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Abstrakt

Fermentované kopiivy (jicha) jsou pro rostliny bohatou smeési zivin, esencialnich prvki a
mikroorganismi, které se tradicné vyuzivaji pro zvySeni rastu, odolnosti a vynosu zahradnich plodin.
Tato prace se zaméfuje na biochemickou charakterizaci jichy v zévislosti na ro¢nim obdobi sbéru
kopfiv. Pro mozné porovnani byly vSechny vysledky vztazené na mnozstvi lyofilizované jichy.
Zatimco mnoZzstvi proteinli se mezi jarni, letni a podzimni jichou neliSilo, mnozstvi neutralnich
sacharidd bylo vyssi v podzimni jiSe. Naopak jarni jicha vynikala vy$§im obsahem fenolickych latek
a vyssi antioxidacni kapacitou, ktera mize se zvysenou obranyschopnosti rostlin souviset. Nasledn¢
byla provedena optimalizace stanoveni a porovnani aktivit vybranych hydrolytickych enzymd,
konkrétné proteas, fosfatas a B-glukosidas, které pak v pudé souviseji s degradaci a poskytovanim
zivin rostlinam. Vysledky nenaznacily rozdily v enzymové aktivité v zavislosti na rocni dob€ sbéru
kopiiv a zduraznily vyznam fermentujicich mikroorganismu jako zdroje téchto enzymu. Nakonec
byla provedena detekce proteolytické aktivity, coz ukdzalo rozmanitost i rozdilnou stabilitu proteas
koptivové jichy v zavislosti na zpiisobu jejiho uchovéavani. Studie ptispiva k hlubsimu pochopeni
biostimula¢nich vlastnosti fermentovanych kopfiv a jejich potencidlnimu vyuziti v zeméd¢lstvi a
zahradnictvi.

Klic¢ova Slova: kopiivova jicha, biostimulanty, proteasy, fosfatasy, B-glukosidasa



Abstract

Fermented nettles are a rich blend of nutrients, essential elements and microorganisms that have
traditionally been used to increase the growth, resistance and yield of garden crops. The present study
focuses on the biochemical characterization of fermented nettles in relation to the season of nettle
harvesting. For possible comparison, all results were related to the amount of freeze-dried fermented
nettles. While the amount of protein did not differ between spring, summer and autumn fermented
nettles, the amount of neutral carbohydrates was higher in autumn fermented nettles. On the other
hand, spring fermented nettles were distinguished by a higher phenolic content and a higher
antioxidant capacity, which may be related to increased plant defences. Subsequently, optimization
of the determination and comparison of the activities of selected hydrolytic enzymes, namely
proteases, phosphatases and B-glucosides, which in turn are related to the degradation and provision
of nutrients to plants in the soil, was carried out. The results indicated no differences in enzyme
activity depending on the time of year of nettle harvest and highlighted the importance of fermenting
microorganisms as a source of these enzymes. Finally, the detection of proteolytic activity was carried
out, which showed the diversity as well as the different stability of nettle proteases depending on the
storage method. The study contributes to a deeper understanding of the biostimulatory properties of
fermented nettles and their potential use in agriculture and horticulture.

Key Words: nettle slurry, biostimulants, protease, phosphatase, B-glucosidase
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Seznam pouzitych zkratek

*ABTS
*BSA

DPPH
*FRAP

PH
*PGPG

*pNP
*PSA
*PVP
*ROS
*SDS
*TPTZ
*TEMED
*Tris

z angl. 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid

hovézi sérovy albumin (z angl. bovine serum albumine)
2,2-diphenyl-1-pikrylhydrazyl

antioxidacni sila schopné redukovat zelezité ionty (z angl. ferric ion
reducing antioxidant power)

proteinové hydrolyzaty

rhizobakterie podporujici rast rostlin (z angl. plant growth promoting
rhizobacteria)

p-nitrofenol

peroxodisiran amonny

polyvinylpolypyrrolidon

reaktivni formy kysliku (z angl. reactive oxygen species)
dodecylsiran sodny (z angl. sodium dodecyl sulphate)
2,4,6-Tris(2-pyridyl-s-triazin)

N,N,N',N',-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan



1 Uvod
1.1 Biostimulanty

Jednim z nejvétSich problémli moderniho zemédélstvi je jeho negativni dopad na Zivotni prostiedi.
Intenzivni chemické oSetfovani pesticidy a anorganickymi hnojivy mtize mit vliv na klicové
ekofyziologické vlastnosti rostlin a oslabit jejich symbidzu s mykorhiznimi houbami a endofytickymi
mikroorganismy'?. To miiZe mit za nasledek niz§i vynosy, horsi kvalitu plodin a negativni dopad na
pudu a vodni zdroje. Zvysujici se rust lidské populace a zména klimatu vyzaduje hledat nové zptisoby
udrzitelného zemédélstvi a moznosti zvyseni vynosu plodin.

Hnojeni zvySuje efektivitu a zajiSt'uje lepsi kvalitu produktti v zemedélskych ¢innostech. Neorganicka
hnojiva hlavné obsahuji fosfaty, dusi¢nany, amonné a draselné soli. V poslednich letech doslo ke
zna¢nému nariistu spotfeby hnojiv po celém svéte, coz zplsobuje vazné environmentalni problémy.
Hnojeni vede k znecisténi vody, ptidy a ovzdusi. Alternativni cestou k feSeni problému vyvolanych
tradi¢nimi hnojivy jsou biostimulanty.

Termin biostimulant nebo biogenni stimulant definoval poprvé V.P. Filatov v roce 1954 jako ,,latky
nespecifické povahy, které se tvoii v zivych tkanich jako odpovéd’ na nepftiznivé, avSak ne letalni
podminky. Tyto latky maji schopnost stimulovat zivotni reakce organismu, do kterého jsou
zavedeny.*. Termin dale rozvinuli Russo a Berlyn. Podle nich jsou biostimulanty latky zvysujici riist
a vitalitu rostlin tim, Ze zlep§uji efektivitu pfijmu Zivin a vody*. V nasledujicich letech probihalo dalsi
roz§ifeni a vyvoj definice biostimulantu. McCarty popisoval biostimulanty jako ,.nejednoznacny
termin, ktery se pouziva pro latky, které nepatfi mezi ziviny, ale podporuji rist, napt. se jedna o
mikroby, ristové hormony rostlin, latky upravujici pudu a latky, které jsou zdrojem energie pro
mikroby*>. Moderni pohled na biostimulant piedstavuje Du Jardin, ktery uvedl, Ze biostimulanty
mohou modifikovat fyziologické procesy rostlin, coz vede k potencidlnimu zlepSeni ristu a reakce
na stres, pficemz se zaméfil na koneny dopad na produktivitu rostlin, a Bulgari, ktery definoval
biostimulanty jako produkty, které zlepsuji rist rostlin v malych davkach a jsou Setrné k zivotnimu
prostiedi, ¢imz potvrdil jejich ekologicky aspekt®’. Podle autora piehledného &lanku o vyvoji terminu
biostimulant, Yahkina et al. 2017 biostimulanty jsou ,,produkty pfevazné zaloZené na ptirodnich
latkach, pouZzivané ve velmi malych a malych davkach k modifikaci fyziologickych a biochemickych
procest v rostlinach s cilem co nejvice vyuZit jejich geneticky potencial produktivity prostfednictvim
zmén hormonalniho stavu, aktivace metabolickych procesti, zvySeni Gc¢innosti vyZivy, stimulace
ristu, vyvoje a posileni schopnosti odolavat negativnim vliviim riznych stresovych faktort“.
Legislativa tykajici se biostimulantii je slozitd a vyzaduje peclivé zvazovani, jak tento termin
vyhovuje danym pravnim ramcim pro produkty ochrany rostlin a hnojiva. Nafizeni (EU) ¢.
2019/1009 o uvedeni hnojiv a dalSich produkt na trh v EU obsahuje ustanoveni, ktera se tykaji
biostimulant. Podle tohoto nafizeni musi biostimulanty spliovat specifické pozadavky na
oznacovani a slozeni a mohou obsahovat pfirodni nebo syntetické slozky, které pozitivné ovliviiuji
rust rostlin. Nafizeni v EU definuje biostimulanty jako produkty, které zlepsuji riist a odolnost rostlin
a prispivaji k vyuziti Zivin, aniz by byly povazovany za hnojiva nebo pesticidy®.

Biostimulanty nejsou jenom definovany rtiznymi terminy, ale rovnéz jsou klasifikovany do rtiznych
skupin. Piehled riznych typl biostimulantii tak jak byly klasifikovany riznymi autory je uveden v
tabulce 1.



Tabulka 1. Klasifikace biostimulanti navrhovina ve vybranych studiich °.

. . Calvo et al. Halpern et al. . Torre et al.
Studie | Filatov, 1951b 2014) 015) Du Jardin (2015) (2016)
Karboxylové kyse- Huminové létky,
1. Sku- | liny (kyselina $tave- R .
. , S huminové a fulvové
pina lova a kyselina jan- Kvselin
tarova) Y Y
Proteinové
2. Sku- Hydro.x yk.yseh{ly’ Slozité orga- Inokula mikrobial- Prlpra.wky’obsahujlmr hy(%rrolyzavty a
. (kyselina jable¢na a S . F 1 oas proteinové hydrolyzaty | dalsi slouce-
pina o nické materialy | nich latek . . .
vinna) a aminokyseliny niny obsahu-
jici dusik
Nenasycené mastné
k'yse:hny, aroma- . Mikroorganismy Extrakty z
tické a fenylové ky- | Rostlinam pro- o oo s _— YT
3. Sku- ) . v s podporujici rist Vytazek z moiskych moftskych fas
. seliny (kyselina sko- | spé$né che- PRV y T
pina ficovd a hvdroxvky- | mické prvk rostlin (véetné my- | fas a rostlinné
) YAroxyky PIvEy korhiznich hub) extrakty
selina skoficova,
kumarin)
Aromatické kyse-
liny obsahujici né-
4. Sku- kOhkc benz.enc?vych Protelrnove hy.d— Anorganické slou- | Chitosan a dal$i biopo- | Anorganické
ina kruhti spojenych rolyzaty a ami- Cenin lvme soli
P pres uhlikové atomy | nokyseliny y ymery
(huminové kyse-
liny)
5. Sku- B Extrakty z mof- | Rostlinam pro- B B
pina skych fas spésné houby
6. Sku- 3 3 Rostlinam pro- 3 B
pina spésné bakterie

V Gvodu této prace budou podrobnéji zmin€na inokula mikrobidlnich latek, huminové latky,
proteinové hydrolyzaty, anorganické slouCeniny a extrakty z motskych fas.

Biostimulanty vyvoléavaji v rostlinach biochemickeé reakce, které jsou Casto spojeny s aktivaci genli
nebo s regulaci exprese genti'®!!. Tyto reakce mohou zahrnovat zvysenou syntézu enzymti, které
podporuji rozklad organickych slouc¢enin a zvySuji dostupnost zivin, jako jsou fosfatasy, které
hydrolyzuji organické fosfaty. Dale mohou biostimulanty stimulovat biosyntézu fytohormont, jako
je auxin, cytokinin nebo kyselina abscisova, coZ ma za nasledek podporu ristu kotent, zvySenou
tvorbu listll a stimulaci kveteni a tvorbu plodl. Biostimulanty mohou také interagovat s pudni
mikroflorou a mikroorganismy, coz vede k rozvoji symbiotickych vztahli a zvySeni bioaktivnich
procesit v pud¢é. Mezi tyto interakce patii zvySend produkce pldnich enzymi, které zlepSuji
mineralizaci organické hmoty a uvolfovani zZivin pro rostliny, nebo produkci auxinu, hormonu
stimulujiciho rst mikroorganismy v rhizosféte. Na obrazku 1 jsou zndzornény doposud objasnéné
ucinky biostimulantt.
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Plody:

Procesy tvorby ploda
Velikost a hmotnost plodi
Kvalita

. Rostlina:

Rust/vynos rostliny a fyziologicka modulas
Ptijem vody/Zivin

Reakce na stres

Semena / Sazenice:
Kli¢eni

«Priming efelct»
Piekonavani solného stresu
Kvalita semen

Kvéty:
Indukce kveteni a puceni

- Puda:
y Fyzikalngé-chemické vlastnosti
Kofeny: Vyvoj prospéinych piidnich mikroorganismi
Vyvoj kofentt Zadrzovani vody/Zivin
Vyvoj mladych kofent [ \ Piekonadvani solného stresu
Zakladani Fizka

Obrdazek 1. Prehled hlavnich fyziologickych ucinkii rostlinnych biostimulantii'”.

