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CILE PRACE
Teoreticka c¢ast:

Vypracovani literarni reSerSe s vyuzitim klicovych slov: Ocimum basilicum L.,

podminky péstovani rostlin, sekundarni metabolity, GC-MS, LC-MS.
Experimentalni ¢ast:

Posouzeni vlivu kultivacnich podminek na produkci sekundarnich metabolitu.



1 UVOD

V poslednich nekolika desetiletich je zeméd¢€lska produkce plodin negativné ovliviiovana
riznymi environmentalnimi vlivy. Dochazi ke zménam klimatu, zasolovani pud
a uvolfiovani riznych znecist'ujicich latek. Tyto i jiné abiotické stresy, jako je nedostatek
zivin ¢i jejich nadbytek v dasledku pouzivani hnojiv, predstavuji pficinu ztraty vynosa
plodin po celém svété.

Rostliny neustale reaguji a pfizpisobuji se zménam prostiedi tak, aby se vyrovnaly
s témito stresujicimi podminkami. Dochazi ke zménam genové exprese latek,
které pomahaji rostlindm se vyrovnat s riznymi druhy abiotického stresu. K prizptsobeni
se pusobeni abiotického stresu prispiva produkce ruznych polyaminti (Alcazar et al.,
2006), polyfenoli jako jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany
(Samec et al., 2021) a terpenoidii (Boncan et al., 2020).

Jelikoz je sledovani vliva stresovych podminek pfi péstovani plodin na polich pfilis
slozité z dvodu piisobeni mnoha riiznych druht stresu zaroven, jako je nepfiznivé pocasi
a pusobeni Skiidci a nemoznost presné kontrolovat slozeni pudy a dostupnost zivin
u jednotlivych rostlin, je nejlepsi strategii péstovani plodin za kontrolovanych podminek.
Timto pfistupem je mozné zlepSovat pfistup péstovani plodin, sledovat vliv jednotlivych
strestl na rust, vyvoj a nutrini slozeni rostlin, a diky tomu je mozné nasledné zlepsit
kvalitu péstovanych plodin a jejich vynos.

Sekundarni metabolity, jako jsou polyaminy, fenolické slouCeniny a terpenoidy,
jsou nejen obranou rostlin proti abiotickému stresu, ale pro konzumenty plodin
predstavuji také zdroj latek s antimikrobialnimi a antioxida¢nimi tc¢inky.

Jednou zrostlin obsahujici latky majici antioxida¢ni a antimikrobidlni Uc¢inky
je bazalka pravd. Diky svym vlastnostem nachdzi vyuziti v potravinarském,
farmaceutickém a kosmetickém pramyslu (Putievsky a Galambosi, 1999;
Sienkiewicz et al., 2013).

Tato diplomova prace se zabyva vlivem podminek péstovani na rust bazalky pravé
a obsah aminokyselin, polyamint, fenolickych slouCenin a vybranych terpenoida
v bazalce pravé. Cilem price je posoudit vliv nedostatecného a nadmérného piisunu
dusiku a vliv solného stresu na obsah vybranych metaboliti ve tfech riznych genotypech

bazalky pravé.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Ocimum L.

Rod Ocimum, tedy bazalka, patti do Celedi Lamiaceae, tedy hluchavkovité. Tento rod
zahrnuje pies 60 riznych druht. Rostliny fadici se k tomuto rodu se pfirozené vyskytuji
v tropickych oblastech Afriky, Ameriky a Asie. Dnes jsou rozSifeny po celém svéte.
Pro svijj rast vyzaduji teplo, je potfeba je chranit proti mrazu. Jednou z charakteristickych
vlastnosti tohoto rodu je aromaticita rostlin zpiisobena obsahem silic slozenych prevazné

z monoterpend, seskviterpend a fenylpropanoida (Paton et al., 1999).

2.1.1 Ocimum basilicum L.

Bazalka prava, Ocimum basilicum L., je jednim z nejvice vyuzivanych druhi rodu
Ocimum. Jedna se o jednoletou bylinu dorustajici vysky az 0,6 metra. Jeji ¢tyrhranny
stonek mize byt lysy nebo puberulentni s nepatrnymi chloupky soustiedénymi
na protilehlych stranach stonku. M4 pouze hlavni kotfen bez oddenkd. Jeji listy mohou
byt rapikaté Ci prisedlé, Casto na okrajich ozubené. Kvétenstvim je thyrsus slozeny
z jednoho az tii vrcholikti (Paton et al., 1999).

Bazalce pravé vyhovuji dlouhé slunecné dny. V laboratornich podminkach
je optimdlni doba osvétleni 15-21 hodin (Skrubis a Markakis, 1976). Optimdlni teplota
pro rust v laboratornich podminkach je 24-27 °C ve dne a 19-22 °C v noci (Putievsky,
1983). Optimalni pida pro péstovani bazalky je jilovita ¢i piscité-jilovitd s dobrou
kapacitou zadrZzovani vody. Idealni je pida bohata na humus ¢i mirné hnojena puda
(Putievsky a Galambosi, 1999). Vyzaduje kontinualni pfisun vody a k nedostatku vody
je netolerantni (Simon et al., 1992). Mnozeni je nejlepsi provadét pomoci semen. Zrala
semena jsou ¢ernd ¢i tmavé hnéda a velmi drobnd. Kliceni semen je obecné rychlé
a pti laboratornich podminkach a optimalni denni a nocni teploté vyklici 80 % semen
do ¢tyt dnti (Putievsky, 1983).

Bazalka pravda nachazi vyuziti v mnoha odvétvich. V potravinaiském primyslu
se vyuziva Cerstva i suSena, jsou vyuzivany i jeji silice. Dale se vyuziva v alternativni
mediciné k 1écbé onemocnéni jako jsou bolesti hlavy, kaSel, zazivaci obtize a porucha
funkce ledvin (Wome, 1982; Giron et al., 1991). Silice bazalky pravé, predevs§im
ty s obsahem kafru, maji antibakterialni u€inky (Putievsky a Galambosi, 1999).
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2.1.1.1 Ocimum basilicum “Chladek Cervena”
Tento genotyp bazalky pravé pochédzi z tizemi Ceskoslovenska (GRIN Czech 1.10.3:
https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/accessiondetail.aspx 71d=68924 (29.3.2021).).

Pro tento genotyp je charakteristické tmavozelené az fialové zbarveni stonku i listl.
Stonek je hladky. Listy jsou podlouhlé, zvinéné podél zilnatiny a na okrajich mirné

pilovité. Mohou dortstat velikosti az 10 cm.

2.1.1.2 Ocimum basilicum “Litra’

Tento genotyp bazalky pravé pochizi také z Gzemi Ceskoslovenska a dorsta vysky
41-60 cm. Stonek i listy rostliny jsou jasné zelené. Stonek je ochlupeny, podlouhlé
pilovité listy jsou zvinéné podél zilnatiny a dorustaji velikosti az 6 cm. Bila kvétenstvi
dosahuji velikosti okolo 1,5 cm (GRIN Czech 1.10.3:
https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/accessiondetail.aspx ?id=36034 (29.3.2021).).

2.1.1.3 Ocimum basilicum "Manes”

Genotyp bazalky pravé "Manes” je kompaktniho vzrustu. Rostliny maji charakteristicky
tmavozelenou barvu. Tento genotyp je vhodny pro péstovani v kvétinacich, truhlicich
ivpudé (SEMO.cz: https://www.semo.cz/eshop/bazalka-prava-manes-prodej-osivo-
semena-p5894/ (29.3.2021).). Jedna se o rostlinu s drobnymi, velmi pocetnymi listy.

Listy jsou podlouhlé, pilovité na okrajich. Dorustaji velikosti do 4 cm.
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2.2 Péstovani a rust rostlin

Rust rostlin je pfirozenym vysledkem urcitych chemickych reakci a zmén, které probihaji
ve vSech zivych organismech. Tento postup budovani zivé hmoty vyzaduje vhodné
prostiedi a dostateCny pfisun zivin. Pro rostliny jsou zakladnimi faktory pro rust voda,

vzduch, svétlo, mineralni soli a podpora pro koteny (Douglas, 1977).

2.2.1 Péstovani bazalky pravé

Bazalka pravd je jednoletd bylina, kterd pochdzi z teplych a tropickych oblasti
jako jsou jizni Asie, Indie a Afrika, ale v dneSni dobé se péstuje po celém svéte. Bazalka
pravda je velmi tolerantni k variabilnim ekologickym podminkdm. Roste
v oblastech chladnych vlhkych lest i tropickych destnych pralest pfi teplotach v rozmez{
6-24 °C pti dostateném mnozstvi srazek (Duke a Hurts, 1975).

Navzdory tomu, ze bazalka prava roste ve variabilnich podminkach, nejpfiznivé;si
podminky podminky pro rust jsou v oblastech s teplym podnebim. Dostatek tepla, svétla
a vlhkosti jsou pro rust bazalky pravé zakladni podminky. Je znamo, ze bazalka prava
je ndchylnd k mrazu (Soérensen a Henriksen, 1992).

Bazalka prava nejlépe roste pfi dlouhém pfisunu svétla. Pii kontrolovanych

podminkach vyhovuje nejvice 15-21 hodin svétla (Skrubis a Markakis, 1976).

2.2.2 Hydroponie

Hydroponie je technika péstovani rostlin v zivném roztoku bez nebo s pouzitim inertniho
média. Jako inertni médium muze byt vyuzit pisek, Stérk, vermikulit, perlit, minerdln{
vata, raSelina, kokosové vldkno nebo piliny. Inertni médium slouzi predevsim
jako mechanickda podpora pro rostliny. Kapalné hydroponické systémy nemaji zadné
podpurné médium, agregované systémy maji jako oporu pravé pevné inertni médium
(Jensen, 1997; Kaul et al., 2017; Rodriguez-Delfin et al., 2017).

Hydroponické péstovani vyuziva toho, ze rostliny mohou Cerpat z zivného roztoku
anorganické ionty, které dale spolu s vodou, oxidem uhli¢itym a slune¢nim ¢i umélym
zatenim vyuzivaji k syntéze vSech dulezitych zivin. Do zivného roztoku mohou
byt pfidany esencialni a stopové prvky v anorganické i organické, pevné ¢i kapalné
formé, a diky tomu mohou byt kontrolovany a upravovany podminky pro rast danych
rostlin. Diky tomu mohou byt vytvofeny jak pfirozené, tak i nepfirozené podminky

pro rust rostlin (Kaul et al., 2017). Béhem péstovani v hydroponickém systému je potieba
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dbat na dalsi dalezité faktory rustu rostlin, jako je teplota vzduchu a svételné zafeni
(Jensen, 1997).

Hydroponické systémy se déli na oteviené, kdy je pfebytecny zivny roztok odvadén
od kofent pry¢ a neni znovu pouzit pro zavlazovani, a uzaviené, kdy je prebytecny zivny
roztok regenerovan, doplnén a znovu pouzit pro zavlazovani (Jensen, 1997).

Vybér hydroponické metody je pro kultivaci rostlin velice dulezity a zalezi na mnoha
faktorech. Zalezi zejména na velikosti prostoru pro péstovani, poctu a velikosti
pestovanych rostlin, ¢asu dostupného pro udrzbu hydroponického systému a dobg,

po jakou chceme rostliny péstovat (Kaul ef al., 2017).

2.2.2.1 Hydroponické systémy
2.2.2.1.1 Knotovy systém

Jedna se o nejjednodussi hydroponicky systém, u kterého neni potfeba zadna elektfina,
Cerpadlo ani provzdusniovac. Rostliny jsou umistény v inertnim médiu, u jejich kotfenta
je knot, ktery vede skrz nddobu s rostlinami az do nadrze s zivaym roztokem.
Zivny roztok je pfivadén ke kofend rostlin pomoci kapilarnich sil. Tento systém funguje

pro malé rostliny, pro vétsi mnozstvi rostlin je vSak neefektivni (Sharma et al., 2018).

2.2.2.1.2 Systém odlivu a priliva

V tomto hydroponickém systému jsou rostliny ukotveny k plovoucimu podkladu
nebo jsou ukotveny v inertnim médiu. Tento systém funguje na principu docasného
zaplaveni Zivnym roztokem a ndsledného odplaveni piebyteéného Zivného roztoku. Zivny
roztok je nejprve pomoci Cerpadla pfiveden ke kofenim rostlin do urCité wGrovné
a po né€jakou dobu je zde ponechan. Poté dojde k odplaveni vody pomoci gravitacnich sil
do nadrze. Pratok vody je regulovan pomoci Cerpadla s Casovacem, kdy zaplaveni
a nasledné odplaveni roztoku probiha nékolikrat za den (Kaul et al., 2017; Sharma et al.,
2018).

Mohou byt rozliSovany dva druhy tohoto systému, které se li§i umisténim a poctem
nadob na zivny roztok. V prvnim z nich je pouze jedna nadrz s zivnym roztokem,
kterd je umisténa piimo pod kvétinaci s rostlinami, aby do ni mohl byt zpétn€ odvadén
zivny roztok. Jeho nevyhodou je potieba velkého prostoru pro péstovani a také limitace
mnozstvi rostlin, které v ném Ize vypéstovat. Druhou moznosti je vyuzit 2 riznych nadrzi,

kdy z jedné je pumpovan zivny roztok k rostlinam a do druhé, mensi, je odvadén. Vétsi
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nadrz maze byt umisténa jinde nez pfimo u kvétinace s rostlinami, diky ¢emuz je tento

systém méné kiehky nez predchozi, ale stale prostorové narocny (Kaul et al., 2017).

2.2.2.1.3 Odkapavaci systém

V tomto hydroponickém systému je zivny roztok pfivadén pomalu pomoci malych
trubiCek a pump z hlavni nadrze az ke kofenim rostlin, které jsou vétSinou zasazeny
ve stfedné savém inertnim médiu, aby zivny roztok pomalu odkapaval. Tento systém

je velice dobry pro péstovani plodin a je vyhodny pro mensi spotiebu vody (Kaul et al.,

2017; Sharma et al., 2018).

2.2.2.1.4 Hluboka vodni kultura

Tento systém je nejéastdji vyuzivanym hydroponickym systémem. Zivny roztok
je v systému pfitomen stdle a rostlina je ukotvena k podkladu plovoucimu na vodé
& pomoci inertniho média. Zivny roztok je do systému doddvan ruén& a vzduch
je privadén pomoci vzduchového cerpadla a vzduchového kamene do prostoru
pod koteny rostlin (Kaul er al., 2017). Kofeny jsou neustale ponofeny v zivném médiu

a mohou tak stale Cerpat ziviny (Sharma et al., 2018).

2.2.2.1.5 Technika nutri¢niho filmu

Technika nutriéniho filmu je hydroponicky systém, kdy jsou rostliny umistény
na naklonény tac a ukotveny pomoci inertntho média. Kotfeny rostlin jsou umistény
v kandlech, ve kterych konstantné cirkuluje mélky proud vody s veSkerymi zivinami
potiebnymi k ristu. Voda je odvadéna zpét do zasobni nadrze s vyuzitim gravitacnich sil.
Tento systém je mén¢ objemny a vyzaduje mensi prostor pro zadsobu vody (Kaul et al.,

2017; Sharma et al., 2018).

2.2.2.1.6 Aeroponie

Aeroponie je hydroponicky systém vyuzivany pro rostliny, které¢ maji vzdusné kofeny.
Rostliny jsou ukotveny v polystyrenové desticce a jejich kofeny jsou zavéSeny
ve vzduchu pod polystyrenovou destickou (Sardare a Admane, 2013). Zivny roztok
je pfivadén pomoci pumpy a rozpraSovan na kofeny, které diky tomu mohou cerpat
ivzdusny kyslik zokolnitho prostfedi. RozpraSovani zivného roztoku probiha
v n¢kolikaminutovych intervalech. Prebytecna voda je odvadéna zpét do nadrze

pies odtokové potrubi (Kaul ez al., 2017).
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2.2.2.2 Zivné roztoky pouZivané v hydroponii

Zivné roztoky pro hydroponické péstovani jsou vodné roztoky obsahujici prevazné
anorganické ionty z rozpustnych soli obsahujici esencidlni prvky pro rostliny. V zivnych
roztocich mohou byt pfitomny také organické slouceniny, jako jsou chelaty zeleza. Prvky
nezbytné pro zivot rostlin jsou uhlik, vodik, kyslik, dusik, sira, fosfor, draslik, vapnik,
hot¢ik, sira, zelezo, méd’, zinek, mangan, molybden, bor, chlor a nikl. S vyjimkou uhliku
a kysliku, které jsou ziskdvdny z atmosféry jsou esencidlni prvky pfijimany z zivného
roztoku. Déle existuji prvky, které nejsou nezbytné pro zivot rostlin, ale jsou prospesné
pro rust. Patii mezi né sodik, kifemik, vanad, selen, kobalt, hlinik a jod. Zakladni Zivné
hot¢ik, siru a jsou doplnény o stopové prvky (Trejo-Téllez a Gémez-Merino, 2012;
Patil et al., 2020a).

je zdrojem pouze vodiku a kysliku, ale bézné se ve vodé€ nachazi i rozpusténé mineralni
latky. Rostliny pfijimaji vodu 1 s rozpusténymi mineralnimi latkami kofenovymi vlasky
a ta cirkuluje skrz celou rostlinu. Voda je pro rostliny hlavnim zdrojem vodiku a spolu

s oxidem uhli¢itym pfijimanym z atmosféry zdrojem kysliku (Douglas, 1977).

2.2.2.2.1 Slozeni zivnych roztoku
Mineralni soli jsou pro rostliny hlavnim zdrojem stavebnich prvki. Mezi makroprvky
rostlin patfi uhlik, kyslik, vodik, dusik, fosfor, draslik, vapnik a hoi¢ik. Dusik je dilezity
pro tvorbu proteint, podporuje rust listi a stonkd, pfispiva k celkovému zdravému
vzhledu rostliny. Fosfor stimuluje rast a vyvoj kvéta a plod, podporuje rast kotent,
urychluje proces dozravani plodi a obecné prispiva ke spravnému vyvoji rostliny. Draslik
hraje dtlezitou roli pfi syntéze cukrt a skrobu v rostling, pfispiva ke zpevnéni a posilen{
pletiv rostlin. Vapnik stimuluje rust kofent a pfispiva ke zpevnéni bunécnych stén.
Hoi¢ik je dilezitou slozkou chlorofylu a je spojen s tvorbou rostlinnych oleji. Rostliny
pro rust potiebuji také stopové prvky, kterymi jsou sira, zelezo, bor, méd’, mangan a zinek.
Dalsimi stopovymi prvky dulezitymi pro vyvoj a rust rostlin mohou byt kiemik, chlor,
hlinik, sodik a j6d (Douglas, 1977).

Pfi nedostatku zivin se projevuji symptomy v zdvislosti na tom, jaky makroprvek
rostlindm chybi. Nedostatek dusiku se projevuje zpomalenim ristu, §patnym vyvojem
rostliny a svétlanim az zloutnutim listt. Pfi nedostatku fosforu jsou listy naopak tmaveé

zelené, nekdy se miize objevovat az fialové a Sedé zabarveni listd. Nedostatek drasliku
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zpusobuje skvrnitost spodnich listt, jejich nasledné hnédnuti a spaleni. Pii nedostatku
véapniku jsou rostliny zakrslé s tmavymi a zvinénymi listy. Nedostatek hoi¢iku zptisobuje
zloutnuti listi, oddaluje kveteni a na listech se objevuji bilé az hnédé skvrny.
Pfi nedostatku siry se objevuje zluté zbarveni podél zilnatiny listu a u baze listu
se objevuje fialové zabarveni (Douglas, 1977).

Zivné roztoky obvykle obsahuji 6 zakladnich makrozivin, a to dusik, fosfor, siru,
draslik, vapnik a hoic¢ik. Je dulezité, aby byl v zivném roztoku udrzovan vzajemny
iontovy pomér mezi anionty NO3 , HoPOs a SO4> a kationty K*, Ca’* a Mg,
Pro udrzeni iontové rovnovahy roztoku tedy neni mozné pridat néktery z kationtt
bez ptidani nékterého z aniontd. Pii kontinualni aplikaci zivného roztoku neni potieba
dodavat vysoké mnozstvi zivin, pouzivaji se tedy zivné roztoky s nizkou koncentraci
zivin (Trejo-Téllez a Gémez-Merino, 2012).

Nejcastéji pouzivané latky pro pfipravu zivnych roztokd jsou uvedeny v tabulce
(Tab. 1). Existuje nespocetné mnozstvi zivnych roztokt, nékolik z nich je uvedenych

v tabulce (Tab. 2) (Trejo-Téllez a Gémez-Merino, 2012).

Tab. 1: Nejcast&ji pouzivané slouceniny pro pfipravu zivnych roztokd v hydroponii.

Procentuélni zastoupeni

Slou¢enina Chemicky vzorec vjznamnych makroprvkii [%]
Dusicnan vapenaty pentahydrat ~ Ca(NO3), . SH.O N:15,5;Ca: 19
Dusi¢nan draselny KNO3 N:13; K: 38
Dusic¢nan hote¢naty hexahydrat ~ Mg(NO3), . 6HO N:11;Mg: 9
Dusi¢nan amonny NH4NO3 N: 35
Dihydrogenfosforecnan draselny KH2PO, P: 23 ; K: 28
Dihydrogenfosforecnan amonny ~ NH4H2POj4 N:12;P: 60
Siran draselny K2SO4 K:45;S:18
Siran hotfecnaty heptahydrat MgSO; . 7TH,0 Mg: 10; S: 13
Siran amonnny (NH4)2SO4 N:21;S:24
Chlorid draselny KC1 K: 60 ; Cl: 48
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Tab. 2: Obsah jednotlivych prvku ve vybranych Zivnych roztocich vhodnych pro hydroponii. *

Hoagland & Arnon Hewitt Cooper Steiner
Prvek (1938) (1966) 1979) (1984)
[mg.L"] [mg.L"'] [mg.L"] [mg.L"]
210 168 200-236 168
P 31 41 60 31
K 234 156 300 273
Ca 160 160 170-185 180
Mg 34 36 50 48
S 64 48 68 336
Fe 2,5 2,8 12 2-4
Cu 0,02 0,064 0,1 0,02
Zn 0,05 0,065 0,1 0,11
Mn 0,5 0,54 2,0 0,62
B 0,5 0,54 0,3 0,44
Mo 0,01 0,04 0,2 Neuvazovano

* Tabulka prevzata z Trejo-Téllez a Gomez-Merino, 2012.

2.2.2.2.2 pH zivnych roztoku a elektricka vodivost

Hodnota pH oznacuje vztah mezi koncentraci volnych iontt H* a OH" pfitomnych
vroztoku. Zména pH zivného roztoku ovliviiuje jeho slozeni, rozlozeni prvka
mezi jejich rizné chemické a fyzikalni formy a dostupnost latek rozpusténych v roztoku.
Pro pfijem latek rostlinami je dulezité, aby se latky nachazely v roztoku ve formé iontq,
coz uzce souvisi s regulaci pH. Kazda zivina vykazuje rozdilné reakce na zmény pH
zivného roztoku (Trejo-Téllez a Gémez-Merino, 2012). Vhodné pH roztoku by se mélo
pohybovat v rozmezi 5,6-6,5. To je dano tim, ze celkova dostupnost zivin je optimaln{
pii mirn€ kyselém pH (Patil et al., 2020a).

Celkova koncentrace iontli v zivném roztoku urcuje rust a vyvoj rostlin. Elektricka
vodivost roztoku je dal§im limitujicim faktorem pro rust rostlin, u riznych druhti je vSak
optimdlni elektrickd vodivost rozdilnd. Pomoci elektrické vodivosti je mozné odhadnout
osmoticky tlak zivného roztoku, ktery je zavisly na celkovém mnozstvi rozpusténych
latek. Prilis vysoka elektricka vodivost miize zpliisobit zabranéni pfijmu zivin rostlinami
zvySenim osmotického tlaku, naopak nizsi elektricka vodivost roztoku muize vazné

ovlivnit zdravi rostliny a vynos (Trejo-Téllez a Gémez-Merino, 2012).
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Dalsim faktorem ovliviiyjici rist je salinita roztoku, kdy po piekroCeni prahu
pro danou rostlinu muze salinita rast ovliviiovat negativné

(Trejo-Téllez a Gémez-Merino, 2012).

2.2.2.3 Substraty pouzivané v hydroponii

Substrati pouzivanych v hydroponii je mnoho, patii mezi né §térk, pisek, raselina, perlit,
vermikulit, piliny, kokosové vldkno a minerdlni vata. Substraty pouzivané v hydroponii
by méla byt inertni média, ktera zarucuji lepsi podminky pro zakofenéni a rust rostlin
a ukotveni kotfenového systému. Substraty také pomahaji dodavat vodu a ziviny
ke kofentim a tvofi vhodné provzdusnovaci prostredi pro kofeny. U substrati sledujeme
dulezité vlastnosti, a to velikost Castic, objemovou hustotu, smacivost, kapacitu

zadrzovani vody, porovitost, vodivost a pH (Patil ez al., 2020b).

2.2.2.4 Vyhody a vyuziti hydroponie
Hydroponické péstovani se stava vice a vice oblibené, jelikoz se jedna o Cistou, relativné
jednoduchou metodu, u které je minimalni Sance napadeni plodin Skiidci a hmyzem
v pudé, coz zaroven snizuje potrebu pouziti pesticidi. Rostliny péstované touto metodou
maji kratsi dobu rustu, jelikoZ zde nejsou zadné mechanické prekazky branici kofenim
v Cerpani zivin a ziviny jsou tak pro rostliny snadno dostupné (Sharma et al., 2018).

Velkou vyhodou hydroponického péstovani je snadna kontrolovatelnost pristupu
zivin. Lze snadno sledovat a kontrolovat mnozstvi zivin obsazenych v zivném roztoku
a nasledné upravovat podminky pro rust rostlin. U rostlin pé€stovanych v pudé€ to neni
tak snadné, jelikoz se ziviny obsazené v zivném roztoku vazou na Castice pudy a jemné
kofeny rostlin a vytvari tak nezavislé mikroprostiedi. Tato heterogenita pak sledovani
spotieby zivin a kontrolovani rastu rostlin komplikuje. Kofeny navic mohou byt
mechanicky poskozeny. U hydroponického péstovani je kotfen volné zavéSen a riziko
mechanického poskozeni je tak pfi vytahovani kofene minimalni. Dostupnost zivin
je vkazdé casti hydroponického systému rovnomérna. Pifi péstovani v pudé
je pro vizualizaci a hodnoceni stavu rostliny k dispozici pouze vrchni ¢ast rostliny,
zatimco v pripadé hydroponického péstovani je mozné sledovat celou rostlinu 1 s kofeny
(Kaul er al., 2017).

Hydroponické péstovani rostlin mize byt dobrou alternativou diky stabilnimu
a monitorovanému piisunu zivin rostlinam. Hydroponicky systém muize byt vyuzit

v mistech, kde neni dostatecné mnozstvi urodné pudy pro péstovani rostlin a plodin,
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v mistech, kde neni pfiznivé klima pro péstovani plodin, ¢ive velkych méstech,
kde je celkovy nedostatek zelenych ploch. Pravé ve méstech je hydroponie casto
vyuzivana pro instalaci rostlin na stény domi, coz napomaha v oblastech s teplym
klimatem snizovat teplotu vzduchu uvnitt budov (Kaul et al., 2017; Sharma et al., 2018).

Hydroponické systémy Setii velké mnozstvi vody, protoze zivny roztok je privadén
pfimo ke kofenim rostlin a jeho prebytek muze byt sbiran a vyuzit opakované.
Dale je eliminovan problém s padnimi skadci a plevelem, jelikoz jsou do inertniho média
vysazovany jen rostliny, které jsou zadané. V dnes$ni dobé je hydroponie velmi vyuzivana
v zemédélstvi, kdy je dosahovano vysSich vynost plodin oproti klasickému péstovani

na poli (Sharma et al., 2018).
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2.3 Rostlinné metabolity

Rostliny produkuji ve srovnani s ostatnimi organismy obrovské mnozstvi rozmanitych
metaboliti. V primarnim metabolismu jsou syntetizovany metabolity nezbytné€ nutné
pro zivot, rast a vyvoj rostlin. Sekundarni metabolity Castokrat hraji roli v odolnosti

a toleranci vudi biotickému a abiotickému stresu.

2.3.1 Metabolismus dusiku u rostlin

biomasy. Podili se na syntéze aminokyselin, nukleovych kyselin, lipid, chlorofylu
a dalsich dusik obsahujicich metabolitd. Rostliny dusik pfijimaji pfevazné v anorganické
formé, v organické formeé je dusik pro rostliny vétSinou nedostupny. Dostupnost dusiku
v pudé neni stala a méni se v zavislosti na vlastnostech pudy, jako jsou pH, vlhkost,
textura a obsah mikroorganismu v pidé (Kusano et al., 2010; Wang et al., 2014).

Dusik je pfijiman z pudy kofenovymi vlasky zejména ve forme dusi¢nant v aerobnich
pudach a amonnych iontd v padach kyselych ¢i v mokiadech (Guohua et al., 2012).
Dusic¢nany jsou nachylné k vyplavovani z pudy, pokud nejsou vyuzivany rostlinami
¢i puadnimi mikroorganismy, jelikoz obtizn€ tvoti povrchové komplexy s ¢asticemi pudy.
Rostliny si proto vyvinuly systém regulace transportéri dusi¢nani k vychytavani
dusi¢nant z pudy a transportu v rostlin€. Koncentrace amonnych iontti v ptidé byva casto
nizsi nez koncentrace dusi¢nand, ale i pfesto jsou pro rostliny amonné ionty ptevladajicim
dostupnym zdrojem dusiku. Vysoky obsah amonnych iont v pudé€ je vSak pro vétsinu
rostlin toxicky (Wang et al., 2014). U bobovitych rostlin miizou byt tvofeny amonné ionty
pfimou fixaci vzdusného dusiku N> v kofenovych hlizkach pomoci symbiotickych
bakterii (Lam ef al., 1996).

Cast ptijatého dusiku ve formé dusi¢nand je asimilovan v kofenech, ale vétsina
je transportovdana do nadzemni Casti rostliny, zejména do listd (Guohua et al., 2012).
Dusi¢nany jsou transportovany xylémem pomoci transpira¢niho proudu. DusiCnany
jsou skladovany ve vakuolach a pfi snizeni externi dostupnosti dusi¢nand
jsou exportovany z vakuol a transportovany do rostoucich casti rostlin. Dal§im mistem,
kde se dusi¢nany nachazi, jsou chloroplasty a endoplazmatické retikulum. Amonné ionty
jsou po absorpci ulozeny v kofenovych vakuolach, kde mohou byt asimilovany
na aminokyseliny, nebo jsou transportovany do nadzemnich ¢asti rostlin symplastickou

¢i apoplastickou cestou (Wang et al., 2014).
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2.3.1.1 Asimilace dusi¢nanu
Pred zaclenénim dusiku z dusi¢nani do organickych struktur musi byt dusi¢nany nejprve
redukovany na amonné ionty. Vét§ina amonnych iontd je poté vyuzita na tvorbu
aminokyselin v kofenech (Lam et al., 1996; Wang et al., 2014).

