UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Chemicka a obrazova analyza korenového systému

hrachu
BAKALARSKA PRACE
Autor: Martina HorejSova
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezen¢ni
Vedouci prace: Mgr. Ondrej Vrobel

Rok: 2022



Prohlasuji, Ze jsem bakaléafskou praci vypracovala samostatné s vyznacenim vSech
pouzitych prament a spoluautorstvi. Souhlasim se zvefejnénim bakalaiské prace podle
zakona €. 111/1998 Sb., o vysokych Skolach, ve znéni pozdéjsich predpisti. Byla jsem
seznamena s tim, Ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze zakona
¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon, ve znéni pozdé¢jSich predpisi.

V Olomouci dne ......coceeveeeee.....



Podékovani

V prvni fadé bych rada podékovala mému vedoucimu prace Mgr. Ondiejovi Vrobelovi
za cenné rady, trpé€livost a odborné vedeni pfi praci v laboratofi. Mé podékovani dale patii
Mgr. Tiborovi Béresovi, Ph.D. a Ing. Sanje Cavar Zeljkovi¢, Ph.D. za konzultace a cenné

pfipominky.



Bibliograficka identifikace

Jméno a ptijmeni autora
Nazev prace
Typ prace

Pracovisté

Vedouci prace
Rok obhajoby prace

Abstrakt

Klicéova slova

Pocet stran
Pocet ptiloh

Jazyk

Martina HorejSova

Chemicka a obrazova analyza kofenového systému hrachu
Bakalatska

Oddé¢leni genetickych zdroju zelenin, 1é¢ivych rostlin
a specidlnich plodin; Vyzkumny ustav rostlinné
vyroby, v.v.i.; pracovisté Olomouc

Mgr. Ondfej Vrobel
2022

Hrach sety (Pisum sativum) je vyznamnou hospodaiskou
plodinou. Je zatazen do ¢eledi bobovitych, pro kterou je
charakteristickd endosymbi6za mezi kofeny a pidnimi
bakteriemi, se kterou souvisi tvorba kotenovych vymésku
obsahujicich organické kyseliny a fenolické latky.
Charakteristice téchto latek a popisu kofenového systému,
rhizosféry a jejich slozek je vénovana teoretickd cast
bakalarské prace. V experimentalni casti prace byla
provadéna obrazova analyza kotfenového systému hrachu,
pficemz nebyly zaznamenany vyznamné rozdily mezi
plochami kotenti napfi¢ genotypy hrachu. Byl stanoven
profil organickych kyselin v extraktech
substratu a pletivech ~ kofenit  metodou  kapilarni
elektroforézy, kdy nebyly pozorovatelné vyznamné
rozdily koncentraci organickych kyselin mezi genotypy
hrachu. Byla provedena analyza fenolickych latek
v pletivech kofeni metodou kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci. Byly zaznamenany vyznamné
rozdily koncentraci fenolickych latek mezi jednotlivymi
genotypy hrachu.

Rhizosféra, kofenové vyméesky, organické Kkyseliny,
flavonoidy.

54
0

Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and surname
Title
Type of thesis

Department

Supervisor
The year of presentation

Abstract

Keywords
Number of pages
Number of appendices

Language

Martina HorejSova
Chemical and image analysis of pea root system
Bachelor

Department of Genetic Resources for Vegetables,
Medicinal and Special Plants, Crop Research Institute,
Olomouc

Mgr. Ondiej Vrobel
2022

Field pea is an important agricultural crop. It is a
member of fabaceae family which has characteristic
endosymbiotic relationship between root system and
ground bacteria. This endosymbiotic relationship is
related to the production of root secrets which contain
organic acids and phenolic substances. These
substances are described in theoretical part of this
bachelor’s thesis along with the description of the root
system (rhizosphere) and its parts. The experimental
part consists of image analysis of pea’s root system.
However no significant differences were observed in
between the surfaces of roots across the genotype of a
pea. Using the method of capillary electrophoresis, a
profile of organic acids was determined in extracts of
the substrate and the root tissue. But no significant
differences in concentrations of organic acids were
observed across the pea’s genotype. The analysis of
phenolic substances in root tissue has been conducted
as well using the method of liquid chromatography. In
this analysis a significant differences of concentrations
if phenolic substances were observed across individual
pea genotypes.

Rhizosphere, root exudates, organic acids, flavonoids.
54
0

Czech



OBSAH

2.1
2.1.1
2.1.2
2121
2122
2.2

2.3

2.4
24.1
2.4.2
2421
2422
2.4.2.3
2.5
2.5.1
2.5.2
2.5.3
2531
2.5.3.2

3.1
3.11
3111
3.12
3.1.3
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3241
3.24.2
3.25
3.25.1
3.25.2
3.2.5.3
3.2.6

4.1

4.2
421
4.2.2
4221
4.2.2.2
4.3

Uvod

Soucasny stav FeSené problematiky

Rhizosféra a jeji slozky

Kofen

Pidni mikroorganismy

Mykorhiza

Pldni bakterie

Fixace dusiku

Kofenové vymeésky

Funkce a chemické slozeni kofenovych vyméska
Ekologicka funkce kotfenovych vyméskl

Chemické slozeni

Organické kyseliny

Sacharidy

Fenolické latky

Analyza slozek kofenovych vyméeska

Analytické metody studia chemického sloZeni kofenovych vymeéski
Kapilarni zénova elektroforéza

Kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
Experimentalni ¢ast

Material a pfistroje

Chemikalie

Roztoky

Ptistroje a pomiicky

Biologicky material

Metody

Sterilizace semen hrachu setého

Péstovani a zpracovani hrachu seté¢ho

Filtrace a lyofilizace ziskaného biologického materialu
Stanoveni obsahu fenolickych latek

Extrakce fenolickych latek

Analyza metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci
Stanoveni iontl organickych a anorganickych kyselin
Extrakce organickych kyselin

Identifikace iontl ve vzorcich a kalibrace

Podminky analyzy metodou kapilarni elektroforézy
Obrazové analyza kofenového systému

Vysledky a diskuse

Obrazov4a analyza

Analyza kapiléarni elektroforézou

Kalibrace

Analyza vzorki

Analyza ptudniho extraktu

Analyza kotent

Analyza kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci
Zavér

Literatura

OO UITE,BREANNNE



Seznam pouzitych symbola a zkratek

46



CILE PRACE

1. Vypracovani literarni reserse s klicovymi slovy: rhizosféra, kofenové vymesky,
organické kyseliny, flavonoidy.

2. Analyza profilu organickych kyselin v kofenech a kotfenovych vyméscich hrachu.

Stanoveni obsahu fenolickych latek v kofenech.

4. Obrazova analyza kofenového systému hrachu.

w



1 UVOD

Hrach sety je hospodaisky velmi vyznamnou rostlinou, rozsifenou prakticky po celém
svété. Je to jednoleta luskovina, fadici se do ¢eledi bobovitych. Pro bobovité rostliny je
charakteristicka fixace dusiku, kterou mohou zajistit pidni bakterie vyskytujici se
Vv blizkosti kotene rostliny, tzv. rhizosféfe. Tyto bakteric jsou ke kofenim vabeny
kofenovymi vymésky obsahujici smés fenolickych latek a organickych kyselin a navazuji
s kofeny symbioticky vztah zvany endosymbidza. Tomuto procesu je vénovana teoreticka
Cast bakalaiské prace. Je rovnéz vénovana blizsi charakteristice kofenovych vyméski,
predevsim pak fenolickym latkam a organickym kyselinam.

Jednim z cild experimentalni ¢asti je obrazova analyza kotfenového systému hrachu,
ktera je provadéna za ticelem analyzy nodd, jejichz tvorba je Spjata s jiz zminénou fixaci
dusiku.

Tato cast prace je dale vénovéna stanoveni profilu organickych kyselin. Organické
kyseliny jsou identifikovany z extraktu substratu, do kterého jsou uvoliiovany
kofenovymi vymésky, a z pletiv kofenti. Pro ucel identifikace je zvolena kapilarni zonova
elektroforéza.

Také je stanovovan profil fenolickych latek zpletiv kofenti hrachu setého.
K identifikaci téchto latek je zvolena kapalinova chromatografie s hmotnostni detekct,
ktera se vyznacuje vysokou citlivosti, vhodnou pro analyzu i velmi nizkych koncentraci

latek.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rhizosféra a jeji slozky

Rhizosféra zahrnuje ptdni oblast obklopujici kofenovy systém rostlin i samotny povrch
kofene. VyznaCuje se zna¢nou mikrobialni diversitou. Mikroorganismy, jako jsou
bakterie, archea, houby, viry, prvoci a fasy, nebo organismy jako jsou had’atka c¢i
Clenovci, zde hraji dulezitou roli pfi vSech metabolickych procesech. Kromé
symbiotickych mikroorganismii se mohou v rhizosféfe vyskytovat i1 patogenni
mikroorganismy, které nejsou pro rostlinu nijak prospésné a naopak ji mohou skodit.
Symbiotické mikroorganismy jsou ke kofenu rostliny atrahovany kofenovymi vymeésky,
které koten uvoliuje do pldy, nékteré patogenni mikroorganismy jsou vymésky naopak
odpuzovany. Dalsi vyznamnou slozkou rhizosféry jsou ziviny, které se v ptdé vyskytuji
ve formé anorganickych vodnych roztoku (Varma et al., 2019). Za neptiznivych
podminek (napf. pfi kontaminaci a zneciSténi zivotniho prostfedi) mohou byt soucésti
rhizosféry 1 kontaminujici latky jako jsou latky toxické ¢i tézké kovy (Dong et al., 2007).
Rhizosféra je prostiedi bohaté na vodné roztoky zivin a zaroven je klicovym prostiedim
pro vstup téchto zivin do kotentl rostlin. Jeji podstatnou soucasti jsou kofenové vymesky

uvolnované koteny rostlin (Varma et al., 2019).
2.1.1 Koien

Kofen je zpravidla podzemni, nepravideln€ se vétvici, vegetativni, heterotrofni (vzacné
asimilujici), bezlisty, neclankovany organ sporofytu cévnatych rostlin. Pomoci kotene je
rostlina ukotvena v substratu a pfijima vodu a Ziviny z pidy. Mezi dal$i funkce kofene
patti zprostfedkovani symbidzy s jinymi rostlinami nebo plidnimi mikroorganismy.
Koten miize téz slouzit i k vegetativnimu rozmnoZovani. Rist kofene je prevazné
pozitivn¢ gravitropicky (Vinter, 2008; Fajtova et al., 2018).

Na zakladé ptivodu se rozlisuji dva typy kotfenti — primarni kofeny a adventivni koteny.
V primarni neboli hlavni kofen se transformuje kotinek, ktery vznika pii kli¢eni semene.
Priméarni kofen bud’ brzy zanik4, anebo dal roste a nepravidelné se vétvi a vytvaii
kofenovou soustavu typu allorhizie. Tato soustava je typickd pro nahosemenné
a dvoudé€lozné rostliny. Pokud dojde Kk zaniku primarniho kofene, je kofen nahrazen
adventivnimi koteny. Kofenova soustava je tvofena stejné tlustymi a malo vétvenymi
kofeny a nazyva se homorhizie, ktera je charakteristickd pro jednodélozné rostliny

(Fajtova et al., 2018).



Kotfeny mohou, v priubéhu fylogenetického vyvoje a v disledku zvySeni intenzity
nékteré ze svych funkci, modifikovat tvar a stavbu az metamorfovat na koteny duznaté,
chudovité, pii¢epivé ¢i kontraktilni (Poleno et al., 1994).