1.1.1 Proteinové hydrolyzaty

Proteinové hydrolyzéty jsou v podstaté smési aminokyselin a rozpustnych peptidi, které se prevazné
ziskavaji enzymovymi, tepelnymi a chemickymi procesy z bilkovin zivoc¢isného nebo rostlinného
puvodu.

Aplikace proteinovych hydrolyzati (PH) ovliviiuje rtst a vyzivu rostlin, toleranci vici abiotickym
strestim a také mikroorganismy v rhizosféie'*!*. Tyto produkty podporuji riist nadzemni ¢4sti rostlin
a korenti naptiklad diky pritomnosti biostimula¢nich peptidii a aminokyselin, které jsou prekurzory
nékterych fytohormont (napf. tryptofan jako prekurzor auxinu).

PH také mohou pozitivné ovlivnit asimilaci dusiku rostlinami. Organicky dusik obsazeny v
aminokyselinach a peptidech miiZze ptedstavovat piimy zdroj dusiku pro rostliny, protoZe jsou rychle
absorbovany, asimilovany a translokovany do nadzemni ¢asti. Nicméné¢ je dulezité zdlraznit, ze PH
jsou obvykle aplikovany ve velmi nizkych koncentracich, takze samy nepiedstavuji vyznamny zdroj
dusiku pro rostliny. Navic bylo prokazano, ze nékteré PH zivoc¢isného ptivodu mohou snizit piijem
dusi¢nant kofeny a negativné ovlivnit efektivitu vyuziti dusiku.

Pozitivni G€inky PH na vyZivu rostlin jsou spojeny se zvySenim dostupnosti Zivin diky schopnosti
peptidi a aminokyselin tvofit komplexy s mineralnimi latkami a zvysit tak jejich rozpustnosti. Tento
efekt je velmi uzitecny zejména pro zvyseni bio-dostupnosti mikrozivin, jako je zelezo, mangan a
zinek v alkalickych ptidach.

PH také mohou zlepsit vyzivu plodin aktivaci specifickych kofenovych enzymt zapojenych do
procesu vstiebavani zivin'>. Naptiklad kotenové a foliarni aplikace PH z rostlinnych zdroji
stimulovala aktivitu ferric-chelat-reduktasy (EC 1.16.1.7) v kotenech raj¢at tim, ze zvysila absorpci
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kationtli Zeleza za podminek alkalického stresu. Tento vliv na aktivitu ferric-chelat-reduktasy byl
méné vyrazny pfi pouziti PH Zivo¢isného ptivodu'é.

Kromé¢ zlepsSeni ptijmu, translokace a akumulace zivin mohou PH také zvysit toleranci rostlin vici
abiotickym stresim, jako jsou suboptimalni teploty, salinita, sucho a nizké svételné podminky.
Naptiklad foliarni aplikace PH zvysila toleranci salatu vii¢i nizkym teplotdm'’.

Obecné jsou pozitivni u¢inky PH na toleranci vici abiotickym stresim piicitany lepSimu ristu
kotenového systému, vysSimu poméru kotent/kvétd, lepSimu stavu vyzivy rostlin, vyssi stabilité
bunécnych membran, akumulaci osmolita (napi. prolinu) a antioxidanti a také aktivaci enzymovych
systému podilejicich se na prevenci oxida¢niho stresu a modifikaci hormonalniho stavu.

PH mohou zlepsit kvalitu ovoce a zeleniny diky zvySeni fotosyntézy a aktivaci sekundarniho
metabolismu v bunkach. Folidrni aplikace rostlinnych PH indukovala vysokou akumulaci cukrt a
antioxidantd (karotenoidy, polyfenoly atd.)'®.

PH také mohou zvysit dalsi kvalitativni atributy ovoce, protoze PH dodavaji mnoho aminokyselin,
které jsou prekurzory slouc¢enin odpovédnych za aroma (alanin, isoleucin, leucin a valin), barvu
(napiiklad fenylalanin je prekurzor biosyntézy anthokyaninti) a chut'®.,

1.1.2 Mikrobialni biostimulanty

Mikrobialni biostimulanty pfedstavuji skupinu produktd vyuzivajicich mikroorganismy, jako jsou
bakterie, jednobunééné houby nebo tasy, k podpoie riustu rostlin. Tyto mikroorganismy mohou byt
bud’ pfimo soucasti pidy nebo jsou aplikovany jako dopliikkovy produkt. Jednou z kategorii
mikroorganismd, kter¢ patti do biostimulantt jsou rhizobakterie stimulujici rist rostlin (PGPR z ang].
Plant growth-promoting rhizobacteria). PGPR prokézaly schopnost vyvolat pfiznivy ucinek na rist
rostlin za podminek nutri¢niho a abiotického stresu nebo pti obnové znecisténych pud.

T:TEinkj.r we vyhoncich

—[_chulacl: prizduchi ]

Zaryient
vodivost soylemu

Feakce celé rostliny /—

#

Plidni mikroorganismy Likwidace ROS

#

, Stahihzace r
\ ’ ___membrany Tenky v kofenech
’ Zaysend ]
Osmoprotekce dostupnost vodsy

' Zwviend hladiny ]
l ethylen a auzinu

\

Obrazek 2. Kli¢ové mechanismy piisobeni piidnich mikroorganismii jako biostimulantii®’.

Neékteré druhy PGPR jsou napiiklad schopny produkovat I1-aminocyklopropan-1-karboxylat
deaminasu (ACC-deaminasu), enzym, ktery katalyzuje pteménu ACC, prekurzoru ethylenu, na o-
ketobutyrat a amoniak®"*2. Nasledn& vylu¢ovéani ACC-deaminasy zptsobuje sniZeni hladiny ethylenu
jak v rostling, tak v piidé, s naslednym sniZenim ¢inki stresu na rostliny. Bakterie produkujici ACC-
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deaminasu regulaci syntézy ethylenu reguluji v signalnich drahéch i syntézu kyseliny jasmonové a
salicylové. Kyselina jasmonova je endogenni regulacni fytohormon, ktery hraje dualezitou roli v
ruznych vyvojovych procesech, protoze je zapojen do klicovych signdlnich drah v biotickych i
abiotickych odpovédich.

Razné studie prokazaly, ze rostliny inokulované PGPR m¢ély vyssi efektivitu odstranovani
reaktivnich forem kysliku (ROS)?*%6, V diisledku toho bylo v pletivech inokulovanych rostlin
detekovano nizs§i mnozstvi peroxidu vodiku a malondialdehydu, markeru lipidové peroxidace, ve
srovnani s neosSetfenymi rostlinami. Snizeni hladin ROS za riiznych stresovych podminek mtze byt
castecné vysvétleno zvySenim aktivity antioxidacnich enzymi inokulovanych rostlin za abiotickych
stresovych podminek. Na druhé strané v ne€kterych rostlinach napt. v kultivaru obilovin citlivého na
sucho bylo detekovano snizeni aktivity antioxida¢nich enzyma v mykorhiznich kotfenech.
Dusledkem interakce PGPR s rostlinami jsou také neenzymové antioxidanty, jako jsou polyfenoly,
organické kyseliny, vitaminy, karotenoidy a glutathion, které rovnéZ vyznamné ovliviiuji reakce
rostlin na oxidativni stres. Naptiklad bylo jiz dfive prokézano, ze akumulace prolinu a glycin-
betainu miiZze byt uzite¢na pro prevenci bunééné¢ho oxida¢niho poskozeni v ptipadé PGPR
inokulovanych rostlin.

N¢kolik studii prokédzalo, ze aplikace PGPR miize ovlivnit rostlinné parametry souvisejici se
zvySovanim vodniho potencidlu v listech (rychlosti transpirace listll, vodivosti praducht a relativniho
obsahu vody, nebo jinych faktort, které mohou mit pozitivni t¢inky na efektivitu vyuziti vody) a
muze ovlivnit fotosyntetickou aktivitu nejen za stresovych podminek sucha a zasoleni, ale i za
optimalnich podminek?’-?. Navic byl pozorovéan nartist obsahu fotosyntetickych pigmenti u nékolika
druhii rostlin. Zejména byl patrné nejvice ovlivnén obsah chlorofyld. Divodem mize byt, ze
symbiéza s PGPR neutralizuje negativni U¢inek stresujicich podminek, potlacuje degradaci
fotosyntetickych pigmentl a zvySuje maximalni vytézek fotosystému II.

Zaroven bylo prokazano, Ze inokulace PGPR muze pfispét k pfijmu mineral(i, produkci siderofort,
fixaci atmosférického dusiku a solubilizaci fosfatli, ¢imz ovliviuje efektivitu vyuzivani zivin®’.
Pokud jde o pfijem minerall, zda se, ze nékteré diilezité prvky, jako jsou K, Ca, Mg, Zn, Fe, Mn a
Cu, jsou lépe absorbovany, zatimco toxické prvky, véetn& Na, jsou 1épe sekretovany’’. Rlizné studie
spojovaly vy$§i pfijem mineralt s morfologickym zlepSenim architektury kofenli zaznamenanym po
inokulaci PGPR. Nicméné¢ tyto jevy by mohly byt také vysvétleny nadmérnou tvorbou selektivnich
iontovych kanald, které v nékterych pripadech vedou ke zlep$eni poméru K'/Na', coz je dilezity
mechanismus, ktery zvysuje toleranci rostlin k salinité prostredi’!.

Dal$i mozny mechanismus, jak mohou PGPR pomoci rostlindm efektivné pfijimat Ziviny, souvisi s
jejich schopnosti acidifikovat piidu®>*}. Nékteré PGPR jsou schopny syntetizovat organické kyseliny
a vylucovat je do ptidy, ¢imz usnadiiuji solubilizaci anorganickych fosfath a draselnych iontti. Navic
studie ukazaly, ze jsou PGPR také schopny produkovat fytasy a kyselou fosfatasu, které zvySuji
mineralizaci fosfati®*,

1.1.3 Extrakty z morskych ras

Extrakty z motskych fas jsou novym typem produktii, které se v sou¢asné dobé mohou pouzivat v
péstovani rostlin. Moftské tasy jsou podle védcti klasifikovany jako diilezita skupina organismu, které
lze Siroce vyuzit v rostlinné vyzivé. Na obrazku 2 jsou uvedeny mechanismy pusobeni extraktd
z mofiskych fas na rostliny.
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Signalni drahy

Extrakty z mofskych fas

Obrdazek 3. Obecné mechanismy piisobeni extraktu 7 movskych fas na riist a vyvoj rostlin’’.

Vyzkumy ukazuji, Ze aplikace extraktdl z motskych fas ma pozitivni Gi¢inek na péstované rostliny>"-%,

Extrakt z fas zvySuje odolnost rostlin proti mrazu a suchu a zvySuje vynos plodin. Rostliny
postiikované extrakty z motskych fas jsou také charakterizovany vyssi odolnosti vici Skidciim a

patogeniim a efektivnéj$§im vyuzivanim zivin z pidy. Extrakt z motskych fas ptispiva k obnové skod
zpusobenych hmyzem a bakteridlnimi nebo plisiovymi chorobami.

Ptipravky zalozené na extraktech z fas jsou bohaté na fytohormony (gibereliny, auxiny, cytokininy),
které jsou hlavné zodpovédné za zpozdéni starnuti rostlin, indukci mitdzy, stimulaci zrani
chloroplastii, rist lodyh a postrannich pupenili, aminokyseliny a mastné kyseliny, které jsou
zodpovédné za rist, vyvoj a odolnost rostlin vii¢i patogeniim>®~*!. Mnozstvi cytokinini v extraktech
riznych fas se meéni a jejich pomér k dal§im ristovym hormonim rostlin zavisi na druhu fas, coz mé
za nasledek rizné u¢inky extraktd z motskych fas na metabolismus rostlin.

