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Uvod

Fytofagni zastupci hmyzu se museli v pribéhu vyvoje
adaptovat na pfitomnost sekundarnich metabolitd, které
rostliny &asto vyuZivaji jako obranu pred 3kidci'. Diky
koevoluénimu plsobeni a nutnosti neustalého zdokonalo-
vani obrany pak vznikaji u hmyzu rizné mechanismy,
které jim pomadhaji pfekonédvat toxické Ucinky latek obsa-
zenych v potravé. Poznavani téchto vztahd mezi hmyzem
a rostlinou je jednou z hlavnich oblasti chemické ekologie®.

Jednim z obrannych mechanismt proti potencialné
Skodlivym Ucinkdm sekundarnich metabolitd je jejich ku-
mulace v té€le hmyzu. Byla popsdna kumulace morfinu
u Calliphora stygia, hmyzu, ktery se zivi rozkladajicim se
masem. Snahou tohoto mechanismu je obejiti negativniho
ucinku alkaloidu pomoci bezpecné izolace latky a jeji pri-
padné postupné exkrece’. Dalsim piikladem adaptace je
vyuziti kumulované latky jako obrany pred predatory, jak
je tomu u motyld ¢eledi Papilionidae, jejiz zéstupci jsou
diky kumulaci aristolochovych kyselin pro predatory ne-
stravitelni’. U motyli byla prokézana kumulace celé fady
sekundarnich metabolitti, obzvlasté pokud se jedna o mo-
tyly uzce specializované na jednu konkrétni skupinu rost-
lin. Fenolické glykosidy salicin a salikortin kumuluje
Limentis archippus (Nymphalidae), chinolizidinové alka-
loidy larvy Aresiphita reversalis (Pyralidae), kardenolidy
larvy Danaus plexipus (Nymphalidae). Toxicky glykosid
cykasin byl detegovan u motyla Eumaeus atala florida
(Lycaenidae)s.

Dalsi moznosti vyporadani se s toxicitou sekundar-
nich metaboliti v potravé je jejich detoxikace. Vystaveni
organismu hmyzu pusobeni xenobiotik v potravé vede ke
zvyseni aktivity detoxikaCnich enzymi, zejména cytochro-
mu P450 (cit.5).
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Laboratorni pfistroje a postupy

V nasi praci byly pouzity larvy motyla lisaje smrtihla-
va (Acherontia atropos). Jde o tazného motyla, jehoz do-
movskymi oblastmi jsou tropické casti Afriky a Asie, vy-
skytuje se také ve Stfedozemi. Primarnim zdrojem potravy
jeho housenek jsou pfedevsim rostliny ¢eledi Solanaceae.
Tropanové alkaloidy, obsazené v této celedi, patii mezi
silné G¢inné latky. Proto existuje ptredpoklad adaptace
Acherontia atropos na tyto sekundarni metabolity. Jako
polyfagni zivocich se ovSem miZe stravovat velkym spek-
trem jinych rostlin’.

Z 7ivnych rostlin byla vybrana Atropa bella-donna L.,
rulik zlomocny, z celedi Solanaceae. Rostlina obsahuje
zejména tropanové alkaloidy, nejvice (—)-hyoscyamin,
ktery skladovanim racemizuje na atropin. Déle byla pouZi-
ta Ligustrum vulgare L., ptaci zob obecny, pro vyskyt
strukturalné jinych skupin obsahovych latek, glykosidi
flavonoidii a secoiridoidil.

Cilem prace bylo srovnat kumulaci sekundérnich
metabolitl v zavislosti na slozeni potravy Acherontia
atropos a prispét tak k pochopeni souvislosti ve vztazich
hmyz — rostlina.
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Experimentalni ¢ast
Chov

Chov probihal s ohledem na specifika pro Acherontia
atropos’. Vajitka byla ponechana pii pokojové teplotd
v Petriho miskéch do vylihnuti. Housenky byly rozdéleny
do dvou skupin s riznymi zivnymi rostlinami. Jedna sku-
pina byla krmena listy Ligustrum vulgare, druha listy Atro-
pa bella-donna. Postupné byly housenky piesouvany
z Petriho misek do vétsich plastovych nadob a nakonec
ponechany ve vzdusnych housenicich tvofenych monofilo-
vymi vaky na zivné rostling. Nejlépe prospivaly housenky
zivené Atropa bella-donna. Rozdil mezi velikosti house-
nek ve skupinach Ligustrum vulgare a Atropa bella-donna
byl patrny, nicméné se v poslednim stadiu vyrovnal. Hou-
senky byly usmrceny pomoci mrazu po né¢kolikadennim
hladovéni ve stadiu pre-pupy, kdy se zbavily nadbytec-
nych tekutin a zacaly hledat misto ke kukleni a nasledné
lyofilizovany®. Vaha housenek po lyofilizaci se pohybova-
la okolo 2 g.

