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Abstrakt

Fenolické latky (FL) jsou sekundarni metabolity produkované vSemi rostlinami. Jejich
hlavni funkci je ochrana pied reaktivnimi formami kysliku, které mimo jiné nadmérné vznikaji v
dasledku stresu rostlin vyvolaného UV radiaci (UVR).

Cilem této prace bylo charakterizovat zmény v obsahu FL v extraktech z listi je¢mene
jarniho. Sledovali jsme indukci ochrannych mechanismt pii vystaveni rostlin UVB radiaci
(UVBR). Dale jsme charakterizovali zmény v obsahu FL po odeznéni stresového plsobeni
UVBR. To vSe pfi nizké fotosynteticky aktivni radiaci (FAR). V metanolovych extraktech
z primarnich listd bylo stanoveno celkové mnozstvi volnych FL pomoci spektrofotometrické
analyzy a zastoupeni jednotlivych FL. metodou HPLC.

Z vysledkt vyplynulo, Ze UVBR by mohla stimulovat syntézu FL 1 pfi nizké ozéafenosti
FAR. Ve vsech vzorcich byl dominantné zastoupen saponarin. Ostatni latky byly pfitomny ve
vyrazné¢ mensim mnozstvi. Tomu odpovidal tvar absorpcnich spekter extraktii volnych FL. Malé
mnozstvi celkové identifikovanych FL bylo v diisledku kultivace rostlin pii nizké FAR.

Klicova slova: Fenolicke latky, ultrafialové zareni B; HPLC; absorpcni spektra; UV-stinéni.

Uvod

UVR tvofi asi 5-9% z celkového slune¢niho zafeni dopadajiciho na zemsky povrch. Jedna
se piedev§im o UVA a UVB radiaci. V tomto experimentu se vénujeme UVBR, ktera je schopna
svou vysokou energii kvant rostlinnou buiikku pifimo poSkodit. Rostliny reaguji na ozareni
syntézou FL, které rostlinu pfed UVBR chrani [1.]. Ochrana je uskuteciovana dvéma
mechanismy. Prvnim je UV-stinéni, které je zaloZeno na schopnosti vybranych FL absorbovat v
rozmezi vinovych délek oblasti UVR. Druhym mechanismem je antioxida¢ni funkce [2.].

Material a metody

V tomto experimentu byly pouzity rostliny je¢mene jarniho (Hordeum vulgare L. cv.
Bonus). Je¢men byl péstovan ve dvou skupinach. Prvni skupina byla ur¢ena pro sledovani zmén
obsahu volnych FL v dasledku odeznéni stresového plsobeni UVBR. Tato skupina byla
oznacena ,,R“ (relaxace). Druhou skupinu je¢mene jsme péstovali za ucelem sledovani indukce
ochrannych mechanismi pii pisobeni UVBR. Tato skupina byla oznacena ,,I* (indukce). Je¢men
byl kultivovan v ristovych komoréach dle obrazku 1. pfi relativni vlhkosti 65%, teploté 20°C a
nizké FAR 50 pmol.m™s” v rezimu 16 hod. svétlo 8 hod. tma. Expozici UVBR byly rostliny
vystavovany v 16-ti hodinovych intervalech (shodn& s FAR) o intenzité zafeni 0,05 W.m™. Pro
analyzy obsahu volnych fenolickych latek byly odebirany stiedni segmenty primarnich listh
u rostlin starych 8, 9, 11 a 14 dni (tzn. tésné¢ pfed zmeénou urovné¢ UVBR a nasledné 1., 3. a 6.
den po uvedené zméné¢ UVBR). Segmenty mély hmotnosti cca 100 mg. U vSech listli byla
stanovena jejich Cerstva hmotnost a plocha listi.



Byla zvolena extrak¢ni technika z prace Nezvala [3]. Listy byly homogenizovany ve 40%
metanolu. Homogenaty byly 5 min ultrasonifikovany a nasledné centrifugovany. V supernatantu
jsme proméfili absorpéni spektrum na spektrofotometru (UV 550, Unicam, Velk4 Britanie)
v rozmezi vinovych délek 200-750 nm. Zbytek supernatantu bylo pouzito pro analyzu na HPLC
(TSP Analytical, USA). Chromatogramy byly zaznamenany pii 314 nm.
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Obrazek 1. Pribéh rastu jeCmene jarniho v rtstovych komorach. R+ je skupina jeCmene, ktera
byla po celou dobu riistu v komote s UVBR. Skupina je¢mene R- byla nejdiive 8 dni kultivovana
v komote s UVBR a nésledné byla na 6 dni pfemisténa do komory bez UVBR. Skupina je¢mene

I+ byla prvnich 8 dni kultivovana v komoie bez UVBR a nasledné byla na 6 dni pfemisténa do

komory s UVBR. Skupina jeCmene I- byla po celou dobu rastu umisténa v komote bez UVBR.

