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Anotace

Ve svoji praci jsem se vénovala studiu chemickych zmén vyvolanych teplotnim
cyklovanim semen u hrachu seté¢ho (Pisum sativum). Teplotni cyklovani a mozné chemické
zmény v osemeni mizou ovliviiovat jejich dormanci. Teplotni cyklovani je mozné pozorovat
I vV pfirodé a je popsané, ze stiidani teploty je u nékterych druhl vyznamny faktor pro ukonceni
dormance a zacatek kli¢eni- Snazila jsem se objasnit tento jev, jelikoz dormance muize uzce
souviset se zemé&délskou ¢innosti a mit i ekonomicky dopad pro zeméd¢lstvi. Pti svém vyzkumu
jsem pouzila celkem tfi metody analytické chemie: infradervenou spektrometrii, hmotnostni
spektrometrii s laserovou desorpci a ionizaci a kapalinovy chromatograf s hmotnostné
spektrometrickou detekci. Podafilo se mi objasnit, jaké latky by mohly hrat roli ve fyzikdlni
dormanci u semen, kterd proSla teplotnim cyklovanim. Ptikladem takové latky je naptiklad
derivat inositolu.
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Annotation

This work deals with the influence of cycling by temperature to seeds of Pisum sativum L.
and their physical dormancy. | had an afford to elucidate this phenomenon in connection with
domestication (cultivation) and influence of temperature (its cycling) on the seed coat
and consequently on physical dormancy of Pisum sativum L. seeds. In my research | used three
methods of analytical chemistry: infrared spectrometry, mass spectrometry with laser
desorption/ ionization and liquid chromatography-mass spectrometry. The obtained results
contribute to the knowledge what substances could play a role in the changes of physical
dormancy of seeds exposed to thermal cycling. The content of inositol, a common sugar alcohol,
appeared to change significantly in seed coats after the cycling of temperature.
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1 Uvop

Hrach sety (Pisum sativum L.) je hospodaisky vyznamnou plodinou a tvoii
nezanedbatelnou soucést jidelnickli mnohych z nas. Je péstovany zejména pro pomérné vysoky
obsah proteinti, jezZ jsou pro organismus ¢loveéka velmi dilezité.

S hrachem, stejné jako s ostatnimi rostlinami, se poji i proces kli¢eni. Aby se cely proces
mohl odehrat, je nezbytny prinik vody k embryu, které je ulozeno v semeni. Voda se k embryu
dostava skrze nejsvrchngj$i vrstvu semene nazyvanou osemeni. Jeho chemické slozeni
se vyznamné podili na ovlivnéni pocatku kliceni. Na zakladé rychlosti a snadnosti klic¢eni
rozliSujeme semena na dormantni a nedormantni. Dormantni semena jsou takova, ktera klici
pozdé&ji, mohou vykli¢it i po nékolika letech stravenych v pidé. Nedormantni semena kli¢i
pti dostatku vody velmi rychle, v tadech nékolika dni. Dormance je pak tedy klidové stadium
samotnych semen a je typicka pravé pro semena divokych rostlin.

Kvalita i kvantita Girody nékterych plodin vSak muze byt ovlivnéna i pfirodnimi jevy
(napf. pocasi). Nékterd semena mohou na zdklad€ vyraznych teplotnich zmén prodé€lat zmény
V chemickém slozeni osemeni a tim i zménit svoji dormanci. Nedormantni semena
se tak za urcitych okolnosti mohou stat semeny dormantnimi a naopak.

Ve svoji praci jsem se proto zabyvala pravé touto problematikou. Analyzovala jsem
osemeni hrachu setého (Pisum sativum L.), jeZ zménila svoji dormanci. Pracovala jsem
se vzorky ziskanymi od botanikd z Ptirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.
Na nich jsem tedy zkoumala zmény v chemické stavbé osemeni jednotlivych semen
pfed zménou dormance a po ni. Zména byla dosaZzena teplotnim cyklovanim. Zmény
v chemickém slozeni jsem studovala pomoci tfi analytickych metod: infracervené
spektroskopie, kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie.

Vyzkum by mél ptispét novymi poznatky k problematice, ktera vzhledem k hrachu setému
zatim neni probadand. Na zdklad€ téchto poznatkli by pak mohlo byt snadnéjsi predejit
nekterym nezaddoucim jeviim u hospodafsky vyznamnych plodin, jako je naptiklad predcasné
kliceni. To muze velmi vyznamné ovlivnit podstatnou ¢ast tGrody a znehodnotit ji,
coZ pro zeméd¢lce neni zadouci.



2 CILE PRACE

Cile moji prace jsou shrnuty v péti naslednych bodech:

1.

Vysvétlit fyzikalni dormanci, jeji zmény po teplotnim cyklovani semen a jeji vyznam
pro zemé&d¢lstvi

Prispét novymi poznatky k problematice teplotniho cyklovani semen a jeho
mechanizmu pasobeni na vznik a zdnik dormance u semen

Pokusit se popsat latky, jejichz obsah se méni v pribéhu teplotniho cyklovéani
v osemeni hrachu

Pokusit se zjistit, na které ¢asti osemeni se teplotni cyklovani projevuje vV podobé
zmény chemické stavby osemeni (na svrchni nebo vnitini strang)

Porovnat vysledky ziskané pomoci tfi analytickych metod u semen, kterd prosla
teplotnim cyklovanim a jejich protéjsku, které jim neprosly a jsou oznacovany jako
kontroly jednotlivych genotypt



3 HRACH SETY (PISUM SATIVUM L.)

Hrach sety (Pisum sativum L.) je dobfe znamou rostlinou nejen zemédélcim nebo
zahradkaiam, ale i Siroké vetejnosti, jelikoz je hojné vysazovan. Jeho plody v podobé lusku
jsou s oblibou konzumovany a je nezbytnou surovinou pfi vafeni mnoha tzv. lusténinovych
jidel.

Pravdépodobné pochazi z oblasti jizni Evropy a jihovychodni Asie. Plodinou hojné
pestovanou z ditvodu konzumace se stal jiz v praveéku. (Pazdera, 2015) Oblibenou plodinou
byl i v antice. Na pielomu 9. a 10. stoleti se zacal vyskytovat i ve stfedni Evropé.
(Maly, 2003) Hrach byl domestikovan asi pted 10 000 lety. (Abbo, Lev-Yadun , & Gopher,
2010)

Jedna se o jednoletou ¢asto popinavou bylinu s obvykle vejéitymi sudozpefenymi listy
zakonéenymi iponky podepiené vyraznymi palisty, kvétenstvi nejéastgji bilé barvy. Radi
se do ¢eledi bobovité (Fabaceae).

Ptirodni genotypy hrachu jsou Casto rostliny vysoké, jejich stonek je uzky a vétveny.
Na rozdil od druhti domestikovanych maji divoké odriidy kvéty riznych barev, asto odstini
modré a fialové barvy. Semena uloZena v luscich také nemusi mit typickou zelenou barvu,
byva jich mens$i mnozstvi a jsou pomérné mald. Barva osemeni se li§i v zavislosti
na jednotlivych druzich. Napiiklad Pisum elatius ma tmavé zelené osemeni, které
ma vV mnoha mistech jiny, hnédy pigment. (Cousin, 1997)

Pro vysev hrachu je nejvhodnéjsi pida, kterd je urodnd a neni nijak znehodnocena
plevelem. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o pomérné odolnou rostlinu, je vhodny
pro péstovani v mirném podnebném pasu. (Pekarkova, 1997)

V 1écitelstvi se vyuZzivaji nckteré Casti rostliny, zejména nat. Hrach sety obsahuje
flavony, kumariny a aminokyseliny. Odvar z nati slouzi jako prevence nadorovych
onemocnéni a ma 1 antisepticky uc¢inek. Muze byt vyuzit 1 jako hojivo, které se ve formée
povareného a nasledné rozemletého prytu piiklada na drobna zranéni. (Pazdera, 2015)

Vysledky nékterych studii ukazuji, Ze vytazky ze semen hrachu maji destruktivni u¢inky
na maligni buiiky, které zptisobuji rakovinu tlustého stfeva, plic, prsou nebo krve. Nejedna
se vSak jen o hrach. Slabou protinadorovou aktivitu vykazuji 1 jiné rostliny z ¢eledi bobovité
(Fabaceae) jako naptiklad tolice vojtéska (Medicago sativa). (Rungruangmaitree &
Jiraungkoorskul, 2017)



3.1 Role hrachu v zemédélstvi

Jak jsem zminila vySe, jedna se o velmi vyznamnou plodinu vyuzivanou v kulinafstvi.
Nejen ze je velmi chutny, ve svych plodech obsahuje i velké mnozstvi proteind, které jsou
pro télo cloveéka nezbytné.

