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SEZNAM ZKRATEK

2,4-D 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

2,4,5-T 2,4,5-trichlorfenoxyoctova kyselina

ABA abscisova kyselina

ALS acetolaktatsyntaza

DCMU N'-(3,4-dichlorophenyl)-N,N-dimethylurea
DPE p-nitrodifenylethery

ENVI-Carb reverzni fdze na bazi uhliku

ENVI-Chrom P reverzni faze na bazi polymeru

EPSP 5-enolpyruvyl-shikimat-3-fosfat

GS glutamin syntetaza

Hisep reverzni faze tvofena polymerem kfemiku
IAA indoloctova kyselina

LC liquid chromatography (kapalinova chromatografie)
MCPA 2-methyl-4-chlorfenoxyoctova kyselina
MCPP methylchlorfenoxypropionové kyselina
O.A. ofech aerobné

O.AN. ofech anaerobné

PPO protoporfyrinogen oxidaza

PS | fotosystém |

SPE Solid Phase Extraction (extrakce na pevné fazi)
TIBA 2,3,5-trijodobenzoové kyselina

T.S. trdva sekana

T.T. trava trhana



1 UVOD A CILE PRACE

V diplomové préaci jsem se zabyval tim, zda se v rostlinném materialu nachazi latky,
které zpUsobuiji inhibici kliceni semen a ristu rostlin a mohou fungovat jako pfirodni
herbicidy.

Herbicidy jsou latky chemické povahy, které slouzi k inhibici rdstu nebo
usmrceni nezadoucich rostlin tzn. pleveld. Délime je do dvou velkych skupin na
selektivni a neselektivni, kdy selektivni herbicidy ovliviuji rist jen nékterych druht
rostlin, zatimco neselektivni ovliviuji rst vSech rostlin. V sou¢asné dobé se pouzivaji
predevsim syntetické herbicidy, ale dfive se k likvidaci plevell pouzivaly jiné latky, jako
napf. mofska sul, vedlejsi produkty z chemického priimyslu nebo oleje.

V experimentalni ¢asti byli aplikovany rostlinné extrakty ziskané z travy a listl
ofeSaku na zastupce jednodéloznych (proso seté) a dvoudéloznych (Arabidopsis
thaliana a laskavec) rostlin. Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo zjistit, zda
jsou v rostlinném extraktu obsazené latky, které mohou inhibovat kliceni nebo rist
rostlin.

Diplomova préce byla vypracovana ve Skupiné redoxaktivnich latek, Laboratof
rdstovych regulatord Univerzity Palackého v Olomouci a Ustavu experimentalni

botaniky Akademie v&d Ceské republiky.



Teoreticka cast

2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Herbicidy

Herbicidy jsou chemické latky o molekulové hmotnosti do 700 kDa a za normalnich
okolnosti nejsou pro Clovéka toxické (Michel et al., 2004). Slouzi k usmrceni nebo inhi-
bici ristu nezadoucich rostlin tzn. plevell. Dfive se k odstrafiovani plevelt pouzivaly
jiné latky, jako napfiklad morska sul, vedlejSi produkty vznikajici z chemického primys-
lu nebo riizné oleje. Az v poloviné 20. stoleti doSlo k objevu novych latek na likvidaci
plevell, a to byly organické herbicidy, které mély vysokou toxicitu pfi pouziti nizké dav-

ky.

Historie

Prvni objev byl roku 1933 ve Francii a jednalo se o 2,4-dinitro-o-krezol, ktery je
velmi toxicky pro zivoCichy a muize byt nebezpecny i pro €lovéka. V pribéhu druhé
svétové valky doslo k vyvoji dalSi skupiny herbicidl, a to byla fenoxy skupina. Do této
skupiny se fadi 2,4-dichlorfenoxyoctova (2,4-D), 2,4,5-trichlorfenoxyoctova kyselina
(2,4,5-T) a také jejich derivaty, jako jsou kyseliny, soli aminU a estery. Tato skupina
byla v té dobé nejrozSifenéjSi dostupnou skupinou herbicidd roku 1946 (Gupta 1989) a
pouzila se o rok pozdéji. Pozdéji se zjistilo, ze u 2,4,5-T hrozila kontaminace a tvorba
vedlejSiho produktu 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu a doS8lo k jeho odstranéni
z komercniho prodeje. DalSimi herbicidy byla bipyridylova skupina, jejichz herbicidni
ucinky byly objeveny v roce 1955 a komeréné se stala dostupnou v roce 1962 (Smith,
1997). Poté existovaly také triazinové a triazolové herbicidy, ty se vyuzivaly pfedevsSim
v zemédélstvi v USA a jinych mistech ve svété vice jak 40 let (Steven and Summer,
1991). DalSi skupinou byly imidazolinonové herbicidy pouzivané od sedmdesatych let,
které dostaly americky patent v roce 1980 pro herbicid imazamethabenz-methyl (Hess
et al., 2001).

Tyto slouceniny inhibuji specificka cilova mista, ktera jsou soucasti biochemic-
kych nebo fyziologickych drah u rostlin a maji ve vétsiné pfipadud smrtelné ucinky. Vét-
Sina cilovych mist pro herbicidy jsou enzymy, podilejici se na primarnich metabolickych
drahach (procesy dulezité pro rast a vyvoj rostlin). Nebo to mohou byt proteiny a ty jsou
dllezité pro chod fyziologickych funkci. Kromé& zminénych enzym( a proteinli existuji
dalsi cilovd mista, kterd jsou dllezita pro fungovani sekundarniho metabolismu. Kdyby
v8ak doslo k jejich inhibici, tak je malo pravdépodobné, Ze by byly pro rostlinu smrtelné.
Pokud vS8ak herbicidy narusi primarni metabolismus, dochazi k ovlivnéni také sekun-
darniho metabolismu. Herbicidy jsou klasifikovany pfedevSim na zakladé pusobeni,

které zahrnuje minimalné 16 mechanism, ovliviujici dulezité funkce rostlin. Patfi mezi
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né napf. fotosyntéza, syntézy mastnych kyselin, aminokyselin, proteinli a pigmenta.
Dale sem patfi hormonalni systém, bunécny cyklus nebo tvorba bunécéné stény.

V soucasnosti se herbicidy déli do dvou velkych skupin na selektivni a neselek-
tivni. Selektivni skupina herbicidd ovliviiuje urcité druhy rostlin, a naopak neselektivni
skupina ma vliv na rostliny bez jakékoliv specifikace. Selektivita herbicidi funguje tak,
Ze naru$uje rovnovahu biochemickych procesu, které probihaji u plevell. Patfi mezi né
napf. fenoxy herbicidy, které se svou strukturou napodobuji indoloctovou kyselinu
(IAA), vyskytujici se v rostliné. Nasledné tim zpUsobuje zvySenou a neregulovanou
produkci IAA v rostliné, dochazi k nekontrolovatelnému ristu, zesileni, prodluzovani a
smrti rostliny. Dal3i selektivni herbicidy jsou zaméfeny na fotosyntézu, pfi které je pro-
dukovana energie ze slunecniho zafeni. Za normalnich okolnosti by blokovani fotosyn-
tézy zpusobilo pomalou smrt pleveld, ale je jasné, ze tyto herbicidy funguji daleko rych-
leji. Kromé blokovani fotosyntézy mize dojit k tvorbé vysoce toxického kysliku a hyd-
roxylovych sloucenin, které se tvofi uvnitf rostliny a zni€i bunécné membrany. Po jejich
zni¢eni dochazi k uvolnéni obsahu buriky a nasledné ke smrti rostliny. Velké mnozstvi
selektivnich herbicidl se vaze na enzymy, které katalyzuji procesy probihajici
v rostlinnych burikach.

Selektivita je ovlivnéna nékolika faktory, jako jsou napfiklad aplikacni metody,
diferencialni absorpce, translokace, sekvestrace v rostlinach a pak jesté rozdily
v citlivosti na aktivnim misté a rychlost metabolismu. Existuji jeSté vnitini faktory ovliv-
nujici koncentraci herbicidu v rostlinach, a to pfedevsim rychlost metabolismu, ktery je
ovlivnén aktivitou enzym a koncentraci vnitfnich substratd. Rostliny dokazou herbicidy
metabolizovat na rdzné meziprodukty a tento proces se sklada ze ¢ty fazi. Prvni faze
je oznaCovana jako konverze, druha faze je konjugace, tfeti faze je spojena se sekun-
darni konverzi a transportem do vakuoly a ve ¢tvrté fazi dochazi k ukladani vzniklého
metabolitu (Devine et al., 1993; Cole, 1994; Eerd et al., 2003; Yuan et al., 2007).

V priibéhu prvni faze dochazi k chemickym modifikacim molekul herbicid, me-
zi které patfi oxidace, redukce, hydrolyza, oxygenace nebo hydroxylace. Pfi tom do-
chazi k navazani funkénich skupin (napf. OH, NH,, COOH) a molekula herbicidu se
stava vice hydrofilni a méné toxickou (Devine et al., 1993; Eerd et al., 2003; Edwards
et al., 2005; Yuan et al., 2007). Aby reakce probihaly spravné, je pro né dulezita pfi-
tomnost enzymd, v tomto pfipadé to jsou monooxygenazy cytochromu P450 (Eerd et
al.,, 2003; Yuan et al., 2007). Tyto enzymy jsou membranové navazané na proteiny,
které katalyzuji oxidacné-redukeni reakce substratt (Bolwell et al., 1994; Persans et
al., 2001; Hatzios & Burgos, 2004; Edwards et al., 2005).

U druhé faze je slou¢enina nebo metabolit, vytvofeny v prvni fazi, konjugovan

sacharidem, aminokyselinou nebo tripeptidem a dochazi ke zvySeni rozpustnosti ve
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vodé a ke snizeni fytotoxicity (Devine et al., 1993). Mezi mechanismy, které probihaji
ve druhé fazi patfi predevS§im konjugace s glutathionem, homoglutathionem nebo
s glukézou (Price, 1957; Carnegie, 1963; McGonigle et al., 1998). Enzymy, které jsou
dulezité pro spojeni glutathionu s metabolitem, napf. sulfonylmocoviny, triaziny nebo
imidazolinony (Yuan et al., 2007), se nazyvaji Glutathion-S-transferazy (Devine et al.,
1993; Cole, 1994; McGonigle et al., 1998; Eerd et al., 2003).

Ve ftfeti fazi jsou vytvofené metabolity transportovany do vakuoly pomoci ABC
transportérd (Yuan et al., 2007). V této fazi probihd sekundarni konjugace, pomoci
které vznikaji nefototoxické slou€eniny (Hatzios, 1991) a v posledni fazi dochazi
k detoxikaci metabolitu a jejich rozdéleni do vakuol spojené se slozkami bunécéné stény
(napf. pektin, lignin) (Pillmoor et al., 1984; Langebartels & Harms, 1985; Cole, 1994;
Edwards et al., 2005).

2.2 Mechanismus pusobeni herbicidu

bice fotosyntézy zablokovanim vazby proteinu na chinon (D-1) a to zpUsobi zastaveni
transportu elektronu. Jiné skupiny herbicidU inhibuji protoporfyrinogen oxidasy a bipy-
ridylium s heteropentaleny, které vytvari superoxidové radikaly odklonénim energie.
Nékteré skupiny herbicidl zpUsobuji inhibici mitézy vazbou na tubulin. | kdyz je
v soucasné dobé o herbicidech hodné informaci, tak zatim nejsou znamy. Nékteré her-
bicidy maji i vice mist plsobeni. Mechanismy uc¢inku, které pusobi na mnoha mistech

metabolickych reakci u rostlin, maji daleko vétSi rozmanitost puasobeni nez insekticidy.

Biosyntéza aminokyselin
Inhibice biosyntézy aminokyselin je zplsobena pfitomnosti tfi enzymud 5-enolpyruvyl-
shikimat-3-fosfatsyntazy (EPSP syntaza), acetolaktatsyntazy (ALS, znama jako aceto-
hydroxykyselinova syntaza) a glutamin syntetazy (GS). Tato mista jsou pevné dana pro
pusobeni nékterych tfid herbicid(. Existuje vSak vice mist, kterymi ovliviiuji herbicidy
biosyntézu aminokyselin anebo jsou i skupiny herbicidl, které maji vliv na enzymy bio-
syntézy. EPSP syntaza slouzi k syntéze aromatickych aminokyselin. Tento enzym fun-
guje primarné v plastidech, ale je funkéni i v cytoplasmé (Duke, S. O., 1988). Pfi zablo-
kovani zminéného enzymu dochazi k velkému nahromadéni shikimatu v poSkozené
Casti rostliny (Pinto et al., 1988). Pokud vezmeme v Gvahu jen enzym EPSP syntazu,
tak existuje jen jedna sloucenina glyfosatu, ktera je schopna inhibovat jeho funkci a
fungovat jako herbicid.

