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Abstrakt:

Fenolické latky jsou povaZovany za skupinu sekunddrnich metabolitl, zndmou
piedevsim z vyssich rostlin (Embryophyta). Jejich funkci je absorbovat skodlivé ultrafialové
zafeni, chranit rostliny pied okusem a pfitahovat opylovace a Sifitele semen. Tyto slouceniny
byly vSak popsany i u n¢kterych fylogeneticky neptibuznych skupin fas, z nich nejvyznamné;jsi
jsou hnédé tasy (Phaeophyceae), sifondlni zelené fasy z ¢eledi Dasycladaceae a spdjivé fasy
(Zygnematophyceae). Cilem této prace je shrnout dosavadni poznatky o fenolickych latkach
téchto skupin s dlirazem na jejich vyznam pro biologii danych druhl. Prvni ¢ast popisuje
fenolické latky z obecného hlediska a rovnéz nastiniuje zpisob jejich biosyntézy. Dalsi kapitoly
se pak vénuji zminénym tfem skupinadm fas. Nejprozkoumanéjsi v této oblasti jsou hnédé fasy,
které ve svych stélkach obsahuji unikatni typ tanint, zvany florotaniny. Nasleduji sifondlni fasy
z ¢eledi Dasycladaceae, které syntetizuji sulfatované kumariny a poté spajivé fasy, u nichz byly
zjistény fenolické latky zaloZené na kyseliné gallové. Spole¢nym znakem téchto latek je
podobn¢ jako u vysSich rostlin schopnost pohlcovat zafeni z ultrafialové casti spektra
a zhaSet reaktivni formy kysliku. Nicméné florotaniny a kumariny u hnédych, respektive
sifondlnich tas zastavaji 1 n€kolik funkci spojenych s vyvojem organismu, coz podtrhuje
vyznam téchto latek a daleko pfesahuje definici sekundarnich metabolitii. Posledni kapitola
se zabyva ligninem a flavonoidiim, které, pfestoze byly velmi dlouho spojovany pouze

s vy$§imi rostlinami, byly v nedavné dob¢€ popsany i u fasovych organisma.

Klicova slova: fenolicke latky, ochrana pied UV zafenim, florotaniny, kumariny, lignin,

flavonoidy



Abstract:

Phenolic substances are considered to be a group of secondary metabolites, known
primarily from land plants (Embryophyta). Their function is to absorb harmful ultraviolet
radiation, to protect plants from grazing and to attract pollinators and seed spreaders. However,
these compounds have also been reported in some phylogenetically unrelated algal groups, the
most important of which are brown algae (Phaeophyceae), siphonous green algae from the
Dasycladaceae family and conjugating algae (Zygnematophyceae). The aim of this work is
to summarize the current knowledge about phenolic compounds of these groups with
an emphasis on their significance for the biology of the species. The first part describes phenolic
compounds in general and also outlines the way they are biosynthesized. The next chapters then
deal with the three algae groups. The most explored ones in this area are brown algae, which
contain a unique type of tannins called phlorotannins in their thallus. This is followed by green
siphonous algae from the family Dasycladaceae, which synthesize sulphated coumarins
and then conjugating algae in which gallic acid-based phenolic compounds have been found.
The common feature of these substances is, as with land plants, the ability to absorb radiation
from the ultraviolet part of the spectrum and to quench reactive oxygen species. However,
phlorotannins and coumarins in brown and siphonous algae also have several functions
associated with the development of the organism, which underlines the importance of these
substances and far exceeds the definition of secondary metabolites. The last chapter deals with
lignin and flavonoids, which, although they have long been associated only with land plants,

have recently been described in algal organisms.
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Seznam pouzitych zkratek:

DHyC = 6,7-dihydroxykumarin-3-sulfat

DNA = deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

DW = hmotnost susiny (dry weight)

AF/Fy’ = efektivni kvantovy vytézek fotochemie

Fv/Fm = maximalni kvantovy vytézek fotochemie

FW = Cerstva hmotnost (fresh weight)

HPLC = vysokou¢inna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
PAR = fotosynteticky aktivni zafeni (photosynthetically active radiation)

PSII = fotosystém II (photosystem II)

rETRmax = maximalni hodnota relativniho elektronového transportu (relative electron

transport rate)

ROS = reaktivni formy kysliku (reactive oxygen species)
TEM = transmisni elektronovy mikroskop

THyC = 3,6,7-trihydroxykumarin

UV = ultrafialové zafeni (ultra-violet)

VIS = viditelné zateni (visible)
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1. Uvod

Sekundarni metabolity jsou u vyssich rostlin (Embryophyta) pocetnou a z chemického
hlediska velmi riiznorodou skupinou latek. Na rozdil od primarnich metabolitl, mezi které
se fadi pfedevsim proteiny, sacharidy a lipidy, se produkty sekundarniho metabolismu pfimo
neucastni ristu a vyvoje organismu, ale vyznamné zvysSuji jeho Sanci na preziti v daném
prostiedi. Sekundarni metabolismus je velmi plasticky a podléha relativné rychlé evoluci
v zé&vislosti na ménicich se okolnich podminkéch. To je pravdépodobné diivodem obrovského
spektra latek, které byly doposud z rostlin izolovany (vice nez 200 000 odlisnych struktur).
Nékteré z téchto latek dokonce v evoluci ziskaly ke své ekologické (sekundarni) funkcei i funkei
souvisejici s vyvojem organismu (primarni funkce), naptiklad né€které flavonoidy nebo lignin.
Jiné, tfeba primarni karotenoidy, zastavaji jiz jen funkci primarni, pfestoze jsou produkovanv
v ramci biosyntetickych drah sekunddrniho metabolismu (Hartmann, 2007). Z hlediska jejich
biosyntézy lze rostlinné sekundarni metabolity dé€lit do tii zakladnich skupin (Bruneton, 2013):
1) izoprenoidy, 2) alkaloidy a dusikaté derivaty a 3) fenolické latky.

Rostlinné fenolické latky (zkracené fenoly) jsou z hlediska jejich syntézy a vyznamu
relativné dobfe prozkoumané. Ucastni se jak abiotickych (ochrana pted ultrafialovym zatenim),
tak biotickych interakci (odpuzovani herbivort, lakani opylovacu a Sifitelit semen), podili
se na mechanické odolnosti bunécnych stén, ale slouzi také jako signalni a regula¢ni molekuly
na bunééné urovni (Bravo, 1998; Harborne & Williams, 2000; Taiz & Zeiger, 2006). Tato
skupina latek byla vSak také popsana i u tfi vzajemné neptibuznych skupin fas — u chaluh neboli
hnédych tas (Phaeophyceae), které obsahuji vysokomolekuldrni florotaniny (Imbs &
Zvyagintseva, 2018), zelenych sifondlnich fas z celedi Dasycladaceae, které syntetizuji
sulfatované kumariny (Hartmann, Ganzera, Karsten, Skhirtladze, & Stuppner, 2018)
au spajivych fas (Zygnematophyceae), jejichz fenolické latky jsou zaloZené na kyseling gallové
(Niemetz & Gross, 2005). Jejich biologicky vyznam je popsany piedevsim u chaluh, zatimco
spajiveé fasy v tomto ohledu pfedstavuji méné prozkoumanou oblast.

Tato bakalaiska prace shrnuje dosavadni poznatky o fenolickych latkach predevSim
ve vySe zminénych skupinach fas. Zabyva se jejich chemickou podstatou, ale zejména jejich
roli v ekofyziologii fas a funkci z hlediska riistu a vyvoje. V posledni ¢asti je kratce probirana
problematika ligninu a flavonoidd, jejichz pifitomnost byla az do nedavné doby povazovana

za charakteristickou jen pro vyssi rostliny.



2. Charakteristika fenolickych latek

Fenolické latky jsou organické slouceniny, pro néZz je charakteristickd pfitomnost
takzvané fenolové skupiny, ve které je hydroxylova skupina (—-OH) vazana na aromatické jadro
(Obr. 1). Tato vychozi struktura mize byt modifikovana riznymi dalSimi substituenty,
napiiklad dalsi fenolovu skupinu, heterocyklem nebo postrannimi linearnimi fetézci, coz dava
vznik riznym skupindm fenolickych latek od nizkomolekularnich fenolickych kyselin
po vysokomolekularni biopolymery jako je lignin nebo taniny. Ve vyssich rostlinach se ¢asto
vyskytuji konjugované s jednou nebo vice molekulami cukrii, nejCastéji glukézou, coz
vyznamné zvysuje jejich rozpustnost ve vodé. Casto jsou skladované ve vakuolach, ale nékteré,
kuptikladu fenolické kyseliny nebo jiz zminény lignin, jsou vazané ke slozkdm bunéénych stén

(Bravo, 1998; Bruneton, 2013; Harborne & Williams, 2000).

OH

Obr. 1: Chemicka struktura fenolu. Podle Bruneton (2013).

Podle Taiz & Zeiger (2006) bylo mezi rostlinami identifikovano vice nez 10 000
fenolickych latek, které se tfidi do mnoha skupin na zakladé jejich uhlikaté kostry (Bravo,
1998). Mezi nejvyznamnéjsi patfi naptiklad flavonoidy zvané antokyany, které zpisobuji
modré, fialové nebo rtizové zbarveni kvétt a plodd, které tak Cini rostlinné generativni organy
atraktivni pro Zivocichy. Navic také chrani rostliny pred Skodlivymi tcinky ultrafialového
zatreni (UV). Taniny (tfisloviny) Casto Cini vegetativni casti rostlin nebo nezralé plody nechutné
pro herbivory a rovnéz vykazuji antimikrobialni vlastnosti. Nakonec vysoce rezistentni lignin,
ktery dodava pevnost vodivym pletivim a tvoli podstatnou soucast dievin (Bravo, 1998;

Harborne & Williams, 2000; Labeeuw, Martone, Boucher, & Case, 2015).

2.1. Tridéni a syntéza fenolickvch latek u Fas

Fenolické latky jsou u rostlin a fas syntetizoviny dvéma zakladnimi drahami:
1) sikimatovou a na ni navazujici fenylpropanoidovou drahou a 2) acetat-malonatovou drahou

(Obr. 2). Vychozimi substraty Sikimatové drahy jsou meziprodukty pentdézofosfatové drahy
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(erytroza-4-fosfat) a glykolyzy (fosfoenolpyruvat), které davaji vznik kyselin€é Sikimové.
Kone¢nym produktem této drahy jsou tii proteinogenni aromatické aminokyseliny — tyrosin,
tryptofan a fenylalanin (Taiz & Zeiger, 2006). V ramci této drahy také vznika kyselina gallova,
ktera vede ke vzniku hydrolyzovatelnych tanint (Niemetz & Gross, 2005). Zd4 se, Ze tyto latky
jsou charakteristické pro tfidu Zygnematophyceae, jak vyplyva z jejich opakovanych nalezii
v nékolika zastupcich (Newsome, Murphy, & van Breemen, 2013; Nishizawa, Yamagishi,
Nonaka, Nishioka, & Ragan, 1985; Remias, Schwaiger, et al., 2012).