V urcité vzdalenosti od vzrostného vrcholu kofene (apexu) ztraceji postupné
meristematické bunky svou délivou schopnost. Builkky se pak zacinaji prodluzovat
a nasledné dozréavat v trvala pletiva. Diferenciace jednotlivych pletiv probiha v rliznych
vzdalenostech od vzrostného vrcholu kotfene. Podle pfevladajiciho stadia vyvoje bun¢k
v dané casti kofene je mozno rozliSit Ctyii typy kofenovych zon — meristematicka,
elongacni, absorpni a diferenciacni. Meristematickd zona je tvofena apikdlnimi
meristémy. Dochazi zde k neustdlému déleni kmenovych buncék. V elongacni
(prodluzovaci) zoén¢ probiha intenzivni rist bunék do délky. Absorpéni a diferenciacni
zony jsou charakteristické vznikem kotfenového vlaseni, diferenciaci trvalych pletiv
a zakladanim postrannich kotentd (Vinter, 2008).

Kofenova cepicka je umisténa na Spicce kofenll a chrani apikalni meristém kofene.
Usnadniuje prinik kofene substratem pomoci slizu, ktery vyluCuje. Builky, které se
nachdzi v centralni Casti kofenové Cepicky, se nazyvaji statocyty. Tyto buiiky obsahuji
tzv. statolity, zrna presypaveého Skrobu, jsou uspotadany do pravidelnych fad a tim
vytvareji sloupek. V piipadé zmény polohy kotfene dochazi k usazovani statolitd ve
statocytech. Sedimentace vyvolava fizeny tok auxinu na spodni stranu rlstové zony
kotfene a kofen pak roste rychleji na svrchni strané a ohyba se ve sméru zemské tize
(gravitropismus) (Vinter, 2008; Fahn, 1990).

V primarni stavbé sestava koten z rhizodermis (primarni kryci pletivo), primarni kliry
(zékladni pletivo) a ze stfedniho vélce (vodivé a zpevilovaci pletivo).

Povrch kotene kryje rhizodermis. Jednd se o jednovrstvou epidermis tvofenou
nekutinizovanymi buiikami, které jsou propustné pro vodni roztoky minerdlnich latek.
V absorpéni zoné kofene vytvaii kofenové vlaSeni — absorpéni trichomy, rhiziny
(kofenové vlasky). Rhiziny zvétSuji povrch kofene a tim umoziuji pfijem vody
s mineralnimi latkami i z malych ptdnich pora (Vinter, 2008).

Primarni kira (cortex) tvofi duty valec, ktery obklopuje stfedni valec kotene. Je
slozena z exodermis, mezodermis a endodermis.

Exodermis je jednovrstevna, tvofend protazenymi bunkami a nachazi se pod
rhizodermis. V ptipadé odumfieni rhizodermis zastupuje exodermis jeji kryci funkci.

Bunééné stény exodermis zpravidla korkovati, proto zde mohou byt pfitomny i Casparyho



prouzky (tenky ramecek v bunéénych sténach, ktery je tvofeny suberinem a ligninem),
které jsou typické pro endodermis.
(amyloplasty) — sinkem.

Vnitini vrstva primarni kiiry je tvofena endodermis, kterd obklopuje stiedni vélec.
Predstavuje ochrannou bariéru proti pronikani patogenti do stiedniho valce. Endodermis
je jednovrstevna a na radidlnich sténach se vytvaii Casparyho prouzky v podobné
ramecku (Fajtova et al., 2018, Vinter, 2008).

Stiedni valec sestava z pericyklu, ktery je tvofen vrstvou parenchymatickych bunék,
a obsahuje radialni cévni svazek s pravidelné¢ se stfidajicim xylémem a floémem.
U vétsiny rostlin z pericyklu vznikaji postranni koteny (Fajtova et al., 2018).

Sekundarni stavba kofene je spjatd s druhotnym tloustnutim kotene, které probiha
u vétsiny dvoudéloznych a nahosemennych rostlin. Druhotnym tloustnutim kotene
(¢innost sekundarniho meristému — kambia) vznikaji druhotna pletiva.

Zaroven s druhotnym tloustnutim kofene vznikd felogén (perikambium), ktery
smérem vné tvofi vrstvu korku a smérem dovnitt vrstvu druhotného kryciho pletiva
(Fajtova et al., 2018).

2.1.2 Puadni mikroorganismy

Rhizosféra je vhodnym prostiedim pro vyskyt a aktivitu mikroorganismi. Kotfeny
uvoliuji velké mnozstvi organickych latek (napf. vymésky a sliz), které jsou
produkty fotosyntézy a dalSich rostlinnych metabolickych drah. Tyto organické latky
slouzi pro mikroorganismy jako piisun Zivin a mohou vébit riizné druhy pidnich
mikroorganismii do oblasti rhizosféry a rostlina s nimi mize navazat symbioticky vztah
(Nannipieri et al., 2007). Rhizosféra je tedy prostfedi s vysokou mikrobialni diverzitou.
Nejvétsi podil mikroorganismi, které obyvaji rhizosféru, jsou houby a bakterie.

Obecné mikroorganismy slouzi jako prostfednik mezi rostlinou, kterd vyzaduje
mineralni latky rozpusténé ve vode, a pudou, ktera tyto potfebné latky obsahuje (Malik
& Grohmann, 2012).
2.1.2.1 Mykorhiza
Nejbeznéjsim vzajemnym spojenim mezi houbami a koteny rostlin je mykorhiza. V této
symbidze houba poskytuje rostlin€ vyssi dostupnost Kk vod¢ a zivinam, a to diky rozsitené
absorp¢ni ploSe, kterou zajist'uji sit€¢ hyf. Houby jsou schopny tvorby enzym podilejicich

se na hydrolyze sloucenin dusiku a fosforu z ptidni organické hmoty a pfispivaji ke



zvétravani minerald. Dale pak houby jsou schopny zmirnit abioticky (napi. koncentrace
tézkych kovll) a bioticky (napf. pidni patogeny) stres. Pro optimalni riist a vyvoj hub
poskytuje rostlina houbam sacharidy. Odhaduje se, ze 4-20 % sacharidi ziskanych
fotosyntézou muze byt transportovano z rostliny na jejiho symbiotického partnera (Malik
& Grohmann, 2012).

Nejbéznéjsimi typy mykorhiznich asociaci jsou ektomykorhiza a endomykorhiza
(Malik & Grohmann, 2012).

Ektomykorhizni houby tvoii asociace s mnoha dievinami od ket az po lesni stromy
a stromy destnych pralesi. Mycelium ektomykorhiznich hub tvofi rizné tlusty plast
okolo tenkych kotfinki. Plast’ zvétSuje povrch absorpcnich kotfenti a ¢asto zasahuje do
morfologie jemnych kofinki, coz ma za nasledek bifurkaci nebo naopak shlukovéni
kotinktli. Vldkna hyf vycnivajici z plasté mohou téz zasahovat do pidy, kde se shlukuji za
vzniku tzv. rhizomorfu, které zajist'uji specializovany transport na dlouhé vzdalenosti pro
ziviny a vodu. Ektomykorhizni houby také pronikaji mezi bunky kofenli a vytvaieji
sitovitou strukturu, tzv. Hartigovu sit’. Tato struktura pak tvofi rozhrani pro vyménu
fotoasimilati a padniho roztoku mezi rostlinou a houbou (Agerer, 1991).

Endomykorhiza se vyskytuje u vétsiny bylin, travnatych druht rostlin mirného pasma
a stromu tropickych a subtropickych lesii. Pf1 endomykorhize pronikaji houby z oddéleni
Glomeromycota pomoci houbovych vlaken hyft dovnitt do kofent rostlin, kde se hyfy
déli do stromovitého utvaru, tzv. arbuskulu (arbuskularni mykorhiza), anebo do
ledvinkovitého ttvaru, tzv. vesikulu (Van der Heijden, 2001).
2.1.2.2 Pudni bakterie

Rhizosféra je kolonizovdna bakteriemi, které mohou samostatné, anebo ve spolupraci
s mykorhiznimi houbami, podporovat rist a vyvoj rostliny. Bakterie v rhizosféie
nepfetrzit¢ metabolizuji organické latky a zdsadné tak ovliviiuji zasobovani rostlin
zivinami. Rozmanitost a struktura bakteridlnich spoleCenstev je pro kazdou rostlinu
specificka (Malik & Grohmann, 2012).

Pudni bakterie mohou mit na rostlinu jak pozitivni, tak negativni udinek. Skodlivé
rostlinné patogeny mohou napadat kofenovy systém, ochuzovat rostlinu o potfebné ziviny
a omezovat ¢innost symbiotickych bakterii. PGPR bakterie (z anglického Plant Growth —
Promoting Rhizobacteria; v ceském ptekladu bakterie kolonizujici kofeny) naopak
stimuluji rostlinu k ristu, zasobuji ji slou¢eninami, které syntetizuji nebo usnadiuji jejich

ptijem z prostiedi (napf. fixace dusiku), hraji velkou roli pfi komunikaci mezi rostlinou



a mikroorganismy v rhizosféie (Hrynkiewicz & Baum, 2012; Zhang et al., 2014).
Nejvyznamnéjs$imi rody pudnich bakterii jsou rody Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium,
Azotobacter a Azospirillum (Zhang et al., 2014).

PGPR bakterie maji praktické vyuziti v zeméd¢€lstvi. Vyuzivaji se napi. jako
biokontrola rostlinnych onemocnéni nebo jsou soucasti biohnojiv. Dalsi vyuziti nasly
bakterie pii fytoremediaci. Jedna se o technologické postupy, které vyuzivaji rostliny
a jejich symbiotické mikroorganismy pro schopnost absorpce, schopnost metabolizovat
organické kontaminujici slouceniny a sekvestrovat té¢zké kovy Vramci eliminace
Skodlivych a znecist'ujicich latek z zivotniho prostiedi (van Dam & Bouwmeester, 2016).

2.2 Fixace dusiku

Biologicka fixace dusiku je pfeména atmosférick¢ho N2 na NHs. Tento proces se
vyskytuje u vétsiny uzitkovych rostlin, pfedevsim u luskovin v zeméd¢€lskych systémech.
Symbiotickou fixaci dusiku mohou zajistit bakterie a archebakterie, eukaryota pak
nikoliv. Z bakterii se na fixaci dusiku podileji PGPR bakterie jako Azospirillum, které
podporuji rist rostliny a fixaci dusiku u pSenice, kukufice a ryze, Rhizobium fixujici dusik
pro luskoviny, Anabaena azollae v sybidze s Azolla kapradinami pii fixaci dusiku
v zemé&d¢lstvi pii péstovani ryze (Mus et al., 2016).

Nejvice vyvinutou formou asociace mezi rostlinou a PGPR je endosymbidza. Tento
typ symbidzy je typicky predev§im pro luskoviny a bakterialni rod Rhizobium (Obr. 1).
Luskoviny vyluéuji svym kofenovym systémem smés fenolickych latek, ptrevazné
flavonoidy a isoflavonoidy, které Rhizobium pfijima jako signal, vaze se na regulator
transkripce NodD a aktivuje bakterialni nodulaéni geny. Tyto geny jsou zodpovédné za
produkci lipochitoologosacharidi nazyvané jako Nod faktory. Nod faktory z rtiznych
Rhizobii sdileji stejnou chitinovou N-acetylglukosaminovou oligosacharidovou kostru
s acylovym fetézcem mastné kyseliny na neredukujicim konci. Vnimani signalu Nod
faktoru luskovinou je zprostiedkovano LysM doménovymi receptorovymi kinasami. Nod
faktory spoustéji déleni rostlinnych bun¢k a tvorbu meristému, Rhizobium vstoupi do
kofene pomoci endocytdzy, kde se V rostlinné organele symbiozomu diferencuje na
bakterioidy fixujici dusik za vzniku nody (Long, 1996; Mus et al., 2016).

