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CIELE PRACE

Teoreticka Cast’:

e Vypracovat' literarnu reSerS na zadant tému s klIuCovymi slovami:

polyfenoloxidasa, peroxidasa, oxid dusnaty, klicenie, hrach.

Experimentalna cast’:

e Napestovat' rastlinny material v troch vyvojovych §tadiach (nabobtnané
semena, kli¢iace semena a Klic¢iace rastliny hrachu) v prostredi donora a lapaca
oxidu dusnatého.

e Stanovit aktivity vybranych enzymov — polyfenoloxidasa, peroxidasa.

e Mikroskopicky lokalizovat® aktivitu Studovanych enzymov v rastlinnom

materiali.



1 UVOD

Hrach siaty (Pisum sativum L.) patri do ¢elade Fabaceae a rodu Pisum, v ktorom
sa rozlisuju tri druhy: P. sativum, P. fulvum Sibth & Sm a P. abyssinicum A.Br. (Smykal,
2011; Smykal et al., 2012). V sucasnosti ide o celosvetovo tretiu najpestovanejsiu
strukovinu, ktorej semena s bohaté na proteiny a sluzia ako potrava, zelenina a krmivo
pre zvierata. V dosledku vyberu a $l'achtenia dnes existuje vel’ké mnozstvo odrdd hrachu.
V génovych bankach po celom svete je uchovavanych okolo 98 tisic genotypov hrachu,
z nich kultarne formy st zastipené viachasobne a naopak plané formy nedostatoéne
(Smykal, 2016).

Oxid dusnaty (NO) je mala, ale dolezita redoxna signdlna molekula, ktord
sa Vv rastlindch zcastiiuje réznych fyziologickych procesov vratane klicenia, vyvoja,
kvitnutia, pohybov prieduchov, zrenia, starnutia a abiotického stresu (Nabi et al., 2019).
Oxid dusnaty taktiez patri medzi plynny dvojatdémovy volny radikal detegovany
V nizkych hladinach v atmosfére a moze byt’ pritomny aj v pddach. Ukézalo sa, ze NO
ucéinne narusuje dormanciu alebo podporuje klicenie niekolkych typov semien (Arc et al.,
2013Db).

Polyfenoloxidasa (1,2-benzendiol oxidoreduktasa, PPO, EC 1.10.3.1) patri do skupiny
oxidoreduktas obsahujucich med’, ktoré mézu hydroxylovat monofenoly alebo oxidovat’
difenoly na o-dichinony. Radi sa medzi antioxida¢né enzymy (Glagoleva et al., 2020).
Peroxidasa (peroxid vodika oxidoreduktasa, POD, EC 1.11.1.7) je glykozylovany
rastlinny enzym obsahujici hem. Patri ku klI'a¢ovym antioxidaénym enzymom, ktoré su
Vv prirode Siroko rozsirené a katalyzuju oxidaciu roznych elektrén donorovych substratov
sucasne s rozkladom peroxidu vodika (Gundinger & Spadiut, 2017; Pandey et al., 2017).
Rastlinné peroxidasy sa podiel'ajii na roznych Zivotne ddlezitych procesoch rastu a vyvoja
rastlin. Patri sem metabolizmus bunkovej steny, rast a dozrievanie plodov, lignifikacia,
metabolizmus reaktivnych foriem kyslika (ROS), metabolizmus reaktivnych foriem

dusika (RNS) a metabolizmus auxinov (Pandey et al., 2017).



2 TEORETICKA CAST
2.1 Hrach

2.1.1 Taxonomické zaradenie

Hrach patri do ¢el'ade Fabaceae (Leguminosae) a podc¢elade Faboideae. Rod Pisum sa
deli na tri druhy: P. sativum, P. fulvum (plany) a P. abyssinicum (kultarny). Druh
P. sativum sa dalej rozdeluje na dva poddruhy a to na P. sativum subsp. sativum
(kulturny) a P. sativum subsp. elatius (plany) (Smykal, 2011). Geograficky je P. sativum
subsp. elatius rozsireny v oblasti Stredozemného mora od Spanielska po Blizky vychod
a na sever Eurdpy. P. fulvum sa vyskytuje v oblasti krajin ako st Syria, Libanon, Izrael

a Palestina. P. abyssinicum bol zaznamenany v Etiopii a Jemene (Trnény et al., 2018).

2.1.2 Vlastnosti a vyuzitie hrachu

Hrach je jednou z hlavnych strukovin pestovanych v roznych Castiach sveta. Pestovanie
hrachu sa rozsirilo z oblasti irodného polmesiaca (Stredomorie a Blizky vychod) do
Ruska, na zapad pozdiz tidolia Dunaja do Eurépy a do starovekého Grécka &i Rima, ¢im
sa ul'ah¢ilo jeho rozsirenie do severnej a zapadnej Eurdpy. Paralelne s tym sa pestovanie
hrachu presunulo na vychod do Perzie, Indie a Ciny.

Semena hrachu st dobrym zdrojom bielkovin, polysacharidov (vlaknina, $krob)
a mikrozivin (vitaminy, stopové prvky), preto I'udia konzumuja hlavne zelené semena.
Okrem toho obsahuju bioaktivne zluceniny ako su fenolové zluceniny, pricom su vSetky
nerovnomerne rozlozené v semene (Duenas et al.,, 2004; Smykal et al., 2014a).
V stcasnosti patri hrach k jarnej plodine v oblastiach mierneho pasma, zatial' ¢o
v oblastiach s miernymi zimami a suchymi jarami ako je stredomorské prostredie, sa
podobné genotypy hrachu vysadzaju na jesenn (Neugschwandtner et al., 2019).

Jednou z najdolezitejSich vlastnosti bobovitych rastlin je ich schopnost’ symbioticke;j
fixacie dusika, Co podc¢iarkuje ich vyznam ako zdroj dusika v prirodnych aj
pol'nohospodarskych ekosystémoch (Smykal et al., 2012). Bobovité rastliny taktiez
produkuju jedine¢né sekundarne metabolity, ¢o st organické zliceniny odvodené
Z primarneho metabolizmu, ktoré zohravaju klI'a¢ovu tlohu pri obrane rastlin. Prispievaju
k adaptatnym vlastnostiam a ekologickej kondicii, vratane obrannych mechanizmov,
tolerancii vo¢i abiotickym aj biotickym stresom a interakcidm s opel'ova¢mi, mikrébmi

spojenymi s koreiimi a bylinozravcami. Obsah sekunddrnych metabolitov sa medzi



réznymi rastlinnymi druhmi 1i8i. Semena bobovitych rastlin su bohaté na sekundarne
metabolity ako st polyfenoly, alkaloidy, saponiny a izoflavony, ktoré si prospesné pre
ludské zdravie. Zaroven su strukoviny zname tym, ze chrania l'udi pred chronickymi
chorobami zahfiajic kardiovaskularne choroby, cukrovku, obezitu, osteoporézu alebo

dokonca rakovinu (Ku et al., 2020).

2.1.3 Domestikacia

Hrach siaty patri medzi najstarsie kulturne plodiny domestikované pred priblizne 10 tisic
rokmi v oblasti Stredomoria a Blizkeho vychodu (Smykal, 2016). Domestikované rastliny
sa lisia od svojich planych predkov v niekolkych morfofyziologickych znakoch,
z ktorych véicsina je spojena s kli€enim semien, rastom, velkostou, sfarbenim
a pouzitel'nostou hospodarsky doélezitych organov. Domestikacny syndrém oznacuje
stibor vlastnosti a znakov, v ktorych sa plané druhy liSia od z nich domestikovanych
druhov (Abbo et al., 2014). Premenu planych rastlin na kultirne plodiny mozno
povazovat’ za zrychleny vyvoj, ktory predstavuje adaptaciu na pestovanie a l'udsky zber,
sprevadzant genetickymi zmenami (Hradilova et al.,, 2017). Proces domestikacie
je mozné rozdelit’ do troch faz. Prva faza zahfna zber volne rasticich jedlych plodov,
druha faza je pestovanie divo rasticich rastlin (pre-domestikacia) a tret'ou fazou je fixacia

domestikacného syndromu (Allaby, 2010).

2.2 Semeno hrachu
Semena maju dve hlavné funkcie, ktorymi st reprodukcia a rozptylenie do okolia.
V dosledku rozsirenia do okolia existuje obrovska rozmanitost’ vel’kosti a tvarov semien.
Okrem rozhodujucej biologickej tlohy semien pri Sireni, maji tiez nenahraditelné
postavenie pre I'udi a zvierata, pretoze tvoria podstatnu ¢ast’ potravy a krmiva (Duefias
et al., 2004; Zablatzka et al., 2021).

Prezitie rastlinnych druhov zavisi hlavne od pohlavného rozmnozovania, ktoré vedie
k vzniku novych populacii. Pocas tohto procesu dospelé krytosemenné rastliny produkuju
kvety, z ktorych po oplodneni vznikaju plody obsahujice semend. Semeno sa vyvija z va-
jicka. V dosledku procesu dvojitého oplodnenia obsahuje zrelé semeno krytosemenne;
rastliny diploidné embryo a ochranné vrstvy obsahujice triploidny endosperm, vyzivné

pletivo pre embryo, obal semena materského povodu (osemenie) (Arc et al., 2013a).



V zivotnom cykle rastlin su fazy semien a kli¢nych rastlin kI'diCovymi vyvojovymi
Stadiami (Arc et al., 2013b).

V semenach bobovitych rastlin sa rozliSuju tri rozne Casti: obal semena (nazyvany
aj osemenie, testa), endosperm a embryo. Embryo pozostava z korienka (radikula),
vyrastené¢ho vrcholu stonky (plumula) a dvoch kli¢nych listov (kotyledon) (Obr. 1).
Korienok vo vseobecnosti prenika do pody, vytvara korefiové vlasky a Casto aj bocné
korene (Fahn, 1990). Hoci sa morfologia semien medzi r6znymi rodinami rastlin 1isi,
zlozky embrya su zachované. Zrenie embrya sa zac¢ina vo vnutornej adaxialnej oblasti.
Skory rast podlieha kontrole materskou rastlinou, ¢o sa méze prejavit’ v miere, akou bude
embryo neskor realizovat’ svoj rastovy potencial (Weber et al., 2005).

