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Abstrakt:

Probihajici klimatickd zména fadou faktort prostedi vystavuje rostliny stale
stresovéj$im podminkam. Stresova reakce rostlin miize zptisobit snizeni vynosu obilovin,
které tvoii velkou ¢ast zakladnich potravin, ¢imz se miize prohlubovat ohrozeni potravinové
bezpecnosti lidstva. Pro budouci uziveni lidské populace je proto diilezité péstovat rostliny
odolné vici stresu. Schopnost vypéstovat odolné rostliny, vyZaduje porozumeéni jejich
obrannym mechanismiim. Nespecifické indikatory stresu s ochrannou funkci, napiiklad

fenolické latky (FL), pomahaji urcit stresovou odezvu rostlin.

Cilem préce je shrnout poznatky o ptisobeni stresovych faktorti klimatické zmény na
akumulaci a lokalizaci sekundarnich metabolitl, s ochrannou funkci u obilovin, pfedevsim
je¢mene setého (Hordeum vulgare L.). Dale pak shrnout dostupné informace o metodach

pouzivanych pro detekci a lokalizaci sekundarnich metabolitl v pletivech listu.

Pro detailni detekci a ureni obsahu FL mizeme pouzit metody chromatografické,
HPLC. Na presnéjsi lokalizaci FL v pletivech a buiikach je tfeba vyuzit histochemické
detekce. Jednou z nejCastéji pouzivanych metod je Neuova reakce vyuzivajici fluorescencni
mikroskopii. Kombinace Neuovy reakce s modernimi zobrazovacimi a analytickymi
metodami, umoziuje velmi pfesné urceni a lokalizaci fenolickych latek ve vzorku.
Porozumeéni lokalizaci a akumulaci fenolickych latek ndm miize pomoci urcit vhodné,

dostate¢né odolné, genotypy rostlin.

Klic¢ova slova: zvySena koncentrace CO, klimaticka zména, jeCmen sety, sekundarni
metabolity, nespecifické indikatory stresu, fenolické latky, fluorescen¢ni mikroskopie, HPLC,

histochemicka detekce, Neuova reakce.



Abstract:

An ongoing climate change exposes plants to a whole range of environmental factors
contributing to ever-increasing stressful conditions. The stress response of plants can reduce
the yield of cereals, which make up a large part of food, thus increasing a threat to food
security. It is therefore important to cultivate stress-resistant plants to ensure food security.
The ability to cultivate resistant plants requires to understand their defensive mechanisms.
Non-specific stress indicators with a protective function, such as phenolic compounds (FLs),

help to determine the stress response of plants.

The aim of the present review is to summarize the knowledge about the effects of
stress factors imposed by climate change on the accumulation and localization of secondary
metabolites, with protective function in cereals, especially in barley (Hordeum vulgare L.).
Further, to summarize the available information about the methods, which are used to detect

and localize secondary metabolites in leaf tissues.

For detailed detection and determination of FLs" content we can use chromatographic
methods, e.g. HPLC. More accurate localization of FLs in tissues and cells requires the use of
histochemical detections. One of the most commonly used methods is the method of Neu‘s
reaction using fluorescence microscopy. The combination of the Neu's reaction with modern
imaging and analytical methods allows very precise determination and localization of
phenolic compounds in a plant sample. Understanding to the localization and accumulation of
phenolic compounds can help us to determine appropriate, enough resistant genotypes of

plants.

Key words: increased CO> concentration, climate change, barley, secondary metabolites,
nonspecific stress indicators, phenolic compounds, fluorescence microscopy, HPLC,

histochemical detection, Neu‘s reaction.



Seznam pouzitych zkratek

AsA — kyselina askorbova

APX — askorbatperoxidaza

CGAss — estery kyseliny kavové a chinové

[CO:] — koncentrace CO»

GPX — guajakolperoxidaza

GR — glutationreduktaza

GSH - redukovany glutation

HCA — derivaty kyseliny hydroxyskoticové

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)
HPTLC - vysokou¢inna tenkovrstva chromatografie (highperformance thin-layer chromatography)
IPCC — Mezivladni panel pro zménu klimatu (The Intergovernmental Panel on Climate Change)
LSCM = laserova fadkovaci konfokalni mikroskopie (Laser scanning confocal microscopy = CLSM
(confocal laser scanning microscopy)

NA — ¢inidlo pro specifickou detekci flavonti (Naturstoffreagenz A; Neuovo ¢inidlo; diphenyl-boric acid
2-aminoethyl ester; NPR = Natural Product Reagent A, 2-aminoethyl diphenylborinate)

NPP — Cistd primarni produkce (net primary production)

PAR - fotosynteticky aktivni zafeni (photosynthetically active radiation)

ppm — miliontina, jednotka koncentrace; (,,parts per milion*; 10°)

RNS — volné dusikaté radikaly (reactive nitrogen species)

ROS — volné kyslikové radikaly (reactive oxygen species)

UV — ultrafialové (ultraviolet) zafeni
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1 Uvod

Rostliny ziskavaji uhlik z atmosférického oxidu uhli¢itého, ktery je substratem pro
fotosyntézu, a zabudovavaji ho do biomasy a dalsich organickych sloucenin. Zhruba od
primyslové revoluce od poloviny 19. stoleti dochazi v zemské atmosféie ke zvySovani
koncentrace oxidu uhli¢itého a dalSich sklenikovych plynii. Lidé ke zvySovani mnoZstvi
sklenikovych plynt piispivaji predevsim spalovanim fosilnich paliv a zménou vyuzivani pudy.
Zvysené koncentrace sklenikovych plyni velkou mérou ptispivaji ke klimatické zméené.

K projeviim klimatické zmény patii stale Castejsi vysoké teploty a viny veder, které rychle

sttidaji ptivalové srazky, bleskové povodné apod.

Klimaticka zména muize na rostliny ptisobit stresové a zplsobuje, Ze rostliny rostou
v suboptimalnich podminkéch ristu, které mohou vést ke snizeni vynost, poskozeni rostlin, az
k jejich odumfteni. Tyto negativni zmény se tykaji i hospodatskych plodin, které jsou dillezité pro
uziveni lidstva, mezi které patii predevsim obiloviny. Zvysena teplota napt. zkracuje Zivotni
cyklus rostlin, urychluje dekompozici a snizuje Cistou primarni produkei rostlin (net primary
production = NPP) (IPCC, 2014a, 2014b). V disledku zvysenych teplot a vin veder doslo v prvni
dekad¢ 21. stoleti ke sniZeni celkové svétové NPP v porovnani s lety 1982-1999, kdy svétova
terestricka NPP vzriastala (Zhao and Running, 2010).

Mezivladni panel pro zménu klimatu (IPCC, 2014c¢) varuje, ze pokud hospodatsky
vyuzivané obiloviny (pSenice, ryze, kukufice, je¢men) mirnych a tropickych oblasti nebudou
adaptovany na vyssi teploty, tak dojde pii teploté o 2°C vys$si neZ byla na konci 20. stoleti,

k vyznamnému poklesu jejich vynosu. Je vysoce pravdépodobné, Ze se vzristajici lidskou
populaci a poptavkou po potravinach, by pokles vytéZnosti u hlavnich svétovych plodin,
znamenal vysoké riziko pro potravinovou bezpecnost po celém svéte. Do roku 2100 mize
kombinace vysokych teplot a nedostatku vody ohrozit péstovani potravin po celém svété.

Z tohoto divodu IPCC doporucuje vyvinou nové kultivary zemédélskych rostlin, které budou
adaptované na zmény teplot, sucha a zvySujici se koncentraci CO; a ptipadné dalsi stresové
faktory souvisejici s klimatickou zménou. Pokud chceme vypéstovat rostliny odolné vici
klimatickym zménam, je nesmirné dilezité nejdiive porozumét procestim, které v rostlindch pti
stresu probihaji. Rostliny v reakci na stres mj. odpovidaji nespecifickymi indikatory stresu,
napiiklad hromadénim fenolickych latek. O fenolickych latkach je znamo, Ze chréani rostliny pied
herbivory a patogeny, UV zéafenim a jsou to latky s antioxidacni aktivitou, které je chrani pied

nasledky stresu.



V uvodni ¢asti prace je nejprve predstaveno obecné téma uvadéjici do problematiky, tj.
probihajici zména klimatu. Déle jsou uvedeny reakce rostlin na zvySenou koncentraci CO2
v kombinaci se stresovymi faktory, zptisobenymi klimatickou zménou, se zaméefenim na
akumulaci fenolickych latek v pletivech listu, pfedevsim pak u obilovin a z nich u je¢mene —
druhé nejpéstovanéjsi plodiny v Evropské Unii (Eurostat [online]) a ¢tvrté svétove
nejpéstovangjsi obilniny (FAO [online]). Z obilovin je vice pozornosti vénovano je¢menti,
z diivodu, Ze bych se rada ve své diplomové praci vénovala pravé vyzkumu je¢mene. V posledni
¢asti prace jsou shrnuty poznatky o mikroskopickych metodach pro detekci a lokalizaci
vybranych sekundarnich metabolitl v pletivech listu jeCmene. V disledku malého mnozstvi
literatury vénovaného detekci sekundarnich metaboliti v listech je¢mene jsou metody detekce a

lokalizace sekundarnich metaboliti popsany i na jinych druzich rostlin.

