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1. Uvod

1.1. Vztah rostlin a herbivorniho hmyzu

Prvni cévnaté osidlily sou&qa zhruba 450 miliony let a od zakladu énily podobu
suchozemskych ekosystén{Lenton et al, 2012; Steeman®t al, 2009). Hmyz je
nasledoval nedlouho poté a prvni doklady o herliivojeho strany pochazi jiz z obdobi
pied giblizn¢ 400 miliony let (Labandeira, 1998; Schoonhovem kaon & Dicke, 2005).
Ackoliv prvni herbivdi se Zivili prevazr rostlinnymi sporami, postugnv rdmci hmyzu
vznikaly nové specializace ai®oby vyuzivani rostlin jako zdroje potravy (Labanae
1998; Schoonhoveet al, 2005). To umoznilo vznik obrovskéhogbo druhi herbivorniho
hmyzu s celodadou specializaci a vedlo k tomu, Ze herbivornelimmyzu jsou obeen
mnohem diverzifikova&jSi nez jejich pibuzni (Thompson, 1994). Dnegegdstavuje hmyz
spolu s rostlinami vice nez polovinu popsanych tirahz hlediska biomasy j&Stice
(Futuyma & Agrawal, 2009; Schoonhovenal, 2005). Herbivorie takiiedstavuje jeden z
klicovych vztali mezi organismy na nasi pladeVYyzkum herbivorie se proto stal jednim
ze zakladnich pitti ekologie. Zvladt zasadni je otdzka co podobu a dynamiku vztahu
rostlin a herbivorniho hmyzu &uje.

Jiz Ehrlich & Raven (1964) formulovali myslenkwe ha evolani Urovni stoji za
speciaci herbivorniho hmyzurgoevSim vznik a diverzifikace novych sekundarnich
metabolifi hostitelskych rostlin. koliv do dnesni doby doznala tato teori@ivsvému
puvodnimu zgni uritych zmen, da seici, Ze obec# je v tomto ohledu platna a podporuje
ji i fada no¥jSich praci (Armbrusteet al, 1997; Futuymaet al, 2009; Renwick, 2002).
Porekud kontroverzni je ale otazka, zda herbivorni hnoyfiviiuje evoluci rostlin a
dochazi tak mezimito dwma skupinami ke koevoluci jak ji popisovali Ehrli@hRaven
(1964). Riklady koevoluce hmyzu s rostlinami ve smyslu pr&telich & Raven (1964)
jsou totiz pondrné vzacné (Mitter, Farrell & Futuyma, 1991) a jejiefisledky ne zcela
jednoznéné interpretovatelné (Farrell & Mitter, 1990).¢hteri autdi proto argumentuii,
Ze a&koliv rostliny herbivorni hmyz sik ovliviiuji @ mohou tak byt zodpégné za jeho
speciaci, neni naopak hmy#lE silnym seleknim faktorem, ktery by dokazal oviievat
speciaci rostlin, protoZze nedokéze vyznarowlivnit jejich fithess (Bernays, 1998; Jermy,
1984). Proti tomuto tvrzeni nicm&rswdéi, Ze hmyz je chopen velmi séirselektovat
rostliny na zaklaél jejich chemického slozeni (Agrawal, 2005) a jediscnizSim obsahem

obrannych latek efektiwnlikvidovat (Becerra, 2007), nebo v kombinaci sagiockymi
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podminkami ovliviovat arealy roz&eni celych drut (Fine, Mesones & Coley, 2004).
Naopak u skupin rostlin, které jsou proti herbiwar silné brarény, doslo v gktrych
piipadech k radiaci a nadpadnému zvySeritydruhi (Farrell, Dussourd & Mitter, 1991).
Zasadni z tohoto hlediska je navic skatest, Ze herbivorni hmyz zkonzumuje asi 10%
globalni primarni produkce rostlin (Coupe & Cah#Q03), coz zhruba odpovida mnozstvi
energie ulozené v rostlinné biomase investovan#imami do rozmnozovani (Mooney,
1972). Herbivorii je pak poSkozeno az 87%ili@amman, 1993). Tyto ztraty jishejsou
zanedbatelné a da se z nich usuzovat, Ze na so@tlize strany herbivorniho hmyzu
vytvaren vysoky tlak. &koliv tak pro koevoluci nemame wipad herbivorniho hmyzu a
rostlin @iliS dikazi a evoluce obou skupin je vyznagmwovlivnéna i jinymi faktory
(Bernays & Graham, 1988; Schoonhowdral, 2005), je #ejmé, Ze tyto d¥ skupiny jsou
navzajem velmi silé provazany.

Rostliny a hmyz se navzajem neotviliji pouze na evolini Urovni, ale i na arovni
spol&enstev. Pro sloZeni spo@nstev listy Zerouciho herbivorniho hmyzu jecdlia
zejména fibuznost hostitelskych rostlin (Agrawal, 2005; Bariget al, 2006; Janz &
Nylin, 1998; Ricklefs, 2008; Weibleret al, 2006) a kvalita potravy fpdstavovana
predevsim obsahem sekundarnich matabdgigrawal, 2005; Barber & Marquis, 2011;
Becerra, 1997; Jart al, 1998; Lavanderet al, 2009; Marquis & Lill, 2010; Murakami
et al, 2005; Rasmann, Johnson & Agrawal, 2009; Ricklef3)8; Wahlberg, 2001) a
morfologii listi (Agrawal, 2005; Cardoso, 2008; Murakaeti al, 2005; Raupp, 1985).
Proto je pekvapivé, Ze jen velice malo dosud publikovanyandist obsahovalo data
zahrnujici jak fylogenezi hostitelskych rostlink taformace o jejich chemickém sloZeni a
morfologii a tyto data kombinovalo s informacemislmZeni spok&enstev herbivorniho
hmyzu. Ritom studie, které tyto data kombinuji, umaf dobry vhled do celé
problematiky a spravnou interpretaci vyslédk dostupnych praci splji tyto pozadavky
cast&n¢ prace tiznych autoi na dubechQuercu$ ale gedevSim pak studie Agrawala na
Asclepiadaceae a Becerry na Burseraceae.

Duby hosti bohata spdenstva herbivorniho hmyzu a navic se jedna o Siroce
rozSieny rod strom. Proto byl vyzkum herbivorie na dubechegnttem mnoha praci
(Forkner, Marquis & Lill, 2004; Marquigt al, 2010; Marquis, Lill & Piccinni, 2002;
Murakami et al, 2005; Roslin & Salminen, 2008; Rossiter, Schélt8Baldwin, 1988;
Salminenet al, 2004). Akoliv fylogenetické pozadi z nich ma jen maiast (Pearse,
2011), nenmidlo by predstavovat problém tyto studie diky dostupné fyhege hostitelskych
rostlin (Pearse & Hipp, 2009) o tyto data dopliuby jsou typické aparentni rostliny
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(Feeny, 1976) a jejich listy jsou by v postat jen mezi rostlinami Siroce rozénhymi
taniny. Vysledky studii na dubech tedy nejsou apldtelné na specializovggi systémy,
v nichz hostitelské rostliny obsahujizné skupiny sekundarnich metahikbt neginasi ani
potencionald velice zajimavé informace oripadné interakcitiznych forem chemické
obrany s morfologickymi adaptacemi i mezi sebouzagm.

Z tohoto hlediska jsou mnohem zajimgv prace Becerry (e.g. Becerra, 1997;
Becerra, 2007) a Agrawala (e.g. Agrawal & Fishbel006; Agrawal, Lajeunesse &
Fishbein, 2008; Rasmann & Agrawal, 2011), ktetigsly plno zasadnich poznatko
vztahu herbivorniho hmyzu s hostitelskymi rostlimahak Burseraceae tak Asclepiadaceae
jsou chemicky velice ddb bragny sekundarnimi metabolity. Burseraceae obsahuiji
piedevSim monoterpeny, seskviterpeny a alkany, zatideclepiadaceae jako obranu
vyuzivaji kardenolidy a latex. Zvlasv pripadt Asclepiadaceae je obran&eg herbivory
velmi &inna, protoZze kardenolidy oviiwji tok draselnych a sodnych iagnv buikach a
latex kront své mechanické funkce obsahuje i dalSi toxiny &gl et al., 2006; Agrawal
et al., 2008). Ve vysledku jsou proto speestva herbivorniho hmyzu n&hto rostlinach
vysoce specializovana a zahrnuji jen malgygbadruhi (Agrawal et al., 2006; Agrawal et
al., 2008; Becerra, 2007). Becerra se navic ve ls\pm@acich zarfuje pevazig na
specializované mandelineky skupiny Blepharida. Wgsomira specializace, zir&
limitovany paet druti a v @gipac praci Becerry i Uzké taxonomické z&eni bohuZzel
neumoduji testovat hypotézy tykajici se &mych" spoléenstev herbivorniho hmyzu,
ktera zahrnuji velky pet druhii s tiznou mirou specializace.

VySe uvedené ffklady studii na dubech a vysoce specializovanyg$tésnech
Asclepiadaceae a Burseraceae jsou v paddigima poly téZze problematiky. V idealnim
piipadt by ale mél modelovy systém zahrnovat celou Skalu drdterbivot od silnych
specialist az po uplné generalisty a navic bylynhostitelské druhy rostlin disponovat

raiznymi druhy obrany a navzéjem se od sebe v tomtdaHisit. Z tohoto hlediska se zda

Mores

1.2. Vrby jako vhodny modelovy systém

Nespornou vyhodou vrb z hlediska studia interakdiesbivornim hmyzem je jejich
druhova diverzita. Na Gzentieské republiky jsou vrby totiz zastoupeny AR/qdnimi
druhy (Chmel& & Koblizek, 1990) a v ramci Evropy gak nejbohatSim rain stroni.
Jednotlivé druhy vrb se od sebe navic na prvnigubhpadé odliSuji morfologii lisfi,



které jsou lysé nebo naopak daty hustymi trichomy. To co z vrb ateni idealni model
pro vyzkum herbivorie je #edevSim jejich unikatni chemické sloZeni, které imav
pravcEpodobré neni u tohoto rodu korelovano s fylogenezi (Nyn&adulkunen-Tiitto,
2005). Sekundarni metabolity, které vrby obsahgpu zejména taniny, flavonoidy a
predevsim praieled” Salicaceae unikatni salicylaty (Julkunen-Tiitt®82; Nymanet al,
2005). Diky rozmanitému zastoupeni sekundarnichalpoditi, které se navic navzjem
odlisuji svoji funkci a €&innosti, jsou spotenstva herbivorniho hmyzu na vrbach awa
diverzifikovana a zahrnuji striktni specialistyutly vazané pouze ngeled’ Salicaceae i
generalisty, kt# se kron¢ vrb Zivi i jinymi rostlinami (Agrawal, 2005; Kope, 20073,
2007b; Rowell-Rahier, 1984; Tomgd al, 2002; Zinovjev, 1998). Vrby jsou proto idealni
modelovou skupinou pro testovani hypotéz tykajidehvlivu sekundarnich metabélit
morfologie listi a fylogeneze hostitelskych rostlin na strukturoleenstev herbivorniho
hmyzu.

Obecr se da shrnout, Ze kazdy systém hostitelskychimoatlna nich Zijicich
herbivoifi ma svoje zvlaStnosti, ale &chto studiich nejde postupovat jinak nez po
jednotlivych systémech. Vrby tedy zapji mezeru mezi extréndrkvalitativné brarenymi

Asclepiacea a Burseraceae a kvantit@tivrarenymi duby

1.3. Vliv fylogeneze hostitelskych rostlin na herlviorni hmyz

VétSina herbivorniho hmyzu je relat&rspecializovana a vyuziva jen omezené spektrum
hostitelskych rostlin (Bernayst al, 1988; Novotnyet al, 2004). Ve vybru hostitele je
pritom WtSina herbivoit znané konzervativni a davatrednost rostlinam ze stejné
fylogenetické linie (Janzt al, 1998; Mitteret al, 1991). Ve ¥tSin¢ piipadi je proto
fylogeneze hostitelskych rostlin dobrym prediktorsioZeni spokenstev herbivorniho
hmyzu (Agrawal, 2005; Bangedt al, 2006; Janzet al, 1998; Novotnyet al, 2006;
Ricklefs, 2008; Weibleret al, 2006). Tento jev fize byt, kromd pripadi skut&ného
fylogenetického konzervatismu, igopben tim, Ze s fylogenezi jsdasto korelovany dalSi
dulezité vlastnosti hostitelskych rostlin  (Ricklef$2008). Pokud jsou vlastnosti
hostitelskych rostlin na jejich fylogenezi nezé&®jge struktura herbivornich spéénstev
casto lépe vysstlena podobnosti chemického sloZeni hostitelskya$tlin nez jejich
samotnou fylogenezi, zejména pokud sekundarni roktgbkteré tyto rostliny obsahuiji,

jsou proti herbivaim velmi &inné (Becerra, 1997; Wahlberg, 2001).



Rekonstrukce molekularni fylogeneze vrb i cédéedi Salicaceae se v minulosti ukazala
byt pontrn¢ slozitd, protoze &tSina &zn¢ pouzivanych lokus neobsahuje dostaiey
pocet informativnich pozic pro rozliSeni vztama vnitrorodové arovni (Volf, 2010).
PredesSlé pokusy o rekonstrukci fylogenezsledi Salicaceae proto obsahovaly velké
mnoZstvi polytomii a nebyly dostéte€ informativni (Azumaet al, 2000; Cheret al,
2010; Hamzeh & Dayanandan, 2004; Leskinen & Alstivapaport, 1999). Vifpack vrb
tak zatim o vlivu fylogeneze hostitelskych rosttia sloZzeni spotenstev herbivorniho
hmyzu neni dostupnych tipS informaci. Fylogeneticka vzdalenost zaloZzena n
morfologickych znacich v praci Topgt al. (2002) byla sice korelovana s nepodobnosti
spolg&enstev herbivdr, nicmér v praci zaloZzené na molekularnich datech, i kqyatr$
rozliSenych, tento trend potvrzen nebyl (Volf, 2D10 vrb se da nicménocekavat, Ze
zcela kltovy bude vztah fylogeneze a obsahu sekundarnicabolgt. Vzhledem k tomu,
Ze vrby obsahuji z&gaé mnozstvi &éinnych sekundarnich metabdlizvlast salicylat, je
pravdépodobné, Ze pokud nebude jejich obsahiibyznych drufi korelovan, nebude
fylogeneze hostitelskych rostlin {ii§ dobrym prediktorem sloZzeni sp&éémstev

herbivorniho hmyzu.

1.4. Sekundarni metabolity vrb
Sekundarni metabolity iieme podle jejich funkce ro&d na dw kategorie — kvalitativni
a kvantitativni.

Kvalitativni obrana je fedstavovana relati¢én jednoduchymi sloteninami
vznikajicimi z malého ptiu prekurzod, hlavre z acetyl-koenzymu A a aminokyselin
(Schoonhoveret al, 2005). Produkcesthto metabolii je proto pordrné rychla, ale zato
energeticky narma (Schoonhoveret al, 2005). Kvalitativié pasobici sekundarni
metabolity jsou obeen €inné zejména proti generalistickym herbitwor, zatimco
specialialisté jsou schopni se n& prizpusobit a v gkterych pipadech je dokonce
vyuzivat ve suj prospech. Latky slouzici fivodre k ochrag pred herbivornim hmyzem a
patogeny tak mohou naopak specializované herbivdorgiru stimulovat a dale je
zvyhodiovat, napiklad tim, Ze slouzi jako obrandegdl predatory (Agrawagt al, 2008;
Bowers, 1983; Harborne & Williams, 2000; PoprawsBreenberg & Ciomperlik, 2000;
Rank, 1992; Rankt al, 1998; Treutter, 2006).rfRlady kvalitativré pasobicich obrannych

sekundarnich metabalibbsazenych v pletivech vrb jsou salicylaty a flavialy.



Kvantitativni obrana je né&asgji predstavovana latkami s vysokou molekularni hmotnosti
jako je celuléza nebo lignin, jejichz hlavni funkeivyztuzovat rostlinna pletiva, ale které
zarove snizuji stravitelnostthto pletiv pro herbivory (Schoonhovenal, 2005).Castou
formou této obrany jsou také kondenzované tanimgdini predstava byla, ze vytvib
kvantitativni obranné metabolity je pro rostlingestaso¥ narané, ale pak je tato obrana
G¢innd jak proti generaligin, tak proti specialigtm, protoze se na ni herbivorni hmyz v
podsta nemize gizpasobit (Feeny, 1976). Vysledkygkterych praci ale sdci o tom, ze
herbivorni hmyz je schopen se na kvantitativni pbrdo utité miry gizpasobit takeé
(Bernays, 1986; Rosliat al, 2008).

