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Méné znamé latky s regula¢ni funkei ovliviiujici rist a vyvoj dievin

Abstrakt

V rostlinnych organismech se vyskytuje fada chemickych latek, které maji signalni
a regulacni funkci; jsou to tedy latky schopné ovliviiovat rast a vyvoj rostlin. Mezi takové
latky se fadi tzv. fytohormony. Do skupiny fytohormont patii jiz dobfe znamé auxiny,
gibereliny, kyselina abscisova, ethylen a cytokininy. Kromé téchto péti skupin hormont Se
nové fadi mezi fytohormony také strigolaktony, které jsou rovnéz dilezitymi latkami pro
rust a vyvoj rostlin, kli¢eni semen a ovliviyji vétveni kotfeni. Krom¢ fytohormoni ale
existuji dalsi latky, které svou povahou mezi fytohormony nepatii, av§ak vyznacuji se
rovnéz signalni a regulac¢ni funkci v rostlinach. Jsou to brassinosteroidy, které stimuluji
dlouzivy rast a ovlivituji kliceni semen. Dale napiiklad disacharid trehaldza, Kkterou
rostliny vyuzivaji jako obrannou latku pti abiotickych stresech nebo pro vyrovnani se
s dehydrataci organismu. Mezi méné¢ znamou skupinu signalnich latek patii butenolidy-
latky ovlivilujici kliCeni semen nékterych druhli rostlin po rozséhlych lesnich pozarech,

které rovnéz interaguji spolu se strigolaktony.

Klic¢ova slova: butenolid, ekofyziologie, fytohormon, strigolakton, trehal6za



Less known substances with regulatory function influencing plant growth

and development

Abstract

There are number of chemicals in plant organisms that have a signal and regulatory
function; they are therefore substances capable of influencing plant growth and
development. Such substances are called phytohormones. The group of phytohormones
includes well-known auxins, gibberellins, abscisic acid, ethylene and cytokinins. In
addition to these five hormone groups, strigolactone is also a newly classified
phytohormone, which is also an important ingredient in plant growth and development,
germination of seeds and influences the branches of roots. However, in addition to
phytohormones, there are other substances which by their nature are not phytohormones
but are also characterised by a signal and regulatory function in plants. They are
brassinosteroids that stimulate long growth and affect germination of seeds. For example,
disaccharide trehalose, which is used by plants as a defensive agent during abiotic stress or
to cope with dehydration of an organism. A less known group of signal substances includes
butenolide-substances affecting the germination of seeds of certain plant species after

extensive forest fires, which also interact with strigolactones.

Keywords: butenolide, ecophysiology, phytohormone, strigolactone, trehalose
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ABA kyselina abscisova
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1 Uvod

V kazdém Zzivém organismu, at’ uz se jedna o rostlinu ¢i Zivoc¢icha, probiha fada
biologickych procest, diky nimz dany organismus je schopen existovat. Jedna se o Sirokou
Skalu chemickych reakci, které jiz dobie zname a jsou popsany v nejedné ucebnici. Kazda
reakce, ktera se odehraje v zivém organismu, ma své vysledné latky, kterym se fika
ptirodni latky. Mezi ty hlavni patii latky, které, jak zivoc¢ichtim, tak i rostlinam slouzi jako
nutrienty. Mezi ziviny se fadi bilkoviny, lipidy a sacharidy, dale pak biokatalyzatory
(ptedevsim hormony a enzymy), v neposledni fadé nukleové kyseliny, terpeny, steroidy
a alkaloidy. Reakce, jez v organismech probihaji, se nazyvaji metabolické procesy a télo si
diky nim dokaze vyrobit napiiklad dostatek energie (Blazek & Fabini, 2005; Voet &
Voetova, 1995).

Avsak s pokrokem védy a techniky se objevuje stale vice novych latek, které se
aktualn¢ zkoumaji a mnoho dalsich latek, které na své objeveni teprve ¢ekaji. Veskeré
metabolické procesy jsou velmi slozité a mnoho z nich jesté neni zcela objasnéno (Blazek
& Fabini, 2005). Jiz ted’ je ale znamo obrovské mnozstvi hormona a signalnich latek
u zivocichu, stejné tak je tomu i u rostlin. Krom¢ Zivin a nukleovych kyselin jsou pravé
tzv. fytohormony a dalsi signalni latky pro rostliny velice dulezité. Zrovna tak jako
u zivocichti i fytohormony a signalni latky tidi t€la rostlin, jedna se o latky, které stimuluji
naptiklad rust stonku a listi, u dievin pak rast pupeni a maji mnoho dalSich funkci
(Prochazka, et al. 1998).

Nejprve je tieba Si uvést a rozebrat jednotlivé skupiny prirodnich latek, tedy latky
primarniho a sekunddrniho metabolismu, na které navazou jiz zndmé latky se signdlni
a regulacni funkci, mezi nimi pravé fytohormony a také méné znamé latky, které nejsou
ptili§ v povédomi. Mezi méné znamymi latkami jsou zatazeny napiiklad strigolaktony,
nejnovéjsi skupina fytohormont s dal$imi objevenymi funkcemi, mezi nimiz je napiiklad
stimulace kli¢eni semen nebo ovlivilovani vétveni kotentl, dale butenolidy schopné vyvolat
kliceni semen po pozarech a v neposledni fad¢ disacharid trehaloza, u které se zjistily dalsi
funkce pro organismus. Trehaloza je také hlavnim pfedmétem praktické ¢asti bakalaiské
prace. Smyslem praktické ¢asti je prokazani koncentrace a obsahu trehaldzy v kotfenech

smrku ztepilého.
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2 Cil prace

Cilem této bakalarské prace je priblizit, popsat a objasnit, jak vznikaji a funguji
nékteré latky fadici se mezi latky se signalnimi a regulaénimi funkcemi u rostlin, tedy
latky, které jsou zodpovédné za rist a vyvoj rostlinnych organi; latky, které funguji jako
obranné mechanismy proti skodlivym patogentim, proti biotickym a abiotickym strestim;
latky, které jsou hormonalné zodpovédné za chovani rostlin.

Tato bakalaiska prace je postavena na popisu skupin latek primarnich metabolitti a
na né¢ navazujicich sekundarnich metabolitd, vzhledem k tomu, Ze z jejich metabolickych
drah a produktl vznikaji nckteré latky ze skupiny signalnich latek. Prace pokracuje
popisem latek se signalni a regula¢ni funkci-fytohormond, dale nové zatazenou skupinu
fytohormonti strigolaktony, kterou nasleduji méné znamé latky, jako jsou butenolidy a
kynahydridy. Posledni c¢ast literarni reSerSe spolu s praktickou c¢asti je vénovana
disacharidu trehaloza.

Cilem praktické casti bakalaiské prace je prokazat koncentraci a obsah trehalozy
v kotfenech smrku ztepilého nachdzejici se na zkusnych plochach v Krusnych horéch,
konkrétn¢ laboratorni analyzou pomoci spektrofotometru a pomoci kitd pro detekci

trehalozy.
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3 Literarni reSerse

V kazdém rostlinném téle, stejné tak jako u zivocCichli, probihd fada chemickych
reakci, diky kterym rostliny mohou spravné rist a vyvijet se, branit se nepfiznivym jevim,
a které jsou nezbytné K preziti jedince. Zasluhou téchto chemickych reakci ziskava
organismus potiebnou volnou energii, kterou pak nasledné¢ vyuzije dle svych potieb. Jak je
jiz znamo, rostliny se fadi mezi fototrofni organismy, které tuto volnou energii ziskavaji
ze Slunce pomoci fotosyntézy a dale ji enzymy skrze metabolitické drahy pretvarii
na vysledné slozky-metabolity. Souhrnné se tyto procesy oznacuji pojmem metabolismus
(Voet & Voetova, 1995).

Metabolismus se pak dale déli na primarni a sekundarni, dle reakci a vyslednych
produkti. Oba tyto metabolismy jsou tzce spjaty, navazuji na sebe a neda se pfimo urcit,
kde zaCind nebo kon¢i hranice mezi nimi. Napiiklad nékteré vysledné produkty
metabolismu sekundarniho vedle produkti metabolismu primarniho, jako jsou
fytohormony, také velmi ovliviiuji rust a vyvoj rostliny. Drahy obou metabolismt jsou
cyklické (Voet, et al. 2013; Voet & Voetova, 1995).

V metabolitickych drahach je mimo vyslednych produktl, zndma 1 fada
meziprodukti, napiiklad Acetyl-CoA nebo kyselina skoticova (Obrazek 1), které se dale
podili na biosyntézach pravé onéch vyslednych metabolitt (Voet & Voetova, 1995).
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Obrazek 1 - PFiklad podrobnéjs$ino schématu primarniho a sekundarniho metabolismu s meziprodukty a
vyslednymi metabolity, zdroj: (Krmen¢ik & Kysilka, 2019)
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3.1 Primarni metabolismus

Primarnim metabolismem rostlin se oznacuji procesy, kterymi jsou toky energii
a premény latek Vv téle rostliny. Jsou to velice dilezité déje v oblasti ristu a vyvoje rostlin.
Tyto reakce se odehravaji za piitomnosti enzymi v zivych bunkach rostlin a jsou
zakladnimi pro tvorbu primarnich metabolitt, které jsou dilezité pro syntézu latek
sekundarniho metabolismu a jejich derivati (Voet & Voetova, 1995).

Vzniklé produkty primarniho metabolismu, mezi které fadime zékladni nutrienty-
sacharidy, lipidy, bilkoviny spolu s aminokyselinami (20 zakladnich) a nukleové kyseliny,
se bézn¢ vyskytuji ve vSech rostlinnych organismech a jsou zdkladem pro stavbu
rostlinného téla, jako obrana proti skodlivym vliviim a pfedevs§im jsou rostlinam pohonnou
energii (Tomaskova & Kubasek, 2017; Voet et al., 2013; Voet & Voetova, 1995). Jsou to
tedy latky dulezité pro pieziti daného organismu. Primarni metabolismus je soucasti
nezbytnych déji jako je fotosyntéza nebo dychani (Voet & Voetova, 1995).

Vesker¢ latky produkované fotosyntézou a dale pfeménéné na primarni metabolity
se §ifi po rostliné pomoci rostlinného pletiva floému od zdroje vzniku K cilovym ¢astem

rostliny, tedy k sinku (Lustinec & Zarsky, 2005).

3.1.1 Sacharidy

Sacharidy jsou zakladni organické latky zivych organisma S variabilnimi funkcemi
(Voet & Voetova, 1995). Mezi nejvyznamnéjsi patii funkce zdsobni (Skrob), stavebni
(celuldza) nebo slouzi jako zdroj energie (glukéza), nékteré mohou byt napiiklad soucésti
hormont ¢i glykosidd, jiné nesou genetickou informaci. Najdeme je hlavné v rostlinach,
konkrétné v bunéénych sténach, kde zastavaji funkci zasobni, u Zivo¢icht figuruji potom
ptedevs§im jako zdroj energie (Blazek & Fabini, 2005; McMurry, 2004). Mimo to plni
velice vyznamnou funkci signalni molekuly, fidi naptiklad rlst organismu (trehal6za)
(Tomaskova & Kubasek, 2017). Molekuly sacharidii se skladaji ze 3 prvka-kyslik, vodik
a uhlik. Obecny vzorec sacharidl je Cn(H20)n. Kazda molekula sacharidu se pak sklada
z jednotlivych monosacharidovych (cukernych) jednotek. Dle toho, kolik jednotek
molekula obsahuje, se sacharidy déli na monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy.
Obecné znam je pojem cukry, ale takto jsou spravné oznaCovany jen nizkomolekuldrni
sacharidy-monosacharidy a oligosacharidy, jejichz vyznamnou vlastnosti je rozpustnost
ve vodé (Marecek & Honza, 2000).

16



Pro piehlednost sacharidii jsou jednotlivé skupiny a podskupiny sacharidi, které jsou
zminény v této kapitole, uvedeny nize:
e Monosacharidy
o Glukoéza, fruktoza
o Derivaty monosacharidi-cukerné alkoholy
e Oligosacharidy
o Neredukujici disacharid sachar6za
o Neredukujici disacharid trehal6za
o Redukujici disacharidy
o Trisacharid rafinza
e Polysacharidy
o Stavebni polysacharidy celul6za a chitin
o Zasobni polysacharidy Skrob a inulin
o B-glukany
e Derivaty sacharidi
o Pektin
o Slizy, gumy, klejotoky

3.1.1.1 Monosacharidy

U monosacharidi se molekula dané¢ho cukru sklada pouze z jedné monosacharidové
jednotky, ktera je cyklicka. Jsou to ty nejjednodussi cukry, které zname a uz se dale nedaji
rozlozit. Jsou rozpustné ve vodé a casto byvaji sladké. Pfi vysSich teplotach taji a méni
barvu na hnédou, tedy karamelizuji (Marecek & Honza, 2000). Vétsina monosacharidi
jsou vyslednym produktem fotosyntézy, napiiklad zakladni sacharid glukdza
(Voet & Voetova, 1995) a déli se dle poc¢tu uhlikti (obsahuji nejméné tfi, nejvice sedm)
na triozy, tetrozy, pentozy, hexdzy a heptdzy, nejvyznamnéj$i monosacharidy rostlin
mivaji tf1, pét a Sest uhliki (Marecek & Honza, 2000). Monosacharidy jsou pak stavebnimi
latkami slozitéjSich sacharidii a najdeme je také v nukleovych kyselinach nebo v tucich
(Voet & Voetova, 1995).

Monosacharidy maji kromé hydroxylové skupiny i skupinu ketonovou ¢i
aldehydovou. Aldoézy a ketozy se fadi mezi sacharidy s tfemi aZz Sesti uhliky, dilezitym

zastupcem skupiny aldoz je tii uhlikaty glyceraldehyd-meziprodukt fotosyntézy a skupiny
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ketoz tii uhlikaty dihydroxyaceton (Voet & Voetova, 1995). Patii mezi nejjednodussi
cukry vitbec (Marec¢ek & Honza, 2000).

Vyznamnymi monosacharidy jsou také pentdzy ribéza a deoxyribdza, které jsou
soucasti nukleovych kyselin, nékterych metabolickych meziproduktt, makroergickych

sloucenin jako je ATP, koenzymu NADP™ nebo vitaminid (Tomaskova & Kubasek, 2017).

Mezi nejvyznamnéj$i monosacharid s redukénimi vlastnostmi se fadi glukdza
neboli hroznovy cukr s celkem Sesti uhliky, jejiz vzorec je CeHi120¢ (Obrazek 2) a je
produktem fotosyntézy. Najdeme ji v ovocnych Stavach ¢i v ovoci (Blazek & Fabini,
2005). Je velice dulezita z hlediska okamzitého dodani energie organismu. Diky odbourani
v glykolyze pak vstupuje do citratového cyklu a uskuteciuje bunééné dychani (Voet et al.,
2013). Je to dobie znama bila, krystalicka, rozpustna latka (Marecek & Honza, 2000).
Glukoza se dale preménuje na nékteré vyznamné sacharidy v rostlinach, na oligosacharidy,
jako je tfeba sachar6za nebo polysacharidy, kde tvoii zakladni stavebni jednotku pro

celulézu a Skrob (Blazek & Fabini, 2005).

0
I
C—H

H—— OH

HO——H

H—— OH
H—— OH
CH,OH

Obrazek 2 - D-glukoza, zdroj: (Mareéek & Honza, 2000)

Dalsi vyznamnou hex6zou je potom fruktoza (Obrazek 3), ktera se podili na stavbé
oligosacharidu. Spolu s gluk6zou je slozkou ovoce a véeliho medu, najdeme ji v sacharoze

a ze vSech cukrli ma nejvétsi sladivost (Marecek & Honza, 2000).
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Obrazek 3 - D-fruktéza, zdroj: (Mareéek & Honza, 2000)

Cukerné alkoholy, jinak se jim fika polyoly, jsou metabolické redukéni produkty
aldoz a ketdz. Jelikoz jsou to alkoholy, maji pfipojenou skupinu -OH na témét vsech
uhlicich. Retézce uhlikti maji bud’ linearni nebo cyklické, ty se potom znaéi jako inositoly.
Jeden z vyznamnych a nejcastéji se vyskytujicich cukernych alkoholti pro rostliny je
sorbitol. Jedna se o Sesti uhlikaty cukr, ktery je pfimym produktem fotosyntézy v listech,
odkud je dal dopravovan spolu s dal§imi produkty do sinkovych pletiv. Spolu se
sachar6zou plni funkci zasobni, slouzi k translokaci uhliku po celé rostliné a je zdrojem
energie. Pouziva se jako umélé sladidlo.

