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1 UVOD

Hrach sety je hospodaisky velmi vyznamnou rostlinou, rozsifenou prakticky po celém
svéte. Je to jednoleta luskovina, fadici se do ¢eledi bobovitych. Pro bobovité rostliny je
charakteristicka fixace dusiku, kterou mohou zajistit pudni bakterie vyskytujici se
v blizkosti kofene rostliny, tzv. rhizosféfe. Tyto bakterie jsou ke kofenum vabeny
kotenovymi vymesky obsahujici smeés fenolickych latek a organickych kyselin a navazuji
s koteny symbioticky vztah zvany endosymbidza. Tomuto procesu je vénovana teoreticka
Cast bakalarské prace. Je rovnéz vénovana blizsi charakteristice kofenovych vymeska,
predevsim pak fenolickym latkam a organickym kyselinam.

Jednim z cila experimentalni Casti je obrazova analyza kofenového systému hrachu,
ktera je provadéna za GCelem analyzy nodu, jejichz tvorba je spjata s jiz zminé€nou fixaci
dusiku.

Tato Cast prace je dale vénovana stanoveni profilu organickych kyselin. Organické
kyseliny jsou identifikovany =z extraktu substratu, do kterého jsou uvolilovany
kofenovymi vymésky, a z pletiv kofent. Pro ucel identifikace je zvolena kapilarni zonova
elektroforéza.

Také je stanovovan profil fenolickych latek z pletiv 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 padni oblast obklopujici kofenovy systém rostlin i samotny povrch
kotene. VyznaCuje se znacnou mikrobidlni diversitou. Mikroorganismy, jako jsou
bakterie, archea, houby, viry, prvoci a tfasy, nebo organismy jako jsou had’atka ¢i
Clenovci, zde hraji dulezitou roli pfi vSech metabolickych procesech. Kromé
symbiotickych mikroorganismi se mohou v rhizosféfe vyskytovat i patogenni
mikroorganismy, které nejsou pro rostlinu nijak prospés$né a naopak ji mohou Skodit.
Symbiotické mikroorganismy jsou ke kofenu rostliny atrahovany kofenovymi vymeésky,
které kofen uvolfiuje do pudy, nékteré patogenni mikroorganismy jsou vymesky naopak
odpuzovany. Dalsi vyznamnou slozkou rhizosféry jsou ziviny, které se v pude vyskytuji
ve formé anorganickych vodnych roztokti (Varma et al., 2019). Za nepfiznivych
podminek (napf. pfi kontaminaci a zneci§téni zivotniho prostfedi) mohou byt soucasti
rhizosféry i 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 prostredim
pro vstup téchto zivin do kofent rostlin. Jeji podstatnou soucasti jsou kofenové vymesky
uvolfiované koteny rostlin (Varma et al., 2019).

2.1.1 Koren

Kofen je zpravidla podzemni, nepravidelné se vétvici, vegetativni, heterotrofni (vzacné
asimilujici), bezlisty, ne¢lankovany organ sporofytu cévnatych rostlin. Pomoci kotene je
rostlina ukotvena v substratu a pfijima vodu a ziviny z pudy. Mezi dalsi funkce kofene
patii zprostfedkovani symbiozy s jinymi rostlinami nebo pudnimi mikroorganismy.
Kofen muze téz slouzit i k vegetativnimu rozmnozovani. Rist kofene je prevazné
pozitivné gravitropicky (Vinter, 2008; Fajtova et al., 2018).

Na zaklad¢ ptivodu se rozlisuji dva typy kotfent — primarni kofeny a adventivni kofeny.
V priméarni neboli hlavni kofen se transformuje kofinek, ktery vznika pfi kli¢eni semene.
Primarni kofen bud brzy zanika, anebo dal roste a nepravidelné se vétvi a vytvari
kotfenovou soustavu typu allorhizie. Tato soustava je typickd pro nahosemenné
a dvoudélozné rostliny. Pokud dojde k zaniku primarniho kofene, je kofen nahrazen
adventivnimi kotfeny. Kofenova soustava je tvorena stejné tlustymi a malo vétvenymi
kofeny a nazyva se homorhizie, kterd je charakteristickd pro jednodé€lozné rostliny

(Fajtova et al., 2018).



Kofeny mohou, v pribéhu fylogenetického vyvoje a v disledku zvySeni intenzity
nekteré ze svych funkci, modifikovat tvar a stavbu az metamorfovat na koreny duznaté,
chudovité, pricepivé ¢i kontraktilni (Poleno et al., 1994).

V urcité vzdalenosti od vzrostného vrcholu kofene (apexu) ztraceji postupné
meristematické buriky svou délivou schopnost. Buriky se pak zacinaji prodluzovat
a nasledné dozravat v trvala pletiva. Diferenciace jednotlivych pletiv probiha v riiznych
vzdalenostech od vzrostného vrcholu kofene. Podle prevladajiciho stadia vyvoje bunék
v dané casti kofene je mozno rozliSit Ctyfi typy kofenovych zon — meristematicka,
elongacni, absorpéni a diferenciacni. Meristematickd zona je tvorena apikalnimi
meristémy. Dochazi zde k neustdlému déleni kmenovych bunék. V elongacni
(prodluzovaci) zoné€ probiha intenzivni rast bunék do délky. Absorp¢ni a diferenciacni
zony jsou charakteristické vznikem kofenového vlaseni, diferenciaci trvalych pletiv
a zakladanim postrannich kotent (Vinter, 2008).

Koftenova Cepicka je umisténa na Spicce kofent a chrani apikalni meristém kofene.
Usnadnuje prunik kofene substratem pomoci slizu, ktery vylucuje. Burky, které se
nachazi v centralni Casti kofenové CepiCky, se nazyvaji statocyty. Tyto buiiky obsahuji
tzv. statolity, zrna presypavého skrobu, jsou usporadany do pravidelnych fad a tim
vytvareji sloupek. V pfipadé zmény polohy kofene dochazi k usazovani statoliti ve
statocytech. Sedimentace vyvolava fizeny tok auxinu na spodni stranu ristové zony
kotfene a kofen pak roste rychleji na svrchni stran€ a ohyba se ve sméru zemské tize
(gravitropismus) (Vinter, 2008; Fahn, 1990).

V primarni stavbé sestava kofen z rhizodermis (primarni kryci pletivo), primarni kary
(zékladni pletivo) a ze stfedniho valce (vodivé a zpeviiovaci pletivo).

Povrch kofene kryje rhizodermis. Jedna se o jednovrstvou epidermis tvofenou
nekutinizovanymi burikami, které jsou propustné pro vodni roztoky mineralnich latek.
V absorpéni zéné kofene vytvaii kofenové vlaSeni — absorpéni trichomy, rhiziny
(kotenové vlasky). Rhiziny zvétSuji povrch kofene a tim umoziuji pfijem vody
s mineralnimi latkami i z malych pidnich port (Vinter, 2008).

Primarni ktra (cortex) tvoii duty valec, ktery obklopuje stfedni valec kotfene. Je
slozena z exodermis, mezodermis a endodermis.

Exodermis je jednovrstevna, tvofend protazenymi buiikami a nachazi se pod
rhizodermis. V ptipadé¢ odumfteni rhizodermis zastupuje exodermis jeji kryci funkei.

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



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

Mezodermis je stfedni a nejSirsi vrstva cortexu. Je dulezitym centrem zasobnich latek
(amyloplasty) — sinkem.

Vnitini vrstva primarni kary je tvofena endodermis, ktera obklopuje stfedni valec.
Predstavuje ochrannou bariéru proti pronikani patogent do stfedniho valce. Endodermis
je jednovrstevnd a na radidlnich sténdch se vytvari 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 stiidajicim 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 kofene
(¢innost sekundarniho meristému — kambia) vznikaji druhotna pletiva.

Zarovenl s druhotnym tloustnutim kofene vznika felogén (perikambium), ktery
smérem vné tvori vrstvu korku a smérem dovnitf vrstvu druhotného kryciho pletiva
(Fajtova et al., 2018).

2.1.2 Pudni mikroorganismy

Rhizosféra je vhodnym prostfedim pro vyskyt a aktivitu mikroorganismi. Kofeny
uvoliiyji velké mnozstvi organickych latek (napt. vymeésky a sliz), které jsou
produkty fotosyntézy a dalSich rostlinnych metabolickych drah. Tyto organické latky
slouzi pro mikroorganismy jako pfisun zivin a mohou vabit rizné druhy puadnich
mikroorganismi do oblasti rhizosféry a rostlina s nimi mize navazat symbioticky vztah
(Nannipieri et al., 2007). Rhizosféra je tedy prostfedi s vysokou mikrobialni diverzitou.
Nejvetsi podil mikroorganismu, které obyvaji rhizosféru, jsou houby a bakterie.

Obecné mikroorganismy slouzi jako prostfednik mezi rostlinou, ktera vyzaduje
mineralni latky rozpusténé ve vode, a pudou, ktera tyto potiebné latky obsahuje (Malik
& Grohmann, 2012).
2.1.2.1 Mykorhiza
Nejbéznéjsim vzajemnym spojenim mezi houbami a kofeny rostlin je mykorhiza. V této
symbioze houba poskytuje rostliné vyssi dostupnost k vodé a zivinam, a to diky rozsitené
absorpcni plose, kterou zajistuji sit€ hyf. Houby jsou schopny tvorby enzymu podilejicich

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



zvétravani minerald. Dale pak houby jsou schopny zmirnit abioticky (napf. koncentrace
tézkych kovi) a bioticky (napf. pudni patogeny) stres. Pro optimalni rist a vyvoj hub
poskytuje rostlina houbam sacharidy. Odhaduje se, ze 4-20 % sacharidi ziskanych
fotosyntézou mize 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 keft az po lesni stromy
a stromy deStnych pralesi. Mycelium ektomykorhiznich hub tvoii rizné tlusty plast
okolo tenkych kofinkid. Plast’ zvétSuje povrch absorpénich kofenti a ¢asto zasahuje do
morfologie jemnych kofinkl, coz ma za nasledek bifurkaci nebo naopak shlukovani
korinkd. Vlakna hyf vyc¢nivajici z plast€ mohou téz zasahovat do pudy, kde se shlukuji za
vzniku tzv. thizomorfu, které zajistuji specializovany transport na dlouhé vzdalenosti pro
ziviny a vodu. Ektomykorhizni houby také pronikaji mezi bunky kofenli a vytvareji
sitovitou strukturu, tzv. Hartigovu sit. Tato struktura pak tvofi rozhrani pro vyménu
fotoasimilat a pudniho roztoku mezi rostlinou a houbou (Agerer, 1991).