Nékter¢ rostliny tvoii kratké proteiny podobné defensinu, kterymi mohou fidit chovani
bakterialniho symbionta. Napt. luskoviny produkuji stovky malych peptidii bohatych na

cystein, které jsou specifické pro nody. Tyto peptidy narusuji bunéény cyklus, coz vede



k endoreduplikaci rostlinného i bakterialniho genomu, naruSeni stability membrany,
zméné genové exprese a podpote diferenciace druht Rhizobia (Mardéti et al., 2015).
Podstatou symbiozy mezi rostlinami a bakteriemi vazajici dusik je vymeéna Zivin mezi
ob&ma partnery. Za fixaci dusiku zprostiedkovanou bakteriemi poskytuje rostlina bakterii
zdroj uhliku a dalsi klicové ziviny. Oba organismy piizptisobuji své metabolické drahy

tak, aby vzdy vyhovély potfebam druhého symbiotického organismu (Mus et al., 2016).

Bakteridlni burika

GS/GOGAT

@
0
=z
&
oo mBd

aminokyselinyg -——---. D Co

sC------»
Mo}~ -
nif fix cytbd — DD —
nodA nodB nodC l nod nol noe
NH, A
¢ '3 NOD Proteiny \
amtB DctA l o
|m -
NH,* «— NH
) ’ i Tkt Flavonoidy
amtB I '\
[ Malat L
AR
Glu OAA
k0 T I~ 1
co, Cytokinin
o= l REE Biosyntéza
Dusikaté slouceniny 1 T flavonoidd
l — -
Rist rostliny 1
Sacharosa symbiotické geny

Rostlinna burika

Obr. 1: Schematicka reprezentace symbiozy mezi bakterii fixujici dusik a nodulujici rostlinnou
bunkou pfi fixaci dusiku. Pfevzato a upraveno z Mus et al., 2016.



2.3 Korenové vymésky

Kofenové vymésky, neboli exudaty, jsou latky vyméSované kofenovym systémem
rostliny do pidniho prostfedi. Jedna se o smés primarnich a sekundarnich metabolitt,
které jsou pro kazdy druh rostliny specifické. Ve svém slozeni obsahuji organické latky
s nizkou molekulovou hmotnosti, jako jsou sacharidy (napt. glukosa, sacharosa),
aminokyseliny (napf. glycin, glutamat) a organické kyseliny (napf. citrat, malat, oxalat),
mastné kyseliny, steroly, ristové faktory a vitaminy (van Dam & Bouwmeester, 2016;
Nannipieri et al., 2007).

Kofenové vymesky jsou také definovany jako difuzni slouceniny, které se pasivné
ztraceji kofenem. Rychlost ztraty jednotlivych komponent kofenovych vyméska zavisi
na tfech kritickych faktorech, a to na koncentracnim gradientu, propustnosti plazmatické
membrany a umisténi rozpusténych latek v kofenové tkani (Jones et al., 2009). Mnozstvi
a typ kofenovych vyméskl jsou ovlivnény genotypem rostliny, fazi rustu rostliny
a podminkami prostfedi, napf. druh pidy, vlhkost pidy, dostupnost zivin, toxicita.
Vymésky jsou téz znaéné ovlivnény mikroorganismy Zzijicimi v rhizosféfe (Nannipieri
et al., 2007).

Kotenové vymésky plni fadu funkci. Mezi ty hlavni patii chemicka komunikace mezi
koteny a rhizosférou rostliny, komunikace mezi kofenovymi systémy vice rostlin, dale
slouzi k véabeni symbiotickych mikroorganismti (ptikladem mohou byt rody
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Azotobacter a Azospirillum), nebo naopak
k odpuzovani patogennich mikroorganismii a ochrana pfed toxickymi latkami a t€Zkymi
kovy. Slozky kofenovych vyméskt taktéz slouzi jako zdroj uhliku pro ptdni
mikroorganismy a také se tiastni metabolismu pro rostlinu diilezitych prvki jako je dusik

¢i fosfor (van Dam & Bouwmeester, 2016; Beleggia et al. 2021).

2.4 Funkce a chemické sloZeni korenovych vymésku

2.4.1 Ekologicka funkce korenovych vyméskii

Vylucovani kotenovych vyméskli mé pro rostlinu jak pozitivni, tak negativni Gcinek.
V ramci pozitivnich U¢inkli se jednd o odpuzovani patogent a vabeni parazitl, ktefi
mohou odpudit a zahubit patogeny v rhizosféte rostliny. V piipadé negativnich ucinki se
jedna o antibiotické¢ UcCinky kofenovych vymeéskt na symbiotické mikroorganismy,
inhibice mikrobidlnich signdlti a aleopatie. Aleopatie je negativni plisobeni vyméskl
jedné rostliny na rostlinu druhou, coz miize vést naptiklad ke zpomaleni ristu poskozené

rostliny (van Dam & Bouwmeester, 2016) (Obr. 2).



Obr. 2: Chemicka komunikace rostliny s jinymi organismy v rhizosféte. (A) Rostliny vylucuji
fenolické latky k inhibici kli¢eni nebo ristu jinych rostlin (aleopatie); (B) larvy hmyzu
atrahované t¢kavymi latkami produkované kotfenem; (C) kolonizace rhizosférickymi
bakteriemi a tvorba kofenovych nodii vyvolana vymésky; (D) vymésky indukuji lihnuti
had’atek a atrahuji juvenilni had’atka smérem ke kofeni; (E) kofenova Cepicka je mistem
nejaktivnéjsi exsudace; (F) strigolaktony v kofenovych vymeéscich indukuji vétveni hyf
u arbuskularnich mykorhiznich hub; (G) kliceni parazitickych rostlin je vyvolano
strigolaktony ve vymeéscich jejich hostitele. Pfevzato z van Dam & Bouwmeester, 2016.

Vymésky hraji ochrannou roli pfi kontaminaci rhizosféry toxickymi latkami a tézkymi
kovy. Pfi zne€isténi pudy tézkymi kovy, jako jsou kadmium, olovo, rtut’, chrom ¢i arsen,
mohou nékteré rostliny aktivné ¢&i pasivné ménit sekreci protonu vodiku H*. Tyto
kotfenem vyvolané zmény pH rhizosféry mohou ovlivnit dostupnost a piijem mineralnich
latek kotenem. Poklesem pH se zvySuje rozpustnost a aktivita téZkych kovil, coz
usnadnuje vstup Kationtu kovu do rostliny jejim kofenovym systémem. Aby byl vstup
kationtd kovii a toxickych latek do kofene rostlin pfi kontaminaci pidy minimalni,
kotfenové vymesky atrahuji mikroorganismy, které jsou schopny tyto latky metabolizovat
a eliminovat jejich pfitomnost v rhizosféie (Dong et al., 2007).

Kofenové vymeésky jsou dulezitym zdrojem esencidlnich prvki pro symbiotické
mikroorganismy. 5 % aZz 21 % uhliku z celkového obsahu uhliku v kofenovych
vymeéScich je fixovano fotosyntézou, dalSich 15 % az 25 % uhliku je vymésky fixovano

z thizosféry. Uhlik se uplatiiuje pii syntéze uhlikového skeletu vSech vyznamnych
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prvkem pro rist rostliny je dusik, ktery je rostlinou piijiman ve formé¢ dusi¢nanu NOgz'".
Dusi¢nany jsou metabolizovany nitratreduktasou (EC 1.7.1.1.) a dusitany NO2", ty jsou
dale pfeménovany nitritreduktasou (EC 1.7.1.4) na amonné kationty NH4". V této findlni
podobe¢ je dusik zaclenovan do aminokyselin, proteind, nukleovych kyselin a chlorofylu.
Dusik se rovnéz uplatiiuje v piipadé zvysené koncentrace oxidu uhli¢itého, kdy koriguje
spravny rast a vyvoj kofent (Li et al., 2018). Zasadni roli v metabolismu rostlin hraje
fosfor. Fosfor je rostlinou pfijiman ve formé (ortho)fosfore¢nanu a do organickych
sloucenin se zabudovava pomoci fosforylace. Je nepostradatelnou strukturni slozkou

nukleovych kyselin, koenzym, nukleotidd, fosfoproteinti atd. (Jin et al., 2015).
2.4.2 Chemické slozeni

Kofenové vymesky jsou slozeny z vysokomolekularnich, ve vodé nerozpustnych latek,
a Z nizkomolekularnich, ve vodé¢ rozpustnych latek. Vysokomolekularni latky zahrnuji
bunécné stény, odumfielé bunééné komponenty, kotfenové zbytky a sliz. VyméSovanymi
nizkomolekularnimi latkami jsou aminokyseliny, organické kyseliny, sacharidy,
fenolické latky, hormony a vitaminy. Dominantni slozky kofenovych vyméski tvori
piedevsim sacharidy (napf. glukosa, fruktosa, sacharosa), organické kyseliny (napf.
kyselina citronova, jantarova, vinna) a aminokyseliny (napf. serin, glycin, lysin,)
(Vranova et al., 2010).
24.2.1 Organické kyseliny
Nizkomolekularni organické kyseliny hraji klicovou roli v mnoha ptdnich procesech.
V pudé vznikaji pfi degradaci organického materidlu, napt. rozkladem odumfelych
kotfenli houbami ¢i bakteriemi. Organické kyseliny jsou rovnéz soucasti vymésk, které
jsou uvoliovany houbami a kofenovym systémem rostlin. Koncentrace organickych
kyselin v piidnim roztoku se typicky pohybuje vrozmezi od 1 pmol-dm®do 50
umol -dm™. Ve srovnani s koncentracemi rozpusténych anorganickych latek v piidnim
roztoku, jako je NO*, CI', K*, Na*, Ca?" a Mg?*, jsou koncentrace organickych kyselin
vyznamné niz8i. Nejb&Znéji se vyskytujicimi organickymi alifatickymi kyselinami ve
vymeScich jsou kyselina mravenéi, octova, jablecnd, mlécnd, citronovd, jantarova
a fumarova (Jones et al., 2003; Van Hees et al., 1999).

Kyseliny se tucastni riznych procesu probihajicich v rhizosféte, jako je atrahovani
mikroorganismu, mineralni zvétravani, odstranéni kovt z pudy, solubilizace a mobilizace

zivin rostlinami a mikroorganismy (napf. pfi solubilizaci Zivin jako je fosfor se uplatiiuji
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oxalat a citrat) a chrani koten pted negativnimi ucinky enviromentalniho stresu. Obecné
plati, ze pokles pH ptidy zlepSuje dostupnost zivin do kotfentl rostlin. Snizeni pH pudy je

IV v

zapfi¢inéno bud’ uvoliiovanim protonu vodiku H* organickou kyselinou, nebo pomoci
H*-ATPas (EC 7.1.2.1) (Liang et al. 2020; Jones et al., 2003).