Ve studiich zarenych na ekologii herbivorniho hmyzu se vrby z tdkeal obsahu
sekundarnich metabalitasto @li do dvou skupin. Jedna skupina, kam z dredstoucich
v CR pati nagiklad Salix fragilis S. pentandra S. purpurea,S. triandra a S.
rosmarinifolia, by mela byt charakterizovana vysokym obsahem salidylat nizkym
obsahem kondenzovanych tahnibruha skupina, ktera salicylaty neobsahuje, ate ou
pro ni typické vysoké koncentrace kondenzovanyomta zahrnujenagriklad druhySalix
aurita, S. capreaS. cinereaa S. viminalis(tHochwendeet al, 2005; Rowell-Rahier, 1984;
Toppet al, 2002). Podle zjsobu obrany by se tak vrbyehg délit do dvou skupin - jedné,
kterd je chrédéna kondenzovanymi taniny, typickymi pro aparentstliny (Feeny, 1976),
a druhé, kter4d se z ramce klasickyctevih zcela vymyka a je bréma gedevSim
kvalitativné pomoci salicylét.

Ve sveé praci jsem se kr@nsalicylati a kondenzovanych tarireantiil také na
flavonoidy. Diky tomu nj dataset obsahuje informace o vlivu i) tahinedy Siroce
rozStené kvantitativni obrany, ii) flavonaig které misobi kvalitativé, ale roviZz jsou
bézné i u jinych rostlin, a iii) salicylat které pedstavuji kvalitativni sekundarni

metabolity unikatni préeled’ Salicaceae.

1.4.1. Kondenzované taniny

S vyzkumem tanily, jakoZzto latek chranicich rostlinyga herbivory zéal ve své praci
Feeny (1976), ktery hlavni antiherbivorrtinek taniri spatoval v jejich schopnosti srazet
bilkoviny. To nElo u herbivornino hmyzu vést ke zhorSeni stravistnpotravy a mensim
energetickym ziskm. Taniny se nicméndéli na rekolik skupin, které se vyznamadisi
svymi vlastnostmi (Barbehenn & Constabel, 2011pfdan & Karonen, 2011; Salminen,
Karonen & Sinkkonen, 2011). NejlepSi schopnost etrdutlkoviny maji v laboratornich

podminkach ze vSechidhto skupin kondenzované taniny (Barbeheginal, 2011;
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Salminen et al, 2011). Vysledky studii navazujici na praci Fegd@76) nicmén
prokézaly, Ze schopnost tafisraZet bilkoviny je v alkalickém prastli hmyziho $eva
silné omezena a tento mechanismus proto tTvystlit antinerbivorni @inky tanini
(Appel, 1993; Martin, Martin & Bernays, 1987). Vktvych podminkach ale dochazi k
jejich oxidaci a vzniku volnych radik&l které herbivorovi z@sobuji oxidativni stres
(Ahmad, 1992; Appel, 1993; Barbeheeinal, 2009; Barbehenn & Martin, 1994; Summers
& Felton, 1994). V tomto ohledu jsou r&ingjSi ellagitaniny, naopak u kondenzovanych
tanini je tato aktivita velice nizka (Barbehenn, Weir &8inen, 2008; Barbeheret al,
2011; Barbehenast al, 2009; Salminert al, 2011; Salmineet al, 2011).

PrestoZze kondenzované taniny nézpbuji sraZzeni protein ve stevech ani
oxidativni stres, je o nich obetrnznamo, Ze na herbivorni hmyz vliv maji. Vliv
kondenzovanych taninspaiva zZejm¢ predevsSim v tom, Ze pro herbivoryegstavuji
nestravitelnou hmotu (Barbeheret al, 2009). Ve ¥tSin¢ pripadi byl proto zjiSén
negativni dopad kondenzovanych tanina rychlost istu larev, jejich pezivani a
koneinou velikost imag (Bernays, Chamberlain & LeathE981; Grayeret al, 1992;
Kauseet al, 2001; Kopperet al, 2002; Pearse, 2011) i kdyZkdy az g relativre
vysokych koncentracich (Ayrext al, 1997; Bernayet al, 1981; Bryantt al, 1993). Byl
prokdzan i vliv kondenzovanych tafima strukturu spotenstev herbivorniho hmyzu
(Forkneret al, 2004). Dostupné vysledky studii provedenych nic&seae tyto zairy
potvrzuji (Ayreset al, 1997; Donaldson & Lindroth, 2004).

1.4.2. Flavonoidy

Podobri jako taniny i flavonoidy jsou mezi rostlinami 3@ roz&ienou skupinou
sekundarnich metabalit Na rozdil od kondenzovanych tahirale pati do skupiny
kvalitativné pasobicich sekundarnich metablitkromé ochrany ped herbivory maji
flavonoidy v rostlinnych pletivech i dalSi funkc@lavré ochranu ped nepiznivymi

abiotickymi vlivy, jako jsou UV z&ni, chlad, vysychéani, a také obraned patogeny
(Harborneet al, 2000; Treutter, 2006).

Role flavonoid ve vztahu rostlin a herbivorniho hmyzu je gon¢ komplikovana.
Flavonoidy jsou dznorodou skupinou latek a na herbivorni hmyz mopasobit jako
deterenty i jako fagostimulanty (Cipollirat al, 2008; Erhard, Pohnert & Gross, 2007;
Harborneet al, 2000; Simmonds, 2001, 2003; Treutter, 2006). Krdoho u hmyzu
snizuji efektivitu traveni potravy a funguiji i jako toxirfi{obayashiet al, 2008; Lahtinen
et al, 2006; Treutter, 2006). Velterych gipadech u nich byla zji&ta i fototoxicita, kdy
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jsou po vystaveni $tlu zodpowdné za vznik kyslikovych radiké@l(Crockett & Boeve,
2011). Na druhou stranu specializovany hmyz je gofidlavonoidy pomoci glykosylace
detoxifikovat (Lahtineret al, 2006; Salmineret al, 2004; Vihakas, Kapari & Salminen,
2010), nebo je dokonce vyuzit veugwprosgich a napiklad je inkorporovat do sve
kutikuly nebo hemolymfy jako obranuigd predatory (Treutter, 2006; Vihakas al,
2010). Vysoky obsah flavonaid listech zivné rostliny by proto ¢hdo urité podporovat
vySSi pondr specializovanych drahherbivorniho hmyzu oproti generatist.

1.4.3. Salicylaty

NejvyznamjSi skupinu sekundarnich metabblivrb predstavuji salicylaty, které jsou
narozdil od obou vySe zmimych rodin sekundarnich metabolitnikatni pro celed
Salicaceae. Jejich obsahem a tim i investtev@zri do kvalitativni obrany se vrby a
topoly dramaticky liSi od naSich ostatnictedn a jsou z tohoto hlediska podobné spisSe
bylindm (Feeny, 1976). Od flavonagicse salicylaty lisi i tim, Ze jejich hlavni funkge
piedevSim obranaied herbivory, i kdyZ funguji i protigkterym patogetim (Hjalten et
al., 2007). Na nespecializovany herbivorni hmy&nkuji jako deterenty, zpomaluji
rychlost Gstu jeho larev a zvysuji jejich mortalitu (Dennargson & Olmstead, 1990;
Kolehmainenet al, 1995; Matsuki & Maclean, 1994; Oriam$ al, 1997; Ranket al,
1998; Roininen & Tahvanainen, 1989; Tahvanainetkuden-Tiitto & Kettunen, 1985).
Oproti tomu rktefi specialisti se dokazali na salicylaty poné dole prizpasobit a
vyuzivaji je ve suj prosgch. U specialigt proto salicylaty skdy stimuluji prijem potravy
(Kolehmainenet al, 1995) nebo jim $ nejmensim nevadi (Ruuhodd al, 2001). VySSim
obsahem salicylétjsou v gipact specialiti pozitivreé ovlivnény predevsim jejich larvy,
které v girodk na takovych druzich vrigépe gezivaji. Larvy mandelinek radChrysomela
aPhratoramaji na zadéku rekolik zlaz, kterymi vyliduji obranny sekret. Ten je slozen ze
salicylaldehydu, ktery larvy ziskdvaifeménou salicylal obsaZzenych v potraPasteels
et al, 1983). Salicylaldehyd se ukazal jak&inina obrana proti slugi&im (Dennoet al,
1990) amraven@m (Martinsen, Driebe & Whitham, 1998; Pasteetisaal, 1983; Zvereva,
Kruglova & Kozlov, 2010), ktd# v naSich podminkach gatmezi nejvyznamésSi
predatory larvalnich stadii mandelinek na vrbachlSDvysledky tykajici se rychlejSiho
rastu larev &chto specializovanych mandelinek na vrbach s vy&dhsahem salicylat
(Rank et al, 1998) navic podporuji hypotézu, Ze tyto larvyujschopné ze salicylat
které pati mezi fenolické glykosidy, ziskavat glukézu, kterdale vyuZzivaji jako zdroj

energie (Rowell-Rahier & Pasteels, 1986).
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Polyfagni herbivé preferuji spiSe vrby s nizkym obsahefohto sekundarnich metabadlit
(Matsuki et al, 1994; Orianset al, 1997; Rowell-Rahier, 1984). Oproti tomu
specializovany hmyz preferuje hlavnrby s vysokym obsahem fenolickych glykasid
(Orianset al, 1997; Rank, 1992; Roininest al, 1989; Rowell-Rahier, 1984; Toma al,
2002). Vzhledem k dopadu salicylata herbivory se jejichdinky projevuji i na skladba
struktu'e spoléenstev hmyzu na Salicaceae (Bangsrtal, 2006; Hochwendeet al,
2005). U pilatek a nosatcbylo navic zji&no, Ze se jejich spalenstva na vrbach s
vysokym obsahem salicylatskladaji z menSiho ptu druhi, nez na vrbach, které tyto
sekundarni metabolity neobsahuji (Rowell-Rahier84)9 NowjSi studie zamfena na
strukturu spoléenstev herbivornich brotktrend ale zavislosti diverzity na obsahu
salicylati nepotvrdila (Toppet al, 2002).

1.5. Morfologicka obrana vrb pred herbivory
Rostliny nejsou bramy pouze sekundarnimi metabolity, ale tato chemickhrana je
dopirtna o fizné morfologické adaptace t#woi dalSi linii obrany ped herbivory. V

piipadt vrb se jedna zejména o trichomy a tuhosilist

1.5.1. Trichomy

Podobr jako vytv&eji dw rozdilné skupiny na zakladsloZzeni a obsahu sekundarnich
metabolifi, tvori vrby i dw skupiny z hlediska iftomnosti a hustoty trichofnna svych
listech (Volf, 2010). Trichomy jsou efektivnimigobem obrany, ktery je schopny rostlinu
dolre chréanit ped herbivory. Zcela se n& dokézalo pizpasobit jen nemnoho specialist
(Cardoso, 2008; Dalin, Bjorkman & Eklund, 2004). IMaerbivai jimi byvaji obvykle
vice postizeni nez velci (Agrawal, 2005), protolarhi funkce trichom spaiva v tom, Ze
brani pohybu herbivora po listu &ztiji mu proniknuti k jeho povrchu. To méa za naskede
horSi @ijem potravy a pomalejSiist, coz vede k &Sim ztratdm energie a zvySenému
riziku predace (Matsukiet al, 1994; Zvereva, Kozlov & Niemela, 1998). U
nespecializovanych herbiiormohou trichomy branit i v ovipozici (Chiang & Ny
1983), &koliv v ptipad neékterych specialist naopak samicim umagji se na listu Iépe
prichytit a tim ovipozici usnadji (Robinson, Wolfenbarger & Dilday, 1980). Nevyiow
trichomi v ramci ochrany f&d herbivory je i fakt, Ze kro&nherbivorniho hmyzu 2Euji

pohyb i jeho predatém a parazitoidm (Changet al, 2004; Van Lentereat al, 1995).



PrestoZe trichomy maji na herbivorni hmyz na vrbacavgépodobré mensi vliv nez
sekundarni metabolity (Matsulét al, 1994), jsou stale schopné #n& ovliviiovat
specializaci herbivdr a sloZeni jejich spotenstev (Soetens, Rowell-Rahier & Pasteels,
1991; Toppet al, 2002).

1.5.2. Specific leaf area

Tuhost listi miZze gedstavovat pro hmyzigejich konzumaci zngnou gekazku (Agrawal

et al, 2006; Bernays, 1986; Murakaset al, 2005; Pearse, 2011). Zpracovat tuhé listy trva
bezobratlym herbivdr déle a navic ffitom dochazi k obruSovani jejich mandibularnich
zoublki. To miZe nasledivést k hlado¥ni a nakonec az k smrti (Bernays, 1986). Vyznam
tuhosti listi pii vybéru potravy potvrzuji i vysledky z vyzkumu tykajicilse vrb (Raupp,
1985). Da se protocekavat, Ze tuhost listbude mit, podohknjako ostatni vySe uvedené
vlastnosti, dopad na slozeni sp@estev herbivornino hmyzu. Vesdeckych pracech
¢asto vyuzivanou a jednoduSegiitelnou vlastnosti, dde vystihujici tuhost list, je
specific leaf area (Groom & Lamont, 1999; WitkowsgkiLamont, 1991). Specific leaf
area se vyjadije jako pondr plochy a vahy listu a jeji vliv na specializacisaukturu
spoleenstev herbivar podporuji vysledkytznych studii (Agrawaét al, 2006; Poorteet

al., 2004).

1.6. Obranné strategie rostlin

VySe uvedené vlastnosti rostlin slouzici k jejiditao® maji mezi sebou rozmanité vztahy,
vzajemrg se dopiuji a odlisné rostliny vyuZivajiazné z nich. Podle #gobu jakym se
brani proti herbivarm, rozdlil Feeny (1976) rostliny do dvou hlavnich skupMezi
aprentni rostliny, spoléhajicigdevSim na kvantitativni obranné mechanismyi pitiva
vétSina devin, zatimco byliny ale i vrby vyuZivajici kvalitené piasobici latky paf do
skupiny neaparentnich rostlin.

Diive oblibenou teorii tykajici se vtahtiznych obrannych mechanifniyl tzv.
"Univariate trade-off". Tato teorie predikovala a&gni korelaci éznych druli obrany
pied herbivory (Rehr, Feeny & Janzen, 1973). Zaklady$lenka "Univariate trade-off"
vychazi z pedstavy, Ze pokud je jeden z obrannych mechanidostaténé Gcinny,
dochazi k zaniku selekce na ostatniasgby obrany. Této fpdsta¢ by v zasad
odpovidalo icleréni vrb na d¥ skupiny - jednu s lysymi listy a vysokym obsahem

salicylati a druhou chr&mou trichomy a kondenzovanymi taniny (Hochwenderal,
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2005; Rowell-Rahier, 1984; Topgt al, 2002). Vysledky fivodnich praci podporujicich
tuto teorii vSak byly zpochylkimy kwvili z dneSniho pohledu Spatné metodice (Agrawal,
2007) a nepodporuji je ani vysledky r@ich studii (Agrawalet al, 2006; Rudgers,
Strauss & Wendel, 2004).tbodem, pré nebyla existence tohoto trade-off potvrzena je
patrre fakt, Ze izné sekundarni metabolity zastavaji kéoabrany ped herbivory i jiné
funkce a proto mezi nimi nemusi byt jednoduch&im@ zavislost. ¥tSinu rostlin navic
napada Sirokad Skéla herbivioa obrana zaji®vand pouze jedinym znakem by proto
pravdpodobré nebyla proti vSemdinna (Agrawal, 2007).