Na Sikimatovou drahu navazuje draha fenylpropanoidova. U vyssich rostlin a nékterych
streptofytnich fas vystupuje v prvnim kroku reakce fenylalanin, ktery je pfeménén na kyselinu
skoticovou (de Vries, de Vries, Slamovits, Rose, & Archibald, 2017; Labeeuw et al., 2015).
Prestoze tato slouCenina byla nalezena i u mnoha jinych skupin fas (Goiris et al., 2014),
pfislusny homolog enzymu katalyzujiciho tuto prvni reakci byl objeven jen u rodu
Klebsormidium z linie Streptophyta (de Vries et al., 2017). Bud' tento enzym, fenylalanin
amoniak lyaza, mezi fasami stale ¢eka na objeveni, nebo existuje jiny enzym s analogickou
funkci, nebo je mozné, ze néktera z jinych aromatickych aminokyselin stoji na pocatku jejich

fenylpropanoidové drahy (de Vries et al., 2017; Labeeuw et al., 2015).

erytroza-4-fosfat fosfoenolpyruvat
(z pentozofosfatové drahy) J (z glykolyzy)
Sikimatova aCE"YI'CDA
draha l
l tat-malonatova
fenylalanin [<C_\E>_ ‘:3] :cr::haa malenatova
kyselina skoficova (::'_C
kyselina 4 [ 3]
gallova ‘

! | ! )
Hydrolyzovatelné [<C_5>— Cg] [<(:_ﬁ>_ o —<C_6>] Flerotaniny

taniny Kumariny Flavonoidy

[<C_5>_ CE]n
Lignin
Obr. 2: Schematické znazornéni dvou hlavnich biosyntetickych drah vedoucich k fenolickym latkam,
Sikimatové a acetat-malonatové. Kromé meziproduktl jsou zde zminény nejvyznamnéjsi latky, které jsou
pfitomné u fas a které jsou predmétem této prace. V zavorkach jsou u nékterych z nich zjednodusené

naznaceny jejich chemické struktury i s poctem uhlik(i. Upraveno podle Taiz & Zeiger (2006).



Nezavisle na prvni reakci vede fenylpropanoidova drdha ke vzniku velké skupiny
fenolickych latek, zvanych fenylpropanoidy. Jejich struktura je typicka aromatickym jadrem
substituovanym tii uhlikatou propenovou skupinu, pocet uhliku tedy odpovida zapisu Cs-Cs
(Bravo, 1998; Taiz & Zeiger, 2006). Mezi tuto skupinu patii kumariny pfitomné u sifonalnich
fas z Celedi Dasycladaceae (Menzel, Kazlauskas, & Reichelt, 1983) nebo monomery ligninu,
ktery byl kromé vysSich rostlin identifikovan rovnéz u streptofytni fasy Coleochaete (Serensen
et al., 2011) a Cervené tasy Calliarthron cheilosporioides (Martone et al., 2009).

Druha dréha, acetat-malonatova, vychdzi z acetylkoenzymu A (acetyl-CoA) a vede
ke vzniku florotanint, skupin€ fenolickych latek specifickych pro chaluhy (Creis, Ar Gall,
& Potin, 2018). Tyto dve€ popsané drahy se rovnéZ mohou kombinovat a dat vznik flavonoidiim,

které jsou vyznamné zejména pro vyssi rostliny (Bravo, 1998; Taiz & Zeiger, 2006).

2.2. Funkce fenolickvch latek u ras

Stélky hnédych, sifondlnich a spajivych fas jsou vzajemné morfologicky velmi odlisné
a takova je 1 jejich fyziologie. Fenolické latky u téchto skupin Casto plni velmi specifické
funkce, které jsou blize popsany v ptislusnych kapitolach. Na druhou stranu jejich spolecny
fenolicky charakter jim proptjc¢uje dvé schopnosti — absorbovat UV zéfeni a zhasSet reaktivni
formy kysliku (ROS).

Ultrafialové zateni (UV) se d¢€li zpravidla do ¢ty useki, piicemz pouze UV-A (310-400
nm) a UV-B (280-310 nm) piedstavuji pro organismy riziko (Cockell & Knowland, 1999).
Jejich Skodlivé 1ucinky postihuji predevSim deoxyribonukleovou kyselinu (DNA),
fotosynteticky aparat a cytoskelet (Cockell & Knowland, 1999; Pichrtovd, Remias, Lewis, &
Holzinger, 2013; Schoenwaelder, Wiencke, Clayton, & Glombitza, 2003). PiedevSim
fotoautotrofni organismy jsou timto stresovym faktorem zatiZzeny, ponévadz nevyhnutelné
doprovazi fotosynteticky aktivni zafeni (PAR), které pohani fotochemické procesy fotosyntézy.
Diky ptitomnosti m-elektronti aromatickych skupin jsou fenolické latky schopné absorbovat
vUV casti spektra, cCehoZ mnohé Tasy vyuZivaji a tyto latky akumuluji
na periferii svych bunék k ochrané intracelularnich ¢asti (Cockell & Knowland, 1999).

Oxidativni stres, at’ je jiZ zptisoben nepfimo UV zarenim, desikaci nebo pritomnosti téZkych
kovti, generuje ROS. Ty mohou reagovat s mnohymi biopolymery a narusovat tak jejich funkci.
Diky své strukture jsou fenolické latky jednou ze skupin, ktera je schopné ROS vychytavat,
a tak oxidativnimu stresu predchazet. Tuto schopnost fasy pravdépodobné také vyuZivaji, i kdyZ

byla malo kdy testovana (Fernando, Kim, Son, Jeong, & Jeon, 2016).



3. Florotaniny u hnédych ras

Nejvice prostudovanou skupinou fenolickych latek u tas jsou florotaniny. Jednd se o jeden
ze tii typi tanind, ktery je zcela specificky pro hnédé fasy (Phaeophyceae) z linie Stramenopila,
zatimco vyssi rostliny je vibec neobsahuji. Nasledujici kapitola nejprve rozebird florotaniny
z jejich chemického hlediska, jejich rozSifeni mezi hnédymi fasami a lokalizaci na bunééné a
organismalni Urovni. Dalsi ¢ast je pak vénovana funkcim, které jsou s timto typem latek

spojené.

3.1. Charakteristika florotaninu a jejich syntéza

Florotaniny jsou z chemického hlediska polymerni struktury floroglucinolu
(1,3,5-trihydroxybenzen) o velmi variabilni molekulové hmotnosti (Obr. 3). Na zaklad¢ typu
vazeb mezi monomery se ¢leni do Ctyi' zdkladnach skupin: 1) fuhaloly a floroetholy (etherové
vazby), 2) fukoly (fenylové vazby), 3) fukofloroetholy (etherové a fenylové vazby) a 4) eckoly
(vazby typu dibenzo-1,4-dioxin), pficemz kazdy z téchto typti mize byt linearni nebo vétveny
(Imbs & Zvyagintseva, 2018; La Barre, Potin, Leblanc, & Delage, 2010). Jeden druh pak mize
obsahovat rtizné typy téchto latek a s riznym stupném polymerace. Dulezitéjsi je vSak
skute€nost, Ze tyto struktury obsahuji velké mnozstvi hydroxylovych skupin, které €ini tyto
latky vysoce hydrofilni a schopné srazet proteiny vazbou do komplexi (Bravo, 1998; Imbs &
Zvyagintseva, 2018). Tato vlastnost je pak pravdépodobné dilezitad z hlediska deterentnich
ucinkd florotanint na jejich herbivory (viz dale).

Na syntéze floroglucinolu se podili acetat-malonatova draha, kterda vychdzi z molekul
acetylkoenzymu A (acetyl-CoA). Nicméné dalsi kroky v polymeraci floroglucinolu
do florotanini zatim nejsou objasnéné (Creis, Ar Gall, & Potin, 2018). Molekuly florotanint

mohou byt rovnéz halogenovany atomy chloru, bromu nebo jodu (La Barre et al., 2010).

OH

HO O
OH

Obr. 3: Chemicka struktura floroglucinolu (A) jakoZto monomeru florotanind; tetrafukolu (B), zastupce
skupiny fukoll s fenylovymi vazbami; eckolu (C), ktery obsahuje dibenzo-1,4-dioxinovy typ vazby. Podle

Imbs & Zvyagintseva (2018).



3.2. Fysody — jejich lokalizace, biogeneze a pohvb

Fenolické latky jsou u chaluh obsazeny ve vaccich obalenych membranou, které
se nazyvaji fysody (Schoenwaelder, 2008). Ty se vyskytuji ve velkém mnozstvi ve vajickach,
zygotach a rané¢ se vyvijejicim embryu. V dospélosti jsou fysody obsazené zejména
v povrchovych vrstvach stélky, v meristematické zon€, v holdfastech a také v bunkach kolem
konceptakuli (Schoenwaelder, 2002b; Schoenwaelder & Clayton, 1998b; Schoenwaelder et al.,
2003). Podle Schoenwaelder & Clayton (2000) jsou fysody s fenolickymi latkami produkovany
endoplazmatickym retikulem v oblasti kolem jadra a dale upravovany v cisternach Golgiho
aparatu. Po své biogenezi jsou fysody do buniky dopravovany pomoci aktinového cytoskeletu.
Mikrotubularni cytoskelet je pak dulezity z hlediska specifick¢é akumulace florotaninovych
télisek v mistech aktivni tvorby bunééné stény, naptiklad v rostoucich rhizoidech nebo tvoficich

se pricnych prepazkach pti cytokinezi (Schoenwaelder & Clayton, 1999b).

3.3. Primarni funkce florotanina

Florotaniny u hnédych fas jsou dilezité nejen z hlediska jejich interakci s prosttedim, ale
byla popsana také tada jejich roli spjatych s riistem a vyvojem organismu. Z tohoto hlediska
spadaji florotaniny spiSe do kategorie primarnich metabolitl, pfestoze jsou produkovany
1 k jinym ucelim. Je vSak potieba fici, Ze funkce fenol ve vyvoji jsou prozkoumané pouze
u n¢kolika rodt z tadu Fucales (Hormosira, Acrocarpia, Phyllospora, Himanthalia a Fucus)
a tak neni jisté, zda je mozné nize popsané funkce aplikovat i na dalsi fady.