2 Zména klimatu

Klima je charakteristicky dlouhodoby stav pocasi v urcité oblasti, podminény
energetickou bilanci, cirkulaci atmosféry, charakterem aktivniho povrchu a dnes i ¢lovékem.
Stav klimatu ovliviiuji mj. sklenikové plyny v atmosféte, které pohlcuji dlouhovinné
infracervené zafeni v atmosféte a vyzatruji ho v§emi sméry, véetné sméru k povrchu Zemé.
Pokud se mnozstvi sklenikovych plyni v atmosféte zvysuje, dochazi k nariistu mnozstvi
infracerveného zéfeni ve formé tepla, které je vraceno na povrch Zem¢. Z mnoha dostupnych
grafil 1ze vycist, Ze teplota v poslednich desitkach let roste. Pfikladem muZe byt graf z prazského

Klementina (Obrazek 1).
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Obrazek 1: Primérna rocni teplota v Klementinu v obdobi 1775 — 2010. Prevzato a upraveno
dle: (CHMU |[online])



Ptirozené toky uhliku jsou v globalnim systému Zem¢ viceméné v rovnovaze, ¢innost
¢loveéka vsak tuto rovnovahu v toku uhliku v poslednich stoletich narusuje. Od priimyslové
revoluce roste mnozstvi uvoliiovaného oxidu uhli¢itého i dalSich sklenikovych plynti, pfedevs§im
metanu a oxidu dusného (Obrazek 2). Divodem nartstu mnozstvi sklenikovych plyna
v atmosféfe je pfedevsim ekonomicky a populacni rist (IPCC, 2014c¢). Nejvetsi podil na
antropogennich emisich CO2 ma spalovani fosilnich paliv, dale pak zmény ve vyuzivani pudy
jako je odlesiiovani ¢i urbanizace, ale i vyroba cementu. Fosilni paliva pfedstavuji byvaly
atmosféricky uhlik, ktery do nich byl v davné minulosti ulozen béhem procesu fotosyntézy.
Problémem je rychlost uvoliiovani tohoto uhliku, zatimco ukladani uhliku ve formé uhli ¢i ropy
trvalo miliony let, jeho t€Zba a spalovani je nyni mnohonasobné rychlejsi, pouze v fadu stovek

let (Metelka and Tolasz, 2009).
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Obrazek 2: Globalni priimerné atmosférické koncentrace sklenikovych plynui, oxidu uhlicitého
(CO>, zelena), metanu (CHy, oranzova) a oxidu dusného (N2O, Cervena) stanovené z vrtnych
jader v ledu (tecky) a z primych atmosférickych méreni (¢ary). Prevzato z: (IPCC, 2014c).

3 Koncentrace CO; a rostliny

Rostliny pohlcuji atmosféricky oxid uhli€ity a zabudovavaji ho v procesu fotosyntézy do
organickych slouc¢enin. Béhem vyvoje Zemé se mnozstvi CO> v atmosféte ménilo. S pfichodem
fotosyntetizujicich organismil zhruba pted 3 mld let zac¢inalo mnozstvi CO2 pomalu klesat.

S prichodem oxygenni fotosyntézy, pfiblizné pied 2,5 mld let se do atmosféry Zemé zacal
dostavat kyslik a s tim, jak rostla biomasa fotosyntetizujicich rostlin jeho koncentrace stoupala,
zaroven klesala koncentrace CO2 (déle [COz]). Dnesni koncentrace kysliku je ptiblizn€ 21 % a

[CO4] piblizng 0,04 % (400 ppm).
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V uplynulych 400 000 letech dochéazelo ke kolisani [CO-] (Petit et al., 1999). Tato
kolisani odpovidala pfechodu dob ledovych a meziledovych. V dobéach ledovych byla [CO3]
zhruba 180-200 ppm a v dobach meziledovych kolem 280-300 ppm. Z analyz ledovych vrt
vime, ze alespoil v uplynulych 400 000 letech se nikdy nevyskytly dnesni hodnoty [CO-]
pohybujici se kolem 400 ppm. Dnes uz vime, ze tento zavér mizeme dokonce vztahnout
k uplynulym 800 tisictim let, kdy [CO:] nepiesahla 300 ppm (Liithi et al., 2008). Az do

primyslové revoluce obsahovala atmosféra ptiblizné stadlou hodnotu [CO-] kolem 280 ppm.

V obdobi od primyslové revoluce do dnes, tedy zhruba poslednich 200 let, doslo
k vyraznému nariistu uvoliovani C do atmosféry diky ¢innosti ¢lovéka a tim k nartistu
atmosférické [CO-] a dalSich sklenikovych plyni. V soucasné dobé& je do atmosféry ro¢né
uvolnovano antropogenné vice nez 9 Gt uhliku rocné (IPCC, 2013). Dnesni koncentrace oxidu
uhlic¢itého uz piesahla 400 ppm a dokonce ani béhem ro¢ni oscilace uz neklesa pod tuto hranici

(Obrazek 3).
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Obrazek 3: Prumerna globalni mésicni koncentrace CO2v zemské atmosfére mérena na nejstarsi
CO:2 monitorovaci stanici na Mauna Loa na Hawaii. Zaznam méveni z let 2013-2017, srpen.
Cervend prerusovand cara znaci aktudlni mésicni priomérné hodnoty, tj. rocni vychylky v
koncentraci vzhledem k trendu, ktery je prezentovan cernou carou, kde jsou data korigovana na
priamerny rocni cyklus. K vychylkam dochazi v diisledku stridani rocnich obdobi. V obdobi
zimnich mésici koncentrace CO:2 globalné stoupa, protoze predevsim klesa jeho spotreba
fotosyntézou terestrické vegetace a uvolnovani ze zamrzlé piidy severni polokoule. Prevzato a
upraveno dle: (ESRL [online] ).
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3.1 Rostliny pod vlivem zvySené koncentrace CO2

V posledni dobé je nartst koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosféte velmi rychly, dochazi
k mnohocetnym projeviim klimatické zmény ptinasejicim stresové faktory pro rostliny a bude
zélezet, zda se rostliny zvladnou i pfes tak vysoké tempo zmén piizptsobit. Zvysena [CO2]
ovlivituje mnoho fyziologickych procesi rostlin, které se ovliviiuji i navzajem. Pfimé vlivy
zvysené [COz] (napfi. zvySeni rychlosti fotosyntézy, snizeni rychlosti fotorespirace, snizeni
vodivosti praduchil ¢i zména v G¢innosti vyuziti vody) ovliviiuji fyziologické procesy skrze
vlivy neptfimé. Mezi nepfimé vlivy patii napiiklad zvySena tvorba asimilat v disledku zvysené
rychlosti fotosyntézy ¢i zvySeni relativniho poméru C/N, coz mé nasledné vliv na zménu kvality
biomasy a zvyseni jeji palatability pro herbivory (Bezemer and Jones, 1998). Vyse popsané
reakce jsou béZné pro C3 rostliny, reakce rostlin C3 je tu popsana podrobnéji, jelikoz se tato
prace zabyva ptedevsim C3 obilninami, pfevazné pak jeémenem. C4 obilnina, kukufice, v tomto

ptehledu pfevazné neni probirana.

Ackoliv jsou u rostlin zndma evolucni ptizptisobeni (ztrata, zisk nebo modifikace genti)
na rizné podminky podminujici evoluc¢ni adaptace, neni zfejmé, zda se rostliny dokézi geneticky
pfizpusobit ve velmi malo generacich. Naptiklad Teng et al., (2009) uvad¢ji, Ze mozna nikdy
nedojde k pfizplsobeni rostlin ke zvySené [COz] pouze v pribéhu ne¢kolika generaci. V jejich
experimentu s 15 generacemi husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh) se
neprojevily Zadné zmény v nasledujicich generacich pod zvySenou [COz:]. Pfi polemice nad
pficinou nepfizplsobeni se 4. thaliana vysokym koncentracim dochézeji k zavéru, Ze jednim
z divodli miiZze byt maly potencidl genetické variability v odpovédich na zvySenou [CO2].
Otazkou ziistava, zda by tato ptipadna mala variabilita platila pro vSechny druhy rostlin ¢i jen

pro nékteré, coz by mohlo mit dopady na zeméd¢€lskou vyrobu.

3.2 Interakce CO: s ostatnimi faktory prostredi

Klimatickou zménu, kterou jako jeden z hlavnich pfi¢innych faktori doprovazi zvySeni
koncentrace oxidu uhli¢itého, v§ak mé i dalsi doprovodné projevy. Lze ofekavat rizné projevy
klimatické zmény na abiotickych podminkach prosttedi napft. teploté, dostupnosti vody, kvalité

pudy apod.

Casto zmiflovanym projevem zmény klimatu je vysoka teplota a zvysujici se vyskyt vin
veder. IPCC varuje pied budoucimi vlnami veder a stoupajicim poctem teplych dnli a noci ve

velké ¢asti svéta. Predpoklada se, Ze ve srovnani s pruméry z let 1850 — 1900 piekro¢i zména

12



globalnich povrchovych teplot do konce 21. st. (2081-2100) 2°C. Mnoho studii prokazuje, ze
negativnich dopadii zmén klimatu, na vynosy hospodatskych rostlin je mnohem vice, nez téch
pozitivnich, pravé z divodu interakce riznych projevii klimatické zmény, predevsim pak
zvysené teploty a sucha (IPCC, 2014b). To, Ze nyni je jiz zfetelny negativni dopad zmén klimatu,
zaznamenali ve své studii i Zhao and Running, (2010) na vysledcich ¢isté primarni produkce,
které jsou zminény vyse. Lidska populace nariistd a navysuje se poptavka po potravinach, a proto
je nutné zajistit potravinovou bezpecnost, coz mize byt v budoucnosti velky problém. Na
nedostatek potravin a jejich snizenou kvalitu je nutné reagovat vytvaienim novych odrad plodin,
odolnych ke zménam abiotickych faktorti prostfedi (koncentrace oxidu uhlicitého, teplota, sucho,
aj.). Zde ptichazeji na fadu obory experimentalni biologie, genetiky a Slechténi rostlin, které se

timto zabyvaji.

V dalsi kapitole se zamétim na nespecifické indikatory stresu, konkrétné na sekundarni

metabolity u rostlin, které se pouzivaji k detekci odpovédi rostlin na stresové faktory prostiedi.

4 Sekundarni metabolity

Fyziologicky stav rostlin zavisi na faktorech prostiedi a jejich vzajemném plsobeni.
Pokud se rostliny vlivem podminek prostfedi dostanou mimo riistové optimum, dostanou se do
stresu, se kterym se musi nasledn€ vyrovnat. Prib¢h stresové odpovédi zavisi na délce a intenzité
pusobeni stresoru, fyziologickém stavu rostliny a mj. na genové vybavenosti rostliny, ktera
urcuje nakolik odolna rostlina je. Symptomy poskozeni jsou uréovany pomoci indikétori
poskozeni rostlin. Indikétory jsou kvantitativni ¢i kvalitativni udaje o vlastnosti, procesu ¢i
odpovédi rostlin na poSkozeni. Indikatory mohou byt povahy molekularni (kondenzace
chromatinu), biochemickeé (napf. akumulace reaktivnich forem kysliku (ROS = anglicky reactive
oxygen species), fyziologické (rychlost fotosyntézy, vodivost priducht aj.), mikroskopické
(strukturdlni zmény) nebo makroskopické (napt. chloroza listu viditelnd pouhym okem). VétSina
indikatorti obvykle reaguje na soubor vicero faktori a neni vzdy s jistotou mozné urcit konkrétni
pficinu, z tohoto diivodu takové indikatory nazyvame nespecifické indikatory fyziologického

stavu rostlin (Albrechtova et al., 2017).

