Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Biologie

Michaela Nikodymova

Antokyany v listech rostlin: ochranna funkce a detekce spektralnimi metodami

Anthocyanins in plant leaves: protective function and spectroscopic detection

Bakalarska prace

Skolitel: prof. RNDr. Jana Albrechtové, Ph.D.

Konzultant: Mgr. Zuzana Lhotdkova, Ph.D.

Praha, 2018



Prohlaseni:

Prohlasuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla v§echny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 6.5.2017

Podpis:



Podékovani:

M¢ podékovani patii zejména mé Skolitelce prof. RNDr. Jan¢ Albrechtové, Ph.D. za vedeni
prace a cenné rady. Dale pak dékuji své konzultantce Mgr. Zuzané Lhotakové, Ph.D. za ochotu
a trpélivost. Dekuji také své roding, kterd mé pii psani prace podporovala. Velky dik patii

zejména mé mamince a sestie, které mi pomohly s korekturou prace.



Abstrakt:

Rostliny se béhem svého Zivota musi vypotradat se zménou riznych faktort vnéjsiho
prostfedi, z nichz nékteré vyvolavaji u rostlin stres. Stresory mohou v rostlindch zptisobit
poskozeni vedouci k inhibici ristu a fotosyntézy, to muize v extrémnim piipadé nebo po
dlouhodobém vystaveni stresu vést ke smrti celého organismu a negativné se odrazet
v zemedélskych vynosech. Rostliny si musely vyvinout obranné mechanismy, mezi néz patii i
akumulace antokyani, které se pfi vystaveni rostliny stresovému faktoru mohou hromadit v

listech.

Cilem préce je shrnout poznatky o vlivu stresovych faktorti na akumulaci antokyanii
v listech a o funkci antokyanii v ochrané pred témito faktory. Antokyany maji nejcastéji funkci
antioxidantl, které reaguji s ROS a tim je inaktivuji, mohou fungovat i jako filtry chranici
fotosystémy pfed UV zéafenim, a jako ochrana pfed herbivory. V praci jsou také shrnuty
poznatky o spektralnich metodach detekce antokyanil v listech s dirazem na nedestruktivni

metody detekce.

Spektralni metody umoZiluji analyzovat antokyany na zakladé interakce listu a latek
v ném obsazenych se zatrenim, které na list dopada. Nejc¢astéji pouzivanou metodou je UV-VIS
spektrofotometrie. Pro studium zmény pigmentl v listech béhem ontogenetického vyvoje je
tieba pouzit nedestruktivni metody jejich detekce. Pouziti vhodné metody mulze umoznit

sledovat zménu pigmentace listll v Case a 1épe pochopit tyto obranné mechanismy rostlin.

Kli¢ova slova: antokyany, stresové faktory, stresové reakce u rostlin, spektralni metody,

nedestruktivni metody detekce



Abstract:

Plants have to cope with the change in the various environmental factors, the change of
these factors means stress for plants. Stress factors can cause damage that lead to inhibition of
growth and photosynthesis, resulting in the extreme cases in the death of the whole organism
and negatively affect farm yields. Plants have to develop defensive mechanisms, including the

accumulation of anthocyanins in leaves.

The aim of the present review is to summarize the knowledge about the influence of
stress factors on the accumulation of anthocyanins in leaves and about the function of
anthocyanins in the protection. Anthocyanins most often act as antioxidants that react with ROS
and inactivate them, they can also act as filters against UV radiation and as a protection against
herbivores. Further, there are summarized the knowledge about spectral methods of detection

of anthocyanins in leaves with emphasis on non-destructive detection methods.

Spectral methods allow the analysis of anthocyanins based on the interaction of the leaf
and its chemical components with the incident radiation. The most commonly used method is
UV-VIS spectrophotometry. In order to study pigment change in leaves during ontogenetic
development, non-destructive methods of pigment detection should be used. Suitable method
can allow us to observe the change in leaf pigmentation over time and to better understand these

defense mechanisms of plants.

Key words: anthocyanins, stress factors, plant stress response, spectral methods, non-

destructive detection



Seznam pouzitych zkratek:
ARI = index reflektance antokyanti (anthocyanin reflectance index)

AOT40 = akumulovana expozice ozonu nad prahovou hodnotou 40 ppb (accumulated ozone

exposure over a threshold of 40 ppb)

[CO:] = koncentrace oxidu uhli¢it¢ho

DNA = deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
HPLC = vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
NIR = blizké infracervené zatfeni (near-infrared)

[O3] = koncentrace ozonu

PAL = fenylalanin-amoniak-lydza (phenylalanine-ammonia-lyase)
ppm = miliontina, jednotka koncentrace (parts per million; 107)
ppb = miliardtina, jednotka koncentrace (parts per billion; 10)
ROS = reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)

UV = ultrafialové zareni (ultra-violet)

VIS = viditelné svétlo (visible)
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1. Uvod

Na rostliny béhem Zivota ptsobi velka fada vnéjSich faktor. Nékteré z téchto faktort,
pokud vyboci z optimalnich podminek, piedstavuji pro rostliny stres, se kterym je tieba se
vyportadat. Faktory prostfedi, které jsou pro rostlinu stresové, nazyvame téz stresory. Stresory
zpisobuji riizna poSkozeni rostlin, coz miize vést az ke snizeni produkce biomasy nebo tiplnému
odumieni rostliny, to se pozdéji projevuje v zeméde€lskych ztratdch. Vzhledem k tomu, ze
rostliny maji pfisedly zptsob zivota, nemohou se pred stresorem schovat nebo utéct. Je tieba,
aby se rostliny na zménu optimalnich podminek zpiisobenou stresorem adaptovaly nebo
aklimovaly, a tedy vytvotily obranné mechanismy. Obranné strategie mohou byt mechanické

nebo chemické, pricemz jednim z chemickych mechanismt je tvorba sekundérnich metabolitt.

Sekundarni metabolity jsou latky, které nejsou nezbytné nutné pro Zivot rostliny
arostlina je vytvari obvykle jako soucast svych obrannych mechanismli nebo soucast
rozmnozovaci strategie, navic jsou druhové specifické. Sekundarni metabolity lze najit jen
v urCitych bunikach urcitych €asti rostlin, Casto pouze v urcité ¢asti roku nebo za urcitych
vnéjSich podminek, n€kdy jen u ur€itého vyvojového stadia. Jsou to latky, které slouzi rostlinam
k usnadnéni preziti v ur¢itych podminkach jejich zivotniho prostiedi. Mezi sekundarni
metabolity patii tfi zakladni skupiny latek: izoprenoidy, alkaloidy a fenolické latky, mezi které

patii flavonoidy, jejichZ soucdsti jsou i antokyany.

Antokyany jsou ve vodé rozpustné pigmenty, které se vyskytuji uvnitt vakuol nékterych
rostlinnych bun¢k. Antokyany se vyskytuji ve formé glykosid, obsahuji tedy cukr
a necukernou slozku (aglykon). Antokyany bez cukerné slozky, tedy pouze aglykony, se
nazyvaji antokyanidiny. NejbéZnéjSim antokyanovym pigmentem, ktery je ve vétSin€ pletiv
dominantni, je cyanidin (Gitelson et al., 2001) (Tabulka 1). Antokyany bézné& zbarvuji kvéty ¢i
plody rostlin do ¢ervena, fialova a modra. V kvétech je ucelem antokyani lakat opylovace,
v plodech zase Zivogichy roznaSejici semena. Casto lze ale také vidét rostliny s Cervené az
fialové zbarvenymi listy, které jsou béZn¢ zelené. Takto zbarvené listy 1ze vidét pfedevs§im na
podzim pred opadem listd, ale také na jate nebo 1 béhem celé sezdny. Zbarveni listd se objevuje
u rostlin, které jsou vystaveny ptisobeni nékterych stresort, bud’ celorocné nebo v urcité casti

roku.



ANTOKYANIDIN BARVA
pelargonidin oranzovo-cervena
cyanidin fialovo-Cervena
delfinidin modro-fialova
peonidin cervena
petunidin fialova

Tabulka 1: Nejbéznéjsi antokyanidiny v rostlindach a barvy, které zpuisobuji. Riizna barva je

dana rozdily v substituentech na aromatickém kruhu B (viz obrazek 1). Upraveno podle: (Taiz

a Zeiger, 2002).

Uvodni ¢ast prace je vénovana vysvétleni konceptu rostlinného stresu a stresovych
faktort, jejich vlivu na rostliny a zménam, které se v rostlindch jejich vlivem odehravaji.
V hlavni ¢asti prace jsou probrany stresové faktory, které zplsobuji hromadéni antokyant
v listech. Je zde popsano, jak stresové faktory na rostlinu pisobi a zda opravdu indukuji syntézu

antokyand. Posledni ¢ast prace popisuje spektralni metody, kterymi lze detekovat antokyany

v pletivech rostlin, diraz je kladem na nedestruktivni metody detekce.




2. Syntéza antokyani

Jednou z nejvétSich skupin fenolickych latek jsou flavonoidy, které maji 15 uhlikt
uspotradanych do 2 aromatickych jader spojenych 3-uhlikatym fetézcem (Obrazek 1). Zakladni
struktura flavonoidii mize obsahovat riizné substituenty, naptiklad hydroxylovou skupinu nebo
cukr. Flavonoidy zahrnuji flavony, flavonoly, izoflavonoly a antokyany. Antokyany se
vyskytuji ve formé glykosidu, substituentem je zde cukr, nejcastéji na tfetim uhliku. Antokyany
bez cukerné skupiny se nazyvaji antokyanidiny. Cukr a hydroxylova skupina zvysuji

rozpustnost ve vodég, proto jsou antokyany ve vodé rozpustné.

Obrazek 1: Zakladni struktura
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Prevzato z: (Taiz a Zeiger, 2002).

