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ABSTRAKT

Ve své bakalarské praci se zabyvam transportem lignohumatu skrz rostlinnou kutikulu.
Konkrétné se zabyvam transportem skrz listovou kutikulu, kterd se déli na horni a spodni.
Rozdil mezi horni a spodni kutikulou je ten, ze spodni kutikula obsahuje stomata.

Abych mohla studovat tento transport, bylo nejprve tieba si kutikuly z listu vyseparovat.
Pouzila jsem dvé metody izolace, chemickou, ktera je agresivnéj$i, ale za to je ¢asové méné
naro¢na (trva 3 dny) a metodu chemickou, ktera je sice jemnéjsi, ale trva déle (cca 6 tydnu).
Z vyseparovanych kutikul jsem vytvofila difuzni pary, které se skladaji ze zdrojového gelu,
kde je agarozovy gel s lignohumatem a pfijmového gelu, kde je pouze Cisty agarozovy gel.
U téchto difuznich para byl po dobu 10 - ti dni monitorovan Casovy vyvoj koncentracnich
profild pomoci UV-VIS spektrometrie a byla sledovana difuze zdrojového gelu do gelu
piijmového. Na zakladé Fickovych zakona a jejich feSenipro tzv. diftizi v paru nekoneénych
medii byl stanoven difuzni koeficient lignohumatu v hydrogelu a nasledné posouzen vliv
izolovanych kutikul jako bariéry na rozhrani mezi obéma hydrogely. Ze ziskanych vysledkt
vyplyva, ze nejlépe difunduje lignohumét pres spodni kutikulu, ktera byla vyseparovana
pomoci chemické metody izolace. Chemické4 izolace je mnohem drastictéj§i nez metoda
enzymaticka, protoze se pii ni pouziva chlorid zinecnaty, ktery je ziravy a poskozuje celulozu.
Tudiz pfi této izolaci pravdépodobné dochazi k poskozeni struktury, coz vede ke zvySeni
propustnosti membrany. Spodni kutikula navic obsahuje stomata, kterymi mohl lignohumat
snadnéji prochézet.

KLICOVA SLOVA

huminové latky, hydrgel, penetrace, rostlinna kutikula, transport

KEY WORDS
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ABSTRACT

In my bachelor thesis I deal with the transport of lignohumate through the plant cuticle.
Specifically, 1 deal with transport through the leaf cuticle, which is divided into upper
and lower cuticles. The difference between the upper and lower cuticles is that the lower
cuticle contains vents.

To study this transport, it was first necessary to separate the cuticles from the leaf. I used two
methods of chemical isolation, which is more aggressive, but it is less time consuming
(3 days) and a chemical method that is softer but takes longer (about 6 weeks). I created
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diffuse vapors from the separated cuticles, which consist of a source gel, where
the lignohumate agarose gel and the intake gel are purely agarose gel. In these diffuse pairs,
the time profile of the concentration profiles was monitored by UV-VIS spectrometry
for 10 days and diffusion of the source gel into the uptake gel was monitored. Based on Fick's
laws and their solution for diffusion in a pair of infinite media, the diffusion coefficient
of lignohumate in the hydrogel was determined and the effect of isolated cuticles as a barrier
at the interface between the two hydrogels was assessed. The results show that lignohumate
diffuses best through the lower cuticle, which was separated by a chemical isolation method.
Chemical isolation is much more drastic than the enzymatic method because zinc chloride is
used, which is corrosive and damages cellulose. Thus, in this isolation, the cuticle structure is
damaged and thereby reduced, resulting in increased membrane permeability.
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1UVOD

V této bakalarské praci se zabyvam transportem huminovych latek skrze rostlinnou kutikulu.
Huminové latky jsou latky, které se pfirozené vyskytuji v pud€. Vznikaji rozkladem
rostlinnych a zivocisnych zbytkt za Cinnosti mikroorganismu. Jejich vyskyt v pudé zvysuje
kvalitu, urodnost pudy, dodava potiebné ziviny kofenim rostlin, ¢cimz zvySuje kvalitu, rast
avynosnost plodi. Huminové latky mohou vznikat nékolika zplsoby, ja jsem ve své
bakalarské praci popsala tii nejdilezitéj$i a védci nejvice pfijimané metody. Prvni z nich je
vznik kondenzaci cukrt s aminy, druha metoda predstavuje vznik huminovych latek z ligninu
podle Waksmana. Tteti a zaroven posledni zde popsand metoda je polyfenolova metoda dle
Flaiga.

Rostlinnéd kutikula se nachédzi na povrchu nadzemnich ¢asti rostlin. V této bakalarské praci
se konkrétné zabyvam pouze kutikulou, ktera se nachazi na listech. Existuje kutikula vrchni,
a kutikula spodni, na které se nachazeji praduchy. Kutikula je tvofena vosky kutinem
a kutanem a dalSimi vosky. Hlavni jeji funkci je ochrana rostliny pfed vné&jsimi vlivy, jako
jsou dést’, vitr, prach, mikroorganismy, hmyz a dal§i. Ma za ukol ale také regulovat piijem
vody. Kutikula je hlavni prekazkou pro hnojiva. Ve své bakalarské praci tedy sleduji, jestli
a jak hodné hnojiva prochazeji skrze rostlinnou kutikulu.