Druhym takovym velmi vyznamnym cukrem je manitol, ktery se rovnéZz nachazi
v mnoha druzich rostlin, stejné tak je obsazen v listech rostlin, odkud putuje floémem dale.
Dalsim ptikladem je robitol, ktery je soucasti koenzymi nebo glycerol, ktery je pak
nedilnou slozkou nékterych jednoduchych lipida. Xylitol se potom vyuziva jako umeélé
sladidlo na doslazovani zvykacéek bez cukru nebo v diabetickych produktech. Polyoly se po
rostliné pohybuji floémem ¢i xylémem a ke zvySenému pienosu dochazi, pokud je rostlina

vystavena stresu ze soli ¢i sucha (Noiraud, et al. 2001; Voet et al., 2013).

3.1.1.2 Oligosacharidy

Oligosacharidy se skladaji minimalné ze dvou a nejvice z deseti
monosacharidovych jednotek, na sebe vazanych glykosidickou vazbou. Dle poctu téchto
cukernych jednotek se rozlisuji oligosacharidy na disacharidy (nejvyznamnéjsi),
trisacharidy atd. RovnéZ maji stavebni funkci, ale také regulacni (Voet & Voetova, 1995).

Dle zptsobu, kterym se na sebe monosacharidové jednotky vazou, rozlisujeme redukujici
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a neredukujici oligosacharidy. U redukujicich sacharidii vznika glykosidova vazba mezi
dvéma atomy uhliku dvou molekul monosacharidl, zatimco u neredukujiciho sacharidu
vznika tato vazba mezi atomem uhliku jednoho monosacharidu a atomem aldozy nebo

ketézy druhého monosacharidu (Marec¢ek & Honza, 2000).

Neredukujici sacharidy jsou pro rostliny velkou vyhodou. Diky nim jsou rostliny
napiiklad dobfe rezistentni vii¢i nizkym i vysokym teplotam a vic¢i neptiznivému pH.

Mezi nejvyznamnéjsi oligosacharidy patti disacharidy. Jednim z nich je i sachar6za
se vzorcem Ci12H20011 (Obrazek 4). Sachar6za je neredukujici oligosacharid, ktery najdeme
skoro ve v8ech rostlinnych plodech a §tavach, nejvice pak v cukrové titiné nebo cukrové
fepé a nasli bychom ji uloZzenou ve vakuolach. Do povédomi se zapsala jako
nejpouzivanéj$i potravinaiské sladidlo, nejznaméjsi je pak jako titinovy cukr. Je to
bezbarva, dobie rozpustné latka, vlivem zahtivani z ni vznika hnédy karamel (Blazek &
Fabini, 2005). Pokud se nachazi v kyselém prostfedi, pak hydrolizuje na glukozu
a fruktozu (Marecek & Honza, 2000). Sacharéza je nejhojnéji pienaSeny disacharid
pomoci lyka skrz celou rostlinu. Je hlavnim produktem fotosyntézy, jeji pienos se
odehrava za icelem dodani energie a uhliku po celé rostlin€. Je tedy hlavni rezervni latkou.
Sacharo6za také zastupuje kromé funkce zasobni i spolu s trehalozou funkci signalni latky,
je soucasti n€kterych vyvojovych déju, napiiklad diferenciace vodivych pletiv, indukce
kveteni nebo vyvoj semen (Lunn & MacRae, 2003). Pokud dievina sachar6zu v daném
obdobi zas az tolik nevyuziva, pak ji rostlina skladuje ve formé Skrobu v pletivech dieva

a kotenech stromi (Tomaskova & Kubasek, 2017).

CHLOI
|
H A 0. H HOCH, Os. H

gt .| . .
: e’ NP RO
& ()' & ' ()
HO ‘ w;’”»““
R} 0 . 3¢

H Ol OH H

1y 64 e le e
g;.lkus.: [ruktosa
sacharosa

Obrazek 4 — Sacharéza, zdroj: (Voet & Voetova, 1995)
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Dalsim vyznamnym disacharidem je trehaléza. Trehaloza je slozend ze dvou
molekul glukézy. Je to jeden z nejstalejSich sacharidd, ma pomérné vysokou tepelnou
stabilitu a Siroké rozmezi pH. Ma vybornou sladivost, a tak je vyuzivana
I V potravinaiském pramyslu. Najdeme ji v kofenovych systémech nékterych hub (kolem
10-25 %), u bakterii, hmyzu a samoziejm¢ v rostlindch. Je jednim z hlavnich zdrojl
energie. Mimo to, ze ma funkci zasobni, se také oznaCuje jako signalni latka. Je také
znama tim, ze dokaze chranit organismus proti stresu vyvolaném mrazy, suchem nebo
osmotickym tlakem. Hraje dilezitou roli pfi stabilizaci membran v neptiznivych

podminkach, jako je nedostatek vody (Higashiyama, 2002).

Piikladem redukujicich cukrd mizou byt dobfe znamé disacharidy maltoza
a lakt6za. Oba jsou to cukry hojné uzivané v potravinaistvi, oba maji sladkou chut.
Maltéza se ziskdva hydrolyzou glykogenu ¢i Skrobu, zatimco laktéza vznika propojenim

molekul glukozy a galaktozy a nejdeme ji v mléce saveu (Marecek & Honza, 2000).

Za zminku jesté stoji trisacharid rafindza, kterou najdeme v séjovych bobech ¢i
melase. AvSak Vv pfirodé najdeme jen malo volné se vyskytujicich vyssich oligosacharida

jako je prave rafindza (Marecek & Honza, 2000).

3.1.1.3 Polysacharidy

Polysacharidy jsou pfirodni makromolekularni latky, skladaji se z vice jak deseti
monosacharidovych jednotek, bézn¢ i z n€kolika tisic cukernych jednotek, navzajem
spojené glykosidovymi vazbami. Pokud jsou témito zakladnimi cukernymi jednotkami
jednotky stejného typu, jedna se o homopolysacharidy (glukany), piikladem mohou byt
tzv. glukany, které obsahuji stavebni jednotky glukozy, pokud jsou zakladnimi jednotkami
jednotky ruznych typl, potom se jedna o heteropolysacharidy (vétSina polysacharidi).
Sumarni vzorec polysacharidi je (CeH100s) n. Polysacharidy plni funkci zasobni a stavebni
u rostlin, ale také u zivocicht, hub a mikroorganismut. Dalsi funkce, kterou bychom u nich
nasli, je zdroj energic pro biochemické reakce. V ramci rostlin je znama i funkce
hospodateni s vodou (Copikova & Synytsya, 2005; Maredek & Honza, 2000). Nejéast&jsi
zakladni stavebni jednotkou polysacharidi je glukoza (Blazek & Fabini, 2005). Mezi
nejvyznamnéj$i polysacharidy v ramci rostlinné fiSe fadime Skrob a celuldzu, u zivocicht

potom glykogen. U polysacharidi nenajdeme reduk¢ni vlastnosti z divodu vzniku
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glykosidovych vazeb mezi polyacetalovymi hydroxyly. Délime je na linearni (celuloza)
a vétvené (glykogen), kdy zalezi, na kterém atomu uhliku vznikly glykosidové vazby
(Marecek & Honza, 2000).

Celuléza nds zajiméd piedev§im proto, ze se jedna o jeden z nejvyznamngjSich
sacharidl, produkovanym v rostlinach vibec. Je primarni stavebni jednotkou bunécnych
stén rostlin, mimo to je také soucasti nékterych bakterii a plasténct, a je schopna vazat vice
jak 50 % uhliku obsaZeného v atmosféie. Jedna se o latku, ktera je nejvice zastoupena na
planeté¢ Zemi (Marecek & Honza, 2000; Voet & Voetova, 1995). Je nerozpustna ve vode
a malo reaktivni. Sklada se z n¢kolika tisic D-glukézovych cukernych jednotek (Obrazek
5). Je zastoupena ve velké mife v listech, ve dreve, travé i baviné (McMurry, 2004).
Zajimavosti je, ze jehliCnaté stromy obsahuji procentualné vice celulozy nez listnaté
stromy, stejn¢ tak tomu je i v piipadé ligninu (Tomaskova & Kubasek, 2017). Celuldza je
Vv rostlinnych buiikach ulozena a spojena hmotou, kterd je slozena z polysacharidii na bazi
glukézy. V dievinach se tato hmota skladd z vétStho mnozstvi ligninu, coz je fenolovy
polymer, ktery zaruCuje dieviné pevnost vldken. Pevnost a tuhost celuldézy je vSak dana
predevsim diky vodikovym mistkiim, jez spojuji jednotliva vldkna a odolnosti vici vode

(Voet & Voetova, 1995).
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Obrazek 5 - Primarni struktura celulozy, zdroj: (Voet & Voetova, 1995)

Velice podobnym polysacharidem k celuloze je chitin, rozdilem je pouze nahrazeni
kazdé hydroxylové skupiny na uhliku skupinou acetamidovou, a Ze neobsahuje glukézu,
ale jeji derivat N-acetylglukosamin. Po celuléze je to nejvice zastoupeny polysacharid

v pfirodé a vyskytuje se v exoskeletech clenovct (korysi ¢i hmyzu) a v dalsich
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bezobratlych, ale i vbunéénych sténach hub (Copikovda & Synytsya, 2005; Voet &
Voetova, 1995).

Oproti stavebnim polysacharidim jsou zasobni polysacharidy méné odolné viici
vod¢é vzhledem k mensimu obsahu vodikovych mistki mezi vlakny. Ve vod¢ bobtnaji
a Castecn¢ se méni v roztok (Marecek & Honza, 2000).

Skrob je hlavni zasobni latkou rostlin a je rostlinou vyuzivan k rastu. Je to
makromolekularni latka vyhradné syntetizovana pravé rostlinami. Je uloZen v cytoplasmé
rostlin ve formé granuli a sklada se pouze ze dvou slozek: z a-amylozy a z vétveného
amylopektinu. a-Amyloéza je slozena znékolika tisic glukézovych zbytkd s vazbou
a- (I —4), jedna se o linearni polymer a je izomerem celulézy, avSak s odlisSnymi
vlastnostmi vzhledem Kk otoceni glukézovych zbytki o sto osmdesat stupriti oproti
predeslému zbytku. Amyléza je nerozpustna ve studené vodé. Amylopektin je potom
vétvenou molekulou s vazbami a- (I —6), po 24-30 gluk6zovych zbytcich. Je tvofen praveé
gluk6zovymi zbytky a to azcelkem 106 zbytky, ¢imz se fadi mezi nejvétsi molekuly
vV ptirod¢ vubec. Je rozpustny ve studené vodé. Makromolekuly Skrobu maji
Sroubovicovou konformaci, kde na jeden =zavit Sroubovice piipada celkem Sest
glukozovych cukernych jednotek (Marecek & Honza, 2000; Voet & Voetova, 1995).
Obsah amylopektinu a amyloézy se 1i§i druh od druhu rostliny, nejcastéji byva 75 %
amylopektinu a 25 % amyl6zy. Ptitomnost Skrobu v listech je u rostlin proménliva, zalezi
na denni dobé. Jeho ukladani dievinami do kofeni zac¢ina pocatkem léta. Béhem kliceni
dochazi ke Stépeni Skrobu na maltozu a ta je hydrolyzovana na glukozu, ktera slouzi potom
K tvorb¢ bunék a také ¢astecné k dychani (Tomaskova & Kubasek, 2017; Voet & Voetova,
1995).

Nékteré druhy rostlin (naptiklad artyCoky, chiest nebo kofen ¢ekanky) vyuzivaji
jako zéasobni sacharid inulin, ktery maji uloZeny ve vakuolach. Inulin neni tvofen
glukézou, ani jejimi zbytky, nybrz jednotkami fruktozy. Celkem ma kolem dvaceti az
tficeti t€chto cukernych jednotek. Je oznacovan jako vldknina a je vyuZivan jako ndhradni

sladidlo (Marecek & Honza, 2000; Tomaskova & Kubasek, 2017).

Posledni dobou jsou Casto studovanymi a zajimavymi polysacharidy p-glukany.
Jsou slozkou bun&cnych stén rostlin, nékterych vyssich hub nebo mikroorganismti. Hlavni

fetézec se sklada z glukézy pojenou B-glykosidovou vazbou (1<»3) a vétveny vazbou
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(16). Jsou predmétem zajmi piedevSsim proto, ze se u nich objevil kladny vliv na

imunitni systém &lovéka a snizuji hladinu cholesterolu (Copikova & Synytsya, 2005).

3.1.1.4 Derivaty sacharidi

Mezi vyznamné derivaty sacharidi rozhodné patii pektin, ktery se nachézi
v bunéénych sténach rostlin. Nejcastéji se s nim setkdvame ve slupkach nezralych ploda
(ovoce), dohromady s ligninem a celuléozou se nachazi v bunéénych sténach, konkrétné
ve stfedni lamele. Pektin se podili na stavbé bunéénych pletiv a na hospodafeni bunék
s vodou, je ve vodé nerozpustny (protopektin) a ma schopnost ji na sebe vazat, diky tomu
je nezralé ovoce pevné a tuhé. Jedna se o polymer kyseliny galakturonové. Stejné jako
celulozu nebo inulin ho tfadime mezi vlakninu. Pouzivd se naptiklad k vyrobé gela
(Copikova & Synytsya, 2005). Pektiny jsou pro védce zajimavé predevim proto, Ze u lidi
snizuji hladinu cholesterolu v krvi a vazou ionty tézkych kovi. Diky esterifikovanym
karboxylim v molekulach jsou pektiny naprosto vyhovujici pro ruzné chemické
modifikace (napf. transesterifikace), které mohou zménit fyzikalni i chemické vlastnosti
jejich derivatii. Diky esterifikaci ¢i alkylaci vznikaji tyto derivaty vazbou nepolarnich
skupin na pektinové makromolekuly. Pravé tyto derivaty jsou potom schopné zachycovat
a odstraniovat nepolarni molekuly, jako jsou cholesteroly ¢i tuky. Dalsi zajimavosti je
vyuziti pektinti k ochrané tkani tlustého stfeva. Pektiny jako takové po konzumaci jsou
Stépeny na zacatku tlustého stfeva diky mikroorganismim. AvSak pokud se pektiny
modifikuji, ubrdni se témto mikroorganismiim a projdou dale do tlustého stieva, ¢imz ho
mohou chranit. Modifikovany citrusovy pektin kromé toho dokdze zamezit galaktozu-
adhezi nadorovych bun¢k na povrchu zdravych tkani tlustého stieva a zabranit tak vzniku

metastazi (Copikova & Synytsya, 2005).

Dalsi zajimavou skupinou jsou rostlinné slizy a gumy. Obvykle se jejich fetézce
skladaji z polysacharidi, u gum také z glykoproteint. Slizy potom maji ve svém fetézCi
predev§im galaktozu, glukézu nebo kyselinu galakturonovou. Mezi slizy patii naptiklad
agary a karagenany, které jsou ziskavany z cervenych motskych fas. Agary jsou slozeny
Z linearniho polymeru galaktézy a vyuzivaji se jako kultivaéni média, zatimco karageny

maji na fetézci galaktdézy piipojenou skupinu sulfatd. Z hlediska rostlin maji zasobni
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i ochrannou funkci a jsou schopny vazat vodu v semenech. Jsou rozpustné v horské vodeé,
ochlazenim roztoku vznikaji gely (McMurry, 2004; Tomaskova & Kubasek, 2017).
Klejotoky jsou také tvofeny polysacharidy a vznikaji nasledkem nékazy ¢i poranéni
dané¢ dfeviny jako hojivé pletivo. Jedna se o tzv. vyron latek pfipominajici vytékajici
lepkavy gel. Vzhledem se podobaji pryskyfici, avSak to je nespravné pojmenovani, jelikoz
pryskyfici bychom nasli pouze u jehli¢natych dievin, zatimco klejotoky jsou vyhradné

na dievinach listnatych (ovocnych) (Tomaskova & Kubasek, 2017).