Dusi¢nany jsou redukovany na amonné ionty pomoci dvou enzymd, nitratreduktasy
a nitritreduktasy. Nitratreduktasa katalyzuje dvouelektronovou redukci dusi¢nanového
aniontu NOs3™ na dusitanovy aniont NO. Dusitanovy aniont je pak redukovén
nitritreduktasou na amonny iont NH4* za prenosu Sesti elektronti. Redukce dusi¢nant
probihd v kotenech 1 v nadzemnich castech rostlin a je prostorové oddélena od redukce
dusitant. K redukci dusi¢nant dochazi v cytoplazmé, k redukci dusitand dochazi
v plastidech a chloroplastech (Lam et al., 1996; Guohua et al., 2012, Wang et al., 2014).

Nitratreduktasa je cytosolicky enzym sklddajici se ze dvou identickych podjednotek.
Kazda z podjednotek obsahuje tfi kofaktory, flavinadenindinukleotid, molybdenovy
kofaktor a hem, které se UiCastni prenosu elektronti z NADH ¢i NADPH na dusi¢nanovy
aniont NOs. Nitrdatreduktasa je indukovdna dostupnosti NOs. Jeji aktivita
je proto regulovana nékolika mechanismy, aby se zabranilo akumulaci NO2™, které jsou
pro rostlinné buriky toxické. Mezi tyto mechanismy patii degradace samotného enzymu,
reverzibilni inaktivace enzymu ¢i regulace efektoru a koncentrace substratu. Koncentrace
nitrdtreduktasy je stimulovana svétlem, sacharosou a cytokininy, inhibovana
je glutaminem, ktery je primdrnim produktem asimilace dusiku (Wang et al., 2014).

Vznikly NO>" je transportovan do chloroplastu, kde je nasledné redukovan na NH4*

enzymem nitritreduktasa. Nitritreduktasa je kromé v chloroplastech listt lokalizovana
také v plastidech kotfent (Lam et al., 1996; Wang et al., 2014). V chloroplastech
je donorem elektront pro redukci redukovany ferredoxin, ktery je generovan
fotosystémem I béhem fotosyntézy. Elektrony jsou pfenaSeny z redukovaného
ferredoxinu na NO>™ pfes doménu vazajici ferredoxin, [4Fe-4S] centrum a sirohemovy
kofaktor vazany na nitritreduktasu. V plastidech kofenti pochazi redukovany ferredoxin
zNADPH, ktery je produkovdn v pentosofosfitové drize a je spojen
s ferredoxin-NADP*-reduktasou, ktera preménuje oxidovany ferredoxin na redukovany.
Exprese genu nitritreduktasy je regulovana svétlem a dostupnosti dusiku (Wang et al.,

2014).
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2.3.1.2 Pireména amonnych iontu

Anorganicky dusik je asimilovdn na aminokyseliny glutamin, glutamit, asparagin
a aspartat, které slouzi jako dulezité prenaseCe dusiku v rostlindich. Enzymy podilejici
se na asimilaci anorganického dusiku do organické formy jsou klicové pro rast rostlin
(Lam et al., 1996).

Amonné ionty mohou mit rizny puvod. Vznikaji redukci dusi¢nand, jsou pfijimany
kofeny z piidy nebo vznikaji fixaci vzdusného dusiku pomoci symbiotickych bakterii.
Mohou také pochdzet ze syntézy ligninu, z fotorespirace a z remobilizace dusiku
indukované starnutim. Veskeré tyto amonné ionty mohou byt pfeménovany v plastidech
¢i chloroplastech na aminokyseliny prostfednictvim
glutamisynthetasa/glutamin-2-oxoglutardaminotransferasového cyklu (GS/GOGAT)
(Guohua et al., 2012; Wang et al., 2014).

Glutaminsynthetasa existuje ve vice enzymovych formach umisténych v cytoplasmeé
a v plastidech. Cytoplasmatickd forma hraje hlavni roli v asimilaci i1 recyklaci
NH4* iontt. Glutaminsynthetasa katalyzuje reakci amonnych iontd NH4* s glutamatem
na glutamin. Glutamin nasledné reaguje s 2-oxoglutaratem, coz je produkt cyklu
trikarboxylovych kyselin, za katalyzy glutamin-2-oxoglutardtaminotransferasou. Béhem
reakce dochdzi k prenosu aminové skupiny glutaminu na 2-oxoglutarit. Reakci vznikaji
dve molekuly glutamatu. Existuji dve razné isoformy
glutamin-2-oxoglutardtaminotransferasy, ferredoxin-glutamin-2-oxoglutaradtamino-
transferasa (Fd-GOGAT) piijima elektrony z redukovaného ferredoxinu pochazejictho
z fotosystému I z fotosyntézy a nachazi se zejména v chloroplastech listi. Druhou formou
enzymu je nikotinamidadenindinukleotid-glutamin-2-oxoglutardtaminotransferasa
(NADH-GOGAT), ktera vyuziva jako donor elektroni NADH =z respiracniho cyklu.
Tato forma enzymu se nachazi prevazné v plastidech nefotosyntetickych tkani,
jako jsou etiolované tkan¢ listd a kofeny (Lam et al., 1996; Coruzzi, 2003; Forde a Lea,
2007; Guohua et al., 2012; Wang et al., 2014).

Enzym glutaméadehydrogenasa (GDH) katalyzuje aminacni reakci 2-oxoglutaritu
na glutamat a deamina¢ni reakci glutamdtu na 2-oxoglutarit a amoniak. Nachazi
se prevazné v mitochondriich a pfilezitostné v cytoplasmé doprovodnych bunék floému
(Forde a Lea, 2007). Ve spojeni s NADH-GOGAT je zdsadni pro kontrolu homeostazy
glutamatu v listech, ktery hraje ustfedni roli v transportu dusiku v rostlin€. DileZitou roli

hraje tento enzym pii zvySeni koncentrace NH4* iont v cytoplasmé, kdy po prekroceni
) ym pri zvy p Yy po p
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urCitého limitu zacClenuje NH4* ionty do glutamatu, jelikoZz zvySena koncentrace
NH4* iontt je pro buriky toxicka (Lam et al., 1996; Coruzzi, 2003; Foyer et al., 2011;
Wang et al., 2014).

2.3.1.3 Metabolismus glutaminu a glutamatu

Glutamat vznikly v glutaminsynthetasa/glutamin-2-oxoglutardtaminotransferasovém
cyklu (GS/GOGAT) je centralni molekulou v metabolismu aminokyselin vy$sich rostlin
a je prekurzorem pro syntézu chlorofylu. Po pfeméné NH4* iontli na glutamin a glutamat
slouzi tyto dvé aminokyseliny jako donory dusiku v mnoho bunéénych reakcich véetné
aminotransferasovych reakci (Forde a Lea, 2007; Wang et al., 2014). o—aminoskupina
glutamatu muze byt prevedena na Sirokou Skalu 2-oxokyselin za vzniku raznych
aminokyselin reverzibilnimi reakcemi za katalyzy aminotransferasami (Forde a Lea,
2007).

Na oxalacetat 1ze prenést a—aminoskupinu glutamdatu za vzniku aspartdtu za katalyzy
aspartataminotransferasou. Aspartat je nedilnou soucasti malat-aspartatového clunku,
ktery zajistuje pfenos  redukCnich ekvivalenti  z mitochondrii a  chloroplastt
do cytoplasmy a zpét. Asparagin je dualezity pro transport a skladovani dusiku diky
své relativni stabilité (Forde a Lea, 2007; Wang et al., 2014). Aspartét je prekurzorem
asparaginu a dalSich aminokyselin jako jsou lysin, threonin, methionin a isoleucin
(Forde a Lea, 2007).

Asparaginsynthetasa  je  glutamin-dependentni enzym, ktery katalyzuje
ATP-dependentni prenos o-aminoskupiny glutaminu na aspartdt za vzniku glutamatu
a asparaginu (Lam et al., 1996; Wang et al., 2014). Substritem pro asparaginsynthetasu
muzou byt i samotné amonné ionty. Asparaginsynthetasa slouzi jako detoxifika¢ni enzym
pii vysokych koncentracich amonnych iontd v rostlindch, nachdzi se i v kofenovych
hlizk4ch bobovitych rostlin, kde je jeji aktivita velice vysokd (Lam et al., 1996).

Z glutamatu muze byt pfenesena o-aminoskupina také na pyruvat za vzniku alaninu
za katalyzy alaninaminotransferasou (Forde a Lea, 2007).

Nereverzibilni reakci mize byt pfeménén glutamat na kyselinu y-aminomaéselnou
(GABA) za katalyzy glutamadekarboxylasou. Reakce probihd v cytoplasmé. GABA
se hromadi v rostlinach pii pusobeni riznych druht stresu jako jsou nedostatek kysliku,
nizka teplota, nedostatek vody, napadeni patogeny Ci tepelny Sok (Forde a Lea, 2007).

Glutamat je také prekurzorem argininu, ktery vznikd v cyklu pres acetylované derivaty

ornitin, citrulin a arginosukcinat. Arginin spolu s asparaginem slouzi jako hlavni zasobni
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slouCenina dusiku u rostlin, vyskytuje se v proteinech i v rozpustné formé. Arginin
ma klicovou roli ve zrani a klieni semen a hromadi se pfi zvySeném stresu.
Spolu s ornitinem muze byt prekurzorem pro polyaminy, které maji dilezitou roli
v reakci rostlin na stres (Forde a Lea, 2007).

Glutamat slouzi jako prekurzor také pro prolin. Prolin je cyklickd aminokyselina

hromadici se v reakci na abioticky stres (Forde a Lea, 2007).

2.3.1.4 Vliv svétla na metabolismus dusiku

Svétlo ptsobi na metabolismus dusiku pozitivn€. Ma pozitivni vliv na expresi genu
zapojenych do dusikového metabolismu a asimilace amonnych iontd na glutamin
a glutamat. Naopak potlaCuje expresi genl enzymd asparaginsynthetasy

a glutamatdehydrogenasy (Lam et al., 1996).

2.3.2 Sekundarni metabolity

Rostliny produkuji velké mnozstvi riznorodych metabolitd. Sekunddrni metabolity
nejsou pro rostliny zivotné dulezité, ale pomahaji rostlinam k preziti v riznych
stresovych podminkéch. V rostlinich mohou zastidvat mnoho funkci od pigmentace
bunék za ucelem pritahovani opylovaci a rozptylovacu semen po ochranu proti UV zafeni
nebo jinym abiotickym a biotickym stresim. Jejich uCinky se vyuzivaji
ve farmaceutickém primyslu, kde mohou byt zakladem nékterych 1éCiv,

¢i v kosmetickém primyslu (Thoma et al., 2020).

2.3.2.1 Polyaminy
Polyaminy jsou pfirodni slouCeniny s alifatickou strukturou obsahujici nékolik molekul
dusiku. Jsou pritomné téméi ve vSech organismech a hraji dilezitou roli v mnoha
fyziologickych procesech jako je bunéCny rast a vyvoj, ucCastni se také reakce
na enviromentdlni stres (Walters, 2003; Gill a Tuteja, 2010; Hussain et al., 2011).
Polyaminy jsou pfitomné ve vSech Castech rostlinné buriky v€etné jadra, coz naznacuje
jejich roli v fizeni riznych zékladnich bunécnych procesu. V rostlin€ se nejvice vyskytu;ji
v aktivné rostoucich tkanich (Hussain et al., 2011).

Mezi nejcastéji se vyskytujici polyaminy u vys§ich rostlin patii putrescin, spermidin
a spermin. Mezi mén€ cCasté polyaminy patfi homospermidin, 1,3-diaminopropan,
kadaverin a kanavalmin. Polyaminy se pfi fyziologické hodnoté pH nachédzeji v podobé
kationtt. Jejich polykationtova povaha ovliviiuje jejich biologickou aktivitu
(Gill a Tuteja, 2010; Hussain et al., 2011). Mohou se nachdzet v buinkach volné
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nebo v rozpustné konjugované ¢i v nerozpustné vazané forme. Rozpustné konjugované
polyaminy jsou kovalentné konjugovany na malé molekuly, jako jsou nukleové kyseliny
a proteiny (Walters, 2003; Gill a Tuteja, 2010; Hussain et al., 2011).

Polyaminy se podileji na regulaci mnoha zakladnich bunécnych procest
vcetné replikace  DNA, transkripce, translace, bunécné proliferace a modulace
enzymovych aktivit. Hraji roli také pfi kliceni semen, vyvoji kvéti a plodu rostlin a reakci
na bioticky a abioticky stres. Podileji se na ziskavani tolerance vic¢i riznym druhtim
stresu, jako jsou vysoké a nizké teploty, salinita, hypoxie a hyperosméza (Walters, 2003;

Gill a Tuteja, 2010; Hussain et al., 2011).

2.3.2.1.1 Biosyntéza polyaminu

Prvnim krokem v biosyntéze polyamina u vysSich rostlin je tvorba putrescinu. Putrescin
je diamin a muZe byt syntetizovan dvéma cestami. Jeho pfima syntéza zahrnuje pfeménu
ornitinu na putrescin za katalyzy ornitindekarboxylasou (Walters, 2003; Gill a Tuteja,
2010; Munoz-Esparza et al., 2019). Nepiima syntéza putrescinu se sestdvd z nékolika
reakci. Nejprve je arginin pfeménén na N-karbamoylputrescin  pomoci
arginindekarboxylasy. N-karbamoylputrescin je pfemeénén za katalyzy
N-karbamoylputrescinamidohydrolasou = na  agmatin a ten je  nasledné
pomoci agmatindeiminasy pfeveden na putrescin. Putrescin je pak prekurzorem pro dalsi
polyaminy (Walters, 2003; Gill a Tuteja, 2010).

Spermidin je triamin, ktery je syntetizovany z putrescinu pomoci spermidinsynthasy
pfidanim  aminopyrolové skupiny z dekarboxylovaného S-adenosylmethioninu.
Dekarboxylovany S-adenosylmethionin vznikd z methioninu, kdy nejprve vznikd
S-adenosylmethionin pomoci S-adenosylmethioninsynthasy,
poté je S-adenosylmethionin preveden za katalyzy S-adenosylmethionindekarboxylasy
na dekarboxylovany S-adenosylmethionin (Walters, 2003; Gill a Tuteja, 2010;
Munoz-Esparza et al., 2019).

Prekurzorem pro tetraamin spermin je spermidin. Reakci spermidinu
s dekarboxylovanym S-adenosylmethioninem za katalyzy sperminsynthasy vznikd

spermin (Walters, 2003; Gill a Tuteja, 2010).
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2.3.2.1.2 Katabolismus polyaminua

Muize dochazet ke vzajemné konverzi polyamind, hlavné putrescinu, sperminu
a spermidinu. Jednd se o cyklicky proces, ktery fidi jejich pfeménu a reguluje
intracelularni homeostazu. Nejprve je kterykoli ze tfi polyamini acetylovan
pomoci enzymu acetyltransferasy za ucasti acetylkoenzymu A. Nasledné vznikd
putrescin  odstranénim  propylaminové  skupiny  pomoci  polyaminoxidasy
(Munoz-Esparza et al., 2019).

Putrescin muze byt katabolizovan diaminoxidasami, kdy je preméniovan
na Al-pyrrolin, amoniak a peroxid vodiku. K této reakci dochazi prevazné ve sténach
rostlinnych bunék a vznikajici peroxid vodiku je vyuzivan pfi lignifikaci za normalnich
a stresovych podminek. Al-pyrrolin je katabolizovdn na kyselinu y-aminomdselnou,
ktera je nakonec preménéna na kyselinu jantarovou, ktera je soucasti Krebsova cyklu

(Walters, 2003; Gill a Tuteja, 2010; Munoz-Esparza et al., 2019).

2.3.2.2 Fenolické slouceniny

Fenolické slouceniny jsou skupinou rostlinnych metabolit, ktera je velice pocetna.
Vsechny fenolické slouCeniny obsahuji vzdy alesponi jednu hydroxylovou skupinu
pfipojenou na fenylovy kruh. V rostlindch pIni mnoho rozmanitych funkci. Mohou byt
dulezité jako strukturni slozky pro stabilizaci bunécnych stén rostlin, jsou vyplavovany
vreakci na mechanické poskozeni rostlin, slouzi jako obrana proti biotickému
i abiotickému stresu, nékteré fenolické slouceniny jsou wvyuzity jako barviva

(Bunzel a Schendel, 2017).

2.3.2.2.1 Zakladni cesta syntézy fenylpropanoidi

Biosyntéza fenylpropanoidii zaCina Sikimatovou drahou, ktera vede ke wvzniku
aromatickych aminokyselin, jako jsou fenylalanin a tyrosin, které jsou déle vychozimi
produkty pro dalsi syntézu. Sikimatova draha probiha v plastidech rostlinnych bun&k
a zahrnuje 7 metabolickych reakci (Herrmann a Weaver, 1999).

Nejdiive dochazi ke kondenzaci fosfoenolpyruvatu a erytrosa-4-fosfitu za vzniku
3-deoxy-D-arabino-heptulosondt-7-fosfitu  a anorganického fosfitu. Tato reakce
je katalyzovdna 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfatsynthasou. Druhou reakci
je eliminace fosfatové skupiny ze vzniklého 3-deoxy-D-arabino-heptulosonit-7-fosfatu
za vzniku 3-dehydrochindtu. Vznik 3-dehydrochinatu probihd =za katalyzy

3-dehydrochindtsynthasou, kterd je aktivovdna vzniklym anorganickym fosfitem
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z predeslé reakce a vyzaduje pro svou aktivitu dvojmocny kation Zn>* a katalytické
mnozstvi NAD*, i kdyz je enzymem katalyzovana reakce redoxné neutralni
(Herrmann a Weaver, 1999; Maeda a Dudareva, 2012).

Treti reakce zahrnuje dehydrataci 3-dehydrochindtu za vzniku 3-dehydroSikimatu,
ktery je ve ctvrtém kroku redukovan na Sikimat. Obé€ tyto reakce jsou katalyzovany
bifunk¢nim enzymem 3-dehydrochinatdehydratasa-Sikimatdehydrogenasou.
V ndsledujicim kroku dochdzi k fosforylaci Sikimatu na Sikimat-3-fosfat za katalyzy
sikimatkinasou.  Sestou reakci je kondenzace daldiho fosfoenolpyruvatu
s Sikimat-3-fosfatem za vzniku 5-enolpyruvylSikiméat-3-fosfatu a anorganického fosfatu.
Tato reakce je reverzibilni a je katalyzovdna 5-enolpyruvylSikimat-3-fosfatsynthasou.
Poslednim krokem Sikimatoveé drahy je eliminace fosfatu
z 5-enolpyruvylSikiméat-3-fosfiatu za vzniku chorismatu. Tato reakce je katalyzovdna
chorismatsynthasou a pro svou aktivitu vyzaduje katalytické mnozstvi FADH>,
i kdyz je katalyzovana reakce redoxné neutralni (Herrmann a Weaver, 1999;
Maeda a Dudareva, 2012).

Chorismat vznikly Sikimatovou drahou je mimo jiné vychozi slouceninou pro dalsi
kroky syntézy aromatickych aminokyselin fenylalaninu a tyrosinu. Prvnim spole¢nym
krokem je pfeména chorismatu na prefenat za katalyzy chorismatmutasou. Prefenat
je reverzibilni transaminaci pfeveden za katalyzy prefendtaminotransferasou na arogenat
(Maeda a Dudareva, 2012).

Fenylalanin mtze vznikat dvéma zpusoby, a to bud’ z prefendtu nebo arogenatu.
Prefendtdehydratasa katalyzuje dekarboxylaci a dehydrataci prefendtu na fenylpyruvat.
Fenylpyruviat je pomoci fenylpyruvataminotransferasy preveden na fenylalanin
pomoci reverzibilni transaminace za vyuziti pyridoxalfosfatu jako kofaktoru. Druhou
moznou cestou je pfeména arogenatu na fenylalanin pomoci arogenatdehydratasy
(Maeda a Dudareva, 2012).

Tyrosin maze byt syntetizovan podobné. Arogenatdehydrogenasa katalyzuje pfeménu
arogenatu na tyrosin a prefenatdehydrogenasa katalyzuje oxidacni dekarboxylaci
prefendtu na 4-hydroxyfenylpyruvit. Pomoci 4-hydroxyfenylpyruvitaminotransferasy
je 4-hydroxyfenylpyruvat  preveden  reverzibilni  transaminaci na  tyrosin
(Maeda a Dudareva, 2012).

Syntéza fenylpropanoidii z fenylalaninu, popf. tyrosinu, je zahajena neoxidacni
deaminaci fenylalaninu na kyselinu trans-skoficovou pomoci fenylalaninamoniaklyasy

a tyrosinamoniaklyasy. Trans-skoficova kyselina je nasledné hydroxylovana na kyselinu
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para-kumarovou pomoci cinnamdt-4-hydroxylasy a 4-kumaroylCoAlygasy. Kyselina

para-kumarova je pak vychozi slouceninou pro syntézu vSech riznych fenylpropanoidu
(Vogt, 2010).

2.3.2.2.2 Polyfenoly

Polyfenoly jsou podskupinou fenolickych sloucenin, obsahuji alesponi dvé fenolické
skupiny. Existuje mnoho podskupin rozdélenych na zakladé€ sily fenolového kruhu,
hlavnimi podskupinami jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, stibeliny a lignany.
Polyfenoly jsou pfijimany v potravé ve form& ovoce, =zeleniny, nachazi
se také v obilovindich akavé. Jsouznamé pro své ucinky, jako je prevence
proti degenerativnim onemocnénim, maji antioxidacni vlastnosti, vyuzivaji se pii 1é€bé
kardiovaskuldrnich onemocnéni, osteopordzy, neurodegenerativnich onemocnénich,

rakoviny a diabetes mellitus (Abbas et al., 2017).

2.3.2.2.2.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou fenolické slouCeniny majici alespoii jednu karboxylovou skupinu.
Nachdzi se v semenech, slupkdch ovoce a v listech zeleniny. Fenolové kyseliny maji
velmi vysokou antioxidacni aktivitu. D¢€li se do dvou skupin, a to na hydroxyskoficové
kyseliny a hydroxybenzoové kyseliny (Abbas et al., 2017; Kumar a Goel, 2019;
Rashmi a Negi, 2020).

Hydroxyskoticové kyseliny, odvozené od kyseliny skoficové, jsou v rostlindch
pfitomny ve formé jednoduchych esterti s kyselinou chinovou nebo s glukosou. Nejvice
se vyskytujici hydroxyskoficovou kyselinou je kyselina chlorogenova, coz je ester
kyseliny kdvové a kyseliny chinové, déle pak kyselina felurov4, kyselina kdvova, kyselina
para-kumarovi a kyselina sinapova (Kumar a Goel, 2019; Rashmi a Negi, 2020).

Hydroxybenzoové kyseliny, odvozené od kyseliny benzoové, se nachazi v rostlinich
v rozpustné formé konjugované s cukry nebo organickymi kyselinami nebo vidzané
s frakcemi bunécné stény. Na rozdil od hydroxyskoficovych kyselin jsou v jedlych
rostlindch zastoupeny v nizkych koncentracich. Vyskytuji se v ¢erveném ovoci, cibuli
acerné ftedkvi. Mezi nejznaméj§i zastupce hydroxybenzoovych kyselin patfi
para-hydroxybenzoova kyselina, kyselina protokatechuovd, kyselina vanilovd, kyselina
syringovd, kyselina gallova a kyselina salicylovd (Kumar a Goel, 2019; Rashmi a Negi,

2020).
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2.3.2.2.2.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou nizkomolekularni polyfenolické slouceniny vyskytujici se v rostlindch
prevazné jako kvétinové pigmenty a aroma pro prilakani opylovacu. Jejich funkce
je mimo zbarveni a aroma kvéti ochrana proti biotickému a abiotickému stresu.
Rostlindam poméhaji ve zvySeni mrazuvzdornosti, odolnosti proti suchu ¢i aklimatizaci
na zvysSené teploty (Cushnie a Lamb, 2005; Panche et al., 2016).

Zakladni strukturou flavonoidu je flavanové jadro slozené ze dvou benzenovych kruht
spojenych pies heterocyklicky pyranovy kruh (Cushnie a Lamb, 2005). Jejich klasifikace
je zalozena na zaklad€ biosyntetického ptvodu. Podskupiny flavonoida jsou flavony,
flavonoly, flavanony, flavanonoly, chalkony a antokyany (Cushnie a Lamb, 2005;
Panche et al., 2016; Ku et al., 2020).

Flavony jsou S§iroce zastoupeny v listech, kvétech a plodech jako glykosidy.
Mezi hlavni zdroje flavonl patii celer, petrzel, Cervena paprika, mata, citrusové plody
a hermanek (Panche et al., 2016; Ku et al., 2020). Mezi zastupce patii naptiklad luteonin,
apigenin a tangeritin (Panche et al., 2016).

Flavonoly jsou nejpocetn€jsi skupinou flavonoidi. Vyskytuji se v riznych druzich
ovoce a zeleniny, napf. cibule, kapusta, jablka, rajata a hroznové vino. Nejznaméjsimi
zastupci skupiny flavonold jsou kvercetin, myricetin a kaempferol (Panche et al., 2016;
Ku et al., 2020).

Flavanony, nazyvané také dihydroflavony, maji schopnost zachycovat volné radikdly
a maji protizanétlivé ucinky. Vyskytuji se Casto v citrusovych plodech a hroznovém vinu
(Panche et al., 2016; Ku et al., 2020). Mezi nejznaméjsi zastupce patii naringenin,
hesperidin a eriodictyol (Panche et al., 2016).

Flavanonoly, nazyvané také katechiny, jsou 3-hydroxyderivaty flavanont. Vyskytuji
se v bananech, jablkach, bortvkach, hruskach a broskvich (Panche ez al., 2016). Jednim
ze znamych flavanonolu je taxifolin, ktery ma Sirokou skalu farmaceutickych vlastnost{
jako je zlepSeni kapilarni mikrocirkulace a predchazeni poskozeni cévnich struktur
pacientt s diabetem. Jsou zastoupeny hojné také v citrusovych plodech (Ku ez al., 2020).

Antokyanidiny maji od ostatnich flavonoidii mirné odli§nou strukturu. Lisi se absenci
ketonové skupiny v hlavni struktufe fetézce. Jsou nestabilni, proto se ve volné formé
bézné nevyskytuji. NejCastéji se vyskytuji v glykosylované formé jako antokyany
(Ku et al., 2020). Antokyany jsou pigmenty, které jsou zodpovédné za barvu rostlin,

kvéti a ovoce. Vyskytuji se prevazné ve vnéjSich bunécnych vrstvach ovoce,
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jako jsou brusinky, boravky, ostruziny, jahody, maliny, ¢ervené hrozny ¢i Cerny rybiz.
Jejich barva zdvisi na pH a také methylaci ¢i acylaci jejich hydroxylovych skupin.
Mezi zastupce antokyant patii kyanidin, malvidin ¢i delfinidin (Panche et al., 2016).
Chalkony jsou podtifidou flavonoidi vyznacujici se absenci heterocyklického
pyranového kruhu. Proto se také oznacuji jako flavonoidy s otevienym fetézcem.
Vyskytuji se v rajcatech, hruskach, jahodach a nékterych pSeni¢nych produktech.

Mezi hlavni zastupce patii floridzin, arbutin a chalkonaringenin (Panche et al., 2016).

2.3.2.2.2.3 Stilbeny

Stilbeny  jsou podskupinou polyfenoli, které ve své struktufe obsahuji
1,2-difenylethylenové jadro (Dubrovina a Kiselev, 2017; Filippis et al., 2019).
V rostlinach se podili na ochran€ rostlin proti patogenim a Skidcim, vykazuji také silné
1écivé ucinky, cehoz se vyuziva pii vyvoji a vyrobé lékti. Mezi velmi znamé zastupce
stilbenti patfi resveratrol spolu s jeho derivaty, jako jsou pterostilben, oxyresveratol
a viniferiny (Dubrovina a Kiselev, 2017). Existuje pies 400 ruznych derivata stilbend,
jejich struktury mohou byt monomery az oktamery s riznymi substituenty v riznych
polohach, mohou nést glykosylové, hydroxylové, methylové ¢i isopropylové skupiny.

Nekteré stilbeny mohou vykazovat také antioxidacni aktivitu (Khawand et al., 2018).

2.3.2.2.2.4 Lignany

Lignany jsou podskupinou polyfenold, nachazeji se v kofenech, oddencich, stoncich,
listech, semenech i plodech rostlin. Strukturu lignand tvofi dvé ¢i vice
fenylpropanoidovych jednotek s riznymi stupni oxidace v Casti propanového fetézce
aruznymi substituovanymi skupinami v ¢asti aromatickych kruhd. Vykazuji rGzné
biologické aktivity, predev§im antibakterialni a insekticidni u€inky. Lignany se vyuzivaji
ve farmaceutickém pramyslu pro své protinadorové, antioxidacni, imunosupresivni

a antiastmatické ucinky (Runeberg et al., 2019; Cui et al., 2020).

2.3.2.3 Terpenoidy

Terpenoidy neboli isoprenoidy jsou nejpocetnéjsi skupinou sekunddrnich metabolitt
rostlin a jsou na bazi isoprenu. Pfestoze jsou pro zivot rostlin neesencidlni, maji v jejim
rastu, vyvoji a zivoté velmi dualezitou roli. Jsou zakladem pro mnoho ekologickych
interakci mezi rostlinami a ostatnimi organismy, pfitahuji opylovace, a naopak odpuzuji
bylozravce. Rostlinné terpenoidy jsou velmi rozmanité, v rostlinich se vyskytuji

v nizkych koncentracich (Cheng et al., 2007; Bergman et al., 2019). Mnoho terpenoidu
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ma léCivé ucinky a nachazi své vyuziti ve farmaceutickém pramyslu (Jaeger a Cuny,
2016). Terpenoidy rostlinam pomahaji prezit ve stresovych podminkach, jako je sucho,

vysoka salinita ¢i vystaveni vysokym davkam UV zareni (Wojtunik-Kulesza et al., 2019).