Pro mou praktickou cast jsem jako zastupce huminovych latek pouzila lignohumat, ktery
se jako hnojivo pouziva. Studovala jsem transport lignohumatu z gelu do gelu pomoci
soustavy kyvet, kdy v jedné byl agarézovy gel s lignohumatem a ve druhé byl Cisty agarozovy
gel. Mezi témito kyvetami se nachéazela kutikula (horni nebo spodni) a po té byla sledovana
diftze lignohumatu. Pfipravila jsem si i slepé vzorky, u kterych byla sledovana difuze
bez kutikul.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Huminové latky

Nejprve si popiSeme, co to huminové latky jsou, poté se podivame na vznik huminovych latek
dle raznych teorii. DalSi Casti této kapitoly bude déleni huminovych latek. V zavéru této
kapitoly bude popsano vyuziti huminovych latek v zemédélstvi.

2.1.1 Co to jsou huminové latky

Huminové latky jsou latky organického ptivodu (rostlinného i zivocisného). Mtzeme je nalézt
v pudeé a to konkrétn€ v humusu, coz je Cast pudy, ktera je nejvyzivné€jsi a vznika rozkladem
odumfelych tél rostlin a zivo€ichu.

V dostate¢né vlhkém a anaerobnim prostedi vznikaji z ligninu a hnédého uhli oxyhumolity,
coz jsou nejvyznamnéj§i zdroje huminovych latek. Lignin pfedstavuje vysokomolekularni
systém, ktery je hlavnim zdrojem huminovych latek. Ty mizeme také nalézt v kompostech,
1éCivych bahnech, raseling, ale 1ze je nalézt také v jilovitych nebo stojatych vodach, ale to
pouze ve stopovém mnozstvi. [5] [8]

2.1.2 Vznik huminovych latek

Huminové latky vznikaji procesem, ktery je podminény syntézou dekompoziti hmoty
organického pivodu. Tento proces zapfiCifiuji mikroorganismy a je nazyvan humifikaci.
Pfi tomto procesu jsou upeviiovany vazby mezi polarnimi a nepolarnimi latkami,
a tim se zvySuje schopnost pfijimat ziviny jako jsou stopové prvky, aminokyseliny, lipidy
a tak podobné.

Teorii o vzniku huminovych latek existuje cela fada. J& v této praci ovSem zminim pouze tfi
nejdulezitéjsi a védci nejpiijimanéjsi teorie. Schéma téchto tii teorii je uvedeno na Obr. 1. [7]
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Obr. 1: Celkovy prehled teorii vysvétlujicich mechanismus vzniku huminovych latek [6]

2.1.2.1 Teorie kondenzace cukru s aminy

Stézejnim bodem této teorie jsou mikroorganismy, které rozkladaji plidni organicky material,
tento rozklad zapfic¢ini kondenzaci monomert redukujicich cukri s aminokyselinami.
Nasleduje adice aminoskupin (-NH2) na karboxylové skupiny (-COOH) monosacharidu
a vznikaji N-substituované glykosylaminy. Nasleduji reorganizace, cyklizace a dekarboxylace
v molekule a wvznikaji tfi uhlikaté kyslikaté zbytky (glyceraldehyd, dihydroxyaceton)
a ty mohou polymerizovat v pfitomnosti aminokyselin za vzniku hnédé zbarvenych produkti.
Schéma je uvedeno na Obr. 2. [8]
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Obr. 2: Teorie kondenzace cukrit a aminy

2.1.2.2 Waksmanova ligninovd teorie

Dlouh4a léta wveédci predpokladali, ze huminové latky byly odvozeny z ligninu.
Pro mikroorganismy je, na rozdil od ostatnich rostlinnych slozek, tézce rozlozitelny. Zbytek
ligninu, ktery mikroorganismy nevyuziji, tedy zlstane nerozlozeny a dochazi zde k mnoha
modifikacim jako napiiklad ztrata methoxylovych skupin (OCH3) doprovazena vznikem
o-hydroxyfenola a oxidaci alifatickych postrannich fetézct za vzniku karboxylovych skupin
(COOH). Material, ktery vznikl touto modifikaci, slouzi jako pfedmét pro dalsi premény,
kdy vzniknou huminové kyseliny a poté fulvinové kyseliny. Schéma je uvedeno na Obr. 3.[9]
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Obr. 3: Waksmanova ligninovd teorie

2.1.2.3 Flaigova polyfenolova teorie

Flaigova teorie je védci nejvice uznavanou metodou vzniku huminovych latek. Na pocatku
mame nizkomolekularni latky, které tvori velké molekuly pomoci kondenzace a polymerace.
Tato teorie méa dveé podoby. Jedna cesta vychazi se z toho, ze fenolické aldehydy a kyseliny
z ligninu jsou mikrobialné atakovany, a tim dochéazi k pfeméné na chinony. Tyto chinony dale
podléhaji polymerizaci za vzniku huminovych makromolekul.