Dalsim enzymem je ALS, ktery slouzi k tvorbé& aminokyselin s rozvétvenym fe-

tézcem jako je napf. leucin, izoleucin a valin. Tento enzym katalyzuje dvé reakce: kon-
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denzuje dvé molekuly pyruvatu na CO; a a-acetolaktat a v druhé reakci molekulu py-
ruvatu s a-ketobutyratem a vznika opét CO, a 2-acetohydroxybutyrat. Enzym ALS je
schopen inhibovat sulfonylmoCoviny (Beyer et al., 1988), imidazolinony a 1,2,4-
triazolpyrimidiny (Kishore and Shah, 1988). Prvni dvé skupiny slou¢enin jsou komercia-
lizované, ale u posledni skupiny se teprve zvaZuje o komercializaci. U tohoto enzymu
se herbicidni slozka vaze reverzibiiné na ALS-FAD-thiamin pyrofosfat-Mg2e-
dekarboxylovany komplex pyruvatu a soutézi také o dalSi vazebné misto na pyruvatu.
Sulfonylmocoviny jsou slozeny z arylové skupiny a heterocyklu, ve kterém se nachazi
dusik. Arylova ¢ast se oznacuje jako fenyl, ktery je v ortho poloze substituovany halo-
genem, karboxymetylovou nebo karboxyethylovou skupinou. Jeji aktivita je dana sku-
pinami, které se na ni mdzou navazat a jsou to thiofenové, furanové, pyridinové nebo
naftalenové skupiny. Musi vSak byt navazané pouze v ortho pozici, aby byla aktivita co
nejvyssi. Pokud by doslo k jakékoliv modifikaci sulfonylmo&ovinového mustku, zpUsobi-
lo by to snizeni aktivity. Imidazolinony nejsou tak uc¢inné jako sulfonylmoc€ovinové slou-
¢eniny, protoze se nejdfive musi navazat pyruvat na ALS a potom se navaze herbicid.
Aby byly imidazolinony co nejuc€innéjsi, musi mit ve struktufe uhlik, ktery sousedi
s karbonylovym uhlikem imidazolinového kruhu substituovany methylovou nebo iso-

propylovou skupinou (Los, 1987).

Fotosyntéza

Proces fotosyntézy je cilem vice tfid herbicidli nez u jakéhokoliv metabolismu a
pusobi jako fotosyntetické inhibitory. Tyto inhibitory se vazou na strukturu D-1, coz je
protein, ktery se vaze na chinon (dfive Qg protein) a zpusobuje zablokovani fotosynte-
tického transportu elektronli (Fedtke and Trebst, 1987). Mezi skupiny herbicidu, které
se na protein vazi patfi anilidy, benzimidazoly, biskarbamaty, pyridazinony, triazindio-
ny, triaziny, triazinony, uracily, substituované mocoviny, chinony, hydroxybenzonitrily a
nékolik neklasifikovanych heterocykli (Fedtke, 1982). Pfirozené se vyskytujici plas-
tochinon se vaze na D1 protein v mistech, kde se nachazi histidin-215 a serin-264.
Herbicidy, které plsobi na tomto proteinu Ize rozdélit podle toho, jestli se vazou blize
mistu, kde se nachazi serin nebo histidin. | pfesto, ze maiji herbicidy odliSnou charakte-

rizaci, tak nejsou jejich rozdily objasnéné (Trebst, 1987).

Biosyntéza lipidu

Do procesu biosyntézy lipidl je zapojeno nékolik skupin herbicidi (Duke and
Kenyon, 1988; Wilkinson, 1988), kdy bylo dokazano, ze plsobi v metabolismu lipidd.
Bylo zjisténo, ze aryloxyfenoxyalkanové kyseliny (Burton et al., 1987; Secor and Cse-
ke, 1988; Kobek et al., 1988) a cyklohexandiony (Burton et al., 1987; Secor and Cseke,
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1988; Kobek et al., 1988; Focke and Lichtenthaler, 1987; Rendina and Felts, 1988)
zpuUsobuji inhibici acetyl-CoA-karboxylazy. Tento enzym, ktery se vyskytuje ve vétSiné
travnikd, je citlivy ke zminénym skupinam herbicidl, ale mechanismus inhibice enzymu
acetyl-CoA-karboxylazy neni doposud znadmy. Aktivita herbicidu je dana strukturou,
obsahuijici kyselinu propionovou spolu se skupinou, ktera ma vice nez jeden kruh pfi-
pojeny k asymetrickému nekarbonylovému uhliku propionové kyseliny, kdy R enantio-
mer je vice aktivni nez S enantiomer. Kruhova struktura spojena s kyselinou je pfipoje-

na k dalSimu kruhu pomoci esterové vazby.

Déleni bunék

Existuje velké mnozstvi herbicidli, které mohou inhibovat déleni bunék, ale u
vétSiny z nich neni znAmy mechanismus jejich u€inku. Vyjimku tvofi pouze amidy fosfo-
ru a dinitroanilin. Jsou to jediné skupiny herbicidu, které jsou schopné inhibovat déleni
bunék na jejich molekularnich mistech dulezité pro déleni (Hess, 1987). Tyto herbicidy
se vazou na protein tubulin, ktery vytvari mikrotubuly cytoskeletu buriky a jsou také
dulezité pfi bunééném déleni. Obé zminéné skupiny herbicidd zplsobuiji inhibici poly-
merizace tubulinu in vitro (Vaughn et al., 1987). O konkrétnim vazebném misté na tu-
bulinu, kam se tyto herbicidy vazou neni viibec znamo. Moznymi vazebnymi misty her-

bicidu na tubulinu jsou proteiny asociované s mikrotubuly.

Biosyntéza karotenoid

Karotenoidy jsou fotosynteticka barviva, fadici se do tetraterpenoidl, ktera
chrani rostlinu pred fotooxidaci. Pokud by vSak doslo k zablokovani syntézy terpenoidu
v jakémkoliv bodé, tak dojde k inhibici syntézy karotenoidd, které se tvofi v pozdéjsi
fazi a existuje jen nékolik herbicidd nebo skupin inhibujici syntézu karotenoidd. Patfi
mezi né substituované pyridazinony, fenyloxybenzamidy, fluridon, difunon a 4-
hydroxypyridiny. Tyto slou€eniny inhibuji syntézu fytoenu a fytofluenu pomoci desatu-
razy, to je oznaceni pro necharakterizovany enzym nebo urcitou enzymovou skupinu
(Ridley, 1982; Sandman, 1987). Ze vSech téchto skupin herbicidl je pouze skupina
izoxazolidinonu komercializovana a inhibuje syntézu karotenoidd (Duke et al., 1985).
Do této skupiny patfi clomazon, ktery blokuje isopentenylpyrofosfat izomerazu nebo
prenyl transferazu (Sandmann and Boger, 1987), ale v ramci enzymu syntézy terpeno-

idd v rostlinach neni zndmo moc informaci o jejich mechanismu (Chang et al., 1987).

Fotoherbicidy

Existuje nékolik skupin herbicidd, které zpUsobuji béleni zelené tkané u rostlin pomoci

svétla. Jedna z téchto skupin je redukovana pomoci fotosystému | (PS I) na radikal a
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nasledné dochazi ke snizeni molekularniho kysliku na superoxidovy radikal. Pokud se
rostlina nemuze ochranit pfed superoxidovym radikalem, tak dochazi k peroxidaci lipi-
dd a vybéleni listd pomoci svétla. Jen jedina skupina herbicid( s timto Gc¢inkem byla
komercializovéna, a to bipyridylium v€etné paraquatu a diquatu (Halliwell, 1982). Exis-
tuji i dalsi skupiny, které plsobi stejnym zplsobem jako pfedchozi herbicidy a jsou to
napfiklad heteropentaleny (Camilleri et al., 1987). Jsou také ale skupiny herbicidu, kte-
ré navodi vybéleni svétlem rdznymi mechanismy nezavislymi na fotosyntéze (Duke,
nitrodifenylethery (DPE), oxadiazoly a N-fenylimidy. Zadna ze zminénych slougenin
nefunguje jako fotosynteticky pigment, ale nedavno bylo zjisténo, ze DPE a skupiny
herbicidl s podobnymi vlastnostmi zplisobuji akumulaci protoporfyrinu IX (Duke et al.,
1989; Matringe and Scalla, 1988; Lydon and Duke, 1988; Witkowski and Halling,
1988). Zminéna akumulace inhibuje protoporfyrinogenové oxidazy, které vedou
k autooxidaci protoporfyrinogenu na protoporfyrin 1X (Matringe et al., 1989; Matringe et
al., 1989).

Jina mista pusobeni

Existuji herbicidy, které mohou zpUsobit inhibici biosyntézy mikrotubull a celulézy. Mi-
krotubuly tvofi cytoskelet bunék, ktery ma dulezitou ulohu pfi déleni bunék (Fedtke
1982; Sterrett and Fretz 1975). Tuto inhibici zpUsobuje karbamatovy herbicid asulam,
ktery blokuje syntézu folatu a tim dochazi k inhibici enzymu 7,8-dihydropteroat syntazy
(Kidd et al., 1982, Veerasekaran et al., 1981). Biosyntéza celuldzy, ktera je soucasti

bunécné stény, je inhibovana herbicidem dichlobenilem (Delmer, 1987).

Bioaktivace

Existuji herbicidy, které svoji aktivitu ziskaji az jejich metabolizaci v rostliné. Timto zpQ-
sobem mohou byt proherbicidy stabilnéjsi, 1épe absorbovany nebo translokovany, se-
lektivné&jSi pro rostliny nebo se mohou snadnéji syntetizovat nez jeho uc€inna slozka.
Jakmile je herbicid v rostlinné bufice metabolizovan, zméni se na aktivni formu, ktera
muze blokovat metabolické drahy (Casida, 1983). Jako pfiklad muzeme uvést aryloxy-
fenoxyalkanovové kyseliny, aplikované jako methylestery, které vSak neudinkuji na
acetyl-CoA-karboxylazu. Jakmile se dostane slou¢enina do rostliny, tak je ester hydro-
lyzovan na aktivni sloZzku herbicidu. Jako estery se €asto vyuZivaji fenoxyalkanové
kyseliny, které snadnéji prochazi pfes vnéjsi vrstvy pokozky rostlin nez ve formé kyse-
liny. Dalsi pfiklad herbicidd, ktery funguje na stejném principu je benzadox, inhibujici
aminotransferasy, dale kyselina aminooxyoctova (Nakamoto et al., 1982), bialofos

pfeménujici se na glufosinat a methazol pfevadéjici se na mocovinovy herbicid.
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2.3 Skupiny herbicidui

2.3.1 Fenoxy herbicidy

Tyto herbicidy patfi mezi nejrozSifenéjSi skupinu herbicidl na svété a jejich komercni
dostupnost je vice jak 60 let. Jsou to syntetické analogy rlistového hormonu auxinu,
ktery se vyskytuje u rostlin. NejznaméjSi herbicid v této skupiné je 2,4-
dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D) a dale sem jeSté patfi kyselina 2,4,5-
trichlorfenoxyoctova (2,4,5-T), kyselina 2-methyl-4-chlorfenoxyoctova (MCPA) a kyseli-
na methylchlorfenoxypropionova (MCPP). VSechny zminéné kyseliny maji stejnou za-

kladni strukturu, kterd se sklada z aromatického kruhu a karboxylového fetézce.
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D)

Tato kyselina se fadi mezi organokovové slou€eniny a pouziva se jako selektiv-
ni systémovy herbicid. Jeho soli jsou velmi dobfe absorbovany kofeny a nasledné
transportovany do meristematickych tkani kofene (Tomlin, 1994). V ném se 2,4-D hro-
madi a funguje zde jako rostlinny hormon auxin, coz vede k nekontrolovatelnému ristu
meristematickych bunék. Poté dochéazi k zabranéni syntézy DNA a bilkovin, které vede
k naru$eni rastu a vyvoje rostlin. Patfi mezi nejbéznéji uzivané herbicidy (Copping,
2002; Watkins, 2002).

2,4-D zplsobuje poskozeni rostlin jako napf. zkrouceni stonku a fapiku, nebo
rizné malformace listd ((23) Australian Pesticides & Veterinary Medicines Authority,
APVMA, “The reconsideration of approvals of the active constituent 2,4-D, registrations
of products containing 2,4-D and their associated labels,” Australian Pesticides & Vete-
rinary Medicines Authority, Canberra, Australia, 2006). Tato slou¢enina je dostupna ve
formé soli a ester(, mezi které patfi 2,4-D dimethylaminova sil nebo 2,4-D-butylester,
kdy kazda z téchto slou¢enin ma jiné fyzikalni a chemické vlastnosti ((22) Environmen-
tal Protection Agency, (EPA), “Reregistration Eligibility Decision for 2,4-D. List A: Case
0073,” 2005).