Sekundérni metabolity (dale SM) jsou latky, které nejsou produktem primarniho
metabolismu, ale vychéazeji z né¢ho, nepatii k zdkladni molekularni vybave rostlinné buiiky,
mohou se nachézet jen v urcitych organech, v ur€itém vyvojovém stadiu, za urcitych podminek
prostiedi nebo se také nachazi jen v ur¢itém rostlinném druhu. SM plni mnoho rtiznorodych
funkci, dodéavaji rostliné pevnost, jiné ji ochranuji pied dopadajicim zafenim, patogeny nebo
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Sktdci, dalsi se mohou podilet na piijmu a pienosu signalli mezi rostlinou a prostiedim 1 uvnitt
rostliny ¢i mohou lédkat opylovace (Buchanan et al., 2000 - kapitola 24). Interakce CO; s dal§imi
abiotickymi environmentalnimi faktory, jako je teplota, herbivofi ¢i dostupnost zdroji (napf.
svétla, zivin) mize zménit ucinky CO2 na SM (lason et al., 2012 - kapitola 7). ZvySena
pozornost bude déle v této praci vénovana fenolickym latkam, které zahrnuji fadu sekundarnich

metabolit slouzicich jako nespecifické indikatory stresu.

Sekundarni metabolity jsou podle své chemické povahy rozdéleny do tii zakladnich
skupin: izoprenoidy (terpenoidy), latky obsahujici dusik (alkaloidy) a fenolické latky.
Biosynteticky se odvozuji od produkti fotosyntézy a meziproduktii respiracniho metabolismu.
Mezi izoprenoidy patii naptiklad nekteré éterické oleje, kaucuk ¢i karotenoidy. Funkci alkaloidii
(napt. kyanogenni glykosidy) je ochrana rostliny pted bylozravci. Fenolické latky jsou hlavni

skupinou sekundarnich metabolitii, kterou se v mé praci budu zabyvat.

Dnes je znamo asi 8000 riznych fenolickych latek. Jsou strukturné odvozeny od fenolu
(C¢HsOH), tvoteny jsou zakladnimi fenylpropanovymi jednotkami, jejichz biosyntéza vychazi
vétSinou z fenylalaninu a tyrozinu, které vznikly reakcemi Sikiméatové metabolické drahy (Heldt

and Heldt, 2005; Shahidi and Naczk, 2003).

Fenolické latky plni mnoho funkci, naptiklad strukturni a ochranou funkci v bunéénych
sténach (suberin, lignin), ochrannou funkci pted UV zéfenim (flavony a flavonoly), funguji jako
atraktanty pro opylovace (cyanidin, pelargonidin) a jako signalni faktor pfi interakci rostlin se

symbionty, napf. mykorhiznimi houbami (flavony a flavonoly).

Fenolické latky mizeme rozdélit do ¢tyt skupin: jednoduché fenoly, kyseliny

fenolkarboxylové, fenylpropanoidy a flavonoidy.

Jednoduché fenoly se uplatiiuji pfi tmavnuti listl. Kyseliny fenolkarboxylové jsou
roz$ifeny zejména jako polymery kyseliny galové, tj. tfisloviny (taniny). Zakladnimi
fenylpropanoidy jsou kyselina skoficova a jeji derivaty. Charakter fenylpropanoidu ma také

lignin, jenz impregnuje bunécné stény a tvoii 20-40 % dievni hmoty vysSich rostlin, ¢imzZ se po

vvvvvv

Nejrozsahlejsi skupinou fenolickych latek jsou flavonoidy. V této praci jim bude
vénovana zvlastni pozornost vzhledem k tomu, Ze prave v této skupiné je fada nespecifickych
indikatort stresu, nebot’ dochdzi k jejich hromadéni casto v rozpustné podobé ¢i dochazi
k impregnaci bunécnych stén, a proto jsou podrobeny Castému zkoumani jejich detekce a
lokalizace, jak bude probrano v zavére¢né Casti prace.
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4.1 Flavonoidy

Flavonoidy obsahuji riznorodou skupinu vice nez 4500 sloucenin. Jejich zéklad tvori
molekula flavanu. Flavonoidy zvysuji toleranci k abiotickym strestim, jsou zndmé pro svou
antioxidac¢ni aktivitu a akumuluji se v odpovédi na stres (Andersen and Markham, 2006).
Pravdépodobné slouZi spise k redukci oxidativniho poSkozeni, které jiz vzniklo, tj. k jejich

antioxidacni funkci, nez k tomu, aby chrénily pted jeho vznikem (Agati and Tattini, 2010).

Je jiz dlouho znédmo, Ze se flavonoidy hromadi hlavné v epidermdlnich buiikach a
povrchovych organech rostlin. Nicméné vyzkum pokrocil a lokalizace flavonoida byla
prokazéana i v jinych ¢éstech rostlinnych pletiv (Agati et al., 2009), jak bude pojednano
v kapitole 6.

Rozd¢leni flavonoidd mize byt riizné, jednou z moznych variant je klasifikace do
nasledujicich Sesti skupin: flavonoly, flavony, isoflavony, flavanony, anthokyanidiny, flavanoly

vvvvvv

flavony a flavonoly.

Vyznamnymi slou€eninami flavont jsou apigenin a luteolin. Luteolin je zodpovédny za
Zlutou barvu rostlin. Mezi nej€astéjsi slouceniny flavonoli v rostlinach patii kvercetin,
kaempferol, myricetin a rutin, které maji vyraznou antioxidac¢ni aktivitu. Flavon a flavonoly
mohou slouzit jako chemické nebo UV signaly k ptilakani nebo odrazeni hmyzu, a jsou to
vysoce uc¢inné UV filtry. Antokyany jsou zndmé jako rostlinné pigmenty hlavné kvéth a plod
rostlin, které je barvi do odstind ¢ervené, modré a fialové barvy. Nejbéznéjsimi antokyany jsou
pelargonidin, cyanidin, delfinidin a petunidin. Vlastnosti antokyant je ochrana chloroplasti pied

poskozenim silnym zafenim (Andersen and Markham, 2006).

5 Reakce obilnin a akumulace vybranych sekundarnich metaboliti pod

vlivem zvySené koncentrace CO: a jinych stresovych faktoru

V souvislosti s probihajici klimatickou zménou dochéazi ke zménam abiotickych
podminek prostiedi, kdy rostliny na suboptimalni podminky ristu reaguji nespecifickymi
indikatory stresu, napt. uklddanim sekundarnich metabolitli. Zda se, Ze zvySena [COz] odlisné

ovliviiyje jednotlivé specifické typy sekundarnich metabolitti (Iason et al., 2012).

V této Casti prace jsem se zaméfila pfedev§im na kombinaci zvySené [CO:] s jinym
faktorem. Zvysena [COz] je jednim z hlavnich faktort, ktery provazi klimatickou zménu jako
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pricinny faktor, kterému se vénuje tato prace. Vzhledem k malému mnozstvi literatury
vénujicimu se reakci obilovin a akumulaci sekundarnich metabolitl v nich, jsou nasledujici
podkapitoly pojaty pomoci piedstaveni nékolika malo studii, vénujicich se tomuto tématu.
Nejprve se zaméiim na studie, které se zabyvaly pisobenim zvySené [COz], at’ jizZ samostatné Ci
v kombinaci s jinym stresovym faktorem. Dale pak budou probrany dal$i samostatné stresové

faktory pusobici na obilniny v rdmci klimatické zmény.

5.1 Samotné zvySeni koncentrace CO:

Oxid uhli¢ity je jednim z tzv. sklenikovych plyni. Sklenikové plyny ovlivituji,
sklenikovym efektem, teplotu planety. S oteplovanim planety pfibyvaji obdobi zvySenych teplot
a s tim souvisejici sucha. Sucho a vysoké teploty jsou pro rostliny stresové faktory a negativné
ovliviiuji nejen jejich fotosyntézu, ale i celou fadu fyziologickych procest. Pii vyssi [COz]
dochdzi k tzv. pfivirani praduchd, které rostlindAm umoziluje snizit vydej vody evapotranspiraci,
¢imz se rostliny brani proti uplnému vysuSeni. Proto je tfeba zkoumat odolnost rostlin na
stresové podminky, které souviseji s klimatickou zménou. Dilezité je to pfedev§im u
hospodatsky vyuzivanych rostlin, na kterych je zavisla vyziva lidstva, pfedev§im hlavnich

obilovin: kukufice, pSenice, ryze a jeCmen.

Utinky samotné zvysené [CO>] na rostliny jsou popisovany struéngji nez v kombinaci
naptiklad se zvySenou teplotou. Ackoliv je mozné v experimentu vystavit rostliny jen zvySené
[CO2] a ostatni faktory zanechat nezménéné, v ptirod¢ to tak neprobihd. TudiZ je ve studiich vice
informaci vénovano kombinaci zvySené [CO:] a dalSiho stresového faktoru, kuptikladu zvySené

teploty.

Vysledky z praci, které se zabyvaly samostatné ptisobici zvySenou [COz] u obilovin jsou
srovnatelné. Pro ptiklad 1ze uvést reakce rostlin je¢mene. Pfi samostatném ptlisobeni zvySené
[CO2] (700ppm) doslo u je¢mene ke zvyseni vynosu o 54 % (Alemayehu et al., 2014). Clausen et
al., (2011) zjistili pro stejn¢€ vysokou [COz] velmi podobnou hodnotu zvySeni vynosu (56 %) za
neomezeného pristupu je€mene k vod¢€. V pfedchozim experimentu (Alemayehu et al., 2014) byl
ptisun vody regulovan. Z vySe zminénych vysledkt vyplyva, ze dostupnost vody pravdépodobné
nebude ovliviiovat vynos rostlin je¢mene, pokud bude zvysena [CO:] plsobit na rostliny

samostatné, bez kombinace s jinym zménénym faktorem prostiedi, jako je napf. zvySena teplota.

Tendence k nartistu vynosu pod zvySenou [CO2] zaznamenali i Long et al., (2006) pro

pSenici, ktera je opét rostlinou s kratkym zivotnim cyklem. OvSem u dievin, které jsou vystaveny
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pusobeni CO2 po cely svlij mnohalety zivotni cyklus, mize byt plisobeni zvySené koncentrace ne
tak ptimocaré ve smyslu zvySeni rychlosti fotosyntézy, nebot’ obvykle dochazi k aklimaci a
rychlost fotosyntézy se vrati do hodnot blizkych naméfenym bez ptisobeni zvysené [CO:]
(Lhotakova et al., 2012; Urban, 2003). U obilovin nebyl proces fotosyntetické aklimace popsan,
nebot’ béhem jednoho roku nedochazi k tak vyraznym zménam v [CO:] jako v prubéhu desitek

let.