Druha cesta se zabyva tim, ze polyfenoly jsou syntetizovany mikroorganismy napft. z celulozy
a ty jsou enzymaticky oxidovany na chinony, které jsou nasledné¢ pievedeny na huminové
latky. Proces je zobrazen na Obr. 4. [22]
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Obr. 4: Flaigova polyfenolova teorie

Huminové kyseliny jsou nejdalezitéjsi huminovou latkou, nebot’ huminové kyseliny pomahaji
zpeviiovat pudu a prenaseji ziviny z pudy do rostlin. Diky tomu, ze jsou huminové latky
schopné udrzet vodu v padeé, tak urychluji kliceni semen a také rozviji pudni mikrofloru.
Pro pidu jsou nesmirn¢ dilezité i bakterie, protoze vyluCuji enzymy, které katalyzuji
uvolnovani vapniku a fosforu z nerozpustnych fosfat. [1]

2.1.3 Déleni huminovych latek

V dnesni dobé délime huminové latky na tii rizné typy. Prvnim typem jsem fulvinové
kyseliny, ty jsou frakci huminovych latek, tato frakce se rozpousti jak kyselém,
tak i v bazickém prostfedi. Fulvinové kyseliny se ta mohou rozpoustét v celém rozsahu pH.
Druhym typem humivym latek jsou huminové kyseliny. Tyto latky jsou rozpustné pouze
v alkalickém prostredi, v kyselém prostiedi se srazeji a vznikaji koagulaty, pH ale musi byt
niz§i nez 2, protoze srostouci hodnotou pH dochéazi k postupné disociaci nejdiive
karboxylovych a poté 1 fenolickych skupin. Rozpustnost tedy souvisi s nizkou disociaci
funkénich skupin obsazenych v hlavni kostie skeletu. Tretim a poslednim typem jsou huminy.
Huminy tvofi vSechny ostatni nerozpustné latky, které jsou pfitomny v pudni organické
hmot€, a které nemizeme prevést do roztoku zadnou acidobazickou tpravou. Piehled vzniku
vSech frakci je uveden na Obr. 5. [1]
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Obr. 5: Klasifikace jednotlivych frakci huminovych latek [1]
Huminové latky nam urcuji kvalitu pudy a jsou nesmirné dulezité pro jeji trodnost. Jejich
strukturu vzdy tvori uhlik, kyslik, vodik a dusik, bez ohledu na to jakou cestou vznikly.
Huminové latky nam tedy ukazuji arodnost a kvalitu pady a jsou nesmirn¢ dulezité pro jeji
urodnost. Huminové kyseliny, fulvinové kyseliny a huminy jsou si svou strukturou velmi
blizké, ale po fyzikalni strance se odliSuji. Typické vlastnosti jsou shrnuty na Obr. 6. [10]
HUMINOVE LATKY

Fulvinové kyseliny Huminové kyseliny Huminv

\‘(

s, narist molekulové hmotnost

o

W

> narist obsahu uhliko

pokles obsahu kyslikn <

M

5 pokles kyselost b
> pokles stupné rozpustnosti ——————————=

Obr. 6: Prehled viastnosti huminovych ldtek [1]
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Jednim z hlavnich rozdild jednotlivych frakci huminovych latek je jejich barevna odlisnost,
jak jde vidét na Obr. 6. Fulvinové kyseliny jsou zbarveny do zluta, kdezto huminové latky
jsou tmavé hnédé, nékteré tedy Sedé. Nejtmavsi barvou se vyznacuji nerozpustné zbytky
huminovych sloucenin, neboli huminy, které jsou tmave Sedé az Cerné.

ZObr. 6 je taky znamo, ze jednotlivé frakce huminovych latky maji velké rozdily
v molekulové hmotnosti. Nejniz§i molekulovou hmotnost maji fulvinové kyseliny, jejich
hmotnost se pohybuje okolo 2000 Da, diky tomu se oznacuji jako nizkomolekularni frakce.
Molekulova hmotnost stoupa pies huminové kyseliny az k huminim, jejichz hmotnost
dosahuje az 30000 Da a muzeme je oznaCovat jako vysokomolekularni frakce. Kromé
odlisného stupné polymerace se huminy odliSuji od ostatnich frakci také strukturou, poctem
aromatickych cykld, po¢tem funkénich skupin (karboxylova, hydroxylova, apod.). [1]

2.1.4 Vyuziti huminovych litek v zemédélstvi

Huminové latky vyznamné ovliviiyji kvalitu a tGrodnost pudy, tudiz jsou hojné vyuzivany
pii péstovani plodin. ZlepSuji jeji fyzikalni vlastnosti, obsah vlhkosti a irodnost. Huminové
latky jsou schopny tvofit chelaty s mikroprvky a to usnadiuje pfijem zivin rostlinnymi
bunkami, toho se vyuziva pfi kli¢eni a rustu rostlin. [11]

Huminové latky také zvySuji produkci biomasy predevSim tim, ze v misté kofent udrzuji
ve vodé rozpustna organickd hnojiva a snizuje se tak jejich vyluhovani. Pfispivaji k piijmu
makroelementl (N, P, K) a mikroelementt (Fe, Zn, a dalsi), vazou toxické latky a tim jim
brani v jejich shromazd’ovani se v rostlinach. Katalyza mnohych biologickych procesi ma
vliv na zvySeni obsahu zivin (sacharidi a lipidi) a zvySeni vitamind jako jsou vitamin C
a B-karoten v rostlinach. Jejich ukolem je také zvysit adsorpci fotoni a CO2 z uhliitant,
coz ma pozitivni vliv na fotosyntézu.

Dali vyhodou huminovych latek je ta, ze jsou na sebe schopny navazat vodu, coz zapficini to,
ze rostlinné kofeny neuhnivaji. Zvysuji zivotaschopnost rostliny, maji pozitivni vliv na rozvoj
kofenové soustavy, podporuji rozvoj zadoucich mikroorganismi v padé. Dokazi ale na sebe
navazat 1 pesticidy, tézké kovy, dioxiny a viry, coz zabratriuje jejich prechodu dale
do potravniho fetézce. Zabraruji uniku toxickych sloucenin a dusiku do spodnich vod.