Fenolické latky obsazené ve fysodech plni zasadni role jiz od samého pocatku zivota
organismu. Po oplozeni vajicek spermatozoidem dochézi k jejich vyrazné sekreci skrze pory
v membrang (Obr. 4A). Uvolnéné fenoly jsou na povrchu oxidovany a spolupodili se na stavbé
stény zygoty (Schoenwaelder & Clayton, 1998a, 1998b; Schoenwaelder & Wiencke, 2000).
Zvazovana je také jejich role v ochrané pied polyspermii, ktera vede k abnormélnimi vyvoji
embrya a ndsledné k nevyhnutelné smrti (Brawley, 1987). U druhu Fucus serratus a Acrocarpia
paniculata bylo kratce po oplozeni pozorovano, Ze dochazi ke snizeni motility okolnich
spermatozoidl, a nakonec k jejich uplnému zastaveni. Zatimco tento jev u tasy Acrocarpia
probihal soubézné s exkreci fenolickych latek, u rodu Fucus nikoliv. Zatim tedy zGstava
nejasné, zda pricinou imobilizace samcich gamet jsou fenolické latky nebo néjaké jiné
metabolity. Kromé jejich stavebni funkce jsou vylucované fenoly spole¢né s alginaty hlavnimi
slozkami lepivého materidlu, ktery je zodpovédny za pevné uchyceni mladého embrya

k substratu (Berglin, Delage, Potin, Vilter, & Elwing, 2004; Bitton et al., 2006; Schoenwaelder
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& Clayton, 1998a; Schoenwaelder & Wiencke, 2000). Podle autorti Bitton et al. (2006)
v pritomnosti vapenatych iontii, iontli bromu a peroxidazy tyto slozky vytvari trojrozmérnou
sit’, které jsou prisuzovany silné adhezivni vlastnosti.

Fysody se také podili na dalSich vyvojovych fazich embrya, konkrétné na jeho
polarizaci. Zhruba po 20 hodinach od oplozeni Ize pozorovat masivni produkci fysodi v oblasti
kolem jadra. Ty pak migruji podél aktinovych a mikrotubularnich vlaken k jednomu z poéla
zygoty, ktery se za¢ne protahovat a vyvijet v rhizoid (Obr. 4B), zatimco druhy po6l da vznik
samotné stélce (Schoenwaelder & Clayton, 1998a, 1998b; Schoenwaelder & Wiencke, 2000).
Rhizoidy se v prub¢hu svého dalsiho vyvoje prodluzuji, vétvi, pfi¢emz kazdy z nich na své
Spi¢ce udrzuje vysoky pocet fysodl, které pfinaSi material na stavbu bunétné stény
(Schoenwaelder & Clayton, 1998a).

Nakonec ptitomnost fysodu je nezbytna i pro tak zasadni proces, jakym je cytokineze.
Tato téliska se po probehlé karyokinezi akumuluji v roviné mezi jadry a urcuji pozici budouci
bunécné piepazky (Obr. 4C; Schoenwaelder & Clayton, 1998a; Schoenwaelder & Wiencke,
2000). Ptitom tento jev je znovu velmi zavisly na cytoskeletu, bez jehoz dynamiky k rozdéleni
bun¢k viibec nedojde (Schoenwaelder & Clayton, 1999b). Krom¢ vackul s polysacharidy jsou

do vznikajici bunécné stény rovnéz dopravovany i fenolické latky (Obr. 4D), které se tak stavaji

Obr. 4: Distribuce fysodl béhem ranych vyvojovych fazi embrya chaluh na snimcich z transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM). (A) Fysody na periferii mladé zygoty. Méritko = 2 um. (B) Fysody soustifedéné ve Spicce
vyvijejiciho se rhizoidu. Méfitko = 5 um. (C) Fysody se akumuluji v roviné budouci bunécné desky. Méfitko = 0,5
um. (D) Fysody podilejici se na tvorbé pricné prepazky. Méfitko = 0,5 um. (A) Fucus spiralis. (B)-(D) Hormosira
banksii. Zkratky: P fysody, Cp bunééna deska. Podle Schoenwaelder & Clayton (1998a); Schoenwaelder & Wiencke
(2000).



3.4. Sekundarni funkce florotaninu

Florotaniny se podili i na fad¢ interakci s biotickym a abiotickym prostfedim. Jsou
soucasti konstitutivni obrany mnoha chaluh. Existuje fada studii, které prokazaly jejich
deterentni u¢inek na mnoho herbivorti — motskych plzi, jezovek, krabti a také ryb (Anderson
& Velimirov, 1982; Geiselman & McConnell, 1981; Steinberg, 1985). Experimentalné bylo
prokazano, ze mnoho z téchto organismi upfednostituje potravu s niz§im obsahem fenolickych
latek. Naptiklad motsky plz Tegula funebralis, ktery je povazovan za potravniho generalistu,
si prednostné vybira kelpové chaluhy z faddu Laminariales vzhledem k jejich primérné nizkému
obsahu fenolt (Steinberg, 1985). K preferenci dochézi na urovni druhu i jedince, kdy naptiklad
generativni Casti stélky obsahuji vyrazné vetsi mnozstvi florotanini nez vegetativni casti
(Steinberg, 1984). Florotaniny, podobné jako hydrolyzovatelné a kondenzované taniny u
vysSich rostlin, jsou schopné srazet proteiny jejich vazbou do komplexti. Vazi jednak rozkladné
enzymy herbivora, ale rovnéz proteiny z rostlinné biomasy, ¢imz snizuji pfistup dusiku témto
organismiim (Bravo, 1998). Bylo naptiklad pozorovéno, Ze u jezovky rodu Strongylocentrotus
pii podavani chaluh s vys§im obsahem fenolii dochdzi ke zpomaleni somatického ristu a
menSimu objemu gonad (Larson, Vadas, & Keser, 1980). Zajimavé zjiSténi rovnéz poskytla
studie autord Toth & Pavia (2002), podle které je fasa Ascophyllum nodosum schopna reagovat
zvySenou produkci florotanini na chemické latky uvolfiované pfi spasani okolnich jedinct
(Obr. 5).

Vyznamna je i jejich schopnost absorpce v UV casti spektra. Naptiklad vysledky studie
Pavia et al. (1997) ukézaly, Ze zvySend intenzita UV-B zafeni muize vést k signifikantni nariistu
florotanini u tasy Ascophyllum, jejichz absorpéni spektrum zasahovalo do této oblasti.
S ohledem na vyskyt fysodil v perifernich ¢éastech stélky, kolem konceptékuli i v samotném
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stélky (Schoenwaelder, 2002a).
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4. Kumariny u sifonalnich zelenych ras

Zelené ftasy patiici do sesterskych tadi Bryopsidales a Dasycladales jsou
charakteristické tim, Ze jejich télo je tvofené jedinou obrovskou buiikou, ktera neni piepazena
pri¢énymi bunéénymi sténami — jedna se o sifonalni stélku (Menzel, 1980, 1988). Navzdory této
zdéanlivé omezujici skutecnosti jsou stélky sifondlnich zelenych fas ¢asto makroskopické a
tvarové diverzifikované (Menzel, 1988). VéEtsinu bunky zabird velka vakuola, kterd zatlacuje
cytoplazmu do kortikdlni vrstvy pod cytoplazmatickou membranu (Menzel, 1988).
V cytoplazmé se Casto nachazi velké mnozstvi jader, ale u nékterych zastupct jako
Acetabularia nebo Dasycladus je ptitomno jen jedno (Menzel, 1988; Ross, Kiipper, Vreeland,

Herbert Waite, & Jacobs, 2005).

4.1. Charakteristika kumarinu a jejich lokalizace na urovni bunky

V 80. letech minulého stoleti byly u nékterych zastupct ¢eledi Dasycladaceae z fadu
Dasycladales poprvé mezi fasovymi liniemi izolovany a identifikovany kumariny (Menzel et
al., 1983). Kumariny jsou skupinou fenylpropanoidii (Cs-C3), které vznikaji z kyseliny
skoficové hydroxylaci a naslednou intramolekularni esterifikaci (laktonizaci). Touto reakci
vznika zékladni kumarin umbeliferon (Obr. 6), od kterého jsou vSechny ostatni odvozeny
(Sollai, Zucca, Sanjust, Steri, & Rescigno, 2008). Kumariny jsou mezi krytosemennymi
rostlinami znaén¢ rozsifené, velké mnozstvi, kvalitativni i kvantitativni, je nalézdno zejména u
celedi Apiaceae, Rutaceae, Asteraceae a Fabaceae. Tyto latky chrani rostliny pied okusem ze
strany herbivorli a zamezuji invazi bakteridlnich a houbovych patogenti (Matos, Santana,

Uriarte, Abreu, Molina, & Yordi, 2015).

HO 0. 0O

=

Obr. 6: Strukturni vzorec umbeliferonu (7-hydroxykumarin). Podle Hopkins & Hiiner (2004).

Lze konstatovat, ze fasa Dasycladus vermicularis je modelovym druhem pro studium
fasovych kumarinli, nicméné tyto latky byly zjistény i u druhu Cymopolia barbata a lze
predpokladat, Ze je obsahuje 1 Batophora oerstedii (Kurth, Welling, & Pohnert, 2015; Menzel

et al., 1983). Menzel et al. (1983) jako prvni izolovali z extraktu z Dasycladus vermicularis tii



hlavni kumariny (1, 2 a 3), jejichZ kyselou hydrolyzou byly latky 1 a 2 kompletné pfeménény
na slouceninu 3, kterou autofi identifikovali jako 3,6,7-trihydroxykumarin (THyC). Nova studie
Hartmann et al. (2018) vSak ukézala, ze celkova skladba kumarint této fasy je komplexnéjsi.
Autofi izolovali z neposkozenych bunék ¢tyfi kumariny — THyC; 6,7-dihydroxykumarin-3-
sulfat (DHyCS); dasycladin A a dasycladin B (Obr. 7), pficemz dasycladin A pfedstavuje
majoritn¢ zastoupenou slouc¢eninu a THyC se vyskytuje jen ve stopovych mnozstvich. Podle
Welling et al. (2011) jsou sulfatované formy kumarint stabilni soucasti stélky, které jsou
do aktivni formy pfeménény pomoci sulfatdz. Aktivni formou tito autofi nazyvaji THyC, ktery

zastava dllezitou funkci pfi obnove integrity bunky (viz dale).

Obr. 7: Chemickd struktura kumarinli izolovanych z Dasycladus vemicularis; (A) dasycladin A, (B) 7-
hydroxykumarin-3,6-disulfat (dasycladin B), (C) 6,7-dihydroxykumarin-3-sulfat (DHyCS), (D) 3,6,7-trihydrokumarin
(THyC). Upraveno podle Hartmann et al. (2018).

Kumariny jsou u tasy Dasycladus vermicularis ptitomny v relativné vysokych
koncentracich, které se méni s hloubkou a i béhem roku, nicméné souc¢asna data neumoznuji
vyvozovat kone¢né zavéry (Goémez, Pérez-Rodriguez, Vinegla, Figueroa, & Karsten, 1998;
Hartmann et al., 2018). Stélky z hloubky 0,5 m z jizniho Spané&lska obsahuji kumariny zejména
v apikalnich &astech stélky (primérné 20 mg g! FW), které jsou vice vystavené sluneénimu
zéfeni, v bazalnich ¢4stech je pak koncentrace o néco mensi (primérné 12 mg g! FW; Gomez
et al. 1998; Pérez-Rodriguez et al. 2001, 2003). Zda se, ze kumariny nejsou v této fase
lokalizované ve specializovanych organelach, ale jsou soustfedéné ve dvou vrstvach, v rdmci
bunécné stény a okolo vakuolarni membrany (Pérez-Rodriguez et al., 2003). Podobné¢ jako jiné
fenolické latky maji 1 kumariny schopnost autofluorescence v modré ¢asti spektra po jejich

excitaci UV zafenim, coz usnadiiuje jejich vizualizaci na trovni bunky (Obr. 8).