Organické kyseliny v Sirokém rozsahu pidnich podminek jsou typicky zaporné nabité
anionty schopné siln€ reagovat s kovovymi ionty jak v pidnim roztoku, tak v pevné fazi.
Jsou proto dilezitymi slozkami plidy pro rozpousténi kovill z nerozpustnych mineralnich
fazi v piidé. Mohou zvysit desorpci tézkych kovl a kovl vzacnych zemin z pidy
a nasledné zvysit koncentraci téchto kovll v pudnim roztoku (Han et al. 2006). Naptiklad
kyselina S$tavelova, jantarova a citronova podporuji desorpci manganu, Kyselina
maleinova zinku, nebo kyselina jable¢na desorpci Zeleza a manganu (Liang et al. 2020).
Zvyseni rozpustnosti kovll v pidach kyselinami a naslednou absorpci kovu rostlinou se
ptipisuje pfedevsim chelata¢nim vlastnostem organickych kyselin (Han et al. 2006).
2.4.2.2 Sacharidy
Sacharidy, stejné jako organické kyseliny a aminokyseliny, se zafazuji do
nizkomolekularnich primarnich metabolitt, které tvoii dulezitou souéast kofenovych
vymeésku (Gargallo-Garriga et al., 2018). Sacharidy zde plni funkci vyznamného zdroje
energie pro metabolické procesy a piidni organismy, poskytuji uhlikovy material pro jiné
organické latky a mikroorganismy, udrzuji stabilni osmoticky tlak (pfedevsim sacharosa,
maltosa a glukosa), maji zasobni funkci a jsou stavebnim kamenem vsech bunék a pletiv
(Novacek, 2008; Fan et al.,, 2011). V piipadé mirného sucha rostliny vymeésuji
polysacharidy s vétsim mnozstvim slizu pro usnadnéni pohybu kofend suchou ptadou.
Sacharidy jsou typickymi semipolarnimi metabolity, které se bézné vyskytuji
Vv rostoucich rostlinnych tkanich, jako jsou kofeny rostlin (Gargallo-Garriga et al., 2018).

2.4.2.3 Fenolické latky

Hrach sety se béhem poslednich desetileti stal stiedem z4jmu pro vyzkum profilu
fenolickych latek. V literatufe bylo popsano celkem 115 strukturné odlisnych fenolickych
sloucenin, pfiC¢emz vétSinu tvoti glykosylované flavonoly, patfici do skupiny flavonoidd,
spolu s jejich biosynteticky pfibuznymi protéjsky, naptiklad flavony, flavanoly,
flavanony, antokyany, pterolarpanoidy a isoflavonoidy (Fahim et al., 2019).

Fenolické latky jsou organické slouceniny obsahujici jeden nebo vice aromatickych
kruhti. Kazdy aromaticky kruh nese jeden nebo vice hydroxylovych substituenti (véetné

jejich funkénich derivath jako jsou estery, methylestery, glykosidy atd.) ¢i skupin, které
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maji vliv na polaritu fenolickych latek a na jejich rozpustnost ve vodé (Bilkova et al.,
2018). Pritomnost molekuly fenolu proptjcuje fenolickym latkdm alkoholovou povahu,
jsou kategorizovany jako tercidlni alkoholy. VSechny fenolické latky jsou v podstaté
polycyklické molekuly, které méni své zakladni vlastnosti vlivem substituce (Husain
& Gupta, 2015).

Rostlinné fenolické slouceniny jsou biosyntetizované Sikimatovou cestou nebo
polyacetatovou ¢i smésnou (Sikimat-polyacetat) drahou. Tvofi tak derivaty Sikimatu,
pentofosfatu a derivaty fenylpropanoidnich drah, proto jsou fenolické slouceniny
oznacovany jako sekundarni metabolity (Bilkova et al., 2018). Ve vodé rozpustné
fenolické latky jsou koncentrované v bunéénych vakuoladch, zatimco nerozpustné
fenolické latky se nachazeji v bunécnych sténach, kde maji schopnost tvofit komplex
s proteiny. Fenolové kyseliny jsou univerzalni v distribuci, napt. mohou byt spojeny
s ligninem (Husain & Gupta, 2015).

Tyto slouceniny selektivné stimuluji rast rhizosferické ptidni mikrofléry generovanim
redoxnich reakci v pid¢ a tim 1 méni sloZzeni mikrobidlnich spolecenstev. Ptispivaji
k humifikaci organickych latek, k jejich mineralizaci az na jednoduché anorganické latky
(jako je ptedevsim fosfor a dusik), stejn¢ jako organické kyseliny chelatuji kovy a zlepsuji
poréznost ptidy, coz vede ke zvySeni mobility a biologické dostupnosti esencialnich prvka
jako je hot¢ik, draslik, vapnik, zinek, méd’, mangan apod. (Ray et al., 2018). Fenolické
latky jsou dulezité pro rast rostlin, uplatiiuji se pfi jejich rozmnozovani a také maji vliv
na ochranu proti patogeniim. Rovnéz jejich antioxida¢ni a antimikrobialni aktivita ma na
rostlinu prospésné ucinky. Vzhledem k sirokému zastoupeni v rostlinach jsou i soucasti
lidské stravy (Husain & Gupta, 2015; Bilkova et al., 2018). Jejich ptijem je spojovan se
snizenim Cetnosti vyskytu rakoviny, Alzheimerovy choroby ¢i kardiovaskularnich
(Rahman., 2014).

Fenolické latky se podle chemické struktury déli na fenolové kyseliny, flavonoidy,
lignany, taniny a stilbeny. Mezi fenolové kyseliny se fadi derivaty kyseliny benzoové
(kyselina salicylova, p-hydroxybenzoova, vanillova, syringova, protokatchova, gallova,
gentisova a veratrova), derivaty kyseliny skoficové (kyselina 0-kumarova, m-kumarova,
p-kumarova, ferulova, sinapova, kavova), kyselina chlorogenova a kyselina
rozmarynova. Nejhojnéji zastoupenymi latkami sekundarnich metaboliti jsou
flavonoidy. Typickymi zastupci flavonoidi jsou anthokyany, flavonoly, flavanovy,

flavony aisoflavony. Taniny se mohou ve vyméScich a kofenech vyskytovat jak

12



v hydrolyzované, tak v kondenzované formé. Nejhojnéji se vyskytujicim zastupcem
stilbenu ve vyméscich je resveratrol (Pandey & Rizvi, 2009).

Flavonoidy jsou fenylpropanoidy, kter¢é se vyznacCuji antioxidacnimi
a antimikrobialnimi uc¢inky. V kofeni a kofenovych vymeéScich zastavaji 1 funkci
enzymovych regulatord a signalnich molekul pro mikroorganismy (Wasson et al., 2009).
Napt. apigenin a lutein jsou signalnimi molekulami pro PGPR bakterie fixujici dusik
v kofenech luskovin (Buchanan et al., 2000).

Flavonoidy reguluji polarni transport a odbouravani auxinu, proto mohou byt
vyuzivany jako vyvojové regulatory, které fidi organogenezi prostfednictvim u¢inkd na
transport a lokalizaci auxinu. Flavonoidy se specificky hromadi v diferencia¢ni zoné
kotene a v oblasti kotfenového vlaseni, napt. v postrannich kotfenech ¢i nodech. Snizené
koncentrace flavonoidi mohou negativné ovlivnit gravitropismus, mohou zpusobit
zauzleni kofene, omezit vyvoj postrannich kofend a zptsobit vyvojové vady rostliny
(Wasson et al., 2009).

Flavonoidy produkované v prytu se UCastni interakce mezi rostlinou a zivodichy.
Propujéuji kvétim a ovoci barevnost, které K rostling atrahuji hmyz. Konkrétné se jedna
0 anthokyany, jako pelargonidiny (oranzova, rizova a ¢ervena barva), kyanidiny (fialova
a karminova barva) a delfidininy (modra a svétle fialova barva). Flavonoidy téz poskytuji
rostling€ ochranu pfed UV zafenim. Tato ochranna role je pfipisovana piedevsim flavonolu

kaempferolu (Buchanan et al., 2000).

2.5 Analyza slozek korenovych vyméski

2.5.1 Analytické metody studia chemického sloZeni korenovych

vim&ki

Mezi nejbéznéji analyzované slozky kofenovych vyméesk se fadi organické kyseliny. Pro
separaci kyselin se pfevazné vyuziva kapalinova chromatografie (Barbas et al., 1999).
Iontové-vyménna chromatografie (IEC, lon-exchange chromatography) je typem
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Vyuziva se k separaci Siroké skaly
organickych kyselin a umoznuje vysoce selektivni analyzu vzorkli o velmi malych
koncentracich. Vyuziva vysoce stabilni stacionarni fazi, ktera velmi dobte snasi kysela
a bazicka rozpoustédla (Baziramakenga et al., 1994). Dalsi mozné techniky pro separaci
kyselin jsou kapilarni elektroforéza a plynova chromatografie. Kapilarni elektroforéza
(CE, capillary electrophoresis) je metoda, ktera poskytuje kvalitni separaci organickych

kyselin v relativné kratkém Case, bez ¢asové naro¢nych piiprav a slozitého fedéni vzorka
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(Barbas et al., 1999). Princip kapilarni elektroforézy je popsan v kapitole 2.3.2. Plynova
chromatografie (GC, gas chromatography) vyzaduje pied provedenim extrakci vzorku,
ktery je nasledné davkovan do proudu plynu, ktery unasi vzorek kolonou. Rovnéz je pied
analyzou potieba provést derivatizaci vzorku, coz mize ptipadné zkomplikovat jeho
ptipravu. Ve spojeni s hmotnostni spektrometrii GC-MS poskytuje jednu z nejlepsich
moznych separaci kyselin a jasné rozliSeni pikii v chromatogramu. IEC poskytuje
v porovnani s GC-MS lepsi kvalitativni reprodukovatelnost (Barbas et al., 1999;
Klouda, 2016).

Dalsimi analyzovanymi slouc¢eninami vymeésku jsou fenolické latky. Pro jejich
analyzu se nejcastéji vyuziva HPLC, ktera se v tomto piipadé provadi v rezimu reverzni
faze na kolonach ze silikagelu, jehoZz povrch je chemicky modifikovan, viz kapitola
2.3.3.1. Vykonnost metody HPLC je zvys$ena systémem UHPLC (z anglického Ultra-high
performance liquid chromatography), kdy je zkracen Cas analyzy a rozliSeni a citlivost
analyzy jsou vyssi. To je dano pouzitim ¢astic o pruméru mensim nez 2 um. Struktura
fenolickych latek umoziuje detekci v UV oblasti. Prvni detekéni maximum je v rozsahu
240-285 nm, druhé vrozsahu 300-550 nm. Dalsi vhodnou metodou ke stanoveni
fenolickych latek je LC-MS (z anglického Liquid chromatography—mass spectrometry)
aplynova chromatografie, ktera se vyznacuje vysokou citlivosti detekce pro téméert
vSechny tékavé 1 net€kavé fenolické latky. Pro separaci a soucasné ur€eni struktury
fenolickych latek je vhodnd metoda kapalinové chromatografie spojené s nuklearni
magnetickou rezonanci (LC-NMR, Liquid Chromatography Nuclear Magnetic
Resonance) (Liu et al., 2008).

Hojné zastoupenymi a analyzovanymi komponenty kofenovych vyméska jsou
sacharidy. Nejucinnéjsi metodou pro analyzu sacharidi je HPLC (Magwaza & Opara,
2015).

2.5.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Elektroforéza se fadi mezi elektromigra¢ni metody. Jeji princip je zaloZen na migraci
nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém poli, které se tvofi mezi elektrodami
vkladanim konstantniho stejnosmérného napéti. Zakladni charakteristikou je
elektroforeticka pohyblivost — rychlost pohybu nabité castice v elektrickém poli
0 jednotkové intenzité. Pokud jsou na pocatku separace castice v jednom miste,

v prib¢hu separace se dostavaji dopiedu Castice nabité, které maji vétsi pohyblivost,
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a opozd’uji se castice S mensi pohyblivosti, ¢imz dochazi k jejich oddé€leni (Klouda,
2016).

Kapilarni elektroforéza (Obr. 3) probiha v tenké (vnitini primér 50 nebo 75 um)
kfemenné kapilaie naplnéné zakladnim elektrolytem. Konce kapilary jsou ponoieny do
nadob s elektrolytem. Nadoby jsou vyrobeny zinertniho materialu, nejcastéji
polypropylenové mikrozkumavky, elektrody jsou téz sestrojeny z inertniho materialu
platiny. Mezi elektrodami je aplikovano napéti v rozsahu 10 — 30 KV. V prib¢hu analyzy
je sledovana absorpce UV v kapilafte pomoci fotometrického zafizeni. Vyslednym
zaznamem analyzy je elektroferogram, ktery popisuje zavislost odezvy detektoru na Case.
Poloha piku v elektroferogramu pak urcuje kvalitu, plocha pikti kvantitu (Klouda, 2016).