Zda se proto, Zeurné formy obrany séasto komplementaéndophuji spise
béhem sezony, nez aby mezi nimi byla negativni zésisha mezidruhové Grovni. Pro
rostliny je klicové dolse chranit své mladé listy, které pr® predstavuji znénou investici
a zarové jsou diky vysokému obsahu dusiku lakavé pro hergifColey, Bateman &
Kursar, 2006). Usgna obrana mladych lisje dilezita zejména pro vrby a topoly, které
maji narozdil od #Siny ostatnich fvin neukogeny iist listh a mladé listy se u nich
objevuji po velkoutast vegeténi sezény (Meyer & Montgomery, 1987). Ziskat dobrou
kvantitativni obranu je nicméncaso¥ narané. Mlada pletiva jsou proto bréma
predevsim kvalitativé a kvantitativni obrana nabyva na vyznamu az supogici sezonou.
Obecrt tak plati trend, Ze kvalitatiénptisobici sekundarni metabolity, wipac vrb
salicylaty a flavonoidy, jsou v listech zastoupesigdevSim na j& a jejich obsah se s
postupem sezény snizuje, i kdyz u viistava po celou sezénu pé&me vysoky (Ikonen,
2002; Lahtinenet al, 2006; Martinseret al, 1998). Naopak dochazi k dtu obsahu
kondenzovanych tanina tuhosti lish a tyto znény jsou doprovazeny i snizenim obsahu
dusiku (Coleyet al, 2006; Ikonen, 2002; Kaust al, 2001; Liuet al, 2010; Matsukiet
al., 1994; Meyeet al, 1987; Murakamet al, 2005; Salminewt al, 2004).

1.7. Hybridizace vrb

Vrby jsou zname&astym mezidruhovymikZenim. Celou situaci komplikuje fakt, Ze vrby
nevytva zadné hybridni zény a na jediné lokalise tak zpravidla vyskytuji oba
rodi¢ovské druhy i jejich Kzenci (Fritz, Nicholsorians & Brunsfeld, 1994). Foaané
ztéZuje spravnou determinaci hostitelskych rostlirr&tje pitom zcela nezbytnd, protoze
spole&enstva herbivornino hmyzu se mezi nisikgmi druhy a jejich hybridgasto velmi
liSi (Hochwender & Fritz, 2004; Hochwendeat al, 2005). Tato rozdilna skladba
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spole&enstev herbivdr je zpisobena odliSnosti hybiid v zastoupeni sekundarnich
metabolifi, hustok trichomi a dalSich vlastnostech od miateych druli.

Z genetického hlediska je situace komplikovandtqire kazda ze souboru
obrannych vlastnosti je kodovaradou alel, mezi kterymi panujizné vztahy - aditivita,
dominance i epistaze (Friet al, 2003; Hochwendegt al, 2004). V gipad sekundarnich
metabolifi se nicméd ve wtSine pripadi u hybridhi vyskytuji stejné latky jako u
matgskych druli a liSi se pouze jejich koncentrace. Métasto u hybrid nékteré
sekundarni metabolity chybi a z dosavadnich vysiegklyva, Ze vznik novych sl@enin
byva u Kizend rostlin obeci ponmérné vzacny (Cheng, Vrieling & Klinkhamer, 2011).

Z hlediska preference hybficherbivory mohou nastati tmoznosti. Bd’ jsou pro
herbivory podob# atraktivni jako jeden z matkych druli, nebo jsou jimi preferovani
vice nebo naopak mé&mez kterykoliv z roditi. Shodna atraktivita pro herbivory s jednim
z matéskych druli se da vysgtlit dominanci jedné z alel &mjicich danou vlastnost
vyznamnou pro potravni preferenci herbivora (Fetzal, 1994). Za vySSi preferenci stoji
ve WtSing piipadi patrré zhorSeni obranyschopnosti, igpbené naklad rozchodem
funkéné propojenych lokus ovladajicich utitou vliastnost, fipadré zrata jednoh@lanku
z komplexu @znych obrannych charakteristik, bez kteréhesgane cely systém fungovat
(Fritz et al, 2003). Naopak pokud hybrid &ti nékolik dominantnich alel pro vyhodné
obranné vlastosti, ffpadré se u gho vyraz® zmeni podoby signdl, podle kterych
herbivdi rozpoznavali jeho matské druhy, je pro dmeére atraktivni (Fritzet al, 2003;
Fritz et al, 1994).

1.8. "Leaf-chewers" na vrbach

Velkd c¢ast gedchozich praci byla fip studiu vlivu faktofi ovliviujicich herbivorii
zaneifena na taxonomicky vymezené skupiny hmyzu. ZdaSs& vyhodgjSi zabyvat se
takovou problematikou u SirSi a ekologickiirpzere vymezené skupiny, guildy. Tento
pristup totiz umotituje odliSit trendy charakteristické pro jednotlitaxony od zavislosti,
které maji obea¥)Si platnost.

Idedlni gildou pro studium herbivorie jsou leakuarers, neboli listy okusujici
hmyz. Tato guilda p&t mezi jedny z nejstarSich a objevila se uz ve spodpermu
(Labandeira, 1998). Celosov¢ se patrd jedna o nejdiverzifikovaf)Si skupinu
herbivoriho hmyzu, ktera je spolu s hmyzem sajicostlinné $avy zodpo¥dna za

majoritni podil na celkové herbivorii ze strany fmyColey & Barone, 1996). Narozdil
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od hmyzu sajiciho rostlinn€avy, ktery diky svému Zisobu konzumace potravy rigge

s obrannymi mechanismy rostlin tolik do styku, jd@ty okusujici herbivfi nuceni se
vyporadat s obranou rostlin, zvldSse sekundarnimi metabolity (Schoonhownal,
2005). Proto by se obsah sekundarnich metalmlimorfologie list mély dobie odrazet ve
strukture jeho spoléenstev. V podminkacieské republiky jsou na vrbach listy okusuijici
herbivai predstavovani fedevsim imagy a larvami broitk housenkami motyl a
housenicemi pilatek.

NejpatetrgjSi skupinu herbivorniho hmyzu vyskytujiciho sewnbach pgedstavuji
brouci a jejich larvy, zejména pak mandelinky aatois(Volf, 2010). Zastupci obogdhto
Celedi jsou na Salicaceae relativispecializovani. #sto se mezi nimi prakticky
nevyskytuji Zadni striktni monofagové &tdina druli je specializovana na celaeled
Salicaceae (Rowell-Rahier, 1984; Togipal, 2002). Z ekologického hlediska jsou v tomto
piipad zajimavé pedevSim mandelinky. Ty se wimpd obvykle vyskytuji spiSe na
bylindch, zatimco na aparentnich rostlinach, zearg&tromech, jich v naSich podminkach
muzeme nalézt pouze velmi maly qgb druhi. Vrby se od ostatnichielvin napadé
odliSuji svym unikatnim chemickym slozenim, zejm@a&l gitomnosti salicylat, které se
nekteré specializované mandelinky &dy vyuzivat ve swij prosgch (Dennoet al, 1990;
Martinsenet al, 1998; Pasteelst al, 1983; Ranlet al, 1998; Rowell-Rahieet al, 1986;
Zverevaet al, 2010). D& se protorpdpokladat, Ze vyskyt a druhova diverzita mandkline
na vrbach Uzce souvisi pgas obsahentthto sekundarnich metabadlit

Podob® specializované jako brouci jsou na vrbach i pyatk nichz pevazna
vétSina druli vyskytujicich se na vrbach je také vazana pouzeietal’ Salicaceae
(Rowell-Rahier, 1984). Narozdil od braulse ale mezi pilatkami vyskytuji i striktni
monofagové (Kopelke, 2007a, 2007b; Zinovjev, 1998)dobi jako u brouk mazeme
také u pilatek pozorovat trend, kdy se na vrbaalysSim obsahem salicytawvyskytuji
vice specializované druhy (Roininest al, 1989; Rowell-Rahier, 1984), kterym se v
takovych podminkéch lépeida jejich larvy rostou rychleji (Roininegt al, 1989).

Ze zde uvedenyckadi hmyzu jsou nejpolyfagisi motyli a na vrbach se¢bne
vyskytuji i druhy, které se kronSalicaceae Zivi i rostlinami z jinyaleledi. Resto i pro
motyly plati, Ze vrby s vysokym obsahem fenolickgtykosidi hosti chudsi spatenstva
housenek, ktera jsou sloZzen@yazr ze specializovanych drat{Rowell-Rahier, 1984).
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1.9. Cile prace a hypotézy

Primarnim cilem této studie je porovnat sloZenil&fmstev herbivorniho hmyzu mezi
jednotlivymi druhy vrb a zjistit jaky vliv maji ngejich strukturu sekundarni metabolity,
morfologie listi a fylogeneze hostitelskych rostlin. Vzhledem k tonie fylogeneze
evropskych drub vrb v podstat neexistuje, klade si prace za cil jeji rekonsruRcidobg

je nezbytna i analyza obsahu sekundarnich metapglibtoze ani tyto Udaje nejsou
dostupné a nebo jsou jen velmi Sggborovnatelné s mymi daty. Finalnim cilem je vyuzit
znalosti fylogeneze, obsahu sekundarnich meté@balitmorfologie list k testovani

nésledujicich hypotéz:

) Vrby postradajici salicylaty, a tim pademcinnou kvalitativni obranu, budou Iépe
brarény kvantitativie¢ a morfologickymi adaptacemi. Kvalita listvyjaiend jejich
tuhosti a obsahem kondenzovanych tange bude v @ibéhu sezony proto rychleji
zhorSovat u vrb s nizkym obsahem salidylat

1)) Podobnost spotenstev herbivornihno hmyzu bude korelovana s podsibno
chemického slozeni hostitelskych rostlin, alelodeni spoléenstev bude mit vliv i
morfologie listi.

11)) Obsah sekundarnich metabiltude mit na sloZeni herbivornich sgelestev ¥tSi
dopad nez fylogeneze hostitelskych rostlin. Pokadukaze, Ze fylogeneze neni
korelovana s obsahem sekundarnich metdihadé se pedpokladat, Ze jeji vliv
nemusi byt signifikantni.

IV)  Salicylaty budou mit na sloZeni listy okusujichmyzu tSi vliv nez flavonoidy a
kondenzované taniny, protoze se jedna o unikétniredarni metabolity vrb.

V) Na vrbach s velkym obsahem salicyldly se ngla vyskytovat druho¥ chudsi
spol&enstva. To je zsobeno tim, Ze na salicylaty se, vzhledem k jejich
ojedirglosti v ramci rostlin, dokazalofizptsobit még druhi herbivofi nez na
flavonoidy a kondenzované taniny.

VI)  Na vrbach s vysSim obsahem salioyl&e bude vyskytovat sice mg&mruhi
hmyzu, ale ty budou mit diky niZ§i kompetici zeasy generalist vySSi
abundance. S obsahem salidyl&e proto nebude #it celkovd abundance
herbivof.
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2. Metodika

2.1. Zkoumané druhy vrb

Vrby v prirodk velice ¢asto vytvéi kiizence. Proto jsem s&hem své prace snazil sbirat
hmyz pouze na jedincich, jejichz morfologie vykaalavjasnou fislusnost k dkterému ze
zkoumanych druln Kromg ¢istych mateéskych druli jsem se ale rohodliistoupit i ke
sbéru hmyzu i na dvou vybranych hybridechSalix albax fragilis a S. purpureax
viminalis Tito hybridi jsou kiZenci druli s vysokym a nizkym obsahem salicylat dalo
se @ekavat, Ze budou hostit zajimava spefestva herbivorniho hmyzu, jejichZz slozZeni
muze poskytnout informace o vlivédhto sekundarnich metabdliha herbivorni hmyz.
Vrby jsem utoval podle prace Chmel& Koblizek (1990). Determinaci @voval Milan
Stech a problematické exemigadentifikoval také profesor Koblizek.

Spol&enstva herbivorniho hmyzu byla zkoumana na osmzidnuvrb — Salix
aurita, S. caprea, S. cinere8&. fragilis, S. purpurea, S. pentandra, S. rosmtuiia, S.
viminalis dvou jejich kiZzencich -S. alba x fragilisa S. purpurea x viminalig osice
Populus tremulaktera slouzila jako outgroup pro analydyto druhy vrb byly vybrany,
tak aby byly zastoupeny &lskupiny vrb Bzr¢ rozliSované v ekologickych studiich a byla
tak pokryta chemicka diverzitaraorfologicka variabilita vrb rostoucich na Gze@dské
republiky (Tab 1.).

Tabulka 1. Obsah salicyfata ochlupeni list zkoumanych drulnvrb. Cervert a zele jsou odliseny d¥

skupiny, na 8z se vrby tradiné déli podle obsahu sekundarnich metaldolit

druh salicylaty v listech trichomy
" dospglého stromu* na listech
S. aurita ne ano
S. caprea ne ano
S. cinerea ne ano
S. fragilis ano ne
S. pentandra ano ne
S. purpurea ano ne
S. rosmarinifolia ano ano
S. viminalis ne ano
S. alba x fragilis ano ano
S. purpurea x viminalis ano ne
P. tremula ano ne
T

Julkunen-Tiitto (1989), Soeters$ al. (1991), Julkunen-Tiitto osobni komunikace.
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Tabulka 2. Vyskyt drulnstromi na jednotlivych lokalitach.

3 ; Ohrazeni, Tané u
druh Vrbenské rybniky N j ; Dékanec .
Kalist'sky rybnik Spatki
S. aurita X X
S. caprea X X X
S. cinerea X X X
S. fragilis
X X X
S. pentandra
S. purpurea X X
S. rosmarinifolia X X
S. viminalis X X
S. alba x fragilis X
S. purpurea X X
viminalis
P. tremula X X X

2.2 Vyzkumné plochy

Vyzkum probihal v letech 2008 aZz 2010dtgrech lokalitach v okolCeskych Budjovic:

I) Vrbenskych rybnicich, IlI) v bezprdgstinim okoli rybnika v NPP d&anec u vsi
Krasejovka, Ill) v okoli NPP Ohrazeni a na hraziigského rybnika a 1V) v PPiR¢ u
Spakt u Novych Hodjovic. Vétsina zkoumanych drdhstromi byla zastoupena na dvou
az tech lokalitach (Tab. 2). Pouze na jediné lokade vyskytovali oba hybridi a tal&alix

pentandra.

2.3 Sk¥r a uréovani hmyzu

Skeér dat probihal Bhem sezdn 2008 az 2010 od konce dubna do pologiyHimyz jsem
sbiral smykanim a tmim skrem, abych ziskal i housenky zarolované v lista€h.
standardizaci p@u sebranych jediic hmyzu jsem pouzivaltas straveny sibem
vyjadieny v minutach, ficemz pongr ¢asu straveny &nim sbiranim a smykem byhezi
vSemi druhy strorin vyrovnany. Z poatku jsem se pokousSel udrzet vyrovnanasy a usili
stravené siyrem najednotlivych druzich vrb. To se ale, vzhledentikmécetnosti vyskytu
danych drufi nalokalitach, nakonec ukazalo jako neproveditelnér(Qb. Brouky jsem
determinoval podle kifi Cizek & Doguet (2008), Javorek (1947) Smretsky (1966,
1972, 1974) a Warchalowski (2003Jast problematickych nosdita mandelinek wil
RichardCtvrtecka a Luka$ Sekerka. Housenky, housenice a larwkbrisem dochovaval
do dosplosti kwvali determinaci. Vzhledem Kk relati¢én vysokym ztratdm d&em

dochovavani, jsemiistoupil k fotodokumentaci jednotlivych larev, kégpak podledchto
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fotografii ukil Jan Macek. Podle fotografii byly ¢ovany jen bezpmé rozpoznatelné
druhy. Cast materialu prototstala neufena. To se tykaipvazm celedi Tortricidae,
Depressariidaea Gelechiidae, jejichz larvy nejsou na zakladfotografii spolehli¢
rozlisitelné. Vylihla imaga motylurcili Michal Zapletal a Jan Sumpich.

Pro test specializovanosti jednotlivyidi hmyzu nateled” Salicaceae jsem pouzil
data z dostupné literaturg’iZek et al, 2008; Javorek, 1947; Macek al, 2007, 2008;
Smreczyski, 1966, 1972, 1974; Warchalowski, 20@3)nformace z osobni komunikace s

Janem Mackem a LukaSem Sekerkou.
400 -
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&,b o\\'b (\
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500 -
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Obrazek 1Cas straveny sttem hmyzu na jednotlivych druzich stréom

2.4. Morfologie listi

Jako vlastnosti charakterizujici morfologii tisb kterych jsem fe@dpokladal, Ze maji vliv

na specializaci herbivorniho hmyzu, jsem pouzZiltbius trichomi a specific leaf area

(SLA). Hustotu trichom jsem ugil pomoci odhadu jejich pokryvnosti (Volf, 2010) a
vysledky pro spodni a svrchni stranu listdetske Pokryvnost trichotin jsem odhadoval na

pIné vyvinutych listech ve sédni ¢asti koncové #tévky. Tato metoda mi umoznila
pongrné piesré zachytit rozdily v hustéttrichomi u riznych druli.Vzorky pro stanoveni

specific leaf area jsem nasbiral ve vedetssezon 2011 v pravidelnych 14-ti dennich
intervalech. Mieni specific leaf area jsem pro¥agomoci vazeni kotek z listi o

znadmém piméru, ktera byla pedtim vysuSena v silikagelu.