3.1.2 Lipidy

Lipidy jsou dalsi skupinou pfirodnich latek vyskytujicich se ve vSech Zzivych
buiikdch. Jsou z€asti rozpustné nebo vibec nerozpustné ve vodé€, rozpusti se pouze
vV nepolarnich rozpoustédlech. Mezi lipidy tfadime oleje, tuky, nékteré hormony ¢i
vitaminy, vosky, a predevSim ty casti bunécnych membran, které nejsou tvofeny
bilkovinami. Z chemického hlediska se jedna o smési estert vy$Sich mastnych kyselin
a alkoholti s dlouhymi fetézci. Z mastnych kyselin jsou potom nejéastéji v lipidech
obsazeny nasycené kyseliny palmitova ¢i stearova a z nenasycenych olejova nebo linolova,
z alkoholi potom glycerol. Mastné kyseliny mivaji obvykle dvojnou vazbu, ale maji
1 vicendsobné vazby. Molekuly lipidii obsahuji uhlik, kyslik a vodik. Ty lipidy, které maji
uhlovodikové fetézce, slouzi jako zasoby energie. Lipidy mohou byt ve formé kapalné ¢i
pevné a maji nizkou teplotu tani. Lipidy mizeme d¢lit na jednoduché a sloZzené. Mezi
jednoduché patii tuky a vosky, mezi slozené fosfolipidy (Mareéek & Honza, 2000;
McMurry, 2004; Voet et al.,, 2013; Voet & Voetova, 1995). Dale je mizeme délit
na hydrolizovatelné, ty maji esterovou vazbu, kterou lze $tépit, a nehydrolizovatelné, které
esterovou skupinu nemaji, sem fadime napiiklad steroidy (McMurry, 2004). Lipidy jsou
také vyznamné z hlediska vstiebavani vitamina (A, D, E...) a dalSich latek rozpustnych
Vtucich. Mimo jiné slouzi jako tepelna izolace a ochrafiuji téla organisml
(Marecek & Honza, 2000). Zajimavé také je, Ze se ucastni syntézy barviv, jako jsou

napiiklad chlorofyly nebo karotenoidy (McMurry, 2004).

3.1.2.1 Jednoduché lipidy-vosky, tuky, oleje

Mezi jednoduché lipidy patii vosky, tuky a rostlinné oleje. Vosky najdeme jak u

rostlin, tak u zivocicht. Jsou to na rozdil od olejii tuhé latky. Maji podobné vlastnosti jako
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tuky, avsak jsou oproti nim stalé. Jsou také odoln€jsi vici hydrolyze a nepodléhaji
enzymatickym reakcim, to je divod, pro¢ je zivoCichové nejsou schopni stravit. Funguji
jako skvéla ochrana rostlin proti mikroorganismim (Mare¢ek & Honza, 2000). Tvoii tuhé
ochranné povlaky na povrchu ozna¢ované pojmem kutikula, nasli bychom je u nadzemnich
Casti rostlin, mimo to kutikula odpuzuje vodu a zaroven zamezuje nadmérnému odparu
vody. Kutikulu tvofi polyester kutin (Tomaskova & Kubasek, 2017). Dale mohou mit
funkci stavebni, jsou tak napiiklad soucasti vcelich plastvi. Vosky jsou sloZeny
z uhlikovych fetézcli a z navazanych vyssich jednosytnych alkohold, piipadné aldehydi ¢i
ketonti (Blazek & Fabini, 2005; Marecek & Honza, 2000).

Mezi dalsi latky podobné voskim a vyznamné pro rostliny fadime suberin. Je
soucasti bunéénych stén vyssich rostlin. Najdeme ho v Casparyho prouzcich, mezi jejichz
funkci patii znemoznéni odtoku vody z centralniho valce, pokud v prostiedi rostliny je
nedostatek vody. Avsak suberin oproti kutinu najdeme na vnitini strané¢ bunééné stény
a vytvari ho vice druhd bunék ¢i organt. U dievin se vyskytuje potom v borce (Tomaskova
& Kubasek, 2017).

Neékteré jednoduché lipidy, jejichz alkoholickou ¢ast estert tvoii glycerol (Obrazek
6), oznaCujeme jako glyceridy. Glyceridy se dale déli dle obsahu zbytka kyselin.
Jednoduché glyceridy jsou tvofeny zbytkem jedné¢ mastné kyseliny, zatimco smiSené ze
zbytkt ruznych kyselin. Mezi glyceridy fadime pravé tuky a rostlinné oleje. Tuky i oleje se
déli dle ptivodu na rostlinné a zivoc¢isné. Tuky mivaji obvykle pivod zZivoc¢isny, napiiklad
sadlo nebo Iij. Oproti tomu oleje jsou vyhradné plvodu rostlinného, naptiklad Inény,
slunecnicovy ¢i olivovy olej. Vyjimkou je potom rybi olej nebo kakaovy tuk. Pfirodni tuky
jsou vzdy smés triacylglyceroli. Pfeménou sacharidii vznikaji oleje v télech rostlin,
zatimco tuky si zivo¢ichové utvari sami z pfijatych tukd nebo oleji v potravinach. Co se
tykd jejich dilezitosti pro organismus, jsou tuky a oleje pfedev§im energetickym zdrojem.
Déle funguji jako rozpoustédlo pro nékteré vitaminy, rovnéz jsou jejich zdrojem a také
slouzi jako rezervni latky (Blazek & Fabini, 2005). Oleje jsou v rostlinnych télech
skladovany v oleozémech (organely obklopené fosfolipidovou membranou), u semen
potom Vv tukovych téliscich (Tomaskova & Kubasek, 2017). Glyceridy se soustfeduji
predeviim v semenech a plodech rostlin, u Zivo¢ichii potom pod kizi (Sorm & Hellberg,

1967).
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Obrazek 6 - Struktura glycerolu, zdroj: (Mareéek & Honza, 2000)

3.1.2.2 Slozené lipidy-fosfolipidy, glykolipidy

Mezi slozené lipidy patii fosfolipidy a glykolipidy. Skladaji se stejné jako
jednoduché lipidy z vysSich mastnych kyselin a alkoholti, navic vSak z dalSich latek,
jakymi mohou byt kyselina fosforecna v piipadé fosfolipidt, sacharidy a jejich derivaty
v pripad¢ glykolipidi (Marecek & Honza, 2000). Jsou vyznamnymi a hlavnimi
komponenty biologickych membran. Molekuly fosfolipidi i glykolipidi jsou slozeny
Z hydrofilnich i hydrofobnich prvkd, které tvoii ve vodném prosttedi uspofadané struktury.
Kdybychom tyto prvky molekuly rozebrali, dostali bychom hydrofobni nepolarni ,ocas‘,
tedy dlouhy uhlikaty fetézec a hydrofilni polarni ,hlavicku® (Voet & Voetova, 1995).
Hydrofobni casti molekuly odpuzuji vodu a jsou ve fosfolipidové dvojvrstvé membran
orientované smérem k sobé, zatimco hydrofilni ¢asti jsou zvenéi vrstvy a pfitahuji k sobé
vodu. Takto vyhodné postaveni umoziuje potom biomembrandm propoustét jen nekteré
latky dovnitt a jiné ne (McMurry, 2004; Voet & Voetova, 1995). Fosfolipidy jsou diestery
kyseliny fosfore¢né (H3zPO4). Glykolipidy se od fosfolipida 1isi zejména tim, Zze nejsou
slozeny z kyseliny fosfore¢né, ale obsahuji sacharid, napfiklad galaktozu. Z biologického
hlediska maji vS§ak vyznam podobny fosfolipidim. Fosfolipidy se daji délit do nékolika
skupin dle substituentti, které se na né vazou: dvé velice vyznamné skupiny jsou
fosfolacylglyceroly a sfingofosfolipidy, dal$imi jsou napiiklad glycerofosfolipidy nebo
galaktolipidy. Fosfoacylglyceroly obsahuji stejné jako oleje a tuky molekulu glycerolu, na
niz jsou dale vazany dvé molekuly mastnych kyselin a molekula kyseliny fosfore¢né.
Pomoci fosfatové skupiny se na hydroxyl vaze jesté aminoalkohol, tfeba cholin. Mezi
nejvyznamnéj$i fosfocylglyceroly patii lecitin a kefalin. Biologické membrany obsahuji

priblizné 40 % fosfoacylglycerolti, zatimco sfingofosfolipidy jsou obsazeny jen z 5 %
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(McMurry, 2004). Galaktolipidy bychom potom nasli v membranach tylakoidnich vackt u
chloroplastti (Tomaskova & Kubasek, 2017).
Z chemického hlediska patii mezi lipidy i terpenoidy, avsak v této bakalaiské praci

jsou zatazeny mezi latky sekundarniho metabolismu.

3.1.3 Bilkoviny

Bilkoviny neboli proteiny rovnéz patii ke slozkam primarniho metabolismu. Jsou to
velké biomolekuly a opét bychom je nasli v kazdém zivém organismu. Skladaji se z asi
50 % uhliku, ale také z kysliku, vodiku, fosforu, dusiku ¢i siry (Blazek & Fabini, 2005).
Jejich hlavnimi funkcemi jsou funkce stavebni (naptiklad nehty, rohy...pfedevs§im tedy
u zivocichll), transportni ¢i zasobni, také koordinuji chemické reakce organismil
(hormony). Proteiny také katalyzuji metabolické reakce (enzymy). Bilkoviny se skladaji
z n¢kolika aminokyselinovych jednotek, které se poji v dlouhé fetézce (Obrazek 7).
Aminokyseliny jsou k sobé pojeny peptidickou vazbou mezi amidovou skupinou -NH2 na
jedné aminokyseliné a karboxylovou skupinou -COOH na druhé aminokyseliné a jsou
zakladni stavebni jednotkou jak peptidd, tak bilkovin. Jestlize vazba poji dvé molekuly
aminokyseliny, oznaCuje se latka jako dipeptid, pokud tii, tak tripeptid... Pokud vazba
spojuje jedenact az padesat aminokyselin, hovoiime o polypeptidech. O bilkovinach
mluvime aZz Vvpfipadé, Ze poclet vazanych aminokyselin je vice neZz padesat
(Marecek & Honza, 2000; McMurry, 2004; Murray, et al. 2003). Proteiny vznikaji
translaci na ribozomech. Nejdiive se informace v ramci DNA pfepisuje déjem nazyvaném
transkripce do mRNA, poté piichazi na fadu pravé ona translace a VvV ramci ni se tvoii
proteiny v mRNA. K jejich syntéze vSak dochazi az na endoplazmatickém retikulu nebo
Vv cytoplazmé. V endoplazmatickém retikulu se bilkoviny dale upravuji, a nakonec putuji
ve tvaru vackl do Golgiho aparatu. Pokud dojde k procesu zvaném exocytéza (vyvrZeni
ur¢itétho komponentu z buiiky ven), odchazi proteiny vné bunky ve formé vezikull

(Toméaskovéa & Kubasek, 2017).
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Obriazek 7 - Primarni struktura bilkovin, zdroj: (Mare¢ek & Honza, 2000)

3.1.3.1 Aminokyseliny

Vzhledem Kk dulezZitosti aminokyselin jakozto zakladnich stavebnich jednotek
bilkovin je vhodné zminit o nich n¢které informace. Mame dvacet zakladnich
aminokyselin, které se nejcastéji vyskytuji v bilkovinach. Znaci se tfi pismennou zkratkou
a dle postranniho fetézce se déli na neutralni, bazické a kyselé. Mezi zakladni neutralni
aminokyseliny patii napfiklad alanin, glycin nebo leucin, celkem jich zname ale patnact.
Kysel¢ aminokyseliny jsou pouze dvé, a to kyselina asparagova a glutamova, a maji
Vv postrannim fetézci dalsi karboxylovou skupinu. Bazické jsou tfi s nazvy arginin, histidin
a lysin a maji v postrannim fetézci amidovou skupinu. Aminokyseliny jsou rozpustné
ve vodé, avSak v nepolarnich rozpoustédlech nejsou. Jsou to krystalické latky s vysokou
teplotou tani. O aminokyselindich mizeme fici, ze jsou amfoterni, tedy mohou se chovat
jako zasada, ale také jako kyselina dle prostfedi, ve kterém se nachazi (McMurry, 2004).
Aminokyseliny maji kromé primarniho metabolismu vyznamnou funkci také
v metabolismu  sekundarnim, kdy se ucastni vzniku nékterych fytohormond
(Prochazka et al., 1998). Vyjma zminénych dvaceti zakladnich aminokyselin existuji
1 dalsi, které se vyskytuji naptiklad v rostlinnych pletivech ¢i v tkanich Zivo€ichi, nékteré
se podili na stavbé nizkomolekularnich peptidi. Rostliny si zvladnou aminokyseliny
vyrobit samy, zatimco pro zivoCichy jsou nékteré tzv. esencialni latky, tedy nedokazi si je

sami vyrobit, ale musi je pfijmout v potravé (Marecek & Honza, 2000).
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3.1.3.2 Peptidy

Hlavni velkou skupinou peptidi jsou protaminy a peptidové hormony. Peptidy
vznikaji kondenzaci dvou ¢i vice aminokyselin, mohou mit jak linearni fetézce, tak
cyklické. Jsou to latky produkované metabolismem, ale zaroven mohou byt syntetizovany,
sem patii naptiklad uméla sladila. Protaminy jsou zasadité, jelikoZ jsou slozeny z velkého
mnozstvi zasaditych aminokyselin. Mezi peptidové hormony patii oxytocin nebo insulin.
Peptidy zahrnuji také nékteré jedy, naptiklad ten v mochomtirce hlizovité (Marecek &
Honza, 2000).

3.1.3.3 Jednoduché bilkoviny

Jednoduché bilkoviny jsou sloZeny pouze z fetézcu peptidi. RozliSujeme dvé velké
skupiny jednoduchych bilkovin, a to skleroproteiny a sferoproteiny. Skleroproteiny
najdeme pouze u zivocicht, jsou stavebni slozkou nehti, vlast, kiize, dokonce 1 pefi. Maji
vlaknitou formu, ve vod¢ jsou nerozpustné. Nejznaméj$imi jsou kolagen a keratin. Kolagen
bychom nasli v chrupavkach ¢i kostech, keratin potom ve vlasech (Mareéek & Honza,
2000). Sferoproteiny jsou soucasti jak tél zivocichd, tak i rostlin. Mezi vyznamné
sferoproteiny rostlin fadime globuliny a albuminy a z nich potom tieba legumin, ktery plni
postaveni zasobni slozky Vv semenech olejnin, zatimco gluteiny nebo prolaminy jsou

zasobnimi latkami v obilovinach (Mare¢ek & Honza, 2000; Tomaskova & Kubasek, 2017).

3.1.3.4 SloZené bilkoviny

Na rozdil od jednoduchych bilkovin neobsahuji pouze peptidové fetézce, ale také
n&jakou dalsi nebilkovinnou slozku nazyvanou prosteticka skupina. Dle toho, jaky druh
sloZky je na fetézec navazan, se také jmenuji jednotlivé skupiny proteint. Jako piiklad
uvedu glykoproteiny, které jsou obsazeny v sekretech sliznic a lipoproteiny, které jsou
soucasti bunéénych membran (Marecek & Honza, 2000).

Zajimavosti miize byt i to, Ze se nékteré proteiny chovaji jako signalni latky. Pokud
je dana rostlina (¢i zivocich) napadena patogenem, proteiny s vétsim podilem leucinu,
které se vazou na nukleotidy a jsou ozna¢ované zkratkou NB-LRR (nucleotid bin-ding —

leucin rich repea), rozpoznaji skidce ve svych bunkach a jsou schopny potlacit jeho
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virulentni plsobeni, tato akce potom muize mit za nasledek hypersenzitivni reakci, coz

znamena, ze usmrti bunky hostitele (DeYoung et al., 2012; Salacova et al., 2015).
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3.2 Sekundarni metabolismus

Produkty sekundarniho metabolismu rostlin jsou jiz latky, které nemusi byt
pfitomny ve vSech rostlinnych organismech, nejsou tedy vSem rostlindm vlastni, ale
vyskytuji se nebo jsou rostlinami vyuzivany v uritych fazich jejich vyvoje nebo jsou
typické jen pro ne€které druhy rostlin. Jsou to tedy latky druhotné, nemusi na nich pfimo
zaviset zivot rostliny, ale mohou ovliviiovat zivotn¢ dilezité procesy, jako je vyvoj a rist
rostliny nebo jsou to latky spojené s obranou proti biotickym a abiotickym Strestm.
Rostliny byly okolnostmi donuceny si je vytvofit, jelikoz na rozdil od zivoéichti nemohou
opustit své prostfedi. Funguji pro n¢ tak jako ochrana proti vnéjSim Cinitelim. Oproti
zivoCichim se v rostlinné #i§i setkavame s Sirokym spektrem téchto latek a jejich mira
vyskytu mtize byt =zavisla na prostftedim, ve kterém se rostlina nachézi
(Lustinec & Zarsky, 2005; Taiz & Zeiger, 2002).

