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Predmluva

Cilem projektu Vzdélavani stiedoskolskych pedagogt a studentt stfednich
$kol jako nastroj ke zvySovani kvality vyuky ptirodovédnych predmétii —
Ptirodni védy v 21. stoleti, feSeného v ramci Opera¢niho programu Vzdéla-
véni pro konkurenceschopnost, je podpotit zdjem SS studenttt o ptirodni
védy, predevs$im chemii a biologii a zvysit kvalitu vzdélavani v téchto obo-
rech. Vystupem je sada experimentii z chemie a biologie na tfi riznd témata
pro soutéze Skolnich kolektivii, kolekce experimentt vhodnych pro prak-
ticka cviceni sttedoskolskych studentti poradana na pracovistich vysoké
$koly a soubor prednasek, které probéhly béhem projektu pro sttedoskolské
pedagogy.

V ramci projektu byla vytvorena troje skripta na tfi riizna témata pro
praci prirodovédnych krouzki na stfednich $kolach, dale skriptum experi-
mentd, které mohou studenti provadét v laboratorich vysoké skoly, a mini-
skriptum predndsek pro stfedoskolské pedagogy. Skripta jsou uréena stre-
doskolskym pedagogtim pro obohaceni experimentalni vyuky v predmeétech
chemie a biologie a pro praci ptirodovédnych krouzki.

Olomoug, 2013 doc. RNDr. Ludmila Zajoncova, Ph.D.
hlavni resitelka projektu






Barevné hry se svétlem - co ndm mohou fici
o biomolekulach?

Martin Kubala
Katedra biofyziky, Pfirodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci
Prednaska probéhla dne 31. ledna 2011.

Uvod

Zhruba 80 % podnéti, které dostavame, ziskdavame pomoci zraku. Nase vni-
mani je tedy do velké miry zavislé na vizudlnich vjemech a pro nase chdpani
svéta je dilezité véci vidét. V prirode se bézné setkavame s objekty, jejichz
rozméry se lisi o nékolik radu. D4 se fici, Ze pohodIné vnimame objekty,
které se piilis nelisi od velikosti nds samych (jednotky m), zhruba od 10*m
(krajinné prvky) do 10" m (tloustka lidského vlasu). V zivé pfirodé nas vSak
zajimaji objekty jesté mnohem mensi. Pfi sledovani bunék (10° m) nebo
jejich organel (10°m) je$té mizeme na$emu zraku vypomoci optickym
mikroskopem, ale pti pokusu o dal$i zvétSovani obrazu zatneme narazet
na vlnové vlastnosti svétla. Diky difrakei se za¢ne bod jevit jako krouzek
a dalsi zvétsovani obrazu uz tedy ztraci smysl. Tzv. Rayleighovo kritérium
udava, ze abychom dokazali rozlisit v mikroskopu dva body, musi byt tyto
body vzdaleny alespon o vzdalenost d, pricemz

4= 0612
NA

kde X je vlnova délka svétla a NA je numericka apertura objektivu (coz
v praxi byva ¢islo blizké 1). Uvazujeme-li rozsah viditelného svétla v inter-
valu zhruba 390-790 nm, snadnym dosazenim zjistime, Ze pro sledovani
objekti mensich nez zhruba 250 nm uz nasemu zraku nepomiize ani mikro-
skop.

Soucasnym trendem ve vSech ptirodnich védach je ale chapani ptirody
na molekularnim zakladé. Zde se vSak dostavaime k rozmérim mnohem
mensim, napt. typicka tloustka buné¢né membrany je 4-10 nm a nejmensi
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dulezitou vzdalenosti je v chemii vzdalenost mezi dvéma atomy v moleku-
le (napt. délka vazby C-C je zhruba 0,15 nm). Jak uz bylo zminéno vyse,
na tyto objekty je tézké se podivat pfimo a casto jsme vdé¢ni i za jakoukoliv
dil¢i informaci z nanosvéta.

Velmi efektivnim zptisobem, jak tyto informace ziskat, je sledovat ode-
zvu molekul na interakci se svétlem. Vyhodou téchto metod je, Ze jsou ne-
invazivni (tj. nezasahuji do zkoumaného vzorku) a nedestruktivni, a proto
je mozné zkoumat molekuly nejen izolované ve zkumavce, ale v mnoha
ptipadech i in vivo.

Vnitini energie molekul

Kazd4 molekula je charakterizovana slozenim a prostorovym usporddanim
svych atomti (to je to, co bychom chtéli vidét!). Casti molekuly se vii&i sobé
neustale pohybuji a od téchto pohybi se odviji vnitini energie molekuly.
Jedna se piedevsim o vibrace (~4:10°J) a rotace (~4-10"* J) atomovych
jader. Pokud dojde ke zméné ve struktufe elektronového obalu (~4-107"]),
hovofime o pfechodu molekuly do excitovaného stavu. Podle kvantové-
ho modelu se miize molekula nachazet jen v uréitych stavech a prechod
z jednoho stavu do druhého vyzaduje prijeti nebo odevzdani energetické-
ho kvanta, jehoz velikost je rovna pravé rozdilu energii mezi poc¢ate¢nim
a kone¢nym stavem. Soubor energetickych stavii molekuly oznac¢ujeme jako
spektrum.

Spektrum charakterizuje molekulu a jeji stav a slouzi nam k identifikaci
molekul stejné jako otisky prstt k identifikaci ¢lovéka. Je tieba ovsem upo-
zornit, Ze vztah mezi strukturou a spektrem je podobny vztahu predmétu
ajeho stinu a je do zna¢né miry jednosmérny. Pokud zname strukturu, umi-
me teoreticky predpovédeét, jak bude vypadat spektrum; ale pokud zname
spektrum, neni jednoduché ur¢it z ného strukturu molekuly. V praxi tedy
Casto spocitame spektra pro vice moznych konformaci molekuly a zmére-
nim spektra realného vzorku rozhodneme, ktera z nich je spravna (popf.
uré¢ime pomérné zastoupeni vice komponent).

Energie svétla

Na svételny paprsek miizeme nahlizet jako na elektromagnetickou vlnu,
ktera se $ifi prostorem, nebo jako na proud ¢astic, kterym fikame fotony
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(tzv. vinové-korpuskularni dualismus, Obr. 1). Energie E jednoho fotonu
(kvanta energie) souvisi s vinovou délkou A podle vztahu

kde h je Planckova konstanta a ¢ rychlost svétla ve vakuu. Vidime tedy, Ze
energie fotonu je nepfimo umérna vinové délce svétla. Dosazenim do to-
hoto vzorce se snadno presvédéime, Ze napt. pro A = 500 nm dostavame
E =4-10""], tedy energii, kterd je nutna pro pfechod molekuly do excitova-
ného stavu. Pouzitim svétla ve viditelné oblasti spektra tedy miizeme zpti-
sobit zmeény v elektronovém obalu molekuly.

A
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Obr. 1 Vlastnosti svétla. (A) Svétlo jako elektromagnetické vinéni, ve kterém kmitaji
vektory elektrického (E) a magnetického (B) pole ve sméru kolmém na smér $ifeni svétla
(vektory E a B jsou navzajem taktéz kolmé). Vlna je charakterizovana vinovou délkou A
a intenzitou elektromagnetického pole. (B) Svétlo jako proud ¢astic (fotont), z nichz
kazda nese kvantum energie o velikosti hv, kde h je Planckova konstanta a v je vinocet
(pocet vln na 1 metr). Svétlo je charakterizovano energif jednoho fotonu a jejich po¢tem

Spektralni omezeni

V praxi maji ptistroje trochu posunuté hranice své pouzitelnosti na obou
stranach spektra. Na kratkovlnné strané jsme omezeni absorpci dvouatomo-
vych molekul (O,, N,) pod 190 nm, u levnéjsich pristroji také propustnosti
optiky, nebot pod 360 nm zacina absorbovat sklo (pro oblast 190-360 nm

musime pouzivat draz$i kitemennou optiku). Na dlouhovlnné strané nds
omezuje absorpce vodni pary a CO, nad 900 nm (to je mozné resit profu-
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kovanim aparatury dusikem) a dale spektralni rozsah detektoru, pri¢emz
bézné pouzivané detektory maji dlouhovlnny limit mezi 820 nm a 1100 nm.

Interakce svétla s hmotou

Pfti interakei svétla s hmotou muize dochdzet k nékolika druhiim interakei.
Pri interakcich jako je elasticky rozptyl nebo odraz dochazi pouze ke zméné
sméru svétla, ale nedochazi ke zméndm energie a témito jevy se zde zaby-
vat nebudeme. Dale pojedndme o pripadech, kdy molekula pohlti svétlo
(absorpce) a dojde ke zvySeni jeji vnitfni energie, tj. dostane se do excito-
vaného stavu, a o jevu opa¢ném, kdy molekula pfi pfechodu z excitovaného
stavu zpét do zakladniho vyzafi foton (emise).

Absorpce

Pti prichodu svétla latkou dochazi diky absorpci k postupnému zeslabovani
intenzity svétla (Obr. 2) podle Lambert-Beerova zakona:

(A, 1) = I,(1)-107=®

kde I, je intenzita dopadajiciho svazku, I intenzita proslého svazku, € je
moldarni absorpéni koeficient, jehoz hodnota a zavislost na vlnové délce
charakterizuje danou latku, c je molarni koncentrace vzorku a | je délka
optické drahy.

I(&) I(x) I(A.1
ey B———
0 1 x

Obr. 2 Absorpce svétla vzorkem. Pfi prichodu svétla vzorkem dochazi k exponencial-
nimu poklesu intenzity v zavislosti na tloustce vzorku I, jeho koncentraci ¢ a na vlnové
délce svétla A,

10
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V praxi ptistroje vétsinou udavaji hodnotu absorbance A

AQ) = —log% —e()cl

To je veli¢ina velmi praktickd, nebot je pfimo umérna koncentraci vzorku.
Pokud navic méfime ve standardni kyveté s optickou drahou 1 cm a molarni
absorp¢ni koeficient mdme udany v jednotkdch mol-1.em™, pak prostym
podilem A/e obdrzime koncentraci vzorku v jednotkach mol-1".

V praxi nejprve zjistime I, méfenim intenzity svétla bez vzorku (vétsi-
nou umistime do svazku kyvetu s ¢istym rozpoustédlem) a poté vlozime
do svazku kyvetu se vzorkem a ode¢teme hodnotu I. Z téchto dvou hodnot
potom spocitame absorbanci, pficemz vétsina prfistrojii to provadi automa-
ticky. Pomoci tabelovanych hodnot € potom spocitaime koncentraci. Méfeni
absorbance je tedy velmi rychlé a jednoduché, a proto je to nej¢astéji uzivana
metoda pro stanoveni koncentrace latek v roztocich.

Kromé samotné hodnoty molarniho absorpé¢niho koeficientu je dule-
zitou charakteristikou kazdé latky zavislost molarniho absorp¢niho koefi-
cientu (nebo absorbance) na vlnové délce. Tuto zavislost ozna¢ujeme jako
absorp¢ni spektrum a mtizeme pomoci néj latku identifikovat. Je tteba upo-
zornit na to, ze absorp¢ni spektrum se miize ménit pti interakcich s dal$imi
molekulami. Tento fakt na jednu stranu klade naroky na presnou specifikaci
podminek experimentu, na druhou stranu ho ¢asto vyuzivame pii studiu
molekularnich interakei.

Jak vnimame barvy

Na sitnici naseho oka mame ¢tyfi typy detektorti. Ty¢inkami vnimame
pouze intenzitu svétla, barvy pak vaimame tfemi typy ¢ipkd, které podle
barvy svétla, jez pohlcuji, oznac¢ujeme jako modré (A, =420 nm), zelené
(A, = 530 nm) a Cervené (A = 560 nm)." Integrace signdlu z téchto tii
receptorti v gangliovych buiikach potom urcuje, jak vnimame barvu pred-
métu. Zajimavosti je, ze u vSech receptort je pigmentem 11-cis-retinal, ktery
po absorpci fotonu prejde do all-trans konformace, a receptory se od sebe
lisi sekvenci proteind, které retinal vazi.

max

' Jevidét, Ze vinovéa délka maxima pfesné neodpovida oznaceni barvy, presny tvar absorp-

¢nich spekter jednotlivych receptort je napt. na http://www.unm.edu/~toolson/human_
cone_response.htm.

11
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Pti vnimdni barev pfedméta je tfeba si uvédomit, Ze vnimame to svétlo,
které se dostane do naseho oka. Jinymi slovy, vidime pravé ty barvy, které
predmét nepohlcuje, ale odrazi! Pokud predmét nepohlcuje zadnou cast
viditelného rozsahu spektra, voimame ho jako bily nebo prihledny, pokud
naopak absorbuje vSechno viditelné svétlo, vaimame ho jako ¢erny. Pokud
¢ast viditelného svétla predmét pohlcuje a ¢ast odrazi, vnimame ho jako ba-
revny. Ptikladem mtiZe byt absorp¢ni spektrum zeleného pigmentu rostlin
chlorofylu, kde vidime silné absorp¢ni pasy v modro-fialové a ¢ervené ¢asti
spektra, zatimco v zelené ¢asti je absorpce slaba (Obr. 3).

1.2
1.0
0.8+
0.6+

0.4+

Absorbance

0.2+

00t T T T r T
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

vinova délka (nm)

Obr. 3 Absorpcni spektrum extraktu listu jeémene v 80% acetonu. Absorp¢ni pasy okolo
435 nm a 665 nm piislusi chlorofylu

Barevné efekty v prirodé

Vztah mezi absorpénim spektrem a strukturou molekuly je pomérné slozity,
ale ukazuje se, ze fotony ve viditelné nebo blizké UV oblasti spektra maji
dostate¢nou energii na to, aby ptivedly do excitovaného stavu m-elektrony,
¢ili molekuly, které obsahuji aromatické cykly nebo systémy konjugovanych
dvojnych vazeb.? Z biologicky vyznamnych molekul miiZe byt piikladem jiz
vyse zminény chlorofyl nebo napt. NADH, FAD, hemoglobin ¢i karotenoidy.
Vidime tedy, Ze pokud je organickd molekula barevna (coz znamena, ze
absorbuje nékde ve viditelné ¢asti spektra), mizeme bez dalsich informaci
o jeji strukture fici, Ze obsahuje dvojné vazby.

> Organické molekuly, které obsahuji pouze jednoduché vazby, typicky absorbuji svétlo

o vlnovych délkach kratsich nez 200 nm.
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Nyni si miizeme vysvétlit napt. chovani barevného indikatoru pH fenol-
ftaleinu, ktery je v kyselém prostfedi bezbarvy, zatimco v zdsaditém pro-
stredi se barvi do cervena (Obr. 4). Cervend barva zdsadité formy ukazuje,
ze molekula nepohlcuje cervenou ¢ast spektra, a absorpéni pds se nachazi
v modré ¢asti spektra. Protonace v kyselém prostredi ma za nasledek po-
sun spektra o nékolik desitek nm a absorp¢ni pas se posune do UV oblasti.
Ve viditelné oblasti spektra jiz k absorpci nedochdzi a vzorek nam proto
pripada bezbarvy.

OH o o
So e
o
(s coo”
10 12 14

0 D 4 6 8
pH

Obr. 4 Barevné prechody fenolftaleinu

S podobnym efektem se mtzeme setkat i v nasich zahradach. Kvéty hor-
tenzii maji pti ristu na kyselé ptidé rizovou barvu, zatimco v zasaditych
pudach se barvi do modro-fialova (Obr. 5). Je to proto, ze kvéty obsahuji
barviva anthokyanidiny, které mohou v zasadité formé koordinovat kationty
Ca’*, coz ma za nasledek posun absorp¢niho spektra.

" ' ! Ty
anhokyaniding
w

Obr. 5 Zména barvy kvéti hortenzie podle kyselosti ptudy
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Zajimava je také reakce nékterych jednobunéénych organizmu na svétlo.

Rozlisujeme tfi druhy reakei:

1. fotokineze — pohyb zavisi na intenzité svétla, nezavisle na tom, odkud
prichazi,

2. fotofobni reakce - jedna se o tlekovou reakci, ktera se projevuje nahlou
a jen pfechodnou zménou pohybu (libovolnym smérem),

3. fototaxe — orientovany pohyb ve sméru, nebo proti sméru, ze kterého
ptichézi svétlo, napt. u bakterie Rhodospirillum centenum bylo zjisténo,
ze se pohybuje od svétla pti osvétleni pod 650 nm, ale ke svétlu pti osvét-
leni nad 650 nm.

Emise

Nékteré molekuly se mohou pfi prechodu z excitovaného stavu zpét do
zékladniho zbavit pfebyteéné energie tim, Ze vyzari foton, a obecné tyto
jevy oznacujeme jako luminescence (z lat. lumen = svétlo). Podle zptiso-
bu, jakym se molekula dostala do excitovaného stavu, pak pridavame jesté
rtizné predpony a mluvime napf. o katodoluminiscenci (vznika po dopadu
elektrond napt. v televiznich obrazovkach), elektroluminiscenci (vznika
pti prichodu elektrického proudu napt. v LED diodach), rentgenolumi-
niscenci (vznika po dopadu rentgenového zafeni), termoluminiscenci (je
vyvolana ohfevem), chemiluminiscenci (kdyz jeden z produktii exotermni
reakce vznika v excitovaném stavu) atd. Z hlediska zkoumani biomolekul
jsou nejvyznamnéjsi pripady fotoluminiscence, kdy molekula je privedena
do excitovaného stavu po absorpci fotonu.

Fluorescence a fosforescence

Velice zajimavym fenoménem je to, Ze u fotoluminiscenci ma vyzarené svét-
lo jinou vinovou délku nez svétlo absorbované. Popularné tedy mizeme
rici, Ze nékteré molekuly maji schopnost ménit barvu svétla. Dnes si tento
proces vysvétlujeme podle tzv. Jabloniského diagramu (Obr. 6).

14
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tronovych stavi, tendi ¢ary pak prislusné vyssi vibraéni stavy. PIné $ipky oznacuji procesy
spojené s absorpci nebo emisi fotonu, prerusované Sipky oznacuji nezativé prechody

Absorpce fotonu s energii hv, privede molekulu ze zakladniho stavu S, do
excitovaného stavu S, pfi¢emz molekula mtiZe prejit na libovolnou vibra¢ni
hladinu libovolného vy$siho excitovaného stavu. Poté dochazi k velmi rych-
lym vnitfnim relaxacim (fddové ps) na nejnizsi vibra¢ni hladinu prvntho
excitovaného stavu, ktera je metastabilni (doba Zivota typicky ns). Odtud
potom dochazi k prechodu do zakladniho stavu, coz mtiZe byt spojeno s vy-
zafenim (emisi) fotonu o energii hv,. ProtoZe relaxace znamenaji z energe-
tického hlediska ztraty energie, ma vyzareny foton vzdy mensi energii a tedy
vétsi vinovou délku nez foton absorbovany (tzv. Stokestiv posuv).

Pfi fotoluminescenci hraje duleZitou roli spinovy stav molekuly. Vét$ina
molekul m4 zékladni stav singletni, tzn., ze celkovy spin je rovny 0 a tedy
pramét spinu do osy z mtize nabyvat pouze jedné hodnoty (0). Pokud se
vSechny uvedené procesy odehravaji jen v systému singletnich stavi, je cely
proces velmi rychly (typicky fadové ns) a nazyvame ho fluorescenci. Pokud
v§ak molekula po excitaci preskoci do systému tripletnich stavi (celkovy
spin 1, a tedy mozné praméty do osy z -1, 0, 1), je pro molekulu obtizné
vratit se zpét do zakladniho stavu. Musi totiz dojit k soucasné zméné dvou
parametri (spinu a elektronového stavu), coz je malo pravdépodobné a cely
proces probihd velmi pomalu (typicky ps az desitky s). Tento jev nazyvame
fosforescenci (Obr. 7).
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Obr. 7 Rozsitené Jablonského schéma. Legenda je stejnd jako u Obr. 6, S oznaduje sin-
gletni stavy, T tripletni stavy

Vyuziti fluorescenéni spektroskopie

Fluorescen¢ni spektroskopie je unikatni svou extrémni citlivosti. Diky
tomu, ze svétlo, které molekuly excituje, ma jinou vinovou délku nez svétlo
emitované, mizeme ho pomoci monochromatort nebo optickych filtri
velmi dobfe eliminovat a emisi vzorku potom méfime proti (teoreticky)
nulovému pozadi. V bézné dostupnych pristrojich mizeme detekovat az
femtomolarni koncentrace latek, existuji ale i metody, ve kterych je mozné
sledovat jednotlivé molekuly!

Mezi nejcastéji sledované parametry patti intenzita fluorescence pro
dané vlnové délky excitace a emise, excita¢ni spektrum (tj. zavislost inten-
zity fluorescence na vinové délce excitace), emisni spektrum (tj. zavislost
intenzity fluorescence na vlnové délce excitace) a doba Zivota excitovaného
stavu. Diky vétsimu mnozZstvi nezavislych parametrt, které mtizeme sledo-
vat, mame k dispozici pestrou $kalu experimentdlnich technik a identifikace
molekul je jednoznacnéjsi.

Dalsi vyhodou je to, ze molekuly, které mohou vyzarovat métitelnou
fluorescenci i za pokojové teploty, jsou relativné vzacné a casto jsme schopni
dosdhnout situace, kdy ve vzorku emituje pouze jeden druh molekul. Zmé-
ny fluorescen¢nich parametrt potom reflektuji zmény v okoli fluoroforu,
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pri¢emz diky jednoduchosti signdlu je jednoducha i interpretace dat, a to
i pfi analyze velmi slozitych systém, jako jsou napt. bunky. Fluorescen¢ni
znacky a sondy nam pak mohou poskytnout informace napt. o pH ¢i kon-
centraci jinych ionti, o polarité okolniho prostfedi, membranovém poten-
cidlu ¢i interakei dvou molekul. Pomoci nékterych technik miizeme ziskat
i dil¢i informace o struktute biomolekul.

Aplikace v bézném Zivoté

S fluorescenci a fosforescenci se bézné setkavame v kazdodennim Zivoté.
Fluorescen¢ni barviva maji na svédomi vyrazné barvy napt. nékterych na-
poju, odévi atd. Princip jejich fungovani nam priblizi srovnani oranzového
fixu a oranzového zvyraziiovace (Obr. 8).
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Obr. 8 Srovnani oranzového fixu a oranzového zvyraznovace. Transmitance je dopliiko-
vou veli¢inou k absorbanci a je definovana jako pomér intenzity svétla proslého k inten-
zité svétla dopadajiciho (I/1,), tzn. nizkd transmitance znaci vysokou absorbanci a opa¢né
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Zatimco barvivo v obycejném fixu pouze absorbuje kratkovlnnou ¢ast spek-
tra a dlouhovlnnou odrazi ¢i propousti, u zvyrazitovace navic dochazi diky
fluorescenci ke konverzi fotont modré a zelené casti spektra na fotony ze
zlutoooranzové ¢asti spektra a diky tomu se ndm oranzova barva u zvyraz-
novace zdd jasnéjsi nez u fixu.

Fluorescenci pozname podle toho, ze kdyz vypneme zdroj budiciho svét-
la, okamzité zhasne i fluorescence. V pripadé fosforescence pozorujeme, Ze
k emisi svétla dochazi i dlouho po vypnuti zdroje svétla. S fosforeskujicimi
latkami se muZeme setkat napt. na rucickach budikd nebo dekorativnich
hvézdickach.

Zavér

Barevné molekuly nabizeji fascinujici podivanou, ktera si zaslouzi nasi po-
zornost. Ve vyuce umoziuji pfitazlivym zptsobem priblizit abstraktni poj-
my jako napt. foton, zakladni a excitovany stav nebo spin. V moderni védé
potom tvoii most, ktery spojuje fyziku s chemii a biologii, a aplikace, které
jsou zaloZeny na hrach s barvami, nas provazeji v kazdodennim zivoté.
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Rust, diferenciace a vyvoj rostlin

Rostliny jsou mnohobunécné organizmy, které v priibéhu Zivota méni svoji
podobu jinak, nez je tomu u Zivo¢icht. Rostliny jsou schopny ménit nejen
svij tvar a velikost, ale i pocet organt, a to v pribéhu prakticky celého Zivot-
niho cyklu (u zZivocicht je pocet organt dan jiz v prabéhu vyvoje zarodku
jedince). Rostliny se tak prizptisobuji vnéjsim podminkam. Reaguji na do-
stupnost vody, Zivin a svétla, stejné jako na pritomnost jinych organizmdi.
Rust je typickym projevem Zzivych organizmu. Pfi tomto procesu dochazi
k pribyvani hmoty a objemu, coZ je dino sou¢asnym ndrtstem objemu
bunék a jejich poc¢tu. Takto definovany riist postihuje pouze kvantitativ-
ni (mnozstevni) zmény. Rust je vS§ak neoddélitelné spojen s diferenciaci.
Diferenciace je proces, pti némz jsou nespecializované bunky zménény
na bunky specializované pro urcitd pletiva, organy a funkce. Casovy sled
riistovych a diferencia¢nich zmén oznacujeme jako vyvoj.

Rostlinné hormony - integratory signala

Vyvoj rostliny prochdzi nékolika fazemi. Kazda vyvojova faze je vice, ¢i méné
zavisla na vnitfnich a vnéjsich podnétech. Rostlinné hormony (fytohor-
mony) slouzi jako signalni molekuly, které integruji (spojuji) vnéjsi podnéty
(svétlo a teplo) s podnéty uvnitf organizmu. Prostfednictvim fytohormoni
komunikuji mezi sebou nejenom jednotlivé bunky, ale i organy. Takto fyto-
hormony reguluji v§echny dtileZité vyvojové procesy od formovani embrya,
pres kliceni semen, rust a architekturu jednotlivych organd, az po kveteni,
zrani plodl a starnuti rostliny (senescenci). Regulace vyvojovych procesi
je vétsinou vysledkem ptisobeni nékolika riznych hormont soucasné, pti-
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¢emz nékdy pisobi hormony proti sobg, jindy spole¢né. Napriklad plynny
hormon ethylen urychluje starnuti a opadavani listt, zatimco cytokininy
tyto procesy brzdi. V. mnoha ptipadech jde tedy o to, v jakém poméru jsou
dané fytohormony piitomny. Navic je dulezita i absolutni koncentrace, ne-
bot rostlinné hormony maji schopnost pri urcité koncentraci stimulovat
rtistovou reakci, zatimco pti vys$si koncentraci ptisobi proti ni - reakci brzdi
(inhibuji).

Oznaceni hormony si tyto signélni molekuly vyslouzily proto, ze jsou
v nékterych ohledech podobné Zivoc¢isnym hormontm. Predevsim tim,
Ze reguluji vyznamné procesy, prestoze se v organizmu vyskytuji ve velmi
nizkych koncentracich. Na rozdil od Zivo¢isnych hormont, které jsou pro-
dukovany specializovanymi organy, mohou fytohormony vznikat na vice
mistech v rostliné. Navic fytohormony reguluji hned nékolik rtiznych proce-
st (nikoliv jeden) a jeden proces je regulovan obvykle vice nez jednim fyto-
hormonem. Podle jejich ptivodu a chemické struktury délime fytohormony
na: auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou, ethylen a nové
i brassinosteroidy, jasmonaty a strigolaktony. Mimo né se v rostlinach
vyskytuji dalsi latky s regula¢ni aktivitou. Ty ale mezi hormony nefadime,
protoze ucinkuji ve vyssich koncentracich ¢i nezname dostate¢né obecnost
jejich ptisobeni. Radime sem polyaminy a velkou skupinu fenolovych latek.

Auxiny Cytokininy Gibereliny
NH NH —R 2
N~ (CH y)n , N=
=0 R\ am
L N P

0

Obr. 1 Zékladni strukturni vzorce péti klasickych skupin fytohormont
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Auxiny

Auxin je nejdéle znamym rostlinnym hormonem. Objev auxinu vysel ze
studia fototropizmu a gravitropizmu. Fototropizmus je termin popisuji-
ci ohyb rostlin (nebo jejich ¢asti) za svétlem. Rostliny méni svij rist tak,
aby listy a ostatni ¢asti rostlin, ve kterych probihd fotosyntéza (a pottebuji
svétlo), byly osvétleny co nejvice. Gravitropizmus pak popisuje orientaci
rostlinnych organt. Pozitivné gravitropické organy rostou dolt (kofeny),
negativné gravitropické organy rostou vzhtru (pryt). Rostlinny hormon
auxin reguluje tyto tropismy. Struktura molekuly auxinu byla urc¢ena v prvni
poloviné 20. stoleti. Auxin je kyselina indolyl-3-octova. Dalsimi ptirozené
se vyskytujicimi auxiny jsou kyseliny indolyl-3-maselna, 4-chlorindolyl-
-3-octova a fenyloctova. Rostlinna pletiva obsahuji kromé téchto auxint
i jejich cukerné a aminokyselinové konjugaty a rtizné oxida¢ni produkty
(O-[indolyl-3-acetyl]-B-D-glukodza; oxindolyl-3-octova kyselina). Biosynté-
za auxinu vychdzi z aminokyseliny L-tryptofanu. Auxiny, stejné jako vSechny
ostatni fytohormony, se v rostlinach vyskytuji ve velmi nizkych koncentra-
cich (desitky az stovky pmol v jednom gramu cerstvé hmoty). Koncentrace
vSak neni ve vSech ¢astech rostliny stejna. Obecné plati, Ze nejvyssi kon-
centrace je u vrcholu. Auxin je transportovan smérem dolt (bazipetalné)
od vrcholu k bazi. Dale je syntetizovan v mladych listech, kvétnich organech
a vyvijejicich se plodech, zejména semenech.