Pro syntézu vSech flavonoidi jsou dilezité dvé biosyntetické drahy: Sikimatova
a malonatova. Sikimatovou drihou vznikd v chloroplastu tyrosin, tryptofan a fenylalanin
(Chalker-Scott, 2002), které jsou nasledné transportovany do cytosolu, kde fenylalanin startuje
fenylpropanovou drdhu. Z fenylalaninu je za pomoci PAL (fenylalanin-amoniak-lyaza)
odstranéna molekula amoniaku a vznika kyselina skoficova. Béhem dalSich reakci se ke
kyseliné¢ skoficové pfidavaji hydroxylové skupiny a jiné substituenty za vzniku
fenylpropanoidii, kumarinu a ligninu. V dal§im kroku syntézy flavonoidi dochézi k pfipojeni
molekuly 3-malonyl-CoA, ktera vznikla béhem malonatové drahy. Pomoci chalkon syntazy
vznikaji chalkony, které nésledné daji vznik flavonim, flavonolim, izoflavonolim

a antokyantim (Obrazek 2).
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Obrazek 2: Schéma fenylpropanové drahy syntézy antokyanu. Na zacatku stoji fenylalanin,
konecnym produktem po glykosylaci antokyanidinii jsou antokyany. Prevzato z: (Taiz a Zeiger,

2002).



3. Stresové faktory

Stres je stav rostliny vyvolany stresovym faktorem neboli stresorem (Obrazek 3).
Stresor v rostlinach vyvolava stresovou reakci, kterd vede k aktivaci obrannych mechanismu.
Vyvoléani stresové odezvy zavisi na intenzité¢ a délce piisobeni stresoru. Kdyz mira intenzity
pusobeni stresoru prekroci urcitou hranici, dojde k prvni poplachové fazi stresové odezvy.
Béhem poplachové faze dochazi k naruSeni bunéénych struktur a funkci, coz mize vést az
k akutnimu poskozeni bunécnych struktur. V lepsim piipadé poplachovou fazi vystiida faze
restitucni, b¢hem které dojde k aktivaci obrannych mechanismti. Nésledn¢ se rostlina stresoru
ptizplsobuje a zvysuje svou odolnost proti tomuto stresoru, nastava faze rezistence. V piipade,
ze stresor pusobi dlouhodobé a intenzivng, obranné mechanismy nemuseji stacit a mtize dojit
az k chronickému poskozeni rostliny. U kazd¢ rostliny je pribc¢h odezvy na stres jiny, druhové
specificky, zavisi na typu stresoru a velikosti a délce zatéze, kterou stresor zptuisobuje, také na

kombinaci vice stresord, ale i na genotypu rostliny, jejim stavu a vyvojovém stadiu.
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Obrazek 3: Schéma priibéhu stresové reakce. Upraveno dle: (Larcher, 2003).

Rostliny se mohou na stres adaptovat nebo aklimovat. Adaptace je ptizpisobeni, které
vznikd v pribéhu evoluce. Béhem adaptace dochazi k modifikaci, ztraté ¢i ziskani geni
v disledku vystaveni extrémnim podminkéam, a tato modifikace se pfenasi do dalSich generaci.
Naproti tomu aklimace probihd béhem ontogeneze rostliny a dochazi pii ni pouze ke zménam
na urovni fenotypu. Diky zméndm, at’ uZ na urovni genotypu nebo fenotypu, mohou rostliny

zvysit svou toleranci vii€i stresu nebo se mu vyhnout (avoidance) uzptisobenim zivotniho cyklu.

Stresové faktory mohou byt pfirodni nebo antropogenni. Pfirodni stresory lze dale

rozdelit na biotické a abiotické. Mezi abiotické faktory patii naptiklad nadmérna ¢i
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nedostatecna ozarenost, nedostatek nebo nadbytek vody, vysokd ¢i nizka teplota, stav
mineralnich latek, tézké kovy, toxické latky atd. K biotickym faktorim patii ty, které jsou
vyvolany zZivymi organismy, jsou to virové, bakterialni nebo houbové patogeny, herbivofi,
piedevsim bylozravy hmyz, ale také konkurujici rostliny. Antropogenni stresory jsou vyvolané
¢innosti ¢lovéka. Mezi antropogenni stresory patii latky, které se dostavaji do prostiedi diky
¢innostem cloveka, jsou to naptiklad latky znecist'ujici ovzdusi, vodu a pudu, agrochemikalie
jako jsou pesticidy, herbicidy ¢i fungicidy. Nékteré faktory prostfedi samy o sob& nejsou pro
rostlinu $kodlivé, jsou-li v optimalni koncentraci, naptiklad esencialni kovy. Zelezo, méd’,
zinek nebo nikl jsou kovy, které se v rostlinach bézn¢ vyskytuji ve stopovém mnozstvi. Pokud

se ale koncentrace téchto kovil zvysi nad optimalni uroven, mize to pro rostlinu znamenat stres.

Rizné primarni stresové faktory, jako sucho, salinita, teplota, ozafenost ¢i chemické
znecisténi, mohou svym plisobenim vyvolat sekundarni stres, a sice osmoticky nebo oxidativni
stres. Pfi osmotickém stresu dochazi ke ztrat€ vody a zvySeni osmotického potencidlu v
buiikach. Rostliny ptfi osmotickém stresu uzaviraji pruduchy, aby nedochézelo k odparovani
vody, a pomoci osmoticky aktivnich latek zvySuji pfijem vody. Oxidativni stres je zpisoben
nadmérnou tvorbou reaktivnich forem kysliku (,,reactive oxygen species®, dale jen ROS). ROS
vznikaji v rostlinach 1 pfirozen¢. Mezi ROS patii volné radikdly (napf. superoxid Oy,
hydroxylovy radikal, singletovy kyslik) a slou¢eniny kysliku, ze kterych mohou volné radikaly
vznikat (napf. O3 nebo peroxid vodiku). ROS se vytvateji napiiklad v chloroplastech nebo
mitochondriich a pro mnohé déje v butice jsou nezbytné. ROS museji byt striktné kontrolovany,
pokud jich je nadbytek jsou pro zivé buiiky toxické, nebot’ narusuji struktury fady chemickych
slouCenin. Toxicita ROS muze vést az ke smrti bun€k. V disledku siln¢ho zareni vznika
nadbytek excitacni energie, chlorofyl mlZe piejit do tripletového stavu, pfenést energii na
kyslik a tim se tvoii ROS. N¢které druhy rostlin disipuji nadbytecnou svételnou energii ve
formé tepla pomoci karotenoidil, zejména karotenoidii xantofylového cyklu. V ptipadé, ze
skutecné dojde k nadbytku ROS, rostlina zapoji obranné mechanismy, chemické ¢i na
strukturalni urovni. Mezi chemické obranné mechanismy patii neenzymatické a enzymatické
antioxida¢ni mechanismy, tzv. zhaSece volnych radikali, které reaguji s ROS a tim je inaktivuji.
Ptikladem enzymatického antioxidantu je superoxid dismutdza, ktera méni superoxid O™ na
peroxid vodiku, ktery je mén¢ toxicky. Neenzymatické zhaSeCe volnych radikalt jsou cukerné
alkoholy a také antokyany. Obranné mechanismy na strukturdlni Grovni jsou napiiklad

trichomy ¢i vosky, které slunecni zatreni odrazeji.



Obranné strategie mohou byt tedy mechanické nebo chemické. Mezi chemické
mechanismy patii syntéza riznych latek, naptiklad sekundarnich metabolitd. K sekundarnim
metabolitliim se fadi také antokyany, které patii k neenzymatickym zhase¢tim volnych radikala
a zbarvuji listy do Cervena az fialova béhem pusobeni stresoru. Mezi abiotické faktory
vyvolavajici zvySenou syntézu a hromadéni antokyana patii UV zéafeni, O3, nizka teplota a
faktory spojené s klimatickou zménou, a sice sucho a zvySena koncentrace CO> (déle jen
[CO2]), z biotickych faktord je to plisobeni patogenti a herbivort. V dalsi ¢asti prace budou

probrany jednotlivé stresory a jejich plisobeni na syntézu a hromadéni antokyant v rostlinach.

4. Ochranna funkce antokyani v listech pri pisobeni
stresovych faktori

4.1. UV zareni

Ultrafialové zéfeni je pro lidské oko neviditelné zafeni s vinovou délkou od 10 do
400 nm, které se déli do nekolika skupin podle rozsahu vinové délky: UV-A, UV-B a UV-C
(Tabulka 2). Pro rostliny je Skodlivé ptedevs§im UV-B zafeni, které ma vinovou délku od 280
do 310 nm. Nejvétsi energii ma sice UV-C zafeni, toho ale prochézi skrz atmosféru jen malo,
proto je mnohem Skodlivéjsi UV-B zafeni. U rostlin miZze UV-B zafeni poSkodit oba
fotosystémy a tim sniZit G¢innost fotosyntézy, navic chloroplasty mohou produkovat ROS,

které mohou byt toxické. Dale je UV-B zafeni zodpovédné za naruseni rustu rostlin nebo

sniZeni biomasy, ale také poSkozuje DNA.

Typ zareni VInova délka (nm)
UV-A 310-400
UV-B 280-310
UV-C pod 280

Tabulka 2: Zakladni skupiny UV zareni a jejich vinové délky.

Rostliny si vyvinuly rizné mechanismy, kterymi se mnohou chranit pied Skodlivymi
ucinky slune¢niho zafeni. Jednim z mechanismii obrany je syntéza flavonoidl, vcetné
antokyanil. Antokyany v listech funguji v podstat¢ jako filtry, které chrani fotosystémy v listech
tim, Ze absorbuji zafeni v UV oblasti elektromagnetického spektra. Rostliny se syntézou téchto
pigmentli mohou pfizptsobit zméné intenzity slune¢niho zateni (Burger a Edwards, 1996). Jiz
v 90. letech minulého stoleti byly provedeny mnohé experimenty, které ukdzaly, Ze rostliny

umeéle vystavené UV-B zafeni syntetizovaly antokyany jako odpovéd’ na nadmérné zareni
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(Burger a Edwards, 1996; Gould a Quinn, 1999; Ormrod et al., 1995; Reuber et al., 1996;
Stapleton a Walbot, 1994). ZvySend syntéza antokyani byla pozorovana piedevsim ve
svrchnich bunéénych strukturach listu — v bunkach epidermis, kde byly antokyany ukladany ve

voskové vrstvé adaxialni strany listu, a v trichomech listu (Harborne a Williams, 2000).