Extrakty z moftskych fas Ize aplikovat na rostliny nékolika zptisoby. Naméceni semen v extraktech z
fas predstavuje jednu z téchto metod. Tento zpusob aplikace ovliviiuje zejména kliceni semen. Déle
miize byt také pouzito klasické postiikovani listd nebo aplikace do pady. Uéinnost extraktd z
moiskych fas jako biostimulantl ovliviluje zejména koncentrace samotného extraktu, zpisob
aplikace stejn¢ jako druh fas a odrida rostlin.

Extrakty jak mikro-, tak makrofas byly pouzity k zvySeni vynosl plodin a potravinaiské produkce v
riiznych ¢astech svéta zejména v souvislosti s pozitivnim vlivem na ptidni vlastnosti*?.

Vyssi obsah zivin v listech zplsobujici intenzivnéjsi rist a zvySend odolnost vi¢i suchu byla
prokdzana u vinné révy oSetfené extrakty z moiskych fas*. Foliarni aplikace extraktii ziskanych z
chaluhy Ascophyllum nodosum na ovocné stromy (naptiklad jablon¢) vedla k intenzivnéjSimu rastu
listi**. Plody byly obvykle vétsi a i iroda byla bohatsi.

Byl také pozorovan pozitivni uéinek aplikace extraktli z moiskych fas na vynos s6ji*>*. Foliarni
aplikace extraktd v riznych koncentracich vedla k vy$$imu vynosu, intenzivnéjSimu ristu a lepSimu
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vstifebavani zivin sdji. Reakce rostlin mrkve a petrzele oSetfené extrakty z motskych fas je dalSim
piikladem pozitivniho uéinku na jejich metabolismus*’. Bylo prokazano, Ze naméadeni semen v
extraktech z fas zlepsilo schopnost kli¢eni a mélo pozitivni vliv na makronutrienty v kofenech mrkve.

1.1.4 Huminové latky

Huminové latky pfitomné v pid€ vznikaji prostiednictvim mikrobialnich procest a pfispivaji k
regulaci mnoha zasadnich ekologickych a environmentalnich procesti. Napiiklad huminové latky
reguluji jak cyklus uhliku a dusiku v ptdé, tak rast rostlin a mikroorganismi, osud a transport
antropogennich sloucenin a tézkych kovi a stabilizaci struktury pady. Hlavnimi zastupci jsou
huminové a fulvonové kyseliny a huminy.

Hutrinowva kyselina
o - Odezva celé rostling
— " Likvidace ROS
B . Stahlizace
» Phsobeni v kofenech membrany |
[ Zaryiend 1
dostupniosti i .
[ Chelatace ]
iont kovi ~ ZlepSen
totitove homeostazy)

Obrazek 4. Kli¢ové mechanismy piisobeni huminovych a fulvovych kyselin jako biostimulantii’’.

Transport dusi¢nant pies plazmatickou membranu je usnadnén iontovymi kanaly, tj. sekundarnim
aktivnim transportem, ktery vyZaduje protonovy elektrochemicky gradient generovany indukci H*-
ATPasy (primérni transport)*®°. Huminové latky indukuji aktivitu H*-ATPasu, ktera nisledné miize
dodavat energii sekundarnim iontovym transportérim a podporovat piijem Zzivin. Vytvafeni
rozpustnych komplexti huminovych latek s mikronutrienty, tj. ion kovu—huminové komplexy, je ¢asto
popisovano jako strategie ke zlepSeni vyzivy rostlin stopovymi prvky, protoZe ionty kovii mohou byt
chranény pfed vymyvanim a stat se tak vice dostupnymi pro rostliny.

Huminové latky mohou podporovat rist rostlin prostiednictvim indukce metabolismu uhliku a
dusiku’!. Nitratreduktasa (EC 1.7.1.1), glutamatdehydrogenasa (EC 1.4.1.2-4) a glutaminsyntetasa
(EC 6.3.1.2) jsou rostlinné enzymy spojené s asimilacnimi dradhami dusiku a mohou byt stimulovany
riznymi huminovymi latkami za riznych podminek.

Po oSetieni plodin huminovymi latkami byl zjistén 50 % pokles obsahu celkovych sacharidii v listech
ve srovnani s kontrolnimi rostlinami, zatimco vSak obsah glukosy a fruktosy klesl, zvysil se obsah
Skrobu®>?,

1.1.5 Anorganické latky

Chemické prvky, které podporuji rlst rostlin a mohou byt zdsadni pro urcité taxony, ale nejsou
nezbytné pro vSechny rostliny, se nazyvaji prospésné prvky. Téchto pet hlavnich prvki je Al, Co, Na,
Se a Si, které jsou pfitomné v pidach a rostlinach ve formé riznych anorganickych soli, pfipadné
nerozpustnych forem, jako je amorfni kiemicitan>*>°. Naptiklad bylo prokazano, Ze hlinik podporuje
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rlst rostliny Miscanthus sinensis®®. Bylo prokazano, Ze ionty sodiku jsou nezbytnym prvkem pro
rostliny vyuZivajici C4 nebo CAM fotosyntetické drahy>’. Selen ma nékolik p¥iznivych uéinkd na
riist rostlin, a¢koliv pro vétsinu rostlin neni povazovan za esencialni’®.

Vliv prospésnych prvki zahrnuje podporu rustu rostlin, podporu kvality rostlinnych produkti a
toleranci vii¢i abiotickému stresu®. Konkrétné se jedna napiiklad o zpevnéni bunéénych stén,
osmoregulaci, snizenou transpiraci krystalickymi inkrustacemi, termoregulaci prostfednictvim
odrazu zéafeni a zvySenou aktivitu enzymu, vyzivu rostlin prostfednictvim interakci s jinymi prvky
béhem pfijmu a mobility, ochranu proti oxidaci, interakce se symbiotickymi mikroorganismy,
obrannd odpovéd’ vici patogeny a bylozravce, ochranu proti toxicité¢ tézkych kovl, syntézu a
signalizaci rostlinnych hormont.

1.2 Kopriva dvoudoma

Kopftiva dvoudoma (Urtica dioica L.) je vytrvalé rostlina z ¢eledi koptivovitych (Urticaceae), patiici
do rodu Urtica® 2. Bylina roste v roste v mirnych oblastech Evropy, Asie, severni Afriky a Severni
Ameriky. Drobné dvoudomé kvéty, které se objevuji od kvétna do zafi, jsou hnédé az zelené. Kopiiva
ma oddenek a kofenovy systém s hlavnim kofenem a jemnymi kotinky, coz umoziuje jeji rozSifovani.

Razné druhy rodu Urtica jsou uvadény jako bohaté zdroje zivnych slozek, jako jsou aminokyseliny,
organické kyseliny, sacharidy, steroidy a terpenoidy, mastné kyseliny a ceramidy, karotenoidy a
fenolické latky, vitaminy a mineraly®.

Flavonoidy, jako jsou kvercetin a kaempferol, jsou jedny z nejvyznamnéjsich slozek koptivy®*%.
Kvercetin je zndmy svou silnou antioxidacni aktivitou, kterd pomaha redukovat volné radikély a
chrani bunky pied oxida¢nim stresem.

Koptiva rovnéz obsahuje fenylové kyseliny, zejména kyselinu chlorogenovou®*®. Tato kyselina ma
silné antioxidacni UCinky, které pomadhaji ochranit lipidy, proteiny a DNA pted oxidaénim
poskozenim.

Vyznamné slozky jsou shrnuty v tabulce 2.
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Tabulka 2. Bioaktivni chemické sloZky koprivy dvoudomé (Urtica dioica

66,67

Chemicka o
. Slouceniny
skupina
Amentoflavon, apiin, apigenin, apigenin 7-O-B-D-glukosid, bajkalin, bajkalein, ka-
Flavonoid techin, epikatechin, epigalokatechin galat, chrysoeriol, genistein, isorhamnetin, kverce-
y tin, kempferol, kempferol 3-O-B-D-glukosid, luteolin, luteolin 7-O-B-D-glukosid, myri-
cetin, naringenin, rutin, vitexin.
o, Kyselina gallova, kyselina vanilova, kyselina syringova, kyselina protokatechova, kyse-
Fenolické ky- . o . v . o ; . .
seliny lina gentisova, kyselina skoficova, kyselina kavova, kyselina p-kumarova, kyselina fe-

rulova, kyselina chlorogenova, kyselina sinapova.

Esencialni olej

Estery 14,7 %, volné alkoholy 2 %, a ketony 38,5 % identifikované jako 2-methyl-2-
hepten-2-on, acetoferon a ethylketon, a stopy dusikatych latek, fenolt, aldehydt

Mastné kyse-

6,8 % kyselina palmitova, 1,1 % kyselina stearova, 3,6 % kyselina olejova, 20,2 % ky-
selina linolova, 12,4 % kyselina linolenova, kyselina arachidonova, kyselina behenova,

liny kyselina erukova, kyselina laurova, atd.
B-Karoten (2,95-20 mg/100 g v Cerstvych rostlinach, 20,2 mg/100 g v mladych rostli-
Karotenoidy nach), hydroxy-a-karoten (0,9 %), lutein epoxid (13,1 %), a violaxanthin (14,7 %), B-
karoten, neoxanthin, violaxanthin
Aminokyseliny Alanin, y-aminomaselna kyselina (GABA), kyselina glutamova, isoleucin, leucin, feny-

lalanin, prolin, tyrosin, valin

Organické ky-
seliny

Kyselina octova (36-269 mg/100g), kyselina citronova, kyselina mravenci, kyselina
jablecna, kyselina jantarova

Vitaminy

Kyselina askorbova (36-269 mg/100g), Vitamin B2-riboflavin 1,5mg/100 g v susenych
listech, kyselina pantotenovd, Vitamin K1 0,64 g/100 g

Mineraly

Silikaty ve velkém mnozstvi (1-4 % SiO,) vapnik, Zelezo, hoicik, fosfor, draslik a sodik

1.3 Rostlinné enzymy

1.3.1 Rostlinné proteasy

Proteasy jsou enzymy, které Stépi peptidovou vazby v peptidech a proteinech. Proteasy maji v
organismech mnoho funkci a loh®® !, Proteasy hraji klicovou roli v rlistu, reprodukei, vyvoji,
fotosyntéze, programované bunééné smrti, imunitni odpovédi a obrané proti nezddoucimu stresu u
rostlin. Klasifikace proteas miize byt zaloZena na rtznych kritériich, jako je struktura enzymu,
mechanismus Stépeni vazeb, substratova specificita. Podle substratové specificity mohou byt proteasy
klasifikovany jako ,trypsin-like* (Stépi po argininu a lysinu), ,.chymotrypsin-like* ($t€pi po
aromatickych aminokyselindch), ,.elastasa-like* (§t€pi po alaninu a glycinu), aminoproteasy (S$tépi
aminokyselinové zbytky na N-konci) a karboxyproteasy (5t€pi aminokyselinové zbytky na C-konci).

Podle aminokyselin v aktivnim centru mohou byt proteasy rozdéleny do péti tiid: serinové,

vvvvvv
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a maji katalytické serinové zbytky, cysteinové proteasy obsahuji cysteinové zbytky, aspartatové
proteasy obsahuji katalytické aspartatové zbytky a metaloproteinasy obsahuji kovové ionty jako
kofaktory. Threoninové proteasy jsou vzacné a maji katalytické threoninové zbytky.

Podle mechanismu §tépeni vazeb mohou byt proteasy klasifikovany jako endoproteasy, které Stépi
peptidové vazby uvniti peptidového fetézce, a exoproteasy, které $tépi peptidové vazby na koncich
peptidového fetézce.