5.2 Kombinace CO: s jinym stresovym faktorem

Jak bylo popsano vyse, v ptirod€ pusobi abiotické podminky na rostlinu v kombinaci
nikoli jednotlivé. Abiotickymi podminkami se mysli naptiklad teplota, dostupnost vody,
koncentrace oxidu uhli¢itého, dostupnost zivin, koncentrace ozonu apod. V této kapitole jsou
popsany ucinky pozménénych abiotickych podminek na obiloviny. Abiotické podminky byly ve
studiich popsanych nize zménény tak, aby odpovidaly hodnotam, které jsou ocekavany

v budoucnosti v ndvaznosti na zmény klimatu.

5.2.1 COz: + zvySena teplota

V ptipadé samostatného plisobeni zvysené teploty na rostliny se studie shoduji na
negativnim pusobeni tohoto stresoru. Zvysena teplota snizuje vynosy, urychluje a zkracuje faze
vyvoje rostlin a tim méa dopad na mnoZstvi zrna, které rostliny vyprodukuji (Alemayehu et al.,

2014; Barnabas et al., 2008; Clausen et al., 2011; Hakala et al., 2012; Rollins et al., 2013).

U zvySené teploty, na rozdil od zvySené [COz], zalezi na tom, zda m4 rostlina dostate¢ny
ptisun vody ¢i nikoliv. Naptiklad Alemayehu et al., (2014) zjistili za samostatného ptisobeni
zvysené teploty, pokles ve vynosu rostlin jeCmene o vice nez polovinu, 69 %, zatimco Clausen et
al., (2011) zaznamenali pokles vynosu jen o necelou ¢tvrtinu, 27 %. Rozdil ve vynosech rostlin
je¢mene za zvysené teploty byl v dostupnosti vody. Zatimco v prvni studii byl pfistup vody
regulovan (Alemayehu et al., 2014), v druhém ptipad¢ byly rostliny vodou dostate¢né zasobeny

(Clausen et al., 2011).

Celkovy vynos rostlin je¢mene se zménil, oproti samostatnému piisobeni zvySené teploty,
v ptipad¢, kdy bylo zvySeni teploty pouzito v kombinaci se zvySenou [CO2]. Pfi zvySené teploté
+ zvysené [CO:z] byl zaznamenan pokles vynosu o 53 % pfti regulovaném piistupu vody
(Alemayehu et al., 2014), zatimco pfi dostatecném zasobovani vodou byl pokles vynosu

zaznamenan pouze o 14 % (Clausen et al., 2011). Pokles vynosu rostlin je¢mene pii kombinaci
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faktort zvySené teploty a zvySené [COz] oproti samostatnému plisobeni zvysené teploty byl

zaznamenan 1 v jiné studii (Rollins et al., 2013).

Z téchto vysledkt vyplyva, ze kombinace faktorti prostiedi (zvysena teplota a zvySena
[CO2]) mé na vynos rostlin jeémene negativni dopad. Nicméné se zd4, Ze zvysend [CO2] mirné

kompenzuje ztraty zptisobené zvySenou teplotou.

Pisobeni stresovych podminek prosttedi muze zptisobit zmény v odpovédi na biotické
mechanismy, jako naptiklad v odpovédi na napadeni patogenem. Mikkelsen et al., (2015) uvadi
zmény obranného mechanismu pro je¢men pii zvySené [COz]. Rostliny je¢mene byly
kultivovany v podminkach zvysené [CO:], teploty a ozonu jako samostatnych faktorti i v jejich
kombinaci a posléze byly infikovany padlim. Zmény v obranném mechanismu rostlin je¢mene
byly zaznamendny na hydroxynitrilglukosidech. Hydroxynitrilglukosidy jsou znamé svou
schopnosti ochrany proti herbivorim a nékterym houbovym patogentim. V listech je¢mene
autofi indentifikovali n€kolik sekundarnich metabolitl, kromé hydroxynitrilglukosidi, napiiklad

flavonoidy. Z flavonoidu identifikovali naptiklad saponarin a lutonarin.

V prvni ¢asti pokusu bylo mnozstvi sekundarnich metabolittl v listech je¢mene méfeno
jen v podminkach zvySené [CO2], v druhé ¢asti pokusu pak pod kombinaci faktorti, zvySené
[CO2] a zvysené teploty. Vysledky z této studie (Mikkelsen et al., 2015) jsou nésledujici.
Rostliny je¢mene upravovaly mnozstvi sekundarnich metaboliti v reakci na zmény prostiedi. Na
naméfené hodnoty mnozstvi sekundarnich metaboliti po 6 a 18 hodinach mél pravdépodobné
vliv cirkadidnni rytmus rostliny. K poklesu infikace padlim, v porovnani s normalnimi
podminkami, doslo, pokud byly rostliny jeémene vystaveny samotné zvySené [CO2] nebo
samotné zvySené teploté. OvSem pokud byly stresory aplikovany v kombinaci, zvySena teplota +
zvysena [CO2], tak se efekt zvySené obrany pred patogenem piestal projevovat a rostliny byly
nachylné stejné jako za normalnich podminek. Z toho vyplyva, Ze kombinace stresovych faktort

24

teploty ¢i samotné pusobeni zvySené [COz].

5.2.2 CO:2 + sucho

Sucho velmi ¢asto doprovazi zvySené teploty a je dulezitym abiotickym faktorem, ktery
limituje rast rostlin. V dnesni dob¢ péstované obilniny se zdaji byt dobte piizptisobeny
k nedostatku vody, jelikoZ se na tuto vlastnost jiz diive péstitelé zamé&fovali. Rostliny fesi

stresové podminky zvySené teploty jejich prostredi naptiklad snizenim spotieby vody a zaroven
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s tim navySuji kapacitu pro jeji pfijem. SniZzeni vodivosti praduchia v disledku zvySené teploty
snizi vydej vody a zvétSeni kofenového systému zvysi schopnost pfijimat vodu a mineralni
ziviny. Déle dochdzi za zvySené teploty a sucha ke zméné osmotického potencialu rostliny.
Osmoticky potencial se snizi v disledku akumulace solutii a tim se snizi vodni potencial rostliny

(Wall et al., 2011).

5.2.3 CO: + zasoleni

Sucho muze byt, ptedevsim v zavlazovanych oblastech, doprovazeno zvysenou
koncentraci soli v substratu. Stres ze zasoleni sniZuje rychlost ¢isté fotosyntézy, zatimco zvySena
[CO2] ma efekt presné opacny. Pérez-Lopez et al., (2012) nechali rist jeémen v podminkach
zvysené salinity a zvySené [CO:] (samostatné i v kombinaci). Samostatné ptsobeni faktort
odpovida vyse uvedenym reakcim rostlin. Kdyz bylo vétsi mnozstvi soli zkombinovano se
zvySenou [COz], pak doslo ke zvySeni rychlosti difuze COz do listu, navzdory niz$i vodivosti
mezofylu pro CO; a nizsi vodivosti pridduchi. Zvyseni dostupnosti CO2 v chloroplastu zvysilo
sink pro ATP a NADPH (sink elektronil). Zvyseni sinku zmirnilo limitaci v rychlosti
fotosyntézy, ktera byla zplisobend vys$§im obsahem soli v pudé. Zvysenad [COz] tedy zmirnila

ucinky zasoleni tim, Ze udrzela pfiznivé podminky v listech je¢mene.

5.2.4 COz: + dostupnost dusiku

Dusik je pro rostliny jednim z hlavnich esencialnich makroprvki. Pfi nedostatku dusiku
se zaCind tvorit vice sloucenin na bazi uhliku na ukor slou€enin na bazi dusiku. Fenolické
slouceniny jsou na uhlik bohaté metabolity, které reprezentuji velkou skupinu sekundarnich
metabolitl. Nedostatek dusiku v rostling je znat na jejich fyziologickych procesech. Projevuje se
napiiklad inhibici rlstu i vyvoje rostliny a chlor6zou ptedevs§im na starSich listech a zvySenou

tvorbou antokyand.

Obecné lze tici, Ze zvySend [COz] zplsobuje v rostlin€ ubytek koncentrace dusiku.
Naptiklad pro pSenici Sinclair et al., (2000) zjistili, ze zvySena [CO2] v kombinaci se suchem ¢i
bez n¢j, mély jen maly efekt na koncentraci N v listech pSenice. Nicméné Xu et al., (2013)

v dalsi studii na pSenici upozoriuji, ze mirné sucho miize urychlit pfesun N z listi do sinkti
(kofeny nebo zrna). Kromé toho, pti kombinaci zvysené [COz] se suchem, je omezena schopnost

kofene absorbovat N.

Kovacik et al., (2014) péstovali Cesky kultivar je¢mene Bojos za nedostatku dusiku 15

dni a zjiStovali, jak budou rostliny reagovat. Nedostatek dusiku u rostlin je¢mene indukoval
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naruast fenolickych latek v nadzemni ¢asti. DalSim projevem nedostatku dusiku byl nartist
projevl oxidativniho stresu. Pii oxidativnim stresu se v rostling tvoii kyslikové radikaly (ROS =
reactive oxygen species) a radikaly dusiku (RNS = reactive nitrogen species). V kotfenech nartist

mnozstvi antioxidantd udrzuje homeostazu s ROS a RNS, aby byl zajistén rozvoj kotfent.

Rostliny na stres ¢asto reaguji nartistem mnozstvi antioxidantii. Produkce ROS je
kontrolovéana enzymatickymi a neenzymatickymi antioxidanty. (Kovacik et al., 2014) studovali u
rostlin rostoucich pii nedostatku dusiku konkrétné tyto enzymatické (askorbatperoxidaza (APX),
guajakolperoxiddza (GPX), glutationreduktaza (GR)) a neenzymatické (fenoly, glutation (GSH =
redukovany glutation), kyselina askorbova (AsA)) antioxidanty. Dle barevnych fluorescencnich
produktli je moZzné detekovat aktivity enzymu podilejicich se na syntéze SM a navic aktivitu

lokalizovat do urcitych pletiv, bun¢k ¢i bunécnych struktur.

Mnozstvi antioxidantl (glutation a kyselina askorbovd) v nadzemni ¢asti pii nedostatku
dusiku poklesl, zatimco v podzemni ¢asti vzrostl nebo zlstal beze zmény. Aktivity APX a GR
byly snizeny v nadzemni ¢i v podzemni ¢asti nebo v obou zaroven, kdyz byla stimulovana

aktivita GPX v nadzemni ¢asti.