Podle Harborne a Williams (2000) jsou nejsiln€jSimi dikazy o funkci flavonoidd,
zejména antokyanil, v ochrané¢ pied UV zéafenim pokusy s mutanty riznych druhi rostlin.
Provadély se experimenty s mutanty Arabidopsis thaliana (L.) Heynh s deficientem chalkon
syntazy (Ormrod et al., 1995) nebo s mutanty je¢mene obsahujici pouze 7 % flavonoidu oproti
béznému jeCmenu (Reuber et al., 1996). Obilovinami se zabyvali i Stapleton a Walbot (1994),

konkrétné se jednalo o kukufici setou.

Stapleton a Walbot (1994) studovali poSkozeni DNA vlivem UV zafeni na mutantech
kukufice, u kterych méfili miru poSkozeni riznymi testy. Autofi méli dvé linie kukufice seté.
U prvni linie kukufice byly funkéni biosyntetické drahy vsech typt flavonoidd. Druha linie
kukutice mé¢la defekt v syntéze flavonoidu, tedy i antokyanti. Prvni linie tudiz byla zbarvena do
fialova diky pfitomnosti antokyantl, zatimco druhd linie byla zelena. Autofi zméfili pocet
fotoproduktii DNA, které vznikaji jako reakce na vysoké UV zéfeni a indikuji tak posSkozeni
DNA, a porovnali toto mnozstvi mezi zelenou a fialovou linii. V zeleném pletivu doslo vlivem
ozateni k vétsSimu posSkozeni DNA nez v pletivu fialovém. Konkrétné v pletivu zelené linie
zustalo jen 10 % DNA neposkozené, u fialové linie to bylo 54 % neposkozené DNA, ovSem az
po delsi dobé ozafovani. Z vysledku jejich experimentu tedy vyplynulo, Ze pletiva s obsahem
antokyant byla vi¢i UV zéfeni odolné&jsi neZ pletiva bez antokyant. U fialovych pletiv navic

byla potieba delsi doba ozatovani, aby vitbec doslo k poskozeni DNA.

Dalsi dikaz funkce antokyant v ochrané pfed UV zéafenim poskytla studie Burger a
Edwards (1996). Cervené a zelené odriidy rostliny Coleus (Lour.) byly vystaveny nejprve UV-
C apoté UV-B zareni. V obou ptipadech doslo ke snizeni vytézku fotosyntézy u zelené odrudy,
ktera neobsahovala antokyany. Cervena odriida byla diky obsahu antokyanti chranéna pied

poskozenim od zateni s niz§i vinovou délkou.

Aby mohly antokyany fungovat jako UV filtry, musi se vyskytovat ve svrchni ¢asti
pletiv, tedy v pozici vhodné pro absorpci UV zafeni. Touto hypotézou se zabyvali Gould a
Quinn (1999). Béhem jejich experimentu bylo pozorovéano 25 druhti rostlin z Nového Zélandu.
Pouze u 4 druhti z té€chto rostlin se antokyany vyskytovaly ve svrchni ¢asti epidermis, u dalSich

druhil byly antokyany v hlubsich vrstvach palisddového a houbového parenchymu. Tato studie



tedy ukazala na fakt, ze ochrana pted UV zéafenim nemulze byt jedinou funkci antokyanii
v listech, protoze jen malé procento zkoumanych rostlin mélo pigmenty ve vhodné pozici pro
tuto funkci. Zaroven byla tato studie jedna z mala, ktera se zabyvala konkrétnimi typy
antokyanil. Autofi identifikovali jednotlivé typy antokyant, rozlisili cyanidin (Cy), peonidin
(Pn), petunidin (Pt), malvidin (Mv), delfinidin (Dp) a pelargonidin (Pg). V listech zkoumanych
rostlin se nejcastéji vyskytoval Cy, jeden z nejbéznéjsich antokyanti viibec. Naopak Pg a Mv

nebyly v listech pozorovany viibec.

Z vysledkt vyplyva, Ze antokyany jednoznacné hraji dilezitou roli v ochran¢ rostlin
ptred intenzivnim UV zafenim. Vzhledem k vysledkiim posledni zminéné prace (Gould a Quinn,
1999) je ale jasné, Ze antokyany maji 1 jiné funkce v listech. Vyskytuji se totiz i v hlubsich

vrstvach, kde by jako filtry pfed UV zafenim nebyly vyuZitelné. (Gould a Quinn, 1999)

4,2. Ozon

Ozon je dlleZitou sloZkou stratosféry, kde funguje jako ochrana pted UV zafenim.
Pokud se ale hromadi v troposféte, je pro zivé organismy nebezpecny. V troposféte predstavuje
O3 jednu z hlavnich zneciSt'ujicich latek. Koncentrace ozonu ([O3]) se vyjadiuje pomoci indexu
AOT40, ktery vyjadiuje sumu diferenci mezi hodinovymi koncentracemi v ppb a prahovou
hodnotou 40 ppb (AMET [online]). [O3] se postupné zvySuje predevsim v horkych letnich
dnech, coZ muze zplsobit vaznd poskozeni vSech zivych organismi. V ptipadé rostlin je
hlavnim poskozenim snizend ucinnost fotosyntézy a inhibice rastu, to vede ke znacnym

zemédé€lskym ztratam.

Kdyz je [Os] v troposféte zvySend, pro rostliny to znamena stres. Pfi vystaveni
stresovym podminkdm mohou byt obranné mechanismy rostlin narusené a nejsou pak schopné
inaktivovat ROS. Navic z O3 mohou vznikat volné radikaly a obsah ROS se tedy jesté vic
zvySuje. Proto je tfeba, aby rostlina méla vyvinuté rizné zplsoby inaktivace ROS, tzv.
antioxidacni systémy. Mezi tyto systémy neenzymatického charakteru patfi i flavonoidy véetné
antokyant, které maji schopnost zhaSet volné radikély, coZ potvrzuje i prace Francini et al.

(2008), ktera zkoumala vliv O3 na citlivéjsi a odolnéjsi formu chrpy lucni.

Rezende a Furlan (2009) studovali vliv O3 na listy rostliny Psidium guajava (Burm.f.)
Krug & Urb, tropického stromu, ktery je v tropech vyuzivan jako bioindikator plisobeni Os.
Autofi listy vystavovali pasobeni O3 po dobu 30 dnti a zjist'ovali, zda existuje korelace mezi
poskozenim listu a mnoZstvim antokyant v listech. Po 30 dnech piisobeni O3 pozorovali zmény

na listech ve formé Cerveného zbarveni na adaxilni stran€ listti (Obrazek 4). 64 % ptfedevsim
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star§ich listl vystavenych plisobeni O3 vykazovalo poskozeni, listy mély sniZzenou fotoinhibici.
Vzhledem ke zvySenému mnozstvi antokyantl v poranénych listech mohli autofi vyvodit zavér,
ze syntéza antokyand souvisi se snizenou fotoinhibici, ktera je zptisobena zvysenou [O3], a tedy

ze antokyany mohou byt syntetizovany v diisledku zvySeného ptisobeni Os.

Obrazek 4: Viditelné poskozeni ozonem na listech Psidium guajava po 30 dnech vystaveni Os.
Fialové zbarveni odpovida akumulaci antokyanii v listech. Procento poSkozeni listu: A — 5 %,

B—-25%, C—-50%, D—75 %. Prevzato z: (de Rezende and Furlan, 2009).

Podobny vyzkum provedli i da Rosa Santos a Furlan (2013) na brazilském stromu
Tibouchina pulchra (Cham.) Cogn, jehoZ listy vystavili vzduchu filtrovanému uhlikem,
nefiltrovanému vzduchu a nefiltrovanému vzduchu s pfimési Osz. Autofi pozorovali zejména
celkovy obsah fenolickych latek, ale 1 obsah flavonoidi a dalSich dil¢ich slozek. Po 25 dnech
se u listl vystavenych nefiltrovanému vzduchu s ptiméesi O3 objevilo cervené zbarveni okolo

zilnatiny. Po 60 dnech doslo ke stejné zméné i u listii vystavenych vzduchu bez ptimési O3
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navic. Pomoci spektrofotometru autoii kvantifikovali fenolické slouceniny a zbarveni ptisoudili

na zékladé vysledki této analyzy flavonoidiim vcetné antokyand.

V loniském roce se tato problematika fesila ve studii Sui et al. (2017), kde byl hlavnim
z4djmem vliv ozonu na 4 kultivary rostliny Hypoestes phyllostachya Baker. Tato rostlina je
charakteristickd teckovanym vzorem na listech, kazdy kultivar mél jinou barvu tohoto vzoru.
Po 14 dnech fumigace O3 bylo vyhodnoceno nékolik parametri véetné obsahu antokyani.
(Obrazek 5). To naznacuje, ze ,,White® byl nejcitlivéjsim kultivarem a ,,Rose® tim
nejodolngjsim. Nejvice antokyanti bylo po fumigaci u ,,Rose*, dale u,,Pink®, ,,Blush* a nakonec
u ,,White*. Nejvétsi obsah antokyanii byl tedy u nejodolné€jsiho kultivaru, coz ukazuje na

moznou roli antokyant v ochrané pfed skodlivymi u€inky Os.

Obrazek 5: Viditelné poskozeni listii H. phyllostachya po vystaveni uhlikem filtrovanému
vzduchu nebo po vystaveni Os. a-d: ,,Rose“ (a), ,, Pink* (b), ,,Blush* (c) a ,, White* v uhlikem
filtrovaném vzduchu. e-h: ,,Rose* (e), ,, Pink“ (f), ,,Blush* (g) a ,, White* (h) po vystaveni O3.
Prevzato z: (Sui et al., 2017).

Vysledky téchto studii ukazuji, Ze k syntéze antokyanti dochazi pii stresu z vystaveni
rostliny zvySené [Os]. Antokyany ale nefunguji jako bezprostiedni ochrana pted uc¢inky O3,
protoZe jsou syntetizovany az v dobé, kdy Os; zplsobi hromadéni ROS. Syntetizované
antokyany pak volné radikaly vychytavaji a tim zamezuji poSkozeni, které by jinak ROS mohly
zpusobit. V piipad¢ plisobeni O3 se tedy neda fict, Ze antokyany pfed O3 rostliny chrani.