Proteasy maji zasadni vyznam pro programovanou bunécnou smrt a reakci na environmentalni
podnéty’> 74, Proteasy reguluji kvalitu a homeostazu proteinii v riiznych rostlinnych organelach a
degradaci foto-poskozenych proteinii. Homeostaza proteint je udrzovana kontrolou rychlosti syntézy
a degradace proteinii prostiednictvim regulaéniho mechanismu rostlin. Proteasy hraji kli¢ovou roli
ve zvySovani dostupnosti peptidi v pid¢ pro rostliny.

1.3.2 Rostlinné fosfatasy

Fosfatasy (EC 3.1.3.1-2) katalyzuji hydrolyzu esterii kyseliny fosfore¢né na fosfatovy ion a prislusny
alkohol. Fosfatasy jsou dulezité pro mnoho biochemickych procesii v organismech, v¢etné regulace
metabolismu sacharidi, tuk® a nukleovych kyselin, a také pro fizeni signalnich drah v butikach”®,

Fosfatasy se déli podle jejich pH optima na dvé skupiny: kyselé a alkalické”’.

Nekteré kyselé fosfatasy recykluji fosfat ve vakuolach rostlin trpicich nedostatkem anorganického
fosfatu, zatimco jiné ziskavaji fosfat z extracelularnich fosfatovych esteri. Aby bylo mozné uvolnit
volny rozpustny fosfat a zptistupnit ho pro riizné reakce v rostoucich semenaccich, musi byt fosfat v
semenech nejprve hydrolyzovan pomoci cytosolové fosfatasy. Kysel¢ fosfatasy v kotenech
napomahaji rozkladu organickych fosfatl na rozpustné fosfaty a jejich efektivnimu piijmu

rostlinami’®.

Existuji diikazy, 7e n&které rostliny vylucuji vice kyselych fosfatas pti nizké hlading fosfatu”.
Predpoklada se, Ze intracelularni a vylucované kyselé fosfatasy hraji vyznamnou roli pfi ziskdvani a
vyuzivani fosfat z bohatych fosfatovych zdroju. Je nepochybné, Ze intracelularni kyselé fosfatasy se
podileji na béZzném vyuZzivani fosfatovych rezerv nebo jinych slou¢enin obsahujicich fosfat. Rostliny
vyvinuly rtizné adapta¢ni mechanismy pro zlepSeni dostupnosti a zvySeni piijmu fosfatl v reakci na
dlouhodoby nedostatek fosfatu, pficemz jednim z téchto mechanisml je uvolnéni fosfatu z
organickych forem. Napfiklad v rajcatech a jinych rostlindch bylo pozorovéno zvySeni hladiny
kyselych fosfatas v dobé stresu a nedostatku Zivin, zejména fosfatu. Vyzkumy ukazuji, Ze rana
deprivace fosfatu v rajcatech zvySuje aktivitu kyselé fosfatasy v celych rostlinach i v suspenznich
kulturach bunék, coZ nazna¢uje obranné mechanismy pii nedostatku fosfatd u vyssich rostlin®.

Bylo také zjisténo, ze solny stress zvySuje aktivitu kysel¢ fosfatasy v semenech Arabidopsis
thaliana®'. Snizeni kli¢ivosti za podminek solného stresu je pravdépodobné zplisobeno sniZenou
aktivitou fosforolytickych enzymi, zejména kyselé fosfatasy. Schopnost tolerance viici soli je tedy
spojena s vyssi aktivitou kyselych fosfatas a jejich aktivaci pfi solném stresu.
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1.3.3 Rostlinna p-glukosidasa

B-glukosidasy (B-D-glukosid glukohydrolasa, EC 3.2.1.21) patii mezi jedny z prvnich objevené a
dobie prostudované enzymy diky své univerzalni distribuci, Siroké Skale substratii a jednoduchému
zpisobu testovani®?. Tyto enzymy jsou biologicky vyznamné, jelikoz katalyzuji pienos
glykosylovych skupin mezi kyslikovymi nukleofily. Tento pienos vede k hydrolyze B-glukosidovych
vazeb mezi zbytky sacharidii v riznych slouc¢eninach, jako jsou aryl-amino-, nebo alkyl-B-D-
glukosidy, kyanogenni glukosidy, kratké oligosacharidy a disacharidy za fyziologickych podminek.

V ramci obrannych odpovédi B-glukosidasy mohou fidit rozklad glykosidu, které uvoliuji toxické
sloudeniny, jako jsou kyanidy a hydroxamové kyseliny, a jejich aktivace je fizena B-glukosidasami®*
85 Tyto obranné slouceniny jsou casto skladovany ve vakuolach, zatimco enzymy, které je aktivuji,
se nachézeji v jinych bunéénych kompartmentech a teprve po poSkozeni builky vlivem stresu
vyvolaném bylozravcem se B-glukosidasa dostava ke svému substratu, kyanogennimu glykosidu a
uvolnuje se HCN. Obranné mechanismy zprosttedkované p-glukosidasami jsou také nezbytné pro
endofytické houby k vytvofeni symbiotickych vztahti s rostlinami, pficemz zfejm¢ moduluji rtst
téchto mikroorganisma?®®,

V rostlinach se nach4zi mnoho fytohormt ve formé glukosidi, u nichZ neni jasné, zda jsou kone¢nymi
inaktivnimi produkty nebo skladovacimi formami, které mohou byt aktivovany specifickymi B-
glukosidasami®’. U &aste¢né purifikovanych ryzovych B-glukosidas bylo prokéazano, Ze hydrolyzuji
glukosidy giberelint, zatimco kukufi¢na B-glukosidasa aktivuje cytokininy v glukosidové formé.
Identifikovan byl také enzym, ktery hydrolyzuje auxinovy glukosylester, ale jeho povaha zatim neni
zcela objasnéna®®.

Striktosidin, meziprodukt monoterpenoidnich alkaloidi, je hydrolyzovan specifickou
cytoplazmatickou B-glukosidasou, coZ umoziuje jeho pfeménu na rtizné monoterpenové alkaloidy v
zavislosti na rostling®®. Tento enzym byl charakterizovdan u né&kolika rostlin, v&etn& Rauvolfia
serpentina, kde byla jeho struktura detailn& popsana®®. Jednim z produktii striktosidinu je raucaffricin,
ktery je dale metabolizovan na ajmalin pomoci raucaffricinové B-glukosidasy. Neddvno byla
1zolovéna dalsi B-glukosidasa hydrolyzujici alkaloidni glukosidy z Psychotria ipecacuanha, ¢imz se
toto téma dale rozsitilo’!. B-Glukosidasy tedy hraji klicovou roli v metabolismu, kde uvoliuji D-
glukosu z meziprodukti.

Buné¢na sténa rostlin je nejvetSim rezervodrem sacharidi v pfirodé, pfi¢emzZ mnoho z nich tvofi -
véazané glukosylové zbytky, coz naznacuje vyznamnou roli B-glukosidas pti vyvoji bunéné stény?>%.
B-Glukosidasy se podileji jak na degradaci oligosacharida vznikajicich pii obnoveé bunécné stény, tak
na uvoliiovani monolignold z jejich glykosidl, coz umoziuje lignifikaci a stabilizaci sekundarnich
bunéénych stén’*.
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2 Cile prace

1. Charakterizace pfirodniho biostimulantu v podobé¢ fermentovanych koptiv (jichy) pfipravené z
podzimnich, jarnich a letnich rostlin z hlediska obsahu proteintl, sacharidi, fenolickych latek

a antioxidacni kapacity.

2. Optimalizace a stanoveni aktivit vybranych hydrolytickych enzym (tj. proteas, fosfatas a 3-
glukosidas) v koptivové jise.

3. Detekce a stanoveni proteolytické aktivity koptivové jichy v zavislosti na vegetacni dobé sbéru
kopiiv
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3 Material a metody

3.1 Pouzité pristroje
Analytické vahy XE-100 A

Centrifuga Universal 32 R

Cte&ka mikrotitraénich desti¢ek Multiscan Go

Elektroforeticka sada Biometra

Elektroforeticka sada Mini-PROTEAN

Iluminac¢ni deska na gely Slimlite plano

Laboratorni vahy Kern 440-45
Lyofilizator Lyovac GT 2 E
Magneticka michacka RH basic
Mini inkubator

pH metr UltraBASIC UB-10

(Denver Instrument Company, USA)
(Hettich Zentrifugen, Némecko)
(Thermo Fisher Scientific, USA)
(Biometra, Némecko)

(Bio-Rad, USA)

(Kaiser Fototechnik, Némecko)
(Kern, SRN)

(Finn-Aqua, Finsko)

(IKA, Némecko)

(Labnet, USA)

(Denver Instruments Company, USA)

Stolni centrifuga miniSpin (Eppendorf, Némecko)

Termoblok Elite (Major Science, Taiwan)
TermoMixer C (Eppendorf, Némecko)
Vortex V-1 plus (Biosan, Litva)

Zdroj napéti Power Pack P25 T (Biometra, Némecko)

3.2 Pouzité chemikalie
1-chloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH)
2,4,6-Tris(2-pyridyl-s-triazin) (TPTZ)

(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)

Akrylamid (Sigma Aldrich, USA)
Azokasein (Sigma Aldrich, USA)
Bisakrylamid (Sigma Aldrich, USA)
Bromfenolova modf (Sigma Aldrich, USA)

Coomassie Brilliant Blue G 250
Dihydrogenfosfore¢nan draselny
Dihydrogenfosforecnan sodny (Lachema Chemapol, CR)
Dodecylsiran sodny (SDS) (Sigma Aldrich, USA)
Dusic¢nan sttibrny (Sigma Aldrich, USA)
Ethanol 96 % (w/v) (Lach-Ner, CR)
Ethylendiamintetraoctan sodny dihydrat (EDTA) (Sigma Aldrich, USA)

(Sigma Aldrich, USA)
(Lachema Chemapol, CR)
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Fenazin methosulfat (PMS)

Fenol

Folin-Ciocalteuovo fenolové reagens
Glukosa

Glycerol

Hovézi sérovy albumin (BSA)
Hydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
Hydroxid sodny

Chlorid hotecnaty

Kyselina askorbova

Kyselina citronova bezvoda
Kyselina chlorovodikova 35 % (w/v)
Kyselina octova 99 % (w/v)
N,N,N',N’ tetrametyletylendiamin (TEMED)
Nitroblue tetrazolium chlorid (NTB)
Octan sodny trihydrat

Peroxid vodiku 30 % (w/v)
Peroxodisiran amonny

p-nitrofenol

p-nitrofenylfosfat sodny hexahydrat (PNPP)
Polyvinylpolypyrrolidon (PVP)
Proteinovy standard 6,5-26,6 kDa
Sacharosa

Siran amonno-Zelezity dodekahydrat
Siran méd’naty pentahydrat
Thiosiran sodny
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris)
Trolox

Uhlic¢itan sodny

Vinan sodno-draselny
B-merkaptoethanol

3.3 Rostlinny material

(Sigma Aldrich, USA)
(VWR Chemicals, USA)
(Lach-Ner, CR)

(Sigma Aldrich, USA)
(Lach-Ner, CR)

(Sigma Aldrich, USA)
(Penta, CR)

(VWR, USA)

(Penta, CR)

(Lachema, CR)

(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Thermo Scientific, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Thermo Scientific, USA)
(Penta, CR)

(Penta, CR)

(Lachema, CR)

(Roche Diagnostics, Némecko)

(Sigma Aldrich, USA)
(Sigma Aldrich, USA)
(Lachema, CR)
(Lachema, CR)
(Sigma Aldrich, USA)

Pro charakterizaci koptivové jichy byly vyuzity extrakty lyofilizati, roztoky jichy a roztoky Cerstve
jichy z podzimniho, jarniho a letniho sbéru kopfiv. Misto sbéru, hmotnost cerstvych kopiiv a objem
pfidané vody pro fermentace jsou znazornény v Tabulka . Fermentace probihala 4 tydny v oteviené
nadobé. Pied lyofilizaci byla jicha filtrovana ptes dvé vrstvy gazy a zmrazZena. Pro lyofilizace byl
vyuzit pfistroj LYOVAC GT 2E firmy Finn-Aqua®.
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Tabulka 3. Misto sbéru, hmotnost Eerstvych kopriv a objem vody pro jednotlivé sbéry.