Kone¢né latky sekundarniho metabolismu vychdzi pak ze syntéz primarnich
metaboliti. Mezi skupiny produkti sekunddrniho metabolismu fadime izoprenoidy,
fenolické latky a alkaloidy, mezi nimi potom ruzné éterické oleje, hormony, pryskytice
a silice (Obrazek 8) (Marecek & Honza, 2000). Produkovani téchto latek je casové
naro¢néjs$i a Casto zalezi, v jakém prostfedi se zrovna rostliny nachazeji (LuStinec &

Zarsky, 2005).
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Obrazek 8 - Drahy primarniho metabolismu aZ po vysledné produkty metabolismu sekundarniho, zdroj: (Taiz &
Zeiger, 2002)

3.2.1 lzoprenoidy

Izoprenoidy jsou latky typické pro rostlinou isi, ale nasli bychom je i u zivocCicha
(vyssi terpeny). Z chemického hlediska jsou to latky fazené mezi lipidy, nazyvané téz
terpeny (jedna-li se o uhlovodiky) ¢&i terpenoidy. Terpeny jsou latky s rozmanitymi
vlastnostmi a strukturou. Dnes je jiz znamo nékolik tisic téchto latek v rostlinach. Do
skupiny terpent patii vonné silice, pryskytice, barviva ¢i nékteré hormony. VétSinu téchto
latek si rostliny vyrobily jako obranny mechanismus proti Skiildcim jako je hmyz ¢i jini
predatofi. Zakladni stavebni jednotkou izoprenoidd je izopren (2-methyl-1,3-butadien)
(Obrazek 9), respektive jeho zbytek izopentenyl. Izopentenylové jednotky se poji v fetézce,
které mohou byt linearni i cyklické. Dle mnoZstvi téchto jednotek se izoprenoidy déli na
monoterpeny az polyterpeny, z nichz nejvyznamné;jsi jsou tetraterpeny (Marecek & Honza,
2000; McMurry, 2004; Walsh, 2003). Obecné neni pfesné¢ znama funkce terpent, avsak

mayji Siroké vyuziti v I€katstvi ¢i kosmetickém primyslu (Blazek & Fabini, 2005).
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Obriazek 9 - 1zopren (2-methyl-1,3-butadien), zdroj: (Lustinec & Zarsky, 2005)

3.2.1.1 Monoterpeny

Monoterpeny jsou deseti uhlikaté slouceniny slozené ze dvou izoprenovych
jednotek. Jsou uvoliované rostlinami destilaci vodni pary a jsou hojné vyuzivany ve
farmaceutickém primyslu. Vyskytuji se v rostlinach, houbéch i bakteriich. V rostlinach se
nejcastéji vyskytuji ve zlaznatych trichomech (byliny), v bunéénych sténach, ve vakuolach
¢i  Vvpryskyficnych kandlcich u jehlicnatych dfevin, dokonce se vyskytuji
I v mezibunéénych prostorech (naptiklad v citrusu monoterpen limonen). Monoterpeny
jsou latky znaéné nestalé a vyznacuji se viini (Dvofakova et al., 2011; McMurry, 2004).
Mezi monoterpeny patii naptiklad vonné silice, fadime sem napiiklad (R)- karvon (keton),
ktery bychom nasli v maté peprné, dale paculovy alkohol (slozka paculového oleje)
Z paculi obecné nebo a-pinen jakoZto soucast terpentynového oleje ziskavaného z borovic
(McMurry, 2004).

Zvlastni skupinou jsou potom esencialni oleje, které jsou tvofené jak monoterpeny,
tak i diterpeny ¢i seskviterpeny. Jsou uvoliiovany do ovzdusi skrze praduchy a kutikulu
a spolu s nimi i izopren, ktery produkuje spousta dievin (duby, eukalypty). Avsak izopren
svou tékavosti je fazen mezi tzv. t€kavé organické latky (VOC). Jeho slouceniny s oxidem

dusiku a slune¢nim zafenim vytvari Skodlivé latky (Tomaskova & Kubasek, 2017).

3.2.1.2 Diterpeny-gibereliny, ABA

Diterpeny jsou slozeny z celkem ¢tyt zédkladnich izoprenovych jednotek. Vyznacuji
se tim, ze jsou zdkladem pro vétSinu signilnich molekul v rostlinach, tedy pro
fytohormony. Mezi vyznamné diterpeny a zaroven fytohormony v rostlinach se zahrnuji
kyselina abscisova a gybereliny. Gybereliny (Obrazek 10) stimuluji prodluzovaci rust
nadzemni ¢asti rostlin, kromé toho indukuji kveteni u dlouhodennich rostlin s riZicovitym
typem riistu a jsou regulatory kliceni semen. Praktického vyuziti giberelini se vyuziva
v aplikaci postiiku spolu s obsahem giberelinli na ovocné stromy ¢i vinnou révu, kdy tento

postiik vyvold vétsi nasazeni plodu a vétsi bobule vina. U jehli¢nanti, zejména borovice, se
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vyuziva giberelind ke zkraceni jejich juvenilniho obdobi (Lustinec & Zarsky, 2005).
Kyselina abscisovd (ABA) je zarovenn seskviterpenem. Nejhojnéji je zastoupena
V pupenech, hlizach ¢i semenech, nékdy i v Kofenovych $pickach. ABA na rozdil od
giberelind snizuje rastovou rychlost, pisobi tedy jako jeji antagonista. Naopak stimuluje
rychlost opadu, urychluje starnuti rostliny a reguluje dormanci
(Marecek & Honza, 2000; Prochazka et al., 1998; Seidlova et al., 2008). Mimo to je velice
podstatnym fytohormonem ve snizovani citlivosti vi¢i nedostatku vody, ovliviiuje
uzavirani priduchi-diky tomu rostliny piezivaji i za neptiznivych podminek. V obdobi
dozravani semen snizuji mnozstvi vody Vv nich, jelikoz semena musi pfezivat neptiznivé
obdobi pro rust pomérné sucha. Také vétsi mnozstvi kyseliny zamezuje jejich pfed¢asnému
kli¢eni (Seidlova et al., 2008). ABA je produkovana kofeny a piepravovana xylémem do
nadzemnich c¢asti rostliny. Mezi dalsi jeji signdlni funkce spada regulace exprese nékterych

gent (Xiong et al., 2003).

HO

Obrazek 10 - Jeden z giberelind: Giberelin Al, zdroj: (Taiz & Zeiger, 2002)

3.2.1.3 Triterpeny-brassinosteroidy

Triterpeny se skladaji z celkem Sesti izoprenovych jednotek. Vyznamnou skupinou
triterpentt jsou steroidy. Vyznacuji se mnoha funkcemi-podili se na tvorbé hormontl,
nékteré mohou byt toxickymi latkami a dal$i (Marecek & Honza, 2000). Nejzndméjsi
skupinou steroidt rostlin jsou brassinosteroidy (BR). Nejsou fazeny mezi fytohormony
zZ riiznych divodd, jako je napiiklad jejich vyssi koncentrace v organismu, nez jakou maji
obvykle fytohormony. BR jsou steroidy s regula¢nimi u¢inky, pfedev§im vyrazné stimuluji
dlouzivy rist, ale také oddaluji opad list, ptisobi na kliceni semen nebo se podili na
diferenciaci xylémovych ¢asti. Déle Gi€inkuji na déleni a riist bun€k. Diky nim jsou rostliny

odolngjsi vici stresovym faktorim, jakymi jsou sucho ¢i mrazy. Vyskytuji se ve vSech
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organech rostliny vyjma kofend, nejhojnéji jsou potom zastoupeny V reproduktivnich
organech. Nejcetnéjsimi brassinosteroidy Vv rostlinach jsou brassinolid, typhasterol nebo
castasteron (Prochazka et al., 1998; Seidlova et al., 2008).

3.2.1.4 Tetraterpeny

Tetraterpeny se vyznacuji tim, Ze obsahuji celkem osm izoprenovych jednotek. Do
této skupiny spadaji rostlinnd piirodni barviva-karotenoidy. Nejcastéji jsou u rostlin
viditeIné na podzim, jelikoz rostliny v tuto dobu odstrafuji zelené zbarveny chlorofyl
z listt a davaji tim tak prostor pro barevné karotenoidy. Typickym ptikladem karotenoidl
je a a B-karoten, které jsou slozkou potravin (pfedev§im mrkve) a zdrojem vitaminu A.
Dalsim je napiiklad Zluty lutein a Cerveny rhodoxanthin (Marecek & Honza, 2000;
McMurry, 2004).

3.2.1.5 Polyterpen kauc¢uk

Z polyterpenti tu potom zminim dobie zndmy kaucuk, ktery se ziskava ze dreviny
kaucCukovniku, respektive z vytékajiciho roztoku-latexu. Po tupravé ziskame ptirodni
kaucuk. Rostliny jej produkuji jako ochranu proti herbivorim (Tomaskova & Kubasek,
2017).

3.2.2 Alkaloidy

Alkaloidy se o0znacuji za nejhojnéjsi skupinu mezi sekundarnimi metabolity. Lze je
najit vyhradné v rostlinach, u zivocichil nejsou tak casté (nasli bychom je u hmyzu,
mikroorganismi ¢i u motskych Zivoc¢ichtl). Do dneSka jiz bylo extrahovano pies Sest tisic
téchto latek. Jsou obsazeny piedevs§im ve kvetoucich rostlinach, tieba v maku, ale i tabaku
nebo bramborach. Jejich molekuly ¢itaji jeden a vice atoml dusiku a jsou to heterocykly
zasadité povahy. Pfesny vyznam pro rostliny ¢i zivoCichy neni specifikovan, avsak
predpoklada se, ze jej organismus vyuziva na obranu. Vétsina alkaloidt ovliviiuje centralni
nervovou soustavu zivo¢ichll. Nékteré jsou toxické, maji narkotické uc¢inky a zplsobuji
zavislosti. Lidmi jsou vyuZzivany pro vyrobu lé¢iv, v negativnim smyslu je lidé konzumuji

jako drogy (Marecek & Honza, 2000; Walsh, 2003).
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Co se tyka jejich vyskytu u dfevin, z nahosemennych je produkuji jen Taxus
baccata (tis Cerveny), ktery obsahuje taxin nebo Ephedra sinica (chvojnik ¢insky)
obsahujici alkaloid efedrin. U krytosemennych je potom typickym zéastupcem skupina
Berberidaceae (Tomaskova & Kubasek, 2017). Paclitaxel, neboli taxol, je velmi vyznamny
alkaloid produkovany tisem =z hlediska vyuziti lidmi. Poprvé byl izolovan z kiry
tichomoiské dieviny Taxus brevifolia a napomaha lidem naptiklad v boji proti karcinomu
prsu (Walsh, 2003).

3.2.2.1 Alkaloidy a jejich vyuZiti

Jednim z toxickych alkaloidi je atropin. Je ziskédvan z bobuli rostliny Atropa
belladonna (rulik zlomocny) nebo z listi a kofeni rostliny Hyoscyamus muticusi a z
dalsich lilkovitych rostlin. Byly u néj zjistény protikiecové Géinky, ve farmacii je proto
vyuzivan pro vyrobu lé¢iv na zanét tlustého stfeva nebo se vyuzivd v ocnim lékatstvi
(rozsifuje zornice) (Marecek & Honza, 2000; McMurry, 2004; Walsh, 2003). Pro své
halucinogenni G¢inky se fadi mezi drogy.

Dalsi znamou a hojné¢ uzivanou navykovou latkou po celém svété je kofein jakozto
slozka kdvovych zrn nebo Cajovych listki. Kofein pti spravnych davkach tlumi unavu,
nervozitu, nepiijemné buseni srdce a poceni. Druhou svétové velmi uzivanou latkou je
nikotin, jehoZz zdrojem jsou listy tabaku. Ze synteticky vyrabénych alkaloidd je
nejznaméjs$i morfin nebo kodein, které maji zaklad v opiu ziskavaného z Papaver
somniferum (mak sety). V lékaistvi jsou vyuzivany jako analgetika ¢i anestetika, avSak
byvaji zneuzivany jako droga. Kokain, dalsi z navykovych drog, je ptirodniho pivodu a
ziskava se zlisu rostliny Erythoxylum coca (rudofev koka). Je piisadou nékterych
nealkoholickych népoji a diive se vyuzival jako odvykaci latka pti 1é€bé zavislosti
(Marecek & Honza, 2000; McMurry, 2004; Walsh, 2003).

Zajimavou skupinou jsou alkaloidy produkované namelovymi parazitickymi
houbami. Nejznaméjsi skupinou jsou houby rodu Claviceps, ktera vytvaii namely na
klasech obilnin, zejména Zita. Z nich je syntetizovan napt. alkaloid ergometrin, ktery se
vyuziva v gynekologii pro stimulaci kontrakei délohy nebo lysergova kyselina, ze které se
vyrabi droga LSD. Jest¢ tu zminim alkaloid chinin ziskavany z kiry dfeviny Cinchona

officialis (chinovnik I€katsky), pouzivany jako 1€k na malarii (Walsh, 2003).
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3.2.3 Fenolické latky

Posledni velkou skupinou latek sekundarniho metabolismu jsou fenolické latky.
Jedna se 0 velmi bohatou a heterogenni skupinu metabolitii syntetizovanou ze Sikimatoveé
nebo malonové metabolické drahy (Obrazek 11). Jsou to aromatické slou¢eniny
S minimaIné jednou skupinou -OH. Maji Siroké spektrum fyziologickych funkci. Funguji
jako impregnace bunéénych stén rostlin, jako stavebni material zajiStujici rostlinam
pevnost, chrani organismy pred UV-zafenim, jejich aroma laka hmyz a v neposledni fad¢
vykonavaji funkci signalni latky. Mezi fenolické latky patii spousty skupin latek, nckteré
jsou odvozeny od derivati benzenu, skoficové kyseliny, jiné se nazyvaji flavonoidy i
antokyany nebo kumariny. To byly ty jednodussi latky, mezi ty slozit&jSi potom patii
tfisloviny nebo lignin (Lustinec & Zarsky, 2005; Prochazka et al., 1998; Taiz & Zeiger,
2002). V rostlinach jsou skladovany ve vakuolach a nachazi se vnich ve znaénych
koncentracich. Fenolické latky jsou syntetyzovany z fenylalaninu, ktery je diky enzymu
fenylalaninamoniakly4za (PAL) transformovan az na skoficovou kyselinu, do niz vstupuji
napt. hydroxylové skupiny. Vzniklé latky jsou dale polymerizovany a vzniké lignin, dale
tteba kumariny ¢i flavonoidy (Hahlbrock & Scheel, 1989). Bylo zjisténo, ze se fenolické
latky podili na reakci infekce rostlin padnimi bakteriemi, které napadaji pouze nckteré
dvoudélozné rostliny. Rostliny reaguji produkci napt. syringonu, ktery zmobilizuje genom
bakterie a v misté poskozeni tyto bakterie potom vpravi infekci do rostlinné T-DNA.
Jednodélozné rostliny nereaguji na poskozeni syntézou fenolickymi latkami, a tak jsou
vici témto ptidnim bakteriim rezistentni. Dale fenolické latky, pfedevsim derivaty kyseliny
skoficové, zpomaluji dlouzivy rist. Divodem je, Ze tyto derivaty jsou vychozimi latkami
pro stavbu ligninu, ktery také znemoziuje dlouzivy riist (Prochdzka et al., 1998).

Draha kyseliny Sikimatové pretvaii vychozi jednoduché sacharidy vzniklé
glykolyzou na aromatické aminokyseliny. Na principu blokovani této drahy funguje
ptipravek Roundup, ktery hubi plevel, avSak nckteré rostliny se jiz umi branit zvySenou
koncentraci flavonoidy diky glutathion-S-transferaze. Vznik fenolickych latek pravé touto
drahou je vlastni bakteriim, houbam a rostlinam, avSak ne Zivo¢ichim (Cummins et al.,

2013; Taiz & Zeiger, 2002).
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Obrazek 11 - Draha vzniku nékterych fenolickych latek Sikimatovou a malonovou cestou, napf-. tiislovin, zdroj:
(Taiz & Zeiger, 2002)

3.2.3.1 Flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenoly tvofené patnacti uhliky a jsou produkované vSemi
cévnatymi rostlinami. Dnes jiz zname pfes Ctyfi tisice téchto latek, z nichz nékteré maji
zdravotné pozitivni ucinky, napiiklad protivirové, a tak jsou vyuzivany ve farmaceutickém
priamyslu (Walsh, 2003). Mezi flavonoidy bychom nasli Sirokou S$kalu nejriznéjSich
pigmentt, z nich pak nejrozsifenéjsi skupinu antokyani, dale pak flavonoly nebo flavony.
Antokyany zahrnuji barvy od Cervené az po rizné odstiny modré, funguji tak dobie jako
atraktanty pro opylovace, zbarvuji napiiklad kvéty rostlin a chrani rostliny pied UV

zatenim. Také slouZi rostlinam na obranu pied riznymi patogeny (Taiz & Zeiger, 2002).