Nicméné jsou uc¢innymi latkami, které zabranuji nasledkiim nadmérné [O3].
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4.3. Sucho

Nedostatek vody v rostlinach negativné ovlivituje mnohé fyziologické funkce rostlin a
fotosyntéza. V disledku sucha se k chloroplastim nedostava dostatecné mnozstvi CO; pro
Calvintiv cyklus, protoze priduchy se uzaviraji a jejich vodivost je naruSena. V suchém
prostredi, jako jsou napiiklad semiaridni a aridni oblasti ¢i pousté, na rostliny ¢asto pisobi i
intenzivni sluneéni zatfeni. Krom¢ naruseni Calvinova cyklu tedy dochazi jest¢ k nadbytku
elektront, které fotosystémy nejsou schopny zpracovat. Chloroplasty reaguji tvorbou ROS a
muze dojit k poskozeni reak¢nich center fotosytémti. Kombinovany stres ze sucha a slunecniho

zéteni tedy inhibuje fotosyntézu.

V suchém prostiedi je ddle potieba zabranit uniku vody z rostliny, k tomu slouzi u
riznych druhl rostlin rizna adaptacni pfizpisobeni morfologickych struktur, naptiklad
trichomy ¢i vosky, ale roli hraje pfedevsim vodni potencial. Vodni potencidl je veli¢ina, ktera
predstavuje stav vody v rostlin€. Jednou ze slozek vodniho potencialu je osmoticky potencial,
ktery je uréen koncentraci rozpusténych latek. Cim vice je v roztoku rozpusténych latek
(soluttt), tim je niz$i koncentrace vody, a tedy 1 nizs$i vodni potencidl, a naopak. Voda protéka
z prostiedi s vy$§im vodnim potencidlem (a tedy niz§im osmotickym potencidlem) do prostredi
s niz§im vodnim potencialem (a tedy vyssim osmotickym potencialem). Pokud ma rostlina nizsi
vodni potencial, proudi do ni voda z okoli, vakuola zvétSuje objem a vznikne tlak (turgor), ktery
zajiStuje pevnost rostliny, rostlina tedy vodu neztraci. V suchém prostiedi je pro rostlinu
vyhodné mit vice rozpusSténych latek, které snizi vodni potencial, a tim zabréni niku vody.

NejcastéjSimi soluty jsou ionty soli, cukry nebo kompatibilni soluty, coz jsou nizkomolekularni

latky, které dale nezasahuji do metabolismu (prolin, glycin betanin, atd.).

Stres z nedostatku vody zptisobuje zejména inhibici prodluzovaciho ristu rostlin, ktery
je zalozen na udrzeni turgoru, nasledovat miize i inhibice fotosyntézy. Jednim z mechanismt
obrany pied naruSenim fotosyntézy je syntéza antokyant, proto mnohé rostliny zijici v suchém
prostiedi maji listy zbarvené témito pigmenty. JelikoZ je suché prostiedi Casto spojené
1 s intenzivnim zafenim, je mozné, Ze k akumulaci antokyanli dochdzi v reakci na nadmérné
zateni (Eppel et al., 2013). Existuje ale 1 hypotéza, zZe antokyany se pfimo ucastni ochrany listl
pfed nedostatkem vody tim, Ze funguji jako soluty sniZujici vodni potencial (Chalker-Scott,

2002).
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Touto hypotézou se zabyvaji nedavné studie autortt Hughes et al. (2010, 2013). Starsi
studie zkoumala 6 druhii stalezelenych rostlin, které béhem zimy méni diky antokyanim barvu
listd, a 5 druht, které to nevykazuji. Vodni potencial autoii méfili v zim¢ a v 1été, tedy jeste
pied zbarvenim listii. Chtéli ovérit hypotézu, ze druhy syntetizujici v zim¢ antokyany zaroven
prochdzeji vyraznym snizenim vodniho potencialu. Nejprve autoii méfili vodni potencial ptimo
v terénu, pak se soustfedili na d&je v burice, které ukazuji na aklimaci na dlouhodoby stres
z nedostatku vody. V zim¢ Cervenajici druhy vykazovaly obecné niz$i vodni potencial v zimé
nez druhy necervenajici. Nékteré Cervenolisté druhy se ale poklesem vodniho potencialu
zasadné neliSily od urCitych necervenajicich druhii. Naopak u nckterych druhti, které by
cervenat nem¢ély, doslo k patrné zméné barvy. Informace o vodnich potencialech autofi studie
propojili s dal§imi daty (kiivky tlaku a objemu, vyména plyni) a hledali charakteristické
vlastnosti ukazujici na aklimaci. Ve vysledku pouze 3 ze 6 Cervenolistych druht vykazovaly
tyto vlastnosti, to naznacuje, Ze hypotéza antokyant jako solutli snizujicich vodni potencial je
nepravdépodobna. Pro rostlinu je mnohem méné energeticky nakladné vyuzit jako soluty ionty
soli nebo cukry, které nejsou o nic mén¢ U€inné nez antokyany, ale jejich syntéza je mnohem
méné narocnd. To je patrné z pozdéjsi studie Hughes et al. (2013), kde navic doslo ke zvySeni

obsahu n¢kolika cukrt, které téz funguji jako osmoprotektanty.

Akumulace antokyanti v suchych oblastech nejspis opravdu souvisi pouze s intenzivnim
zéfenim, coz potvrzuje studie Eppel et al. (2013), kde je porovnavan ekotyp jeCmene z pousté
a z mediteranu s jeémenem péstovanym v dobie zavlaZovaném prostredi. Prvni 2 ekotypy byly
vystaveny nejen suchu, ale také nadmérnému zafeni. Nejvice se zbarvily listy pouStniho
je¢mene, u mediteranniho ekotypu doslo jen k nepatrné zméné. Se zvySenim obsahu antokyanii
u poustniho ekotypu doslo i ke zvySeni absorpce zateni v oblasti 500—-600 nm, tedy v oblasti
absorbance zafeni antokyany. Podobnych vysledkli doséhli i Ramirez-Valiente et al. (2015),
kteti provedli experiment na 4 druzich dubu, které¢ vystavili kontrastnim teplotam a rtzné
zavlazovanému prostfedi. Duby z mirného podnebi, které maji vyssi toleranci k mrazu a nizsi
toleranci k suchu, aktivovaly syntézu xantofylli, diky nimz zvySily svou toleranci vii¢i suchu.
Naopak duby z teplejsiho podnebi, zvyklé na teplé zimy, mély toleranci k mrazu nizkou, proto

syntetizovaly antokyany, aby toleranci k mrazu zvysily.

Tyto studie ukazuji, Ze syntéza antokyanii pfimo nesouvisi se stresem ze sucha.
Vysledky naznacuji, Ze k syntéze antokyant dochazelo spise vlivem nadmérného zafeni, které
pusobi na rostliny spolu se suchem, zejména v poustnich oblastech. V piipad¢ posledni zminéné

studie (Ramirez-Valiente et al., 2015) bylo dokonce prokazéano, ze v reakci na sucho byly
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syntetizovany xantofyly, antokyany tedy byly ovlivnény pouze zafenim. Zimni Cervenani lze
také vysvétlit intenzivnim zafenim, ptipadné€ lze uvazovat o jiné funkci antokyanti, naptiklad

vystrazné zbarveni jako ochrana pied zimnimi byloZravci.

44. CO2

Oxid uhlicity je dilezitou soucasti atmosféry. Jako jeden ze sklenikovych plyni CO>
zajistuje skrze sklenikovy efekt dostatecné teplé podminky pro vyvoj organismu. Pro rostliny
je CO» dale dulezity v procesu fotosyntézy, kdy je substratem pro fotosyntézu a tvorbu biomasy.
Z odumtelych tél rostlin vznikaly v minulosti velké zdsoby fosilnich paliv. Vzhledem
k rozsahlému vyuzivani fosilnich paliv se dnes diky jejich spalovani do ovzdusi vraci CO»,
ktery byl v téchto nerostnych surovinach ulozen. Od poc¢atku primyslové revoluce s rozvojem
vyroby energie skrze spalovani koncentrace CO2 ([COz]) stale stoupa. Behem roku sice dochazi
ke kolisani [COz], ale celoro¢ni trend je vzestupny. Jesté v roce 2014 byla [COz] okolo 396
ppm, dnes dosahuje ptiblizné 407 ppm (Obrazek 6) (ESRL [online]).
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Obrazek 6: Graf zobrazuje prumérnou globalni mésicni [CO;] v ppm v atmosfére méerenou nad
morskou hladinou v oblasti Mauna Loa, Hawaii. Méreni probihalo v letech 2013-2018
(brezen). Cervend kiivka reprezentuje mésicni priimérné hodnoty. Cernd kiivka ukazuje
priumerny celorocni trend. Z grafu je patrné, zZe [CO3] klesa a stoupd v zavislosti na rocnim
obdobi. Prevzato z: (ESRL [online]).
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Pro rostliny je dostatek CO2 nezbytny, protoze s nartistem [CO:] se rychlost fotosyntézy
muze zvySovat a tim padem se muze zvySovat i produkce biomasy, pokud rostlina nebude
vystavena jinym limitujicim faktorim. Navic rostlina mize pii dostatku CO> omezit vodivost
pruduchii jejich uzavienim, diky tomu se snizuje transpirace, rostlina zlepsuje hospodareni
s vodou a je tak odolnéjsi viici suchu. Zvysujici se [CO2] se ale vyznamné podili na stale
rostoucim sklenikovém efektu, jehoz disledkem je stale teplejsi klima. Se zménou klimatu se
meéni 1 dal$i podminky prostiedi, kterym se rostliny musi pfizpusobit, tim pro né vznikaji

vicenasobné stresové situace jako naptiklad vétsi sucho v dasledku vyssi teploty.