2.3.2 Triaziny a triazoly

Triaziny se fadi mezi nejvétsi skupinu herbicidu a triazoly, které jsou blizce pfi-
buzné se vyuzivaji v zemédélstvi a farmacii jako fungicidy nebo insekticidy. Jedna tri-
azinova slou¢enina mize byt pouzita ve farmacii pfi chemoterapii a slouzi jako alkyla¢-
ni ¢inidlo. Triaziny jsou syntetizovany pomoci reakce kyanorchloridu s pFislusnym alky-
laminem, pokud jsou pfitomné kyselé akceptory. Triazinovy kruh je stabilni vi¢i degra-
dac¢nim procesum jako je napf. biologicka degradace nebo fotolyza. Herbicidni ucinky
jsou aktivni, pokud se ve struktufe vyskytuji substituenty na poloze 2 u uhliku, kdy mezi

nejCastéjsi substituenty patfi Cl, OCHs nebo SCHs. Pokud je ve struktufe pfitomny Cl,
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tak ma herbicid nizSi rozpustnost ve vodé nez za pfitomnosti zbylych dvou substituen-
td. NejCastgji se vyskytuji N-alkylové substituenty, ale mohou byt i jiné a vyskytovat se
na vazbach C-4 a C-6. VSechny triaziny maji spoleény mechanismus pro herbicidni
aktivitu, a to je inhibice Hillovy reakce fotosyntézy. U riznych druht rostlin se liSi jejich

citlivost na triaziny nebo jejich samotna toxicita.

Amitrol (3-amino-1,2,4-triazol)

Amitrol nepatfi do skupiny triazind, i kdyz sdili jejich urcité vlastnosti jako je
napf. herbicidni aktivita, ktera inhibuje Hillovy reakce ve fotosyntéze. Kromé Hillovych
reakci inhibuje také cytochromy P450. Patfi spi§ mezi triazoly, protoze je tvofen pétia-
tomovym heterocyklickym kruhem. Na rozdil od pesticidu je amitrol velmi dobfe roz-
pustny ve vodé, ale nerozpustny v organickych rozpoustédlech a patfi mezi neselektiv-
ni herbicidy, to znamena, Ze zabiji veSkeré rostliny, se kterymi pfijde do kontaktu. Na

rozdil od rostlin neni pro savce tolik toxicky.

Atrazin

Patfi mezi preemergentni a postemergentni herbicidy a zac¢al se vyuzivat v roce
1957. Je to bila krystalicka latka, kterd méa vysokou teplotu tani (173-175 °C), je roz-
pustna ve vodé pfi 27 °C, v methanolu a chloroformu. Jeho hydrolyza probiha za pfi-
tomnosti alkalickych nebo mineralnich kyselin pfi vySsi teploté, ale udrzuje stabilitu pfi
pusobeni slabé kyseliny nebo baze. Pouziva se pro obecnou a selektivni kontrolu ple-

vele u nékterych plodin jako je napf. €irok, cukrova titina, kukufice nebo ananas.

2.3.3 Fenylmo€ovinové herbicidy

Patfi mezi skupinu nejpouzivanéjSich herbicidd na svété, vyuzivaji se
v zemédélstvi, ale také v jiné oblasti, napfiklad k likvidaci plevele v okoli Zeleznic. Fe-
nylmocovinové herbicidy maji vysokou rozpustnost ve vodé a nizkou sorpcni schop-
nost do pldy. Tyto herbicidy jsou odolné proti chemické degradaci za mirné teploty,
coz znamena, Ze degradace neprobiha v pidé. Mlze ale probihat za pfitomnosti slu-
necniho zareni (Gerecke et al., 2001; Kulshrestha and Mukerjee, 1986), kdy dochazi
k Caste€né degradaci za vzniku produktd akumulovanych v prostfedi (Remde and
Traunspurger, 1994; Tixier et al., 2000; Tixier et al., 2002). Kromé chemické degradace
fenylmocCovinovych herbicidi dochazi také k jejich rozkladu pomoci mikrobiologickych
procesu, k mineralizaci fenylového kruhu a ke vzniku metabolit. Ty mohou vstoupit do
metabolismu mikroorganismu, kde vznika CO; spolu s biomasou (Bending et al., 2003;

Sgrensen and Aamand, 2001; Sgrensen et al., 2001). U nékterych herbicidl a jejich
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metabolitl se zjistilo, Ze mohou znecistovat slanou i sladkou vodu (Field et al., 1997;
Spliid and Kgppen,1998; Gerecke et al., 2001).

Tyto herbicidy se dostavaji do zivotniho prostfedi nékolika zplisoby jako je napf.
kontaminace zdroje (Johnson et al., 2001; Gooddy et al., 2002). Po jejich zavedeni do
zemeédélstvi, dochazi k rozkladu herbicidu, které zahrnuje transport vodou, sorpci do
pudnich sloZzek a nékteré degradacni procesy. Degradace zahrnuje biotické i abiotické
procesy, které jsou usnadnény pomoci biodegradace a poté nasleduje rozklad aroma-
tickych slou€enin na anorganické produkty (Alexander, 1981). Tato skupina herbicidt
se vyrabi a prodava pod riznymi nazvy jako je buturon, linuron, diuron, fenuron, sidu-
ron atd (Kiely et al., 2004). Herbicidni uCinek téchto chemickych sloucenin je pfede-
v8im inhibice fotosyntézy, a to konkrétné fotosystému Il. Fotosystém Il je slozen
z multipodjednotkovych enzym( a obsahuje také reakéni centrum slozené z nékolika
proteind D1, D2, CP43, CP47 a komplexu, které ziskava svétlo (Rhee et al., 1998).
Fenylmoc€ovinové herbicidy se vazou na D1 protein a tim dochazi k inhibici transportu
elektronl (Arnaud et al., 1994).

Monuron (N, N-dimethyl-N-(4-chlorfenyl)-mocovina)

Je zndmy jako N, N-dimethyl-N-(4-chlorfenyl)-moc&ovina a oznacuje se jako prv-
ni fenylmocovinovy herbicid, ktery se zacal pouzivat. Pouziva se jako inhibitor fotosyn-
tézy a slouzi ke kontrole plevele v oblastech, kde se nevykonavaji zemédélské prace.
Ma velmi dlouhou zivotnost v prostiedi, ktera maze byt az 10 mésict (Khan, 1980), ale
s tim souvisi problém, protoze existuje riziko kontaminace vod. O jeho fotoreaktivité a

absorpci k pidnim ¢asticim neexistuje pfili§ mnoho informaci.

Diuron (DCMU, N'-(3,4-dichlorophenyl)-N,N-dimethylurea)

Diuron je bila krystalicka latka bez zapachu s bodem tani (158-159 °C), bodem
varu (180-190 °C) a je stabilni pfi pasobeni kysliku a vihkosti (Worthing, 1983). Bylo
zjisténo, ze je to dihalogenovany substituovany mocovinovy herbicid. Pouziva se jako
herbicid na mistech, kde se nepéstuji zemédélské plodiny (Kiely et al., 2004), ale vyu-
Ziva se v mistech, kde se vyskytuji ovocné stromy, bavina nebo cukrova titina (U.S.

Agentura pro ochranu zivotniho prostfedi (EPA), 2003).

Protoporfyrinogen oxidaza (PPO)

Je to enzym, ktery se vyskytuje v biosyntetické draze vedouci ke vzniku hemu a
chlorofylu (Poulson and Polglase, 1975; Arnould et al., 1999; Hao et al., 2011). Tento
enzym byl nalezen kromé rostlin také u zivocichl, hub a bakterii a patfi do skupiny

enzymu, které jsou spojené s membranou. U rostlin existuji dvé formy plastidovy
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PPO1, ktery se nachéazi v thylakoidu a mitochondrialni PPO2 (Lermontova et al., 1997),
se nachazi na vnéjsi strané vnitfni membrany mitochondrii. U rostlin je PPO detekovan
jako cil pro tvorbu rdznych skupin herbicid(l jako jsou napf. difenylethery (Hao et al.,
2011), fenylpyrazoly (Koch et al., 2004), oxadiazoly (Gitsopoulos and Froud-Williams,
2004), triazolinony (Theodoridis, 1997), thiadiazoly (Hiraki et al., 2001), pyrimidindiony
(Theodoridis et al., 2000), oxazolidindiony (Hirai et al., 1989), N-fenylftalimidy (Lyga et
al., 1991) a dalsi (Simmons et al., 1992). Kromé toho ma tato skupina herbicidl nékolik
vyhod jako je napf. nizka toxicita, nizka ucinna koncentrace, Siroké spektrum pleveld,
rychly a dlouhodoby ucinek na rostliny. Pokud zminénou skupinu porovndme s jinou

skupinou herbicidd, tak inhibitory PPO vytvafi pomalejsi rezistenci k plevelum.

2.4 Vyuziti herbicida

Herbicidy se pouzivaiji k likvidaci Skodlivych rostlin — plevell. Dillezita viastnost herbici-
du je ta, aby byly toxické pro plevel ale ne pro plodinu. Pfikladem je pouziti velmi béz-
ného herbicidu 2,4-D, ktery je toxicky pro vice druhu pleveld, ale pro plodiny jako napf.
pSenice, kukufice nebo jeémen neni toxicky. Timto zplsobem se rozliSuji herbicidy na
dvé velké skupiny, a to na selektivni a neselektivni, kdy 2,4-D patfi do prvni skupiny.
Skodlivé rostliny soutézi s plodinami pfedevsim o svétlo, vodu, Ziviny a také prostor.
V ramci této interakce mezi plevelem a plodinou muize vést ke snizeni produkce a je-

jich naslednych vynosu.

Vedlejsi ucinky herbicidu

Herbicidy slouzi primarné k likvidaci plevele, ale mohou mit vedlejSi ucinky na jiné or-
ganismy jako jsou napf. savci vCetné Clovéka. PFi nespravném pouZziti jsou pro zminé-
né organismy nebezpecné. Mohou zpusobit respiracni problémy, kdy dojde k poSkoze-
ni dychacich cest v€etné nosu, hrdla nebo plic. Napfiklad paraquat (N,N'-dimethyl-4,4'-
bipyridinium dichlorid) je toxicky herbicid, ktery v 70. a 80. letech zpUsobil popaleniny
v krku, krvaceni z nosu a respiraéni obtize. V horSich pfipadech dochazi k tvorbé otvo-
ri v jicnu nebo k plicni fibréze a pfi pozfeni malého mnozstvi muze dojit i ke smrti.
Kromé poskozeni dychacich cest zplUsobuje také zvySenou tvorbu vzniku vrozenych
vad u nenarozenych déti jako je napf. roz§tép, mentaini retardace nebo prst navic.
DalSim problémem je rakovina, ktera mize byt nékterymi herbicidy vyvolana jako je
napf. agent orange (je to oznaceni pro 2,4-D a 2,4,5-T). Ten se dfive pouZzival jako

Vv s

k tvorbé rakoviny nebo abnormalit.
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2.5 Prirodni herbicidy (produkty)

Jsou to latky tvofené predevsim z oleji (napf. eugenol a d-limonen), mydla (napf. kyse-
lina pelargonova) nebo kyseliny octové, které nici kutikulu listl plevele nebo zplsobuiji
anik bunék, a to nasledné vede ke smrti rostliny. Tento typ herbicidi zabiji pouze zele-
né €asti rostlin, a proto nemaji kontrolu nad nezelenymi ¢astmi rostlin, jako jsou kofeny,
hlizy nebo oddenky a po nasledném oSetfeni vétSina rostlin pfezije. Na rozdil od pfi-
rodnich produktd, herbicidy typu glyfosat nebo 2,4-D napadaiji kofeny a podzemni Casti
rostlin a to vede k jejich usmrceni. Tyto herbicidy se aplikuji po prvnim vyskytu plevele
a nezlstava po nich v pudé zadna aktivita. Rostliny zabiji tak, Ze rozkladaji rostlinné
membrany, proto mohou byt ozna€ovani jako kontaktni herbicidy. Aby byly co nejucin-
néjsi, tak musi zahubit celou nadzemni €ast nebo vétsi ¢ast rostliny. Pouzivaji se pre-
devsim na menSi druhy plevele, které rostou celoro€né nebo v puklinach. Uvedené
herbicidy jsou tvofeny na bazi olejid WeedZap, Bioganic Broadleaf Killer nebo na bazi

kyseliny octové WeedPharm, Grass Killer.
Vyhody a nevyhody pfirodnich herbicidd (produktd)

Velké mnozstvi produktl vzniklo reakcemi z biotické interakce, a proto je pravdépo-
dobné, ze budou mit tyto produkty vySsi biologickou aktivitu nez produkty vytvofené
chemickou syntézou. Biologicka aktivita m(ize byt pouzita v Uplné jiné molekularni ob-
lasti, nez ve které by méla byt aktivni. Velké mnozstvi sekundarnich metabolitd jesté
musi byt objeveno, protoze je znamo malo pfirodnich slou¢enin, kde byla prozkouma-
na jejich biologicka aktivita, pfedevSim fytotoxicita a je velmi zajimavé vyhlidka novych
sloucenin, u kterych nebyla studovana jejich biologicka aktivita.