Semena jsou bohatd na Skrob a jednoduché rostlinné bilkoviny napiiklad globuliny.
(Pazdera, 2015) Obsah proteint se vSak liSi v zavislosti na struktufe osemeni. Jestlize
je povrch semene hrachu hladky, pak obsahuje méné proteint, fadové do 31 %, protoze
se zde nachazi vice amylopektini nez v osemeni, které je hrubsi. Rozmezi obsahu bilkovin
v celém semenu se bez ohledu na strukturu osemeni pohybuje mezi 23 % — 33 %.
(Cousin, 1997)

Nejvyznamnéjsi odridou hrachu setého vyuzivanou v zemédélstvi je Pisum arvense
(L.). (Cousin, 1997) Od hrachu, ktery se vysazuje na zahradach pro domaci uziti, se lisi.
Jeho lusky maji stejné jako jeho kvéty fialovou barvu. Rozdilny je pouze odstin. Lusky jsou
zbarvené tmavé fialove, zatimco kvéty jsou svétle fialové. Tyto odridy se vSak od sebe Casto
ani nerozliSuji. Jeho dal$i vyhodou je 1 odolnost viici chladu, nejen semen, ale i samotné
dosp€lé rostliny. Tomuto hospodaiskému druhu hrachu nevadi ani sucho (Cousin, 1997),
jestlize netrva vétSinu vegetaéniho obdobi rostliny. Kazda rostlina pak vyprodukuje
v jednom lusku asi 4-9 semen. Rychlost rdstu rostliny zavisi pfimo i na pfirodnich
podminkach a pocasi. Jestlize je vlhko a zima, pak rostlina roste velmi pomalu, nebo
ani nezacne klicit, protoze samotna semena jsou na teplotni podminky obvykle citliva. Kli¢i
zhruba po dobu 14 dni, a to za teploty od 4°C. Kvést za¢ina z pravidla po 40 dnech od vysevu.
(Endres, a dalsi, 2016)

Hréch sety (Pisum sativum) je hospodaiskou rostlinou, kterd neni naro¢na na péstovani.
Nepotiebuje zvlastni hnojeni dusikatymi hnojivy a je schopen riist a plodit i na podzim. Hrach
hraje vyznamnou roli v zemédé€lstvi. Kanada, Francie a Australie jsou co do péstovani hrachu
svétové velmoci. V Australii stale roste plocha, na niZ se péstuje. Jedna se zejména o ,,Dun
peas‘ odridu, které se zde vyjime¢né dafi. (Pritchard, 2018)

3.1.1 Choroby a Skidci

Stejné jako pfi péstovani jinych plodin mize byt rostlina hrachu setého napadena skudci,
nebo rostlinnymi chorobami. Aby se ptfedeSlo napadeni rostliny, provadi se kontroly
nadzemnich ¢asti rostliny. Snéti jsou jednou nemoci, kterou miize byt rostlina napadena.
Jedna se o stopkovytrusné houby, které napadaji zelené ¢asti rostlin, zejména listy. Prorustaji
mezi buiitkami palisddového parenchymu, odkud rostling berou Ziviny. Vytvaii na ni nadory,
které obsahuji mnozstvi odolnych spor. Poté, co nador praskne, dochézi k rozsiteni spor a tim
1 samotné houby.

Padli se fadi mezi vieckovytrusné parazitick¢ houby a zptsob, jakym rostlinu napada,
je velmi podobny jako u snéti. Rozviji se zejména pii stiidani teplych a vlhkych dni
s chladnymi nocemi. (Cousin, 1997)



Fusariové vadnuti je dal$i choroba zpiisobena houbou, ktera ma velkou genetickou
variabilitu. Zapfti¢inuje posSkozeni cévnich svazkl. Rostlina se vSak mize branit, koduje totiz
ve svém genomu i rezistenci viici této chorobé a to konkrétné v podob¢ dominantniho znaku.
(Cousin, 1997)

Krom¢ hub jsou pro rostliny nebezpecné i fytoviry, coz jsou RNA viry, které zptisobuji
rostlin€ infekci. Zajimavosti je, ze tyto viry majici ty¢inkovy ¢i kulovity tvar jsou pomérné
velké. Patii sem 1 virus mozaiky, ktery na rostlin€ tvoii hnédé skvrny a deformuje listy, ¢imz
rostliné znemoznuje idealné provadét fotosyntézu a vytvaret dostatek zivin pro dalsi rast.

Hmyz je pro rostlinu hrachu setého také hrozbou. Nékteré druhy kladou vajicka
na rostlinu a tim je pak znehodnocena tiroda. Obale¢ hrachovy (Cydia nigricana) klade
sva vajicka do luskl hrachu. Larvy, které se zde vylihnou, maji tedy potravu pro sviij rust.
(Gianfrancesco, 2013) Napadeni hrachu timto Skiidcem zni¢i velkou ¢ast urody.

vy

Msice kyjatky hrachové Ziji na hrachu. JelikoZ saji z rostliny Ziviny, mohou slouzit jako
vektor pro néktera virova onemocnéni. Podstatné je, Ze velké mnoZstvi mSic ni¢i pupeny,
kviili cemuz rostlina nemuze kvést. (Pokorny, 2015)

3.1.2 Zahradkari oblibené druhy hrachu

Hrach sety m& mnoho odrid, které jsou na trhu dostupné. RozliSujme odridy rané
a pozdni, které se vyrazné¢ 1isi dobou vysevu. Dale odridy délime podle vzristu na nizké
a vyssi. Vyssi odridy Casto potiebuji ke svému riistu oporu. Mezi ty, které se vysazuji
nejcastéji, patii hrasek dienovy a hrasek cukrovy. Obé tyto odridy se fadi do ranych.

Cukrovy hrach ma svétle zelené duznaté lusky. (Dunford, 2015) Lusky této odrudy
se konzumuji celé i se semeny at’ uz varené nebo syrové. V tomto piipadé€ se jedna o vyssi
odrtdu, pro kterou je tedy vhodna opora ve formé dievéné nebo kovové konstrukce. Zrala
semena se nevylupuji, jelikoz je nelze pfili§ dobfe varit samostatné bez lusku. Vyhodou této
odridy je odolnost vié¢i nizkym teplotam. (Pekarkova, 1997)

Hréch dienovy ma v lusku uloZena semena, ktera obsahuji pomérné vysoké mnozstvi
cukrl. Jedné se o odriidu velmi roz$ifenou, protoZe semena jsou velmi chutnd. Na rozdil
od hrachu cukrového je vSak nachylny na nizsi teploty. Semena jsou také v porovnani
S jinymi odriidami tvarové netypicka. Byvaji svrastéla, nikoliv hladka a kulaté. (Pekarkova,
1997)



4  DORMANCE SEMEN

Dormance je jedna ze zasadnich vlastnosti divokych semen. Diky ni je zachovdvéana
biodiverzita. Je to vlastnost semene, kterd rozhoduje o tom, kdy semeno zacne klicit. Jedna
se o klidové stadium, kterym semeno prochazi. Mzeme fici, Ze dormance popisuje, jaky
pocet semen z dané populace nezaéne v piithodnych podminkach klicit a ziistane zachovany
pro budoucnost. Pokud vykli¢i vSechna semena a v prib¢hu riistu rostliny dojde ke zménam
okolniho prostiedi, které jsou pro rostliny nevhodné, mize dojit k jejich odumteni a nasledné
k vymizeni celého rostlinného druhu v dané lokalité. Dormance jako regulaéni nastroj je tedy
ochranou genomu daného rostlinného druhu. V této souvislosti rovnéz plati, Ze dormantni
semena kli¢i po delsi dobé, kterou stravi v ptidé€, piestoze maji podminky vhodné pro klic¢eni.
Naopak semena nedormantni zacinaji kli¢it velmi brzy. (Baskin & Baskin, 1998)

RozlisSujeme celkem pét zakladnich typt dormance. Fyziologickou, fyzikalni,
morfologickou, morfo-fyziologickou, fyzikalni a jejich kombinace. (Baskin & Baskin, 1998)
Ve svoji praci jsem se zabyvala studiem fyzikalni dormance semen. Hlubsi poznani tohoto
jevu muze vylepsit nepfiznivé ekonomické ztraty v zeméd€lstvi po celém svéte. Farmaii
se Casto stfetavaji s pfedCasnym vyklicenim semen, kterd jsou na nesklizené mateiské
rostliné. Tento nepfiznivy jev se oznacuje jako ,,pre-harvest sprouting, tj. PHS* a je
demonstrovany na Obrazku 1. Na konci dvacatého stoleti tento jev negativné ovlivnil asi
15% urody psenice v oblasti Queensland a Northern New South Wales v Australii, kde jsou
Casté letni srazky. (Rathjen, 2006) U pred¢asné kli¢icich semen pSenice dochazi k degradaci
proteinu i $krobu a redukci jejich kvality. Diky tomuto procesu se pak vyrabi mouka s nizkou
kvalitou. Takto znehodnocené klasy se (v lep$im piipad¢) pouzivaji jako krmivo pro zvitata,
coz ma za nasledek sniZeni ceny a zmensi vydélek pro farmare.

Sprouted seed from Suffolk, VA, Oct, 2005
(D. Holshouser)

Obrazek 1: Pro farmate nezadouci pfedcasné kliceni pSenice, kukufice, s6ji.

Pievzato z MAS Wheat (AUTOR NEUVEDEN. MAS Wheat [online]. [cit. 13.1.2019]. Dostupny na WWW:
https://maswheat.ucdavis.edu/Education/PDF/facts/PHS.pdf) a z webové stranky JenREESsources Extension
Blog (REES, Jenny. JenREESsources Extension Blog [online]. [cit. 13.1.2019]. Dostupny na WWW:
https://jenreesources.files.wordpress.com/2013/09/sprouted-good-side-of-damaged-ear.jpg)
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4.1 Fyzikalni dormance

Fyzikalni dormance je do znaéné miry zplsobena obsahem vod¢odolnych latek
V osemeni, tedy nejvrchngjsi vrstvé semen, kterd vznika z vaje¢nych obald samici zarodecné
bunky. Tyto latky se zde vytvéieji v pribc¢hu dozravani semene, a to tedy v ptid€ nezacne
kli¢it, dokud voda nepronikne pod osemeni. V pfirodé existuji jednoduché mechanismy,
kterymi byva fyzikéalni dormance a nasledné klicivost ovlivnéna.