10



Obr. 8: Autofluorescence kumarint ve dvou odlisenych vrstvach u Dasycladus vermicularis; (A) podélny fez, (B)

pricny fez. Upraveno podle Pérez-Rodriguez et al. (2003).

Kumariny u druhu D. vermicularis zastavaji vice funkci. Potvrzena byla jejich role
v ochrané bunéénych kompartmenti a fotosyntetického aparatu pfed nadmérnym UV zafenim
a také spoluicast na tvorbé zatek, které se vytvafi jako reakce na mechanické poSkozeni
(Pérez-Rodriguez et al., 2003; Welling et al., 2011). Dale byly u téchto latek nastinény jejich
antioxidativni a antibakteridlni vlastnosti, a nakonec potencidlni schopnost odpuzovat

herbivory (Menzel et al., 1983; Pérez-Rodriguez et al., 2001).

4.2. Role kumarinu v absorpci UV zareni

Dasycladus vermicularis je motsky druh rostouci v mélkych vodach tropickych
a subtropickych oblasti, znamy naptiklad z Kanarskych ostrovii, ostrovii v Karibském motfi,
Australie, Taiwanu a také z ptibfezi Sttedozemniho mote (Guiry & Guiry, 2019; Huang & Lu,
2006). Tato tasa je Casto soucasti spoleCenstev, které jsou vystaveny vysokym dennim davkam
slune¢niho zatfeni. Hodnoty PAR mohou v letnich mésicich v Mediteranu dosahovat 1 2 000
pmol fotonti m™ s nad vodni hladinou, zatimco denni davky UV zafeni ¢asto prevysuji 1 000
kJ m? (Gomez et al., 1998). Studie ukazuji, ze fotosynteticky aparat této fasy je na vysokou
miru ozéafenosti dobfe adaptovan. Toto tvrzeni podporuji napiiklad malé poklesy efektivniho
kvantového vytézku fotochemie PSII (4F/F,,") béhem letnich dni (niz8i nez 30 %) a soucasné
jejich uplna obnova béhem odpoledne (Gomez et al. 1998, Pérez-Rodriguez et al. 1998).

Jako ochranu pied relativné vysokymi davkami UV zatfeni D. vermicularis syntetizuje
kumariny (Gémez et al., 1998; Pérez-Rodriguez et al., 1998). Izolované THyC ma absorp¢ni
maximum v UV-A oblasti (342 nm) a mensi pik v UV-B (265 nm), podobné jako zbylé dvé
ziskané slouceniny (Menzel et al., 1983; Ross, Kiipper, et al., 2005). Podobné vysledky ziskali

11



1 Pérez-Rodriguez et al. (1998), kteti pomoci techniky HPLC izolovali také 3 slouceniny (blize
nespecifikované), absorbujici v UV-A (podle extrakéniho Cinidla v rozmezi 332-360 nm)
a mén¢ pak v UV-B oblasti (309 nm). Nicméné THyC se u neposkozenych bunék vyskytuje jen
ve velmi nizkych koncentracich, a tak za absorpci UV svétla jsou zodpoveédné sulfatované
formy kumarint, napt. DHyCS, které ma podobné absorp¢ni vlastnosti jako THyC (Welling et
al., 2011). Podle studie Pérez-Rodriguez et al. (2003) absorbuji ob& vrstvy kumarini zhruba
88 % dopadajiciho zafeni o vlnové délce 346 nm, tzn. jen 1,5 % z celkového zateni prochézi
do vakuoly. Vzhledem ke stile vysokym intraceluldrnim koncentracim kumarind, jejich
distribuci a schopnosti absorbovat zejména v UV-A oblasti jsou kumariny povazZovany
za pri¢inu zminéné nizké fotoinhibice této fasy (Gomez et al., 1998; Pérez-Rodriguez et al.,
2003, 2001).

Stimulem syntézy kumarinii je navzdory odliSnym absorpcnim vlastnostem podle
Gomez et al. (1998) hlavné¢ UV-B zafeni. V této studii autofi pozorovali niz§i hodnoty
absorbance (a tedy nizs§i koncentraci kumarinil) u vzorka vystavenych pfirozenému zafeni
s odfiltrovanym UV-B svétlem béhem ¢asnych odpolednich hodin (denni davky: PAR 11 000
kJm2 UV-A1411kJm? UV-B 16,2 k]l m?). Na druhou stranu vysoky obsah kumarini byl

zjistén i u vzorkl vystavenych po nékolik dni nizkym hodnotdam PAR (80 pmol fotonti m= s™).

4.3. Exkrece kumarinu do okolniho prostiedi

Kumariny nejsou jen intracelularni soucasti fasy, ale jsou rovnéz vyluCovany
neposkozenymi buiikami do okolniho prostiedi v zavislosti na nékolika abiotickych faktorech
(Menzel et al.,, 1983; Pérez-Rodriguez et al., 2001, 1998). Koncentrace exkretovanych
kumarint jsou oproti intracelularnim koncentracim mnohem nizsi (<0,4 mg g'! DW), pfesto
jsou jejich hodnoty dostatecné vysoké na to, aby byly pricinou hnédozeleného zbarveni okolni
morské vody. Exkrece je rovnéZ provazena posunem v absorpénim maximu z 332-352 nm na
388 nm, coZ naznacuje urcitou zmeénu ve strukture (Pérez-Rodriguez et al., 2001).

Miru exkrece kumarint do prostfedi ovliviiuje nékolik faktorti. Pérez-Rodriguez et al.
(1998) provedli pokus, ve kterém tfi skupiny stélek D. vermicularis vystavili po dobu 72 hodin
tfem riznym kombinacim PAR (32 pmol fotont m? s), UV-A (52,04 W m?) a UV-B (2,81
W m™2): (1) PAR + UV-A + UV-B (PAB); (2) PAR + UV-A (PA); (3) PAR (P). Soucasné s tim
meéfili v urcitych intervalech maximalni kvantovy vytézek (Fv/Fm) a miru exkrece kumarind.
Vysledky ukazaly, Ze vyrazna exkrece nastala po 24 hodinach u stélek vystavenych PAB

a samotnému PAR, které byly vice stresované (vykazovaly nizZsi F\/Fm) neZ stélky vystavené
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PAR + UV-A. Z toho plyne, Ze stimulem pro exkreci kumarinii miZe i v tomto pripadé byt
UV-B zareni, ale rovnéZz nizké hodnoty PAR, které nedosahovaly ani kompenzacniho bodu
fotosyntézy.

Timto fenoménem se zabyvala i prace Pérez-Rodriguez et al. (2001), ve které autori
vystavili stélky riznym intenzitdm PAR, teploty a salinity po dobu 24 hodin. Vysoka mira
exkrece (<0,4 mg g DW) byla predevsim pozorovana pfi vysokych (650 pmol fotoni m=2 s™)
a naopak nizkych (97 pmol fotonti m s') hodnotach PAR, coZ CasteCné potvrzuje vysledky
minulé studie. V pripadé vysoké hodnoty kvantové ozarenosti, byla zvySujici se exkrece
korelovana se znacnym poklesem efektivniho kvantového vytéZku AF/Fm’, nicméné za nizké
kvantové ozéarenosti zistdval pomér AF/Fm’ relativné vysoky. ZvySena teplota
a zvySena salinita jsou dalSimi indukujicimi faktory, nicméné pfislusSné hodnoty AF/Fm’
nenasvédcovaly, Ze by pti danych podminkach byly fotochemické procesy inhibovany. Navic
koncentrace exkretovanych kumarint byly v obou pfipadé nizZsi neZ pfi experimentech s PAR.

Jaky vyznam ma exkrece pro samotny druh vSak zatim neni dostatecné jasné. Podle
Pérez-Rodriguez et al. (1998) by pozorovana zména v absorp¢nim maximu mohla naznaCovat
strategii, jakou Yasa rozsifuje rozsah vlnovych délek, které je schopna absorbovat. Zadné
vysvétleni pro exkreci za vysokych a naopak nizkych hodnot PAR vSak zatim nebylo podano.
Z pohledu biotickych interakci by podle Menzel et al. (1983) vylu¢ované kumariny mohly
na povrchu stélky dosdhnout takovych koncentraci, které by inhibovaly rist epifytickych
mikroorganismu a zabranovaly vniku patogent. Tuto domnénku ¢aste¢né podporuji zjisténé
antibakterialni u¢inky THyC proti fad¢ terestrickych a motskych bakterii (Menzel et al., 1983).
Nicméné bylo zjiSténo, Ze vylucované kumariny mohou byt diky svym absorpcnim vlastnostem
prospésné pro okolni makrorasy a morské vyssi rostliny. Podle Pérez-Rodriguez et al. (2003)
se pri odlivu tyto latky mohou kumulovat ve vznikajicich tinich a vyznamné sniZovat intenzitu
UV zéteni, ktera se k vegetaci dostane. To potvrzuji i vysledky pokusu této studie, ve které
autori vystavili zastupce z riznych fasovych linii (Phaeophyceae, Rhodophyta, Chlorophyta)
a jeden druh motské travy pfimému slunecnimu zafeni po dobu jedné hodiny a jeZ byly
chranéné rtznymi koncentracemi THyC. Se zvySujici se koncentraci THyC v roztoku

vykazovaly Fasy niZsi miru fotoinhibice, coZ dokladaji vyssi hodnoty AF/Fm.

4.4. Funkce kumarinu v tvorbé ochranné zatky

Vzhledem k sifonalni morfologii stélky je pro tyto zelené fasy Zivotn¢ dulezité mit

k dispozici mechanismus, kterym lze pohotoveé reagovat na mechanické posSkozeni a zabranit
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tak velkym ztratdm cytoplasmatického obsahu a invazi patogenli (Menzel, 1980, 1988; Ross,
Kiipper, et al., 2005; Ross, Vreeland, Herbert Waite, & Jacobs, 2005). Timto mechanismem je
tvorba ptechodné zatky, pod jejiz ochranou dochéazi nasledné k obnové bunécéné stény. Zatky
rovnéZz prostorové oddéluji gametangia, sporangia a u né€kterych druhti 1 postranni vétve
od zbytku stélky, kterou nasledné chrani po degeneraci téchto struktur (Menzel, 1980).