Sbér Misto sbéru Hmotnost Objem vody, 1 Koncentrace
cerstvych kopiiv, Jichy, g/l
g

Jarni Praha, Divoka 485 2,50 194

Séarka
Letni Béla nad 348 1,00 348
Svitavou
Podzimni Hradistko 115 3,45 33

3.4 Metody

3.4.1 Priprava extraktu z lyofilizované koprivové jichy

Nejprve 20 nebo 40 mg koptivové jichy bylo resuspendovano v 1ml vhodného rozpoustédla (ethanol,
destilovana voda) a takto bylo ponechdno extrahovat pfi laboratorni teploté. Po 30 minutach extrakce
byla zkumavka s extraktem centrifugovana 5 minut pii 9000% g pii 4 °C. Supernatant byl dale byl
pouzivan jako extrakt z koptivové jichy o ptislusném mnozstvi lyofilizétu.

3.4.2 Stanoveni koncentrace proteinii podle Lowryho

Stanoveni koncentrace proteini podle Lowryho je metoda, kterd spojuje reakce iontl médi s
peptidovymi vazbami v alkalickém prostiedi s oxidaci aromatickych zbytki proteinti® 7. Proces
probiha tak, ze Cu” vznikly oxidaci peptidovych vazeb reaguje s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem, které
obsahuje smés fosfowolframové a fosfomolybdenové kyseliny. Absorbance redukovaného Folinova
¢inidla se sleduje pfi 700 nm. Na zdkladé roztoku standardniho proteinu lze vypocitat celkové
mnozstvi proteinti v biologickém vzorku. Pro stanoveni je nutné sestrojit kalibra¢ni graf pro roztok
Cistého proteinu o znamych koncentracich.

Smisenim 10 ml 2 % (w/v) roztoku Na,COs3 v 0,1M NaOH a 0,2ml 0,5 % (w/v) roztoku CuSO4v 1 %
(w/v) vinanu sodném byl ziskan roztok A. Extrakt z koptivové jichy (kapitola 3.4.1) o objemu 15 pl
o koncentracich 2,5-20 mg/ml nebo 15 pl Cerstvé jichy fedéné 1x aZz 16x byly v triplikatech
pipetovany do mikrotitra¢ni desticky. Poté do kazdé jamky s extraktem bylo pfidano 165 ul roztoku
A. Smés byla inkubovana 10 minut pfi laboratorni teploté. Dale bylo do kazdé jamky pipetovano 20
ul Folin-Ciocalteuového €inidla fedéného destilovanou vodou v pomérul:1. Po 30 minutach inkubace
byla zmétfena absorbance pii 700nm proti slepému pokusu, ktery obsahoval misto extraktu
destilovanou vodu. Pro vytvofeni kalibra¢niho grafu misto roztokil jichy byly pozity roztoky
hovéziho sérového albuminu nebo BSA (z angli¢tiny Bovine serum albumin) o koncentracich 0,05—
0,7 mg/ml. PtisluS§na rovnice kalibra¢ni pfimky byla pak pouzita pro vypocteni koncentrace proteint
v extraktu.
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Obrazek 5. Kalibracni piimka pro stanoveni celkového obsahu proteinu podle Lowryho.

Graf znazornuje zavislost absorbance pri 700 nm na koncentraci roztokit BSA.

3.4.3 Stanoveni celkového mnozZstvi neutralnich sacharida

Ke stanoveni obsahu neutralnich sacharidf byla pouZzita metoda dle Duboise”®. Tato metoda vyuziva
dehydratace sacharidi koncentrovanou kyselinou sirovou, pfi¢emz vznikly fural (v pfipad¢ pentos)
nebo 5-hydroxy-methylfural (v pfipad€ hexos) kondenzuje s fenolem a vytvafi ¢ervené zbarveni s
absorpénim maximem pii 490 nm.

Metabolity z lyofilizatu koptivové jichy byly extrahovany pétindsobnym mnozZstvim 1M kyseliny
chloristé. Ke smési bylo pfidano Smg PVP na Iml 1M kyseliny chloristé a smés byla centrifugovana
15 minut pii 12000x g a 20 °C. Supernatant byl neutralizovan SM roztokem K>CO3 na pH 7. Pak
bylo ptfidano 5Smg PVP na 1 ml a suspenze byla centrifugovana 15 minut pfi 12000 g a 20 °C.

K 1ml extraktu lyofilizatu (kapitola 3.4.3.1) byl pfidan 1 ml 5 % (w/v) fenolu a 5 ml 96 % (w/v)
kyseliny sirové. Po 30 minutach inkubace pfi laboratorni teploté byla zmétena absorbance pii 490 nm
proti slepému pokusu, ktery misto vzorku obsahoval 1 ml destilované vody. Kalibrace byla provedena
pomoci roztokli D-glukosy o koncentracich 0,036-0,18 mg/ml.
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Obrazek 6 Kalibraéni piimka pro stanoveni celkového mnoZstvi sacharidit podle Duboise.

Graf znazornuje zavislost absorbance pri 490 nm na koncentraci roztokit D-glukosy.

3.4.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Obsah fenolickych latek byl méfen reakci Folin-Ciocalteuovo ¢inidlem s fenolatovym aniontem®’.
Pfi této reakci vznikaji slouceniny o modrém zabaveni, které maji absorpéni maxima pii vinové délce
760nm.

Extrakt lyofilizatu o objemu 20 pl o koncentracich 2,5-20 mg/ml ve 50 % (v/v) roztoku ethanolu
nebo 20 pl 1x az 16x fedéné Cerstvé jichy a 100 ul 20 % (v/v) Folin-Ciocalteuova ¢inidla byla
pipetovana do jamek mikrotitracni desticky. Po 4 minutach inkubace pfi laboratorni teploté bylo do
smesi ptidano 80 pl roztoku 75 g/l (w/v) Na,COs. Po 30 minutach inkubace byla zmétena absorbance
roztokl pii 760 nm oproti slepému vzorku, ktery misto extraktu obsahoval destilovanou vodu.

Pro kalibraci byl extrakt nahrazen roztoky fenolu o koncentracich 150—-650 pmol/I.
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Obrazek 7 Kalibraéni piimka pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek pomoci Folin-Ciaocalteuova Cinidla.

Graf znazornuje zavislost absorbance pri 760 nm na koncentraci fenolu.

3.4.5 Stanoveni antioxida¢ni kapacity koprivové jichy
3.4.5.1 Stanoveni antioxidacni kapacity metodou FRAP

FRAP (z angli¢tiny ferric reducing antioxidant power) metoda slouzici k posouzeni antioxidaéni
kapacity vzorku tim, ze se méfi jeho schopnost redukovat oxidacni stres zpluisobeny zelezitymi
kationty (Fe*") ve vzorku'®. Komplex s centrdlné vdzanym iontem Zelezitym reaguji s antioxidanty
v pozorovaném vzorku a dochazi k redukci Zelezitych kationtli na Zeleznaté (Fe?"). Tuto reakci mezi
zelezitymi kationty a antioxidanty lze sledovat spektrofotometricky méfenim absorbance pfi vlnové
délce 593 nm. Vysledky FRAP testu se vyjadiuji jako ekvivalenty kyseliny askorbové, coZz je standard
pouzivany k porovnéani antioxida¢ni kapacity riiznych vzorkd, a je zaloZzen na schopnosti troloxu

redukovat oxidacni stres.
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Obrazek 8: Princip metody FRAP se zndzornénou zménou barvy Cinidla TPTZ

Bylo ptipraveno 10 ml ¢inidla FRAP smisenim 2,5 ml roztoku TPTZ o koncentraci 0,7 mmol/l v 40
mM HCI, 1 ml roztoku FeCls o koncentraci 20 mM a 6,5 ml octanového pufru o koncentraci 300 mM
apH 3,6.

Extrakt lyofilizované koptivové jichy ve 50 % (v/v) ethanol o objemu 40 pl o koncentracich 2,5-40
mg/ml nebo 40 pl Cerstvé jichy fedéné 1x az 16x bylo pipetovano do jamek mikrotitraéni desticky,
obsahujicich 200 ul FRAP. Inkubace probihala 10 minut pfi laboratorni teploté. Absorbance byla
zmétena pii vlnové délce 593 nm proti slepému pokusu, ktery misto extraktu jichy obsahoval 50 %
(v/v) roztok ethanolu.

Pro sestrojeni kalibracni pfimky misto extraktu byly pouzité roztoky kyseliny askorbové v rozmezi
koncentracich 20—120 pmol/l.
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Obrazek 9 Kalibraéni piimka pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou FRAP.

Graf znazornuje zavislost absorbance pri 593nm na koncentrace roztokit kyseliny askorbove.

3.4.5.2 Stanoveni antioxidacni kapacity metodou ABTS

Metoda ABTS (z angl. 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) spocivd v méfeni
schopnosti vzorku redukovat stabilizovany kationradikal ABTS", ktery vznikd reakci ABTS a
peroxodisiranu sodného a ma modro-¢ernou barvu'®:192 Studovany vzorek s antioxida¢nimi
vlastnostmi se smicha s roztokem ABTS, pti¢emZ dochézi k redukci tohoto radikélu na svétle
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tyrkysovou az bezbarvou formu ABTS. Reakce mezi antioxidantem a radikilem ABTS" je sledovana

spektrofotometricky méfenim absorbance pii vlnové délce 734 nm.
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Obrazek 10. Princip metody ABTS v roztoku peroxodisiranu sodného.

Nejprve v roztoku peroxidisiranu sodného vznika z ABTS modro-cerny kationradikdal ABTS", ktery je antioxidantem
zoxidovan na svetle modrou az bezbarvou formu ABTS.

Vysledky metody ABTS jsou vyjadieny jako ekvivalenty troloxu(derivatu vitaminu E) vztazené na
gram lyofilizované jichy nebo na ml cerstvé jichy.

Do mikrotitra¢ni desticky bylo pfeneseno 20 pl extraktu lyofilizované kopiivové jichy v destilované

vodé o koncentracich 440 mg/ml nebo 20 pl 1x az 8x fedéné Cerstvé jichy a 100 ul roztoku
kationradikdlu ABTS" o koncentraci pfiblizné 110 mmol/l. Inkubace probihala 10 minut pfi
laboratorni teploté. Byl sledovan pokles absorbance pii 734nm oproti referenci, ktera obsahovala
smés 20 pl destilované vody a 100 ul ABTS. Pro sestrojeni kalibra¢ni pfimky byly misto extraktu
pouzité vodné roztoky troloxu v rozmezi koncentraci 20-250 pmol/I.

29



0,000 @

0 ®m 50 100 150 200 250 300
-0,100 T
‘e,
— ‘e
-0,200
£ y =-0,0028x
<t 2 _
™ -0,300 L R“=0,288
N
o ?
O -0,400
c
@ °
Q 0,500
o 2 ]
-0,600
< }
-0,700
-0,800

Koncentrace troloxu [pmol/l]

Obrazek 11. Kalibracni piimka pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS.

Graf znazornuje pokles zavislosti absorbance pri 734nm na koncentraci roztokii troloxu oproti referenci.

3.4.5.3 Stanoveni antioxidacni kapacity metodou DPPH

. Antioxidant I]l
O,N N—N » O,N N—N
NO, NO,

Obrdzek 12. Princip metody DPPH se zndzornénou zménou barvy DPPH.

DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) je stabilnim volnym radikdlem s tmavo-fialovou barvou, ktera
vznika diky neparovému elektronu!®1%, Princip této metody spocivd v schopnosti antioxidantii
poskytovat elektrony, coz ma za nasledek redukci fialového radikdlu DPPH na jeho nemodifikovanou
formu. Tato redukce vede ke postupné ztraté¢ fialového zbarveni roztoku DPPH, kterd muze byt
kvantitativné méfena sledovanim poklesu absorbance pti vinové délce 517nm. Stanoveni se provadi
v polarnim organickém rozpoustédle, v tomto ptipad¢ to je 96 (w/v) ethanolu roztok ethanolu.
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Vysledky metody DPPH jsou vyjadieny jako ekvivalenty troloxu vztazené na gram Ccerstvé
lyofilizované jichy nebo ml Cerstvé jichy.