Zvysujici se [CO2] a jinych sklenikovych plynt zplisobuje zménu zivotnich podminek
pro vSechny Zivé organismy. Rostliny vystavené nepiiznivym podminkédm vykazuji vyssi obsah
antokyani v listech. Nabizi se tedy otdzka, zda k syntéze antokyani v listech dochéazi prave
vlivem zvySujici se [CO2], ktera zplsobuje zmény klimatu, a zda tedy antokyany funguji také
jako ochrana pied negativnimi dasledky pasobeni zvySené koncentrace tohoto sklenikového
plynu. Tomuto tématu se zatim nedostava pfili§ velkého zajmu, existuje jen malo praci, které
se mu vénuji. Jednou z nich je studie Ren et al. (2014), kde je stfedem z4jmu asijské tropicka
rostlina, Gynura bicolor (Roxb ex. Willd) DC. Tato rostlina byla péstovana pfi tfech
koncentracich CO; — bézna (450 ppm), zvysend (1500 ppm) a nadmérné zvysena (8000 ppm).
Zaroven byly rostliny vystaveny zafeni s riznym slozenim spektra — bilému, cervenému (85%)
+ modrému (15%) a ¢ervenému (70%) + modrému (30%). Pti osvétleni listd bilym svétlem
nedoslo k témét Zadné akumulaci antokyant, at’ uz byla [COz] jakakoli. Po osvétleni modrym
svétlem se uz ale antokyany akumulovaly a pfi zvySeni intenzity modrého svétla z 15 % na
30 % se akumulace jeste zvysila. Sou€asné se zvySenim intenzity modrého svétla se zvySovala
1 [COz]. Vysledky tedy ukazuji, ze [CO2] nejspiS souvisi s nariistem obsahu antokyanil. Na
druhou stranu je ale tfeba vzit v potaz vliv modrého svétla a uvazovat i moznost, ze [CO;z] mé

na obsah antokyanti vliv pouze pfi ozafeni modrym svétlem.

Dalsi dostupné studie (Ghasemzadeh et al., 2012; Tallis et al., 2010) potvrzuji
domnénku, ze CO: potiebuje néjaky dalsi faktor, aby byly schopny v interakci indukovat
akumulaci antokyantl. V ptipadé prace Ghasemzadeh et al. (2012) byla timto faktorem aplikace
fytohormonu, rostlinného aktivatoru — kyseliny salicylové. Kombinace vys$§iho mnozstvi této
kyseliny a CO» zpisobila vyrazny nérast antokyanti v listech. Obé& latky zv1ast’ sice také vedly
k akumulaci antokyantl, ale uz ne v takové mire. Je tedy mozné, ze kyselina salicylova se

zapojuje do signalizacni drahy pro antokyany. Ve druhé studii se autoii zaméfili na zvySujici
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se obsah antokyanti béhem senescence, je tedy mozné, ze zvySeni CO; vlastné na antokyany

vliv nemélo, a ze k jejich akumulaci doslo ptirozené v disledku nastupu podzimu.

Dle vysledku se zda, ze akumulaci antokyant zpusobily spiSe ostatni podminky, kterym
byly listy rostlin vystaveny, napftiklad svétlo nebo exogenné dodana kyselina salicylova.
S teplejsim klimatem se poji nedostatek vody, a tedy i sucho. Z ptedchozich kapitol vyplyva,
ze béhem obdobi sucha je rostlina vystavena nejen nedostatku vody, ale také vysokému
slune¢nimu zéfeni, coz vede k vzniku ROS, kter¢ antokyany zhaseji. Vysledky zminénych studi
ukazuji, ze zvysena [CO2] mize mit za nésledek dalsi jevy a procesy, které mohou vyvolat
akumulaci antokyant. Existuji ovSem i studie, které upozoriuji na moznost, Ze mezi zvySenou
[CO2] a hromadénim antokyanli je pfimy vztah (Giinthardt-Goerg a Vollenweider, 2015).
ZvySena [COz] mize postupné vést k vyssi produkci biomasy, ale pouze v ptipadé, Ze ostatni
ziviny jsou také v dostate¢ném mnozstvi. Pokud by napftiklad rostlina méla nedostatek dusiku,
pak by uhlik piebyval. Nekteré rostliny proto syntetizuji sekundarni metabolity na bazi uhliku,
mezi néz patii 1 antokyany, tyto metabolity poté funguji jako sink pro nadbytec¢ny uhlik.
(Giinthardt-Goerg a Vollenweider, 2015). ZvySend [CO:] tedy mlze piimo indukovat

akumulaci antokyand, je ale tfeba testovat tuto hypotézu na $irsi Skale druht rostlin.

4.5. Teplota

Kazdy druh ¢i ekotyp rostlin je adaptovany na urcité teplotni podminky. Rostliny
rostouci v mirném pasmu, kde jsou chladnéjsi zimy, maji vySS$i toleranci k chladu a nizsi
toleranci ke zvySenym teplotam. Naopak rostliny subtropti a tropti maji toleranci k chladu nizsi,
protoZe jsou zvyklé na teplé zimy, a jsou adaptované spiSe na vyssi teploty. Pro rostliny miize
byt tedy velmi stresujici jak vysokd, tak nizka teplota. K Cervenani listh dochézi u rostlin
rostoucich napiiklad v poustich. Cervené zbarveni ale souvisi s ochranou pied intenzivnim
zéatenim, jak bylo popsdno vyse. Antokyany se ale akumuluji i v listech rostlin, které obyvaji
mirnéjsi podnebi, a to zejména s nastupem zimy. Nabizi se tedy mozZnost, Ze antokyany chrani
rostliny ptred pfili§ nizkou teplotou. Touto hypotézou se zabyvala studie Ramirez-Valiente et
al. (2015), kterd byla zminéna jiz v souvislosti se suchem. Kromé sucha ale autofi vystavili Ctyfi
druhy dubu i riznym teplotam. V ptipad¢ vystaveni nizké teploté doslo k akumulaci antokyand.
Podobnych vysledkii dosahli i Tian et al. (2015) u tfech kultivart jablon€, u nichz mnozstvi
antokyant ukazovalo na toleranci dané¢ho kultivaru k mrazu, nebo nedavna studie Bi et al.
(2018), ktera se vénovala listim begonie (Obrazek 7). Autoii vétSinou piedpokladaji, ze
antokyany funguji jako antioxidanty.
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Je ale mozné, Ze antokyany piimo pied mrazem nechrani a Ze jejich akumulace souvisi

s jinym faktorem, naptiklad opét se svétlem (Zhang et al., 2011). Tato moznost byla testovana

na rostlindch Arabidopsis thaliana, které lze najit na vétSin€é mist Evropy i Asie, jsou tedy

adaptované na riizné klimatické podminky. Rostliny byly péstovany pii riznych teplotach, bud’

na svétle nebo ve tmé. Rostliny reagovaly na nizké teploty akumulaci antokyanii pouze za

svétla. Ve tmé méla nizka teplota jen nepatrny vliv na obsah antokyanti. V tomto ptipadé tedy

nejvetsi roli hralo zateni. Na druhou stranu studie Schulz et al. (2015), ktera pracovala také

s rostlinami A. thaliana, dosahla jinych vysledkii. Aby autofi ptfedesli hromadéni antokyanii

v disledku intenzity zafeni, snizili intenzitu svétla. PfestoZe byly rostliny péstovany pti nizké

ozatenosti, doslo pfi snizeni teploty k akumulaci antokyantl.

(b) 20

—
n

Wg'FW)
=

Anthocyanin content
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Obrazek 7: Listy begonie (a) a obsah antokyanit (b) za nizké teploty (LT) a kontrolni teploty

(CK). Na prvni pohled je patrny zvyseny obsah antokyanii po vystaveni nizké teploté (rostlina

vpravo), zejména na okrajich listi a v Fapicich. Akumulaci antokyanu potvrzuje graf (b).

Prevzato z: (Biet al., 2018).
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Ne¢kolik studii ale také poukazuje na moznost, ze syntéza antokyanli je spuSténa
nadbytkem sacharidd, které se v rostlinach hromadi za nizkych teplot (Bi et al., 2018; Schulz
et al., 2015; Zhang et al., 2013). V dusledku snizeni rychlosti respirace a rastu vlivem nizkych
teplot dochazi u mnoha druht rostlin k akumulaci sacharidi, které indukuji syntézu antokyanii
(Zhang et al., 2013). Jelikoz antokyany se vyskytuji ve formé glykosidli a maji tedy navazany
cukr, mohou byt syntetizovany pii nadbytku sacharid, aby jejich koncentraci snizily jejich

navazanim (Bi et al., 2018).

Vysledky studii ukazuji, ze antokyany skutecn¢ hraji roli pii aklimaci rostlin na nizké
teploty. Z vysledki ale nevyplyva, ze antokyany piimo chrani pfed chladem. Nizka teplota vede
ke snizeni rychlosti fotosyntézy. V chladnéjSim obdobi byvé slunecni zafeni relativné
intenzivni, pfi snizené rychlosti fotosyntézy pak vznikéd nadbytek svétlené energie, coz miize
vést ke vzniku nadmérného mnoZstvi ROS. V tom piipadé antokyany opét funguji jako
antioxidanty, které tyto radikaly zhaseji (Bi et al., 2018). DalSim moznym vysvétlenim
akumulace antokyani v chladu je indukce jejich syntézy diky nadbytku sacharidt (Bi et al.,
2018). V chladnych obdobich dochézi k inhibici respirace a ristu, v disledku toho rostliny
akumuluji sacharidy, nadbytek sacharid pak mlze spustit syntézu antokyantl. Zda se tedy, ze
antokyany hraji vyznamnou roli v pfizptisobeni se rostlin na snizeni teploty. Pfimo ovSem

antokyany nechrani rostliny pied chladem, ale pfed jeho nasledky.