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

Rhizosféra je kolonizovana bakteriemi, které mohou samostatn€, anebo ve spolupraci
s mykorhiznimi houbami, podporovat rast a vyvoj rostliny. Bakterie v rhizosféie
nepietrzit¢ metabolizuji organické latky a zasadné tak ovliviluji zdsobovani rostlin
zivinami. Rozmanitost a struktura bakteridlnich spoleCenstev je pro kazdou rostlinu
specificka (Malik & Grohmann, 2012).

Pdni bakterie mohou mit na rostlinu jak pozitivni, tak negativni u¢inek. Skodlivé
rostlinné patogeny mohou napadat kofenovy systém, ochuzovat rostlinu o potfebné ziviny
a omezovat ¢cinnost symbiotickych bakterii. PGPR bakterie (z anglického Plant Growth —
Promoting Rhizobacteria; v Ceském prekladu bakterie kolonizujici kofeny) naopak
stimuluji rostlinu k rastu, zasobuji ji slou¢eninami, které syntetizuji nebo usnadnuji jejich

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



a mikroorganismy v rhizosféte (Hrynkiewicz & Baum, 2012; Zhang et al., 2014).
Nejvyznamnéj$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 napt. jako
biokontrola rostlinnych onemocnéni nebo jsou soucasti biohnojiv. Dalsi vyuziti nasly
bakterie pfi fytoremediaci. Jedna se o technologické postupy, které vyuzivaji rostliny
a jejich symbiotické mikroorganismy pro schopnost absorpce, schopnost metabolizovat
organické kontaminujici slouceniny a sekvestrovat t€zké kovy v ramci eliminace
Skodlivych a znecistujicich latek z zivotniho prostfedi (van Dam & Bouwmeester, 2016).

2.2 Fixace dusiku

Biologicka fixace dusiku je pfeména atmosférického N2 na NHs. Tento proces se
vyskytuje u vétSiny uzitkovych rostlin, pfedev§im u luskovin v zemédélskych 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 rust rostliny a fixaci dusiku u pSenice, kukufice a ryze, Rhizobium fixujici dusik
pro luskoviny, Anabaena azollae v sybiodze s Azolla kapradinami pii fixaci dusiku
v zemédélstvi pii péstovani ryze (Mus et al., 2016).

Nejvice vyvinutou formou asociace mezi rostlinou a PGPR je endosymbioza. Tento
typ symbiozy je typicky predevs§im pro luskoviny a bakterialni rod Rhizobium (Obr. 1).
Luskoviny vylucuji svym kofenovym systémem smeés fenolickych latek, prevazné
flavonoidy a isoflavonoidy, které Rhizobium pfijima jako signal, vaze se na regulator
transkripce NodD a aktivuje bakterialni nodulacni geny. Tyto geny jsou zodpovédné za
produkci lipochitoologosacharidii nazyvané jako Nod faktory. Nod faktory z riznych
Rhizobii sdileji stejnou chitinovou N-acetylglukosaminovou oligosacharidovou kostru
s acylovym fetézcem mastné kyseliny na neredukujicim konci. Vnimani signalu Nod
faktoru luskovinou je zprostredkovano LysM doménovymi receptorovymi kindsami. Nod
faktory spousteji déleni rostlinnych bunék a tvorbu meristému, Rhizobium vstoupi do
kofene pomoci endocytozy, kde se v rostlinné organele symbiozomu diferencuje na
bakterioidy fixujici dusik za vzniku nody (Long, 1996; Mus et al., 2016).

Nekteré rostliny tvoti kratké proteiny podobné defensinu, kterymi mohou fidit chovani
bakterialniho symbionta. Napf. luskoviny produkuji stovky malych peptidi bohatych na

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



k endoreduplikaci rostlinného i1 bakterialniho genomu, naruSeni stability membrany,
zméné genove exprese a podpore diferenciace druhtt Rhizobia (Maréti et al., 2015).
Podstatou symbidzy mezi rostlinami a bakteriemi vazajici dusik je vymena zivin mezi
ob&éma partnery. Za fixaci dusiku zprostfedkovanou bakteriemi poskytuje rostlina bakterii
zdroj uhliku a dalsi klicové ziviny. Oba organismy pfizptsobuji své metabolické drahy

tak, aby vzdy vyhovély potfebam druhého symbiotického organismu (Mus et al., 2016).
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Obr. 1: Schematicka reprezentace symbidzy mezi bakterii fixujici dusik a nodulujici rostlinnou
burikou pii fixaci dusiku. Pfevzato a upraveno z Mus et al., 2016.



2.3 Korenové vymeésky

Kofenové vymésky, neboli exudaty, jsou latky vymeéSované kofenovym systémem
rostliny do pidniho prostiedi. Jedna se o smés primarnich a sekundarnich metabolit(,
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 vymésky jsou také definovany jako difuzni slouceniny, které se pasivné
ztraceji kofenem. Rychlost ztraty jednotlivych komponent kofenovych vymeésku 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 vyméskd jsou ovlivnény genotypem rostliny, fazi rustu rostliny
a podminkami prostfedi, napt. druh pady, vlhkost pady, dostupnost zivin, toxicita.
et al., 2007).

Kofenoveé vymeésky plni fadu funkci. Mezi ty hlavni patfi chemickd komunikace mezi
koteny a rhizosférou rostliny, komunikace mezi kofenovymi systémy vice rostlin, dale
slouzi kvabeni symbiotickych mikroorganisma (pfikladem mohou byt rody
Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Azotobacter a Azospirillum), nebo naopak
k odpuzovani patogennich mikroorganismu a ochrana pied toxickymi latkami a tézkymi
kovy. Slozky kofenovych vymeéska taktéz slouzi jako zdroj uhliku pro pudni
mikroorganismy a také se icastni metabolismu pro rostlinu dalezitych prvki jako je dusik

¢i fosfor (van Dam & Bouwmeester, 2016; Beleggia et al. 2021).
2.4 Funkce a chemické sloZzeni koirenovych vymeéski

2.4.1 Ekologicka funkce koienovych vyméski

Vylucovani kofenovych vymeéskti ma pro rostlinu jak pozitivni, tak negativni ucinek.
V ramci pozitivnich G¢inkl se jedna o odpuzovani patogenti a vabeni parazitd, ktefi
mohou odpudit a zahubit patogeny v rhizosféfe rostliny. V piipadé negativnich ucink se
jedna o antibiotické ucinky kofenovych vymeéski na symbiotické mikroorganismy,
inhibice mikrobialnich signalG a aleopatie. Aleopatie je negativni pusobeni vyméska
jedné rostliny na rostlinu druhou, coz muze vést napiiklad ke zpomaleni ristu poskozené

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



Obr. 2: Chemicka komunikace rostliny s jinymi organismy v rhizosféfe. (A) Rostliny vylucuji
fenolické latky k inhibici kli¢eni nebo rastu jinych rostlin (aleopatie); (B) larvy hmyzu
atrahované tékavymi latkami produkované kotfenem; (C) kolonizace rhizosférickymi
bakteriemi a tvorba kofenovych nodi vyvolana vymeésky; (D) vymésky indukuji lihnuti
had’atek a atrahuji juvenilni had’atka smérem ke koteni; (E) kofenova ¢epicka je mistem
nejaktivnéjsi exsudace; (F) strigolaktony v kofenovych vyméscich indukuji vétveni hyf
u arbuskularnich mykorhiznich hub; (G) kli¢eni parazitickych rostlin je vyvolano
strigolaktony ve vyméscich jejich hostitele. Pfevzato z van Dam & Bouwmeester, 2016.

Vymésky hraji ochrannou roli pfi kontaminaci rhizosféry toxickymi latkami a tézkymi
kovy. Pii znecisténi pudy tézkymi kovy, jako jsou kadmium, olovo, rtut, chrom ¢i arsen,
mohou nékteré rostliny aktivné ¢i pasivné ménit sekreci protonu vodiku H*. Tyto
kofenem vyvolané zmény pH rhizosféry mohou ovlivnit dostupnost a pfijem mineralnich
latek kofenem. Poklesem pH se zvySuje rozpustnost a aktivita tézkych kovu, coz
usnadiiuje vstup kationtu kovu do rostliny jejim kofenovym systémem. Aby byl vstup
kationti kovli a toxickych latek do kofene rostlin pifi kontaminaci pidy minimalni,
kotenové vymesky atrahuji mikroorganismy, které jsou schopny tyto latky metabolizovat
a eliminovat jejich pfitomnost v rhizosfére (Dong et al., 2007).