3.2.3.2 Kyselina salyciova

Velice vyznamnym sekundarnim metabolitem, respektive fenolickou latkou, je
kyselina salyciova ziskavana z kury vrby a vyuzivana pro lékaiské ucely, predevs§im v
dermatologii. Nejvétsi mnozstvi kyseliny salyciové (SA) bylo naméfeno u rostlin
napadenych smrtelnymi patogeny a u termogennich rostlin (pfi kveteni vytvari teplo).
Prave u téchto rostlin funguje SA jako kalorigen, tedy latka zpomalujici aerobni fosforylaci

a zpusobujici procentudlni riist dychani odolného proti kyanidu, zapticiiujici praveé narist
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teploty. Pokud je rostlina napadena nebezpeénym patogenem, SA funguje jako endogenni
signdlni latka, ktera nese V rostliné informaci o napadeni a podniti tak zménu nutnou

k ochrané rostliny proti patogenu (Obrazek 12) (Prochazka et al., 1998).
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Obrazek 12 - Napadeni rostliny patogenem a draha Siieni signalu o aktivizaci rezistence, zdroj: (Taiz & Zeiger,
2002)

3.2.3.3 Lignin

Ze slozitéjsich latek bych tu uvedla lignin, jakozto spolu s celulézou nejhojnéji
zastoupenou latku v rostlinach, konkrétné v bunéénych sténach. Presny vyznam ligninu
zatim nelze s urcitosti identifikovat-je kovalentné vazan na celulozu a dalsi polysacharidy,
a tak je obtizné ho extrahovat. Lignin patii do skupiny fenylpropanoidd. Sklada se
z celkem tfi fenylpropanoidnich alkoholt, a to z koniferylu, kumarylu a sinapylu,
syntetizovanych z fenylalaninu a pojici se ve vétveny polymer. Lignin je obsazen
ve vodivych a podptirnych tkani-v cévnich prvcich xylému a v tracheidach. Nejcastéji se
vyskytuje v sekundarni bunééné sténé, ale najdeme ho spolu s celulozou a hemicelulozou
i ve stiedni lamele nebo primarni bunééné sténé. V rostlinach zastava funkci mechanické
podpora (zpeviiuje bunééné stény cév), izolacni a také ¢aste¢né ochrannou (pro bylozravce
je hiife stravitelny). Lignifikace se spusti obvykle jako reakce na poskozeni patogeny ¢i na
infekci (Taiz & Zeiger, 2002).
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3.2.3.4 Trisloviny

Posledni skupinu, kterou tu zminim z fenolickych latek, jsou tfisloviny (jinak také
taniny). Opét jsou to polymery, které se daji rozdélit do dvou skupin-hydrolizovatelné a
kondenzované. Hydrolizovatelné tiisloviny jsou heterogenni polymery kyseliny gallové a
jednoduchych cukri. Maji mensi molekuly nez kondenzované tiisloviny a snaze se
hydrolyzuji. Jsou soucasti dieva ¢i kiry. Kondenzované tiisloviny jsou formovany
polymerizaci flavonoidnimi jednotkami a jsou napiiklad obsazeny ve vinné révé. Vétsina
ttislovin je toxickych, maji trpkou chut’. Rostliny je produkuji na svou obranu proti riznym
patogenim a bylozravcim, jelikoz pro né jsou taniny hiie stravitelné a ztézuji jejich
traveni. Zajimavé vSak je, Ze 1 v naSem jidelnicku se objevuji potraviny S jistym obsahem
ttislovin, napf. jablka, ostruziny a v neposledni fad¢ Cervené vino (Taiz & Zeiger, 2002).
Avsak pravé Cervené vino je lidskému télu prospésné. Studie ukazaly, Ze mirnd konzumace
¢erveného vina diky obsahu tfislovin zamezuje zizovani cév a onemocnéni srdce (Corder

et al., 2001).
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3.3 Latky se signalni a regula¢ni funkeci

Kazda rostlina reaguje na urcité stimuly-signaly, které ptichdzi jak z vnéjsiho, tak
z jejiho vnitiniho prostfedi. Tyto signaly pfijimd pomoci rtiznych receptort, které je
pfenasi po celé rostliné v drahach. Mezi stimulanty se signalni funkci patii svétlo,
patogeny, cukry, samoziejm¢ fytohormony, jind forma rozlozeni mechanickych tlakd,
gradienty iontd, ale i fada dalSich vnéjsich faktort. To, jakym zptisobem bude rostlina
na signaly reagovat, zalezi na prostiedi, ve kterém se nachazi, na biorytmech nebo v jakém
stadiu vyvoje se nachazi. Signaly obvykle vedou az k expresi genu v dané bunce, kam
latky mifi.

Reakce, které jsou transportovany od mista vzniku az k mistu uc¢inku (do bunky), se
Sifi po rostliné v signalnich drahach. Tyto drahy existuji bud’ samostatné, nebo jsou
propojeny s jinymi drahami ve vétsi signalni sit’. Ke kontaktu drah dochazi v mistech
zvané uzlové body, kde spolu drahy mohou komunikovat.

Hlavnimi rostlinnymi receptory, které se obvykle nachazi ptimo v cytoplasmé nebo
na membrané bunky, slouzici k ptenosu signalu=ligandu, jsou bilkovinné komplexy ¢i
piimo samotné bilkoviny, kterym se fika sensory. Piikladem mohou byt proteinkinasové
receptory (RLK). Na koncentraci jednotlivych receptori v bufikach zavisi vnimavost
bunék vici stimulim. K rozdilim koncentrace receptoru v pletivech a organech dochazi
béhem diferenciace bungk a pletiv, diky tomu reaguji na signaly velmi rozdiln¢ (Lustinec

& Zarsky, 2005).

3.3.1 Fytohormony

Posledni roky jsou velmi studovanou skupinou latek rostlinné hormony, tzv.
fytohormony neboli ristové regulatory. Jedna se o nizkomolekularni organické slouceniny.
Jeden fytohormon je obvykle zodpovédny nebo alesponi ovliviiuje i n€kolik procest
v rostling, které spolu nemusi rovnou souviset. Fytohormony zahrnuji celkové pét velkych
skupin latek: jsou to gibereliny a kyselina abscisova, cytokininy, auxiny a etylen. Mimo né
mame je$té skupiny latek s regulacni a signalni funkci, které mezi hormony nepatii, jelikoz
se Vrostlinach nachdzi ve vétSim mnozstvi, nez je u hormont obvyklé, jsou to
brassinosteroidy, polyaminy, kyselina jasmonova, fenolické latky nebo oligosachariny
(Lustinec & Zarsky, 2005; Prochazka et al., 1998). Fytohormony ovliviiuji a reguluji

procesy rustu a vyvoje rostlin, funguji jako signalni latky-tedy prenasi signaly z vnéjsiho
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prostiedi, jako obrana proti patogenim a posledni vyzkumy ukazuji, kolik dal§ich procest
v rostlinném téle usmériuji (Lustinec & Zarsky, 2005). Funkci signalnich a regulagnich
latek zastavaji také strigolaktony jakozto nejmladsi skupina fytohormond, disacharid
trehal6za nebo butenolid, kterym se v dal$ich kapitolach také budu vénovat.

Rostlinam na rozdil od zivoc¢ichl nejsou Zlazy s vnitini sekreci, které by hormony
tvotily, vlastni, a tak si hormony musi syntetizovat Vv riznych ¢astech téla. Nez hormony
dosahnou svého ptisobeni, vzdy se nejdiive musi navazat na bilkovinné receptory, které je
dopravi na misto ucinku. Prvni variantou mize byt navazani na receptor na bunééné
membrané a signal se do bunky pifenasi pomoci tzv. druhych posli, mezi které patii
napiiklad vapenaté nebo vodikové ionty. Druhou variantou mize byt piimy vnik hormonu
do buriky, kde se navaze na rozpustny receptor v cytoplazmé a dale se dostane az do jadra
bunky, kde zptisobi reakci v expresi genu. Fytohormony se §ifi na vétsi vzdalenosti jak
xylémem, tak floémem. K syntéze fytohormonim dochazi v pletivech riiznych organti
a Casto je produkce vyvolana faktory z vnéjsiho prostfedi (Lustinec & Zarsky, 2005;
Prochazka et al., 1998).

3.3.1.1 Auxiny

Auxiny tu zminim jako naprosto zakladni a prvni objevené rostlinné hormony.
K jejich objevu doslo pii zkoumani tropismi. Prvnim objevenym auxinem byla piirozené
se vyskytujici kyselina indolyl-3-octova (IAA) (Obrazek 13). Nejprve byla objevena
v lidské moci, poté i v n€kterych kvasinkach a az postupem casu ve vyssich rostlinach,
bakteriich i houbach a fasach. Jako dalsi pfirozeny auxin tu uvedu kyselinu fenyloctovou
(PAA). Je obsazena ve vSech rostlinach, nejhojnéji je potom zastoupena
v plodech ovocnych dievin. Kromé pfirozené Se vyskytujicich auxini zname i syntetické
auxiny, av§ak jsou to jen slabé organické kyseliny. Z chemického hlediska jsou fazeny
mezi aromatické slouceniny (Prochazka et al., 1998). Ksyntéze auxini dochazi
ve vrcholkovych pletivech stonku a Vv juvenilnich listech, odkud jsou dale pienaseny
do dalsich ¢asti rostliny. Auxiny se ucastni velkého poctu procesii v rostling, mezi ty hlavni
patfi naptiklad ovliviiovani ristu a déleni bunék, diferenciace vodivych pletiv a tim
usnadnéni priuchodu fytohormonti pletivy. Na koncentraci auxinu v kotenech zavisi jejich
vétveni a tvorba postrannich kofenti. Naopak nizSi koncentraci auxinu vyuzivaji stonky

a vdaném misté¢ dochazi k jejich vétveni. Auxiny se zasluhuji pfedevs§im o udrzovani
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polarity rostlin (tropismy) (Seidlova et al., 2008). Auxiny pisobi spolu s cytokininy pii

déleni a diferenciaci bunék a pii dlouzivém ristu (Lustinec & Zarsky, 2005).

CH, - COOH

Obrizek 13 - Kyselina indol-3-octova, zdroj: (Lustinec & Zarsky, 2005)

3.3.1.2 Cytokininy

Cytokininy jsou ptirodni latky, konkrétné derivaty adeninu. Zdrojem a mistem
jejich syntézy jsou kofeny, z nichZ jsou transportovany dale do rostliny. Jejich hlavni
funkci je inhibovani tvorby a rastu pupent, dale stimuluji déleni bunék (za piitomnosti
auxinu) a proteosyntézu, odkladaji odbouravani proteinti, coz vede ke zpomaleni starnuti
rostliny (Seidlova et al., 2008). Mimo to jsou zodpovédné za regeneraci organu rostliny.
Pracuji jako antagonisté auxinu, tedy zamezuji apikalni dominanci, naopak podporuji
vétveni stonkul a tvorbu pupend. Také stimuluji vy$si metabolickou ¢innost pletiv, dale
podnécuji diferenciaci plastidd, vznik chlorofylu a zvySuji odolnost vici nepfiznivym
vlivim prostfedi. Dnes zname jiz vice jak tiicet pfirozené se vyskytujicich cytokinint,
Z nichz prvnim objevenym pfirozené se vyskytujicim cytokininem byl zeatin (Letham,
1973; Prochazka et al., 1998).

Cytokininy se v rostlinach vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich. Mizeme je
rozdélit dle substituentd postranniho fetézce na izoprenoidni a aromatické. Chemickym
zakladem pro stavbu cytokininti jsou N6-substituované adeniny. Izoprenoidni cytokininy
byly doposud vice zkoumané, avsak nedavno byly zjistény zajimavé ucinky také téch
aromatickych. Izoprenoidni cytokininy jsou odvozeny od bazi N6-(A2-izopentenyl) adenin
(iP), dihydrozeatin (DHZ) a zeatin (Z). Naproti tomu mezi aromatické cytokininy fadime
6-benzylaminopurin (BAP), orto-, meta- a para-topolin nebo jejich metabolity. Mezi
aromatické cytoKininy patfi také znamy, prvné objeveny cytokinin viibec-Kinetin (Obrazek

14) (Dolezal & Strnad, 2017).
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Obrazek 14 - Kinetin, prvni objeveny cytokinin, zdroj: (Taiz & Zeiger, 2002)

Dlouhou dobu se nedafilo izolovat aromatické cytokininy vzhledem K jejich nizké
koncentraci v rostlinach, ale také kvuli kolisavému vlivu okolniho prostiedi. Prvnim vibec
izolovanym  aromatickym  cytokininem byl  6-(2-hydroxybenzylamino)-9-3-D-
ribofuranosylpurin, ktery se podafilo izolovat z listi topolu Populus x robusta a to pied
vice jak &tyficeti lety. V 90.letech se vsak podafilo v Ustavu experimentalni botaniky
Ceskoslovenské akademie véd védeckym pracovnikiim objevit v rostlinnych extraktech
vyjma BAP také jeho hydroxyderivaty, kterym se pfifadil nazev topoliny dle dieviny
(topol), ze které byly izolovany. Mezi hlavni zastupce aromatickych cytokinini této
skupiny patii meta-topolin (meta-hydroxybenzyladenin). Piedpoklada se, ze vyznam
a funkce aromatickych cytokinint je odli$na oproti ¢innostem izoprenoidnim cytokininiim,
avSak pfesny vyznam zatim je$té€ neni zcela objasnén. Mezi funkce topolint, které jsou jiz
potvrzené, patii vetsi stabilita, rezistence proti degradacnim enzymiim a jsou aktivnéjsi
i pfi velmi nizkych koncentracich. Dalsim jejich velkym piinosem je také to, ze
nezpomaluji rist kofene, coz naptiklad BAP pii vétsi hustoté zplsobuje.