4.6. Patogeny

Vyznamnym stresovym faktorem miize pro rostliny byt pfitomnost patogent. Jednémi
z nejéastéjSich patogend rostlin jsou houby, naptiklad padli nebo snét. Houby napadaji zivé
bunky rostlin a berou si z nich Ziviny, tedy parazituji na nich — tzv. biotrofni patogeny. Nékteré
houby ale dokazi zplsobit smrt bun¢k, kompletné je vysavat a tim zabiji celou rostlinu — tzv.
nekrotrofni patogeny. Dale mohou rostlinu napadnou bakterie, které vylucuji toxiny, nebo viry.
Rostliny se patogenim brani v prvni fadé¢ mechanicky. Pied proniknutim patogenu do téla
rostliny brani kutikula tvofena zejména kutinem, bun&cna sténa obsahujici ptipadné lignin ¢i
vosky uvnitf a na povrchu kutikuly. Kromé toho se rostliny brani patogentim také chemickou

cestou, tedy syntézou antimikrobialnich latek.

Vzhledem k mnoha dokédzanym ochrannym funkcim antokyanii se 1ze domnivat, Ze by
mohly fungovat i jako ochrana pfed napadenim patogenem v listech. Na toto téma zatim
neexistuje moc praci. StarSi studie Coley a Aide (1989) formulovala hypotézu, Ze mnoho

tropickych dievin tvofi ¢ervené mladé listy pravé z diivodu jejich ochrany pted patogeny.
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Autofi provedli zajimavy experiment, pii némz vyuzili mravence Atta columbica. Témto
mravencim se fika stfihaci, protoze odkusuji kousky listii ¢i kvétll, nosi je do mravenisté
a vytvareji z nich substrat, na kterém nasledné péstuji houby. Tyto houby potom vyuzivaji jako
potravu pro dospélce, ale hlavné pro larvy. Mravenci proto musi vybirat rostliny vhodné pro
péstovani hub. Pii experimentu méli mravenci k dispozici 20 rtiznych druhti rostlin s riznym
obsahem antokyani. Vysledky ukazaly, ze druhtim rostlin s vysokym obsahem antokyant se
mravenci Uplné vyhybali. Nicméné mezi ostatnimi druhy s nizs$i koncentraci antokyanti uz
rozdil v preferenci mravenci nebyl. Poté autofi mravenctim ptipravili ovesné vlocky, do kterych
pridali Cisty antokyan. Mravenci si vybrali pouze vlocky, ve kterych byla nulova koncentrace
antokyani. Dle vysledki se tedy lze domnivat, Ze antokyany hraji roli v ochran¢ rostlin pred

patogeny, ovsem u nékterych druhi jsou rozhodujici i jiné faktory.

Stejnou hypotézu testovali o 27 let pozdéji Tellez et al. (2016). Opét bylo testovano
n¢kolik druht tropickych rostlin, kterym byl patogen pfimo naockovan, jednalo se houbu
Calonectria. U vSech pozorovanych listil se po n€kolika dnech objevila nekroza, ovsem mira
tohoto posSkozeni klesala s rostouci koncentraci antokyand u jednotlivych druht. Antokyany
nejspiS skutecné hraji ditlezitou roli v ochrané rostlin pfed houbovymi patogeny. Vzhledem
k tomu, Ze se této problematice zatim nevénovalo pfili§ pozornosti, je tieba vzit v ivahu i dalsi
faktory. Navic byly experimenty provedeny jen na nékolika méalo tropickych druzich a bylo
prozkoumano malo patogent, a to pouze houbovych. Také nenti jisté, jestli jsou antokyany pro

patogeny piimo toxické nebo jen deterentni a jaky je tedy mechanismus ochrany rostlin.

4.7. Herbivori

Herbivorie je pfirozeny vztah mezi herbivorem a rostlinou, ktery je nezbytny pro
udrZeni pfirozeného stavu ekosystému. Pro rostlinu je ovSem napadeni herbivorem dalSim
stresovym faktorem, zpiisobujicim poskozeni pletiv, sniZzeni ristu nebo i smrt. Rostlina se brani
podobné jako v ptipadé€ napadeni patogenem, tedy mechanicky a chemicky. Mechanické obrana
spociva piedevsim ve vytvafeni krycich pletiv, zpevnéni ligninem ¢i suberinem nebo tvorenim
mechanickych utvarti, napiiklad trnii. Chemicka obrana je zaloZena na produkci latek, které
jsou pro herbivory deterentni nebo toxické, naptiklad flavonoidy. Kromé toho nékteré rostliny
Z1ji v symbiodze s jinymi organismy, které je pied herbivory chrédni, naptiklad s mravenci.

Rostliny jsou nejvice ohroZeny byloZzravym hmyzem.

Existuje cela fada praci, které studuji obranné mechanismy rostlin v reakci na herbivorii,

nicméné se nezameétuji pouze na obsah antokyant, nybrz na celkové zbarveni lista zplisobené
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1jinymi pigmenty. Existuje nékolik hypotéz, které vysvétluji podzimni zbarveni jako ochranu
pfed herbivory. Nejvice probiranou hypotézou je koevolucni hypotéza, se kterou piisli
Hamilton a Brown (2001). Podle této hypotézy je vyrazné podzimni zbarveni signalem pro
bylozravy hmyz, ktery jej upozoriiuje na piitomnost obrannych mechanismul v rostliné. Na
podzim totiz dochazi ke kolonizaci rostlin hmyzem, naptiklad mSicemi, které hledaji vhodnou
rostlinu k prezimovani a nakladeni vajicek, ze kterych se v nasledujici sezéné vylihnou
bylozravé larvy. Hypotéza predpokladd, ze hmyz kolonizuje pfednostné ty nejméné zbarvené
rostliny. Hamilton a Brown (2001) ale také upozoriuji, zZe tento varovny signal musi byt
energeticky naro¢ny, aby byl vérohodny. V pfipad¢, ze by u slabého jedince doslo k piedstirani

silného obranného mechanismu, spolehlivost signalu by byla narusena.

Koevoluéni hypotézu ovétili Hagen et al. (2003) na horské btize Betula pubescens
(Ehrh.). Autofi zjistili, Ze mira podzimniho zbarveni negativné ovliviiuje poSkozeni hmyzem
v nasledujici sezong, ¢imz potvrdili koevolucni hypotézu. Zaroven autoii zkoumali i na¢asovani
podzimni zmény barvy. Stromy, které se zbarvily diive, vykazovaly v nésledujici sezén¢ mensi
poskozeni nez stromy, které se zbarvily pozdéji. Brzy zbarvené stromy ale musely diive ukon¢it
sezonu fotosyntézy, ¢imz pfiSly o Cast primarni produkce, a tedy ztratily oproti pozdéji se
barvicim stromim vice energie. To potvrzuje domnénku, Ze vytvoieny signal musi byt
energeticky nakladny (Hamilton a Brown, 2001). Ukonceni sezony fotosyntézy v souvislosti
s koncem vegetacniho obdobi ale také souvisi s ubyvanim chlorofylu, ktery zpiisobuje zelené
zbarveni, misto néj se projevuje zbarveni zluté zplisobené karotenoidy. Podzimni listy ovSem
maji i Cervenou az fialovou barvu, zplisobenou antokyany. Tvorba ¢erveného zbarveni je také
energeticky naro¢na, protoze antokyany se syntetizuji na podzim zcela nové (Hamilton a

Brown, 2001).

V dalsi studii Hagen et al. (2004) autoii poukazuji na to, Ze vS§echen hmyz nema Cerveny
fotoreceptor, a tudiz nemize vidét Cervené zbarveni listl. Fotoreceptor chybi napiiklad jiz
zminovanym mSicim, které tedy nedokézou rozeznat ¢ervenou barvu od zelené. Doring et al.
(2009) se pokusili vysvétlit, pro¢ se mSice vyhybaji cervenajicim listim, kdyZ je nedokazZou
barva, kterd se na podzim objevuje v souvislosti s ubyvanim chlorofylu. Rostlina produkuje
antokyany, které sice mSice nerozeznaji, ale dok4Ze jimi zamaskovat Zlutou barvu, kterd by

mohla mSice l4kat k nakladeni vajicek.

Cervené zbarveni se v listech neobjevuje jen na podzim pted opadem. Existuiji i rostliny,
které maji permanentné ¢erveny okraj listil. Studie Cooney et al. (2012) aplikuje koevoluéni
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hypotézu pravé na takové rostliny, konkrétné na stalezelenou dievinu Pseudowintera colorata
(Raoul) Dandy. Podle jejich teorie maji tyto typy rostlin zbarvené pouze okraje listl proto, ze
je hmyz napadd od kraje. Rostliny P. colorata sraznou Sitkou zbarvenych okrajii autofi
vystavili ttoku larev mola Ctenopseustis obliquata a bilému, Cervenému nebo zelenému svétlu
a nakonec tm¢. Larvy nejvice konzumovaly za bilého svétla listy s nejméné zbarvenymi okraji.
Pfi zmén¢ barvy svétla nebo pii vystaveni tmée larvy zddnou preferenci nevykazovaly. Kdyz
larvy dostaly za bilého svétla na vybér mezi cervenym a zelenym okrajem, vybraly si zeleny,
kdyz ale dostaly pouze list s Cervenym okrajem, konzumovaly ho ve stejné miie jako predtim
list zeleny. Tyto vysledky ukazuji, ze preference zelenych listli neni vrozena, ale naucena

(Cooney et al., 2012).

V ptedchozi kapitole bylo zminéno, Ze mladé¢ listy nékterych rostlin také vykazuji
akumulaci antokyanil v reakci na tok patogent. Je tedy piirozené domnivat se, ze se kromé
patogeni brani mladé listy timto zptisobem i pied herbivory. Karageorgou a Manetas (2006)
proto porovnali zralé zelené listy a mladé Cervené listy dubu, Quercus coccifera (Linnaeus),
mezi sebou. Nejvétsi poSkozeni hmyzem vykazovaly zelené listy. Navic cCervené listy
s obsahem antokyan®i obsahovaly 1 vysoké mnoZzstvi dalSich fenolickych latek. Je tedy mozné,
ze obrannou latkou jsou ostatni fenoly, a antokyany jsou pouze dusledkem jejich syntézy,

jelikoz stoji na konci biosyntetické drahy fenolickych sloucenin.