Antioxidacni enzymy GR a APX regeneruji glutation (GSH), tim pfispivaji k homeostazi
ROS a redukuji H2O2 pomoci askorbatu. Pokles mnoZzstvi APX a GR byl viditelny na
fluorescen¢nich mikrofotografiich nadzemni ¢asti prostfednictvim zvySeného vzniku ROS
(Obrazek 4). Oproti tomu v podzemni ¢asti zvySeny narist ROS pozorovatelny nebyl (Obrazek
5). Fluorescence ROS a RNS (pfedevs§im oxidu dusnatého) byla tedy po vystaveni deficitu N

zvySend v nadzemni ¢asti, ale ne v kofenech.

Mnozstvi flavonoidi se za nedostatku dusiku zvysilo v kotfenovych Spi¢kach. Zatimco
v nadzemni ¢asti se mnozstvi flavonoidii v porovnani s rostlinami vyrastajicimi s dostateCnym
pfijmem dusiku, nijak vyrazné€ nezmeénilo (viz Obréazek 4 a Obrazek 5). Reakci NPR (Neuova)
¢inidla s fenoly zobrazuje na fezech stéblem a koteny zelena fluorescence (Obrazek 4 a Obrazek
5). Neuové reakci se podrobnéji vénuje kapitola 6.2.2. Pti vystaveni rostlin je¢mene nedostatku
dusiku byl pozorovan nartist zelené fluorescence, tj. narist mnozstvi fenolli, hlavné v kotenech,
pfedevsim v kofenové Spicce a lateralnich kofenech. Na fezu stéblem byl pod deficitem N
pozorovan spise ubytek zelené fluorescence. Z vysledki vyplyva, ze za deficitu N

pravdépodobné dochézi k presouvani a/nebo k exsudaci fenol z nadzemni ¢ésti do kofend.
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ROS RNS NPR

+N

Obrazek 4: Fluorescencné obarvené kyslikove radikaly (ROS), radikaly dusiku (RNS) a fenolické
metabolity (NPR). Cerstvé rucni rezy stéblem jecmene setého (Hordeum vulgare) kultivované 15
dni za dostatku (+N) a nedostatku (-N) dusiku. Rezy byly vedeny 3cm nad bdzi stébla. Bily pruh
predstavuje 100um. Prevzato z: (Kovacik et al., 2014)

hlavni kofen lateralni koifen kofenova Spicka

Obrazek 5: Fluorescencné
obarvené kyslikove radikaly

N (Cervene), radikaly dusiku
(modre) a fenolické metabolity
(detekované pomoci Neuova
cinidla, zelené) v riiznych

i korenech (hlavni koren,
postranni koren) a v korenové
Spicce jecmene setého
(Hordeum vulgare)
kultivované 15 dni za dostatku
(+N) a nedostatku (-N) dusiku.

+N Bily pruh predstavuje 100um.
Prevzato z: (Kovacik et al.,
2014)

-M

+N

-M
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5.3 Sucho + teplo

Rollins et al., (2013) studovali odpovéd’ rostlin je¢mene na sucho a zvysenou teplotu.
Pouzili dva kultivary, Arta a Keel, které¢ jsou geneticky odlisné, ovSem oba jsou adaptované na
prostiedi, které je nachylné k suchu. Rostliny byly tyden kultivovany v teploté 36/32°C
(den/noc) a stres ze sucha byl vyvolan redukei obsahu vody v rostlinach z 50 % na 15 %.
Rostliny byly faktoriim sucha a zvysené teploty vystaveny jako samostatnym stresortim i
v kombinaci. Kultivar jecmene Arta reagoval na sucho snizenim svého ristu vic nez kultivar
Keel. Za zvySené teploty dochazelo u kultivaru Arta k ¢astéjsi aborci semen v klasu nez u
kultivaru Keel. Kultivar Keel vykazoval vys$si vynosy pod stresovymi podminkami
aplikovanymi samostatné, zatimco kultivar Arta reagoval 1épe na kombinaci stresord. Kultivar
Arta bude pravdépodobné 1épe geneticky piizpiisoben ke zménam klimatu, které jsou

v budoucnu oc¢ekavany.

54 UV

Stres z UV-B zéteni zplsobuje zvySeni produkce reaktivnich forem kysliku (ROS).
UV-B citlivé flavonoidy maji obecné potencial ke sniZovani oxidativniho poskozeni
zpiisobeného kratkovinnym zéatenim. Kromé toho flavonoidy ptispivaji ke sniZovani rizika

tvorby ROS zeslabovanim pronikani UV-B zateni do listt.

Klem et al., (2015) testovali efekt aklimace je¢mene na UV zafeni pii zménéné intenzité
fotosynteticky aktivniho zafeni (PAR) na obranny systém listil jeCmene. Rostliny je¢mene byly
aklimovany ve tfech kombinacich UV zafeni a PAR. Na studii pouzili kultivar jeémene Barke,
citlivy na fotooxidativni poskozeni s nizkym obsahem flavonoidl a UV zafeni odolny kultivar
Bonus. Hlavnimi fenolickymi latkami v listech je¢mene byly detekovany saponarin a lutonarin.
Mnozstvi lutonarinu bylo pod vSemi podminkami manipulujicimi s intenzitou UV a PAR vétsi v
listech kultivaru odolného proti UV zéfeni, tedy v kultivaru Bonus, neZ v kultivaru Barke
citlivém na UV zafeni. MnozZstvi saponarinu bylo mirné vyssi v citlivém kultivaru Barke oproti
odolnému kultivaru Bonus. Obsah lutonarinu se v listech je¢mene zvysil v odpovédi na vyssi
ozafeni UV, zatimco obsah saponarinu se vyrazné nezvySoval. Vysledky jsou v souladu s dal§imi
pracemi. Napiiklad Reuber et al., (1996) uvadi, ze UV-B zafeni zvysilo obsah lutonarinu o 500
% a saponarinu a dalsich flavoni o 30 %. Stejné¢ tak Schmitz-Hoerner and Weissenbock, (2003)
uvadi pouze malé zvySeni mnozstvi saponarinu a pétkrat vyssi mnozstvi lutonarinu v listech

jeCmene.
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6 Mikroskopické metody pro detekci a lokalizaci vybranych sekundarnich

metabolitii v pletivech listu.

Tato kapitola se vénuje metodam, pomoci kterych se zjist'uje obsah a lokalizace
vybranych sekundarnich metabolitl v pletivech rostlin, s dirazem na lokalizaci v jeCmeni a
obilnindch. Nejprve jsou popsany metody biochemické a tradicni histochemicke, dale je pak

vénovana zvysena pozornost predevsim metodam recentnim, fluorescencnim.

Pro biochemickou analyzu obsahu fenolickych sloucenin se velmi ¢asto pouziva metoda
vysokoucinné plynové chromatografie (high performance liquid chromatography, HPLC)
(Andersen and Markham, 2006; Shahidi and Naczk, 2003). Pomoci této metody zjistime, které
latky se v dané Casti rostliny nachazeji, a zjistime jejich ptitomnost i ve velmi malych
koncentracich. Nevyhodou metody HPLC je, Ze je pro tuto analyzu rostlinny material rozmé&lnén,
tudiz nebudeme mit tuSeni, v jakych pletivech se ta ktera latka nachézela (Alejandra Moreno et
al., 2015; Conejero et al., 2014; Markham et al., 1998; Mathesius et al., 1998; Mondolot et al.,
2006; Nezval et al., 2017; Peer et al., 2001; Reuber et al., 1996)

Na zjisténi lokalizace nespecifickych indikatori stresu, tj. fenolickych latek, se pouzivaji
histochemické metody, a to jak metody tradi€ni vyuZivajici svétlé pole ve svételné mikroskopii,
tak v dneSni dobé& uz vice pouzivané metody fluorescen¢ni, vyuzivajici fluorescencni
mikroskopii — tém bude z vétsi ¢asti vénovana nasledujici, zavérecna, ¢ast prace. Histochemicka
detekce a lokalizace fenolickych latek jako jsou flavonoidy a antokyany ndm umoziuje 1épe

pochopit jejich funkci nespecifickych indikatort stresu v rostlinnych pletivech.

Sekundarni metabolity flavonoidd jsou nepiekvapivé lokalizovany v zakladnich
epidermalnich buiikich a v nesekrecnich a zlaznatych trichomech, které se nachazeji na okraji
listi a dalSich okrajovych castech pletiv rostlin. Sekundarni metabolity se tvofi v pletivech, kde
bude s vysokou pravdépodobnosti nejucinnéjsi jejich ochrannd funkce, coz je ve vrstvach
nejblize lokalizovanych ke stresu napt. z vysoké ozatenosti nebo piisobeni UV zafeni, tj.

v epidermis na povrchu listu. S pfibyvajicimi metodami a jejich presnosti bylo prokazano, ze se
sekundarni metabolity vyskytuji nejen ve vakuolach a bunéénych sténach zékladnich
epidermalnich buné€k a v nesekre¢nich a zldznatych trichomech, ale i ve vakuolach
mezofylovych bunék a v chloroplastech (Agati and Tattini, 2010; Bidel et al., 2015; Hutzler et
al., 1998; Schmitz-Hoerner and Weissenbock, 2003; Soukupova et al., 2000).
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6.1 Tradi¢ni histochemické metody

Histochemické metody umoznuji urcit ptitomnost sledované latky pomoci chemické
reakce dodané latky do vzorku s latkou pfitomnou v rostlinném pletivu. Pokud interakci dodané
latky a sekundarniho metabolitu vznikne barevny produkt, mizeme pomoci svétlého pole ve
svételném mikroskopu detekovat pfitomnost sekundarniho metabolitu v rostlinnych pletivech.
Takovéto metody fadime mezi tradiéni histochemické metody. Casto tyto metody nejsou piilis
specifické vici jednotlivym druhtim latek z urcité skupiny organickych latek. Naptiklad
fenolické latky se mohou detekovat pomoci ¢inidla Fast Blue BB. Pfi specifické reakci Fast Blue
BB s fenolickymi latkami je ve vysledku vidét barevny produkt této histochemické detekce, pro
tuto reakci typické cervenohnédé zbarveni v oblastech, kde se fenolické latky nachazeji. Dalsi
moznd tradi¢ni histochemické detekce pro §irsi skupinu fenolickych latek je tzv. vanilinovy test,
kde se aplikuje vanilin spolu s HCl a dochézi ke vzniku ¢ervenohnédého barevného produktu

s kondenzovanymi taniny (pfehled viz Albrechtova et al., 2017).