2.3.2.3.1 Biosyntéza terpenoidu

Uhlikova kostra terpenoidu vznika kondenzaci isopentenyldifosfatu
a dimethylallyldifosfatu. Tyto prekurzory terpenoid(i vznikaji dvéma riznymi cestami,
které jsou od sebe prostorové oddéleny. Jedna se o mevalonatovou drahu
a methylerythritolfosfitovou drahu (Cheng et al., 2007; Jaeger a Cuny, 2016; Liao et al.,
2016; Bergman et al., 2019).

Mevalonitovd drdha probihd v cytosolu, jejim produktem je jedna molekula
isopentenyldifosfatu a sklada se ze Sesti enzymatickych krok. Nejprve dochazi
ke kondenzaci dvou jednotek acetyl-CoA za vzniku acetoacetyl-CoA za katalyzy
acetoacetyl-CoAthiolasou. V druhé reakci dochdzi opét ke kondenzaci s dalsi jednotkou
acetyl-CoA za katalyzy 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoAsynthasy (HMGS) a vznika
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA). Nasledné dochézi k redukci HMG-CoA
na mevalondt za katalyzy HMG-CoAreduktasou, ktera spotiebovava na reakci
2 molekuly NADPH (Liao et al., 2016; Bergman et al., 2019). K této reakci dochdzi
na povrchu endoplasmatického retikula a jedna se o hlavni regulaéni krok mevalonatové
drdhy (Bergman et al., 2019). Mevalovat je fosforylovin mevalondtkinasou
na mevalonat-5-fosfat, ktery je nasledné¢ opét fosforylovan na mevalonat-5-difosfat
pomoci fosfomevalondtkinasy. V poslednim kroku mevalondtové drdhy dochdzi
k ATP-dependentni dekarboxylaci mevalonat-5-difosfitu na isopentenyldifosfit
za katalyzy mevalonatdifosfitkarboxylasou (Liao ef al., 2016; Bergman et al., 2019).
Isopentenyldifosfat pak mize byt reverzibilné izomerovian na dimethylallyldifosfat
pomoci isopentenyldifosfatizomerasy (Bergman et al., 2019).

Methylerythritolfosfitovou  drdha je dalSi moznou cestou biosyntézy
isopentenyldifosfatu a dimethylallyldifosfatu. Tato drdha probiha v plastidech a sklad4
se ze 7 enzymatickych reakci (Liao et al., 2016; Bergman et al., 2019). Nejprve
kondenzuje D-glyceraldehyd-3-fosfit s pyruvitem pomoci deoxyxylulosafosfatsynthasy
na 1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat. Nasledné dochazi k redukci
na 2C-methyl-D-erytritol-4-fosfit (MEP) pomoci deoxyxylulosafosfatreduktasy,
kterd je zavisld na NADPH. 2C-methyl-D-erytritol-4-fosfit je poté aktivovdn vazbou
cytidindifosfaitu a fosforylaci a vznikd 2C-methyl-D-erythritol-2,4-cyklodifosfat
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pomoci methylerythritolcyklodifosfatsynthasy. Nasledné dochazi k redukci
na 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)butenyl-4-difosfit zelezo-sirovym proteinem
hydroxymethylbutenyldifosfatsynthasou a dalsi redukci
hydroxymethylbutenyldifosfatreduktasou na isopentenyldifosfat a dimethylallyldifosfat
v poméru 5:1 (Bergman et al., 2019).

Cytosolovy isopentenyldifosfat slouzi jako prekurzor pro farnesyldifosfit (FDP)
pro tvorbu seskviterpent a triterpent. Plastidovy isopentenyldifosfat slouzi pro syntézu
geranyldifosfatu (GDP) a geranylgeranyldifosfatu pro syntézu monoterpend, diterpent
a tetraterpenu. Mezi témito drahami vSak existuje kiizova komunikace, zejména ve sméru
od plastidi do cytosolu (Cheng et al., 2007).

V druhé casti syntézy terpenoidd jsou isopentenyldifosfat a dimethylallyldifosfat
pfeméniovany  kondenzaCnimi  reakcemi na  geranyldifosfat, farnesyldifosfat
a geranylgeranyldifosfat za katalyzy prenyltransferasami. Geranyldifosfatsynthasa
katalyzuje reakci isopentenyldifosfitu a  dimethylallyldifosfitu za  vzniku
geranyldifosfitu.  Farnesyldifosfatsynthasa  katalyzuje reakci dvou molekul
isopentenyldifosfatu a jedné molekuly dimethylallyldifosfatu za vzniku farnesyldifosfatu,
ktery je prekurzorem seskviterpeni a triterpeni. Geranylgeranyldifosfatsynthasa
katalyzuje  reakci tii molekul isopentenyldifosfatu a  jedné  molekuly
dimethylallyldifosfatu za vzniku geranylgeranyldifosfatu, ktery je prekurzorem diterpenti

a tetraterpent (Cheng et al., 2007; Bergman et al., 2019).

2.3.2.3.2 Klasifikace terpenoidu

Terpenoidy se déli na zakladeé své velikosti a struktury na hemiterpeny, monoterpeny,
seskviterpeny, diterpeny, triterpeny, tetraterpeny a polyterpeny (Paduch et al., 2007).

Hemiterpeny  jsou odvozeny od C5 prekurzori isopentenyldifosfatu
a dimethylallyldifosfatu (Beller er al., 2015). V rostlinach jsou ¢asto modifikovany
na derivaty obsahujici kyslik zvané hemiterpenoidy. Zastupcem hemiterpenoidu
je kyselina isovalerova (Paduch et al., 2007). V rostlinach se prili§ nevyskytuji, izolovany
byly z listl Prinsepia utilis (Stephane a Jules, 2020).

Monoterpeny maji Cio strukturu sklddajici se ze dvou isoprenovych jednotek. Jedna
se o tekavé latky a cCasto jsou soucasti rostlinnych silic (Bergman er al., 2019).
Podle struktury se mohou délit na linedrni, napf. myrcen a geraniol, nebo cyklické,

napt. thymol, mentol a a-pinen (Paduch et al., 2007). Monoterpeny se vyuzivaji
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ve farmaceutickém pramyslu diky své antibakterialni aktivité a v kosmetickém prumyslu
pro vyrobu parfému (Perveen, 2018).

Seskviterpeny jsou strukturné odvozeny od Cis-farnesyldifosfatu
pomoci seskviterpensynthas, obsahuji tedy tii isoprenové jednotky (Paduch et al., 2007;
Bergman et al., 2019). Mohou se délit na acyklické, napt. farnesol, a cyklické s mnoha
dal§imi modifikacemi, napt. 8-kadinen (Paduch er al., 2007).

Diterpeny se skladaji ze &tyt isoprenovych jednotek. Casto byvaji slozkami rostlinnych
pryskyfic, ale mohou se nachazet i v rostlinnych silicich (Stephane a Jules, 2020).
2018). Mezi zastupce diterpeni patii cembren a retinal, coz je zakladni chromofor
zapojeny do transdukce svétla na vizualni signaly (Paduch et al., 2007).

Triterpeny se skladaji ze Sesti isoprenovych jednotek a v rostlinach se fadi
mezi biologicky aktivni latky (Paduch et al., 2007). Triterpeny jsou odvozeny
od skvalenu a obsahuji mnoho methylovych skupin, mohou byt oxidovany na alkoholy,
aldehydy a karboxylové kyseliny. Nekteré triterpeny se nachazi v glykosylované formeé
(Perveen, 2018).

Tetraterpeny obsahuji osm isoprenovych jednotek. Vyznamnymi zdstupci
jsou lykopen nachazejici se v raj¢atech a karoteny (Paduch et al., 2007).

Polyterpeny se sklddaji z dlouhého fetézce slozeného z mnoha isoprenovych jednotek.
Prikladem je pfirodni kaucuk, coz je polyisopren s nékolika cis-dvojnymi vazbami

(Paduch et al., 2007).
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2.4 Abioticky stres a jeho vliv na produkci vybranych sekundarnich

metabolitu

Ve svété je neustale se zvétSujici problém s klimatickymi zménami, coz ma za nésledek
ovliviiovani rastu a produktivity rostlin a plodin vlivem pusobeni abiotického stresu.
Mezi nejvice vyskytujici se abioticky stres pusobici na rostliny patii extrémni teploty,
sucho, vysoka salinita pidy, znecisténi pudy a nedostatek zivin v padé (Zhu, 2016;
Minhas et al., 2017; Alcazar et al., 2020; Gong et al., 2020). VSechny typy abiotickych
strest zpusobuji oxidacni stres (Groppa a Benavides, 2007). Pfi pisobeni abiotického
stresu dochazi ke zvySené expresi genl, které fidi syntézu ochrannych metabolitt
(Alcézar et al., 2020).

Jednim z nejvice Skodlivych abiotickych stresi je sucho, jelikoz globalni klima
je obecné teplejsi a sussi. Vice se objevujici extrémni teploty, nizké ¢i vysoké, neptiznive
ovliviiuji rast a vyvoj rostlin a viditelné snizuji produkci plodin. Rostliny se se suchem
vyrovndvaji produkci kyseliny abscisové, uzavienim priduchi a osmotickou zménou,
coz nakonec vede k adaptivnimu rustu a vyvoji (Zhu, 2016; Gong et al., 2020).

Prilis vysoka salinita pidy je dal§im globalnim problémem omezujicim vyuzivani
pudy a péstovani plodin. Vétsina rostlin je na salinitu velice citliva, proto neni mozné
v prili$ slanych padach rostliny péstovat. Pro péstovani rostlin v pavodné slanych pudach
lze snizit salinitu pudy zlepSenim zemédélstvi Ci fytoremediaci. Dal§i moznosti
je Slechténi odrud ¢i geneticka uprava rostlin tak, aby byly odolné vici vysoké salinité
(Gong et al., 2020). Solny stres ma dve faze, fazi osmotickou, kdy je snizovan vodni
potencial padniho roztoku, coz brani gradientu vodniho potencialu, ktery je potiebny
pro piijem vody z ptidniho roztoku. Druhou fazi je iontova faze, kdy se piebytecné soli
dostanou do citlivych tkani rostlin pomoci transpiraniho proudu, coz zpusobuje
specifické bunécné deformace a snizeni rustu rostlin (Minhas et al., 2017).

Poskozeni suchem 1 nadmérnou salinitou md komplexni u€inky a zahrnuje oxida¢ni
stres, poskozeni bunécnych komponent, jako jsou membranové lipidy, proteiny
a nukleové kyseliny, a metabolickou dysfunkci (Zhu, 2016).

Pudy jsou Casto znec€isténé t€zkymi kovy, které narusuji prubéh fotosyntézy, zptsobu;ji
oxidacni poskozeni a celkové narusuji vyvoj a rast rostlin. Tézké kovy se v rostlinach
hromadi a po konzumaci takovych rostlin ohrozuji zdravi zvifat i lidi. Rostliny si vyvinuly

mechanismy pro minimalizaci piijmu tézkych kovi a pro detoxifikaci prostiednictvim
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modifikace ¢i kompartmentizace. Tyto ochranné mechanismy zahrnuji zejména

transportéry tézkych kovli (Gong et al., 2020).

2.4.1 Polyaminy jako reakce na abioticky stres

Pti abiotickém stresu dochazi ke zvySené produkci a k akumulaci polyamint v rostlinach.
Vysoké hladiny polyamint koreluji s rostlinnou toleranci v Siroké fade€ abiotickych strest
(Walters, 2003; Groppa a Benavides, 2007; Gill a Tuteja, 2010; Alcédzar et al., 2020).
Polyaminy jsou prospésné pro proteinovou homeostdzu, detoxifikaci reaktivnich forem
kysliku a aktivaci antioxidacniho aparatu, ¢imz poskytuji Sirokospektralni toleranci
vuci raiznym druhim stresu (Alcazar et al., 2020). Podileji se na ziskavani tolerance
vuci stresim jako je teplotni stres, vysoka salinita, hyperosméza, hypoxie a atmosférické
polutanty (Gill a Tuteja, 2010).

Polyaminy mohou hrat specifickou roli v reakci na abioticky stres tim, ze chrani
pred oxida¢nim poskozenim fotosyntetického aparatu rostlin. Jejich antioxidacni u€inek
je zpuisoben kombinaci jejich aniontovych a kationtovych vazebnych vlastnosti zahrnujic{
funkci vychytavani radikalt a schopnost inhibovat peroxidaci lipidi. Spermin, spermidin
i putrescin snizuji hladinu superoxidovych radikalti generovanych senescenci rostlinnych
bunék (Groppa a Benavides, 2007). Putrescin, spermin a spermidin produkované
pii solném stresu maji pozitivni vliv na kli€eni semen pod vlivem vysoké salinity

(Groppa a Benavides, 2007; Alcazar et al., 2020).

2.4.2 Fenolické slouceniny jako reakce na abioticky stres

Fenolické slouCeniny, zejména polyfenoly, puasobi v rostlinach pozitivné
proti abiotickym strestim jako jsou sucho, vysoka salinita, obsah té€zkych kovt, extrémni
teplota, UV zafeni a pesticidy. V dusledku pusobeni abiotického stresu se hromadi
v rostlindch a pomahaji rostlinam se adaptovat na neptiznivé podminky. Ovliviiuji rast
avyvoj rostlin, kliceni semen a zlepSeni metabolismu rostlin (Dicko er al., 2005;
Sharma et al., 2019).

Rostliny pfi vystaveni abiotickému stresu produkuji vice fenolickych sloucenin,
které maji antioxida¢ni uCinky a jsou schopné vychytavat volné radikaly, které mohou
zptisobovat peroxidaci bunéénych membran (Sharma er al., 2019; Samec et al., 2021).
Mezi produkované fenolické latky patfi fenolické kyseliny jako jsou kyselina kavova,

kyselina felurové a kyselina vanilova (Samec et al., 2021).
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Lignin hraje dalezitou roli v reakci na abioticky stres zpusobeny chladem,
kdy se hromadi v rostlindch a pomédh4 jim prezit pii nizkych teplotach (Samec er al.,

2021).

2.4.3 Terpenoidy jako reakce na abioticky stres

Pti abiotickém stresu dochazi u rostlin ke zvySeni exprese genu, které vedou k syntéze
nékterych terpenoida. Tékavé terpenoidy maji schopnost zmirfiovat ucinky oxida¢niho
stresu zpusobeného reaktivnimi formami kysliku (Boncan et al., 2020).

Jako reakce na abioticky stres jsou casto produkovany monoterpeny a isopren.
Biosyntéza je vSak pfisné regulovana, jelikoz produkce terpenoidi k ochrané rostlin
predstavuje vyznamnou ztratu fotosyntetického uhliku (Loreto a Schnitzler, 2010).

Pii tepelném stresu dochazi k destabilizaci tylakoidni membrany, coz vede k jeji
fragmentaci a naslednému rozpadu proteinovych komplexa. Diky amfipatické povaze
isoprenu je stres zmiriovan piechodnym vlozenim terpenoidi do membrany, coz zvysuje
hydrofobni interakce velkych proteinovych komplexii a fotosyntetickych aparata
mezi sebou ¢i s membranovymi lipidy (Loreto a Schnitzler, 2010; Boncan et al., 2020).

V ochrané proti antioxida¢nimu stresu mohou membranové véazané antioxidanty,
jako jsou tokoferol a karotenoidy, pfimo vychytavat reaktivni formy kysliku v reakci
na fotoinhibici (Boncan et al., 2020).

Abiotickym stresem indukovana produkce a emise t€kavych terpenoidii mize iniciovat
signdlni drahy vedouci k senescenci, apoptoze a predCasny opad listi rostlin

(Boncan et al., 2020).
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2.5 Metody studia rostlinnych metaboliti

Metabolomika je komplexni analyza v§ech metabolitti v biologickém systému. Poskytuje
kvantitativni hodnoceni analyti s nizkou molekulovou hmotnosti, které definuji
metabolicky stav systému. Muze byt kategorizovana do dvou komplementarnich metod,
a to cilené a necilené. Cileny pfistup se zamétuje na identifikaci a kvantifikaci vybranych
metaboliti ¢i tiid metabolitti, kdy jsou znamy chemické vlastnosti zkoumanych
slouCenin. Cileny pfistup je tedy zalozen na hypotézach, naopak necilena analyza
nam dava informaci o vSech metabolitech v daném biologickém systému a mtze vytvofit

novou hypotézu pro dalsi zkoumani (Zhou et al., 2012).

2.5.1 Plynova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS)
Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrem je nepostradatelnd metoda v oblasti
veédy o zivotnim prostiedi, forenznich véd, zdravotni péce a medicinského a biologického
vyzkumu (Sparkman e al., 2011). Je to dano jeji robustnosti, vynikajici separacni
schopnosti, selektivitou, citlivosti a reprodukovatelnosti (Beale et al., 2018). Je vhodna
pro analyzu relativné tékavych a tepelné stabilnich sloucenin do relativni molekulové
hmotnosti 1000 (McNair a Miller, 2009; Bouchonnet, 2013).

Plynovy chromatograf separuje jednotlivé slouceniny ze smési. Smeés latek
je prevedena do plynné fize a misi se s nosnym plynem, ktery predstavuje mobilni fazi.
Mobilni faze je transportovana do analytické kolony, jejiz povrch je pokryt stacionarni
fazi. Molekuly jsou oddélovany v Case, protoze migruji kolonou riznymi rychlostmi.
Délka kazdého cyklu jednotlivého analytu zavisi na jeho tékavosti a interakcich
mezi molekulou a staciondrni fdzi. Na vystupu z kolony jsou analyty detekovény.
Kazda molekula je charakterizovana retenCnim c¢asem, ktery odpovida dobé,
kterd uplynula meziinjekci analytu a jeho prichodem do detektoru. Rychlost,
kterou slouCenina migruje v kolon¢ uzce souvisi s jeji molekulovou hmotnosti
a polaritou. Cim rychleji projde slouenina kolonou, tim niz§i ma molekulovou hmotnost
a polaritu. Slozitéj§i je interakce mezi staciondrni fazi a jednotlivymi analyty,
proto je potieba vhodné zvolit typ stacionarni faze podle povahy molekul, které je potieba

oddelit (McNair a Miller, 2009; Bouchonnet, 2013).
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2.5.1.1 Priprava vzorku pro GC-MS - derivace

Chemicka derivace vzorki se Casto pouziva k analyze molekul s nizkou tékavosti,
které jsou pfili§ polarni. Dochazi k nahradé atomu vodiku karboxylové, aminové
¢i alkoholové skupiny, coz ma za nasledek snizeni nezadoucich vazeb na stacionarni fazi
a zabranéni tepelné degradace termolabilnich sloucenin v injektoru ¢i koloné
(Sparkman et al., 2011; Bouchonnet, 2013).

Nejcastejsimi reakcemi pro derivace jsou silylace, methylace, esterifikace a acetylace.
Prti silylaci dochdzi k nahrazeni atomu vodiku silylovou skupinou R3Si, ¢ehoz se vyuziva
pro derivaci alkoholi, fenoli, cukrt, aming, thiol, steroidi a karboxylovych kyselin.
Pii methylaci dochdzi k nahrazeni atomu vodiku methylovou skupinou -CHjs,
cehoz se vyuziva pro derivaci fenold. Nejpouzivanéj§im methylacnim cinidlem
je jodmethan. Esterifikace se vyuziva pro velmi polarni karboxylové kyseliny,
kdy je pomoci Fisherovy esterifikace zavadén do molekuly alkohol, ktery se vaze
na karboxylovou skupinu misto vodiku. Pfi acetylaci dochazi k nahradé vodiku
za acetylovou skupinu u alkohold, fenoli a primarnich a sekundarnich amint.
Jako Cinidla se pouzivaji anhydridy kyselin, jako jsou kyselina octovd, propionova

¢i trifluoroctova (Sparkman et al., 2011; Bouchonnet, 2013).

2.5.1.2 Princip plynové chromatografie

Plynovy chromatograf se sklddd ze 3 zdkladnich casti: injektoru, kapildrni kolony

a detektoru (McNair a Miller, 2009; Bouchonnet, 2013).

2.5.1.2.1 Injektor

Injektor je vyhfivana zona, kam se pomoci injekcni stiikacky zavadi roztok vzorku.
Po zavedeni se vzorek odpati a smichéa s nosnym plynem, ktery predstavuje mobilni fazi.
Nejcasteji pouzivanym nosnym plynem je helium. Nosny plyn je inertni a nemé zadnou
jinou funkci nez umoznit eluci sloucenin v analytické koloné€. Plynnd mobilni faze
se vzorkem poté putuje do analytické kolony. Prutok nosného plynu kolonou se s teplotou
méni, pii konstantnim tlaku se zvySujici se teplotou prutok kolonou klesa. Injektory
jsou vybaveny zafizenim, které upravuje tlak v koloné tak, aby byl prutok kolonou
konstantni, diky ¢emuz se potlaci snizeni rychlosti eluce analytd zptisobené zvysujici
se teplotou a ndsledné snizeni kvality chromatografické analyzy (McNair a Miller, 2009;

Bouchonnet, 2013).
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Existuje nekolik reziml vstfikovani vzorku. Jednim z rezima vstfikovani vzorku
jerezim Split neboli rezim déleného vstifikovani vzorku. Nastfik v rezimu Split
se pouziva pro analyzu koncentrovanych roztoku. Nastfik vzorku se provadi pii vysoké
teploté nad body varu analyti a rozpoustédla. Vzorek je rychle vlozen do injektoru,
kde je okamzité odparen a smichan s nosnym plynem. Tento postup umoziuje oddélit
¢ast proudu plynu a snizit tak mnozstvi vzorku, které vstupuje do kolony, ¢imz se zabrani
nasyceni staciondrni fize (Sparkman et al., 2011; Bouchonnet, 2013).

Dal§im druhem rezimu vstfikovani vzorku je rezim Splitless. Nastfik ve Splitless
rezimu se pouziva pro analyzu vzorki zfedénych roztokd. Ventil se po injekci vzorku
uzavie na 1 az 2 minuty, aby do kolony mohlo vstoupit co nejvétsi mnozstvi analytu.
Poté se ventil otevie, aby se injektor vycistil od pfipadnych zbytk(i vzorku. Vzorek
je vstiikovan pii teploté, prfi které se rozpoustédlo a rozpusténé latky okamzité odpafi.
Béhem vstiikovani je teplota 20-30 °C pod bodem varu rozpoustédla, aby doslo
ke kondenzaci a zachyceni molekul v hlavni ¢asti kolony. Tento rezim je nejpouzivangjsi
z divodu své jednoduchosti a lehké implementace (Sparkman et al., 2011; Bouchonnet,

2013).

2.5.1.2.2 Pec a kapilarni kolona

V peci je ulozen kliCovy prvek chromatografu — analytickd kolona. V plynové
chromatografii s hmotnostnim spektrometrem se v dne$ni dob& vyuzivaji vyhradné
kolony kapildrni, které jsou velmi dlouhé a tenké. Kapildrni kolony jsou robustni a vysoce
ucinné z hlediska chromatografického rozliseni (McNair a Miller, 2009; Bouchonnet,
2013).

Kapilarni kolona se skladd z trubice z tavného kiemene a jeji vnitini povrch je pokryty
stacionarni fazi. Vnéjsi povrch je potazen polyimidem, ktery koloné dodava flexibilitu
a robustnost. Staciondrni fdze je charakterizovdna chemickymi funkcemi naroubovanymi
na potazeny nosi¢ na bazi oxidu kfemicitého. Druhli kapilarnich kolon je nepreberné
mnozstvi, ale lze je rozdé€lit do tfi skupin podle typu stacionarni faze na nepolarni,

semi-polarni a polarni (McNair a Miller, 2009; Bouchonnet, 2013).
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2.5.1.3 Princip hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr je jeden z informacné nejbohatSich detektort. Poskytuje data
jak o kvalitativni identifikaci neznamé slouCeniny — strukturu, elementarni slozeni
a molekulovou hmotnost; tak i data o jejim kvantitativnim zastoupeni ve vzorku. Spojeni
hmotnostni spektrometrie s plynovou chromatografii je velmi snadné (McNair a Miller,
2009).

Hmotnostni spektrometr se sklada ze systému zavadéni analytu, ioniza¢niho zdroje,
analyzatoru, detektoru a systému ziskavani a zpracovani dat. Systémem zavadéni analytu
je vptipadé plynové chromatografie shmotnostnim spektrometrem plynovy
chromatograf (McNair a Miller, 2009; Bouchonnet, 2013). Ioniza¢nich zdroji je nékolik
druhil, ve spojeni s plynovou chromatografii se nejvice vyuziva elektronova ionizace,
ktera je nejjednodussi a také nejstarsi. Ionizacni zdroj je zahtivan a udrzovan pod vakuem,
diky ¢emuz jsou vzorky lépe ionizovany (McNair a Miller, 2009). Elektronova ionizace
spoCiva ve vystaveni molekul vysokoenergetickému elektronovému paprsku,
coz vede ke vzniku fragmentovanych iontt, které proudi do analyzatoru (Bouchonnet,
2013).

Ionty produkované v ioniza¢nim zdroji jsou v analyzitoru separovany podle jejich
poméru hmotnosti k naboji. Nejbéznéj$im analyzatorem je kvadrupdlovy analyzator,
presto nejsou kvadrupolové hmotnostni spektrometry nejucinnéjsi, protoze se jedna
o zafizeni s nizkym rozliSenim. Jejich vyhodou je vSak lepSi cenova dostupnost,
robustnost, vSestrannost a jednoduché pouziti. Kvadrupolovy analyzator se sklada ze Ctyt
paralelnich kovovych elektrod spojenych po dvou, hyperbolického valce ¢i valcového
prufezu. Méné Casto se ve spojeni s plynovou chromatografii pouziva analyzator doby
letu (McNair a Miller, 2009; Sparkman et al., 2011; Bouchonnet, 2013).

Detektory maji v hmotnostni spektrometrii dvoji funkci. Detekuji ionty umérné
jejich poctu a zesiluji jejich proud tak, aby byl detekovan elektronikou systému.
Obvykle se jedna o spojité dynodové elektronové nasobice. Dynoda je kovova desticka
pokryta slitinou tvofenou vét§inou z olova ¢i oxidu olova a je velmi bohata na elektrony.
Dynoda emituje elektrony v zavislosti na pfichodu iontt z analyzatoru. Piichod skupiny
iontl na detektor se pieklada jako signal na vystupnim zafizeni ve tvaru Gaussovy kiivky,
kterd je tak tenkd, jako jsou souCasné prichody iontd. Vytvari se tak tedy hmotnostni

spektra, pomoci kterych jsou detekované analyty identifikovdny srovndvanim danych
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hmotnostnich spekter s databazi. Vystupnim zafizenim je pocitac spole¢ny pro plynovy
chromatograf i pro hmotnostni spektrometr (Sparkman et al., 2011; Bouchonnet, 2013).

Hmotnostni spektrometr pracuje za podminek vakua, tedy pod tlakem niz§im,
nez je atmosféricky tlak. Vyuziva vakuum primarni a sekundarni. Vakuum méni retencni
Casy analytd ve srovnani s Casy ziskanymi za stejnych podminek pomoci detektort,
které pracuji pod atmosférickym tlakem ¢i mirnym pfetlakem. Podtlak v hmotnostnim
spektrometru vede k nasavani nosného plynu a ndsledné i analytd. Zrychleni eluce

se promita do zkraceni reten¢nich ¢ast sloucenin (Bouchonnet, 2013).

2.5.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(LC-MS)

Kombinace vysokoucinné kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru
chromatografie. Hmotnostni spektrometrie poskytuje vysokou citlivost s velkym
mnozstvim informacich o struktufe pro analyzu organickych sloucenin. Vysokoucinna
kapalinova chromatografie ma oproti plynové chromatografii vyhodu, ze slouceniny
nejsou vystaveny nadmérnému teplu, neni potieba tak Cisty vzorek a obvykle nebyva

nutnd derivatizace vzorku (Covey et al., 1986).

2.5.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je vhodna pro analyzu vzorkt, které nejsou
tekavé nebo jsou tepelné nestabilni. Kapalny nebo pevny vzorek je rozpustén ve vhodném
rozpoustédle je nesen chromatografickou kolonou pomoci mobilni fize. Separace probiha

na zdkladé interakci rozpusténého vzorku se stacionarni fazi (Harvey, 2000;

Novakova et al., 2021).

2.5.2.1.1 Kolony pouzivané v HPLC

Pfi vysokoucinné kapalinové chromatografii se vyuzivaji vétSinou dvé rtizné kolony,
a to kolona analytickd a ochranni. Analytickda kolona je zodpovédna za separaci latek
ve vzorku a ochrannd kolona chrdni analytickou kolonu pfed kontaminaci. Nejdfive
je vzdy umisténa ochranné kolona a za ni nasleduje kolona analytick4. Analytické kolony
jsou obvykle tvofeny z nerezové oceli, plnéné poréznimi Casticemi oxidu ktemicitého
nepravidelného ¢i kulovitého tvaru a jejich délka je v rozmezi 30-300 mm. Existuji

také mikrokolony, které pouzivaji méné rozpoustédla, a protoze je vzorek fedén v mensi
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mife, tak vznikaji na detektoru vétsi signdly. Mikrokolony jsou vyrobeny z kfemenného
skla (Harvey, 2000).

Ochranné kolony slouzi k zachycovani latek, které by mohly nenavratné poskodit
analytickou kolonu vazbou na stacionarni fazi, a také pro minimalizaci moznosti ucpani
analytické kolony casticemi vstfikovaného vzorku. Obvykle jsou slozeny ze stejné

stacionarni faze jako analytické kolona, ale jsou vyrazné kratsi a levné&jsi (Harvey, 2000).

2.5.2.1.2 Stacionarni a mobilni faze

Pii chromatografii, kdy je pouzita jako stacionarni faze kapalina, je staciondrni fazi
kapalny film potazeny obalovym materidlem sestavajicim z 3-10 um poréznich ¢astic
oxidu kfemicitého. Stacionarni faze muze byt v mobilni fazi CasteCné rozpustna,
coz zpusobi, ze Casem ,,vytéka“ z kolony. Tomu se brani kovalentni vazbou na Castice
oxidu kfemicitého. Vlastnosti staciondrni fize jsou dany pfipojenymi alkylovymi
skupinami. Jestlize jsou alkylové skupiny polarni, pak je polarni i stacionarni faze.
S poléarni fazi se pouziva mobilni faze bud’ nepolarni ¢i mirn€ polarni, tato kombinace
se nazyva chromatografie na normalni fazi. Dalsi moznosti je chromatografie na reverzni
fazi, kdy je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze polarni. Vétsina separaci na reverzni
fazi se provadi za pouziti pufrovaného vodného roztoku jako mobilni faze,
jelikoz kfemicity substrat podléha hydrolyze v zasaditych roztocich, a tak musi byt pH
mobilni faze udrzovano pod hodnotou 7,5 (Harvey, 2000; Snyder et al., 2010).

