jsou s ni dalsi
zkoumané vlastnosti (obsah fenolickych glykdsidnorfologie list)) korelované. Jeji
zamitnuti nasledndovolilo pouZziti &chto vlastnosti jako nezavislych prénmych a v pipad
obsahu fenolickych glykosid porovnat jejich vliv na sloZzeni spoknstev herbivorniho

hmyzu s vlivem fylogeneze hostitelskych rostlin.
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Porovnani chemického slozeni mezi jednotlivymihgrarb jsem provedl| na zaklad
délek tvi fenogramu obsahu fenolickych glykosid prace Julkunen-Tiitto (1989). Tento
piistup neni idealni, ale byl jsem nucen ho pouzhladem k tomu, Zetpodni data z této
prace jsou bohuzel ztracena a dalsi studie, ktgramiezi sebou porovnavala obsah
sekundarnich metabalitpro vSechny mnou studované druhy vrb, nebyla odddéy
publikovana. Pro spravné vyhodnoceni dat a ziskéximalni informace by bylo optimalni
provést celou analyzu obsahu sekundarnich metabotibvu a to imo pro jedince ze
zkoumanych lokalit. Tentoffstup by byl navic vhody§si i z divodu, Ze obsah fenolickych
glykosidi bude mezi vrbami Lech a Finska, kde byla studie Julkunen-Tiitto (1989
provadna, mir odlisny, &koliv vnitrodruhova variabilita by #a byt zn&né¢ mensi nez
mezidruhova (Nymaset al, 2005).

Presto, Ze pouzité metody odhadu podobnosti chemick&Zzeni mezi jednotlivymi
druhy strond nebyly idealni, poddo se prokazat vliv sekundarnich metahbplita slozeni
herbivornich spolkgenstev. Naopak vliv fylogeneze byl nékazny. Tento vysledek se
shoduje s fedchozimi pracemi na obdobné téma,iild@d se studii Becerra (1997), ktera
zkoumala vztah novostskych mandelinek rodBlepharidaa stroni rodu Bursera Obecr
se da totiz gekavat, ze ve &Sine pripadh bude fylogeneze dobrym prediktorem slozeni
spolg&enstev herbivorniho hmyzu pouze Yipgadech, kdy jsou s ni korelované vlastnosti
dulezité pro specializaci herbivib{Bangertet al, 2006). V tomto fipac s ni vSak ani obsah
fenolickych glykosid a ani morfologické vlastnosti liskorelované nebyly. V samostatnych
analyzach pro brouky a motyly se vysledky neémity a obsah fenolickych glykosid
vychazel stéle fikazre a fylogeneze nikoliv.

Pro brouky, kt& jsou na vrbachiedstavovani fedevsim relativéd specializovanymi
mandelinkami a nosatci, neni vliv sekundarnich bwtt prilis prekvapivy a byl¢asto
prokazan pro jednotlivé druhy (Denmo al, 1990; Ikonen, 2002; Kolehmainen al, 1995;
Orianset al, 1997; Rank, 1992; Rardt al, 1998; Soetenst al, 1991; Tahvanaineat al,
1985), a&koliv Topp et al. (2002), kte¢i se zabyvali herbivornimi brouky na vrbach
komplexre, vliv fenolickych glykosid na sloZeni spotenstev brouk nepotvrdili. Motyli
byli na vrbach zkoumani podstatmeéré nez brouci a pilatky. O @mach bylo zjis¢no, Ze
jejich housenky jsou &sSinou polyfagni (Rowell-Rahier, 1984). Nebylo fgté zda budou
fenolické glykosidy sloZeni spalenstev housenek motylbovliviiovat. Vysledek testu vSak
byl prikazny stejd jako u brouk. To Ize vys¥tlit tim, Zze krond¢ mur byly do analyz
zahrnuty i daleko specializovggi skupiny, nafiklad obalei. Druhym divodem niize byt

to, Ze &koli jsou polyfagni druhy pravghodobrg schopné se Zivit na Sirokém spektru vrb s
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nizkym obsahem fenolickych glykosidkteré se svou chemickou obranatilig neliSi od
nasich jinych strorin, bude pro & limitujici vysoky obsah&hto sekundarnich metabadlit
ostatnich druf.

Vysledky této studie potvrdily velky vyznam sekamtich metabolit a morfologie
lista rostlin na slozeni spalenstev herbivornino hmyzu. Vliv fylogeneze v tonsggému,
kde s ni nejsou vlastnostilldzité pro specializaci herbivorniho hmyzu korelé&aprokazan
nebyl. To potvrzuje hypotézu, Ze vétsiné piipadi je herbivorni hmyz ovliirovan spise
produkty gefi nez samotnou v nich obsazenou molekwd&ylogenetickou informaci.

Vzhledem k tomu, Ze obsah fenolickych glykdsia fylogeneze vrb jsou na sob
nezavislé, jsou vrby idealni k detajjsimu zkoumani dopadufipuznosti a obsahu
sekundarnich metabalitrostlin na specializaci herbivorniho hmyzu. Tevyakum v3ak bude
vyZzadovat rekonstruovat fylogenezi vrb na zakladormativregjSich sekvenci DNA a novou

analyzu obsahu fenolickych glykosid
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