Cytokininy maji velky potencial ve vyuziti v kosmetickém prumyslu, v zemed¢lstvi
I v oblasti mediciny a rozvoje 1é¢iv proti zavaznym onemocnénim, jako jsou nadorova

onemocnéni (Dolezal & Strnad, 2017).
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3.3.1.3 Strigolaktony

Strigolaktony jsou nejmladsi skupinou rostlinnych hormont. Spolu s butenolidy
jsou poslednich asi deset let zkoumany jako noveé objevené regulatory rastu rostlin (Morffy
et al., 2016). Stejn¢ jako jiz dobie znamé rostlinné hormony zajistuji komunikaci mezi
rostlinami a vngjsim prosttedim. Doposud byly objeveny ve vSech zkoumanych
suchozemskych rostlinach. Mezi jejich hlavni funkce patii regulace rastu rostlin, kli¢eni
semen a nové objeveny vliv na vétveni kofenti a vyhonkd. Dfive se jim piisuzovala pouze
role signalnich molekul v symbiéze rostlin s parazitickymi plevely nebo mykorhiznimi
houbami. Kromé kotfenové skladby ovliviiuji i tvar a senescenci listi nebo rust kambia
(Morffy et al., 2016). Strigolaktony jsou biologicky podobné karotenoidiim, jedna se o
seskviterpeny patiici do skupiny laktond. Jsou syntetizovany V pomérné nizkych
koncentracich v kofenech rostlin, odkud jsou dale zcasti transportovany do rhizosféry
(Dvotakova & Vangk, 2015; Seidlova, 2008). Strigolaktony kooperuji také s dalSimi
rostlinnymi fytohormony, jako jsou auxiny, gibereliny nebo ABA (Foo & Reid, 2013).
Strigolaktony maji schopnost dé€lit buiky, rozdélovat ziviny v ramci rostliny a ménit
umisténi auxinu, proto jim je piisuzovana Skatulka fytohormond. Nedavno se také zjistily
dal$i funkce strigolaktond, mezi nimi napiiklad podpora rustu stonku ¢i kofenovych
vlasecnic, rust novych vyhonka ¢i kambia. Dle toho, v jakém prostiedi se rostlina nachazi,
v takové mife produkuje strigolaktony a zajistuje si optimalni rist a vyvoj (Foo & Reid,
2013). Rostlina také reaguje zvySenou produkci strigolaktonti za nedostatku fosforu
vpudé. Za nasledek to mize mit schopnost pfizplisobeni ristu kofent rostlin
i ve zhorSenych nutri¢nich podminkach. S tim také souvisi zvySeni produkce strigolaktont
se zamérem ziskat vice fosforu z okolniho prostiedi diky lepsi kooperaci s mykorhiznimi
houbami (Yoneyama et al., 2012). Rostliny jsou schopny produkovat stovky rtznych
stereoizomeru strigolaktonti, avsak védcim se podafilo prozatim izolovat jen ty, které
rostliny vytvati ve velkém mnozstvi (Zwanenburg et al., 2009). V kofenovych exudatech
bychom nasli kombinaci riznych strigolakton a v rizném poméru. AvSak k izolaci
strigolaktonti z kofent rostlin je tfeba az stovky jedinci vzhledem k mensim koncentracim

(Xie et al., 2013).
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3.3.2 Butenolidy

Butenolidy patii mezi latky sregulacni funkci ristu. Jsou povazovany za hlavni
aktivni latky izolované z koure a popela pii pozarech rostlin, vznikajici pfi spalovani
rostlinného materialu. Vyzkumy potvrdily, ze maji velky vyznam z hlediska stimulace
kli¢eni semen a rust sazenic nékterych rostlin a komerénich plodin po rozsahlych pozarech
(Calder et al., 2010; Nelson et al., 2012). Jedna se o latky ze skupiny laktond (cyklické
karboxylové estery) (Carey & Giuliano, 2011) s heterocyklickou strukturou, nékdy se
setkavame s 0znaCenim oxidované derivaty furanu (Joule & Mills, 2000). Skladaji se
z molekul kysliku, vodiku a uhliku. Nejjednodussi butenolid je 2-furanon, pojmenovan
jednoduse butenolid, jakoZzto prvni ze skupiny butenolidi, u kterého se prokazala
nejvyraznéjsi stimulace kliceni semen po pozarech (Flematti et al., 2004). Je obsazen v
nékterych ptirodnich produktech, napiiklad v kyseliné askorbové (Joule & Mills, 2000).
Butenolid ma podobnou strukturu jako strigolaktony, které také funguji jako stimulanty
kli¢eni u kofenovych parazitickych rostlin (Daws et al., 2008). Butenolid je dnes znam
spiSe pod nazvem Kkarrikin 1 (KAR1). Postupem ¢asu byly z kouie izolovany dalsi derivaty
butenolidu s oznacenim Karrikiny (tento nazev ma puvod ve slové | karrik“=kouf
z australského domorodého jazyka Noongar) (Flematti et al., 2009). Rada butenolidt
dodnes ¢ita Sest objevenych Kkarrikint, izolovanych pravé zkoufe s oznacenim
KAR 1-KAR 6, z nichz KAR 1-4 jsou témi aktivngjsimi (Nelson et al., 2012). Rozdily
mezi jednotlivymi karrikiny jsou v po¢tu a umisténi methylové skupiny (Flematti et al.,
2009). Karrikiny jsou produkovany rostlinami pii vysokych teplotach, tedy pravé pfi
pozarech (Flematti et al., 2004). Vznikaji spalovanim sacharida rostlin véetné celuldzy
(Flematti et al., 2011). Samotné karrikiny se ptirozené v rostlinach nevyskytuji, pouze
nékteré latky jim podobné (Gutjahr et al., 2015). Vyzkumy také ukazuji, ze karrikiny jsou
pti vysokych teplotach nestalé (Scaffidi et al., 2012), tudiz vznikaji v méné intenzivnich a
vysokymi teplotami ovliviiovanych mistech, poté se vypafuji a kondenzuji a nakonec jsou
vazany do pady. Avsak pfesny mechanismus pusobeni butenolidi na stimulaci kliceni
semen dosud neni znam (Daws et al., 2008; Flematti et al., 2015). Karrikiny jsou

prenaSeny koutem na kratké vzdalenosti, v blizkosti vzniku pozaru (Nelson et al., 2012).
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3.3.2.1 Karrikiny a princip kli¢eni semen

Po uhaseném pozaru lesa, louky nebo pole zistane na tomto misté popel. Pravé
v popelu jsou ulozené Kkarrikiny. Postupem casu vlivem vnéjSich podminek, jako je
napiiklad dést, se popel spolu s karrikiny vmisi do pidy, kde se nachazi uskladnéna
semena rostlin v dormantnim stadiu. Diky rozpusténym karrikinim a vodé za¢nou néktera
semena reagovat a kli¢it. Takto vzniklé rostliny pomérné rychle vyrostou a samy plodi,
odumiraji vSak také brzy (i po 2 letech). Spadana semena se opét ulozi v pudé¢, kde mohou
preckat i nékolik desitek let. Po dalSim vzniklém pozaru se opét uvolni karrikiny a proces
se opakuje. Nékteré druhy rostlin tohoto procesu vyuzivaji, jelikoz pozar zklikviduje jejich
konkurenty a tim se jim dostava vice svétla a zivin. Tyto rostliny uz maji semena poté
adaptovana tak, ze pieckaji v pidé az do dalsiho vzniklého pozaru, dokud u nich karrikiny
opét nevyvolaji Kliceni. Rostliny vyuzivajici této Zivotni strategie se oznacuji jako ,,fire
ephemers* (Flematti et al., 2015; Nelson et al., 2012).

Je zajimavé, Ze podobnych ucinkd u semen dosahuje také voda, ktera piisla do
styku s koufem a kontaminovala se pravé Casticemi v koufi-karrikiny, nazyvana ,.smoke-
water” (koufova voda) (De Lange & Boucher, 1990). U né¢kterych druhu rostlin semena
akceptuji kouf jako signal pfiznivych podminek pro kli¢eni. Dodnes neni piesné znamo,
jakym zptsobem semena butenolid vnimaji, ale jsou jiz dukazy o tom, Ze v rostlinach

spousti mechanismus, ktery usnadnuje ptijem vody (Calder et al., 2010; Jain et al., 2008).

3.3.2.2 Dalsi vyuziti karrikina

Karrikiny mimo stimulace kliceni semen pravdépodobné piispivaji i vyvoji lista
a zlepsuji pieziti rostliny, mohly by tedy byt vyuzity jako stimulatory rdstu rostlin (van
Staden et al., 2006). Interaguji spolu s rostlinnymi fytohormony, jako jsou ABA, GA nebo
[IAA. Zajimavé je, ze U ruznych druhd rostlin mizou regulovat kliceni semen rozdilné.
Karrikiny maji také velky vliv na zmirnovani vyhybani se rostlin stinu, pravé pti téchto
procesech pusobi spoleéné s auxiny (Meng et al., 2016). Funkce karrikinti by se mohly
vyuzit napiiklad v zemédelstvi, jelikoz na karrikiny reaguji i nékteré zemédelské plodiny
jako jsou rajcata, salaty nebo kukutice (Stevens et al., 2007). Karrikiny jsou také schopny
oddalovat kliceni s6jovych semen diky regulaci GA a ABA, a to za stinnych podminek
(Daws et al., 2007).
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3.3.2.3 Butenolid a jeho vliv na kli¢eni a vyvoj semen

Lesni pozary hraji kliCovou roli v aktivaci kliceni semen nékterych druht dievin,
jakym je napiiklad rod Acacia. Dle n¢kolika studii zvysily semenisté rodu Acacia svou
¢etnost po rozsahlych pozarech, avSak nebyla jasna pti¢ina. Spekulovalo se o tom, Ze by
pti¢inou mohla byt vysoka teplota ¢i jiné fyzikalni ucinky. Avsak tato domnénka se
pozdégji vyvratila diky izolovani butenolidu z koufe v mistech pozart a zjisténi, ze
butenolid stimuluje kli¢eni semen. Studie se ucastnily druhy A. hebeclada (ket),
A. mearnsii (invazivni strom pivodem z Australie) a A. robusta (strom). Semena téchto
druht byla za laboratornich podminek oSetfena roztokem butenolidu. Pokus probéhl
po dobu 10 dni a pii teploté +- 25°C. U vSech tii druhii se prokazaly pfiznivé Gcinky
aplikace butenolidu na semena, tedy doslo ke zlepSeni kli¢ivosti a to jak za svételné
ptiznivych podminek, tak i méné piiznivych. Studie tak ukazuje, ze butenolid ma velice
vyznamny piiznivy vliv na ekologii sazenic rodu Acacia Vv oblastech zasazenych pozary
(Kulkarni et al., 2007).

Je dokazano, Ze karrikiny ovliviiuji kli¢ivost semen rtznych plevel, zeméd¢lskych
plodin, ale také predevsim stromu a kef.

Jedna velice zajimava studie z USA se zabyvala vlivem pusobeni koufe po pozarech
na vyvoj listd a jehli¢i u n€kterych druhti dievin a na intenzitu fotosyntézy a s tim spojenou
produkci metaboliti. Ve Spojenych statech maji poslednich nékolik let vlivem
Klimatickych zmén cCasté lesni pozary, Kouf muze v ovzdu$i pfetrvavat i nékolik tydnu
(Sandberg et al., 2009) a tim ovliviiovat okoli a pasobit zmény zivotniho prostfedi, nékteré
rostliny ho vnimaji jako katalyzator adaptace na prostiedi a pfizptisobi metabolitické a
rastové reakce. V kouti védci objevili jiz pies sto riznych slouc¢enin, mezi nimi i butenolid,
ktery spolu s dalsimi slou¢eninami se nepodili jen na kli¢eni, ale i na onen vyvoj
asimila¢nich organi. Avsak piedpoklada se, ze kouf zpusobuje zpomaleni fotosyntetické
reakce a zménu alokace rustovych sloucenin rostliny. Zkoumanymi druhy dievin byly
Populus tremuloides, Acer glabrum a Quercus gambelii jakozto zastupci listnatych dievin
a dale jehli¢naté dieviny Pinus ponderosa, Pseudotsuga menziesii a Picea pungens.
Vybrané druhy dievin byly zvoleny s ohledem na jejich vysokou odolnost vii¢i poZarim a
pro schopnost regenerace. Listnaté dieviny, tedy topol, javor a dub reaguji na pozar tim, ze
béhem neptiznivych podminek vyuzivaji k respiraci kofenové prisavky (Lentile et al.,
2007). Na rozdil od nich jehli¢naté dieviny, naptiklad douglaska, maji na obranu pomérné

silnou kiru (Kimmins, 2004). Vsechny experimentalni dfeviny jsou ptvodnimi druhy ve
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Skalistych horach na zapadé USA. AZ na topol ziskany z voIné rostouci matetské dieviny
pochazely vsechny dieviny z lesni skolky, pies 1éto byly semenacky pravidelné zalévany a
hnojeny.

Na jaie 2008 bylo pét semenacki kazdého druhu dieviny vystaveno po dobu dvaceti
minut koufi. Semenacky byly ulozeny v bankach-tim se vytvofila koufova komora. Kouft
byl vytvoten spalenim listti experimentalniho materialu ve zvlastni nalevce. Po celou dobu
experimentu byly banky chlazeny, aby teplota nepiekroc¢ila 35°C. Experiment se
Samoziejm¢ nemuze rovnat stejnym prirodnim podminkam, koncentrace byly nizsi nez pti
velkém lesnim pozaru. Vysledky piinesly zajimavé poznatky: kromé douglasky tisolisté
(tento druh srovnal rychlost fotosyntézy jiz po tficeti minutach po experimentu) vsechny
dieviny vykazovaly rozdiln¢ rychlou fotosyntetickou reakci, k vyraznému zpomaleni doslo
pfedev§im u Pinus ponderosa, ale jiz dva tydny po experimentu doSlo ke srovnani.
Jehli¢naté dieviny se zregenerovaly rychleji nez listnaté, avSak pti¢ina neni znama.

Experiment tedy prokazal zmény v rychlosti fotosyntetické reakce, avSak neprokazal
vyrazné zmény a ovlivnéni rustu listd ¢i jehli¢i ani zmény v sekundarnich metabolickych

reakcich (Calder et al., 2010).

3.3.3 Kyanhydridy

Dalsimi zajimavymi organickymi slou¢eninami jsou kyanhydridy. Byly izolovany uz
z vice jak 3000 druhd rostlin ve formé kyanhydridovych glykosidi jakoZzto pomérné
stabilni slou¢eniny (Mithofer & Boland, 2012). Spolu s Kkarrikiny jsou jedny z mnoha
sloucenin nachazejicich se také v koufi pfi pozarech rostlin. Zatim se predpoklada, ze
v rostlinach plni funkci obrannou proti bylozraveim a dal§im patogenim diky obsahu
toxického kyanidu. Nasli bychom je uskladnény v rostlinnych vakuolach. Stejné jako
butenolidy, tak i kyanhydridy plni signalni funkci-aktivuji kli¢eni semen (Flematti et al.,
2013). Jejich aktivita je vyvolana, pokud dojde v rostlin€ k syntéze ethylenu, tedy jednoho
z fytohormont, ktery je také odpovédny za kliCeni semen, senesCenci a predev§im zrani
plodu (Wang et al., 2002) nebo jako reakce na abiotické ¢i biotické stresy. Mimo to mizou
byt kyanhydridy zodpovédné za nekteré fyziologické procesy v rostlinach, napt. zvyseni
rezistence listi nékterych druha rostlin (Chivasa & Carr, 1998). Avsak ethylen, ktery
bychom také nasli v koufi, nema schopnost pretrvavat v pud¢ stejné jako napi. karrikiny
vzhledem ke své tékavé povaze, a tak neni bran jako signalni latka, ktera by po pozarech

zpusobovala stimulaci kli¢eni semen rostlin (Preston et al., 2004).
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3.3.4 Trehaloza

Trehaloza je disacharid patfici mezi latky primarniho metabolismu s prokazanou
signalni funkci. Jejimi zakladnimi stavebnimi prvky jsou UDP-gluk6za a glukoza-6-fosfat,
Které jsou propojené enzymem trehaldza-6-fosfat syntaza (TPS) (Goddijn & van Dun,
1999). Je piitomna nejen v houbach, rostlinaich ¢i bakteriich, v kvasinkach, ale také
vV riznych potravinach, napt. med, moiské plody, ovocné produkty a dalsi. Avsak
obratlovci si ji nejsou schopni sami vytvofit, umi ji pouze odbouravat pomoci enzymu
trehalazy. Ma vyborné fyzikalni vlastnosti. Jak jiz bylo zminéno, ma vybornou stabilitu
v Sirokém rozmezi pH a ma vysokou termostabilitu. Tim, Ze je trehal6za vysoce stabilni
latka, pusobi proti retrogradaci skrobu, proti denaturaci bilkovin, proti odbourani lipida i
proti Maillardové reakci (reakce sacharidi saminokyselinami). Kromé toho je také
schopna potla¢it i odbouravani mastnych kyselin. Pfi jednom experimentu, kdy se
Ctyfprocentni roztok zahfival na 100°C vrozmezi pH 3,5-10 pH, nedoslo povétsinou
k poklesu trehalézy ve vzorcich (Tabulka 1). To ¢ini z trehalozy velice atraktivni latku

napiiklad pro prumysl (Higashiyama, 2002).

Tabulka 1 - Souhrn nékterych vlastnosti trehalézy, zdroj: (Higashiyama, 2002)

Teplota tani dihydrat 97,0°C
anhydrid 210,5°C
Rozpustnost 68 g/ 100 ¢
vody pti 20°C
Relativni 45 % sacharozy
sladkost
Stravitelnost travena a
absorbovana
tenkym stfevem
Stabilnost vice jak 99 % 3,5-10 pH pii
roztoku (pH) 20°C po dobu
24 h
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Jednoduché cukry, konkrétn¢ disacharidy, jsou schopné stabilizovat rizné
biomaterialy i béhem mrazeni ¢i vysouseni materiali. Tuto schopnost ma rovnéz i
trehaldza. Spousta rostlin, ale také zivocichu, tak vyuziva této schopnosti pii nedostatku
vody-dehydrataci (Crowe et al., 1996; Madin & Crowe, 1975). U hmyzu potom zastava
funkci krevniho cukru, v ptipadé¢ hub funkci zasobniho sacharidu (Goddijn & van Dun,
1999).

vev s

stresovymi faktory-pred vysokymi teplotami, mrazem, vodnim stresem. Napiiklad u
obilnin je prokazana vyssi Koncentrace trehaldzy pii neptiznivych podminkach (Mackenzie
et al., 1988). Klicovou roli hraje zejména pii dehydrataci rostlin. U rostliny znamé pod
nazvem ruze z Jericha (Selaginella lepidophylla), pochazejici ze suchych oblasti Mexika,
se v takovém ptipad¢ trehaloza akumuluje ve vysi pfiblizné 12 % suché hmotnosti rostliny
a puasobi jako ochrana proteinovych membran (fosfolipidové membrany). Po rehydrataci
opét dojde k poklesu obsahu trehalozy (Goddijn & van Dun, 1999).