Pouzité chemikalie

Methanol, kyselina sirovd, 26% roztok amoniaku,
chloroform, bezvody siran sodny, acetonitril, kyselina
mravenci, atropin (Sigma-Aldrich, CR).

Ptistroje a pomucky

Pro chromatografickou analyzu byl pouzit HPLC
systém Hewlett-Packard 1100 (Agilent Technologies, N¢-
mecko) s UV detekci (DAD) a hmotnostni detekei
s elektrosprejovou ionizaci (MS-ESI), kolona SUPELCOSIL
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ABZ'PLUS, 15 cm x 4,6 mm, &astice o velikosti 3 um
(Supelco, USA).

Ptiprava vzorki

Extrakt z Ligustrum vulgare byl ptipraven maceraci
1 g suSenych listd v 20 ml methanolu 24 hodin pfi pokojo-
vé teplot®. Vysledny extrakt byl dale analyzovan metodou
HPLC/ DAD/MS. Extrakt z Atropa bella-donna byl pfi-
praven extrakei 0,5 g susené drogy 10 ml kyseliny sirové
o koncentraci 0,05 mol "' p#i teploté 40 °C za stalého mi-
chani po dobu 30 min. Roztok byl alkalizovan amoniakem
do pH 9. Po filtraci byl extrakt vytiepan do chloroformu
a vysusen bezvodym siranem sodnym. Extrakt byl odpaien
do sucha a odparek rozpu§tén v 1 ml methanolu’. Analyza
probihala metodou HPLC/DAD. Housenky byly extraho-
vany stejnym zptisobem jako Zivné rostliny®.

Mobilni faze a podminky méfeni

Pii HPLC analyze byla pouZita gradientova eluce,
mobilni faze byla slozena z acetonitrilu a 0,2% kyseliny
mraven¢i v poméru 10:90 v 0. minut¢ a 100:0 ve
36. minuté, prutok 1 ml min!, teplota na kolon¢ 40 °C,
nastfik 10 pl. UV detekce pfi 280 nm a 215 nm. HPLC/
MS-ESI spektra byla ziskéna v negativnim modu.

Urceni limita detekce

Kalibra¢ni roztoky atropinu byly ziskdny fedénim
zasobniho roztoku a proméfeny v koncentracich 100-
500 ug ml'. Zavislosti odezvy detektoru na koncentraci
byly zpracovany linearni regresi.
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Obr. 1. HPLC analyza extraktu Atropa bella-donna (B), srovnani se standardem atropinem (A)
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Vysledky a diskuse

Analyza rostlinnych extraktl

HPLC analyzou extraktu Atropa bella-donna byl
srovnanim se standardem prokazan atropin s reten¢nim
casem 2,7 min (obr. 1). Extrakt z Ligustrum vulgare vyka-
zoval velké mnozstvi latek s absorpénim maximem pfi
280 nm. Podle UV spektra §lo zejména o secoiridoidy,
fenylpropanoidy a flavonoidy, srovnanim s knihovnou
standardd se nam podafilo identifikovat akteosid a rutin.
Dalsi latky byly identifikovany metodou HPLC/MS-ESI
(tab. T) a jde o sloudeniny jiz diive v rostling popsané'®'".

Analyza housenek

HPLC analyzou housenek s zivnou rostlinou Atropa
bella-donna a srovnanim se standardem byl v housenkach
prokéazan atropin, dochazi tedy k jeho kumulaci v tkanich
housenek (obr. 2). Jeho mnoZzstvi v jedincich byla stanove-
na na zakladé srovnani plochy piku se standardem na 3,5 +
0,4 pg (n=3). Housenky i dospélci motyla Ideopsis similis
kumuluji alkaloidy z Zivné rostliny Tylophora tanakae®,
jejich mnozstvi v jedinci se pohybovala v zavislosti na
druhu alkaloidu od 3.5 do 14 pg. Kromé kumulace muze
dochazet v téle housenek i k metabolizaci sekundarnich
metabolitl. Tato byla pozorovana u motyli rodu Longitar-
sus v piipadé pyrrolizidovych alkaloidi'”. Alkaloidy jsou
v téle hmyzu hydrolyzovany a dale oxidovany cytochro-
mem P450 a také pomoci specifickych N-oxidas, které
jsou pritomny v hemolymf&'?. Tropanové alkaloidy
z zivnych rostlin ¢eledi Solanaceae jsou vyuZivany larvami
motyla Placidula euryanassa a maji velky vyznam v jeho
ochrané pred predatory’. V piedchozich studiich s Ache-
rontia atropos, krmenych na Solanum tuberosum, byla
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Tabulka I