Triploidny endosperm je pletivo dodavajliice Ziviny embryu pocas raného vyvoja.
Najskor tvori endosperm hrachu pohyblivé, proliferujtiice pletivo, ktoré vystiel'a dutinu
zarodo¢ného vaku. Neskor obali embryo a suspenzor. V priebehu vyvinu embrya sa
endosperm zmensuje a postupne zanika, ¢ize v zrelom semene sa nenachadza (Melkus

et al., 2009).

Embryo hrachu

Kli¢ny list
(kotyledon)

Vyrasteny vrchol
stonky (plumula)

Korienok
(radikula)

Obr. 1: Embryo hrachu. Po odstraneni osemenia z embrya je mozné pozorovat’ jednotlivé Casti,
ktorymi st kli¢ny list (kotyledon), vyrasteny vrchol stonky (plumula) a korienok
(radikula). Prevzaté a upravené z https://web2.mendelu.cz/af_211_multitext/
obecna_botanika/texty-organologie-morfologie_semen.html. (15.2.2022).



Kotyledon (kli¢ny list) obsahuje hlavné zasobné latky, bielkoviny a sacharidy.
U hrachu siateho zostavaju kotyledony hrubé, pretoze st miestom rezervného
skladovania a tvoria takmer celi hmotu semien (Fahn, 1990; Bewley & Black, 2013).
Vo vSeobecnosti je diferencidcia kotyledonov postupny proces zahfiajuci prijem
sachardzy, rozsirenie buniek, ziskanie fotosyntetickej aktivity, akumuléciu zasobnych
produktov a ziskanie tolerancie voé¢i vysychaniu. Kotyledony dosiahnu fyziologicka
zrelost’, ked’ bunky zvéicsia svoj objem. Mladé kotyledony hrachu st vysoko mitoticky
aktivne. Poc¢as prechodného §tadia sa vel'kost’ vnutornych adaxidlnych buniek zvicsuje,
zatial' ¢o vo vonkajsej abaxialnej oblasti sa mitoticka aktivita udrziava dlhsie (Weber

et al., 2005).

2.3 Struktiira osemenia hrachu

Osemenie je multifunk¢ény organ, ktory hra dolezita ulohu vo vyzive embryi po¢as vyvoja
semena a nasledne v ochrane pred skodlivymi ¢inite'mi z prostredia. Osemenie funguje
ako fyzicka bariéra, cesta prijmu vody a zaroven chrani pred mikrobidlnymi utokmi
(Smykal, 2016). Uvadza sa, ze v osemeni sa nachadza najvyssia koncentracia fenolovych
zlucenin (Dueias et al., 2004).

Vonkajsia bunkova stena makrosklereid je pokryta kutikulou (Obr. 2). Kutikula tvori
stvisli vrstvu pokryvajicu semeno. Jedinou nepokrytou castou je hilum. Priehl'adna
oblast’ nazyvajuca sa svetla linia oddeluje koncové cCasti makrosklereidov od ich
bazalnych casti. Svetla linia sa tiahne prieéne cez vrstvu makrosklereidov.
Makrosklereidy maju nepravidelny tvar, pricom sa zuzuju smerom k povrchu osemenia
Vv désledku vyrazného zhrubnutia bunkovej steny. Vrstvu buniek pod makrosklereidami
tvoria osteosklereidy, medzi ktorymi sa nachddzaju ndpadné¢ medzibunkové priestory
vyplnené vzduchom. Osteosklereidy st prvym hlavnym typom buniek pocas
diferenciacie osemenia, v ktorych bola zistend bunkova smrt’. V hile a jeho okoli sa vrstva
osteosklereidov spdja s hrubostennym parenchymom v tvare hviezdy. Najvnutornejsia
Zast’ osemenia je zloZena z parenchymovych buniek predizenych v kolmom smere, ktoré
vytvaraji bohaté medzibunkové priestory so vzduchom. Parenchymové bunky sa ¢asto
vyskytuja v 5-12 vrstvach, pricom vnatorna vrstva je v priamom kontakte s endospermom
(Smykal et al., 2014b).



f Ruiikula

Svetla linia

* Makrosklereidy

Osteosklereidy

Vrstvy

parenchymu

Obr. 2: Epidermalne bunky sa diferencuju na makrosklereidy, ktoré sa vyznacuji povrchom
pokrytym kutikulou. VonkajSie Casti makrosklereidov su oddelené svetlou liniou
so Specifickymi znakmi, ¢o vedie k r6znym optickym alebo farbiacim vlastnostiam.
Centralna Cast’ sa rozliSuje na osteosklereidy so zvlastnymi tvarmi, ktoré su spdsobené
zhrubnutou sekundarnou bunkovou stenou. NajvnutornejSie vrstvy parenchymovych
buniek pocas diferenciacie Casto odumierajii a zostanu len rozpadnuté fragmenty.
Prevzaté a upravené od Smykal et al., 2014b.

V parenchymovych vrstvach su zakotvené cievne systémy osemenia a ich §truktira sa
u jednotlivych druhov bobovitych rastlin 1i$i. Semena hrachu maju relativne jednoduchy
cievny systém obsahujuci jeden chalazovy cievny zvdzok s dvomi bo¢nymi vetvami
zasahujucimi do osemenia. Chalazova oblast’ je dolezitou sucastou osemenia, kde konci
spojenie cievnych zvizkov semena s materskou rastlinou pomocou putka (funikulus).
Hilum je vyrazne ovalna alebo okruhla jazva, ktora zostala po spojeni s materskou
rastlinou na semene (Obr. 3). Ked’ je relativna vlhkost’ nizka, $trbina v hile sa otvara,
¢o umoziuje semenu vyschnut’. Pri vysokej relativnej vlhkosti sa Strbina uzatvara, ¢im
brani absorpcii vlahy. Klovy otvor (mikropyle) je umiestneny na opacnej strane semena,
oznacovanej ako mikropylarny pél. Cez mikropyle po opeleni prerasta pel'ové vrecusko

az do zarodo¢ného vaku. U niektorych druhov je zvySok mikropylarneho
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Obr. 3: VSeobecna schéma morfologie semena, ktora sa bezne vyskytuje v semenach Fabaceae.
Schéma zobrazuje najdolezitejsie morfologické znaky ako st hilum, strophiole, semenny
Sev a mikropylarny otvor. Prevzaté a upravené od Smykal et al., 2014b.

otvoru pokryty voskovym vieCkom. Na druhej strane hila sa nachddza strophiole,
Struktira, cez ktort moze byt nasdvand voda. Vplyvom vonkajSich alebo vnutornych
faktorov sa strophiole otvara. V oblasti strophiole st palisddové bunky uzsie, dlhSie
a variabilnejsie ako vo zvySku osemenia (Debeaujon et al., 2000; Van Dongen et al.,
2003; Smykal et al., 2014b).

Dvomi hlavnymi funkciami o0semenia st ochrana embrya v zrelom semene
a zasobovanie embrya Zivinami pocas vyvoja. Ziviny sa takmer vyluéne dovazaju cez
floém a zahfnaji hlavné organické Ziviny, sachar6zu a aminokyseliny, ako aj draslik
a mikroziviny. Osemenie taktiez obmedzuje klicenie, pretoze je nepriepustné pre vodu
a kyslik, pripadne svojou mechanickou odolnostou brani vyc¢nievaniu korienkov
(Debeaujon et al., 2000; Van Dongen et al., 2003). Hoci sa osemenia réznych druhov
znacne liSia v Strukture a zlozeni, prechadzaji podobnymi fazami vyvoja vo vztahu
k embryu a endospermu. Pri vyvoji semien bobovitych rastlin sa najskor vyvija osemenie
a endosperm, nasledne sa vyvinie embryo, pokracuje dozrievanie 0semenia a dozrievanie
embrya (Moise et al., 2005).



2.4 Dormancia

Dormancia je vlastnost' jednotlivého semena, ktora brani kliceniu aj za priaznivych
podmienok prostredia. Mnohé druhy rastlin, najma tie, ktoré pochadzaju z miernych
oblasti, vykazuji dormanciu semien. Dormancia je vel'mi prospesna, pretoze odd’al'uje
klicenie az dovtedy, pokym nebudua podmienky a prostredie priaznivé pre rast klicnych
rastlin (Bethke et al., 2006). V prirodzenych podmienkach je vhodné nac¢asovanie klicenia
semien dolezité z toho dovodu, aby sa zabezpecili optimalne rastové podmienky pre
mladé rasliny a zarucilo sa prezitie druhu (Bewley, 1997). Dormancia semien zohrala
vyznamnu Ulohu v evolucii a adaptécii rastlin, pretoze kli¢enie je jednym z kl'i¢ovych
momentov v zivote rastlin. UrCuje nastup novej generacie a aj to, kde a kedy rastlina
rastie. Vo vol'nej prirode existuje vela spiacich semien, ktorym mdze trvat’ niekol’ko
mesiacov, ¢i dokonca rokov, kym vykli¢ia (Smykal, 2016).