Kofenové vymésky jsou dilezitym zdrojem esencialnich prvkii pro symbiotické
mikroorganismy. 5 % az 21 % uhliku z celkového obsahu uhliku v kofenovych
vymeéscich je fixovano fotosyntézou, dalSich 15 % az 25 % uhliku je vymésky fixovano

z rhizosféry. Uhlik se uplatiiuje pii syntéze uhlikového skeletu vSech vyznamnych



sloucenin jako jsou aminokyseliny, proteiny, sacharidy, lipidy atd. Nejdulezitéjsim
prvkem pro rust rostliny je dusik, ktery je rostlinou pfijiman ve forme dusi¢nanu NOs".
Dusi¢nany jsou metabolizovany nitratreduktasou (EC 1.7.1.1.) a dusitany NO2, ty jsou
dale pfemérnovany nitritreduktasou (EC 1.7.1.4) na amonné kationty NH4". V této finalni
podobé je dusik zaclefiovan do aminokyselin, proteint, nukleovych kyselin a chlorofylu.
Dusik se rovnéz uplatiiuje v ptipade 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 piijiman ve formé (ortho)fosfore¢nanu a do organickych
slouCenin se zabudovava pomoci fosforylace. Je nepostradatelnou strukturni slozkou

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

Kofenové vymeésky jsou sloZeny z vysokomolekularnich, ve vodé nerozpustnych latek,
a z nizkomolekularnich, ve vodé rozpustnych latek. Vysokomolekularni latky zahrnuji
bunécné stény, odumftelé bunécné komponenty, kotfenové zbytky a sliz. VymeéSovanymi
nizkomolekularnimi latkami jsou aminokyseliny, organické kyseliny, sacharidy,
fenolické latky, hormony a vitaminy. Dominantni slozky kofenovych vymeésku tvori
predev§im sacharidy (napf. glukosa, fruktosa, sacharosa), organické kyseliny (napf.
kyselina citronové, jantarova, vinnd) a aminokyseliny (napf. serin, glycin, lysin,)
(Vranova et al., 2010).
24.2.1 Organické kyseliny
Nizkomolekularni organické kyseliny hraji klicovou roli v mnoha ptidnich procesech.
V pude vznikaji pfi degradaci organického materialu, napf. rozkladem odumfelych
kofent houbami ¢i bakteriemi. Organické kyseliny jsou rovnéz soucasti vymesku, které
jsou uvoliovany houbami a kofenovym systémem rostlin. Koncentrace organickych
kyselin v pidnim roztoku se typicky pohybuje vrozmezi od 1 umol-dm=do 50
umol -dm. Ve srovnani s koncentracemi rozpusténych anorganickych latek v ptidnim
roztoku, jako je NO*, CI', K*, Na*, Ca** a Mg?*, jsou koncentrace organickych kyselin
vyznamn€ nizsi. Nejbeznéji se vyskytujicimi organickymi alifatickymi kyselinami ve
vymeéScich jsou kyselina mravenci, octova, jableCna, mlécna, citronova, jantarova
a fumarova (Jones et al., 2003; Van Hees et al., 1999).

Kyseliny se ucastni riznych procest probihajicich v rhizosfére, jako je atrahovani
mikroorganisma, mineralni zvétravani, odstranéni kovu z pudy, solubilizace a mobilizace

zivin rostlinami a mikroorganismy (napf. pii solubilizaci zivin jako je fosfor se uplatiuji
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oxalat a citrat) a chrani kofen pfed negativnimi u€inky enviromentalniho stresu. Obecné
plati, Ze pokles pH pudy zlepsuje dostupnost zivin do kofena rostlin. Snizeni pH pudy je
zapric¢inéno bud’ uvolfiovanim 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 pudnich podminek jsou typicky zaporné nabité
anionty schopné silné reagovat s kovovymi ionty jak v pidnim roztoku, tak v pevné fazi.
Jsou proto dalezitymi slozkami pudy pro rozpousténi kovt z nerozpustnych mineralnich
fazi v padé. Mohou zvysit desorpci tézkych kovli a kovl vzacnych zemin z pudy
a nasledné zvysit koncentraci téchto kova v pidnim roztoku (Han et al. 2006). Naptiklad
kyselina Stavelova, jantarova a citronova podporuji desorpci manganu, kyselina
maleinova zinku, nebo kyselina jable¢na desorpci Zeleza a manganu (Liang et al. 2020).
ZvySeni rozpustnosti kova v ptdach kyselinami a naslednou absorpci kovu rostlinou se
pfipisuje predev§im chelatacnim 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 tvori dilezitou soucast kofenovych
vymésku (Gargallo-Garriga et al., 2018). Sacharidy zde plni funkci vyznamného zdroje
energie pro metabolické procesy a pudni 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 pfipadé mirného sucha rostliny vymesuji
polysacharidy s vétSim mnozstvim slizu pro usnadnéni pohybu kofent suchou ptdou.
Sacharidy jsou typickymi semipolarnimi metabolity, které se bézné¢ vyskytuji
v rostoucich rostlinnych tkanich, jako jsou koteny rostlin (Gargallo-Garriga et al., 2018).

2.4.2.3 Fenolické latky

Hrach sety se béhem poslednich desetileti stal stfedem z4jmu pro vyzkum profilu
fenolickych latek. V literatute bylo popsano celkem 115 strukturné odlisnych fenolickych
sloucenin, pficemz vétsinu tvori glykosylované flavonoly, pattici do skupiny flavonoidu,
spolu sjejich 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 substituentti (vCetné

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 latkam alkoholovou povahu,
jsou kategorizovany jako tercialni alkoholy. VSechny fenolické latky jsou v podstaté
polycyklické molekuly, které méni své zakladni vlastnosti vlivem substituce (Husain
& Gupta, 2015).

Rostlinné fenolické sloucCeniny jsou biosyntetizované Sikimatovou cestou nebo
polyacetatovou ¢i smésnou (Sikimat-polyacetat) drahou. Tvori 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 vakuolach, 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 mikroflory generovanim
redoxnich reakci v pudé€ a tim i méni sloZzeni mikrobialnich spoleCenstev. Pfispivaji
k humifikaci organickych latek, k jejich mineralizaci az na jednoduché anorganickeé latky
(jako je predevsim fosfor a dusik), stejné€ jako organické kyseliny chelatuji kovy a zlepSuji
poréznost pudy, coz vede ke zvySeni mobility a biologické dostupnosti esencialnich prvku
jako je hot¢ik, draslik, vapnik, zinek, méd’, mangan apod. (Ray et al., 2018). Fenolické
latky jsou dulezité pro rst rostlin, uplatriuji se pfi jejich rozmnozovani a také maji vliv
na ochranu proti patogenim. Rovnéz jejich antioxida¢ni a antimikrobialni aktivita ma na
rostlinu prospésné ucinky. Vzhledem k Sirokému zastoupeni v rostlinach jsou i1 soucasti
lidské stravy (Husain & Gupta, 2015; Bilkova et al., 2018). Jejich piijem je spojovan se
snizenim cetnosti vyskytu rakoviny, Alzheimerovy choroby ¢i kardiovaskularnich
onemocnéni a také s antialergenimi, protizanétlivymi nebo antitrombotickymi ucinky
(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 o-kumarova, m-kumarova,
p-kumarova, ferulova, sinapova, kavova), kyselina chlorogenova a kyselina
rozmarynova. Nejhojnéji zastoupenymi latkami sekundarnich metaboliti jsou
flavonoidy. Typickymi zastupci flavonoidd jsou anthokyany, flavonoly, flavanovy,

flavony aisoflavony. Taniny se mohou ve vyméScich a kofenech vyskytovat jak
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v hydrolyzované, tak v kondenzované formé&. Nejhojnéji se vyskytujicim zastupcem
stilbenu ve vymeéscich je resveratrol (Pandey & Rizvi, 2009).

Flavonoidy jsou fenylpropanoidy, které se vyznaCuji  antioxida¢nimi
a antimikrobialnimi uc¢inky. V kofeni a kofenovych vymeéScich zastavaji 1 funkci
enzymovych regulatort a signalnich molekul pro mikroorganismy (Wasson et al., 2009).
Napft. apigenin a lutein jsou signalnimi molekulami pro PGPR bakterie fixujici dusik
v korenech luskovin (Buchanan et al., 2000).

Flavonoidy reguluji polarni transport a odbouravani auxinu, proto mohou byt
vyuzivany jako vyvojové regulatory, které fidi organogenezi prostiednictvim G¢inka na
transport a lokalizaci auxinu. Flavonoidy se specificky hromadi v diferenciani zoné
kotene a v oblasti kofenového vlaseni, napt. v postrannich kotfenech ¢i nodech. Snizené
koncentrace flavonoidi mohou negativné ovlivnit gravitropismus, mohou zpusobit
zauzleni kofene, omezit vyvoj postrannich kofenti a zpusobit vyvojové vady rostliny
(Wasson et al., 2009).

Flavonoidy produkované v prytu se ucastni interakce mezi rostlinou a zivocichy.
Propijcuji kvétim a ovoci barevnost, které k rostling atrahuji hmyz. Konkrétné se jedna
o anthokyany, jako pelargonidiny (oranzova, rizova a Cervena barva), kyanidiny (fialova
a karminova barva) a delfidininy (modra a svétle fialova barva). Flavonoidy téz poskytuji
rostliné ochranu pied UV zafenim. Tato ochranna role je pfipisovana predevsim flavonolu
kaempferolu (Buchanan et al., 2000).

2.5 Analyza slozek koienovych vymeéski

2.5.1 Analytické metody studia chemického slozeni korenovych

vymésku

Mezi nejbéznéji analyzované slozky kofenovych vymesku se radi organické kyseliny. Pro
separaci kyselin se pfevazné vyuziva kapalinova chromatografie (Barbas et al., 1999).
Iontové-vymeénna chromatografie (IEC, Ion-exchange chromatography) je typem
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Vyuziva se k separaci §iroké Skaly
organickych kyselin a umoziuje vysoce selektivni analyzu vzorkli o velmi malych
koncentracich. Vyuziva vysoce stabilni stacionarni fazi, ktera velmi dobfe 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 relativn€ kratkém Case, bez Casove€ narocnych pfiprav a slozitého fedéni vzorku
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(Barbas et al., 1999). Princip kapilarni elektroforézy je popsan v kapitole 2.3.2. Plynova
chromatografie (GC, gas chromatography) vyzaduje pred provedenim extrakci vzorku,
ktery je nasledn€ davkovan do proudu plynu, ktery unasi vzorek kolonou. Rovnéz je pred
analyzou potieba provést derivatizaci vzorku, coz muze piipadné zkomplikovat jeho
ptipravu. Ve spojeni s hmotnostni spektrometrii GC-MS poskytuje jednu z nejlepSich
moznych separaci kyselin a jasné rozliSeni piki v chromatogramu. IEC poskytuje
v porovnani s GC-MS lepsi kvalitativni reprodukovatelnost (Barbas et al., 1999;
Klouda, 2016).