6.2 Fluorescen¢ni metody

Dalsi moznosti pro lokalizaci fenolickych latek v pletivech jsou histochemické metody,
které vyuZzivaji pro detekci dané latky fluorescenéni mikroskopii. Fluorescenéni mikroskopie je
idedlni pro stanovovani lokalizace fenolickych sloucenin, které jsou autofluorescentni ¢i je
mozné je vizualizovat pomoci reakce s barvivem (naptiklad Neuovo ¢inidlo), kdy vznikla latka
muze emitovat fluorescencni zafeni a umoziuje tak jejich vizualizace fluorescenéni mikroskopii

(Hutzler et al., 1998).

6.2.1 Principy fluorescen¢nich metod

Zjednodusené feceno, principem fluorescence je absorpce elektromagnetického zateni
elektrony a nasledna deexcitace (uvolnéni energie) zafenim neboli fluorescenci. Fluorescencni
mikroskop je opticky mikroskop vyuZivajici fluorescenci k zobrazeni organickych 1

anorganickych struktur.

Fluorochromy (fluorofory ¢i fluorescencni barviva) jsou jakékoliv latky, které jsou po
ozateni svétlem o urcité vinové délce schopny svétlo vyzafit zpatky, ale v jiné vinové délce.
Fluorochrom se vaze naptiklad na urcitou strukturu ¢i molekulu ¢imz lze v buiice lokalizovat
urcitou organelu ¢i produkt metabolismu, napt. sekundarni metabolit. O primarni fluorescenci
mluvime, pokud vzorek sdm o sob€ obsahuje n¢jaké fluorochromy a vykazuje urcitou miru

fluorescence, napft. chlorofyl. Sekundéarni fluorescence je pozorovéana po ptidani néjakého
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fluorochromu do vzorku, ktery oznaci cilové struktury ¢i metabolity, ptivodné nefluorescenc¢ni
(Botanika,UPOL [online]). Abychom mohli pozorovat pouze fluoreskujici strukturu, tzn. pouze
svétlo emitované fluorochromem a tedy svétlo jen o urcité vinové délce, je tieba nezddouci
vlnové délky odstranit. Eliminace nechténych vinovych délek se déje prostiednictvim patficnych

filtrt, které jsou schopny propustit svétlo jen o urcité vinové délce (Olympus [online]).

Vyhodou fluorescenc¢nich histochemickych metod je lepsi specifické detekce sledované
latky. Nejcasteji vyuzivanou fluorescen¢ni metodou pro detekei riznych skupin fenolickych
latek je Neuova reakce, které bude vénovana nasledujici kapitola. Dalsi kapitolou pak bude
lokalizace fenolickych latek pomoci Neuovy reakce spolu s dal§imi mikroskopickymi

technikami.

6.2.2 Lokalizace vybranych sekundarnich metabolitii pomoci Neuovy reakce

V této podkapitole se zaméfim na prace s ekofyziologickou a funk¢ni interpretaci vlivu
podminek prostiedi na lokalizaci riznych typta fenolickych latek pomoci Neuovy reakce a
fluorescen¢ni mikroskopie. Vzhledem k malému poctu literatury, ktera se vénuje lokalizaci
vybranych sekundarnich metabolitl v listech je¢mene, jsou zde zatfazeny i priklady lokalizace

z jinych rostlin.

Neuovo ¢inidlo (Neu’s reagent = Naturstoff reagent A (NA) = DPBA =
2-aminoetyldifenylborinat, Sigma) nebo také NPR ¢inidlo (natural product reagent) je borita stl,
ktera formuje s n€kterymi fenolickymi latkami komplexy a emituje specifickou flourescenci pod
UV svétlem, tim zviditeliuje rizné skupiny fenolickych latek odliSnym zptsobem, jak je
popsano v Tabulce 1 (Nicole and Gianinazzi-Pearson, 1996). Reakci flavonoidi s Neuovym
¢inidlem oznacuje jasné€ Zlutd az oranzova fluorescence (Alejandra Moreno et al., 2015;
Conejero et al., 2014; Hutzler et al., 1998; Mathesius et al., 1998; Matteini et al., 2011;
Mondolot et al., 2006; Peer et al., 2001; Schmitz-Hoerner and Weissenbock, 2003).

Fenolické latky a jejich derivaty ~ ~0%°PEM B Tabulka 1: Barva
maximum o

fluorescence fenolickych

kyselina kdvova a jeji derivaty  380nm zeleno-bila latek a jejich derivatii
pod UV sveétlem, po

kyselina galova a jeji derivaty 325nm tmaveé modra oSetieni Neuovym

. o cinidlem. Prevzato z:

kys‘eh’na galokatechova a jeji 3250m tmavé modrd (Nicole a Gianinazzi-

derivaty Pearson, 1996).

flavonoidy 410nm zluta aZ oranzova
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V pracich, které se vénuji fenolickym latkdm detekovanym pomoci Neuova ¢inidla, je
jejich lokalizace vétSinou popsana deskriptivnim zptisobem bez kvantifikace intenzity detekce.
Neuovo ¢inidlo bylo tradi¢nim zptsobem pouZito i v ptedchozi praci tymu prof. Albrechtové pii

lokalizaci fenolickych latek v jehlicich smrku ztepilého a smrku pichlavého (Soukupova et al.,
2000 a 2001).

Pti pozorovani lokalizace fenolickych latek epifluorescencnim mikroskopem Ize pouzit
ruzné druhy filtrd, aby mohlo byt dobfe pozorovano emisni zafeni, pomoci kterého jsou cilové
latky ¢i struktury pozorovany. Bidel et al., (2015) takto pozorovali pomoci epifluorescenéniho
mikroskopu a dvou druht filtri mnozstvi flavonoll v listech pupec¢niku asijského (Centella
asiatica (L.) Urban), které byly vystaveny UV zafeni. Pouzili pfi tom Neuovo ¢inidlo a sadu
excitacnich filtr Nikon UV-1A (excitacni filtr propoustéjici vinové délky 360-370 nm a emisni
filtr propoustéjici vinové délky od 420nm vyse) a sadu B-2A (excitacni filtr propoustéjici vinové
délky 450-490 nm a emisni filtr propoustéjici vinové délky od 515 nm vyse). Flavonoly mély pfi
pozorovani epifluorescencnim mikroskopem pfti pouziti Neuova Cinidla Sedo-Zlutou (Obrazek 6¢
(Nikon UV-1A)) a oranzovou barvu (Obrazek 6d (Nikon B-2A)). Palisadovy parechym
vyzaroval modrou fluorescenci v buiikach vystavenych i nevystavenych UV zafeni, ktera je
charakteristicka pro estery kyseliny kdvové a chinové s pouzitim UV-1A filtru (Obrazek 6a, c).
Cervena autofluorescence chlorofylu byla redukovéna pfi vystaveni rostlin UV zafeni (Obrazek

6a, b oproti ¢, d), coz naznacuje, Ze mohlo dojit k poskozeni chloroplasta.

Z pozorovani lokalizace za pouZziti Neuova €inidla vyplyva, ze pii pouZiti
epifluorescencniho mikroskopu k zobrazovani sekundarnich metaboliti €1 jinych latek je dulezité
brat v potaz, ktera ¢ast barevného spektra je potiebna k excitaci fluorescence tak, aby byly latky
dobfte viditelné a navzajem rozliSitelné. Ale i tak bez soucasné detekce s pouzitim

chromatografické HPLC metody, neni moZzné jednoznaéné fenolické latky urcit.

26



list bez ozareni UV-B list po ozareni UV-B

Obrdazek 6: Histologicka lokalizace hlavnich skupin fenolickych latek v pricnych Fezech listem
Centella asiatica pred (a, b) a po (c, d) vystaveni listit UV-B zareni. Modra fluorescence pod
filtrem Nikon UV-1A4, predstavuje estery kyseliny kavové a chinové (a, c). Flavonoly vytvarejici
komplex s Neuovym cinidlem fluoreskuji s pouzitim filtru Nikon UV-1A4 zluté (c) a s filtrem Nikon
B-24 fluoreskuji oranzové. Cervend fluorescence chlorofylu poklesla po vystaveni listii UV-B
zareni (a, b vs. ¢, d). Neuovo cinidlo, epifluorescence, bilé pruhy predstavuji méritko 20um.
Prevzato z: (Bidel et al., 2015).

6.2.3 Lokalizace vybranych sekundarnich metaboliti pomoci Neuovy reakce v kombinaci
s HPLC urcenim téchto latek
Histochemicka detekce riznych skupin fenolickych latek pomoci Neuovy reakce se

v soucasnosti Casto vyuziva ve spojeni s HPLC chromatografii, kterd umoziiuje piesné urceni

jednotlivych typt fenolickych latek ve studovaném materialu.

Ptikladem prace vyuzivajici histochemickou detekci fenolickych latek pomoci Neuova
¢inidla a HPLC identifikace obsahu jednotlivych fenolickych latek pro popis viditelnych zmén
v lokalizaci a mnoZstvi flavond na je¢menu je studie autorti Schmitz-Hoerner and Weissenbock,
(2003). Mnozstvi flavonti bylo zjistovano po vystaveni rostlin je¢mene setého (Hordeum
vulgare L.) zvySené davce UV zafeni. Bez Neuova Cinidla byla vidét Cervena fluorescence
chlorofylu v mezofylu a bilo-modré autofluorescence bunéénych stén epidermalnich bunék a
buné¢k praducht s vedlejsimi buitkami (Obrazek 7A, C, E). Po ptfidani Neuova ¢inidla se objevila
zluta fluorescence typicka pro flavony. Tato fluorescence byla patrna v adaxialni i abaxialni
stran¢ epidermis, pficemz v abaxialni strané byla zluta fluorescence vyraznéjsi, dale v bunkach
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pruduchii a v bunééné vrstvé mezofylu, ktera byla od stfedu buniky nejvzdalenéjsi (Obrazek 7B,
D, F). Buiiky, jejichz obsah se béhem ptipravy vzorku vylil, neukazuji zddnou fluorescenci
(Obrazek 7F). To, zZe v rozbitych buitkach neni pozorovéna fluorescence, naznacuje, ze signaly

flavonil z neposkozenych buné€k jdou z protoplastu, a ne z bunéénych stén.