Dormancia moéze byt spdsobend uréitymi vlastnostami o0semenia, mobilizaciou
rezervnych zloziek, hladinami hormoénov alebo spolo¢nym pdsobenim viacerych tychto
faktorov. Dormancia je teda urCena genetickymi faktormi, ale moze byt podstatne
modulovanad aj parametrami prostredia. Zmiernenie blokady moze byt podmienené
nickol’kymi odlisnymi ¢initeI'mi prostredia (teplota, vlhkost’, svetlo, koncentracia zivin)
alebo fyzikalnymi faktormi (narusenie osemenia). Presné podmienky potrebné
na uvolnenie dormancie a nasledné Kklicenie zavisia od druhu a prispievaju tak
k primeranosti rastliny k prostrediu oddialenim kli¢enia, kym semeno nesplni vhodné
podmienky pre svoj vyvoj (Arc et al., 2013b). Dormanciu mozno klasifikovat' ako
primarnu a sekundarnu na zaklade toho, kedy nastava jej vyvolanie. Primarna dormancia
vznika pocas vyvoja semien v dosledku endogénnych (vnutornych) faktorov alebo
podmienok prostredia, ktorym Celi materskd rastlina. Semend vykazujice primarnu
dormanciu m6Zu byt uvolnené zo stavu dormancie mnozstvom oSetreni, ktoré zahfiiaji
nasledné dozrievanie, definované ako obdobie suchého skladovania Cerstvo zozbieranych
semien. Ked’ semena ¢elia nepriaznivym podmienkam pre klicenie, mézu nedormantné
semena prejst’ do stavu pokoja, ktory sa oznacuje ako sekundarna dormancia (Tuan et al.,
2019).

Primérna dormancia sa kategorizuje do piatich typov: fyziologickd, morfologicka,
morfofyziologicka, fyzikalna a kombinovana (napr. fyziologicka a fyzikalna dormancia).

Fyziologicka dormancia je najbeznej$im typom dormancie, ktora sa vyskytuje u mnohych



rastlinnych druhov. Je dana hladinou kyseliny abscisovej a giberelinov. Znizenie koncen-
tracie kyseliny abscisovej vedie k postupnému uvolfiovaniu jej inhibi¢ného ucinku.
Pri zvySeni hladin bioaktivnych giberelinov Ssa zvidc¢Suje rastovy potencial embrya
a indukuju sa hydrolytické enzymy, ktoré oslabujt bariérové pletiva (Arc et al., 2013b).
Fyziologickd dormancia sa d’alej deli na nehlboku, strednii a hlboki dormanciu na
zéklade hibky kI'udu (Tuan et al., 2019). Hibka primérnej dormancie v zrelych semenach
moze zavisiet od podmienok, ktorym bola materskd rastlina vystavend. Takymito
podmienkami moze byt teplota alebo dostupnost’ mineralnych prvkov (dusi¢nanov)
v pode. Semena teda vyvinuli komplexnu kontrolu hibky pokoja, ktora integruje rézne
casopriestorové parametre umoziujice dynamickdl definiciu minimalnych poziadaviek
na klicenie (Arc et al., 2013b). Embryo hlbokého fyziologicky spiaceho semena bud’
nemdze rast vobec alebo bude produkovat’ abnormalne kli¢ne rastliny. Na rozdiel
od hlbokej dormancie mézu embrya nehlboko fyziologicky spiacich semien I'ahko kli¢it’
a produkovat’ normalne kli¢ne rastliny. Embrya semien vykazujuce strednu fyziologickt
dormanciu mézu nakoniec vykli¢it' a rast. Morfologicka dormancia je spdsobena
nediferencovanym alebo nedostato¢ne vyvinutym embryom, avSak klicenie moze nastat’
po d’alSom vyvoji embrya, zatial' co morfofyziologickda dormancia je charakterizovana
nedostatocne vyvinutym embryom, ktoré tiez vykazuje fyziologickii dormanciu.
Fyzikalna dormancia, typicka pre planych zastupcov hrachu, je spésobena osemenim
alebo krycimi vrstvami semien nepriepustnymi pre vodu alebo plyn, ¢im blokujt klicenie.
Kombinovand dormancia je typ dormancie vyvolanej napriklad fyzikalnymi

a fyziologickymi zlozkami semien (Tuan et al., 2019).

2.5 Kilicenie a vyvoj kli¢nej rastliny

Kli¢enie semien je komplexny fyziologicky proces, ktory sa zafina prijmom vody
suchym semenom a kon¢i rastom korienkov cez krycie vrstvy embrya (Obr. 4)
(Tuan et al., 2019). Pocas procesu prijmu vody povodne pokojné suché semeno postupne
prechadza tromi hlavnymi krokmi. Prvy krok spo¢iva v rychlom nasati vody prvotne
pokojnych semien, ¢o vedie k postupnému obnoveniu metabolickej aktivity, génovej
expresie, syntéze, spracovaniu proteinov a oprave DNA pletiva (Arc et al., 2013b). Suché
semend maju vel'mi nizky potencial vody, ¢o sposobuje jej rychle nasatie. Priepustnost’
osemenia, ktoré je sicastou semena prichadzajuceho do kontaktu s okolitou vodou,

zohrava Ustrednu tlohu pri prijimani vody (Smykal et al., 2014b). V priebehu druhého



kroku absorpcie vody sa jej obsah len mierne zvySuje, zatial ¢o vo vnutri semien
prebiehaju dolezité metabolické zmeny. Ak sa na konci druhého kroku prijme
,rozhodnutie® pokracovat smerom ku klieniu, rastovy potencial embrya postupne
prekondva mechanické obmedzenia spOsobené okolitymi vrstvami, co vedie
k postupnému prasknutiu osemenia. Pre¢nievanie korena cez obal semena je teda
dosiahnuté ako vysledok délezitého predlzovania buniek bez ich akéhokol'vek delenia
a vyskytuje sa stcasne S vyznamnym obnovenim prijmu vody (Arc et al., 2013Db).
Po nasati vody semenom nasleduje rastova faza embrya, kedy osemenie embrya praska
a vytvara sa korienok. PokraCuje rast korienka, z ktorého sa neskor vyvinie koren
apostupne sa predlzuje epikotyl (ScienceFacts. https://www.sciencefacts.net/seed-
germination.html (16.2.2022)).

Stonkovy apikalny meristém

Hypokotyl

‘ “ A
s\ \
|

Obr. 4: Vyvoj semien hrachu siateho v kli¢nu rastlinu. 1.: Nasavanie vody semenom hrachu
a nasledné preniknutie korienka osemenim. 2.: Rast korienka. 3.: Pokracuje rast korienka,
z ktorého sa vyvinie koreni a predlzuje sa epikotyl. 4.: Kli¢na rastlina d’alej rastie.
Prevzaté a upravené z https://www.indiamart.com/proddetail/germination-of-seed-bean-
pea-for-botany-chart-2898719797.html (15.2.2022).
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Schopnost’ klicenia je regulovand kombinaciou environmentalnych a endogénnych
signalov so synergickymi aj antagonistickymi u¢inkami. V priebehu kli¢enia semena
produkuju reaktivne formy kyslika (ROS) ako napriklad superoxid alebo peroxid vodika.
Zvysenu produkciu reaktivnych foriem kyslika méze sposobovat’ aj nedostatok kyslika.
Pokial' nedojde k detoxikovaniu, ROS st schopné poskodit bunkové membrany
¢1 podporit’ degradaciu proteinov, ¢im sa oneskori klicenie. Ked’Ze proces klicenia semien
zavisi hlavne od ulozenej mRNA a proteinov, poSkodenie na irovni DNA méze viest
K preruSeniu rastu a vyvoja kli¢nej rastliny. Mechanizmy bunkovej opravy najmé na
urovni DNA a proteinové post-translacné modifikacie maju dolezita rolu v Zivotnosti
semien. Kvoli vysokej zraniteInosti semien poranenim, biotickym a abiotickym stresom
pocas nasavania vody sa kliCenie povazuje za najdolezitejSiu fazu Zivotného cyklu rastlin.
Dokazalo sa, Ze oxid dusnaty (NO) je silnym ¢inidlom uvolfiujucim dormanciu
U mnohych druhov a predpokladda sa, ze hra klIicovu ulohu pri kli¢eni semien
a mitochondrialnej funkcii (Arc et al., 2013b; Pandey et al., 2019). Po vykli¢eni semien
vznikajuca kli¢na rastlina spociatku rastie pohanana zasobami semien. V priebehu
d’alSieho vyvoja klicna rastlina ziska fotosynteticku schopnost’ a prejde do autotrofie.
Dostupnost’ dusika je dolezitym signdlom pre skory rast po vykliCeni a pozitivne

ovplyvnuje rozsirovanie a zelenanie kotyledonov a rast hypokotylu (Vidal et al., 2020).

2.6 Oxid dusnaty

2.6.1 Vlastnosti oxidu dusnatého

Oxid dusnaty (NO) je relativne stabilny, vol'ny a vysoko difuzny plyn, ktory spociatku
pritahoval pozornost’ ako latka znecist'ujuca zivotné prostredie. Chemické vlastnosti vsak
zneho robia vSestrannil signalnu molekulu. Oxid dusnaty sprostredkuva rdzne
patofyziologické a vyvojové procesy, vratane expresie génov suvisiacich s obranou,
programovanou bunkovou smrtou, uzavretim prieduchov, tvorbou semien a vyvojom
korenov. Aplikacia NO na neporusené a Cerstvo narezané plody po zbere dokaze oddialit’
dozrievanie, inhibovat’ biosyntézu etylénu ¢i zhnednutie povrchu rezu (Duan et al., 2007;
Wu et al., 2012). Rovnako méze oxid dusnaty neutralizovat’ oxida¢né poSkodenie, ¢im
sa preukdze jeho ochranny ucinok proti chorobdm. Dokonca hra vyznamnt tlohu ako
regulator fyziologie rastlin ¢i tolerancie stresu (Nabi et al., 2019; Gheysarbigi et al.,

2020). Predpoklada sa, ze oxid dusnaty je dolezita molekula pocas vyvoja korenového
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systému a rozvoja symbiotickych interakcii S podnymi baktériami na povrchu koreniov
(Adamkova & Pettivalsky, 2012).