Poradi eluce latek v HPLC je fizeno polaritou. Pfi separaci na normalni fazi je nejprve
eluovdna latka s nejmensi polaritou. Retencni Casy jsou fizeny vybérem mobilni faze,
pficemz méné polarni mobilni faze vede k del§im retencnim cCasim. Pfi separaci
na reverzni fazi je nejprve eluovdna latka s nejvétsi polaritou. ZvySeni polarity mobilni
faze vede k del§im retenénim Casum, zatimco snizeni vede k reten¢nim ¢asum kratSim
(Harvey, 2000; Snyder et al., 2010).

Pted pouzitim musi byt z mobilni faze odstranény rozpusténé plyny jako jsou Oz a Na,
malé Castice a prach, aby nedochazelo ke zkresleni signalu na detektoru ¢i ucpani kolony.
Mobilni faze je Cerpana pomoci pistovych Cerpadel, kterd dokazou udrzet konstantni
prutok az nékolik mililitr za minutu, a tak ziskat vysoky vstupni tlak potiebny

k prachodt mobilni faze (Harvey, 2000; Snyder et al., 2010; Novakova et al., 2021).
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2.5.2.1.3 Injektor

Vzorek je zavadén do systému pomoci smyckového injektoru o objemu 0,5-2 ml.
Na zacatku vzorkovaci smyc¢ky neni pfitomna mobilni faze a je oteviena do atmosféry.
Vzorek je do smyCky umistovan pomoci injek¢ni stiikacky s objemem mnohem vétsim,
nez je vzorkovaci smycka. Veskery vzorek, ktery je nad ramec objemu smycky, vytéka
odpadnim potrubim. Po vlozeni vzorku se injektor oto¢i do polohy vstiikovani, mobilni
faze se v této poloze dostane pies vzorkovaci smycku a vzorek je unaSen mobilni fazi

na kolonu (Harvey, 2000; Novakova et al., 2021).

2.5.2.1.4 Detektory

Pro HPLC existuje mnoho druht detektord. Nejpouzivan€j§imi z nich jsou detektory
zalozené na spektroskopickych meéfenich véetné UV/Vis absorbance a fluorescence.
Dal$i zndmé detektory jsou elektrochemické zalozené na elektrochemickych méfenich
jako je ampérometrie, voltametrie, coulometrie a vodivost. Dal§imi detektory mohou byt
detektor indexu lomu a hmotnostni spektrometr (Harvey, 2000).

Spojeni HPLC s hmotnostnim spektrometrem poskytuje kvalitativni strukturni
informace, které mohou byt uziteCné pii identifikaci analytu. Spojeni je technicky

vvvvvv

vakua u hmotnostniho spektrometru (Harvey, 2000).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzity material

3.1.1 Chemikalie
Acetonitryl (hypergrade for LC-MS; Sigma-Aldrich, USA)

Benzoylchlorid (Sigma-Aldrich, USA)

Diethylether (p.a.; Lachner, Ceska republika)
Dihydrogenfosfore¢nan amonny (Lachner, Ceska republika)
Dusi¢nan draselny (Lachner, Ceské republika)

Dusiénan vapenaty tetrahydrat (Lachner, Ceska republika)
Ethanol (absolute, Sigma-Aldrich, USA)

Ethanol 50 % (VWR, USA)

Ethylendiamintetraacetit disodny dihydréat (Na-EDTA) (Sigma Aldrich, USA)
Hexan (p.a; Sigma Aldrich, USA)

Hydroxid amonny (Sigma Aldrich, USA)

Hydroxid sodny (Lachner, Ceské republika)

Chlorid manganaty tetrahydrat (Lachner, Cesk4 republika)
Chlorid sodny (Sigma Aldrich, USA)

Kyselina borita (Lachner, Ceska republika)

Kyselina chlorovodikovd (Sigma Aldrich, USA)

Kyselina mravenc¢i (Merck, Némecko)

Methanol (hypergrade for LC-MS; Sigma-Aldrich, USA)
Methanol 80 % (VWR, USA)

Molybdenan sodny dihydrat (Lachner, Ceské republika)
Mravencan amonny (Sigma Aldrich, USA)

Siran hofe¢naty heptahydrat (Lachner, Ceska republika)

Siran méd'naty pentahydrat (Lachner, Cesk4 republika)
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Siran zine¢naty heptahydrat (Lachner, Ceska republika)

Siran eleznaty heptahydrat (Lachner, Ceské republika)

vvvvv

kyselina, P-aminomaselnd kyselina, y-aminomdselnd kyselina, alanin, [-alanin,
N-acetylornitin, arginin, asparagin, asparagovd kyselina, citrulin, cystein, cystin,
fenylalanin, glutamin, glutamové kyselina, glycin, histidin, hydroxyprolin, isoleucin,

leucin, lysin, methionin, ornitin, prolin, serin, threonin, tryptofan, tyrosin a valin.

vvvvv

5-hydroxyfelurovd, kyselina gallovd, kyselina 4-hydroxybenzoova, 2-O-B-D-glukosid
kyseliny salicylové, kyselina 2,3-dihydroxybenzoovd, katechin, kyselina chlorogenova,
kyselina kdvovd, kyselina vanilovd, kyselina 3-hydroxybenzoovd, kyselina syringova,
kyselina para-kumarova, kyselina ferulovd, kyselina sialovd, rutin, kyselina salicylova,
kvercitin, naringin, myricetin, kyselina rozmarynovd, hesperetin, morin, luteonin,
kvercetin, para-methyl kumardt, kyselina trans-skoficova, naringenin, apigenin,

kaempferol, chrysin, pinocembrin a galantin.

Standardy  polyamini nejvy$si  Cistoty (Sigma  Aldrich, USA): agmatin,
1,6-diaminohexan, 1,3-diaminopropan, histamin, = homospermidin, kadaverin,
norspermidin, putrescin, spermidin, spermin, termospermin, tryptamin a tyramin.

vvvvv

a methyleugenol.

Tridekan (Sigma Aldrich, USA)

3.1.2 Biologicky material

Pro tuto diplomovou praci byla jako biologicky material pouzita semena tfi riznych
genotypu bazalky pravé. Jednalo se o genotypy 'Litra” (ECN 09A6800010), "Manes”
a ‘Chladek Cervena’” (ECN 09A6800073). Semena genotypu 'Litra” a ‘Chladek Cervend’
byla ziskdna z genobanky Vyzkumného tstavu rostlinné vyroby, v. v. i. v Olomouci.
Semena ziskand z genobanky maji sva identifikacni ¢isla ECN. Semena genotypu “Litra”
byla sklizena v roce 2013. Semena genotypu 'Chladek Cervena’ byla sklizena v roce
2018. Semena genotypu ‘Manes” byla zakoupena v bézném obchodé. Jednalo se o semena

od firmy Semo.
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3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vdhy (Radwag, Ceska republika)
Centrifugaéni filtry (Pragolab, Ceské republika)

Fytotronovd komora Fytoscope FS-WI-WIU (Photon Systems Instruments, Ceska
republika)

Kulovy mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)
Lyofilizator Beta 1-8 LD plus (Christ, Némecko)
Mikrocentrifuga Microspin 12 (Biosan, Litva)
Pipety (Eppendorf, Némecko)

Plynovy chromatograf Agilent 7890A s hmotnostnim spektrometrem 5975C (Agilent
Technologies, USA)

UHPLC Nexera X2 s hmotnostnim spektrometrem LCMS-8050 (Shimadzu, Japonsko)
Ultrazvukova ¢isticka Sonorex (Bandelin, Némecko)
Vakuovy koncentrator Centrivap (Labconco, USA)

Vortex V-1 plus (Biosan, Ceska republika)

Vysokokapacitni fenotypizacni platforma Plantscreen Conveyor system FS-WI-PS

(Photon system instruments, Ceské republika)
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3.3 Pouzité metody
3.3.1 Péstovani bazalky pravé za kontrolovanych podminek

ve fytotronové komore Fytoscope

Péstovani bazalky pravé ve vysokokapacitni fytotronové komoie Fytoscope
(zkr. fytotronu) probihalo od druhé poloviny kvétna do druhé poloviny Cervence roku
2020.

Pro péstovani bazalky pravé za kontrolovanych podminek ve fytotronu bylo pouzito
ptiblizné 50 semen od kazdého genotypu. Semena byla zaseta do plastového kvétinaCe
s déravym dnem a s miskou. Kvétina¢ byl naplnén vermikulitem, pro kazdy genotyp
byl pouzit samostatny kvétinac. Do kazdého z kvétinacu bylo pridano 125 ml kohoutkové
vody a jeden den byly kvétinaCe ponechany za laboratornich podminek. Dalsi den byly
kvétinace preneseny do fytotronu. Podminky ve fytotronu byly nasledujici: teplota 24 °C
po dobu 24 hodin denn€, 50% vlhkost, 20 hodin svétla (20 % bilého svétla) a 4 hodiny
tmy.

Rostliny byly zalévany kohoutkovou vodou kazdé dva az tfi dny po dobu ¢trnacti dna.
Béhem celého experimentu byly rostliny pravidelné kontrolovany, byl zaznamenavan
jejich vzhled, jejich vyska a pocet a velikost listd.

Po ctrnacti dnech zacaly byt rostliny zavlazovany namisto kohoutkovou vodou
kontrolnim %2 Hoaglandovym roztokem piipravenym dle tabulky (Tab. 4).

Po dvaceti dnech byly rostliny pfesazeny do novych kvétinaci s vermikulitem,
vzdy po péti rostlinach stejného genotypu do jednoho kvétinace. Pro kazdy genotyp
bylo urceno 5 riznych kvétinact. Rostliny byly zalévany kontrolnim %2 Hoaglandovym
roztokem opét kazdé dva az tfi dny.

Po tficeti dnech byly kvétinaCe s rostlinami rozdéleny do skupin a rostliny zacaly
byt stresovany. KvétinaCe kazdého genotypu byly rozdéleny do 5 rdznych skupin.
Prvni skupina predstavovala kontrolni skupinu a byla zalévdna po celou dobu
pouze kontrolnim %2 Hoaglandovym roztokem. Druhd skupina byla zalévana
12 Hoaglandovym roztokem s vysokym obsahem dusiku, tfeti skupina byla zalévana
15 Hoaglandovym roztokem s nizkym obsahem dusiku. Ctvrtd skupina byla zalévina
12 Hoaglandovym roztokem s obsahem 50 mM NaCl a patd skupina byla zalévana
12 Hoaglandovym roztokem s obsahem 100 mM NaCl Pro pfipravu vSech pouzitych
roztokd byly nejprve pfipraveny zasobni roztoky uvedeny v tabulce (Tab. 3). Obsazené

latky a jejich mnozstvi ve vSech pouzitych roztocich jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4).
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Vzdy po 30 minutach od zaliti byl piebyvajici nevsdknuty roztok z misky pod kvétinaem
odstranén.

Po sedmi dnech od zacatku stresovani rostlin %2 Hoaglandovym roztokem s riznou
koncentraci dusiku a NaCl, tzn. 37. den od zacatku péstovani, byla odebrana nadzemni
cast jedné rostliny z kazdého kvétinace. Takto byly v dalSich tydnech postupné odebirany
nadzemni ¢asti rostlin z jednotlivych kvétinaca v pravidelnych sedmidennich intervalech,
tzn. 44., 51. a 58. den od zacatku péstovani. Posledni odebrani rostlinného materidlu
probéhlo po 10 dnech od posledniho odebrani, a to 68. den od zacatku péstovani.

Veskery odebrany rostlinny material byl zamrazen a skladovan pfi teplot¢ — 80 °C
pro dal§i experimenty. V tomto experimentu byl rostlinny materidl z kazdé rostliny

uchovavan zvlast v samostatném sacku.

Tab. 3 Zasobni roztoky pro pfipravu ¥2 Hoaglandovych roztoki.

%:zsl(::)l;(l;'l Slozky zasobnich roztoka v (g.1”)
N-MACRO Ca(NOs):x 4 H.O 295
KNO3 126,5
MACRO NH4H>PO4 57,5
MgSO4 x 7 H,O 246,5
MICRO H3;BO; 2,86
MnCl; x 4 H,O 1,81
ZnS04 x 7 H,O 0,22
CuSO4x 5 H20 0,08
Na:MoOs x 2 H,O 0,11
Fe-EDTA FeSO4 x 7H,O 7,45
Na;-EDTA 5,52
NaCl NaCl 3 M) 175,32
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Tab. 4 Koncentrace pouzitych latek a objemy pouzitych roztoku pro ptipravu %2 Hoaglandova roztoku, Y2 Hoaglandova roztoku s vysokou koncentraci dusiku, Y2
Hoaglandova roztoku s nizkou koncentraci dusiku, ¥2 Hoaglandova roztoku s obsahem 50 mM NaCl a %2 Hoaglandova roztoku s obsahem 100 mM NacCl.

Zasobni roztoky Slozeni  zasobnich ¥ Hoaglanduv 5 Hoaglanduv 5 Hoaglanduv 5 Hoaglanduv 14 Hoaglanduv
roztoku roztok (kontrola) roztok s vysokou roztok s nizkou roztok s obsahem roztok s obsahem
konc. dusiku (1) konc. dusiku (1/8) 50 mM NaCl 100 mM NaCl
* 1 \]T 1 A\ 1 v -1 v -1 Vv
N-MACRO Ca(NOs)2 x 4 H0 590 1181 147,63 590 590
2 4 0,5 2 2
KNO3 253 506 63,25 253 253
MACRO NH4H:PO4 115 115 115 115 115
MgSOs x 7 HoO 2 2 2 2 2
8304 x 7 Hy 493 493 493 493 493
MICRO H3BO;s 2,86 2,86 2,86 2,86 2,86
MnCl x 4 H20 1,81 1,81 1,81 1,81 1,81
ZnSO4x 7 H0 0,22 1 0,22 1 0,22 1 0,22 1 0,22 1
CuSO4x 5 H20 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08
Na;MoO4 x 2 H20 0,11 0,11 0,11 0,11 0,11
Fe-EDTA FeSO4 x 7H,0
Nay EDTA 10,06 1 10,06 1 10,06 1 10,06 1 10,06 1
NaCl NaCl(3 M) - - - - - - 292083 16,66 584275 33,33

“koncentrace danych ldtek v pripravovaném roztoku
Tobjem zdsobniho roztoku pridany do pripravovaného roztoku



3.3.2 Péstovani bazalky pravé za kontrolovanych podminek
ve vysokokapacitni fenotypiza¢ni platformé Plantscreen Conveyor

system

Péstovani bazalky pravé za kontrolovanych podminek ve vysokokapacitni fenotypizacni
platformé Plantscreen Conveyor system (zkr. konvejoru) probihalo od prvni poloviny
fijna do zacatku prosince roku 2020.

Pro péstovani bazalky pravé za kontrolovanych podminek v konvejoru bylo pouzito
piiblizn€ 50 semen od kazdého genotypu. Do tii riznych plastovych kvétinacu
s vermikulitem byla zasazena semena bazalky pravé a byla zalita 125 ml kohoutkové
vody. Kvétina¢e byly ulozeny v konvejoru za kontrolovanych podminek. Podminky
v konvejoru byly nésledujici: 16 hodin svétla (20 % bilého a 80 % infracerveného svétla)
a 8 hodin tmy, teplota 24 °C béhem doby svétla, teplota 22 °C béhem doby tmy, vlhkost
udrzovana okolo 60 %. Rostliny byly zalévany kazdé dva az tfi dny po dobu 25 dni,
kdy byla vzdy prebyvajici voda z predesiého zalévani odstranéna pied dal§im zalévanim.

Dvacaty Sesty den byla voda nahrazena kontrolnim Y2 Hoaglandovym roztokem
pfipravenym stejné jako v pfedeslém experimentu, viz tabulka (Tab. 4).

Dvacaty devaty den byly rostliny pfesazeny do samostatnych plastovych kvétinaca
s dérovanym dnem vzdy po jedné rostlin€. Pro kazdy genotyp bylo vybrano
celkem 16 rostlin, tzn. 16 kvétinaca. Kvétinace byly rozdéleny do skupin, kdy danou
skupinu tvortili vzdy Ctyfi rostliny jednoho genotypu. Pro kazdou skupinu byla vyhrazena
miska, ve které byly kvétinaCe uloZzeny a po dobu dalSich 10 dnd byly rostliny
zavlazovany 500 ml kontrolniho Y2 Hoaglandova roztoku.

Tricaty devaty den byly misky skvétinaci rozd€leny do ¢tyf ruznych skupin,
kdy kazda skupina obsahovala jednu misku se ¢tyfmi kvétinaci od kazdého genotypu.
Prvni kontrolni skupina byla nadile zalévdna 500 ml kontrolniho !2 Hoaglandova
roztoku. Druhd skupina byla zalévdna 500 ml 2 Hoaglandova roztoku s vysokym
obsahem dusiku, tfeti skupina byla zalévana 500 ml 2 Hoaglandova roztoku s nizkym
obsahem dusiku. Ctvrta skupina byla zalévana 500 ml ¥ Hoaglandova roztoku s obsahem
100 mM NaCl. Y2 Hoaglandiv roztok s obsahem 50 mM NaCl nebyl v tomto experimentu
pouzit. Roztoky byly pfipraveny ze zasobnich roztoku dle tabulky (Tab. 4).

Padesaty paty den byly nadzemni Casti rostlin sklizeny, zamrazeny a uchovany
pfi teploté — 80 °C pro dalsi experimenty. Rostlinny materidl jednoho genotypu stejné

skupiny z tohoto experimentu byl uchovdvan dohromady v jednom sacku.
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3.3.3 Zpracovani rostlinného materialu pro dalsi experimenty
Pro dalsi experimenty byl rostlinny material z pfedeslych dvou experimentl zpracovan
pomoci lyofilizace a homogenizace.

Rostlinny material uchovavany pfi teploté — 80 °C byl pienesen do 15 ml plastovych
zkumavek. Takto pfipraveny rostlinny material byl vlozen do lyofilizatoru
a byl lyofilizovan po dobu 72 hodin.

Lyofilizovany rostlinny materidl byl zhomogenizovdn pomoci kulového mlynu.
Zhomogenizovany rostlinny material byl ulozen v mrazdku pfi teplot¢ - 20 °C

v mikrozkumavkach pro nasledujici experimenty.

3.3.4 Analyza terpenoidi pomoci GC-MS
Analyza terpenoidi pomoci GC-MS byla provedena podle Cavar Zeljkovi¢ et al. (2020),
postup byl modifikovan dle potteby.

Pro analyzu terpenoidi byl pouzit rostlinny material ziskany z péstovani bazalky pravé
za kontrolovanych podminek ve fytotronu i v konvejoru.

Pro analyzu bylo navdzeno 50 mg zhomogenizovaného rostlinného materidlu
od kazdého vzorku. Jelikoz u nékterych vzorki bylo rostlinného materialu
pouze omezené mnozstvi, bylo vazeno riizné mnozstvi pro rizné vzorky. U nékterych
vzorkt nebyly terpenoidy z divodu nedostatku rostlinného materialu analyzovany vibec.

K navazenému mnozstvi vzorku v mikrozkumavce byl pfidan 1 ml roztoku
0,01% tridekanu v hexanu, ktery zde slouzil jako interni standart pro kvantifikaci.
Smés byla ponechdna 15 minut v ultrazvuku a poté byla smés centrifugovana po dobu
10 minut pfi 12400 g pomoci mikrocentrifugy. Vznikly supernatant byl prenesen
do sklenéné vialky, ktera byla posléze uzaviena vickem se septem pro GC-MS.

Dale byla pripravena kalibra¢ni fada roztoku vybranych standardd s koncentracemi
v rozsahu od 0,1 mM do 50 mM. Vybranymi standardy byly eugenol, geraniol, linalool
a methyleugenol. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok smési standardi. Do vialky
bylo napipetovdno 100 ul od kazdého roztoku standardu o koncentracich 1000 mmol.1"!
a ke smési bylo ptidano 600 ul hexanu. Samotna kalibra¢ni fada byla pfipravena do vialek
z roztoku smési standardti, 0,01% tridekanu v hexanu, kdy tridekan slouzil jako interni

standard, a hexanu dle tabulky (Tab. 5).
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Tab. 5 Kalibrac¢ni fada pro kvantifikaci nejzastoupenéjsich terpenoidii ve vzorcich bazalky
pravé.

Koncentrace Zasobni roztok 0,01% roztok
kalibra¢niho roztoku o koncentraci tridekanu v hexanu Hexan

(mmol.I'") 100 mmol.I"" (ul) (ul) (ul)

50 500 100 400

25 250 100 650

10 100 100 800

5 50 100 850

2,5 25 100 875

1 10 100 890

Dale byly ptipraveny kalibraéni roztoky o koncentracich 0,5 mmol.I"" a 0,1 mmol.I"".
Kalibra&ni roztok o koncentraci 0,5 mmol.1"! byl pfipraven ze 100 ul kalibra&niho roztoku
o koncentraci 5 mmol.l"!, 90 ul roztoku 0,01% tridekanu v hexanu a 810 pl hexanu.
Kalibraéni roztok o koncentraci 0,1 mmol.I"" byl pfipraven obdobné, ale misto 100 ul
kalibra¢niho roztoku o koncentraci 5 mmol.I"! bylo ptidano 100 ul kalibra&niho roztoku
o koncentraci 1 mmolI™.

Pro samotnou GC-MS analyzu byl wvyuzit plynovy chromatograf 7890A
s hmotnostnim spektrometrem 5975C. Analyza probihala v rezimu Splitless a jako interni
standart byl pouzit tridekan. Parametry analyzy plynovou chromatografii byly: kolona
Agilent 19091S5-433: KO1 HP-5MS 5% Fenyl methyl siloxan, délka 30 m x 250 pm
x 0,25 um, nosny plyn He (1,1 ml/min), teplotni program: 3 °C/min od 60 °C do 300 °C,
davkovany objem: 1 ul. Teplota detektoru byla 230 °C.

Pro zpracovani dat byl vyuzit program Massfinder 4.51 — 11 Computer Software.
Jednotlivé chromatogramy byly porovnavany vizualn€é s pomoci pocitacové databaze
NIST MS SEARCH 2.0. Nejprve byly identifikovany nejvice zastoupené terpenoidy
v jednotlivych vzorcich a poté byla provedena kvantifikace nejvice zastoupenych
terpenoidii pomoci porovnavani plochy piki jednotlivych latek s internim standardem,
poté se standardy jako takovymi a nasledné byly porovnavany jednotlivé vzorky

mezi sebou.
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3.3.5 Analyza dusikatych sloucenin pomoci UHPLC-MS/MS

Pro analyzu dusikatych latek byl pouzit rostlinny materidl ziskany z péstovani bazalky

pravé za kontrolovanych podminek v konvejoru.

3.3.5.1 Analyza aminokyselin pomoci UHPLC-MS/MS
Analyza aminokyselin byla provadéna podle Spanik et al. (2007). Metoda byla

dle potieby upravena.

Pro analyzu aminokyselin bylo navazeno 5 mg homogenizovaného rostlinného
materialu do mikrozkumavky pro kazdy vzorek. Do kazdé zkumavky byl k rostlinnému
materialu pfidan 1 ml 50% ethanolu a smés byla ponechana po dobu 10 minut
v ultrazvuku. Poté byly vzorky centrifugovany pfi 12400 g po dobu 5 minut.
Bylo odebrdano 200 pl supernatantu do nové mikrozkumavky a roztok byl odpafen
do sucha pomoci centrifuga¢niho koncentratoru.

Po odpateni bylo do mikrozkumavek pfidano 50 ul mobilni faze. Smés byla ponechana
v ultrazvuku po dobu 5 minut. Poté byla smés centrifugovana po dobu 5 minut
pii 12400 g. Do insertt ve vialkich bylo napipetovano vzdy 25 ul odebraného
supernatantu.

Samotnd UHPLC analyza aminokyselin byla provedena pomoci UHPLC Nexera X2
spojenym s hmotnostnim spektrometrem LCMS-8050. Chromatografickd separace
probihala za pouziti systému HILIC na koloné¢ Acquity UPLC BEH AMIDE
(50 x 2,1 mm; 1,7 um pramér) s piislusnou predkolonou. Teplota byla udrzovana
v kolonach na 40 °C, prutok byl 0,4 ml/min. Vstfikovany objem vzorku byl 2 ul. Mobiln{
faze byla tvofena roztoky 20 mM mravencanu sodného o pH = 3 (mobilni fize A)
a 0,02% kyseliny mravenci v acetonitrilu (mobilni fidze B). Bindrni gradienty
pro gradientovou eluci aminokyselin jsou uvedeny v tabulce (Tab. 6).

Jako standardy byly pouzity pouzity 10 mM roztoky pfipravené rozpusténim
prislu§ného mnozstvi dané aminokyseliny v 0,1 M HCL Danymi aminokyselinami byly:
2-aminoadipova kyselina, B-aminomaselné kyselina, y-aminomdselnd kyselina, alanin,
B-alanin, N-acetylornitin, arginin, asparagin, asparagova kyselina, citrulin, cystein,
cystin, fenylalanin, glutamin, glutamovéd kyselina, glycin, histidin, hydroxyprolin,
isoleucin, leucin, lysin, methionin, ornitin, prolin, serin, threonin, tryptofan, tyrosin
a valin.

Jako interni standardy byly pouzity deuteriem znacené aminokyseliny:

y-aminomadselné kyselina-2,2,3,3,4,4-de, glutamova kyselina- 2,3,3,4,4-ds,
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glutamin-2,3,3,4,4-ds, leucin-2.3,3,4,5,5,5,5¢,5¢,5-d10, prolin'*Cs,'> N
a threonin-'3C4'°N,2,3,4,4,4-ds. Tyto interni standardy byly ve formé& 10 mM roztokd
tvofenych pfislusnym mnozstvim danych standarda rozpusténym v 0,1 M HCL.

Ziskand data byla vyhodnocovdna s vyuzitim programu ChemStation E 02.02.1431.
V tabulce (Tab. 7) jsou uvedeny reten¢ni ¢asy vSech pouzitych standardii aminokyselin
a internich standardt, jejich MRM (multiple reaction monitoring) piechody a relativni

intenzita.

Tab. 6 Bindrni gradienty gradientové eluce aminokyselin.

Cas (min) Zastoupeni mobilni fize B (%)
0,0 90
2,0 90
4,0 85
6,0 65
7,0 55
7.2 55
7.3 90
12,0 konec analyzy
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Tab. 7 Retencni Casy pouzitych standardti aminokyselin a internich standardti, MRM piechody
vyjadiené¢ jako (m/z) prekurzorového iontu > (m/z) produkovaného iontu a jejich relativni
intenzita na koloné Acquity UPLC BEH AMIDE.

Standard Reten¢ni ¢as (min) MRM piechody Relativni
Prumér = SD (kolizni energie) intenzita
(RDS (%)) V) (%)
. 100
Tryptamin 1,116%0,020 160,95>144,10 (14) 46
(TRYP) (1,81) 160,95>115,10 (34) 41
160,95>116,95 (24)
100
Tyramin 1,502+0,030 137,90>121,05 (14) 85
(TYRA) (2.02) 137,90>77,00 (28) 36
’ 137,90>91,05 (23)
Leucin 132,10>86,05 (12) 100
2,945+0,058
(Leu) (1.97) 132,10>44,15 (23) 20
Leucin 2,957+0,061
(Leu — interni standard) 2,07) 141,95>96,10 (12) 100
100
Fenylalanin 3,030+0,058 165,90>120,10 (15) 58
(Phe) (1.92) 165,90>103,10 (27) 56
’ 165,90>77,00 (40)
. 100
Isoleucin 3,275+0,0162 132,10>86,15 (12) 20
(Ile) (1,90) 132,10>68,95 (16)
100
Tryptofan 3,335+0,062 205,10>188,20 (11) 81
(Trp) (1.86) 205,10>118,00 (25) 71
P : 205,10>146,00 (18)
y-aminomdselna 100
kyselina 110,15>93,00 (14)
(GABA - interni 3’3?§ j(i,)OS ! 110,15>49,05 (22) gg
standard) ’ 110,15>46,00 (23)
B'anﬁl;‘z‘i‘ﬁzema 3,37020,058 104,10>45,05 (24) 100
(BABA) (2,03) 104,10>41,00 (30) 57
. 100
y-aminomdselna 104,10>87,10 (14)
kyselina 3’3222422’)083 104,10>45,05 (23) 2(7)
(GABA) ’ 104,10>69,00 (16)
100
Methionin 3,83820,054 149,90>56,10 (17) 85
(Met) (1.40) 149,90>61,00 (23) 56
’ 149,90>104,00 (13)
. 100
Valin 4,126+0,066 118,00>72,00 (10) 4
(Val) (1,60) 118,00>55,05 (20)
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Pokracovani: Tab. 7 Retenéni ¢asy pouzitych standardii aminokyselin a internich standardu,
MRM prechody vyjadiené jako (m/z) prekurzorového iontu > (m/z) produkovaného iontu
a jejich relativni intenzita na kolon¢ Acquity UPLC BEH AMIDE.

Standard Reten¢ni ¢as (min) MRM piechody Relativni
Prumér = SD (kolizni energie) intenzita
(RDS (%)) %) (%)
Prolin 122,10>75,00 (16) 100
(Prolin — interni 4’1‘(‘19 ?;(;’)064 122,10546,10 (30) 3
standard) ’ 122,10>30,10 (38) 3
. 100
Prolin 4,157+0,069 116,10>70,05 (7) 4
(Pro) (1,66) 116,10>43,05 (22)
Cystein 4,590+0,082 121,90538,85 (14) Tzo
(Cys) (1,78) 121,90>81,00 (7)
B-alanin 4,6230,105 20.10>72,10 (12) 100
(BAla) 2.27) 90,10>30,10 (13) 97
’ 90,10>45,15 (33) 33
100
Tyrosin 4,703+0,051 11 822’110>191’ 10 (218) 48
(Tyr) (1,09) 82,10>136,00 (15) 35
’ 181,10>165,15 (13)
. 100
Alanin 5,460%0,059 90,10>44,10 (12) ]
(Ala) (1,08) 90,10>45,00 (31)
100
Hydroxyprolin 5,5010,025 }g’ggigg’ég (g) 86
(Hpr) (0,45) ’ 00 (22) 23
’ 132,90>68,05 (22)
Threonin 5,703+0,021 129,90>80,00 (13) lz()f
(Thr — interni standard) 0,37) 129,90>65,10 (18)
Threonin 5,706+0,055 120,10574,00 (14) o
(Thr) (0,97) 120,10>102,10 (15)
2-aminoadipova 5,776%0,021 161,90>98,00 (15) 100
kyselina (0,36) 161,90>55,10 (26) 53
(AAA) 161,90>121,00 (10) 9
Glycin 5,794+0,027 76,10>30,00 (11) 100
(Gly) 0,47) 76,10>48,00 (14) 3
Glutamovai kyselina 5,965+0,017 152.95>88,00 (18) 100
(Glu - interni standard) (0,28) 152,95>89,20 (16) 60
152,95>135,10 (14) 28
Glutamovai kyselina 5,978+0,035 147,90>84,10 (17) 100
(Glu) (0,58) 147,90>56,00 (20) 17
Glutamin 6,06520,012 151,90>88,00 (18) 100
(GIn — interni standard) (0,20) 151,90>135,10 (14) 88
151,90>89,20 (19) 72
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Pokracovani: Tab. 7 Retenéni ¢asy pouzitych standardii aminokyselin a internich standardu,
MRM prechody vyjadiené jako (m/z) prekurzorového iontu > (m/z) produkovaného iontu
a jejich relativni intenzita na kolon¢ Acquity UPLC BEH AMIDE.