Huminové latky tedy maji vyznamnou roli v systému puda — rostlina — zvife — produkt —
clovék a mohou pusobit jako intezifikacni faktor i jako prostredek, ktery snizuje zdravotni
rizika. [12]

2.2 Listova kutikula

Kutikula je nebunécna vrstva na povrchu nadzemnich casti rostlin, tato vrstva rostlinam
poskytuje ochranu hlavné proti sluneCnimu zafeni, vyparim a rUznym patogentim.
Je to povrchova vrstva vosku, ktera ptusobi hydrofobn€, omezuje tnik metabolitd z vnitfnich
pletiv a zabranuje vniku zneciStujicich latek z prostfedi. Hlavni slozkou rostlinné kutikuly
jsou degradovatelné biopolymery kutin, nedegradovatelny polymer kutan a asociované
rozpustné kutikularni vosky. Jako kutin oznacujeme skupinu vysokomolekularnich sloucenin
slozenych z polyhydroxymastnych kyselin. Kutin impregnuje vnéjsi celuldézni vrstvy stény,
a dale tvoti v kombinaci s vosky samostatnou vrstvu na vné&jsim povrchu pokozky — kutikula.
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Na vnéj§im povrchu se je§t€ mohou ukladat samostatné vrstvy vosku, které snizuji
propustnost pro vodu a davaji povrchu listu ojinény vzhled. Rozvoj téchto hydrofobnich
vrstev ma uzky vztah k prostfedi, kde se rostlina nachazi. Vrstva kutikuly je nepatrna
(nebo chybi upln€) u vodnich rostlin nebo rostlin v blizkosti vlhkych mist. Na rozdil

ee,

od rostlin, které ziji ve velmi suchém prostiedi, tam je vrstva kutikuly velmi silna. [13]

I kdyz je kutikula pfevazné lipofilni povahy, jsou zde pfitomny i hydrofilni struktury. Kutin
obsahuje hydroxylové a karboxylové skupiny a v kutikularni membrané se nachazeji
i polysacharidy jako pektin a celuldza, které maji vysokou hydratacni kapacitu. Voda diky
kutikule nezvlh¢uje pokozku a v kapkach stékéd a odnasi s sebou prach a znecisténi. Neékteré
rostliny, zejména ty, které jsou pfizpusobené k zivotu ve vlhkém nebo vodném prostiedi, maji
zvySenou odolnost proti namoceni. Tato Uprava neni pouze fyzikalnim nebo chemickym
ucinkem voskového povlaku do znaéné miry zavisi na mikroskopickém tvaru povrchu. [14]

Rostlinna kutikula predstavuje hlavni piekazku pro agrochemikalie, které jsou aplikovany
na povrch listu. Tontové slouCeniny (vétSina aplikovanych zivin) vyuzivaji pro svij prostup
pres kutikulu polarni pory, které jsou vyplnéné vodou a prochézeji kutikularni membranou.
V kutikule je téchto hydrofilnich pord velké mnozstvi (1010/cm2), vétSinou o priméru
do 1 nm. Predpoklada se, ze v bezprostiednim okoli svéracich bunék priducht a trichomu je
jejich hustota vyssi a lisi se 1 primérem a propustnosti. Zaroveri bylo zjisténo, ze velikost poru
se 1i§i mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy. Umisténi kutikuly na listu je zobrazeno na Obr.
7.12]

kutikula

horni
epidermis —

palisadowy —
parenchym

houbowy
parenchym

7 co, 110,

spodni o OB ST
epidermis - . T

priduch  svéraci bufiky

Obr. 7: Anatomie listu [23]
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2.3 Metody izolace rostlinnych kutikul
2.3.1 Enzymaticka izolace dle W. H. Orgella

Tato metoda je velice Setrnd, jelikoz k rozkladu mezofylu pouziva pouze biologicky aktivni
latku a to enzym pektinazu.

Tato metoda spociva v tom, ze se pomoci korkového fezdku vyfezou z Cerstvé natrhanych
listd disky o priméru 1,8 cm a umisti se do kadinky. Izola¢ni roztok obsahuje pfiblizné 2 ml
pufrovaného pektinového enzymového roztoku na disk, tento roztok obsahuje 100 ppm
merthiolatu, ktery zde pusobi jako konzerva¢ni prostiedek, tudiz zabrafiuje rastu
mikroorganismi.

Aby listy nemohly stoupat ke hlading, zatizi se kovovym sitkem. Listy tak jsou celé ponotené
vroztoku a nedochazi k plesnivéni. K rychlej§imu rozkladu mezofylu mazeme pouzit
preruSované vakuum, nebo dat kadinku na tfepacku (100 ot/min; polomér otaceni 2.5 cm)
pti teploté 35°C.

Po uplynuti doby, po které se rozlozil veskery mezofyl, pfeneseme listy i se sitkem do vody,
kdy po né€kolika promytich nam na situ zistanou kutikuly a zbytek rozlozenych pletiv
se odplavi. Listové kutikuly poté ulozime v destilované vodé€, kterd obsahuje 100 ppm
Mertiolatu, ktery zase zabrafiuje zplesnivéni.