K t€émto mechanismiim patii napiiklad ptisobeni svétla, priimérna teplota nebo stiidani
teplot béhem dne a noci nebo v ramci delsiho ro¢niho cyklu, déale piisobeni ohné, pH ptdy
a pudni kyseliny ¢i baze, vlhkost nebo i samotny kyslik. Dormanci mohou ovlivnit i rizné
chemikalie (v€etné téch, které do zivotniho prostfedi vnasi svou ¢innosti ¢lovek) nebo plyny
jako je ethylen nebo kyslik. (Crocker, 1916) V mnoha piipadech byvaji dormantni semena
potravou pro zivo€ichy. Osemeni jednotlivych semen jsou v zaludku nebo v jinych ¢astech
travici soustavy naleptana. Priichod Zivoc¢iSnym travicim traktem je muze tedy také zbavit
dormance. Poté, co vyjdou z traviciho traktu, je pravdépodobnost pocatku kli¢eni vyssi.
V nékterych ptipadech poméaha narusit fyzikalni dormanci i1 pidni abrazivita ¢i mikrobialni
pudni kultura. V neposledni fadé je fyzikdlni dormance semen z4visla i na anatomii osement
a latek pfitomnych v samotném osemeni.

Studiem vlivu simulované teplotni oscilace na dormanci né€kolika odriid hrachu setého
(Pisum sativum) pomoci skenovaci elektronové a svételné mikroskopie se ve svém vyzkumu
zabyvala Anna Janska. Bylo prokazano, Ze nejen povrch osemeni ale 1 bila linie
(tzv. light line) nachézejici se mezi voskovou kutikulou a makrosklereidami ma na dormanci
vliv. Studie ukazuje, Ze naruseni dormance souvisi se zménami ve slozeni subkutikularnich
voskll. Mechanické praskani osemeni, dulezité pro zapoceti kli¢eni, podporuji i vlastnosti
bunécnych stén makrosklereid. (Janskd, Peckové, Sczepaniak, Smykal, & Soukup, 2018)

V ramci fyzikélni dormance je na osemeni dilezité misto, které se nazyva jizva
popoutku. Zde bylo semeno piichyceno v lusku pomoci poutka. Bylo zjisténo, Ze voda Casto
pronikd timto mistem, jelikoZz obsahuje nejméné latek odpuzujicich vodu.
(Cechova, a dalsi, 2017)

4.2 Latky ovliviiujici fyzikdlni dormanci semen

Jak uz bylo naznaceno v ptedchozi kapitole, fyzikdlni dormanci semene ovliviiuje
nejvice stavba a chemické slozeni osemeni. Tyto dva parametry jsou podstatné pii priniku
aregulaci vody a kysliku k zarodku a tim 1 jeho dal§imu vyvoji. (Smykal, Vernoud, Blair,
Soukup, & Thompson, 2014)

Na povrchu slupky dormantniho hrachu setého (genotyp J164) miizeme najit nékolik
latek, které by mohly mit na fyzikdlni dormanci semene vliv. Jednd se zejména
0 hydroxylované mastné kyseliny, kyselinu dihydroxyoktakosanovou,
dihydroxyheptakosanovou,  hydroxyoktakosanovou nebo  hydroxyheptakosanovou
a hydroxyhexakosanovou (Cechova, a dalsi, 2017).



Jednd se o nepolarni, velice hydrofobni latky, které jsou ptfitomny pravdépodobné
V nejsvrchnéjsi ¢asti semenného obalu. Podileji se zfejmé na vytvofeni primarni bariéry
zabranujici priniku vody skrz osemeni k embryu, ktery je impulzem ke kliceni. Pfitomnost
hydroxy skupin navazanych na nepoldrnim uhlikatém fetézci u zminénych molekul
mastnych kyselin mlze podminovat nasledné¢ tvorbu esterickych vazeb mezi dvéma
molekulami mastnych kyselin. Efekt moZného zesitovani nékolika hydroxylovanych
mastnych kyselin do spole¢ného celku miize umocnit hydrofobni vlastnost osemeni. Nov¢jsi
studie poukazuje na pritomnost vyssich mastnych kyselin také v jiném dormantnim osemeni
hrasku (genotyp L100). Jedna se o konkrétn¢ o kyselinu hexakosanovou a oktakosanovou
(Cechova, Hradilova, Smykal, Bartdk, & Bednaft, 2019) U této dormantni odriidy jsou vSak
pritomny mastné kyseliny bez hydroxylace na uhlikatych fetézcich. Uvedené prace byly
zamétené na chemickou charakterizaci povrchové vrstvy osemeni, kutikuly. Vysledky praci
podporuji i vysledky diive zminéné studie Anny Janské. (Janskd, Peckovd, Sczepaniak,
Smykal, & Soukup, 2018) Zabyvala se histochemickym barvenim lipidické vrstvy v fezech
osemeni dormantniho hrachu genotypu JI64 a nedormantniho hrachu genotypu JI192.
Obrazek 2. ukazuje vyraznou lipidickou vrstvu v povrchu osemeni dormantni odridy hrachu
(A) ajeji potlaceni v nedormantni odradé (B). Po aplikaci nepolarniho rozpoustédla, hexanu,
doslo k extrakci lipidickych latek z obou osemeni (C, D).
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Obrazek 2: Lipidické latky v pficném fezu osemeni dormantniho genotypu hrachu JI64 a nedormantniho
genotypu JI192 pied (A, B) a po aplikaci hexanu (C, D). Pievzato z prace Anny Janské. (Janskd, Peckova,
Sczepaniak, Smykal, & Soukup, 2018)

Kutikula, nebunécné ochrannd vrstva tvotfena nepoldrnim kutinem, mulize obsahovat
také smes mastnych alkoholt, aldehydi nebo alkand. Jeji sloZeni se 1i§i v ramci rostlinnych
druhil a organil. Nenachazi se vSak na kofeni, jelikoZ je nutné, aby koten absorboval vysoké
mnozstvi vody, nikoliv aby ji odpuzoval. Pod kutikulou se nachdzi bunécna vrstva bunck
palisadového tvaru — makrosklereid. Pod ni nasleduji osteosklereidy valcovitého tvaru.
Oba typy bunék obsahuji Skrobova zrna a jsou tvofeny predevsim celuldzou. Obecné lze Fici,
ze sacharidy, oligosacharidy a polysacharidy jsou latky polarni, pfestoze jsou nékteré z nich
za béznych podminek ve vod€ nerozpustné. Podili se vyznamné na regulaci prostupu vody



osemenim a na ovlivilovani celkového bobtnani semene. U n¢kterych druhd semen mohou
byt tyto buniky lignifikované neboli zdfevnatélé. Celuldza i lignin tvofi mechanickou oporu
osemeni. Jeho mechanicka pevnost souvisi s mirou praskani této slupky, ¢imz souvisi
i s fyzikalni dormanci. Vyznamnou skupinou latek jsou fenolické slouceniny (flavonoly,
anthokyaniny, isoflavony a taniny). (Cechova, Hradilova, Smykal, Bartak, & Bednat, 2019)
Tyto latky fadime k piirodnim antioxidantim, a maji proto zdravi prospésné ucinky.
Navzdory tomu mohou byt taniny spolu s tfislovinami i zdravi nebezpecné. Jedna
se 0 polyfenolickou skupinu jedovatych latek majici az sviravou chut. Z tohoto poznatku
muzeme usuzovat, ze chrani samotné rostlinné pletivo proti predatorim. Anthokyaniny jsou
fenolické slouceniny s charakteristickymi barvami — patii mezi rostlinné pigmenty.
Pigmentované osemeni u nékterych druhii psSenice a divokych odrid ryze bylo
charakteristické pro dormantni semena (Debeaujon, Léon-Kloosterziel, & Koornneef, 2000);
(Gu, a dalsi, 2011). Jejich pfitomnost byla v nékolika studiich spojena s nepropustnosti vody
skrz osemeni v nékterych lusténinach (Smykal, Vernoud, Blair, Soukup, & Thompson,
2014). Mechanizmus regulace prostupu vody neni zatim v tomto pfipadé vysvétlen.

4.3 Souvislost cyklovani teploty s fyzikalni dormanci semen

V kapitole 3.1. jsem zminila, Ze jednou z pfi¢in zmén v dormanci je teplota. Pomoci
nije mozné u nékterych rostlinnych druhti dormance dosdhnout a u jinych ji naopak
redukovat.

V literatute jsou dostupné informace o vlivu teploty na dormanci semen napiiklad
u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), ktery patii do ¢eledi brukvovité (Brassicaceae).
Slouzi ¢asto jako modelovy organismus ve védeckych studiich. Bylo zjisténo, Ze naptiklad
jeho ekotyp Cvi produkuje na podzim dormantni semena, ktera potiebuji k naruseni jejich
dormance teplo. Musi tedy projit 1étem, aby mohla na podzim kli¢it. Naopak rostliny ekotypu
Bur produkuji semena na konci léta, protoZe k naruSeni osemeni a sniZzeni dormance
potiebuji nizké, zimni teploty. Nasledné semena na jate kli¢i. (Footitt, Huang, Clay, Mead,
& Finch-Savage, 2013), (Footitt, Huang, Clay, Mead, & Finch-Savage, 2013)

Pro dosazeni zmény dormance semene je nezbytné v laboratornich podminkéch
spravné stanovit amplitudu kolisani, tedy casovy usek, po némz se bude teplota vzduchu
v okoli semene ménit. (Smykal, Vernoud, Blair, Soukup, & Thompson, 2014) Tato zména
je pomérn¢ prudka, napiiklad z 50 °C na 20 °C. Dale je nutné, aby i doba, po kterou je
experiment provadén byla dostacujici pro sniZzeni dormance. Parametry teplotnich oscilaci
vedouci ke zménam v kli¢ivosti se budou vyznamné lisit pro jednotlivé rostlinné druhy
I mezi jednotlivymi genotypy stejného druhu.