V této studii (Schmitz-Hoerner and Weissenbock, 2003), autofi také zkoumali, zda bude pomoci
fluorescence rozeznatelny flavon luteolin od saponarinu. Luteolin by mél byt rozeznatelny
oranzovo-zlutou fluorescenci, zatimco saponarin vyraznou zlutou fluorescenci. Kaspar et al.,
(2010) piSe, ze se saponarin akumuluje v epidermalnich vrstvach, ale uz ne v mezofylu.
Lokalizace saponarinu v epidermis napovida, Ze by mél pfedstavovat hlavni flavonoid, ktery
bude ochraniovat rostlinu pfed vysokym ozéatenim a UV zafenim. Na fluorescencnich
mikrofotografiich (Obrazek 7) z prace (Schmitz-Hoerner and Weissenbock, 2003) vSak zadna
oranzovo-zluta fluorescence odpovidajici lutonarinu neni, ackoli je pomoci metody HPLC
zméfeno, Ze se celkovy obsah lutonarinu oproti normalni davce UV zafeni zvysil. Autofi to
vysvétluji tak, Ze fluorescence lutonarinu jakozto vedlejsi slou€eniny, neni i ptfes své zvySené
hodnoty viditelna, pravé kvtli nizkym koncentracim nebo kvili zluté fluorescenci saponarinu,
kterého je vice. Pravé z divodu mozného prekryvani fluorescenci jednotlivych latek je vhodné
kombinovat metody fluorescencni mikroskopie s jinymi ¢i pouzit jinou fluorescenni metodu nez

tu, ktera byla pouZita zde, naptiklad Ize pouzit konfokalni mikroskopii, o které budu psat nize.

Obrazek 7: Fluorescencni
mikrofotografie pricnych (4, B),
podélnych (C, D) a paradermalnich
(E, F) rezii listii jeCmene,
vystavenych zvySenému mnozstvi
UV zareni. Autofluorescence (A4, C,
E) a fluorescence po pouZziti
Neuova ¢inidla (B, D, F). Bily pruh
predstavuje 25um (A, B, E, F) a
50um (C, D). Pismena ab =
abaxialni strana listu a ad =
adaxialni strana listu. Prevzato z
(Schmitz-Hoerner and
Weissenbock, 2003).
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Mondolot et al., (2006) zmiiiuji pti pouziti Neuova ¢inidla jesté zeleno-bilou fluorescenci
v listech Coffea canefora (kdvovnik statny), ktera je typicka pro estery kyseliny kavové a
chinové (CGAss = caffeoylquinic acids), kterou emituji pod UV svétlem. Autoii upozoriiuji na
nedostatek této metody a to, ze nejde odliSit mono- a diestery CGAss, tudiz je opet vhodné
pouzit tuto metodu spolu s dalsimi, které¢ dokazi podrobnéji urcit latky ve vzorku naptiklad
s vySe zminénou chromatografickou metodou HPLC. V nezralych ¢epelich listi byly CGAss
specificky lokalizovany v chlorenchymatickych buiikach, kde se zdalo, Ze jsou spojeny
s chloroplasty (Obrazek 8 A1). V dospélych Cepelich listl byla zeleno-bila fluorescence CGAss
také zaznamendna ve sténach cév xylému (Obrazek 8 A2), ovSem lisi se od modré fluorescence

lignint ve starych cévach xylému ve starnoucim listu (Obrazek 8 A3).

Diky metodam lokalizace sekundarnich metabolitli je mozné usuzovat na mechanismy
ochrany rostlin pied stresovymi faktory prostfedi. Naptiklad ve studii (Mondolot et al., 2006) se
autofi domnivaji, Ze pozorované spojeni mezi CGAss a chloroplastem v nové vzniklych
organech naznacuje, Ze CGAss mozna hraji specidlni roli v ochrané chloroplastl proti
svételnému poskozeni (Obrazek 9 D2). Jind jejich hypotéza tika, ze divodem pro blizké spojeni
CGAss s chloroplastem je, ze syntéza CGAss probiha v chloroplastech a slouceniny, které z nich
vychazi, se pak budou ukladat ve vakuolach. Dalsi zajimavosti je, ze CGAss byly pfitomny
v cévnich svazcich, coz napovida tomu, Ze jsou v téle rostliny transportovany z mista na misto.
Zaroven se CGAss nachazeji v bunéénych sténach xylému, coz podnécuje autory k nazoru, ze

mozna hraji roli v budovani bunéénych stén.
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Obrazek 8: Histochemicka lokalizace esterii kavové a chinové kyseliny (CGAss) pomoci Neuova
cinidla v pricnych rezech listy Coffea canefora. Al: Mladé listy C. canefora. Specificka zeleno-
bila fluorescence CGAss (Sipky), ktera je koncentrovana v mezofylu (m). A2: Dospeély list C.
canefora. Pokles specifické fluorescence CGAss (Sipky) a disperze v kortikalnim parenchymu
(cp). Lokalizace CGAss v buiikach pochev cévnich svazkii (bs), dale ve floému (ph) a

v bunécnych sténach xyléemu (x). A3: Starnouci list C. canefora. Zeleno-bila fluorescence CGAss
(Sipky) v bunécnych stendach noveé vzniklého xylému (x) a ve sklerenchymu (s). Modra
Sfluorescence ligninii v bunecnych stendch starého xylému (x), fluorescence pod UV svétlem. Bily
pruh predstavuje 74um (A1, A2, A3). Prevzato z (Mondolot et al., 2006).

Obrazek 9: Pricné rezy cepeli listu Coffea canefora. D1: chloroplasty (ch), palisadovy
parenchym (pp), houbovy parenchym (sp), viditelné svétlo. D2: zeleno-bila fluorescence esterii
kyseliny kavové a chinové (Sipky) v chloroplastech kde byl rozpustén chlorofyl, jasné modra
fluorescence derivatii esterii kyseliny ferulove a chinové (feruloylquinic derivatives) v kutikule
(c), modra fluorescence hydroxyskoricovych sloucenin (hydroxycinnamic compounds) vazand na
bunécné steny sklerenchymu (s), cervend fluorescence nerozpusténého chlorofylu; UV svetlo,
Neuova reakce. Bily pruh predstavuje 18 um. Prevzato z (Mondolot et al., 2000).
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(Tattini et al., 2000) zkoumali akumulaci flavonoidl v pletivech a zlaznatych trichomech
u zastinénych a oslunénych listii u jamovce Sirokolistého (Phillyrea latifolia L..) Pomoci metody
HPLC byly hlavni flavonoidy identifikovany jako quercetin-3-O-rutinosid a
luteolin-7-O-glukosid. Déle byla pouzita metoda HPTLC (highperformance
thin-layer chromatography), pfi které byl vzorek posttikan Neuovym cCinidlem a nasledn¢ byla
porovnavana fluorescence fenylpropanoidii a flavonoidl ze zastinénych a oslunénych listt s
jejich standardy. Metodou HPTLC se potvrdil fakt vyplyvajici z vysledkt fluorescencni
mikroskopie a to, ze se flavonoidy vyrazn¢ akumulovaly v oslunénych listech (Obrazek 10b, d),
oproti listim zastinénym (Obrazek 10a, ¢). Piekvapujici byl rozdil v akumulaci fenylpropanoida
mezi pletivy listu a zlaznatymi trichomy u oslunénych oproti zastinénym listim. Zatimco
v pletivech se po ozareni listu zménilo pouze mnozstvi fenylpropanoidd, ve zlaznatych
trichomech se zménilo také jejich slozeni. Z toho vyplyva, ze fenylpropanoidy vylu¢ované

zlaznatymi trichomy se pravdépodobné tvoii v bunikach sekre¢nich orgént a ne jinde, odkud by

do trichomt putovaly.

Obrdazek 10: Listy Phillyrea latifolia,
které byly aklimovany ve stinu (a, c) a pri
plné ozarenosti (b, d). Histochemicka
lokalizace flavonoidii (Zluta) pomoci
Neuova cinidla v pricnych rezech listem
(a, b) a Zlaznatymi trichomy (c, d). Bily
pruh predstavuje méritko 200um (a, b) a
50um (c, d). Prevzato a upraveno dle
(Tattini et al., 2000)

6.2.4 Lokalizace vybranych sekundarnich metabolitii pomoci kombinace Neuova ¢inidla
a jinych zobrazovacich a analytickych metod
V dal$im piehledu se zaméfim na recentni prace, kde je Neuovo ¢inidlo pouzito ve

spojeni s recentnimi ¢i novymi analytickymi a zobrazovacimi metodami.

Z 2D snimk z fluorescen¢niho mikroskopu lze sestavit i 3D obraz pozorovaného
objektu. Pii sestavovani 3D obrazu lze pouzit metodu 3D dekonvoluéni fluorescencni

mikroskopie (three-dimensional deconvolution fluorescence microscopy). Dekonvoluci je
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mysleno upraveni obrazu tak, aby byl obraz co nejméné zkresleny a zaSumény. Dekonvoluce je v
podstaté matematickd metoda korekce objektli pro dosazeni vyssi ostrosti obrazu. Vyhodou
dekonvolu¢ni mikroskopie, oproti naptiklad konfokalni je, ze ji mize byt dosazeno i pfi nizké
hladin¢ svétla, coz je vyhodné pii pozorovani zivych vzorkt citlivych na svétlo (McNally et al.,
1999). 3D dekonvolu¢ni mikroskopii 1ze vyuzit i k subcelularni lokalizaci flavonoida

v pletivech, naptiklad jejich pravdépodobnd lokalizace v membrané chloroplastt (

Obrazek 11). K vzorkiim pletiv z listt rostlin je pfiddno Neuovo ¢inidlo, stejné jako pfi klasické
fluorescen¢ni mikroskopii a postupné jsou pofizovany snimky riznymi rovinami vzorku,

postupujici od vnéjsku dovniti (Agati et al., 2007).

Obrazek 11: Snimek z 3D dekonvolucni
mikroskopie palisadového parenchymu
ozarenych listit Phillyrea latifolia. K vzorku
bylo pridano Neuovo cinidlo. Zlutd barva
predstavuje fluorescenci flavonoidii a cervena
Sfluorescenci chlorofylu. Snimek je porizen
zvrstvy 2,9 um od povrchu vzorku. Prevzato
a upraveno dle (Agati et al., 2007).