17



2.5. Analyza obsahu sekundarnich metabolit

Analyzu obsahu sekundarnich metaliojgem proved! v laboratoprof. Riitty Julkunen-
Tiitto na University of Eastern Finland. Vzorky paoalyzu jsem nasbiral &@&kemcéervna
a srpna 2010 pro srovnani hodnot 24iku a vrcholu vegetai sezony. Vzorky list jsem

vysuSil a az do analyzy uchovéval v silikagelu.

2.5.1 HPLC analyza obsahu salicyldi a flavonoida

Analyzu jsem prova# podle protokolu Riitty Julkunen-Tiitto (Ustni &dni). Pro analyzu
jsem pouzil 3-10mg pletiva z list Se vzorky jsem nasledinpracoval na ledu. K
navazenému vzorku jsem do 2ml zkumavkigal 0,6ml vychlazeného metanolu. Vzorek
jsem zhomogenizoval pomoci tlavého homogenizatoru. Poté jsem vzorek nechal 15
minut stat na ledu. Pak jsem homogenizaci opakd®al.ogtovné homogenizaci jsem
vzorek zcentrifugovalip 13 000 otdkach po dobuit minut. Vzorek jsemignesl do nové
6ml zkumavky a nechal metanol odipave vakuové centrifize. Extrakci jsem timto
zpasobem opakoval ve stejné 6ml zkumavwidkrdt scasem stani na ledu snizenym z 15
minut na 5 minut. Pevné reziduum zbylé po extrak@ml zkumavce jsem pouZil pro
stanoveni obsahu kondenzovanych tamiarozpustnych v metanolu.

K vysuSenému extraktu jsenfigal 600ul metanolu a 600ul destilované vody.
Pripadnou sraZeninu jsem opatrzhomogenizoval pomoci ultrazvuku. 20 pl takto
pripraveného vzorku jsem pouzil nha HPLC analyzu obsahlicylati a flavonoid.
Samotnou analyzu jsem prowaghomoci kolony ZORBAX SB-C18 3.5um, 4.6 x 75mm
pri teplog 30°C. Jako solventy jsem pouzil 1,5% tetrahydrofuraf,26% kyselinu o-
fosfore&nou rozpudiné ve vod (solvent A) a metanol (solvent B). Pouzity gradien
ukazuje tabulka 3. Jako vii standard jsem pouzil arbutin. Na detektoru jsediil
hodnoty @i 220, 270 a 320 nm. Flavonoidy a salicylaty jseenitifikoval pomoci hodnot
retertnich ¢adi a spektralnichikvek a jejich obsahiepaietl na zaklad hodnot ziskanych

pro arbutin a pomoci response factors na vahuenofzorku.

Tabulka 3. HPLC gradient

podil solventu B

¢as (min) (%)
5 0
10 15
20 30
40 50
60 100
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2.5.2 Analyza obsahu kondenzovanych tanin

Obsah kondenzovanych tafiijsem zngiil pomoci butanolového testu (acid-butanol
assay) (Swain & Hillis, 1959). Obsah kondenzovanfaini rozpustnych v metanolu
jsem stanovil nasledo¥nk 6 ml sngsi kyseliny chlorovodikové rozpu$té v metanolu,
vzniklé smichanim 50ml 35% HCI s 950 ml butanaden gidal 0,25ml 2% FeNk{SOy).
rozpuséného v HCI. Do této sisi jsem nasledownpipetou penesl 100-400 pl roztoku
piipraveného na HPLC analyzu (viz vy5e). Metanoleemjgloplnil celkovy obsah reakce
na 7,25 ml. Vzorek jsemu#tladn® zvortexoval a s povolenym dkiem nechal ve vodni
lazni vait 50 minut. Po ochlazeni jsem &fit absorbanci vzorkuip550 nm. Obsah tanin
nerozpustnych v metanolu jsentiih obdobnym zgsobem. K 1-2 mg pevného rezidua
zbylého po fipraw vzorki na HPLC analyzu jsemiigal 1ml metanolu a postupoval
podle postupu uvedeného vyse.

Obsah kondenzovnych tadirfug/mg vzorku) jsem z hodnot absorbancec¢gpb

Ags0—0.0317

pomoci rovnicex =
0.0066

a prepa:etl na objem a vahu vzorku.

2.5.3 Chemicka podobnost jednotlivych druli vrb

Na zaklad ziskanych informaci o obsahu sekundarnich metahgkm proved! analyzu
chemické podobnosti jednotlivych diulstromi. Data jsem nejprve zlogaritmoval. K
vyhodnoceni vysledk jsem nasledh pouzil d¥ metody: UPGMA a CCA spitané v
programech Statistica 9.1 a Canoco for Windows.4.56

2.6. Molekularni data

Molekularni fylogeneze evropskych difulrb doposud neni k dispozici. Proto jsem se
pokusil ji pro studované druhy zrekonstruovatedehéazejici prace na toto téma se
potykaly hlavié s malou variabilitou sekvenci, ktera branila vaestrukci fylogeneze
rodu Salix (Azumaet al, 2000; Cheret al, 2010; Leskineret al, 1999). Pro molekularni
analyzy jsem vybralkitlokusy — ITS 1 a 2, trnT-trnL a ADH. ITS, kterg powasti jaderné
ribozomalni DNA a trnT-trnL, chloroplastovy mezigasty spacer, jsou vysoce variabilni
Useky, které se pouZzivaji pro rekonsrukci fylogendaxom s malou genetickou
variabilitou. Treti pouzity lokus byl gen pro alkohol dehydrogendaidH), ktera je u
rostlin zodpo¥dna fedevsim za udrzovani hladiny NADADH je Gsek jaderné DNA s

vysokou muténi rychlosti, ktery se u vrb vyskytuje ve vice Kopi
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Vzorkia urcenych na molekularni analyzy jsem na lokalitachbodleod kazdého druhu
vzdy rékolik, z kazdého shluku morfologicky totaZmypadajicich jedint vSak alespid
jeden. Vzorky jsem po sebrani nechal vysusit kajelu. Na z&tku izolace DNA jsem
vzorky zhomogenizoval. Do sisi jsem gidal PVPP, abych zabranil vlivutipadnych
inhibitora béhem homogenizace. DNA jsem izoloval za pouZziti tiekviPlant Extraction
Kit (Invotrogen) podle protokoluipoZzeného vyrobcem. Ziskanou DNA jsem nastedn
amplifikoval podle pislusnych protokdi (Tab. 4 a Tab. 5). Pro amplifikaci DNA jsem
pouzil specifické primery (Tab. 6).fiomnost PCR produktu jsem &t pomoci
elektroforézy. PCR produkty pro ITS a trnT-trnLijsenechal pecistit a osekvenovat u
firmy Macrogene Korea.

Tabulka 4. SloZeni PCR reakce
a) slozeni PCR reakce pro amplifikaci ITS a trrl-tr  b) sloZzeni PCR reakce pro amplifikaci ADH

B objem Latka objem
Latka
(nl) (nl)

PPP Master mix (Top-Bio) 12,5 PPP Master mix (Bip) 12,5
primer 1 (2.5 pmol) 3,0 primer 1 (1.0 pmol) 3,0
primer 2 (2.5 pmol) 3,0 primer 2 (1.0 pmol) 3,0
H.O 55 HO 50
DNA 1,0 DNA 15
Tabulka 5. Fibéh PCR reakce
lokus Faze teplota trvani opakovani
ITS Denaturace 95°C 300s 1x

Denaturace 95°C 60s 32x

Annealing 52°C 90s 32x

Extenze 72°C 90s 32x

finalni extenze 72°C 600s 1x
matK Denaturace 94°C 300s 1x

Denaturace 94°C 30s 35x

Annealing 52°C 20s 35x

Extenze 72°C 20 35x

finalni extenze 72°C 300s 1x
ADH* Denaturace 94°C 240s 1x

Denaturace 94°C 60s 39x

Annealing 54-50°C* 60s 39x

Extenze 72°C 120s 39x

finalni extenze 72°C 480s 1x

*touchdown
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Tabulka 6. Sekvence pouzitych pririner

lokus nazev primeru sekvence

ITS ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS1P CTTTATCATTTAGAGGAAGGAAG

trnT-

L trnL GAGATTTTGAGTCTCGCGTGTC
trnT2F CAAATGCGATGCTCTAACCT

ADH ADH 10F CTCAGGATCAATACTGATAGG
ADH 530F TGAGGGAGCAAGGTTATCAGG
ADH 700R AMACCAAACCTCYTYGYYGTY
ADH 1460R ACCACCAAGCACTGCAACACC

(Cronnet al, 2002; Savage, 2010; Selosse, Bauer & Moyersd@d?;ZTaberletet al, 1991; Whiteet al,
1990)

U vSech vrb kroma S. viminalisjsem zjistil gitomnost vice kopii genu pro ADH. Proto
jsem u tohoto lokusuitoupi ke klonovani. Pomoci vySe uvedeného prdtoksem
provedl amplifikaci dvakrat nezavisle pro kazdy nedao Objem kazdé reakce byl 50ul.
Produkt jsem zanalyzoval pomoci elektroforézy narémpovém gelu, z kterého jsem
pozadovany fragment DNA vyizoloval za pouziti kNucleoSpin Extract Il (Macherey-
Nagel) podle filozeného protokolu. Naslednsem zngiil koncentraci DNA a vybral pro
kazdy vzorek ten z duplikét ktery |épe odpovidal idealni koncentraci wipané podle
rovnice: koncentrace:%sox& ve které je "a" rovné délce fragmentu v kb. Timto
zpasobem jsem dosahl lepSich vyslégki ligaci. Ligaci jsem provedl pomoci pGEMT
Easy Vector kitu (Promega). Slozeni igareakce ukazuje tabulka 7. Reakci jsem nechal

inkubovat pes noc ve 2C.

Tabulka 7. SloZeni ligai reakce

i objem

Latka
(nl)

pGEM vector 1,0
2x ligation buffer 5,0
H,O 2,0
DNA 1,0
T4 DNA ligaza 1,0

Pro transformaci jsem pouzil IM109 kompetentnikyuPromega). K 10 liga¢ni reakce
jsem gidal 5Qul kompetentnich butk a nechal stat na ledu 20 minut. Po uplynuti této

doby jsem vzorky inkubovalip42°C presré 50 sekund a poté okamZipienesl na 2
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minuty na led. Bdal jsem 45Ql LB média a inkuboval 90 minutip37°C a 160
otatkach/min. Pak jsem 50-@0smesi obsahujici kompetentni iky naakoval na plotny
s agarem obsahujicim ampicilin, IPTG a X-gal.

Vzhledem k vysoké vg¥nosti jsem neprovétl kontrolni PCR, ale bilé kolonie
hned penesl do Terrific broth media s ampicilinem a néchleubovat ges noc ve 3TC
pii 160 ot&kach/min. K izolaci plazmidu jsem pouzil Nucleositasmid kit (Macherey-
Nagel) a postupoval podle protokoldilpzeného vyrobcem. DNA jsem poté nechal

osekvenovat.

2.7. Fylogenetické analyzy

Lokus ADH byl variabilni i v ramci druhu a i u jediho jedince bylgasto nalezenyizné
kopie. Do analyz jsem proto zahrnul vSechny &jit odliSné sekvence pro tento gen.
Ziskané sekvence jsem sestavil v programu Gen&du8. a naslednalignoval pomoci
programu ClustalX 1.83. Alignment jsem mangalpravil v BioEdit 7.0.5.3. Na zaklad
AIC (Akaike Information Criterion) jsem pomoci pmagnu Modeltest 3.7 ovladanéhtep
program MrMTgui 1.0 vybral vhodny model pro metoahaximum likelihood. Vybrany
model HKY+I+G n#l nésledujici parametry: Base= (0.2935 0.1967 (1p20Ist=2,
TRatio= 1.6889, Rates=gamma, Shape= 0.7768, Pin@&410. Fylogram ijbuznosti
zkoumanych druln vrb jsem zrekonstruoval metodou maximum likelihoogrogramu
PAUP 4.0b10. Proved! jsem i Bayesianskou analyajesg matice lokusITS1, ITS2,
trnT-trnL a ADH v programu MrBayes 3.1.2fi ppoctu 2.5x16 generaci s nastevenim
modelu GTR s gamma distribuciied vyhodnocenim vysledkjsem prvnich 25%
generaci z datasetu odstranil. Hodnoty posteribrnjgravé&podobnosti ziskané

bayesidnskou analyzou jsem pouZzil pro vigdd podpory ¥tvi fylogramu.

2.8. Akumula¢ni krivky druh @ a podobnost herbivornich spol&nstev

Pro porovnani diverzity herbivornich sp&gestev na jednotlivych druzich vrb jsem
v programu EstimateS 8.2 zrekonstruoval akugnil&ivky druhi podle indexu Mao Tau.
Pro lepsi pehlednost v grafu jsem s¢h akumulénich kivek pro S. pentandraa

S. purpurea x viminalisodhadl pro 70 <sii na zaklad lomenné funkce:

1

X = ool + e, a metody nejmensSiaktveral s pouzitim aplikacergsitel”, ktera je

souwasti programu Microsoft Office Excel 2003. PorovinaslioZeni spokenstev

herbivorniho hmyzu jsem provedl podle prace Novoatyal. (2006) pomoci Chao-
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Sorensenova indexu zaloZzeném na vyskytu a abungahtlivych druli herbivoi. Pro
standardizaci jsem pouzil vazeni abundance naghicatnmyzu dobou shu. Matici
podobnosti hodnot Chao-Sorensen indexu jsentitsppov programu EstimateS 8.2.
Stejnym zjisobem jsem pak spital matice nepodobnosti sloZzeni sgelestev zvIasS pro

brouky, motyly a pilatky.

2.9. Korelace vlastnosti rostlin a jejich vliv na kzeni spolé€enstev hmyzu
Abych se vyhnul pseudoreplikacim proghgem analyzu vztahu jednotlivych obrannych
vlastnosti vrb ve fylogenetickém kontextu pomodiependent contrasts v programu R
2.10.1 funkcemi z balku ape 3.0. Jako vstupni informaci o fylogenezi urkanych
stromu jsem pouzil fylogram s fgmérnymi vzdalenostmi jednotlivych drih vrb
ziskanymi metodou maximum likelihood. Obdobnymisgbem jsem proved! i analyzu
vlivu obsahu salicyldt na diverzitu a abundanci herbivorniho hmyzu. Rralyu jsem
pouZil logaritmovanou jarni hodnotu koncentracécghiti v listech a jako index diverzity
hodnotu MaoTau ziskanou z akumiech Kivek pro 40 vzork.

Pro porovnani vlivu sekundarnich metakioht fylogeneze hostitelskych rostlin na
sloZzeni spolgenstev herbivorniho hmyzu jsem vyuzil matice nepodsti €chto
vlastnosti. Tyto matice jsem porovnal pomoci pande Mantelova testu v programu R
2.10.1 funkcemi z balku Vegan 1.17-2. Nejprve jsem proved! parcialni M#v test
s matici nepodobnosti spdémstev pro vSechny ,leaf chewers®, poté samostamo
brouky, motyly a pilatky.