Proces tvorby zatky 1ze shrnout do dvou fazi (Ross, Vreeland, et al., 2005). V prvni fazi
se v misté¢ poranéni vytvari gelovita struktura, ktera je pak ve druhé fazi dale zpeviiovana.
Latky, které se podileji na tomto procesu jsou mezi skupinami odlisné. U druhu Dasycladus
vermicularis se prvotni gelovita zatka vytvaii béhem prvni minuty od poskozeni a je zaloZena
zejména na interakcich lektinti s jejich pfislusnymi cukry (hlavné glukézou a galaktézou),
k nimz se postupné piidavaji dalsi interakce, napt. sulfatové mitstky sulfatovanych sacharid
(Ross, Vreeland, et al., 2005). Po 35-45 minutach nastdva druha faze, ve které dochazi
k zesitovani proteinti pomoci oxidovanych molekul kumarini. To vede k hnédnuti a dal§imu
zpeviovani pivodné gelovité zatky. Welling et al. (2011) pfedpokladaji, Ze mechanické
naruseni integrity buiitky mé za nasledek uvolnéni sulfataz z jejich kompartmentt, jez posléze
interaguji s neaktivnimi (sulfatovanymi) formami kumarini (dasycladin A a B). Ty jsou tak
pfeménény nejprve na monosulfatovany kumarin (DHyCS) a posléze na aktivni THyC
(Hartmann et al., 2018). Tyto molekuly pak slouzi spole¢n¢ s peroxidem vodiku,
produkovaném pii oxidativnim vzplanuti, jako substrat pro peroxidazu, jejiz aktivita byla
v oblasti poskozeni také potvrzena (Menzel, 1980; Ross, Kiipper, et al., 2005). Vysledkem jsou
oxidované molekuly THyC, které¢ pak mohou reagovat s thiolovymi skupinami (—SH), pfip.
aminoskupinami (—-NHz) nékterych aminokyselin (cystein, lyzin), které jsou soucasti peptid
a proteinil, a vytvafet tak trojrozmérnou sit’” dodavajici zatce potfebnou pevnost (Welling,
Pohnert, Kiipper, & Ross, 2009; Welling et al., 2011). Proces druh¢ faze je shrnut na Obr. 9.
Analogicky prub¢h tvorby zatky 1ze vysledovat i u ostatnich sifonalnich fas, ale na procesu se
podileji jiné latky nez kumariny. Napt. Caulerpa taxifolia ztédu Bryopsidales vyuziva
acetylovany seskviterpen caulerpenyn, ktery je pifi mechanickém poSkozeni pfeménén
v reaktivnéjsi slouceninu, jez pak odpovida za propojovani proteinti do rigidniho biopolymeru

(Adolph, Jung, Rattke, & Pohnert, 2005).
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Obr. 9: Sulfatované kumariny (zde zastoupeny DHyCS) jsou v prvnim kroku preménény pomoci sulfatazy na THyC.
Ty jsou nasledné peroxidazou oxidovany za vzniku reaktivnich produktd, které jsou schopné reagovat s nékterymi
funkénimi skupinami aminokyselinovych zbytkd nachézejicich se v proteinech. Vysledkem je sit proteind

vzajemné provazanych pomoci kumarinovych molekul. Upraveno podle Welling et al. (2011).

4.5. Dalsi mozné funkce kumarinu

Pérez-Rodriguez et al. (2001) se také domnivaji, Ze by kumariny mohly byt soucasti
antioxidativniho systému, kterym se fasa brani reaktivnim formam kysliku, jeZ mohou ve vétsi
mife vznikat pfi vysokych davkach slunec¢niho zateni a zvySené teploté. Jejich prace potvrzuje
vyznamné antioxidativni vlastnosti extrahovanych kumarind in vitro a pfirovnava je
k antioxidativnim vlastnostem kyseliny askorbové. Na druhou stranu jsou kumariny v butikach
fasy Dasycladus pritomné ve specifickych vrstvach, a tak neni jisté, zda se jejich antioxidativni
potencial miZe in vivo realizovat (Pérez-Rodriguez et al., 2003).

Vzhledem k vysokym intracelularnim koncentracim nelze vyloucit ani jejich mozZné
deterentni ucinky na nékteré herbivory. Toto potvrzuji i pozorovani ze Spanélské Almerie, kde

se fasa vyskytovala spolu s Cetnymi populacemi moiskych jezki (Pérez-Rodriguez et al., 2001).
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5. Fenolické latky u spajivych ras

Zygnematophyceae neboli spdjivé fasy jsou skupinou sladkovodnich zelenych fas
pattici do skupiny Streptophyta. Jsou zaroven druhoveé nejbohatsi skupinou streptofytnich fas,
zahrnujici vlaknité rody jako Spirogyra nebo Zygnema a jednobunécné krasivky. Jejich zivotni
cyklus se vyznacuje absenci pohyblivych stadii a specialnim typem pohlavniho rozmnozovani
— konjugaci, jejimz vysledkem je vznik rezistentni a dormantni zygospory (Stancheva, Sheath,
& Hall, 2012). Jsou kosmopolitné rozsifené ve stojatych i tekoucich vodach, v raselinistich, ale
1 v extrémnich biotopech, které ¢asto vyzaduji specifické adaptace, naptiklad na povrSich pid
(Holzinger, Tschaikner, & Remias, 2010), v polarnich hydro-terestrickych biotopech
(Holzinger, Roleda, & Liitz, 2009) nebo na povrchu ledovcl (Remias, 2012).

5.1. Charakteristika fenolickvch latek u spajivvch ras

Zejména v pribéhu tohoto desetileti se objevuje ¢im dal tim vice studii potvrzujici
ptitomnost fenolickych latek u zygnematofytnich fas. Nékteré z téchto slouc¢enin byly rovnéz
strukturné charakterizovany, jindy byla urcena jen jejich fenolickd povaha. Fenolické latky byly
doposud zjistény u rodu Spirogyra (Nishizawa et al., 1985), Zygnema (Pichrtova et al., 2013),
Zygnemopsis (Figueroa et al., 2009) a druhtit Zygogonium ericetorum (Aigner, Remias, Karsten,
& Holzinger, 2013), Mesotaenium berggrenii (Remias, Schwaiger, et al., 2012) a Ancylonema
nordenskiéldii (Remias, Holzinger, Aigner, & Liitz, 2012). Casto se opakujicim motivem je
kyselina gallova, ktera miize byt soucasti gluk6zového polymeru (Newsome et al., 2013), nebo
muze vytvaret tzv. gallotaniny (Obr.10), ve kterych jsou molekuly kyseliny vazany k centralni

molekule glukézy (Nishizawa et al., 1985).
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Obr. 10: Priklad chemické struktury gallotaninu izolovaného z rasy Spirogyra. Podle Niemetz & Gross, 2005.



Jejich funkce spociva zejména v predchdzeni negativnich ucinkd UV zéafeni nebo
detoxifikaci nadmérného mnozstvi iontl Zeleza v prostfedi (napt. Herburger, Remias, &
Holzinger, 2016; Pichrtova et al., 2013). Nelze vylouc¢it ani jejich roli v ochrané
pfed reaktivnimi formami kysliku, jejichz formace miZe pfedchozi zminéné stresory
doprovazet, nebo pfed potencidlnimi herbivory (Remias, Holzinger, et al., 2012; Remias,
Schwaiger, et al., 2012). Syntéza fenolickych latek je pro tyto fasy, obyvajici Casto zivinami
chud¢ biotopy, vyhodna (Aigner et al., 2013). Vzhledem k tomu, Ze jejich struktura je slozena
pfevazné z atomu uhliku, neni jejich akumulace ndrocné na dalsi zdroje, predevsim dusik. Ten
je naopak integralni soucasti mykosporinu podobnych aminokyselin, které mnohé jiné fasy
vyuzivaji jako UV absorbujici slouceniny (Aigner et al., 2013; Herburger et al., 2016; Karsten,
Friedl, Schumann, Hoyer, & Lembcke, 2005; Pichrtova et al., 2013; Remias, Holzinger, & Liitz,
2009).

Nasledujici podkapitoly se zabyvaji jednotlivymi zastupci, u kterych byly fenolické
latky identifikovany. Krom¢ chemického charakteru téchto latek je zdliraznéna jejich role

v ekofyziologii daného druhu.

5.2. Mesotaenium berggrenii a Ancylonema nordenskioldii

Rasy Mesotaenium berggrenii a Ancylonema nordenskioldii jsou psychrofilni
organismy, které poristaji holé ledovcové plochy v mnoha polarnich i alpinskych oblastech
(Remias, 2012; Remias, Holzinger, Aigner, & Liitz, 2012; Remias, Holzinger, & Liitz, 2009).
Ptizna¢né se jim také tiké ledovcové tasy, z angl. ice algae. M. berggrenii je jednobunécna
kokalni fasa, kterd obsahuje 1-2 chloroplasty a nékolik vakuol naplnénych tmavé hnédym
hydrofilni pigmentem (Obr. 11A; Remias et al., 2009; Remias, Schwaiger, et al., 2012).
A. nordenskiéldii je naopak vlaknitd fasa, jejiz bunky obsahuji dva parietalni chloroplasty a
prominentni hnédé vakuoly kryjici jadro, plastidy a dalsi organely (Obr. 11B, 11C; Remias,
Holzinger, et al., 2012). U obou fas bylo pozorovano, ze pigmentace vakuol v laboratornich
podminkach (nizké hodnoty PAR) postupné slabne (Remias, Schwaiger, et al., 2012).

Ve svém prirozeném prostiedi se ledovcové fasy potykaji s celou fadou abiotickych
stresovych faktort, na které se musely v pribéhu evoluce adaptovat. Témi hlavnimi jsou
celoro¢né nizké teploty, nizka dostupnost vody a Zivin a kratkd vegetacni sezdna, ktera je
omezena jen na nékolik tydnt béhem léta, kdy tdnim sné¢hové pokryvky zacind byt voda
pro fasy znovu dostupna (Remias, 2012; Remias et al., 2009; Remias, Schwaiger, et al., 2012).

Ve vétSich nadmotskych vyskach mohou zvysSené hodnoty PAR a UV zafeni predstavovat dalsi
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ptekazku pro Zivot organismu. Napf. Remias et al. (2009) naméfili na ledovci Tiefenbach
v Rakouskych Alpach (3000 m n. m.) v poloving ¢ervence hodnoty PAR dosahujici 2 000 pmol
fotonti m? s a maximalni divky UVA a UVB, které Cinily 61,54 W m™ a 0,286 W m™.
Experimenty meéfici fotosyntetickou aktivitu vSak nezaznamenaly pokles v dasledku
fotoinhibice ani pti vysokych hodnot PAR (1 378 pro M. berggrenii a 1 900 umol fotonti m? s
U pro A. nordenskiéldii; Remias, Schwaiger, et al., 2012).

Obr. 11: (A) Bunky Mesotaenium berggrenii var. alaskana s jednim chloroplastem a silnou pigmentaci. Méfitko
=10 um. Podle Remias et al. (2009). (B) Postranni pohled na vldkno fasy Ancylonema nordenskiéldii se dvéma
chloroplasty chranénymi intenzivni pigmentaci. Méfitko = 10 um. (C) Pficny fez fasou A. nordenskiéldii
na snimku z TEM. Vakuoly s UV absorbujicimi slou¢eninami dokonale obklopuji jadro a chloroplast. Méritko = 2

um. Zkratky: V vakuola, N jadro. Podle Remias, Holzinger, et al. (2012).