Auxinové herbicidy, mezi které patfi 2.4-D a MCPA, se vyuzivaji hlavné
v zemédélstvi k likvidaci pleveld u obilovin nebo v neagrikulturnich oblastech. Své jmé-
no ziskaly podle rostlinného hormonu auxinu neboli indol-3-octova kyselina (Sterling
and Hall 1997). Jsou podle né&j pojmenovany proto, Ze pfi nizSich koncentracich napo-
dobuji jeho fyziologické a biochemické uc€inky. Auxinové herbicidy maji podobnou
strukturu jako auxin, li§i se v poloze karboxylové kyseliny. Podle typu aromatické sku-
piny se déli do tfi skupin (Ashton and Crafts 1981) a to na fenoxyalkanové kyseliny,
kam patfi napf. 2,4-D. Do druhé skupiny patfi benzoové kyseliny, ktera zahrnuje napf.
dicambu a chloramben a ve tfeti skupiné jsou pyridinkarboxylové kyseliny, mezi které
patfi picloram, nebo triclopyr. Tyto herbicidy se fadi mezi prvni selektivni organické
herbicidy, protoze byly vytvoreny jizZ béhem druhé svétové valky, a proto doslo ke zvy-
Seni tvorby 2,4-D nejen v Severni Americe, ale i ve svété (Kirby 1980). Slou¢enina 2,4-
D méla takovy uspéch, ktery vedl k syntéze dalSich sloucenin, napf. dicamba, clopyra-

lid nebo picloram (Sterling and Hall 1997). Auxinové herbicidy nejsou pfili§ nakladné a
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patfi mezi nejrozSifenéjSi herbicidy. Je to dano jejich selektivitou, u€innosti, Sirokému
spektru kontroly plevele a nizkym nakladim na aplikaci (Industry Task Force Il, 2005).
V nedavné dobé byla vytvofena dalSi skupina herbicidd chinolinkarboxylové kyseliny,
které se fadi do auxinovych herbicidu, protoZze maji podobnou aktivitu jako auxin
(Grossman 2000, 2010).

2.6 Syntetické herbicidy

Syntetické auxinové herbicidy se pouzivaji jako prostfedek pro likvidaci Sirokého spek-
tra plevele, ktery se vyskytuje v travnich porostech nebo pastvinach. Tyto herbicidy
jsou znamy jako rastové regulatory, snadno se absorbuji kofeny a listy. Nasledné jsou
premistény do meristematickych bunék a lokalizovany pomoci xylému nebo floému.
Tento proces herbiciddl vede k abnormalnimu riistu kofentl a stonkd. Uginek herbicidt
neni dany pouze jednim faktorem, ale je zplsobeny naruSenim nékolika procesu u
rostlin. Primarné herbicidy pusobi na elasticitu bunééné stény a metabolické déje nuk-
leovych kyselin, ovliviiuji také syntézu proteinli, déleni bunék, rlst a podporuji tvorbu
ethylenu. Syntetické auxinové herbicidy obsahuji nékolik skupin, jako jsou benzoové,
fenoxykarboxylové, pyridinkarboxylové a chinolinkarboxylové kyseliny, které maji po-

dobny ucinek jako endogenni auxiny.

2.7 Inhibice kli¢eni a rastu
Kliceni
Kliceni semen je oznacovano za dllezity Zivotni stupen vyvoje rostliny a je povazovano
jako determinant tvorby rostlin. Kli¢eni za¢ina absorpci vody, dale se hromadi zasobni
latky, syntetizuji se bilkoviny a dochazi k vystupu radikuly (Hasanuzzaman et al.,
2013). Aby doslo ke spravnému vyvoji semen, tak dochazi k uchovavéani latek, mezi
které patfi proteiny, lipidy a sacharidy (Borgheretti and Ferreira, 2000). Napfiklad u
olejnatych semen jsou hlavnim zdrojem energie, uhliku a dusiku bilkovinné a olejové
latky (Zienkiewicz et al., 2014), zatimco Skrob a proteiny jsou lokalizovany v endo-
spermu. Bohuzel fyziologie hromadéni zasob a procesy kli€eni nejsou zcela znamé, a
proto musi byt provedeny studie téchto mechanism( (Gongalves et al., 2003). Hydroly-
za proteind, lipidl a sacharidi probiha pomoci enzymu a nasledny transport metabolitt
je zavisly na mnozstvi vody (Bewley and Black, 1994). Béhem kli¢eni nastavaji fyziolo-
gické, biochemické a poté i morfologické zmény, které Uzce souvisi s prezitim seminek
a vegetativnim rastem rostlin.

Kli¢eni Ize rozdélit do tfi fazi: prvni faze je vstfebavani vody semenem, v druhé
fazi dochazi k reaktivaci metabolismu (je nejkritictéjSi) a treti faze je tvorba radikuly

(Bewley, 1997). Mezitim co dochazi k reaktivaci metabolickych procesU jako je hydro-
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lyza, biosyntéza makromolekul nebo respirace, tak dochazi k prodluzovani bunék a
naslednému nastartovani kli¢eni (Bewley et al., 2013). Kliceni semen je brano jako
vzajemna interakce mezi embryem a endospermem, protoZze endosperm uvoliuje sig-
naly, které maji vliv na rlst embrya (Lee et al., 2010). Kli¢eni semen je také citlivé na
stresové podminky prostfedi, mezi které patfi napf. soli nebo voda (Carter and Ches-
son, 1996). Pokud by semena byla slana a tolerantni k suchu, tak vykazuji vysokou
rychlost kli€eni, coz zvySuje jejich vynosnost (Munns, 2002). Naopak pokud je pfitom-
na voda a sul dochazi k redukci a zpozdéni kliceni semene (Singh et al., 2012).
Existuje nékolik definic na pojem kli¢eni a je dulezité, abychom odlisily rozdily
popisu. Kli¢eni (klicivost) je definovano jako vznik radikuly, ktera se dostava pres vrst-
vu semene ven. V této definici se nemluvi o jinych Castech rostliny jako jsou epikotyl
nebo hypokotyl. U analytiku je kli€eni popisovano jako vznik a vyvoj embrya zakladnich
struktur, které jsou typické pro urdity typ semene, ze kterého dojde k tvorbé rostliny za
pFiznivych podminek. Jina definice zase popisuje klieni jako obnoveni aktivniho rastu
embrya, které zplsobuje protrzeni vrstvy semene a vznika nova rostlina. U této defini-
ce je to minéno tak, zZe po vzniku a vyvoji semene dochazi k procesu klidu nebo odpo-
Cinku, kdy je semeno malo aktivni a probihaji v ném minimalni metabolické procesy.
Ve stavu klidu maze zustat do té doby, nez budou okolni podminky optimalni pro jeho

rast.

Morfologie kli¢eni semen

Existuji dva typy kliceni semen, které jsou popsany na semenech fazole a hrachu, a
prestoze je jejich struktura semen podobnd, tak je jejich kliceni uplné odliSné. Epigealni
kliceni (kliCivost) je typické pro semena fazole a borovice a je primitivnéjSi nez druhy
typ kli€eni hypogealni. V prabéhu kli¢eni jsou kotyledony nad zemi a poskytuji Ziviny
pro rostouci semeno. Pfi tvorbé kofenu dochazi k prodluzovani hypokotylu do oblouku,
posouva se kotyledon spolu s plumulou nad pudu, kotyledony se otevfou, plumula dale
roste, a nakonec kotyledony spadnou do pudy. Druhy typ kli¢eni je hypogealni, ktery je
typicky pro hrach a vSechny traviny jako je napf. kukufice. Na rozdil od epigealniho
kliceni zUstavaji kotyledony pod pldou, naopak plumula roste nahoru nad zem a
epikotyl vytvari protahlou strukturu semene. Kotyledony i nadale poskytuji nadzemnim i

podzemnim &astem latky, které potfebuji ke kliceni a naslednému rastu.

Podminky pro kli¢eni semene

Jako prvni je uvedena voda, ktera tvofi zaklad pro kliCeni semene, protoze je
dulezitd pro aktivaci enzymu a také slouzi jako rezervni skladovaci material.
V klidovém stavu maji semena nizky obsah vody a také malo aktivni metabolismus.

Tato semena dokazou udrzet stale nizkou aktivitu metabolismu, a to je velmi dalezité
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pro jejich dlouhodobé preziti nebo skladovani. S tim souvisi také vihkost okolniho pro-
stfedi, ktera se mezi jednotlivymi druhy liSi. VétSina semen ma b&hem kli¢eni kriticky
obsah vlhkosti, u kukufice je to 30 %, u pSenice 40 % a u s6ji 50 %. PFi dosazeni kritic-
kého obsahu vihkosti, tak muze zacit kliCeni semene, protoZze obsahuje dostate¢né
mnozstvi vody, ale je to nevratny proces. Pokud by nastala situace, Ze by hodnota vih-
kosti klesla pod kritickou hodnotu, zpusobilo by to rozpad semen. Kliceni je také ovliv-
novano teplotou okoli, protoze obsahuje nékolik reakci a kazda z nich probiha za roz-
dilné teploty.

O tom, jak uspé&sné kliceni bude, zavisi na teplotnich oblastech, které se déli na
teplotni minimum, optimum a maximum, kdy dochazi ke kli¢eni. Minimalni teplota neni
presné definovana, protoze kliceni maze probihat, ale velmi pomalu. Optimalni teplota
je dana tim, ze poskytuje nejvyssi procento klicivosti za nejkratSi ¢as a maximalni tep-
lota je takova teplota, pfi které dochazi k denaturaci proteint dulezitych pro kli¢eni se-
mene. Pro vétSinu semen je optimalni teplota kolem 15-30 °C a maximalni teplota by-
va mezi 30—40 °C. Teplotni odezva zavisi na nékolika faktorech jako je napf. odrada,
péstitelska oblast nebo kvalita semen. Obecné plati, ze semena, ktera se vyskytuji
v mirnych oblastech potfebuji nizSi teplotu nez semena, ktera se nachazi v tropickych
oblastech.

Tento proces je slozeny z péti krokl, ke kterym dochazi v pribéhu kli¢eni se-
mene: vstfebavani, respirace, ucinek svétla na kli¢eni, shromazdovani zasob pfi kliCe-
ni, regulatory rlstu semene a vytvofeni embryonaini osy pfi vzniku sazenice. Jako prv-
ni proces je vstfebavani vody semenem, coz zpusobuje jeho nabobtnani, protoze buri-
Ky uvnitf se timto zpGdsobem hydratuji. Dochazi k hydrataci makromolekul, které se
ukladaji ve formé polysacharidu a proteind do bunécéné stény. Tyto slouceniny se ne-
vyskytuji v jinych €astech rostliny. Bobtnani semene ma velkou silu, které rozrusi vrst-
vy bunék, a to zpUsobi proniknuti ven ve formé primarniho kofene. Druhy proces je
dychani (respirace), které je ze zacatku anaerobni kv(li energii dodavané glykolyzou,
ale potom je dychani uz aerobni, protoZe kyslik se dostane do semene. U semen vod-
nich rostlin jako je napf. ryze dochazi k pfijmuti kysliku z vody a semena rostlin vysky-
tujici se v pudeé, ziskavaji kyslik pfimo z pady. Jako tfeti je uCinek svétla na semena,
kdy se déli na tfi skupiny podle toho, jak reaguji na svétlo: pozitivni fotoblasticka, nega-
tivni fotoblastick& a nefotoblasticka.

Pozitivni fotoblasticka semena kli¢i pouze za pfitomnosti svétla a ve tmé nekli-
¢i, negativni fotoblasticka semena naopak kli¢i za tmy a nekli¢i pusobenim svétla a
nefotoblastickd semena kli¢i nezavisle na pfitomnosti svétla. U kli€eni semen, ktera
jsou zavisla na svétlo, ma nejvétsi vliv jeho Cervena slozka, ale daleké Cervené svétlo

muze zrusit ucinek Cerveného svétla a semeno se stava dormantni. Dale sem patfi
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regulatory ristu a hromadéni zasob v semeni, kdy dochazi k jejich rozkladu za spotre-
by energie, ktera se ziska z aerobniho dychani. Podle toho, o jaky druh semena se
jedna, tak se lisi i latky ulozené pfedevSim v endospermu nebo kotyledonech. Na po-
vrchu bunék endospermu se nachazi aleuronova vrstva, ktera tvofi a produkuje enzy-
my (jako napf. amylasy nebo proteasy) slouzici krozkladu zasobnich latek
v endospermu. Jako posledni je tvorba embryonaini osy, ktera vznika ristem a déle-

nim bunék pomoci translokace slou¢enin a jejich nasledné asimilace v burikach.