Orgell pro tento typ experimentu pouzil dva druhy enzymu a to enzym 19 a pektinazu,
ktera se ukazala jako vhodné&jsi volba, protoze 1épe rozklada mezofyl, ale také ho rozklada
mnohem rychleji. [15]

2.3.2 Enzymaticka metoda izolace dle L. Schreibera a J Schonherra

Pfi této metodé si nejprve musime piipravit mladé a zdravé listy, ze kterych nejprve musime
vyfiznout disky o priméru 1,5 cm a pfipravit si izolacni roztok. Ten se sklada z 0,1 M pufru,
ktery obsahuje kyselinu citronovou a citrat sodny a jeho vysledné pH se musi pohybovat
v rozmezi 3-4, pii tomto pH se enzymiim nejvice dafi. K izolacnimu roztoku musi byt pfidano
1 konzervacni c¢inidlo, vtomto pfipadé byl pouzit azid sodny a to tak, aby konecna
koncentrace byla 0,001 mol/l. K takto pfipravenému roztoku poté pridame pektinazu
v1-2hm. %.

Pomoci experimenti se zjistilo, Zze staCi pouzit pektinazu, ktera se vyuziva na ovoce
a ve vinaiském pramyslu. Tyto enzymy jsou méné nakladné, ale dosahne se s nimi stejnych
vysledkd. S dal§imi experimenty védci dokonce zjistili, ze je mozné pouzit kombinaci
pektinazy a celulazy, coz vyjde jesté o néco vyhodnéji.

Pro urychleni experimentu, mizeme zase pouzit pferuSované vakuum, nebo opét vzorek
temperovat na teplotu mezi 30-40 °C. Pokud tak neucinime, experiment se mize prodlouzit
az o nekolik tydnu.

Tyto experimenty probihaly po dobu 20 dni a vysledkem byl tmavé hnédy roztok,

ve kterém byly odseparované kutikuly, tyto kutikuly pfemistime do nadoby s deionizovanou
vodou, ktera pomuze k iplnému odstranéni bunéénych zbytka. [16]
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2.3.3 Chemicka metoda izolace

Touto metodou se zabyval Edgington a je zaméfena na transkutikularni permeabilitu
fungicidi. Postup pfipravy u chemické metody je velmi podobny postupu u enzymatické
metody izolace, ovSem tato metoda je drastictéjsi. Nejprve si piipravime z mladych
a zdravych listi kotouce o pruméru 1,3 cm a izola¢ni roztok. Ten se v tomto piipadé sklada
z60hm. % roztoku chloridu zinecnatého rozpusténého v koncentrované kyseliné
chlorovodikové. Izolacni roztok infiltruyjeme do listi za pomoci preruSovaného vakua
aizolace probiha po dobu 2-3 dni. Poté pfeneseme smés do nadoby s vodou, kde dojde
k odstranéni kutikul pomoci Spachtle, kterd je namocena do roztoku streptomycinu (30 um),
ktery byl temperovan na hodnotu 4 °C.

U této metody musime po separaci kutikul zjistit jejich stav pod mikroskopem,
protoze i sebemensi poSkozeni ma obrovsky vliv na experimenty. A zarovein tim rozdelime
kutikuly na horni a spodni. Musime postupovat velmi rychle, protoze hrozi dehydratace
kutikul. [21]

2.4 Studium transportu kapalin pres rostlinné kutikuly

Védci si uvédomuji, jak dilezity je transport aktivnich latek skrz listovou kutikulu, protoze
tato schopnost piijmu nutri¢nich latek hraje velmi dualezitou roli v systémovych aktivitach
rostlin. Efekt povrchovych a kapalnych hnojiv na transport fungicidi, byl studovan
na kutikulach, které pochazely zrostliny Bryolhyllum clycinum. Roztoky fungicidi se
tak rovnou pipetovaly na kutikulu, kterd byla umisténd na agarézovém hydrogelu, jehoz
soucasti byly 1 vytrusy typu Claudosporium claudosporioides. Poté co ub&hla doba potrebna
k penetraci, bylo provedeno métreni primeéru inhibicnich zon. Velikost téchto zon byla métena
na zakladé¢ toho, ze fungicidy byly pipetovany zvlast na kutikulu, a zvlast' na agarézovy gel.
Na zékladé tohoto méteni bylo zjisténo, ze kutikularni efekt penetrace aktivnich latek ma
minoritni podil, ve srovnani s penetraci pfimo na gel. Dale bylo prokazano, Ze prostupnost
latek skrz kutikuly vede ke snizeni primeért inhibic¢nich zon.