Standard Reten¢ni ¢as (min) MRM piechody Relativni
Prumér = SD (kolizni energie) intenzita

(RDS (%)) %) (%)

Glutamin 6,065+0,0141 146,90>84,10 (18) 100
(Gln) (0,68) 146,90>130,10 (15) 37
146,90>56,05 (29) 25

Serin 6,096+0,077 106,00>60,00 (15) 100
(Ser) (1,26) 106,10>88,00 (11) 14
Asparagin 6,156+0,020 132,90>74,00 (16) 100
(Asn) (0,32) 132,90>87,15 (11) 53
132,90>88,10 (12) 11

Asparagova kyselina 6,287+0,072 134,00>88.00 (10) 100
(Asp) (1,14) 134,00>74,00 (12) 82
Citrulin 6,296+0,008 175,90>70,05 (23) 100
(Cit) (0,12) 175,90>159,20 (14) 39
175,90>113,05 (17) 24

Histidin 6,847+0,019 155,90>110,15 (16) 100
(His) (0,27) 155,90>83,10 (24) 45
Arginin 6,850+0,009 175,00>70,05 (23) 100
(Arg) (0,12) 175,00>116,10 (15) 67
Lysin 6,927+0,012 146,90>84,10 (18) 100
(Lys) (0,18) 146,90>130,00 (15) 20
146,90>56,15 (28) 18

Ornitin 6,967+0,014 133,10>70,00 (22) 100
(Orn) (0,20) 133,10>116,00 (15) 84
133,10>43,15 (33) 59

Cistin 7,185+0,025 241,00>74,00 (29) 100
(Cis) (0,18) 214,00>151,95 (14) 62

59



3.3.5.2 Analyza polyamini pomoci UHPLC-MS/MS

Analyza polyaminti byla provadéna podle Taibi et al. (2000) a Spanik er al. (2007).
Metody byly dle potieby upraveny.

Pro analyzu polyamind bylo vyuzito 200 pl supernatantu ziskaného z prvni
centrifugace pfi analyze aminokyselin. Téchto 200 ul supernatantu bylo napipetovdno
do ¢&isté mikrozkumavky a bylo ptiddano 200 pl NaOH o koncentraci 2 moll™!
a 2 ul benzoylchloridu. Smés byla zvortexovana a ponechana po dobu 40 minut
pfi laboratorni teploté.

Po 40 minutach bylo ke smési pfidano 500 ul nasyceného roztoku NaCl
a 500 pl diethyletheru. Smés byla zvortexovana a po oddéleni byla etherova vrstva
prenesena do nové mikrozkumavky. Opét bylo ke smési pridano 500 pl diethyletheru.
Smés byla opét zvortexovana a etherova vrstva byla prenesena do mikrozkumavky
s predchozi etherovou vrstvou. Tento etherovy roztok byl odpafen do sucha
pomoci centrifugacniho koncentratoru.

Po odpafeni bylo do mikrozkumavek pfidano 200 ul mobilni fize a smeés
byla ponechdna 5 minut v ultrazvuku. Smés byla poté centrifugovana po dobu 5 minut
pfi 12400 g. Do insertu ve vialce bylo odebrdno 100 pl supernatantu. Takto byly
pfipraveny v§echny vzorky.

Samotnd UHPLC analyza polyamint byla provedena pomoci UHPLC Nexera X2
s hmotnostnim spektrometrem LCMS-8050. Chromatografickd separace probihala
na koloné Acquity UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um velikost ¢astic) s pfislusnou
predkolonou. Teplota byla udrzovana v kolonach na 40 °C, pritok byl 0,4 ml/min.
Vstiikovany objem vzorku byl 2 pul. Mobilni fize byla tvofena roztoky 15 mM kyselinou
mraven¢i o pH = 3 (mobilni faze A) a methanolem (mobilni faze B). Bindrni gradienty
pro gradientovou eluci polyamint jsou uvedeny v tabulce (Tab. 8).

Jako standardy polyamini byly pouzity 10 mM roztoky trypaminu a tyraminu
pfipravené rozpusténim pfislusného mnozstvi v 0,1 M HCl. Zbylé standardy polyamint
byly pouzity jako 10 mM roztoky v deionizované vod¢€. Jednalo se o tyto polyaminy:
agmatin, 1,3-diaminopropan, histamin, homospermidin, kadaverin, norspermidin,
putrescin, spermidin, spermin a termospermin. Jako interni standard byl pouzit

1,6-diaminohexan.
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Ziskand data byla vyhodnocovéna s vyuzitim programu ChemStation E 02.02.1431.
V tabulce (Tab. 9) jsou uvedeny retencni Casy vSech pouzitych standardi polyamint,

jejich MRM (multiple reaction monitoring) pfechody a relativni intenzita.

Tab. 8 Binarni gradienty gradientové eluce polyamind.

Cas (min) Zastoupeni mobilni fize B (%)
0,0 30
0,5 57
3,0 57
3,5 95
4,0 95
4,1 30
6.0 konec analyzy

61



Tab. 9 Retencéni ¢asy pouzitych standardi polyamini, MRM piechody vyjadiené jako (m/z)
prekurzorového iontu > (m/z) produkovaného iontu a jejich relativni intenzita na koloné Acquity

UPLC BEH C18.
Standard Retenéni ¢as (min) MRM piechody Relativni
Primér + SD (kolizni energie) intenzita
(RDS (%)) V) (%)
Histamin 0,649+0,005 215,75>95,10 (16) 100
(HIST) (0,81) 217,75>77,00 (38) 87
100
Putrescin 1,697+0,002 229977’ 110 ()>>17075 ’()150(('52(;5)) S
(PUT) (0,10) 297,10>176,00 (16) >3
282,95>104,95 (25) 100
1,3-diaminopropan 1,749+0,003 282, 95577 ’()() (55) 78
(DAP) (0,15) 955162 67
282,95>162,05 (15)
100
Kadaverin 1,815+0,002 33111f 110 0>>17074 ’0955 ((52;;) I
(CAD) ©,11) 311,10>190,20 (15) 32
444,15>105,05 (46) 100
Norspermidin 2,214+0,003 444’ 15> 162’00 (23) 87
(NorSPD) 0.13) 444,15>322,00 (29) 7
458,20>105,10 (44) 100
Spermidin 2,39020,003 458.20>162,16 (29) ©
(SPD) O.11) 458,20>336,30 (19) ot
472,20>274,20 (22) 100
Homospermidin 2,617+0,004 472.20>105.05 43) I
(HomoSPD) (0.,16) 472,20>176,05 (29) 0
100
Termospermin 3,456+0,007 gig%gi }(6)3’88 82 05
(ThSPM) (0.21) 619,25>337,20 (25) 31
100
_ 619,25>497,30 (26)
’ 619.25>105,00 (55)
Agmatin 4,350+0,004 443,00>104,85 (33) 100
(AGM) (0,10) 443,00>375,00 (13) 15
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3.3.6 Analyza fenolickych slou¢enin pomoci UHPLC-MS/MS
Analyza fenolickych slou¢enin byla provadéna podle Cavar Zeljkovi¢ er al. (2020),

pracovni postupy byly caste¢né upraveny dle potieby.

Pro analyzu fenolickych sloucenin byl vyuzit rostlinny material ziskany z péstovani
bazalky pravé za kontrolovanych podminek ve fytotronu i v konvejoru.

Pro analyzu bylo do mikrozkumavky vzdy navézeno 10 mg homogenizovaného
rostlinného materidlu. Pro nékteré vzorky bylo navazeno do mikrozkumavky méné,
jelikoz bylo nedostatek rostlinného materialu daného vzorku. U nékterych vzorkl nebyla
analyza fenolickych sloucenin provedena vibec z divodu nedostatku rostlinného
materidlu.

K rostlinnému materidlu v mikrozkumavce byl pfidan 1 ml 80% methanolu
a smés byla ponechdna 10 minut v ultrazvuku. Poté byla smés centrifugovana po dobu
5 minut pfi 12 400 g. Bylo odebrano 400 pl supernatantu do centrifugacniho filtru v nové
mikrozkumavce a supernatant byl centrifugovdn po dobu 3 minut. Do nové
mikrozkumavky bylo odebrdno 250 pl zfiltrovaného supernatantu a pomoci
centrifugacniho koncentratoru byl zfiltrovany supernatant odparen do sucha. Poté bylo
ptidano 25 ul mobilni faze a smés byla ponechana 5 minut v ultrazvuku. Poté byla smés
znovu centrifugovdna po dobu 5 minut pti 12 400 g a supernatant byl odebrdn do insertu
ve vialce.

Samotna UHPLC analyza fenolickych sloufenin byla provedena pomoci UHPLC
Nexera X2 s hmotnostnim spektrometrem LCMS-8050. Chromatografickd separace
probihala na koloné¢ Acquity UPLC BEH C18 (50 x 2,1 mm; 1,7 um velikost ¢astic)
s prislusnou predkolonou. Teplota byla udrzovana v kolonach na 40 °C, pratok
byl 0,4 ml/min. Vstfikovany objem vzorku byl 2 pl. Mobilni fize byla tvofena roztoky
15 mM kyselinou mravenci o pH = 3 (mobilni faze A) a acetonitrilem (mobilni faze B).
Hodnota pH mobilni faze byla upravena pfidavkem hydroxidu amonného. Binarni
gradienty pro gradientovou eluci fenolickych slou€enin jsou uvedeny v tabulce (Tab. 10).

Jako standardy fenolickych sloucenin byly pouzity: kyselina 5-hydroxyfelurova,
kyselina gallovd, kyselina 4-hydroxybenzoovd, 2-O-B-D-glukosid kyseliny salicylové,
kyselina 2,3-dihydroxybenzoovd, katechin, kyselina chlorogenova, kyselina kavova,
kyselina vanilovd, kyselina 3-hydroxybenzoovd, kyselina syringovd, kyselina
para-kumarovd, kyselina ferulova, kyselina sialov4, rutin, kyselina salicylovd, kvercitin,

naringin, myricetin, kyselina rozmarynovd, hesperetin, morin, luteonin, kvercetin,
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para-methyl kumarét, kyselina trans-skoficova, naringenin, apigenin, kaempferol,

chrysin, pinocembrin a galantin. Jako interni standardy byly pouzity izotopicky znacené

standardy kyselina salicylovd — d4 a kyselina p-kumarova -de.

Ziskand data byla vyhodnocovdna s vyuzitim programu ChemStation E 02.02.1431.

V tabulce (Tab. 11) jsou uvedeny retencni ¢asy vSech pouzitych standarda fenolickych

slouCenin a jejich MRM (multiple reaction monitoring) piechody.

Tab. 10 Binarni gradienty gradientové eluce fenolickych sloucenin.

Cas (min)

Zastoupeni mobilni fize B (%)

0,0
0,7
2,0
3,0
4,5
6.0
7,5
7,6
8,1
8,2

12,0
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Tab. 11 Retenéni Casy pouzitych fenolickych sloucenin a MRM prechody vyjadiené jako (m/z)

prekurzorového iontu > (m/z) produkovaného iontu na kolon¢ Acquity UPLC BEH C18.

Standard Retencni Cas MRM piechody
(min) (kolizni energie)
V)
Kyselina gallova 169,00>125,05 (10)
(GA) 0,65 169,00>79,05 (23)
169,00>97,10 (21)
Kyselina 4-hydroxybenzoova 137,00>93,00 (15)
(4HBA) 1,92 137,00> 65,00 (31)
137,00> 41,00 (53)
2-O-B-D- glukosid kyseliny
salicylové 215 298,70>137,10 (12)
(SaAG) ’ 298,70> 93,10 (38)
Kyselina 2,3-dihydoxybenzoova 153,10>108,80 (10)
(23DHBA) 2,15 153,10> 108,15 (25)
153,10> 91,10 (26)
. 288,60>245,25 (15)
Ifé‘f;kﬁ‘; 2.5 288,60> 123,20 (29)
288,60>109,10 (26)
CGA 352,70>190,80 (10)
(Chlorogenova kyselina) 2,26 352,70> 85,15 (43)
352,70> 93,10 (95)
Kyselina vanilova 243 167,20> 152,25 (18)
(VA) ’ 167,20>108,15 (21)
Kyselina kdvova 178,80>134,75 (15)
(CA) 2,46 178,80>134,25 (25)
178,80>107,15 (23)
>
Kyselina 3—hydrz(ybenzoové 2.53 S;:g&gi:gg 8}2
(3HBA) 137.00>90,90 (29)
Kvseli . , 197,10>182,25 (16)
yse m;‘ S/{““go"a 2,66 197,10>123,20 (24)
(SyA) 197,10595,10 (31)
. ) 169,10>124,85 (15)
(Késlf};“a priumaront -do 3,04 169,10597,15 (33)
pCA-ds, interni standard) 169,10>213,30 (25)
Kyselina ferulova 354 193,10>134,25 (25)
(FA) ’ 193,10>178,25 (16)
Kvseli lové 222,70>208,30 (18)
yse 1§_a ASla ova 3,63 222,70>193,20 (22)
(S14) 222,70>164,30 (17)
Rutin 609,15>300,03 (18)
(RUT) 3,76 609,15>271,03 (23)
609,15>255,03 (18)
. ) . 141,10>96,80 (16)
Sthojmilyam 4 s 06 1003)
M 141,10>78,10 (35)
. ., . 137,10>92,70 (19)
Salicylové kyselina 3.84 137.10565.00 (29)

(SaA)
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Pokracovdni: Tab. 11 Retenéni casy pouzitych fenolickych slouc¢enin a MRM piechody

vyjadiené jako (m/z) prekurzorového iontu > (m/z) produkovaného iontu na koloné

Acquity UPLC BEH CI18.
Standard Retencni Cas MRM piechody
(min) (kolizni energie)
V)

Kvercitin 4.48 447,10>343,25 (28)
(QCIT) ’ 447,10>297,25 (29)
Naringin 579,20>459,25 (28)
NGIN) 4,61 579,20>271,30 (32)
579,20>151,30 (44)
Kyselina rozmarynova 358,70>161,20 (15)
(RA) 4,62 358,70>133,15 (39)
358,70>197,30 (18)
Miyricetin 317,00>151,10 (20)
(MYR) 4,63 317,00>149,15 (16)
317,00>137,10 (24)
Hesperetin 609,00>301,20 (25)
(HESP) 4,75 609,00>149,15 (16)
609,00>164,25 (55)
Morin 301,00>151,10 (19)
(MOR) 4,98 301,00> 125,05 (21)
301,00>149,15 (26)
Luteolin 284,60>133,20 (34)
(LUT) 5,29 284,60>151,25 (26)
284,60>175,25 (27)
Kvercetin 301,20>151,25 (21)
(QTIN) 5,30 301,20>179,25 (19)
301,20>107,05 (28)
. 176,70>146,80 (25)
p'Methg/lléémarat 5.45 176,70>118.10 (21)
(pMEC) 176,70>145,25 (21)
Kyselina trans-skoficova 550 147,10>103,50 (15)
(tCA) ’ 147,10>77,15 (25)
Naringenin 271,10>119,25 (25)
(NGEN) 5,81 271,10>151,25 (19)
271,10>107,05 (24)
Apigenin 268,60>117,10 (37)
(API) 5,83 268,60>151,25 (24)
268,60>149,25 (25)
Kaempferol 285,60>117,05 (42)
(KAE) 5,97 285,60>239,20 (28)
285,60>93,05 (37)

.. 252,60>63,00 (34)
%ﬂi‘; 7,57 252,60>143,30 (27)
252,60>209,30 (23)
Pinocembrin 254,70>213,30 (22)
(PIN) 7,63 254,70>151,25 (23)
254,70>171,30 (26)
Galangin 268,60>169,25 (27)
(GAL) 7,66 268,60>171,30 (28)
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4 VYSLEDKY

4.1 Péstovani bazalky pravé za kontrolovanych podminek

ve fytotronové komore Fytoscope

Rostliny vSech genotypt byly ve fytotronu vypéstovany ze semen a postupné sklizeny.
Prvni sklizeni bylo provedeno tyden po aplikaci stresu, tedy 37. den od zacatku péstovani.
Sklizeni probihalo postupné kazdy tyden. VSechny zaznamenané udaje o rastu rostlin
pred 1 béhem aplikace stresu jsou uvedeny v tabulkdch (Tab. 12, Tab. 13). Na fotce
(Obr. 1) Ize vidét malé rostlinky v 15. den péstovani, které jesté nebylo mozné piesadit
do jednotlivych kvétinaca z divodu pfili§ malé velikosti. Na fotce (Obr. 2) Ize vidét
rostliny jiz vétsi, rozdélené do kvétinach pred aplikaci stresu.

U genotypu ‘Litra‘ se rostlinam nejvice darilo pfi zavlazovani 2 Hoaglandovym
roztokem s vysokym obsahem dusiku a také pfi zavlazovani 2 Hoaglandovym roztokem
sobsahem 50 mM NaCl. V obou piipadech rostliny dosahovaly nejvétsi vysky
a nejvetsiho poctu listd. Rostliny zavlazované kontrolnim %2 Hoaglandovym roztokem
dosahovaly taktéz nejvétsi velikosti listd. Naopak nejméné se dafilo rostlinam
zavlazovanym %2 Hoaglandovym roztokem s nizkym obsahem dusiku a rostlindm
zavlazovanym Y2 Hoaglandovym roztokem s obsahem 100 mM NaCl.

Pro rostliny genotypu ‘Chladek cervena® se zdal byt nejvhodnéj§i kontrolni
Y2 Hoaglandiv roztok. Rostliny zavlazované kontrolnim %2 Hoaglandovym roztokem
dosahovaly nejvétsi vysky, poctu i velikosti listd. Nejméné vyhovoval rostlinam genotypu
‘Chladek cervena‘ %2 Hoaglandiv roztok s obsahem 100 mM NaCl.

U rostlin genotypu ‘Manes‘ lze pozorovat, ze rostliny zavlazované kontrolnim
12 Hoaglandovym roztokem, Y2 Hoaglandovym roztokem s vysokym obsahem dusiku,
12 Hoaglandovym roztokem s nizkym obsahem dusiku i Y2 Hoaglandovym roztokem
sobsahem 50 mM NaCl dosahovaly téméf stejné vysky. Rostliny zavlazované
2 Hoaglandovym roztokem s obsahem 100 mM NaCl dosahovaly vysky o pfiblizné 1 cm
mensi. Nejvetsi pocet listh mély rostliny zavlazované kontrolnim Y2 Hoaglandovym
roztokem a %2 Hoaglandovym roztokem s nizkym obsahem dusiku. Nejvétsi velikosti listt
dosahovaly rostliny zavlazované kontrolnim '2 Hoaglandovym roztokem a rostliny
zavlazované > Hoaglandovym roztokem s obsahem 50 mM NaCl. Celkové nejvhodnéjsi
se zda byt kontrolni Y2 Hoaglandtv roztok. Genotyp ‘Manes‘ se vSak zda byt velmi odolny
vici stresim aplikovanym v tomto experimentu, jelikoz rostliny rostly velice dobie

pfi zavlazovani vSemi pouzitymi roztoKy.
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Tab. 12 Popis rostlin jednotlivych genotypu b&hem péstovani za kontrolovanych podminek

ve fytotronu pred aplikaci stresu.

Den Genotyp Pocet rostlin Barva listu Pocet Velikost
a stonku listi  listi (mm)
. “Litra® 35-45 Svétle zelena 2 2-4
' “Manes® 35-45 Svétle zelena 2 1-3
28.5.2020 < Jelen
“Chladek &ervena* 40-50 Tmave zelena 2 2-4
az fialova
‘Litra® 35-45 Svétle zelend 24 2-7
. “Mnes® 35-45 Green 2-4 3-5
4.6.2020 3 .
“Chlédek Cervend* 40-50 Tmave zelena 2-4 5-7
az fialova
‘Litra* 5 X : 4 5-15
. (v kazdém kvétinagi) ~ Sveue zelend
' ‘Ménes* 5 ) 4 5-10
10.6.2020 (v kadém kvétinici) Zelend
‘Chladek cervend* 5 Tmave¢zelena 4 5-15
(v kazdém kvétinaci) az fialova
‘Litra* 5 x ; 4 5-15
2 (v kazdém kvétinggi) ~ Svetle zelend
' ‘Ménes* 5 < 6-8 2-10
12.6.2020 (v kazdém kvétinigi) Zelend
‘Chladek &ervena* 5 Tmave zelena 4 5-15
(v kazdém kvétinaci) a7 fialova
‘Litra® 5 x . 4 5-15
.y (v kazdém kvétingei) ~ Sveue zelend
' ‘Ménes* 5 ; 6-8 2-10
15.6.2020 (v kazdém kvétinigi) Zelend
“Chladek Eervend* 5 Tmavézelena 4 5-15
(v kazdém kveétinaci) az fialova
‘Litra® 5 x . 6-8 5-25
25 (v kazdém kvétinggi) ~ Sveue zelend
' “Manes* s Zelend 10-14 10-15
17.6.2020 (v kazdém kvétinaci)
‘Chladek ervena 5 Tmave zelena 4-6 5-18
(v kazdém kvétinaci) az fialova
‘Litra* 5 x . 6-8 5-30
0 (v kazdém kvétinggi) ~ Svele zelend
' ‘Manes* s Zelend 12-18 2-15
19.6.2020 (v kazdém kvétinaci)
‘Chléadek ervena’ 5 Tmav¢ zelena 4-6 5-20

(v kazdém kv¢tinaci)
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Tab. 13 Popis rostlin jednotlivych genotypii béhem péstovani za kontrolovanych podminek
ve fytotronu po aplikaci stresu.

Den Genotyp Pocet Vyska R Velikost
Typ stresu rostlin  rostlin (cm) Pocet listu listu (cm)
34. ‘Litra® Kontrola 4 1-4,5 4-8 0,8-2,5
23.6.2020 Zvyseni piijem 5 1.5.5.5 422 13
dusiku
Snizeny prijem 5 1-4,5 6-16 0.8-3
dusiku
50 mM NaCl 5 0,5-6 2-12 0,5-3,5
100 mM NaCl 5 2,5-5 6-8 1-3
‘Manes* Kontrola 5 2-25 ~26 0,5-1,8
Zvyseniprijem 1,52 ~30 0.5-15
dusiku
Snizeny prijem 5 23 ~40 0,5-1,8
dusiku
50 mM NaCl 5 1-2,5 ~22 0,5-1,5
100 mM NaCl 5 1,5-2,5 ~50 0,5-1,5
‘Chladek Kontrola 5 2,5-5 6-8 0,5-3
cervena ZvySeni piijem 4 2.4 4.6 0.5-3
dusiku
Snizeny piijem 5 2.5 48 0.5-3
dusiku
50 mM NaCl 5 4 6 0,5-3
100 mM NaCl 5 3-3,5 4-6 0,5-2,5
41. ‘Litra* Kontrola 3 1-9 4-18 1-5
30.6.2020 ZvySeni piijem 4 1.5-10 428 1-6
dusiku
Snizeny piijem 4 19 6-20 14
dusiku
50 mM NaCl 3 2-11,5 4-24 1-6
100 mM NaCl 4 2,5-9 4-14 1-5
‘Manes* Kontrola 4 4,5 ~42 0,5-3
ZvySeni piijem 3 3.5 ~60 0.5-2
dusiku
Snizeny piijem 4 4 ~60 0.5-1.5
dusiku
50 mM NaCl 4 2-3,5 10-35 0,5-3
100 mM NaCl 4 2,5-3 20-80 0,5-2
‘Chladek Kontrola 4 3,5-10 6-12 2,5-5,5
cervena ZvySeni piijem 3 375 4.8 1.5-4
dusiku
Snizeny piijem 4 285 4.8 14
dusiku
50 mM NaCl 4 5-8 8 3-4
100 mM NaCl 4 3,5-6 6-8 2-3
44, ‘Litra® Kontrola 3 1-11 4-18 1-6
3.7.2020 ZvySeni piijem 4 2115 4.38 1.7
dusiku
Snizeny piijem 4 1-10 4-24 1-4,5
dusiku
50 mM NaCl 3 2,5-13 6-34 2-6,5
100 mM NaCl 4 2,5-9,5 4-18 2-4,5
‘Manes* Kontrola 4 5 ~50 1-3
Zvyseni piijem ~
dusfku 3 4,5 80 1-2
Snizeny piijem
Jusiku 65 0,5-1,5
50 mM NaCl 4 4 ~50 1-3
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Pokracovani: Tab. 13 Popis rostlin jednotlivych genotypu béhem péstovani za kontrolovanych
podminek ve fytotronu po aplikaci stresu.

Den Genotyp Pocet Vyska « 1. .o Velikost
Typ stresu rostlin  rostlin (cm) Pocet listu lista (cm)
44, ‘Manes’ 100 mM NaCl 4 3,5 ~80 1-2
3.7.2020  “Chladek Kontrola 4 3,5-11,5 6-20 2,5-6
cervena ZvySeni piijem 3 495 4-10 1.5-4
dusiku
Snizeny piijem 4 2-10 6-10 1.4
dusiku
50 mM NaCl 4 6-9 8-10 3-4
100 mM NaCl 4 6-7 6-8 2-3
51. ‘Litra“ Kontrola 1 15,5 26 1-7,5
10.7.2020 Zvyseni piijem ) 5.5:18.5 8: 62 ’-8
dusiku
Snizeny prijem 5 1-15 4-28 14,5
dusiku
50 mM NaCl 2 3;22 66; 6 2-6,5
100 mM NaCl 2 3;15 26; 6 2-4,5
‘Manes* Kontrola 3 7 ~100 1-3
ZvySeni piijem ~
dusiku 2 7 90 1-2
Snizeny prijem 3 6,5 ~100 0,5-1,5
dusiku
50 mM NaCl 3 4-6 ~80 1-3
100 mM NaCl 3 4-6,5 ~90 1-2
‘Chladek Kontrola 3 4-17 24, 8,6 2,5-6
cervena ZvySeni piijjem 2 45145 20: 6 1.5-5
dusiku
Snizeny prijem 3 2,5-13 22:8:6 1-4,5
dusiku
50 mM NaCl 3 8-14 20; 105 12 2,5-4,5
100 mM NaCl 3 6-8.,5 14;12; 8 2-4
58. ‘Litra® Kontrola 0 - - -
17.7.2020 Zvyseni piijem 24 (zatina
dusiku I kvést) 80 2-8,5
Snizeny prijem 2 1,5; 19 344 1-6,5
dusiku
50 mM NaCl 1 29 (zacina 84 2-8
kvést)
100 mM NaCl 1 18,5 (zatina 34 2-7
kvést)
‘Manes* Kontrola 2 8 ~130 1-3,5
Zvyseni piijem _
dusiku 1 8,5 120 1-2
Snizeny piijem -
Jusiku 2 8 130 1-2
50 mM NaCl 2 4;8 ~90 1-4
100 mM NaCl 2 5;7 ~100 1-2,5
‘Chladek Kontrola 2 23;6 6; 28 3-8
Cervena* Zvyseni piijem 21 (zaCina
dusiku I kvést) 32 2-8,5
Snizeny piijem
Jusiku 17 26 1,5-6,5
50 mM NaCl 2 9; 18,5 12; 26 2-7,5
100 mM NaCl 2 7,5; 10 10; 20 2-6
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Pokracovani: Tab. 13 Popis rostlin jednotlivych genotypu béhem péstovani za kontrolovanych
podminek ve fytotronu po aplikaci stresu.

Den Genotyp Pocet Vyska v . 1.0 Velikost
Typ stresu rostlin _ rostlin (cm) Pocet listu listd (cm)
65. ‘Litra‘ Kontrola 0 - - -
27.7.2020 ZvySeni piijem
0 - - -
dusiku
Snizeny piijem
Jusiku 1 1,5 6 1-1,5
50 mM NaCl 0 - - -
100 mM NaCl 0 - - -
‘Manes* Kontrola 1 9,5 ~160 1-3
ZvySeni piijem 0 i i i
dusiku
Snizeny piijem
Jusiku 1 9 ~140 1-2
50 mM NaCl 1 9 ~110 1-4
100 mM NaCl 1 8 ~130 1-2,5
‘Chladek Kontrola 1 30 50 39
cervena’ ZvySeni piijem 0 i i i
dusiku
Snizeny piijem 1 23.5 36 27
dusiku
50 mM NaCl 1 25 48 2-8
100 mM NaCl 1 14 30 2-7

Obr. 1 Rostliny jednotlivych genotypu péstované ve fytotronu v 15. den péstovani.
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Obr. 2 Rostliny genotypu ‘Litra®, ‘Chladek Cervena“ a ‘Manes* (zleva doprava) pied aplikaci stresu.
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4.2 Péstovani bazalky pravé za kontrolovanych podminek
ve vysokokapacitni fenotypiza¢ni platformé Plantscreen Conveyor

system

Vsechny rostliny péstované v konvejoru byly vypéestovany ze semen a byly sklizeny
nardaz. Béhem péstovani bylo pfi aplikaci stresu provedeno vrchni a postranni sniman{
jednotlivych skupin rostlin.

U genotypu ‘Litra‘® nebyly pozorovany pfili§ signifikantni rozdily mezi jednotlivymi
skupinami rostlin. Dle vrchnich (Obr. 3) a postrannich (Obr. 4) snimki Ize usoudit,
ze vSechny rostliny byly odolné vii¢i pouzitym stresim.