Mezi hlavni fyziologické G¢inky auxint patii stimulace prodluZovaciho
rustu (tropismy), ovliviiovani apikalni dominance, stimulace déleni bu-
nék a stimulace zakorenovani. Se stimulaci dlouzivého rtstu souvisi role
auxint v regulaci tropismt. Auxin se hromadi v mistech, kde v diisledku
pusobeni gravitace ¢i jednostranného osvétleni dochdzi k nerovnomérnému
ristu (ohybu). Apikalni dominanci lodyhy mizeme popsat jako nadvla-
du vrcholu lodyhy nad postrannimi pupeny. Vrcholovy pupen produkuje
velké mnozstvi auxinu, které brani postrannim pupentim v rtstu. Urcuje
tedy, do jaké miry se bude rostlina rozvétvovat. U nékterych druht vrcho-
lovy pupen zadrzuje rist postrannich pupenti zcela (hrach sety), u jinych
umoznuje normalni vétveni. Existuji i druhy, u nichz se vliv vrcholového
pupenu nevyskytuje viibec. Obdobné je tomu u dominance plodi. Auxin
je z plodu transportovan dolt k dal$im plodiim a brzdi tak jejich dalsi rtst.
Auxin vyznamné stimuluje déleni bunék a zakorfenovani. Toho se vyuziva
v modernich biotechnologiich péstovani a mnozeni rostlin (tkanové kul-
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tury). Pfipravky obsahujici auxin se v zahradnictvi pouzivaji ke stimulaci
zakofenovani fizki.

OH

Iz

Obr. 2 Kyselina indolyl-3-octova (auxin)

Cytokininy

Pred sto lety rakousky botanik Gottlieb Haberlandt zvetejnil vysledky ex-
perimentii vénovanych buné¢nému déleni. Vyslovil tehdy domnénku, zZe
rostliny obsahuji ,,rozpustny faktor®, ktery muize stimulovat buné¢né dé-
leni. V padesatych letech byl tento faktor izolovan z autoklavované DNA
spermatu moiského sledé v laboratofi Folke Skooga a nazvan kinetin. Byl
popsan jako latka stimulujici, v pfitomnosti auxinu, bunécné déleni rost-
linnych bunék. Latky s touto biologickou aktivitou, ptivodné oznacené jako
kininy, byly pozdéji pfejmenovany na cytokininy, aby nedochazelo k jejich
zaméné s latkami znamymi z fyziologie zivocichi. Jako cytokininy jsou dnes
oznacovany jak latky s danou biologickou aktivitou, tak i slou¢eniny s ob-
dobnou chemickou strukturou. Z tohoto dtivodu lze v odborné literatute
nalézt informace o cytokininech bez cytokininové aktivity (napf. cukerné
konjugaty), ¢i latkach strukturné zcela odli$nych od pfirozenych cytoki-
nind, av$ak s cytokininovou aktivitou (derivaty fenylmocoviny), pficemz
vSechny tyto slouceniny jsou jako cytokininy oznac¢ovany. Prvni pfirozené
se vyskytujici cytokinin, zeatin, byl objeven nezavisle na sobé Lethamem
a Millerem, kteti tento objev publikovali v letech 1963 a 1965.

Ptirozené se vyskytujici cytokininy jsou odvozeny od adeninu. Postranni
fetézec ma bud isoprenoidni (alifaticky), nebo aromaticky charakter. Pravé
tento postranni fetézec udili cytokinintim jejich aktivitu. Dnes je znamo
vice nez padesét rtiznych prirodnich cytokinint a jejich derivatu. Jednotlivé
slozeniny se mezi sebou li$i nejen biologickou aktivitou, ale i fyzikalné-che-
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mickymi vlastnostmi. Mezi hlavni zastupce isoprenoidnich cytokinind patfi
isopentenyladenin a zeatin, mezi aromatické pak patti 6-benzylaminopurin
a jeho hydroxylované derivaty zvané topoliny (poprvé izolovany z topolu
kanadského). Isoprenoidni cytokininy jsou syntetizovany z adenosinovych
nukleotidii (AMP, ADP, ATP) a isoprenoidniho prekurzoru (isopentenylpy-
rofosfat, iPP). Biosyntéza aromatickych cytokinint zatim nebyla objasnéna.
Cytokininy jsou syntetizovany prakticky ve vSech organech rostlinného téla,
predevsim v kofeni, mladych vyvijejicich se listech, ale i plodech. Jejich kon-
centrace jsou fadové stokrat nizsi, nez je tomu u auxint (obvykle jednotky
pmol v jednom gramu ¢erstvé hmoty, ale i méné). Cytokininy mohou byt
v pripadé potteby transportovany z korene do prytu a naopak.

Hlavnimi fyziologickymi t¢inky cytokinint jsou stimulace bunééného
déleni, regenerace organt, inhibice starnuti pletiv a potlacovani apikalni
dominance. Prvni dva jmenované ucinky se vyuzivaji pfi péstovani a mno-
zeni rostlin ve sterilnich podminkach (tkanové kultury). Pouziti fytohor-
montl cytokinind jako slozek kultiva¢nich médii spociva zejména v jeho
schopnosti iniciovat riist nadzemni ¢asti rostliny (za urcitych podminek
i kofene) z jakékoliv utiznuté ¢asti rostliny (list, stonek, kotfen). Navic je
mozné pomoci cytokininu regulovat odnozovani. Takto se da z jedné ma-
terské rostlinky velmi efektivné namnozit i nékolik tisic naprosto identic-
kych jedinct. Cytokininy dale inhibuji starnuti pletiv. To znamena, Ze brani
rozkladu chlorofylu a potazmo nukleovych kyselin a proteintl. Rostliny se
zvy$enym obsahem cytokinini ziistavaji dlouho zelené. V neposledni radé
tyto fytohormony pisobi jako antagonisté auxinu, tj. potla¢uji apikalni do-
minanci. Ufizneme-li rostliné vrchol lodyhy, zvysi se koncentrace cytoki-
nint v tzlabnich pupenech. Dojde tak k vétveni stonku.

HO

N

NH
H
NN
LA
N N
Obr. 3 Trans-zeatin
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Gibereliny

Gibereliny jsou znamy od tficatych let minulého stoleti jako ptivodci cho-
roby ryze zvané bakanae. Choroba je vyvolana houbou Gibberella fujikuroi.
Napadené rostliny maji dlouhé slabé stonky svétle Zluté barvy (etiolované),
poléhaji a netvori zrna. Dnes je zndmo vice nez 130 giberelind, aktivnich
je v8ak jen velmi malo. VSechny ostatni jsou jejich degrada¢nimi produkty
nebo meziprodukty biosyntézy. Ta vychazi, podobné jako mnoha ostatnich
terpenoidi, z kyseliny mevalonové. Po strukturni strance jsou gibereliny tet-
racyklické diterpenoidni karboxylové kyseliny obsahujici 19 nebo 20 uhlikd.
Gibereliny se tvoti pravdépodobné ve vsech rostlinnych organech. Nejvyssi
hladiny lze nalézt v mistech aktivniho riistu a nové se tvoricich organti.
Jejich hladiny jsou podobné nizké, jako je tomu u cytokininti. Chemicka
analyza je nesmirné obtiZnd nejen proto, ze koncentrace jsou velmi nizké,
ale také proto, Ze jednotlivych giberelinti v rostlinnych pletivech je vysoky
pocet a jsou si navzajem velmi podobné.

Podobné jako auxiny, stimuluji i gibereliny dlouZivy rast. Déle indukuji
kveteni a stimuluji kli¢eni. Na rozdil od auxinti v8ak gibereliny maji vliv
pouze na rust nadzemni ¢asti, nikoliv rust kofene. Stimulace dlouZivého
riistu je dana souctem zvy$eného prodluzovani bunék a jejich zvyseného
déleni. Gibereliny indukuji kveteni u rostlin s pfizemni rtzici lista. Silné
ucinky byly pozorovany u vysoce polarnich derivati s vysokym poctem
hydroxylovych skupin. Déle ovliviiuji pohlavi kvéti - u mnoha rostlin vede
jejich aplikace k tvorbé samcich kvétii a potlaceni tvorby kvétd samicich.
Dalsim dulezitym vyvojovym procesem, ktery je regulovan fytohormony, je
kli¢eni. Pozitivné ovliviuji kliceni gibereliny, zatimco opa¢né pisobi kyseli-
na abscisova. Gibereliny jsou ulozeny v semeni ve formé vazané. V priibéhu
bobtnani semene se z této vazané formy uvolni a indukuji tvorbu enzymu
o-amylasy. Ta je zodpovédna za $tépeni $krobu a zajistuje tak prisun ener-
gie pro kli¢ici semeno do doby, nez je za¢ne rostlinka syntetizovat sama
prostfednictvim fotosyntézy.

Gibereliny se nejvic vyuzivaji v ovocnarstvi, ke zvy$eni nasazovani plo-
du. Ve sladovnictvi se pak vyuziva schopnosti kyseliny giberelové indukovat
tvorbu a-amylasy. U cukrové titiny vyrazné zvysuji vynos cukru.
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HO HO

HO

Obr. 4 Giberelin

Kyselina abscisova

Kyselina abscisova predstavuje fytohormon, jehoz u¢inky lze oznacit za in-
hibi¢ni. Zatimco auxiny, cytokininy a gibereliny maji na rtistové procesy vliv
spise stimulacni, u kyseliny abscisové je tomu pravé naopak. Tato latka byla
objevena v sedmdesétych letech minulého stoleti. Byla izolovana z javoru
a opadlych mladych listii plodd baviniku. Kyselina abscisova je seskviterpen
s 15 uhlikovymi atomy a cyklickou ¢asti v molekule. Podle orientace karbo-
xylové skupiny na C2 uhliku rozliSujeme cis- a trans-izomery. Fyziologicky
aktivni je pouze jeji (+)-S-izomer. Jeji koncentrace se pohybuji v fadech
desitek az stovek pmol v jednom gramu Cerstvé hmoty. Jsou tedy srovnatel-
né s auxiny. Nejvice kyseliny se tvofi v dormantnich organech (pupenech,
semenech, hlizach), ale i v rychle rostoucich pletivech. Dormantni jsou ta-
kové organy, v nichz jsou pfechodné zastaveny nebo omezeny fyziologické
pochody. Napriklad dormantni semeno ¢eka na vhodné vnéjsi podminky
pro kli¢eni. V okamziku kdy je dostate¢né dlouhy den, vhodna teplota a do-
statek vlahy, naruist koncentrace giberelinti a pokles koncentrace kyseliny
abscisové vede k uvolnéni semene z dormance (klidu) a zapoc¢ina proces
kliceni. Tvorba kyseliny abscisové je vyssi za kratkého dne a silné stoupd
pti nedostatku vlahy. Biosyntéza probiha prostfednictvim stejnych bioche-
mickych drah jako biosyntéza giberelint. Lisi se az ve finalnich krocich,
kdy jsou prekurzory kyseliny abscisové — karotenoidy - §tépeny fotolyticky
a produkty této reakce jsou posléze oxidovany.
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Jak jiz bylo uvedeno, kyselina abscisova inhibuje riistové a vyvojové pro-
cesy v rostlindch. Zasahuje do vyvoje rostliny napt. tam, kde nejsou opti-
malni podminky pro dany vyvojovy proces. Prodluzovaci rist je kyselinou
abscisovou inhibovan proti u¢inku auxini a giberelintl. Naopak stimula¢né
pusobi na riist bunék opadové zony. Zptisobuje tak opad listii a plodi (stej-
né jako ethylen). Proti i¢inku cytokinind, ale spole¢né s ethylenem, ptisobi
ve zralych pletivech, kde urychluje starnuti. V neposledni radé reguluje
vodni rezim rostlin. Pfi nedostatku vody naptiklad zvysi hydraulickou vo-
divost kofent a uzavira pruduchy tak, aby doslo ke snizeni odparu vody
z listt. Nejvyssi praktické vyuziti asi nachdzeji analoga kyseliny abscisové,
kterymi lze zvysit odolnost rostlin vii¢i nedostatku vody a pisobeni nizkych
teplot.

Ethylen

Ethylen je doposud jedinym zndmym plynnym hormonem, coz jej zdsad-
nim zptsobem odliSuje od vSech ostatnich rostlinnych hormonda. Zara-
zeni tohoto uhlovodiku je spravné. Reguluje vyznamné vyvojové procesy
ve velmi nizkych koncentracich, a to po interakci se svym receptorem (silné
hydrofobni bilkovina). Vliv svitiplynu na opad listii byl popsan jiz na konci
19. stoleti. Ethylen je slozkou svitiplynu, ktera je za opad listti (a plodil) zod-
povédna. Ve tricatych letech minulého stoleti bylo prokdzano, ze rostliny
produkuji vlastni ethylen, a meznikem ve studiu ethylenu se stal rok 1959,
kdy byla poprvé k urc¢eni koncentrace ethylenu pouzita plynova chromato-
grafie. Ethylen vznika z aminokyseliny L-methioninu. Pfimym prekurzorem
je kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylovd. Auxin pozitivné reguluje
produkci ethylenu. Deaktivace ethylenu probiha prostfednictvim jeho pre-
mény na ethylenoxid a CO,. Koncentrace ethylenu v bunkach je dana jeho
rozpustnosti v cytoplazmé. Vétsina ethylenu difunduje do mezibunéénych
prostor a déle priiduchy ven do atmosféry.

Mezi nejvyznamnéjsi fyziologické uéinky ethylenu patii inhibice pro-
dluzovaciho rastu a stimulace riustu radialniho (tloustnuti). Dobfe zna-
mym je rovnéz vliv ethylenu na zrani plodit - mnohonasobné zvyseni kon-
centrace ethylenu vede k nastartovani biochemickych procest, které vedou
k rozkladu celuldzy, pektint a $krobu (méknuti bunééné stény, sladnuti
plodt). Obdobné u starnuti listt pisobi ethylen jako faktor zptsobujici
rozpad bunéénych stén. Praktické pouziti ethylenu je omezené, s vyjimkou
dozravani ovoce v kontrolované atmosféfe. Antagonisté ethylenu, stfibrné
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ionty, se pouzivaji pti skladovani fezanych kvétti. V obilnafstvi se pak pouzi-
vaji jako retardanty pripravky, z nichz se ethylen uvoliiuje soucasné s dalsimi
slozkami.

HoH
/C:C\
H H

Obr. 5 Ethylen

Brassinosteroidy

V roce 1979 byl izolovan prvni brassinosteroid z pylu fepky (latinsky Bras-
sica napus) — brassinolid. V nasledujicich letech bylo objeveno asi 70 dal-
$ich latek strukturné podobnych tomuto steroidu, s podobnou biologickou
aktivitou, nebo bez ni. Kromé reprodukénich organi jsou jejich hladiny
prakticky nedetekovatelné. Jejich syntéza probiha stejné jako u vSech ostat-
nich steroidu z isopentenylpyrofosfatu. K nejrozsitenéjsim patii castasteron
a typhasterol. Pro biologickou aktivitu je nutny 7-oxolaktonovy kruh ¢i
6-ketonovy kruh a sousedici (vicinalni) hydroxylové skupiny jak v kruhu A,
tak i v postrannim fetézci. Brassinosteroidy se podileji na stimulaci ristu
rostlin i déleni bunék, rastu mladych vegetativnich pletiv, indukuji kve-
teni, zrani plodd, kli¢ceni semen, tvorbu a riist kofen, zvysuji rezistenci
proti stresu.

Obr. 6 Brassinolid

Jasmonaty

Kyselina jasmonova a jeji derivaty, souhrnné nazyvany jasmonaty, tvori
dalsi novou skupinu fytohormont. Obdobné jako u brassinosteroidii byly
receptory, bilkoviny interagujici s prislusnym fytohormonem, nalezeny
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docela nedavno. Pfedtim byly tyto latky oznacovany jako latky s regula¢ni
aktivitou, nikoliv hormony. Po chemické strance jsou jasmonaty slouceniny
s cyklopentanovym kruhem nesoucim keto- ¢i hydroxyskupiny na pozi-
ci C6. Methylace karboxylové skupiny a tvorba konjugatt s izoleucinem
patfi mezi nejcastéjsi reakce metabolizmu kyseliny jasmonové. Tyto hor-
mony se Ucastni inhibice riistu kofene, reguluji vyvoj pylu a prasnika,

ucastni se obrannych mechanizmi vici skiidcim, patogenim a odezvy
na mechanické poskozeni rostliny.

O /4\/

i)

CO,H

Obr. 7 Kyselina jasmonova

Strigolaktony

Strigolaktony reprezentuji dalsi skupinu docela novych fytohormont. Na
rozdil od ostatnich skupin rostlinnych hormont neni znamo $iroké spek-
trum fyziologickych procest, které ovliviiuji. O apikalni dominanci Ize
hovorit v souvislosti s auxiny a cytokininy. Prekvapivé je tento fenomén dan
jistou rovnovahou mezi tfemi, nikoliv pouze dvéma skupinami fytohor-
mon. Jak jiz bylo uvedeno, auxin podporuje vznik a riist organt v hlavnim
pupenu a soucasné potlacuje, pfi svém transportu doli, riist postrannich
pupentl. Proti nému ptisobi cytokinin, ktery podporuje rist pupend. Po-
moci studia mutantnich rostlin, které se vyznacovaly mimoradné silnym
vétvenim, bylo zji$téno, Ze témto rostlindm pravdépodobné chybi doposud
neznama latka. Tato latka putuje z kotenti do lodyhy a potlacuje rtst pu-
pentl. Jak se ukdzalo pozdéji, neni tato latka biologim tak zcela neznama.
Jiz dfive objeveny strigolakton byl popsan jako sloucenina, ktera stimuluje
kli¢eni parazitickych rostlin. Pivodni vyznam strigolaktonu je v$ak zcela
jiny. Pokud se rostlinam nedostava fosforu, ktery pottebuji pro sviyj rust,
vysilaji signal (v podobé vylouceni strigolaktonu kofeny), ktery ma prilakat
pudni houby. Ty pak vytvofi s rostlinou oboustranné vyhodné spolecenstvi,
v jehoZ ramci si rostlina s houbou vyménuji latky nezbytné pro jejich rust.
Toho v8ak vyuzivaji parazitické rostliny, které po zachyceni strigolaktono-
vého signalu hostitelskou rostlinu napadnou a nechaji se ji Zivit.
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Strigolaktony jsou odvozeny od karotenoidu. Jedna se o tricyklické lak-
tony (kruh A, B a C), které jsou spojeny hydrolyzovatelnou etherickou vaz-
bou s butenolidovou skupinou (kruh D). Kruh A obvykle nese jednu nebo
dvé methylové skupiny, a jednu nebo vice hydroxylovych ¢i dalsich skupin
na kruzich A a B. Je pozoruhodné, Ze jejich vliv na kli¢eni parazitickych
rostlin je mozné pozorovat jiz od koncentrace 1-10™"° mol/l.

0 °

Obr. 8 Obecny strukturni vzorec strigolaktoni

Metody studia fytohormoni

Studium fytohormont je mezioborova zalezitost. Pochopeni vyznamu téch-
to malych molekul v regulaci vyvoje rostlin vyZaduje spole¢né tsili biologt
i chemikt. V minulém stoleti se v klasické fyziologii a biochemii pouzivalo
ke studiu rostlinnych hormont naruseni vnéjsich podminek, celistvosti
rostliny, inhibice konkrétnich enzymd, ¢i aplikace fytohormonti na rtiz-
né ¢asti rostliny. V poslednich desetiletich byl rejsttik pristupt rozsifen
o moderni metody molekularni biologie a genetiky. Spolecné s modernimi
ptistupy chemické analyzy jsou objasiiovany molekularni mechanizmy tcin-
ka fytohormondtl, jejich biosyntéza a metabolizmus, receptorové vnimani
a prenos hormonalniho signalu. Molekuldrné-biologické pristupy umoziuji
pomoci selektivniho ,vymazani“ genu zjistit jeho vyznam ve studovaném
organizmu. Mikroskopické techniky umoznuji sledovat vyvojové procesy
na urovni bunék a chemicka analyza objasiuje otazky vyskytu jednotlivych
fytohormond, jejich syntézy, vzdjemnych pfemén a transportu.
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Perspektivy

V minulém stoleti byly fyziologické ucinky fytohormoni studovany na
urovni celé rostliny ¢i jejich organtl. Dnes mame metodiky a pfistrojové vy-
baveni k tomu, abychom byli schopni detailnéji popsat tyto u¢inky na trovni
pletiv; ¢i dokonce jednotlivych bunék.

Znalosti ziskané zakladnim vyzkumem rostlinnych hormont nachazeji
pochopitelné uplatnéni i v praxi. Rostlinné hormony se pouzivaji v zahrad-
nictvi pfi mnozeni rostlin in vitro (ve zkumavkach), ve sladovnictvi, ovoc-
narstvi apod. Mutantni rostliny s vylepSenymi agronomickymi parametry
jsou ale studovany az v poslednich letech. Témér veskeré snazeni v této
oblasti védy smétuje k produkci plodin s vy$simi vynosy, selekci rostlin lépe
odolévajicim nepfiznivym povétrnostnim vliviim (sucho, mréz, intenzita
slune¢niho svitu), ¢i dokonce k plodindm s vylep$enymi nutri¢nimi para-
metry. To vSe by nebylo mozné ziskat bez pokroku v zakladnim vyzkumu.

Obr. 9 Péstebni komora s rostlinkami Obr. 10 Detail rostlin péstovanych
péstovanymi na kultivaénim médiu ve zkumavce (in vitro)
ve sterilnich podminkach
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Pfednagka probéhla dne 6. inora 2013.

Abstrakt

Nanotechnologie, resp. nanomateridly, se ve védeckych a pozdéji i vyzkum-
nych laboratotich objevuji od poc¢atku 80. let 20. stol. Nejvétsi zajem v tomto
obdobi vyvolaly uhlikové nanomaterialy — zejména pak fullereny a uhlikové
nanotrubic¢ky. Spole¢né s grafenem objevenym na pocatku 21. stoleti jsou
tyto uhlikové nanomateridly zajimavé diky svym unikatnim elektrickym
vlastnostem, na jejichz zakladé budou v blizké budoucnosti postaveny
zcela nové typy elektronickych soucdstek. Na pocatku 21. stoleti se vedle
uhlikovych nanomaterialti dostaly do popredi zajmu kovové nanomaterialy,
predev$im nanomaterialy na bazi stfibra, které se diky svym unikatnim bio-
logickym vlastnostem objevily v posledni dobé v mnoha vyrobcich denni
potteby lidi, hlavné pak v textilnich materialech. Nanocastice st¥ibra navic
predstavuji jednu z moznych alternativ za penicilinova antibiotika z pohle-
du neexistujici rezistence bakterii vici jejich baktericidnim G¢inkéim pri
soucasné nizké toxicité viici vy$$im organizmim.

Uvod

Nanotechnologie predstavuji jeden z hlavnich vyzkumnych a vyvojovych
smért rozvoje védy a primyslu ve 21. stoleti, oviem zaklady tohoto oboru
byly poloZeny jiz v padesatych letech 20. stoleti jednim z nejvyznamnéjsich
fyzikt své doby - profesorem Richardem Feyenmanem. Ten na své slavné
prednasce s nazvem ,There’s Plenty of Room at the Bottom® (,Tam dole
je spousta mista“)' pfednesené 29. prosince 1959 na California Institute
of Technology (Caltech) nastinil moznosti novych technologii umoziu-
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jicich cilenou manipulaci s jednotlivymi atomy ¢i molekulami. Ovsem je
nutno poznamenat, ze obor nanotechnologie se nezrodil jen tak z¢ista jasna
a obdobneé jako v jinych oblastech lidského badani i zde existoval postupny
vyvoj, ktery gradoval pravé ve zrozeni nového oboru. Jakymsi predchiidcem
nanotechnologii se stala koloidni chemie - obor, jehoz pocitky jsou pribliz-
né o sto let starsi a ktery se zabyva studiem specifickych vlastnosti hmoty
rozptylené do ¢astic neviditelnych v optickém mikroskopu, ovéem stale tak
velkych, aby si podrzely zakladni rysy samostatné faze ve vicefazovém systé-
mu. Zjednodusené lze fici, Ze koloidni chemie se zabyva studiem vlastnosti
objekti o rozmérech od cca 1 nm (10°m) az do cca 1 pm (10°° m), zatim-
co nanotechnologie pracuji s objekty v zuZeném rozsahu velikosti od cca
1 nm az po cca 100 nm. Z tohoto pohledu lze nanotechnologie chapat jako
podobor koloidni chemie. Ov$em takovéto pojeti nanotechnologie neni
uplné presné. I kdyz tento obor prevzal mnoho poznatki a postupt pravé
z oblasti koloidni chemie, je jeho pojeti chovani materialti v tak malych ¢as-
teckach vyrazné komplexnéjsi, protoze na rozdil od koloidni chemie pracuji
nanotechnologie s jevy v koloidni chemii nepopsanymi. Typicky se jedna
o zmény elektrickych, magnetickych a optickych vlastnosti latek souvisejici
s pravé tak malymi rozmeéry castic, tedy s vlastnostmi latek, které klasicka
koloidni chemie povazovala za neménné.

Vymezeni oboru Nanotechnologie

V predchozi ¢sti textu bylo naznaceno, ze hlavnim oborem nanotechno-
logii je studium pripravy, vlastnosti a aplika¢nich moznosti materialii roz-
mélnénych do ¢astecek o rozmérech mensich nez 100 nm, ale vétsich nez
priblizné 1 nm. Tato nejjednodussi definice oboru nanotechnologie ma ov-
$em sva uskali. To, co je rozhodujici z hlediska zatazeni dané ¢astice hmoty
mezi nanomaterialy, spiSe nez jeji velikost, je jeji chovani. Nékteré vyjime¢né
fyzikalné chemické vlastnosti typické pro nanomaterialy vykazujii ¢astecky
hmoty vétsi nez 100 nm, ¢i naopak mensi nez 1 nm. Jako priklad mohou
poslouzit ¢astice oxidu titanicitého, které vykazuji neobvyklou fotokataly-
tickou aktivitu, typickou pro fadu nanomateriald, i pti velikosti ¢astic TiO,
daleko za hranici 100 nm. Proto je vhodnéjsi vyse uvedenou definici, zalo-
Zenou pouze na rozmérech ¢astic nanomateriald, rozsitit o jejich specifické
chovani, zejména jejich schopnost samoorganizace do vétsich objektt, tak
jak to provedla evropskad komise pro Zivotni prostredi v ramci smérnice
REACH pro bezpe¢né zachézeni s chemickymi latkami.*?
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Je tedy zfejmé, Ze zasadnim rysem nanomateriald, tedy zakladnich ob-
jektu studia v oblasti nanotechnologii, jsou jejich neobvyklé fyzikdlni, che-
mické a nutno dodat i biologické vlastnosti. Tato tfeti oblast, bezprosttedné
se dotykajici nageho kazdodenniho Zivota, je aktualné tou nejdiskutovanéjsi
v souvislosti s rostoucim diirazem na bezpe¢nost nanotechnologii a nano-
materiald. Ze se jednd o jednu z ptirozenych vlastnosti nanomaterilt plyne
jiz z toho, na jakych zakladech stoji Zivot na Zemi - samotnd priroda vyuzi-
va nanomaterialf (proteiny, enzymy, DNA atd.) jako zakladnich stavebnich
jednotek zivych organizmti (viz Obr. 1). Jiz z této podobnosti rozmért plyne
zcela logicky intenzivni interakce mezi zakladnimi stavebnimi jednotkami
zivé hmoty a syntetickymi (¢lovékem pfipravenymi) nanomateridly. A po-
dobné, jako dochazi k samovolné organizaci zakladnich stavebnich jednotek
zivé hmoty, tak i tyto syntetické nanomaterialy vykazuji samoorganizujici
schopnosti sméfujici k tvorbé vyssich celkd nejen z hlediska jejich rozmeért,
ale i z hlediska jejich funkce.

koloidni chemie
A

nanoteihnologie 1
r 1
L L L 1 L ]
T 4 L] 1 T L]
1A 1nm 10 nm 100 nm 1 um 10 um
atomy proteiny nanocastice viry bakterie  savci buriky

molekuly

Obr. 1 Skala rozmért nanomaterialii a p¥ibuznych objektt

Biologické vlastnosti nanomateridli jsou tedy uzce spojeny s jejich rozméry.
Vysvétleni této souvislosti je pomérné jednoduché. Maly objem nanocastic
vzhledem k jejich zakladnim stavebnim jednotkam (atomy, molekuly) zpa-
sobuje, Ze vysoké procento téchto jednotek je umisténo na povrchu nanocas-
tic a md tudiz mensi pocet sousedd, nez je tomu u jednotek v objemu ¢astice.
Nutné pak chybéjici pritazlivé interakce vedou ke zvySenému energetickému
stavu atomtl (molekul) na povrchu ¢astice, a tudiz pak ke zvysené interakci
nanocastic s okolim, at uz vzajemné mezi sebou (samoorganizace) nebo
i s okolni hmotou - i ¢asticemi zivé hmoty (proteiny, viry, bakterie, bunky).
Je tedy zfejmé, ze nanocastice budou ze stejnych diivodii velmi intenzivné
interagovat i s nezivou hmotou ve svém okoli - jejich ohromny povrch na
jednotku hmotnosti vede k silné adsorpci latek ze svého okoli, coz je diile-
zity predpoklad pro vysokou katalytickou aktivitu mnohych nanomateriali,
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zejména téch odvozenych od obecné katalyticky aktivnich pfechodnych
kovii. Vysoka katalytickd aktivita nanocastic platiny tak muze pri zvyse-
ni vykonu razantné snizit ceny elektrod palivovych ¢lanki a zptsobit tak
malou revoluci v dosavadnim nepfili§ hospodarném vyuzivani energie
fosilnich paliv. Biologickd a chemicka aktivita tedy tizce souvisi s velkym
povrchem nanodastic, vyjimecné fyzikalni vlastnosti nanomateriala vak
maji odliSnou pri¢inu. Se zmensovanim poctu atomu v nanocdstici klesa
pocet vhodnych atomovych orbitali pro tvorbu vazebnych molekulovych
orbitaltl, a tak se v téchto ¢asticich zacinaji rozpadat klasické elektronové
struktury typické pro makroskopické ¢astice — rozpadaji se valenéni a vodi-
vostni pasy a elektrony tak maji k dispozici jen omezené moznosti vhod-
nych energetickych hladin. Typicky u polovodi¢ovych materiala dochazi se
zmens$ovanim castice ke zvétSovani zakazaného pasu a pro prechod elektro-
nt z valen¢niho do vodivostniho pasu (¢i na jinou vhodnou energetickou
hladinu) je tfeba stale vétsi energie - tedy foton s kratsi vinovou délkou.
A tak dochdzi se zmensovanim ¢astic ke zménam jejich optickych vlastnosti,
coz je nejdramati¢téji pozorovano u nanocastic o velikosti jednotek nm,
kdy zména velikosti o nékolik mélo procent vede k vyrazné zméné jejich
barevnosti (obvykle fluorescence — viz Obr. 2). Takové objekty, u kterych
vSechny tfi rozméry klesaji k jednotkdm nanometrt, déisledkem ¢ehoz pak
pozorujeme neobvyklé optické vlastnosti, jsou nazyvany kvantové tecky
(quantum dots).*’

o
o
P

j'lj
< 510nm >

Cd3Se Quantum Dots drawn to scale Typical Protein

Obr. 2 S klesajicim rozmérem nanocastice (,quantum dot“) dochazi k posunu emise
zéfeni pii fluorescenci ke krat$im vlnovym délkdm®
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Uhlikové nanomateridly

Pokud pomineme tvofivou silu ptirody (Zivot jako produkt ,,nature® nano-
technologii) a star$i neuvédomélé pokusy clovéka (napt. zlaty koloid pti-
praveny v roce 1856 M. Faradayem obsahoval nanodéstice zlata o rozméru’
cca 15 nm), pak jeden z prvnich syntetickych nanomaterialt cilené pti-
pravenych ¢lovékem v roce 1985 ma za svuj zaklad uhlik, podobné jako
tomu bylo v pripadé prirody. Ovsem tento synteticky nanomaterial je tvofen
pouze uhlikovymi atomy spojenym vzdjemnymi vazbami do konstrukce
napadné ptipominajici fotbalovy mic, ¢i konstrukci kopule projektova-
né americkym architektem Buckminsterem Fullerem, ptitelem jednoho
z objevitelt zakladni formy tohoto nanomaterialu sumarniho vzorce C,
(viz Obr. 3) a nazvaného buckminsterfullerene.'’ Fullereni je dnes zndma
cela fada od C,; az po C,,, a jejich vlastnosti jsou intenzivné studovany.
Lze je mnohym zptisobem chemicky modifikovat, ov§em nejzajimavéjsi
moznosti nabizi dutina uvnitf fullerenové koule, kam Ize umistit vhodnou
molekulu a fulleren pouzit jako dopravce této molekuly na predem urcené
misto. To je princip cilené dopravy lé¢iv v téle, ovéem otazkou ziistava, zda
budou fullereny v této roli nékdy pouzity, mimo jiné i kvili jejich toxicité.