Molekula oxidu dusnatého obsahuje vo svojom vonkajSom orbitéali neparovy elektron,
a preto ma vlastnosti radikdlu. Radikdl moze ziskat alebo stratit’ jeden elektrén
a premenit’ sa na jednu z troch foriem: radikal (NO-), nitrozoniovy kation (NO* ) alebo
nitroxylovy anion (NO"), €o vysvetluje jeho vysoku reaktivitu. Tieto tri formy NO st
v bunke zameniteI'né a su silne zavislé od jej redoxného stavu. Radikal oxidu dusnatého
volne difunduje vo vodnych roztokoch, je schopny prechadzat’ cez lipidové membrany,
pohybovat’ sa v bunkovych kompartmentoch a aj z bunky do bunky (Rico-Lemus
& Rodriguez-Garay, 2014). Reaktivita NO v bunkach je zna¢ne ovplyvnena mnozstvom
a vzajomnou lokalizaciou vznikajuceho oxidu dusnatého a potencidlnych reaktantov.
Typickou reakciou NO v aerobnom prostredi je relativne pomala oxidacia molekularnym
kyslikom na NO,. Dalsou vyznamnou reakciou NO je tvorba nitrosylovych komplexov
s atomami kovov. Biologicky vyznamnou interakciou je vdzba oxidu dusnatého na atdém
Fe?* hemovych kofaktorov enzymov, kde najddleZitejsim prikladom je regulacia aktivity
guanylatcyklasy (GTP difosfat lyasa, EC 4.6.1.2) (Brown & Borutaite, 2002; Szabo et al.,
2007).

Vytvoreny NO je reaktivny volny radikal, ktory velmi rychlo reaguje s inymi
radikalmi, hlavne s reaktivnymi formami kyslika (ROS) za vzniku peroxynitritov
(Obr. 5). Peroxynitrit ako silné nitraéné ¢inidlo d’alej reaguje s proteinmi, lipidmi a DNA
za vzniku prislusnych nitroso a nitro derivatov (Adamkova & Pettivalsky, 2012).
Po produkcii sa uvolneny NO mdze prispdsobit’ bunkovému redoxnému prostrediu,
¢o vedie k tvorbe roznych biologicky aktivnych zlucenin oznacovanych ako reaktivne
formy dusika (RNS) (Arc et al., 2013a). Oxid dusnaty moéze posobit’ bud’ ako priamy
lapac reaktivnych foriem kyslika alebo dokaze indukovat’ antioxidacny systém rastlin

(Singh & Bhatla, 2017).
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NO neenzymova syntéza
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nitratreduktasa NOsynthasa

NO* --=—=-- NO~

ucinky / \ i
\ / 02. / H O NO
OONO~ ‘\\\

peroxynitrit oxidasy/peroxidasy

Obr. 5: Schéma produkcie oxidu dusnatého v rastlinach znazoriiujuca vznik oxidu dusnatého
neenzymovou syntézou, pomocou NOsynthasy z argininu alebo pomocou nitratreduktasy
Z NOg. Prevzaté a upravené od Adamkova & Petiivalsky, 2012.

2.6.2 Produkcia oxidu dusnatého

Produkcia oxidu dusnatého je spojend s obrovskym poc¢tom fyziologickych situacii
Vv rastlinach, ktoré pokryvaju cely zivot rastliny a zahfiaji kli¢enie, vyvoj korenov,
kontrolu stomatalnych pohybov, kvitnutie, rast pelovych trubic a starnutie listov. Takisto
k produkcii NO dochadza aj pri reakciach na posobenie biotickych alebo abiotickych
stresovych faktorov (Baudouin, 2010).

Oxid dusnaty je V rastlinach produkovany enzymovymi aj neenzymovymi cestami
(Li etal., 2017a). Neenzymové procesy mozu za urcitych podmienok prispievat’ k syntéze
NO v rastlinach. Nizke pH v apoplaste podporuje neenzymovu redukciu dusitanu, kedy
dusitan dismutuje na NO a dusi¢nan. Dusitan mé6ze byt tiez chemicky redukovany kyse-
linou askorbovou pri fyziologickych hodnotach pH na NO a kyselinu dehydroaskorbovi.
Dalsi neenzymovy mechanizmus pre tvorbu NO v membréanach chloroplastov je svetlom
sprostredkovana premena NO2 na NO katalyzovana karotenoidmi (Cooney et al., 1994;
Yamasaki, 2000; Stohr & Ullrich, 2002).

V sti¢asnosti bolo popisanych celkom osem oxida¢nych a redukénych drah, o ktorych

sa predpoklada, ze maji podiel na biosyntéze NO. Oxida¢né drahy zahfnaji oxidaciu
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L-argininu  NOS-like enzymom (NOS-oxid dusnaty syntasa), polyaminov
a hydroxylaminu. V redukénych drahach sa vyuzivaju enzymy ako je nitratreduktasa,
xanthinoxidasa, cytochrom-c oxidasa/reduktasa, nitrit:NO reduktasa a chrenova
peroxidasa (Prakash et al., 2019).

Prvym jednoznacne identifikovanym enzymovym zdrojom NO v rastlindch
je nitratreduktasa (nitrat:NAD* oxidoreduktasa, NR, EC 1.7.1.1). Nitratreduktasa
je homodimérny protein, pricom kazdy monomér obsahuje tri prostetické skupiny: FAD,
hem a molybdénovy kofaktor. Aktivita NR je posttranslaéne regulovana reverzibilnou
fosforylaciou. Hlavnou ulohou nitratreduktasy v rastlinach je katalyza NAD(P)H-
dependentnej dvojelektronovej redukcie dusiénanu na dusitan (Yamasaki et al., 1999;
Yamasaki & Sakihama, 2000). Nitratreduktasa sa nachadza v cytosole a podiel’a sa na
regulacii otvorenia prieduchov, aktivacii antioxidaénych enzymov, vyvoji kvetu alebo na
regulacii vegetativneho — generativneho prechodu (Gupta et al., 2011). Oxid dusnaty
zavisly od NR je nevyhnutny pre aktivity antioxidaénych enzymov indukovanych
kyselinou abscisovou a peroxidom vodika (Huang et al., 2019).

Aktivita NOS-like enzymu bola zistena v chloroplastoch a peroxizomoch. Substratom
je L-arginin, zatial ¢o NAD(P)H posobi ako donor elektronov (Gupta et al., 2011).
Produkcia NO z L-argininu sa vyskytuje aj v listoch, stonkach a korenoch semenacikov
hrachu pocas vyvoja (Huang et al., 2019). Reakcie spojené s NOS-like aktivitou mézu
byt sucast'ou indukcie nahromadenia kadmia, programovanej bunkovej smrti vyvolanej
kadmiom, sprostredkovani ochrannych reakcii proti UV-B ziareniu a na vyvoji korenov
(Gupta et al., 2011).

Nitrit:NO reduktasa (nitrit:NO ferricytochrom-c oxidoreduktasa, NiINOR, EC 1.7.2.1)
je dalsim Specifickym rastlinnym enzymom podiel'ajucim sa na syntéze NO a nachadza
sa na plazmatickej membrane. Nitrit:NO reduktasa katalyzuje redukciu dusitanu na oxid
dusnaty (Stohr & Stremlau, 2006). Aktivita NINOR je vyvolana pri znizenom obsahu
kyslika v pletivach. Okrem toho je produkcia oxidu dusnatého pomocou NiNOR urc¢ena
tvorbou dusitanov prostrednictvom apoplastickej nitratreduktasy, ktora je zase ovplyv-
nena dostupnost’ou dusi¢nanov a sukcinatov (Gupta et al., 2011).

Chrenova peroxidasa katalyzuje tvorbu NO in vitro za ucasti peroxidu vodika
z N-hydroxyargininu alebo hydroxymo&oviny. Dalgie hemopreoteiny vyskytujice sa
Vv rastlinnych bunkach ako cytochromy P450, hemoglobiny a katalasa st schopné in vitro
produkovat’ NO a d’alsie oxidy dusika katalyzou oxidacie N-hydroxyargininu kumaryl-
hydroperoxidom. Aktivita xanthinoxidasy (xanthin:kyslik oxidoreduktasa, XOD,
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EC 1.17.3.2) bola najdena v peroxizémoch listov hrachu, ktoré su pravdepodobne jednym
z miest aktivnej tvorby NO v rastlinnych bunkach (Boucher et al., 1992; Barroso et al.,
1999; Huang et al., 2004). Xanthinoxidasa je schopna redukovat’ organické nitraty,
a taktiez aj anorganické dusi¢nany a dusitany uvolfiujuce oxid dusnaty (Prochazkova

etal., 2014).

2.6.3 Lapace a donory oxidu dusnatého

Mnoh¢ environmentalne a chemické upravy znizuja alebo odstraiiuji dormanciu semien,
avsak biochemické zmeny, ktoré sa vyskytuji pocas premeny stavu nie su dostato¢ne
pochopené. Niekol'’ko vyskumov zaradilo oxid dusnaty ako ucastnika daného procesu,
pretoze je sucastou signalnej siete, ktord riadi dormanciu semien. Aplikacia donorov
NO znizuje alebo odstrafiuje dormanciu zo semien a naopak, pouzitie vychytavacov
NO posiliiuje dormanciu semien. Hendricks a Taylorson (1974) dospeli k zaveru,
ze stimulacia klicenia semien dvojkli¢nolistovych rastlin dusi¢nanmi je pravdepodobne
sprostredkovana hydroxylaminom, dusitanom alebo oxidom dusnatym (Bethke et al.,
2006). Pokial’ ide o rastlinné hormony, akykol'vek mechanizmus priamo ovplyviujici
hladiny NO, okrem drah biosyntézy, moze mat’ kl'i¢ova tlohu v regulécii signalizacie
NO. Oxid dusnaty je schopny reagovat s redukovanym glutationom za vzniku
S-nitr6zoglutationu, ktory bol navrhnuty ako skladovacia a transportna forma pre oxid
dusnaty Vv rastlinich a semenach (Arc et al., 2013a).