U genotypu ‘Chladek Cervenad‘ lze pozorovat, ze nejvice vyrazny rozdil byl u rostlin,
na které byl aplikovan solny stres. Z vrchnich (Obr. 5) a postrannich (Obr. 6) lze vidét,
ze rostliny péstované pii solném stresu dosahovaly mensiho vzrustu a byly
oproti ostatnim skupinam méné olisténé. Mezi ostatnimi skupinami nebyly pozorovany
signifikantni rozdily.

U rostlin genotypu ‘Manes‘ nebyly signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami,

coz lze vidét na vrchnich (Obr.7) a postrannich (Obr. 8) snimcich.

Obr. 3 Vrchni snimky rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych v konvejoru, 1 — kontrolni skupina, 2 —
rostliny se zvySenym prijmem dusiku, 3 — rostliny se snizenym piijmem dusiku, 4 — rostliny, na které
byl aplikovén solny stres.
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Obr. 4 Postranni snimky rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych v konvejoru, 1 — kontrolni skupina, 2 —
rostliny se zvySenym piijmem dusiku, 3 — rostliny se snizenym prijmem dusiku, 4 - rostliny, na které
byl aplikovén solny stres.

.

Obr. 5 Vrchni snimky rostlin genotypu ‘Chladek ¢ervena® péstovanych v konvejoru, 1 — kontroln{
skupina, 2 — rostliny se zvySenym piijmem dusiku, 3 — rostliny se snizenym piijmem dusiku,
4 - rostliny, na které byl aplikovdn solny stres.



Obr. 6 Postranni snimky rostlin genotypu ‘Chladek ervena“ péstovanych v konvejoru, 1 — kontroln{
skupina, 2 — rostliny se zvySenym prijmem dusiku, 3 — rostliny se snizenym piijmem dusiku,
4 —rostliny, na které byl aplikovén solny stres.

Obr. 7 Vrchni snimky rostlin genotypu ‘Manes® péstovanych v konvejoru, 1 — kontrolni skupina, 2 —

rostliny se zvySenym piijmem dusiku, 3 — rostliny se snizenym pfijmem dusiku, 4 - rostliny, na které
byl aplikovén solny stres.



Obr. 8 Postranni snimky rostlin genotypu ‘Manes® péstovanych v konvejoru, 1 — kontrolni skupina, 2
—rostliny se zvySenym piijmem dusiku, 3 —rostliny se snizenym piijmem dusiku, 4 - rostliny, na které
byl aplikovén solny stres.
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4.3 Analyza terpenoidu pomoci GC-MS

Analyza terpenoidu v rostlinach vypéstovanych ve fytotronu a konvejoru byla provedena
pomoci GC-MS analyzy. Ke zpracovani vysledkt byl pouzit program Massfinder 4.51-11
Computer Software. Byly vizualné porovnavany chromatogramy jednotlivych

analyzovanych latek s vyuzitim pocitacové databaze NIST MS SEARCH 2.0.

4.3.1 Rostliny bazalky pravé vypéstované za kontrolovanych podminek

ve fytotronové komore Fytoscope
Vzorky rostlin vypéstované ve fytotronu byly porovnavany jednotlivé v zdvislosti
na zmeéné mnozstvi obsazenych latek oproti kontrolnimu vzorku. Vysledky jsou uvedeny
zvlast pro jednotlivé genotypy a jednotlivé druhy stresu v grafech. Jelikoz nebylo
dostatek rostlinného materidlu pro vSechny tydny sbéru rostlin, byl vybran vzdy jeden
tyden sbéru, kdy byl rostlinny material pro vSechny typy stresu a bylo provedeno
porovnani pouze ve vybraném tydnu sbéru rostlin.

Pro genotyp ‘Litra® byl vybran rostlinny material ze 3. tydne od zacatku stresovani
rostlin. Pouze kontrolni vzorek byl pouzit ze druhého tydne, jelikoz ve tfetim tydnu

bylo rostlinného materidlu nedostatek.

Vliv piijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidt
u genotypu 'Litra'
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Obr. 9 Vliv pifijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych ve
fytotronu.
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Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidii
u genotypu 'Litra'
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Obr. 10 Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych ve
fytotronu.

U genotypu ‘Litra® byly vybrany 4 nejvice zastoupené terpenoidy, a to linalool,
eugenol, geraniol a methyleugenol. Vliv pfijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidu
u genotypu ‘Litra‘ je uveden v grafu (Obr. 9). ZvySeny i snizeny piijem dusiku se projevil
velmi vyraznym zvySenim obsahu geraniolu a zvySenim obsahu linaloolu. Naopak obsah
eugenolu a methyleugenolu vyrazné klesl.

Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidi u genotypu ‘Litra® je uveden
v grafu (Obr. 10). Pfi solném stresu nebyl geraniol detekovan vibec. Pii pouziti
50 mM i 100 mM NaCl doslo ke zvySeni obsahu linaloolu a zaroveti ke snizeni obsahu
methyleugenolu. Obsah eugenolu se signifikantné nezménil.

U genotypu ‘Chladek Cervena‘ byl pouzit rostlinny material ze 4. tydne od zacatku
aplikace stresu. Pouze pro zvySeny piijem dusiku byl pouzit rostlinny material ze 3. tydne,
jelikoz ze 4. tydne nebylo dostatek rostlinného materialu. Byly vybrdny 3 nejvice
zastoupené terpenoidy, a to linalool, eugenol a methyleugenol.

Vliv pfijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidd u genotypu ‘Chladek Cervena
jeuveden v grafu (Obr. 11). ZvySeny pfijem dusiku mél negativni vliv na obsah
methyleugenolu a eugenolu. Naopak hladina linaloolu se mirné zvysila. Pfi snizeném
pfijmu dusiku doslo k mirnému naristu obsahu eugenolu a methyleugenolu.

Byl pozorovan signifikantni nariist obsahu linaloolu.
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Vliv piijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidt
u genotypu 'Chladek Cervena'
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Obr. 11 Vliv prijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena
péstovanych ve fytotronu.

Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidii
u genotypu 'Chladek Cervena'
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Obr. 12 Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena
péstovanych ve fytotronu.
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Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidi u genotypu ‘Chladek Cervena
je uveden v grafu (Obr. 12). Vliv solného stresu mél u genotypu ‘Chladek Cervena‘
pfevazné pozitivni u¢inek na obsah terpenoidd v rostlinach. Pfi 50 mM i 100 mM
koncentraci NaCl doslo k signifikantnimu nartstu obsahu linaloolu a k mirnému nartstu
obsahu eugenolu. Pfi pouziti 50 mM NaCl doSlo k mirnému naristu obsahu
methyleugenolu, pti pouziti 100 mM NaCl se obsah methyleugenolu mirné snizil.

Pro genotyp ‘Manes‘ byl pouzit rostlinny material ze 3. tydne od zaCatku aplikace
stresu. Vybranymi, nejvice se vyskytujicimi terpenoidy u genotypu ‘Manes‘ byly linalool,
eugenol a methyleugenol.

Vliv pfijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidi u genotypu ‘Manes‘ je uveden
v grafu (Obr. 13). ZvySeny prijem dusiku mél negativni vliv na obsah linaloolu
a eugenolu. Obsah methyleugenolu se pfi zvySeném piiymu dusiku signifikantné
nezménil. SniZzeny piijem dusiku na obsah vybranych terpenoidi nemél vyrazny vliv.

Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidi u genotypu ‘Manes‘ je uveden
v grafu (Obr. 14). Pfi pouziti 50 mM NaCl doslo k nariistu obsahu v§ech vybranych
terpenoidt, nejvice k nartstu methyleugenolu. Pii pouziti 100 mM NaCl doslo ke snizeni
obsahu linaloolu, na ostatni terpenoidy solny stres nemél vliv. Pouziti 50 mM NaCl

mélo tedy pozitivni vliv na obsah terpenoidii u genotypu ‘Manes".

Vliv piijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidt
u genotypu '‘Manes'
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Obr. 13 Vliv prijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Maénes® péstovanych
ve fytotronu.
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Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidt
u genotypu '‘Manes'
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Obr. 14 Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Mdnes® péstovanych
ve fytotronu.
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4.3.2 Rostliny bazalky pravé vypéstované za kontrolovanych podminek
ve vysokokapacitni fenotypiza¢ni platformé Plantscreen Conveyor

system

Vzorky rostlin vypéstované v konvejoru byly porovnavany jednotlivé v zdvislosti
na zmeéné mnozstvi obsazenych latek oproti kontrolnimu vzorku. Vysledky jsou uvedeny
zvlast pro jednotlivé genotypy a jednotlivé druhy stresu v grafech. U vsech tfi pouzitych
genotypu byly nejvice zastoupenymi terpenoidy linalool, eugenol, geraniol
a methyleugenol.

Vliv piijmu dusiku na obsah vybranych, nejvice zastoupenych terpenoidd u genotypu
‘Litra‘ je uveden v grafu (Obr. 15). Pfi zvySeném piijmu dusiku doslo u genotypu ‘Litra‘
ke zvySeni obsahu linaloolu oproti kontrolnimu vzorku. U zbytku vybranych terpenoida
doslo naopak ke snizeni. K nejvyraznéj§imu snizeni doSlo u geraniolu. Pfi snizeném
pfijmu dusiku doslo taktéz k nariistu obsahu linaloolu oproti kontrolnimu vzorku, obsah
geraniolu také vzrostl. Obsah methyleugenolu se mirné snizil a obsah eugenolu se téméf
nezmeénil.

Z analyzy vyplyva, ze zvySeny piijem dusiku mél na rostliny genotypu ‘Litra‘ spiSe
negativni vliv, snizeny pfijem dusiku mél mirn€ pozitivni vliv pfedev§im na obsah
linaloolu a geraniolu.

Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidi u genotypu ‘Litra‘ je uveden
v grafu (Obr. 16). Piisolném stresu doslo k nartstu obsahu linaloolu a geraniolu,
naopak obsah methyleugenolu se oproti kontrolnimu vzorku vyrazné snizil. Z grafu
vyplyva, ze solny stres mél pozitivni vliv na obsah nékterych terpenoida v rostlinach.

U genotypu , Chladek Cervena“ doslo pfi zvySeném piijmu dusiku k mirnému nartistu
obsahu methyleugenolu a eugenolu. Obsah linaloolu a geraniolu je mirné snizil.
Pfi snizeném piiijmu dusiku doslo taktéz k narustu obsahu methyleugenolu a eugenolu,
na obsah geraniolu a linaloolu mél snizeny pfijem dusiku negativni vliv, kdy doslo
predevsim k vyraznému snizeni obsahu geraniolu. ZvySeny pfijem dusiku nemél na obsah
terpenoidi u genotypu ‘Chladek Cervena“ vyrazny vliv. SniZzeny piijem dusiku mél vliv
negativni, a to predevS§im na obsah geraniolu. Vliv pfijmu dusiku na vSechny vybrané
terpenoidy u genotypu ‘Chladek Cervena“ je uveden v grafu (Obr. 17).

Vliv solného stresu na obsah terpenoidi u genotypu ‘Chladek Cervena‘ je uveden
v grafu (Obr. 18). Z grafu vyplyva, ze solny stres mél pozitivni vliv na obsah linaloolu

a methyleugenolu. Obsah eugenolu a geraniolu se nijak vyrazné€ nezmeénil.
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Vliv pfijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidt
u genotypu 'Litra'
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Obr. 15 Vliv pfijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych
v konvejoru.

Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidii
u genotypu 'Litra'
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Obr. 16 Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych
v konvejoru.
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Vliv pfijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidii
u genotypu 'Chladek Cervena'
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Obr. 17 Vliv prijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena
péstovanych v konvejoru.

Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidii
u genotypu 'Chladek Cervena'
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Obr. 18 Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena
péstovanych v konvejoru.
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Vliv pfijmu dusiku na vybrané terpenoidy u genotypu ‘Manes‘ je uveden v grafu
(Obr. 19). ZvySeny piijem dusiku mél pozitivni vliv na obsah terpenoidd, zejména
na obsah linaloolu, methyleugenolu a eugenolu. V pfipadé geraniolu doslo
pouze k nepatrnému snizeni obsahu oproti kontrolnimu vzorku. Snizeny pfijem dusiku
mél pozitivni vliv na obsah vSech vybranych terpenoidd, nejvice na obsah linaloolu.

Vliv solného stresu na obsah terpenoidd u genotypu ‘Manes® je uveden v grafu
(Obr. 20). Pii aplikaci solného stresu doSlo ke snizeni obsahu vétSiny vybranych
terpenoidu, a to linaloolu, eugenolu a geraniolu. Obsah methyleugenolu se naopak zvysil
oproti kontrole. Z analyzy vyplyva, ze solny stres ma na obsah terpenoidi u genotypu

,Manes‘ negativni ucinky.

Vliv piijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidt
u genotypu 'Ménes'
0.8
0.7
0.6

0.5
04
0.3
0.2
_ _
0 ]
.

-0.1

1()g 2 (Cstres/ Ckontrola)

Linalool Eugenol Geraniol Methyleugenol

B Vysoky piijem dusiku ~ ® Nizky pfijem dusiku

Obr. 19 Vliv prijmu dusiku na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu “Manes® péstovanych
v konvejoru.
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Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidii
u genotypu '‘Manes'
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Obr. 20 Vliv solného stresu na obsah vybranych terpenoidu u rostlin genotypu ‘Mdnes* péstovanych
v konvejoru.
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4.4 Analyza dusikatych slouc¢enin pomoci UHPLC-MS/MS

Byla provedena analyza aminokyselin a polyamind obsazenych v rostlinach bazalky
pravé péstovanych v konvejoru pomoci UHPLC-MS/MS analyzy. Ziskana data byla
vyhodnocena v programu ChemStation E 02.02.1431. Vliv podminek péstovani rostlin
byl posuzovan dohromady pro aminokyseliny i polyaminy.

Vliv pfijmu dusiku na obsah polyaminti a aminokyselin u genotypu ‘Litra‘ je uveden
v grafu (Obr. 21).

Zvyseny i snizeny piijem dusiku mél na obsah polyaminl pifevazné pozitivni vliv.
Pti zvySeném piijmu dusiku doslo k signifikantnimu snizeni obsahu pouze u putrescinu,
agmatinu a tyraminu. Pfi snizeném pfijmu dusiku doslo k vyraznému snizeni obsahu
pouze u spermidinu, sperminu a taktéz agmatinu.

Zvyseny piijem dusiku zpusobil narust obsahu mnoha aminokyselin, nejvice se zvysil
obsah B-alaninu, threoninu, N-acetylornitinu, kyseliny 2-aminoadipové, kyseliny
glutamové, serinu, argininu a histidinu. Pfi zvySeném piijmu dusiku doSlo k poklesu
obsahu kyseliny y-aminomdselné, tryptofanu, methioninu, ornitinu a nejvétsi snizeni
bylo pozorovdno u glycinu. I pfes snizeni obsahu glycinu a nékolika aminokyselin
se zdd byt vliv zvySeni pfijmu dusiku u genotypu ‘Litra‘ pozitivni.

Vliv solného stresu na obsah jednotlivych polyamini a aminokyselin u genotypu
‘Litra® je uveden v grafu (Obr. 22). Solny stres zpusobil u genotypu ‘Litra zvyseni
nékterych polyamin, nejvice histaminu, 1,3-diaminopropanu a kadaverinu.
Zaroven doslo ke snizeni obsahu putrescinu a agmatinu. Piestoze doslo ke snizeni obsahu
nékterych polyaminti, mél solny stres pozitivni vliv na jejich celkovy obsah.

Obsah vétSiny aminokyselin se pfi aplikaci solného stresu u genotypu ‘Litra‘ zvysil,
nejvice obsah N-acetylornitinu. Mirné se snizilo obsazené mnozstvi alaninu, glycinu,
asparaginu, argininu a ornitinu. Celkové mél solny stres u genotypu ‘Litra‘
velmi pozitivni vliv na obsah aminokyselin.

Vliv ptijmu dusiku na obsah polyaminti a aminokyselin u genotypu ‘Chladek cervena“
je uveden v grafu (Obr. 23). Vysoky pfijem dusiku mél na rostliny genotypu ‘Chladek
Cervena‘ negativni vliv, jelikoz doslo ke snizeni obsahu téméf vSech polyamint
a témef vSech aminokyselin. U polyamint se nejvice snizil obsah kadaverinu a tyraminu.

K mirnému zvyseni obsahu doslo pouze u putrescinu a nor-spermidinu.
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Vliv ptijmu dusiku na obsah polyaminii a aminokyselin u genotypu 'Litra’
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Obr. 21 Vliv pfijmu dusiku na obsah aminokyselin a polyamint u rostlin genotypu ‘Litra“.
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Vliv solného stresu na obsah polyamint a aminokyselin u genotypu 'Litra’
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Obr. 22 Vliv solného stresu na obsah aminokyselin a polyamind u rostlin genotypu ‘Litra“.
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U aminokyselin se nejvice snizil obsah fenylalaninu, leucinu, isoleucinu, methioninu,
valinu, glycinu, asparaginu, glutaminu a argininu. Ke zvySeni obsahu doslo
pouze u tryptofanu, kyseliny 2-aminoadipové a kyseliny asparagové.

Pfi snizeném piijmu dusiku doSlo ke zvySeni obsahu putrescinu, homospermidinu
atyraminu. Na ostatni polyaminy meélo snizeni piijmu dusiku efekt negativni,
nejvice se snizil obsah histaminu, 1,3-diaminopropanu, kadaverinu a sperminu.

Pfi snizeném piijmu dusiku doslo k narustu obsahu nékterych aminokyselin,
nejvice tryptofanu, lysinu, asparaginu a glutaminu. Snizeny obsah byl nejvice pozorovan
u kyseliny y-aminomdselné a argininu.

Vliv solného stresu na jednotlivé analyzované polyaminy a aminokyseliny je uveden
v grafu (Obr. 24). Solny stres mél negativni vliv na vSechny analyzované polyaminy.
K nejvétsimu snizeni obsahu do§lo u histaminu, putrescinu, kadaverinu a spermidinu.
Na vétsinu aminokyselin mél solny stres pozitivni vliv, kdy k nejvét§imu narastu obsahu
doslo u N-acetylornitinu a serinu. U nekterych aminokyselin doslo ke snizeni obsahu,
nejvice u glycinu a argininu.

Vliv pfijmu dusiku na obsah jednotlivych aminokyselin a polyaminti u genotypu
‘Manes‘ je uveden v grafu (Obr. 25). ZvySeny pfijem dusiku mél na obsah polyamint
negativni vliv, kdy se snizil obsah vSech polyamint kromé 1,3-diamopropanu a tyraminu.
Nejvice se snizil obsah histaminu, putrescinu, kadaverinu, spermidinu a homospermidinu.
Pfi snizeném pifijmu dusiku doSlo k mirnému zvySeni obsahu putrescinu,
1,3-diaminopropanu a tyraminu. Snizil se obsah histaminu a kadaverinu. Obsah ostatnich
polyamint se pii snizeném piijmu dusiku u genotypu ‘Manes* signifikantn€ nezménil.

Zvyseny prijem dusiku mél u genotypu ‘Manes‘ pozitivni vliv na obsah aminokyselin,
kdy se nejvice zvySil obsah tryptofanu, kyseliny 2-aminoadipové, glycinu, glutaminu,
serinu, asparaginu, argininu, histidinu a ornitinu. Doslo ke snizeni obsahu leucinu
aisoleucinu. U ostatnich analyzovanych aminokyselin nebyly zmény v obsahu
oproti kontrolnimu vzorku signifikantni.

Snizeny ptijem dusiku mél negativni vliv na obsah aminokyselin u genotypu ‘Manes".
Doslo ke snizeni obsahu vétSiny aminokyselin, nejvice se snizil obsah kyseliny
y-aminomdselné, N-acetylornitinu a lysinu. Obsah nékterych aminokyselin se zvysil,

a to obsah tryptofanu, histidinu a ornitinu.
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Vliv piijmu dusiku na obsah polyaminli a aminokyselin u genotypu 'Chladek
cervend'
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Obr. 23 Vliv pfijmu dusiku na obsah aminokyselin a polyamint u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena“.
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Vliv solného stresu na obsah polyaminti a aminokyselin u genotypu
'Chladek ¢ervend'
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Obr. 24 Vliv solného stresu na obsah aminokyselin a polyamini u rostlin genotypu ‘Chladek ervena“.
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Vliv ptijmu dusiku na obsah polyaminil a aminokyselin u genotypu 'Ménes'
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Obr. 25 Vliv pfijmu dusiku na obsah aminokyselin a polyamint u rostlin genotypu ‘Manes*.
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Vliv solného stresu na obsah polyaminti a aminokyselin u genotypu 'Manes'
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Obr. 26 Vliv solného stresu na obsah aminokyselin a polyamind u rostlin genotypu ‘Manes®.
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Vliv solného stresu na obsah jednotlivych polyamint a aminokyselin je uveden v grafu
(Obr. 26). Solny stres mél negativni vliv na obsah vSech polyamini kromé tyraminu,
u kterého se obsah mirné zvysil. K nejvétsimu snizeni doslo u putrescinu a spermidinu.
Vliv solného stresu na obsah vétSiny aminokyselin byl pozitivni. Nejvetsi nartst
byl pozorovan u N-acetylornitinu, serinu a histidinu. Ke nejvétsSimu snizeni

obsahu u kyseliny y-aminoméselné.
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4.5 Analyza fenolickych slou¢enin pomoci UHPLC-MS/MS
Analyzy fenolickych sloucenin byla provedena pomoci UHPLC-MS/MS a ziskana data
byla vyhodnocena v programu ChemStation E 02.02.1431. Analyza fenolickych
slouCenin byla provedena pro rostlinny material ziskany béhem péstovani ve fytotronu
i v konvejoru.

Obsah fenolickych sloucenin v jednotlivych genotypech byl porovnavéan v zdvislosti
na zmeéné mnozstvi obsazenych fenolickych latek oproti kontrolnimu vzorku. Vysledky

byly porovnavany zvlast pro jednotlivé genotypy a jednotlivé druhy stresu.

4.5.1 Analyza fenolickych slouCenin u rostlin bazalky pravé
vypéstovanych za kontrolovanych podminek ve fytotronové komore

Fytoscope
Pro vSechny tfi genotypy byl vybran rostlinny material sklizeny druhy tyden od zacatku
aplikace stresu. Pouze u genotypu ‘Chladek ¢ervena“ byl pro vzorek pfi snizeném piijmu
dusiku pouzit vzorek ze tietiho tydne od aplikace stresu, jelikoz rostlinného materialu
z druhého tydne bylo nedostatek.

Vliv ptijmu dusiku na obsah fenolickych slou¢enin u genotypu ‘Litra je uveden v grafu

(Obr. 27).

Vliv pifijmu dusiku na obsah fenolickych slouc¢enin
u genotypu 'Litra’

kol S S {
ag S 33 SN S
& F F T FE F ¥

QUSRS < 5 &
4
3.5
3
25
= 2
£15
03 ! I
L0l W _
£.05 I I
A |
< -1.5
-2
& 25
-3
-3.5
4
45
m ZvySeny prijem dusiku Snizeny pfijem dusiku

Obr. 27 Vliv pfijmu dusiku na obsah fenolickych slou¢enin u rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych ve
fytotronu.
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Pii zvySeném pfijmu dusiku doslo k vyraznému nartistu obsahu kyseliny gallové,
kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny salicylové, naringeninu a hesperedinu.
Naopak doSlo k poklesu obsahu luteoninu, kvercetinu a kyseliny rozmarynové.
Na obsah ostatnich analyzovanych fenolickych slouc¢enin nemél zvySeny ptijem dusiku
vyznamny vliv. Snizeni pfijmu dusiku vedlo ke zvySeni obsahu kyseliny gallové,
4-hydroxybenzoové kyseliny, luteoninu, kyseliny salicylové, kyseliny kdvové, kyseliny
para-kumarové, kvercetinu a hesperedinu. Ke snizeni obsahu doslo u rutinu a kyseliny
rozmarynove. Snizeni pfijmu dusiku mélo tedy na obsah vétSiny fenolickych sloucenin
pozitivni vliv.

Vliv solného stresu u genotypu ‘Litra® byl zpracovan pouze pro rostlinny material
ziskany péstovanim za aplikace 100 mM NaCl, jelikoz pro 50 mM bylo rostlinného
materidlu nedostatek. Vliv solného stresu je uveden v grafu (Obr. 28). Pfi aplikaci
100 mM NaCl doslo ke zvySeni obsahu kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny salicylové
a hesperedinu. Ke snizeni dosSlo u kyseliny para-kumarové, luteoninu, kvercetinu,
naringeninu, rutinu a nejvice u kyseliny rozmarynové. Solny stres mél celkové negativni

vliv na obsah fenolickych sloucenin u rostlin genotypu ‘Litra‘.

Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin
u genotypu 'Litra’
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Obr. 28 Vliv solného stresu na obsah fenolickych slou¢enin u rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych ve
fytotronu.
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Vliv piijmu dusiku na obsah fenolickych slou¢enin
u genotypu 'Chladek Cervena'
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Obr. 29 Vliv pfijmu dusiku na obsah fenolickych slouc¢enin u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena
péstovanych ve fytotronu.

Vliv ptijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Chladek cervena*
je uveden v grafu (Obr. 29). U genotypu ‘Chladek Cervena‘ doslo pfi zvySeném ptijmu
dusiku ke zvySeni obsahu kyseliny ferulové, kyseliny salicylové a nejvice rutinu
akyseliny rozmarynové. Ke snizeni obsahu doSlo u kyseliny gallové,
4-hydroxybenzoové, para-kumarové, kvercetinu a naringeninu. Pfi snizeném piijmu
dusiku doSlo ke zvySeni obsahu ferulové kyseliny, salicylové kyseliny, luteoninu
a hesperedinu. Snizil se obsah kyseliny gallové, para-kumarové, naringeninu, rutinu
arapidné se snizil obsah kvercetinu. ZvySeni 1 snizeni pfijmu dusiku mélo na obsah
fenolickych sloucenin u genotypu ‘Chladek Cervena‘ prevazné negativni vliv.

Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Chladek Cervena
je uveden v grafu (Obr. 30). Pfi aplikaci 50 mM NaCl doslo u genotypu ‘Chladek
cervena‘ ke zvySeni obsahu kyseliny kavové, kyseliny para-kumarové, kyseliny ferulové,
kvercetinu, rutinu a kyseliny rozmarynové. Zarovenl se snizil obsah kyseliny gallové
a hesperedinu. Pfi pouziti 100 mM NaCl doslo ke zvySeni obsahu kyseliny kavové,
kyseliny para-kumarové, kyseliny ferulové, rutinu a kyseliny rozmarynové. Ke snizeni
obsahu doslo u luteoninu a hesperedinu. Aplikace solného stresu u genotypu ‘Chladek
Cervena’ meéla pozitivni vliv na obsah vétSiny fenolickych sloucenin s vyjimkou

hesperedinu.
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Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin
u genotypu 'Chladek Cervena'
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Obr. 30 Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena
péstovanych ve fytotronu.

Vliv pfijmu dusiku na obsah fenolickych slouCenin u genotypu ‘Manes‘ je uveden
v grafu (Obr. 31). ZvySeny ptijem dusiku mél negativni vliv na obsah téméf vsech
nalezenych fenolickych slouCenin, nejvice se snizil obsah naringeninu, kyseliny
rozmarynoveé a hesperedinu. Jedin€ obsah rutinu se vyrazné zvysil. Snizeny piijem dusiku
zpusobil zvySeni obsahu kyseliny gallové, kyseliny para-kumarové, luteoninu,
kvercetinu a nejvice rutinu. K signifikantnimu snizeni obsahu doslo u kyseliny salicylové
a hesperedinu. Snizeny pfijem dusiku mél na rostliny genotypu ‘Manes® vétSinou
pozitivni vliv.

Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Manes‘ je uveden
v grafu (Obr. 32). Pfi pouziti 50 mM NaCl doslo ke zvySeni obsahu kyseliny gallové,
luteoninu, naringeninu a rutinu. Naopak doslo k poklesu obsahu kyseliny salicylové,
kvercetinu a k velmi velkému snizeni obsahu kyseliny rozmarynové a hesperedinu.
Pouziti 100 mM NaCl mélo za dusledek zvySeni obsahu kyseliny ferulové, luteoninu,

kvercetinu a rutinu. DoSlo k signifikantnimu snizeni obsahu hesperedinu.
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Vliv piijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin
u genotypu 'Manes'
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Obr. 31 Vliv pfijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin u rostlin genotypu ‘Mdnes* péstovanych
ve fytotronu.
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Obr. 32 Vliv solného stresu na obsah fenolickych slou¢enin u rostlin genotypu “Ménes* péstovanych
ve fytotronu.
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4.5.2 Analyza fenolickych slouCenin wu rostlin bazalky pravé
vypéstovanych za kontrolovanych podminek ve vysokokapacitni

fenotypizacni platformeé Plantscreen Conveyor system
Vliv ptijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Litra‘ je uveden v grafu
(Obr. 33). Pii zvySeném piijmu dusiku doslo k signifikantnimu naristu obsahu luteoninu
a hesperedinu. Obsah kyseliny ferulové, kvercetinu, rutinu a kyseliny rozmarynové
se snizil. Pti snizeném ptijmu dusiku doslo ke zvySeni obsahu kyseliny gallové, kyseliny
4-hydroxybenzoové, kyselina para-kumarové, kyseliny kdvové, kyseliny ferulové
a luteoninu. Snizil se naopak obsah kyseliny salicylové, rutinu a nejvice hesperedinu.

Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Litra‘ je uveden
v grafu (Obr. 34). Solny stres mél pozitivni vliv na obsah kyseliny ferulové, luteoninu,
naringeninu, kvercetinu, rutinu a hesperedinu. Negativni vliv mél solny stres na obsah
kyseliny para-kumarové a kyseliny salicylové. V celkovém srovnani mél vSak solny stres
na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Litra‘ spiSe pozitivni vliv.

Vliv ptijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Chladek cervena*
je uveden v grafu (Obr. 35). Pii zvySeném piijmu dusiku doslo ke zvySeni obsahu
kyseliny ferulové, luteoninu a rutinu. Doslo ke snizeni obsahu kyseliny gallové, kyseliny

4-hydroxybenzoové, kyseliny para-kumarové, kyseliny salicylové a naringeninu.
Vliv piijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin
u genotypu 'Litra’
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Obr. 33 Vliv pfijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin u rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych v
konvejoru.
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Vliv 100 mM NaCl na obsah fenolickych slou¢enin
u genotypu 'Litra'
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Obr. 34 Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin u rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych
v konvejoru.

Vliv piijmu dusiku na obsah fenolickych slou¢enin
u genotypu 'Chladek Cervena'
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Obr. 35 Vliv pfijmu dusiku na obsah fenolickych slouc¢enin u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena
péstovanych v konvejoru.