Obr. 3 Buckminster-fullerene C,,

Daleko zajimavéjsi praktické aplikace nabizi dals$i dvé nové formy uhliku,
opét pripravené ve formé nanomateriali. V roce 1991 prof. S. lijima zve-
fejnil v ¢asopise Nature objev nové formy uhliku, kterou pivodné nazval
»graphitic tubule®, ovéem zahy se ujal nazev ,,carbon nanotube® (uhlikova
nanotrubicka)."” Zahy se ukazalo, Ze existuje fada modifikaci uhlikovych
nanotrubicek - jednosténné (Single Wall Carbon NanoTubes - SWCNT)
¢i s vice sténami ve stylu ruské skladaci panenky matrjoska (Multi Wall
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Carbon NanoTubes - MWCNT, viz Obr. 4). I kdyz jsou jednotlivé atomy
propojeny do pravidelné Sestitthelnikové sité, jejich usporadani ve sténé
trubicky vede k rtiznym izomertm (zidlickové, zig-zag a helikdlni uspo-
fadani)." " Uhlikové nanotrubic¢ky jsou vyjimeéné svymi mechanickymi
vlastnostmi. Vlakno upletené z uhlikovych nanotrubicek je tisickrat pevnéjsi
nez pavouti vlakno stejného prurezu. Uhlikové nanotrubic¢ky ale jsou apli-
ka¢né zajimavé i z hlediska svych vyjimec¢nych elektrickych vlastnosti. Jejich
vodivost je diametralné rozdilna ve sméru osy trubi¢ky a kolmo na tento
smeér. Vyuziti této vlastnosti vedlo ke konstrukci nejmensiho tranzistoru
(polovodi¢ového prvku s fizenym prichodem proudu) na svété. A s pomoci
téchto novych polovodicovych prvki bude mozno konstruovat v budouc-
nosti jesté mensi a jesté vykonnéjsi pocitace a dalsi elektronické pristroje.

Obr. 4 Schematicky obrdzek MWCNT (vicesténné uhlikové nanotrubicky)™

Nanocastice stfibra - ivod

V predchozi ¢asti textu je uvedeno, ze jednim z prvnich nanomateriala
byly fullereny. O nanodasticich sttibra, spole¢né s nanocasticemi zlata, 1ze
s velkou jistotou tvrdit, Ze jsou to uplné prvni ¢lovékem vytvorené, tedy
umélé, nanomaterialy. Navic Ize k tomuto tvrzeni pridat, Ze jde i o prvni
v praxi vyuzivané nanomaterialy. Uz v antickém svété byly tyto nanoma-
teridly vyuzivany pro barveni skla a keramiky. OvSem stfibro samotné je
od davnovéka znamé svou vysokou biologickou aktivitou zejména vici
mikrorganizmim, diky ¢emuz se stalo jednim z prvnich antibakterialnich
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a konzerva¢nich prostredki vyuzivanych lidstvem. Az do objevu penicilinu
bylo stfibro, at uz v koloidni podobé nebo i v podobé sloucenin, pouzivano
v humanni mediciné pro 1é¢bu infekénich onemocnéni. Objev penicilino-
vych antibiotik znamenal velky utlum vyuziti stfibra v mediciné, kde se
udrzelo pouze v nékolika specifickych aplikacich - napt. sulfadiazin sttibra
pro 1éc¢bu tézkych popalenin ¢i koloidni stfibro stabilizované proteiny (Tar-
gesine) ve formé o¢nich ¢i nosnich kapek.” Konec 20. stoleti v mediciné
je spojen se stale rostoucim nebezpec¢im nekontrolovaného nartstu rezis-
tence patogennich bakterii viici penicilinovym antibiotikiim. Hledani no-
vych antibiotik, odolnych tomuto negativnimu vyvoji v oblasti bakterialni
rezistence, navratilo na pocatku 21. stoleti zajem medicinského vyzkumu
zpét ke stfibru a jeho slouc¢enindm, pficemz jako jedna z nejvhodnéjsich
aplikac¢nich forem se v ramci tohoto vyzkumu projevuji pravé nanocastice
sttibra. To ma nékolik divodu, mezi hlavni v§ak patfi minimalni riziko
vzniku rezistence viici této formeé stribra a nizkd toxicita ve srovnani s ionto-
vymi slouceninami stfibra.

Nanocastice sttibra - pfiprava a fyzikalni vlastnosti

Jiz uvedeny rozvoj vyzkumu v oblasti bioaplikaci nanocastic stiibra na po-
¢atku 21. stoleti je spojen s ohromnym rozvojem metod jejich pfipravy.
Z obecného pohledu lze nanocastice pripravovat dvéma zakladnimi postu-
py, v angli¢tiné vystizné nazyvanymi ,,top-down a ,,bottom-up". Metoda
»top-down" vychazi z makroskopického materialu, ktery je vhodnym postu-
pem rozmélnén az na nanometrické castice. Nejtypic¢tejsi postup predstavuje
mleti, které ovSem v pripadé kovovych materidld, a tedy i stfibra, diky jejich
mechanickym vlastnostem (kujnost, taznost) nevede k pfipravé nanocastic.
Proto prakticky jedinou aplikovatelnou metodou z této oblasti predstavuje
metoda laserové ablace, pti niz je stfibrny plisek ponofeny ve vhodném
kapalném prostredi ozafovan laserem. Vysoka energie svételného paprsku
soustfedéna do malého bodu zptsobuje lokélni prehrati, kdy se atomy kovu
odtrhavaji z povrchu a v kapaliné kondenzuji za vzniku nanocastic. Touto
metodou lze ptipravit velmi ¢isté nanocastice stiibra, ovem nelze dosah-
nout jejich vysoké koncentrace v disperzi a i efektivita produkce je velmi
nizka. Proto jsou nanocastice stiibra pro praktické aplikace (tedy ve velkém
mnozstvi) pripravovany metodami ,,bottom-up*, z nichz prevazuji metody
zaloZené na chemické redukci iontti stiibra v roztoku za vzniku nanodastic.
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Sttibro jakozto elektropozitivni kov je velmi snadno redukovano i slabymi
redukénimi ¢inidly, takze v soucasnosti je popsana fada metod pripravy
nanocastic sttibra pti nichz jsou, vedle klasickych silnych redukénich ¢ini-
del jako je tetrahydridoboritan sodny (NaBH,), hydrazin, hydroxylamin
¢i vodik, i slabsi redukénti ¢inidla jako je citrat, redukujici cukry ¢i rtizné
ptirodni latky (napf. flavonoidy, polyfenoly).'® Jako velmi efektivni, dobfe
reprodukovatelnou a spolehlivou metodu pripravy nanocastic sttibra Ize
vyuzit klasickou Tollensovu reakci, pfi niz vznika povlak kovového stiibra
na aktivovaném povrchu skla, tzv. stfibrné zrcatko.

[Ag(NH,),]" + red. cukr > Ag® + 2 NH, + ox. produkty

Pti vhodné tpravé koncentrace reaktanti misto makroskopického kovového
povlaku vznikaji nanocastice stfibra, které jsou ve vodné disperzi stabili-
zovany svym povrchovym nabojem zabezpecujicim jejich vzdjemné odpu-
zovani, branici spojovani nanocastic do vétsich, sedimenta¢né nestalych
agregatu.

Vznik nanodastic stfibra je pfi reakci snadno detekovatelny podle inten-
zivné zlutooranzového zabarveni disperze. Tato intenzivni absorpce svétla
v modré ¢asti spektra nanodastic stfibra je zptisobena jevem zvanym po-
vrchovy plasmon. Zjednodusené Ize tento jev popsat jako kolektivni oscilaci
vodivostnich elektrontl uzavienych v prostorové omezené nanocastici na
frekvenci souhlasici s dopadajicim zafenim, které je tak pohlcovéno a ener-
gie pohlceného fotonu je konvertovana na zvyseni kinetické energie vodi-
vostnich elektronti. Absorpce svétla je tak intenzivni, Ze v 1cm kyveté lze
pouhym okem pozorovat zluté zabarveni vyvolané ptitomnosti nanocastic
stfibra i pri koncentraci stfibra okolo 1 ppm. S rostouci velikosti ¢astic se
absorpce svétla posouva smérem k vys$im vinovym délkam a pii velikosti
castic stribra nad 100 nm jiz vysledna disperze pohlcuje svétlo v celé ob-
lasti viditelného spektra prakticky jednotné, takze vysledkem je ¢erné ¢i
¢ernosedé zabarveni disperze (Obr. 5). Upravena Tollensova metoda umoz-
nuje pripravit témér kulové nanocastice stibra o velikosti pfiblizné 30 nm
(Obr. 6) s nizkou polydisperzitou (vSechny ¢astice maji podobnou velikost).
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Obr. 5 Experimentalné zméfena spektra disperzi nanocastic stiibra o velikosti 38 nm
(A), 56 nm (B), 75 nm (C), 110 nm (D), 162 nm (E) a 173 nm (F)"

Obr. 6 Elektronmikroskopicky snimek nanoc¢astic stiibra ptipravenych modifikovanou
Tollensovou metodou

Nanocastice stribra - biologicka aktivita

Jiz v tvodu bylo naznaceno, Ze nanomaterialy mohou diky svym rozmértim
obdobnym zakladnim stavebnim ¢asticim zivé hmoty intenzivné interagovat
s zivymi organizmy. A pokud samotna latka i bez nanorozméri vykazu-
je biologickou aktivitu, pak je zfejmé, Ze vysledné nanocastice budou mit
o to zajimavéj$i biologické vlastnosti. To je pravé pripad nanodastic stiibra,
kde nanorozméry vyrazné zvysuji antibakterialni aktivitu kovového sttibra,
a pritom se navic ukazuje, Ze toxicita téchto nanoéastic vici vy$$im organiz-
muim je vyrazné niz$i, nez je tomu u podobné aktivnich sloucenin sttibra.
Biologicka aktivita nanocastic stfibra je studovana predevs$im za vyuziti
tzv. ,in vitro“ metod, tedy experimenty ve zkumavce. Biologické experimen-
ty »in vitro“ se v principu realizuji dvéma zédkladnimi postupy podle toho,
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zda je ziviné médium pro mikroorganizmy ¢i bunky v tekutém stavu, nebo
v tuhém stavu (gelu). Experimenty v kapalném Zivném médiu poskytuji
presnéjsi vysledky, provedeni experimentu na povrchu tuhého gelu (obvyk-
le agarového) je zase snadnéjsi. Zakladnim parametrem pro kvantifikaci
biologické aktivity nanocastic stiibra vii¢i patogennim mikroorganizmém
je minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), coz je koncentrace nanocastic
stiibra v zivném médiu, kterd pravé zastavuje rust testovaného mikroorga-
nizmu. Pro stanoveni hodnoty MIC se obvykle pouziva tzv. mikrodilu¢ni
metoda. Pfitéto metodé se do rady jamek v testovaci desti¢ce (Obr. 7) pipe-
tuje ziviné médium s definovanym mnozstvim mikroorganizmu a pridava
se testovana latka tak, ze v kazdé dalsi jamce je jeji koncentrace polovi¢ni.
Po 24hodinové inkubaci pti 37 °C se vyhodnoti riist mikroorganizmi jedno-
duse podle viditelnych kolonii mikroorganizmii rostoucich v jamkach, kde
koncentrace testované latky byla niZsi nez hodnota MIC. Nésledné se pro-
vadi dalsi pokus, pri kterém se ovétuje, zda zjisténa hodnota MIC odpovida
i hodnoté MBC (minimalni baktericidni koncentrace - mikroorganizmy
jsou usmrceny testovanou latkou). K tomu postacuje obtisknout testovaci
desti¢cku na agarovou desku a po dal$i 24hodinové kultivaci pti 37 °C se
vyhodnocuje, zda mikroorganizmy narostly i v pripadé, kdy bylo dosazeno
v prvém pokusu inhibice jejich rtistu (Obr. 8).

Obr. 7 Mikrotitra¢ni desticka pfi vyhodnocovani hodnoty MIC po 24hodinové inku-
baci pti 37°C

Obr. 8 Otisk mikrotitra¢ni desti¢ky na agaru pro vyhodnoceni hodnoty MBC po 24ho-
dinové inkubaci pti 37°C
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Vysledky ,,in vitro® testd antibakterialni aktivity nanocastic sttibra prove-
dené jak na UP Olomoucg, tak i na dal$ich svétovych pracovistich, ukézaly,
ze hodnoty MIC jsou u nanocastic srovnatelné s hodnotami zjisténymi pro
iontové stiibro, obzvlasté za situace, kdy jsou nanocastice vhodné modifiko-
vany povrchové aktivni latkou ¢i polymerem. V takovém pripadé hodnoty
MIC klesaji az pod koncentraci na trovni 1 ppm. Zajimavé prfitom je, Ze
na rozdil od penicilinovych antibiotik nelze u nanocastic sttibra vysledovat
jasnou souvislost mezi typem bakterie a hodnotami MIC.

Dalsi pozitivum z hlediska antibakteridlni aktivity nanocastic stfibra vy-
plyva z faktu, Ze se dosud nepodatilo prokazat, zda jsou si bakterie schopny
vybudovat rezistenci vii¢i antibakterialnim tc¢inkéim nanodastic sttibra, tak
jak tomu nastalo u penicilinovych antibiotik. Divodem pro tuto skutec-
nost je velmi pravdépodobné fakt, Ze na rozdil od penicilinovych antibiotik
nanodastice stfibra ptisobi na vice buné¢nych tirovnich. Predpoklada se jed-
nak to, Ze nanocastice se adsorbuji na buné¢nou sténu bakterie a destruuji
ji, rovnéz mohou interagovat s enzymy a DNA uvnitf bunky a degradovat
je. Velmi pravdépodobny je i mechanizmus tc¢inku spojeny s generovanim
volnych radikald, které rovnéz prispivaji k degradaci bunky.

Nanocastice stfibra velmi efektivné ptisobi i proti dalsim patogennim
mikroorganizmtim, jako jsou kvasinky (napt. kvasinky rodu Candida)
a houby. V tomto pripadé ovsem na rozdil od bakterii nesouhlasi vzajem-
né hodnoty MIC a MFC (minimalni fungicidni koncentrace). To je velmi
pravdépodobné zptisobeno tim, ze tento druh mikroorganizmi jiz patti
do skupiny eukaryot na rozdil od bakterii, které patfi do vyvojové starsi sku-
piny prokaryot. V tomto pripadé¢ je MIC (na urovni 1 ppm) ptiblizné o rad
niz$i nez MFC (asi 15-20 ppm). V této souvislosti se dostdvame k otdzce
toxického vlivu nanocastic sttibra na vyssi organizmy. Obdobné jako v pri-
padé testovani antibakterialni aktivity i zde prevladaji ,,in vitro“ metody
nad ,,in vivo“ metodami. I kdyZz zejména pro testovani environmentalni
toxicity (nejen nanocastic sttibra) maji védci k dispozici i standardizované
testy na jednoduchych organizmech, typicky naptiklad na jednoduchych
vodnich organizmech, jako jsou niténky, perloocka, ale i fasy." Velmi jed-
noduché testy lze provést na prvocich, typicky na organizmu Trepka velkd
(Paramecium caudatum), ktery je velmi citlivy zejména vici znedisténi vod
tézkymi kovy." V piipadé vyssich organizm je provedent testi toxicity jiz
podstatné slozitéjsi, takze prvni informace jsou opét ziskavany za pomoci
»in vitro“ testi na vybranych bunécénych liniich. Typicky pro nanocastice
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stfibra a jeho topické aplikace (aplikace na kiizi ¢i sliznice) jsou pouzivany
bunééné linie fibroblasttl. Provedené testy toxicity pak ukazuji, ze biologicka
aktivita nanocastic stifbra (toxické limity) se viici niz§im (prokaryotickym)
organizmiim projevuje pfi koncentracich priblizné o fad nizsich, nez je
tomu u vyssich (eukaryotickych) organizmii ¢i bunék (viz Tabulka 1).

Z Tabulky 1 je zfejmy vyznamny rozdil v biologické aktivité nanocastic
stfibra a iontového sttibra. Biologicka aktivita (toxicita) iontového sttibra je
prakticky stejna pro niz$i i vy$si organizmy. Z hlediska aplikace nanocastic
stiibra, resp. slou¢enin sttibra v praxi tak jednoznaéné vyplyva vyhodnost
pouziti nanocastic stiibra, které maji vysokou antibakteridlni aktivitu a pfi-

vy

tom o fad nizsi toxicitu vici vy$$im organizmim.

Tabulka 1 Srovnani toxickych koncentraci nanodastic stiibra a iontového stiibra vici
riznym typim organizm(*

NanoAg Ag*
Antibakterialn{ aktivita (MIC; 24 hod) 1-7 mg/L 1-2 mg/L
Antifungdlni aktivita (MIC; 36 hod) 1 mg/L 1 mg/L
Cytotoxicita (lidské fibroblasty) 25 mg/L 1 mg/L
P. caudatum 39 mg/L 0.4 mg/L
Ekotoxicita S. subspicatus (LC50; 48 hod) >30 mg/L 5 mg/L
D. melanogaster (LC50) 20 mg/L n.a.

Zavér

Nanotechnologie predstavuji obor lidské ¢innosti, ktery diky specifickym
vlastnostem nanomaterialii vede ke vzniku zcela novych pfistroji, zafizeni
a metod, které nejsou realizovatelné klasickymi postupy. Nanomaterialy
prinasi nové moznosti do oblasti priimyslové technologie, jako je tomu
v ptipadé uhlikovych nanomaterialti majicich velmi zajimavé elektrické
i mechanické vlastnosti. Mimo priimysl ov§em nachazeji nanomaterialy
zajimavé uplatnéni i v dal$ich oborech lidské ¢innosti, velmi dilezité jsou je-
jich aplikace v mediciné. Nanocastice sttibra jsou schopny zabijet i bakterie
rezistentni viici klasickym antibiotikiim a predstavuji tak jednu z alternativ
budouciho boje proti témto nebezpe¢nym mikroorganizmtm.

42



Nanotechnologie - principy a aplikace na pfikladu nanoc¢astic stiibra

Pouzita literatura a informacni zdroje

1.

2
3

4.

11.
12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.

R. Feyenman: http://www.youtube.com/watch?v=4eRCygdW--c (stazeno 11. 2.
2013).

. http://feynman.caltech.edu/plenty.html (stazeno 11. 2. 2013).
. Nature Nanotechnology 4, 781 (2009). http://www.nature.com/nnano/journal/

v4/n12/full/nnano.2009.356.html.
V. Balzani: Pure and Applied Chemistry 80(8), 1631 (2008). http://pac.iupac.org/
publications/pac/pdf/2008/pdf/8008x1631.pdf.

. http://ec.europa.eu/environment/chemicals/nanotech/#definition (stazeno 11. 2.

2013).

. http://www.umt.edu/ethics/Debating%20Science%20Program/ODC/Nano-

ODC/Intro/Properties/Physical_Emergent_Properties.aspx (stazeno 20.2. 2013).

. A. Hlavacek, P. Skladal: Chemické listy 105, 611 (2011). http://www.chemicke-

-listy.cz/docs/full/2011_08_611-615.pdf.

. http://nanocluster.mit.edu/research.php (stazeno 20. 2. 2013).
. http://aveburybooks.com/faraday/catalog.html (stazeno 22. 2. 2013).
. http://portal.acs.org/portal/PublicWebSite/education/whatischemistry/land-

marks/fullerenes/CNBP_028991 (stazeno 22. 2. 2013).
http://cs.wikipedia.org/wiki/Fullereny (stazeno 22. 2. 2013).

S. lijima: Nature 354, 56 (1991). http://www.nature.com/nature/journal/v354/
n6348/pdf/354056a0.pdf.

http://www.pa.msu.edu/cmp/csc/nanotube.html (stazeno 22. 2. 2013).

S. lijima: Physica B 323, 1 (2002). http://research.physics.unc.edu/project/lcqin/
group/qin/refs/2002-Iijima-PhysicaB.pdf.
http://www.laboratorios-argenol.com/fi-targesinai.htm (stazeno 5. 3. 2013).
R. Prucek, L. Kvitek, J. Hrba¢: Acta UPOL Chemica 43, 59 (2004). http://www.
upol.cz/fileadmin/user_upload/Veda/ AUPO/AUPO_CHEMICAA43.pdf?q=auto-
ry#page=>59.

S. Schneider; P. Halbig; H. Grau; U. Nickel: Photochemistry and Photobiology 60,
605 (1994).

http://www.rybarstvi.eu/dok%20rybari/toxicita.pdf (stazeno 15. 3. 2013).

M. Vanickovd, J. Soukupova, L. Kvitek: Chemické listy 104, 945 (2010). http://
www.chemicke-listy.cz/docs/full/2010_10_945-949.pdf
http://www.nanosafe.org/home/liblocal/docs/Nanosafe%202010/2010_oral%20
presentations/O4b-1_Kvitek.pdf (stazeno 15. 3. 2013).

43



Tajuplny svét mechorosti
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Prednaska probéhla dne 18. ledna 2011.

Uvod

Mechorostiim je v u¢ebnicich biologie vénovano zpravidla jen nékolik stra-
nek, nejvyse jedna kapitola. Protoze jsou ale tyto rostliny prakticky vsude
okolo nas, dovolili jsme si ptipravit rozsifujici informace (tedy nad ramec
ucebnic) o této neprili§ napadné skupiné rostlin.

Charakteristika mechorostu

Mechorosty jsou obvykle fazeny mezi tzv. vyssi rostliny, tedy embryo tvo-
Fici rostliny. Ze vSech soucasnych skupin vyssich rostlin jsou mechorosty
pravdépodobné nejstarsi, nebot se objevily na sousi mozna uz pred vice nez
400 miliony let. Nejstars$i nepochybny fosilni doklad mechorostu je znamy
z devonu (pred 410-360 miliony let), coZ je obdobi prvohor. Jde o fosilii
jatrovky Hepaticites devonicus.

Odhaduje se, Ze na Zemi v souc¢asnosti roste asi 19-25000 druhi, pri-
&emz v Evropé je to priblizné 1700-1800 druhti. V Ceské republice roste
nebo v nedavné minulosti rostlo 863 taxond mechorostii (4 hleviky, 207 ja-
trovek, 652 mechi).

Mechorosty se vyskytuji ve vSech vegeta¢nich pasmech a s vyjimkou ni-
valni zony i ve vSech vyskovych stupnich. Rostou i tam, kde jsou extrémni
podminky pro Zivot, napf. v horkych pramenech. Najdeme je na holé zemi,
na skalach, kafe stromd, vodni hladiné, v hlubokych jezerech i na tlejicich
zbytcich rostlin a zivocicha.

Mechorosty jsou mnohobunééné, zelené (tedy fotosyntetizujici), vy-
trusné, primarné suchozemské, stélkaté rostliny, v jejichz zivotnim cyklu
velikosti i trvanim prevazuje gametofytni (haploidni) generace nad sporo-
fytni (diploidni) generaci. Sporofyt mechorostil je zavisly na gametofytu.
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Zakladni znaky
Jsou to zelené rostliny (kombinace chlorofylt a a b), buiiky maji celulézni
stény a zasobni latkou je $krob.

Jejich vodivé buriky (jsou-li viibec pritomné) neobsahuji lignin — nejsou
tedy totozné s vodivymi bunikami cévnatych rostlin (cévami a cévicemi).
Mechorosty nejsou cévnaté rostliny! Navic nedokonald vodiva pletiva,
ktera jinak ¢asto maji i opornou funkci, neumoznuji vétsi vzrist rostlin
(mechorosty jsou veliké od 0,5 mm do nékolika desitek cm).

Gametofyt ma 2 faze: (i) vétsinou vlaknita faze (tzv. prvoklicek, proto-
nema), ktera vznika vyklicenim vytrusu, a (ii) vlastni mechova rostlinka
(tzv. gametofor). Vsechny bunky gametofytu maji haploidni (tedy polovi¢-
ni) sadu chromozom (n). Gametofytni generace kon¢i vytvorenim pohlav-
nich bunék (gamet), kterymi jsou u mechorosti spermatozoidy (samci
gamety se 2 bic¢iky, tvofi se ve velkém mnozstvi v organech zvanych pelat-
ky = antheridia) a vaje¢né bunky neboli oosféry (sami¢i gamety, tvori
se po jedné v organech zvanych zarodeéniky = archegonia). U viceletych
mechorostd, kterych je ovéem vétsina, samozfejmé zalozenim gametangii
mechova rostlinka nezanika, nybrz pokracuje v dal$im rustu.

K oplozeni (a tedy k tvorbé stétu s vytrusnici) mize dojit jediné ve vod-
nim prostiedi (nékdy stadi i kapka rosy). Nedavno byl experimentalné
prokazan i pfenos spermatozoidii prosttednictvim bezobratlych zivocicht
zijicich v hrabance, napf. chvostoskokil. Jak casto k nému ale dochazi v pri-
rodé¢, zatim nevime.

Prvni bunikou sporofytu (tj. diploidni generace, zakladni sada chromo-
zomu véech bunék je 2n) je zygota vznikla spojenim pohlavnich bunék
v procesu oplozeni. Jejim délenim vznikd zarodek (embryo). Sporofyt
mechorosti je zpravidla rozliSen na nohu, $tét a vytrusnici (nespravné
tzv. tobolka). Ve vytrusnici redukénim délenim (meioticky) vznikaji vy-
trusy (spory). Zraly vytrus je zaroven prvni bunikou gametofytni generace!

Postaveni mechorostti v systému rostlin

Rise: Regnum vegetabile (Plantae) — rostlinna fise (rostliny).
Podfise: Chlorobionta - zelené rostliny.

Vyvojovy stupen: Bryophytae — mechorosty.

Oddéleni: Anthocerotophyta — hleviky.

Oddéleni: Marchantiophyta — jatrovky.

Oddéleni: Bryophyta — mechy.
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V dnes$ni dobé jsou tfi tradi¢ni skupiny mechorosti (hleviky, jatrovky a me-
chy) povazovany za samostatna oddéleni. Podle souc¢asnych nazort je nej-

puvodnéjsi skupina hlevikid a mechy jsou sesterskou skupinou k cévnatym
rostlinam.

Hleviky (Anthocerotopsida)

Existuje asi 300 popsanych druhti rozsifenych hlavné v tropech. Nasi 4 z4-
stupci jsou jednoleté rostlinky, které z roku na rok prezivaji pomoci vytrust.
Jsou to tedy sezdnni rostliny u nas nejsnaze pozorovatelné od léta do konce
podzimu. Rostou na obnazené hliné na vlhkych brezich fek a vodnich na-
drzi, ¢asté jsou na polich s picninami (jeteloviny, vojtéska) a na strnistich
po sklizeném obili. U nds rostou dva bézné druhy: hlevik rolni (Anthoceros
agrestis) a hlevicek karolinsky (Phaeoceros carolinianus); dale dva pomérné
hodné vzacné druhy - vycpalka okrouhla (Notothylas orbicularis) a hlevik
Neestiv (Anthoceros neesii), ktery je dokonce stfedoevropskym endemitem.