Jednou z adaptaci ledovcovych fas na popsané podminky prostiedi je akumulace
hnédého hydrofilniho pigmentu ve vakuoldch. Jeho podstatou je u M. berggrenii ptevazné
monoglykosid kyseliny purpurogalinové (Obr. 12), v mensi mife je pak zastoupen i jeji
spektra (Remias, Schwaiger, et al., 2012). Porovnanim absorp¢nich spekter extraktii
fenolickych latek z obou fas je pravdépodobné, ze stejné latky jsou soucasti vakuoldrniho
pigmentu i u 4. nordenskioldii (Remias, Holzinger, et al., 2012). Vzhledem k jejich absorpénim
charakteristikam a lokalizaci vakuol v buiikdch obou druhti je ziejmé, ze tyto latky chrani
bunécné kompartmenty a fotosynteticky aparat pred skodlivymi u¢inky UV zafeni a pfemirou
fixované energie (Remias, Holzinger, et al., 2012; Remias, Schwaiger, et al., 2012). Na druhou
stranu populace M. berggrenii a A. nordenskioldii z polarnich oblasti vykazuji podobnou miru
pigmentace, ptestoze hodnoty UV jsou podstatné nizsi. Naptiklad Remias, Holzinger, et al.

(2012) naméfili hodnoty PAR 2x, UV-A 2,6x a UV-B 4,5x nizsi oproti hodnotam na ledovci
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Tiefenbach (viz vyse). Je tedy moZné, Ze identifikované fenolické latky slouzi i k dal$im
ucelim. Remias, Schwaiger, et al. (2012) se domnivaji, ze by se mohlo jednat o chemickou
obranu pted potencidlnimi spasaci (chvostoskoky), kteti se v polarnich ledovcovych oblastech
bézné vyskytuji (Remias, 2012; Remias, Schwaiger, et al., 2012). Nakonec jejich syntéza mize
pfedstavovat zplisob, jakym se tyto organismy vypotfadavaji s pfemirou fixované energie,
kterou vzhledem k nizké dostupnosti Zivin nelze investovat do ristu nebo rozmnozovani

(Remias, Schwaiger, et al., 2012).
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Obr. 12: Chemicka struktura kyseliny pupurogalinové-6-O-B-D-glukopyranosidu (A) a jeji absorpcni spektrum

zasahujici do celé oblasti UV a ¢asti VIS spektra (B). Podle Remias, Schwaiger, et al. (2012).

5.3. Zygnema

Akumulace fenolickych latek byla rovnéZ prokdzana u rodu Zygnema, jehoz vegetativni
buiiky jsou charakteristick¢é dvéma hvézdovitymi chloroplasty (Pichrtova et al., 2013). Tato
fasa se vyskytuje kosmopolitn¢, dokonce i v polarnich oblastech, kde roste v mélkych tlnich,
potocich nebo polo-terestricky na povrchu mokrych pid, ¢imz je vystavena pifimému
svételnému zafeni (Holzinger et al., 2009). Pomoci techniky HPLC byla zjisténa piitomnost
nékolika fenolickych slou€enin u tii polarnich kment a jednoho z temperatni oblasti, nicméné
jejich konkrétni chemicka struktura zatim zstava nejasna (Holzinger et al., 2018; Pichrtova et
al., 2013). Prométeni absorpcnich spekter hlavnich slou€enin ukazalo, ze tyto latky absorbuji
v UV-A a v UV-B oblasti, a u jedné byla zjisténa absorbance dokonce i v ¢asti VIS spektra
(Pichrtova et al., 2013). Tito autofi se rovnéz domnivaji, ze identifikované fenoly jsou
skladovany na periferii buiiky ve vakuolach a kulatych elektrondenznich téliscich o praméru
400-600 nm (Obr. 13), které vzhledem piipominaji fysody pfitomné u chaluh a které rovnéz
obsahuji latky fenolického charakteru (Pichrtova et al., 2013).
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Autofti Pichrtova et al. (2013) ve svém experimentu vystavili 3 polarni kmeny (B, E, G)
zvySenému pomeéru UV ku PAR s pievladajicim UV-A zafenim po 7 dnl (primémé hodnoty
ginily 38.1£3.9 umol m 2 s ! PAR, 3.22+1.69 W m 2 UV-A and 0.018+0.015W m 2 UV-B).
Piestoze stresova odpoveéd byla mezi jednotlivymi kmeny do ur€ité miry odlisnd, ve vSech
ptipadech byl pozorovan pokles fluorescen¢niho parametru Fy/Fu a nartist obsahu fenolickych
latek, ktery byl vSak signifikantni jen u kmene E. Ten 1 zaroven vykazoval celkové nejvyssi
hodnoty Fv/Fwm, coZz spoleéné se znamkami nepozménéné ultrastruktury a lokalizaci
elektrondenznich télisek na periferii poukazuje na roli fenolickych latek jako efektivnich UV
protektantii. Navic by mohly chranit bunécné komponenty i pfed nadmérnym fotosynteticky
aktivnim zafenim, které miZze rovnéZ stat za fotoinhibici a produkci ROS. Zygnema vsak
k tomuto ucelu zfejmé vyuziva i dalSich mechanismt jako napi. produkci extracelularniho
slizu. Tento jev byl patrny u kmene B, ktery zaroven obsahoval celkové nejniz§i hodnoty
fenolickych latek na jednotku hmotnosti, ale hodnoty F./Fm naznacovali jen nizkou miru
fotoinhibice. Na druhou stranu relativné vysokych obsah fenolickych latek byl v tomto pokusu
nameéien uz u kontrolnich vzorkli kmene G, ktery, jak vyplyva z relativné nizkych hodnot F./Fu,
byl znaéné stresovan. Je tedy pravdépodobné, ze k akumulaci fenolickych latek mtize dochazet
i za jinych podminek, napt. v disledku nizkych
hodnot PAR, pfi kterych byla pozorovan zvySeny
obsah kumarini u sifondlni ftasy Dasycladus
vermicularis (Pérez-Rodriguez et al., 2001).
Aplikace UV méla pak za nasledek zmény
v ultrastruktufe mitochondrii a rozpad chloroplasta.
Dal$im adaptacnim mechanismem, jakym se
Zygnema muze branit UV je tvorba narostl, kde
horni vldkna poskytuji ochranu vlaknim lezicim |

v niz8ich vrstvach (Holzinger et al., 2009).

Obr. 13: Ultrastruktura fasy Zygnema kmene B na snimku z TEM. Fenolické latky jsou pravdépodobné skladovény
ve vakuolach (V) a elektrondenznich téliscich (Sipky). Zkratky: Chl chloroplast, CW bunécnd sténa, G Golgiho

komplex, M mitochondrie, Py pyrenoid. Méfitko = 2 pm. Podle Pichrtova et al. (2013).

Rod Zygnema je rovnéz schopny tvofit tzv. pre-akinety. Jednd se o modifikované
vegetativni bunky, které se vyznacuji se ztloustlou bunéfnou sténou, vysokym poctem

lipidickych télisek v cytoplazmé a schopnosti se aklimovat na desika¢ni podminky, kterym
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Zygnema v polarnich oblastech musi ¢elit (Pichrtova, Hajek, & Elster, 2014). Na druhou stranu
studie Holzinger et al. (2018) prokézala vyssi UV toleranci vegetativnich bunék v porovnani
s pre-akinetami. Autofi zde mladé vegetativni buiiky a pre-akinety tifi kmena (z Antarktidy,
Arktidy a temperatu) po dobu 3 dnfi hodnotam PAR (400 umol fotond m 2 s™!) v kombinaci
s UV-A (5,7 W m2; PA), nebo PAR soudasné s UV-A a UV-B (10,1 a 1,0 W m 2; PAB).
Vysledky potvrdily pozorovani predeslié studie, tedy ze UV zéfeni iniciuje syntézu fenolickych
latek, a to v piipad€ vegetativnich bunck 1 pre-akinet (Obr. 14). AvSak diky aktivnimu
metabolismu byl obsah fenold u vegetativnich bun¢k signifikantné vyssi. Tyto mladé bunky
byly tak 1épe chranény pred Skodlivymi uc¢inky UV zéfeni, coz také potvrzuje skutecnost, Ze u
vegetativnich bun¢k doslo k vyraznéjsi obnoveé pocatecnich hodnot Fyv/Fum po jejich prvotnim
poklesu. Rozdil v obsahu fenolickych latek mezi PA a PAB nebyl signifikantni, nicméné ve
vétsin¢ pripadd byly primérmé hodnoty vyssi v ptipad¢ PAB oSetfeni, coz potvrzuje i
pozorovany vyssi pocet elektrondenznich télisek v bunice, které podle Pichrtova et al. (2013)
mohou obsahovat zminéné UV absorbujici slouceniny. Avsak diky aktivnimu metabolismu byl
obsah fenolli u vegetativnich bunck signifikantn¢ vyssi. Tyto mladé bunky byly tak 1épe
chranény pred skodlivymi ucinky UV zéfeni, coz také potvrzuje skutecnost, Ze u vegetativnich
buné¢k doslo k vyrazngjsi obnove pocatecnich hodnot Fv/Fum po jejich prvotnim poklesu. Rozdil
v obsahu fenolickych latek mezi PA a PAB nebyl signifikantni, nicméné ve vétSin€ piipadi
byly primérné hodnoty vyssi v piipadé¢ PAB oSetieni, coz potvrzuje 1 pozorovany vyssi pocet
elektrondenznich télisek v buiice, které podle Pichrtova et al. (2013) mohou obsahovat zminéné
UV absorbujici slouceniny.