Dalsimi analyzovanymi slouCeninami vyméskt jsou fenolické latky. Pro jejich
analyzu se nejcCastéji vyuziva HPLC, ktera se v tomto pfipadé provadi v rezimu reverzni
faze na kolonach ze silikagelu, jehoz povrch je chemicky modifikovan, viz kapitola
2.3.3.1. Vykonnost metody HPLC je zvySena 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 Castic o priméru mensim nez 2 pm. 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)
a plynova chromatografie, ktera se vyznaCuje vysokou citlivosti detekce pro témer
vSechny tékavé 1 netékavé fenolické latky. Pro separaci a soucasné urceni 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 vyméskt jsou
sacharidy. Nejucinnéjsi metodou pro analyzu sacharidi je HPLC (Magwaza & Opara,
2015).

2.5.2 Kapilarni zénova elektroforéza

Elektroforéza se fadi mezi elektromigracni metody. Jeji princip je zalozen na migraci
nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém poli, které se tvoii mezi elektrodami
vkladanim konstantniho stejnosmérného napéti. Zakladni charakteristikou je
elektroforetickd pohyblivost — rychlost pohybu nabité castice v elektrickém poli
o jednotkové intenzité. Pokud jsou na pocCatku separace cCastice v jednom misté,

v prubéhu separace se dostavaji dopiedu Castice nabité, které maji vétsi pohyblivost,
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a opozduji se cCastice s mensi pohyblivosti, ¢cimz dochézi k jejich oddéleni (Klouda,
2016).

Kapilarni elektroforéza (Obr. 3) probiha v tenké (vnitini prumér 50 nebo 75 pm)
kifemenné kapilare naplnéné zakladnim elektrolytem. Konce kapilary jsou ponofeny do
nadob s elektrolytem. Nadoby jsou vyrobeny zinertniho materidlu, nejcastéji
polypropylenové mikrozkumavky, elektrody jsou téz sestrojeny zinertniho materialu
platiny. Mezi elektrodami je aplikovano napéti v rozsahu 10 — 30 kV. V priabéhu analyzy
je sledovana absorpce UV v kapilafe pomoci fotometrického zafizeni. Vyslednym
zaznamem analyzy je elektroferogram, ktery popisuje zavislost odezvy detektoru na Case.
Poloha piku v elektroferogramu pak urcuje kvalitu, plocha pikt kvantitu (Klouda, 2016).

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE, capillary zone electrophoresis) se uziva
k separaci anorganickych iontd (CI,, NOs,, SOs, PO4* atd.), nabitych a nenabitych
molekul, jako napf. ionty organickych kyselin ¢i peptidy a proteiny, které se vyskytuji ve
forme zwiteriontd. CZE se provadi za pouziti homogennich pufri a homogenniho
elektrického pole. Prabeh separace zavisi, kromé jiz zminéné pohyblivosti ¢astic, na tom,
Ze separované Castice nesmi interagovat s kapilarni st€nou. Pro potlaceni téchto interakci
se mohou vyuzivat anorganické soli, organicka rozpoustédla a aminy. Vyuzivaji se téz
kapilary potazené vrstvou kiemene. Pro zvySeni stability se provadi derivatizace tohoto
povlaku alkyly (Pingoud et al., 2002). Stény kfemennych kapilar silanolové skupiny,
které v ptitomnosti vy§§iho pH disociuji. Tim se vytvari zaporny naboj na stén¢, ke které
jsou piitahovany kovové ionty zakladniho elektrolytu a dojde ke vzniku elektrické
dvojvrstvy. Pii zavedeni napéti tyto kationty, které jsou blize stfedu, migruji ke katode¢,
pohyb kationtd H+ s asociovanymi molekulami vody vyvola tzv. elektroosmoticky tok
roztoku k detektoru, ktery se nachézi za katodou. Sila toku je tak vysokd, ze unasi ke
katodé 1 anionty. Rychlost elektroneutralnich ¢astic je rovna rychlosti elektroosmotického

toku (Klouda, 2016).
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Obr. 3: Schama usporadani pristroje pro kapilarni elektroforézu. Prevzato a upraveno z
https://www.princetechnologies.com.

2.5.3 Kapalinova chromatografie

Chromatografie je jednou z nejdulezitéjSich 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
ptes kolonu obsahujici porézni pevnou matrici, tzv. stacionarni fazi. Rozpusténé latky
protékaji kolonou, kde interaguji se stacionarni fazi a zpomaluji se. Velikost zpomaleni
zavisi na vlastnostech kazdé rozpusténé latky (Voet et al., 2016).

2.5.3.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinné kapalinova chromatografie HPLC je typem kapalinové chromatografie
s klasickym kolonovym provedenim (Voet et al., 2016). Zafizeni obsahuje Cerpadlo,
smeSovaci zafizeni, davkovaci zafizeni, termostat, kolony a detektor. Kapalina je do
kolony Cerpana pistovymi ¢i membranovymi Cerpadly, které dosahuji prutoku v rozsahu
ul az desitek ml za minutu. Material Cerpadla nesmi do mobilni faze uvoliiovat zadné
latky, proto jsou cerpadla zhotovena z odolnych materiali jako napf. nerezova ocel,
keramika, plast. SmeéSovaci zafizeni muze ponechat stalé slozeni mobilni faze
(izokraticka eluce), nebo ho béhem separace meénit (gradientova eluce). SméSovaci
zafizeni lze naprogramovat tak, aby za vyuziti zasobnikt riznych kapalin pfipravil smes

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. Vymeénou za
silngjsi eluent dojde keluci analytd (Klouda, 2016). Uzivany napliiovy material
v kolonach musi byt vysoce odolny vici tlaku. Uzivaji se tuhé, prevazné kulovité, ¢astice
s poréznim povrchem. Tyto Castice jsou slozeny z SiO», pfipadné z Al,O3 (tzv. normalni
faze). Pro zvySeni uCinnosti a zménu separaéniho 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 + HC1

R = -C4Ho (butyl-), -CsHi7 (oktyl-), -CisH37 (oktadecyl-), -C¢Hs (fenyl-), -(CH2);CN
(kyano-), -(CH2)3NH> (amino-), -(CH2)3*OCH(OH)-CH20H (diol-)

V systému normalnich fazi je mobilni faze méné polarni nez stacionarni. Polarni
molekuly jsou vazany pevnéji na stacionarni fazi nez nepolarni, a proto jsou nepolarni
molekuly eluovany prfed polarnimi. Typickymi eluénimi médii jsou hexan,
dichlormethan, ethyl-acetat, pfipadné jejich kombinace. V pfipadé reverznich fazi
funguje separa¢ni mechanismus obracené. Mobilni faze je polarné€jsi nez faze stacionarni.
Nepolarni latky se vazou pevnéji nez ty polarni, a proto jsou polarni slouceniny eluovany
snadnéji nez nepolarni. Uzivanymi elu¢nimi Cinidly jsou v tomto piipadé acetonitril,
methanol, voda, pfipadné jejich kombinace (Pingoud et al., 2002). Detektory v HPLC
musi byt selektivni pro analyty a zaroveni malo citlivé pro mobilni fazi. Nejb&znéji
uzivanymi detektory jsou fotometricky, proméiuje absorbanci eludtu vychazejiciho
z kolony, refraktometricky, méfici zmény indexu lomu, a fluorescencni detektor, ktery je
zalozen na absorbci UV latkami a vysilani zafeni o vy$si vinové délce, které je zachyceno

fotonasobicem (Klouda, 2016). Schématické usporadani 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 analyticka metoda kombinujici schopnost kapalinové chromatografie (Ci
HPLC) separovat jednotlivé latky ze smési a schopnost hmotnostni spektrometrie tyto
separované latky analyzovat. V tandemové hmotnostni spektrometrii jsou kombinovany
dveé nebo vice fazi v ramci jednoho experimentu, kdy kazda faze poskytuje analyze dalsi
chromatografie rozliS§uje latky podle jejich retencniho Casu, hmotnostni spektrometrie
izoluje hmotu (Gross, 2004).

Principem hmotnostni spektrometrie (MS) je analyza nabitych Castic. Na zakladé
poméru naboje k 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).

Zafizeni provadgjici analyzu se nazyva hmotnostni spektrometr. Sklada se ze tii ¢asti
— iontovy zdroj, hmotnostni analyzator, detektor s vyhodnocovacim zafizenim. lontovy
zdroj tvofi ionty v plynné fazi, a to ionizaci ucinkem elektrického pole, dopadem
vysokoenergetickych elektronti, iontd nebo fotont, pfipadné zvySenou teplotou.
Nejb&znéjsi ionizacni technikou ve spojeni s LC je ionizace elektrosprejem (ESI,
ElectroSpray Ionization), ktery pfevadi kapalny vzorek do plynné faze za tvorby
molekularnich iontd (protonizované ¢i deprotonizované ionty). Ionizace probiha za
atmosférického tlaku, ale zbyvajici prostory hmotnostniho spektrometru jsou evakuovany
a ionty se pohybuji ve vakuu. Ve hmotnostnim analyzatoru dochazi k samotné separaci
iontl na zaklad¢ jejich poméru m/z. Nasledné ionty dopadaji na detektor a jsou prevedeny
na signal. Po zpracovani signalu vyhodnocovacim zafizenim je ziskano 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 fosforenan sodny dihydrat p.a. (Lach:ner, Cesko)
Dusi&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 ¢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-m]!
Standard NO»™ o koncentraci 10 mg-ml™!
Standard CI" o koncentraci 10 mg-ml™!
Standard PO4+* o koncentraci 10 mg-m]!
Standard C4HsOs o koncentraci 10 mg-ml™!
Standard (COO")> o koncentraci 10 mg-ml™!

Standard C¢HsO7* 0 koncentraci 10 mg-ml™!
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Standard C4OsH4> o koncentraci 10 mg-ml™!

Standard C4H404> o koncentraci 10 mg-ml™!