Do mikrotitraéni desti¢ky bylo pfeneseno 50 pl extraktu koptivové jichy v 50 % (v/v) ethanolu, 100ul
96 % (w/v) ethanolu a 50 pul 400uM DPPH. Inkubace probihala 10 minut pfi laboratorni teploté.
Absorbance byla pak zmétena pii 517 nm proti reference, ktera obsahovala 100ul 96 % (w/v)
ethanolu, 50 pul destilované vody, 50ul 400uM DPPH v 96 % (w/v) ethanolu.

Pro kalibrace misto extraktu byly pouzité roztoky troloxu v 50 % (v/v) ethanolu v rozmezi
koncentracich 20-140 pmol/Il.
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Obrazek 13. Kalibracni piimka pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH.

Graf znazornuje pokles absorbance pri 517nm v zavislosti na koncentraci roztokii troloxu oproti referenci.

3.4.6 Optimalizace stanoveni aktivity proteas

Jednim ze substratu, ktery poméh4 snadno stanovit aktivitu nespecifickych proteas je azokasein'®.
Po inkubaci s proteasami se uvolni aromatické aminokyseliny, které mohou byt detekovany
spektrofotometricky pii vlnové délce 450 nm.

3.4.6.1 Stanoveni zavislosti aktivity proteas na pH

Mcllvainovy pufy o objemu 25 pl o pfislusném pH, pfipravené podle tabulky 2 strana 20 , byly
pipetovany do mikrozkumavky s 50ul 2,5 % (w/v) roztoku azokaseinu a 15ul destilované vody. Pro
iniciaci reakce bylo pfiddno 50 pl extraktu kopfivové jichy o koncentraci 40 mg/ml. Inkubace
probihala 1 hodinu pii 35 °C. Pro zastaveni reakce bylo do reakéni smési ptidano 17 pl 25 % (v/v)
trichloroctové. Reakéni smeés byla centrifugovana 5 minut pii 9000 g pii 4 °C. 100ul supernatantu
bylo ptfevedeno do jamky mikrotitracni desticky se 100ul 2M roztoku NaOH. Déle byla zméfena
absorbance pii 450nm proti slepému pokusu, ve kterém do mikrozkumavek se substratem bylo
nejprve pipetovano 17 ul 25 % (v/v) kyseliny trichloroctové a az poté 50 ul extraktu koptivové jichy
o koncentraci 40 mg/ml.
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Tabulka 4. Objemy 0,IM kyseliny citronové a 0,2M Na:HPO: pouZité pro pripravu Mcllvainovych pufii o
poZadovaném pH.

pH gglvlzl, miiysehna €itro= 1 0,2M NayHPO, ml
3,0 32,0 8.0
4,0 24,5 15,5
4,5 22,0 18,0
5,0 19,5 20,5
5,5 17,5 22,5
6.0 14,5 25,5
6,5 11,5 285
7.0 7,0 33,0
8,0 1,0 39,0
29 0,0 40,0

3.4.6.2 Stanoveni zavislosti aktivity proteas na Case

Do mikrozkumavek bylo pipetovano 50ul azokaseinu (2,5 % w/v), 15ul destilované vody, 25ul
Mcllvainova pufra o pH 6 (tabulka 2 strana 20). Pro iniciaci reakce bylo pfidano 50 pl extraktu
kopfivové jichy o koncentraci 40 mg/ml. Inkubace probihala pii 35 °C. Po urcitych ¢asovych
intervalech reakce byly zastaveny ptidanim 17 pl 25 % (v/v) kyseliny trichloroctové. Reakéni smés
byla centrifugovéna 5 minut pti 9000x g a teploté 4 °C. Poté 100pul supernatantu bylo pfevedeno do
jamky mikrotitracni desticky se 100ul 2M roztoku NaOH. Dale byla zmétfena absorbance pii 450nm
proti slepému pokusu, ve kterém bylo do mikrozkumavek se substratem nejprve pipetovano 17 pl
25 % (v/v) kyseliny trichloroctové a az poté 50 ul extraktu koptivové jichy o koncentraci 40 mg/ml.

3.4.7 Optimalizace stanoveni aktivity fosfatas

Pro stanoveni aktivity fosfatas se ¢asto vyuziva hydrolyzy p-nitrofenylfosfatu, pii které dochazi k
defosforylaci této slougeniny'?. V diisledku toho vznika p-nitrofenol, ktery ma specifické absorpéni
maximum pii vlnové délce 405 nm.

3.4.7.1 Stanoveni zavislosti aktivity fosfatas na pH

Mcllvainovy pufry o objemu 125 ul a ptisluSném pH, pfipraveného podle tabulky 2 strana 20, byly
pipetovany do mikrozkumavky s 50 pl 20mM roztoku p-nitrofenylfosfatu. Pro iniciaci reakce bylo
pfidano 25 pl extraktu koptivové jichy o koncentraci 40 mg/ml. Po 1 hodiné€ inkubace pti 25 °C byla
reakce zastavena pfidanim 800 ul 0,1M boratového pufru o pH 9. Déle byla zmétena absorbance pfi
405 nm proti slepému pokusu, ve kterém do mikrozkumavek se substratem a pufrem bylo nejprve
pipetovano 800 ul 0,1M boratového pufru o pH 9 a az poté 50 pul extraktu koptivové jichy.

Pro vytvoreni kalibracniho grafu byly pouZity roztoky o latkovych mnozstvich p-nitrofenolu 0,01-
0,05 nmol.
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Obrazek 14. Kalibracni piimka pro stanoveni aktivity fosfatas.

Graf znazornuje zavislost absorbance pri 405nm na latkovém mnozstvi p-nitrofenolu.

3.4.7.2 Stanoveni zavislosti aktivity fosfatas na case

Mcllvaintv pufr o objemu 125 pl o pH 5,5, pfipraveny podle tabulky 2 strana 20, byl pipetovan do
mikrozkumavky s 50 pl 20mM roztoku p-nitrofenylfosfatu. Pro iniciaci reakce bylo pfidano 25 pl
extraktu koptivové jichy o koncentraci 40 mg/ml. Inkubace probihala pti 25 °C. Po uréitych ¢asovych
intervalech byly reakce zastaveny 800 pl 0,1M boratového pufru o pH 9. Dale byla zmé&fena
absorbance pii 405 nm proti slepému pokusu, ve kterém bylo do mikrozkumavek se substratem a
pufrem nejdiive pipetovano 800 ul 0,1M boratového pufru o pH 9 a az poté 50 pl extraktu koptivoveé
Jjichy.

3.4.8 Stanoveni aktivity p-glukosidasy

Pro stanoveni aktivity B-glukosidasy byla pfipravena reakéni smes, kterd obsahovala 50 ul 0,5 mM
p-nitrofenyl-fB,D-glukopyranosidu, dale 100 pl 50 mM citratového pufru o pH 4,6 a 50 pl extraktu
lyofilizatu(kapitola 3.4.1). Extrakty pro kazdou jichu byly pfipraveny tak, aby kazdy obsahoval
stejné mnozstvi proteini a to 10 mg. Reakce probihala po dobu 1 hodiny pii 25 °C. Reakce byla za-
stavena piidanim 800 ul 0,1M boratoveého pufru o pH 9. Absorbance vysledného roztoku byla zmé-
fena pfi vlnové délce 405 nm proti kontrolnimu vzorku, do kterého byl ptidan boratovy pufr pred
extraktem.

Pro uréeni mnoZstvi pfeménéného substratu byla pouZita kalibracni pfimka s vyuzitim komeréniho
p-nitrofenolu o latkovém mnozstvi 0,01-0,05 nmol. Aktivita B-glukosidasy byla vyjadiena jako lat-
kové mnozstvi preménéného substratu za minutu na gram lyofilizatu.

3.4.9 Detekce aktivity proteas v gelu

Tato elektroforetickd metoda je zalozena na selektivni enzymové aktivité proteas, které katalyzuji
hydrolyzu Zelatiny piimo obsazenou v separa¢nim gelu. Tento proces vede k branéni vazbé¢ a difuzi
barviva do gelu. V disledku toho mista Stépeni jsou na vysledném gelu prithledna.
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3.4.9.1 SloZeni pufri a gela

o Elektrodovy pufr
o 124mM Tris
o 0,95M glycin
o 17mM SDS
o Inkubacni pufr
o 50 ml 50mM Tris-HCI o pH 8,4
o 0,0278 g CaCl2
o 4 % zaostrovaci gel
o 625 ul 0,5M Tris-HCI pH 6,8
1520 pl destilované vody
325 ul 30 % (w/v) smési akrylamidu a bisakrylamidu
25 ul 10 % (w/v) SDS
3,8 ul TEMED
o 35ul10 % (w/v) PSA
o 12 % separacni gel
o 2,5ml 0,5M Tris-HCI pH 8,8
3,3 1 destilované vody
4 ml 30 % (w/v) smési akrylamidu a bisakrylamidu
100 pl 10 % (w/v) SDS
4,5 ul TEMED
100 pl 10 % (w/v) PSA
o 0,015 g zelatiny
o Neredukujici vzorkovy pufr
o 0,063 M Tris-HCl o pH 6,8
o 10 % (w/v) glycerol
o 2% (w/v) SDS
o 0,0013 % (w/v) bromfenolova modf
o Odbarvovaci roztok
o 10 % (v/v) kyselina octova
o 25 % (v/v) ethanol
o barvivo Coomassie Brilliant Blue
o 9,2 % (v/v) kyselina octova;
o 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB);
o 46 % (v/v) ethanol

o O O O

0O O O O O

3.4.9.2 Piiprava vzorki

Extrakty z lyofilizatu byly pfipraveny podle navodu v kapitole 3.4.1. lyofilizaty byly extrahovany
destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 20 mg/ml. Extrakt o objemu 100 pl nebo 100 ul
zmrazené jichy nebo 100 pl Cerstvé jichy bylo dale inkubovano s 100 pl vzorkového pufru (kapitola
3.4.9.1) 1 hodinu pti 37 °C. Ziskané vzorky byly dale pouzity v elektroforéze.

3.4.9.3 Elektroforeticka separace

Nejprve byl piipraven 12 % separacni gel (kapitola 3.4.9.1), ktery byl nechan polymerovat po dobu
1 hodiny. Ztuhly gel byl ptevrstven 4 % zaostfovacim gelem (kapitola 3.4.7.1), do které¢ho pak byla
vloZena Sablona pro tvorbu jamek gelu. Gely byly po 15 minutdch umistény do aparatury od firmy
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Bio-Rad. Do aparatury byl ptidan elektrodovy pufr (kapitola 3.4.7.1), Sablona pro tvorbu jamek gelu
byla odstranéna, a do jamek byly aplikovany vzorky z kapitoly 3.4.7.2. Koncentrace proteinu ve
vzorcich byla stanovena dle Lowry. Objem ptidané¢ho vzorku byl upraven tak, aby v kazdé jamce
bylo stejné mnozstvi proteinu, a to 0,8 mg. Do elektrodového prostoru bylo také ptidano ptiblizné
0,5 ml 0,1 % (w/v) bromfenolové modfi.