Ako donor oxidu dusnatého funguje nitroprusid sodny (SNP) (Gheysarbigi et al.,
2020). SNP, systematickym nazvom pentakyanonitrosylzelezitan sodny, je anorganicky
komplex, v ktorom je Zelezo viazané ako Fe?" a oxid dusnaty ako NO* (Rico-Lemus
& Rodriguez-Garay, 2014). SNP ma niekol’ko vyhod v porovnani s inymi donormi NO.
Azda najviac¢Sou vyhodou je, Ze nitroprusid sodny dodava oxid dusnaty mnoho hodin
(Bethke et al., 2006). Nitroprusid sodny v roztoku je vysoko fotosenzitivny a jeho
rychlost’ rozkladu sa zvySuje kyslikom aj teplotou. Dokazalo sa, ze fotolyza SNP
uvoliuje viac kyanidu ako oxidu dusnatého, a preto moze byt kyanid aktivnou
zluceninou pri aplikacii SNP na semend. Uvoltiovanie kyanidu ako vedl'ajsieho produktu
v roztoku obmedzuje uzito¢nost’ SNP ako donora NO v roznych biologickych vyskumoch
(Arc et al., 2013b; Singh & Bhatla, 2017).

Medzi dalSie donory oxidu dusnatého patria SNAP (S-nitroso-N-acetyl-D,L-
penicilamin), DETA (dietyléntriamin NONOat) a CAY (4-(p-metoxyfenyl)-1,3,2-
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oxatiazolylium-5-olat), ktoré vykazuju rozdielnu schopnost uvolfovania oxidu
dusnatého vo vodnom roztoku. DETA patri do skupiny diazéniumdiolatov, znamych
aj ako NONOaty. Tieto zluceniny obsahuju diolatova skupinu viazicu sa cez atom dusika
na nukleofilny adukt, ktorym moze byt primarny alebo sekundarny amin, pripadne
polyamin. Ich rozklad zavisi od hodnoty pH, pretoze pri hodnotich vyssich ako 9
sa rozkladaju vel'mi pomaly, pri fyziologickom pH sa rozkladaju strednou rychlostou
a pri kyslom pH sa rozkladaju okamzite (Singh & Bhatla, 2017).

K zablokovaniu signalnych drah oxidu dusnatého dochadza posobenim lapacov, ktoré
sa lisia svojou Specifickostou a schopnostou ziskat pristup k miestu poésobenia NO.
Do kategorie zlu¢enin nitronyl nitroxidu, ktoré su stabilné organické radikaly patria PTIO
(2-fenyl-4,4,5,5-tetrametylimidazolin-1-oxyl-3-oxid) a cPTIO (2-(4-karboxyfenyl)-
4,4,5,5-tetrametylimidazolin-1-oxyl-3-oxid), vyuZzivajice sa ako lapace oxidu dusnatého.
PTIO reaguje s NO za vzniku zodpovedajucich iminonitroxidov (PTI) a NO.. Bezne
je preferovany cPTIO pred PTIO, pretoze je vo vode viac rozpustny. VO vSeobecnosti
plati, ze pri pouziti donorov alebo lapacov NO by sa mal vzdy brat’ do uvahy potencidlny
ucinok vsetkych vytvorenych zlucenin. Preukazanie opac¢nych ucinkov donorov NO
a lapac¢ov NO v danom fyziologickom procese sa zvy¢ajne povazuje za spol'ahlivy dokaz
obsiahnutia oxidu dusnatého (Goldstein et al., 2003; Adamkova & Pettivalsky, 2012;
Arc et al., 2013b; Singh & Bhatla, 2017).

Ditiokarbamaty st zluCeniny, ktoré vychytavaju oxid dusnaty tvorbou komplexu
s Fe?*. Medzi takéto zlti¢eniny patri DETC (dietylditiokarbamat), znamy ako moleku-
larny lapa¢ NO. DMPO (5,5-dimetyl-1-pyrolin-N-oxid) je redoxna, hydrofilna a inertna
molekula s nizkou toxicitou. Vd’aka tomu, z2 DMPO dokaze vytvarat' stabilné adukty
s radikalmi obsahujucimi dusik vo svojom centre, niektoré pozorovania zo zivociSnych
systémov naznac¢uju schopnost’ danej molekuly zachytavat  oxid dusnaty (Singh & Bhatla,
2017).

2.6.4 Role oxidu dusnatého pri kli¢eni a dormancii semien

Mnohé zluceniny obsahujice dusik vratane oxidu dusnatého, oxidu dusi¢itého, dusitanov,
dusi¢nanov a amoniaku podporuju kli¢enie semien a zbavuju ich dormancie U viacerych
druhov. Kli¢eniu semien moézu napomahat’ prostrednictvom uGc¢inkov na metabolizmus,
oxidaény stav alebo signalizaciu. Oxid dusnaty, dusitany a dusi¢nany dokazu stimulovat

pentdzafosfatova drahu, pricom dusi¢nany st schopné indukovat’ expresiu niektorych
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génov kodujtcich enzymy v pentézafosfatovej drahe pre poskytnutie zakladnych zivin,
a tym vyvolaju klicenie (Finkelstein et al., 2008).

Vyskumy naznacuju, Ze oxid dusnaty sa podiel’a na procesoch podporujucich kli¢enie
semien za pouzitia zlucenin, ktoré st donormi oxidu dusnatého. Dokonca aktivuje
kli¢enie a ma c¢inok aj na odstranenie dormancie tym, ze je spojeny s katabolizmom
kyseliny abscisovej. Rapidne zvySenie katabolizmu kyseliny abscisovej je spdsobené
oxidom dusnatym, ktory je produkovany vo vrstve endospemu v kratkom ¢ase pocas
nasavania semien (Bethke et al., 2007; Gibbs et al., 2014; Yan & Chen, 2020). Kyselina
abscisova (ABA) inhibuje klicenie semien a podporuje ich dormanciu pocas dozrievania
embryi. To sluzi ako obranny mechanizmus za nepriaznivych podmienok. Kyselina
abscisovd podporuje akumulaciu proteinov a lipidov v semendch, o zvySuje ich
vysychanie a dormanciu, a tym zabranuje kli¢eniu (Prakash et al., 2019). Rychly pokles
obsahu ABA vyvolany oxidom dusnatym je sprostredkovany zvySenim transkripcie génu
CYP707A2 a nahromadenim proteinu CYP707A2. ZvySenu transkripciu dané¢ho génu
vykazuju semena oSetrené SNP, zatial’ ¢o pri semenach oSetrenych c-PTIO je transkripcia
potlac¢ena. Oxid dusnaty tym padom podporuje zmiernenie dormancie semien zvysenim
expresie génu CYP707A2 a naslednym zniZzenim obsahu kyseliny abscisovej v semenach
(Yan & Chen, 2020).

Oxid dusnaty dokaZe inhibovat mitochondridlne dychanie vratnou vézbou
na cytochrom c¢ oxidasu, priCom tato inhibicia pomaha pri zlepSovani oxidacnej
fosforylacie. Pocas kli¢enia je potrebna rovnovaha medzi oxidom dusnatym, reaktivnymi
formami kyslika a respiratnym metabolizmom na udrzanie energetického stavu
v semene. Pre zahajenie klicenia mdze byt potrebnd minimalizdcia ROS, pricom
Vv procese detoxikacie ROS indukciou syntézy antioxidantov sa d& predpokladat’, Ze ma
oxid dusnaty doélezitd ulohu. V sucasnosti vSak neexistuji dostatocné informacie

0 mechanizme detoxikacie ROS pocas klicenia semien (Pandey et al., 2019).

2.6.5 Lokalizacia produkcie oxidu dusnatého v bunke

Biosyntéza oxidu dusnatého sa vacSinou vyskytuje v chloroplastoch, peroxizomoch
a mitochondriach. Oxid dusnaty sa moze vytvarat redukénym alebo oxidaénym
mechanizmom (Obr. 6). Oxida¢ny mechanizmus zahfia L-arginin-dependentni drahu
Vv chloroplastoch, oxidaciu hydroxylaminov a polyaminov (PA), ¢o vedie k syntéze NO.

Podrobny mechanizmus, akym sa polyaminy menia na NO a rovnako tak aj enzym
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podiel'ajlici sa na biosyntéze NO riadenej hydroxylaminom zostavaju stile nezname.
Redukéna syntéza (zavisla od dusitanov) zahfna nitratreduktasu (NR), nitrit: NO
reduktasu (NiNOR) nachadzajicu sa na plazmatickej membrane, peroxizomdalnu
xanthinoxidasu (XOD) a neenzymatickt redukciu dusitanov v apoplaste (Huang et al.,
2019; Singh et al., 2020). Mitochondrialny oxid dusnaty je vytvarany hlavne z NO2
a deteguje sa iba za anaerobnych podmienok. Funkcia mitochondridlneho NO mdZze byt
obzvlast’ ddlezita vo fyziologickych situaciach, ked’ je dychanie narusené (Baudouin,

2010).

Oxidac¢na draha
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Obr. 6: Schematické znazornenie kI'iCovych drah zapojenych do biosyntézy oxidu dusnatého.
Prerusovana Ciara oznacuje biosyntézu oxidu dusnatého, ktora méze prebiehat’ oxida¢nou
alebo redukcénou drahou. Redukéna draha zahifia premenu NO2 na NO v cytosole
(prostrednictvom  aktivity NR, nitratreduktasa), na plazmatickej membrane
(prostrednictvom aktivity Ni-NOR, nitrit:NO reduktasa) v peroxizomoch, chloroplastoch
a v mitochondridch. Otdznik naznacuje neisty mechanizmus pdsobenia hydroxylaminov
pri produkcii oxidu dusnatého. Prevzaté a upravené od Singh et al., 2020.
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2.7 Charakteristika Studovanych parametrov

2.7.1 Polyfenoloxidasa

Polyfenoloxidasa (1,2-benzendiol oxidoreduktasa, PPO, EC 1.10.3.1), ¢asto nazyvana
aj tyrosinasa, kresolasa, polyfenolasa alebo katecholoxidasa (Blaschek & Pesquet, 2021)
patri do skupiny oxidoreduktas obsahujucich med’, ktoré mozu hydroxylovat monofenoly
alebo oxidovat’ difenoly na 0-dichinony. Tieto vysoko reaktivne zli¢eniny mézu d’alej
polymerovat’ alebo sa kovalentne viazat’ na proteiny a zosietovat’ za vzniku melaninu,
pigmentu s vysokou molekulovou hmotnost'ou (Glagoleva et al., 2020). 1zoenzymy PPO
mozno rozlisit’ na zaklade elektroforetickej mobility, optimalnej teploty a substratovej
Specifickosti. Aktivita PPO zavisi od pH, ktoré ovplyviiuje vizbu substratov a katalyzu.
Vo vseobecnosti sa optimalne pH PPO pohybuje medzi 4,0 a 8,0 (Taranto et al., 2017).