2.7.1 Inhibitory kli€eni semen

Inhibitory jsou chemické latky pfirodniho nebo syntetického plvodu, které slouzi
k zablokovani, zastaveni nebo preruSeni urcité chemické reakce. Ovliviiuji chemické
reakce nejen u rostlin, ale také u zivocich(, véetné ¢lovéka, my se vSak budeme zaby-
vat inhibici kli¢eni semen u rostlin. Jednim z mala pfirodnich inhibitora kli¢eni je kyse-
lina abscisova (ABA), ktera mimo jiné slouzi k otvirani prdduchd, zplsobuje dormanci
semen nebo reguluje rostlinu pfi plisobeni stresu (abioticky a bioticky) (Moore, 1989;
Davies and Jones, 1991; Weyers and Paterson 2001; Popko et al.,, 2010). Zminéné
funkce ABA maji vSak pozitivni vliv na funkci rostlin, kromé zminéného kli¢eni, kdy uz
pfi koncentraci 1-10 mol/l mize dojit k inhibici kli€¢eni nap¥. u rostliny Arabidopsis thali-
ana (Kucera et al., 2005; Muller et al., 2006). Na rozdil od ABA puUsobi ostatni rostlinné
hormony pozitivné na kli€eni a maji negativni vliv pravé na ABA (Kucera et al., 2005;
Hermann et al., 2007). ABA muze byt pfi stresu rostliny produkovana ve formé glukosi-
dazy (Lee et al., 2006) a stejné jako receptory ABA mlzou puUsobit i reguléatory fosfata-
zy (Ma et al., 2009). ABA se muze pohybovat buné€nou membranou v zavislosti na pH
a bunéénych ¢asticich. Podle téchto podminek Ize pfedpovédét, jaka bude koncentrace
ABA v bunkach. Pomoci experimentl bylo prokazano, ze receptory pro ABA a IAA jsou
lokalizovany mimo plasmatickou membranu (Weyers and Paterson, 2001). Pro ABA
hraje dualezitou roli skupina proteini PYR/PYL/PAR, ktera funguje jako receptor (Park
et al., 2009) a nedavno byly objeveny dalSi dva G proteiny fungujici jako receptory ABA
(Pandey et al., 2009). Hlavni uloha ABA a jejich genl je zpozdéni Sifeni radikalu, osla-
beni endospermu a také zvySeni exprese transkripénich faktoru, které maji negativni
vliv na kli¢ivost semen (Graeber et al., 2010). Pomoci giberelinového represoru RGL2
dochazi k inhibici kli¢eni, a navic stimuluje produkci ABA (Piskurewicz et al., 2008).
Stejnou funkci mé i ABA receptor H podjednotka proteinu Mg-chelataza (Shen et al.,
2006) a nedavno bylo navrzeno, ze G PROTEIN COUPLED RECEPTOR 2 muze fun-
govat jako ABA receptor a mit stejnou funkci jako ABA (Liu et al., 2007b).
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2.8 Rust rostlin

Rust rostlin je dan rozdélovanim bunék, zvétSovanim nové vytvofenych bunék a na-
slednou diferenciaci na riizné typy pletiv. Zminéné procesy ristu rostlin doprovazeji
tyto zmény: trvala zména velikosti (zvétSeni délky nebo objemu) a zvySeni mnozZstvi
susiny v rostoucich &astech rostliny. U rostlin probiha permanentni rist pouze
v oblastech meristém(, coz jsou déliva pletiva a nachazi se na vrcholcich organt (ko-
fen, stonek). Vzrostné vrcholy kofenu a stonkd obsahuji primarni meristémy a ve star-
Sich astech rostliny jsou sekundarni meristémy (napf¥. kambium), kde doché&zi k tvorbé

vaskularnich tkani a korkovych bunék.
Kinetika rastu (pribéh)

Za priznivych podminek dochazi k ristu jednotlivych €asti rostlin. Rlst je na zacatku
pomaly (lag faze), potom dochézi ke zrychleni (log faze) a nakonec se opét zpomaluje,
az dojde k jeho zastaveni. Celkova doba, béhem které probihal riist, se oznacuje jako
velké obdobi ristu. Toto obdobi trva omezenou dobu, kdy dochazi ke spotiebé zasob-
nich latek, hromadéni toxickych produktd a plsobeni vnéjSich a vnitfnich faktord, a to
zpUsobi snizeni mnozstvi bunék. Tento proces probiha tak dlouho, dokud se budou

bunky délit v meristematickych pletivech.

2.8.1 Inhibice rastu

Jak uz bylo zminéno u kli¢eni, tak inhibice je proces, ktery zplsobuje zpomaleni nebo
zastaveni rastu rostlin. Inhibice je fizena chemickymi latkami inhibitory ovliviiujici pro-
cesy nejen u rostlin, ale i u zivoCichl. Mezi dva hlavni pfirodni inhibitory patfi kyselina
abscisova (ABA) a ethylen. Jako prvni inhibitor ristu je zminéna ABA, ktera se pfiroze-
né vyskytuje v rostlinach a funguje jako pfirodni inhibitor nejen rustu, ale také kli¢eni
semen. Tato latka, ktera je podobna cytokininim zpUsobuje u rostlin pokles lista (ab-
scise) nebo dormanci pupent, ale jeji u¢inek nebyl doposud objasnén. Pfepoklada se
vSak, Ze zpusobuje inhibici syntézy RNA a proteinu. DalSi studie prokazaly, ze dochazi
k inhibici prodluzovani bunék v kofenové tkani a tim padem se zastavuje aktivita bu-
nék, ve kterych probiha mitéza (G1 faze) (Nagl 1972; de laTorreet al.1972). Bylo dale
dokazano, ze ABA brani rastu nadzemni a podzemni ¢asti rostliny a funguje jako anta-
gonista auxinu (Pilet & Chanson1981; vanVolkenburgh & Davies1983; Kutschera &
Schopfer 1986; Pilet & Saugy 1987). Tato funkce je ale zavisla na koncentraci ABA.
Pokud by byla koncentrace vys$Si, tak je rychlost rastu pozorovatelna (Saugy et al.
1989), u nizké koncentrace ABA muzZe dochazet ke stimulaci rastu kofent (Pilet & Bar-
low 1987).
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Také se predpokladalo, Zze ucinek ABA je dan vodnim stresem, protoze
v prubéhu stresu dochazelo k nartstu endogenni ABA, ktera vedla k inhibici ristu rost-
liny (Creelman et al., 1990, Zhang a Davies, 1990). V experimentu s kofeny semenac-
kG kukufice bylo sledovano, jak postupné dochazi k inhibici prodluzovani kofend.
Mnozstvi ABA u kofene, v misté prodluzovani, bylo zvySeno pouzitim uréité koncentra-
ce ABA. PFi poklesu této koncentrace ABA ve vodé doSlo opét k prodlouzeni kofinku
rostlin. PFfi tomto experimentu byla transpirace nulova, takZze nemohlo dojit
k nepfimému ovlivnéni pomoci stomat (Spollen et al., 2000). ABA pUsobi stejnym zpu-
sobem také na rast stonku, protoze o tom existuje mnoho informaci, ale nastava pouze
v pfipadé vysuseni pldy, ve které rostlina roste, coz bylo potvrzeno na experimentu
rostliny je€mene (Bacon et al., 1998).

Druhou zminénou latkou je ethylen, ktery se také pfirozené vyskytuje
v rostlindch. Je to produkt vytvofeny z kyseliny linolenové nebo z methioninu a slouzi
jako inhibitor rastu rostlin. Hlavni pfi€inou inhibice rlstu je zastaveni nebo zpomaleni
mitotického procesu, ktery probihd v meristematickych pletivech kofene, vyhonkl a
pupent (Apelbaum and Burg, 1972; Apelbaum and Burg, 1972). Béhem nékolika hodin
zaCina klesat mnozstvi mitotickych bunék a za pfiblizné 10 hodin se mitéza zastavi
uplné. Dochazi k inhibici mitézy na kofenovém vrcholu a podobny uéinek ma i 2,4-
dichlorfenoxyoctova kyselina (2,4-D), ktera patfi mezi auxiny. Tim, Ze ethylen (Apel-
baum and Burg, 1972) blokuje déleni meristematickych bunék pfed profazi, tak docha-
zi ke zpomaleni syntézy DNA z thyminu nejen v meristematickych burikach, ale také
v rustové zéné stonku (Sfakiotakis, 1972). Existuje ur€ita souvislost mezi inhibici syn-
tézy DNA, délenim bunék a rastem, ktera je zpUsobena ethylenem v kofeni, stonku a
pupenech na etiolovaném hrachu (Apelbaum and Burg, 1972). Ethylen jesté brani pro-
cesu lignifikace a zastavuje proces tvorby viaknitych bunék (Apelbaum et al., 1972).

Mezi syntetické inhibitory rlstu patfi napf. kyselina 2,3,5-trijodobenzoova (TI-
BA), ktera ovliviiuje globularni embrya tim, ze dochazi k potlaceni axialni a oboustran-
né polarity. U abnormalnich embryi je potlacena tvorba apikalnich meristémd u kofend
a stonku, timto vyvojem dochazi ke vzniku rostlin bez stonku a kofend. TIBA je inhibitor
auxint, proto dochazi k inhibici rlstu a rostliny maiji trpasli¢i vzrast.

Jinou skupinou inhibitor jsou morfaktiny, které ovliviiuji morfogenezi a expresi
rostlin. Morfaktiny patfi do skupiny derivatll fluorovanych slou¢enin a vétSinou jsou to
syntetické latky, které maji rizny vliv na rdst a vyvoj rostlin. Jejich u€inky jsou ovlivnény
koncentracemi pfirozenych hormoni a mohou mit synergické nebo antagonistické
ucinky na rostliny. ZpUsobuji inhibici kliceni nejen semen, ale i semenacku, inhibuji
také prodluzovani internodii a ve velkém mnozstvi pfipadl vedou k depolarizaci bunék,

ktera vede k deformaci morfogeneze. Maji podobné vlastnosti jako ABA napf. indukuji
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dormanci semen, brani prodluzovani kmene apod. Mohou také mit ruSivy ucinek na

fototropismus a geotropismus.

2.9 Alelopatie

Alelopatie je pojem sloZeny ze slov allelo, ktery znamena ,navzajem* a pathy, to zna-
mena trpét‘ (,vzajemné poskozeni“ nebo ,utrpeni) a poprvé byl pouZit rakouskym
védcem Hansem Molischem v jeho knize Allelopathie rostlin na sobé& (Willis 2010).
Jednd& se to typ chemické inhibice, ktera probiha na zakladé uvolfiovani chemickych
latek z rostliny do prostfedi napf. sekundarni metabolity a ovlivAuji rist a vyvoj okolnich
rostlin. Na alelopatii mohou mit vliv rdzné faktory, jako jsou napf. ekologie rostlin, vy-

skyt, rlist, posloupnosti rostlin, dominantnost, rozmanitost a produktivita rostlin.

Povaha alelopatie

Neexistuje zadna chemikalie, ktera by plsobila na vSechny rostliny stejné, ale
jsou urcita specificka mista, kde nejCastéji tyto chemikalie pasobi. Patfi mezi né snize-
ni kli¢ivosti semen nebo rustu rostlin, dale déleni bunék, kli¢eni pylu, fotosyntéza, vy-
chytavani Zivin apod. Alelopaticka inhibice je slozity proces, do kterého je zahrnuto
velké mnozstvi skupin chemikalii jako napf. fenolové slouceniny, flavonoidy, terpenoi-
dy, steroidy, alkaloidy, aminokyseliny a sacharidy a je znamo, Zze kombinace rtiznych
slou€enin ma vysSi alelopaticky u€inek nez jednotlivé slouceniny. Inhibici mohou ovliv-
nit také podnéty z vnéjSiho prostredi, jako jsou $kudci, teplota, vihkost, nemoci, herbi-
cidy, sluneéni zafeni atd. Chemikalie, které vznikaji pfi alelopatii, jsou predevsim
sekundarni metabolity, které jsou uvolhovany rostlinnym organismem. Tyto chemické
latky jsou dulezité také jako ochrana proti bylozravcim (Fraenkel 1959; Stamp 2003) a
vyskytuji se v rlznych &astech rostliny napf. v kvétech, listech, kofenech, klre, fapiku
ale také v pudé a jejich aktivita se méni béhem vegetacniho cyklu rostliny. Pokud se
tyto latky nachazi v padé, tak zde mohou pretrvavat del§i dobu a mohou ovliviiovat
okolni rostliny.

Nejvice chemickych latek se v8ak nachazi uvnitf listd. Po spadnuti na zem a
nasledném rozkladu listd se uvolni toxiny do pldy a ovlivni rast rostlin. Jiné rostliny
mohou uvolfiovat toxiny pomoci kofenu. Alelopatie se vyskytuje nejen u rostlin, ale i
strom(l, kde se alelopatické latky nejvice vyskytuji v listech nebo v kofenech. Listy jsou
toxické, pokud se dostanou do kontaktu s rostlinou a kofeny absorbuji vice vody nez
rostliny. Tento jev je typicky napf. pro ofeSak kralovsky nebo rhododendron. Proces
alelopatie predstavuje pasivni prvek ve vzajemné interakci rostlin, pokud to porovna-

vame z pohledu konkurence mezi ur€itymi druhy rostlin (Reigosa et al. 1999).
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2.9.1 Vyuziti a aplikace

Zakladem pro vyuziti alelopatie je péstovani plodin, které maji schopnost potlaceni
ristu plevele. Aby mohla byt alelopatie prokazana, musi byt stanoven plvod rostliny,
jeji produkce a identifikace alelopatickych latek, které musi mit dostate¢nu koncentraci
na ovlivnéni rostlin ve svém okoli. Potom jsou ziskané rostlinné extrakty testovany
v laboratofi na kli¢ivost semen a nasledné probé&hne izolace a identifikace aleloche-
mickych latek z pidy. Dulezita je také vzajemna interakce mezi alelopatickymi rostli-
nami, péstovanymi plodinami a jinymi necilovymi organismy. Alelochemické latky mo-
hou poskynout zakladni struktury, ze kterych je mozné v budoucnu vytvofit nové synte-
tické herbicidy. Studie prokazaly pfitomnost alelochemickych latek potlaujici rust ple-
velll napf. u zita (benzoxanoidy), ryze (diterpenoidni momilaktony), kostfavy (alkaloidy
a flavonoidy), nebo u lisky (cyklopropenova mastna kyselina). Aby byla biosyntéza a
nasledné uvolnéni alelopatickych latek co nejucinnéjsi, musi dojit k zaclenéni alelopa-
tickych znakud (z péstovanych plodin) pomoci Slechténi nebo genetického inzenyrstvi
do kulturnich plodin. Alelopatie ma dany geneticky zaklad v penici a ryZi, protoZe exis-

tuji kultivary s alelopatickym potencialem.