80001 Obr. 14: Celkovy obsah fenolickych latek, vyjadeny
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5.4. Zygnemopsis

Rod Zygnemopsis je morfologicky velmi podobny rodu Zygnema, piesto si nejsou blizce
piibuzné (Pichrtova, Kulichova, & Holzinger, 2014). Existuje pouze jedind studie zabyvajici se
fenolickymi latkami u tohoto rodu (Figueroa et al., 2009). Autofti zde sledovali miru adaptace
druhu Zygnemopsis decussata z vysokohorského jezera La Caldera (3 050 m n. m.) v jiznim
Spanélsku na vysoké hodnoty ozatenosti. Ty jsou navic pii priichodu svétla vodou jen mirné
zeslabovany, protoze lokalni koncentrace rozpusténych organickych ¢astic je velmi nizka, a
tudiz je Zygnemopsis predmétem vysokych dévek zareni. Napftiklad v této studii byly kolem
polednich hodin v priibéhu gervence naméieny hodnoty 1670 pumol fotonti m 2 s™! PAR, 47,56
W m™? UV-A a 1,88 W m? UV-B. Nejvyssi obsah fenolickych latek byl naméfen u stélek z 0,5
m hloubky (zhruba 9 mg g! DW), které navic vykazovaly nejvyssi fotosyntetickou aktivitu
(vysoké hodnoty maximalntho ETR a pocatecniho sklonu indukéni kiivky)
a nizkou miru fotoinhibice béhem dne (vysoké hodnoty Fv/Fwm), coz poukazuje na fenoly jako
na ucinnou ochranu fotosyntetického aparatu pfed UV zafenim. Podobné vysledky navic ziskali
1 Pichrtova et al. (2013) u rodu Zygnema kmene E, ktery dosahoval nejvyssich hodnot Fy/Fu a
zaroven obsahoval nejvétsi mnozstvi fenolt. Maximalni hodnoty ETR byly u stélek z 0,1 m a
1 m hloubky mnohem niZi (cca 5x), stejné jako jejich obsah fenolickych latek (<2 mg g! DW).
Prvni ptipad je mozné vysvétlit pomoci fotoinhibice, kdy zafeni v 0,1 m hloubky je prichodem
vodnim prostiedim jen mirn¢ zeslabeno a plisobi negativné na fotosynteticky aparat, zatimco
na poklesu fotosyntetické aktivity v druhém ptipad€ se podileji odlisné aspekty, které autoti
dostateéné nevysvétluji. Rovnéz neni jasné, pro¢ stélky v 0,1 m rovnéz neakumuluji UV
absorbujici slouceniny, kdyz jsou pod mnohem vétSim stresem z nadmérného ozatreni
v porovnani se stélkami z 0,5 m. Koncentrace fenolickych latek byla navic stanovovana pomoci
spektrofotometrické metody (Folin-Ciocalteu), ktera je oproti metodé¢ HPLC méné spolehliva,

takze vysledné koncentrace nemusi byt presné (Pichrtova et al., 2013).

5.5. Zygogonium ericetorum

Zygogonium ericetorum je extremofilni organismus, ktery ma k dispozici fadu
mechanismi, které mu umoziuji obyvat biotopy jako jsou pudni krusty (Holzinger et al., 2010;
Hoppert et al., 2004), kysel¢ thiky s vysokym obsahem kovovych ionti (Herburger et al., 2016)
nebo vysokohorské vysychavé potoky (Aigner et al., 2013). V téchto podminkach je nutné

chranit se zejména pred vysokou intenzitou VIS a UV zateni, pravidelnou desikaci nebo rizikem
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toxicity, které kovové kationty (Fe**, AI**, Zn*") v nadmérném mnoZstvi predstavuji (Aigner et
al., 2013; Herburger et al., 2016; Holzinger et al., 2010).

Bylo pozorovano, ze tato fasa vytvari v riznych podminkach dva fyziologicky odlisné
typy vlaken (nazyvané také morfotypy): 1) tmave purpurova az hnéda vlakna, ktera se vyskytuji
pfedevsim v kyselejSich prostfedi a kterd jsou vystavend pfimému slune¢nimu zateni (Obr.
15A, 15B) a 2) zelena vldkna (Obr. 15C, 15D), jeZ se nachazi uloZzena pod vrstvou purpurovych
vlaken nebo rostou spole¢né s dal§imi spajivymi fasami (Zygnema, Spirogyra) v prostiedi
s neutralnim pH (Aigner et al., 2013; Herburger et al., 2016). V oblasti horského potoka, kde
byly ptikladné narosty purpurovych a zelenych vldken pozorovany, naméfili Aigner et al.
(2013) vysoké hodnoty PAR a UV zafeni (2 100 umol fotondi m 2 s™! PAR, 59,6 W m?2 UV-A
a 0,38 W m? UV-B). Vzhledem k témto popsanym skute¢nostem tito autofi predpokladali
efektivni fotoprotekci zejména u purpurovych vlaken. Jejich hypotézu potvrdilo méteni
fotosyntetické aktivity (PI kiivka vyjadiend jako rETR vs. PAR). Oproti zelenému morfotypu
byla u purpurovych vlaken hodnota rETRmax 3x vys$§i, podobné jako satura¢ni bod fotosyntézy,
indikujici vyS$s$i svételné naroky. Fotoinhibice nebyla pozorovdna ani pii nejvyssSich
aplikovanych hodnotach PAR (406 umol fotonti m 2 s~ 1), zatimco pokles fotosyntetické aktivity

2

byl u zeleného morfotypu pozorovan uz pii 100 umol fotoni m™2 s~!. Svételnou adaptaci

purpurového morfotypu rovnéz svym métfenim potvrdili i Herburger et al. (2016).

Obr. 15: Purpurovy morfotyp — makroskopicky vzhled (A) a snimek z mikroskopu (B). Zeleny morfotyp —
makroskopicky vhled (C) a snimek z mikroskopu (D). Méfitka: X, Y =1 cm; X, Y = 20 pm. Podle Aigner et al. (2013).

Za fotoprotekci stoji zeyména fenolické latky, které jsou po kvalitativni i1 kvantitativni
strance vice zastoupeny v purpurovém morfotypu. Pozitivni vysledek metody Folin-Ciocalteu
ukazal, ze Cast ztéchto fenoli predstavuji hydrolyzovatelné taniny, konkrétn¢ gallotaniny
(Aigner et al., 2013). Molekuly kyseliny gallové jsou rovnéZ soucéasti bohaté vétveného

glukézového polymeru, v rAmci kterého jsou schopné vazat Fe** ionty do komplext (Obr. 16).
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Vznikly gallatovy komplex je schopny absorbovat v UV-AB oblasti a také ve VIS ¢asti spektra
a je rovnéz pri¢inou purpurového zbarveni pigmentu (Newsome et al., 2013). Také dalsi
izolované slouceniny byly schopné UV absorpce (Aigner et al., 2013). VSechny tyto latky jsou
lokalizované v rizné velkych vakuolach, které na snimcich z TEM od autort Aigner et al. (2013)
dokonale obklopuji centrdlni cytoplasmatickou ¢ast sjadrem, chloroplasty a dalSimi
organelami. Vzhledem k tomuto uspofadani je tak prochéazejici svételné zareni (VIS 1 UV) do
Jisté miry zeslabeno a poSkozeni bunéCnych struktur minimalizovano (Aigner et al., 2013).
Krom¢ vakuol by mohly fenoly obsahovat i elektrondenzni téliska o priiméru kolem 1 pm, které
byly nalézany v blizkosti chloroplastti (Aigner et al., 2013; Holzinger et al., 2010). Tyto
struktury byly rovnéz pozorovany u rodu Zygnema a vzhledem piipominaji florotaniny
obsahujici fysody u hnédych fas (Pichrtova et al., 2013). Schopnost zelenych vlédken tolerovat
vysokou miru VIS a UV zafeni je naproti tomu relativné nizka. Jejich adaptaci se zda byt riist
v nizsich vrstvach narostii pod purpurovym vlakny, kde je zafeni UV absorbujicimi latkami
zeslabeno (Aigner et al., 2013). Tuto domnénku podporuji pozorovani z polarnich oblasti, kde

Zygnema tvoii podobné nékolika vrstevnaté narosty (Holzinger et al., 2009).

0 OH, OH

HO
' ™ OH
OH OH; O

Obr. 16: Komplex dvou molekul kyseliny gallové a Zelezitého iontu jako soucdst glukézového polymeru.

Podle Newsome et al. (2013).

Vazba Fe** iontd do gallatovych komplexti a jejich uskladnéni ve vakuolach rovnéz
predstavuje detoxifikaéni mechanismus, kterym Zygogonium snizuje riziko bunécného
poskozeni v disledku nadmérné koncentrace téchto iontli cytoplazmé (Herburger et al., 2016).
Zelezo je biogenni prvek, ktery je ve stopovém mnozstvi dileZity pro funkci mnoha enzymi.
Na druhou stranu jeho vysoké koncentrace v bunkach zplisobuje oxidativni stres formaci
reaktivnich forem kysliku, naptiklad v procesu Fentonovy reakce (Winterbourn, 1995). Protoze
se tato fasa bézné nalézéd v acidickych prostfedich, pfedstavuji kovové ionty vcetné Zeleza
potencialni nebezpeci (Herburger et al., 2016). Krom¢ zminéné chelatace vyuziva Zygogonium
jesté tvorbu aplanospor, které pii svém vzniku v rodi¢ovskych bunikach vytlacuji purpurovy
pigment s Fe*" ionty mimo sv{ij obsah a nasledn& kli¢i jako zelend vegetativni vlakna

(Herburger et al., 2016; Stancheva et al., 2014). Fenolické latky mohou rovnéz plnit roli
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antioxidativnich latek, které zhasi ROS vzniklé at’ uz pfi nadmérném ozafeni nebo v dusledku
9

pusobeni kovovych ionti (Herburger et al., 2016).

5.6. Spirogyra

U ftasy Spirogyra byly jako vibec u prvni zelené fasy identifikovany fenolické latky
(Nishizawa et al., 1985). Tito autoii soucasné objasnili, Ze se jedna o smés gallotaninti, kde jsou
molekuly kyseliny gallové, prip. digallové, esterové vazané v rizném poctu k centralni
molekule glukézy. Nekteré z téchto latek vykazuji napf. antibakteridlni vlastnosti (Cannell,
Farmer, & Walker, 1988), nicméné ekofyziologicka stranka fenolickych latek u této fasy
zustava zcela nepopsand. Je vSak zajimavé, Ze v pfitomnosti Zeleza Spirogyra rovnéz
produkovala purpurovy pigment jako v ptipadé¢ Zygogonium ericetorum (Allen & Alston,
1959). Ztejme za to mtize tvorba podobného komplexu pomoci gallovych kyselin, ale Spirogyra
se zdd byt mnohem vice senzitivni na zvySenou koncentraci tohoto kovu, jak vyplyva

z pozorovani téchto autori.
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6. Lignin a flavonoidy u ras

Tato kapitola se vénuje fenolickym slou¢eninam, které byly po dlouhou dobu spojovany
pouze s vy$§imi rostlinami — ligninu a flavonoidiim. Obé¢ tyto skupiny zcela jisté sehraly
dilezitou roli v evoluci vyssich rostlin v terestrickém prostiedi, které klade zcela odlisné naroky
na zivot (de Vries & Archibald, 2018). Ptitom se zd4, Ze schopnost syntézy ligninu a flavonoidii
neni vysadni vlastnosti embryofyt, ale pravdépodobné jde, alespon v piipadé flavonoidd,
o vlastnost velmi konzervovanou (Goiris et al., 2014). V posledni dobé se objevuje ¢im dal tim
vice studii, jejichZ cilem je objasnit pocatky biosyntetické drahy zminénych latek. Vyuzivaji
k tomu celou fadu riznych metod — od vysoce citlivych chromatografickych metod,
po cytochemické a genetické analyzy, jejichZ snahou je identifikace homologickych geni
fenylpropanoidové a flavonoidové drahy mezi fasami a rostlinami. V téchto dvou nasledujicich
podkapitolach je pozornost vénovana predev§im tém studiim, které pfimo potvrzuji ptitomnost

ligninu a flavonoidu v fasach.