Enzymy polyfenoloxidasy su casto lokalizované v chloroplastoch, kde su spojené
s vnutornymi membranami tylakoidov. Nachadzaju sa aj v cytoplazme a vo vezikulach
medzi plazmalemou a bunkovou stenou (Nguyen et al., 2003).

Pocas starnutia, poranenia a manipulacie pri spracovani a skladovani sa po zbere moze
na plodoch objavit hnednutie. Hnednutie negativne ovplyviuje farbu, chut, nutricné
vlastnosti a trvanlivost’ potravinarskych vyrobkov (Sahbaz et al., 2009; Taranto et al.,
2017). Pocas procesu hnednutia dochadza k syntéze rastlinného melaninu, pigmentu
hnedej az ciernej farby. Této reakcia nastane, ked’ sa polyfenoloxidasy umiestnené
Vv chloroplastoch uvolnuju z chloroplastov v désledku naruSenia bunkovych organel.
Nasledne polyfenoloxidasy interagujt s vakuolarnymi substratmi za vzniku 0-chinénov
polymerizujicich na melanin. Nasledkom variacii v lokalizacii enzymov zapojenych
do procesu hnednutia, hnednutie pokracuje, az kym sa vnutrobunkova membrana
nerozpadne. Pocas nefunkénosti membrany je najdolezitejSim javom pozorovanym
v danej lokalite oxidacia fenolickych zlucenin, pri ktorej sa po tomto procese znizi ich
celkovy obsah v rastlinnych bunkach (Gheysarbigi et al., 2020; Glagoleva et al., 2020).

Bobovité rastliny patria medzi rastliny bohaté na fenoly, pricom prevaznu cast’ tvoria
flavonoidy, izoflavonoidy, antokyany a fenolové kyseliny (Fahim et al., 2019). Fenolové
zluCeniny su jednou z najviac Studovanych funkénych zloziek v semenach hrachu, pretoze
fenoly, no hlavne flavonoidy, nachadzajice sa najma v osemeni a v rastlinnych systémoch
poméhajii v boji proti oxidacnému stresu a pdsobia ako regulatory rastu (Kumar
& Pandey, 2013; Ma et al., 2021). Fenoly a flavonoidy st najbeznejsimi fytozlozkami

roznych druhov ovocia, zeleniny, lieCivych a aromatickych rastlin, ktoré sa vyznaéuju
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antioxidanymi a protizdpalovymi UC€inkami. Antioxidant je latka inhibujica
a odd’al'ujiica oxida¢né poskodenie buniek tym, ze vychytava volné radikaly ako
je peroxid alebo hyperoxid. Vd’aka tomu sa znizuje riziko degenerativnych ochoreni.
Neprimerana produkcia volnych radikdlov moze sposobit’ niekol’ko zdvaznych chordb
(rakovina, Alzheimerova choroba, ochorenia srdca, obliciek, pecene alebo ateroskleroza)
(Phuyal et al., 2020; Borges-Martinez et al., 2022).

Flavonoidy st hydroxylované fenolické latky s premenlivou fenolovou Struktarou.
Po chemickej stranke pozostavaju zo skeletu zlozeného z patnastich uhlikov tvoriacich
dva benzénové kruhy, spojené cez heterocyklicky pyranovy kruh (Obr. 7). Flavonoidy
mozno rozdelit’ do roznych tried akymi su flavony, flavonoly a flavanony. Triedy sa od
seba liSia uroviiou oxidacie a substituciou heterocyklického pyranového kruhu. Jednotlivé
zlt€eniny v ramci triedy sa liSia substitiiciou benzénovych kruhov (Kumar & Pandey,

2013).

5 4

Obr. 7: Zakladna strukttra flavonoidov skladajtcich sa z pitnast’ uhlikového skeletu, ktory tvoria
dva benzénové kruhy (A a B), spojené cez heterocyklicky pyranovy kruh (C). Prevzaté
a upravené od Kumar & Pandey, 2013.
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2.7.2 Peroxidasa
Peroxidasa (peroxid vodika oxidoreduktasa, POD, EC 1.11.1.7) je glykozylovany
rastlinny enzym obsahujici hem. Patri ku klI'iCovym antioxidaénym enzymom, ktoré
st v prirode Siroko rozSirené a Katalyzuju oxidaciu roznych elektron donorovych
substratov (aromatickych fenolov, aminov, indolov) sucasne s rozkladom peroxidu
vodika (Gundinger & Spadiut, 2017; Pandey et al., 2017).

Peroxidasy rovnakej triedy st tvorené dvomi doménami, nazyvanymi proximalna
a distalna, z ktorych kazda viaze jeden i6n vapnika (Obr. 8) (Blaschek & Pesquet, 2021).
Vo vicsine skimanych rastlinnych druhov sa vyskytuju ako charakteristické izoenzymy,
ktoré mézu byt konstitutivne alebo indukované v reakcii na vonkajSie faktory ako

je poranenie, stres a napadnutie patogénmi (Veitch, 2004a).

Obr. 8: Trojrozmerné znazornenie kryStalovej Struktiry izoenzymu C chrenovej peroxidasy.
Skupina hemu (vyfarbena ¢ervenou farbou) sa nachadza medzi distdlnou a proximalnou
doménou, z ktorych kazda obsahuje jeden atom vapnika (zobrazené ako modré gul'6¢ky).
a-helikalne a B-listové oblasti enzymu su znazornené fialovou a zltou farbou. Prevzaté
od Veitch, 2004b.
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V prirode st vSadepritomné a nachadzaju sa v baktériach, hubach, riasach, rastlinach
a zvieratach. Rastlinné peroxidasy, ktoré patria do triedy III sa podielaju na rdoznych
zivotne dolezitych procesoch rastu a vyvoja rastlin pocas ich zivotného cyklu (Obr. 9).
Patri sem metabolizmus bunkovej steny, rast a dozrievanie plodov, lignifikacia,
metabolizmus reaktivnych foriem kyslika (ROS), metabolizmus reaktivnych foriem
dusika (RNS) a metabolizmus auxinov. Lignifikacia sa vyskytuje po¢as normalneho rastu
a obrannych reakcii rastlin. Lignin nachadzajici sa vV bunkovej stene rastlin poskytuje
rastline tuhost’, pevnost’ a odolnost’ vo¢i chemickym, fyzikalnym a biologickym utokom.
V pripade metabolizmu reaktivnych foriem kyslika sa tvoria redukované druhy kyslika,
ktoré su velmi reaktivne a schopné oxidovat’ rozne bunkové zlozky. Reakcia vedie
k oxidaénému poskodeniu rastlinnej bunky spojenému s peroxidaciou membranovych
lipidov, oxidaciou proteinov, inhibiciou enzymov a poskodenim DNA. V konecnom
dosledku to moze viest’ k programovanej bunkovej smrti. V rastlinach je bunkova hladina
peroxidu vodika véa¢Sinou regulovand enzymovymi uc¢inkami katalas a peroxidas. Pocas
kli¢enia rastlin je aktivita peroxidasy zvysena, pretoze odstraiuje rozne toxické produkty
zo semien ako prirodzeny lapa¢. Peroxidasa ma podiel na syntéze rastlinného horménu
etylénu, ktory dava podnet k dozrievaniu plodov (Pandey et al., 2017).

Peroxidasy triedy III maju dva odlisné reakéné mechanizmy: peroxida¢ny cyklus
vyuzivajuci H2O2 (peroxid vodika) alebo iné peroxidy na oxiddciu ich substratu
a hydroxylovy cyklus premienajiuci H2O2 na iné typy reaktivnych foriem kyslika.
Peroxidasy z rastlin obsahujuce hem zahfiiaju klasické alebo sekrecné rastlinné
peroxidasy a askorbatperoxidasy: L-askorbat peroxid vodika oxidoreduktasa (peroxidasa,
E.C. 1.11.1.11). Tieto dve odlisné skupiny enzymov su klasifikované oddelene
v nadrodine rastlinnych  peroxidas. Primdrnou funkciou askorbatperoxidas
nachadzajucich sa hlavne v cytosole alebo chloroplaste je zachytavanie a detoxikacia
peroxidu vodika (Veitch, 2004a).
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Obr. 9: Schéma znazoriujiica tlohy rastlinnych peroxidas, ktoré sa podielaji na obrannych
reakciach voci stresu, ROS metabolizme, hojeni ran alebo procesov podnecujucich
kli¢enie a rast rastlin. Prevzaté a upravené od Pandey et al., 2017.



3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Rastlinny material

Rastlinny material, konkrétne semena hrachu dvoch genotypov boli poskytnuté Katedrou
botaniky, Prirodovedecka fakulta Univerzita Palackého a firmou Selgen. Semena zahtnali
plany, vysoko dormantny genotyp Pisum sativum subsp. elatius 1G140897 a kulturny,
nedormantny genotyp Pisum sativum subsp. sativum Trendy. Dalej v praci si pouzité

skratené nazvy pre oznacenie genotypov, a to Trendy a 1G140897.