Charakteristika skupiny

Ruzicovita stélka md jednoduchou vnitfni stavbu, zpravidla neni vétsi nez
3 cm, kazda bunka gametofytu ma jen 1 veliky chloroplast, na kterém je
umisténo bilkovinné télisko, tzv. pyrenoid (tyto znaky pfiblizuji hleviky
ke spajivym zelenym fasam), na spodni strané stélky jsou dutiny, které ¢asto
osidluji kolonie symbiotickych sinic rodu Nostoc. Gametangia (pohlav-
ni organy) jsou ponofena ve stélce a maji jednoduchou stavbu. Sporofyt
tvori jen noha a vytrusnice, ktera ma tycinkovity tvar, $tét se nevyviji, cely
sporofyt je zeleny a sam se podili na vyzivé, tim padem je jen malo zavisly
na gametofytu, ve sténé vytrusnice jsou pravé priiduchy, sttedem vytrusnice
prochazi tzv. sloupek (kolumela), kromé vytrust uvnitf vznikaji jesté jedno-
az nékolikabuné¢né utvary — nedokonalé mrstniky (tzv. pseudoelatery).

Jatrovky (Marchantiopsida, Hepaticae)

Existuje asi 8000 druht. U nds roste ptiblizné 207 druhd. Jsou to jedno- az
viceleté rostliny rostouci na riizném podkladu (hlina, skdly, kira stromd,
tlejici drevo), rostou ale i ve vodé nebo plavou na hladiné vodnich nadrzi,
v tropech a v mlznych lesich rostou i na povrchu list stale zelenych dfevin
(tzv. epifylni jatrovky). U nds rostou prevazné v horach. Své jméno ziskaly
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v minulosti, kdy se véfilo, Ze odvar ze stélek pomaha pti onemocnéni jater.
To se vSak nezaklada na pravdé a obvykle tato vira pramenila z pouhé po-
dobnosti tvarti pentlicovitych stélek nékterych velkych jatrovek s tvarem
télesnych organii — v tomto pripadé s laloky jater (jatra = latinsky hepar).
Odtud i starsi védecké jméno jatrovek — Hepaticae.

Charakteristika skupiny

Stélka je bud pentlicovita (tzv. fronddzni, ¢asto je dichotomicky vétvend)
nebo je rozliSena na lodyzku a listky (tzv. foliosni stélka). Vétsinou dorts-
taji malych rozmért (od 1 mm do asi 20 cm, jen malokdy ale pfesahnou
velikost 10 cm). Stélka jatrovek (at uz pentlicovita nebo listnatd) je témér
vzdy zplos$téla, 1ze tedy rozlisit jejich bfi$ni a hibetni stranu, prvoklicek je
velmi redukovany, je tvofen jen 2-3 bunikami, pfichytna vlakna (rhizoidy)
jsou jednobuné¢na. Listky (u jatrovek s foliosni stélou) vyrustaji na lodyzce
ve 2-3 fadach a nemaji Zebro, bunky jatrovek obsahuji tzv. sili¢na téliska,
u nékterych druht zptisobuji jejich intenzivni viini. Sporofyt je velmi krat-
kodoby, vytrusnice nema rozliseno vicko ani obusti (jako maji mechy),
uvniti kromé vytrust vznikaji jesté mrstniky (elatery), nemaji sloupek.

Mechy (Bryopsida, Musci)

Existuje asi 10000 druht. U nas roste nebo v minulosti rostlo 652 druht.
Jsou to jedno- az viceleté druhy rostouci na nejriiznéjsim podkladu. Jedna
se 0 nejpocetnéjsi a velmi rozmanitou skupinu mechorosta.

Charakteristika skupiny

Stélka je rozliSena na prichytna vlakna (rhizoidy, u mecht jsou vicebuné¢-
nd), lodyzku (kauloid) a listky (fyloidy), je radialné symetricka (tzn., ze
listky jsou vétsinou na lodyZzce usporadany v mnoha radach nebo ve spirale).
Prvoklicek je vétsinou vlaknity a pfipomina porost zelenych fas (od fas se
ale li$i $ikmymi bunéénymi prepazkami). Listky (fyloidy) maji téméf vzdy
zebro, jejich bunky neobsahuji sili¢na téliska. Sporofyt je zpravidla dlou-
hodoby, rozlien na nohu, §tét a vytrusnici, vytrusnice ma casto ve sténé
pravé priduchy, uvniti sloupek, mrstniky se netvori. Vytrusnice se vétsinou
otevira vickem a okolo tsti ma ¢asto 1-2 fady zubti (tzv. obusti), mladou
a je$té uzavrenou vytrusnici kryje ¢epicka (kalyptra).
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Maji zvlastni jména
Studium mechorostii se u nds rozviji uz vice nez 200 let. Zpocatku se po-
uzivala némecky psand literatura a némecka jména i terminologie. Prvnich
9 &eskych jmen mechorostt vytvoril F. M. Opiz v zapomenutém rukopisu
z roku 1808 - jednim z nich je ,mnohowlasek pro dnes znamy mech plo-
nik nebo ,,zlatowlasek® pro dnesni $urpek. Tato jména se neprosadila, a tak
jako prvni se do povédomi dostalo az tiskem vydané jmenoslovi J. S. Presla
zverejnéné v knize ,Wseobecny rostlinopis“ (1846) — 93 druhti mechorostt
s ¢eskymi binomy. Dodnes se pouziva 24 z nich - napft. plonik, méfik, rage-
linik, dvouhrotec, zkrutek, hlevik, porostnice atd. Dalsi autofi postupné do-
plnovali ¢eské ekvivalenty védeckych jmen, a tak mame v dnes$ni dobé ceska
jména pro vSechny u nds rostouci druhy, poddruhy a variety mechorostt.
Pravda, nékterd z nich, jako napt. $ikousek, $tihlik, psizubec, chudozubik,
mrtnik, zdirnice, nalzovka ¢i pareznic¢ek, mozna vyvolaji lehky tsméy, ale
koneckonct kromé téch nejznaméjsich, které se objevuji v u¢ebnicich bio-
logie, se vlastné prilis (nebo presnéji viibec) nepouzivaji.

J. S. Presl je také autorem morfologickych termint jako pelatka, $tét,
poswicka, cepicka, vicko, mrstniky a dalsi. Polozil tak zaklady ceské bryo-
logické terminologie.

Rozsifeni mechorostu

Rozsifenim mechorosttl se zabyva obor bryogeografie. Az do zac¢atku 20. sto-
leti panoval mylny nazor, ze mechorosty jako vytrusné rostliny se volné $iti
a rostou prakticky v§ude. Teprve az T. K. G. Herzog (1880-1961) v knize
Bryogeographie der Moose (1926) postavil zaklady oboru, ktery zkouma
zakonitosti roz$ifeni mechorostu. Fylogenetické stari mechorostu a jejich
biologické vlastnosti zptisobily jisté odli$nosti v jejich rozsifeni, napt. ve srov-
nani s kvetoucimi rostlinami:

1. Arealy druhtit mechorost jsou obecné vétsi nez arealy druht kvetoucich

rostlin.
2. Mechorosty maji vysoky stupen disjunktivnosti areald.

3. Hodné kosmopolitti (plonik, lesklec, $urpek, ...).

Na rozsiteni mechorostt se podili i clovék. Aktivita lidi na jedné strané vede
k destrukci celych biotopt, takze je mozné, Ze mnohé druhy vymizely jesté
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pfed jejich poznanim. Na druhé strané se pri¢inénim ¢lovéka mechorosty

$ifi. U mechorostt pfipada do uvahy spise neumyslné $ifeni mechorostt:

1. Apofytizace — proces tykajici se ptivodnich druht rostlin. Ty by ale bez
pri¢inéni ¢lovéka byly mnohem vzacnéjsi, nez jsou nyni, ¢lovék jim vy-
tvoril nové biotopy (napt. zdi, hradby, stfechy, chodniky, pole, zahonky
atp.). Na téchto neptvodnich stanovistich jsou pak tyto druhy hojnéjsi
nez na stanovistich prirozenych. Takovymi apofyty ze skupiny mecho-
rostil jsou napf. porostnice mnohotvarna (Marchantia polymorpha),
zkrutek vlahojevny (Funaria hygrometrica), kroucenec zedni (Tortula
muralis), rohozub nachovy (Ceratodon purpureus) a mnohé dalsi. Na-
priklad kroucenec zedni je pivodni na pfirozenych skalnich vychozech,
dnes jej spolehlivé najdeme na sttechach domu, zidkach, hradbach atd.

2. Neumyslna introdukce - napt. mech dutolistec ¢isty (Scleropodium pu-
rum) byl diky svému mohutnému vzristu a bohatym populacim pouzi-
van jako obalovy material pro transporty kfehkych predmétt nebo pro
zasilani zivych oddenk aj. ¢asti rostlin, aby zistaly po dobu transportu
vlhké. V misté doruceni se mech vyhodil do ptirody, kde preziva. Tento
puvodné evropsky druh dnes roste na vét$iné kontinentd, ale obvykle
zustava v misté zavleCeni a prilis se nerozsifuje (viz Obr. 1). Obdobné
byla zfejmé se zahradnickou zeminou ¢i vypéstky do stiedni Evropy
zavlecena jatrovka lunatka ktizata (Lunularia cruciata).
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Obr. 1 Svétové rozsifeni mechu Scleropodium purum (Schofield 1985)
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Bohuzel i u mechorostii zname pripady, kdy do Gzemi zavle¢eny druh se
chova velice agresivné, jde o tzv. invazni druhy. U nas stoji za zminku aspon
dva - rovnozub &irkovity (Orthodontium lineare), na uzemi CR byl objeven
v roce 1964 CR, a kfivonozka vehnuta (Campylopus introflexus), nalezend
v CR v roce 1988. Oba mechy pochdzeji z jizni polokoule. Od svych prvnich
nalezi se $ifi na$im Uizemim a zejména rovnozub carkovity je ve své invazi
velmi rychlym a konkuren¢né silnym druhem. Na kyselych skalach a na tle-
jicim drevé je schopen vytla¢ovat méné schopné domaci druhy mechorosta.
Dnes zname na tizemi Cech stovky jeho lokalit, na Moravé je pocitame
zatim na desitky.

Praktické vyuziti mechorosta

Mechorosty jsou jen malo vyuzitelné rostliny. Maji velmi nizkou produk-
tivitu (tzn., Ze rostou velmi pomalu). Vyskytuji se tedy, ve srovnani napft.
s dfevinami, jen v malych mnozstvich. Nejvice organické hmoty (biomasy)
tvori radeliniky. Ty jsou také nejvice ¢lovékem vyuzivany. Na severu nasi
polokoule jsou obrovské zasoby raseliny, kterd se casto vyuziva jako palivo.
Rageliniky (i ostatni mechorosty) se napf. v dobach vale¢nych pridavaly
do jidla, ale jejich vyzivna hodnota je velmi nizka. Z vyssich bylozravych
zivocichtl se vyhradné nebo prevazné mechorosty nezivi prakticky zadny
z nich.

Raseliniky maji ovSem prokazatelné baktericidni t¢inky a spolu s jejich
zna¢nou nasaklivosti se vyuzivaly k obvazovani v dobach nedostatku jiného
zdravotnického materialu. Také v nejnovéjsi dobé raseliniky (samoziejmé
dokonale upravené) vyuzivaji i renomované firmy na vyrobu hygienickych
potteb. I dnes se daji koupit napf. vlozky do bot s vrstvou z raseliniku.

V minulosti se nékteré vétsi mechy pridavaly do polstara - vétilo se, ze
vyvolavaji sny (odtud napf. védecké jméno jednoho z nejhojnéjsich druht
u nés - rokyt (rod Hypnum - hypnoza, spanek). Mechy statného vzriistu
odedavna slouzily jako izola¢ni materidl mezi tramy drevénic v Podkrkonosi
¢i na Valagsku.

Nékteré mechy jsou velmi dekorativni a v riznych dobach se pouzivaly
k ozdobnym tcelim - napt. jako ozdoba damskych klobouc¢kti (mech dra-
bik - Climacium, zpetenka - Thuidium).

Mechorosty vétsinou nemaji pokozku (epidermis) a prijimaji vodu a v ni
rozpusténé latky celym svym povrchem. Této vlastnosti se vyuzivé pri tzv.
bioindikacich nebo pti monitorovani napt. atmosférického nebo vodniho
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znecisténi nékterymi prvky, prip. k prospekci rud. Moznosti vyuziti mecho-
rostll nejsou jesté zdaleka vycerpané.

Vyznam v pfirodé

Diky svym nékterym vlastnostem rostou mechorosty na mistech, kde jiné
rostliny nemohou rust. Spolu s lisejniky patii k tzv. pionyrskym organiz-
mum. Rychle pokryvaji obnazeny povrch ptidy, napt. strzenych brehd, pud-
nich sesuvii nebo povrch lavovych poli po sope¢nych erupcich. Snizuji tak
erozi, prip. vytvareji zaklad novych pud, které pak uz mohou osidlit cévnaté
rostliny.

V polstarich mecht panuje ¢ily zivot. Na jejich stélkach rostou napf.
Fasy a sinice, Ziji na nich prvoci z raiznych skupin a celd fada bezobratlych
zivocichii v nich prozije cely sviij Zivotni cyklus, jini se pod jejich ochranou
rozmnozuji nebo je vyuzivaji jako utocisté napt. v obdobich sucha (pod
mechy je vzdy vlhceji nez na holém povrchu ptdy). Nékteti bezobratli se
jimi i zivi — napt. slimdci, larvy hmyzu, ¢ervi a néktefi brouci.

Cetni ptaci vyuzivaji mechy jako vystelku svych hnizd a nékteii dokonce
stavi sva hnizda prevazné z mecht — napt. kralicek obecny.

Jak mechorosty sbirat a herbarizovat

Sbirat a preparovat mechorosty pro herbar je jednodusi, nez herbarizovat
ostatni vyssi rostliny. Odpada totiz starost s lisovanim, mechorosty se totiz
nelisuji. Sebrany vzorek jen mezi dlanémi stla¢ime a ulozime do provizorni
obalky (nejlépe z novinového papiru), kde nechame mech vyschnout pri
pokojové teploté. Jednodussi je i naslednd adrzba a ochrana mechového her-
bare. Mechorosty jsou vétsinou usetfeny nalett fytofagniho hmyzu a neni
treba je vymrazovat ani chemicky o$etfovat. Budeme-li je ovS§em skladovat
spolu s herbarem cévnatych rostlin, vyplati se stejna udrzba, jakou vénu-
jeme ostatnim rostlinam. Pro tcely herbarizace (primarné jde o potizeni
dokladu o vyskytu druhu na lokalité) sbirame vzorek priblizné o velikosti
dlané a pokud mozno jen jednoho druhu (tato podminka nejde vzdy spl-
nit). Po urceni a vysuseni predélame vzorek do definitivni obalky (Obr. 2)
a opatiime etiketou. Etiketa neboli scheda (viz nize) je v podstaté stejna, jako
ty které pouzivame pro cévnaté rostliny. Lisi se pouze informaci o substratu,
na némz sebrany mechorost rostl. Tato informace je ostatné dulezitd u viech
kryptogamickych rostlin.
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Podrobnéjsi postup je napt. v textech Pilous & Duda (1960) nebo Kri-
sa & Prasil (1989).

Herbarium Z. Hradilek Herbarium Z. Hradilek
Andreaea rupestris Hedw. var. papiliosa (Lindb.) Podp. Sphagnum cuspidatum Ehth. ex Hoffm.
Flora Sibiriae Flora moraviae
Loc.: Sibiria boreo-orientalis, Yakutia. cortina amnis Jana, Loc.: Narodni park Podyji: Masovice, lok. Kraliv stolec,

in summo montis Kisiljach super confluente fluminum Jana

mokiina u cesty asi 200 m severné od vyhlidk
et Ady¢a prope ostii fluminis Tuosatch, ad rupes &4 ¥ Y

1.9.2006 9.8.2009
S.m. 750 m Leg. Z. Hradilek S.m. ca 330 m Leg. L. Reiterova
Det. Det. Z. Hradilek

Num. Num.

Obr. 2 Priklady vyplnénych etiket (sched)

Uréovani mechorostu

Urcovani (determinace) mechorostt je naopak o néco slozitéjsi. K uréovani
je tfeba mit kromé terénni lupy (alespon 10x zvétsujici) jesté i mikroskop
opatfeny okuldrovym mértitkem a v optimalnim ptipadé také stereomik-
roskop. Navic dnes neni dostupny ¢esky psany kli¢ k uré¢ovani mechorostt
Ceské republiky, pouze zahrani¢ni literatura. Dal$im problémem je obrovska
variabilita morfologickych znaka. V kli¢ich je vétsina znakd jednoznacénych
(jinak by nemélo smysl kli¢e vydavat), ale realita byva ¢asto jind. Typickych
rostlin jednoznacné ur¢itelnych podle klice byva malo. Poznatky o promén-
livosti skupin a druhti si musi kazdy, kdo mechorosty urcuje, nakonec udélat
sam. Proto byva efektivnéjsi urovat najednou vzdy jen zastupce jednoho
rodu - napt. banatky, poté tieba trnénky atp. Také je tfeba pocitat s tim,
Ze se zpocatku nepodafi urcit i vétsina sebraného materidlu. Takovy mate-
rial ale nevyhazujeme, vratime se k nému za par mésicti nebo za pil roku,
kdy uz ,budeme chytrejsi. Zpocatku je nutnd spoluprace s jiz zkusenym
bryologem, ktery potvrdi spravnost urceni, nebo material zreviduje. Takovy
revidovany material je velmi cenny a pouzijeme ho k budovani tzv. srov-
navaciho herbare. V budoucnu pfi jakékoli nejistoté uréeni porovndvame
nase sbéry s témito revidovanymi ,,standardy“ pro kontrolu.
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Obr. 3 Hlevicek karolinsky (Phaeoceros carolinianus) - ¢asty druh na polich a obna-
zenych brezich fek

Obr. 4 Zkrutek vlahojevny (Funaria hygrometrica) — bézny mech na starych ohnistich
a narusenych mistech
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Uvod

Podle dostupnych informaci je olomoucka botanickd zahrada nejstarsi bo-
tanickou zahradou na Moravé, v ¢eskych zemich ji pak svym starim pred-
stihuje pouze univerzitni botanickd zahrada v Praze. Prvni pisemna zmin-
ka o existenci botanické zahrady v Olomouci pochazi z roku 1787. Tehdy
slouzila k vyuce na medicinsko-chirurgickém ucilisti, které bylo soucasti
olomoucké univerzity; v roce 1874 zanikla v souvislosti s jeho zrusenim.
Uz v roce 1898, tedy o 24 let pozdéji, byl v Olomouci zalozen botanicky
spolek (Botanischer Verein in Olmiitz), diky jehoz iniciativé bylo na jare
1901 zahajeno budovani nové botanické zahrady v mistech, kde se nachazi
dodnes. Prvni rostliny do novych sklenikii darovali spravci zahrad ve Vidni-
-Schonbrunnu a v Lednici na Moravé. Mimoradny podil na budovani za-
hrady méli lékarnik Edmund Tuma a méstsky zahradnik Karel Pohl. Spolek
mél v té dobé jiz pres 600 clentl, poradal ¢asté prednasky a v roce 1913 vy-
dal dokonce i pritvodce botanickou zahradou. Zahrada ztstala v podstaté
v nezménéném stavu az do roku 1948, kdy byla pfedana méstu po odsunu
némeckého obyvatelstva a zaniku spolku. Od roku 1956 uz je zahrada spo-
jovana s ptisobnosti vysokych $kol v Olomouci a v roce 1959 se stala sou-
casti Prirodovédecké fakulty Univerzity Palackého, ktera ji spravuje dodnes.
Kromé vyuky botaniky je dnes vyuzivana i pro dalsi obory univerzitniho
studia a ve vegetacni sezoné je pristupna také siroké verejnosti.

Pfrirodni podminky

Aredl zahrady ma rozlohu jen malo pres putl hektaru. Lezi v rovinatém te-
rénu o nadmotské vysce asi 210 m, na ¢tvrtohornich naplaveninach feky
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Moravy, které byly zejména v dobé likvidace olomouckého pevnostniho
systému vydatné prevrstveny navazkami ($térk, sut, skvara). Vrstva vysy-
chavé piscitohlinité zeminy je pomérné tenka, leckdy nepresahuje 20 cm.
Hladina podzemni vody se nachézi v hloubce 4,5-7,0 metrt.

Klimaticky patfi izemi do teplé, mirné vlhké oblasti s mirnou zimou.
Pramérna ro¢ni teplota se blizi 9 °C a srazky dosahuji 562 mm.

Z péstitelského hlediska je pozitivnim faktorem chranénd poloha a otep-
lené méstské mikroklima. Naopak v letnich mésicich se plné projevuji ne-
gativa vyslunné jizni expozice kombinované s mélkou vysusnou pidou.
Zvladnuti situace je pak podminéno rozumnym planovanim vysadeb a sa-
moziejmeé i vyuzitim zavlah.

Plochu zahrady lze rozdélit na tii ¢asti, které se vyrazné lisi ekologickymi
podminkami a zptisobem vyuziti.

Parkova cast

Parkova cast s travnatym podrostem a hajni kvétenou predstavuje stinnou
partii, v niz se mizeme setkat jak s nasimi domdcimi kefi a stromy, tak
i s riznymi exoty. Tato ¢ast priléha ke sklenikovému aredlu Flory Olomouc
a navazuje na rozsahly park ve Smetanovych sadech. Barevné vyrazny je
zejména jarni aspekt s bohaté kvetoucimi drobnymi cibulovinami, které
rychle vyuziji zbytkd zimni vlahy a po olisténi korun stromt s nastupem léta
zatahuji. Prvnimi jarnimi druhy jsou zde talovin zimni (Eranthis hyemalis),
snézenka podsnéznik (Galanthus nivalis) s 0 néco ¢asnéjs$i a mohutnéjsi
snézenkou Elwesovou (G. elwesii), bledule jarni (Leucojum vernum), nasle-
duji modré ladonky (Scilla sp. div.) a jesté pozdéji i tulipany plané (Tulipa
sylvestris) ptivodem z jizni Evropy.

Systematicka cast

Centralni ¢ast zahrady je tvofena témér padesati zahony s velkym mnoz-
stvim rostlinnych druht uspotadanych podle jednotlivych ¢eledi botanic-
kého systému. Jedna se o slunné vysychavé zdhony, takze druhy stinnych
stanovi$t zde vétdinou nejsou péstovany. Ty jsou zaclenovany do celkové
kompozice zahrady na ekologicky vhodnéjsi mista, zejména v parkové casti.
Kromé trvalek, vazanych svym vyskytem na misto ptvodni vysadby, se zde
ale setkame i s jednoletymi druhy. Mnohé z nich zde natolik zdomacnély,
Ze se jejich populace kazdoro¢né obnovuje spontannim samovysevem. To

56



Botanicka zahrada Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci

plati jak pro bézné plevele, tak i pro nékteré vzacné a ve volné prirodé velmi
ztidka vidané.

Okrajova cast

Tato ¢ast zahrady zahrnuje nékolik partii. Pfedevsim je to dlouhy pruh pti
Zelezni¢ni trati osdzeny zejména exotickymi keti a lidnami, s podrostem
niz$ich trvalek. Najdeme zde také rozpinavy bambus Arundinaria pygmaea,
ktery dortista jen asi pilmetrové vysky a za silnych mrazti omrza az ke ko-
fentim.

Slatinisté

Dalsi vyznamnou plochu predstavuje slatinisté, na némz byla shromazdéna
ziva sbirka kvéteny slatinnych mokradt. Je zde napft. velky porost kriticky
ohrozené preslicky riznobarvé (Hippochaete variegata), velmi vzacna ma-
tice pilovita (Cladium mariscus), ze sttedni Evropy vymizelé rozlozité kere
btizy nizké (Betula humilis), kterd jesté za¢atkem minulého stoleti rostla
u Cernovira v Litovelském Pomoravi coby glacialni relikt. Efektni je mnoz-
stvi tfi metry vysokych lodyh mléce bahenniho (Sonchus palustris). Ukazalo
se v8ak, Ze bez prostorové izolace si mnohé druhy nadmérné konkuruji
a méné expanzivni a citlivéjsi druhy maji tendenci vymizet. Podobna si-
tuace se ostatné projevila i na nékdejsim ¢ernovirském slatinisti, které zacalo
vysychat po vystavbé parni vodarny. Snizeni hladiny podzemni vody tehdy
také vedlo k postupnému vytlaceni konkurencné slabé slatinné vegetace
luznim lesem.

Vodni plochy

Pritazlivou partii je ovalné jezirko — bazének s ndpadnym porostem rezanu
pilolistého (Stratiotes aloides) trochu ptipominajiciho svétle zelenou vodni
aloe, drobnymi kultivary lekninti (Nymphaea sp.), stolistkem klasnatym
(Myriophyllum spicatum) a laku$nikem vodnim (Batrachium aquatile). Lem
bazénku je tvoren sérii oddélenych sekci s moktadnimi rostlinami, z nichz
1ze jmenovat napiiklad velmi aromaticky puskvorec obecny (Acorus cala-
mus), rizné druhy osttic (Carex sp. div.) nebo dekorativni a v ptirodé ohro-
zeny kosatec sibitsky (Iris sibirica). Bazének je po cely rok atraktivni také
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diky drobnym zivocichiim, z nichz se pozornosti nejmladsich navstévnika
tési hlavné Colci (Triturus vulgaris) a plovatky (Lymnaea stagnalis).

Dalsi dvé vodni plochy najdeme na rozhrani systematické a parkové
Casti. Starsi z nich, a vlastné nejstarsi vodni plochou v zahradé vibec, je
takzvané klkaté jezirko pojmenované podle mnoha vybézka (klki) svého
okraje. Nizka hladina vody (<30 cm) v zimé zamrza az ke dnu, v letnim ob-
dobi se naopak velmi rychle prehfiva. Jezirko proto vyuzivaji spise skokani
a ropuchy jako vitané refugium v jinak suché zahradé a idealni misto k roz-
mnozovani. Pozvolna se svazujici bazinaty breh klkatého jezirka okupuje
porost orobince sitinovitého (Typha laxmannii), v navazujici mirné vlhké
¢asti pak nalezneme sbératelsky zajimavé druhy prvosenek (Primula sp.
div.). V tésné blizkosti klkatého jezirka byl pomérné nedavno vybudovan
model fi¢niho ramene Litovelského Pomoravi - tzv. smuhy. Jeji hloubka
se blizi dvéma metrtim a voda se i diky ¢aste¢nému zéstinu neprehriva
ani za parného léta. Dominantnim druhem je zde dablik bahenni (Calla
palustris), ktery se silné rozrtistd. I presto, Ze jde o chranény a ohrozeny
druh, Gspésné konkuruje na druhé strané jezirka rostouci vachté trojlisté
(Menyanthes trifoliata). Oba druhy maji atraktivni kvéty — vachta neza-
pre pribuznost s hofcovitymi rostlinami, dablik je pak i podle toulcovitého
kvétenstvi zfejmym zastupcem celedi aronovitych. V prubéhu léta zartista
kazda ploska volné hladiny rychle se rozmnozujicim okfehkem mens$im
(Lemna minor).

Skalky

Mezi zahradnim domkem a hdjovou partii se nachazi pivodni skalka vybu-
dovana v dobé zakladani zahrady. Jeji vice nez stoleté stafi je zjevné uz pri
pohledu na vzrostlé stromy, které ji porustaji, stejné jako z archaické orna-
mentalni skladby kamenii vytvarejicich riizné vyvysené zahony. Zakladnim
stavebnim materialem je zde droba. V disledku silného zapoje stromového
patra nad skalkou je vSak v dne$ni dobé pouzitelna jen ke kultivaci odolnych
stinomilnych druhd, které zaroven toleruji prakticky neustalé sucho. Proto
byla nedavno postavena druha skalka, ktera oddéluje volny prostor kolem
ovalného jezirka od venkovni poslucharny. Ta je zbudovana v okrouhlém
tvaru, z bridlice, a v teplych dnech jeji okraj slouzi zaroven i k posezeni né-
vstévniki zahrady. Pravé sem je nyni umistovana vétsina novych prirtistka
alpinské kvéteny z celého svéta.
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Obr. 1 Nova bridlicova skalka, v pozadi byvald kotelna zruseného skleniku (dnes uzivana
jako su$darna a prilezitostnd ¢ajovna)

Péstované rostliny

Aktualné v zahradé roste asi 1500 druht rostlin; pocet ztstava priblizné
stabilni nebo se mirné zvysuje. Kazdoro¢né vydavame Index Seminum s na-
bidkou semen k vymeéné s jinymi botanickymi zahradami. V ramci projektu
BotanGIS se postupné vytvari kompletni seznam péstovanych druhi véetné
jejich lokalizace v on-line geografickém informaénim systému.

V soucasné dobé jsou v zahradé pouze venkovni expozice, sklenik zde
chybi. Mezi péstovanymi druhy najdeme velkou ¢ast sttedoevropské kvéte-
ny, druhy béZné i méné casto péstované v okrasnych zahradach a parcich,
a to z celého svéta. Vzhledem k relativné teplému klimatu, otevienosti za-
hrady k jihu a chranénosti od severu (Smetanovy sady), se zde dobre darti
i relativné teplomilné kvétené z jiznich oblasti mirného pasma. Dokladem
je napt. kazdoro¢né bujné rostouci ket submediteranniho trnovce (Paliurus
spina-christi), pékné se rozrustajici pupalka (Oenothera speciosa) z jizni ¢asti
USA nebo samovysevem se $ifici svickovec (Gaura lindheimeri) z Texasu.
Zna¢na pozornost je vénovana kvétené severovychodni ¢asti Sev. Ameriky.
Klimatické podminky ptiblizné souhlasi v obou oblastech a zvlasté kvétena
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vysokobylinnych prérii je prekvapivé odolna vici letnimu suchu. Jeji ba-
revnd pestrost a druhova rozmanitost spole¢né s morfologickymi rozdily
oproti kvétené stfedoevropské prinaseji zajimavé zpestreni. Lokalni pudni
podminky a ¢asta letni sucha vSak nesvéd¢i zastupctim lesni kvéteny a mno-
hé druhy zde hynou i pres ¢astou zavlahu. Celkové vzato, preferovany jsou
rostliny vytrvalé, nebot z hlediska zptisobu obhospodarovani zahrady lze
jen obtizné soustavné udrzovat jednoleté kultury. Pov§imneme-li si blize
vyznamnéjsich druht, nelze opomenout tspé$nou kulturu mnoha druht
severoamerickych pupalek, napt. velmi ozdobné pupalky Oenothera orga-
nensis s kvéty 15-18 cm dlouhymi a az 10 cm v priméru, ktera je svym vy-
skytem v pfirodé omezena jen na malou prirodni rezervaci v Novém Mexiku
(USA). Druhy prérijni kvéteny upoutavaji pozornost zejména koncem léta,
kdy se v zahradach projevuje Gtlum mezi kvetoucimi rostlinami. Tehdy se
dominantami vysadeb stavaji rizné hvézdnice (Aster sp. div., Symphyotri-
chum sp. div.) s bilymi az fialové modrymi kvéty, zluté kvetouci druhy rodu
Verbesina, rovnéz 7luté az zlutooranzové kvetouci tfapatky (Rudbeckia sp.
div.), nachové az purpurové kvetouci zastupci rodu Vernonia, fialové kve-
touci Verbena stricta a Amorpha canescens. Zluté kvetou také riizné druhy
rodu krasnoocko (Coreopsis) a zlatobyl (Solidago). S nékterymi druhy obou
rodu se ¢asto setkavame v zahradach, expanzni druhy zlatobyla (Solidago
canadensis, S. gigantea) jsou dnes béznym prvkem i v ruderalni vegetaci
opusténych a zanedbanych ploch. Z dalsich zluté kvetoucich rostlin zaujme
svou vzdus$nosti a svétlou barvou velkych kvétti Ratibida pinnata, ktera byva
az 2m vysoka.