2.10 Fermentace (biotransformace)

Biotransformace zahrnuje chemické reakce katalyzované enzymy vyskytujici se
v cytoplasmé a funguji jako biologické katalyzatory (Lilly, 1994). Tento typ katalyzatoru
muze byt popsany jen jako enzym nebo inaktivovany mikroorganismus, ktery obsahuje
jeden nebo skupinu enzym(. Kromé& enzym( mohou reakce katalyzovat také rostlinné
buriky nebo organy, které je mozné pouzit k tvorb& chemickych latek (Murthy et al.,
2014; Talano et al., 2012). U biotransformace probiha také chemicka konverze latek,
katalyzovand biologickymi systémy, enzymy nebo rostlinnymi organy (Banerjee et al.,
2012; Giri et al., 2001). Jako prvni tento pojem pouzil francouzsky chemik a mikrobio-
log Louis Pasteur pro proces, vyvolany kvasinkami nebo mikroorganismy za nepfitom-
nosti kysliku. Dochazi pfitom k modifikaci funkénich skupin slou¢enin pomoci zivych
bunék a ke vzniku odliSného produktu. Biotransformace také zkouma vlastnosti bioka-
talyzatori pfedevSim jejich specificnost a schopnost provadét reakce za optimalnich
hodnot pH a teploty. Mlze se také vyuzit k provedeni specifickych konverzi komplex-
nich substratd pomoci rostlinnych, zivo&isnych nebo mikrobialnich bunék nebo se pou-
zZiji i purifikované enzymy, které slouzi jako katalyzatory.

Biotransformace ma vhodné&jSi podminky k tvorb& novych nebo vytvofeni zna-
mych produktu. Mezi produkty mizeme zahrnout metabolity, IéCiva a chemikalie, které
vznikaji biotransformaci pusobenim biologickych katalyzator(. Pro proces biotransfor-

mace jsou vybrany rostlinné bunky, a to ze dvou hlavnich davodl. Za prvé jsou schop-
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né katalyzovat reakce stereospecificky a vysledkem jsou Cisté produkty. A za druhé
provadi modifikace, které se nedaji vytvofit chemickou syntézou nebo plsobenim mi-
kroorganism(l. Metoda biotransformace vyuziva enzymatické reakce, mezi které patfi
hydroxylace, hydrolyza, methylace, acetylace, hydrogenace, esterifikace, izomerizace
a oxidoredukce (Giri et al., 2001; Ishihara et al., 2003).

Rychlost biotransformace rostlinnymi bufikami zavisi na nékolika faktorech jako
je napf. rozpustnost prekurzord, lokalizace enzymu, mnozstvi enzymatické aktivity,
pritomnost reakci, které vedou k neZzadoucimu vedlejSimu produktu a pfitomnost en-
zymu degradujici dany produkt. Biotransformacéni kapacita bunék mize byt ovlivnéna
uréitymi podminkami, a to jsou permeabilizace, zména pH, elicitace a osmotické uc&in-
ky.

Dalsi pojem spojeny s biotransformaci je biokonverze. Biokonverze vyuziva ka-
talytickou aktivitu zivych organismu, které vytvari velké mnozstvi enzym(. Biokonverze
a biotransformace jsou velmi ¢asto zaménitelné, protoze je mezi nimi velmi maly rozdil
(Walker and Cox, 1995). Biotransformacni procesy patfi mezi rozmanité procesy, pro-
toze v nich funguje véts§i mnozstvi mikroorganismu nebo enzymdu, které slouzi k tvorbé
riiznych latek (Leresche and Meyer, 2006; Tang et al., 2005).

Mikrobialni fermentace se mlze rozdélovat podle mnozstvi produktl na jeden
(homofermentativni) nebo na vice produktt (heterofermentativni). Hlavnimi produkty
fermentace jsou organické kyseliny, ethanol a oxid uhli€ity. Jako komerc¢ni produkt je
taci, patfi fermentaéni bakterie Streptococcus, Lactobacillus a Bacillus tvofici kyselinu
mlécnou, dale jsou zde Escherichia a Salmonella, které produkuji vice produkta jako je

ethanol, kyseliny mlé€nou, jantarovou a octovou, oxid uhli€ity a vodik.

2.11 Frakcionace (Bioassay-guided fractionation)

Frakcionace (izolace) fizena biologickou aktivitou je proces, ktery slouzi k identifikaci
biologicky aktivni latky z extraktu. Po této frakcionaci nastava testovani ziskanych frak-
ci a dale jsou frakcionovany pouze frakce, které byly aktivni. U kazdé separace (frakci-
onace) se kazda frakce podrobuje biologickému testu, abychom zjistili, ktera frakce je

nejaktivnéjsi. Protoze pouze aktivni frakce se dale zpracovavaji pomoci frakcionace.
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2.12 SPE (Solid Phase Extraction)

Extrakce na pevné fazi (SPE) slouzi k extrakci, €iSténi a koncentraci analytd. Je to se-
paracni metoda, ve které se pouzivaji stejné principy jako napf. u kapalinové chroma-
tografie. SPE Ize vyuzit pro rozmanitou $kalu vzorkud, kterymi mohou byt biologické
tekutiny (plazma, sliny), vzorky z zivotniho prostfedi (voda, plda), potraviny (maso),
farmaceutika, napoje nebo prumyslové produkty (Waters Applications Database,
1983). Tato technika je rychla, jednoducha k provedeni a mize byt automatizovana.

Princip SPE

Tato separacni technika je zaloZena na principu zadrzovani slou€enin na stacionarni
fazi, které jsou potom uvolfiovany pomoci elu¢nich &inidel s vyS8Si afinitou k danym
analytiim. Tyto mechanismy zadrzovani slou¢enin na pevné fazi jsou dany intermole-
kularnimi silami mezi analytem, aktivnimi misty na sorbentu a kapalnou nebo pevnou
fazi. Mechanismus separace latek je podobny kapalinové chromatografii (Scheepers et
al., 1993; Rosenfeld et al., 1991). O tom, jak dlouho bude analyt navazany na reverzni

fazi, zavisi na sile jejich vazby.
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2.12.1 Reverzni faze SPE

Reverzni faze u SPE metody tvofi mobilni fazi (polarni nebo stfedné polarni) a stacio-
narni fazi (nepolarni), analyzovana latka byva stfedné polarni nebo nepolarni. Nékolik
materiald (LC-18, ENVI-18, LC-8, ENVI-8, LC-4 a LC-Ph) patfi do skupiny reverzni
faze, patfi sem i hydrofilni silanolové skupiny obsahujici oxid kfemicity, ktery je modifi-
kovany alkylovymi nebo arylovymi funk&nimi skupinami s danymi silany. Organické
analytické slouceniny z polarnich roztokd se vazou pomoci vazby uhlik-vodik a funké-
nich skupin na oxid kfemicity a tim vznikaji nepolarni vazby (van der Waalsovy nebo
disperzni sily). Abychom rozbili vazbu mezi absorbovanymi slou¢eninami a reverzni
fazi, tak pouzijeme nepolarni rozpoustédlo, pokud je vSak vazba polymerni, tak musi
dojit k okyseleni vzorkl sloucenin pro jejich zachovani. VSechny vazebné faze kiemiku
obsahuji zbytky nezreagovaného silanolu, které funguji jako sekundarni interakéni mis-
ta a mohou nam pomoci pfi extrakci nebo retenci velmi polarnich analytd nebo konta-
minantl. Nasledujici materialy se pouzivaji také jako reverzni faze ENVI-Carb (na bazi
uhliku), ENVI-Chrom P (na bazi polymeru) a Hisep (kfemik pokryty polymerem a poje-
nymi kiemicitany).

Jako prvni jsou ENVI-Carb, které jsou slozeny z neporézniho uhliku a maji vy-
sokou pfitazlivost pfedevSim pro polarni a nepolarni organické slou¢eniny. Jeho povrch
je slozen z Sestihrannych struktur, které jsou mezi sebou propojené a navrstvené a ma
velkou selektivitu pro aromatické, hexagonalni molekuly ve tvaru kruhu a uhlovodikové
fetézce s vice kontaktnimi misty. Zadrzeni analytll je zavislé hlavné na struktufe mole-
kuly nez na interakcich a eluce se provadi pomoci stfedné polarniho nebo polarniho
rozpoustédla.

Jako druhy je ENVI-Chrom P tvofeny styrenem/divinylbenzenem, ktery slouzi
k zadrZeni hydrofobnich slou€enin a nékteré z nich obsahuji hydrofilni funkéni skupiny
(aromaty). Napfiklad fenoly se obtizné zachytavaji na C18 modifikovaném oxidu kiemi-
¢itém v reverzni fazi, hlavné kvli jeho rozpustnosti ve vodé. Oproti tomu ENVI-Chrom
P zadrzuje fenoly v reverzni fazi snadnéji a nasledna eluce muze probihat pomoci
stfedné az nepolarnich rozpoustédel.

Jako posledni je Hisep, ktery je podobny C18 (hydrofobni oxid kifemicity), m& na
povrchu hydrofilni polymerni vrstvu a je typicky pro reverzni fazi. Pérovity povrch je
vyhodny v tom, Ze na sebe nevaze nezadouci molekuly a dale umozniuje malym hydro-
fobnim organickym slou¢eninam, aby se dostaly na povrch kfemiku. Naopak velké
slouceniny jsou chranény oxidem kfemicitym a jsou uvolnény kolonou SPE. DalSi po-

stup na tomto povrchu je podobny jako u LC-18.
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3 MATERIAL A METODIKA

3.1 Rostlinny material:

husenicek rolni Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. — Columbia-0 (Col 0) - semena
proso seté Panicum miliaceum (L.) - semena

laskavec Amaranthus sp. - semena

lebeda Atriplex (L.) - semena

ofes$ak kralovsky Juglans regia (L.) - listy

smeés travy ze zahrady

3.2 Chemikalie:

diethylether (C2Hs).0

kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, Némecko)

methanol — MeOH, hypergrade for LC-MS (Merck, Némecko)

3.3 Spotiebni material a dalSi vybaveni:

sterilni 96-ti jamkové desky pro bunééné kultury (TPP, Svycarsko)
sterilni Petriho misky @ 100 mm (TPP, Svycarsko)
mikrozkumavky 0,5 ml; 1,5 ml (Eppendorf, Némecko)

kartridz Spe-ed SPE pro extrakci na pevnou fazi, 500 mg/6 ml C18 oktadecyl/18
(Applied Separations, USA)

bézné laboratorni vybaveni kam patfi kadinky, odmérné valce, pinzeta
3.4 Pristrojové vybaveni:

automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

CO; inkubator MCO-17AIC (Sanyo, Japonsko)

dusikova odparka TurboVap Classic LV (Biotage, Svédsko)

inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

laminarni box VBH Compact, VBH36 C2 (Steril, Italie)
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stolni centrifuga Centrifuge 5424 R a Centrifuge 5702 R (Eppendorf, Némecko)
ultrazvukova vana VWR Ultrasonic Cleaner (VWR, USA)
zkumavkovy vortex Reax top (Heidolph Instruments, Némecko)

3.5 Metodika

3.5.1 Fermentace rostlinného materiélu

Fermentace probihala ve sklenénych zavafovacich nadobach o objemu 4 litry, kde byl
umistén rostlinny material ofeSaku a travy. Spolu s rostlinnym materidlem jsme do
vSech nadob pfidali 100 ml destilované vody. Listy ofeSaku a travu jsme nechali

fermentovat 4 mésice ve skleniku s pramérnou teplotou pohybujici se mezi 23-25 °C.

3.5.2 Test kli€ivosti

Byl proveden na semenech lebedy umisténych na buni€iné v Petriho misce. V kazdé
misce bylo 50 seminek, které se nechaly 7 dni kli¢it. Nasledné bylo spocitdno mnozstvi
naklicenych seminek. Test kli€ivosti byl poté proveden na seminkach Arabidopsis a
prosa v 96-ti jamkovych desti¢kach. Extrakty byly nafedény 10x, 100x a 1000x, jako
kontrola se pouzila destilovana voda. U kazdé varianty extraktu byly tfi opakovani, kdy
v jedné jamce byla seminka Arabidopsis v rozmezi 5 az 8 a u prosa byly dany 2
seminka na jamku. Pak se nechala ¢tyfi dny nakli€it a mnozstvi naklicenych seminek
bylo spocitano pod mikroskopem. Jejich kliCivost je uvedena v grafech nize. Stejny
postup byl proveden i na semenech laskavce a Arabidopsis, kdy byly pouzity jen
vybrané extrakty. V tomto pfipadé bylo Sest opakovani pro kazdou variantu, kdy na
jednu jamku byly dany seminka Arabidopsis v poltu 6 az 9 a u laskavce byly 4

seminka na jamku.