102



Snizeny pfijem dusiku mél u genotypu ‘Chladek Cervena® pozitivni vliv na obsah
kyseliny ferulové, luteoninu, kvercetinu a hesperedinu. Negativni vliv mél na obsah
kyseliny gallové a naringeninu.

Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Chladek Cervena‘
je uveden v grafu (Obr. 36). U genotypu ‘Chladek Cervena® Ize pozorovat, ze solny stres
mél velmi negativni vliv na obsah vSech analyzovanych fenolickych sloucenin,
nejvice na obsah kyseliny gallové, kyseliny 4-hydroxybenzoové, kyseliny kdvové,
kyseliny para-kumarové, kvercetinu, naringeninu, rutinu, kyseliny rozmarynové
a hesperedinu.

Vliv pfijmu dusiku na obsah fenolickych slouCenin u genotypu ‘Manes‘ je uveden
v grafu (Obr. 37). Pfi zvySeném piijmu dusiku doslo ke zvySeni obsahu kyseliny
salicylové. Doslo k poklesu mnoha analyzovanych fenolickych slou€enin. Signifikantni
snizeni bylo pozorovano u obsahu kyseliny ferulové, kyseliny rozmarynové
a hesperedinu. Zvyseni pfijmu dusiku meélo na obsah fenolickych slou€enin u genotypu
‘Manes‘ negativni vliv. Pfi snizeni pfijmu dusiku naopak doslo ke zvySeni obsahu mnoha
fenolickych sloucenin, predevsim kyseliny ferulové, kyseliny salicylové, luteoninu,
kvercetinu a kyseliny rozmarynové. K poklesu obsahu dosSlo pouze u hesperedinu.
Snizeny pfijem dusiku u genotypu ‘Manes‘ mél pozitivni vliv na obsah vétSiny
fenolickych sloucenin.

Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin u genotypu ‘Manes‘ je uveden
v grafu (Obr. 38). Pii solném stresu doslo ke zvySeni obsahu kyseliny salicylové,
kvervetinu a hesperedinu. DoSlo ke snizeni obsahu kyseliny gallové, kyseliny
4-hydroxybenzoové, kyseliny kavové, kyseliny para-kumarové kyseliny ferulové
a kyseliny rozmarynové. Solny stres mél u genotypu ‘Manes’ na obsah vétSiny

fenolickych sloucenin negativni vliv.
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Vliv 100 mM NaCl na obsah fenolickych sloucenin
u genotypu 'Chladek Cervena'
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Obr. 36 Vliv solného stresu na obsah fenolickych sloucenin u rostlin genotypu ‘Chladek Cervena
péstovanych v konvejoru.

Vliv piijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin
u genotypu 'Ménes'
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Obr. 37 Vliv pfijmu dusiku na obsah fenolickych sloucenin u rostlin genotypu ‘Mdnes* péstovanych
v konvejoru.
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Vliv 100 mM NaCl na obsah fenolickych sloucenin
u genotypu 'Manes'
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Obr. 38 Vliv solného stresu na obsah fenolickych slou¢enin u rostlin genotypu “Ménes* péstovanych
v konvejoru.
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S DISKUZE

5.1 Péstovani bazalky pravé za kontrolovanych podminek
ve fytotronové komore Fytoscope a ve vysokokapacitni fenotypizacni

platformé Plantscreen Conveyor system
Rostlinam péstovanym za kontrolovanych podminek v konvejoru se celkové datilo 1épe
ve srovndni s rostlinami péstovanymi za kontrolovanych podminek ve fytotronu.

U rostlin genotypu ‘Litra® nebyly pozorovany signifikantni rozdily mezi stresovanymi
a kontrolnimi rostlinami pfi péstovani v konvejoru. Naopak u rostlin péstovanych
ve fytotronu se jevilo nejlepSi z hlediska fyziologické charakteristiky pouziti
12 Hoaglandova roztoku s vysokym obsahem dusiku, coz odpovida pfedchozim studiim
(Sharafzadeh a Alizadeh, 2011) a Y2 Hoaglandova roztoku s obsahem 50 mM NaCl.
Z ptedchozich studii (Bekhradi et al., 2015) vyplyva, ze u nékterych, predevs§im zelenych,
genotypu bazalky pravé solny stres pozitivné ovliviiuje vizualni kvalitu rostlin.

U genotypu ‘Chladek cCervena“ se pii péstovani za kontrolovanych podminek
v konvejoru  srovnatelné stejné¢ dafilo rostlinam zavlazovanym kontrolnim
12 Hoaglandovym roztokem, Y2 Hoaglandovym roztokem s vysokym i nizkym obsahem
dusiku, nejméné se dafilo rostlinam, na které byl aplikovan solny stres (2 Hoaglanduv
roztok s obsahem 100 mM NaCl). Stejné vysledky plynuly i z experimentu péstovani
rostlin za kontrolovanych podminek ve fytotronu, kdy se nejvice dafilo rostlinam
zavlazovanym kontrolnim '2 Hoaglandovym roztokem a nejméné rostlinam
zavlazovanym %2 Hoaglandovym roztokem s obsahem 100 mM NaCl. Z tohoto
pozorovani plyne, Ze genotyp ‘Chladek Cervena® je odolny vici solnému stresu
pouze pii niz§ich koncentracich. Vliv pfijmu dusiku na rast se neshoduje s pfedchozim
studii (Biesiada a Kus, 2010), ve které je uvedeno, ze zvySena davka dusiku pfiznivé
ovliviiuje rast. Intolerance fialovych genotyptu bazalky vici solnému stresu se shoduje
s predchozi studii (N6brega et al., 2021), ve které je uvedeno, Ze solny stres zpusobuje
zpomaleni a snizeni rastu fialovych genotypu bazalky pravé.

Pro genotyp ‘Manes’ nebyly pozorovany pii péstovani rostlin v konvejoru
signifikantni rozdily mezi jednotlivymi skupinami. Naopak pfi péstovani rostlin
ve fytotronu se jevilo nejlepsi pouziti kontrolniho %2 Hoaglandova roztoku, kdy rostliny
dosahovaly nejvétsi vysky, poctu listd i velikosti listi. Tento vysledek se neshoduje

s predchozimi studiemi (Golcz et al., 2006; Sharafzadeh a Alizadeh, 2011),
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kde je uvedeno, Ze hnojeni dusikem pozitivné ovliviiuje rust rostlin bazalky pravé,

coZ se v tomto experimentu nepotvrdilo.

5.2 Analyza terpenoidu pomoci GC-MS

Analyza terpenoidi pomoci GC-MS byla provedena pro vzorky rostlin péstovanych
za kontrolovanych podminek ve fytotronu i v konvejoru. Byly vybrdny 4 nejvice
zastoupené terpenoidy, u nichz byla sledovana zména obsahu ve stresovanych rostlinach
oproti kontrolnim rostlindm. Nejvice zastoupené terpenoidy u genotypu ‘Litra® byly
pro rostliny péstované ve fytotronu i v konvejoru shodné, jednalo se o linalool, eugenol,
geraniol a methyleugenol. U genotypt ‘Chladek cCervena“ a ‘Manes‘ se nejvice
zastoupené terpenoidy v rostlinach péstovanych ve fytotronu a v konvejoru mirné lisili.
U obou genotypt se u rostlin péstovanych v konvejoru nejvice vyskytoval linalool,
eugenol, geraniol a methyleugenol jako u genotypu ‘Litra‘. U rostlin péstovanych
ve fytotronu se u genotypu ‘Chladek Cervena“ a ‘Manes* vSak nevyskytoval geraniol.

Nejvice zastoupenym terpenoidem u vSech rostlin byl linalool, coz se shoduje
s literaturou (Arabaci a Bayram, 2004; Sifola a Barbieri, 2006; Daneshian et al., 2009;
Nurzynska-Wierdak et al., 2013).

Ve srovnani s bakalatskou praci (Komzékova, 2019), ve které byly analyzovany silice
13 genotypu bazalky pravé pomoci GC-MS, vcetné genotypu ‘Litra‘, ‘Chladek Cervena
a ‘Manes‘, obsahovaly vybrané genotypy jako majoritni terpenoid linalool,
coz se shoduje s vysledky uvedenymi v této diplomové praci. Genotyp ‘Litra‘ obsahoval
také znacné mnozstvi geraniolu, eugenol se vSak v silicich genotypu ‘Litra® nachazel
ve velmi malém mnozstvi a methyleugenol se v silici nenachazel vibec. U genotypu
‘Chladek ¢ervena‘ se nachazelo malé mnozstvi eugenolu, geraniol a methyleugenol nebyl
v silici detekovan viibec. Naopak hlavnimi slozkami silice byly kromé linaloolu
také eukalyptol, cedrelanol a terpinen-4-ol. Genotyp ‘Manes‘ obsahoval jako jednu
z hlavnich slozek silice eugenol, obsahoval také znacné mnozstvi methylaugenolu.
Geraniol se v silici genotypu ‘Manes® nenachazel viibec.

U genotypu ‘Litra® se vysledky péstovani ve fytotronu a konvejoru mirné lisily.
Pti zvySeném piijmu dusiku doSlo u rostlin péstovanych v konvejoru k razantnimu
poklesu obsahu geraniolu oproti rostlinim péstovanym v konvejoru, u kterych naopak
doslo k velmi razantnimu narGistu obsahu geraniolu. Pfi snizeném piijmu dusiku doslo
u rostlin péstovanych ve fytotronu k poklesu obsahu eugenolu, u rostlin péstovanych

v konvejoru se obsah eugenolu signifikantné nezménil. Pfi aplikaci solného stresu
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se shoduji vysledky pro rostliny péstované ve fytotronu iv konvejoru pro linalool,
eugenol a methyleugenol. U rostlin péstovanych v konvejoru doslo ke zvySeni obsahu
geraniolu, u rostlin péstovanych ve fytotronu nebyl geraniol detekovan pfti solném stresu
vibec.

U genotypu ‘Chladek Cervena“ byly pro rostliny péstované ve fytotronu a v konvejoru
vysledky signifikantn€ odliSné. Pfi zvySeném ptfijmu dusiku u rostlin péstovanych
ve fytotronu doSlo k narGstu obsahu linaloolu a poklesu obsahu eugenolu
a methyleugenolu. U rostlin péstovanych v konvejoru doslo naopak k nartistu obsahu
eugenolu a methyleugenolu, obsah linaloolu se signifikantné nezménil. Pfi snizeném
pfijmu dusiku doslo u rostlin péstovanych ve fytotronu k narGstu obsahu linaloolu
a methyleugenolu, obsah eugenolu se signifikantné nezménil. U rostlin péstovanych
v konvejoru doslo ke snizeni obsahu linaloolu a geraniolu, ktery nebyl u rostlin genotypu
‘Chladek cervena‘ péstovanych ve fytotronu detekovan. Doslo také k nartstu obsahu
methyleugenolu. Pii aplikaci solného stresu byly ziskany také jiné vysledky pro rostliny
z fytotronu a konvejoru. V obou pfipadech doslo k narGstu obsahu linaloolu, u rostlin
péstovanych ve fytotronu doSlo k narGstu obsahu eugenolu a poklesu obsahu
methyleugenolu. Naopak u rostlin péstovanych v konvejoru doslo k narGstu obsahu
methyleugenolu, obsah eugenolu a geraniolu se mirn¢ snizil.

U genotypu ‘Manes byly pozorovany velké rozdily mezi rostlinami péstovanymi
ve fytotronu a v konvejoru. U rostlin péstovanych ve fytotronu doslo pfi zvySeni piijmu
dusiku k poklesu obsahu linaloolu a eugenolu, obsah methyleugenolu se mirn¢ zvysil.
Pfi snizeni pfijmu dusiku nedoslo k signifikantnim zmé&nam v obsahu vSech vybranych
terpenoidii. U rostlin péstovanych v konvejoru doslo pii zvySeném i snizeném piijmu
dusiku k nardstu obsahu linaloolu, eugenolu a methylaugenolu, obsah geraniolu
se signifikantné nezménil. Pfi aplikaci solného stresu doslo v obou ptipadech k poklesu
obsahu linaloolu, coz odpovida predchozi studii (Ciriello et al., 2022). U rostlin
péstovanych ve fytotronu se obsah zbylych vybranych terpenoidua signifikantné nezménil.
U rostli péstovanych v konvejoru doslo také k poklesu obsahu eugenolu,
a naopak k narastu obsahu methyleugenolu.

Predchozi studie vlivu pfijmu dusiku a solného stresu na terpenoidy u genotypu
pouzitych v této diplomové praci nebyly nalezeny, proto jsou déle vysledky srovnavany
s jinymi genotypy €1 bazalkou pravou obecné. V literature (Arabaci a Bayram, 2004;
Daneshian ef al., 2009) je uvedeno, ze pii zvySeném piijmu dusiku doslo k rastu obsahu

terpenoidil, coz Castecné souhlasi s dosazenymi vysledky.
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Vysledky vlivu zvySeného pfijmu dusiku u genotypu ‘Litra® a u rostlin genotypu
‘Chladek cCervena® péstovanych ve fytotronu, kdy doslo ke snizeni obsahu
methyleugenolu, odpovidaji predchozi studii (Daneshian er al., 2009). Neodpovidaji
vysledkim pro genotyp ‘Manes‘, kdy doSlo k narGstu obsahu methyleugenolu.
Daneshian et al. (2009) také uvadi, ze hnojeni dusikem nemélo signifikantni vliv
na obsah eugenolu v rostlinach bazalky pravé, coz neodpovida vysledkim ziskanym
v této diplomové préaci.

V prechozi studii (Onofrei et al., 2018) je uvedeno, ze pfi aplikaci hnojiva s vysokym
obsahem dusiku doslo k nartstu obsahu linaloolu u rostlin bazalky pravé, coz se shoduje
s vysledky pro rostliny genotypu ‘Litra® z obou experimentd péstovani, pro rostliny
genotypu ‘Chladek Cervend‘® péstované ve fytotronu a pro rostliny genotypu ‘Manes'
pestované v konvejoru. Onofrei et al. (2018) dale uvadi, ze doslo ke zvySeni obsahu
eugenolu u rostlin hnojenych hnojivy s vysokym obsahem dusiku, coz se neshoduje
se ziskanymi vysledky. Geraniol a methyleugenol nebyly u rostlin ve studii
(Onofrei et al., 2018) detekovany.

V predchozi studii (Ciriello et al., 2022) je uvedeno, ze pii aplikaci solného stresu
doslo ke snizeni obsahu linaloolu, coz odpovida pouze vysledkiim pro genotyp ‘Manes‘,
u genotypu ‘Litra® a ‘Chladek Cervena® doSlo naopak k narGstu obsahu linaloolu
pfi aplikaci solného stresu.

V predchozich studiich (Said-Al Ahl et al., 2010; Scagel et al., 2019) je uvedeno,
ze pti aplikaci solného stresu doslo u rostlin bazalky pravé ke snizeni obsahu eugenolu.
Tyto studie se shoduji s vysledky pouze pro rostliny genotypu ‘Manes® péstované
v konvejoru.

Ve studii (Barbieri ef al., 2012) se uvadi, ze vliv solného stresu na obsah terpenoida
zavisi na genotypu, kdy u genotypu ‘Napoletano‘ doslo k nardstu obsahu terpenoidu
vlivem solného stresu, u genotypu ‘Genovese’ doslo naopak k poklesu obsahu
terpenoidi. Tato studie odpovida vysledkiim této diplomové prace, kdy se mezi sebou

velmi lisi vysledky ziskané pro jednotlivé genotypy.
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5.3 Analyza dusikatych sloucenin
Analyza obsahu aminokyselin a polyamini byla provedena pro rostliny péstované
za kontrolovanych podminek v konvejoru pomoci UHPLC-MS/MS analyzy.

V predchozi studii (Otélora et al., 2018), ktera se zabyvala vlivem hnojeni ¢ekanky
listové dusikem na obsah aminokyselin, je uvedeno, zZe pii nedostatku pfijatého dusiku
doslo ke snizeni obsahu vSech zkoumanych aminokyselin, coz se téméf shoduje
s vysledky pro genotypy ‘Litra® a ‘Manes‘. U genotypu ‘Chladek cervena® doslo
k signifikantnimu narastd nékterych aminokyselin, predevs§im tryptofanu, lysinu,
glutamové kyseliny, asparaginu, glutaminu a ornitinu. Stejné vysledky, jako ve studii
(Otdlora et al., 2018), byly dosazeny také ve studii (Kovacik er al., 2000),
ktera se zabyvala vlivem deficience dusiku na obsah volnych aminokyselin v listech
hefmanku pravého.

Ve studii (Atanasova, 2008), kterd se zabyvala vlivem hnojeni dusikem na obsah
aminokyselin v brukvi seté, je uvedeno, ze pii hnojeni vysokymi davkami dusiku doslo
ke zvySeni obsahu asparagové kyseliny, tyrosinu, fenylalaninu, histidinu, lysinu a nejvice
argininu. Tato studie se shoduje s vysledky pro zménu obsahu histidinu a argininu
u genotypu ‘Litra® a ‘Manes’, kdy se obsah téchto dvou aminokyselin zvysil. U genotypu
‘Chladek cervena® doslo naopak ke snizeni obsahu histidinu a argininu. Hladiny
asparagové kyseliny, tyrosinu, fenylalaninu a lysinu se u vybranych genotypa bazalky
pravé pii zvySeném piijmu dusiku pfilis signifikantné nezmeénily. Atanasova (2008) dile
uvadi, ze doslo ke snizeni obsahu threoninu, glycinu, valinu a prolinu, coz se shoduje
s vysledky pro genotyp ‘Chladek Cervena‘. U genotypu ‘Manes‘ doslo ke snizeni obsahu
valinu a threoninu, obsah prolinu a glycinu se naopak zvysil. U genotypu ‘Litra‘ doslo
ke snizeni hladiny glycinu, zvysil se obsah valinu a threoninu, obsah prolinu
se pi1 zvySené aplikaci dusiku nezménil.

V literatute (Paschalidis et al., 2019) se uvadi, ze v dusledku zvysené aplikace dusiku
dochazi v rostlinach ke zvysSené produkci polyamind, které predchazi zvySena produkce
argininu a ornitinu jako prekurzort polyamind, coz se shoduje s dosazenymi vysledky,
kdy u vSech vybranych genotypt doslo k narGstu obsahu argininu. Obsah ornitinu
se zvysil pouze u genotypu ‘Manes‘, u genotypu ‘Litra‘ a ‘Chladek Cervena‘ se naopak
snizil. Je vSak zajimavé, ze k signifikantnimu narastu polyamint doslo pouze u genotypu

‘Litra‘, kdy se nejvice zvysil obsah 1,3-diaminopropanu a kadaverinu, naopak obsah
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putrescinu se snizil. U genotypu ‘Chladek Cervena® a ‘Manes‘ doslo ke snizeni obsahu
témeér vSech sledovanych polyamint.

Vlivem solného stresu doslo u vsech tii vybranych genotypt ke zvySeni obsahu
prolinu, coz se shoduje s prfedchozimi studiemi (Aziz et al., 1999; Simon-Sarkadi et al.,
2002; Saxena et al., 2013). V literatuie (Choudhary ef al., 2022) je uvedeno, ze béhem
solného stresu dochazi k zabranéni vstiebavani vody v dusledku vysoké koncentrace
NaCl, coz vede k iontové nerovnovaze, osmotickému a oxidaCnimu stresu a nutri¢ni
nerovnovdze. Osmolyty, mezi které se fadi 1 prolin, slouzi v rostlinich mimo jiné
k udrzovani osmotické rovnovahy prostiednictvim nepferuSovaného piijmu vody.
P1i pisobeni solného stresu v rostlin€ dochazi k akumulaci prolinu, coz vede ke zmirnéni
solného stresu.

Ve studii (Aziz et al., 1999), ktera se zabyvala vlivem solného stresu na zménu hladiny
polyaminii a aminokyselin v listech rajcete, doslo krome zvySeni obsahu prolinu
ke zvySeni hladiny tyraminu, 1,3-diaminopropanu, kadaverinu a agmatinu,
coz se ¢astecné shoduje s vysledky dosazenymi v této diplomové prici. U genotypu
‘Litra® doslo pfi aplikaci solného stresu ke zvySeni obsahu tyraminu, 1,3-diaminopropanu
a kadaverinu, obsah agmatinu se naopak snizil. Vysledky pro genotyp ‘Chladek Cervena
se neshoduji se studii (Aziz et al., 1999), jelikoz doslo ke snizeni obsahu vsech
zkoumanych polyamind kromé agmatinu, u néhoz se obsah vlivem solného stresu
signifikantné¢ nezmeénil. U genotypu ‘Maénes’ doSlo ke zvySeni hladiny tyraminu,
coz se shoduje se studii, avSak obsah kadaverinu se snizil a na hladinu
1,3-diaminopropanu a agmatinu nemél solny stres u tohoto genotypu vliv.

V predchozi studii (Benavides et al., 1997), kde byly zkoumany zmény hladin
polyamint pfi pasobeni solného stresu u sazenic slune¢nice ro¢ni, doslo ke snizeni hladin
putrescinu, spermidinu a sperminu, coz odpovida vysledkiim pro genotyp bazalky pravé
‘Chladek cervena® a ‘Manes‘. U genotypu ‘Litra® doslo ke snizeni hladiny putrescinu,
obsah sperminu a spermidinu se signifikantné¢ nezménil. Ke snizeni hladin putrescinu,
sperminu a spermidinu doSlo také v pfedchozi studii (Santa-Cruz et al., 1997),
kde byl zkouman vliv solného stresu na hladiny polyaminti u rajcete divokého.

V predchozi studii (Simon-Sarkadi et al., 2002), kterd se zabyvala zmé&nou obsahu
polyaminti a aminokyselin v reakci na solny stres u obilovin, se snizil obsah spermidinu
a naopak zvysil obsah putrescinu.

V literature (Choudhary et al., 2022) je uvedeno, Ze hladiny polyamint se v reakci

na solny stres zvysuji, coz se neshoduje s dosazenymi vysledky. Akumulace polyamint
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v rostlin€ zvySuje jeji toleranci viuc¢i solnému stresu. Dale je uvedeno, Ze se pii solném
stresu zvySuje aktivita arginindekarboxylasy, ktera se ucastni syntézy polyamint
pfeménou argininu na prekurzory polyamina (Walters, 2003; Gill a Tuteja, 2010).

Ve studii (Simon-Sarkadi et al., 2002) je uvedeno, ze pii aplikaci solného stresu
na ruzné druhy obilnin doslo k nartstu obsahu kyseliny glutamové, argininu a ornitinu.
Vysledky pro genotyp ‘Manes‘ se shoduji se studii, pro ostatni vybrané genotypy
se vysledky od studie lisi. U genotypu ‘Litra‘ doslo k nartistu obsahu kyseliny glutamové,
obsah argininu a ornitinu se naopak snizil. U genotypu ‘Chladek Cervena® doslo
ke zvySeni hladiny kyseliny glutamové, obsah argininu a ornitinu se snizil.

V predchozi studii (El-Bassiouny a Bekheta, 2005), kde byl zkouman vliv solného
stresu na obsah aminokyselin u dvou kultivarii psenice, doslo ke zvySeni obsahu kyseliny
glutamové, prolinu, isoleucinu, alaninu a fenylalaninu. Tato studie Castecné souhlasi
s vysledky pro genotyp ‘Litra‘, u kterého doslo ke zvySeni obsahu isoleucinu, kyseliny
glutamové a prolinu, obsah alaninu a fenylalaninu se signifikantné nezménil. U genotypu
‘Chladek cervena® doslo taktéz ke zvySeni obsahu isoleucinu, kyseliny glutamové
a prolinu, obsah alaninu a fenylalaninu se vSak snizil. Pro genotyp ‘Manes‘ se vysledky
shoduji castecné, kdy doslo ke zvySeni hladiny fenylalaninu, prolinu a kyseliny
glutamové, obsah alaninu se vSak snizil a na obsah isoleucinu nemél u tohoto genotypu
solny stres vliv. El-Bassiouny a Bekheta (2005) dale uvadi, ze doslo ke snizeni obsahu
argininu, coz souhlasi s dosazenymi vysledky pro genotypy ‘Litra® a ‘Chladek Cervena’
pouzité v této diplomové prici, u genotypu ‘Manes‘ se obsah argininu naopak zvysil.
Dale uvadi, ze doSlo ke snizeni obsahu glycinu, histidinu a serinu, coz je v rozporu
s vysledky této diplomové prace, kdy se obsah histidinu a serinu vyrazné zvysil u vSech
vybranych genotypt. Obsah glycinu se snizil u genotypu ‘Litra® a ‘Chladek Cervena‘,
coz se shoduje s vysledky studie. U genotypu ‘Manes‘ se obsah glycinu zvysil.

V predchozi studii (Martino et al., 2003), ktera se zabyvala zménou obsahu
aminokyselin v reakci na solny stres u listti §penatu, je uvedeno, ze doslo k nartistu obsahu
serinu a glycinu, a to pfedev§im v prvnich dvaceti dnech od aplikace solného stresu.
Tyto vysledky se shoduji s vysledky pro obsah serinu pro vSechny vybrané genotypy
bazalky pravé. Dale je ve studii uvedeno, Ze v dasledku degradace proteind doslo
k nartstu obsahu isoleucinu, valinu a tryptofanu, coz se shoduje s vysledky pro genotypy
‘Litra® a ‘Chladek cervena‘, u genotypu ‘Manes’ doSlo k narGstu obsahu valinu

a tryptofanu, obsah isoleucinu se snizil.
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K nejvétsimu nartstu u vSech genotypt doslo u N-acetylornitinu, coz je meziprodukt
syntézy ornitinu a argininu (Anwar et al., 2018). Arginin je spolu s glutamitem
prekurzorem prolinu, coz je osmolyt, ktery snizuje negativni UCinky solného stresu

na rostliny (Choudhary et al., 2022).

5.4 Analyza fenolickych sloucenin
Analyza fenolickych sloucenin byla provedena pro rostliny péstované za kontrolovanych
ve fytotronu i v konvejoru.

V predchozich studii (Li et al., 2008; Nguyen a Niemeyer, 2008; Jakovljevic et al.,
2019) je uvedeno, ze pti snizeni dostupnosti dusiku dochézi k celkovému zvysSeni obsahu
fenolickych sloucenin. Tato studie se shoduje s vysledky u vSech vybranych genotypu.
Pouze v ptipadé péstovani ve fytotronu u genotypu ‘Chladek Cervena doslo k razantnimu
snizeni obsahu fenolickych sloucenin, pfedevSim kvercetinu, kyseliny gallové,
naringeninu a rutinu. Ve studii je dale uvedeno, ze pii vysoké dostupnosti dusiku doslo
naopak k signifikantnimu snizeni celkového obsahu fenolickych latek, coz castecné
odpovida ziskanym vysledkim v této diplomové praci. Nejvice u genotypu ‘Manes‘,
kdy doslo uobou experimenti k signifikantnimu snizeni obsahu téméf vSech
zkoumanych fenolickych latek. U genotypu ‘Litra‘ doslo ke snizeni obsahu asi poloviny
zkoumanych latek, v obou experimentech vSak doslo k vyraznému nartistu obsahu
hesperedinu. U genotypu ‘Chladek Cervena® se vysledky mezi experimenty lisi, v obou
vSak doslo k poklesu obsahu asi poloviny zkoumanych fenolickych latek, coz Castecné
souhlasi se studii.

Ve studii (Scagel et al., 2019) je uvedeno, ze pfi aplikaci solného stresu doslo
oproti kontrolnim vzorkiim k poklesu obsahu fenolickych sloucenin, coz se shoduje
s dosazenymi vysledky pro genotyp ‘Chladek Cervena®, predevsim pro rostliny péstované
v konvejoru, u kterych doslo k poklesu obsahu vSech zkoumanych fenolickych sloucenin.
Studie se casteCn¢ shoduje i1 s vysledky pro rostliny genotypu ‘Litra® péstované
ve fytotronu. U rostlin genotypu ‘Litra® péstovanych za kontrolovanych podminek
v konvejoru naopak doslo ke zvySeni obsahu mnoha fenolickych sloucenin, predevs§im
luteoninu, kvercetinu, rutinu a naringeninu. U genotypu ‘Manes doSlo az na vyjimky
ke snizeni obsahu fenolickych sloucenin u rostlin péstovanych v konvejoru, u rostlin
pestovanych ve fytotronu do§lo pouze k poklesu obsahu hesperedinu, kyseliny salicylové

a kyseliny rozmarynové.

113



V jinych pifedchozich studiich (Corrado et al., 2021; Ciriello et al., 2022) je naopak
uvedeno, ze solny stres vyvolal u rostlin bazalky pravé nartst obsahu fenolickych
sloucenin, coz se shoduje s vysledky pro rostliny genotypu ‘Litra‘ péstované v konvejoru
a pro rostliny genotypu ‘Chladek Cervena® péstované ve fytotronu. Stejné vysledky byly
ziskany také ve studii (Valifard er al., 2014) zabyvajici se obsahem fenolickych slou¢enin
u Salvéje, coz je rostlina z ¢eledi Lamiaceae. Corrado et al. (2021) také uvadi, ze doslo
pii mirném solném stresu k narustu obsahu kyseliny kavové a kyseliny ferulové,
coz odpovida vysledkiim pro rostliny genotypu ‘Litra® péstované v konvejoru a rostliny
genotypu ‘Chladek Cervena‘ a ‘Manes* péstované ve fytotronu. Dale Corrado et al. (2021)
uvadi, ze pii zvySené solném stresu doSlo k nartstu obsahu kyseliny rozmarynoveé
a para-kumarové, coz neodpovida vysledkiim pro genotyp ‘Litra‘ a ‘Manes‘. U genotypu
‘Chladek Cervena‘ jsou vysledky rozdilné v zdvislosti na daném experimentu.

Z vysledka vyplyva, ze obsah fenolickych sloucenin pfi riiznych druzich abiotického
stresu sel 1i$i v zdvislosti na druhu stresu a také v zavislosti na daném genotypu bazalky

pravé.
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6 ZAVER

V teoretické Casti této diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe,
kterd se zamétfovala na popis rodu bazalka, bazalky pravé a jejich vybranych genotypu,
péstovani a rust rostlin se zaméfenim na hydroponii. Byly popsany hydroponické
systémy, zivné roztoky a substraty pouzivané v hydroponii. Déle se teoreticka cast
zaméfovala na metabolismus dusiku u rostlin a vybrané sekunddrni metabolity rostlin,
mezi které patfi polyaminy, fenolické sloucCeniny a terpenoidy. Byl popsan vliv
abiotického stresu na produkci vybranych sekundarnich metabolitd rostlin, a nakonec
byly popsany metody studia rostlinnych metabolitt, mezi které patii GC-MS a LC-MS
se zamefenim na HPLC.