Obr. 2 Cesnek ozdobny (Allium christophii) — detail kvétu

60



Botanicka zahrada Pfirodovédecké fakulty Univerzity Palackého v Olomouci

Kostru zahradni kompozice tvori samoziejmé dfeviny. S ohledem na mi-
kroklimatické podminky pak predev$im drfeviny snasejici sucho, mnohdy
i zna¢né teplomilné - jako v pripadé uz zminovaného trnovce Kristova
nebo u nas na Moravé popularnéjsi révy vinné (Vitis vinifera). Vchod do za-
hradniho domku z obou stran ramuji bohaté kvetouci popinavé dreviny:
vistarie ¢inska (Wisteria sinensis) s dlouhymi hrozny modrofialovych kvéta
a truba¢ kotenujici (Campsis radicans) s velkymi ¢ervenooranzovymi kvé-
ty. Oba druhy rychle dortstaji zna¢nych rozméra a stfesni okapy je pred
jejich bujnymi vyhony nutné chranit kazdoro¢ni protrezavkou. Stromovou
dominantou zahrady je bezesporu mohutny dub letni (Quercus robur) pa-
matujici nejen postupné budovani zahrady na samém zac¢atku minulého
stoleti, ale i dobu dévno predtim. V souvislém zapoji okolni hajové partie
stoji za zminku ofechovec horky (Carya cordiformis), blizce ptibuzny ma-
tefskému stromu pekanovych orfecht, ovéem nejedly (jak druhové jméno
napovida). Vedle néj najdeme dalsi z ofecht - ores$ak cerny (Juglans nigra),
ktery byva nékdy pouzivan jako odolnd podnoz pro roubovani vlasského
oresaku a misty se s nim mtizeme setkat i v lesnich vysadbach. V podrostu
héjové partie figuruje hned na nékolika mistech drobnokvéty $efik karpat-
sky (Syringa josikaea), Castéji péstovany Sefik obecny (S. vulgaris) najdeme
v ruzovofialovém kultivaru na ploSe okrajové ¢asti, v sousedstvi ruje vla-
saté (Cotinus coggygria) a modrinu japonského (Larix leptolepis). Vstup
do zahrady zastifuje vzrostla, le¢ uz silné prosychajici lipa srd¢ita (Tilia
cordata), zleva vita navstévniky skupina jehli¢nant s dominantni borovici
cernou (Pinus nigra). Jejim protéjskem pak jsou dvé statné sosny — borovice
lesni (Pinus sylvestris) ve skalce pfimo pod okny zahradniho domku. U plné
vyvinutych exemplafti je dobfe patrny rozdil ve stavbé koruny a zbarveni
borky u obou druhti. Zajimavym zptisobem rustu a neprehlédnutelnymi
rtizovymi kvéty, které se objevuji jesté pred olisténim, upouta rozsahly ket
(polykormon) mandloné nizké (Amygdalus nana). Za nim, smérem k plotu
zelezni¢ni traté, se pod severoamerickou borovici tézkou (Pinus ponderosa)
krei drobné ketiky exotickych zastupct rodu lykovec (Daphne).
Celoro¢né zajimavou skupinou jsou travy, které mnohdy predstavuji
vitanou okrasu i v zimé. Dominantami zahonti vyhrazenych celedi lipni-
covitych (Poaceae) jsou i v suchych podminkach mohutné proso prutnaté
(Panicum virgatum) a vousatka Gerardova (Andropogon gerardii), v podros-
tu najdeme niz$i trsnaté az polstarovité kostravy (Festuca sp. div.) a pritiskle
plazivou vychodoasijskou Arthraxon hispidum. Tato Sirokolista tréava je sice
jednoleta, ale v nasich podminkach se sama kazdoro¢né tispésné preséva.
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Zvlastni zahon je vénovan kolekei riznych ekotypii nasich bezkolenct (Mo-
linia sp. div.), ktera vznikla v pribéhu zpracovani tohoto rodu pro Kvétenu
Ceské republiky. Jako doplnék jinych vysadeb a podrost dfevin samoziejmé
nalezneme travy ve véech ¢astech zahrady — nizky troskut prstnaty (Cynodon
dactylon) ze seslapavanych stanovist teplych oblasti ma vymezeny Zzivotni
prostor hned v prvnim zahonu pfed vstupni brdnou, zivoroda lipnice cibul-
konosna (Poa bulbifera) ozvlastiuje hajni partii, zlutozelené pruhovana oz-
dobnice ¢inska (Miscanthus sinensis ,Zebrina’) vévodi vstupu do zahradniho
domku a zmensena forma rakosu obecného (Phragmites australis) vy¢éniva
nad hladinu ovélného jezirka.

Na zahonech se portiznu dafi udrzovat vzacné polni plevele, se kterymi
se v prirodé téméf nesetkdme — dejvorec velkoplody (Caucalis platycarpos),
vochlici hiebenitou (Scandix pecten-veneris), koukol polni (Agrostemma
githago), prorostlik okrouhlolisty (Bupleurum rotundifolium), pochybek
nejvétsi (Androsace maxima), vranozku $upinatou (Coronopus squamatus)
nebo zbéhovec trojklanny (Ajuga chamaepitys), oto¢nik evropsky (Helio-
tropium europaeum), ibisek trojdilny (Hibiscus trionum), merlik hroznovy
(Chenopodium botrys) nebo pro nasi floru uz nezvéstny pochybek nejvétsi
(Androsace maxima). Z lesnich druhti jsou zajimavé napt. statna vikev Vicia
sparsiflora se vzpiimenym rustem a velkymi Zlutobélavymi kvéty pochazejici
z nejsevernéjsi (a dnes jiz zfejmé zaniklé) lokality tohoto druhu ve Stiavnic-
kych vrsich (Slovensko). Ozdobny je téz hrachor sedmihradsky (Lathyrus
transsilvanicus), ktery se lokalné vyskytuje v malé oblasti Slovenska (oko-
li Roznavy), s kvéty pri rozkvétu zlutobélavymi a pozdéji se zbarvujicimi
do rezava. Taktka historicky je kazdoro¢ni vyskyt kavkazského krti¢niku
zlatozlutého (Scrophularia chrysantha) s mékce $edé chlupatymi listy a syté
zlutymi kvéty, ktery je v nasi botanické zahradé zaznamenavan témeét od za-
¢atku minulého stoleti a stéle se spontanné udrzuje.

Nedilnou soucasti zahrady jsou i druhy vyznamné z hlediska uzitkového,
tzn. kulturni, 1é¢ivé a aromatické rostliny. Druhy bézné péstované (oresak
vlassky, mata peprnd, paprika ro¢ni) jsou doplnény druhy méné znamymi
(meloun cukrovy, temnoplodec ¢ernoplody, mochyné perudnska, routa von-
na) ¢i pozapomenutymi (kdoulon obecnd, pelynék brotan, Zito lesni). Samo-
statnou skupinu tvori barvitské rostliny, jejichz péstovani bylo zatlaceno
do pozadi uz v pribéhu 19. stoleti s rozvojem chemické vyroby. Do dnesni
doby jejich nékdejsi vyuziti ptipomina jen zplanéni v mistech pivodnich

13

kultur a druhové epiteton ,barvitsky/-a/-é“ (tinctorius/-a/-um). Vytrvalé
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druhy pouzivané tradi¢né v lidovém lé¢itelstvi i kuchyni najdeme portiznu
mezi ostatnimi planymi rostlinami na pfislu§nych zahonech systematické
casti. Jednoleté uzitkové rostliny, které ¢asto vyzaduji i pfedpéstovani sadby
ve skleniku (teplomilné zeleniny), jsou pak soustfedény na ¢ast sttedového
zahonu u zahradniho domku, kde si stali navs$tévnici botanické zahrady mo-
hou po dohodé i vyzkouset péci o nejzajimavéjsi zeleniny, které v domacich
zahradkach prakticky nenajdeme. V roce 2012 méla napriklad velky uspéch
kolekce palivych chilli papricek, kterou stéle rozsifujeme o formy a kulti-
vary zajimavé svym vzristem, olisténim a tvarem i barvou plodu. Protipé-
lem zahradni zeleniny jsou typicky polni plodiny - obiloviny, vldknodarné
(pfadné) rostliny, olejniny a technické plodiny. S nimi se Ize seznamit v dru-
hé ¢asti stitedového zahonu nabizejictho mimo jiné i srovnani modernich
kulturnich odrtd s jejich star$imi predchudci a pfibuznymi planymi druhy.

Akce botanické zahrady

Hlavnim zptisobem seznamovani s bohatstvim péstovanych rostlin ztistava
odedavna prohlidka botanické zahrady, at uz s komentarem zasvéceného
pravodce, ¢i bez néj. Nase navstévniky ovsem také prilezitostné zveme na
specidlni akce v zahradé¢ i mimo ni. Kazda z nich je zaméfena trochu jinak,
kona se v jiném obdobi, pro jinou skupinu tcastniki.

Prvni velkou zatézkavaci zkousku v nové sezéné absolvuje botanicka za-
hrada v dobé jarni etapy veletrhti Flora Olomouc. Tehdy se stava organickou
soucasti vystavniho aredlu a poskytuje klidny kout stovkam navstévnika ob-
tézkanych nakoupenymi rostlinami a potfebami pro zahradkare. Pro $kolni
vypravy, které se vystav hojné ucastni, poskytujeme zdarma privodcovskou
sluzbu, na pozadani mtizeme nabidnout tematicky zaméfené pracovni listy
a problémem neni ani zajisténi odborného doprovodu na univerzitni pra-
covi$té nebo prirodovédné zajimavé lokality v okoli Olomouce. Navstévam
zakt a studenti se ovSem vénujeme v pribéhu celého roku — vzdyt prede-
v$im pro né tu zahrada je. Studenty prvnich ro¢nika odborného studia na
PfF UP tak stridaji budouci ucitelé stredoskolské biologie; se svymi tfidami
prichazeji ucitelé zakladnich $kol, profesofi gymnazii a specializovanych
stfednich $kol se zemédélskym a zahradnickym zaméfenim.

Skvélou prileZitosti k nav§tévé je Den fascinace rostlinami poradany
kazdoro¢né kratce po poloviné kvétna, tedy v dob¢, kdy uz nehrozi jarni
mraziky a je mozné demonstrovat i teplomilné druhy pfivezené na letné-
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ni ze skleniki katedry botaniky v Olomouci-Holici. Nechat se fascinovat
rostlinami je v tento den snadnéjsi prostfednictvim vsech smysli, protoze
soucasti programu byva tradi¢né i Gtulna ¢ajovna s ochutnavkou.

Zacatkem Cervna uz naplno probihaji terénni exkurze, na kterych se
studenti PfF UP seznamuji s flérou a vegetaci stfedni Evropy. Ty sméfuji
na botanicky vyznamné lokality po celé Moravé (piileZitostné i v zahranici)
a samozfejmé také do botanické zahrady, kde je i diky nastupujicimu obdobi
$kolnich vylett obzvlast Zivo.

V letnich vedrech predstavuje zahrada mnohdy spi$ ukazku dusledka
globélniho otepleni. Prosperita rostlin zavisi na kazdodenni zavlaze, vegeta-
ce se zpomaluje, jezirka se stavaji vyhledavanymi oazami pro mnoho druht
ptaki. O prazdninach, kdy Olomouc prichazi o desitky tisic svych student-
skych obyvatel, poskytuje zahrada utocisté ucastniktim priméstskych tabort.
Konec léta pak predznamenavé druha, letni etapa veletrhu Flora Olomouc.

Se zac¢atkem nového $kolniho a akademického roku se do zahrady opét
vraci studentsky zivel. Znovu probihaji exkurze vyuzivajici poslednich pri-
lezitosti k bezprostfednimu setkavani s rostlinami, pedagogové sbiraji ma-
terial pro praktickd cviceni, studenti porizuji fotodokumentaci. Vétsinou
jesté dostatecné tepla noc na zacatku posledniho zatijového vikendu je Noci
védctl. Zahrada je v tento den otevtena pres piilnoc a prichazejici navstévni-
ci maji prileZitost poznat hravou stranku védy a vyzkouset si mnoho technik
a experimenttl na vlastni kazi.

Uplny z&vér sezény, po podzimni etapé Flory Olomouc, je v reZii stu-
dentt pedagogické fakulty. Ti v ramci ptipravy na své ucitelské povolani
poradaji akci zvanou Podzimni veseli uréenou pro predskolni a $kolni déti.
Ared] zahrady se pred zazimovanim a uzavienim naposledy propoji s pri-
lehlymi sbirkovymi skleniky vystavisté Flora Olomouc.

Kromé pravidelnych kazdoro¢nich akci jmenovanych v predchazejicich
odstavcich probihaji samoziejmé i akce prilezitostné poradané ze zdjmu
nékteré z kateder Univerzity Palackého nebo spolupracujicich instituci. Diky
nim tak mizeme v botanické zahradé absolvovat tfeba medita¢ni sezeni,
naucit se aranzovani kvétin, zahrat si ,,hru na hrdiny“ (LARP) nebo oslavit
Zidovsky Svatek stankii. V$em, kteti nechtéji propasnout nékterou z pora-
danych akci, proto velmi doporucujeme sledovat webové stranky botanické
zahrady PiF UP!
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Oteviraci doba

Botanicka zahrada je vefejnosti pristupna ve véedni dny od dubna do fijna.
V sezdné je navic otevieno i kazdy prvni vikend v mésici. Provozni hodiny
jsou nasledujici:

kvéten-zari 8:00-18:00

duben, fijen 8:00-16:00

Navstévu mimo uvedenou dobu Ize dohodnout e-mailem nebo telefonicky.
Hromadné exkurze je vhodné ohlasit predem - pak Ize na pozadani poskyt-
nut i odborny vyklad.

Kontakt

Botanicka zahrada je situovana v centru mésta ve Smetanovych sadech mezi
sbirkovymi skleniky Flory Olomouc a zelezni¢ni trati mistni drahy, v ulici
ptiznaéné pojmenované ,,U Botanické zahrady*

Podrobné informace o ni je mozné ziskat na http://garden.upol.cz, e-mail:
garden@upol.cz, telefon: +420 585 634 832, +420 585 413 705.
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Proces kriminalistické identifikace pomoci
DNA profilovani

Jiri Drabek
Ustav molekuldrni a translacni mediciny Lékarské fakulty Univerzity Palac-
kého v Olomouci, Ceskoslovenskd spolecnost pro forenzni genetiku

Pfednagka probéhla dne 12. ledna 2012.

DNA profilovani tvori v soucasné dobé pilit kriminalistické praxe, kdy po-
maha nejen urdit pachatele zavaznych trestnych ¢ind, jako je vrazda nebo
znasilnéni, ale také resit méné zavazné trestné ¢iny jako je kradez. Sledo-
vanim televiznich seriald fady CSI a jejich obmén by mohl laik ziskat ne-
spravny nazor, ze DNA analyza je viefe$ici a jediny mozny zptisob ziskavani
diikazii z mista ¢inu. Prestoze identifika¢ni schopnosti DNA profilovani jsou
jedine¢né, srovnatelné jen s otisky prstd, dikazni sila DNA je podminéna
splnénim urcitych podminek.

Tento dokument zodpovida na otazky, z ceho se sklada dikazni retézec,
co se v DNA vysetfuje a v ¢em je DNA nepfekonatelna a zaroven jakd jsou
omezeni pouziti DNA diikazu.

Nejprve vysvétleni nékterych pojmii tykajicich se forenzni DNA analyzy:

o Adenin (A), tymin (T), cytozin (C), guanin (G) - nukleotidy, pismena
genetické abecedy.

o Alela - konkrétni forma genu.

o Amplikon - produkt PCR.

o Elektroforeogram — graf slozeny z pikt a pochazejici z ptistroje pro ka-
pildrni elektroforézu.

o Fenotyp — soubor pozorovatelnych vlastnosti a znaki organizmu (nékdy
vyznam omezen na zkoumany znak ¢i znaky).

o Genotyp - soubor veskerych genetickych informaci organizmu (nékdy
vyznam omezen na zkoumany znak ¢i znaky).

o Heterozygot — jedinec, ktery ma na daném lokuse po otci a matce roz-
dilné alely.
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o Homozygot — jedinec, ktery md na daném lokuse po otci i matce stejnou
alelu.

o Lokus - genetickd adresa, umisténi v ramci genomu.

o PCR - polymerazova fetézova reakce, zptisob namnozeni urcitého tseku
DNA (vymezeného specifickymi oligonukleotidy, primery) ve zkumavce
cyklickou zménou teploty.

o Pik - vrchol kiivky elektroforeogramu odpovidajici signalu konkrétni
alely.

o Polymerdza - enzym pouzity v PCR (pochazejici prevazné z bakterie
Thermus aquaticus).

o Stutter — artefakt prokluzu polymerazy.

Vysetfeni DNA v ramci vy$etfovani trestného ¢inu se provadi takzvanym
DNA profilovanim (Obr. 1).

9
Alela 2: je dlouha, dlouha je

Alela 3: je dlouha, dlouha, dlouha je

===

Obr. 1 Symbolické znazornéni aplikace PCR pro DNA profilovani pomoci typizace
mikrosatelitt

Toto DNA profilovani umoznuje zodpoveédét na otazku, zda:

o stopy pochdzeji ze stejného zdroje (opakovand trestna ¢innost),

o stopa a srovnavaci vzorek pochdzeji ze stejného zdroje (stopa na misté
¢inu, ale také identifikace pohfesovanych a unesenych osob dle biolo-
gickych stop na jejich osobnich vécech nebo kontrolniho vzorku ode-
braného jako vojenska ,,psi znamka®),
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o stopa a daj v kriminalistické databdzi zlo¢incti pochdzeji ze stejného
zdroje (zasahy naslepo, tzv. ,cold hits®),

o dané osoby jsou pribuzné (otcovstvi u znasilnéni nebo incestu, ale také
identifikace pohtesovanych a unesenych osob dle jejich pribuznosti
s identifikovanymi osobami a identifikace obéti hromadnych a vale¢-
nych ne$tésti, napr. teroristicky utok na newyorska Dvoj¢ata 9/11 nebo
Tsunami v roce 2004 v Thajsku),

o stopu zanechal nékdo jiny nez podeztely (vyvinéni podeztelych, prikla-
dem budiz Innocence project).'

Pro DNA profilovani se jako standardni metoda pouziva zjistovani variant

gent (alel) délkovych polymorfismu, mikrosateliti (kratkych tandemovych

repetic) na autozomélnich (nepohlavnich) chromozomech.” Forenzné vy-

uzivané mikrosatelity jsou nekddujici, ¢tyfnukleotidové, tandemové se

opakujici repetice. Variabilita v populaci je délkova, dand poctem repetic.

Vyhodou mikrosatelitt je:

o Vysoka diskrimina¢ni schopnost (vystacuje pro identifikaci a databazo-
vani).

o Propracované pravdépodobnostni modely pro vypocet sily ditkazu (vy-
jadrené vérohodnostnim pomérem).

» Kompetitivni cena.

o Snadna interpretace za splnéni urcitych predpokladi.

o Standardnost (mezindrodni policejni databdze) a zaroven rozmanitost.

o Sluc¢ovani testtl do jedné zkumavky (multiplexing).

o Citlivost (<1 ng DNA), robustnost zvladajici i nékteré smési a degrado-
vané vzorky.

o Pouzivané forenzni mikrosatelity nejsou ve vazbé s nemocemi (nezjis-
time citlivou informaci, ktera neni dilezita pro vySetfovani).

o Malé naroky na odbér a na vzorek.

Mikrosateliti je v lidském genomu mnoho tisic, ale ve forenzni praxi se
vyuzivaji jen ¢tyfi desitky, pricemz zdkladem mezinarodni databaze CODIS
je jen 13 mikrosatelitt: TPOX, D351358, FGA, D5S818, D7S820, D8S1179,
THO1, vWA, CSF1PO, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11 (Obr. 2). Tyto
lokusy (mikrosatelitové markery) byly Ameri¢any vybrany jako databazo-
vy zdklad.>* Shoda ve 13 lokusech mezi dvéma vzorky DNA znamena, Ze
vzorky pochazeji ze stejného zdroje (s vyjimkou jednovaje¢nych dvojcat).
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Obr. 2 Vzorovy DNA profil

Vysetreni mikrosatelitd sestava z nékolika krok:

Ziskani vzorku (z mista ¢inu nebo ziskani porovnavaciho vzorku vyté-
rem ustni dutiny).

Presun vzorku do laboratore.

Izolace a kvantifikace DNA.

Namnozeni pomoci molekularni kopirky — polymerazové retézové re-
akce’ (PCR).

Kapilarni elektroforéza.

Detekce a urceni genotypu.

Interpretace (zodpovézeni otazky, zda-li se jedna o dtikaz, ktery podpo-
ruje verzi obZaloby, nebo verzi obhajoby, a jak silny je to dikaz; provadi
se vypoctem vérohodnostniho poméru).

Referovani vysledku (expertni posudek, svéd¢eni u soudu).

Kazdy z krokt je doprovazeny signovanou dokumentaci (Obr. 3).
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‘ Nalezena biologicka stopa, ‘
ziskanoz ni N bunék

Neporuseny dlkazniFetézec? - |

‘ Zbunékizolovanon cilové
DNA

Je dost kvalitni DNA? —) L

[ Cast ny pouZita pro PCR }

it

Kontaminace? — |
[ PCR vytvofi n, kopif J
|
Elektroforéza }
Detekcni limit, smés? — ]

Odecteni pfitomnych alel J

Jaké jsou hypotézy? — 1

Interpretace a posudek

Il

Obr. 3 Schematické znazornéni procesnich krokit DNA profilovani

Obhidjci v medidlnim pfipadu O. J. Simpsona® a jinych bohatych prominentt
prokazali, Ze zavdhani v jakémbkoliv kroku forenzniho vyuziti DNA je mozno
uspésné pravnicky napadnout (plati, ze ditkazni fetézec je tak silny, jako
jeho nejslabsi ¢lanek). Uzndvanym pristupem pro fizeni kvality v laboratofi
je ziskani formalniho uznani kvality — akreditace od Ceského institutu pro
akreditace’ dle mezinarodni normy ISO17025. Principem této normy je, zZe
ptijeti vzorku laboratofi k vysetfeni provadi proskolend a externé¢ kontrolo-
vana osoba s nezbytnymi znalostmi a zkusenostmi, dle standardniho ope-
ra¢niho protokolu, ve vhodné laboratofi, za pouziti kalibrovanych ptistroj
a validovanych metod; vysledky interpretuje dle odbornych doporuceni.
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Kromé naruseni celistvosti diikazniho fetézce mohou vypovédni hodnotu

DNA dukazt snizit nebo anulovat dal$i komplikace vySetfeni (Obr. 4):

A) Kontaminace (znecisténi jinym vzorkem; muze k ni dojit na misté ¢inu
i nedbalosti v laboratoti nebo u dodavatele spotfebniho materidlu pro
laborator). Odecteme vice nez dva piky na jednom lokuse nebo odecte-
me piky i tehdy, pokud vzorek neobsahoval lidskou DNA.

B) Artefakt zptisobeny nedokonalym pridanim beztemplatového adeninu.
Polymeraza u tfetiho cyklu a dalsich cykli PCR dojde na konec vzoro-
vé, templatové DNA a prida jesté jeden adenin. Kromé spravného piku
pak odecteme i pik o jeden nukleotid delsi. Podminky PCR se vétsinou
nastavuji tak, aby adenin ,,navic byl u vsech DNA molekul. Nicméné
u nékterych molekul se to nepodari.

C) Artefakt zptisobeny polymerazou, ktera posko¢i na svém templatu
stejnym mechanizmem, jako kdyz proklouzne fetéz na kole (anglicky
stutter). Kromeé spravného piku lze odecist také pik odpovidajici alele
o0 jednu jednotku repetice kratsi (vyjime¢né o jednotku repetice delsi).

D) Artefakt zptisobeny prili$ silnym signalem a nedokonalou softwarovou
filtraci spektralniho prekryvu fluorescen¢nich znaéek v detekénim sys-
tému, preteceni (pull-up). Odecteme nespravné pik i v jinych barevnych
kandlech.

E) Sum (noise) a kariky (uvolnéné fluorescenéni znacky, dye blobs). Spravné
piky mohou byt Sumem nebo kankou zaclonéné (nevime, jestli jsou,
nebo nejsou pritomny).

F) Elektricky vyboj (spike). Pokud nejsme pozorni a nesledujeme tvar piku,
tak mazeme spike zaménit za pik.

G) Nevyvazené piky. U heterozygota nejsou piky na lokuse stejné vysoké
(nizéi pik muze byt prehlédnut nebo zaménén za artefakt).

H) DNA smési. Vice neZ dva piky na vice nez dvou lokusech. U vice nez tfi
osob je DNA profil nerozklicovatelny.

I) Netplny DNA profil kvtli degradaci stopy. Chybéjici signal u heterozy-
gota (alelicky drop-out) nebo dokonce chybéjici signal na celém lokuse
(lokusovy drop-out). Alelicky drop-out ma stejny projev jako ,,nulova
alela®, kdy polymorfismus v misté vazby primeru na templat znemozni
amplifikaci alely a signal neni generovan.

J) Arteficialni signdl u degradovanych vzorkt pfi limitu citlivosti metody
(drop-in).
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K) Tti signaly na lokuse (nejedna se o trisomii chromozomu nebo o kon-
taminaci, ale o duplikaci chromozomové oblasti bez fenotypového pro-
jevu). Peclivému pozorovateli obrazku 4 neunikne, ze komplikace A, D,
H, J a K mohou mit stejny projev na elektroforeogramu.

A B
S g A AL
C D £
| F G H
| J K

Obr. 4 Schematické elektroforeogramy pii komplikacich vySetieni

Je nutné si uvédomit, ze sila DNA diikazu je podminénd, zavisi na okolnos-
tech. V nékterych ptipadech je DNA profilovani zbyte¢né (DNA profilové-
ni vaginalniho vytéru u znasilnéni manzelem nepfinese Zadnou pouzitel-
nou informaci, protoze pravdépodobnost nalezeni DNA profilu manzela
v pochvé manzelky je stejnd, at byl sex konsenzudlni, nebo se jednalo o zna-
silnéni). Jindy zase neni vylou¢en sekundarni (poptipadé terciarni) pfenos
DNA z jednoho pfedmétu na jiny nebo z jedné osoby na druhou osobu
nebo predmét. Diky citlivosti metod mohou dutisledky prenosu biologické-
ho materialu nabirat i bizarni podoby: krevni stopa na stropé v hotelovém
pokoji, kde byl nalezen zavrazdény, odpovidala osob¢, kterou pichl komar
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v jiném pokoji, a ktera neméla se zlo¢inem nic spole¢ného."”” Podivejme se
na jeden zahrani¢ni, medialné prezentovany ptipad, ktery byl uzavien v roce
2011 - vrazdu Meredith Kercher. Tento pfipad nazorné ukazuje néktera
omezeni forenzni DNA analyzy.

Nejprve predstaveni aktérti: Meredith Kercher — obét vrazdy, Amanda
Knox - obvinéna, Raffaele Sollecito — obvinény pritel Amandy Knox, Rudy
Guede - odsouzeny vrah Meredith Kercher. A nyni chronologicky, co se

v piipadu odehrévalo.®
2007, srpen

2007, 10. zari

2007, 20. zari

2007, tijen

2007, 25. fijna

2007, 1. listopadu
2007, 2.-6. listopadu

2007, 6. listopadu

2007, 19. listopadu

2007, 20. listopadu
2008, 1. dubna
2008, 29. fijna
2009, 16. ledna

2009, 18. listopadu
2009, 21. listopadu

Meredith Kercher prijizdi do italské Perugie.
Kercher si spolu se dvéma Italkami pronajima byt
na Via della Pergola 7.

Amanda Knox si pronajima ¢tvrty pokoj na Via del-
la Pergola.

Rudy Guede potkava Kercher a Knox.

Knox chodi s Raffaelem Sollecito.

Kercher brutalné zavrazdéna nozem ve svém pokoji.
Knox a Sollecito vyslychani jako svédci (bez ptitom-
nosti advokatu).

Na otazku, kdo by mohl byt vrahem, Knox jmenuje
svého zaméstnavatele v baru - Patricka Lumumbu.
Knox, Sollecito a Lumumba jsou zatéeni.

Otisky prstit na misté ¢inu byly ztotoznény s Gue-
dem. Pozdéjsi srovnani DNA profilu z mista ¢inu
(mezi jinymi z nesplachnutého exkrementu v za-
chodové mise) s porovnavacim vzorkem ztotoznéni
potvrzuje.

Guede zat¢en v Némecku, Lumumba propustén
z vazby.