Standard C303H3™ 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 pomucky

Analogova ultrazvukové lazeii AU-32 (ARGOLAB spol. s.r.o., Cesko)

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

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

Digitalni such4 lazefi s rozvodem plynu (MRC-Group, Cesko)

Filtra¢ni aparatura (filtracni kruh, filtracni 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 chromatogratf s hmotnostnim spektrometrem (LCMS-8050, Shimadzu,
Japonsko; Nexera X2 LC-30AD, Shimadzu, Japonsko)

Laboratorni sklo (bariky, Erlenmeyerova baika, kadinky, nalevky, odmérné valce,
Petriho misky, ty¢inky,zkumavky; Simax, Cesko)

Laboratorni vaha (Kern, Némecko)

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

Lyofilizator (Martin Christ, Némecko)

Oscilacni kulovy mlyn MM 400 (Retsch, Némecko)

Pipetovaci Spicky (Eppendorf, Némecko)

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

Rota¢ni vakuova odparka (Heliodolph Instruments, Némecko)

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

Stolni centrifuga BIOSAN Microspin 12 (Biosan, LotySsko)

Systém pro pripravu MilliQ vody (Millipore, USA)
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Tiepacka BIOSAN VORTEX V-1 plus (Biosan, LotyS$sko)

3.1.3 Biologicky material

Pro potieby bakalaiské prace byly péstovany 3 genotypy hrachu setého (Pisum sativum).
Genotypy byly dfive ziskané z Australské genové banky AGG. Pouzit byl nové
propagovany material, pro zaji§téni dostatecného mnozstvi semen:

1. Wan Dou 7209 (ptivodem z Ciny)

2. Pis 511 (ptivodem z Etiopie)

3. Beseliya (pavodem z Turecka)

3.2 Metody

3.2.1 Sterilizace semen hrachu setého

Semena hrachu setého byla sterilizovana roztokem 70% ethanolu po dobu 3 minut.
Nasledné probehla 10minutova sterilizace 1% roztokem chlornanu sodného. Po ukonceni
sterilizace byla semena pétkrat dekantovana autoklavovanou vodou. Sterilizovana
semena byla nasledné naklicena na Petriho miskach s filtraCnim papirem. Sterilizace
semen i jejich nasledné kli¢eni probihalo ve sterilnim prostfedi 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. NakliCena semena byla ve skleniku zasazena do kvétinaca
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. Kazdé tfi dny byly kvétinace zalévany vodou do referencni
hodnoty. Referencni hodnota odpovidala vaze substratu pifi maximalni reten¢ni vodni
kapacité.

Po dvou tydnech byly sazenice vyjmuty z kvétinaci. Z kazdé sazenice byl oddélen
pryt od kofene. Kofeny byly nasledné ocistény, naskenovany kancelarskym scanerem
oproti Cernému pozadi a umistény do 50 ml centrifugacnich zkumavek. Substrat kazdého
vzorku byl promyt destilovanou vodou, pro extrakci kofenovych vyméska. Takto ziskané
vzorky byly pievedeny do 50 ml centrifugacnich zkumavek a uchovany pii -20 °C pred
dal§im pouzitim.

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

aparature. Prefiltrované vzorky byly umistény do 50 ml centrifugac¢nich zkumavek.
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Zkumavky s filtraty i zkumavky s kofeny 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 kofeny 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 kofent. Do kazdé mikrozkumavky se
vzorkem o hmotnosti 20 + 2 mg bylo pfidano 500 pl 80% roztoku acetonu a smés byla
zvortexovana, sonikovana na ultrazvukové lazni a zcentrifugovana po dobu 5 min pifi
12 000 g. Supernatant byl odebran. Pelet byl reextrahovan dal§imi 500 ul extrakéniho
¢inidla. Celkové byly vzorky kofeni extrahovany tfikrat. Spojené supernatanty byly
odpareny do sucha za pomoci centrifugacni vakuové odparky.
3.24.2 Analyza metodou kapalinové chromatografie s hmotnostni
detekci

Odpatené vzorky byly rozpustény ve 25 ul mobilni faze a prevedeny do vialky se
zuzenym dnem a umistény do autosampleru kapalinového chromatografu. Analyza
vzorkd 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 predkolonou. Vzorek byl do kolony davkovan o objemu 2 pl.
Pritok kolonou byl nastaven na 0,4 ml-min'. Analyzy probihaly pfi 40 °C. Pro
gradientovou eluci, pro kterou byly zvoleny kyselina mraven¢i o koncentraci 15 mmol-1-!
(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.

Ionizace elektrosprejem probihala pfi kapilarnim napéti 3 kV. Napéti interface 4 kV
s teplotou 300 °C, teplota heatblocku 400 °C a DL 250°C. Pratok zahfivaciho a susiciho
plynu byl 10 1-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 retenc¢nich ¢asi a MRM prechodl se

standardy. Jednotlivé MRM piechody standardii zaznamenava Tab. 1.
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Tab. 1: Retenc¢ni ¢asy, MRM prechody standardii a kolizni energie (m/z prekurzorového iontu

> m/z produkovaného iontu).

Retencni cas MRM prechody Kolizni energie
Standard Rt (min) V)
i s
Y ( Pr &) v 1,92 137,00> 65,00 e
137,00> 41,00
2-0-f-D- glukosid 298,70>137,10 12
kyseliny salicylové 2,15 298705 93.10 38
(SaAG) ’ ’
178,80>134,75 15
Kyselina kavova 246 178,80>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 3.08 163,00>93,00 31
(pCA) ’ 163,00>147,10 32
Kyselina ferulova 193,10>134,25 2
(FA) 3,54 193,10>178,25 16
222,70>208,30 18
Kyselina sialova 3.63 222,70>193,20 22
(SiA) ’ 222,70>164,30 17
137,10>92,70 19
Salicylova kyselina 3.84 137,10>65,00 29
(SaA) ’ 137,10>75,05 35
Hesperetin 609,00>301,20 ?g
f}sl%es;) 4,75 609,00>149,15 s
609,00>164,25
301,00>151,10 19
Morin 4.98 301,00> 125,05 21
(MOR) ’ 301,00>149,15 26
284,60>133,20 34
Luteolin 599 284,60>151,25 26
(LUT) ’ 284,60>175,25 27
271,10>49,25 25
Naringenin 53] 271,10>151,25 19
(NGEN) ’ 271,10>107,05 24
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Tab. 1: Retenc¢ni ¢asy, MRM prechody standardii a kolizni energie (m/z prekurzorového iontu

> m/z produkovaného iontu) (pokracovani).

Retencni cas Kolizni energie

Standard Rt (min) MRM prechody V)
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 3.04 169,10>97,15 33
(pCA-ds, interni ’ 169,10>213,30 25

standard)

Salicylova kyselina — ds 141,10>96,80 16
(SaA-ds, 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 kofeni a kofenovych vymeésku.
Homogenat kofend hmotnosti o 10 mg + 2 mg byl navazen do mikrozkumavek
a extrahovan v 1 ml MilliQ vody. Mikrozkumavky se vzorky byly sonikovany na
ultrazvukové lazni po dobu 15 min a centrifugovany pii 12 000 g po dobu 10 min. Po
centrifugaci bylo odebrano 450 pl supernatantu. Supernatant byl prefiltrovan
stiikackovym filtrem do polypropylenové vialky. Odparek kofenovych vyméska byl
rozpustén v MilliQ vodé a zfiltrovan za vzniku roztoku o koncentraci 10 mg-ml™!.
3.2.5.2 Identifikace iontu ve vzorcich a kalibrace

Pred pripravou kalibranich roztoki byly nejprve identifikovany analyty pfitomné
v realnych vzorcich. Ze vzorka kotfent a kofenovych vyméska byl nahodné vybran vzdy
jeden vzorek, ktery byl opakované podroben analyze soucasné s roztokem standarda iontt
organickych a anorganickych kyselin (vypis standarda v kapitole 3.1.1.1.) o koncentraci
0,1 mg-ml! (50 pl roztoku standardi o koncentraci 1 mg-ml! bylo nafedéno 450 ul
MilliQ vodou do vialky na objem 500 pl). Systém kapilarni elektroforézy umoziuje
snadné soucasné davkovani vice vzorkli najednou, timto zplsobem byly vzorky
obohaceny o definované mnozstvi standardu a byla provedena identifikace na zakladé
shody migracnich Casti a nartstu plochy pikt. Z anionti organickych kyselin byla
potvrzena pfitomnost citratu, malatu a vinanu, z anorganickych iontéi CI', NOs", POs>

a SO4%.
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Na zakladé ziskanych udaji o pfitomnosti iontl 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 vzorka byla zvolena kifemenna kapilara. Celkova délka
kapilary s vnitinim pramérem 75 pm 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 1 roztok iniciatoru byly soucasti kitu CE Elixir OA pH 5.4.
Zakladni elektrolyt byl po kazdé probéhnuté analyze vylit do odpadu a byl doplnén za
novy. Roztok iniciatoru byl v pfipadé potieby v prub&hu analyz pouze dopliiovan. Injekce
zakladniho elektrolytu a iniciatoru byla provedena hydrodynamicky aplikaci tlaku
50 mbar pfi délce nastfiku 10 s. Tyto parametry nastfiku byly identické pro nastiik
vzorkd.

Pro detekci vSech iontll byla zvolena detekcni vinova délka 250 nm a referencni vinova
délka 214 nm. Analyza probihala pti -30 kV (rampa -1kV-s™).

3.2.6 Obrazova analyza korenového systému

Snimky scanovanych kofent byly podrobeny obrazové analyze. K tomu byl pouzit
software MorphoAnalyzer vyvinuty firmou Photon Systems Instruments s.r.o. (Cesko)
dodavany pro uzivatele instrumentd stejné firmy, které jsou orientovany na fenotypovaci
systémy. Software byl optimalizovan pro rozliSeni pozadi od rostlinnych pletiv.
Nastaveni parametrd je uvedeno v Tab. 2. Parametry ,,color formula“ a , treshold* slouZzi
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 pixeld identifikovanych jako
rostlina je pak secten. Tento snimek je dale podroben barevné segmentaci, tedy zafazeni
kazdého pixelu do nejblizsi z 6 skupin zvolenych barev opét na zakladé RGB hodnot.

Vzhledem k tomu, Ze snimky byly vzdy pofizeny totoznym kancelafskym scannerem
se stejnym nastavenim (rozliSeni 300 dpi), tak nebyla nutna kalibrace. VSechny snimky
jsou vzajemné srovnatelné, jelikoz stanoveny pocet pixeli odpovida vzdy stejnym

vzdalenostem.
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Tab. 2: Nastaveni softwaru MorphoAnalyzer pro obrazovou analyzu snimki kofenového
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 kofend. Byly porovnany hmotnosti
kofenu tfi genotypu hrachu setého. Kofeny byly zvazeny ihned po vyjmuti sazenic
z kvétinaci, odejmuti prytu od kofene a nasledném ocisténi kofenti od substratu a perlitu.