Laboratorni pfistroje a postupy

HPLC/MS-ESI analyza obsahovych latek methanolového extraktu Ligustrum vulgare s molekuldrnim ionem [M-H]™

a naslednymi fragmenty v MS/MS spektru

Retencni ¢as [min] [M-H] MS/MS Sloucenina
1,7 315 153,135 hydroxytyrosol-glukosid
7,9 623 461 akteosid
9,1 785 623 echinakosid
10,1 609 301 rutin
10,5 555 393,273 ligustalosid A
11,1 577 267 apigenin-rutinosid
12,4 539 377,307, 275 oleuropein/ligustalosid B
13,6 523 361, 291, 259 ligstrosid
W o
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Obr. 2. HPLC analyza extraktu housenky Acherontia atropos
atropinem (B)

prokdzana kumulace polyhydroxylovanych tropanovych
alkaloidi, které byly také detegovany v Zivné rostling".

Z HPLC analyzy housenek s zivnou rostlinou Li-
gustrum vulgare je patrné, Ze v extraktech se vyskytovaly
zejména polarni latky, nicméné se zadnou pomoci HPLC/
DAD/MS-ESI nepodafilo identifikovat, ani nebyla zjiSténa
shoda UV spekter s UV spektry obsahovych latek extraktu
Ligustrum vulgare. Z vysledki vyplyva, ze jsme neproka-
zali kumulaci secoiridoidd popt. fenylpropanoidi Li-
gustrum vulgare v télech housenek Acherontia atropos.
Kumulace iridoidt ve tkanich celé fady druhd motyld je
béznd, nicméné se jednd prevazné o monofagni druhy,
pfipadné druhy tzce specializované na rostliny s vysokym

T |
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t, min

na Zivné rostliné Atropa bella-donna (A), srovnani se standardem
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obsahem iridoidnich latek'*". Nebyla prokézana ani ku-
mulace flavonoida Ligustrum vulgare. V ptipadé kumula-
ce flavonidd jde o proces mén¢ Casty a projevuje se zejmé-
na pigmentaci kfidel motylti v zavislosti na typu flavonoi-
du, ktery byl kumulovan'®.

Zavér

V ramci studie bylo prokazano, ze nedochazi ke ku-
mulaci obsahovych latek Ligustrum vulgare v t€lech hou-
senek Acherontia atropos krmenych touto zivnou rostli-
nou. Negativni vysledek muze byt ovlivnén faktem, Ze



Chem. Listy 108, 1145-1148 (2014)

Ligustrum vulgare nepatii do ¢eledi, kterd je primarni po-
travou tohoto druhu. U housenek krmenych zivnou rostli-
nou Atropa bella-donna byla prokazéna kumulace atropinu
ve tkanich. Vysledky naznacuji, Ze u Acherontia atropos,
kterého zafazujeme mezi polyfagy s Sirokym spektrem
zivnych rostlin, existuji krom¢ kumulace i jiné mechanis-
my vypoiadani se s nepfiznivymi U¢inky sekundédrnich
metabolitl, jako je metabolismus (hydrolyza, oxidace)
a exkrece.
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Selective uptake and storage of various secondary
metabolites by phytophagous insects are important aspects
of insect — plant interactions. This phenomenon— seques-
tration — is one of many adaptation processes of phytopha-
gous insects in defence against toxic effects of plant com-
pounds. The larvae of Acherontia atropos were fed on
various diets (Atropa belladonna, Ligustrum vulgare) and
sequestration of secondary metabolites from foodspace-
plants was studied. HPLC/DAD/MS-ESI analysis demon-
strated that Acherontia atropos larvae sequester moderate
amounts of atropine from Atropa belladonna. Secondary
metabolites of Ligustrum vulgare were not sequestered.
Some data indicate that these metabolites are hydrolysed
and excreted. Acherontia atropos larvae reduce toxic ef-
fects of plant compounds also by their metabolisation.