Kromé koevoluéni hypotézy byla navrzena jest¢ jedna hypotéza, a sice Ze Cervené
zbarveni listli naruSuje ochranné zbarveni hmyzu (Lev-Yadun et al., 2004). Rostliny vykazuji
rizné barevné vzory na listech (Obrazek 8), hmyz je pak Iépe vidét a spis si ho v§imne predator.
Hmyz velice Casto vyuziva zelené maskovani (napiiklad housenky ¢i kobylky), proto je pro
rostliny vyhodné toto maskovani narus$it vyraznou barvou, zménou odstinu na riznych stranach
listu nebo alesponi zbarvenim ¢asti listu — zilnatiny, fapiku, kiiry stromu apod. Tato hypotéza,

ac zni zajimavé, prozatim nebyla experimentalné prokazana.

K cervenani listd dochazi v zavislosti na vyskytu ¢i druhu rostliny, stafi listu nebo
okolnich podminkach. Jsou ale rostliny, u kterych, pfestoze jsou vystaveny utoku herbivort,
k ¢ervenani listi vilbec nedochazi. Tyto druhy se musi brénit jinym zplsobem, zejména
mechanickym. Mechanicka obrana ve formé trntl, silné¢ kutikuly ¢i vicevrstevné epidermis by
tedy mohla byt alternativni obrannou strategii (Chen a Huang, 2013). Autofi této hypotézy
porovnali zelené a Cervené listy 76 druhti dievin. Nékteré listy byly chranény ¢ervenou barvou,
jiné mechanicky a nékteré kombinovaly oba zplisoby. Celkové ale cervené listy neobsahovaly
pfilis§ mechanickych ochrannych struktur, naproti tomu zelené listy byly mechanicky velmi
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siln€ chranéné (Obrazek 9). Mohlo by tedy jit o dv¢ alternativni obranné strategie pred utokem

herbivorniho hmyzu.

Zavérem lze fici, ze Cervend barva zplusobend akumulaci antokyant béhem podzimni
senescence urcité souvisi s ochranou pied herbivornim hmyzem, ktery hleda vhodnou zivnou
rostlinu pro budouci larvy. Antokyany ovSem nejsou pfimo tou latkou, kterd hmyz odrazuje,
zejména proto, ze velké mnozstvi druhli byloZzravého hmyzu Eervenou barvu nedokaze

rozeznat. Antokyany tedy funguji spiSe jako maskovani zelené a Zluté barvy, ktera je pro hmyz

atraktivni. Ale téZ mohou antokyany chranit pfed ozerem herbivori diky jejich deterentni

funkeci.

Obrazek 8: Obvyklé barevné vzory
listii vostlin. A: Rubus sp. — rozdilny
odstin zelené barvy na adaxialni a
abaxialni  strané. B:  Cyclamen
persicum Miller — zelend adaxidlni
strana a fialova abaxialni strana listu.
C: Acer sp. — zelend adaxialni strana,
bila abaxidlni strana a cervené rapiky
a zilnatina. D: Gudelia tounefortii L. —
Cervené zily. E: Matricaria sp. —
Cervend spodni strana délozniho listu
kotyledonu. F: Magnolia sp. — zelenad
adaxialni strana a hnéda abaxialni
strana. G: Ficus elastica Roxb —
cervené mladeé listy. H: Opadavy strom
z Izraele — Cervené podzimni listy.

Prevzato z: (Lev-Yadun et al., 2004).
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Obrazek 9: Graf ukazuje procento druhii rostlin, které vyuzivaji ruzné druhy mechanické
ochrany (bile trichomy, Sede zesilena kutikula, cerné vicecetna epidermis) v porovnani mezi

Cervenymi (vlevo) a zelenymi (vpravo) listy. Prevzato z: (Chen a Huang, 2013).

5. Detekce antokyani spektralnimi metodami

Analyza obsahu antokyand, ale i dalSich pigmentt, poskytuje informace o celkovém
fyziologickém stavu zkoumané rostliny. Obsah antokyanli a jejich pomér vic¢i jinym
pigmentim je dulezity pro zjiSténi odpovédi rostliny na stres zpiisobeny faktory prostfedi
a nasledné adaptace na tuto zménu prostiedi (Gitelson et al., 2001; Merzlyak et al., 2003; Sims
a Gamon, 2002). Antokyany, stejné jako jiné sekundarni metabolity, 1ze detekovat riznymi
metodami. Metody detekce antokyani mohou byt naptiklad histochemické, biochemické nebo
spektralni. Typickou biochemickou metodou je vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC), ktera je pouzivana v mnoha studiich (Cooney et al., 2012; Ghasemzadeh et al., 2012;
Ren et al., 2014; Reuber et al., 1996). Histochemické metody jsou zalozené na specifickych
barvenych reakcich ¢inidla surcitou latkou a jejim pozorovanim pomoci svételného
mikroskopu (Eppel et al., 2013). Pfi spektralni analyze se v€nuje pozornost interakci listu
a latek v ném obsazenych se zaifenim, které na list dopada. Pomoci spektrofotometru se deteku;i
zmény zafeni, které se od listu odrazilo nebo jim proslo (Bi et al., 2018; Burger a Edwards,
1996; Gitelson et al., 2001; Hughes et al., 2010; Karageorgou a Manetas, 2006; Sperdouli a
Moustakas, 2012; Sui et al., 2017; Zhang et al., 2011).
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5.1. Spektralni kfivka odrazivosti

Zateni, které dopada na list, mize mit rizny osud. Cast dopadajiciho zafeni projde skrz
list (transmitance), ¢ast je pohlcena listem (absorbance) a ¢ast je odrazena zpét (reflektance).
Spektralni metody (spektroskopie) jsou zaloZeny na kvantifikaci optickych vlastnosti listu, tedy
na pomeéru prochdzejiciho, absorbovaného a odrazené¢ho svétla. Tento pomér je vyjadien
spektralni kiivkou (Obrazek 10). Spektralni kiivka ukazuje kolik % svétla bylo odrazeno
v jednotlivych vinovych délkach v porovnani s referenénim bilym panelem (spektralonem),
jehoz odrazivost se blizi 100 %. V oblasti viditelného svétla (VIS) je reflektance velmi nizka
z divodu ptfitomnosti fotosyntetickych pigmentt, které¢ dopadajici svétlo z velké Casti pohlcuji.
Pti ptechodu do blizké infraervené oblasti spektra (NIR) se reflektance vyrazné zvysuje az do
1400 nm. Do 2000 nm je reflektance relativné proménlivé, zavisi na obsahu opticky aktivnich
latek, vcetné vody. Pfi vysSich vlnovych délkach se reflektance opét vyrazné snizuje

v zavislosti na obsahu celulozy a ligninu.
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Obrazek 10: Spektralni krivka odrazivosti. Prevzato a upraveno dle: Lhotakova 2009, podle
(Gates et al., 1965).
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5.2. UV-VIS spektrofotometrie

Spektroskopii 1ze rozdélit na absorpéni a emisni spektroskopii. Pii emisni spektroskopii
se méfi zafeni emitované latkou ¢i vzorkem, kterému byla dodana energie. Absorpcni
spektroskopie méfi absorpci zareni latkou ve vzorku. Pti detekcei antokyanti v listech se hojné
pouziva pravé absorpcéni spektralni analyza, kterou Ize pouzit pro rizné oblasti
elektromagnetického spektra. Touto metodou Ize kvantifikovat mnozstvi dané latky ve vzorku.
Vyhodou této analyzy je moznost detekovat latky, které se ve vzorku vyskytuji i v nizkych
koncentracich. Mezi metody absorpcni spektroskopie patii kolorimetrie, fotometrie
a spektrofotometrie. Pro detekci antokyanu se vyuziva UV-VIS spektrofotometrie, pii které se
méii absorpcni spektrum extraktu vzorku pomoci spektrofotometru. Pro extrakci pigmenti se
pouzivaji organickd rozpoustédla, napiiklad aceton nebo metanol. Nasledné¢ se pomoci

spektrofotometru zméti absorpce latek pritomnych v extraktu.

Identifikace jednotlivych pigmentl je ovSem obtiznd, jelikoz se v extraktu vyskytuji
i dalsi slozky a navic se jejich absorp¢ni spektra mohou piekryvat (Gitelson et al., 2001, 2006;
Merzlyak et al., 2003; Sims a Gamon, 2002; Solovchenko et al., 2001). Mnoho praci se shoduje,
7e absorpéni maximum antokyant je okolo 550 nm (Obrazek 11) (Gitelson et al., 2001, 2017;
Merzlyak et al., 2003; Solovchenko et al., 2001), coz odpovida zelenému svétlu. V listech se
spolu s antokyany vyskytuji i chlorofyly. Chlorofyly maji absorpéni maxima v ¢ervené a modré
oblasti, ovSem zasahuji 1 do oblasti zelené, proto se jejich absorpce piekryva s absorpci
antokyant. Pro stanoveni obsahu samotnych antokyant je tedy tfeba z celkové absorpce odecist
ptispévek chlorofylu. S timto problémem se potykal napiiklad Gitelson et al. (2001). Aby autofi
ziskali informace o absorbanci antokyanti bez vlivu chlorofylu, porovnali listy se stejnym
obsahem chlorofylu a riznym obsahem antokyanti. Jinym zptisobem ptekryvajici se absorpéni
spektra tesila studie Solovchenko et al. (2001). Autofi se zajimali pfedevSim o extrakci
chlorofylu a karotenoidi dvéma zpisoby. Analyza téchto pigmentli také neni snadna, jelikoz
absorp¢ni spektrum muiiZze byt ovlivnéno necistotami absorbujicimi svétlo nebo lipidy. Vzorky
nejprve osetfili chloroformem, aby se zbavili lipidQ, nasledné extrahovali pigmenty pomoci
metanolu ¢1 acetonu. Ve druhém zptlisobu extrakce pouzili pfi homogenizaci smés chloroformu
a metanolu. Pfi centrifugaci se od sebe odd¢lily chloroformova a metanolova frakce, ve které
Jiz nebyl ptitomen chlorofyl. Z metanolové frakce byly nésledné za pomoci HCI extrahovany

antokyany.
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Obrazek 11: Spektralni krivky absorpce antokyanu 3 druhii rostlin — javoru, skalniku
a pelargonie. Absorpce byla meérena u listii se stejnym obsahem chlorofylu, ale riznym
obsahem antokyanii. VSechny druhy vykazuji vrchol absorpce okolo 550 nm v zavislosti na
obsahu antokyanii. Na ose x jsou vinové délky v nm, na ose y jsou absorpce antokyanii

v procentech. Prevzato z: (Gitelson et al., 2001).
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5.3. Nedestruktivni metody detekce antokyanu

Absorpéni spektroskopie a histochemické a biochemické metody detekce antokyant
jsou energeticky naro¢né. Vzorek listu je pro ucely téchto metod tfeba znicit, coz znemoziuje
jeho opétovné vyuziti a sledovani zmén pigmenta v pribéhu Casu (Gitelson et al., 2001, 2006;
Merzlyak et al., 2003; Sims a Gamon, 2002). Z tohoto diivodu mnozi autofi uvazovali nad
alternativni metodou, ktera by umoznila nedestruktivné zjistit obsah antokyanti v listech rostlin,

touto metodou je reflektancni spektroskopie.