U vys8ich cévnatych rostlin je ale takovato akumulace trehalozy vzacna-sachardza
totiz prevzala tuto funkci od trehalozy, a tak ji vtomto piipadé nahrazuje
(Miiller et al., 1990). Avsak zvySena pritomnost jak sacharozy, tak trehalozy mize Iépe
zamezovat poskozeni rostliny suchem (Goddijn & van Dun, 1999).

U vyssich rostlin se tedy neprokazal zna¢ny vyskyt trehalozy, ale prokazala se
piitomnost prekurzoru trehalozy T6P (trehaloza-6-fosfat) s funkci signalni molekuly, ktera
hraje dulezitou roli jako regulator rustu a vyvoji rostlin (Yadav et al., 2014).

Zajimavé také je, ze enzym trehalaza ma velky vyznam na odbouravani trehalozy
pochazejici z pudnich bakterii rodu Rhizobium nebo z hub zapojené do mykorhizy
(Miller et al., 1995).

Olivovniky nachazejici se ve Sttedomoti mohou trpét nedostatkem zivin, coz je pro
tento sttedomotsky ekosystém typické. Avsak vyskyt mykorhiznich hub (R. irregularis)
zvySuje Sanci na pfijem zivin v neptiznivych podminkach (Tekaya et al., 2017). Mimo to
jsou stromy pozitivné ovlivnény houbami také z hlediska vyssi tolerance vici suchu (Ruiz-
Sanchez et al., 2010), vuci piesolené pudé (Porras-Soriano et al., 2009) i vii¢i patogenim

vvvvv

houbdéch, kterd se vyznacuje ochranou rostlin vic¢i abiotickym stresim. Mykorhizni houby
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také interaguji S nekterymi druhy pidnich bakterii. Tyto bakterie umi syntetizovat nékteré
regulatory rastu, napt. cytokininy. To mize mit za nasledek zvySeni absorpce vody a Zivin
kotenového systému stromu. Skupina Tekaya et al. (2017) provedla experiment, kdy se po
dobu Sesti mésicti sledovaly vysazené olivovniky ve skleniku ovlivnéné mykorrhizni
houbou (R. irregularis), méfila se u nich mimo jiné rychlost fotosyntézy, obsah zivin i
obsah nékterych sacharidti, mezi nimiz byla i trehal6za. Zajimavé na tomto experimentu je,
ze byl u olivovnikli s mykorhiznimi houbami pozorovan vyssi obsah sacharidii v kofenech

nez u olivovnikd, které ovlivnény mykorhyznimi houbami nebyly.
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4 Metodika

4

Cilem praktické casti bakalaiské prace je stanoveni piitomnosti disacharidu trehalozy
laboratorni analyzou ve vzorcich kofend smrku ztepilého (Picea abies) pomoci

spektrofotometru.

4.1 Popis vybranych lokalit, zpisob odbéru vzorku

Pro praktickou c¢ast bakalarské prace byly vybrany 3 zkusné plochy v Krusnych
horach, na nichz se odebralo celkem 24 pudnich sond s koteny stromu smrku ztepilého
(Picea abies). Jedna se o plochy, které byly zaloZzeny vramci zkoumani napadeni
smrkovych porostt parazitickou houbou kloubnatka smrkova (Gemmamyces piceae).

Na danych lokalitach se nachazi smrkové porosty, konkrétn¢ s druhem smrk ztepily.
Na kazdé plose bylo vybrano 8 stromu, z nichz 4 byly ovlivnény a napadeny pravé
kloubnatkou smrkovou a dalsi 4 byly zdravi jedinci. Odebirané pudni sondy se nachazely
vzdy ve vzdalenosti do 1 metru od vybraného jedince (Obrazek 15). Pomoci nastroje na
odbér pudnich sond (Obrazek 16) se vzdy odebrala hlina i s kofeny a ostatnim pudnim
materialem, nasledné se valeCek hliny s kofeny (Obrazek 17) zabalil do alobalu. Kazdy
vzorek se oznacil prislusnym cislem pofadi dané sondy, mirou napadeni kloubnatkou
smrkovou a oznacenim konkrétni zkusné plochy. Stejnym zptsobem se pokracovalo

s odebiranim vzorku na kazdé plose.

- Misto po odbéru pidni s

24
Obrazek 15
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Obrazek 17 - Odebrany valec hliny s kofeny, zdroj: (Michal Samek)
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Vybrané lokality se nachazi na tizemi LS Litvinov-LHC Cerveny Hradek. Prvni
plocha nese oznaceni 17B6 (Obrazek 18, 19, 20, 21), druha 88B5 (Obrazek 22) a tieti
80B8 (Obrazek 23). Vsechny plochy spadaji do ochranného pasma A. Stupenn ovlivnéni
vodou stanovist' je 1. Lesni vegetacni Stupenn oblasti je 7, tedy bukovo-smrkovy,
odpovidajici nadmotské vysce mezi 901 az 1050 m. n. m. Soubor lesnich typu je 8G, tedy
podmacena smréina s nejvétsim zastoupenim raselinikd, titiny a preslicek (UHUL, 2003).
Plocha 17B6 je dvouetazova s vymérou nad 10 ha, plocha 88B5 ma vyméru 4-10 ha. N
plochach je stoprocentni zastoupeni smrku ztepilého. Specifikace ploch 17B6 a 88B5
z hospodaiské knihy je uvedena nize v tabulkach 2, 3, 4:

Tabulka 2 - Popis jednotlivych ploch (1)

LHP Porostni
Ndzev | Revir| od: LHPdo: LHC ' NazevLHC Oddéleni Dilec  skupina | PLO | Etaz | SLT
LS Cerveny
Litvinov 11| 1.1.10 31.12.19 1296 Hradek 17 B 06/01p 1 0lp| 8G
LS Cerveny
Litvinov 11| 1.1.10 31.12.19 | 1296 | Hradek 17 B 06/01p 1 6 8G
LS Cerveny
Litvinov 11| 1.1.10 31.12.19 1296 Hradek 88 B 5 1 5 8G

Tabulka 3- Popis jednotlivych ploch (2)

Hospodarsky

JPRL Rozloha | Pasmo ochrany Soufadnice N | Soufadnice E LVS soubor

17B06/01p  nad 10 ha A 50.57129 13.32325 7 7781

17B06/01p  nad 10 ha A 50.57129 13.32325 7 7781
88B05 4-10 ha A 50.55575 13.33523 7 7781

Tabulka 4- Popis jednotlivych ploch (3)

Nazev @ Nazev LHC Vék | Zakmenéni Drevina Zastoupeni  Stf. tloustla = St¥.vyska | AVB
LS Cerveny

Litvinov Hradek 10 1 SM 100 0 1 24
LS Cerveny

Litvinov Hradek 52 8 SM 100 21 17 22
LS Cerveny

Litvinov Hradek 47 9 SM 100 15 13 24
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Kostelisv. Vaclava

Kalek- Obec ®
®Hotel Zémedek Kalek

Kaple sv. Anny,

Obriazek 18 - Plocha s 0zna¢enim 17B6, pie




Obrazek 20 - Strom ¢.2 se 3. stupném napadeni kloubnatkou smrkovou z prvni akolity 17B6, zdroj: (Michal
Samek)

= : Rz

Obriizek 21 — Pohled na lokalitu 17B6, zdroj: (Michal Samek)
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Obrazek 22 - Plocha s ozna¢enim 88B5 prevzato (10.4.2019): WWW.mpy.CZ

KillEIN'H/A I D

Restaurace Inka @ NAGETN

JIINIDRICHOVA VES

Obrizek 23 - Tieti lokalita s oznacenim 80B8, prevzato (10.4.2019): www.mapy.cz
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4.2 Tridéni a ¢isténi odebranych vzorkua

Pro laboratorni analyzu bylo nejprve tieba roztiidit odebrané vzorky z ptadnich sond
s cilem ziskat kofeny s tloustkou pod 3 mm a s tloustkou nad 3 mm. Ttidéni a Cisténi se
provadélo v laboratofi pomoci sit s riznymi velikosti ok. Nejprve se musely odebrané
kofeny prosit a zbavit hliny a dalSich ptdnich materialt jako jsou napiiklad kaminky,
zbytky organickych materialti a dalsi. Poté se koteny ocistily v nadobé s vodou (Obrazek
24), a to nékolikrat, dokud nebyly zcela ¢isté. OCisténé koteny se osusily buni¢inou a
vlozily do uzaviratelnych sacka (Obrazek 25), kam byly opét vlozeny popisky lokalit,
stupné napadeni houbou, ¢islem sondy, popiipadé ¢islo stromu a velikosti kofene. Poté byl

material zmrazen a uchovan pro nasledujici analyzu.

Obrizek 24 - Ci§téni kofenti smrku ztepilého vodou, zdroj: (Veronika Rehotova)
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Obrazek 25 - Ukladani a popisovani vyt¥idénych vzorkii, zdroj: (Veronika Rehotova)

Seznam 24 vybranych jedinci dle ploch, se stupném poskozeni Kloubnatkou

smrkovou a s velikosti kofene pod 3 mm i nad 3 mm:

Tabulka 5 - Seznam jedinci plochy 17B6 s velikosti kofene a stupném poskozeni kloubnatkou smrkovou

velikost
strom €. kofene poskozeni | porost ‘
6 <3mm 3-2(0) |17B6
13 >3mm 4-N(4) |17B6
1 >3mm 2-2(0) |17B6
13 <3mm 4-N(4) |17B6
20 <3mm 5-2(0) |17B6
6 >3mm 3-2(0) |17B6
1 <3mm 2-2(0) |17B6
20 >3mm 5-2(0) |17B6
N <3mm 7-N(3) |17B6
48 <3mm 6-N(3) |17B6
N >3mm 7-N(3) |17B6
48 >3mm 6-N(3) |17B6
31 >3mm 8-Z(0) 17B6
2 <3mm 1-N(3) |17B6
31 <3mm 8-Z(0) 17B6
2 >3mm 1-N(3) |17B6
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Tabulka 6 - Seznam jedinci plochy 80B8 s velikosti kofene a stupném poskozeni kloubnatkou smrkovou

51 >3mm 1-N(3) |80B8
51 <3mm 2-N(3) |80B9
48 >3mm 5-2(0) |80B8
15 >3mm 2-2(0) |80B8
15 <3mm 3-Z(0) |80B8
16 <3mm 3-Z(0) |80B8
48 <3mm 5-2(0) |80B8
N >3mm 4-Z(0) |80B8
N <3mm 4-Z(0) |80B8
16 >3mm 3-Z(0) |80B8
N >3mm 6-N(3) |80B8
N <3mm 6-N(3) |80B8
N >3mm 8-N(3) |80B8
N <3mm 8-N(3) |80B8
N >3mm 7-N(3) |80B8
N <3mm 7-N(3) |80B8
N >3mm 5-2(0) |80B8
N <3mm 5-2(0) |80B8

Tabulka 7- Seznam jedinci plochy 88B5 s velikosti kofene a stupném poskozeni kloubnatkou smrkovou

N <3mm 2-N(3) |88B5
N 23mm 6-2(0) |88B5
N <3mm 4-7Z(0) |88B5
N 23mm 4-7Z(0) |88B5
N <3mm 3-2(0) |88B5
N <3mm 6-2(0) |88B5
N 23mm 3-2(0) |88B5
N <3mm 7-N(3) |88B5
N 23mm 8-N(3) |88B5
N <3mm 1-N (3) |88B5
N 23mm 1-N (3) |88B5
N >3mm 7-N(3) |88B5
N >3mm 8-N(3) |88B5
N >3mm 2-N(3) |88B5

62



4.3 Popis spektrofotometru DR 6000

Ptistroj DR 6000 je spektrofotometr UV-VIS (Obrazek 26) slouzici k digitalnimu
odectu procentualni transmitance, absorbance a koncentrace latek a roztokl. Pfistroj
pracuje na principu vinovych délek, jejichz rozmezi se pohybuje mezi 190 — 1100 nm,
S presnosti +- 1 nm v rozsahu délek 200 — 900. Jako zdrojova lampa pokryvajici viditelné
spektrum (320-1100 nm) je zde halogenova lampa a deuteriova lampa s UV spektrem
(190-360 nm). Fotometricky métici rozsah je potom pii vinovych délkach 200 — 900 nm +-
3 Abs.

Po odkryti vrchniho krytu kyvetového prostoru se uvniti nachazi Kyvetovy adaptér na
kyvetu se vzorkem, dale se ve vrchni ¢asti nachazi kryt prostoru lampy a dotykovy disple;j
nabizejici rizné typy programui, a kterym se pristroj ovlada. Pro ulozeni kyvety do
kyvetového prostoru je tieba zvednout univerzalni kyvetovy adaptér a otoéit jim doleva
smérem ke kyvetovému prostoru a poté opét zatlaCit dold. Po zapnuti pfistroje je tu
moznost navoleni jazyka a poté se jiz muze piistoupit ke zvoleni z mnoha nahranych
programu. Pro tento experiment byl zvolen program ,,JJedna vinova délka“ a ,,Skenovani
vinové délky* (Obrazek 27), v némz se odecita hodnota absorbance vzorku, kdy se méti
svétlo pohlcené vzorkem v jednotkach absorbance. Ziskana data se poté daji jednoduse
ulozit a nahrat na flash disk ptes USB port (Hach, 2018).

Obrazek 26 - PFistroj spektrofotometr DR 6000 umistény v laboratofi, zdroj: (Anna Krejzkova)
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Skenovani vin. délky UV -#- 300.0 nm

Hlavni : il ;
nabidka . Nacitat | MozZnosti

Obrazek 27 - Displej pristroje DR 6000 s moZnosti navoleni programi, zdroj: (Anna Krejzkova)

4.4 Postup extrahovani trehalozy z koi‘enu Picea abies

Jako prvni krok bylo tieba extrahovat trehalézu z kofenti. Suché vzorky (tedy koieny
Vv saécich) vyjmuté z mraziciho boxu se navazily na vzorky o hmotnosti 1g a poté nechaly
rozdrtit v oscilacnim mlynku. Po navazeni bylo tfeba vzorky kofend nakrajet na hoblinky
piiblizné tloustky 0,5 mm, které se poté vlozily do kyvet. Kyvety se vzorky o hmotnosti 1g
by mély pted drcenim dosahovat pokojové teploty. Do kyvet ke vzorkam se ptiléva 200 ml
destilované vody o teploté kolem 80°C, v tomto ptipadé se vsak pouzil tekuty dusik, také o
objemu 200 ml. Doba drceni Vv oscilaénim mlynku se pohybovala mezi 10-15 minutami
(¢im déle, tim vyssi pravdépodobnost lepsiho nadrceni). Drcenim v mlynku vznikla ze
vzorkid kofent tuha hmota. Poté se vzorky vyjmuly z kyvet, ¢ast vzorku se ulozila do
kadinky, ptidala se k nim destilovana voda (opét cca 200 ml), promichaly se a nechaly
vychladnout na pokojovou teplotu. Pracovalo se se vzorky s obsahem trehalozy do 12%.

Vznikly roztok se piecedi ptes filtra¢ni papir (roztok mtze byt i po procedéni mirné
zakaleny) a je pripraven k okamzité analyze, ptipadné se da uchovat pfi teploté kolem 4°C
na pozde¢jsi pouziti. Pokud se v roztoku vytvori zakal, je tfeba roztok znovu prefiltrovat
(Megazyme, 2018).
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4.5 Postup stanoveni trehalézy ve vzorcich

Postupovalo se dle navodu pouzitého Kitu znacky Megazyne (Obrazek 28, 29) (firma
Megazyne, se sidlem v Irsku, je jedna z nejvétsich globalnich vyrobcti a dodavateli
analytickych cinidel, enzymu a testovacich souprav), ktera je vyhodna z hlediska rychlosti
reakce (staci pouze 2 minuty), z hlediska uzitého kitu, kdy stacily k reakci pouze enzymy
trehalaza, hexokinaza a glukoza-6-fosfat dehydrogenaza, také je to ekonomicky vyhodna
varianta.