Elektroforéza byla provadéna za konstantniho napéti pfi laboratorni teploté, na zacatku 70V, a az
vzorky proSly zaostfovacim gelem, napéti bylo zvySeno na 140V. Poté, co bromfenolova modf
dosahla konce gelu, elektroforéza byla ukoncena. Gel byl dale promyt tfikrat po 20 sekundach
destilovanou vodou. Pak gel byl béhem 1 hodiny ¢tytikrat promyt 2,5 % roztokem Tritonu X-100. Po
promyti tfikrat po 20 sekundach destilovanou vodou byl gel inkubovan pfes noc v inkuba¢nim pufru
(kapitola 3.4.7.1). Po inkubaci byl gel promyt destilovanou vodou a pak bylo do gelu ptidano barvivo
Coomassie Brilliant Blue (kapitola 3.4.9.1). Po 4 hodinach barvivo bylo odstranéno a byl piidan
odbarvovaci roztok (kapitola 3.4.9.1). Po 12-ti hodinovém odbarvovani byl gel promyt destilovanou
vodou.
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4 Vysledky

Byly provedeny experimenty zaméfené na biochemickou charakterizaci kopiivové jichy z riznych
obdobi sklizné: jarniho, letniho a podzimniho sbéru rostlin kopiiv. Tyto experimenty mély za cil
podrobné analyzovat, jaky je obsah proteinti, sacharidii, antioxida¢nich latek a hydrolytickych
enzymil jich ptipravenych v priibéhu vegetacniho obdobi koptiv. Aby bylo mozné porovnani mezi
jednotlivymi jichami, byly nejprve lyofilizovany a z lyofilizati poté ptfipravovany vodné extrakty

s definovanym mnozstvim lyofilizatu. Zaroven byly vySe jmenované parametry pro kontrolu, zda
lyofilizaci nedoslo ke ztraté enzymové aktivity, sledovany v Cerstvych jichach. Pti jednotlivych
pripravach jichy byl pomér navazky cerstvych kopfiv a vody teprve optimalizovan (tabulka 3) a
nebyl tedy vzdy totozny. Nejvetsi obsah koptivové biomasy na 1 1 vody obsahovala letni jicha (348
g/l), poté jarni jicha (194 g/1) a nejmén¢ podzimni (33 g/1).

4.1 Obsah proteinii v koprivové jiSe

Celkovy obsah proteinu byl stanoven pro lyofilizaty a Cerstvé jichy jarnich, letnich a podzimnich
sbérti koptiv. Koncentrace byla vyjadiena jako ekvivalent BSA na mg pro lyofilizatu a jako ekvivalent
BSA na ml Cerstvé jichy. V lyofilizatech koptivové jichy nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily
v obsahu proteinl v z&vislosti na roénim obdobi, kdy byly rostliny sbirany. Naopak, analyza Cerstvych
jich ukézala, Ze obsah proteinii byl v jarnich vzorcich mirné€ vyssi, konkrétn€ o 14 % nez podzimni a
0 19 % neZ letni. Tento trend je podrobné zndzornén na obrazku 11, kde je vidét, ze jarni jicha
vykazuje zvySenou koncentraci proteind ve srovnani s ostatnimi obdobimi sbéru.
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Obrazek 15. Celkovy obsah proteinu A) v lyofilizatech kopiivové jichy 7 jarniho, letniho a podzimniho sbéru kopiiv (v
jednotce mg proteinu na mg lyofilizdtu) a B) v Cerstvych jichdch (v jednotce mg proteinu na ml Cerstvé jichy) v zavislosti
na rocni dobé sbéru kop¥iv. PFi extrakci jichy bylo pouZito 20 mg lyofilizatu/ml destilované vody.
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4.2 Obsah sacharidi v koprivové jiSe

Pro kvantifikaci celkového mnozstvi neutrdlnich sacharidi podle Duboise (kap. 3.4.4.3) byly vyuzity
rovnice regrese ziskaného grafu (Obrazek 6) k vypoctu koncentrace sacharidii v extraktech
lyofilizatu jarni, letni a podzimni jichy. Konkrétni hodnoty jsou znazornény na obrazku 16. Nejvyssi
obsah sacharidll vykazovala podzimni jicha, kterd méla o 18 % sacharida vice nez letni jicha a 0 38 %
vice nez jarni jicha.
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Obrazek 16. Koncentrace celkovych sacharidu v lyofilizatech jichy z jarniho, letniho a podzimniho sbéru kopiiv v
jednotce mg ekvivatentii glukosy na g lyofilizatu. Pii extrakci jichy bylo pouZito 40 mg lyofilizdatu/ml IM kyseliny
chloristé.

4.3 Obsah celkovych fenolickych latek v koprivové jiSe

Obsah fenolickych latek byl stanoven ve lyofilizatech a Cerstvych jichach pfipravenych z jarnich,
letnich a podzimnich kopfiv. Analyza dat ukazuje, Ze obsah fenolickych latek vykazuje klesajici trend
jak v lyofilizatech, tak i v Cerstvych jichach béhem vegeta¢niho cyklu. Nejvyssi obsah fenolickych
latek vykazoval z extraktu jarni sbér, az o 54 % vys$i nez v podzimnim sbéru a o 31 % vySsi nez
v letnim. V Cerstvych jichach je tento trend zachovan, jarni obsahuje o 5 % fenolickych latek vice nez
letni a 0 34 % vice nez podzimni.
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Obrazek 17. Celkovy obsah fenolickych ldatek v lyofilizdatech z jarniho, letniho a podzimniho sbéru kop¥iv v (jednotce
umol ekvivalentii fenolu na g lyofilizdtu) (A) a Eerstvych jichdch (B) s jarniho, letniho a podzimniho sbéri (v jednotce
umol ekvivalentii fenolu na ml Cerstvé jichy). Pii extrakci jichy bylo pouZito 40 mg lyofilizatu na ml destilované vody.

4.4 Antioxidacni kapacita koprivové jichy

Antioxidacni kapacity extraktd z lyofilizatu jarnich, letnich a podzimnich jich byly stanoveny
prostiednictvim tfi riznych metod: ABTS, DPPH a FRAP. Nejvyssi antioxidacni kapacitu podle
vSech uvedenych metod vykazovala jicha z jarnich kopfiv. Pro metodu FRAP byla antioxidacni
kapacita 0 23 % vyS$$i nez v letni a 0 38 % vyS$§i neZ v podzimni. Pfi stanoveni metodou DPPH jarni
jicha vykazovala o 28 % vyssi antioxidacni kapacitu nez letni a o 50 % nez podzimni. U hodnot
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ziskanych metodou ABTS ziistava trend se zachovany: jarni mé antioxidacni kapacitu o 10 % procent
vy$§i nez letni a 0 27 % vySsSi nez podzimni.
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Obrazek 18. Antioxidacni kapacita v umol ekvivalentii troloxu pro DPPH a ABTS a v umol ekvivalentii kyseliny
askorbové pro FRAP vitaZené na g lyofilizatu. Pri extrakci jichy bylo pouZito 40 mg lyofilizatu na ml 50 % (v/v)
ethanolu.

4.5 Aktivita proteas v koprivové jiSe

4.5.1 Zavislost aktivity proteas na case

Zavislost proteolytické aktivity na Case byla stanovena na zékladé¢ Stépeni substratu azokaseinu. Na
obrazku 16 je zndzornén graf absorbance produktu (barevnych fragmentl azokaseinu) reakce
katalyzované proteasami v zavislosti na ¢ase. Po uplynuti 50 minut od iniciace reakce absorbance
zustava konstantni, coZ naznacuje, ze doslo k vy€erpani celkového mnoZstvi substratu.
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Obrazek 19. Zavislost absorbance odpovidajici mnoZstvi barevného produktu proteasy na case reakce. Reakéni smési
obsahovaly Mcllvaniv pufr o pH 6, azokasein a extrakt z lyofilizdtu jichy podzimniho sbéru. P¥i extrakci jichy bylo
pouzito 40 mg lyofilizatu na ml destilované vody.

4.5.2 Zavislost aktivity proteas na pH

Pfi stanoveni proteolytické aktivity v extraktech lyofilizatu koptivové jichy a Cerstvych
koptivovych jichach bylo zjisténo, Ze v lyofilizovanych vzorcich vykazuji nejvyssi aktivitu proteasy
s pH optimem 8, coZ naznacuje pievahu alkalickych proteas. Naopak, v Cerstvych koptivovych
jichach byly nejaktivnéjsi proteasy s pH v intervalu 5-8, coZ ukazuje na pfitomnost proteas

s kyselym a neutralnim pH optimem. Tento rozdil v optimalnim pH proteolytickych enzymt maze
odrazet rtizné slozeni a stabilitu enzymu v zavislosti na zplisobu zpracovani koptivové jichy. V pH
optimu hodnoty aktivity proteas ve vSech vzorcich extrakti z lyofilizatu vykazuji minimalni
odchylky v ramci ro¢ni doby sbéru kopfiv.
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Obrazek 20. Zavislost aktivity proteasy, odpovidajici absorbanci produktu vzniklého za minutu, na pH reakéni smési
pro A) Cerstvé jichy v jednotce 1/min na ml jichy a B) lyofilizaty v jednotce 1/min na mg lyofilizdatu jarnich, letnich a
podzimnich sbérit v jednotce min' na ml Cerstvé jichy. PFi extrakci jichy bylo pouZito 40 mg lyofilizitu na ml
destilované vody.

4.6 Aktivity fosfatas v koprivové jiSe

4.6.1 Zavislost aktivity fosfatas na ¢ase

Aktivita fosfatas byla optimalizovana s vyuzitim extrakti lyofilizatu koptivové jichy z podzimnich
koptiv. Metoda spociva ve vyuziti substratu p-nitrofenylfosfatu a méfeni absorbance produktu
reakce p-nitrofenolu. Vysledné hodnoty shrnuje Obrdzek 21. Na obrazku je vidét, ze latkové
mnozstvi produktu reakce katalyzované fosfatasami zistava konstantni po 50 minuté, co ukazuje,
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ze, reakce po 50 minutach od iniciace reakce dosdhla svého maxima pti dané koncentraci substratu.
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Obrazek 21. Zavislost latkového mnoZstvi produktu reakce katalyzované fosfatasou (p-nitrofenolu) v reakéni smési
na Case reakce. Pro stanoveni byl vyuZit extrakt lyofilizdatu jichy z podzimniho sbéru kopiiv. PFi extrakci jichy bylo
pouZito 40 mg lyofilizatu/ml destilované vody.
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4.6.1 Zavislosti aktivity fosfatas na pH

Aktivita fosfatas byla stanovena v extraktech lyofilizatu kopitivové jichy a Cerstvé kopiivoveé jise

z jarnich, letnich, podzimnich kopftiv. Aktivita byla pak vyjadiena jako mnozstvi produktu p-
nitrofenolu za minutu na ml v ptipad¢ Cerstvé jichy a na mg v piipadé lyofilizatu. Vysledné hodnoty
jsou uvedeny na Obrazek 22. Byla zjisténa pritomnost alkalickych fosfatas s optimem kolem 8 a
kyselych fosfatas s optimem v rozmezi 4,5 az 5,5. Tato zjisténi naznacuji ptitomnost obou typti
fosfatas v analyzovanych vzorcich koptivovych jich. Aktivita kyselych fosfatas z podzimni Cerstvé
jichy je o 11 % vyssi nez z jarni a letni.
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Obrazek 22. Zavislost rychlosti reakce katalyzované fosfatasami na pH reakéni smési pro A) Cerstvou jichu v jednotce
umol pNP za minutu reakce na ml jichy z jarnich, letnich a podzimnich kopiiv a B) lyofilizaty v jednotce umol pNP za
minutu reakce na mg lyofilizatu 7 jarnich, letnich a podzimnich kop¥iv. Pii extrakci jichy bylo pouZito 40 mg lyofilizatu
na ml destilované vody.

4.7 Aktivita B-glukosidasy v jiSe

Aktivita glykosidas byla métena v extraktech lyofilizatu koptivové jichy z jarnich, letnich a
podzimnich kopfiv. S vyuZitim substratu p-NP-f-D-glukopyranosidu byla aktivita vyjadfena jako
mnozstvi vzniklého produktu (p-nitrofenolu) za ¢as na g lyofilizatu. Hodnoty aktivity B-glukosidasy
ve vSech vzorcich extraktu z lyofilizatu vykazuji minimélni odchylky v rdmci ro¢ni doby sbéru
kopfiv.
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Obrazek 23. Aktivita p-glukosidasy v lyofilizdatech jichy 7 jarnich, letnich a podzimnich kopiiv. Aktivita je vyjadiena
jako nmol produktu reakce(p-nitrofenolu) za minutu reakce na g lyofilizatu. Pri extrakci jichy bylo pouZité takové
koncentrace lyofilizdtu, aby kaZdy vzorek obsahoval stejné mnoZstvi proteinii a to 10 mg.