Pro tuto metodu studia transportu, musel byt ptipraven gel o pH 6,5, ktery byl nalit do Cistych
a suchych petriho misek, kde byl ponechdn do zchladnuti. Na takto pfipraveny gel, byla
rozprostfena kutikula, na kterou byl pomoci mikropipety aplikovan fungicidni piipravek,
petriho miska byla uzaviena vikem a celd smés byla ponechana penetraci. Tento systém byl
pribézné meéfen po dobu tii dnl, kdy byly zaznamenavany inhibi¢ni zoény vzniklé
pii priniku. [17]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie
Enzymatickd metoda izolace:

e kyselina citronova;

e citrat sodny;

e pektinaza;

e celulaza;

e azid sodny;
Chemicka metoda izolace:

e chlorid zineCnaty;

e kyselina chlorovodikova;
Hydrogely:

e agarQza;

e lignohumat (Amagro s.r.o.).
3.2 Enzymaticka metoda izolace kutikul

Abychom mohli studovat transport lignohumatu skrz rostlinnou kutikulu, je potfeba nejdiive
odseparovat kutikulu z listu. Pro Setrnéjsi separaci kutikul jsme zvolili enzymatickou izolace
dle Schreibera a Schonherra, kterou jsme ale poupravili. Prvnim krokem bylo sesbirani
zdravych a mladych lista rostliny bobkovisné lékaiské. Tyto listy byly ocistény v nadobce
s destilovanou vodou, kde doSlo k odstranéni necistot a prachu na listu. Poté byl z listu
odstranén tfapik a okrajové Casti listu, ¢imz jsme z listu vyfezali obdélniky. Takto pfipravené
listy byly vlozeny do misky a zakryty plastovou mftizkou, aby nedochazelo k jejich vzlinani
k povrchu.

Izolacni roztok se sklada z pufru, ktery vznikl rozpusténim 3,11 gramt kyseliny citronové
a 1,5 gramu citratu sodného v 1 dm3 destilované vody. Pro svou izolaci jsem pouzila 90 ml
tohoto pufru, po 5 gramech enzyma (celulazy, pektinazy) a 10 ml azidu sodného, ktery zde
zastava funkci konzervacniho prostiedku. Timto roztokem byly zality oci§téné a vyfezané
listy. Miska byla zakryta pomoci parafilmu, aby nedochazelo k odpafovani roztoku.
Tato izolace probihala po dobu 6 - ti tydnu.

3.3 Chemicka metoda izolace kutikul

Tato metoda je sice drastiCtéj§i nez metoda enzymatickd, ale zato je mnohem rychlejsi.
Prvnim krokem pro uskutecnéni této izolace je sesbirani mladych a zdravych listd, postup
oCisténi a pripravy je stejny jako v pfipadé enzymatické izolace. Na piipravu izolacniho
roztoku bylo pouzito 70,8 gramil chloridu zine¢natého, ktery byl rozpustén ve 40 cm’
koncentrované kyseliny chlorovodikové. Jelikoz je reakce silné exotermicka, byl chlorid
zineCnaty pfisypavan postupné a pracovalo se v digestofi. Obdobné jako v piipade
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enzymatické metody byly listy v misce s izolacnim roztokem zaizolovany pomoci parafilmu.
Izolace probihala po dobu tii dnt.

Obr. 8: Izolacni roztok s listy po chemickou izolaci
3.4 Priprava vzorki
3.4.1 Separace kutikul

Po uplynuti doby potiebné kizolaci, byly kutikuly promyty destilovanou vodou,
aby se zbavily izolacniho roztoku. Pomoci Stétecki byly z kutikul odstranény zbytky
mezofylu. Ocisténé kutikuly byly pfemistény do destilované vody, aby nevyschly. Po ocisténi
vSech kutikul byly rozdé€leny pomoci mikroskopu na horni a spodni. Rozdélené kutikuly byly
uchovavany v destilované vode s azidem sodnym, aby nezplesnivély.
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Obr. 9: Ocisténé kutikuly z chemické izolace

3.4.2 Priprava gelu
3.4.2.1 Cisty agarézovy gel (pFijmovy gel)

Na ptipravu agarézového gelu bylo pouzito 300 cm3 destilované vody, ktera byla zahiata
na 85°C a v ni byly rozpustény 3 gramy agardzy. Takto pripraveny gel byl nalit do 33 kyvet,
kde nad kyvetou byla z gelu vytvorena jakasi ,Cepicka“. 30 kyvet je pro diftzni pary
a 3 kyvety jsou ureny na blanky. Blanky jsou kyvety, které na rozhrani pfijmovy a zdrojovy
gel nemaji kutikulu a slouzi pouze pro srovnani.

3.4.2.2 Agarozovy gel s lignohumdtem (zdrojovy gel)

Nejprve byl pripraven roztok lignohumatu tak, ze bylo 0,3 gramt lignohumatu rozpusténo
v 300 cm3 destilované vody a tento roztok byl poté zahraty na 85°C a stejné jako v piipadé
Cistého agardzového gelu, byly v tomto roztoku rozpustény 3 gramy agardzy a tento gel byl
nalit do 33 kyvet.

3.4.3 Priprava difiznich paru

Po vychladnuti gelti v kyvetach byly pomoci S§tétecku na kyvetu s pfijmovym gelem
pfichyceny kutikuly, které se pomoci malého kousku parafilmu zafixovaly. Na takto
ptipravenou kyvetu se nasadila kyveta se zdrojovym gelem a opét pomoci parafilmu byly tyto
dvé kyvety zafixovany. Takovym to zptsobem bylo pfipraveno 30 vzorkt (3 vzorky na den,
méfeni probihalo po dobu 10 - ti dni). Obdobné byly pfipraveny srovnavaci pary (blanky),
jen s tim rozdilem, ze mezi zdrojovym a pfijmovym gelem nebyla kutikula.
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Obr. 10: pripraveny difiizni par