Vysledky a diskuse

Ve vysledcich spektrofotometrické analyzy extrakti FL byla zaznamenana absorpéni
spektra tvarem nejblizsi saponarinu. Tvar spektra se mezi jednotlivymi skupinami nelisil. JeCmen
R+ zvySoval obsah volnych FL v listech v prabéhu ristu. S vyjimkou skupiny R+1, kde mizeme
vidét pokles koncentrace FL oproti skupin¢ R+0. Spektra méla docela vyraznou smérodatnou
odchylku, takze toto snizeni nepovazuji za vyznamné. Ve skupiné¢ R- zistal obsah FL béhem
rustu stejny jako pifi nultém dni. Je tedy ziejmé, Ze po odeznéni stresu z UVBR nedoslo
k prikaznému poklesu celkového obsahu volnych FL. V jeCmeni I- zlstala koncentrace FL
v prib¢hu ristu rostliny stejna (pritkazné nizsi ve srovnani s ostatnimi skupinami), ale u je¢mene
I+ mtzeme vidét, ze UVBR indukovala syntézu volnych FL v listech. (obrazek 2)

Pii HPLC analyze bylo detekovano 8 vyrazné¢jSich pika, kterym dominoval saponarin.
Ostatni latky byly zastoupeny v mnohem mensim mnozstvi. Koncentrace saponarinu se pfi
porovnani mezi skupinami R+ a R- signifikantné neliSila, taktéz tomu bylo pii srovnani skupin I+
a I- (data nejsou zndzornéna). Dynamiku zmén koncentraci ostatnich detekovanych FL mizeme
vidét na obrazku 3. Ve vysledcich spektrofotometrické analyzy jsme b&hem rlstu rostlin
pozorovali u skupin R+ a [+ zvySovani koncentrace volnych FL. Z vysledkit HPLC, ale vidime u
minoritné zastoupenych FL — ve skupiné¢ R+0 bylo detekovano pouze 14 piki, ale ve skupiné
R+6 24 pika. Stejné tomu bylo ve skupiné I+. Naopak ve skupinach I- a R- ztistal pocet FL
behem rlstu stejny.
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Obrazek 2. Primérny obsah fenolickych latek v listech je¢mene jarniho péstovaného v odlisnych
podminkach UVB radiace (viz Obrazek 1.). 0, 1, 3, 6 v nazvech skupin jecmene znaci dny odbéru
vzorkl po rozdé€leni do odlisnych UVB radia¢nich podminek. (n=6)
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Obrazek 3. Shrnuti zmén obsahu jednotlivych FL v pribéhu riistu tzn. 0. 1. 3. a 6. den ristu po
rozdéleni rostlin do odliSnych UVB radiacnich podminek. Zmény jsou sledovany ve 4 skupinach
lisicich se kultivaci v riznych UVB radia¢nich podminkach (viz Obrazek 1.). Jednotlivé FL jsou

uvedeny retennim ¢asem, pii kterém byly detekovany. (n=6, +SD)



Kolem 10 min se vyskytovaly latky, které jsou pravdépodobné dle vysledkt [2.]
derivatem fenolickych kyselin (DFK). V pribéhu rastu klesala jejich koncentrace, to bylo
vazanou [4.], kterou jsme nebyli schopni extrahovat. Latka snejvysSi koncentraci mimo
saponarin byla detekovéna v retenénim case 35,6 min. Dle absorp¢niho spektra by se mohlo
jednat o derivat apigeninu [3.]. Latkou v 17 min. je pravdépodobn¢ lutonarin [3.]. Mzeme vidét,
ze ve vSech skupinéch je tato latka zastoupena minimalné, coz je dano tim, ze jeho syntéza je
podminéna vyssi intenzitou FAR a také se vice akumuluje v mladsSich listech [5.]. VétSina latek
se vyskytovala ve vyss§i koncentraci ve skupiné R+ oproti R- béhem vSech dni méfeni. Zmény
jednotlivych FL byly v pribéhu dni mezi témito skupinami podobné. Ve skupiné I+ byla zfetelna
indukce syntézy vétsiho mnozstvi FL v porovnani se skupinou I-.

Zavér

Tvar spekter zaznamenanych absorpéni spektrofotometrii odpovidal saponarinu a mezi
jednotlivymi skupinami se tvar spektra neliSil. To souhlasi s vysledky HPLC analyzy, kde ve
vSech vzorcich byl absolutné dominantni saponarin, ostatni FL byly zastoupeny minimaln¢.
Celkové nizka koncentrace FL byla dusledkem kultivace rostlin pfi nizk¢é FAR. Nicméné
z vysledkli obou analyz vyplyva, ze rostliny jsou schopny syntetizovat FL v reakci na ozafeni
UVBR 1 pfi nizké arovni FAR. Naproti tomu béhem 6-ti dni po odstranéni UVBR nedoslo
k priikaznému poklesu celkového obsahu FL. Akumulace FL ma tedy ziejmé¢ trvalejsi charakter.
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Abstract

Phenolic compounds (FL) are secondary metabolites produced by all plants. Their main function is
to protect against reactive oxygen species, which excessively rise due to plant stress caused by UV
radiation (UVR).

The main objective of this study was to characterize changes in concentrations of FL in the extracts
of spring barley. We observed the induction of protective mechanisms under UVBR exposure and
characterized the changes in the content of FL after withdrawal of UVBR stress in plants cultivated at low
photosynthetically active radiation (PAR). The absorption spectra of leaf methanol extracts were used as
an estimate of total amount of free FL. and representation of individual FL was determined by HPLC.

The results showed that UVBR could stimulate the synthesis of FL at low irradiance PAR. In all
samples was dominantly represented saponarin. Other substances were represented at considerably lower
amount. This corresponded to the shape of the spectra obtained spectrophotometrically. Most FL has a low
concentration, because the plants were grown at low PAR.