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE, capillary zone electrophoresis) se uziva
K separaci anorganickych iontd (Cl, NOs,, SOs, POs* atd.), nabitych a nenabitych
molekul, jako napf. ionty organickych kyselin ¢i peptidy a proteiny, které se vyskytuji ve
form¢ zwiteriontd. CZE se provadi za pouziti homogennich pufrG a homogenniho
elektrického pole. Pribéh separace zavisi, kromé jiz zminéné pohyblivosti ¢astic, na tom,
Ze separované Castice nesmi interagovat s kapilarni sténou. Pro potlaceni téchto interakci
se mohou vyuzivat anorganické soli, organickéd rozpoustédla a aminy. VyuZivaji se téz
kapilary potazené vrstvou kiemene. Pro zvySeni stability se provadi derivatizace tohoto
povlaku alkyly (Pingoud et al., 2002). Stény kiemennych kapilar silanolové skupiny,
které v pritomnosti vys$Siho pH disociuji. Tim se vytvaii zdporny naboj na sténé, ke které
jsou pfitahovany kovové ionty zékladniho elektrolytu a dojde ke vzniku elektrické
dvojvrstvy. Pii1 zavedeni napéti tyto kationty, které jsou blize sttedu, migruji ke katodé,
pohyb kationtli H+ s asociovanymi molekulami vody vyvola tzv. elektroosmoticky tok
roztoku k detektoru, ktery se nachazi za katodou. Sila toku je tak vysoka, ze unasi ke
katodé i anionty. Rychlost elektroneutralnich ¢astic je rovna rychlosti elektroosmotického

toku (Klouda, 2016).
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Obr. 3: Schama uspotadani piistroje pro kapilarni elektroforézu. Pfevzato a upraveno z
https://www.princetechnologies.com.

2.5.3 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je jednou z nejdutlezitéjsich separacnich technik v biochemii, ktera byla
objevena italsko-ruskym védcem Michailem Cvétem. Chromatograficka separace smési
latek probiha za rozpusténi dané smési v kapaling, tzv. mobilni fazi, a nasledné perkolace
pies kolonu obsahujici porézni pevnou matrici, tzv. stacionarni fazi. Rozpusténé latky
protékaji kolonou, kde interaguji se staciondrni fazi a zpomaluji se. Velikost zpomaleni
zavisi na vlastnostech kazdé rozpusténé latky (Voet et al., 2016).

2.5.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie HPLC je typem kapalinové chromatografie
s klasickym kolonovym provedenim (Voet et al., 2016). Zatfizeni obsahuje cerpadlo,
sméSovaci zafizeni, davkovaci zafizeni, termostat, kolony a detektor. Kapalina je do
kolony ¢erpana pistovymi ¢i membranovymi ¢erpadly, které dosahuji pritoku v rozsahu
ul az desitek ml za minutu. Material cerpadla nesmi do mobilni faze uvoliovat zadné
latky, proto jsou Cerpadla zhotovena z odolnych materiald jako napf. nerezova ocel,
keramika, plast. SméSovaci zafizeni miuZze ponechat stalé slozeni mobilni faze
(izokraticka eluce), nebo ho béhem separace ménit (gradientova eluce). SméSovaci
zafizeni lze naprogramovat tak, aby za vyuziti zdsobnikl rliznych kapalin pfipravil smés

kapalin o stalém slozeni, anebo fidil zmény ve sloZeni vysledné mobilni faze v procesu
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separace. Vzorek se zachyti v hlavé kolony, eluent postupuje kolonou dale. Vyménou za
silngj§i eluent dojde k eluci analytG (Klouda, 2016). Uzivany napliovy material
V kolonach musi byt vysoce odolny vici tlaku. Uzivaji se tuhé, prevazné kulovité, ¢astice
S poréznim povrchem. Tyto ¢astice jsou slozeny z SiO», ptipadné z Al2O3 (tzv. normalni
faze). Pro zvySeni G€innosti a zménu separacniho mechanismu mohou byt derivatizovany
alkylovymi nebo arylovymi skupinami (vznik tzv. reverzni faze). Tento proces je popsan
nasledujicimi rovnicemi:

SiOH + ROH — SiOr + H20

SiCl + RMgBr —» SiR + MgBrCl

SiOH + R3SiCl —» SiOSiR3 + HCI

R = -C4Hg (butyl-), -CgH17 (oktyl-), -C1gHs7 (oktadecyl-), -CeHs (fenyl-), -(CH2)sCN
(kyano-), -(CHz)3NH> (amino-), -(CH2)3-OCH(OH)-CH>OH (diol-)

V systému normalnich fazi je mobilni faze méné polarni nez stacionarni. Polarni
molekuly jsou vazany pevnéji na staciondrni fazi nez nepolarni, a proto jsou nepolarni
molekuly eluovany prfed polarnimi. Typickymi eluénimi médii jsou hexan,
dichlormethan, ethyl-acetat, ptipadné jejich kombinace. V piipadé reverznich fazi
funguje separani mechanismus obracené. Mobilni faze je polarné;jsi nez faze stacionarni.
Nepolarni latky se vaZou pevnéji nezZ ty polarni, a proto jsou polarni slouceniny eluovany
snadnéji nez nepolarni. UZivanymi elu¢nimi €inidly jsou v tomto piipad¢ acetonitril,
methanol, voda, pfipadné jejich kombinace (Pingoud et al., 2002). Detektory v HPLC
musi byt selektivni pro analyty a zarovenn malo citlivé pro mobilni fazi. Nejbéznéji
uzivanymi detektory jsou fotometricky, proméfuje absorbanci eluatu vychdzejiciho
z kolony, refraktometricky, méfici zmény indexu lomu, a fluorescen¢ni detektor, ktery je
zalozen na absorbci UV latkami a vysilani zafeni o vyssi vinové délce, které je zachyceno

fotonasobicem (Klouda, 2016). Schématické uspofadani HPLC je uvedeno na Obr. 4.
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Obr. 4: Schéma toku mobilni faze kapalinovym chromatografem s UV detekci. Prevzato z:
https://hpst.cz/hplc-vysokoucinna-kapalinova-chromatografie-zaklady-principy.
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2.5.3.2 Kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci

LC-MS je analytickd metoda kombinujici schopnost kapalinové chromatografie (¢i
HPLC) separovat jednotlivé latky ze smési a schopnost hmotnostni spektrometrie tyto
separované latky analyzovat. V tandemové hmotnostni spektrometrii jsou kombinovany
dve nebo vice fazi v ramci jednoho experimentu, kdy kazda faze poskytuje analyze dalsi
chromatografie rozliSuje latky podle jejich reten¢niho Casu, hmotnostni spektrometrie
izoluje hmotu (Gross, 2004).

Principem hmotnostni spektrometrie (MS) je analyza nabitych Castic. Na zakladé
poméru naboje kK poméru hmotnosti (m/z). MS tak poskytuje jak kvalitativni, tak
kvantitativni data. Vysledkem analyzy je hmotnostni spektrum graficky znazoriujici
zavislost Cetnosti iontd (intenzity signalu) na hodnoté m/z (Cibicek et al., 2014).

Zatizeni provadéjici analyzu se nazyva hmotnostni spektrometr. Sklada se ze tii ¢asti
— iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor s vyhodnocovacim zatizenim. lontovy
zdroj tvofi ionty v plynné fazi, a to ionizaci ucinkem elektrického pole, dopadem
vysokoenergetickych elektronti, ionti nebo fotond, pfipadné zvysSenou teplotou.
Nejbéznéjsi ionizacni technikou ve spojeni s LC je ionizace elektrosprejem (ESI,
ElectroSpray lonization), ktery pievadi kapalny vzorek do plynné faze za tvorby
molekularnich iontl (protonizované ¢i deprotonizované ionty). Ionizace probihd za
atmosférického tlaku, ale zbyvajici prostory hmotnostniho spektrometru jsou evakuovany
a ionty se pohybuji ve vakuu. Ve hmotnostnim analyzatoru dochazi k samotné separaci
iontd na zakladé jejich poméru m/z. Nasledné ionty dopadaji na detektor a jsou ptevedeny
na signal. PO zpracovani signdlu vyhodnocovacim zafizenim je ziskdno hmotnostni

spektrum (Cibicek et al., 2014; Friedecky & Lemr, 2012).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Aceton (Merck, Cesko)

Dihydrogen fosfore¢nan sodny dihydrat p.a. (Lach:ner, Cesko)
Dusié¢nan sodny (Lach:ner, Cesko)

Dusitan sodny (Dorapis, Cesko)

96% Ethanol (Penta Chemicals, Cesko)
Hydroxid sodny p.a. (Penta Chemicals, Cesko)
Chlorid sodny p.a. (Lach:ner, Cesko)

Chlornan sodny (SAVO dezinfekéni prostiedek, Cesko)
Kyselina citronova (Merck, Cesko)

Kyselina jantarova (Merck, Cesko)

Kyselina L-jable¢na (Merck, Cesko)

Kyselina octova p.a. (Lach:ner, Cesko)
Kyselina pyrohroznova (Merck, Cesko)
Kyselina §tavelova dihydrat (Lachema, Cesko)
Methanol LC-MS G&istota (Merck, Cesko)
Milli-Q voda

Siran sodny (Penta Chemicals, Cesko)

Vinan draselny p.a. (Lachema, Cesko)

3.1.1.1 Roztoky

250 ml 70% ethanolu

250 ml 1% NaClO

100 ml 80% aceton

Standard NOs™ o koncentraci 10 mg-ml™
Standard SO4+* o koncentraci 10 mg-ml*
Standard NO2™ o koncentraci 10 mg-ml™*
Standard CI" o koncentraci 10 mg-ml*
Standard PO4* o koncentraci 10 mg-ml*
Standard C4HsO06™ 0 koncentraci 10 mg-ml™
Standard (COO") o koncentraci 10 mg-ml™

Standard CsHsO7*" o koncentraci 10 mg-ml*
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Standard C4OsH4> o koncentraci 10 mg-ml™

Standard C4H404> o koncentraci 10 mg-ml™

Standard C3O3Hs™ o koncentraci 10 mg-ml*

Kit CE Elixir OA (MicroSolv Technology Corporation, USA)

Kyselina mravenéi o koncentraci 15 mmol-1* (pH 3)

Acetonitril LC-MS ¢istota (Merck, Cesko)

3.1.2 Pristroje a pomiicky

Analogova ultrazvukova lazeti AU-32 (ARGOLAB spol. s.r.0., Cesko)

Analyticka vaha XA 110/2X (RADWAG, Polsko)

Automatické pipety 0 objemech 20-200 ul, 100-1000 ul (Eppendorf, Némecko)
Automatické pipety o objemech 0,5-10 pl, 1-5 pl, 2-20 ul (Labnet International, USA)
Centrifugacni zkumavky o0 objemu 50 ml (VWR, USA)

Digitalni sucha lazefi s rozvodem plynu (MRC-Group, Cesko)

Filtra¢ni aparatura (filtracni kruh, filtraéni papir, stojan, svorky)

Fytotron FS-WI-WIU (Photon Systems Instruments, spol. s.r.o., Cesko)

Kolona pro kapalinovou chromatografii Acquity BEH C18 (Waters, USA)

Injekéni stifkatka BRAUN Injekt (B. Braun, Cesko) s filtrem (CHROMSERVIS, Cesko)
Kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem (LCMS-8050, Shimadzu,
Japonsko; Nexera X2 LC-30AD, Shimadzu, Japonsko)