3.5.3 Metody pro Upravu extraktu

Byly pouzity tfi rizné metody k Upravé extraktu z travy — inkubace pfi teploté 95 °C,
precipitace methanolem a extrakce kapalina-kapalina pomoci diethyletheru. U prvni
metody jsme vloZili plastovou zkumavku s extraktem do inkubatoru pfi teploté 95 °C na
30 minut. Pfi druhé metodé jsme vlozZili zkumavku do centrifugy a nasledné jsme
odpipetovali supernatant. Potom jsme umistili zkumavku do dusikové odparky a
k odpafenému vzorku extraktu jsme pfidali methanol (750 pl). Jako posledni jsme
pouzili diethylether (750 pl), ktery jsme pfidali k extraktu do zkumavky a promichali. Po
oddéleni vrstev jsme diethylether odpipetovali, postup zopakovali a umistili zkumavku
do dusikové odparky. Takto upraveny extrakt jsme napipetovali do 96-ti jamkové

desti¢ky a do kazdé jamky jsme dali 6 semen Arabidopsis thaliana.
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3.5.4 Sterilni vysev seminek Arabidopsis thaliana

Nejdfive byl rozehian pfipraveny agar (MS médium) v mikrovinné troubé, poté jsme ho
opatrné nalili na desku a nechali zatuhnout. Pfed samotnym vysevem na MS médium
jsme museli seminka Arabidopsis thaliana sterilizovat v plastové zkumavce, do které
jsme pfidali 1 ml 70% ethanolu s 0,01% tritonem a promichali pomoci vortexu 3-4
minuty. Po promichani se odpipetoval roztok a byl pfidan 1 ml 99,9% ethanolu (uréeny
pro UV), ve kterém byla pfenesena seminka pomoci sterilni Spicky na sklenénou
Petriho misku se sterilnim filtracnim papirem. Takto pfipravena seminka jsme nanesli
na ztuhlé MS médium. Po ukonCeni sterilniho vysevu jsme desky obtéhli parafiimem,
poté premistili do Adaptisu a nastavili program (16 hodin svétlo, 8 hodin tma, intenzita

svétla 1).

3.5.5 Test rastu

Byl proveden na kofenech Arabidopsis thaliana. Kofinky byly oSetfeny dvéma extrakty
z rostlinného materialu (trava a ofech) ve dvou koncentracich (nafedény 10x a 100x) a
kontrolou (destilovana voda). Délka kofinkl byla zméfena po 10 dnech pomoci

programu ImageJ.

3.5.6 Frakcionace pomoci SPE metody

V nasem experimentu jsme pouzili kolonky s reverzni fazi (C18;0,5g). Kolonky byly
promyty 10 ml methanolu, aby doslo k odstranéni necistot z kolonky. Jako prvni krok
byla kondicionace pomoci 2 ml methanolu, po ni nasledovala ekvilibrace 2 ml vody a
potom byl nanesen vzorek 2x600 ul v 0,1% kyseliné mravenéi s vodou. Po naneseni
vzorku se kolona promyla 2 ml 0,1% kyseliny mraven¢i ve vodé, kdy jsme ziskali prvni
frakci CO. Nasledné probéhla eluce pomoci 3 ml methanolu s 0,1% kyselinou
mravenci, kdy jsme pouzili rizné koncentrovany methanol pro zisk jednotlivych frakci
(napf. pro zisk C1 frakce jsme pfidali ke kyseliné mravenc¢i 10% methanol, pro C2 zase
20% methanol atd). Celkem jsme ziskali 8 frakci (CO, C1, C2, C3, C5, C6, C7 a C10),
abychom zjistili, kde se nachéazeji latky, které maji inhibic¢ni ucinky a poté je otestovaly

na seminkach Arabidopsis v testu kli¢ivosti.
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4 VYSLEDKY

Pro vyhodnoceni ulohy miry inhibice rostlinnych extraktll na rast kofene a kliceni
semen u Arabidopsis thaliana, prosa setého a laskavce, bylo sledovano, jak ucinna je
inhibice u jednotlivych testovanych extraktl. VSechny zminéné experimenty byly
provedeny podle postupld uvedenych v metodice. Inhibice byla testovana na vSechny
extrakty nejdfive ve tfech koncentracich a kontrole. U dalSich experimentd byla pouzita
jen jedna koncentrace a vybrany extrakt, ktery mél nejvyssi miru inhibice a jen jeden

druh seminek rostliny.

4.1 Vliv extrakt( na kli¢ivost semen
Inhibice kliceni u semen Arabidopsis thaliana a prosa setého

Kliceni semen Arabidopsis thaliana a prosa setého byly ovlivhovany Ctyfmi
ziskanymi extrakty ze dvou rlznych skupin rostlin (trava a ofe$ak). Dva extrakty byly
ziskany ztravy a dva z ofe$aku. Rozdil byl v tom, ze Cast travy byla posekana
sekackou a druh& cast byla natrhana v kuse a u ofeSaku byly jiné podminky pouze
v prub&hu fermentace, kdy jedna ¢ast byla rozkladana za aerobnich podminek a druha
Cast za anaerobnich podminek. Testovaly se vSechny extrakty, abychom zjistili, které

maji nejvyssi inhibi¢ni ucinek.

Ugrafu 1 mlzeme pozorovat kliCivost semen u Arabidopsis thaliana,
ovlivnénou Cc&tyfmi extrakty, kdy nejniz§i hodnota kli€ivosti byla u obou extraktu
v nejvyssi koncentraci 10x. Konkrétné extrakty z travy mély vyssi inhibicni uc€inek na
semena Arabidopsis thaliana, oproti extraktim z list ofeSaku. Ty meély nizSi ucinek
inhibice, ale pfi porovnani hodnoty s kontrolou vidime, Zze doSlo k urcité inhibici kliceni

semen. Vyplyvéa z toho, Ze extrakt z travy byl G€innéjsi nez extrakt z listl ofeSaku.
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Graf 1: Kli¢ivost seminek (%) Arabidopsis thaliana po &tyfech dnech po plsobeni rostlinnych
extraktd (t.t. — trava trhana, t.s. — trdva sekana, o.a. — ofech aerobné, o.an. — ofech anaerobné)
a kontrolou (destilovana voda). Extrakty byly aplikovany ve tfech koncentracich — 10x, 100x a
1000x nafedéné v porovnani s plvodnim extraktem. Sloupce vyjadfuji primér a chybové
usecky smérodatnou odchylku (n=3).

Graf 2 zobrazuje kliCivost semen prosa oSetfenych stejnymi extrakty jako u
semen Arabidopsis thaliana. Zde jsou vysledky odliSné pfedevSim u extraktl z travy,
kde je inhibi¢ni u€inek na semena prosa niz$i nez u Arabidopsis thaliana a je podobny
uCinku extraktu z listd ofeSaku. V nejvyssi koncentraci jsou oba extrakty z ofeSaku
ucinngjsSi nez u jednoho extraktu ztravy, ale v dalSich koncentracich jsou uc&inky
inhibice vyrovnanégjSi. Ve srovnani s vysledky Arabidopsis thaliana je mira inhibice

niz§i pravdépodobné v dusledku odolnéjSi povrchové vrstvy semene.
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Graf 2: Kli¢ivost seminek (%) prosa setého po ¢étyfech dnech po plsobeni rostlinnych extrakt(
(t.t. — trdva trhana, t.s. — trdva sekanda, o.a. — ofech aerobné, o.an. — ofech anaerobné) a
kontrolou (destilovana voda). Extrakty byly aplikovany ve tfech koncentracich — 10x, 100x a
1000x nafedéné v porovnani s puvodnim extraktem. Sloupce vyjadfuji prlmér a chybové
usecky smérodatnou odchylku (n=3).

Inhibice kliéeni u semen Arabidopsis thaliana a laskavce

V tomto experimentu jsou semena Arabidopsis thaliana a laskavce ovlivhiovany pouze
dvéma extrakty, které byly vybrany diky pfedchozimu testovani. Jeden extrakt je

z trvy a jeden z ofeSaku, protoze tyto extrakty byly nejvice u€inné na inhibici semen.

Graf 3 nam zobrazuje kli¢ivost semen Arabidopsis thaliana ovlivnénou extrakty,
které jsme vybrali jako nejucinnéjsi z pfedchoziho testovani. Pfi porovnavani vysledku
vidime markantni rozdil mezi extraktem ztravy a zlistd ofeSaku pfi nejvysSi
koncentraci. U extraktu ztravy je kli¢ivost semen minimalni, oproti tomu extrakt
z ofeSaku mél daleko nizsi inhibi¢ni Ucinek, ale u zbylych dvou koncentraci je rozdil

extraktl daleko mensi nez v pfi nejvyssi koncentraci.
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Graf 3: KliCivost seminek (%) Arabidopsis thaliana po deseti dnech po pusobeni rostlinnych
extraktl (t.t. — trdva trhand, o.a. — ofech aerobné) a kontrolou (destilovana voda). Extrakty byly
aplikovany ve tfech koncentracich — 10x, 100x a 1000x nafedéné v porovnani s plvodnim
extraktem. Sloupce vyjadfuji primér a chybové usecky smérodatnou odchylku (n=6).

U grafu 4 mizeme pozorovat kliCivost semen laskavce pfi plsobeni extraktd
z travy a z ofeSaku. Rozdily oproti kli€ivosti semen Arabidopsis thaliana jsou zcela
viditelné, protoze ve v8ech koncentracich extraktd byla kliCivost semen vysSi
predevSim u nejvysSi koncentrace extraktu z travy. Pfi vzajemném porovnani obou
extraktd byla jejich Gcinnost na semena laskavce podobna. Z toho Ize usoudit, ze

podobné jako u semen prosa je pfic¢inou odoIné&jsi vnéjsi vrstva semene.
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Graf 4: Kli¢ivost seminek (%) laskavce po deseti dnech po pusobeni rostlinnych extraktd (t.t. —
trava trhana, o.a. — ofech aerobné) a kontrolou (destilovana voda). Extrakty byly aplikovany ve
tfech koncentracich — 10x, 100x a 1000x nafedéné v porovnani s plvodnim extraktem. Sloupce
vyjadfuji priimér a chybové usecky smérodatnou odchylku (n=6).

Pouziti metod pro upraveni extraktu a inhibice kliceni semen Arabidopsis
thaliana

Abychom u extraktu vylou€ili, Ze inhibi¢ni u€inek neni zpusobeny proteiny, bakteriemi
nebo nepolarnimi latkami, byl extrakt upraven pomoci tfi metod. Jako prvni probéhla
inkubace pfi 95 °C po dobu 30 minut v inkubatoru, pomoci kterého dojde k odstranéni
vétSiny bakterii a patogenl. Jako druha metoda byl pouzit methanol, ktery se pfidal
k odpafenému vzorku extraktu. Methanol zpUsobi vysrazeni proteini z extraktu, které
by mohly vést k inhibici kliceni semen. U posledni metody byl pfidan diethylether
k extraktu. Nasledn& extrakce kapalina-kapalina slouzila k odstranéni polarnich latek a
soli. Tyto zminéné metody slouzi k otestovani extraktu a jeho inhibiéniho uc€inku na
kliceni semen Arabidopsis thaliana, jestli inhibiéni GCinek zplUsoben jinou latkou

vyskytujici se v extraktu. Na testovani se pouzil jen jeden extrakt z travy, ktery byl

vvvvv

Graf 5 ndm zobrazuje ucinek extraktu z travy upraveného pomoci inkubace pfi
teploté 95 °C (inkubator), precipitace methanolem a extrakci kapalina-kapalina pomoci
extraktu pfi pouziti inkubatoru a methanolu, oproti tomu u diethyletheru byla kliivost
mnohem vySSi. Inhibi¢ni efekt na KkliCivost semen nebyl zplsoben bakteriemi
(patogeny), proteiny ani latkami, které jsou extrahovatelné do diethyletheru, tj.

nepolarnimi latkami.
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Graf 5: Kli¢ivost seminek (%) Arabidopsis thaliana po tfech, sedmi a jedenacti dnech po
pusobeni rostlinného extraktu (t.t. — trdva trhana), ktery byl upraven pomoci tfi metod —
inkubatorem, methanolem a etherem. Extrakt byl aplikovan pouze v jedné koncentraci — 10x
nafedéné v porovnani s plvodnim extraktem. Sloupce vyjadfuji primér a chybové usecky
smérodatnou odchylku (n=32).

Pouziti SPE metody pro zisk frakci a inhibice klic¢eni semen Arabidopsis thaliana

Metodou SPE byl separovan extrakt na 6 az 10 frakci. Nasledné byly tyto frakce

otestovany v testu kli¢ivosti na seminkach Arabidopsis thaliana.