Vyznamné snizeni dormance semen za urcity ¢asovy useku se odehrava i ve volné
ptirode. Neobvykle vysoké teploty v zimnim obdobi jsou pro tento proces piihodné.
Semeno zacina byt postupem cCasu citliveéj$i na vykyvy teplot a na jafe to miize mit
za nasledek zménu z dormantniho na nedormantni charakter. Mtize tomu byt 1 naopak.
Pro semeno, které¢ takovym procesem proslo, nemusi byt jarni teploty dostacujici, aby
zacalo klicit, je tedy nutné, aby si celym procesem proslo znovu. Pfeckava tak nedotcené



V pudé, aby absolvovalo dalsi zimni obdobi, které by ho mohlo opét ud¢lat citlivym
a umoznit mu kliceni. (Smykal, Vernoud, Blair, Soukup, & Thompson, 2014). Tyto zmény
logicky mohou ovlivnit mnozstvi trody.

Cilem této prace bylo pokusit se zjistit, zda se teplotni cyklovani podili
i na zménach v chemickém sloZeni osemeni, které mohou nasledné ovlivnit fyzikalni
dormanci, ktera je typicka pro lusténiny, tedy hrasek.

5 POUZITE ANALYTICKE METODY

Béhem vyzkumu jsem pouzila celkem tii rizné metody analytické chemie.
Infracervenou spektroskopii, kapalinovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii.

5.1 Infracervena spektroskopie

Infradervend spektroskopie je jednou z celé tady analytickych technik, které
se vyuzivaji pii strukturni charakterizaci a identifikaci latek. Pomoci ni Ize charakterizovat
latky organické a anorganické povahy v plynném, kapalném i pevném skupenstvi. V moji
praci jsem vyuzila infracervenou spektroskopii v kombinaci s odraznou (reflexni) technikou
ATR, ktera bude kratce piedstavena na nasledujici strané. Toto uspofadani ma fadu vyhod.
Jednéd se naptiklad o kratky ¢as analyzy (v porovnani napiiklad s béZnym uspotadanim
kapalinové chromatografie probihd analyza vzorki velmi rychle, tj. 1-3 minuty). Pfi této
analyze nebylo tfeba vzorek pfedem nijak slozité upravovat. Pro moji préaci bylo zasadni,
ze vzorky, které byly analyzovany pomoci této metody, nebyly nijak posSkozeny. Z toho
divodu mohly byt pozd€ji znovu vyuzity i pii jinych analytickych metodach, coz bylo
vzhledem k nedostatku rostlinného materialu velmi dulezité.

Podstatou infracervené spektroskopie je interakce infraCerveného zafeni se studovanou
hmotou, kdy v piipadé pohlceni fotonu studovanou hmotou mluvime o absorpéni
infracervené  spektroskopii. (Kania, 2007) Infracervené =zafeni je soucasti
elektromagnetického spektra. Jeho vlnové délky se pohybuji v rozmezi od 780 nm
do 1000 pm , ¢imz je pro pozorovani pouhym okem neviditelné. Tato oblast se vSak v ramci
analytické metody rozliSuje jesté na dalsi 3, v ramci kterych se analyza uskuteciiuje. Délime
Ji na blizkou, stfedni a vzdalenou oblast, které se oznacuji jako Near-IR, Mid-IR a Far-IR.
Pro naSe meéfeni byla nevhodnéj$i oblast stfedni (Mid-IR) v rozsahu vlnovych délek
4000 — 400 cm™ (2,5 — 25 um).

Principem metody je absorpce infraderveného zatreni pii prichodu danym vzorkem,
u néhoz dochazi ke zméndm rotacné vibracnich energetickych stavli v zavislosti na zménach
dipolového momentu interagujicich molekul. Zménu vibra¢niho stavu lze chapat jako
zvétSeni amplitudy vibrace dané molekuly a zménu rota¢niho stavu Ize z klasického pohledu
vnimat jako zrychleni rotace molekuly. (Hajzler, 2014) IR spektrum, tedy zaznam analyzy,
je zavislost absorbance (nebo transmitance) analyzovanych latek na vinoctu zéfeni, ptipadné
na jeho vinové délce. Piiklad IR spektra ukazuje Obrazek 3. Funk¢ni skupiny pfitomné
ve sloucenindch, které jsou soucasti vzorku, maji své vibrace, kter¢ miizeme rozeznat
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a ptitomné funkcéni skupiny urcit. Takové skupiny pak podle jejich vlastnosti, mizeme najit
pravé v urdité &asti IC spektra, kde se nachazi jako jednotlivé piky.

Vibrace funk¢nich skupin jsou pozorované v oblasti charakteristickych vibraci (rozsah
vlnoétu v IR spektru od 4000-1300 cm™). V oblasti takzvaného ,,otisku palce* (vInocet
od 1300 do 40 cm™ 1) jsou pozorovany vibrace ovlivnéné skeletem celé molekuly a jsou
charakteristické pro kazdou molekulu. Pii interpretaci IR spekter jsou nasledné ptitomné
piky a jich intervaly vlnocti porovnadvany s hodnotami uvedenymi v tabulkach
a elektronickych databazich urc¢enych k charakterizaci latek.

0084

Absorbance "

vvvvv

2200
Vinoget (cm'?)

Obrazek 3: ATR-IR spektrum osemeni hrachu setého (odrida L100), na kterém lze rozliSit charakteristické
skupiny.

5.1.1 Technika ATR (Attenuated Total Reflectance)

Technika ATR se fadi mezi reflexni techniky méfeni u IR, ktera je vhodna pro méfeni
povrchii pevnych vzorkd, praskovych materialt ¢i kapalin. ATR funguje na principu odrazu
zafeni na fazovém rozhrani méfeného vzorku a méficiho krystalu, ktery je vyroben
Z materidlu vyznacujicim se vysokym indexem lomu. Infracerveny paprsek je soustfed’ovan
do krystalu soustavou zrcadel. Uhel dopadu na fizové rozhrani splituje podminku jeho
totdlniho odrazu. Tato technika je schematicky znazornéna na Obrazku 4. Je nezbytné,
aby méteny vzorek mél nejlepsi mozny kontakt s ATR krystalem. Pokud méfeny vzorek
absorbuje zafeni o urcité frekvenci, pak tato slozka zafeni bude v totalné odrazeném svétle
zeslabena, jak bylo zminéno u absorp¢ni infracervené spektroskopie. Hloubka priniku zafeni
do povrchu vzorku je fadoveé v jednotkdch um, a to znamend, Ze charakterizujeme pouze
velmi tenké povrchové vrstvy vzorku.

‘«— Diamantovy
krystal

Infracerveny
/ paprsek

Zrcadla

Obrazek 4: Schématicky nacrt techniky ATR.
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5.2 Kapalinova chromatografie

Jednou z technik pouzitych v této praci byla i kapalinova chromatografie, ktera patii
mezi separacni analytické techniky. Tato technika umoziiuje jednotlivé latky piitomné
ve vzorku rozdglit a detekovat samostatné. Pouziva se pro kvalitativni i kvantitativni analyzu
latek. Zaklady kapalinové chromatografie byly polozeny uz béhem 19. stoleti ruskym
botanikem M. S. Cvétem, ktery rozd¢lil na rostlinna barviva na plochém sorbentu, po kterém
vzlinalo C¢isté rozpoustédlo. Dnes je kapalinova chromatografie automatizovana
instrumentalni technika s fadou vylepSeni. Kapalinovy chromatograf se sklada z nékolika
dalezitych casti, které jsou pro jeho spravné fungovani nezbytné. Jeho schéma
je demonstrovano na Obrazku 5. Jedna se o ¢erpadlo, které je vysokotlaké, davkovac vzorku,
kolonu, detektor a systém, jimz jsou vysledky piecteny a zhodnoceny. Nezbytnou soucasti
jsou i rozpoustédla, tzv. mobilni faze, které slouzi k transportu analyti z davkovace
na kolonu a pak k detektoru. Jeji spravny prutok zajist'uje pravé vysokotlaké ¢erpadlo. Tlak
je pro transport rozpoustédla nezbytny. Na separaci analytli ptitomnych ve vzorku se pouziva
kolona. Je vymeénitelna, coZ je vyhodné, protoZe jeji volbou mizeme podpofit G€innost
a selektivitu separovanych latek, které jsou ve vzorku pfitomné. Jeji naplii (sorbent)muiize byt
vyrobena z riznych materidli. Zvoleny sorbent se vybira s ohledem na to, jaky charakter
latek ve vzorku ofekavame. Kapalinova chromatografie tedy vyuziva K separaci analytl
interakci se staciondrni fazi. (Friedecky & Lemr, 2012) Analyty uvolnéné v rozdilnych
Casech z kolony pokracuji dale pfistrojem a jsou sledovany pomoci detektoru. Zaznamem
z analyzy je chromatogram, kde vidime piky separovanych latek s riznymi retencnimi ¢asy.
V této experimentalni ¢asti jsem méla k dispozici hmotnostné spektrometricky detektor.

_— > ¢ erpadlo Pfistroj pro
zpracovani dat

Rozpoustédlo

> Davkovag | —» Kolona —»| MS detektor

'

A

Odpad

Vzorek

Obrazek 5: Schéma kapalinového chromatografu:
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5.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie byva Casto oznaCovéana zkratkou MS, ktera pochdzi
z anglického nazvu Mass Spectrometry. Jednd se o pokrocilou metodu analytické chemie.
Ptistroj, kterym je méfeni vzorkd provadéno se nazyva hmotnostni spektrometr. Miize byt
vyuzivan samostatn¢, nebo je jej 1ze propojit i s jinymi pfistroji, jako naptiklad s kapalinovou
chromatografii nebo s plynovou chromatografii. Hmotnostni spektrometr se obecn¢ sklada
zZ iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru iontt. Metoda funguje na principu
tvorby iontti (kladnych nebo zapornych) v iontovém zdroji.