2.10. Mnohoroznérné analyzy sloZzeni spok&enstev hmyzu

Mnohoroznérné analyzy vlivu jednotlivych vlastnosti rostlira rsloZzeni spotenstev
herbivorniho hmyzu jsem proved| v programu Canawmo\WWindows 4.56. Z analyz jsem
vyiadil druhy s mé& neZz temi odchycenymi individui. Na zakladdélky gradientu
zjisttné pomoci DCA jsem pro analyzy fegnostnil unimodalni metodu CCA. CCA
analyzu jsem proved| s projakim Skalovanim se zaifenim na mezidruhové vzdalenosti.
Patty individui jsem vazil dobou sbu, vynasobil stem, itetl jedntku a logaritmicky
transformoval. U vSech analyz jsem prodfddMonte-Carlo test signifikance prvni
kanonické osy s 999 permutacemi. Pro porovnaniuvjadnotlivych prominnych jsem
provedl parcialni analyzy. Vysledky mnohorazmych analyz jsem vizualizoval

pomoci programu CanoDraw for Windows 4.12.
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3. Vysledky

3.1. SloZeni spokenstev herbivorniho hmyzt

Celkem jsem nasbiral 9196 jedinbmyzu z 201 druk (Pfiloha 1).Nejpctetrgji byla ve
skérechzastoupena imaga broi predevsim madelinkynejvétsi druhovou diverzitu i

motyli (Obr. 2). Z 84 druth motyli byli vSak jen u 58 zaznamenarice jak dva jedinci.

Oproti tomu u brouk byla proporce vzacnych drahpodstatg nizsi (7 z 54 Celkovy

odhad diverzitypro spoléenstva na jenotlivych druzich strorinukazuje obrazek

Pocet jedinchi Pocetdruhd

- Larvy brouk( h

. Housenice pilatek _-
Bl rousenky oty [

0 20 40 60

T T
2000 6000 4000 2000 a

80 100

Obrazek 2.Celkovy paet jedindé a paet druhi pro jednotlivé skupiny leaf chew. Cerveré jsou
vyznaeny druhy s mé&hnez temi jedinci

80 ~ S. alba x fragilis

S, aurita

S. caprea
e S cinerea
e S fragilis
=S, pentandra
eSS purpurea

e S, rosmarinifolia

Diverzita (Mao Tau)

S. viminalis

S. viminalis x
purpurea

O T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Pocet vzorkl

Obrazek 3. Akumukni kiivky poctu druh leaf chewers pro jednotk druhy hostitelskych rost. PInacara

piedstavuje hodnoty pneedlna data,iigrusSovas je vyznaen frist diverzity aproximovar lomenou funkci.
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V¢étSina sebraného herbivornino hmyzu byla speciadinavpouze néeled Salicea (Obr.
4). NejwtSi podil speialisti jsem zjistil u pilatek. U broukbyl sice vysoky pod druhi
vyskytujicich se i n&ivnych rostlinac z jinych celedi, nicméa z hlediska abundanc
jasre prevazovali specialisté na Salicaceaeopakmotyli vyskytujici se na vrbach byl

prevazn&asti generalisté.

Pomér specializovanych jedinca Pomeér specializovanych druht

|_ Pty _I
_- e -_
-_ BrOUCi __

T T T T T T T T T 1
100% 80% 60% 40% 20% 0% 0% 20% 40% 60% 80% 100%

Obrazek 4. Po#nr specialist na Salicaceag&érverg) a generalist Zivicich sii na jinych rostlinach (ma)

na zaklad informaci z literatury.

Podobny trend byl patrny i specializacénerbivornino hmyzu na jednotlivé druhy stri
v réamci ¢eledi Salicaceae. | v tomtofipact byly nejspecializova¥Si pilatky, mezi
kterymi se vyskytovali i striktni monofagové (O, p=0.002)a jejich spoléenstva s
byla mezi jednotlivymi druhy strommnapadg méré podobna nez vifpad mctyla a
brouk (Obr. 6, p<0.001).

It

1

o

~

Pocet hostitelskych druht
(5]

w

O Median
[] 256%-75%
T Non-Outlier Range

Brouci Pilatky Motyli

Obrazek 5.Patet hostitelskych druhrostlin pro jednotlivé druhy herbivorze tii fadi hmyzu (p=0.002,
F=7.04).
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Obrazek 6.Podobnost spotenste' jednotlivych fadi hmyzu mezi tiznymi druhy hostitelskych strok
(p<0.001, F=386.05).

3.2. Obsah sekundéarnich metabolit

Celkem jsem ve svych vzorcich zjistil 137 diuflavonoidi a salicylah (Priloha 2).
Diverzita zastoupeni flavonoid u vSech zkoumanych driahstromi byla pfiblizné
vyrovnana, zatimco vifpad obsahu salicyldt byly mezi jednotlivymi druhy znmé
rozdily (Obr. 7). Velk&ast slodenin byla unikatni pro jediny zkoumany druh stromn
Zadny sekundarni metabolit z této skupiny nebyleadivS§emi druhy vrb (Obr. ¢

Nejhojrgji se vysktujici salicylat byl salici, ktery obsahovaly vSechny vr obsahujici

salicyléaty.
Flavonoidy Salicylaty
S.alba x fragilis |
S.aurita
S.caprea
S.cinerea
S. fragilis [ |
S.pentandra I
S.purpurea I
S.rosmarinifolia I —
S. viminalis

S.viminalis x purpurea [

P. tremula I
T

2 2% 2 15 10 5 0 o 2 4 & & 10 1 1w 1%
Obrazek 7. Diverzita obsah{potet druhi) flavonoidi a salicylat. Cerverg jsou oznaeny sekundarr

metabolity unikatni pro dany druh strot
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Obrazek 8. Sdileni jednotlivych driukalicylati a flavonoid: riznymi druhy stron.
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S. caprea ja
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S. purpurea leto
P. tremula jaro
P. tremula leto

O Median
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O Outliers

S. pentandra jaro
S. pentandra leto
S. rosmarinifolia jai
S. alba x fragilis ja
S. alba x fragilis le
S. vim X pur jaro

S. rosmarinifolia le

Obrazek 9. Obsah kondenzovanych tanifielenou aervenou barvou jsou odliSeny skupiny vrb téadi
uzivané v ekologickckych studiich - zeleekupina s "vysokym obsahem salicyla nizkym obsahem
kondenzovanych tanifi, ceverg skupina s "nizkym obsahem salicyl&@ vysokym kondenzovanych tafifn

SwtlejSi odstin oznalje hodnoty nagtené na jEe, tmavsi v 1ét
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Obrazek 10. Obsah salicytatZelenou barvou jsou odliSeny vrby tr&ui fazené v ekologickckych studiich
do skupiny drufi s "vysokym obsahem salicyiét SvétlejSi odstin ozn&auje hodnoty nagiené na jie,

tmavsi v 1é. Salix aurita, S. caprea, S. cinerea a S. viminditeré salicylaty neobsahuji, nejsou v grafu

uvedeny.
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Obrazek 11. Obsah flavondidZelenou atervenou barvou jsou odliSeny skupiny vrb ttadiuzivané v
ekologickckych studiich - zelén skupina s "vysokym obsahem salicylala nizkym obsahem
kondenzovanych taniti, ¢everg skupina s "nizkym obsahem salicyld@ vysokym kondenzovanych tafin

SwtlejSi odstin oznalje hodnoty nagtené na jEe, tmavsi v 1ét
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Kondenzované taniny byly obsazeny v listech vSé@umanych strorin Jejich ptimérna
koncentrace seéhem sezony zvySovala (Obr. 9, p=0.009, t=-3.23)ink v fFipadck
salicylati a flavonoidi doSlo k jejimu poklesu (Obr. 10, p=0.040, t=2.6@hfr. 11,
p=0.011, t=3.13). Obsah kvantitaté/pasobicich latek se tak videhu sezony zvySoval a
kvaliativné pasobicich snizoval. Zkoumané vrby se daji &itdha dw skupiny dle
piitomnosti¢i negitomnosti salicylat, nicmér v ramci vrb, které salicylaty obsahuiji, jsou
patrné velké rozdily v jejich koncentraci. Yipadt flavonoidi a kondenzovanych tariin
neni z vysledi ziejmy zadny trend na jehoz zakéally se daly jednotlivé druhy vrb
rozcklit do kategorii.

Z vysledki analyz porovnavajicich jednotlivé druhy stiioma zaklad obsahu
sekundarnich metabalitje patrné, Ze tato podobnost korespondujefitompnosti ¢i
negitomnosti salicylat (Obr. 12). Sezonni variabilita v obsahu sekundérmhetabolit

byla vysSi u vrb s obsahem salicyl&Dbr. 13).

S.aurita

S.caprea

S.cinerea

S.viminalis

S.alba x fragilis

P.tremula

S.pentandra

S.fragilis

S.viminalis x purpurea

S.rosmarinifolia

S.purpurea

20 25 30 35 40 45 50 55
Linkage Distance

Obrazek 12. Podobnost zkoumanych drgtromi na zéklad obsahu sekundarnich metabolt/PGMA,
eucleidian distances). Zelenou &rvenou barvou jsou odliSeny skupiny vrb téadi uzivané v

ekologickckych studiich.
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P. tremula
AS. viminalis | S. purpurea
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S. viminalis x purpurea
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o
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Obrazek 13. RDA ordiriai diagram podobnosti a sezénni variability zkouyehndruti stromi na zaklad
obsahu sekundarnich metabiliZelenou atervenou barvou jsou odliSeny skupiny vrb téadiuzivané v

ekologickckych studiich. $#ejSi odstin ozn&je hodnoty nagtené na jée, tmavsi v I&L

3.3. Molekularni analyzy

Ukazalo se, Ze v ramci sekvenci ITS1, ITS2 a tmmL;tkteré jsou v jinych fdpadech na
mezidruhové Urovni variabilni, je rd8hlixpomérné konzervativni. Z pouzitych lokusbyl
proto nejvice informativni gen pro ADH. Fylograntiuznosti drufi rodu Salix
zrekonstruovany metodou maximum likelihood na zdklakusi ITS1, ITS2, trnL-trnT a
ADH ukazuje obrazek 14. Topologie fylogramu rekamstaného na zakl@dmaximal
likelihood byla shodna u obou modelybranych podle AIC a HLRT. Obdobné vysledky
poskytla i Bayesianska analyza, pro kterodlkpiehlednosti uvadim ultrametricky strom
s vyzn&enym obsahem salicytata hodnotami posteriornich praygbdobnosti pro (Obr.
15). 1 v ramci jednotlivych jedinc jsem v rkterych gipadech zjistil ptomnost vice
raznych kopii genu pro ADH. Jedinou vrbou, jejiz genobsahoval pouze jednu kopii,
byla S. viminalis Krom¢ jiz ptedem znamych hybndS. alba x fragilisa S. viminalis x
purpureajsem zjistil i Kizeni v ramci skupinys. aurita S. capreaa S. cinerea protoze
tyto druhy navzajem nevytiiamonofyletické sesterské skupiny a ¥pad nekterych

jedinal "S. cinerease pravdpodobr jedné o hybridy §. auritaneboS. caprea
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P. tremula

_CS. alba x fragilis
S. alba x fragilis

S. fragilis

S. alba x fragilis
S. fragilis

S. fragilis
S. pentandra

_FS. pentandra
S. pentandra

S. fragilis
S. fragilis
S. aurita
S. aurita
S. aurita

S. aurita
—3S. aurita
S. cinerea
S. cinerea
S. cinerea
——S. cinerea

S. caprea

S. caprea

S. caprea

r S. viminalis
[S. viminalis
S. viminalis x purpurea

_[»S. viminalis x purpurea
S. viminalis x purpurea
—S. purpurea
_ES. purpurea

S. purpurea
S. rosmarinifolia
S. rosmarinifolia

S. rosmarinifolia
S. rosmarinifolia

Obrazek 14. Fylogramifbuznosti drubi rodu Salix zrekonstruovany na zakladokusi ITS1, ITS2, trnL-
trnT a ADH metodou maximum likelihood podle modéliKY s gama distribuci. Kladogram je zakesn
topolem osikou Ropulus tremula Lokus ADH byl variabilni i v ramci druhu a i ediného jedince byly
¢asto nalezenyiené kopie. Do fylogramu jsou proto zahrnuty vSechji§téné odliSné sekvence v ramci
druhu.
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Obrazek 15. Kladogram fipuznosti druh
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32



3.4. Vztahy obrannych vlastnosti vrb

Zadné obranné vlastnosti zkoumanych rostlin speloyty korelované, &oliv v piipad
flavonoidi jsem zjistil marginalé pozitivni zavislost jejich obsahu a SLA, respeétiv
hustoty trichoni (Tab. 8). U vrb postradajich salicylaty se obsahdenzovanych tanin
béhem sezény nezvySoval piigji nez u vrb, jejichz listy salicylaty obsahujE(444, t= -
0.77). Podob&ise mezi obma skupinami neliSil ani sezénni trendé&m specific leaf area
(Obr. 16, p=0.845).

Tabulka 8. Korelace chemickych a morfologickychsthasti zkoumanych rostlin za pouziti independent

contrasts. T&ng jsou vyzngeny marginald signifikantni hodnoty.

Salicylaty Flavonoidy Taniny SLA Trichomy

F p F P F p F p F p
Salicylaty - - 0.16 0.703 0.76 0.409 0.01 0.922 0.20 0.67
Flavonoidy 0.16 0.703 - - 1.62 0.239 487 0.058 4.40 0.069
Taniny 0.76  0.409 1.61 0.239 - - 1.88 0.207 1.17 0.310
SLA 0.01 0.922 4.87 0.058 1.88 0.207 - - 0.55 0.481

Trichomy 0.20 0.669 4.40 0.069 1.17 0.310 0.55 0.481 s -

360
340
320
300
280
260
240
220
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200

0

180
160
140 |
120 |
100 |

80

60

28.4. 10.5. 27.5. 7.6. 24.6. 15.7. 30.7. 12.8. 29.8. 12.9. 30.9.

Obrazek 16. Trend sezonni amy specific leaf area u strdnobsahujicich salicylaty (zel&na bez salicyldt

(Cerver®). Trend se mezi @ima skupinami nelisil (p=0.845, F=0.04).
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Nepodobnost spolecenstev (Chao-Sorensen)

Nepodobnost spolec¢enstev (Chao-Sorensen)

3.5. Vliv vlastnostihostitelskych rostlin na slozeni spol&nstev hmyzi

Fylogenezehostitelskych rostlin a jejh chemicka nepodobnostieguistavovanématici

nepodobnosti obsahu jejich sekundarnich metdl spolu nebyly korelované (0.11,

p=0.393). Vliv fylogenezenen¥l na podobnost herbivornich sptdastev signifikant

vliv (r=0.1505 p=0.128). Vliv chemické epodobnosti na sloZeni celych spgelestev

herbivornho hmyzu byl jen marginansignifikantn (Obr. 17 p=0.078). V samostany:

analyzach pro jednotliviady hmyzu nilo chemické sloZeni pkazny dopad na podobnc
spol&enstev brouk (Obr. 17 p=0.039) eémotyli (Obr.17, p=0.01p V pripact pilatek byl
vliv obsahu sekundarnich metabwlicela nepikazny Obr. 17, p=0.216)

09

08

A Cela spoleéenstva
0
o
o
o)
0" o o oo °
W
o 0
o0
d
o © oY o
o Op ©
o
o 0

20.0 5.0 300 350 40.0 45.0 50.0 55.0 60.0 65.0

Chemicka nepodobnost

c Motyli

Chemicka nepodobnost

08

Brouci

07

06

05

04

03

02

0.1

0]

OQpmg 0 o
0@
00 o9 0 ¢

o}

65.0

08

06

0 o o
200 20 00 %50 400 450 500 50 sdo
Chemicka nepodobnost
D Pilatky
O, Q
(poo A 00 35 9%
00 o 08 8o O o
(onn 5 o © o o
© o
Qo ©
o )
o o

04

02

Chemicka nepodobnost

65.0

Obrazek 17.Vliv chemické nepodobnosti na sloZzeni sgelestev herbivorniho hmy: Podobnost
spoleenstev pilatek (D) (r=0.0%=0.216) ani celych spalenstev herbivai (A) (r= 0.2%, p=0.078) nebyla s

chemickou nepodobnosti korelov.. Naopak v pipadt spolé&enstev brouk (B) (r=025, p=0.039) a moty

(C) (r=0.47 p=0.01) byl vliv signifikantn
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Vysledky CCA potvrdily, Ze druhovatiglusnost hostitelskych rostlin a jejich zkoumané
vlastnosti maji vliv na sloZzeni spoenstev herbivornino hmyzu (Monte-Carlo test,
F=4.192, p<0.001). Prvni dvkanonické osy vysilily 45% variability (Obr. 18).

Vysledky parcialnich analyz ukazaly, Zze ze zkounshnylastnosti rostlin maji na slozeni

spole&enstev herbivdr nejwtsi dopad salicylaty (Tab. 9).