Italsky Nejvyssi soud potvrzuje uvaleni vazby na
Knox, Sollecito, Guede.

Guede odsouzen na 30 let, Knox a Sollecito obvinéni
z vrazdy a sexualniho utoku.

Zacina soudni preli¢eni s Knox a Sollecito.

Zacind odvolaci soud Guede.

Obzaloba pozaduje dozivotni trest pro Knox a Sol-
lecito a navic 9 mésicti samotky pro Sollecito.
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2009, 4. prosince Knox odsouzena na 26 let, Sollecito na 25 let.

2009, 22. prosince Gueduv rozsudek zmirnén na 16 let.

2010, kvéten Guede podava druhé odvolani.

2010, 24. listopadu Zacind odvolaci soud Knox a Sollecito.

2010, prosinec Kasacni soud (posledni odvolaci instance v Italii)
potvrzuje rozsudek pro Guedeho.

2011, 29. ledna Nezavisli experti zpochybnili diikazy proti Knox
a Sollecito (zprava Carla Vecchioti a Stefano Conti).

2011, 3. fijna Sollecito a Knox omilostnéni v celém rozsahu.

Na zakladé jakych dtikazt byli Knox a Sollecito nejprve odsouzeni a poté

propusténi? Dle informaci z médii, z pfednasky prof. Grega Zampikiana

na konferenci” '’ Forensica 2012 a z Conti-Vecchiotti reportu'' byly hlavnimi
dikazy dvé polozky:

o Dukazni polozka ¢islo 36, niz nalezeny v pokoji Sollecita v kuchynské
zasuvce, ze kterého mél byt ziskan DNA profil Kercher z ¢epele a DNA
profil Knox ze stfenky.

 Dtikazni polozka ¢islo 165, prezka podprsenky Kercher nalezend utrzena
a zakrvacena na misté ¢inu. Z ni mél byt ziskan DNA profil Sollecita.

Jak se mohly tyto diikazy nakonec ukazat jako nepresveédcivé?

Z noze byl ziskdan DNA profil Knox s velmi nizkym signalem, pod inter-
preta¢nim limitem. Sérologické testy neprokazaly, ze DNA Kercher pochazi
z krve. Neni zfejmé, proc¢ policisté povazovali tento nliZ za vrazedny nastroj.
Bodné rany na hlavé zavrazdéné tomuto nozi neodpovidaly. Zajisténi dii-
kazu nebylo provedeno s dostate¢nymi protikontamina¢nimi opatfenimi:
pfi odvolacim stani byly v soudni sini promitany videozabéry natocené
pri zajisténi tohoto ditkazu. Prestoze policisté tvrdili, Ze si méni rukavice
mezi jednotlivymi vzorky, v zabéru kamery se ukdze rukavice, na které je
viditelna $pina.

Prezka byla zajisténa az po uplynuti 46 dni od zlo¢inu (!) v prostredi,
které nebylo zajisténé a vnikli do néj lovci senzaci a také Sollecito. Prestoze
policisté dokumentovali zajisténi vSech diikaznich polozek, zajisténi tohoto
dikazu dokumentovano nebylo. Naopak se pti odvolacim stani ukazalo,
ze si policisté svou chybu uvédomili a prezku znovu polozili na ptivodni
misto, aby mohli jeji zajisténi dokumentovat. Nebyla provedena negativni
kontrola kontamina¢niho pozadi mista ¢inu. Na prezce byl majoritni DNA
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profil obéti a minoritni profil interpretovany policii jako pattici Sollecito.
Nezavisly expert ale nalezl smésny DNA profil slozeny z DNA nejméné tri
muzi. Policie si nastavila tentokrat detek¢ni limit tak, ze nékteré piky na
elektroforeogramu byly odfiltrovany a nedostaly se do zpravy.

Pro omilostnéni poslouzily tyto argumenty:

o Poruseni lidskych prav (Knox byla vyslychdna bez prekladatele a bez
advokata).

o Neporadek v dokumentaci policie, chyby pfi zajisténi dtikazniho mate-
ridlu znehodnujici dva zakladni dikazy.

o Nedostate¢né kontroly kontaminace.

« Spatnd interpretace sily diikazu - nedostate¢né zhodnoceni moZznosti
transferu biologického materidlu.

Vice informaci tykajicich se forenzni genetiky je na webovych strankach
Ceskoslovenské spole¢nosti pro forenzni genetiku'> CSSFG a na strankach
vyukového projektu, financovaného grantem' OPVK.
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Zajimavy svét sinic a ras
Sinice a fasy ve vyuce zakladnich a strednich Skol

Petr Hasler
Katedra botaniky, Prirodovédeckd fakulta, Univerzita Palackého v Olomouci

Prednaska probéhla dne 19. ledna 2012.

Obecny uvod

Sinice a rasy predstavuji jednoduché mikroskopické az makroskopické
fotosyntetické organizmy, které jsou tvoreny nerozliSenym télem stélkou.
Tvar a typ stélky patfi mezi rozhodujici faktory pfi determinaci sinic a fas
na drovni druhd az vyssich taxonomickych celkd. Mezi zakladni typy stélek
radime: kokalni, ktera je tvofena jednotlivymi bunikami, zpravidla kulovi-
tého, vejcitého nebo protahlého tvaru, které ziji samostatné nebo v kolo-
niich, pficemz mezi vyrazné organely patti chloroplast; bi¢ikaté, které jsou
tvoreny jednotlivymi bunkami zijicimi jednotlivé nebo v koloniich, bunky
jsou zpravidla kulovité, kapkovité nebo vej¢ité, mezi vyrazné organely patii
bic¢iky, stigma a chloroplast; vlaknité, které jsou tvoreny stélkou protahlého
tvaru z fad jednotlivych bunék, které jsou navzéjem propojeny do fyziolo-
gicky propojeného celku, stélka se muze vétvit do morfologicky stejnych
nebo odlisnych vétvicek; sifonalni a sifonokladalni, které se podobaji vldk-
nitym stélkam, nicméné vykazuji odlisnosti v usporadani bunky, které jsou
mnohojaderné s obvykle velkym mnozstvi drobnych chloroplastt, stélka se
muze vétvit nebo tvorit slozitéjsi usporadani.

V Zivoté sinic a fas a jejich determinaci hraje diilezitou roli zpusob jejich
rozmnozovani a typ zivotniho cyklu. Za zakladni cestu rozmnozovani miize-
me povazovat nepohlavni cestu, kterd se vyskytuje u v§ech skupin. Jedna
se o prosté buné¢né déleni, fragmentaci stélky az produkci specifickych
bic¢ikatych, nebo nebi¢ikatych vytrusd. Pohlavni rozmnozovani je provazeno
tvorbou gamet, které se mohou v ramci druhu lisit velikosti, tvarem nebo
mohou byt naprosto identické. U velké skupiny fas je dominantni haploid-
ni ¢ast Zivota a jediné, co je diploidni, je zygota. U nékterych ras dochazi
ke sttidani haploidni a diploidni faze, tedy dochazi k rodozméné. Haploidni
a diploidni rostliny se mohou morfologicky lisit, nebo mohou byt totozné.
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Evoluce a vztahy uvnitf sinic a fas

Prvni zarodky vzniku fotosynteticky aktivnich organizmt dne$ni doby, ze
kterych se postupné vyvinuly sinice, se objevily priblizné pred 3,5-3 mld. let.
Objev sinic na Zemi mél pro vyvoj dalsiho Zivota zasadni vyznam. V dobé
jejich vzniku panovaly na Zemi pomérné extrémni podminky, zejména
velmi nizké koncentrace kysliku. Sinice jako prvni organizmy s fotosyn-
tézou dnes$niho typu hraly kli¢ovou roli v obohaceni atmosféry kyslikem.
Postupem ¢asu sinice vstupovaly do fady vztahti s ostatnimi organizmy, coz
vyustilo ve vznik dalsich skupin eukaryotickych ras. Tyto vztahy a vznik
rasovych skupin jsou zaloZeny na endosymbiotickych procesech. V prvnim
okamziku byly sinice pravdépodobné pouhou potravou pro drobné organiz-
my typu prvokd. Z dosud ne presné zjisténych pri¢in nékteré sinice nebyly
straveny a staly se soucasti hostitelského organizmu. V prvnim okamziku
si sinice uvnitt hostitele zachovala svoji vnitfni strukturu a autonomii. Po-
stupné vsak svoji autonomii ztracela a doslo i ke zjednoduseni struktury,
¢imz se ze sinice stal chloroplast. V tomto okamziku vznikly dvé vyvojové
linie primdrnich fas - zelené a cervené. Tento evolu¢ni krok se opakoval
a koristi predatora byla zelena nebo ruda rasa. Vznikla druha skupina tzv.
sekundarnich fas — napf. skryténky, obrnénky, krasnoocka a hnédé rasy.

Ekologie sinic a fas

Sinice a fasy ziji na Zemi stamiliony az miliardy let. Za tuto dobu se sta-
¢ily specializovat na celou skélu zivotnich prostfedi. Mnohé druhy sinic
a fas jsou na urcity typ prostfedi a jeho kvalitu tak silné adaptované, ze
této vlastnosti se vyuziva v biomonitoringu. Druhy nazyvame bioindi-
ka¢ni a velka ¢ast z nich patti mezi rozsivky. Vyhodou rozsivek je vlast-
nost jejich pevné bunécné stény, kdy jsme schopni i ze starych sedimentd
izolovat zbytky schranek rozsivek, a tim odhadovat ekologické podminky
danych lokalit. Podle typu Zivotniho prostfedi rozliSujeme spolecenstva sinic
a fas na: planktonni - vznasejici se organizmy ve vodnim sloupci; peri-
fyticka - portstaji ponofené substraty a predméty, podle typu je délime na
epifyticka - na rostlinach, epipelickd — na povrchu bahnitych sedimentt,
epilitickd - na povrchu kamend, epizoicka — na povrchu zivocichi; aero-
fyticka — druhy vyuzZivaji vzdu$nou vlhkost; subaerofyticka — druhy jsou
periodicky smaceny vodou. Néekteré skupiny sinic a fas vytvari v prirodé
charakteristické populace.
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Mnohé planktonni sinice na vodni hladiné vytvari patrnou hmotu ve
formé vloéek, jehli¢ek az souvislych povlakd, kterou nazyvame vodni kvét.
Vznik tohoto neptijemného fenoménu je spojeny s eutrofizaci vod, tedy se
zvySenim jejich uzivnosti. Do vodniho ekosystému vstupuji rozli¢né zivi-
ny (napt. dusi¢nany, fosfore¢nany) prirodni cestou (eroze, organicky opad
vegetace, vykaly vodniho ptactva a ryb) nebo ptisobenim ¢lovéka (odpadni
vody z domacnosti, primyslu a zemédélstvi). Zvy$eny Zivinovy vstup na-
sledné podporuje rozvoj sinic vodniho kvétu, jejichz populace velmi ¢asto
produkuji nebezpeéné cyanotoxiny. Za bezvétrnych parnych dni mizeme
na vodni hladiné pozorovat rtiznobarevné povlaky, kterym fikdme neusto-
nicka blanka. Tvori ji zdstupci ze skupin zlativek, krasnoocek nebo zelenych
fas. Specifické populace fas zijicich na povrchu snéhové pokryvky nazyvame
snézné rasy. Vyskytuji se v horskych a severskych oblastech. Snih je zabarve-
ny podle jednotlivych druht, napf. zelené nebo ¢ervené. Néktera aerofyticka
spolecenstva ziji v omitkach domt nebo vzacnych historickych freskach
a jeskynnich malbdch. Svoji metabolickou ¢innosti tyto substraty rozrusuji
a zpusobuji jejich dlouhodobou erozi. Masivni populace nékterych druhi
maji geologicky vyznam. Ze stélek paroznatek vznikala hornina travertin,
ktery se vyuziva ve stavebnictvi. Ze sedimentovanych schranek planktonnich
rozsivek vznikla hornina kfemelina (kfemita hlinka, kfemelina). Z mnohych
motskych ras vznikly mocné vapenaté sedimenty (Corallina officinalis).

Vyuziti sinic a fas

Rada sinic a fas se vyuzivé ve farmacii, potravinafstvi a biotechnologii.
Zelené tasy rodu Haematococcus a Dunaliella jsou vyznamnymi produ-
centy biologicky aktivnich karotent, které maji protindadorové ucinky. Sinice
Arthrospira a zelena fasa Chlorella jsou vyznamnymi producenty biomasy,
ktera je doplitkovym zdrojem vyzivy. Pojidani téchto preparati obohacuje
vyzivu ¢lovéka o proteiny, stopové prvky a vitaminy. V primorskych statech
se hojné pojidaji makroskopické moiské ruduchy (Porphyra), chaluhy (La-
minaria) a zelené fasy (Ulva). Pojidani fas je popularni zejména v pfimot-
skych statech Asie (Nori - produkt pti vyrobé susi). Ze spalovani makro-
skopickych stélek morskych chaluh se ziskaval jod. V souc¢asné dobé jsou
sinice a fasy pfedmétem intenzivniho technologického vyzkumu za ac¢elem
produkce biopaliv. Vyzkum se zaméfuje na kmeny s vysokou produkei olej-
natych inkluzi, jako napt. ze skupin rozsivek. Rasy jsou pfedmétem vyzku-
mu a technologie jiz delsi dobu. Alfred Nobel roku 1866 pouzitim kfemité
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hlinky stabilizoval nitroglycerin a vynalezl tim dynamit. V pozistalosti
odkézal sviij majetek nadaci, ze které se kazdoro¢né vyplaci Nobelova cena.

Prehled vyznamnych skupin sinic a fas
Sinice (Cyanophyta, Cyanobacteria)

Sinice (Obr. 1-4) jsou jednoduché organizmy, jejichZ stélka muze byt jed-
nobuné¢na nebo vldknitd, pricemz bunky i vldkna se mohou sdruzovat
v koloniich. Buiiky sinic vykazuji bakterialni (prokaryotickou) strukturu.
Nenachazime u nich pravé oblanéné organely jako u eukaryotickych bunék.
Bunéény obsah vyplnuji thylakoidy (vackovité atvary s fotosyntetickymi
pigmenty), nukleové kyseliny, ribozomy a ¢etna zasobni granula. Kromé
béznych fotosyntetickych pigmentt jako je chlorofyl, jsou na povrchu thy-
lakoidi umistény specifické bilkovinné pigmenty fykobiliny. Tyto mohou
vyuzivat zbytkové osvétleni, které by naptiklad chlorofyl jiz nebyl schopen
vyuzit. Z toho je patrné, Ze sinice jsou schopny prezivat za svételné nepri-
znivych podminek (napt. v hlubokych vodach nebo jeskynich). Fykobiliny
jsou dvojiho typu (modry fykocyanin a cerveny fykoerytrin), pricemz podle
kvality svétla v prostfedi maji sinice schopnost ménit pomér zastoupeni
téchto pigmentii. Zabarveni bunék sinic je pak dano kombinaci jednotlivych
pigmentt a miiZe byt proménlivé od zlutavych bunék, pres zelené, modro-
zelené, hnédé, ¢ervené po odstiny $edavé. Na povrchu bunék byva pritomno
velmi Casto vétsi mnozstvi slizu, ktery mtize mit podobu ridce se rozplyvajici
hmoty, nebo jasné ohranicené priithledné vrstvy. Sliz hraje v zivoté mnohych
sinic dalezitou roli. Chrani buiiky proti nadmérnému vysychani nebo proti
zvy$enému ozafeni. Sliz byvd také velmi casto zabarveny (Cerveny, zluty,
modry, fialovy, hnédy).

Neékteré typy sinic mohou vytvaret specifické metamorfované burky,
které vznikaji pfeménou (metamorfézou) bunék vegetativnich. Jako akinety
oznacujeme silnosténné kulovité nebo ovalné bunky u vlaknitych typt sinic,
které slouzi k preziti neptiznivych podminek. Obsah akinet je zpravidla
vyraznéji granulovany (zasobni granula). Jako heterocyty oznacujeme zpra-
vidla kulovité bunky s ¢irym obsahem, které se tvofi rovnéz u vlaknitych
typl. V jejich bunééném obsahu dochazi k fixaci plynného dusiku a jeho
preméné na amonné ionty, které nasledné vstupuji do metabolizmu amino-
kyselin. Ve vegetativnich bunkach planktonnich sinic mtizeme pozorovat
tmavé nepravidelna zrnicka, kterym fikame aerotopy. Diky nim se mohou
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sinice vznaset na vodni hladiné a pti svém pfemnozeni v eutrofnich vodnich
néadrzich tvoii vodni kvét.

Rozmnozovani sinic je velmi jednoduché. Déje se prostym amitotickym
bunéénym délenim, pri¢emz se mohou vytvaret specifické rozmnozovaci
utvary, napr. jednotlivé kulovité spory nebo ty¢inkové ulomky.

V prubéhu dlouhé evoluce se sinice adaptovaly na celou fadu rozli¢-
nych prostredi. Nachazime je od teplych rovnikovych po chladné arktické
oblasti. Volné se vznasi ve vodach, stejné tak poristaji ponofené substra-
ty nebo se vyskytuji v suchozemském prostfedi na povrchu skal, stromd,
na historickych pamatkach jakou jsou kasny, kostely nebo freskové malby.
Po vydatnych destich se objevuji nékteré sinice v podobé slizovitych po-
vlakd na povrchu pudy mezi stébly travy. V pretrvavajicich kaluzindch se
na jejich dné vyskytuji populace sinic v podobé zelenych, zelenomodrych
nebo Sedavé zelenavych povlaki. Obcas se tyto populace utrhnou ze dna
kaluziny a vznasi se hladiné v podobé¢ chomacovitého trsu. Sinice lze snadno
vzorkovat sbérem kolonii nebo oskrabnutim ze substratt a Ize je snadno
udrzovat v rozvlhéeném stavu.

Mezi typické rody sinic patfi:

Chroococcus — kokalni sinice s typickymi vrstevnatymi slizovymi obaly. Ko-
lonie obsahuji obvykle mensi mnozstvi bunék (2-8). Vyskytuje se v raselini-
$tich, na ponofenych substratech apod. (Obr. 1-2). Celosvétové hojny rod.
Microcystis — kolonidlni kokalni sinice s velkym mnozstvim drobnych bu-
nék, které jsou ulozeny ve slizu. Buniky obsahuji velké mnozstvi aerotopii.
Casto tvoii masivni vodni kvéty v nasich stojatych vodach (Obr. 3). Celo-
svétove hojny rod.

Oscillatoria — vlaknity typ s plochymi bunkami. U pri¢nych prehradek jsou
Casto ulozena zasobni granula. Vl1akna vykazuji charakteristicky drkavy po-
hyb. Casty rod na povrchu sedimentii nasich vod (Obr. 4). Celosvétové
hojny rod.

Spirulina - spiralovité stocend vlaknitd stélka. Portistd ponorené substraty,
jako jsou sedimenty, kameny nebo rostliny. Z podobného rodu Arthrospira
se vyrabi vyzivovy doplnék pod jménem Spirulina. Celosvétové hojny rod.
Nostoc - obvykle slizovité mikroskopické az makroskopické kolonie na po-
vrchu vlhké ptidy, na kamenech nebo ponorenych predmétech. Vlakna jsou
rtizné zkroucend, obalena slizovymi pochvami, obsahuji akinety a hetero-
cyty. Celosvétové rozsireny a velmi hojny rod. Nékteré druhy jsou jedlé
a vyuzivaji se zejména v asijské kuchyni.
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Anabaena - jednovlaknova sinice s akinetami a heterocyty, které lezi vedle
sebe nebo v tésné blizkosti. Vlakna jsou rovna nebo stocena, planktonni
druhy maji velké mnozstvi aerotopti. Nékdy tvori vodni kvéty. Bentické
druhy porustaji ponofené substraty. Celosvétové hojny rod.
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Obr. 1-4 Bézni zastupci nasich sinic: 1-2 Chroococcus — kokalni rod s jasné viditelnymi
slizovymi obaly, 3 Microcystis aeruginosa — kokalni rod tvorici pouhym okem viditelné
kolonie, 4 Oscillatoria — vlaknity typ s vyrazné plochymi bunikami

Ruduchy (Rhodophyta)

Ruduchy (Obr. 5-8) predstavuji vyvojové starobylou skupinu fas. Jejich stél-
ka je velmi variabilni. MzZe byt jednobuné¢na, vlaknita i pletivna. Vl1aknité
stélky byvaji ¢asto vétvené s morfologicky odliSnymi postrannimi ¢4stmi.
Pletivné stélky jsou rozliSeny v rhizoid, kauloid a fyloid. Typickou organelou
je nacervenaly, ¢ervenohnédy az cervenozeleny chloroplast, pficemz pocet
chloroplastt se miize lisit podle typu ruduchy (jeden nebo vice chloroplas-
ti1). Mezi fotosynteticka barviva ruduch patii chlorofyl a, d a fykobiliny. Bu-
nécné stény byvaji vyrazné, nékdy zeslizovatélé. Vl1aknité typy ruduch maji
otvory v pri¢nych prehradkach, které byvaji uzavrené peptidoglykanovou
zatkou. Timto znakem se ruduchy podobaji nékterym houbam. V zivoté
ruduch hraje velmi dilezitou tlohu rodozména. Jejich zivotni cyklus je roz-
délen do gametofytni a sporofytni faze. Obvykle si gametofytni a sporofytni
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rostliny nejsou morfologicky podobné, tudiz hovorime o tzv. rodozméné
heteromorfické.

Ruduchy se velmi ¢asto vyskytuji v morich, kde portstaji pobfezni ob-
lasti. Mohou zde sestupovat i do zna¢nych hloubek, kde je jiz velmi nizka
intenzita ozareni, a diky pritomnym fykobilinim vyuzivaji zbytkové svétlo
pro svyj rist. Kromé motskych prostredi, ktera jsou pro ruduchy typicka,
se té2 vyskytuji ve vnitrozemi ve sladkych vodach. V Ceské republice je
nachazime obvykle ve velmi chladnych a ¢istych vodach jako jsou rychle
tekouci horské a podhorské ri¢ky. Sekundarné se mohou vyskytovat pod
prehradnimi nadrzemi, kde je po uréité délce toku chladnd voda z hlubin-
nych vypusti téchto prehrad. V téchto lokalitach ruduchy tvori husté porosty
v podobé chomaci a vlasovitych struktur.

Ruduchy jsou pfedmétem $irokého zajmu, protoze nachazi vyuziti v radé
oblasti. V ptimoftskych statech jsou tradi¢né vyuzivany jako zdroj potravy.
Zejména asijské zemé maji v tomto dlouho trvajici tradici a ruduchy na-
chazime v jidelnicku jiz tisice let. Nékteré ruduchy, jako napt. Porphyra, se
péstuji v pobreznich oblastech a vyrabi se z nich produkt pod nazvem Nori.
Susené stélky ruduch si lze snadno opatfit ve specializovanych obchodech
se zdravou vyzivou. Jiné motské ruduchy (Gelidium, Chondrus) se vyuzi-
vaji pro extrakci gelovitych latek, které zname pod nazvem agar a karagén.
Agar je dilezitou slozkou mikrobiologickych kultiva¢nich medii. Karagén
se vyuzivd v potravindrstvi.

Mezi zakladni rody ruduch patfi:

Batrachospermum - sladkovodni typ, ktery u nas obyva chladné proudici
vody. Zije na kamenech v podobé nékolik centimetri dlouhych vldknitych
svazku. Stélky jsou vétvené hnédavé az hnédocervené (Obr. 5-6).
Lemanea - vlasovité vyhliZejici ruducha nasich horskych toku s kolénko-
vitymi roz$ifeninami ve stélce. Portista kameny v rychle tekoucich vodach
(Obr. 7-8).

Hildebrandia - vytvari ¢ervené kozovité povlaky na kamenech v rychle te-
koucich vodach. Buniky na sebe velmi tésné doléhaji a pfipominaji paren-
chymatické pletivo.

Porphyra - plose listovita morska ruducha, ktera obyva pobiezni oblasti.
Gelidium - ketickovité vyhlizejici morska ruducha.

Corallina - husté vétvend a silné inkrustovana morska ruducha. Je velmi
vyznamna pfi tvorbé vapenatych hornin.
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Compsopogon — vlaknita ruducha modravé az hnédavé barvy. U nés byva
Casta v akvariich, kam se dostava s akvarijnimi rostlinami, na kterych vytvari
chomadcovité povlaky.

Obr. 5-8 Zastupci nasich ruduch: 5, 6 Batrachospermum - bohaté vétvena fasa, 7, 8 Le-
manea — vlasovité vyhliZejici fasa periodicky se rozsitujici

Rozsivky (Bacillariophyceae, Diatomae)

Skupina rozsivek (Obr. 9-20) zaujima ve svété sinic a fas velmi vyznamné
postaveni. Jednd se o jednobunécné rasy se specifickym bunécnym oba-
lem, kterému fikame frustula. Tento obal je svoji charakteristikou naprosto
unikatni. Zakladni stavebni jednotkou je oxid kiemicity, ktery davd obalu
velkou pevnost. Bunky rozsivek diky tomuto obalu ziskévaji pfedem defi-
novany tvar, ktery ma zasadni vyznam pii taxonomické determinaci. Po-
vrch frustuly je rozbrazdén riznymi otvory a ryhami, které maji rovnéz
taxonomicky vyznam. Frustula se sklada ze dvou c¢asti (misek). Pti riistu se
bunka rozpada a dortista ji nova ¢ast kfemicité frustuly, kterd je vzdy mensi.
Timto se velikost bunék v populaci zmensuje. Po dosazeni urcité kritické
velikosti dochdzi k pohlavnimu rozmnozovani, kdy po vzniku a rychlém
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ristu zygoty dochazi k obnové ptavodni velikosti bunék v populaci. Mezi
typické organely patti vyrazné hnédavé chloroplasty, které jasné naznacuji
pribuznost s ostatnimi hnédymi fasami. Zabarveni rozsivek je dano pritom-
nosti chlorofylu a, ¢ a fukoxanthinu. Zasobni latkou je chrysolaminaran,
ktery se nebarvi jodovymi roztoky do fialova. Mezi dal$i vyznamné zasobni
latky patti olejové inkluze.

Rozsivky maji velky ekologicky vyznam. Jsou celosvétové rozsifené
a mnohé druhy nam svoji pfitomnosti indikuji kvalitu Zivotniho prostredi.
Analyzy rozsivkovych spolecenstev hraji dilezitou roli v biomonitoringu.
Rozsivky celosvétoveé vytvari velmi pocetnou populaci, ktera je rovnéz velmi
dalezitym producentem kysliku. Biomasa rozsivek je mimo jiné vyznam-
nou slozkou potravniho fetézce. Ze sedimentovanych schréanek rozsivek
vznikla hornina kfemelina (diatomit), kterd ma fadu technologickych vy-
uziti. Pouziva se jako brusivo, napln nékterych filtra¢nich zafizeni nebo
byla vyuzita pti stabilizaci nitroglycerinu a vynalezu dynamitu Alfredem
Nobelem. V soudasné dobé jsou rozsivky v centru zajmu diky pokrokiim
v biotechnologickém vyzkumu. Pritomnost velkého mnozstvi olejovych
inkluzi déla z rozsivek objekt sirokého komeréniho zajmu. Predpoklada se,
ze vysoceprodukéni druhy by mohly napomoci fesit budouci nedostatek
ropnych latek v primyslu a dopravé, proto se hledaji vhodné druhy a tech-
nologie, které by s vysokou efektivitou doplnily chybéjici zdroje.

Mezi zakladni rody patii:

Navicula - ¢lunkovité vyhliZejici rozsivka s vyraznym Zebrovanim frustuly.
Zije na ponotenych substritech jako sedimenty a kameny (Obr. 9-11).
Pinnularia - ovélna protahla rozsivka s hrubymi zebry, velmi ¢asto vétsich
rozméru (Obr. 12-14).

Cymbella - polokruhovita rozsivka s vyraznym zebrovdnim frustuly. Zije
na ponorenych substratech jako sediment, kameny, vodni rostliny. Hojny
vyskyt spole¢né s rodem Navicula. Casto je soucasti hustych, tmavé hnédych
spolecenstev na kamenech (Obr. 15-17).

Cyclotella — na plose kruhovitd rozsivka, kterd se nej¢astéji vznasi ve vodnim
sloupci. V nasich vodach je velmi hojna. Na jare a na podzim muize vytvaret
bohaté populace (Obr. 18).

Asterionella — hvézdicovité vyhlizejici kolonie protdhlych buné¢k rozsivek,
které ziji v planktonu (Obr. 20).

Aulacoseira — vlaknité vyhlizejici kolonie planktonnich rozsivek. Na podzim
tvoti velmi bohaté populace.
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Melosira — vlaknité vyhlizejici kolonie bentickych rozsivek stojatych i te-
koucich vod (Obr. 19).

Obr. 9-20 Zastupci nasich rozsivek: 9-11 Navicula, 12-14 Pinnularia, 15-17 Cymbella,
18 Cyclotella, 19 Melosira, 20 Asterionella

Chaluhy (Phaeophyceae)

Hnédé rasy ze skupiny chaluh (Obr. 21-24) patfi k jedném z nejdokona-
lejsich. Jejich stélky vykazuji jiz vysoky stupen organizace. Obvykle se
déli na rhizoid, kauloid a fyloid s tim, ze uvnitf stélek mtizeme nachazet
naznaky pletiv. Stélka chaluh muze byt obrovskych rozmériti a miize do-
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sahovat nékolika metr(i az nékolika desitek metri. Tyto ohromné a tézké
stélky jsou pak ve vodach nadnéseny systémy plovacich méchyrka. Bunky
chaluh obsahuji vyrazné hnédé chloroplasty, ve kterych dominuji stejné
pigmenty jako u rozsivek (chlorofyl a, ¢, fukoxanthin). Zasobni latkou je
chrysolaminaran. Mimo jiné jsou chaluhy producenty zajimavych farmako-
logickych latek s protizanétlivym a baktericidnim u¢inkem. Rozmnozovani
je pomérné komplikované. Kromé vegetativniho rozmnozovani pomoci
fragmentt stélky hraje zde vyznamnou roli rodozména neboli metageneze.
Dochdzi ke sttidani pohlavni a nepohlavni faze v zivoté chaluh, které jsou
reprezentovany dvéma samostatnymi rostlinami. U nejdokonalejsich typt
dochazi k témér uplnému potlaceni gametofytu, ktery jiz neexistuje jako
samostatna rostlina, a gamety jsou produkovany ve specifickych rozmno-
zovacich kupkdch konceptakulech.