Vznik iontt z analyzovanych latek mtze byt napiiklad zptisoben laserem (MALDI zdroj),
elektrickym vybojem (APCI nebo ASAP zdroje) nebo sprejovanim analyzovaného roztoku
s vyuzitim vysokého napéti (ESI zdroj). Iontovy zdroj lze u modernich hmotnostnich
spektrometrt podle typu studovanych latek a vzorkl vzajemné vymeénit. Vygenerované ionty
jsou pak smérovany do hmotnostniho analyzatoru, kde probiha jejich separace na zaklad¢
pomeéru jejich hmotnosti (m) a naboje (z). Hmotnostnim analyzatorem miize byt jednotka
sloZzend ze Ctyf rovnobé&znych ty¢i (tj. kvadrupdlovy analyzator), elektrod, na které
se stiidavé vklada kladné a zaporné napéti. U analyzatoru doby letu (TOF, Time of flight
analyzator) se ionty dé€li na zékladé jejich odlisné doby letu v letové trubici. Existuji 1 dalsi
typy analyzatord, naptiklad magneticky sektorovy analyzator, iontova past, Orbitrap nebo
iontova cyklotronova rezonance. lonty proslé analyzatorem jsou detekované hmotnostnim
detektorem. Dopadajici ionty se zde pievadéji na elektricky signal. (De Hoffmann &
Stroobant, 2007). Ziskany ziznam oznacujeme jako hmotnostni spektrum (vystup

z hmotnostné spektrometrické analyzy) a ukazuje zavislost intenzity signalu na hodnoté m/z.
(Poustka, 2007)

Spektrum, které po méfeni vznikne poskytuje fadu vyznamnych informaci. Jeho
kvalita vSak zavisi na podminkéch pfi analyze i na samotném vzorku a jeho piiprave.
Je mozné z n&j vyc¢ist hmotnost iontu a pfitomnost dalSich prvka (napt. chlor nebo brom
ajiné) na zakladé zastoupenych izotopti. Hmotnostni spektrometrie umoziuje 1 sledovani
rozbijeni neboli fragmentace studovanych molekul. Zpétné skladani informaci o vzniklych
fragmentech je velmi efektivni pro uceni struktury molekuly. Pokud je méfeni dostatecné
piesné, Ize rozpoznat 1 elementarni slozeni iont analyzovanych latek. (Chudoba)

Ve svoji praci jsem pracovala s ioniza¢ni technikou MALDI a v pfipadé¢ LC/MS
spojeni s elektrosprejem.
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4.2.1 MALDI-MS
(Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti

matrice)

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci-ionizaci za ucasti matrice neboli
MALDI je piekladem z anglického nazvu Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization.
Je vhodny pro analyzu organickych latek, které nejsou teplotné nachylné k rozkladu
a zaroven interaguji s fotony pouzitého laseru. lonizace pomoci MALDI je zalozena
na pusobeni paprsku laseru na analyt umistnény na MALDI vzorkovaci desti¢ce. Oblast
analyzy se voli v pocitaci, kde laser opisuje predem definovanou drahu automaticky nebo
je pohyb puisobeni laseru ru¢né ovladany ¢lovékem. V mnohych aplikacich se neobejde
bez vyuziti matrice — latky, ktera se cilené zvoli a nanese na analyzovany vzorek. Laser
tak zahfeje a desorbuje matrici a ta pfeda svoji energii analytu. Pfi tomto procesu
probihajicim ve vakuu se matrice ionizuje a pieddva naboj analytu (Friedecky & Lemr,
2012). Pfi vynechani aplikace matrice se tato technika oznacuje tato technika jako LDI-MS.
MALDI-MS umoziiyje rychle analyzovat vzorky bez slozité pfipravy. Matrice minimalizuje
degradaci analytu ve vzorku laserem, protoze absorbuje vétSinu dopadajiciho laserového
zafeni a nasledné zprostfedkovava i ionizaci samotného analytu. ZvySuje také ucinnost
pfenosu energie laseru na analyt a tim umoziuje ionizaci latek, které interaguji s laserem
minimalné¢ nebo vibec. Tento zdroj ionizace je relativné univerzdlni a umoziuje
tak analyzovat Siroké spektrum latek z pevnych nebo kapalnych vzorkd. (De Hoffmann &
Stroobant, 2007)

MALDI

vzorkovaci Laser 4 opti . I
Iontova optika Cela pro iontové mobilitni Detektor

desticka C
separaci iontd
/ I / / o /

___________________________ | P P

’

\ 7
L
-
o
\E y

Cesta odpatenych . Pusher
Vzorek ionizovanych molekul Cocky
Zrcadla

Odrazova deska

Obrazek 6: Schéma techniky MALDI-MS (je uvedeno zjednodusené uspoiadani pouzité v MS systému Synapt
G2-S).
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6 VICEROZMERNA STATISTIKA (ANALYZA HLAVNICH KOMPONENT A
DISKRIMINACNI ANALYZA)

Vicerozmérna statistika slouzi k prehlednéjSimu porovnani vysledkd s velkym
mnozstvim proménnych. Diky efektivni vizualizaci celé analyzy pomoci vicerozmérnych
statistickych metod je interpretace ziskanych dat jednodus$i a je mozné hledat mezi

proménnymi souvislosti a ty nasledné vyuzit. (Harustiakova, Jarkovsky, Littnerova, &
Dusek, 2012)

K metodam vicerozmérné statistiky patii 1 analyza hlavnich komponent (PCA). U této
metody dochazi k sniZeni poctu proménnych, ¢imz umoznuje zjednoduseni interpretace dat
z puvodniho souboru. V principu jde tedy o ptepis pavodniho vicerozmérného
soutfadnicového systému do nového troj nebo dvoudimenzionalniho systému bez velké ztraty
informace. (Geschwinder, 2009) Prakticky umoziuje PCA rozlisSit naptiklad dvé skupiny
vzorkd, které se od sebe v né€em odliSuji, ale v surovych datech neni rozdil mezi vzorky
pfimo pozorovatelny. Grafickym vystupem je diagram komponentnich skore (tzv. Score
plot). V ideédlnim ptipad¢ je mozné do PCA Score plotu, tedy do 2D nebo 3D pramétu
jednotlivych vzorkd, vlozit pfimku nebo rovinu, jez oddéli vzorky s rozdilnymi vlastnostmi.
Vicerozmérnd analyza tedy poméaha potvrdit nebo zavrhnout navrzenou hypotézu nebo
odkryt dalsi (skryté) souvislosti mezi méfenymi vzorky. 3D rozmérny PCA graf muze
poskytnout lepsi ndhled na pfitomné jevy a segregaci vzorkll z riznych uhli pohledu
a lze jim otacet. Analytik je tak schopen porovnat mozné souvislosti mezi skupinami, které
jsou naptiklad ve stejné oblasti a tvoii hloucek.

DalSim néstrojem vicerozmérné statistiky je diskrimina¢ni analyza OPLS-DA, ktera
nam muiize pomoci v hledani konkrétnich rozdilti. Napft. v piipadé chemické analyzy vzorkt
muze ukazat konkrétni latky nachazejici se jen v urcité skupin€é vzorki (chybéjici v jiné
skupin€ vzorki).

Vicerozmérna statistika ma dnes sviij dilezity vyznam v mnoha védnich disciplinach.
Vyuziva se zejména pii metabolomickych studiich v medicinskych oborech a v ptirodnich
veédach, ale také v ekonomii, marketingu, technice i sociologii. V ekologii se vyuziva
naptiklad pfi hodnoceni vlivu zmén zZivotniho prostfedi na organismy. (HarusStiakova,
Jarkovsky, Littnerova, & Dusek, 2012)

Stejné jako PCA patii OPLS-DA mezi metody vicerozmérné analyzy. Oproti PCA,
kterd poskytuje kompletni pohled na cely analyt, OPLS-DA se vénuje menSim,
konkrétnéjSim oblastem. Diskriminac¢ni analyza hleda vhodnou funkci, podle které se bude
rozhodovat s ohledem na zadané hodnoty, do které skupiny bude objekt hodnot vektoru X
zatazen.
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Pouzité chemikalie

Acetonitril, deionizovand voda, methanol, aceton. VSechny pouzité chemikélie byly
Vv Cistoté p.a.

7.2 Pouzité pristroje a vybaveni
Pro experimenty byly pouzity nasledujici piistroje:

Infracerveny spektrometr Nicolet 6700 (Thermo Scientific) vybaveny nadstavcem
pro ATR méfeni.

Kapalinovy chromatograf UPLC I-Class (Waters) skladajici se z vysokotlakého
cerpadla, autosampleru a spektrofotometrického detektoru s diodovym polem. Pro analyzu
byla pouZita kolona Cogent TYPE-C™ Silica (Microsolv Technology Corp.) a kapalinovy
chromatograf byl pfipojen ke hmotnostnimu spektrometru Synapt. G2-S.

Hmotnostni spektrometr Synapt G2-S (Waters) vybaveny vakuovym MALDI zdrojem
nebo elektrosprejem (pro LC/MS analyzu), hybridnim analyzatorem typu kvadrupol-
detektor doby letu a iontové mobilitni celou.

DalSimi pomiickami byly ultrazvukova lazen Elmasonic, ¢tyfmistné analytické vahy
Kern, laboratorni susarna, kulickovy mlynek Pulverisette 23 (Fritsch) a bézné laboratorni
vybaveni (kadinky, pipety, vialky atd.)