Graf 6 zobrazuje kliCivost semen Arabidopsis thaliana oSetfenych frakcemi
ziskanymi z extraktu travy, frakci s extraktem z odparku, ze spodni vrstvy diethyletheru
a s kontrolou. Nulova kli¢ivost je u frakce CO (extrakt z travy bez pouziti methanolu),
ktera obsahuje latky s vyrazné polarni povahou. Déle je nizsi kli¢ivost u frakci C5 a C6,
kde se vyskytuji semipolarni latky. U ostatnich frakci je kliCivost vysoka a nedo$lo

k vyrazné inhibici kli¢eni.
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Graf 6: Kli¢ivost seminek (%) Arabidopsis thaliana po tfech a po sedmi dnech pfi plsobeni
frakci z extraktu travy trhané (t.t.) vjedné koncentraci, kontroly (destilovana voda), odparku
(odp.) a spodni vrstvy po diethyletheru (s.v.d.) metodou SPE. Sloupce vyjadfuji pramér a
chybové Usecky smérodatnou odchylku (n=16).

4.2 Vliv extraktd na rist korinkt
Inhibice rastu kofrinkl u Arabidopsis thaliana

Kofinky u Arabidopsis thaliana byly oSetfeny dvéma extrakty. Prvni extrakt byl ziskan

z trdvy a druhy z ofeSaku.

Tabulka 1 ukazuje délky kofinkd Arabidopsis thaliana, na které pusobily dva
extrakty ve dvou koncentracich a pro porovnani hodnot jsme aplikovali kontrolu ve
formé destilované vody. Nasledné jsme pozorovali, zda dojde k inhibici rastu kofene.
Délka kofene byla signifikantné ovlivnéna (zkracena) pouze u 10x zfedéného extraktu
z trhané travy (t.t. 10x) a to pfiblizné o 22 % pfi porovnani s kontrolou. U ostatnich

extraktd (0.a. 10x, t.t. 100x a 0.a. 100x) nebyl pozorovan zadny signifikantni rozdil.
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Tabulka 1: Délka kofinkll (cm) Arabidopsis thaliana po aplikaci rostlinnych extraktd (t.t. — trava
trhané a o.a. — ofech aerobné), které byly dany ve dvou koncentracich a také kontrola (pramér
ze dvou hodnot) ve formé destilované vody. T test je vypocitan z hodnoty kontroly a daného
extraktu (vypocet v Excelu).

t.t. (10x) o.a.(10x) t.t. (100x) o.a.(100x) kontrola

3,380 4,253 5,884 4749 2,664
3,072 3874 50954 4,852 3,212
3,595 5866 5,493 6,722 3,768
3,997 1,502 5,939 6,803 3,713
3,901 6,294 5896 4,509 5,353
3,008 4525 6,448 4,846 6,024
4,020 5599 6,398 6,316 3,311
3,799 6,065 5,390 6,233 5,429
4,620 4916 5,480 6,597 6,256
3,418 4,839 2,488 6,593 6,443
5651 5551 6,288 6,896 4,115
3,365 7,232 6,335 4,418 6,431
4,940 6,721 5,176 4112 6,367
2,739 6,337 6,902 3,579 6,057
6,500 4,734 5,620 3,091 6,623
3,730 5383 6,775 3,998 4,459
3,886 4,813 7,019 5867 6,010
Pramér 3,983 5206 5,852 5,305 5,073
Smérod 0,986 1,318 1,022 1,262 1,355
Poget 17 17 17 17 17
SE 0239 0,320 0,248 0,306 0,329
P(ttesty 0,023 0,710 0,105 0,658 -

42



5 DISKUZE

V experimentalni ¢asti diplomové prace jsem se zabyval, zda se v rostlinach nebo
rostlinném materialu mohou vyskytovat skupiny latek nebo sloucenin, které by mohly
zpusobit inhibici kli¢eni semen nebo rustu rostlin. V experimentech jsem pouzil metodu
testu kliCivosti a rlstu na nékolika typech rostlin (Arabidopsis thaliana, proso seté,
laskavec), kdy jsem na semena aplikoval rostlinné extrakty, v nékolika koncentracich,
které jsem ziskal fermentaci rostlinného materialu (trava, ofedak). DalSim ukolem bylo

Zjistit, jaka skupina latek je zodpovédna za inhibici téchto fyziologickych procesu.

Inhibice kliceni semen

Inhibice kli¢eni semen a rustu kofene byl pozorovan na semenech Arabidopsis
thaliana, prosa setého a laskavce plUsobenim extraktt z fermentovanych rostlinnych
material(l (trava a ofe$ak). Nejdfive byly testovany vSechny ziskané extrakty ve tfech
koncentracich na semenech Arabidopsis thaliana a prosa setého, abychom zjistili,
které maji nejvyssi inhibi¢ni uc¢inek na kliceni semen. Z vysledkd plyne, Ze silngjsi
inhibice byla na semenech Arabidopsis thaliana, ve srovnani s prosem setym. Nejvyssi
koncentrace extraktu z trhané travy zplsobila nulovou kli€ivost u obou druhG semen.
Je to dano pravdépodobné tim, Ze semena prosa setého maji tlusté&jsi povrchovou
vrstvu, ktera je vici témto extraktim odolna.

DalSi experiment byl proveden opét na semenech Arabidopsis thaliana a jako
druha byla semena laskavce a tentokrat se testovaly jen dva extrakty (jeden z travy a
jeden z ofeSaku) opét ve tfech koncentracich, které byly v pfedchozim experimentu
nejucinnéjSi v inhibici. Bylo to dllezité také pro potvrzeni, Ze tyto extrakty maji
skute€né inhibi¢ni ucinky, a to se potvrdilo opét u semen Arabidopsis thaliana. Bylo to
predevSim u extraktu ztravy pfi nejvySSi koncentraci, u nizSich koncentraci byla
inhibice mnohem niz$i a u semen laskavce nemél vyrazny vliv na kli¢ivost semen
zadny ze dvou extraktd. Mizeme tedy prepokladat, ze semena laskavce jsou vice
odolna, stejné jako semena prosa, ve srovnani s Arabidopsis thaliana a vliv na to mize
mit stavba semene.

Pro dalSi specifikaci zjisténi ucinné slozky byla aplikovana inkubace pfi teploté
95 °C, extrakce pomoci methanolu a etheru. Proto se v dal§im experimentu pouzili tyto
metody (Upravy), abychom mohli stanovit aktivni slozky z extraktu. Inkubace pfi teploté
95 °C se pouzila k odstranéni bakterii nebo patogent, ktefi by mohli zpusobovat
inhibici kliceni semen. Extrakci methanolu doSlo k vysrazeni proteind a extrakci
diethyletheru jsme mohli zjistit polaritu latek. Do diethyletheru se mohou extrahovat
pouze nizkomolekularni nepolarni latky. V tomto experimentu se pouzil jenom

nejucinnéjSi extrakt z predchozich experimentl a testoval se jen na semenech
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Arabidopsis thaliana. Po Upravach extraktu pomoci zminénych metod jsme provedli
dalsi test kliCivosti, abychom zjistili, zda se v extraktu i nadale vyskytuje latka
zpUsobuijici inhibici kli€eni semen. Jak mlizeme vidét ve vysledcich, tak pfi inkubaci a
extrakci methanolem doSlo ve vysoké mife kinhibici kli¢eni, ve srovnani stim
diethylether nemél moc vyrazny vliv na inhibici kli¢eni. Hledana aktivni slozka neni
nepolarni a nedoSlo k jejimu vysrazeni z extraktu. Z téchto vysledku je jasné, ze
inhibiéni Gcinky v extraktu nemaiji bakterie ani proteiny, ale je to jind skupina latek,
kterou mizeme zjistit pfi dalSich testovanich na semenech.

V néasledujicim experimentu nejprve probéhla frakcionace extraktu na frakce,
které se od sebe liSi latkami podle jejich polarity, latky v prvnich frakcich jsou polarni
jako napf. voda, hydroxid amonny, v poslednich frakcich se nachazi nepolarni latky
jako napf. mastné kyseliny a mezi nimi jsou latky semipolarni. Na testovani bylo
pouzito celkem deset frakci a dvé kontroly, které byly rozdéleny do dvou destiCek a
testovany na semenech Arabidopsis thaliana. Ve vysledcich vidime, Ze nejvyssi
inhibice byla v CO frakci, ktera obsahovala polarni latky, kde se nachazi hledana
skupina latek zpuasobujici inhibice kli¢eni. Potvrzuji to i vysledky, kdy polarni latky
nebyly extrahovany do diethyletheru pfi extrakci kapalina-kapalina a z(staly ve vodé.
Urcita mira inhibice kli¢eni byla i v oblasti semipolarni frakce C5 a C6. V ostatnich
frakcich nebyla vyrazna inhibice kli¢eni, takze s urCitou pravdépodobnosti je hledana

skupina latek v semipolarni oblasti, jak vypovidaji tyto vysledky.

Inhibice ristu korene

Kromé testu KliCivosti, kdy jsme pozorovali inhibici kliceni semen Arabidopsis
thaliana, jsme také testovali, zda ziskané rostlinné extrakty mohou inhibovat také rist
kofene na rostlinach Arabidopsis thaliana. Rostliny byly dany v deskach s médiem,
které byly umistény v Adaptisu s nastavenymi podminkami pro rust rostlin. Nejdfive
v§ak musel byt proveden sterilni vysev seminek v laminarnim boxu (viz. metodika
sterilni vysev). Po nékolika dnech, kdy rostliny dostatec¢né vyrostly se na jejich kofeny
nanesly dva extrakty (jeden ztrdvy a jeden z ofeSdku) ve dvou koncentracich a
kontrolu, kdy kazdy byl aplikovan na dvé desky a opét byly umistény do ristové
mistnosti, kde pfedtim rostly. Po nékolika dnech puUsobeni extrakty bylo na fadé méreni
kofend, abychom zjistili, zda byl nebo nebyl inhibovan jejich rist. Méfeni probihalo
pomoci programu Imaged, kde bylo mozné zjistit presnou délku kofene na tfi desetinna
mista. U kontroly byly dvé hodnoty z ddvodu pouziti dvou extraktd, a proto se udélal
z téchto hodnot priimér, se kterym se dale pracovalo. Hodnoty délek byly vioZzeny do
tabulky a rozdéleny podle extraktu a jejich koncentrace do sloupcl, jako posledni

sloupec byla dana kontrola. Abychom zjistili miru inhibice, tak jsme provedli t test,
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podle kterého jsme mohli zjistit, zda je rozdil mezi hodnotami extraktu a kontroly, tyto
dvé hodnoty se totiz vkladaly do t testu a k tomu jesté jiné parametry. Podle hodnot,
které vysly vt testu, mél pouze extrakt z trAvy vliv na rist kofene a doslo u ného
k ¢astené inhibici. U ostatnich extraktd byla mira inhibice nizk4, proto jsme se zaméfili
hlavné na inhibici kli€eni, kde byla inhibice viditelna podle vysledka.

Abychom mohli uréit konkrétni skupinu latek nebo slouceninu, ktera zplsobuje
inhibici, tak musi probéhnout méfeni pomoci chromatografické metody. Potom by doslo
k rozdéleni jednotlivych latek a nésledné identifikaci jednotlivych slou€enin pfitomnych
v extraktu. V této praci bylo cilem zjistit, jaky typ latek je zodpovédny za inhibici klic¢eni.
Pro zjisténi konkrétni slou€eniny je to bohuzel Casové naro¢né, ale mohla by na ni
navazat dalSi prace, ktera by se zaméfila na konkrétni latky a jejich naslednou

identifikaci.
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6 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda jsou v rostlinném extraktu obsazené latky, které
mohou inhibovat kli¢eni nebo rlst rostlin. Pro toto posouzeni jsem testoval extrakty
ziskané z rGznych rostlinnych materiald (z travy a listll ofeSaku) na semenech nékolika
druhu rostlin. Byly to zastupci jednodéloznych (laskavec, proso seté) a dvoudéloznych
rostlin (Arabidopsis thaliana) proto, abych mé&l mezi nimi srovnani, na jakou skupinu
pusobi ziskané extrakty vice.

Pfi experimentech bylo zjisténo, Zze semena laskavce a prosa setého byla
odolngjsi vaci inhibici kliceni zpUsobenou testovanymi extrakty nez semena
Arabidopsis thaliana. V provedenych experimentech u inhibice rdstu nebyl pozorovan
vliv aplikovanych extraktd na rast kofene u Arabidopsis thaliana.

Z rostlinnych extraktl testovanych na semenech Arabidopsis thaliana, prosa
setého a laskavce, byly uc¢inngjSi extrakty ztravy nez zofeSaku, protoze
zpUsobily vy§Si miru inhibice kliceni. Pokud v8ak porovname oba extrakty z travy, tak
ucinnéjsi byl ten z trhané travy, ktery byl testovan v daldich experimentech — u metod,
kde byl extrakt upraven. Tyto metody mély potvrdit, Ze inhibi¢ni uc€inky jsou dany
skupinou hledanych latek a ne napf. bakteriemi nebo proteiny. Pro identifikaci latek
jsme provedli frakcionaci extraktu pomoci metody SPE, diky které jsme mohli
odhadnout povahu latek zplsobuijici inhibici klieni. Ze ziskanych vysledkd vyplyva, ze
to jsou latky polarni povahy, které se vyskytovaly v rostlinném extraktu (frakce CO).

Konkrétni latku jsme nestanovili z toho dlivodu, Ze je to velmi Casové narocné.
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