3.5 Meéreni vzorku

Difuzni pary, které byly pfipraveny, byly méfeny na UV — VIS spektrofotometru po dobu
10— 14 dnGt v rozmezi vinovych délek 200 — 900 nm. K tomu, abychom mohli proméfit
jednotlivé gely, bylo potifeba difuzni par rozpojit a méfit zvlast prijmovy gel a zvlast
zdrojovy gel. Gely byly méfeny od rozhrani smérem ke dnu kyvety pomoci posuvného
meéfitka, které umoznovalo méfeni po milimetrech.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Na Obr. 11 miZeme vidét zmény lignohumatu v prabéhu meéfeni. Modrou barvou je v Obr. 11
zaznaCen zdrojovy gel, a ztéchto hodnot vidime, ze lignohumatu ve zdrojovém gelu
v prubéhu méfeni ubyva. Piijmovy gel je zaznaCen Cervenou barvou, a zde naopak mizeme
vidét, ze v priyjmovém gelu lignohumaru piibyva. Coz je pozitivni vysledek, jelikoz nasim
cilem bylo zjistit kolik lignohumatu projde ze zdrojového gelu pres kutikulu do gelu
ptijmového.
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Obr. 11: graf zavislosti hmotnosti na case
4.1 Fickovy zakony

Mezi zdrojovym a pfijmovym gelem probiha difuize, kterd se fadi mezi tzv. transportni jevy.
Dalsimi transportnimi jevy je sdileni hybnosti, energie a hmoty. Podobnost téchto dé&ju lze
vyjadfit pomoci jejich zakladnich definic:
e koeficient viskozity, je umérnost mezi hustotou toku hybnosti a gradientem rychlosti,
je to konstanta;

e koeficient tepelné vodivosti, je umérnost mezi hustotou tepelného toku a gradientem
teploty, je to konstanta;

e difuzni koeficient, je uUmeérnost mezi hustotou difuzniho toku a gradientem
koncentrace, je to konstanta.
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Difuzni koeficient 1 nam definuje prvni FickQv zakon, ten ma pro jednorozmérnou difuzi
v binarnim systému AB tvar:

e JA —hustota difuzniho toku latky A;

e D — diftizni koeficient [cmzs_l];

e 0.4 — koncentra¢ni gradient;

e 0, — difuzni rozhrani;

e zaporné znaménko znaci, ze tok nastava ve smeéru klesajici koncentrace.

Difuzni koeficient ve smyslu prvniho Fickova zakona neni zavisly na velikosti
koncentra¢niho gradientu. U velmi ziedénych roztoka je tento predpoklad splnén. Pokud
mame vé&tSi koncentrace, je tfeba uvazovat také koncentracni zavislost D nasledkem
vzajemného pusobeni difundujicich castic, pokud tato skuteCnost ale neni uvedena,
povazujeme D za konstantu.

S prvnim Fickovym zakonem se setkavame také pfi vypoctu celkového mnozstvi latky, jez
proslo jednotkovou plochou za dobu t. K tomuto vypoctu byla pouzita rovnice 2.

t
dcy
m= | D|—=—]dt
0x
0
Druhy Fickiv zakon nam umoziiuje vyjadfit rozdéleni koncentrace v zavislosti na Case
ana vzdalenosti pfi neustalené difuzi. Jeho tvar pro jednorozmérnou difuzi je uveden
v rovnici 3.
0, 0%c

L _p— 3
0; 0x?

Celkové mnozstvi latky, jez proslo rozhranim o jednotkové plose za Cas t je uvedeny
v rovnici 4.

Dt
m; = 2¢g = 4
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Ptipad difuze v paru nekone¢nych medii je realizovan naptiklad sloupcem vody, ktery spociva
na sloupci v roztoku, nebo dvéma ztavenymi tyCemi skla o rozdilném slozeni. Pocatecni
podminky jsou:

c = cp, x <0, t=20
c=0, x>0, t=20

a prislusnym feSenim je vztah uvedeny v rovnici 5. [18][19][20]

x

c(x,t) = cgrerfc NG 5
4.1.1 Difhzni koeficient

Difuzni koeficient byl vypocitan pouzitim rovnice Cislo 4. Hodnota koncentrace na rozhrani
byla zvolena 0,5 mg/ml, protoze je to piesné pulka mezi 1 a O (koncentrace 1 mg/ml odpovida
zdrojovému gelu a koncentrace 0 mg/ml odpovida piijmovému gelu). Pro vypocet difuzniho
koeficientu byly z Obr. 12 pouzity pouze pocatecni Casy (zelené body), které tvori ptimku.
S pfibyvajicim Casem se jiz zavislost ohybd, to znamena, ze nejsou splnény okrajové
podminky a tyto hodnoty proto nemizeme pouzit. Hodnota difuzniho koeficientu byla tedy
uréena na D = 1,539-107° m2/s a chyba méfeni u toho koeficientu byla stanovena
na +9,130 - 10712 m2/s.
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Obr. 12: graf zavislosti koncentrace lignohumatu na odmocniné z casu
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Na Obr. 13 muazeme vidét zavislost koncentrace na vzdalenosti od rozhrani. Vidime,
ze v blizkosti rozhrani je koncentrace lignohumatu vys$si a na konci kyvety nizsi nebo nulova,
jelikoz tam lignohumat jesté nedodifundoval. Pfi kratSich ¢asovych usecich, nam lignohumat
neoddifunduje az na dno kyvety, kdezto pfi delSich Casovych intervalech nam oddifunduje
az na dno. Proto se také pro vypocet difuzniho koeficientu pouzily pouze pocatecni hodnoty