7.3 Pouzity rostlinny material

Studovana semena byla podrobena teplotnimu cyklovani po dobu 30 dni stfidanim
teplot 20 °C a 60 °C ve 12 hodinovych periodach. V priibéhu teplotniho cyklovani byla
kontrolni semena ponechana pii laboratorni teploté, ta se teplotné necyklovala. Vsechna
semena byla uchovavana ve tm¢ po dobu 30 dni, coz eliminovalo vliv cyklovani svétlo/tma,
které miize mit na dormanci vliv. Vlhkost pfi tomto experimentu kontrolovdna nebyla.

Testovani bylo provedeno doc. Ing. Petrem Smykalem z Katedry botaniky, PfF UP
Olomouc. Pfed naSimi experimenty byly vzorky skladovany v temnu a laboratorni teploté
na Katedfe analytické chemie Piirodoveédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci.

Ke studii byly vybrany nasledujici ¢iselné kodované genotypy hrachu setého, u kterych
byla testovanim klicivosti hodnocena responzivita (zmény v dormanci). U semen genotypil
skodem 9, 40, 75, 86 a 24 doslo ke zméné z nedormantniho na dormantni chovani. Genotypy
s kodem 3, 17, 25 a 69 byly piivodné dormantni a po teplotnim cyklovani zacaly vykazovat
nedormantni chovani. U genotypu s kédem 27 nenastala cyklovanim zadna vyrazna zména
z hlediska dormance. VSechna analytickd métfeni byla provadéna oproti odpovidajicim
kontroldm (semena, ktera nebyla podrobena teplotnimu cyklovani).
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Vsechny uvedené genotypy (resp. vnéjsi strana jejich osemeni) byly zméfeny pifimo pomoci
IC spektrofotometrie a hmotnostni spektrometrie. Kapalinovou chromatografii ve spojeni
s hmotnostni detekci byly zméfeny jejich extrakty.

7.4 Podminky analyz a priprava vzorki

7.4.1 IC spektrometr (typ NICOLET 6700)
1. Detektor DTGS KBr, pouzity Mid-IR KBr filtr, Source IC, rozsah mé&feni 600-
4000 cm "1, pocet skenti: 32, v priibéhu méfeni vzorkl bylo méfeno pozadi.
2. Zpracovani IC dat probéhlo v softwaru OMNIC a TQ ANALYST.

Vzorky osemeni vybranych genotypt hrachu byly méfené piimo pomoci techniky ATR
v Sesti opakovanich. Osemeni nebo celé seminko hrasku bylo poloZeno pinzetou na krystal
ATR a nasledné bylo vrchnim Sroubem natésno pfitlaceno ke krystalu kvili dosazeni
co nejlepsiho kontaktu analyzované Casti osemeni s krystalem. Pti dotahovéni byl kladen
diraz na to, aby osemeni neprasklo a nedochazelo tak k méfeni vnitini ¢4sti semena, embrya.

7.4.2 Hmotnostni spektrometr (Waters, Synapt G2-S)
1. MALDI analyza: bez pouziti matrice, rozsah od 50-1000 Da.

Vzorky bylo nutné pro méfeni upravit. Kousky osemeni (zhruba o velikosti 2x2 mm)
byly pfipevnény oboustrannou lepici paskou na MALDI vzorkovaci desticku. Svrchni strana
osemeni byla desorbovéna a ionizovana laserem. Pro toto méfeni nebyla na osemeni
aplikovana matrice. Méfeni bylo provedeno ve ¢tyfech opakovanich.

7.4.3 Kapalinovy chromatograf (Waters)

1. Pouzity hmotnostné spektrometricky detektor (Synapt G2-S) s elektrosprejem,
Source temperature 120 °C, rozsah sledovanych hmot 50-1200 Da.

2. Separace na kolon¢ Cogent TYPE-C™ Silica, teplota kolony 25 °C, nadavkovany
objem 2 pl, pratok MF byl 0,2 ml/min, pouzité mobilni faze: MF-A: (H20+0,1%
kyseliny mravenci) a MF-B (acetonitril+0,1% kyseliny mravenci), pro analyzu byl
nastaven gradient.

Gradient mobilnich fazi
Cas (min) MF-A MF-B
0 100 % 0%
20 0% 100 %
30 0% 100 %
33 100 % 0%
35 100 % 0%

Tabulka 1: Nastaveny gradient pii kapalinové chromatografii.
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3. Pro meéfeni kapalinovou chromatografii bylo osemeni vybranych genotypt
mechanicky oddéleno od embrya. Poté bylo homogenizovano v mlynku na jemny
prasek. Takto ptipraveny prasek byl navazen a extrahovan ve sklenénych vialkach
v poméru 80 pl extrakéniho ¢inidla na 1,5 mg namletého osemeni. Jako extrak¢ni
¢inidlo bylo zvoleno rozpoustédlo aceton:voda (70:30, v:v). Extrakce probihala
po dobu 3 hodin v ultrazvuku za neustalého chlazeni ledem, aby se ptedchazelo
piipadnému rozkladu nékterych vyextrahovanych latek, jelikoz se ultrazvukova
lazen po nékolika minutdch svou Cinnosti samovoln¢ zahiiva. Takto pfipravené
extrakty byly stocené v centrifuze. Odebrané definované mnozstvi (0,25 ml) bylo
odfoukano proudem dusiku, nasledné¢ ziedéno na 0,5 ml rozpoustédlem
methanol:mobilni faze A (1:1, v:v). Pfipravené vzorky byly pfefiltrovany
pfes membranovy mikrofiltr (mikrofiltr brani ucpani LC systému necistotami,
mél velikost p6rt 0,2 um) a nadavkovany do kapalinového chromatografu.
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro ucely moji prace byly vybrany vzdy nejkontrastnéjsi genotypy, tj. ty, které
se po teplotnim cyklovani staly dormantnimi nebo ty, u kterych se dormance vyznamné
potla¢ila. Graf 1. demonstruje tento jev. Riizové sloupce predstavuji odezvu v kliceni
pro jednotlivé genotypy hrachu setého (Pisum sativum) po teplotnim cyklovani. Osa Yy
popisuje responzivitu na kli¢eni, to znamend, ze ¢im je vétsi tato hodnota na ose y, tim
semena snadnéji bobtnaji (pfijimaji vodu) a Iépe kli¢i po teplotnim cyklovani. Genotypy
s kodem 9, 86 nebo 24 po teplotnim cyklovani ,,zdormantni, u genotypt ze stiedu grafu
(s kodem napt. 53,63, 6, 12) nedochazi k vyraznym zménam a genotypy s kladnou
responzivitou (nejvice tedy ty s kody 3, 69, 17) zacnou oproti kontroldm vyznamné 1épe
kli¢it (po teplotnim cyklovani se tedy stanou nedormantni).
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Graf 1: Rozd¢leni dormatnich a nedormantnich genotypt hrachu.

Prvni metodou byla infraCervena spektrometrie. Jako prvni byla zvolena pro jeji
nedestruktivni charakter (s pouzitym nastavenim pfistroje lze pfedpokladat, ze nedochazi
k ovlivnéni studovaného materialu). Analyzovany material se potom mohl pouzit i na dalsi
chemickou analyzu, jelikoz jej byl nedostatek. Pomoci této techniky byl studovan povrch
osemeni vybranych genotypt (po teplotnim cyklovani a bez teplotniho cyklovani). Jejich
prehled ukazuje tabulka 1.

Nedormantni genotypy s kédem: Dormantni genotypy s kédem:
17 9
69 86
3 75
25 40

Tabulka 2: Pfehled jednotlivych genotypi semen.

19



0.20_~

A PC2 0.10_~ B
( ) 0.20 g ]9—""0/ nondormant ( ) .0_20/
030 i nondormant
{ \ ® -0.10
\ \ ] . 1
0‘101\ \‘ . .0 ’o <% PC2 oll . R . /
\ NS p< | /
\ > Ny Yt 17-C 0.10/ « "t e %
‘ b i S S oac 020/ . r )
\ o 0'“', ;\.\ 86-C E f‘ /’
PC3 0] ° St S o N 17-K 0.10! P 2
244" BEEIRN 69-K o .
dormant = o ¥ X 9.K \ L7 "' 'w_ dormant
085" * o Y 86K 0.05\ 2 w
o PC3 o) E
PC1 \
nondormant 0.60 -0.0S‘\‘
/ : dormant OT e "a’*""' :0'60
L lontrola_nondormant
kontrola_dormant PC1
PC2 0,10 i
C 0,05 =] D —
© 0,00, —* . 0,30 4% t
0,05 , i | .
| 0,20 » R
i 0,10 | =
9201 i PC3x10 7 o
PC3x10 \ . . 0,00 &
0,00 e o | 0,101 . ‘
\ 5 . -0,20 v L/ 010
o ° 6 né /
-0,20\\_ ' o -0,30s o 0,00 pcp
-0,10 ™ S /
9-cykované * L 0,30 g
-9 ol 0,00 w. »30 0,20 g 10 ——u#0,10
sontroinl 0.10 PC1 +19 0,00
PCc1 " 7 -0,10
0,20 +10 0,20
PCL o
() 0,30 0,10 0,00, 920 .= ) :
0,504 0,50 » ¢
0,40, " 0,40 4
0,30 0,30 s
0,20 > 0,204
pc3x10 0.10¢ ° o © PC3x10 0,104 "
0,00+ o 0,009 o e
-0,109 o 0,10= ®
-0,204 . |
-0,304 . | e
d . 0,308 ~
-0,40 . - oykované 0,05
-0,20 " . 3 17-kontrolni 0,00 e 0,05
ke oEN ' oso  -0.10
"~ 0,10 2 PC2

PC2 PC1

Obrazek 7: PCA Score ploty ukazujici rozdily mezi dormantnimi a nedormatnimi semeny, ktera prosla procesem
teplotniho cyklovani.