Tabulka 9. Vliv jednotlivych chemickych a morfolagiych vlastnosti rostlin na sloZzeni sp@pstev

herbivori. Uvedeny jsou vysledky Monte-Carlo testu a pogifiwtlené variability.

F p vyswtlena variabilita

Salicylaty 3.627 <0.001 0.205
Flavonoidy  2.267 < 0.001 0.128
Taniny 2.330 <0.001 0.132
SLA 2.665 <0.001 0.150
Trichomy 2.163 <0.001 0.122

= A

-~ S. rosmarinifolia

salicylaty
1 taniny
trichomy
S. vimindlis
S. cinerea
S. aurita A /A S viminalis x purpurea
SLA
A
: As fragilis S. purpurea
flavonoidy A A S.pentandra
S. alba x fragilis
A S. caprea g
© | P.tremula
<

Obrazek 18. CCA ordigai diagram vlivu druhovéifslusnosti hostitelskych rostlin, obsahu sekundérni
metabolifi a morfologie jejich list na slozeni spotenstev listy okusujiciho herbivorniho hmyzu. Praw

kanonické osy vysiluji 45% variability.
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3.6. Vliv salicylati

Ze vSech zkoumanych pr@émmych ngély na strukturu spolenstev hmyzu neftSi vliv
salicylaty (Tab. 9). Salicylaty &y dopad i na diverzitu spaienstev hmyzu (Obr. 19,
p=0.043), &koliv pii analyze za pouZiti independent contrasts vy$ebteliv pouze jako
marginalni (R=0.34, p=0.077). Naopak se neprokézal vliv saliéylaa abundanci
herbivoiti (Obr. 19, p=0.867). U vrb, které salicylaty obsadly, jsem zjistil napadny
pokles abundance herbivorniho hmyzu s postupwgidrsou (Obr. 20., p=0.0355).

Diverzita (MaoTau)

Abundance (jedinci/min)

o® O
[e]

-1 0 1 2 3 4 5 6 -1 0 1 2 3 4 5 8
In Obsah salicylatu In Obsah salicylatu

Obréazek 19. Vliv salicyldt na diverzitu (8=0.38, p=0.043) a abundanci herbivqiR?=0.003, p=0.867).

Obsah salicyldtje uveden pro koncentraci 2i@nou na jée a v logaritmickém gfitku.
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Obrazek 20. Trend sezénni amy abundance herbivorniho hmyzu u vrb obsahujisaditylaty (zele®) a
bez salicylai (Cerver¥). U vrb, které salicylaty neobsahuji, nebylaé¢na abundance hmyzu signifikantni
(p=0.192, B=0.076), naopak u drithkteré salicylaty obsahuji byl jeji poklesHem sezony pikazny (p=
0.035, B=0.11).
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4. Diskuze

4.1. Slozeni spokenstev herbivorniho hmyzu

Vrby se od naSich ostatnichredtin liSi pgredevSim vyraznou investici do kvalitatévn
pusobicich sekundarnich metabilitimZz se z hlediska své obranné strategie podobaji
spiSe bylinam. Jejich unikatni chemické sloZzenpieo odrazi ve sloZzeni spo@nstev
herbivorniho hmyzu, ktera hosti. Négad na vrbach dominantni mandelinky jsou oliecn
specializované igdevSim na neaparentni, kvalitativhrarené byliny a na aparentnich
rostlinach se vyskytuji pogmé vzacre (Warchalowski, 2003).

V¢étSina herbivornino hmyzu byla specializovana ponae€eled’ Salicaceae. To
1984; Toppet al, 2002). V mé praci ale byly mezi jednotlivyrfdady hmyzu v tomto
ohledu zjis¢ny zn&né rozdily. Nelze siceipdpokladat, Ze mira specializace buddiu t
negibuznych taxoti zcela schodna, nicmé&mezi zastupci pilatek, motyla brouki byly
v Siti hostitelskych spekter takoveé rozdily, ze Ize wxaat i o vlivu jinych faktoh nez
pouhé pisluSnosti k dané taxonomickeé linii.

Nejspecializova#jsi byly housenice pilatek, u kterych byla drtivétsina drutlt i
jedinal specializovana pouze na Salicaceae. Navic se ateiljako u jediného ze
zkoumanych hmyzickadi vyskytovali i striktni monofagoveé. Jednotlivé dyutrb proto
hostily zn&né odliSnd spoléenstva pilatek. UZSi vazba na Zivné rostliny je ilatgk
obecrgjSim jevem, zejména ve srovnani s motyly (NeuvoBehliemela, 1983), mezi
nimiz pres na prvni pohled podobnou Zivotni strategévpzovali generalisté. Kram
vysoké miry specializace dosahuji pilatky na vrbaceobvyklé diverzity. Vrby igjme
piedstavuji pro pilatky velmi vhodny zdroj potravypeoto v souvislosti s osidlenim vrb
doSlo k jejich radiaci (Nymamt al, 2006). Pilatky na vrbach jsou totitepmé schopné
vyuzivat sekundarni metabolity hostitelskych rostie swij prosgch, coz jim patré
umoziuje pra¥ vysSi specializace na hostitelské rostliny. U sdeovanych pilatek tak
vySSi obsah salicylatstimuluje ovipozici (Hjalteret al, 2007; Kolehmainert al, 1994;
Roininenet al, 1999) a jejich larvy rostou na vrbach s vysSireablem salicylatrychleji
(Matsuki et al, 1994; Roinineret al, 1989). Da se fiedpokladat, Ze druhy, které jsou
dohre prizpisobené na své hostitele, jsou shopné se sekundamétabolity vypdadat
Iépe a vice z nich iffpadre t€zit, nez druhy méhspecializované. ZvlaStsilny tlak na

specializaci na jednotlivé druhy hostitelskych lioste da ¢ekavat zejména vifpad: vrb,
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u kterych fizné druhy strorfn obsahuji velice rozdilné sekundarni metabolityegch
efektivni odbourdvani nebo vyuZivani proto prgpatobrt vyZzaduje odpovidajici
specializaci. O ménspecializovanych motylech naopak neni znadmo, Zéyiyschopni
sekundarni metabolity vrb vyuZivat veuagwropsch. Misto striktni specializace tak
strategie motyl patrré spaiva spiSe ve schopnostijgmat Siroké spektrum potravy.

U brouki byl paet druhi specializovanych na Salicaceae a geneialigtovnany,
avSak podobhjako u pilatek nili generalisté celko¥ mnohem nizsi abundanci. V ramci
Salicaceae ale byli brouci obé&cmére specializovani na jednotlivé druhy vrb nez pilatky
a to i festo, Ze i u nich byla zj&ta schopnost vyuZivat salicylaty veuagyprosgch
(Denno et al, 1990; Martinseret al, 1998; Pasteelget al, 1983; Ranket al, 1998;
Rowell-Rahieret al, 1986; Zverevaet al, 2010). Hlavni vyhodou, kterou salicylaty
larvam mandelinek fimaseji je obrana ipd predatory pomoci salicylaldehydu, ktery
ziskavaji konverzi gkterych salicylal, zejména salicinu (Pasteatal, 1983). Ten je ale
mezi vrbami obsahujicimi salicylaty Siroce rdegi a specializované mandelinky proto
mohou z tohoto hlediska osidlovat tkéi libovolné druhy vrb. Navic,c¢koliv je tento
piiklad adaptace velmi zajimavy, nejedna se o Sirozsfeny jev. Na mych pokusnych
plochach se vyskytovalo pouze Sest dratandelinek u kterych bylo prokazano vyuzivani
salicylaldehydu k vlastni obran Krom¢ toho se mezi brouky nevyskytovali Zadni
herbivai Zijici poloskry€ v zavinutych listech, mezi které v ramci pilatedidbujicich vrby
pati nejvice specializované druhy (Nymah al, 2006). Vysledky kvalitativnich analyz
vyskytu drutii brouki na jednotlivych druzich vrb &ie ovliviovat i dobra mobilita a
schopnost letu jejich imag. ddtefi jedinci se proto diky vysoké pohyblivosti mohou
docasré vyskytovat i na vrb, kterd je pro & suboptimalnim zdrojem potravy nebo
pripadré naopak rychle vyuzit @asného zlepSeni kvality lisha jinak nevhodném druhu

stromu.

4.2. Obsah sekundarnich metabolit

Obvyklé c¢leni vrb do dvou skupin na i) druhy s vysokym olesahsalicylat a nizkym
obsahem kondenzovanych tainaii) druhy s vysokym obsahem kondenzovanych taain
nizkym obsahem salicylatiHochwenderet al, 2005; Rowell-Rahier, 1984; Topst al,
2002) se na zakladmych vysledk zda byt pordrné nevhodné. Mezi salicylaty a
kondenzovanymi taniny jsem nezjistil Zadnou negatkorelaci a naifiklad Salix pentadra

obsahovala jak relatién vysoké koncentrace salicyiiattak kondenzovanych tariin
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Krome toho, Ze toto &eni postrada jakoukoliv informaci o obsahu flaviolio neni zcela
vhodné ani z hlediska obsahu salic§l&oncentrace a jednotlivé druhy salicyl&e mezi
raznymi druhy vrb napadnlisi a pouzitim kategorii vymezenych na poukiéopnnostici
negitomnosti salicylat dochazi ke ztrét ¢asti informace a znemo&mi testovani
nekterych hypotéz. Bleni vrb do skupin podle obsahu flavonbid kondenzovanych
tanini je pak zcela nevhodné, protoze z vystedkni Zejmy Zadny trend na jehoz zékéad
by se daly jednotlivé druhy vrb rodi do kategorii.

Z vysledki analyz porovnavajicich jednotlivé druhy stiioma zaklad obsahu
vSech zkoumanych sekundarnich metabolg patrné, Ze tato podobnogtste&ne
koresponduje siftomnosti¢i nepitomnosti salicylat. Vrby tak sice lze rozdit na dw
skupiny, ale meziémi nepanuje sestersky vztah. Navic mezi vrbamirék&alicylaty
obsahuji, jsou zrmé rozdily a #které z nich jsou z hlediska obsahu sekundarnich
metabolifi podobrjSi spiSe druiim bez salicylat. Podobg jako v gipact zastoupeni
jednotlivych skupin sekundarnich metahbplroto neni deni vrb do skupin vhodné ani
na z&klad jejich celkového chemického sloZeni. Vzhledem lkéitosti celého systému a
velké variabilit obsahu sekundarnich metabiglise proto i studiu vrb zda byt nejlepSim
feSenim provéstudladnou analyzu konkrétnich vzdrkmisto spoléhani se na data z
literatury a naslednéhsereni vrb do nepesnych kategorii.

Ackoliv jednotlivé druhy vrb obsahovaly velky podihikatnich sekundéarnich
metabolifi, jednalo se &sti 0 derivaty se stejnym chemickym zakladem,evykh se da
predpokladat, Ze nemaji na hmyilig odlisSné @inky. Krome¢ téchto navzajem si velice
podobnych sloenin ale byly jednotlivé linie strofncharakterizovany i zgaé odliSnymi
skupinami sekundarnich metabliti kterych l|ze dopad na podobnost spetstev hmyzu
jednoznéné predpokladat. Fkladem jsou glykosylované a neglykosylované flaidg, u
kterych maji neglykosylované molekulygs stejny flavonovy zéaklad vyraznegativigjsi
Gcinky na herbivorni hmyz, nez jejich glykosylovanérmy (Lahtinenet al, 2006;
Salminenret al, 2004).

Zajimavy je vyskyt unikatnich flavonaidu Salix viminalis x purpureakteré
neobsahoval ani jeden z miaeych druli. U hybridi se gitom wvétSinou vyskytuji stejné
latky jako u mateskych druli a vznik novych slotenin je u kizend obecr pomerné
vzacny (Chengt al, 2011). Na zrénu chemického sloZeni dikendi velicecasto reaguje
herbivorni hmyz. V tomto ifjpads hostil hybridS. viminalisx purpureanékolikanidsobg
vySSi populani hustoty herbivorniho hmyzu, nez oba msité druhy. To naziaje, Ze

jeho celkova obrana byla vyrazhorSi nez (&. viminalisaS. purpurea

39



Vyskyt unikatnich sekundarnich metabilitt hybrici vrb a jejich rozdilné chemickeé
sloZzeni od obou matskych druli maze byt teoreticky vysitleno tvorbou jednotlivych
metabolifi v propojenych biosyntetickych drahach. Jedina cmitéak snadno tiZe
ovlivnit fadu drah vedoucich k mnohéznym latkam a proto i jedinci liSici se v jediné
mutaci moho mit zcela odliSné chemické slozeni (Blyet al, 2005).

Oproti zjis8né mezidruhové variabtit byla sezdénni variabilita v obsahu
sekundarnich metabalitpongrné mala a projevovala se zejménaémmu koncentraci
jednotlivych slodenin. VySSi obsah salicylata flavonoidi na jae a vysSi obsah
kondenzovanych taninv |ét jsou v souladu s Siroce roE&iym trendem snizovani
koncentrace kvalitativh pasobicich latek a zvySovani vyznamu kvantitativniaoly s
postupujici sezénou a #it@ listi (Cornelissen, Fernandes & Coelho, 2011; Ikonef220
Kauseet al, 2001; Lahtinenet al, 2006; Martinseret al, 1998; Meyeret al, 1987,
Murakamiet al, 2005; Salmineet al, 2004).

4.3. Fylogeneze hostitelskych rostlin

Vrby se ukazaly byt ve svych molekularnich znacielce konzervativni skupinou. Nizka
variabilita sekvenci stala i zaqachozimi neusgnymi pokusy o rekonstrukci fylogeneze
celedi Salicaceae (Azunst al, 2000; Cheret al, 2010; Hamzelet al, 2004; Leskineret
al., 1999). V. mém fipact se ukazalo jako zasadni spojeni informace, kteesou lokusy
ITS 1, ITS 2 a trnT-trnL, s informacemi ziskanynei gekvence pro ADH, ktera byla ze
vSech lokus nejvice variabilni.

Celkova podoba fylogeneze odpovida na uUrovni phdrvadicni predstaé¢ o
piibuznosti jednotlivych druhvrb zaloZzené na morfologii (Skvortsov, 1968) atét
arovni je i velmi dobe podpa#ena hodnotami posteriornich prapddobnosti. Vzhledem k
tomu, Ze tato prace nebyla prim&rrangiena na rekostrukci kompletni fylogeneze rodu
Salix, nedaji se dalSiifpadné rozdily oproti klasickémtleréni posoudit. Minimala v
piipadt ¢lenéni do jednotlivych sekci vSak mé vysledky taxondim vztalim podle
Skvortsova (1968) neodporuiji.

| v ramci jednotlivych jedint jsem v rgkterych gipadech zjistil pitomnost vice
raznych kopii genu pro ADH a sekvencgkterych z nich ukazuji na mezidruhoviéZeni.
Obsah sekundarnich metabilise mezi jednotlivymi genotypy ke zn&né liSit.
Pritomnost hybrid u vrb tak zn&né omezuje vyuziti literarnich zdiojo zastoupeni

sekundéarnich metabalitZ tohoto hlediska je protaitezité, Ze jsem analyzu sekundarnich
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metabolifi i fylogenezi rekonstruoval pro svoje konkrétni kkgoa chemické slozeni a
fylogenetick& pozice jednotlivych straginsi tak navzajem odpovidaji.

Z topologie fylogramu je patrné, Ze v ramci vripifgomnost salicylat ancestralni
stav a u Bkterych linii doslo k jejich sekundarni zttalzhledem k malému @tu druhi
vrb zahrnutych do moji analyzy a @i spolehli¥ rekonstruované pozi&. viminalis
bohuzel nelze s jistotici, kolikrat k této udalosti doSlo. Nicmé&wrby ztratily salicylaty
nejmért dvakrat: jednou v ramci linie vedoucBk auritg S. cinerea a S. capreapodruhé
u S. alba kterd sice nebyla zahrnuta do mych analyz, ale j@ znamo, Ze je blizce
piibuzna na salicylaty pa¥mé bohatéS. fragilis(Azumaet al, 2000; Cheret al, 2010;
Leskinenet al, 1999; Skvortsov, 1968) a sama zatosgalicylaty neobsahujeitec nebo
pouze jen ve velice malych koncentracich (Julkuhigie, 1989).