Cilem experimentalni casti bylo fyziologické a metabolomické posouzeni vlivu
kultiva¢nich podminek na rust rostlin a na obsah vybranych rostlinnych metabolita,
kterymi byly terpenoidy, fenolické slou€eniny, polyaminy a aminokyseliny.

Rostliny bazalky pravé byly péstovany béhem dvou experimentli ve fytotronové
komote Fytoscope a ve vysokokapacitni fenotypizacni platformé¢ Conveyor system.
Z tyziologického hlediska vyhovoval rostlinam genotypu ‘Chladek Cervena‘ a ‘Manes*
kontrolni 2 Hoaglandlv roztok, rostlinam genotypu ‘Litra‘ roztok se zvySenym obsahem
dusiku. Nejméné se dafilo rostlinam, na které byl aplikovan solny stres, a to u vSech
vybranych genotypti. Genotyp ‘Chladek Cervena® vykazoval z fyziologického hlediska
nizkou odolnost vii¢i solnému stresu, genotyp ‘Manes oproti tomu vykazoval vysokou
odolnost vii¢i solnému stresu i stresu z nedostatku ¢i nadbytku dusiku.

Byla provedena kvantitativni analyza terpenoidii obsazenych v rostlinném materialu
ziskaném z obou predchozich experimentd pomoci GC-MS. U vSech tii genotypu byly
nejvice zastoupenymi terpenoidy linalool, eugenol, geraniol a methyleugenol. Nejvyssi
obsah nejvice zastoupenych terpenoidi u genotypu ‘Litra® vykazovaly rostliny
zavlazované kontrolnim roztokem. U genotypu ‘Chladek Cervena® obsahovaly nejvice
vybranych terpenoidi rostliny, na které byl aplikovan solny stres a u genotypu ‘Manes*
rostliny, které byly zavlazovany 2 Hoaglandovym roztokem se snizenym obsahem
dusiku.

Byla provedena analyza aminokyselin a polyamini pomoci UHPLC-MS/MS
pro rostliny vypéstované ve vysokokapacitni fenotypizacni platformé Conveyor system.
U genotypu ‘Litra® doSlo k narGstu obsahu polyamini a vétSiny aminokyselin

pti zavlazovani 2 Hoaglandovym roztokem se zvySenym obsahem dusiku a pfi aplikaci
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solného stresu. U genotypu ‘Chladek Cervena“ doslo k nartistu obsahu aminokyselin
u rostlin, na které byl aplikovan solny stres. Z hlediska obsahu polyamint se jevilo
nejvhodnéjsi pouziti kontrolniho roztoku. Pro genotyp ‘Méanes® bylo z hlediska obsahu
aminokyselin nejvhodné&jsi pouziti 2 Hoaglandova roztoku se zvysenym obsahem dusiku
a aplikace solného stresu, kdy doslo k naristu obsahu vétSiny aminokyselin. Nejvyssi
obsah polyamini byl zaznamenam u rostlin zavlazovanych kontrolnim roztokem.
U vSech tfi genotypt doslo pifi aplikaci solného stresu k nartstu obsahu prolinu,
jehoz akumulace vede ke zmirnéni solného stresu vyrovnavanim osmotické rovnovahy.

Nakonec byla provedena analyza fenolickych sloucenin rostlin péstovanych
ve fytotronové komote Fytoscope a ve vysokokapacitni fenotypizacni platformé
Conveyor system pomoci UHPLC-MS/MS. U vSech tfi genotypt doslo k narastu obsahu
fenolickych sloucenin pfi zavlazovani 2 Hoaglandovym roztokem se snizenym obsahem
dusiku. U genotypu ‘Litra® a ‘Manes‘ doslo k narastu obsahu fenolickych slou¢enin
také pri aplikaci solného stresu, na rozdil od genotypu ‘Chladek Cervena‘, kdy doslo
ke snizeni obsahu témét vSech sledovanych fenolickych sloucenin.

Z fyziologického hlediska se pro genotyp ‘Litra® jevilo nejvhodnéjsi pouziti
kontrolniho roztoku, kdy rostliny obsahovaly také nejvys$si obsah terpenoidi. Rostliny
se snizenym piijmem dusiku obsahovaly naopak vysoké hladiny fenolickych latek
a rostliny se zvySenym piijmem dusiku obsahovaly vysoké hladiny polyamind.

Genotyp ‘Chladek Cervend‘ se jevil z fyziologického hlediska jako madlo odolny
vici solnému  stresu, pii aplikaci solného stresu vSak obsahoval vysoké hladiny
terpenoidt. Rostliny se snizenym piijmem dusiku obsahovaly vysoké hladiny fenolickych
sloucenin.

Genotyp ‘Manes* se jevil z fyziologického hlediska jako velice odolny vii¢i solnému
stresu, z nutriéniho hlediska obsahoval nejvice terpenoidi a fenolickych sloucenin

pfi snizeném piijmu dusiku.

116



7 LITERATURA

Abbas M., Saeed F., Anjum F. M., Afzaal M., Tufail T., Bashir M. S., Ishtiaq A., Hussain S.,
Suleria H. A. R. (2017): Natural polyphenols: An overview. International Journal of Food
Properties, 20, 1689-1699.

Alcézar R., Marco F., Cuevas J. C., Patron M., Ferrando A., Carrasco P., Tiburcio A. F., Altabella
T. (2006): Involment of polyamines in plant response to abiotic stress. Biotechnology Letters,
28, 1867-1876.

Alcézar R., Bueno M., Tiburcio A. F. (2020): Polyamines: Small Amines with Large Effects on
Plant Abiotic Stress Tolerance. Cells, 9, 2373.

Anwar A., She M., Wang K., Riaz B., Ye X. (2018): Biological Roles of Ornithine
Aminotransferase (OAT) in Plant Stress Tolerance: Present Progress and Future Perspectives.
International Journal of Molecular Sciences, 19, 3681.

Arabaci O., Bayram E. (2004): The Effect of Nitrogen Fertilization and Different Plant Densities
on Some Agronomic and technologic Characteristic of Ocimum basilicum L. (Basil). Journal
of Agronomy, 3, 255-262.

Atanasova E. (2008): Effect of nitrogen sources on the nitrogenous forms and accumulation of
amino acid in head cabbage. Plant, Soil and Environment, 54, 66-71.

Aziz A., Martin-Tanguy J., Larfer F. (1999): Salt stress-induced prolin accumulation and changes
in tyramine and polyamine levels are linked to ionic adjustment in tomato leaf discs. Plant
Science, 145, 83-91.

Barbieri G., Valoone S., Orsini F., Paradiso R., Pascale S., Negre-Zakharov F., Maggio A. (2012):
Stomatal density and metabolic determinants mediate salt stress adaptation and water use
efficiency in basil (Ocimum basilicum L.). Journal of Plant Physiology, 169, 1737-1746.

Beale D. J., Pinu F. R., Kouremenos K. A., Poojary M. M., Narayana V. K., Boughton B. A.,
Kanojia K., Dayalan S., Jones O. A. H., Dias D. A. (2018): Review of recent development in
GC-MS approaches to metabolomics-based research. Metabolomimcs, 14, 152.

Bekhradi F., Delshad M., Marin A., Luna M. C., Carrido Y., Kashi A., Babalar M., Gil M. L
(2015): Effect of Salt Stress on Physiological and Postharvest Quality Characteristics of
Different Iranian Genotypes of Basil. Horticulture, Environment and Biotechnology, 56,
777-785.

Beller H. R., Lee T. S., Katz L. (2015): Natural products as biofuels and bio-based chemicals:
fatty acids and isoprenoids. Natural Product Reports, 32, 11508-1526.

Benavides M., Aizencang G., Tomaro M. L. (1997): Polyamines in Helianthus annuus L. during
Germination under Salt Stress. Journal of Plant Growth Regulation, 16, 205-211.

Bergman M. E., Davis B., Philips M. A. (2019): Medically Useful Plant Terpenoids: Biosynthesis,
Occurence, and Mechanism of Action. Molecules, 24, 3961.

Biesiada A., Kus A. (2010): The effect of nitrogen fertilization and irrigation on yielding and
nutritional status of sweet basil (Ocimum basilicum L.). Acta Scientiarum Polonorum
Hortorum Cultus, 9, 3-12.

Boncan D. A. T., Tsang S. S. K., Li C., Lee I. H. T., Lam H., Chan T., Hui J. H. L. (2020):
Terpenes and Terpenoids in Plants: Interactions with Environment and Insects. International
Journal of Molecular Sciences, 21, 7382.

Bouchonnet S. (2013): Introduction to GC-MS Coupling. CRC Press, Boca Raton, Florida,
200 stran.

Bunzel M., Schendel R. R. (2017): Determination of (Total) Phenolics and Antioxidant Capacity
in Food and Ingredients. In: Food Analysis. (Nielsen S. S.), Sth ed., Springer, Switzerland,
455-468.

Cavar Zeljkovi¢ S., Komzakova K., Siskova J., Karalija E., Smékalova K., Tarkkowski P. (2020):
Phytochemical variability of selected basil genotypes. Industrial Crops & Products, 157,
112910.

Ciriello M., Formisano L., Soteriou G. A., Kyratzis A., Pascale S., Kyriacou M. C., Rouphael Y.
(2022): Differential Response to NaCl Osmotic Stress in Sequentially Harvested Hydroponic
Red and Green Basil and the Role of Calcium. Frontiers in Plant Science, 13, 799213.

117



Cheng A., Lou Y.,Mao Y., LuS., Wang L., Chen X. (2007): Plant Terpenoids: Biosynthesis and
Ecological Functions. Journal of Integrative Plant Biology, 49, 179-186.

Choudhary S., Wani K. 1., Naeem M., Khan M. M. A., Aftab T. (2022): Cellular Responses,
Osmotic Adjustments, and Role of Osmolytes in Providing Salt Stress Resilience in Higher
Plants: Polyamines and Nitric Oxide Crosstalk. Journal of Plant Growth Regulation,
https://doi.org/10.1007/s00344-022-10584-7.

Corrado G., Vitaglione P., Chiaise P., Rouphael Y. (2021): Unraveling the Modulation of
Controlled Salinity Stress on Morphometric Traits, Mineral Profile, and Bioactive
Metabolome Equilibrium in Hydroponic Basil. Horticulturae, 7, 273.

Coruzzi G. M. (2003): Primary N-assimilation into Amino Acids in Arabidopsis. In: The
Arabidopsis Book. The American Society of Plant Biologists, 1-17.

Covey T. R., Lee E. D., Bruins A. P., Henion J. D. (1986): Liquid Chromatography/Mass
Spectrometry. Analytical Chemistry, 58, 1451-1461.

Cui Q., DuR., Liu M., Rong L. (2020): Lignans and Their Derivates from Plants as Antivirals.
Molecules, 25, 183.

Cushnie T. P. T., Lamb A. J. (2005): Antimicrobial activity of flavonoids. International Journal
of Antimicrobial Agents, 26, 343-356.

Daneshian A., Gurbuz B., Cosge B., Ipek A. (2009): Chemical Components of Essential Oils from
Basil (Ocimum basilicum L.) Grown at Different Nitrogen Levels. International Journal of
Natural and Engineering Science, 3, 9-13.

Dicko M. H., Gruppen H., Barro C., Traore A. S., Berkel W. J. H., Voragen A. G. J. (2005):
Impact of phenolic compounds and related enzymes in Sorghum varieties for resistence and
susceptibility to biotic and abiotic stresses. Journal of Chemical Ecology, 31, 2671-2688.

Douglas J. S. (1977): Hydroponics The Bengal System. 5th ed., Oxford University Press, New
Delhi, 185 stran.

Dubrovina A. S., Kiselev K. V. (2017): Regulation of stilbenes biosynthesis in plants. Planta,
246, 597-623.

Duke J. A., Hurst S. J. (1975): Ecological amplitudes of herbst, spices and medicinal plants.
Lloydia, 38, 404-410.

El-Bassiouny H., Bekheta M. A. (2005): Effect of Salt Stress on Relative Water Content, Lipid
Peroxidation, Polyamines, Amino Acids and Ethylene of Two Wheat Cultivars. International
Journal of Agriculture & Biology, 7, 363-368.

Filippis B., Ammazzalorso A., Amoroso R., Giampietro L. (2019): Stilbene derivates as new
perspective in antifungal medicinal chemistry. Drug Development Research, 80, 285-293.
Forde B. G., Lea P. J. (2007): Glutamate in plants: metabolism, regulation, and signalling. Journal

of Experimental Biology, 58, 2339-2358.

Foyer C. H., Noctor G., Hodges M. (2011): Respiration and nitrogen assimilation: targeting
mitochondria-associated metabolism as a means to enhance nitrogen use efficiency. Journal
of Experimental Botany, 62, 1467-1482.

Gill S. S., Tuteja N. (2010): Polyamines and abiotic stress tolerance in plants. Plant Signaling &
Behavior, 5, 26-33.

Giron L. M., Freire V., Alonzo A., Vaceres A. (1991): Ethnobotanical survey of the medicinal
flora used by the cribs of Guatemala. Journal of Ethnopharmacology, 34, 173-187.

Golcz A., Politycka B., Seidler-Lozykowska K. (2006): The effect of nitrogen fertilization and
stage of plant development on the mass and quality of sweet basil leaves [Ocimum basilicum
L.]. Herba Polonica, 52, 1-2.

Gong Z., Xiong L., Shi H., Yang S., Herrera-Estrella L. R., Xu G., Chao D., LiJ., Wang P., Qin
F., LiJ, Ding Y., Shi Y., Wang Y., Yang Y., Guo Y., Zhu J. (2020): Plant abiotic stress
response and nutrient use efficiency. Science China Life Sciences, 63, 635-674.

GRIN Czech 1.10.3: https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/accessiondetail.aspx?1id=36034
(29.3.2021).

GRIN Czech 1.10.3: https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/accessiondetail.aspx ?1d=68924
(29.3.2021).

Groppa M. D., Benavides M. P. (2007): Polyamines and abiotic stress:recent advances. Amino
Acids, 34, 35-45.

118


https://doi.org/10
https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/accessiondetail.aspx?id=36034
https://grinczech.vurv.cz/gringlobal/accessiondetail.aspx?id=68924

Guohua X., Fan X., Miller A. J. (2012): Plant Nitrogen Assimilation and Use Efficiency. Annual
Review of Plant Biology, 63, 153-182.

Harvey D. (2000): Modern Analytical Chemistry. James M. Smith, 798 stran.

Herrmann K. M., Weaver L. M. (1999): The Shikimate Pathway. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biology, 50, 473-503.

Hussain S. S., Ali M., Ahmad M., Siddique K. H. M. (2011): Polyamines: Natural and engineered
abiotic and biotic stress tolerance in plants. Biotechnology Advances, 29, 300-311.

Jaeger R., Cuny E. (2016): Terpenoids with Special Pharmacological Significance: A review.
Natural Product Communications, 11, 1373-1390.

Jakovljevi¢ D., Topuzovi¢ M., Stankovi¢ M. (2019): Nutrient limitation as a tool for the induction
of secondary metabolites with antioxidant activity in basil cultivars. Industrial Crops &
Products, 138, 111462.

Jensen M. H. (1997): Hydroponics. Horticultural Science, 32, 1018-1021.

Kaul S. C., Gart S., Tamura K., Wada T., Kaul Z., Wadhwa R. (2017): Establishment
of Hydroponic Cultivation of Ashwagandha for Active Ingredient Enriched Leaves.
In: Science of Ashwagandha: Preventive and Therapeutic Potentials. (Sunil C. K. a Renu W.),
Springer International Publishing AG, Switzerland, 495-508.

Khawand T. E., Courtois A., Valls J., Richard T., Krisa S. (2018): A review of dietary stilbenes:
sources and bioavailability. Phytochemistry Reviews, 17, 1007-1029.

Komzédkova K. (2019): Fytochemické studium vybranych genotypii bazalky pravé (Ocimum
basilicum L.). Bakalarska prace, Univerzita Palackého v Olomouci, Ceska republika.

Kovacik J., Repéak M., Kron 1. (2006): Nitrogen deficiency induced changes of free amino acids
and coumarin contents in the leaves of Matricaria chamomilla. Acta Physiologiae Plantarum,
28, 159-164.

KuY.-S., NgM.-S., Cheng S.-S., Lo A. W.-Y., Xiao Z., Shin T.-S., Chung G., Lam H.-M. (2020):
Understanding the Composition, Biosynthesis, Accumulation and Transport of Flavonoids in
Crops for the Promotoin od Crops as Healthy Sources of Flavonoids for Human Consumption.
Nutrients, 12, 1717.

Kumar N., Goel N. (2019): Phenolic acids: Natural versatile molecules with promising
therapeutic applications. Biotechnology Reports, 24, €00370.

Kusano M., Fukushima A., Redestig H., Saito K. (2010): Metabolomic approaches toward
understanding nitrogen metabolism in plants. Journal of Experimental Botany, 62, 1439-1453.

Lam H.-M., Coschigano K. T., Oliveira I. C., Melo-Oliveira R., Coruzzi G. M. (1996): The
Molecular-genetics of Nitrogen Assimilation into Amino Acids in Higher Plants. Annual
Review of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 47, 569-593.

Li J., Zhu Z., Gerendds J. (2008): Effects of Nitrogen and Sulfur on Total Phenolics and
Antioxidant Activity in Two Genotypes of Leach Mustard. Journal of Plant Nutrition, 31,
1642-1655.

Liao P., Hemmerlin A., Bach T. J., Chye M. (2016): The potential of the mevalonate pathway for
enhanced isoprenoid production. Biotechnology Advances, 34, 697-713.

Loreto F., Schnitzler J. (2010): Abiotic stresses and induced BVOCs. Trends in Plant Science,
15, 154-166.

Maeda H., Dudareva N. (2012): The Shikimate Pathway and Aromatic Amino Acid Biosynthesis
in Plants. Annual Review of Plant Biology, 63, 73-105.

Martino C., Delfine S., Pizzuto R., Loreto F., Fuggi A. (2003): Free amino acids and glycine
betaine in leaf osmoregulation of spinach responding to increasing salt stress. New Phytologist,
158, 455-463.

McNair H. M., Miller J. M. (2009): Basic gas chromatography. 2nd ed., Jonh Willey & Sons,
Hoboken, New Jersey, 239 stran.

Minhas P. S., Rane J., Pasala R. K. (2017): Abiotic Stresses in Agriculture: An Overview. In:
Abiotic Stress Management for Resilient Agriculture. (Minhas P. S., Rane J., Pasala R. K.),
Springer, Singapore, 3-8.

Munos-Esparza N. C., Latorre-Moratalla M. L., Comas-Basté O., Toro-Funes N.,
Veciana-Nogués M. T., Vidal-Carou M. C. (2019): Polyamines in Food. Fontiers in Nutrition,
6, 108.

119



Nguyen P. M., Niemeyer E. D. (2008): Effect of Nitrogen Fertilization on the Phenolic
Composition and Antioxidant Properties of Basil (Ocimum basilicum L.). Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 56, 8685-8691.

Nobréga J. S., Bezerra A. C., Ribeiro J. E. S., Silva E. C., Silva T. L., Costa R. N. M, Silva A. V.,
Lopes A. S., Dias T. J. (2021): Growth and gas Exchange of purple basil submitted to salinity
and foliar nitrogen fertilization. Journal of Plant Nutrition, 18, 2729-2738.

Novékova L., Dousa M., Cesla P. a kolektiv: (2021): Moderni HPLC separace v teorii a praxi I.
2. vydani, Ceska chromatograficka $kola, Moravany u Brna, Ceska republika, 448 stran.

Nurzynska-Wierdak R., Borowski B., Dzina K., Zawislak G., Kowalski R. (2013): Essential oil
composition of sweet basil cultivars as affected by nitrogen and potassium fertilization.
Turkish Journal of Agriculture and Foresty, 37, 427-436.

Onofrei V., Benchennout A., Jancheva M., Loupassaki S., Ouaret W., Burducea M., Lobiuc A.,
Teliban G.-C., Robu T. (2018): Ecological foliar fertilization effects on essential oil
composition of sweet basil (Ocimum basilicum L.) cultivated in a field system. Scientia
Horticulturae, 239, 104-113.

Otélora G., Pinero M. C., Lépez-Marin J., Var6 P., Amor F. M. (2018): Effects of foliar nitrogen
fertilization on the phenolic, mineral, and amino acid composition of escarole (Cichorium
endivia L. var. latifolium). Scientia Horticulturae, 239, 87-92.

Paduch R., Kandefer-Szerszén M., Trytek M., Fiedurek J. (2007): Terpenes: substances useful in
human healthcare. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis, 55, 315-327.

Panche A. N., Diwan A. D., Chandra S. R. (2016): Flavonoids: an overview. Journal of
Nutritional Science, 5, e47.

Paschalidis K., Tsaniklidis G., Wang B.-Q., Delis C., Trantas E., Loulakakis K., Makky M., Sarris
P. F., Ververidis F., Liu J.-H. (2019): The Interplay among Polyamines and Nitrogen in Plant
Stress Responses. Plants, 8, 315.

Patil S. T., Kadam U. S., Mane M. S., Mahale D. M., Dekale J. S (2020a): Hydroponic Nutrient
Solution: A Review. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, New Delhi, India, 9,
2095-2099.

Patil S. T., Kadam U. S., Mane M. S., Mahale D. M., Dhekale J. S. (2020b): Hydroponic Growth
Media (Substrate): A Review. International Research Journal of Pure & Applied Chemistry,
21, 106-113.

Paton A. et al. (1999): OCIMUM: Overvew of classification and relationships. In: Basil.
The Genus Ocimum. (Hiltunen R. a Holm Y.), Department of Pharmacy, University
of Helsinki, Finland, 1-38.

Perveen S. (2018): Introductory Chapter: Terpenes and Terpenoids. In: Terepnes and Terpenoids
(Perveen S., Al-Taweel A.), IntechOpen, UK, 153 stran.

Putievsky E. (1983): Temperature and day-lenght influences on the growth and germination
of sweet basil and oregano. Journal of Horticultural Science, 58, 583-587.

Putievsky E., Galambosi B. (1999): Production systems of sweet basil. In: Basil. The Genus
Ocimum. (Hiltunen R. a Holm Y.), Department of Pharmacy, University of Helsinki, Finland,
39-65.

Rashmi H. B., Negi P. S. (2020): Phenolic acids from vegetables: A review on processing stability
and health. Food Research International, 136, 109298.

Rodriguez-Delfin A., Gruda N., Eigenbrod C., Orsini F., Gianquinto G. (2017): Soil Based
and Simplified Hydroponics Rooftop Gardens. In: Rooftop Urban Agriculture. (Orsini F.,
Dubbeling M., De Zeeuw H., Gianquinto G.), Springer International Publishing AG,
Swizerland, 61-81.

Runeberg P. A., Brusentsev Y., Rendon S. M. K., Eklund P. C. (2019): Oxidative Transformations
of Lignans. Molecules, 24, 300.

Said-Al Ahl H. A. H., Meawad A. A., Abou-Zeid E. N., Ali M. S. (2010): Response of different
basil varieties to soil salinity. International Agrophysics, 24, 183-188.

Santa-Cruz A., Acosta M., Pérez-Alfocea F., Bolarin M. C. (1997): Changes in free polyamine
levels induced by salt stress in leaves of cultivated and wild tomato species. Physiologia
Plantarum, 101, 341-346.

120



Sardare M. D., Admane S. V. (2013): A Review on Plant Without Soil — Hydroponics.
International Journal of Research in Engineering and Technology, 2, 299-304.

Saxena S. C., Kaur H., Verma P., Petla B. P., Andugula V. R., Majee M. (2013): Osmoprotectants:
Potencial for Crop Improvement Under Adverse Conditions. In: Plant acclimation to
environmental stress. Springer, New York, 493 stran.

Scagel C. F., Lee J., Mitchell J. N. (2019): Salinity from NaCl changes the nutrient
andpolyphenolic composition of basil leaves. Industrial Crops & Products, 127, 119-128.
SEMO.cz: https://www.semo.cz/eshop/bazalka-prava-manes-prodej-osivo-semena-p5894/

(29.3.2021).

Sharafzadeh S., Alizadeh O. (2011): Nutrient Supply and Fertilization of Basil. Advances in
Environmental Biology, 5, 956-960.

Sharma N., Acharya S., Kumar K., Singh N., Chaurasia O. P. (2018): Hydroponics as an advanced
technique for vegetable production: An overview. Journal of Soil & Water Conservation, 17,
364-371.

Sharma A., Shahzad B., Rehman A., Bhardway R., Landi M., Zheng B. (2019): Response of
Phenylpropanoid Pathway and the Role of Polyphenols in Plants under Abiotic Stress.
Molecules, 24, 2452,

Sienkiewicz M., Lysakowska M., Pastuszka M., Bienias W., Kowalczyk E. (2013): The Potential
of Use Basil and Rosemary Essential Oils as Effective Antibacterial Agents. Molecules, 18,
9334-9351.

Sifola M. L., Barbieri G. (2006): Growth, yield and essential oil content of three cultivars of basil
grown under different levels of nitrogen in the field. Scientia Horticulturae, 108, 408-413.
Simon J. E., Reiss-Bubenheim D., Joly R. J., Charles D. J. (1992): Water stress-induced
alterations in essential oil content and composition of sweet basil. Journal of Essential Oil

Research, 4, 71-75.

Simon-Sarkadi L., Kocsy G., Sebestyén Z. (2002): Effect of salt stress on free amino acid and
polyamine content in cereals. Plant Physiology, 46, 73-75.

Skrubis B., Markakis P. (1976): The effect of photoperiodism on the growth and the essential oil
of Ocimum basilicum (sweet basil). Economic Botany, 30, 389-393.

Snyder L. R., Kirkland J. J., Dolan J. W. (2010): Introduction to Modern Liquid Chromatography.
3rd ed., John Willey & Sons, Hoboken, New Jersey, 912 stran.

Sorensen L., Henriksen K. (1992): Effects of seed rate, plastic covering, and harvest time on yield
and quality of Danish grown basil (Ocimum basilicum). Danish Journal of Plants and Soil
Science, 96, 499-506.

Spanik 1., Horvathova G., Janacova A., Krupcik J. (2007): On the use of solid phase ion
exchangers for isolation of amino acids from liquid samples and their enantoiselective gas
chromatographic analysis. Journal of Chromatography A, 1150, 145-154.

Sparkman O. D., Penton Z. E., Kitson F. G. (2011): Gas Chromatography and Mass
Spectrometry. 2nd ed., Academic Press, Oxford, UK, 611 stran.

Stephane F. F. Y., Jules B. K. J. (2020): Terpenoids as Important Bioactive Constituents of
Essential Oils. In: Essential Oils, Bioactive Compounds, New Perspectives and Applications
(Oliveira M. S., Costa W. A., Silva S. G), IntechOpen, UK.

Samec D., Karalija E., Solal,Bok V. V., Salopek-Sondi B. (2021): The Role of Polyphenols in
Abiotic Stress Response: The Influence of Molecular Structure. Plants, 10, 118.

Taibi G., Schiavo M. R., Gueli M. C., Rindina P. C., Muratore R., Nicotra C. M. (2000): Rapid
and simultaneous high-performance liquid chromatography assay of polyamines and
monoacetylpolyamines in biological specimens. Journal of Chromatography B, 745, 431-437.

Thoma F., Somborn-Schulz A., Schlehuber D., Keuter V., Deerberg G. (2020): Effects of Light
on Secondary Metabolites in Selected Leafy Greens: A Review. Frontiers in Plant Science,
11, 1-15.

Trejo-Téllez L. 1., Gémez-Merino F. C. (2012): Nutrient Solutions for Hydroponic Systems. In:
Hydroponics — A standart Methodology for Plant Biological Researches. (Asao T.), InTech
Europe, Croatia, 1-22.

121


http://SEMO.cz
https://www.semo.cz/eshop/bazalka-prava-manes-prodej-osivo-semena-p5894/

Valifard M., Mohsenzadeh S., Kholdebarin B., Rowshan V. (2014): Effects of salt stress on
volatile compounds, total phenolic content and antioxidant activities of Salvia mirzayanii.
South African Journal of Botany, 93, 92-97.

Vogt T. (2010): Phenylpropanoid Biosynthesis. Molecular Plant, 3, 2-20.

Walters D. R. (2003): Polyamines and plant disease. Phytochemistry, 64, 97-107.

Wang M., Shen Q., Xu G., Guo S. (2014): New insight into the strategy for nitrogen metabolism
in plant cells. In: International Review of Cell and Molecular Biology. (Jeon K. W.), Elsevier,
1-37.

Wojtunik-Kulesza K. A., Kasprzak K., Oniszczuk T., Oniszczuk A. (2019): Natural
Monoterpenes: Much More than Only a Scent. Chemistry & Biodiversity, 16, €1900434.

Wome B. (1982): Febrifuge and antimalarial plants from Kisangani, upper Zaire. Bulletin
de la Societe Royale de botanique de Belgique, 115, 243-250.

Zhou B., Xiao J. F., Tuli L., Ressom H. W. (2012): LC-MS-based metabolomics. Molecular
BioSystems, 8, 470-481.

Zhu J. (2016): Abiotic stress signaling and responses in plants. Cell Press, 167, 313-324.

122



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ECN
Fd-GOGAT
FDP
GC-MS

GDH
GDP
GS/GOGAT

HILIC

HMG-CoA

HMGS

HPLC

LC-MS

MEP
MRM

m/z

NADH-GOGAT

UHPLC

UHPLC-MS/MS

narodni eviden¢ni Cislo
ferredoxin-glutamin-2-oxoglutardtaminotransferasa
farnesyldifosfat

plynovd chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(angl. ,,gas chromatography — mass spectrometry‘)
glutamddehydrogenasa

geranyldifosfatu
glutaminsynthetasa/glutamin-2-oxoglutarat-
aminotransferasa

chromatografie zaloZzena na hydrofilnich interakcich
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoAsynthasa
vysokoucinna kapalinova chromatografie

(angl. ,,high-performance liquid chromatography‘*)
kapalinova chromatografie s hmotnostnim spektrometrem
(angl. ,,liquid chromatography — mass spectrometry‘*)
2C-methyl-D-erytritol-4-fosfat

monitorovani mnoha reakci

(angl. ,,multiple reaction monitoring‘*)

hmotnost/ndboj
nikotinamidadenindinukleotid-glutamin-2-oxoglutarat-
aminotransferasa

ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

(angl. ,,ultra high-performance liquid chromatography* )
ultra vysokoucinna kapalinova chromatografie

s tandemovou hmotnostni spektrometrii
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