3.2 Pouzité chemikalie
o 2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetrametylimidazolin-1-oxyl-3-oxid (cPTIO) -
Sigma-Aldrich, USA
e 4-chlor-1-naftol - Sigma-Aldrich, USA
e 4-metylkatechol - Sigma-Aldrich, USA
e Agarosa - Sigma-Aldrich, USA
e Cryo-gel - Leica Biosystems, USA
e Dimetylsulfoxid (DMSO) - Lach-Ner, Ceska republika
e Guajakol - Sigma-Aldrich, USA
e Katalasa - Honeywell Fluka, Rumunsko
e Metanol - Sigma-Aldrich, USA
e Nitroprusid sodny (SNP) - Honeywell Fluka, Rumunsko
e Pefabloc - Honeywell Fluka, Rumunsko
e Peroxid vodika - Lachema, Ceska republika

e Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) - Sigma-Aldrich, USA

3.3 Pouzité pristroje a experimentalne vybavenie
e Analytické vahy - Denver Instrument, USA
e Centrifiiga 5418R - Eppendorf, Nemecko
e Digitalny pH meter - XS Instruments, Taliansko
e Kryostat LEICA CM1950 - Leica Biosystems, USA
e Magneticka miesacka - BioSan, Litva
e Mikrodostickovy reader Synergy HT - Bio Tek Instruments, USA
e Mikrodosti¢ky Test plate 96F - TPP, Svajéiarsko
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e Mikroskop AXIO Imager KM - Zeiss, Nemecko
e Sada automatickych pipiet - Eppendorf, Nemecko
e Vibratom s dvojramennym zdrojom VT1000S - Leica Biosystems, USA

e Vortex - BioSan, Litva

3.4 Metody

3.4.1 Pestovanie a spracovanie rastlinného materialu

Semena planého a kultirneho hrachu bobtnali a vyvijali sa v klicne rastliny na
Stvorcovych Petriho miskdch. Do Petriho misiek boli vloZené servitky, na ktoré boli
naliate jednotlivé roztoky a voda podl'a podmienok v akych mali semena kli¢it. Na jeden
genotyp bolo pouzitych 9 misiek, pricom 3 misky obsahovali len vodu a sluzili na
kontrolu, 3 misky obsahovali roztok donora oxidu dusnatého a d’alsie 3 misky roztok
lapaca oxidu dusnatého. Ako kontrola sluzila voda z vodovodu. Ako donor oxidu
dusnatého bol pouzity roztok nitroprusidu sodného (SNP) o koncentracii 100 umol-I*
a ako lapac¢ oxidu dusnatého bol pouzity roztok 2-(4-karboxyfenyl)-4,4,55-tetrametyl-
imidazolin-1-oxyl-3-oxidu (cPT10) o koncentracii 100 pmol-I. Na kazda Petriho misku
bolo naliatych 20 ml daného roztoku alebo vody. Na takto navlhéené servitky bolo
poukladanych 20 vopred obrasenych semien hrachu. D6vodom obrusenia semien hrachu
bolo pouzitie planého, vysoko dormantného genotypu 1G140897, ktory by bez narusenia
osemenia nezacal kli¢it. Aby boli zachované rovnaké podmienky pre rast, boli obrusené
aj semena kultarneho, nedormantného genotypu Trendy. Semena sa nechali kli¢it
vo fytotrone pri teplote 23 °C s fotoperiodou 16 hodin svetlo a 8 hodin tma. Rastlinny
material pre stanovenie aktivity polyfenoloxidasy a peroxidasy bol napestovany v troch
opakovaniach.

Semend kultarneho genotypu klicili rychlejSie ako semend planého genotypu.
Rastlinny material bol zozbierany v troch Stadiach. U genotypu Trendy bolo v prvom
Stadiu pri nabobtnani (1 defi po nasadeni) zozbierané embryo a osemenie. V druhom
stadiu (2 dni po nasadeni) bolo zozberané osemenie, korienok a zvySok embrya.
V poslednom §tadiu (4 dni po nasadeni) bolo zozbierané osemenie, kli¢ny list, koren
a epikotyl. V pripade planého genotypu 1G140897 bolo v prvom $tadiu pri nabobtnani
(1 den po nasadeni) zozbierané embryo a osemenie. Druhé Stadium (4 dni po nasadeni)
zahtnalo zber osemenia, korienka a zvysku embrya. V tretom stadiu (7 dni po nasadeni)

bolo zozbierané osmenie, klicny list, koren a epikotyl. Rastlinny material bol po
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zozbierani vlozeny do mikroskimaviek a okamzite preneseny do tekutého dusika.
Nasledne boli mikroskiimavky s rastlinnym materialom umiestnené do mraziaceho boxu

s teplotou -80 °C.

3.4.2 Priprava rastlinnych extraktov pre stanovenie enzymovej
aktivity
Rastlinny material (embrya, korene a nadzemné casti) bol postupne homogenizovany
v trecej miske na l'ade. Osemenia hrachu boli homogenizované taktiez v trecej miske,
ale s pridavkom tekutého dusika. K zhomogenizovanému rastlinnému materialu bol
pridany extrakény pufor, ktory obsahoval 0,1 mol-I"t K-fosfatovy pufor 0 pH 7, 1% (w:V)
polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) a 0,5 mmol-I" pefabloc. Extrakény pufor bol pridany
v pomere 1:3 (w:v), pripadne 1:4 (w:v). Vzorky boli nasledne centrifugované po dobu
20 minat, pri otackach 16 900 x g a teplote 4 °C. Po centrifugacii boli supernatanty
prepipetované do ¢istych mikroskumaviek, vlozené do nadoby s 'adom a extrakty pouzité

k stanoveniu aktivity jednotlivych enzymov.

3.4.3 Stanovenie aktivit enzymov

3.4.3.1 Stanovenie aktivity peroxidasy
Pre stanovenie aktivity peroxidasy bola pouzita spektrofotometricka metoda
s guajakolom (Angelini et al., 1990). Pri vlastnej enzymovej reakcii bol peroxid vodika
substratom pre peroxidasu za sucasnej oxidacie guajakolu na 3,3"-dimetoxy-4,4'-
bifenylchinon, o sa prejavilo narastom absorbancie pri vinovej dizke 436 nm. Molarny
absorpény koeficient pre 3,3’-dimetoxy-4,4 -bifenylchinon bol 4500 M1-cm.

Aktivita peroxidasy bola stanovena na mikrodostickovom readeri Synergy HT
v 96 jamkovej mikrodosticke. K stanoveniu bol pouzity reakény pufor, roztok peroxidu
vodika a extrakt. Reakény pufor obsahoval 0,1 mol-It K-fosfatovy pufor o pH 6
a 0,113 mol-I"! guajakol. Do jamiek na mikrodosticke bolo postupne napipetovanych
155 pl reakéného pufru, 10 ul extraktu a 10 pl 175 mmol-1" roztoku peroxidu vodika.
Stanovenia prebiehali v triplikatoch. Narast absorbancie bol merany pri vlnovej dizke
436 nm pri teplote 30 °C po dobu 1 mintty v 20 sekundovych intervaloch. Nasledne bola
zmerana absorbancia pri vinovych dizkach 900 nm a 977 nm pre vypocet dizky optickej
drahy. Aktivita peroxidasy bola stanovena v osemeni, embryu, koreni a nadzemne;j Casti

u oboch genotypov pocas troch §tadii zberu.
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3.4.3.2 Stanovenie aktivity polyfenoloxidasy

Aktivita polyfenoloxidasy bola stanovena spektrofotometricky na mikrodostickovom
readeri Synergy HT v 96 jamkovej mikrodosticke. Molarny absorpény koeficient
produktu reakcie bol 1090 M*-cm™. K stanoveniu aktivity PPO bol pouzity K-fosfatovy
pufor o koncentracii 0,05 mol-I* a pH 7, roztok katalasy (pripraveny rozpustenim 5 mg
katalasy v 4 ml vody), vzorka a roztok 4-metylkatecholu s koncentraciou 88 mmol-I™.
Do jamiek na mikrodosticke bolo postupne napipetovanych 180 ul K-fosfatového pufru,
20 pl roztoku katalasy, 10 ul vzorky a bud’ 10 ul roztoku 4-metylkatecholu alebo 10 pl
vody do blanku. Narast absorbancie bol merany pri vinovej dizke 420 nm pri teplote
25 °C po dobu 60 minit v 5 mintitovych intervaloch. Potom bola zmerana absorbancia
pri vlnovych dizkach 900 nm a 977 nm pre vypocet dizky optickej drahy. Aktivita
polyfenoloxidasy bola stanovena v osemeni, embryu, koreni a nadzemnej ¢asti u oboch

genotypov pocas troch §tadii zberu.

3.4.4 Vypocty a Statistika enzymovych aktivit

V priebehu pestovania boli prevedené tri biologické replikaty vzoriek, ¢ize tri pestovania.
Aktivity enzymov boli merané v technickych triplikatoch. V grafoch su uvedené priemery
a smerodajné ochylky z minimalne deviatich hodnét. Hodnoty aktivity boli prepocitané
na relativne jednotky, kedy hodnota jedna bola priradena vZdy kontrolnej vzorke daného
genotypu u oboch vyvojovych S§taddii. Bolo tak mozné lepSie pozorovat vplyv

modulatorov hladiny oxidu dusnatého na Studovany parameter.

3.45 Histochemicka lokalizacia aktivity peroxidasy

a polyfenoloxidasy
Struktury osemenia, hila, korena a kli¢neho listu kultirneho a planého genotypu hrachu
V druhom $tadiu vyvoja boli pozorované v prechadzajicom svetle s vyuzitim mikroskopu.
K zhotoveniu rezov boli pouzité pristroje vibratom a kryostat. Na vibratome boli
pripravené rezy koreniov a kliénych listov, na kryostate rezy osemeni. K priprave
preparatov osemenia bol pouzity ter¢ik s nanesenym cryo-gelom, ktory sa nechal
zamrazit'. Na zamrazeny cryo-gel bola nanesena d’alSia vrstva cryo-gelu, do ktorého bola
vlozena vyzerana Cast’ osemenia obsahujica hilum. Takto pripraveny tercik sa dal opét
zamrazit’. Po zamrazeni boli zhotovené rezy s hribkou 40 pum pre 1G140897 a 50 um pre

Trendy. Rezy boli pomocou S$tetca prenesené do K-fosfatového pufra o koncentracii
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10 mmol-I* a pH 7 na podloznom skli¢ku na d’alsie pozorovanie. K priprave preparatov
kliéneho listu a korenia bola pouzita 4% agarosa. Rastlinny material bol vlozeny do tekutej
agarosy s teplotou 40 °C, ktora sa nasledne nechala stuhntt’ na 'ade. Zo stuhnutej agarosy
boli vyrezané Casti s koreniom alebo klicnym listom potrebnej velkosti k zhotoveniu
rezov. Hrubka rezov korenia u oboch genotypov bola 70 um a kli¢neho listu 50 um. Rezy
boli pomocou stetca prenesené do K-fosfatového pufra 0 koncentracii 10 mmol-I*a pH 7
na podloznom skli¢ku na d’alSie pozorovanie.