Chaluhy jsou typické morské rasy, pricemz mnohé druhy maji geografic-
ky vymezené arealy svého vyskytu. Portstaji dno Selfovych moti, pobfezni
skaliska nebo lidské stavby jako pristavisté apod. Husté populace chaluh tvo-
I tzv. podmotské lesy, které jsou domovem pro fadu moiskych zivocichi.
Chaluhy maji Siroké praktické vyuziti jiz po tisice let. Jejich obrovské stélky
se bézné sbiraji nebo komercné tézi. Ziskané stélky se pak susi, konzervuji
nebo se z nich vyrabi rizné kosmetické a farmakologické produkty. Ze stélek
chaluh se extrakei ziskava jod.

Mezi zakladni rody patii:

Laminaria - makroskopicka, az nékolik metrt dlouha fasa s délenim stélky
na rhizoidy, masivni protahly kauloid a plose listovité fyloidy (Obr. 21).
Sargassum - lianovitd chaluha, kterd roste v oblasti tzv. Sargasového mofte.
Stélka je nadnasena plovacimi méchyiky, které jsou v hroznovitych shlucich
(Obr. 24).

Fucus - plose listovita, dichotomicky vétvena stélka se stfednim zebrem
uvnitf fyloidu. Podél sttedniho Zebra se nachazi po parech drobné plovaci
méchyrky (Obr. 23).

Krasnoocka (Euglenophyta)

Bicikovci ze skupiny krasnoocek (Obr. 25-30) zaujimaji v systému zvlastni
postaveni. Nékterymi znaky jsou pfibuzni zelenym fasam, jinymi naopak
prvokim. Charakteristickymi sou¢astmi bunék jsou biciky (2, jeden je
velmi ¢asto zakrnély) a vyrazna stigma, ktera je ulozena v apikalni ¢asti
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Obr. 21-24 Zastupci chaluh: 21 Laminaria, 22 Alaria, 23 Fucus, 24 Sargassum

buriky v blizkosti tzv. ampule, tedy mista ukotveni bi¢ika. Bunéény povrch
krasnoocek je kryt elastickou pelikulou (plazmatickd membrana s vyztu-
zovacimi proteiny) nebo pevnou lorikou (hnédavé inkrustovana schranka).
Chloroplasty jsou obvykle drobné a ¢etné, mezi nimi se nachazi prithledna
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zrnka zasobni latky, které fikdme paramylon. Vyznamnym fotosyntetickym
barvivem je chlorofyl a, b. Buniky maji obvykle vietenovity, kapkovity, ovalny
az kulovity tvar.

Z hlediska zivota a Zivotni strategie jsou krasnooc¢ka pomérné unikatni
skupinou. Kromé autotrofniho zptsobu vyzivy se ochotné vyzivuji hete-
rotrofné. Pfijimaji jednak rozpusténé organické latky, nebo jsou dokonce
schopny aktivniho lovu bakterii nebo jinych drobnych ras. Krasnoocka
se také proto Casto vyskytuji ve znecisténych vodach. Bézné je nachazime
v chovnych rybnicich nebo v lokalitach, kam sméruji splaskové vody z do-
macnosti a zemédélstvi. Casto se ve vodach vyskytuji v blizkosti sedimentd,
kde jsou zvy$ené koncentrace organickych latek a dostupné drobné potra-
vy pro dravé druhy. Druh Euglena sanguinea tvori za teplych letnich dni
na vodni hladiné ¢ervenou neustonickou blanku.

Mezi zakladni rody patii:

Euglena - protahlé, ovalné nebo vietenovité bunky, mnohdy elastic-
ké, mohou ménit sviij tvar. Vyskytuje se ve stojatych i tekoucich vodach
(Obr. 25-26).

Phacus - obvykle plose listovité buiiky s ¢asto naznac¢enymi bilkovinny-
mi provazci v pelikule. Hojny rod ve stojatych a mirné tekoucich vodach
(Obr. 27-28).

Trachelomonas — kulovité az ovalné bunky s vyrazné hnédé zabarvenymi
lorikami. Nékteré loriky maji na svém povrchu zfetelné trny, vystupky apod.
(Obr. 29-30).

Zelené fasy (Chlorophyta a Streptophyta)

Skupina zelenych ras (Obr. 31-41) je v soucasné dobé rozdélena na dvé
hlavni vyvojové vétve. Prvni zahrnuje jednodussi kokalni az vlaknité typy
(Cholorophyta), jejichz zptisob pribéhu mitdzy a molekularni charakteris-
tiky je oddéluji od druhé skupiny (Streptophyta), kterd se buné¢nou struk-
turou, mechanizmem buné¢ného déleni a molekuldrné vice podoba vys$im
zelenym rostlinam. Mtizeme tedy fici, Ze skupina Streptophyta predstavuje
dulezitou linii v evoluci vys$sich rostlin.

Stélky zelenych fas (Chlorophyta a Streptophyta) jsou velmi variabilni
a v této skupiné se objevuji prakticky vSechny typy. Velmi ¢asté jsou kokalni,
bic¢ikaté a vlaknité. Bunécné stény jsou velmi casto pevné, vyrazné, nékdy
s vyraznymi strukturami v podobé vystupku a hrbolki. Chloroplasty jsou
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Obr. 25-30 Zastupci nadich krasnoocéek: 25-26 Euglena, 27-28 Phacus, 29-30 Trache-
lomonas

jasné zelené, obsahuji chlorofyl a, b. Ve struktute chloroplastu lze pozoro-
vat drobnd bilkovinna téliska (pyrenoidy), na jejichz povrchu byva ulozena
zasobni latka ($krob) ve formé zrnek. Rozmnozovani téchto ras je variabilni
s ohledem na celkovou §ifi této skupiny. Rasy se bézné rozmnozuji fragmen-
taci stélky nebo pomoci vytrust (spor), které mohou byt bi¢ikaté (planospo-
ry), nebo nebicikaté (aplanospory). Pohlavni rozmnozovani zahrnuje izo-,
anizo- a oogamii. Dal$im prikladem pohlavniho rozmnoZzovani je somato-
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gamie, kdy jako gameta vystupuje pfimo vegetativni bunka. Tento proces
je typicky pro skupinu, kterou oznacujeme spdjivky a nazyvame ho spajeni
(konjugace). Zelené rasy velmi ¢asto Ziji v haploidnim stavu a gamety se
netvori redukénim délenim, které se objevuje az pti déleni zygoty a tvorbé
novych jedincil. Méné ¢asto se vyskytuje rodozména, kdy se stiidd gameto-
fytni a sporofytni faze v podobé dvou nezéavisle rostoucich rostlin. Jesté méné
Casto se vyskytuje stav, kdy fasy ziji v diploidni fazi jako vyssi zelené rostliny.

Zelené tasy obyvaji prakticky vSechny biotopy od rovniku po polarni
kruh. Najdeme je ve vodach v planktonu nebo porustajici ponofené sub-
straty, stejné tak na sousi na kamenech, v pidé, na vegetaci nebo lidskych
stavbach a obydlich. Mnohé z nich maji technologicky, potravinarsky a far-
makologicky vyznam. Jiz od prehistorickych dob se motska fasa rodu Ulva
pojida. Chlorella se péstuje za ucelem vyroby doplnku vyzivy. Bicikovec
Haematococcus se péstuje za ucelem extrakce dulezitych karotend, které
jsou uc¢inné v prevenci nadorovych bujeni. Podobné se karoteny extrahuji
z bi¢ikovee Dunaliella. Olejové inkluze fasy Botryococcus jsou predmétem
vyzkumu v biotechnologii a vyrobé biopaliv. Mnohé zelené rasy jsou velmi
uspésné v kolonizaci novych stanovist a rychle se §ifi. Mofska teplomilna
rasa rodu Caulerpa se masivné rozsifuje ve Sttedozemnim moti, kam prav-
dépodobné unikla v roce 1984 z Oceanografického muzea v Monaku. Pro-
dukuje silné toxiny a ohroZuje faunu a fléru ve Stfedozemnim moti. Jelikoz
zde nema prirozeného predatora, snadno se $ifi. Jediny znamy predator Zije
ve vodach v oblasti Floridy (motsky mékkys Elysia subornata), nicméné
vody Stfedozemniho morte jsou pro néj chladné. Nase tekouci vody ¢asto
kolonizuje zabi vlas (Cladophora) majici vlaknity vzhled. Na kife stromt
roste zelend zrnénka (Apatococcus) nebo ¢ervené se barvici Trentepohlia.

Globaélni vyznam maji zastupci skupiny Streptofyta (zejména paroznatky
Charophyceae), ze kterych se s nejvétsi pravdépodobnosti vyvinuly vyssi
rostliny.

Mezi zakladni rody patii:

Chlamydomonas (plasténka) — zeleni kapkoviti bi¢ikovci se dvéma biciky.
Jsou velmi hojni ve stojatych i tekoucich vodach (Obr. 31-32).

Chlorella (zelenivka) — kulovitd fasa, kterd se rozmnozuje pomoci nebic¢ika-
tych vytrust. Roste jak ve vodach, tak i na sousi. Velmi hojnd fasa, snadno
1ze kultivovat.

Scenedesmus (Fetizovka) — vytvari specifické kolonie (coenobia), kde bunky
vznikaji v jeden okamzik. Obvykle se jedna o kratsi fady nékolika bunék
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Obr. 31-41 Zastupci nasich zelenych fas: 31-32 Chlamydomonas, 33-35 Scenedesmus,
36 Cosmarium, 37 Dictyosphaerium, 38-39 Staurastrum, 40 Cladophora, 41 Spirogyra -
probihajici konjugace

(2, 4, 8, 16), které mohou mit na svém povrchu rizné vystupky. Jedna se
o velmi hojnou fasu nasich stojatych i tekoucich vod (Obr. 33-35).
Apatococcus (zrnénka) — drobna kolonidlni fasa na kafe stromi. Bunky
maji proménlivy tvar.

91



Zajimavé piednasky z chemie a biologie pro SS pedagogy

Cladophora (zabi vlas) — vlaknité vyhliZejici vétvena rasa s podlouhlymi bu-
néénymi segmenty a velkym mnozstvim drobnych chloroplastii. K vétveni
dochazi vidy u pri¢né prehradky (Obr. 40).

Spirogyra (Sroubatka) — vldknitd fasa se $roubovitym chloroplastem. Patfi
do skupiny spajivek. Velmi hojna v litoralech nasich vod (Obr. 41).

Chara (paroznatka) - preslickovité vyhliZejici fasa az nékolik decimetrti
dlouhd. Zije v tiinich, jezerech a pomalu tekoucich vodach. Pti vyskytu
muze vytvafet masivni porosty.

Pouzita literatura a internetové zdroje
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1 Uvod

V soucasné dobé lze bez jakychkoliv pochybnosti tvrdit, Ze metody mole-
kularni biologie umoznujici amplifikaci (tj. kopirovani, mnozeni) kratsich,
¢i delsich oblasti nukleovych kyselin (pfedev$im deoxyribonukleovych
kyselin, DNA) a jejich analyz se staly béznou soucasti zivota a rutinnimi
néstroji v fadé odvétvi jako je naptiklad lékarstvi, farmacie, kriminalisti-
ka, potravinarstvi, populacni genetika atd. V této praci se budeme snazit
o popis zakladnich postupt pti analyze nukleovych kyselin se zamérenim
na metody vyuzivané pri analyze deoxyribonukleovych kyselin (DNA) pri
studiu variability rostlin - tedy na zptsoby extrakce DNA, ovérovani jeji
kvality a koncentrace, jeji uchovavani, princip polymerazové retézcové reak-
ce (PCR) a v soucasnosti nej¢astéji uzivané metody studia variability rostlin
(RAPD, RFLP, AFLP, mikrosatelity, sekvenovani). Existuji stovky odbornych
publikaci, kde jsou tyto metody vyuzivany pro feseni rtiznych otazek. Je
nad rdmec tohoto studijniho materialu uvadét konkrétni pripady. Uvadime
pouze stru¢ny prehled hlavnich smért vyuziti danych markert s odkazem
na odbornou literaturu. Je nutno podotknout, Ze vy$e uvedené metody jsou
diky soucasnym pokrokiim genomiky postupné nahrazovany technologiemi
celogenomového sekvenovani (NGS, Next Generation Sequencing — napf.
Mlumina, SOLiD a 454 sekvenovani) a z nich odvozenych metod (napf.
RADseq). Jejich $irsi uplatnéni je prozatim limitovano soucasnymi moz-
nostmi analyzy a interpretace vygenerovanych dat a dale i zna¢nou finan¢ni
naroc¢nosti téchto metod.
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2 Genetické markery

Pfi studiu variability organizmi potfebujeme pomticky (metodické néstro-
je), kterymi jsme schopni identifikovat rozdily mezi jedinci. Mizeme hledat
rozdily v ramci jedincti ur¢ité populace, ale zaroven vzdjemné srovnavat od-
liSnosti mezi jedinci z rtiznych populaci. Zakladnimi pomuckami, které nam
tyto rozdily pomahaji nalézt, popsat a analyzovat, jsou genetické markery.
Geneticky marker (signalni gen) je polymorfni znak (vyskytuje se ve vice
variantach), ktery vykazuje Mendelistickou dédi¢nost, je snadno a jedno-
znacné detekovatelny. Genetické markery maji bud ptimy vztah k ur¢itému
znaku ¢i vlastnosti (kvalitativni nebo kvantitativni), nebo jsou v genové
vazbé s vyznamnym znakem ¢i vlastnosti (Vejl et al., 2002). Markery nam
umoznuji uréovat, které alely jsou pritomné v populaci. Obecné je mtizeme
podle vyuziti rozdélit do nékolika skupin:
 Studium genetické variability populaci a popis genetické struktury po-
pulaci, méreni toku genti (gene-flow, kvantifikace migrace mezi popula-
cemi) — vystupy pro konzervaéni genetiku, evolu¢ni genetiku nebo pro
$lechténi.
« Studium rozmnozovacich systém (ur¢it stupen inbreedingu v populaci).
« Urcovani paternity.
o Studium gend odpovidajicich za kvantitativni vlastnosti organizmu
(napf. urceni poctu gend podminujici velikost nebo tvar listi).

Markery lze rozdélit do nékolika skupin podle zpisobu jakym jsou deteko-
vany. V minulosti se jako selekéni markery pouzivaly morfologické znaky,
barva apod. Tyto viditelné polymorfizmy jsou pomérné malo variabilni,
hodnocené znaky maji omezeny pocet variant a jsou kddovany jednim nebo
dvéma lokusy. Odhaluji tedy jen malou ¢ast genetické variability studova-
ného jedince (souboru jedincit). S témito markery pracoval napt. Gregor
Mendel pfi studiu hrachti (zluta a zelena semena, bilé a purpurové kvéty),
a jsou stale zakladnim voditkem pri zakladni identifikaci organizmu.

3 Molekularni markery

Metody molekularni biologie nam dovoluji pracovat s markery (ukazatele,
Klasifikatory), které postihuji rozdily v genetické informaci mezi analyzova-
nymi jedinci, populacemi, druhy. Nej¢astéji pracujeme s markery ve formé
prouzkil (bandu), tedy kratkych usekit DNA na agar6zovém nebo polyakry-
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lamidovém gelu, kdy zpravidla hodnotime pfitomnost nebo nepfitomnost
daného bandu (bindrni data). Druhym typem jsou elektronické zdznamy
nukleotidovych sekvenci DNA, kdy pozorujeme primo rozdily (polymor-
fizmy) v nukleotidovych sekvencich analyzovanych jedinct (vicestavova
data). V soucasnosti jsou vyuzivany napt. pti studiu evoluce na molekularni
urovni (fylogenetické analyzy, feSeni taxonomickych otézek), pro testovani
otcovstvi a identifikaci jedinct (kriminalistika), testovani jedinct na dé-
di¢né podminéné nemoci (humadnni i veterinarni medicina), pfi zjistovani
genetické ¢istoty osiva, pri genetickém mapovani, v popula¢ni a konzervac¢ni
genetice apod.

3.1 Isozymy

Prvnim typem molekuldrnich markert uzivanych pti studiu variability
rostlin byly isozymy (allozymy, isoenzymy). Analyza isoenzymi je metoda
pouzivana od 60. let 20. stoleti v oblasti studia taxonomie, proménlivosti,
populac¢ni genetiky, vyvojové biologie, ale i ve Slechténi rostlin. Jako isoen-
zymy oznacujeme enzymy, které katalyzuji stejnou biochemickou reakci,
ale lisi se svym aminokyselinovym slozenim, maji tedy odli$nou primarni
strukturu (délka fetézce, zaména AMK). Pfi analyze je vyuzivano rozdi-
1t v rychlosti pohybu makromolekul ve stejnosmérném elektrickém poli
(elektroforeticka pohyblivost). Tato metoda se nazyva elektroforéza a po-
uziva se k separaci smési makromolekul latek nesoucich elektricky naboj
(bilkovina, fragment DNA). Jednotlivé enzymy se detekuji diky jejich spe-
cifické aktivité k uréitému substratu, protoze katalyzuji pfeménu urcité-
ho substratu - detekce se provadi specifickym histochemickym barvenim
k dané reakci. Timto barvenim na gelu vizualizujeme spektrum isoenzymu
daného jedince (Vallejos et al., 1983; Soltis a Soltis, 1989) v podobé rtizné
zbarvenych pruhti (banda).

Vyhodou isozymil je jejich kodominantni charakter (lze detekovat heterozy-

gotni genotyp), rychlost a nizké finan¢ni nédklady analyz. Isozymy jsou ale

v soucasnosti postupné nahrazovany pokrodilejsimi typy markert. Hlav-

nim diivodem je jejich nizka variabilita, ktera mtze byt ovlivnéna nékolika

faktory:

o Isozymy jsou proteiny plnici v organizmu urcitou funkci. Jakdkoliv
vétsi zména v nukleotidové sekvenci kddujici enzym je bud opravena
repara¢nimi mechanizmy bunky, nebo vede k nefunkénosti enzymu,

95



Zajimavé piednasky z chemie a biologie pro SS pedagogy

nefunk¢nosti dané metabolické drahy (vedouci napriklad k nedostatku
urcitych latek v organizmu), popfipadé i k eliminaci jedince pfirodnim
vybérem.

 DProteiny vznikaji prepisem genetické informace pouze z kddujici oblasti
DNA, tim padem variabilita v proteinech neodhaluje variabilitu obsa-
zenou v nekddujicich sekvencich genomu.

o Kazdd aminokyselina je kddovana trojici nukleotidii. Pfipadna jednobo-
dova mutace nemusi ve vysledku znamenat zaménu aminokyseliny, tedy
zménu molekulové hmotnosti proteinu a z toho vyplyvajici detekova-
telny rozdil v mobilité proteinu (rychlosti pohybu) a tim zménu polohy
proteinu na gelu. Mizeme tedy konstatovat, Ze zménu nelze detekovat.

Mezi dal$i nevyhody isozymu patii potfeba cerstvého materidlu (nelze pra-
covat s herbarizovanymi vzorky) a prace s toxickymi chemikaliemi. Velkym
strukturou (tj. enzym s vétsim poc¢tem podjednotek, Obr. 1), dale vyhod-
nocovani proteint z nékolika navzajem se prekryvajicich lokust, a to vse
se dale komplikuje u polyploidnich druht. Na vysledny zaznam mize mit
vliv i vyvojova etapa rostliny, prostiedi a rovnéz rostlinny organ, z n¢hoz je
isozym izolovan (Desborough a Peloquin, 1968).

alely monomer dimer tetramer

Obr. 1 Vyhodnoceni alelické konstituce diploidniho organizmu pro enzymy s riiznym
poctem podjednotek (monomer — enzym tvoren jednou bilkovinou, tetramer - funkéni
enzym slozen ze ¢tyf podjednotek)

Vyuziti - v soucasnosti jsou isozymy nahrazovany variabilnéjsimi DNA
markery. Nicméné je lze pouzit pti identifikaci mezidruhovych hybrida
(Lebeda et al., 2012), posuzovani genetické struktury populaci, pti feseni
fylogenetickych vztahii nebo pro identifikaci kloni (Soltis & Soltis, 1989;
Jaaska, 2005).
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3.2 DNA markery

Pfima analyza molekul DNA ma oproti isozymiim fadu vyhod. Detekovana
variabilita je daleko vyssi a je nezavisla na podminkach prostredi, ve kterém
organizmus Zije (selektivni neutralnost). Rizné ¢asti DNA podléhaji selek¢-
nim tlakéim nestejnomeérné. Oblasti DNA kddujicich Zivotné dulezité protei-
ny podléhaji silnému selek¢nimu tlaku, jsou nevariabilni a ve velké vétsiné
pripadi se pro hodnoceni variability nedaji pouzit. Naopak v nekédujici
oblasti genomu (napf. introny, nekddujici repetitivni DNA) se snadno hro-
madi mutace (nemaji vliv na fitness jedince = selek¢né neutralni), a proto
jsou tyto oblasti genomu velice variabilni.

Molekula DNA je velice stabilni a DNA lze extrahovat tedy nejenom
ze zivych, ale i z mrtvych tkani (v pripadé rostlin z herbarovych polozek).
Molekula DNA je natolik stabilni, ze miiZe byt zachovana i po dobu nékolika
miliont let (Cano et al., 1993). Mnozstvi vzorku pro extrakci DNA nemusi
byt velké (Cast listu, vzorek krve) a DNA markery tedy lze mj. pouzit i u vel-
mi ranych ontogenetickych stadii, coz znamena napf. urychleni selekce
jedinct s diilezitymi znaky ve Slechténi.

3.2.1 Extrakce DNA

Prvnim krokem drtivé vétsiny studii je izolace DNA, tedy jeji uvolnéni z bu-
nék mechanickym rozdrcenim, a poté oddéleni DNA od ostatnich slou-
¢enin, zejména polysacharidd, proteint, fenolickych latek, barviv. Existuji
ovsem pripady, kdy izolace DNA neni nutnd, nebo ji nelze provést (napft.
nemoznost kultivace studovaného organizmu - napt. nékteré druhy sinic
vyskytujicich se na ponofenych substratech). Matrici pro probihajici reakce
pak neni roztok precisténé DNA, ale pfimo burika, spory patogena nebo ¢ast
rostlinného pletiva. To jsou ovSem vyjimky, drtiva vétSina analyz vyzaduje
purifikovanou DNA.

P1i izolaci nukleové kyseliny je tfeba volit metodu v zavislosti na poza-
dované ¢istoté a mnozstvi findlni nukleové kyseliny a na typu bunék, z nichz
ma byt nukleova kyselina izolovana. Dostupnych metod pro extrakci DNA
je celd rada a jejich vybér zavisi predevs$im na povaze vzorku, ze kterého ma
byt DNA izolovana (Weising et al., 2005).

Pro extrakci DNA z rostlinnych pletiv nej¢astéji pouzivame tyto pristu-
py - a) extrakci metodou CTAB, b) mikroextra¢ni metody pouzitim ko-
mer¢né dostupnych kitt (kolonky se silikiatovymi membranami nebo kity
na bazi magnetickych kulicek).

97



Zajimavé piednasky z chemie a biologie pro SS pedagogy

Zobecnéni principu v§ech metod mize byt nasledujici:

o Prvni krok (homogenizace vzorku) spo¢iva v mechanickém rozbiti vzor-
ki ve treci misce (pridavek tekutého dusiku) nebo ve specialnim mlecim
mlynku.

o Rozruseni bunéénych membran pridavkem detergentt (napt. CTAB,
SDS).

o Inaktivace bunéénych enzymu rozkladajicich DNA pridavkem EDTA
nebo detergentt - chelatuji dvojmocné soli (Ca**, Mn**, Mg™*) enzymt.

o Inaktivace a degradace proteint pridavkem proteinasy K.

o Odstranéni hydrofobnich buné¢nych (lipidy, polyfenoly) zbytkii od DNA
extrakei organickym rozpoustédlem (chloroform).

o Oddéleni precisténé DNA centrifugaci, jeji ndsledné zakoncentrovani
presrdzenim alkoholem (isopropanol), precisténi vodnym roztokem
ethanolu, vysusenim a rozpusténim ve vhodném rozpoustédle.

Metoda CTAB byla popsana v praci Murray a Thompson (1980) a byla mno-
hokrat modifikovana (Weising et al., 2005). CTAB (cetyl trimethylammo-
nium bromid) je detergent rozpoustéjici bunééné membrany a v pritomnosti
NaCl vytvarejici komplex CTAB-DNA, ktery je nasledné extrahovdn rozto-
kem chloroformu a isoamylakoholu. Chloroform je organické rozpoustédlo
a je tedy nemisitelny s vodou. Proto po jeho pridavku dochazi ve zkumavce
k vytvoreni dvou fazi — horni vodné (obsahujici DNA) a dolni organické,
pricemz na rozhrani obou fazi se utvari bily prstenec vysrazenych proteind.
Vodna faze je po centrifugaci odpipetovana, komplex CTAB-DNA je vy-
srazen alkoholem (isopropanol). Po dalsi centrifugaci je na dn¢ zkumavky
viditelna bila srazenina DNA, ktera je dale precistovana 70% ethanolem
(odstranéni soli a detergentu), vysusena a rozpusténa ve vhodném pufru
s nizkym nebo zadnym obsahem soli (napt. voda).

Podstatou mikroextra¢nich metod je vyuziti vlastnosti DNA vazat se
v pritomnosti tzv. chaotropni soli (napf. guanidinium thiokyanat) na po-
vrch silikdtovych ¢astic. Kontaminujici slozky se odstranuji opakovanym
promyvanim pufrem s guanidinium thiokyanatem, DNA pritom ztstava
navazana na silikat az do pouziti elu¢niho pufru, ktery DNA ze silikatu
uvolni. Pivodné byly pti purifikaci pouzivany silikatové ¢astice ve formé
sklenéného prasku (glass milk) a v poslednim kroku byla po centrifugaci
precisténa DNA odpipetovana od sedimentu sklenénych castic do jiné zku-
mavky. V posledni dobé jsou silikatové ¢astice soucasti tenkych membran
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umisténych na centrifuga¢nich kolonkach dodavanych v purifika¢nich ki-
tech. Pouziti takovych kit je velice rychlé a jednoduché, zaroven je kvalita
takto purifikované DNA velmi vysoka. Nevyhodou je vyssi finanéni naroc-
nost a nizsi vytézek ziskané DNA. Pribéh purifikace DNA pres kolonky
je nasledujici. Homogenizovany material je po inkubaci pfenesen na tzv.
prefiltr ve formé kolonky umisténé na mikrozkumavku (objem 1,5-2 ml),
na které po centrifugaci ztistavaji zbytky rostlinnych pletiv. K takto prefil-
trovanému roztoku se ptida pufr obsahujici chaotropni stl a po promichani
je pipetou roztok nanesen na novou kolonku se silikatovou membranou. Pfi
centrifugaci prechazi roztok membranou kolonky a DNA se vaZe na silika-
tové ¢astice. V dal$im kroku se na kolonku nanese promyvaci roztok a ta se
znovu centrifuguje. Poslednim krokem je naneseni elu¢niho (vymyvaciho)
pufru, kterym se DNA pfi centrifugaci uvoliuje z membrany do roztoku.

Kity vyuzivajici magnetické kuli¢cky pracuji na podobném principu.
Jadro magnetickych ¢astic tvori magnetické oxidy Zeleza (napf. maghemit,
magnetit). Magnetické ¢astice maji znaény rozsah velikosti, jejich povrch
muze byt rizné modifikovan a bude tedy slouZit pro izolace riiznych typt
slou¢enin (proteiny, hormony). Pro izolaci nukleovych kyselin se pouzivaji
Castice o velikosti 20-450 nm (Huska et al., 2009) s modifikovanym po-
vrchem pro vazbu vldken nukleovych kyselin. Samotna izolace DNA pak
probiha tak, ze ke vzorku nukleovych kyselin priddme magnetické ¢astice
ve vhodném pufru, zkumavku promichdme a inkubujeme. Béhem inkubace
dojde k navazani molekul DNA na povrch magnetickych castic. V dal$im
kroku se kulicky s DNA shromazdi na sténu zkumavky po ptilozeni magne-
tu, zbytky homogenizovaného vzorku odpipetujeme. Nasleduje promyvani
a uvolnéni nukleovych kyselin z povrchu kulicek. Pre¢isténa DNA se od ku-
licek odstrani opét prilozenim magnetu na sténu zkumavky a odpipetovani
roztoku DNA.

3.2.2 Ovéreni kvality a kvantity DNA

Kontrola kvality DNA (a rovnéz detekce DNA fragmenttt) probihd pomoci
elektroforetické separace na agarézovém gelu, ktery funguje jako trojroz-
mérné sito. DNA nebo jeji fragmenty se separuji elektroforeticky na zakla-
dé svého naboje a molekuldrni hmotnosti. Nejmensi molekuly putuji nej-
rychleji a nejvétsi se nejvice zpozduji. Gel je umistén v elektroforetické
komtrce s prislusnym pufrem, ktery udrzuje stalé pH, teplotu a vede
elektricky proud. Molekuly DNA jsou diky fosfatovym zbytkiim zaporné
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nabité a putuji v elektrickém poli smérem od katody k anodé. Vzorky se
do jamek v gelu nanaseji spole¢né s nanasecim pufrem a barvivem (napft.
bromfenolova, xylenova modr). Diky vys$si hustoté pufru ztstanou vzorky
v jamkach a barvivo ndam umozni sledovat, jak rychle vzorky putuji v gelu.
Pro moznost stanoveni velikosti fragmentti DNA se do gelu pridava tzv.
marker molekulové hmotnosti, coz je smés fragmenttt DNA s definovanou
velikosti. Pro vizualizaci molekul DNA a PCR fragmentti se do gelu pridava
ethidium bromid, ktery se navaze na DNA a pti excitaci UV zafenim vy-
zafuje oranzové fluorescen¢ni zareni. Srovnanim pozice pruhu DNA s dél-
kovym standardem se ur¢i jeho délka (popripadé i odhadne koncentrace
PCR produktu nebo stupen degradace DNA). Ethidium bromid je mutagen
a kancerogen, proto je nahrazovan tzv. netoxickymi barvickami, které pra-
cujici na podobném principu.