4.4. Obranné strategie vrb

Mezi obsahem zkoumanych sekundarnich metahobpecific leaf area a hustotou
trichomi jsem nenaSel Zzadnytazny vztah. Jednotlivé druhy obrannych mechatism
navzajem nevyltovaly a byly na sab navzajem nezavislé. Moje prace tak podporuje
vysledky sodasnych studii, které popiraji existenci "Univariaele-off" (Agrawal, 2007;
Agrawal et al, 2006; Rudgerst al, 2004). Zakladni mySlenka této teorie, predikujici
negativni korelacitrznych druli obrany ped herbivory, vychazela zgdstavy, Ze pokud
je jeden z obrannych mechanismproti hmyzu dostate¢ Gcinny, dochazi k zaniku
selekce na ostatni @goby obrany. Vrby nicmé&mnapada Siroka Skéla herbiioNyskytuji

se na nich jak generalisté, proti kterym jsaingé zejména salicylaty (Matsulet al,
1994; Orianset al, 1997; Rowell-Rahier, 1984), tak specialisté ikge na tento druh
sekundarnich metabalitdokazali dobe pizpasobit (Ikonen, 2002; Kolehmainest al,
1995; Orianset al, 1997, Pasteelst al, 1984; Pasteelst al, 1983; Rank, 1992; Roininen
et al, 1989; Rowell-Rahier, 1984; Soeteat al, 1991; Toppet al, 2002) a Gingjsi
formou obrany ped nimi patr& predstavuji kondenzované taniny, trichomy a tuhadi. li
Obrana zajitovana pouze jedinym znakem by proto nebyla efektigroti vSem
herbivoifim, ktefi vrby napadaji. Morfologické a chemické adaptade navic zastavaji i
jiné funkce. Fikladem jsou flavonoidy, které kranmobrany ped herbivory chrani rostlinu

i pred patogeny a nénivymi abiotickymi podminkami, jako jsou extrémtdploty,
sucho nebo UV zéni (Harborneet al, 2000; Treutter, 2006).
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V ramci svych hypotéz (hypotéza I) jseie@pokladal, Ze vrby, které postradaji salicylaty,
a tim i &innou kvalitativni obranu, budou lépe b&ay kvantitativié a budou mit vysSi
tuhost listi. Tento nij piedpoklad se nepotvrdil. Mezi vrbami se salicylatyrbami bez
salicylati nebyl rozdil v koncentraci kondenzovanym t@nani hodnotach specific leaf
area. U vrb bez salicylatse nepotvrdilo ani&kavané rychlejSi zhorSovani kvality tist
jako potravy pro herbivorni hmyzébem sezény. Vrby, kteréébem evoluce salicylaty
ztratily tak neinvestuji vice do jinych forem obyarSalicylaty nepochykinfunguji jako
dobra obrana #ed generalisty, ale ékteti specializovani herbivo jsou i v jejich
piitomnosti schopni dosahnout velmi vysokych pofnileh hodnot, Zejmé diky omezené
kompetici ze strany generalistNa celkovou abundanci herbivorniho hmyzu tedy ajém
salicylaty vliv a proto se patémékterym drulim vrb nevyplati do relativhenergeticky

nara:né kvalitativni obrany investovat.

4.5. Vliv vlastnosti hostitelskych rostlin na sloz&@ spole&enstev hmyzu
Obsah sekundarnich metabblihebyl korelovany s fylogenezi hostitelskych raostlV
souladu s hypotézou Il proto podobnost spetstev herbivorniho hmyzu neodpovidala
fylogenetické vzdalenosti hostitelskych rostlinijMysledek tak podporuje zéw praci
piedpokladajicich, Ze fylogeneze hostitelskych mosji dobrym prediktorem struktury
spole&enstev herbivdr pouze v pipadt, Ze jsou s ni korelovany dalSildzité vlastnosti,
nagiklad pra¢ obsah sekundarnich metabolitBangertet al, 2006; Becerra, 1997).
Pribuznost hostitelskych rostlin proto bude prgwabiobré hrat Ulohu spiSe na vysSich
taxonomickych drovnich, n&sgji piiblizné od éeledi vySe, na kterych se od sebe rostliny
ve svych vlastnostech navzajem &amaliSi a navic na nich fize hrat roli i fylogeneticky
konzervatismus herbivornho hmyzu.

Oproti mému pivodnimu pedpokladu (hypotéza II) &a chemicka podobnost
rostlin jen margindlé signifikantni vliv na podobnost spéknstev hmyzu. V
samostatnych analyzach se vliv zastoupeni sekuintiametabolii projevil u motyti a
brouki, naopak na podobnost spi@astev pilatek chemické sloZeni hostitelskych imstl
Zadny vliv nenslo. Davodem, pr¢ v pripact pilatek, a proto i kompletnich spoenstev
hmyzu, nemdla chemickd podobnost vliv, je praygbdobré vysoka specilizovanost
pilatek. Zatimco jednotlivé druhy vrb sdidast druli brouki a motyli, spol€enstva

pilatek jsou natznych druzich vrb zcela odliSna a jen minintade ekryvaji. Pilatky se
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proto zdaji byt specializované spiSe na jednotlinghy strond, nez na skupiny druihs
podobnym chemickym sloZenim, jak je tomuiippct brouki a motyf.

raznych rostlin. Zatimco kondenzované taniny a flaudy jsou Siroce roz&né
sekundarni metabolity, vyskyt salicyige omezen néeled Salicaceae. Nespecializovany
hmyz, ktery se vyskytuje i na jinycteledich rostlin, je proto na salicylaty diky jejich
omezenému roz&ni pravdpodobr prizpisoben mé# nez na kondenzované taniny a
flavonoidy a reaguje naércitliveji. PiestoZze tedy vSechny zkoumané obranné vlastnosti
hostitelskych rostlin kly dopad na sloZzeni spdlenstev herbivornihno hmyzu, néfsi
podil variability v jejich slozeni vys#lil, v souladu hypozézou IV, obsah salicylat
Salicylaty, slodgeniny unikatni pro vrby a topoly, tak byly z tohokhdediska lepSim
prediktorem struktury spatenstev hmyzu nez mezi rostlinami Siroce rfe®¢ taniny a
flavonoidy.

Vlastnosti hostitelskych rostlin, ktera vydia druhy nejtSi podil variability ve
sloZeni spolgenstev listy okusujiciho herbivorniho hmyzu, bytedfic leaf area. Ta je
velmi dol¥e korelovana s tuhosti lis{Groomet al, 1999; Witkowskiet al, 1991). Tuhost
lista je pro herbivory limitujicim faktorem, na ktery dee jen pomirné obtizre
piizpasobit, a ¥tSinou proto ovliviuje jak specializovany tak nespecializovany hmyz
(Agrawal et al, 2006; Bernays, 1986; Murakaraet al, 2005; Pearse, 2011). P&me
velky dopad specific leaf area na sloZeni sfistev hmyzu se proto da nejspisSe wiigv
tim, Ze vysoka tuhost listpisobi narozdil od ostatnich mnou zkoumanych viasitvols
negativié na vSechny zkoumané druhy hmyzu.

Tradicné byly v rdmci tanii za nej@ingSi proti herbivoim povaZzovany
kondenzované taniny diky jejich hypotetické schagpingrazet bilkoviny (Feeny, 1976). Ta
ale nebyla v progedi hmyziho $eva prokazana (Appel, 1993; Mart al, 1987).Rada
praci proto pedpoklada, Ze z hlediska obrankeg herbivory maji kiédi své oxidativni
aktivit¢ daleko ¥tSi vyznam jiné skupiny tanin(Ahmad, 1992; Appel, 1993; Barbehenn
et al, 2009; Barbehenret al, 1994; Summerst al, 1994). Mé vysledky nicmén
potvrzuji, Ze kondenzované taniny na sloZzeni sgolstev hmyzu maji vliiv a
piinejmensim Ize f@dpokladat, Ze rostlinam slouZzi jako nestravitéinméta, ktera snizuje
schopnost hmyzu efektignvyuZivat potravu a zpomaluje jehést (Barbehenret al,
2009; Grayeet al, 1992; Kauset al, 2001; Koppeket al, 2002; Pearse, 2011).

Jak se dalo fedpokladat, od vSech vrb se napadvdliSovala spok&enstva

herbivorniho hmyzu na topolu osice. Krérspol€enstev na osice se od vSech ostatnich
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druhi rodu Salix napads liSila i spol&enstva hmyzu n&. purpureaa S. rosmarinifolia
které jsou charakterizovany mitidaré vysokym obsahem salicytatSalix rosmarinifolia
navic jako jedinna ze zkoumanych vrb dosahuje pbylieného vzastu, gicemz fstova
forma je dilezitym faktorem ovliviujicim podobu spot@nstev herbivornino hmyzu (da
Costaet al, 2011; Lavanderet al, 2009; Lawton, 1983).

4.6. Vliv salicylati

Salicylaty jsou skupinou sekundarnich metakolinikatnich proceled” Salicaceae. Lze
proto pgedpokladat, Ze v pbé¢hu své evoluce Bho prilezitost se na & prizpasobit jen
relativie malé mnozstvi druhherbivoi. Podle této teorie by se proto na vrbach, které
salicylaty obsahuji, #a vyskytovat mé& rozmanita spotenstva hmyzu. Vysledky studii
na toto téma si ale navzajem odporuji (Rowell-RaHie84; Toppet al, 2002). Givodem
rozpof je pravé&podobr pouziti nevhodné metodiky. Adioobou studii totiz pevzali
informace o obsahu sekundarnich metabdititeratury. Jednotlivé populace vrb se ale v
ramci svého arealu rozéhi mohou svym chemickym slozenim amaliSit (Julkunen-
Tiitto, Ustni sdleni) a vyuziti informaci o obsahu salicigbochéazejicich z literarnich
Udaji je proto znané problematické.

Vysledky mé prace podporuji existenci zavislostivetzity spolé€enstev
herbivrniho hmyzu na obsahu salicylathypotéza V), &oliv v analyze za pouZziti
independent contrasts se tento trend ukazal byzgpmarginala signifikantni. Givodem,
pro¢ nebyla tato zavislost vice ikazna, je patrh nizka diverzita spotenstev, ktera
hostilaS. pentandraa naopak napadrvysoka diverzita hmyzu n&. fragilis Vyswtleni
téchto odliSnosti v diveraithmyzu miize spdéivat v rozSieni obou drut vrb. Salix fragilis
pati v CR k jedrem z nejhojiji se vyskytujicich gevin, naopakSalix pentandrase v
okoli Ceskych Budjovic vyskytuje pondrné vzacr a roztrouSefi Vysoka abundance
hostitelské rostliny fitom maZe mit pozitivni dopad na diverzitu hmyzu. (Brandle
Brandl, 2001; Kelly & Southwood, 1999; Leather, 189NaS. pentandrdyl vzhledem k
jejimu fidkému vyskytu navic hmyz sbiran pouze na jedih@lig. To Zejme¢ vedlo k
podhodnoceni celkové diverzity herbivornich spetestev aS. pentandrgproto hostila
nejchudSi spol®nstva herbivdr, coZz neodpovida jejimu fstire vysokému obsahu

salicylat.
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V souladu s hypotézou VI se celkova abundance yamtiho hmyzu s obsahem salicylat
nentnila. Divod sp@iva patrig v tom, Ze &koliv se na vrbach s vysSim obsahem
salicylati vyskytuje mén druhi hmyzu, mohou tito specialisté diky absenci konkoeeze
strany generali§t dosahovat vysSich poputach hustot. Celkova abundance hmyzu se
proto nezmini. Tento za¥r miZe poskytnout voditko k tomu, gra rekterych druli vrb
doSlo k druhotné ztrétsalicylati. Kvalitativni obrana zaloZzena na produkci sekunitdr
metabolifi je pro rostliny energeticky paimé narana (Schoonhoveret al, 2005).
Vzhledem k tomu, Ze salicylaty nemaji na celkovduralanci hmyzu a tim padem
pravdépodobré i na poskozeni hostitelskych rostlin vliv, |z&egpokladat, Ze seskterym
vrbam vyplati do jejich produkcegstat investovat a ugehou energii vynalozit néiklad

na kompenzaci ztrat apobenych herbivory.

Na vrbach, v jejichz pletivech jsou salicylaty abeny, dochazelochem sezény k
napadnému poklesu abundance herbivorniho hmyzwtQpmu na ostatnich stromech
zastaval pdet jedind v podstat konstantni. Bhem sezony nésta obsah tanina zvysuje
se tuhost list. Obsah salicyldtsice v ptibchu sezény klesa, ale @tginy druhi, které tyto
sekundarni metabolity obsahujijistdva stale relatién vysoky. Napadné snizeni
abundance hmyzuéhem sezdény proto patfnsouvisi se zrnou kvality potravy a
kombinaci nefiznivych faktofi ovliviiujicich hmyz na vrbach brémych salicylaty.
Vysledné populéni hustoty herbivorniho hmyzu jsou vSak v podstatozné s vrbami,

které salicylaty postradaji.
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5. Zawr

Ptipady koevoluce rostlin a herbivornino hmyzu bylgsdd zaznamenany jen velmi
vzacré. | meé vysledky potvrzuji, Ze hmy@asto vyuziva hostitelské rostliny s podobnym
chemickym sloZzenim, misto aby sledoval jejich fgogtické linie. Ze zkoumanych
vlastnosti rostlin tak #ty na podobu spotenstev hmyzu nefSi dopad sekundarni
metabolity, salicylaty. Ty jsou préeled’ Salicaceae unikatni a vrbam poskytuji dobrou
ochranu ped generalisty, ke nentli béhem své evoluceiflezitost se na&prizpisobit.
Naopak wkteré druhy specializovaného hmyzu se &aokazaly velmi doke adaptovat a
dokonce je vyuZivat ve 8yprosgch. Ackoliv maji salicylaty velky dopad na diverzitu a
sloZeni spol&enstev herbivorniho hmyzu na vrbach, celkova aburelimyzu se s jejich
obsahem obsahem ne&ni. Salicylaty tak jiz nefedstavuji pro vrby evolimi vyhodu a
vrbadm se proto paténnevyplati do tvorby salicylat investovat energii, coz vedlo k
sekundarni ztrattéchto metabolii v rdmci rékterych linii vrb.

Diky analyze obsahu sekundarnich metabolit vybranych morfologickych
vlastnosti lish hostitelskych rostlin jsem prokazal, Ze jednotlndranné vlastnosti vrb
spolu nejsou korelované. To spolu s vysledkkterych no¥jSich praci zpochyiuje
platnost teorie "Univariate trade-off", predikujinegativni zavislost mezi jednotlivymi
obrannymi mechanismy rostligr herbivornim hmyzem.