6.1. Lignin

Lignin je velmi pevnd a odolnd latka, kterd se ukldda pfedev§sim v sekundarnich
bunéénych sténach sklerenchymu a xylémovych buitkach vodivych pletiv. Jeho pfitomnost
umoziiuje rostlindm vzpiimeny rist, ale také kontinuélni pritok transpirac¢niho proudu z kotenti
do vrcholovych c¢asti rostlin 1 pod vysokym tlakem. Z chemického hlediska je lignin velmi
slozity trojrozmérny polymer skladajici se ze tfi zakladnich monolignolti (Obr. 17). Ty nélezi
mezi fenylpropanoidy, skupinu fenolickych latek spoctem uhliku Cs-Cs, které jsou
syntetizovany fenylpropanoidovou drahou v cytoplazmé. Po jejich transportu do bunééné stény
jsou monolignoly oxidovany pomoci peroxidaz a nasledné podstupuji radikélovou polymeraci,
ktera vede kjejich vzajemnému propojovani a rovn€z propojovani s dalSimi slozkami

polysacharidové bunécné stény (Hatfield & Vermerris, 2001; Labeeuw et al., 2015).

OH OH OH

OCH;  H,CO OCH,
OH OH OH
A B C

Obr. 17: Tri zakladni monolignoly podilejici se na stavbé ligninu: (A) p-kumarylalkohol, (B) koniferylalkohol,

(C) sinapylalkohol. Podle Hatfield & Vermerris (2001).
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Mezi fasovymi liniemi byl lignin spolehlivé identifikovan u dvou vzdalené ptibuznych
zastupcl ze skupiny Coleochaetophyceae (Streptophyta) a Florideophyceae (Rhodophyta).
V ptipad¢ sladkovodni zelené tasy Coleochaete byl lignin identifikovan u vSech tfi
zkoumanych druhd. Piestoze jeho mnozstvi bylo minimalni (25 pg g”! bun&ené stény oproti 25
mg g’ u Arabidopsis thaliana), pouzité metody jasné prokazuji, Ze monolignoly v bunéénych
sténach podstupuji radikadlovou polymeraci typickou pro lignifikaci (Serensen et al., 2011).
Druhym ptipadem je motska koralinni ruducha Calliarthron cheilosporiodes, ktera, na rozdil
od Coleochaete, obsahuje vSechny tii zakladni monolignoly a ty stejné tak i zde podstupuji
lignifikaci. Vysledny lignin je zde lokalizovan ptedev§im v bunéénych sténach bunck, které se
nachazi na periferii nekalcifikovanych genikuli (Obr. 18). Tyto bunky neobvykle pro fasové
organismy ukladaji po ukonceni svého ristu sekundarni bunécnou sténu, ktera obsahuje zhruba
I miligram ligninu na gram bunécné stény. Podle autorti se lignifikace u této fasy vyvinula jako
reakce na mechanicky stres vyvolany aktivitou vin v intertiddlu. Ten je nejvyraznéjsi
v perifernich ¢astech genikulu, na coZ Calliarthron odpovida uklddanim siln€jsi vrstvy
sekundarni bunécné stény (Martone et al., 2009). Otazka, zda schopnost syntézy ligninu
predstavuje starobyly znak, ktery byl pfitomen alespoii u spole¢ného predka cervené a zelené

linie, ¢i jde o znak vznikly konvergenci, zatim ziistdva nezodpovézena.

Obr. 18: Morfologie a ultrastruktura rasy Calliarthron cheiolosporiodes. (A) Habitus stélky, Sipky oznacuji
pohybliva spojeni zvana genikuly. Méfitko = 1 mm. (B) Detail stélky. Méfitko = 1 mm. (C) Pficny fez mladymi
burnikami genikulu se slabou vrstvou sekundarni bunécéné stény na snimku z TEM. Vpravo detail jednotlivych
vrstev bunécné stény. Méfitko = 0,5 um. (D) PFi€ny fez starSimi burikami genikulu se silnou vrstvou
sekundarni bunééné stény na snimku z TEM, vpravo detail vrstev. Méfitko = 0,5 pm. Zkratky: igc
intergenikulum, gc genikulum, M stfedni lamela, P primarni bunécnd sténa, S1 vrstva sekunddrni bunécné

stény. Upraveno podle Martone et al. (2009).
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6.2. Flavonoidy

Flavonoidy ptedstavuji u vysSich rostlin velmi heterogenni skupinu sekundarnich
metabolitd. Jejich vychozi strukturou jsou dvé aromaticka jadra propojend tii uhlikatym
fetézcem, ktery vytvari kyslikaty heterocyklus (Obr. 19). Na jejich syntéze se pfitom podili jak
draha Sikimatova, respektive fenylpropanoidova (kruh B, C), tak draha acetat-malonatova (kruh
A). Cleni se do mnoha skupin a podskupin, které se vyzna¢uji riznymi vlastnostmi a slouZi
k riznym funkcim. N¢které chrani rostliny pfed UV zéafenim, dalsi vykazuji antimikrobialni
aktivitu, jiné zplsobuji modré az Cervené zbarveni kvétd a ploda (Bravo, 1998; Harborne &

Williams, 2000).

Obr. 19: Zakladni struktura flavonoid( a systém jejiho Cislovani. Kruhy B a C vychazi z Sikimatové

drahy, kruh A z acetat-malonatové. Podle Bravo (1998).

Ma se za to, Ze schopnost syntézy flavonoidl jako u¢innych UV protektantl se vyvinula
v souvislosti s pfechodem rostlin na sous. Nové studie vSak ukazuji, ze fada skupin flavonoidi
je pritomna i u fas zriznych vyvojovych linii (Rhodophyta, Chlorophyta, Haptophyta,
Ochrophyta) a také u sinic (Goiris et al., 2014; Klejdus, Lojkova, Plaza, Snéblova, & Stérbova,
2010). Oproti vy3sim rostlinam jsou jejich koncentrace velmi nizké (ng g! DW) a k jejich
detekcei je potteba velmi citlivé techniky. Studie, které vyuzivaji k tomuto ucelu HPLC-UV
podle Goiris et al. (2014) podavaji nepiesné vysledky, ve kterych koncentrace flavonoida
v fasach prevysuji ty u vyssich rostlin (Kovacik, Klejdus, & Backor, 2010; Schmidt et al.,
2012).
od autorti Goiris et al. (2014), ktefi na zakladé klicovych intermediatii a konecnych produktii
sestavili pro kazdého zkoumaného zastupce biosyntetickou drahu vedouci k riznym tfiddm
flavonoidt. Podobné komplexity jako u vyssich rostlin dosahla drdha u Diacronema lutheri
(Pavlovophyceae, Haptophyta) a Haematococcus pluvialis (Chlorophyceae, Chlorophyta),
jehoz flavonoidy byly z velké ¢asti glykosylovany, coz je velmi podobné situaci u vyssich

rostlin (Bravo, 1998; Goiris et al., 2014). Dokonce 1 u sinic Arthrospira (Goiris et al., 2014)
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a Nostoc (Klejdus et al., 2010) je zaklad flavonoidové syntetické drahy ptitomen. Z toho
vyplyva, ze schopnost syntézy flavonoidi byla jiz v zédkladu ptfitomna u predkil prevazné
vétsiny dnesnich plastidi (sinic) a v pribehu evoluce dochazelo k jejimu zdokonalovani (Goiris
et al.,, 2014). Pivodni funkci flavonoidi pravdépodobné neni ochrana pied UV zafenim,
ponévadz u fas a sinic jsou pfitomné v takovych koncentracich, které by efektivni ochranu
nezajiStovaly. Spise se nabizi ta moznost, Ze slouzi jako signélni a regula¢ni molekuly (Goiris
et al., 2014; Stafford, 1991). Teprve az kdyz doslo ke zdokonaleni enzymii a vzniku moznosti
skladovani ve vakuolach, mohly tyto slouCeniny ziskat funkci ochrannych latek proti UV

zafeni, patogenlim a herbivorim (Harborne & Williams, 2000; Stafford, 1991).
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7. Zavér

Fenolické latky predstavuji Siroké spektrum metabolitd, které jsou produkovany
pfedev§im vysSimi rostlinami (Embryophyta). Velky vyznam maji ale i pro mnohé zastupce
fas, sdruzené do tfi vzajemné nepiibuznych skupin. Jedna se o hnédé fasy (Phacophyceae),
sifondlni fasy z Celedi Dasycladaceae a spajivé tfasy (Zygnematophyceae). Jejich fenolické
latky jsou do zna¢né miry také odlisné. Hnédé fasy syntetizuji vysokomolekularni florotaniny,
které jsou obsazené v téliscich zvanych fysody. Sifonalni fasy obsahuji sulfatované kumariny
v bunééné sténé a kolem membrany vakuol a spajivé fasy akumuluji své fenolické latky
zalozené na kyselin€ gallové ve vakuolach a pravdépodobné i dalSich téliscich.

Jednoticim znakem téchto tii skupin latek je jejich schopnost do zna¢né miry pohlcovat
ultrafialové zafeni. Diky tomu mohou zminéné organismy pieZivat v prostiedi s vysokou mirou
ozatenosti jako jsou intertidalni zony, vysokohorské oblasti, ptidni krusty nebo povrchy
ledovci. Absorpcni spektrum nékterych fenoll rovnéz zasahuje do viditelné ¢asti spektra, ¢imz
tyto latky chrani fotosystémy pted pfemirou fixované energie. Na druhou stranu mohou fenoly
slouzit 1 k velmi specifickym funkcim, které jsou spojené s vyvojem organismu. Florotaniny
u hnédych tas jsou integralni soucasti bunéénych stén a jsou nezbytné pro spravny prubéch
cytokineze. Jsou dulezité i pro rané vyvojové faze embrya, predevSim pro jeho polarizaci,
adhezi k substratu a k vyvoji rhizoidd. Kumariny u sifondlnich fas se ti€astni velmi rychlého
reparacniho procesu, kterym je tvorba zatky. Ta je Zivotné dulezitd pro fasy se sifonélni
morfologii, protoze vyznamné snizuje dusledky mechanického naruseni. Nejméné
prozkoumanou skupinou jsou fenolické latky u spajivych fas. Krom¢ zminéné schopnosti
absorbovat UV, ptipadné VIS zateni, vyuziva tasa Zygogonium ericetorum molekuly kyseliny
gallové k detoxifikaci nadmérného mnozstvi Zeleza v mistech svého vyskytu.

Pfitomnost ligninu u cervené fasy Calliarthron spolecné s nalezem flavonoidl
u nékolika fylogeneticky neptibuznych skupin fas a sinic vyvolavd fadu otdzek ohledné
starobylosti jejich syntézy. Pritom tyto latky byly do nedavné doby spojované pouze s vyssimi
rostlinami.

Z téchto zavérh plyne obrovsky vyznam fenolickych latek pro zminéné skupiny fas,
které jim umoznuji osidlovat fadu extrémnich biotopt. Jsou diilezité nejen pro jejich interakci
s prostifedim, ale u hnédych a sifondlnich tas ze skupiny Dasycladaceae plni Zivotné dilezité

funkce spojené s vyvojem organismu.
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