Meéieni reflektance na intaktnich listech se provadi pomoci spektroradiometru, ktery Ize
pouzit v terénu i v laboratornich podminkach. Pro méteni spektroradiometrem v terénu je
potieba optické vldkno nebo pistolovy nastavec, diky kterému miizeme méfit odrazivost
rozsahlych povrchl. V piipad¢ terénniho méfeni je zdrojem svétla slunce. Pii méteni
odrazivosti v laboratoii se k méfeni spektroradiometrem pouziva kontaktni sonda nebo
integracni sféra. Kontaktni sondou se provadi dotykové méteni odrazivosti listd, kdy se méfti
odrazivost na nékolika mistech listu, ktery je umistény na ¢erné podlozce s téméf nulovou
odrazivosti. Integracni sonda méfi jak odrazené zareni, tak propusténé zareni, navic je tato
metoda velice pfesnd. Naméfené hodnoty je tfeba normalizovat oproti odrazenému zafeni od

bilé reference, vysledkem je odrazivost daného vzorku (Albrechtova a kol., 2017).

Ptikladem nedestruktivni metody detekce antokyan je odhad obsahu antokyani
pomoci poméru odrazivosti zeleného a Cerveného svétla (Gamon a Surfus, 1999). Tento index
se osv&d¢il u mladych listi dubu, u nichZ se postupné béhem dozravani sniZoval obsah
antokyant a zvySoval obsah chlorofylu. Neni ovSem jasné, zda tento index bude fungovat
i v jinych stadiich vyvoje, kdy obsah pigmentli miize rizn¢ kolisat (Gitelson et al., 2001), proto

v

je potfeba vyvinout univerzalnéjsi index pro zjisStovani obsahu antokyant.
5.3.1. Index reflektance antokyani (ARI)

Gitelson et al. (2001) nejprve studovali spektralni vlastnosti antokyanti pomoci klasické
absorp¢ni spektroskopie. Autofi stanovili specificky spektralni znak antokyant, a sice absorpci
v zelené ¢asti spektra piiblizn€ okolo 550 nm. Nasledné zjistovali, zda by bylo mozné stanovit
obsah antokyant pomoci reflektance v pfipadé, Ze znaji absorpéni maximum antokyani. Stejné
jako v ptfipad€ absorpcni spektroskopie, tak i1 v reflektancni spektroskopii se reflektance
antokyani ptekryva s reflektanci chlorofylu, bylo tedy potieba odecist ptispévek chlorofylu od

celkové odrazivosti listu. Autofi zjistili korelaci mezi reflektanci v €ervené oblasti spektra
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okolo 700 nm a obsahem chlorofylu. Jelikoz antokyany v Cervené ¢asti reflektanci neovliviiuji,
souvisi reflektance pii 700 nm pouze s chlorofyly. Naopak reflektance okolo 550 nm souvisi
jak s chlorofyly, tak s antokyany. Prevracené hodnoty téchto vinovych délek predstavuji
absorbanci. Diky témto zjiSténim autofi navrhli index reflektance antokyanti (ARI =

anthocyanin reflectance index) jako:
ARI = (Rss0)" — (R700) ™,

kde (Rsso)™! predstavuje absorpci chlorofylu a antokyanti a (R700)"! pouze absorpci chlorofylu.
Tento index byl ovéten v praci Merzlyak et al. (2003).

Gitelson et al. (2006) rozsifili index ARI o dalsi slozku. Pfi stanovovani obsahu
antokyant je tfeba vzit v potaz jeste rozptyl zafeni na vnitinich strukturach listu, ktery ovlivituje
odhad vysledného obsahu antokyant z reflektance. Autofi studie aplikovali tfipasmovy index,
ktery byl uspésné pouZit pro stanoveni vztahu mezi reflektanci a obsahem chlorofylu (Gitelson
etal., 2003), na detekci antokyanii. Aby mohl byt tento tfipasmovy model pouzit na rizné druhy
rostlin, byly ptivodni koeficienty absorpce upraveny. Vysledny modifikovany index mARI byl

navrzen takto:
mARI = (Rs530.570 — R™690-710) - R,

kde Rnir ptedstavuje reflektanci v blizkém infracerveném svétle, tedy za 760 nm.

5.3.2. Vyhody pouZziti nedestruktivnich spektralnich metod

Nedestruktivni spektralni metody detekce antokyant tedy piedstavuji moznost zjistit
obsah téchto latek v nepoSkozenych listech, a navic pozorovat jejich zménu b&hem
ontogenetického vyvoje listu. Navic jsou tyto metody rychlé, protoze neni potieba ptipravovat
extrakty z listli. Na druhou stranu vztahy mezi zminénymi indexy a redlnym obsahem pigmenti
mohou byt druhové specifické, a navic ovlivnéné ontogenetickou fazi listu. Aby byly vysledky
nedestruktivnich metody co nejpfesnéjsi, je vZdy nejprve potieba provést biochemickou
analyzu listl soucasné s métenim optickych vlastnosti. Nasledné je nutné otestovat vztah mezi
indexem a redlnym obsahem pigmentt v listech. Teprve poté je mozné aplikovat nedestruktivni
metody odhadu obsahu pigmentli na vétsSi mnozstvi vzorki, které uz nebude tieba podrobit

biochemické analyze, a vyuzit takové metody napiiklad v zeméd¢€lstvi.
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Zavér

Rostliny jsou cely Zivot vystavovany rtiznym faktoriim vnéjSiho prostiedi. Pokud jsou
tyto faktory v optimalnim rozmezi, nepiedstavuji pro rostliny riziko, a navic jsou mnohdy pro
jejich zivot nezbytné. Pokud ale tyto faktory vyboci z optimalniho rozmezi, stavaji se
stresovymi faktory. Dlouhodobym piisobenim stresovych faktord, které hrozi naptiklad kvili
stale probihajici klimatické zméné, muze dojit k odumirani velkého mmnozstvi rostlin
a naslednym velkym zeméd¢€lskym ztratdm. V krajnim ptipad¢ hrozi i nedostatek potravy pro

stale se rozrustajici lidskou populaci.

Vzhledem k ptisedlému zplisobu zivota si rostliny v pritbé¢hu evoluce, ale i ontogeneze,
vyvinuly rizné obranné mechanismy, diky kterym dokaZzi ptezit zmény podminek prostiedi.
Rostliny se v prvni fad¢ brani mechanicky, duilezita je ale také obrana chemickd. V préci je
probrana ochranna funkce antokyant, které se bézné vyskytuji v kvétech ¢i plodech, kde
funguji jako atraktanty pro opylovace a roznaseCe semen. Mohou se ale také vyskytovat
v listech riznych rostlin, v riznych vyvojovych stadiich nebo béhem riznych ¢asti roku.
V préci je rozebrana jejich funkce v ochrané list pfi piisobeni nékterych stresovych faktora.
Antokyany maji nejcastéji funkci antioxidantt, které reaguji s ROS a tim je inaktivuji. ROS se
v rostlinach hromadi v dusledku ptisobeni nadmérmné [O3] nebo nadmérné ozarenosti, ktera je
spojena napiiklad se suchem nebo nizkou teplotou. Antokyany ale mohou fungovat 1 jako filtry
chranici fotosystémy pfed UV zafenim. Z biotickych faktort byla prokdzana funkce antokyant
v ochran¢ pifed herbivory, zejména hmyzem. Antokyany maskuji zelenou a Zzlutou barvu
zpusobenou chlorofyly a karotenoidy, ktera je pro herbivory atraktivni. Znalost obrannych
mechanismu rostlin je dulezitd, aby bylo mozné kultivovat rostliny nejlépe piizplisobené na
meénici se podminky prostfedi a zabranit tak zeméd€lskym ztratdm a moZnému nedostatku

rostlinnych zdrojli v potravinaistvi.

K urceni celkového fyziologického stavu rostliny je tieba analyzovat slozeni pigmentd,
jejich pomeér a lokalizaci v pletivech. K ur€eni obsahu ¢i lokalizace antokyant 1ze pouZit rizné
metody, biochemické, histochemické nebo spektralni. V praci je vysvétlen princip spektralnich
metod, které umoziluji analyzovat antokyany podle spektrdlni zmény zateni, které je
absorbovano extrakty z listu a nebo zafeni, které se od listu odrazi ¢i listem projde. Nejcastéji
pouzivanou metodou je UV-VIS spektrofotometrie, ktera ale, stejné jako vétsSina dalSich metod,
vyzaduje zniceni vzorku listu za Gcelem ziskani extraktu. Aby bylo mozné studovat zménu

pigmentl v listech béhem ontogenetického vyvoje, je tieba vyuzit nedestruktivni metody
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detekce pigmentl, naptiklad reflektanéni spektroskopii. Nedestruktivnim metodam se
v poslednich dvou dekédach vénuje zna¢na pozornost, ale vétsina téchto metod se zatim neda
pouzit na vétsi spektrum neptibuznych druhti rostlin, proto je potieba v budoucnu vyvinout

obecnéjsi metodu aplikovatelnou na Sirsi Skalu druhti rostlin.
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