Primérmné hmotnosti kofent jsou uvedeny v Tab. 3.

Tab. 3: Plochy kofend, primémé hmotnosti kofeniti a primémé hmotnosti such¢ hmoty pro
jednotlivé genotypy hrachu setého (prumér £ SD, n = 4).

Genotyp Plocha kotene [px] Primé&rna hmotnost kofene [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 kofenti a hmotnosti suché
hmoty (R = 0,897). Plocha kofene silné korelovala i s hodnotou primérmé hmotnosti
korene (R =0,934). Obr. 5 zaznamenava pomeér barev, které charakterizuji plochy kotent

jednotlivych genotypa.

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

0,00 %

Pomér

Wan Dou Pis 511 Beseliya
7209

Obr. 5: Pomér barev charakterizujici plochy kofenu jednotlivych genotypt.
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Jednotlivé procentualni hodnoty v grafu udéavaji pomeér barev charakterizujici zatazeni
pixelu do nejbliz§i z 6 skupin zvolenych barev. Pro kazdou barvu byla vypoctena
prumérna procentualni hodnota jejiho zastoupeni v ramci genotypu a to z jednotlivych
procentualnich hodnot kazdé barvy v jednotlivych vzorcich.

Hlavnim cilem byla obrazova analyza nodulace kotfent.. Tvorba nodu se nezdarila
z divodu napadeni sazenic parazitickymi houbami, diky ¢emuz muselo byt péstovani
hrachu pred¢asné ukonceno. Obrazova analyza pak poslouzila pro porovnavani ploch
kotenti hrachu. Z hodnot vyplyva, Ze napfic jednotlivymi genotypy nejsou zaznamenany
vyrazné odlisnosti v ploSe kofenti. Ocekavanym vysledkem je korelace plochy kotent
s jejich hmotnosti.

4.2 Analyza kapilarni elektroforézou

Nejhojnéji se vyskytujicimi a zaroven 1 nejCastéji analyzovanymi organickymi
kyselinami ptidniho extraktu jsou kyseliny L-jable¢na, malonova, octova, citronova,
fumarova, jantarova, mlécna, vinna, §tavelova aj. (Hillel, 2004). Pro analyzu organickych
kyselin byly k dispozici ionty citrat, malat, oxalat, pyruvat, sukcinat a vinan, pro analyzu
anorganickych iontd dusi¢nanovy, dusitanovy, siranovy, chloridovy a fosforeCnanovy
anion.

4.2.1 Kalibrace

Pred zahajenim analyzy samotnych vzorkt byla provedena kalibrace. Kalibracni pifimka
pro organické kyseliny byla vytvorena ze sedmi boda o koncentracich: 1; 0,5; 0,25; 0,1;
0,05; 0,025 a 0,01 mg-ml!. Ve vzorcich byla potvrzena pfitomnost i iontd kyselin, a to
citratu, malatu a vinanu, a nasledné byly sestrojeny kalibracni pfimky pro kazdy ion

(Obr. 6).
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Kalibra¢ni pfimka
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Obr. 6: Kalibracni pfimka vinanu, malatu a citratu.

Na Obr. 7 je vyobrazen zaznam z prub€hu analyzy roztoku standardd o koncentraci

0,5 mg-ml ™! uréeného pro kalibraci organickych kyselin.

CADTVA, Sige2dl 3 Ref=d 143 (220214 _OMASCOS 2 (E2-02-14 12-43-21/08000030 Ty

mAl

7l

Obr. 7: Elektroferogram separace roztoku standardu aniontli organickych kyselin o koncentraci
0,5 mg-ml': A = vinan, B = malat, C = citrat.
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Kalibraéni pfimka pro ionty anorganickych kyselin (Obr. 8) byla sestrojena z Sesti
bodt o nasledujicich koncentracich: 0,5; 0,25; 0,1; 0,05; 0,025 a 0,01 mg-ml!. Ve
vzorcich byla potvrzena piitomnost dusi¢nanového, siranového, chloridového
a fosforeCnanového aniontu. Potvrzeni pfitomnosti dusitanového iontu v kotfenech ¢i

kotenovych vymeéscich je velmi malo pravdépodobné.

Kalibra¢ni pfimka
900
y =1554,6212x + 4,6665
800 R2=0.9996 ry
J0o |y =992,49x + 8,5201 '
R?=10,9978
600 1y =963,02x +2,5313
£ R2 = 0,9996 .
&, 500 |
s y =787,7x + 2,8472 e
2 400 R2=10,9988 » e
o e
300 | et
200 T ® Chlorid
0 o Dusi¢nan
100 .0 Siran
0 _ﬁ-‘a.'.'.'mn‘ @ Fosforecnan
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Koncentrace [mg-ml!]

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

elektroferogram (Obr. 9).

DADT A Sig=2503 Ref=214 3 (220209 OAMASCOS 2022-0209 13-57-520A000025.D)

Obr. 9: Elektroferogram separace roztoku standardu aniontii 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 vzorki kofena
i z kofenovych vymeéska.

4.2.2.1 Analyza pudniho extraktu

Pti analyze vzorkd pidniho extraktu byly identifikovany ionty anorganickych kyselin.
Koncentrace daného anorganické iontu byla ziskdna na zaklad€ integrace plochy piku
zaznamenaného v elektroferogramu daného iontu. Ziskana hodnota byla dosazena do
prislusné rovnice kalibracni piimky iontu za hodnotu y a byla spoc¢tena koncentrace. Zde
je uveden priklad vypoctu koncentrace chloridového aniontu ve vzorku ¢. 1 genotypu

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

y = 1554,6216x + 4,6665

_32,5-4,6665
T 1554,6216

x =0,018 mg-ml’!

Obr. 10 vyobrazuje naméfené hodnoty koncentraci anorganickych ionti ve vzorcich

extraktu substratu.

Anorganické ionty
0,0035
— 0,0030 I
E 0,0025
en
= 0,0020
3
£ 0,0015
= I
§ 0,0010 I
20,0005 _ N I _
o000 M = -EE
Chlorid Dusic¢nan Siran Fosfore¢nan
® Wan Dou 7209 Pis 511 Beseliya Kontrola

Obr. 10: Koncentrace anorganickych iontl ve vzorcich extraktu substratu (chybové usecky +
SD, n=4).

34



Ze ziskanych hodnot koncentraci dusi¢nanového aniontu lze usuzovat, ze snizeni
koncentraci tohoto aniontu v pudnim substratu oproti kontrole je zapfi¢inéno pfijmem
dusi¢nanového aniontu rostlinou a jeho nasledné metabolizovani na organicky dusik. Po
vycCerpani zasob dusi¢nanu dochazi k tvorbé nodu kofenovym systémem, které zajistuji
rostliné novy piisun 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 piipadé genotyptt Wan Dou 7209 a Beseliya nebyly zaznamenany
vyznamné statistické rozdily koncentraci u zadného iontd.

Ve vzorcich extrakti substratu nebyla detekovana pfitomnost zadné zkoumané
organické kyseliny. Divodem, pro¢ kyseliny nebyly detekovany, mize byt nedostatecna
citlivost metody kapilarni zonové elektroforézy, ktera v§ak nabizi jednoduché zpracovani
vzorku pro naslednou analyzu, umoziuje analyzovat ionty anorganickych kyselin a prace
s timto zafizenim je Casové malo naro¢na v porovnani sjinymi metodami. Dal§im
divodem muze byt dle prace Tuason & Arocena (2009) volba hydrodynamického
nastiiku vzorku do kapilary pted elektrokinetickym. Volba elektrokinetického nastfiku je
vhodna pro meéteni nizkych koncentraci organickych kyselin ve vzorcich. Identifikace
organickych kyselin by bylo mozné pravdépodobné docilit zménou postupu zpracovani
vzorkl, provedenim purifikace vzorkii nebo zvolenim citlivéjsi metody. Takovou
metodou muze byt napiiklad metoda LC-MS. Ackoliv LC-MS by byla metodou daleko
citlivgjsi pro analyzu organickych kyselin, vzorky by musely byt pfed analyzou
preCistény pro odstranéni iontd anorganickych kyselin z didvodu ochrany kolony
aiontového zdroje. Cilem prace bylo méfeni koncentraci organickych kyselin za
nativnich podminek, tedy bez preci§tovani 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 pfitomen
dusi¢nanovy anion. Déle byla potvrzena ptitomnost organickych kyselin malatu, citratu
a vinanu.

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

byly vypocteny stejnym zpusobem, jako tomu bylo u koncentraci anorganickych iontt
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v extraktech substratu. Koncentrace kazdého iontu byla pfepoctena nal g

lyofilizovaného vzorku kotene.

Anorganické ionty a organické kyseliny
40
. 35
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en
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g 20
£
g 15
3]
E 10
, iR |
, N i
Chlorid Siran  Fosfore¢nan  Vinan Malat Citrat
B Wan Dou 7209 ®Pis 511 = Beseliya

Obr. 11: Koncentrace anorganickych iontu a organickych kyselin ve vzorcich kofent (chybové
usecky £ SD, n =4).
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Na Obr. 12 je uveden reprezentativni elektroferogram analyzy kotfenového vzorku €. 3

genotypu Wan Dou 7209.

CAD1 A Sig=20 3 Ref=2 143 (220214 _OMASODS 20E2-00-14 12-43-2110A000003 Ty

mAU =2
it 23 .
~ -_Q;fﬁ:?
- %_3;\
a
S

Obr. 12: Elektroferogram analyzy vzorku kofenu ¢. 3: A=chlorid, B =siran, C = vinan, D =malat,
E = citrat, F = fosforec¢nan.
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Ze ziskanych koncentraci anorganickych ionti analyzou kofend je patrné, ze
nejhojn€ji se vyskytujicim anorganickym iontem v kofenech hrachu je siranovy
a fosfore¢nanovy anion. Ziskané vysledky koncentraci anorganickych iontl byly
podrobeny analyze ANOVA, kdy nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily
koncentraci iontdl napfic¢ jednotlivymi genotypy.