Postupy reakci: trehaldza s piidanim vody je hydrolyzovana enzymem trehalaza na D-
glukozu. Uvolnéna D-glukéza je potom spolu s adenosin-5°-trifosfatem (ATP)
fosforylovana enzymem hexokinaza (HK) na glukozu-6-fosfat (G-6-P) a zaroven se tvoii

adenosin-5°-difosfat (ADP), jak je vidét v rovnicich:

(trehalaza)
Trehaloza + H-O —> 2 x D-glukéza
(HK)

D-glukoza + ATP —> G-6-P + ADP

V piitomnosti enzymu glukoza-6-fosfat dehydrogenaza (G6P-DH) je G-6-P spolu s
nikotinamidem-adenin dinukeotid fosfatem (NADP*) oxidovana na glukonat-6-fosfat
s tvorbou redukovaného nikotinamid-adenin dinukleotid fosfatem (NADPH) v nasledujici
rovnici:

(G6P-DH)

G-6-P + NADP® —> glukonat-6-fosfat + NADPH + H*

Mnozstvi NADPH vytvoiené touto reakci je stechiometrické s mnozstvim D-glukozy,
tedy dvojnasobné mnozstvi trehalozy. Jedna se o NADPH, ktery je méfen vzristem

absorbance pii 340 nm (Megazyme, 2018).
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Mesgazyme

SHIPMENT: Room Temperature

TREHALOSE
STORAGE: 0-5°C (~ 6 months) e —
LONG TERM STORAGE: ASSAY KIT

See details in booklet for individual components.

K-TREH

DIAGNOSTIC KITS FOR THE BEVERAGE,
FOOD AND AGRICULTURAL INDUSTRIES

Obrazek 28 - Baleni kiti znacky Megazyme, zdroj: (Anna Krejzkova)

Obrazek 29 - Lahvi¢ky s obsahem jednotlivych kitii: lahvi¢ka 1 - buffer, lahvi¢ka 2 - NAPD + ATP, lahvi¢ka 3 -
HK/G6PDH, lahvi¢ka 4 — trehalaza, zdroj: (Anna Krejzkova)
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Samotné stanoveni trehaldzy vyzaduje tyto podminky:

- metoda= spektrofotometricka (UV lampa)

vinova délka= 340 nm

- kyveta= s tloustkou 1 cm z plastu ¢i skla

- teplota= +- 25°C

- kone¢ny objem= 2,54 ml

- roztok vzorku= 4-80 g trehalozy nebo D-glukozy v kyveté v objemu vzorku 0,20
ml

- limit detekce= 37,5 mg/I

Poté se jiz muze piistoupit kK piipravé vzorku s roztoky viz tabulka 8:

Tabulka 8 — Seznam a pouziti kita, zdroj: (Megazyme, 2018)

Pipetou do kyvety Kyveta s | Kyveta se vzorkem
rozpoustédlem

Destilovana voda 2,20 ml 2,0 ml

(+- 25°C)

Roztok vzorku - 0,20 ml

Roztok I. (buffer) 0,20 ml 0,20 ml

Roztok II. (NADP*/ATP) 0,10 ml 0,10 ml

Suspenze I1l. (HK/G-6-P- 0,02 ml 0,02 ml

DH)

Ptipraveny roztok se necha dobie promichat magnetickou michac¢kou (Obrazek 30).
Roztok vkyveté se vlozi do spektrofotometru a po 5 minutach se odecte hodnota
absorbance roztoku, a tim se ziska hodnota Al. Po odecteni hodnoty se piida suspenze IV.

viz tabulka 9:

Tabulka 9 - Kit trehalaza, ktera se p¥ida ke vzorku a poté se necha spolu s nim promichat, zdroj: (Megazyme,

2018)
Pipetou do kyvety Kyveta s rozpoustédlem Kyveta se vzorkem
Suspenze IV. (trehalaza) 0,02 ml 0,02 ml
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Roztok se opét necha dobie promichat a po dalSich 5 minutach nasleduje dalsi
odecitani hodnot absorbance vzorku spektrofotometrem. Vysledna hodnota je hodnota A2.
Reakce muze Vkyvet¢ dale pokracovat a hodnoty se jest€ mohou meénit. PO
dvouminutovych intervalech se pokracuje odecitanim hodnot absorbance, dokud se
hodnoty A2 neustali, tedy nadale jiz nezvySuji. Mize se stat, ze se hodnoty stale budou
meénit a zvySovat, to mize byt dano pusobenim nékterych enzymi ¢i slou¢enin v roztoku,

kterym se da piedejit jejich odstranénim béhem ptipravy roztoku (Megazyme, 2018).

Obrazek 30 - Magneticka micha¢ka IKA C-MAG HS 7, zdroj: (Anna Krejzkova)
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4.6 Vypocet obsahu trehalézy

Rozdilem absorbanci Al a A2 (A2-Al) se ziska hodnota AA, kterou je tfeba dosadit do

vzorce. Hodnoty Al i A2 se stanovi jak pro rozpoustédlo, tak pro vzorek. Hodnota AA by

potom mé¢la dosahovat nejméné 0,1 pro piesnost vysledkt. Koncentraci trehalozy zjistime
dle této rovnice (Megazyme, 2018):

vV x MW 1,1 ,
¢ =———""— x = x AA trehalbza [g/L]
Exdxvx?l 0,2
V = kone¢ny objem (ml)
MW = molekulova hmotnost trehalozy (g/1)
& = koeficient extinkce NADPH pii 340 nm
d

= draha pohybu svétla (cm)

\ = objem vzorku (ml)
2 = 2 molekuly D-gluk6zy uvolnéné z kazdé molekul trehalozy
= 0,2 ml extraktu vzorku se zpracuje s borohydridem,
1.1/0.2 kone¢ny objem po oSetfeni a neutralizaci
jel,1ml

Pokud je vzorek béhem ptipravy nafedén jinak, nez borohydridem, musi byt vysledek
vynasoben faktorem fedéni (F). Pti analyze polotuhych nebo tuhych vzorka , které jsou
zvazeny pro pripravu Vvzorkd, se vypoCte obsah trehalozy z mnozstvi vazeného dle

nasledujici rovnice (Megazyme, 2018):

obsah trehalbézy v roztoku vzorku ['g/l]

- g
€= vaha vzorku v roztoku vzorku [‘9/{] x 100 [ /100 g]
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5 Vysledky

Stanoveni obsahu a koncentrace trehaldzy laboratorni analyzou se ucastnilo celkem 20
vybranych vzorku kofent smrku ztepilého. Hodnoty, které namétil spektrofotometr ve
vzorcich, tedy Al a A2, se pouzily pro stanoveni hodnoty AA, ktera se nasledné pouzila
pro vypocet koncentrace a nakonec pro stanoveni obsahu trehal6zy v daném vzorku dle
vySe zminénych vzorcu. Ve vsech pripadech, az na vzorek ¢.13, vysledky nabyvaly
zapornych hodnot, pocinajic zapornou hodnotou AA. Pouzité vzorky byly z plochy 17B6
(celkem 14 vzorkt) a 80B8 (celkem 6 vzorkii). Pro stanoveni obsahu trehalézy v kofenech
bylo pouzito deset vzorka s tloustkou kotfene nad 3 mm a deset vzorka s tloustkou kotene
pod 3 mm. Vsechny vzorky mély hmotnost 1 g, vyjimku tvofily pouze vzorky ¢. 6, 1 a 48,
jejichz hmotnost ¢inila 0,5 g.

Pro stanoveni obsahu a koncentrace trehalozy v kotenech smrku ztepilého se nakonec
pouzilo pouhych 20 vzorka (resp. 21, vzorek ¢. 6 musel byt naméten 2x) proto, ze hodnoty
vychazely stale zaporné. Plivodné se zamyslelo pouzit minimalné 30 vzorku.

V odebranych kofenech smrku ztepilého byla s nejvétsi pravdépodobnosti piili§ mala

koncentrace trehalozy, proto vysledky ziskaly zapornou hodnotu viz tabulka 10:
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Tabulka 10 - Vysledky analyzy: hodnoty A1, A2, vypoétena hodnota AA, koncentrace a obsah trehalozy

strom velikost koncentrace obsah T
c. kofene porost | Al A2 AA T [g/L] [g/100 g] pozn.
Ne 1
vzorek;
6 >3mm 17B6 | 0,208 | 0,207 | -0,001| -0,000345 -0,0345 ZNOVU
0,5g(l.
6 >3mm 17B6 | 0,223 | 0,201 | -0,022 | -0,007590367 | -1,518073333 | vzorek)
_13] »3mm | 1786 [0187[0,199]0012] 000414 | 0414 | |
20 >3mm 17B6 | 0,223 | 0,201 |-0,022 -0,00759 -0,759
48 >3mm 17B6 | 0,279 0,233 |-0,046 -0,01587 -1,587
N >3mm 17B6 | 0,165| 0,132 |-0,033| -0,011385 -1,1385
1 >3mm 17B6 | 0,274 | 0,234 | -0,04 -0,0138 -1,38
31 >3mm 17B6 | 0,218 0,181 |-0,037| -0,012765 -1,2765
51 >3mm 80B8 | 0,223 0,187 |-0,036 -0,01242 -1,242
48 >3mm 80B8 | 0,148 | 0,135|-0,013| -0,004485 -0,4485
15 >3mm 80B8 0,22 | 0,192 | -0,028 -0,00966 -0,966
6 <3mm 17B6 | 0,225|0,186|-0,039| -0,013455 -1,3455
20 <3mm 17B6 | 0,203 | 0,182 |-0,021| -0,007245 -0,7245
13 <3mm 17B6 0,910,087 |-0,823| -0,283935 -28,3935
N <3mm 17B6 | 0,203 | 0,191 |-0,012 -0,00414 -0,414
2 <3mm 17B6 0,16 | 0,143 |-0,017| -0,005865 -0,5865
1 <3mm 17B6 0,18 | 0,159 | -0,021 | -0,00724535 -1,44907 05g
48 <3mm 17B6 0,120,114 |-0,006 | -0,0020701 -0,41402 05¢g
15 <3mm 80B8 0,14 | 0,127 |-0,013| -0,004485 -0,4485
51 <3mm 80B8 0,15| 0,139 |-0,011| -0,003795 -0,3795
16 <3mm 80B8 | 0,099 | 0,091 | -0,008 -0,00276 -0,276
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Vzhledem k tomu, ze vysledky v pfedchozim méfeni nabyvaly zapornych hodnot,
pristoupilo se ke zmén¢ metody stanoveni koncentrace a obsahu trehalozy namichanim
vice vzorki ze stejného porostu s riznymi velikostmi kofend, S riznym stupném napadeni
Kloubnatkou smrkovou a rtiznou gramazi namisto pouze jednoho vzorku. Pfistoupilo se
k tomu z divodu domnivani se, ze kotfeny z vicero stromi, at’ uz napadenych kloubnatkou
smrkovou ¢i zdravych, by mohly vykazovat vétsi mnozstvi trehalozy. Avsak ani tato
zména v metodice nebyla ptilis uspésna. Ze 4 pokust vysel opét pouze jeden s kladnymi
hodnotami, a to vzorek s 0znac¢enim Mix 3. Zbylé vzorky nabyvaly zapornych hodnot, viz
tabulka 11:

Tabulka 11 - Vysledky analyzy po zméné metodiky

Strom &. Velvikost Al A2 AA koncentrace T| obsahT Stupen ’
kofene [g/L] [g/100 g] | napadeni
N 23mm 1,75 | 1,82 | 0,07 0,132832 13,2832 3
Mix 3 48 23mm
48 <3mm
Mix 5 20 23mm 1,79 | 1,745 | -0,05 -0,085392 -1,58133333
20 <3mm 1,296 | 1,248 | -0,05 -0,0910848 -1,68675556 0
Mix 0 1 23mm
6 <3mm
Mix 4 13 <3mm 1,174 | 1,151 | -0,02 -0,0436448 -0,80823704 4
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6 Diskuze

Z vysledku vyplyva, ze stanoveni obsahu trehalozy v kofenech smrku ztepilého nebylo
uspésné. Ani po mensi upravé metodiky se nepodafilo naméfit vice, jak jednu kladnou
hodnotu. Duvoda neuspéchu tohoto experimentu muze byt vice. Jednim z nich mize byt
ptilis maly obsah trehalozy k detekovani spektrofotometrem ve vzorcich, tedy nevhodné
zvoleny material, druhym divodem muze byt nevhodné vybrany Kit. K detekovani obsahu
trehalézy ve vzorcich byly pouzity enzymy trehalaza, hexokinaza a glukdza-6-fosfat
dehydrogenaza. Vsechny tyto enzymy jsou od znacky Megazyme a jsou primarné uréeny
pro detekci trehalozy v potravinach, napt. med, houby, moiské plody, ovocné produkty,
napoje nebo jiné materialy, jako jsou biologické kultury (Megazyme, 2018). S velkou
pravdépodobnosti tyto enzymy nebyly vhodné k detekovani trehalozy z kofent smrku
ztepilého. Dale muze byt na viné pfitomnost dalSich latek ve vzorcich, které pusobi a
interaguji spolu s trehalézou. Mezi nimi napfiklad produkty sekundarniho metabolismu,
jako jsou fenolické latky a dal$i. Nékteré enzymy jsou schopné $tépit trehalozu i po
zmrazeni vzorki, v nichZ je obsazena, tedy pro tento experiment by bylo vhodnéjsi zvolit
prave je.

Pfi experimentu stanoveni obsahu rozpustnych sacharidd, v¢etné trehalozy, z kofend a
lista stromu Olea europaea L., ktery provadél Tekaya et al. (2017), se prokazal vysoky
obsah trehal6zy. Analyzovani trehalozy v kofenech vsak pii tomto experimentu probihalo
pomoci plynového chromatografu, ktery je schopen slozky vzorkii od sebe oddélit
pievedenim do plynné faze, aniz by jednotlivé slozky poskodil. Také se lisilo extrahovani
sacharidii z kofenii-extrakce probihala pomoci etanolu pii 80°C.

Dalsi zajimavy experiment, provadény tentokrat u kvasnicového extraktu, je zde
uveden vzhledem k uziti riznych metod pro stanoveni obsahu trehal6zy, v§echny zalozené
na detekci pomoci chromatografu. Experiment provadél Ferreira et al. (1996). Extrakce
suchych vzorkt byla provedena vroucim etanolem, ktery se nasledné nechal odpatit. Poté
byl pfidan acetonitril svodou. Takto hotovy vzorek byl pfipraven na chromatografii.
Jednou z metod byla detekce trehalozy za piitomnosti aromatického ketonu (anthron),
kterd byla naméfena chromatografem. Dal§i metoda vyuZila enzym trehaladzu, coz je stejny
enzym, ktery byl uzit pro stanoveni trehal6zy V kotenech smrku ztepilého. Vysledky
ukazaly na pritomnost trehalézy nejméné¢ 9 mg/g bunék suchého vzorku (Ferreira et al.,
1996).
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Nabizi se tedy mozné vysvétleni neuspéchu tohoto experimentu. Kromé toho, ze byl
pravdépodobné pouzit nevhodny Kit, na viné dale mize byt nevhodné zvolena metodika a
ptistroj. Plynovy chromatograf by pravdépodobné detekoval trehalozu od jinych slozek a
nedoslo by k jejimu ptipadnému poskozeni. Jeden z uvedenych piikladi experimentu také

ukazuje, Ze enzym trehalaza se hodi spiSe pro detekci trehalozy v potravinach.
7 Zavér

Cilem praktické casti bakalafské prace bylo stanovit obsah trehalozy v kotfenech
smrku ztepilého laboratorni analyzou pomoci spektrofotometru. Tento experiment se
nezdatil. Vice jak 90 % uzitych vzorkii vykazovalo zaporné hodnoty. Pravdépodobné
nevhodné zvolena metodika a piipravky k detekci trehalozy znacky Megazyme k tomuto
negativnimu vysledku piisp€ly. Odebrané vzorky kofenti smrku ztepilého rovnéz mohly
dosahovat pfirozené nizky obsah trehal6zy bez ohledu na stupen napadeni kloubnatkou
smrkovou. Spektrofotometr tudiz nebyl schopen trehalozu analyzovat. Pozitivnich

vysledkt by se pravdépodobné mohlo dosahnout, pokud by trehalozu detekoval plynovy

chromatograf.
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