Koncentrace a Cistota extrahované DNA se stanovuje pomoci UV spek-
trofotometru. DNA v roztoku absorbuje UV svétlo v rozmezi od 210 do
500 nm, s absorp¢nim maximem 260 nm. Protoze DNA, RNA a nukleo-
tidy maji stejné absorp¢ni maximum, tj. 260 nm, nemfiZe byt v roztoku
DNA urc¢ena koncentrace RNA a nukleotidovych kontaminantt. Proto se
stanovuje pomér absorbanci A260/A280 (280 nm - absorp¢ni maximum
bilkovin). Pokud se vysledna hodnota pohybuje v rozmezi 1,7-1,9, neni
vzorek znecistén bilkovinami. Kontaminace nizkomolekularnimi latka-
mi je kontrolovana pomérem absorbanci pti vinovych délkach 260 a 230
(A260/A230), pti kterych maji absorpéni maximum nizkomolekularni latky,
napt. fenol, polysacharidy a EDTA. Optimalni hodnota tohoto poméru je
vys$$inez 2,0 (Ovesna a Hodek, 2010).

3.2.3 Molekularni markery - rozdéleni, princip, vyuziti

Pfi studiu variability organizmu si nevysta¢ime se srovnanim DNA z riiz-
nych jedincti. Molekula DNA je piilis velka makromolekula na to, abychom
byli schopni efektivné prokazat rozdily mezi srovnavanymi jedinci. V praxi
existuji dva pristupy - bud pouzijeme metodu analyzujici jeden (nebo ome-
zeny pocet) jasné definovany tsek DNA (sekvenace, mikrosatelity), nebo
naopak pouzivame metody pracujici s velkym poctem anonymnich tseku
DNA (RAPD, AFLP). Podle principu pouzité molekuldrné biologické me-
tody mizeme molekularni markery rozdélit na metody zalozené na:

o Restrikénim §tépeni analyzovaného tseku DNA a nasledné hybridizaci

se znacenou sondou.
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o Mnozeni uréitych usekid DNA v in vitro podminkdch pomoci PCR re-
akece.
o Kombinaci obou pristupti.

3.2.3.1 Metody zaloZené na restrik¢nim Stépeni a hybridizaci
3.2.3.1.1 RFLP

Restriction Fragment Length Polymorphism - polymorfizmus délky re-
strik¢nich fragmentt

Jedna se o jednu z historicky nejstar$ich metod DNA markert. Je zaloZena
na detekci zmén v sekvencich, které jsou rozpoznavany restrikénimi endo-
nukleasami (tj. enzymy $tépici esterové vazby v tiseku DNA s konkrétnim
poradim nukleotidt). Jejich ¢innosti je DNA nastfihana na velké mnozstvi
fragment, které jsou rozdéleny pomoci elektroforézy, preneseny (bloto-
vany) na specidlni membranu (tzv. Southerntv prenos) (Southern, 1975),
kde je vizualizovana pouze ¢ast fragmentt pouzitim specifické sondy. Jako
sondy se pouzivaji napf. uméle nasyntetizované oligonukleotidové sekven-
ce znacené radioaktivni znackou. Byla v$ak jiz vypracovana fada neradio-
aktivnich metod znageni sondy (Repkova a Relichovd, 2001). Detekovana
variabilita odrazi jednobodové mutace v ptivodnich restrik¢énich mistech
(dochazi ke ztraté, nebo naopak ke vzniku nového restrikéniho mista) a/
nebo inzercemi nebo delecemi v analyzovaném useku DNA.

Vyhodou metody je jeji kodominantni charakter umoznujici po elek-
troforéze rozlisit homozygoty (1 fragment) od heterozygott (2 fragmenty).
RFLP markery byly u rostlin poprvé vyuzity pro tvorbu genetickych map,
pro urcovani otcovstvi. Nevyhodou této metody je jeji celkova pracnost, ¢a-
sovd a finan¢ni naro¢nost a vysoka vychozi koncentrace DNA pro restrikéni
$tépeni. Vzhledem k relativni pracnosti metody se dnes dava prednost jeji
modifikaci vzniklé spojenim s PCR (PCR-RFLP). Naproti tomu se RFLP
diky snadnéjsi dostupnosti sond a interpretaci dat pouziva pti fylogenetic-
kych studiich zalozenych na analyze chloroplastové DNA.

Vyuziti - studium genetické diverzity a fylogenetickych vztaht (Avise, 2004;
Sun et al., 2001, Weising et al. 2005), historie domestikace, ptivod a evoluce
druht (Dubreuil & Charcosset, 1999), mapovani gent a tvorba restrik¢nich
map (Ahn & Tanksley, 1993), fylogeografické studie.
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3.2.3.2 Techniky molekuldrnich marker( zaloZzené na metodé PCR
3.2.3.2.1 PCR
Polymerase Chain Reaction - polymerazova fetézova reakce (Mullis, 1987)

Polymerazova fetézcova reakce je zakladni metoda molekularni biologie
slouzici k namnozeni relativné kratkych usektt DNA, které bud slouzi jako
primy diagnosticky znak (napf. RAPD, mikrosatelity, AFLP), nebo mohou
byt dale analyzovany (napt. sekvenaci). Metoda PCR nam umoziuje vytva-
et miliardy kopii vybrané ¢asti DNA v in vitro podminkach v cyklické reak-
ci o trech teplotnich fazich. Pro provedeni reakce potfebujeme DNA, néko-
lik zakladnich chemikalii (tzv. PCR mix) a termocyklér - pfistroj schopny
periodicky a relativné rychle ménit teploty podle nastaveného programu.

Slozeni PCR mixu

o Templatova DNA - vyextrahovana DNA (nebo jeji ¢ast), kterou chceme
analyzovat.

o Primery - synteticky ptipravené oligonukleotidy, zpravidla o délce 10-30 bazi.
o Jejich tloha pri PCR je kli¢ova, protoze vymezuji oblast na DNA,

kterd se bude kopirovat (amplifikovat).

o Pouziva se zpravidla dvojice primert (forward + reverse), vyjimecné
pouze jeden primer — napf. pti sekvenaci nebo metodé RAPD.

o Syntéza primeru je komer¢ni zalezitost, na trhu existuje fada firem,
které relativné rychle a levné (cca 250-300 K¢) primer nasyntetizuje,
precisti a doda ve formé odparku.

o Sekvence primerti mizeme odvodit ze znalosti sekvence cilové DNA,
nebo je prevzit z literarnich zdrojt (védecké publikace). Existuji
univerzalni, napf. specifické primery pro analyzu chloroplastovych
gentl, nebo naopak sady RAPD primerti amplifikujici anonymni ¢asti
DNA.

o Deoxyribonukleosidtrifosfaty (AINTPs) - stavebni kameny, ze kterych
jsou syntetizovany kopie DNA. Jedna se o smés cytosinu, adeninu, gua-
ninu a thyminu ve formé deoxyribonukleosidtrifosfata - tj. dATP, dCTP,
dGTP, dTTP.

o Polymeraza — enzym, ktery zajistuje ,,kopirovani“ DNA - zabudovava
nukleotidy do nové vznikajiciho fetézce na zakladé komplementarity
bazi.

o Reakéni pufr dodavany s polymerdzou - zajistuje optimalni podminky
pro ¢innost polymerazy.
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o Mg™ ionty - ve formé MgCl,, nezbytny iont pro ¢innost polymerdzy.

o Existuje fada modifikaci, jak je polymeraza (s pufrem a Mg**) dodava-
na - nékdy je kazda ze slozek dodavana samostatné, jindy jsou v pufru
obsazeny i Mg*" ionty, piip. mtze byt polymeraza doddna spole¢né s pu-
frem, Mg** a nukleotidy v jedné zkumavce.

o Voda vhodna pro PCR - sterilni, redestilovana (destilovand a nasledné
deionizovana) voda s vodivosti do 0,2 pS.

Teplotni profil PCR reakce

V prubéhu PCR reakce dochazi k cyklickému opakovani tfech dil¢ich fazi:

o Denaturace - zpravidla pfi teploté 94 °C (92-95 °C) dochazi k poruseni
dvousroubovice DNA a ke vzniku jednoretézcovych molekul.

o Annealing - naseddni primert pfi teploté v rozmezi 40-66 °C. Teplota
annealingu se li$i podle typu reakce a podle konkrétnich primert. Pti
niz$ich teplotach dochazi k nespecifickému (nepfesnému) nasedani pri-
mert ke komplementarnimu tseku na templatové DNA - vznikaji pri-
davné bandy, rozmazané bandy, zaznam je nehodnotitelny. ZvySovanim
teploty se presnost nasedani primert zvysuje, ale po piekroceni ur¢ité
teploty k nasednuti nedojde a reakce neprobéhne. Optimalni annealin-
gova teplota se zjistuje pomoci tzv. gradientové PCR, kdy se na termo-
cykléru nastavi urcity rozsah teplot a po elektroforéze se vybere teplota,
prfi které byl detekovan optimalni zaznam.

o Elongace - pfi teploté 72 °C dochazi k syntéze dcefinych molekul DNA,
které se automaticky stavaji matrici nasledujiciho cyklu - dochazi k ex-
ponencialnimu ndrtistu kopii amplifikované ¢asti DNA.

Tyto tii dil¢i faze se cyklicky opakuji, pocet opakovani je zpravidla v roz-
sahu 25-40 cykli.

V soucasnosti se metoda PCR pouziva v drtivé vétsine aplikaci, pri nichz
pracujeme s relativné kratkymi tiseky DNA. Pokud ov$§em analyzujeme napt.
geny existujici v organizmu v nékolika variantach (napt. u polyploidi) nebo
pokud kopirujeme dlouhy tsek DNA (az 3MB), je tieba pouzit tzv. klono-
vani. Izolovana DNA je roz$tépena restrik¢nimi endonukleazami a poza-
dovany usek DNA je vloZen do vektoru [plazmidy, viry (bakteriofagy)],
a umélé chromozomy (napt. YAC, yeast artificial chromosome, nebo BAC,
bacterial artificial chromosome). Vektor obsahuje gen zajistujici rezistenci
proti antibiotikiim. Ziskame rekombinantni molekulu DNA, kterou vloZi-
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me do hostitelské bunky, nej¢astéji bakterialni, ktera je vlozena na Zivné
médium obsahujici antibiotikum. Diky tomu dochdzi k pomnozeni pouze
bakterii nesoucich gen rezistence proti antibiotikiim a zéroven tedy i po-
zadovany usek DNA.

3.2.3.2.2 RAPD

Randomly Amplified Polymorphic DNA - polymorfizmus ndhodné am-
plifikované DNA

RAPD metodu pouzil jako jeden z prvnich Williams et al. (1990). Prin-
cip je zalozen na amplifikaci fragmentti DNA za pouziti pouze jednoho
oligonukleotidového primeru. RAPD primery maji obvykle délku 10 bazi.
Kratka délka motivu a vyrazné nizsi teplota annealingu (35-38 °C) zvySuje
pravdépodobnost nasednuti primeru na mnoha mistech molekuly DNA
(primery jsou tzv. nespecifické).

Pro vybér primeru nepottebujeme zadnou znalost konkrétnich sekvenci
studovaného organizmu, mizeme pouzit jakykoliv primer a zajimd nas jen
to, ktery z nich vykazuje u studovanych vzorka polymorfni pattern. V sou-
¢asnosti je na trhu k dostani vice nez 400 rtiznych primert (Firma Operon
Technologies).

Naamplifikované produkty jsou vétsinou elektroforeticky separovany na
agardzovém gelu. Vizualizace se vét§inou provadi pomoci ethidium bromi-
du. Pruhy na gelu jsou hodnoceny na zékladé jejich pritomnosti/neptitom-
nosti (1/0) jako tzv. dominantni data bez moznosti odliseni heterozygotni
konstituce alel.

Problémem této metody je jeji nizka reproducibilita. Jde o to, Ze vysledky
RAPD analyz provedenych v rtiznych laboratorich jsou ve srovnani s mi-
krosatelity, AFLP markery nebo sekvena¢nimi daty $patné srovnatelné. To
dosvédcuji i vysledky spoleéného projektu nékolika evropskych laboratori,
které mély pro RAPD analyzu k dispozici vzorky z identickych jedincti
a stejnou metodiku PCR reakci, avsak vysledna RAPD spektra se na gelech
lisila (Jones et al., 1997). Tyto nedostatky se eliminuji provadénim opako-
vani za stale stejnych podminek a na stejném laboratornim vybaveni, i kdyz
ani to nezarudi zisk identickych RAPD profilti na gelech.

Komplikaci také predstavuje omezena pouzitelnost RAPD pro feSeni
otazek na urovni vyssi nez druhové, napriklad stanoveni pribuznosti v ramci
rodu. Fakt, ze dva fragmenty putuji na gelu stejnou rychlosti (komigruji),
nelze automaticky brat jako dikaz jejich homologie. Mtize se jednat o stej-
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né velké fragmenty pochazejici z naprosto odlisnych oblasti genomu. Tyto
nevyhody vsak nijak neomezuji pouziti RAPD markert pro studie gene-
tické variability populaci (Weising et al., 2005), avsak RAPD jsou vesmés
nahrazovany mikrosatelitnimi a AFLP markery.

Vyuziti - studium genetické variability populaci (Fisher et al., 2000), fyloge-
netickych vztaht (Nkongolo et al., 2002; Syring et al., 2005), pti identifikaci
klont (napt. Toral Ibafiez et al., 2009), identifikace hybridd.

3.2.3.2.3 Mikrosatelity

Mikrosatelity (STRs — Short Tandem Repeats nebo SSRs — Simple Sequen-
ce Repeats) jsou useky DNA slozené z mnohokrat se opakujicich moti-
vi. Délka motivu je 1-6 nukleotidt [napt. motivy (CA),, (CAA),, (GA),,
(GATA),]. Podle slozeni Ize mikrosatelity rozdélit na dokonalé, nedokonalé
a slozené. Dokonaly mikrosatelit je tvoren pouze jednim, stale se opakujicim
motivem, napf. (AG),,, u nedokonalych je hlavni motiv pferusen [napf.
(AG),,C(AG),;] a v sekvenci slozenych mikrosatelitt se objevuje vice motivii
[napf. (AT) (CT),)] (Weising et al., 2005).

Mikrosatelitové lokusy patfi mezi nejvariabilnéjsi oblasti genomu. Po-
lymorfismus je dan zejména rozdilem v poétu opakovani zakladniho moti-
vu (n). Tyto zmény pravdépodobné nejc¢astéji vznikaji ,,klouzanim“ DNA
polymerazy béhem replikace (tzv. replication slippage), ddle bodovymi
mutacemi sekvenci v okoli mikrosatelitového lokusu (na které nasedaji
primery), nebo inzerci/deleci del$ich ¢asti uvniti mikrosatelitového lokusu.

Mikrosatelity jsou soucasti kddujicich i nekddujicich oblasti genomu
vSech eukaryot a v nékterych genomech prokaryot (Weising et al., 2005).
Obvykle se viak tato polymorfni mista vyskytuji v nekédujicich oblastech,
bez vlivu na zménu ¢teciho ramce odpovidajiciho bilkovinnému produktu.

Mikrosatelitové markery ziskame PCR reakei s primery, které jsou kom-
plementarni se sekvencemi sousedicimi s mikrosatelitovym lokusem. Tyto
specifické primery lze obecné ziskat tfemi hlavnimi zptisoby. Pti klasickém
postupu vyvoje jsou mikrosatelity izolovany de novo z DNA daného dru-
hu (z genomickych knihoven), ktery chceme testovat. Jeji zakladni kroky
spocivaji v izolaci genomické DNA, jejiho roz$tipani pomoci restrik¢nich
endonukledz, vlozeni do plazmidového vektoru, kterym se transformuji
kompetentni bakterialni bunky, selektuji se klony obsahujici mikrosatelitové
repetice. Takto vyselektované klony se namnozi a osekvenuji. Provede se
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konstrukce primert, které jsou specifické pro dany mikrosatelitovy lokus
(Zane et al., 2002). Je zfejmé, Ze tento proces je finan¢né i ¢asové velmi na-
rocny. Proto se ¢astéji pouzivaji mikrosatelitové lokusy, které byly navrzeny
pro blizce ptibuzny druh organizmu, ktery chceme studovat. Tato metoda
se nazyva cross-species PCR amplifikace (Primmer et al., 1999). U mikro-
satelitd, které jsou polymorfni, pak dochézi k optimalizaci PCR podminek
a doby elektroforetické separace pro zisk optimalniho zaznamu.

Dal$im z moznych Fe$eni je vyvoj EST-SSR markert vyuzitim verejné
dostupnych databdzi obsahujici tzv. EST (Expressed Sequence Tags) sekven-
ce, ziskanych sekvenaci produktii reverzni transkripce z mRNA (cDNA).
EST databéze spravovana NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation — Narodni centrum pro biotechnologické informace) obsahuje stéle
vice cDNA sekvenci, ze kterych Ize pomoci specialniho softwaru navrhovat
nové EST-SSR markery (Simko, 2009; Riar et al., 2011).

Vyuziti — populacné genetické studie (Majesky et al., 2012), studium geno-
vych tokd (Edh et al., 2007; Uwimana et al., 2012), hybridizace (Snow et al.,
2010), fylogenetika (Provan et al., 1999.; Weising et al., 2005), identifikace
jedinct, klont, genotypizace (Motilal et al., 2009; Riar et al., 2011; Uwimana
et al., 2012).

3.2.3.2.4 AFLP

Amplified Fragment Length Polymorphism - délkovy polymorfismus am-
plifikovanych fragmentt

Princip metody AFLP je zaloZen na selektivni amplifikaci restrikénich frag-
mentd celého genomu. Postup se ve zkratce sklada ze ¢tyt zakladnich kroki:
1. roz$tépeni genomické DNA na fragmenty, 2. ligace adaptort, 3. preselek-
tivni a 4. selektivni amplifikace fragmentt pomoci specialnich primert. Na-
sleduje elektroforéza produktd a statistické zpracovani dat (Vos et al., 1995).
Detailni popis metody AFLP je nasledujici:

Prvnim krokem je tzv. restrikce, béhem které dochdzi k nastipani ge-
nomické DNA pomoci dvou riiznych restrikénich enzymt - enzym EcoRI
rozpoznava Sestibazovou sekvenci GAATTC a enzym Msel ¢tytbazovou
sekvenci TTAA. Vznikaji tfi typy DNA fragmentt se zbytky restrikénich
mist (Eco-Eco, Eco-Mse, Mse-Mse) s tzv. lepivymi konci (Meudt a Clarke,
2007). Na konce takto vzniklych fragmenti DNA se ve druhém kroku (li-
gaci) navazou (naliguji) kratké, synteticky pfipravené fragmenty DNA - tzv.
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adaptory. Diky tomu se zméni ptivodni anonymni povaha restrikénich frag-
mentti a nové vzniklé fragmenty s naligovanymi adaptory je mozno pouzit
pro PCR reakci v dal$im kroku.

Ve tretim kroku tedy dochdzi k amplifikaci fragmentti DNA s navaza-
nymi adaptory pomoci klasické PCR reakce s dvojici primert, které jsou
komplementarni k sekvenci adaptort. Kazdy z téchto primert navic obsa-
huje na 3" konci nukleotid zasahujici dovnitt amplifikovanych fragmentt
DNA. Diky tomu dojde jednak k selekci fragmentt, které vznikly sou¢asnym
$tépenim enzymu EcoRI a Msel, a také k vyrazné redukci fragmentt pri-
tomnych v liga¢ni smési (Savelkoul et al., 1999). Polet fragmentt ziskanych
preselektivni amplifikaci je prilis velky pro spolehlivou separaci a detekci
téchto fragmentt. Proto je nutné pocet fragmentti ve smési dale redukovat.

V poslednim ¢tvrtém kroku jsou proto pouzity PCR primery, které ob-
sahuji dalsi (1-3) selektivni nukleotidy (napf. Eco+ATA a Mse+CAC) redu-
kujici pocet amplifikovanych fragmentt. Pocet a typ selektivnich nukleotidt
se zvoli na zdkladé testovani riznych primerovych kombinaci tak, aby byl
po separaci ziskan informativni a spolehlivé detekovatelny profil. Zménami
kombinaci primert v poslednim kroku AFLP dochézi opakované k vyge-
nerovani a detekci 20-100 vysoce polymorfnich markert z celého genomu
jedince. Provadi se nékolik PCR reakci s pouzitim réiznych primerovych
kombinaci vedoucich k zisku 200-400 bandd.

Pro detekci amplifikovanych fragmentti se v soucasnosti pouziva separa-
ce fluorescen¢né znacenych AFLP fragmentt na sekvenatoru nebo finan¢né
a pristrojové nendro¢nd radiograficka detekce ¢i detekce barvenim stfibrem
(Vos et al., 1995).

Obecné je AFLP povazovana za metodu vysoce citlivou, 1ze ji zautoma-
tizovat a vysledky jsou reprodukovatelné a spolehlivé (Bensch a Akesson,
2005). Na rozdil od jinych metod (napf. mikrosatelity) neni nutnd znalost
DNA sekvence studovaného organizmu. Z toho diivodu ¢asto AFLP nachazi
uplatnéni v aplikacich, kdy neni dostupnd informace o sekvenci DNA, tra-
di¢ni metody jako sekvenace nejsou dostate¢né variabilni (Ovesna a Hodek,
2007) nebo je relativné kratkd doba na uskute¢néni studie. Metoda je pouzi-
vana pro rizné ucely, od popula¢né-biologickych a fylogenetickych studii,
dale pro identifikaci odrtd, kultivart a hybridd, az po studie zabyvajici se
expresi gentl (Cooke a Lees, 2004; Meudt a Clarke, 2007).

Nevyhodou této metody je jeji dominantni charakter a anonymni po-
vaha fragment, ale i tzv. homoplazie fragmentt. Tento termin oznacuje
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fragmenty stejné délky, které pochazi z rtiznych lokusti genomu, ale pti
elektroforetické separaci diky shodné délce migruji spole¢né (podobné
jako u RAPD). Pfi nasledném hodnoceni jsou pak povazovany za identic-
ké (Caballero a Quessada, 2010; Paris et al., 2010). Fragmenty se stejnou
elektroforetickou mobilitou mohou byt ¢astmi kopii gent, pseudogentl,
transpozom a pfedevsim repetetivnich ¢asti genomu. Negativnimu ovliv-
néni vysledki detekei fragmentd, které vykazuji homoplazii, 1ze snadno
predejit redukci poétu fragmentt pii jedné selektivni amplifikaci (Caballero
a Quessada, 2010).

Vyuziti - fylogenetika (Koopman et al., 2001), popula¢ni genetika (Kitner
etal., 2008, 2012; Kuang et al., 2008; Lebeda et al., 2009; Tribsch et al., 2002),
genotypizace, studium hybridizace a polyploidni evoluce (Guo et al., 2006).

3.2.3.2.5 Sekvenovani

Sekvenovanim presné uréime poradi nukleotidi v ndmi studovaném
useku DNA (napf. PCR produktu). Mezi nesporné vyhody této metody
patii vysledna detailni informace o nejzdkladnéjsi struktute genetického
materialu, pficemz mnozstvi zkoumanych znaki je relativné vysoké oproti
predchozim metodam (zpravidla se v jednom kroku analyzuje oblast o délce
700-900 part bazi - bp). Vysledna sekvenac¢ni data se zpravidla dale sta-
tisticky zpracovavaji a mohou byt archivovana ve vefejné dostupnych inter-
netovych databazich, napt. GENEBANK, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.
Diky tomu lze pomérné jednoduse srovnavat vysledky praci riiznych autort,
srovnavat jedince z rtiznych geografickych oblasti, provadét fylogenetické
analyzy atd.

V soucasnosti lze sekvena¢ni metody rozdélit do dvou skupin podle
délky sekvenovaného useku:

a) Sekvenace kratkych useki DNA

Pro sekvenaci kratkych usektt DNA (cca do délky 700-900 bp) se v sou-
¢asnosti pouziva modifikovand Sangerova metoda sekvenovani (Sanger
et al.,, 1977) zalozend na terminaci syntézy nove vznikajiciho retézce DNA
pouzitim fluorescen¢né znacenych dideoxyribonukleotidd. Tyto ,,dideoxy
varianty” (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) nemaji hydroxylovou skupinu
na 3" uhliku cukerného zbytku a jsou v PCR smési smichany v ur¢itém po-
meéru s klasickymi deoxyribonukleotidy (ANTP). Zaroven je kazdy ze ¢tyt

108



Molekulérni markery vyuzivané pii studiu variability rostlin

typu oznacen fluorescen¢ni znackou charakteristické barvy pro dany nu-
kleotid. Pfi sekvena¢ni PCR reakci probihd kopirovani matricového tuseku
DNA az do té doby, kdy je do nové vznikajiciho fetézce nahodné zabudovan
ddNTP. Tim se PCR zastavi, protoze chybi -OH skupina na 3" uhliku a poly-
meraza tedy nemuze pripojit novy nukleotid. Jelikoz v reak¢ni smési probiha
soucasné obrovské mnozstvi PCR reakci a k zabudovani dideoxyribonukleo-
tidti dochdzi nahodné, vysledkem sekvenacni reakee je smés rtizné dlouhych
fragmentt DNA, které maji na svém konci fluorescen¢né znaceny nukleotid.
Ve specidlnim pristroji (tzv. sekvenatoru) potom dojde k rozdéleni téchto
rtzné dlouhych fragmentt podle jejich délky pomoci kapilarni elektroforé-
zy. Na konci kapilary je fluorescen¢ni detektor, kterym postupné prochazeji
rozdélené fragmenty od nejkratsiho po nejdelsi. Systém identifikuje, jakym
typem nukleotidu dany fragment kon¢i. Cely proces je automatizovan a vy-
sledny chromatogram je uloZen v digitalni podobé pro dalsi bioinformatické
zpracovani.

Pro tplnost je tfeba uvést, ze v roce 1977 byla vedle Sangerovy metody
publikovana Maxam-Gilbertova metoda (Maxam a Gilbert, 1977) zaloZend
na vyuziti vlastnosti riznych chemikalif $§tépit mista DNA s ur¢itymi nuk-
leotidy. DNA byla na svych koncich radioaktivné znacena, ziskané fragmen-
ty byly oddéleny elektroforézou a diky radioaktivni znacce na jejich konci
byly autoradiograficky vizualizovany. Z divodu nemoznosti automatizace
a uzivani toxickych chemikalii se tato metoda prestala pouzivat.

b) Celogenomové sekvenovani
V soucasnosti dochazi k velkému rozvoji metod celogenomového sekveno-
vani, tzv. sekvenovani nové generace (NGS, next-generation sequencing).
Tyto metody se neustale vyvijeji, vylepsuji, ale zaroven se objevuji zcela nové
technologie. Nicméné jejich zékladni rozdil od klasické Sangerovy metody
spociva v zisku informaci o nukleotidovém slozeni rozsahlych ¢asti DNA,
nebo dokonce o sekvenci celého genomu provedenim pouze jedné sekve-
nacni reakce. Na trhu dnes dominuje nékolik systémt od raznych firem,
které pracuji na rtiznych principech (454 sekvenovani fy. Roche, spole¢nost
Ilumina a systémy Solid a Ion Torrent fy. Life Technologies). Jejich detailni
popis je nad moznosti tohoto studijntho materialu a budeme se proto snazit
o zobecnujici popis jejich spole¢nych ryst.

Prvni fazi NGS sekvenovani je zpravidla pfiprava tzv. knihovny frag-
mentl spocivajici ve fragmentaci studované DNA na kratké useky (napt.
ultrazvukem, probublavanim dusikem), ke kterym se pripojuji specialni
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adaptory. V takto ptipravené knihovné jsou obsazeny miliony fragmen-
tl, které jsou dale zpracovavany a analyzovany podle dané NGS metodiky.
Béhem sekvenac¢ni reakce NGS sekvenator shromazduje souc¢asné infor-
mace o milionech paralelné probihajicich sekvena¢nich reakcich. Diky této
masivni vykonnosti muze dojit k osekvenovani genomu (nebo jeho velké
¢asti) béhem jednoho béhu. Oproti klasické Sangerové metodé neni vysled-
kem informace o jednom tuseku DNA o délce 700-900 bp, ale informace
o milionech kratkych sekvenci o délce 30-300 bp. Tyto kratké sekvence
jsou nasledné analyzovany - pocita¢ provadi jejich prekryv - tj. sekvence
se stejnym nukleotidovym motivem jsou kladeny nad sebe, a tim dochazi
k postupnému prodluzovani délky vysledné sekvence.

Je zfejmé, ze finan¢ni naklady souvisejici s celogenomovym sekvenova-
nim jsou znac¢né. Navic bioinformatické zpracovani takto vygenerovanych
dat je spojené s jesté vy$simi naklady a zna¢nymi technickymi potiZemi.
Proto se védecké tymy snazi o cilené obohacovani presné definovanych tse-
ki genomické DNA, které pouziji pfi NGS sekvenovani. Délka sekvenované
oblasti genomu se zredukuje jen na oblasti, které je zajimaji. Aplikovani
tohoto postupu vede ke sniZeni nakladii na samotnou sekvenaci a nsledné
bioinformatické zpracovani.

Pro dalsi priblizeni technologie NGS metod doporucuji naptiklad review
Metzker (2009).

Vyuziti — rekonstrukce fylogeneze, rychlost evoluce, vznik a ptivod druhi,
studium mezidruhové hybridizace, fylogeografické studie, studium struktu-
ry a funkce genomu, vyvoj molekuldrnich markert, studium gent rezistence
atd. (Avise, 2004; Weising et al., 2005).
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