z Obr. 12.
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Obr. 13: graf zavislosti koncentrace lignohumatu na vzddlenosti od rozhrani
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Na Obr. 14 (vlevo), muzeme vidét, jak jiz prvni den ¢ast lignohumatu oddifundovala
ze zdrojového gelu do gelu pfijmového. Z toho grafu je patrné, ze lignohumat difunduje
nejprve od rozhrani, protoze u dna kyvety se koncentrace nezménila. Na Obr. 14 (vpravo),
muzeme naopak vidét pridifundovanou cast lignohumatu. A na rozdil od zdrojového gelu,
muzeme u piijmového gelu u dna kyvety vidét nulovou koncentraci lignohumatu.
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Obr. 14: graf zavislosti hmotnosti lignohumdtu na vzddlenosti od rozhrani pro zdrojovy gel
(vlevo) a pro prijmovy gel (vlevo)srovnavaciho vzorku pro 1. den

4.1.2 Koncentrace lignohumatu v prijmovych gelech po dobu méreni

Na Obr. 15 je fotkami znazornén postupny prostup lignohumatu ze zdrojového gelu
do ptijmového pro kutikulu, ktera byla vyseparovana chemickou izolaci. Na Obr. 16 je tento
prostup vyobrazen pro spodni kutikulu vyseparovanou enzymatickou izolaci.
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Obr. 15: vizualni prostup lignohumatu skrz spodni kutikulu separovanou chemickou izolaci

Obr. 16: vizualni prostup lignohumatu skrz spodni kutikulu separovanou enzymatickou izolaci

Hodnoty koncentraci lignohumatu v zavislosti na ¢ase jsou pro piehlednost uvedeny na Obr.
17 a zavislost koncentrace lignohumatu na odmocniné z ¢asu je uvedena na Obr. 18. Z grafu
je patrné, ze nejvice difundoval lignohumat ze zdrojového gelu do pfijimaciho u srovnavaciho
vzorku, coz je logické, jelikoz tyto vzorky nemély mezi sebou kutikulu, tudiz tam nebyla
zadna membrana, ktera by kladla lignohumatu odpor, a ktera by zpomalovala difuzi. Druhym
lignohumatem, ktery nejvice difundoval ze zdrojového do piijimaciho gelu (zluté body), byl
gel se spodni kutikulou, ktera byla vyseparovana pomoci chemické izolace. Pravdépodobné je
to z toho divodu, ze chemicka metoda izolace je mnohem drastictéjsi nez enzymaticka, tudiz
mohlo béhem separace dojit k odstranéni néjaké vrstvy. Spodni kutikula ma v sobé navic,
oproti kutikule horni, stomata, coz lignohuméatu usnadnilo difuzi. Ttetim nejlépe difundujicim
lignohumatem, ktery difundoval ze zdrojového gelu (Cervené body), byla rovnéz spodni
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kutikula, ale tentokrat od izolace enzymatické. To potvrzuje muj predpoklad, Zze stomata

usnadniuji lignohumatu penetraci skrz kutikulu. Nejhuare difundoval lignohumat ze zdrojového

gelu do pfijimaciho ptes vrchni kutikulu od enzymatické izolace (zelené body).
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Obr. 17: graf zavislost koncentrace lignohumatu na case
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Obr. 18: graf zavislosti koncentrace lignohumatu na odmocniné z casu
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SZAVER

Po vykonani vSech potfebnych experimentt jsem dospéla k zavéru, ze nejlépe tedy difunduje
lignohumat u srovnavacich vzorki bez kutikuly. Absence kutikuly totiz zdrojovému gelu dava
dostateCny prostor k difuzi do pfijimaciho gelu a na lignohumat tedy neni kladen dostate¢ny
odpor, kromé toho, ktery vykazuje samotny hydrogel, respektive jeho poérovita struktura,
ktery by difuzi zpomaloval. Pokud ale opominu srovnéavaci vzorky, tak nejlépe difundujicim
zdrojovym gelem, jsou vzorky se spodni kutikulou vyseparovanou pomoci chemické izolace.
Tato metoda izolace je totiz mnohem drastictéjSi nez metoda enzymatickd. Tudiz pfi této
izolaci mohla dojit k poSkozeni struktury kutikuly a ta poté kladla mensi odpor pii difuzi
lignohumatu do piijmového gelu. Jak jiz bylo feCeno, spodni kutikula obsahuje praduchy,
kterymi lignohumat mohl mnohem 1épe difundovat, proto také dalSim nejlépe difundujicim
systémem je ten, kde byla jako membrana pouzita spodni kutikula vyseparovana pomoci
enzymatické izolace.

Jelikoz je chemicka metoda izolace drastiCtéjsi, proto jako dalsi v poradi nejlépe difundoval
lignohumat pres vrchni kutikulu od jiz zminéné chemické izolace. Nejhife tedy difunduje
lignohumat pres vrchni kutikulu od enzymatické izolace.

Pokud bychom chtéli simulovat prostup hnojiva pies listovou kutikulu, je lep§i pouzit
k separaci kutikul izolaci enzymatickou, protoze neni tak agresivni jako chemicka
a neposkodi nam strukturu kutikuly. Kutikula vyseparovana enzymatickou metodou tedy bude
klast hnojivu vétsi odpor nez chemicka, ale bude to 1épe simulovat prostup hnojiva v ptirodé.
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