MIKROSKOPICKA DETEKCE POLYFENOLICKYCH LATEK VE ZRRIYCH
SOMATICKYCH EMBRYICH SMRKU PO OZARENI UV-B
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UVOd Linie AFO 541 ozarena UV-B po 10-denni
Nizka uroven UV-B radiace pusobi jako prirozeny regulator genové exprese, bunécnych a

metabolickych aktivit, ovlivhuje rust a vyvoj rostlin. Ve vysokych davkach je ultrafialové zareni “
zhoubné. Rostliny odpovidaji na UV-B zareni syntézou sekundarnich metabolitl, které maiji
antioxidacni vlastnosti a zachycuji znacnou cast UV-B zareni. Patri mezi né predevsim '
flavonoidy (prevazné ve vakuolach) a derivaty kyseliny skoricové — hydroxyskoricové kyseliny
(ferulova, kavova a p-kumarova — vazané v bunécnych sténach). Tyto latky jsou zdrojem
autofluorescence v modré a zelené oblasti spektra. Této vlastnosti jsme vyuzili pri jejich

pozorovani. Vzhledem k tomu, ze u somatickych embryi (SE) smrku dochazi beéhem desikace k ontrola B 0.6 W/m? 6 W/’
~ P ] - P - . v, . y , ; Somaticka embrya smrku, ktera byla po 10 dnech desik ena UV-B o
cervenani v oblasti korenove cepicky, testovali jsme pritomnost polyfenolickych latek take rizné intenzité, _byla analyzovéna 7. den po oSetren zbarvent
: ' korenovych cCepicek je typickou vlastnosti této linie; e béhem
h |StOChe m |Cky. desikace na svétle (po obdobi maturace, ktera probiha v avisle na
Hydroxycinamaty (a) a flavonoidy (b) v burikach hypokotylu; c = a+b ozarovani UV-B.
KONTROLA a i ; Vanilinovy test

Dvoukanalovou spektralni analyzou jsme prokazali derivaty kyseliny
skoricové v bunécnych sténach pokozkovych bunék a flavonoidy v
bunkach povrchovych vrstev embryi.

("

Hydroxycinamaty (a) a flavonoidy (b) v burikach hypokotylu; c = a+b
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0.5 mm

kontrola 0.1W/m? 0.6 W/m?2

Cervené zbarveni, které je vysledkem reakce
kondenzovanymi taniny, kopiruje puvodni zbarveni
kromé toho se objevuiji (i v kontrolnich vzorcich) ¢ervené
povrchovych vrstvach hypokotylu, svédcici o fenolickém
Po ozareni 6 W/m? se kondenzované taniny vyskytly i v b
a déloh, Cerné skvrny znaci nekrézu pletiv.

Hydroxycinamaty (a) a flavonoidy (b) v
korenové Cepicce; ¢ = a+b

Hoepfner — Vorsatzliv test

0.5 mm

kontrola 0.1W/m?2 0.6 W/m?

Vysledkem tohoto testu je zbarveni rliznymi odstiny zluté az hnédé podle to
pletivu vyskytuji. Vizualni hodnoceni je velmi subjektivni a tudiz obtizné;
zbarveni v oblasti kofenové Cepicky ve vSech variantach a v oblasti hypo
davkach UV-B zareni by bylo mozno usuzovat pravdépodobné i na pritomnost

Cil prace - detekovat polyfenolické Ilatky
mikroskopicky a zjistit, zda se jejich produkce po
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ozareni UV-B zvysi

Material a metody

Material: zralda somaticka embrya smrku ztepilého (
linie AFO 541, desikovana 10 dni; embrya byla ozarg
0, 0.1, 0.6 a 6 W/m?2; vzorky byly analyzovany Za
Metody detekce polyfenoll na cerstvyg
* Vanilinovy test — konde
kyselém prostredigs
umistitgle
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dnech desikace pritomnost polyfenolickych latek v
oblasti korenové cCepicky ve vsech variantach nezavisle
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Hoepfner-Vorsatziv test - Sirokospektralni |
polyfenolickych latek v barevné skale od zlutg DO

hnédou podle typu fenolické latky — fezy umistit d anu
na ozareni UV-B; v pripadé vanilinového testu se obtizné sodného, 10% kyseliny octové a 20% mocoviny ( 70 3
odlisuje zda se jedna o vysledek chemické reakce nebo minutach pfidat 2N NaOH
prirozené zbarveni antokyany. Oba testy také prokazaly * Spektralni analyza autofluorescence pomoci ko skopie
mirné zvyseni mnozstvi fenolickych latek v povrchovych hydroxyskoficové kyseli.ny (modré’ barva) — excijca i§e BP
vrstvach hypokotylu i déloh po ozafeni: zvyéeni bylo 470 — 500 nm; flavonoidy (zelena barva) — excita emise BP
. . IR ’ 530 — 600 nm; autofluorescence byla zv aci 0.1%
primo umerne intenzite zareni. Naturstoffreagentz A (2- aminoethyl difenylbo osfatovém
e Spektralni analyza v konfokalnim mikroskopu potvrdila pufru (pH 6.8) s 1% NaCl
moznost detekovat derivaty kyseliny skoricovée a * Histochemické testy byly vyvhodnoceny pomoci s ) trasmisniho
flavonoidy na zakladé jejich autofluorescence v UV a mikroskopu Zeiss Jenaval, vybaveného kamerou N M, obraz byl

zpracovan softwarem pro analyzu obrazu NIS-I s (Laboratory
Imaging , Praha)
 Autofluorescenci hydroxycinamatu a flavonoid

konfokalnim mikroskopu Zeiss LSM 5 Duo

modrém svetle. Tyto latky byly prfitomné v SE ve vsech
variantach, nejvice v oblasti korenové cepicky.
Hydroxycinamaty byly pozorovany predevsim v
bunécnych stéenach pokozkovych bunék déloh a
hypokotylu, ve Spicce Cepicky pak i uvnitrf bunék; jejich
detekci ztézovala interference kryciho sklicka. Flavonoidy
se nachazely predevsim v pokozkovych bunkach, ale i v
idioblastech hypokotylu a déloh; po ozareni UV-B se
autofluorescence zvysila.  Nejvyssi intenzita zareni
povrch embryi poskozuje, coz se projevilo intenzivni
bodovou autofluorescenci.
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