V piipadé namétenych koncentraci organickych kyselin v pletivech kotfene, rovnéz dle
nastroje ANOVA, nebyly zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily koncentraci
mezi jednotlivymi genotypy. Nebyly zde oCekavany velké rozdily z davodu péstovani
vSech genotypu hrachu setého za stejnych podminek. Vyznamnéjsi vykyvy koncentraci
jednotlivych kyselin mizeme pozorovat dle poznatkti Carvalhais et al. (2011) napiiklad
pfi nutri¢ni deficienci. Byl zaznamenan narast koncentrace malatu pii nedostatku Zeleza
a fosforu v substratu, naopak snizeni jeho koncentrace je detekovano pii deficienci
drasliku a dusiku v substratu. Koncentrace citratu se pii nutricni deficienci Zeleza,
drasliku, dusiku a fosforu snizila oproti koncentraci kontroly. Dle Wu et al. (2018) naopak
vzrusta koncentrace citratu a malatu v pritomnosti hlinitych kationtt, se kterymi zminéné
organické kyseliny tvoii komplexy, jez snizuji toxicitu tohoto kationtu v pudé. Malat
a citrat jsou kyseliny, které predevsim slouZzi k vabeni symbiotickych mikroorganismu ke
koteni rostliny (Wu et al, 2018).

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

4.3 Analyza kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci

V analyzovanych pletivech kofent 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 setého. V genotypu Wan Dou 7209 byla namétena 10x niz§i 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 ato

v 1000x nizsich koncentracich oproti ostatnim fenolickym latkam.
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Tab. 4: Vysledné koncentrace fenolickych latek v pletivech hrachu seté¢ho (pimér £+ 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 (pumér &+ 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 = 1,53 328+ 0.33 0.18<002 - 89+ 0.01 0.14+002 -

Pis 511 3,67+ 1,11 1,29 +0,29 1,00 £ 0,08 - 61 £0,01 0,10£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 -
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V porovnani s praci Sreeramulu & Raghunath (2010), ktera se zabyva stanovenim
flavonoidu v zeleniné a lusténinach, je patrné, Ze naméfena koncentrace flavonoidi
v tomto experimentu je piiblizné 250x niz$i, neZ naméfené koncentrace flavonoidu
ve zkoumanych lusténinach ve zminéné praci. Velké 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
potfeba brat v potaz organovou specifitu a vyvojovou fazi rostliny. Prace Devi et
al. (2019) je zameérena na stanoveni koncentrace fenolickych latek v luscich 22 rozdilnych
genotypu hrachu setého. V porovnani s vysledky této prace jsou naméfené koncentrace
flavonoidu v tomto experimentu v primeéru 3x-60x niz§i. Divodem muze byt rozdilna
délka péstovani hrachu. Ve zminéné praci je uvadéna pulrocni doba péstovani. V tomto
experimentu byl hrach péstovan po dobu dvou tydni. Porovnani experimentu s vysledky
prace naznacuje i vyznamné rozdily mezi koncentracemi flavonoidi napfic¢ jednotlivymi
genotypy.

Obecné nizké koncentrace fenolickych latek naméfené v tomto experimentu mohou
byt pfipsany dvoutydenni dobé péstovani hrachu setého. Zkoumané koteny hrachu mély
tedy velmi mlada a nevyvinuta pletiva, ve kterych jeSté¢ 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 tiech genotypu. Teoreticka Cast je vénovana
obecné charakteristice rhizosféry, jejich slozek, vcetné popisu kofenového systému
rostlin. Dale je vénovana charakteristice kofenovych vymésku, jejichz nedilnou soucasti
jsou organicke kyseliny a fenolické latky. Charakteristika a funkce téchto sloucenin je téz
v této Casti popsana.

Jednim z cili experimentalni ¢asti byla obrazova analyza kofenového systému hrachu.
Cilem obrazové analyzy, provadéné za uziti softwaru MorphoAnalyzer, byla analyza
nodt na kofenech hrachu setého. Nodulace vSak nebyla zdafena, proto obrazova analyza
poslouzilajen pro porovnani ploch kotfent hrachu. Byly zaznamenany silné korelace mezi
plochami kofent a jejich primérnymi hmotnostmi.

Analyza profilu fenolickych latek v pletivech kofenti hrachu byla provadéna metodou
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Byly detekovany fenolické latky
v nizkych koncentracich, nicméné i1 pfes to byly patrné zna¢né rozdily mezi jednotlivymi
genotypy hrachu. U genotypu Wan Dou 7209 byla naméfena 10x niz$i koncentrace
morinu nez tomu bylo u genotypu 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 zénové elektroforézy byla
provadéna jak v pletivech kofent, 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 fosfore¢nan. Rozdilné vysledky byly
zaznamenany pii analyze extraktu substratu, kdy nebyla detekovana ani jedna ze
jmenovanych kyselin. Divodem muze byt nizka citlivost pouzité metody. V porovnani
s analyzou kotfenovych pletiv, v extraktu substratu byl detekovan navic dusi¢nanovy
anion.

Byly naplnény cile bakalarské prace.

42



6 LITERATURA

Agerer, R. (1991). Ectomycorrhizae of Sarcodon imbricatus on Norway spruce and their
chlamydospores. Mycorrhiza, 1(1), 21-30. https://doi.org/10.1007/BF00205898

Barbas, C., Garcia, J. A. L., & Maiiero, F. J. G. (1999). Separation and identification of organic
acids in root exudates of Lupinus luteus by capillary zone electrophoresis. Phytochemical
Analysis, 10(2), 55-59. https://doi.org/10.1002/(sici)1099-1565(199903/04)10:2<55::aid-
pcad37>3.3.c0;2-9

Baziramakenga, R., Leroux, G. D., & Simard, R. R. (1994). Determination of organic acids in
soil extracts by ion chromatography. Soil Biology and Biochemistry, 27(3), 349-356.
https://doi.org/10.1016/0038-0717(94)00178-4

Beleggia R., Canfora L., de Vita P., & Iannucci A., Nigro F. (2021). Relationships between root
morphology, root exudate compounds and rhizosphere microbial community in durum
wheat. Applied Soil Ecology, 158, 1-10. https://doi.org/10.1016/j.aps0il.2020.103781

Bilkova, A. (2018). Metodika stanoveni hlavnich fenolickych sloucenin v genotypech jabloni s
ohledem na rizné podminky skladovani (1. vydani). Vyzkumny a Slechtitelsky ustav
ovocnarsky Holovousy s.r.0.

Bouwmeester H.J., & van Dam N.M. (2016). Metabolomics in the Rhizosphere: Tapping into
Belowground Chemical Communication. Trends in Plant Science, 21 (3), 256-265.
https://doi.org/10.1016/1.tplants.2016.01.008

Buchanan, B. B., Gruissem, W., Jones., R., L. (2000). Biochemistry & molecular biology of plants
(Second edition). John Wiley & Sons Inc.

Carvalhais, L. C., Dennis, P. G., Fedoseyenko, D., Hajirezaei, M. R., Borriss, R., & Von Wirén,
N. (2011). Root exudation of sugars, amino acids, and organic acids by maize as affected by
nitrogen, phosphorus, potassium, and iron deficiency. Journal of Plant Nutrition and Soil
Science, 174(1), 3—11. https://doi.org/10.1002/jpIn.201000085

Cibicek, N., Vacek, J. a kol. (2014). Principy a vyuZiti vybranych analytickych metod
v laboratorni mediciné (1. vydani). Univerzita Palack¢ho v Olomouci.

Devi, J., Sanwal, S. K., Koley, T. K., Mishra, G. P., Karmakar, P., Singh, P. M., & Singh, B.
(2019). Variations in the total phenolics and antioxidant activities among garden pea (Pisum
sativum L.) genotypes differing for maturity duration, seed and flower traits and their
association with the yield. Scientia Horticulturae, 244, 141-150.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2018.09.048

Dong, J., Mao, W. H., Zhang, G. P., Wu, F. B., & Cai, Y. (2007): Root excretion and plant
tolerance to cadmium toxicity - A review. Plant, Soil and Environment, 53(5), 193-200.
https://doi.org/10.17221/2205-pse

Fahim, J. R., Attia, E. Z., & Kamel, M. S. (2019). The phenolic profile of pea (Pisum sativum): a
phytochemical and pharmacological overview. Phytochemistry Reviews, 18, 173-198.
https://doi.org/10.1007/s11101-018-9586-9

Fahn A. (1990). Plant Anatomy (First edition). Pergamon Press.

Fajtova K., TSponova J., & Mamrak P. (2018). Vyukové a studijni materidaly pro mikroskopické
cviceni z predmétu Botanika. Veterinarni univerzita Bmo.

Fan, M., Liu, Z., Zhou, L., Lin, T., Liu, Y., & Luo, L. (2011). Effects of Plant Growth Regulators
and Saccharide on In Vitro Plant and Tuberous Root Regeneration of Cassava (Manihot
esculenta Crantz). Journal of  Plant Growth Regulation, 30(1), 11-19.
https://doi.org/10.1007/s00344-010-9163-y

Friedecky, D., & Lemr, K. (2012). Uvod do hmotnostni spektrometrie. Klinickd biochemie a
metabolismus, 20(3), 152-157. http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/2012/2012-3/KBM12-
3-Friedecky-152.pdf

Gargallo-Garriga, A., Preece, C., Sardans, J., Oravec, M., Urban, O., & Pefiuelas, J. (2018). Root
exudate metabolomes change under drought and show limited capacity for recovery. Scientific
Reports, 8(1), 1-15. https://doi.org/10.1038/s41598-018-30150-0

Gross, J. H. (2004). Mass Spectrometry (First edition). Springer International Publishing.