Laboratorni sklo (banky, Erlenmeyerova banka, kadinky, nalevky, odmérné valce,
Petriho misky, tyginky,zkumavky; Simax, Cesko)

Laboratorni vaha (Kern, Némecko)

Laminarni box (Faster S.r.1., Italie)

Lyofilizator (Martin Christ, Némecko)

Oscilaéni kulovy mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)

Pipetovaci $picky (Eppendorf, Némecko)

Plastové mikrozkumavky objemu 1,5 ml a 2 ml (Eppendorf, Némecko)
Polypropylenové vialky (Macherey-Nagel, Némecko)

Rotac¢ni vakuova odparka (Heliodolph Instruments, Némecko)

Sestava kapilarni elektroforézy Agilent CE G1600AX (Agilent Technologies, USA)
Software MorphoAnalyzer (Photon Systems Instruments s.r.0., Cesko)

Stolni centrifuga BIOSAN Microspin 12 (Biosan, LotySsko)

Systém pro piipravu MilliQ vody (Millipore, USA)
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Ttepacka BIOSAN VORTEX V-1 plus (Biosan, Lotyssko)

3.1.3 Biologicky material

Pro potieby bakalatské prace byly péstovany 3 genotypy hrachu setého (Pisum sativum).
Genotypy byly diive ziskané z Australské genové banky AGG. Pouzit byl nové
propagovany material, pro zajisténi dostate¢ného mnozstvi semen:

1. Wan Dou 7209 (ptivodem z Ciny)

2. Pis 511 (puvodem z Etiopie)

3. Beseliya (piivodem z Turecka)

3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace semen hrachu setého

Semena hrachu setého byla sterilizovana roztokem 70% ethanolu po dobu 3 minut.
Nésledné probéhla 10minutova sterilizace 1% roztokem chlornanu sodného. Po ukonceni
sterilizace byla semena pétkrat dekantovana autokldvovanou vodou. Sterilizovana
semena byla nasledné nakli¢ena na Petriho miskach s filtratnim papirem. Sterilizace
semen 1 jejich nasledné kliceni probihalo ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu.

3.2.2 Péstovani a zpracovani hrachu setého

Byla zvolena 4 semena od kazdého genotypu. Byla zvolena semena s nejvétsi podobnosti
pro zajisténi uniformity. Naklicend semena byla ve skleniku zasazena do kvé&tinach
S vysevnim substratem a perlitem v poméru 1:4 (180 g této smési v jednom kvétinaci),
pfemisténa do fytotronu a péstovana za nasledujicich podminek: den/noc — 12h/12h
a 22 °C/18 °C, 70% vlhkost. Kazd¢ tii dny byly kvétinace zalévany vodou do referen¢ni
hodnoty. Referen¢ni hodnota odpovidala vaze substratu pti maximalni retenéni vodni
kapacité.

Po dvou tydnech byly sazenice vyjmuty z kvétinaci. Z kazdé sazenice byl oddélen
pryt od kofene. Kofeny byly nasledné ocistény, naskenovany kancelafskym scanerem
oproti ¢ernému pozadi a umistény do 50 ml centrifuga¢nich zkumavek. Substrat kazdého
vzorku byl promyt destilovanou vodou, pro extrakci kofenovych vyméska. Takto ziskané
vzorky byly ptevedeny do 50 ml centrifuga¢nich zkumavek a uchovany pii -20 °C pied
dal$im pouzitim.

3.2.3 Filtrace a lyofilizace ziskaného biologického materialu
Vzorky s extrahovanymi kofenovymi vyméSky byly piefiltrovany pro odstranéni
jemnych ¢astic substratu a perlitu z roztoku. Filtrace byla provedena na jednoduché stolni

aparatute. Prefiltrované vzorky byly umistény do 50 ml centrifugac¢nich zkumavek.
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Zkumavky s filtraty i zkumavky s koteny byly lyofilizovany. Lyofilizace probihala 72h
a to ve dvou fazich: 1. faze: 36h, -80 °C, 0,31 mbar; 2. faze: 36h, -80 °C, 0,01 mbar.
Lyofilizované koieny byly nasledné homogenizovany pomoci oscilaéniho kulového

mlynu po dobu 2 minut pii frekvenci 27 Hz.
3.2.4 Stanoveni obsahu fenolickych latek

3.24.1 Extrakce fenolickych latek

Fenolické latky byly stanoveny ve vzorcich kotenli. Do kazdé mikrozkumavky se
vzorkem o hmotnosti 20 + 2 mg bylo ptidano 500 pl 80% roztoku acetonu a smés byla
zvortexovana, sonikovana na ultrazvukové ldzni a zcentrifugovéna po dobu 5 min pii
12 000 g. Supernatant byl odebran. Pelet byl reextrahovan dal$imi 500 pl extrakéniho
¢inidla. Celkové byly vzorky kofent extrahovéany tiikrat. Spojené supernatanty byly
odpateny do sucha za pomoci centrifugacni vakuové odparky.

3.24.2 Analyza metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni

detekci

Odpatené vzorky byly rozpusStény ve 25 pl mobilni faze a pievedeny do vialky se
zuZzenym dnem a umistény do autosampleru kapalinového chromatografu. Analyza
vzorkll probihala soucasné se standardy a to za uziti chromatografické kolony Acquity
BEH C18 o délce 50 mm s vnitinim pramérem 2,1 mm pro velikost ¢astic 1,7 um, ktera
byla opatfena vhodnou piedkolonou. Vzorek byl do kolony davkovan o objemu 2 pl.
Pritok kolonou byl nastaven na 0,4 ml-min?. Analyzy probihaly pti 40 °C. Pro
gradientovou eluci, pro kterou byly zvoleny kyselina mravenéi o koncentraci 15 mmol-I-?
(pH 3) a acetonitril, byly zvoleny nasledujici podminky: 0 min 5% B, 0,7 min 5% B, 2
min 15% B, 4,5 min 30% B, 6 min 30% B, 7,5 min 70% B, 7,6 min 100 B, 8,2 min 5%
B, 12 min 5% B.

lonizace elektrosprejem probihala pii kapilarnim napéti 3 kV. Napéti interface 4 kV
s teplotou 300 °C, teplota heatblocku 400 °C a DL 250°C. Prutok zahtivaciho a susiciho
plynu byl 10 I'min™, pritok zmlzovaciho plynu byl nastaven na 3 ml-min™. Interni
standardizace byla provedena pomoci latek znaCenymi stabilnimi izotopy, identifikace
fenolickych latek byla provedena porovnanim retencnich ¢asi a MRM piechodl se

standardy. Jednotlivé MRM piechody standardti zaznamenava Tab. 1.
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Tab. 1: Reten¢ni ¢asy, MRM piechody standardt a kolizni energie (m/z prekurzorového iontu

> m/z produkovaného iontu).

Reten¢ni cas MRM ptechody Kolizni energie
Standard Rt (min) (8V)
e Govnm 5
y ( 4K|B A 1,92 137,00> 65,00 o3
137,00> 41,00
2-0-p-D- glukosid 298,70>137,10 12
kyseliny salicylové 2,15 298 70> 9310 38
(SaAG) ’ '
178,80>134,75 15
Kyselina kavova 2 46 178,80>134,25 25
(CA) ' 178,80>107,15 23
197,10>182,25 16
Kyselina syringova 266 197,10>123,20 24
(SyA) ' 197,10>95,10 31
163,00>149,10 10
Kyselina p-kumarova 308 163,00>93,00 31
(PCA) ' 163,00>147,10 32
Kvselina ferulové 193,10>134,25 25
ik 3,54 193,10>178,25 16
(FA)
222,70>208,30 18
Kyselina sialova 363 222,70>193,20 22
(SiA) ' 222,70>164,30 17
137,10>92,70 19
Salicylova kyselina 384 137,10>65,00 29
(SaA) ' 137,10>75,05 35
25
. 609,00>301,20
H(eljﬁ’zesr;t)'” 4,75 609,00>149.15 o
609,00>164,25
301,00>151,10 19
Morin 498 301,00> 125,05 21
(MOR) ' 301,00>149,15 26
284,60>133,20 34
Luteolin 529 284,60>151,25 26
(LUT) ' 284,60>175,25 27
271,10>49,25 25
Naringenin 5 81 271,10>151,25 19
(NGEN) ' 271,10>107,05 24
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Tab. 1: Reten¢ni ¢asy, MRM piechody standardt a kolizni energie (m/z prekurzorového iontu

> m/z produkovaného iontu) (pokracovani).

Retencni ¢as . Kolizni energie

Standard Rt (min) MRM piechody (eV) &
254,70>213,30 22
Pinocembrin 763 254,70>151,25 23
(PIN) ' 254,70>171,30 26
Kyselina p-kumarova - 169,10>124,85 15
ds 304 169,10>97,15 33
(pCA-ds, interni ' 169,10>213,30 25

standard)

Salicylova kyselina — ds 141,10>96,80 16
(SaA-da, interni 3,79 141,10>69,10 31
standard) 141,10>78,10 35

3.2.5 Stanoveni ionti organickych a anorganickych kyselin

3.2.5.1 Extrakce organickych kyselin

Organické kyseliny byly stanoveny ve vzorcich kofend a kofenovych vymeéskd.
Homogenat kotent hmotnosti o0 10 mg = 2 mg byl navazen do mikrozkumavek
aextrahovan v 1 ml MilliQ vody. Mikrozkumavky se vzorky byly sonikovany na
ultrazvukové 1azni po dobu 15 min a centrifugovany pii 12 000 g po dobu 10 min. Po
centrifugaci bylo odebrano 450 ul supernatantu. Supernatant byl prefiltrovan
stfikackovym filtrem do polypropylenové vialky. Odparek kofenovych vymésku byl
rozpustén v MilliQ vodé a zfiltrovan za vzniku roztoku o koncentraci 10 mg-ml™,
3.25.2 Identifikace ionti ve vzorcich a kalibrace

Pfed ptipravou kalibra¢nich roztokd byly nejprve identifikovany analyty pfitomné
Vv redlnych vzorcich. Ze vzorkil kotfenti a kotfenovych vyméeska byl ndhodné vybran vzdy
jeden vzorek, ktery byl opakované podroben analyze soucasné s roztokem standardu iontt
organickych a anorganickych kyselin (vypis standardt v kapitole 3.1.1.1.) o koncentraci
0,1 mg-ml™? (50 pl roztoku standard o koncentraci 1 mg-ml* bylo natedéno 450 pl
MilliQ vodou do vialky na objem 500 pl). Systém kapilarni elektroforézy umoziuje
snadné soucasné davkovani vice vzorkili najednou, timto zplsobem byly vzorky
obohaceny o definované mnozstvi standardu a byla provedena identifikace na zakladé
shody migracnich Casii a nartstu plochy pikd. Z aniontl organickych kyselin byla
potvrzena ptitomnost citratu, malatu a vinanu, z anorganickych ionti CI, NOsz/, PO

a SO4%.
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Na zéklad¢ ziskanych tdaji o pritomnosti iontti byla sestrojena kalibrace pro ionty
organickych kyselin a kalibrace pro ionty anorganickych kyselin.
3.2.5.3 Podminky analyzy metodou kapilarni elektroforézy
Pro kalibraci a nasledné analyzy vzorkt byla zvolena kiemenna kapilara. Celkova délka
kapilary s vnitinim primérem 75 um byla 80,5 cm, efektivni délka kapilary byla 72 cm.
Pted zahajenim analyz byla vzdy kapilara proplachnuta roztokem hydroxidu sodného
o koncentraci 1 mol-1* (10 min) a nasledné MilliQ vodou (10 min).