Vrby a jejich spoléenstva herbivornino hmyzugastavuji mezistugemezi silré
specializovanymi spotenstvy na Burseracea@i Asclepiadaceae a spo&nstvy na
dubech, zahrnujicimi fpdevSim generalisty. Oprotémito systémim se na vrbach
vyskytuje Siroké spektrumizné specializovanych herbivbra zarové obsahuji akolik
skupin sekundarnich metabdlis odliSnou funkci. Studium vrb proto uniofe testovat
fadu hypotéz o vztahu rostlin a herbivorniho hmyato prace diky usné rekonstrukci
fylogeneze hostitelskych rostlin a analyze obsatwisdarnich metabolitpoklada zaklad
pro dalSi studium herbivorna Salicaceae, ktery umozni do analyz zahrnousi dal
potencionald velmi dilezité promnné, jako je obsah dusiku, nebo i jiné guildy

herbivorniho hmyzu.
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Priloha 1. Soupis zjisnych druhd hmyzu

Larvy broukd
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Phratora tibialis
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Plagiodera versicolora
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Ellescus scanius
Galerucella lineola
Isochnus populicola
Lochmaea capreae
Luperus flavipes
Luperus longicornis
Magdalis linearis
Magdalis ruficornis
Oberea oculata
Phratora laticollis
Phratora vitelinae
Phratota tibialis
Phyllobius arborator
Phyllobius argentatus
Phyllobius oblongus
Phyllobius pomaceus
Phyllobius pyri
Phyllobius scutellaris
Phyllobius vespertinus
Phyllobius viridicollis
Phyllopertha horticola
Plagiodera versicolora
Polydrusus cervinus
Polydrusus formosus
Polydrusus picus
Polydrusus ruficornis
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Cyclophora pendularia
Dasychira pudibunda
Earias clorana
Ectropis crepuscularia
Ematurga atomaria
Erannis defoliaria
Eudia pavonia
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Euproctis similis
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Orthosia populi

S. alba x fragilis
0

P A ONPHPONOORFER O OOOOORFR OO R K-

o

(6]
(Y]

O O O U1 o O o o

S. aurita

o

O O FRPr P ORFP OO0 WVWUOOW OO OORFr OO0 OO0 O0OO0ODO0ODOoOkr OO0 oo o wo

S. caprea
0

O r OO0 U1 OO0 OO0 RFRr P OOOFR O WwWOoOOoOOoOOoOOoTU®er o

[y
[ee)

O O O O kr OO0 o

S. cinerea

O r OO0 Fr OO0 00O FrR P OOOOONONO M

IN .
o © ° :;

O O O »r O O O

S. fragilis
0

P O OO UIOoOOFr PFPR OO0ORF OO0 OO0 O0OO0OO0ORr OO wo

=
o

O O ON OO O O

59

S. pentandra

R O P, O Ul OFr kP OO0 0O 00 O0OO0OO0OO0OO0OO0OOoOOoOOoOo oo

[y
o

O O O O O O Oo

S. purpurea

P O N O O O ONOOOOOOOOOOOOOOoOOoOOooao

[y
o

O O O N O O OO

S. rosmarinifolia

[

O P OO O OO ONDNORP,RORFP,R OO0 O0OO0OO0ODO0OO0DO0OO0OO0ODO0OO0OM~NOWLR PP O

S. viminalis

R N O O O O O O OO OO FRr P OOOoOOoONNOOo

D =
S ° °

O O OO rr O = O

S. viminalis x purpurea

O P OO0 0O 00O WUWLUOoOOoORkr OO0OFrRr OFPF OO0 0000 O0OO0OkFr OO0 Ok oo oo

P. tremula

o

N O ONPFP OORFRNORPROWOMWORONOOOOOOOOOOOURrOURr oo



Pandemis heparana
Parastichtis suspecta
Phalera bucephala
Pheosia tremulae
Pseudosciaphila branderiana
Pterapherapteryx sexalata
Pterostoma palpinum
Ptilodon capucina
Ptycholoma lecheanum
Rhyparia purpurata

Sciota hostilis
Scoliopteryx libatrix
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Semiothisa alternaria
Semiothisa notata
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Amauronematus sp4
Amauronematus sp5
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Pristiphora sp1
Pristiphora sp2
Pristiphora subopaca
Rhogogaster chlorosoma
Tenthredo livida
Tentredo fagi
Trichiocampus grandis
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Priloha 2. Obsah zjiS&nych sekundarnich metabolifi (ng/mg)

S. alba x fragilis  S.aurita S.caprea S.cinerea S.fragilis S.pentandra S.purpurea S.rosmarinifolia S.viminalis S.viminalis x purpurea P.tremula

(+) katechin 0 7.785047 0.584356  4.183575 0 0 1.370943 1.861199 2.838052 1.213702 1.34358
2"-0O-acetylsalicin 0 0 0 0 0 5.603455 0 0 0 0 0
acetyl-salicortin 0 0 0 0 0 21.14434 0 0 0 0 2.227055
ampelopsin 0 0 0 0 0 0 0 0 1.369872 0 0
ampelopsin derivative 1 0 0 0 0 0 2.389998 0 0 0 0 0
ampelopsin derivative 2 0 0 0 0 0 0 0.140089 0 0 0 0
apigenin 5-glucoside 0 0 0 0 0 0 0 0.467149 0 0 0
apigenin 7-glucoside 0 0 0 0.313303 0 0 0.482671 0.342079 0.049796 0.349452 0
apigenin derivative 1 0 0 0 0 0 0 0 0.026114 0 0 0
apigenin derivative 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.077934
apigenin derivative 3 0 0 0 0 0 0 0.152847 0 0 0 0
apigenin derivative 4 0 0 0 0.016468 0 0 0 0 0 0 0
apigenin derivative 5 0 0 0 0.00492 0 0 0 0 0 0 0
chlorogenic acid 8.131711 2.604598 0 1.266261 8.861451 23.3613 0 0 0.736063 0 2.458962
chlorogenic acid derivative 1 0 0 0 0 2.180985 0 0 0 0.197032 0 0
chlorogenic acid derivative 2 0.150052 0 0 0 0.132484 0 0 0 0 0 0
chlorogenic acid derivative 3 0 0 0 0.215486 0 0 0 0 0 0 0
chrysoeriol derivative 1 0 0 0 0.057059 0 0 0 0 0 0 0
chrysoeriol derivative 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.047626
chrysoeriol glycoside 0 0 0 0 0 0 3.454914 0 0 3.884002 0
cinnamic acid derivative 1 0.134326 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
cinnamic acid derivative 2 0.018728 0 0 0 0.103756 0 0 0 0 0 0
cinnamic acid derivative 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1.093565
cinnamoyl acetyl salicortin 0 0 0 0 0 0.340771 0 0 0 0 0
cinnamoyl salicylate 1 0 0 0 0 0 0 0 4.137492 0 0 0
cinnamoyl salicylate 2 0 0 0 0 0 0 1.898184 0 0 0 0
cinnamoyl salicylate 3 0 0 0 0 0 0 1.456886 0 0 0 0
cinnamoyl salicylate 4 0 0 0 0 0 0 0 0.081381 0 0 0
cinnamoyl salicortin 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.61684
cinnamoyl tremulacin 0 0 0 0 0.079671 0 0 0 0 0 0
cinnamoyl tremuloidin 0 0 0 0 3.212323 0 0 0 0 0 0
dicoumaroyl flavonol 0 0.009794 0.015599 0.103664 0 0 0 0 0 0 0
disalicortin 0 0 0 0 0 0 4.349023 3.327267 0 0 0
ditremulacin derivative 1 0 0 0 0 0 0 2.039064 1.059405 0 0 0

63



ditremulacin derivative 2
ditremulacin derivative 3
ditremulacin derivative 4
eriodictyol 7-glucoside
eriodictyol aglycon derivative 1
eriodictyol aglycon derivative 2
eriodictyol derivative 1
eriodictyol derivative 2
eriodictyol diglycoside 1
eriodictyol diglycoside 2
eriodictyol diglycoside 3
eriodictyol glycoside

flavonoid diglucoside

HCH acetyl salicortin

HCH salicortin

HCH tremulacin derivative 1
HCH tremulacin derivative 2
hyperin

isorhamnetin aglycon derivative 1
isorhamnetin aglycon derivative 2

isorhamnetin derivative 1
isorhamnetin derivative 2
isorhamnetin derivative 3
isorhamnetin derivative 4
isorhamnetin glycoside 1
isorhamnetin glycoside 2
isorhamnetin rhamnoside
kempferol 3-arabinoside
kempferol 3-glucoside
kempferol 3-rhamnoside
kempferol glycoside derivative 1
kempferol glycoside derivative 2
kempferol glycoside derivative 3
luteolin 5-glucoside

luteolin 7-glucoside

S. alba x fragilis

0

O O OO OO O O O O oo o o o o

0
0.103922
0.702742

0

0

0
0.473063
0.866179

0
2.151659

0

O O O O o o o

S. aurita
0

O O O O O O O 0O O 0O 0O 0O 00O O0OO0OO0ODO0OO0OO0ODO0DO0LO OO0 OoOOoOOoOoOo o o

0
1.274918

S. caprea

O O O O O O OO O 0O 0O 0O 0O OO0 0O O0OO0ODO0ODOLOOOLODOLOOLOOoOOouoOoOoOooo

0
0.307463

S. cinerea

0

O O O O OO O O 0O 0O 0O 0000000000 OOLO OO OuOOoOOoOoOoOo oo

0
0.313303

S. fragilis
0
0
0.240188
0

O O OO O o o o o

0
0.60843
0
0
0
0
0
0.21242
0
0
0
1.548419
1.000741
0
1.126387
0.064064
0
1.508292
0
0
0.904592
0.116533
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S. pentandra
0

O O OO OO0 o o o o o

0
10.65788
0
0
0
3.028508

O O O 0O O o o o o

0
0.394886
0
0
0
0.111227
0
0

S. purpurea
2.137713
0.417017
1.328597
2.443798

0

0

0

0
2.086058
0.601336

0

0

0

0

0
0.702448
0.800521

0

O O OO OO O OO0 oo o OoOo o o

0
5.559204

S. rosmarinifolia S. viminalis S. viminalis x purpurea P. tremula

0.998686
0.223632
2.08112
0

O O O OO o oo o o o

0
0.50662
0.537342
0

O O OO OO O o o o o o o o

0
7.116254
5.562687

O O OO0 OO 0O 0O 0O OO0 OO0 OoOOoOOoOoOoOo oo

0
0.784229
0.909428

0

0

0
0.633109
0.063541
0.108923

0

O O O o o

0

0

0
5.790387
1.218625
1.640166
0.751685
0.249038
1.503584
1.524363
2.360992
0.483292

O O O O o o o o

0
0.805775

O O O o o o

0
0.400879
0
0
0
0
1.018135

0

O O OO OO0 oo oo

0
0.405409
0
0
0
0
1.391061
0
0
0
0
0.161521
0
0
0
0
0
2.762715
0
0
0.231029
0
0
0



S. alba x fragilis  S.aurita S.caprea S.cinerea S.fragilis S.pentandra S.purpurea S.rosmarinifolia S.viminalis S.viminalis x purpurea P.tremula

luteolin aglycon derivative 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.352631 0
luteolin aglycon derivative 2 0 0 0 0 0 0 0.35475 0 0 1.072227 0
luteolin aglycon derivative 3 0 0.02228 0.00693 0 0 0 0 0 0 0 0
luteolin glycoside 1 0 0 0 0 0.034396 0 1.743107 0 0 0.718073 0
luteolin glycoside 2 0 0 0 0 0.080147 0 0 0 0 0 0
luteolin glycoside 3 0 0 0 0 0.048441 0 0 0 0 0 0
luteolin glycoside 4 0 0.205065 0.114908 0 0 0 0 0 0 0 0
luteolin glycoside 5 0 0.355936 0.236972 0 0 0 0 0 0 0 0
luteolin glycoside 6 0 3.95077 1.950388 0 0 0 0 0 0 0 0
luteolin glycoside 7 0 6.963539 3.863875 0 0 0 0 0 0 0 0
luteolin glycoside 8 0 0.353909 0 0 0 0 0 0 0 0 0
luteoline glycoside 1 0 0 0 0 0 0 0 2.149867 0 0 0
methyl-apienin derivative 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.106816
methyl-apigenin derivative 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.43404
methyl-apigenin derivative 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.023753
methyl-apigenin derivative 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.053543
methyl-luteolin 5-glucoside 0 1.37221 0.489122 2.379632 0 0 0 0.325207 0 0 0
methyl-luteolin aglycon 0 0.06393  0.322601 0 0 0 0 0 0 0 0
methyl-luteolin glycoside 1 0 0 0 0 0.082984 0 0.601474 0 0 0 0
methyl-luteolin glycoside 2 0 0.13008 0 0.07259 0.080147 0 0 0 0 0.229353 0
methyl-luteolin glycoside 3 0 0 0.070581  0.005524 0 0 0.740275 1.272066 0 0.158278 0
methyl-luteolin glycoside 4 0 0 0 0 0 0 0.446901 0 0 0 0
monocoumaroyl astragalin 0 0.944335 1.160059 4.091571 0 0 0 0.158648 1.898546 0 0
monocoumaroyl flavonol 0 0 0.016003 0 0 0 0 0 0 0 0
myricetin 3-arabinoside 0 0 0 0 0 0 0 0 0.051491 0 0
myricetin 3-galactoside 0 0 0 0.196877 0 0.620637 0 0 0.644761 0 0
myricetin 3-glucoside 0 0 0.011175 0.00737 0 2.347844 0 0 0 0 0.340092
myricetin glycoside 0 0 0 0 0 0 0 0 0.075057 0 0
myricitrin 0 0 0 0 0 0.45708 0 0 0 0 0
naringenin 7-glucoside 0 0 0 0 0 0 0.501276 0 0 2.057926 0
neochlorogenic acid 9.405594 0.118674 0.373261 0.51494 3.066569 14.218 0 0.748495 0.266456 0 5.348575
para-OH-cinnamic acid derivative 1 0.450833 0.220805 0.186878 0.304468 0.430965 1.540384 0 0.262864 0.357774 0 0.768818
para-OH-cinnamic acid derivative 2 0.425248 0 0.266207 0 0.346753 0 0 0.298809 0.056055 0 0.387129
para-OH-cinnamic acid derivative 3 0 0.003578 0 0 0 0 0 0 0 0 0.01516
para-OH-cinnamic acid derivative 4 0 0 0.005693 0 0 0 0 0 0 0 0
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para-OH-cinnamic acid derivative 5
para-OH-cinnamic acid derivative 7
para-OH-cinnamic acid derivative 8
para-OH-cinnamic acid derivative 9
para-OH-cinnamic acid glucoside

protocatechuic acid
quercetin 3-glucoside

quercetin 3-pyranoside/arabinoside 1
quercetin 3-pyranoside/arabinoside 2

quercetin aglycon
quercetin derivative 1
quercetin diglycoside 1
quercetin diglycoside 2
quercetin diglycoside 3
quercetin diglycoside 4
quercetin glycoside 1
quercetin glycoside 2
quercetin glycoside 3
quercetin triglycoside 1
quercetin triglycoside 2
quercetin triglycoside 3
quercitrin

rhamnetin aglycon derivative

salicin
salicortin
salicyl alcohol

salicyl alcohol diglycoside

salipurposide
tremulacin

tremulacin derivative 1
tremulacin derivative 2
tremulacin derivative 3
tremuloidin
condensed tannins

S. alba x fragilis

0

0

0

0
0.266568

0
0.819526
1.320522

0
0.584101
0.160207

0

0

0
0.39375

O O O o o

0
0.765112
0
0.679631
0.001
0
1.453179
0
0.138069
0.001
0
0
0
127.2598

S. aurita

0

0

0

0
0.323295
0.035744
2.310858

0

0

0

0
0.392937

0

0
0.066405

o

O O OO0 O O O 0O O O o oo o o o

0
196.7261

S. caprea
0.105035
0
0
0
0
0.037312
0.405889

O O O O O o o

0
0.051212
0

O O OO O O 0O o o o oo o oo

0
139.7653

S. cinerea

0

0

0

0
0.044729
0.134342
1.066902
0.013381

0

O O O O 0O 0O 0O 0O 0O 0O 0O 0D O0OO0O OO0 OouOOoOOoOoOo oo

0
160.4677

S. fragilis
0
0.034564
0
0
0.328085
0
2.557529
0
0
0
0
0
0.904592
0
0.492846
0

O O O o

0
0.221845
0
1.160746
3.468194
0.089463
2.386291
0
10.33048
0.960352
0.034662
0.595423
4.599393
51.9109
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S. pentandra
0
0
0
0
0.680536
0
7.096379
2.636563
1.029947
0

O O OO O o oo oo

0
0.706901
0
3.231018
0

O O ©O O o

0
0.769449
0
192.1847

S. purpurea
0

O O O o

0
0.615478

o

O O O 0O 0O O 0O OO o o o o o

0
13.99938
70.26478
2.164967

0
0.353714
60.36083

0

0
1.298847

0
42.61745

S. rosmarinifolia S. viminalis S. viminalis x purpurea P. tremula

0

0

0
0.12235

O O O OO OO O O 0O 0O o oo o o oo

0
15.04732
88.09934
3.762932

0

0
47.42061

0

0
1.758285

0

134.299

0

0

0

0

0
0.077892

2.27215

0.425367

0

0

0

0
0.098597
0.136037
0.067454

0
0.055274
0.098885
0.107775
0.050297

0

1.60915
0

O O O O O o o oo

0
138.5257

O O O O o

0
1.543409

O O OO OO0 O o o o o o o

0
2.29635
1.501174
1.636478
0

O O O O o o o

0
112.2698

0

0
0.016738

0

0

0

11.8838

0.593553

0

0

0
2.193637
0.998067

0

o O O o

0
0.351556
0.311724

0

0

2.84721
3.979732

0

0

0
9.773002

0

0

0

0
37.89527
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