43


https://doi.org/10.1007/BF00205898
https://doi.org/10.1002/(sici)1099-1565(199903/04)10:2%3c55::aid-
https://doi.Org/10.1016/i.apsoil.2020.103781
https://doi.Org/10.1016/i.tplants.2016.01.008
https://doi.org/10.1002/ipln.201000085
https://doi.Org/10.1016/i.scienta.2018.09.048
https://doi.org/10.17221/2205-pse
http://www.cskb.cz/res/file/KBM-pdf/20
https://doi.org/10.1038/s41598-018-30150-0

Han, F., Shan, X., Zhang, S., Wen, B., & Owens, G. (2006). Enhanced cadmium accumulation in
maize roots - The impact of organic acids. Plant and Soil, 289(1-2), 355-368.
https://doi.org/10.1007/s11104-006-9145-9

Hillel, D. (2004). Encyclopedia of soils in the environment (First edition). Elsevier Academic
Press.

HPST. https://hpst.cz/hplc-vysokoucinna-kapalinova-chromatografie-zaklady-principy (7. 3.
2022)

Husain N., & Gupta S. (2015). A critical study on chemistry and distribution of phenolic
compounds in plants, and their role in human health. IOSR Journal of Environmental Science,
Toxicology and Food Technology, 3(1), 57-60. https://www.iosrjournals.org/iosr-
jestft/papers/SSSSMHB/Volume-3/paper%2045.pdf.

Jin, J., Tang, C., & Sale, P. (2015). The impact of elevated carbon dioxide on the phosphorus
nutrition  of  plants: A review. Annals of Botany, 116, 987-999.
https://doi.org/10.1093/aob/mcv088

Jones, D. L., Dennis, P. G., Owen, A. G., & Van Hees, P. A. W. (2003). Organic acid behavior in
soils - Misconceptions and knowledge gaps. Plant and Soil, 248(1-2), 31-41.
https://doi.org/10.1023/A:1022304332313

Jones, D. L., Nguyen, C., & Finlay, R. D. (2009). Carbon flow in the rhizosphere: Carbon trading
at the soil-root interface. Plant and Soi, 321, 5-33. https://doi.org/10.1007/s11104-009-9925-
0

Klouda, P. (2016): Moderni analytické metody (3. vydani). Nakladatelstvi Pavko, Ostrava.

Li, X., Dong, J., Chu, W., Chen, Y., & Duan, Z. (2018). The relationship between root exudation
properties and root morphological traits of cucumber grown under different nitrogen supplies
and  atmospheric  CO2  concentrations. Plant and  Soil, 425(1-2), 415-432.
https://doi.org/10.1007/s11104-017-3555-8

Liang, S., Wang, Y. H., Zhang, H., Yun, X. Y. & Wu, Y. (2020). Response of Root-Exuded
Organic Acids in Irrigated Rice to Different Water Management Practices. Eurasian Soil
Science, 53(11), 1572-1578. https://doi.org/10.1134/S1064229320110101

Liu, E. H,, Qi, L. W., Cao, J., Li, P, Li, C. Y., & Peng, Y. B. (2008). Advances of modern
chromatographic and electrophoretic methods in separation and analysis of
flavonoids. Molecules, 13, 2521-2544. https://doi.org/10.3390/molecules13102521

Long, S. R. (1996). Rhizobium symbiosis: Nod factors in perspective. Plant Cell, 8, 1885-1898.
https://doi.org/10.1105/tpc.8.10.1885

Magwaza, L. S., & Opara, U. L. (2015). Analytical methods for determination of sugars and
sweetness of horticultural products-A review. Scientia Horticulturae, 184, 179-192.
https://doi.org/10.1016/j.scienta.2015.01.001

Malik, A., & Grohmann, E.(2012). Enviromental protection strategies for sustainable
development. Springer International Publishing.

Maréti, G., Downie, J. A., & Kondorosi, E. (2015). Plant cysteine-rich peptides that inhibit
pathogen growth and control rhizobial differentiation in legume nodules. Current Opinion in
Plant Biology, 26, 57-63 https://doi.org/10.1016/].pbi.2015.05.031

Mus, F., Crook, M. B., Garcia, K., Costas, A. G., Geddes, B. A., Kouri, E. D., Paramasivan, P.,
Ryu, M., Oldroyd, G., Poole, P., et al. (2016). Symbiotic nitrogen fixation and the challenges
to its extension to nonlegumes. Applied and Environmental Microbiology, 82 (13),3698-3710.
https://doi.org/10.1128/AEM.01055-16

Nannipieri, P., Pinton, R., & Varanini, Z. (2007). The rhizosphere: biochemistry and organic
substances at the soil-plant interface (Second edition). CRC Press, Taylor and Francis Group.

Novacek, F. (2008). Fytochemické zaklady botaniky (2. vydani). Olomouc: Fontana.

Pandey, K. B., & Rizvi, S. 1. (2009). Plant polyphenols as dietary antioxidants in human health
and  disease. Oxidative =~ Medicine and  Cellular ~ Longevity, 5(2), 270-278.
https://doi.org/10.4161/0xim.2.5.9498

Pingoud, A., Urbanke, C., Hoggett, J., & Jeltsch, A. (2002). Biochemical Methods: A concise
Guide for Students and Researchers (First edition). John Wiley & Sons, Inc.

Poleno, Z. a kol. (1994). Lesnicky naucny slovnitk I (1. vydani). Ministerstvo zemé&délstvi Ceské
republiky.

44


https://doi.org/fQ
https://hpst.cz/hplc-vysokoucinna-kapalinova-chromatografie-zaklady-principy
https://www.iosrjournals.org/iosr-
https://doi.org/10
https://doi.org/10
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.l
https://doi.org/10.3390/moleculesl3102521
https://doi.org/10
https://doi.Org/10.1016/i.scienta.2015.01.001
https://doi.Org/10.1016/i.pbi.2015.05.031
https://doi.org/10.1128/AEM.01055-16
https://doi.Org/10.4161/oxim.2.5.9498

Princetechnologies. https://www.princetechnologies.com (22. 3. 2022)

Rahman, A. (2014). Studies in Natural Products Chemistry. Faculty of Agriculture, Dalhousie
University.

Ray, S., Mishra, S., Bisen, K., Singh, S., Sarma, B. K., & Singh, H. B. (2018). Modulation in
phenolic root exudate profile of Abelmoschus esculentus expressing activation of defense
pathway. Microbiological Research, 207, 100-107.
https://doi.org/10.1016/j.micres.2017.11.011

Sreeramulu, D., & Raghunath, M. (2010). Antioxidant activity and phenolic content of roots,
tubers and vegetables commonly consumed in India. Food Research International, 43(4),
1017-1020. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2010.01.009

Tuason, M. M. S., & Arocena, J. M. (2009). Root organic acid exudates and properties of
rhizosphere soils of white spruce (Picea glauca) and subalpine fir (Abies
lasiocarpa). Canadian Journal of Soil Science, 89(3), 287-300.
https://doi.org/10.4141/CJSS08021

Van der Heijden, E. W. (2001). Differential benefits of arbuscular mycorrhizal and
ectomycorrhizal infection of Salix repens. Mycorrhiza, 10(4). 185-193.
https://doi.org/10.1007/s005720000077

Van Hees, P. A. W., Dahlén, J., Lundstrom, U. S., Borén, H., & Allard, B. (1999). Determination
of low molecular weight organic acids in soil solution by HPLC. Talanta, 48(1), 173-179.
https://doi.org/10.1016/S0039-9140(98)00236-7

Varma, A., Tripathi, S., & Prasad, R. (2019). Plant biotic interactions: State of the art (First
edition). Springer International Publishing.

Vinter V. (2009). Rostliny pod mikroskopem: zdklady anatomie cévnatych rostlin (2. vydani).
Univerzita Palackého v Olomouci.

Voet, D., Voet, J. G., & Pratt, Ch. W. (2016): Fundamentals of biochemistry: life at the molecular
level (Fifth edition). John Wiley & Sons, Inc.

Vranova, V., Karova, H., Rejsek, K., & Formanek, P. (2010). Dominant amino acids, organic
acids and sugars in water-soluble root exudates of C4 plants: a minu-review. Mendel University
of Agriculture and Forestry Brno, 58(5), 441-446.
https://doi.org/10.11118/actaun201058050441

Wasson, A. P., Ramsay, K., Jones, M. G. K., & Mathesius, U. (2009). Differing requirements for
flavonoids during the formation of lateral roots, nodules and root knot nematode galls in
Medicago truncatula. New Phytologist, 183(1), 167-179. https://doi.org/10.1111/].1469-
8137.2009.02850.x

Wu, L., Kobayashi, Y., Wasaki, J., & Koyama, H. (2018). Organic acid excretion from roots: a
plant mechanism for enhancing phosphorus acquisition, enhancing aluminum tolerance, and
recruiting beneficial rhizobacteria. Soil Science and Plant Nutrition, 64(6), 697-704.
https://doi.org/10.1080/00380768.2018.1537093

Zhang, N., Wang, D., Liu, Y., Li, S., Shen, Q., & Zhang, R. (2014). Effects of different plant root
exudates and their organic acid components on chemotaxis, biofilm formation and
colonization by beneficial rhizosphere-associated bacterial strains. Plant and Soil, 374(1-2),
689-700. https://doi.org/10.1007/s11104-013-1915-6

45


https://www.princetechnologies.com
https://doi.Org/10.1016/i.micres.2017.ll.011
https://doi.Org/10.1016/i.foodres.2010.01.009
https://doi.org/10.4141/CJSS08021
https://doi.org/10.1007/s005720000077
https://doi.org/10.1016/S0039-9140(98)00236-7
https://doi.org/10
https://doi.org/10.ll
https://doi.org/10.1080/00380768.2018.1537093
https://doi.org/10.1007/slll04-013-1915-6

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
SyA
UHPLC

2,3-dihydroxybenzoova kyselina
4-hydroxybenzoova kyselina

kavova kyselina

capillary electrophoresis

capillary zone electrophoresis
ElectroSpray Ionization

felurova kyselina

Gas chromatography-mass spectrometry
hesperidin

Ion-exchange chromatography

Liquid chromatography-mass spectrometry
Liquid Chromatography Nuclear Magnetic Resonance
luteonin

morin

naringenin

p-kumarova kyselina

Plant Growth — Promoting Rhizobacteria
pinocembrin

salicylova kyselina

2-0-B-glukosid kyseliny salicylové
sialova kyselina

syringova kyselina

Ultra-high performance liquid chromatography
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