Vzhledem k tomu, Ze komplexni porovnani IC spekter v mnoha opakovanich bylo
naro¢né, zkusila jsem tato naméfena IC spektra porovnat a zhodnotit za pomoci
vicerozmérné statistiky. Pomoci 3D PCA Score plotu bylo zjisténo, ze infracervena
spektrometrie dokédze zachytit rozdily mezi dormantnimi (modré body) a nedormantnimi
semeny (¢ervené body). Tuto skuteCnost potvrzuje Obrazek 7 (A) — vétSina modrych boda
je koncentrovana smérove ,,vlevo a dole®, zatimco vétSina Cervenych je ,,vpravo a nahoie®.
Toto pravidlo vSak neplati pro rozmisténi bodii odpovidajicich kontroldm. Systém s takovym
mnozstvim vzorki a jejich opakovani (Obrazek 7 — A) je zna¢né rozsahly a je ziejmé
komplikovan celou fadou efektl. Proto jsem se v dal§im badani zaméfila na dil¢i sledovani
vybranych genotypil, konkrétné na dva dormantni vzorky (s koédy 86 a 9), dile na dva
nedormantni vzorky (s kody 69 a 17) a jejich ptislusna kontrolni semena. Separace vzorkl
v 3D PCA byla také zjevna a je ukézand na Obrazku 7 — B. V tomto obrazku je vidét,
zepouze 4 meéteni z celkového poctu 40 meéfeni vystupuji jako odlehlé body
(tj. jedna 86 — kontrola, jeden 69 — cyklovany a dvé 69 —kontroly). Tyto rozdily mohou byt
dany biologickou variabilitou studovaného materialu a rovnéz zménami ve spektrech danymi
nedokonalym pfitlacenim osemeni na ATR krystal. Pro studium moznych chemickych zmén
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tykajicich se osemeni bylo nutné se blize zaméfit také na semena ve vztahu genotyp-kontrola.
PCA analyza prokazala, ze infracervena spektrometrie dokaze odlisit i tento vztah. Obrazek
7: C, D, E, F demonstruji separaci vybranych nejkontrastnéjSich semen po teplotnim
cyklovani od jejich odpovidajicich kontrol. Obrazek 7 také ukazuje zménu dormance, kterou
semena nabyla. V ¢astech obrazku C, D, E, F miZeme pozorovat rozliSeni dormantnich
a nedormantnich cyklovanych a kontrolnich semen. Jedinou vyjimkou (odlehlym bodem)
je zde jedno méfeni u genotypu 86, oznacené Sipkou (Obrazek 7-D). Domantnimi semeny
se tedy stala ta s kddem 9 a 69. Naopak o svoji schopnost dormance pfisla po teplotnim
cyklovéani semena genotypt s kody 17 a 86. U vSech Ctyt vybranych genotypt vSak vidime
jasné oddéleni dormantnich hrachi od nedormantnich, coz vede k myslence, ze nckteré
signdly v infraCerveném spektru maji spojitost s latkami (funkénimi skupinami)
ovliviiyjicimi (nebo doprovazejicimi) dormanci.

Na dal$im obrazku, jsou uvedena IC spektra métenych povrchili semen.
(A) ' (8)

S L s
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Obrazek 8: IC spektra zkoumanych genotypti hrachu po cyklovani a jejich kontroly; (A):17-cyklovani,
(B):17kontrola, (C):69-cyklovani, (D):69-kontrola, (E):86-cyklovani, (F):86-kontrola, (G):9-cyklovani,
(H): 9-kontrola.

Po detailngj§im prozkoumani téchto IC spekter (Obrazek 8. A, B, C, D) bylo zji§téno,
ze po teplotnim cyklovani genotypii s kddem 17 a 69 (nedormantni) dochdzi k vzniku piku
s vlnodtem mezi 1650-1600 cm™, ktery je u kontrolnich semen potlagen. Naopak je tento pik
ptitomen u kontrolnich vzorkl genotypu s kédem 86 a po teplotnim cyklovani genotypu
s kddem 86 (dormantni) tento pik mizi (Obrazek 8. E, F). U genotypu s kdédem 9 (dormantni)
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tento pik chybi u kontroly i u cyklovanych semen (Obréazek 8. G, H). Je mozné tedy usuzovat,
ze u genotypu s kdédem 9 miize teplotni cyklovani zplsobovat jiné chemické zmény
nez U zminénych tii sledovanych genotypt. Na zaklad¢ literatury jsem urcila, Ze by se tyto
teplotni zmény mohly tykat latek, které ma;ji funk¢éni skupiny navéazané na aromatickém nebo
na jiném nenasyceném systému. Podle prace od Josého A. Heredia-Guerrero z roku 2014
by se mohlo jednat o zmény ve fenolickych slou¢eninach nebo ve slozkach kutinu (vibrace
C=0 skupiny, kter¢é mohou byt pfisouzené -esterifikovanym steroidim, slozkam
hemicelulozy, pektinu, ligninu a rovnéz estericky vazanym slozkam kutinu).
(Heredia-Guerrero, a dalsi, 2014) Priklady téchto struktur jsou uvedeny na Obrazku 9.

uercetin
Q OH

OH

OH

T OH (0]
Obrazek 9: Priklady latek, kterych by se mohly tykat zmény v priibéhu teplotniho cyklovani.

Pomoci pfimého métfeni osemeni pomoci MALDI-MS techniky v pozitivhim modu,
ktery generuje kladné nabité ionty, byl pro nedormantni cyklovany genotyp s kédem 17
nalezen marker s hodnotu m/z 261,0354, ktera dobfe koresponduje s vypoétenou hodnotou
m/z pro elementarni slozeni CeH14O9P* (hodnota 261,0370). Toto elementarni slozeni
odpovida fosforylovanému alkoholickému cukru, inositolu. Tento marker byl pfitomen
I v pfislusném kontrolnim semenu genotypu s kddem 17, ale s vyznamné niz§im signalem.
Jeho zvySené mnozstvi v nedormantnim genotypu s kdédem 17 by mohlo hypoteticky souviset
se snazs§im prostupem vody (jako polarniho rozpoustédla) skrze osemeni, jelikoz se jedna
0 polarni latku. Mechanizmus zmén v obsahu této latky v prib&hu cyklovani v§ak neni jasny,
musi byt dale potvrzen vétsi sadou analytickych méteni a jeho vysvétleni bude vyzadovat
fadu dalSich biologickych testovani, ktera jsou nad rdmec této prace. Na druhé strané, signal
této latky byl vyrazné potlacen u genotyptu s kody 9 a 86, jak u cyklovanych semen,
tak u jejich kontrolnich semen. Jeho absence, nebo vyskyt ve stopovém mnozstvi, a tedy
niz§i obsah polarnich latek v osemeni by mohl komplikovat prinik vody skrz osemeni
a nasledné snizovat responzivitu (zvySovat dormanci). Nedormantni genotyp s kédem 69
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nelze spolehlivé zhodnotit z hlediska tohoto signalu ke kontrolnim sementim, protoze velka
hodnota smérodatné odchylky u jeho cyklovanych semen poukazuje na velké rozptyly jeho
signdlu v opakovanych méfenich (rozdily mezi signdly méfenymi v cyklovanych
a kontrolnich osemeni nejsou statisticky vyznamné). V grafu ¢.2 pod textem
je demonstrovana intenzita tohoto markeru ve zkoumanych genotypech i struktura zminéné
latky. Na prvni pohled je z Grafu 2. viditelné, ze u genotypu s kodem 17 je opravdu zasadni
rozdil v narGstu obsahu inositolu po teplotnim cyklovani. Latka ma tedy vliv na dormanci
semene, jelikoz z pivodné dormantnich semen genotypu s kodem 17 se stala semena
nedormantni. V negativnim médu, ktery generuje zaporné nabité ionty, nebyly zjistény zadné
rozdily mezi zkoumanymi teplotné cyklovanymi genotypy a jejimi ptisluSnymi kontrolnimi
semeny.

m/z 261.04
0,08000
0,07000

0,06000

|
0,05000 e
Piesnd hmota iontu CgH ,O6P
odpovida hodnoté m/z 261.0370
0,04000
0,03000
0,02000
0,00000

17-cykl 17-kont 69-cykl 69-kont 86-cykl 86-kont 9-cykl 9-kont

Ix/Z1*100%

Graf 2: Vyskyt inositolu v jednotlivych genotypech. Cervené sloupce piedstavuji dormantni semena a modré
sloupce semena nedormantni.

Posledni sadou experimentl byla v mé praci analyza extraktd vybranych genotypi
hrachu spojenim kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC/MS). Vzhledem
k nedostatku materialu a Casové ndro€nosti celého experimentu byly pfipraveny extrakty
Z cyklovanych a kontrolnich semen genotypu s kédem 17 (jak jiz bylo uvedeno, genotyp,
jehoZ cyklovanim se zvySuje responzivita a méni se na nedormantni). Analogicky byly také
pfipraveny extrakty genotypu s kddem 86 (jak uvedeno vySe, cyklovanim ztraci responzivitu
a ,,zdormantni®). Jako extrakéni ¢inidlo byl pouZit roztok acetonu a vody (objemovy pomeér
byl 70:30) za ucelem extrakce polarngjSich 1 méné polarnich latek. Za téchto podminek
Ize ocekavat s dobrym vytézkem 1 extrakci latek fenolickych. V naméfenych
chromatogramech jsem si v§imla, Ze v ¢ase 7,6 minut je z kolony vymyvéna s neznama latka
s hodnotou m/z 1069.5682. V kontrolni analyze je signal této latky vyznamné nizsi. Porovnani
signala této latky v extraktech osemeni z cyklovanych a necyklovanych semen je uvedeno
v Grafu 3. Zmény v signalu této latky v genotypu 17 jsou statisticky vysoce vyznamné.
Naproti tomu u genotypu 86 jsou zanedbatelné. Rozdily v téchto signalech naznacuji,
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ze slozeni osementi jednotlivych genotypi je i ptes to, ze jde o stejny rostlinny druh, pomérné
rozdilné a velmi rozdilny bude patrné i mechanismus priniku vody do semene.