2.9 um

Dalsi, v recentnich pracich ¢asto pouzivanou, mikroskopickou metodou je konfokalni
mikroskopie. Mikroskopické metody typu CLSM (confocal laser scanning microscopy = LSCM
= Laser scanning confocal microscopy) lépe zobrazuji lokalizaci fenolickych latek v pletivech
neZ klasicka fluorescencni mikroskopie, jelikoZ oproti klasické svételné mikroskopii maji
snimky z konfokalni mikroskopie vyssi rozliSeni a kontrast a je potlacen signal nad a pod
rovinou zaostfeni a tim se vylouci informace mimo oblast zaostieni (Leica microsystems
[online]). Piednosti, a zaroven 1 omezenim této mikroskopické metody, je vyuziti laseru jako
zdroje svétla, intenzivni osvétleni vzorku pfispiva k rychlejSimu vysviceni pouZitych
fluorochromil a to nejen v misté snimani, ale i v mistech kudy paprsek prochédzi k mistu zaostteni
(Agati et al., 2009; Hutzler et al., 1998). V konfokalni mikroskopii je opét pouzito Neuova
¢inidla k zobrazen fenolickych latek v pletivech listi rostlin (Agati et al., 2012, 2013).

Typem konfokalni mikroskopie je multifluorescencni konfokalni mikroskopie, coz je
mikroskopie kombinovana se spektralni analyzou, coz umoznuje odliSeni jednotlivych struktur i

v ptipadé fluorochromti, které maji blizka emisni maxima (Agati et al., 2012, 2013). Vzorky jsou
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obarveny né¢kolika barvivy soucasné a stanovuje se intenzita jejich fluorescence soucasné v ase
1 ve stejném misté. Excitacni a emisni spektra jednotlivych barviv se ¢asto prekryvaji, v disledku
dochdzi k tomu, Ze pfi pouziti optickych filtrti, jako je tomu u fluorescen¢ni mikroskopie, je
obraz rusen piekryvajicimi se fluorescencemi jednotlivych barviv, pfipadné autofluorescenci.
Prekryvani fluorescenci je problémem obzvlasté pokud jsou barviva promichana i prostorove viz
vyse zminénd prace autorit Schmitz-Hoerner and Weissenbock, (2003). Problém miseni
flourescenct je feSen praveé pomoci spektralniho zobrazovani. Pti spektralnim zobrazovani
dochazi ke stanoveni podilu jednotlivych fluorescenci ve spektru naméieném pii spektralnim
zobrazeni vzorku (pofizeni série obrazl pii ménici se vinové délce), coz posléze usnadni

identifikaci jednotlivych latek (Plasek, 2004).

Multifluorescencni konfokalni mikroskopii pouzili pro zjisténi lokalizace flavonoidi a
derivati kyseliny hydroxyskoticové (HCA) v listech Phillyrea latifolia vystavenych vysoké
ozatenosti napiiklad (Agati et al., 2013). Pficné fezy listem byly nejdiive obarveny Neuovym
¢inidlem a nasledné pouzili metodu multifluorescencni konfokalni mikroskopie, ziskali snimky
s viditelnou fluorescenci v pletivech, ménici se intenzity fluorescence napfic fezem a
fluorescencni spektra jednotlivych latek (Obrazek 12). Diky této kombinaci vysledki, které
ziskali, je jasné€ viditelna distribuce flavonoidi a HCA v pletivech listu. Flavonoidy se
akumulovaly pfedev§im na ozatfené adaxidlni stran€ listu (Obrazek 12A), zatimco HCA byly
lokalizovany u neozatené abaxialni strané listu (Obrazek 12B) a ve zldznatych trichomech

neozaienych lista.

Akumulaci HCA v neozarenych ¢astech listu, v tomto ptipadé derivati kyseliny kavové,
zaznamenali 1 Tattini et al., (2000) z jejichz vysledktl se zda, ze vysoka ozarenost ma vliv na
metabolickou drahu fenylpropanoidii a to ve formé deaktivace biosyntetické cesty vedouci ke
vzniku HCA. Antioxidacni aktivita flavonoidl pfevazuje nad antioxida¢ni aktivitou HCA a
z toho dlivodu je jich v ozatfenych €astech listil tvofeno vice, nicméné vysledky taktéZ naznacuji,
ze HCA maji pozitivni vliv na nartistdni obsahu ligninu pti vysoké ozarenosti a tim se podili na
tloustnuti bunéénych stén, coz by mohlo byt vyuzito jako indikator stresu z vysoké ozarenosti

(Agati et al., 2013; Tattini et al., 2000).
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Obrazek 12: Na obrazcich je videt fluorescence derivatii kyseliny hydroxyskoricovée (HCA=
hyroxycinnamates, zeleno-modra barva), flavonoidii (Flav, Zluta barva) a chlorofylu (Chl) na
adaxialni (A) a abaxialni (B) strané oslunéného listu a na listu zastinéném (C). Na obrazku (E)
Jjsou videt zmeny v intenzité fluorescence HCA, flavonoidii a chlorofylu pri priichodu celym
oslunénym listem. HCA se neakumuluji zhruba prvnich 100um od adaxidlni strany epidermis
oslunéeného listu (A a E). Flavonoidy se oproti tomu v prvnich 150um oslunéného listu akumuluji
mnohem vice (E). Akumulace flavonoidii v hornich castech listu odpovida fluorescencnim
spektriim na obrazku (D) ve dvou hornich vrstvach palisadového parenchymu, které maji vrchol
v 585 and 575nm. Flavonoidy se vyskytuji i v houbovém parenchymu oslunéného listu, ale uz ne
tolik jako v palisadovém parenchymu. HCA na druhou stranu prevazuji nad flavonoidy

v hlubsich vrstvach oslunéného listu (E). (pal (I)): prvni vrstva palisadového parenchymu; (pal
(11)): druha vrstva palisadového parenchymu, (pal (I11)): treti vrstva palisadového parenchymu;
(spongy (1)): prvni vrstva houbového parenchymu, (spongy (I1)): druha vrstva houbového
parenchymu. Neuovo cinidlo, multifluorescencni konfokalni mikroskopie. Prevzato z (Agati et

al., 2013).

6.2.5 Zavéry o vyzkumu lokalizace vybranych sekundarnich metaboliti pomoci

fluorescen¢nich metod

Z vyse uvedenych ptikladii praci vyplyva, ze pii vyzkumu lokalizace fenolickych latek je
vhodné si pokus velmi dobte promyslet. Osvédcenym barvivem pro vizualizaci riznych druht
fenolickych latek ve vzorku je Neuovo €inidlo. Déle jsou dilezitymi faktory naptiklad podobnost
zkoumanych sekundéarnich metabolitil a blizkost jejich emisnich spekter, kterd miize byt pii
pozorovani fluorescenénim mikroskopem na obtiz. Zaroven je dilezité uvédomit si citlivost
daného vzorku, jelikoZ u velmi citlivych vzorki na svétlo nemusi byt vhodna naptiklad

konfokalni mikroskopie.

34



Zavér

V soucasnosti probihajici klimatickda zména vytvaii zmény faktort prostiedi, které u
rostlin mohou vyvolat stres. Pro lidskou populaci viditelnym disledkem stresovych faktort,
které na rostliny plsobi, je negativni zména vynosnosti zemédélskych plodin, vyssi nachylnost
k chorobdm a mensi odolnost vii¢i rychlym zménam podnebi a pocasi. Tyto negativni dusledky
na hospodaiskych plodinach, ptedevsim pak na obilovinach, které z velké ¢asti lidstvo Zivi, je
nutné co nejvice eliminovat, jinak mize dojit k ohrozeni potravinové bezpecnosti lidstva. Na
ptikladu je¢mene, piipadné dalSich obilovin, jsem se pokusila ukazat, jakym stresovym faktoriim
hospodaiské rostliny ¢eli a jaké jsou jejich moznosti obrany. Zajmem lidstva je kultivace co
nejodolngjsich rostlin, které by klimatickym zménam dokazaly odolavat. Abychom vSak mohli
takovéto rostliny vypéstovat, je nutné znat jejich ochranné mechanismy a umeét urcit stav, kdy uz
se rostlina nachazi ve stresu. Odolnost rostlin studujeme pomoci nespecifickych indikatort
stresu, jako je akumulace a detekce fenolickych latek, patiicich mezi vyznamné sekundérni

metabolity, které rostlinu pred stresem chrani a signalizuji, Ze se rostlina ve stresu nachazi.

Na ur¢eni obsahu fenolickych latek miZzeme pouzit naptiklad metody biochemické,
chromatografické jako je HPLC. Tyto metody neurci pfesnou lokalizaci ¢i akumulaci
v jednotlivych typech pletiv ¢i jejich ¢astech, zato velmi presné identifikuji rizné druhy

sloucenin, které se v rostlin€ nachdzi a téz ptesné urci mnozstvi téchto latek.

Pro ptesnéjsi lokalizaci je tfeba vyuzit histochemickych detekci. K dispozici jsou tradi¢ni
histochemické metody, které v§ak obvykle nejsou pfilis specifické viici detekovanym latkam.
Naptiklad k urceni celé skupiny fenolickych latek slouzi Fast Blue BB ¢i vanilinovy test, ktery

slouzi k detekci tanint.

24

Nejcastéji pouzivanou metodou, pro zobrazovani fenolickych latek je Neuova reakce. Neuova
reakce umoznuje rozeznat jednotlivé fenolické latky podle jejich specifické fluorescence, ktera
v reakci na pridani Neuova ¢inidla do vzorku vznikne. Kombinace aplikace Neuova Cinidla

s modernimi zobrazovacimi a spektroskopickymi metodami umoziiuje velmi pfesné urceni a
lokalizaci jednotlivych fenolickych latek ve vzorku. Pfedevsim pak je vyznamna moZnost
rozliSeni latek 1 s velmi podobnymi fluorescencnimi spektry, coz by naptiklad s pouzitim
tradi¢nich histochemickych metod nebylo mozné a déle pak zobrazeni struktur i v 3D obraze,

coz napomaha lepsi prostorové orientaci v distribuci fenolickych latek. Nejlep$im postupem pii
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zkoumani lokalizace fenolickych latek v pletivech listu se zd4 byt kombinace né¢kolika metod,

¢imz se snizuje riziko neptesného urceni fenolickych latek a neptesné lokalizace ve vzorku.

Pokud dokazeme uspésné detekovat a lokalizovat nespecifické indikatory stresu, mizeme
vytipovat vhodné genotypy obilovin, odolné viici stresovym podminkam vyvolanych
klimatickou zménou. Pokud budou nésledné vhodné genotypy hospodarskych plodin
kultivovany a pouzity v zeméd¢lstvi, bude moci experimentalni biologie rostlin ptispét ke

stabilizaci potravinové bezpecnosti lidstva, kterd je dnes ohroZena.
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