Zakladni elektrolyt i roztok iniciatoru byly soucasti kitu CE Elixir OA pH 5,4.
Zakladni elektrolyt byl po kazdé probehnuté analyze vylit do odpadu a byl doplnén za
novy. Roztok inicidtoru byl v ptipad€ potieby v priitbéhu analyz pouze dopliiovan. Injekce
zakladniho elektrolytu a iniciatoru byla provedena hydrodynamicky aplikaci tlaku
50 mbar pii délce nastiiku 10 s. Tyto parametry nastfiku byly identické pro nastiik
vzorka.

Pro detekci vSech iontl byla zvolena detekéni vinova délka 250 nm a referenéni vinova
délka 214 nm. Analyza probihala pii -30 kV (rampa -1kV-s™).

3.2.6 Obrazova analyza korenového systému

Snimky scanovanych kotenli byly podrobeny obrazové analyze. K tomu byl pouzit
software MorphoAnalyzer vyvinuty firmou Photon Systems Instruments s.r.o. (Cesko)
dodavany pro uzivatele instrumenti stejné firmy, které jsou orientovany na fenotypovaci
systémy. Software byl optimalizovan pro rozliSeni pozadi od rostlinnych pletiv.
Nastaveni parametrt je uvedeno v Tab. 2. Parametry ,,color formula“ a ,,treshold* slouzi
softwaru pro rozliSeni kazdého pixelu na zaklad¢ jeho tfech hodnot (R,G,B) a pfifazeni
bud’ k rostlin€ nebo k vyfazeni a zahrnuti jako pozadi. Pocet pixeli identifikovanych jako
rostlina je pak secten. Tento snimek je dale podroben barevné segmentaci, tedy zatfazeni
kazdého pixelu do nejblizsi z 6 skupin zvolenych barev opét na zadkladé RGB hodnot.

Vzhledem k tomu, Ze snimky byly vzdy pofizeny totoznym kanceldiskym scannerem
se stejnym nastavenim (rozliSeni 300 dpi), tak nebyla nutné kalibrace. VSechny snimky
jsou vzajemné srovnatelné, jelikoz stanoveny pocet pixelii odpovidd vzdy stejnym

vzdalenostem.
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Tab. 2: Nastaveni softwaru MorphoAnalyzer pro obrazovou analyzu snimku kotfenového
systému.

Parametr Hodnota nastaveni
Color Formula 5xG-0xR-4xB
Treshold 0,4215686

Median Filter Size 3

MinSize 150

MinHoleSize 50
CropObjectsOnBorders False
UseReflectionReduction False
SkipBadExposedPoints False
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Obrazova analyza

Prvnim sledovanym parametrem jsou hmotnosti kofent. Byly porovnany hmotnosti
kotfent tii genotypl hrachu set¢ho. Kofeny byly zvazeny ihned po vyjmuti sazenic
Z kvétinacl, odejmuti prytu od kotfene a nasledném ocisténi kotenti od substratu a perlitu.

Primérné hmotnosti kofend jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Plochy kofent, primérné hmotnosti kofenti a primérné hmotnosti suché hmoty pro
jednotlivé genotypy hrachu setého (prumér + SD, n = 4).

Genotyp Plocha kofene [pX] Primérna hmotnost kotene [g] ~ Sucha hmota [g]
Wan Dou 7209 1019478 4,94 +£0,52 0,32+0,02
Pis 511 1285528 6,75+1,24 0,40 + 0,06
Beseliya 1191098 6,38 £0,24 0,39+ 0,01
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Byla vyhodnocena silna pozitivni korelace mezi plochou kofent a hmotnosti Suché
hmoty (R = 0,897). Plocha kotene siln¢ korelovala i s hodnotou primérné hmotnosti
kotene (R = 0,934). Obr. 5 zaznamenava pomér barev, které charakterizuji plochy kofend

jednotlivych genotypii.

100,00 %
90,00 %
80,00 %
70,00 %
60,00 %
50,00 %
40,00 %
30,00 %
20,00 %
10,00 %

0,00 %
Wan Dou Pis 511 Beseliya
7209

Pomér

Obr. 5: Pomér barev charakterizujici plochy kotent jednotlivych genotypa.
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Jednotlivé procentualni hodnoty v grafu udavaji pomér barev charakterizujici zatazeni
pixelu do nejbliz§i z 6 skupin zvolenych barev. Pro kazdou barvu byla vypoctena
pramérna procentudlni hodnota jejiho zastoupeni V ramci genotypu a to z jednotlivych
procentualnich hodnot kazdé barvy v jednotlivych vzorcich.

Hlavnim cilem byla obrazova analyza nodulace kotenti. Tvorba nodl se nezdafila
z diivodu napadeni sazenic parazitickymi houbami, diky ¢emuz muselo byt péstovani
hrachu pfedéasn¢ ukonceno. Obrazova analyza pak poslouzila pro porovnavani ploch
kotfenti hrachu. Z hodnot vyplyva, Ze napti¢ jednotlivymi genotypy nejsou zaznamenany
vyrazné odlisnosti v plose kofenti. O¢ekavanym vysledkem je korelace plochy kofent
s jejich hmotnosti.

4.2 Analyza kapilarni elektroforézou

Nejhojnéji se vyskytujicimi a zdroveil i1 nejcastéji analyzovanymi organickymi
kyselinami ptadniho extraktu jsou Kkyseliny L-jable¢na, malonova, octova, citronova,
fumarova, jantarova, mlééna, vinna, §tavelova aj. (Hillel, 2004). Pro analyzu organickych
kyselin byly k dispozici ionty citrat, malat, oxalat, pyruvat, sukcinat a vinan, pro analyzu
anorganickych iontli dusi¢nanovy, dusitanovy, siranovy, chloridovy a fosforecnanovy
anion.

4.2.1 Kalibrace

Pted zahajenim analyzy samotnych vzorku byla provedena kalibrace. Kalibra¢ni pfimka
pro organické kyseliny byla vytvofena ze sedmi bodl o koncentracich: 1; 0,5; 0,25; 0,1;
0,05; 0,025 a 0,01 mg-ml™. Ve vzorcich byla potvrzena piitomnost tif iontl kyselin, a to
citratu, malatu a vinanu, a nasledné byly sestrojeny kalibrac¢ni pfimky pro kazdy ion
(Obr. 6).
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Kalibrac¢ni piimka
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Obr. 6: Kalibra¢ni pfimka vinanu, malatu a citratu.

Na Obr. 7 je vyobrazen zdznam z prubéhu analyzy roztoku standardii o koncentraci

0,5 mg-ml™ uréeného pro kalibraci organickych kyselin.
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Obr. 7: Elektroferogram separace roztoku standardu aniontti organickych kyselin 0 koncentraci
0,5 mg-ml™t: A = vinan, B = malat, C = citrat.
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Kalibra¢ni pfimka pro ionty anorganickych kyselin (Obr. 8) byla sestrojena z sesti
bodi 0 nasledujicich koncentracich: 0,5; 0,25; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,01 mg-mlt. Ve
vzorcich byla potvrzena piitomnost dusi¢nanového, siranového, chloridového
a fosfore¢nanového aniontu. Potvrzeni pfitomnosti dusitanového iontu v kofenech ¢i

kotenovych vyméscich je velmi mélo pravdépodobné.

Kalibracni pfimka
900
y = 1554,6212x + 4,6665
800 R2=0,9996 Y
200 1Y =992,49x + 8,5201
R2=10,9978

600 |y =963,02x + 2,5313
2 R* = 0,9996
8. 500 8
= y =787,7x + 2,8472 s
%400 | R2=0,9988 R T
A~ S

300 [T

&
200 et . @ Chlorid
-' ............. Dusi¢nan
100 .O ..... Siran
0 _“s,ﬁ @ Fosfore¢nan
0 0,1 0,2 4 0,5 0,6

03 0,
Koncentrace [mg-ml?]

Obr. 8: Kalibra¢ni pifimka chloridu, dusi¢nanu, siranu a fosfore¢nanu.
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Pribéh analyzy roztoku standardd anorganickych kyselin shrnuje nasledujici

elektroferogram (Obr. 9).

CADN A Sig=230 3 Ref=214 3 (220209 OAMSCOS M 2202409 13-57-52108000025.0)

mAL

Obr. 9: Elektroferogram separace roztoku standardu aniontl anorganickych kyselin o koncentraci
0,1 mg'ml™: A = chloridovy anion, B = dusi¢nanovy anion, C = siranovy anion, D =
fosfore¢nanovy anion.
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4.2.2 Analyza vzorku

Organické kyseliny a ionty anorganickych kyselin byly analyzovany ze vzorkt kotfenii
I z kofenovych vymeska.

4.22.1 Analyza pidniho extraktu

Pii analyze vzorkl ptidniho extraktu byly identifikovany ionty anorganickych kyselin.
Koncentrace dan¢ho anorganické iontu byla ziskana na zaklad¢ integrace plochy piku
zaznamenan¢ho v elektroferogramu daného iontu. Ziskana hodnota byla dosazena do
piislu$né rovnice kalibra¢ni pfimky iontu za hodnotu y a byla spo¢tena koncentrace. Zde

je uveden piiklad vypoctu koncentrace chloridového aniontu ve vzorku €. 1 genotypu

Wan Dou 7209 (plocha piku = 32,5):

y = 1554,6216x + 4,6665
_ 32,5-4,6665

1554,6216

x =0,018 mg-ml'1

Obr. 10 vyobrazuje naméfené hodnoty koncentraci anorganickych iontti ve vzorcich

extraktu substratu.

Anorganické ionty
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'E 0,0025
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= 0,0020
3
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< 0,0005 ~ N I _
oooc0 M - - EE
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m Wan Dou 7209 Pis 511 Beseliya = Kontrola

Obr. 10: Koncentrace anorganickych iontll ve vzorcich extraktu substratu (chybové tsecky +
SD, n=4).
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Ze ziskanych hodnot koncentraci dusi¢nanového aniontu lze usuzovat, ze snizeni
dusi¢nanového aniontu rostlinou a jeho nasledné metabolizovani na organicky dusik. Po
vycerpani zasob dusi¢nanu dochazi k tvorbé nodl kofenovym systémem, které zajist'uji
rostliné novy pfisun dusiku (Mus et al., 2016). Ziskané vysledky koncentraci byly
podrobeny analyze statistickym nastrojem ANOVA, kdy byly pozorovany statistické
rozdily koncentraci siranovych iontti genotypu Pis 511 v porovnani s genotypy Wan Dou
7209 a Beseliya. V ptipad¢ genotypi Wan Dou 7209 a Beseliya nebyly zaznamenany
vyznamné statistické rozdily koncentraci u zadného iontt.

Ve vzorcich extrakti substratu nebyla detekovana piitomnost zadné zkoumané
organické kyseliny. Divodem, pro€ kyseliny nebyly detekovany, mlze byt nedostate¢na
citlivost metody kapilarni zonové elektroforézy, ktera vSak nabizi jednoduché zpracovani
vzorku pro naslednou analyzu, umoziuje analyzovat ionty anorganickych kyselin a prace
S timto zafizenim je Casové malo naro¢nd v porovnani s jinymi metodami. DalSim
divodem muze byt dle prace Tuason & Arocena (2009) volba hydrodynamického
nastiiku vzorku do kapilary pied elektrokinetickym. VVolba elektrokinetického nasttiku je
vhodna pro méfeni nizkych koncentraci organickych kyselin ve vzorcich. ldentifikace
organickych kyselin by bylo mozné pravdépodobné docilit zménou postupu zpracovani
vzorkll, provedenim purifikace vzorkli nebo zvolenim citlivéjsi metody. Takovou
metodou muze byt naptiklad metoda LC-MS. Ackoliv LC-MS by byla metodou daleko
citlivéj§i pro analyzu organickych kyselin, vzorky by musely byt pted analyzou
precistény pro odstranéni iontd anorganickych kyselin z divodu ochrany kolony
aiontového zdroje. Cilem prace bylo méfeni koncentraci organickych kyselin za
nativnich podminek, tedy bez ptecistovani vzorkd, které by vyzadovalo vyvoj nového
postupu precisténi, které by mohlo pfipadné negativné ovlivnit vysledné koncentrace
organickych kyselin.
4.2.2.2 Analyza kofenu
Analyzou kofent byla identifikovana pfitomnost anorganickych i organickych iontt.
V porovnani se vzorky extraktu substratu, ani v pletivech kofene nebyl ptitomen
dusi¢nanovy anion. Dale byla potvrzena ptfitomnost organickych kyselin malatu, citratu
a vinanu.