(A) 17-cykl_pos_01 Sm (Mn, 1x3) 1: TOF MS ES+
1069.297_1069.451 0.0500Da
100 5.00e3
BNl
7.58
0 , ;
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
¢as (min)
(B) 17_kont_pos_01 Sm (Mn, 1x3) 1: TOF MS ES+
1069.297_1069.451 0.0500Da
100 5.00e3
< 7.55
0 o —
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
¢as (min)
(C) 86-cykl_pos_01 Sm (Mn, 1x3) 1: TOF MS ES+
1069.297_1069.451 0.0500Da
100 5.00e3
® 7.58
0 L ST - e e
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
¢as (min)
(D)86_kont_p05_01 Sm (Mn, 1x3)
1: TOF MS ES+
100 1069.297_1069.451 0.0500Da
5.00e3
2 7.58
0 | RS e
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Cas (min)

Obrazek 10: LC-MS chromatogram pro latku s m/z 1069,5682 ukazujici, Ze semeno hrachu s kédem 17
cyklované obsahuje téméf o polovinu méné latky s hodnotou m/z 1069,5682.

Nasledné jsem provedla fragmentaci doposud neurcené latky s hodnotou m/z 1069,5682.
Fragmenta¢ni spektrum této latky pak ukazuje obrazek ¢. 11.

ESI-MSMS+ m/z 1069.566

[M-Fuc-Glc-Glu-DDMP+H]* Intensity 3.46e5
100, 423.3695
52
. [M-Fuc+H]*
[M-Fuc-Glc-Glu+H] 923.5108 [M+H]*
567.4124 )
[M-Fuc-Gle-2H,0+H]* 1069.5682
T725.437 9 [M-Fuc-Glc-H,0+H]
. . 743.4464
[M-Fuc-Gle-G u—DDMP-Hil%-;HéE - 561 3929 (MI-Fuc-Glest]-
s 88 | 4etamee 5994031 761.4647
/ 907.512
85.0321 217.1894 66,3193 549.4008 u 713.470 i \ [M-Fuc-H20+H]j l
o8 SREPR  SPI NT GV YA S It 1 L } 1 M

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050  mi/z
Obrazek 11: MS-MS spektrum latky ziskané pomoci kapalinové chromatografie s hodnotou m/z 1069,5682
(Vysvétleni zkratek: Fuc = fukopyranosa, Glc = glukopyranosa, Glu = kyselina glukuronova, M = saponin, H = vodik,
DDMP = 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-on).
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Latka s hodnotou m/z 1069,5682 se nazyva parent a je v ramci spektra umisténa vpravo.
Jedna se o protonizovanou formu zkoumané latky. Nalevo od ni jsou pak vyobrazeny jednotlivé
dil¢i fragmenty této hmoty. Na zaklad¢ piesné hmoty a literatury (Faizal, a dalsi, 2013) jsem
urcila, ze by se mélo jednat o derivat saponinu, ktery ziejmé ve své struktuie obsahuje
glukopyranosu (Glc), metylovanou hexopyranosu (fukopyranosu, Fuc), kyselinu glukuronovou
(Glu) a 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl-4H-pyran-4-on (DDMP). (Kurosawa, a dalsi,
2002) Jejich ztraty a také ztraty molekul vody miizeme pozorovat ve fragmenta¢nim spektru
(Obrazek 11). Ve stejném retencnim Case eluoval také jeji sodny adukt (m/z 1091,5540),
ten vSak nebyl pro fragmentaci vybran. Podobné fragmentacni spektrum je popsano i v praci
tykajici se saponinti ve fazolich od D. Guajardo-Florese z roku 2012. V tomto saponinu je vsak
misto fukopyranosy navazana galaktopyranosa (Gal). Detailnéjsi nahled na fragmenty tohoto
saponinu z fazoli ukazuje Tabulka 3. Je znamo, Ze u saponint existuje velkda rozmanitost
glykosidickych jednotek. (Faizal, a dalsi, 2013)

m/z hodnoty fragmentt Navrhnuté struktury
923 [M-Glc-Gal+H]*
743 [M-Glc-Gal-H,0+H]*
725 [M-Glc-Gal-2H,0+H]*
567 [M-Glc-Gal-Glu+H]*
423 [M-Glc-Gal-Glu-DDMP-2H,0+H]*

Tabulka 3: Fragmenty saponinu (konkrétn¢ soyasaponin ag) z fazole. (Guajardo-Flores, a dalsi, 2012)

Jak uz bylo zminéno, v osemeni hrachu s kodem 17 byl pozorovan po teplotnim cyklovani
pokles této latky téméf o 50 % ve srovnani s jeji kontrolou. Teplotni cyklovani muze mit tedy
vyznamny vliv na mnozstvi této latky v osemeni (lze usuzovat naptiklad jeji postupnou
degradaci béhem teplotniho cyklovani). Jelikoz v literatufe neni zminovana zadna souvislost
téchto latek s fyzikalni dormanci, neni ani doposud znamo, zda se podileji na ovliviiovani
transportu vody skrz osemeni. Na druhé stran¢ maji tyto latky vyznamné funkce v rostlinach
(také semenech a vjejich osemeni). Vystupuji zejména jako povrchové aktivni latky,
ale podileji se i na imunité u rostlin a tim brani pletivo pted nezadoucimi G¢inky vnéjsich
patogend, jako jsou plisné. (Faizal, a dalsi, 2013) Hypoteticky, jejich mensi mnozstvi, a tedy
I mensi rezistence osemeni vici patogentim, by mohlo pravé souviset se snadnéjsim narusenim
osemeni témito vne&jsimi patogeny. Tyto latky by tedy mohly nepfimo souviset s ulehc¢enim
pruniku vody skrz narusené (oslabené) osemeni a tim napomahat kliceni (snizovat dormanci
semen).
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9 ZAVER

Ve svoji préaci jsem se vénovala hleddni chemické podstaty fyzikalni dormance semen
hrachu setého (Pisum sativum). Dormance, a naopak kli¢ivost ma piimy vliv na velikost
a kvalitu urody, proto je jeji vyzkum v ramci zeméd¢lstvi velmi dulezity. Pfedcasné kli¢eni
neni neobvyklou zalezitosti a pokud se podaii objasnit latky, které dormanci ovliviuji,
pak by mohlo byt i snadnéjsi tomuto nepiiznivému jevu piedejit. Dalsi dulezitou znalosti
pro pochopeni dormance a pied¢asného klic¢eni je i teplotni cyklovani, ke kterému v ptirodé
dochazi a které hraje ve vztahu ke kli¢eni vyznamnou roli. Dnes se stale nevi, K jakym
chemickym zménam pii ném Vv osemeni dochazi.

Hlavnim cilem moji prace bylo pokusit se objasnit, jakym zplisobem se projevuje
teplotni cyklovani semen v chemickém slozeni osemeni hrachu setého (Pisum sativum L.)
ajak se tyto zmény mohou projevovat ve zménach dormance. Pomoci celkem tii
analytickych technik jsem charakterizovala povrch osemeni semen zatéZovanych teplotnim
cyklovanim a osemeni semen kontrolnich. Infracervena spektrometrie poukazala na rozdily
vV povrchové vrstvé osemeni, zejména s ohledem na esterifikované latky (potencidlné
steroidni, sacharidické, ligninové aj.) v kutinu, piipadné ve fenolickych slou¢eninach. Mezi
dalsi latky, které potencialné souvisi se zménami ve slozeni osemeni vlivem cyklovani patii
inositol nebo jeho izomery (pfesnéji jejich fosforylovand forma) nalezené LDI-MS
technikou a ur¢ity druh saponinu s hodnotou m/z 1069,5682, ktery byl objeven pomoci
spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. V praci byly uvedeny
i hypotézy, které vysvétluji jak by jejich mnozstvi a struktura mohly souviset dormanci
semen a budou testovany v dalSich experimentech. Zjistila jsem, ze v§echny pouZzité metody
jsou napomocné pii posuzovani chemickych zmén v osemeni vznikajicich teplotnim
cyklovanim. Na zaklad€ svého vyzkumu mohu fici, Ze k vyznamnym zménam v chemickém
slozeni dochazi pravdépodobné ve vSech ¢astech osemeni, nejen ve svrchni vrstvé osemeni.
Poznatky ziskané pouzitymi analytickymi technikami napliuji cile prace spojené s pilotni
charakterizaci chemickych zmén v osemeni hrachu setého souvisejicich s cyklovanim
teploty.

Do budoucna planuji pokracovat v téchto i dalich experimentech. V planu je rovnéz
rozsifeni datového souboru z analyzy infracervenou spektroskopii — technikou ATR,
prostudovat spektra dalSich genotypi a zopakovat méfeni s vétSim poctem opakovani
pro zlepSeni moznosti statistického vyhodnoceni rozdilti v IC spektrech.
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10 SEzZNAM ZKRATEK

ATR — Attenuated Total Reflectance

IR — Infrared spectrometry (Infracervend spektrometrie)
LC — Liquid chromatography (Kapalinova chormatografie)
LDI — Laser Desorption/lonization

MALDI — Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization (Laserova desorpce-ionizace
za casti matrice)

MF — Mobilni faze

MS — Mass spectrometry (Hmotnostni spektrometrie)
OPLS-DA — Orthogonal partial least squares

p.a. — pro analyzu

PCA — Principal component analysis (Analyza hlavnich komponent)
PiF UP — Ptirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci

tR — Reten¢ni ¢as
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