4.8 Detekce proteolytické aktivity v jichach v zavislosti na zptisobu
skladovani

Pro porovnani aktivity proteas v zavislosti na zpisobu skladovani byla provedena Zelatinova
zymografie extraktd lyofilizatu, zmraZenych kopfivovych jich a ¢erstvé jichy z kopftiv letniho sbéru.
Vysledny gel je prezentovan na obrazku 24. Proteolyticka aktivita ve zmraZenych jichach byla
vyrazné€ vys$si nez v lyofilizovanych vzorcich (viz tabulka 5). Ve vSech vzorcich nejvyssi aktivitu
vykazuje proteasa ¢. 3. Zatimco jenom v Cerstvych jichach se vyskytuji proteasy oznacené 4 a 5, ve
vSech lyofilizatech kopfiv je vyrazné pritomna proteasa ¢. 1 (viz tabulka 5).
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Standard JKL CJ  JKJ PKJ LKJ

PKL LKL

Obrazek 24. Detekce proteolytické aktivity ve 12 % separacnim gelu obsahujicim Zelatinu jako substrdt.

JKL — jarni lyofilizat jichy, JKJ — jarni Cerstva jicha, PKJ — podzimni zmrazend Cerstva jicha, LKJ — letni zmrazend
Cerstvda jicha, PKL — podzimni zmrazena lyofilizat jichy, LKL — letni lyofilizat jichy, CJ— Cerstva, nezmrazend jicha letniho
sberu. Obsah proteinii ve vsech vzorcich je stejny, a ¢ini 0,8 mg.

V nésledujici tabulce je vyhodnoceni intenzity jednotlivych prouzki z gelu (obrazek €. 24), které
predstavuji jednotlivé proteasy.

Tabulka 5. Vyhodnoceni relativni aktivity proteas v gelu 7 obrdazku 24 pomoci programu GelAnalyzer.

JKL | ¢ ] ki | PKI | LKJ | PKI | LKL
Proteasa ;
Intenzita

1 1856 - - - - 1700 1965

2 - 2186 - - - - -

3 3707 2259 3657 3328 4004 3395 4154

4 - — 1151 1546 1272 - -

5 2401 - 2388 2584 2577 2498 2350
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5 Diskuse

Biostimulanty v podobé¢ napt. extrakti motskych tas, huminovych a fulvovych kyselin, proteinovych
hydrolyzati a mikrobidlnich produkti pfedstavuji klicové prvky moderniho zeméd¢€lstvi a
zahradnictvi, které hraji vyznamnou roli ve zlepSovani ristu rostlin, jejich celkové vitality i odolnosti
vuci stresu. Tyto prostiedky jsou obzvlasté cenény pro svilj ekologicky a ptirodni charakter, ktery je

v souladu s principy udrzitelného zemé&délstvi 197108,

V této praci byla charakterizovana koptivova jicha v zavislosti na riizné ro¢ni dob¢. Jicha, tradicné
pouzivana k podpoie rustu zahradnich plodin, vznikd fermentaci, kdy se kopiivy ponoii do vody a
nechaji nékolik tydna kvasit. Nasledné se fedi a aplikuje na rostliny, aby podpotfila jejich rist a tvorbu
plodi. Soustiedili jsme se na potencialni mechanismy blahodarného ptisobeni jichy na rostliny, které
spocivaji jak v podpote riistu, tak také v ochrang pred abiotickym stresem!?!!!, Jednim z hlavnich
ucinkt koptivové jichy je pravdépodobné zlepseni dostupnosti Zivin pro rostliny. To vyplyva, nejen
z vysokého obsahu makromolekul: proteinti a sacharidii (obr. Obrazek 15 a Obrazek 16 str. 36 a 37.),
piipadné i esencialnich prvki jako je Mg, Mn, Fe, Si%, ale také v pfitomnosti hydrolytickych enzymd,
Stépicich makromolekuly na jednodussi, pro rostlinu Iépe vyuzitelné latky. Koptivova jicha
vykazovala vysokou aktivitu proteas, fosfatas a B-glukosidas (Obrazek 20,0brazek 220brazek 23
str. 41,43,44), coz jsou enzymy, které nejen ze pochdzeji z rostlin, ale jsou také produkovany
fermentujicimi bakteriemi a dal$imi mikroorganismy. V nasi laboratofi se jednalo o pilotni pokus
zamétujici se na biochemické vlastnosti jichy, proto byl v priitbéhu prace optimalizovan, jak postup
pripravy jichy (tab. 3), tak metody stanoveni aktivity hydrolytickych enzymu (obr. 19-23, str. 41—
45). Nalezena pH optima byla pro proteasy jichy 5-8 (obr. 20, str. 41), kyselé fosfatasy 4,5-5,5 a
alkalické fosfatasy jichy okolo 8. Pro fosfatasy izolované z listi tabadku bylo nalezeno pH optimum v
oblasti 5-6''2. Sirsi interval pH optima proteas (5—11) byl popsan také pro piidni bakterie''*, u
rostlinnych proteas pievlada pH optimum okolo 7-8''*. Zavislost mnoZstvi produkti na ase ukéazala
pro tyto enzymy reakéni dobu 50 minut (obr. 19, 21 str. 40 a 42), coz je niZ8i nez pro piidni proteasy
a fosfatasy, pro které se vétsinou reakéni doba musi prodlouzit az na 24 hodin''’. Vzhledem k tomu,
7e postup pripravy kopiivové jichy je empiricky, vétSinou se uvadi pouze to, aby koptivy byly
ponoiené, zkusili jsme (také s ohledem na objem kopfivové biomasy), pouzit riznd mnozstvi vody,
nejméné vody bylo pouzito u letni jichy (348 g Cerstvych koptiv/l vody), poté jarni (194 g/I) a nejvice
u podzimni (33 g/l). Aby tedy mohla byt enzymova aktivita kvantifikovana a porovnavana, byla jicha
lyofilizovéna, a poté znovu extrahovana v destilované vod¢. Lyofilizaci nedoslo ke ztraté aktivity
zadného sledovaného enzymu. Ptekvapivé na aktivitu hydrolytickych enzymii nemélo prvotni
rozdilné mnoZstvi vody pii ptipraveé az takovy vliv a aktivita hydrolytickych enzymi v jichach koptiv
razného vegetacniho obdobi vztaZzena na ml Cerstvé jichy byla srovnatelnd; nejvice se liSila jarni a
letni jicha od podzimni v aktivité kyselé fosfatasy, ale pouze o 11 % (obr. 22 str, 43,). Ziejmé se tedy
jedna predevs§im o obsah fermentujicich mikroorganismi, které k vysledné hydrolytické aktivité
ptispivaji. Zatimco aktivita hydrolytickych enzymt a obsah proteint v lyofilizatu jichy se v zavislosti
na ro¢ni dobé& sbéru koptiv nelisily (obr 15, 20, 22, 23, str. 36—44), podzimni jicha se vyznacovala
vy$$im obsahem celkovych neutralnich sacharida (o 38 % nez jarni jicha, obr. 16, str. 37). Kdyby
obsah sacharidi zavisel pouze na rostlinach kopfiv mohl by vyss§i obsah sacharidii souviset se
senescenci listd, a tim zvySenou aktivitou glyoxylatového cyklu a glukoneogeneze pfeménujicich
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membranové lipidy listl na sacharidy. AvSak jak obsah sacharidii, tak hydrolytické enzymy jichy
nejsou pouze rostlinného pivodu, ale jsou také ovliviiovany a produkovany fermentujicimi
bakteriemi, ptipadné 1 dalSimi mikroorganismy. Padni proteolyza je povazovana za dulezity proces
kolobéhu C a N, proto by kopfivova jicha mohla byt G¢innym ndastrojem pro zvySeni vitality a
biochemickych procesti pudy, obzvlasté pii jeji remediaci. Proteiny fermentovanych kopfiv jsou
rozkladany mnoha riznymi proteasami (obr 24, str. 45). Na obsah a aktivitu proteas jichy mél také
vliv zptisob skladovani, mrazené jichy vykazovaly vyssi proteolytickou aktivitu nez lyofilizované
(obr 24, str. 45). Na rozkladu makromolekul Zivin v piidé se podileji také fosfatasy, opét produkované
jak rostlinnymi kofeny, tak bakteriemi. Jejich hydrolytickym ptlisobeni se z heterogenni smési
organickych fosfatovych sloucenin uvolnuje fosfat, ktery je v pudnich ekosystémech Casto v
nedostatku a pro rist rostlin je klicovy''>. Pfedev§im v podminkach nedostatku fosfatu pro rostliny a
v alkalickych piidach je aktivita kyselé fosfatasy klicova. V jiSe byla vyssi aktivita kyselé fosfatasy
(obr. 22, str. 43), které mineralizaci fosfatli zvysuje**¥. Poslednim sledovanym enzymem jichy byla
B-glukosidasa. V puad¢€ tento enzym katalyzuje finalni, rychlost-limitujici krok rozkladu celulosy,
nejhojnéjsiho polysacharidu, ¢imz pro mikrobidlni populace poskytuje jednoduchy sacharid, D-
glukosu''®. Zaroven se podili na rozkladu hemicelulos a riznych glykanti. Aktivita p-glukosidasy
vztazend na mnozstvi lyofilizatu jichy se s vegetatnim obdobi koptiv neménila (obr. 23, str. 44) a
byla o 14 % niz§i nez aktivita pidni p-glykosidasy'!’.

DalSim potencialnim mechanismem uc¢inku koptivové jichy by mohl byt vysoky obsah fenolickych
latek a antioxidacnich enzymd, které v jichach z riiznych obdobi mezi sebou korelovaly. Predev§im
jarni jicha vynikala vy$sim celkovym obsahem fenolickych latek a vyssi antioxidacni kapacitou (obr.
17, 18 str. 38-39). Antioxida¢ni kapacita koptivové jichy byla srovnatelna s vodnym extraktem ze
susenych bylin vlastovi¢niku vétsiho a hluchavky bilé!'®. Za antioxida¢ni vlastnosti jichy ziejmé
odpovidaji rozmanité fenolické latky a vitaminy, které byly v listech koptiv identifikovany'!®. Pravé
tyto latky s vyznamnym antioxida¢nim ucinkem by se mohly podilet na zvySené odolnosti rostlin
oSetfovanych koptivovou jichou, a to pfedevsim v dobé, kdy rostlina €eli plisobeni abiotického stresu
doprovazeného oxida¢nim stresem a naslednym poskozenim. V nasi laboratofi bylo zjisténo, Ze
aplikace kopfivové jichy na rostliny kukufice (Zea mays L.) mlze zvysit odolnost vici stresu
suchem'!?. Zaroveti by mechanismus u¢inku kopfivové jichy jako biostimulantu mohl spo¢ivat v
obsahu fytohormonti typu auxinu, giberelini a cytokininii nebo jejich prekurzor, coz bude
pfedmétem dalSiho vyzkumu.
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6 Zavér

1. Byla provedena biochemicka charakterizace pfirodniho biostimulantu ve formé fermentovanych
kopiiv (jichy), pfipravené z podzimnich, jarnich a letnich rostlin. Podle vyslednych hodnot
vztazenych na mnozstvi lyofilizované jichy mély vSechny jichy pfiblizné stejné mnozstvi proteinu,
avSak podzimni jicha méla vyssi obsah sacharidi. Nejvétsi obsah fenolickych latek a antioxidaéni
kapacitu vykazovala jicha z jarniho sbéru kopfiv.

2. Dale byla provedena optimalizace a stanoveni aktivit vybranych hydrolytickych enzymi,
konkrétné proteas, fosfatas a [-glukosidas piitomnych v kopifivové jisSe. Aktivita téchto
hydrolytickych enzymi nezavisela na vegetacni dob¢ sbéru koptiv ani ptiprave jichy, pravdépodobné
byla spiSe spojena s fermentujicimi mikroorganismy.

3. Variabilitu ve slozeni proteas v ramci biostimulantu dokumentovala i detekce proteolytické aktivity
v koptivové jiSe, ktera rovnéz ukdzala, Ze zastoupeni proteas se méni v zavislosti na zpisobu
uchovavani jichy.
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