Hodnoty koncentraci anorganickych iontii a koncentraci organickych kyselin (Obr. 11)

byly vypocteny stejnym zpuisobem, jako tomu bylo u koncentraci anorganickych iontt
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v extraktech substratu. Koncentrace kazdého iontu byla pfepoftena nal ¢

lyofilizovaného vzorku kotene.
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40
— 35
-
an 30
)
g 25
(]
é 20
S 15
[
2
Q 10
, WAl |
- i
Chlorid Siran  Fosfore¢nan  Vinan Malat Citrat
mWan Dou 7209 mPis511 mBeseliya

Obr. 11: Koncentrace anorganickych ionti a organickych Kyselin ve vzorcich kofenti (chybové
usecky + SD, n = 4).
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Na Obr. 12 je uveden reprezentativni elektroferogram analyzy kofenového vzorku €. 3

genotypu Wan Dou 7209.

CADTA Sig=250 3 Ref=2 143 (220214 _ORIAS00S 20221014 12-43-2108000000 0y

Obr. 12: Elektroferogram analyzy vzorku kotenu €. 3: A= chlorid, B = siran, C = vinan, D = malat,
E = citrat, F = fosfore¢nan.
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Ze ziskanych koncentraci anorganickych iontd analyzou kofend je patrné, ze
nejhojnéji se vyskytujicim anorganickym iontem v kofenech hrachu je siranovy
a fosfore¢nanovy anion. Ziskané vysledky koncentraci anorganickych iontd byly
podrobeny analyze ANOVA, kdy nebyly pozorovéany statisticky vyznamné rozdily
koncentraci iontll napfi¢ jednotlivymi genotypy.

V piipad¢ naméfenych koncentraci organickych kyselin v pletivech kotene, rovnéz dle
nastroje ANOVA, nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily koncentraci
mezi jednotlivymi genotypy. Nebyly zde oéekavany velké rozdily z divodu péstovani
vSech genotypi hrachu setého za stejnych podminek. Vyznamnéjsi vykyvy koncentraci
jednotlivych kyselin miizeme pozorovat dle poznatkt Carvalhais et al. (2011) naptiklad
pfi nutriéni deficienci. Byl zaznamenan ndrtst koncentrace malatu pti nedostatku zeleza
a fosforu v substratu, naopak snizeni jeho koncentrace je detekovano pii deficienci
drasliku a dusiku v substratu. Koncentrace citratu se pfi nutri¢ni deficienci zeleza,
drasliku, dusiku a fosforu snizila oproti koncentraci kontroly. Dle Wu et al. (2018) naopak
vzriistad koncentrace citratu a malatu v pfitomnosti hlinitych kationtd, se kterymi zminéné
organické kyseliny tvofi komplexy, jez snizuji toxicitu tohoto kationtu v pudé€. Malat
a citrat jsou kyseliny, které predevsim slouzi k vabeni symbiotickych mikroorganismii ke
kofeni rostliny (Wu et al, 2018).

Moznou pfi€inou, pro¢ v pletivech kofenti hrachu setého nebyly zaznamenany
kyseliny oxalat, pyruvat a sukcinat, je, ze koncentrace jmenovanych kyselin byla nizsi,
nez je detek¢ni limit metody.

4.3 Analyza kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci

V analyzovanych pletivech kofenti byly identifikovany nasledujici latky: flavanony
hesperidin (HESP), naringenin (NGEN) a pinocembrin (PIN), flavanol morin (MOR),
flavon luteoninu (LUT) a fenolové kyseliny jako je 2,3-dihydroxybenzoova kyselina
(2,3DHBA), 4-hydroxybenzoova kyselina (4HBA), kavova kyselina (CA), syringova
kyselina (SyA), p-kumarova kyselina (pCA), salicylova kyselina (SaA), felurova kyselina
(FA), sialova kyselina (SiA) a derivat fenolovych kyselin 2-O-B-glukosid kyseliny
salicylové (SaAG).

V Tab. 4 jsou uvedeny primérné koncentrace fenolickych latek pro jednotlivé
genotypy hrachu seté¢ho. V genotypu Wan Dou 7209 byla naméfena 10x nizsi koncentrace
morinu oproti genotypum Pis 511 a Beseliya. Vyznamny vysledek byl detekovan

u hesperidinu. Tento flavanol byl detekovan pouze v pletivech hrachu genotypu Beseliya.
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Obdobné tomu bylo u pinocembrinu, ktery byl detekovan pouze u genotypu Pis 511 a to

v 1000x niz8ich koncentracich oproti ostatnim fenolickym latkam.
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Tab. 4: Vysledné koncentrace fenolickych latek v pletivech hrachu setého (pumér + SD, n = 3).

Koncentrace fenolickych latek [nmol - g?]

Genotyp
2,3 DHBA 4 HBA SIA SaA CA SyA pCA

Wan Dou 7209 1,59 +0,27 9,99 + 8,94 0,13 +0,08 0,515 +0,26 0,22 +0,17 0,15+0,02 1,70 £ 0,46

Pis 511 1,64 £0,13 14,00 £ 7,53 0,18 £0,08 0,339 £ 0,08 0,19 £0,08 0,73 +£0,40 1,42 +£0,37

Beseliya 2,06 £0,18 36,42 £ 5,11 0,22 +£0,08 0,49 +0,13 0,54 £0,05 1,15+0,20 1,56 £0,43

Tab. 4: Vysledné koncentrace fenolickych latek v pletivech hrachu setého (ptimér + SD, n = 3) (pokracovani).
Koncentrace fenolickych latek
Genotyp FA [nmol - g*] SaAG [nmol - g*] MOR HESP [pmol - g] LUT [pmol - g*] NGEN PIN [pmol - g?]
[nmol - g] [nmol - g*]

Wan Dou 7209 4,13 £1,53 3,28 +£0,33 0,18 0,02 - 89+ 0,01 0,14+0,02 -
Pis 511 3,67+1,11 1,29 £0,29 1,00 + 0,08 - 61 +0,01 0,0+0,02 0,21+0,09
Beseliya 3,09+ 0,85 10,13 +£3,20 0,55+0,04 6 +£0,00 83 +0,02 0,08+0,03 -

40



V porovnani s praci Sreeramulu & Raghunath (2010), ktera se zabyva stanovenim
flavonoidl Vv zeleniné a luSténinach, je patrné, Ze naméfend koncentrace flavonoidi
V tomto experimentu je pfiblizné 250x niz$i, nez naméfené koncentrace flavonoida
ve zkoumanych lusténinach ve zminéné praci. Velkeé rozdily v koncentracich mohou byt
ovlivnény typem lusténiny. V praci Sreeramulu & Raghunath (2010) je méfena
koncentrace ve fazolu Sarlatovém, v tomto experimentu v hrachu setém. Rovnéz je
poticba brat v potaz organovou specifitu a vyvojovou fazi rostliny. Prace Devi et
al. (2019) je zaméfena na stanoveni koncentrace fenolickych latek v luscich 22 rozdilnych
genotypt hrachu setého. V porovnani s vysledky této prace jsou namétené koncentrace
flavonoid v tomto experimentu v priméru 3x-60x niz§i. Divodem muze byt rozdilna
délka péstovani hrachu. Ve zminéné praci je uvadéna ptlrocni doba péstovani. V tomto
experimentu byl hrach péstovan po dobu dvou tydnii. Porovnani experimentu s vysledky
prace naznacuje i vyznamné rozdily mezi koncentracemi flavonoidt nap#i¢ jednotlivymi
genotypy.

Obecné nizké koncentrace fenolickych latek naméfené v tomto experimentu mohou
byt pfipsany dvoutydenni dobé péstovani hrachu setého. Zkoumané kotfeny hrachu mély
tedy velmi mladd a nevyvinutd pletiva, ve kterych jest€é nedoSlo k plné syntéze

fenolickych latek (van Dam & Bouwmeester, 2016).
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5 ZAVER

Cilem této prace byla analyza profilu organickych kyselin a fenolickych latek a obrazova
analyza kofenového systému hrachu setého tfech genotypt. Teoreticka ¢ast je vénovéana
obecné charakteristice rhizosféry, jejich slozek, vcetné popisu kofenového systému
rostlin. Déle je vénovana charakteristice kofenovych vymeéska, jejichz nedilnou soucasti
jsou organické kyseliny a fenolické latky. Charakteristika a funkce téchto sloucenin je téz
V této Casti popsana.

Jednim z cilli experimentalni ¢asti byla obrazova analyza kofenového systému hrachu.
Cilem obrazové analyzy, provadéné za uziti softwaru MorphoAnalyzer, byla analyza
nodu na kotfenech hrachu setého. Nodulace vSak nebyla zdafend, proto obrazova analyza
poslouZila jen pro porovnani ploch kofenli hrachu. Byly zaznamendny silné korelace mezi
plochami kofent a jejich primérnymi hmotnostmi.

Analyza profilu fenolickych latek v pletivech koteni hrachu byla provadéna metodou
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Byly detekovany fenolické latky
Vv nizkych koncentracich, nicméné i pies to byly patrné znaéné rozdily mezi jednotlivymi
genotypy hrachu. U genotypu Wan Dou 7209 byla naméfena 10x niz$i koncentrace
morinu nez tomu bylo u genotypi Pis 511 a Beseliya. Pro genotyp Pis 511 byla
identifikovana pfitomnost flavanonu pinocembrinu, kdezto pro genotyp Beseliya
ptitomnost hesperidinu.

Analyza profilu organickych kyselin metodou kapilarni zonové elektroforézy byla
provadéna jak v pletivech kofend, tak i ve vzorcich extraktu substratu. V kofenovych
pletivech byly detekovany organické kyseliny vinan, malat a citrat. Detekovany byly
rovnéZ anorganické ionty chlorid, siran a fosforeCnan. Rozdilné vysledky byly
zaznamenany pii analyze extraktu substratu, kdy nebyla detekovana ani jedna ze
jmenovanych kyselin. Diivodem mtize byt nizka citlivost pouzité metody. V porovnani
s analyzou kotenovych pletiv, v extraktu substratu byl detekovan navic dusi¢nanovy
anion.

Byly naplnény cile bakalafské prace.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2,3DHBA

4HBA
CA

CE
CZE
ESI

FA
GC-MS
HESP
IEC
LC-MS
LC-NMR
LUT
MOR
NGEN
pCA
PGPR
PIN
SaA
SaAG
SiA
SYyA
UHPLC

2,3-dihydroxybenzoova kyselina
4-hydroxybenzoova kyselina

kavova kyselina

capillary electrophoresis

capillary zone electrophoresis
ElectroSpray lonization

felurova kyselina

Gas chromatography-mass spectrometry
hesperidin

lon-exchange chromatography

Liquid chromatography-mass spectrometry
Liquid Chromatography Nuclear Magnetic Resonance
luteonin

morin

naringenin

p-kumarova kyselina

Plant Growth — Promoting Rhizobacteria
pinocembrin

salicylova kyselina

2-0O-B-glukosid kyseliny salicylové
sialova kyselina

syringova kyselina

Ultra-high performance liquid chromatography
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