Po priprave rezov nasledovalo farbenie k stanoveniu aktivity enzymov peroxidasa
a polyfenoloxidasa. K stanoveniu aktivity POD bol pouzity roztok 4-chlor-1-naftolu.
Roztok bol pripraveny rozpustenim 1,5 mg 4-chlor-1-naftolu v 1 ml metanolu, nasledne
bolo pridanych 2,7 ml K-fosfatového pufru o koncentracii 10 mmol-I* a pH 7.
Z pripraveného roztoku bol odobraty 1 ml a k nemu bolo pridanych 20 ul 30% peroxidu
vodika. K stanoveniu aktivity PPO bol pouzity 40 mmol-I* roztok metylkatecholu.

Pred farbenim rezov bol z podlozného sklicka odpipetovany K-fosfatovy pufor
a nasledne pridany farbiaci roztok k stanoveniu aktivity PPO alebo POD. Rezy
s farbiacimi ¢inidlami sa nechali inkubovat, bud’ 1 minutu pre stanovenie aktivity POD
alebo 1 hodinu pre stanovenie aktivity PPO. Po inkubacii boli farbiace roztoky
odpipetovené, 2x bol pridany a odpipetovany K-fosfatovy pufor o koncentracii
10 mmol-I*a pH 7, na premytie rezu. Nasledne bol na rez znovu pridany K-fosfatovy
pufor o koncentracii 10 mmol-I* a pH 7, pripraveny prepatat bol prekryty krycim

sklickom a nasledovalo samotné mikroskopické pozorovanie.
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4 VYSLEDKY

Experimentalna Cast’ bakalarskej prace bola zamerana na spektrofotometrické stanovenie
aktivity peroxidasy (POD), polyfenoloxidasy (PPO) a histochemicku lokalizaciu aktivity
tychto enzymov v rastlinnom materiali. Rastlinny material pre spektrofotometrické
stanovenie aktivity POD a PPO bol pestovany v prostredi donora a lapaca oxidu
dusnatého. Nasledne bol zozbierany v troch stadiach. Vo vysledkoch st uvedené aktivity
enzymov len v dvoch §tadiach, pretoze tretie Stadium bolo zat'azené stresom zo sucha.
Semena sluziace Kk lokalizacii aktivity POD a PPO mikroskopickym pozorovanim, boli
pestované vo vode, pricom bol pouzity rastlinny material z druhého $tadia. Na zhotovenie
preparatov sluzili rezy osemenim, korenom a klicnym listom planého genotypu

P. sativum subsp. elatius 1G140897 a kultarneho P. sativum subsp. sativum Trendy.

4.1 Porovnanie Studovanych genotypov hrachu

4.1.1 Porovnanie semien

Rastlinny materidl zahffial semena planého, vysoko dormantného genotypu 1G140897
a kultarneho, nedormantného genotypu Trendy (Obr. 10). Semena genotypu Trendy boli
Vv porovnani sO semenami 1G140897 vicsie. Osemenie genotypu Trendy bolo
nepigmentované a hladké, rovnako aj hilum. V pripade 1G140897 bolo osemenie i hilum

tmavej pigmentécie a na osemeni sa vyskytovali drobné tmavsie Skvrny.

Trendy 1G140897

\’

Obr. 10: Semena hrachu kultirneho genotypu Trendy a planého genotypu 1G140897, po 24 h
bobtnani.
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4.1.2 Anatomické porovnanie osemenia

Na obr. 11 je vidiet osemenie planého genotypu 1G140897 a kultarneho genotypu
Trendy. Osemenie planého genotypu je v porovnani s hladkym osemenim kulturneho
genotypu Strukturované a pigmentované. Povrch oboch osemeni je pokryty kutikulou,
ktora tvori suvislu vrstvu. Pod povrchom sa nachddza svetla linia, pricom u planého
genotypu vytvara hrub$iu vrstvu nez u kulturneho genotypu. Rovnako tak aj vrstva
makrosklereidov je hrubsia u 1G140897 ako u genotypu Trendy. Pod makrosklereidmi sa
nachadza vrstva osteosklereidov s medzibunkovymi priestormi vyplnenymi vzduchom.
Nasleduje najvnatornejsia vrstva osemenia tvorend parenchymom. V pripade 1G140897

je parenchymaticka vrstva hrubsia nez v osemeni Trendy.

1G140897

Kutikula
Svetla linia
Osteosklereidy

Makrosklereidy

Parenchym

Obr. 11: Anatomické porovnanie osemenia planého genotypu 1G140897 a kultarneho genotypu
Trendy. Snimky boli zhotovené pri rovnakom zvéc¢seni. Dlzka Gisecky je rovnaka pre obe
snimky a demonstrativne je uvedena len na jednej snimke.
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4.1.3 Anatomické porovnanie osemenia v oblasti hila

Rez osemenim v oblasti hila planého genotypu 1G140897 a kultirneho genotypu Trendy
je zobrazeny na obr. 12. Hilum planého genotypu je na rozdiel od hila kultirneho
genotypu, pigmentované. Obe osemenia obsahuju hornt palisadu (z angl.
counter-palisade), priCom v osemeni planého genotypu je hnedo sfarbena a v pripade
kultirneho genotypu je nepigmentovand. Oblast’ hila je jedinou ¢ast'ou semena, ktora nie
je pokryta kutikulou. Hilum oboch genotypov obsahuje Strbinu, ktora sa otvara pri nizkej
relativnej vlhkosti, zatial’ o pri vysokej relativnej vihkosti sa uzatvara. V hile a jeho okoli
sa nevyskytuje vrstva osteosklereidov. Pruh tracheid (z angl. tracheid bar), ktory zasobuje
parenchym zivinami, prechadza cez obe hila. Jeho tvar sa medzi genotypmi Ilisi.
U planého genotypu predstavuje tvar kvapky a u kultirneho genotypu ma uzky
a predizeny tvar. Pod vrstvou makrosklereidov, ktora je hrubsia v pripade planého

genotypu, sa nachadza parenchym.

1G140897

Strbina hila
Horna palisada
Makrosklereidy

Pruh tracheid

Parenchym

Obr. 12: Anatomické porovnanie osemeni v oblasti hila planého genotypu 1G140897 a kultarneho
genotypu Trendy. Snimky boli zhotovené pri rovnakom zvi&eni. Dirka useky
je rovnaka pre obe snimky a demonstrativne je uvedena len na jednej snimke.
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4.1.4 Anatomické porovnanie korena

Na obr. 13 je zobrazeny priecny rez koreniom planého genotypu 1G140897, 3 dni po
nasadeni a kultirneho genotypu Trendy, 2 dni po nasadeni. Rezy korefiov oboch
genotypov pozostavaju z rovnakych Casti a neboli pozorované rozdiely. Na povrchu sa
nachadza pokozka (rhizodermis) bez kutikuly. Pod pokozkou je primarna kora tvorena
tromi vrstvami: exodermis, mezodermis a endodermis. Nasleduje stredny valec

S cievnymi zvizkami.

1G140897 Trendy

Rhizodermis

Exodermis

Mezodermis

Endodermis

Stredny valec
s clevnymi zvizkami

Korenové vlasky

Obr. 13: Anatomické porovnanie prieéneho rezu korefiom planého genotypu 1G140897
a kultrneho genotypu Trendy. Snimky boli zhotovené pri rovnakom zvéicseni. Dlzka
usecky je rovnaka pre obe snimky a demonstrativne je uvedena len na jednej snimke.
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4.1.5 Anatomické porovnanie klicneho listu

Rez kli¢nym listom, vypreparovany z bobtnajiceho semena 2 dni po nasadeni, kultarneho
genotypu Trendy zobrazuje obr. 14. V pripade oboch genotypov vyzera rez klicnym
listom rovnako, preto je na obr. 14 uvedena len jedna snimka. Povrch tvori pokozka

(epidermis), pod epidermis sa nachadza Siroka vrstva mezofylu s parenchymatickymi

bunkami a vo vnutri buniek st $krobové zrna.

Epidermis
Mezofyl s

parenchymatickymi
bunkami

Skrobové zrna

Obr. 14: Anatomické pozorovanie rezu klicnym listom kultrneho genotypu Trendy.
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4.2 Histochemicka lokalizacia aktivity peroxidasy

4.2.1 Lokalizacia aktivity peroxidasy v osemeni

V osemeni nebola detekovana Ziadna aktivita peroxidasy ani u jedného zo Studovanych
genotypov hrachu. Osemenie pred aj po farbeni farbiacim roztokom vyzeralo rovnako
ako na obr. 11.

4.2.2 Lokalizacia aktivity peroxidasy v koreni

Obrazok 15 zobrazuje priecny rez korenom planého genotypu 1G140897 a kultirneho
genotypu Trendy, pred a po farbeni na lokalizaciu aktivity peroxidasy. Na farbenie bol
pouzity roztok 4-chlér-1-naftolu s peroxidom vodika. PO minutovej inkubacii preparatu
bolo mozné vidiet' zafarbenie rezu, ¢o znamenalo, ze v koreni oboch genotypov bola
peroxidasa aktivna. Aktivita peroxidasy bola lokalizovana v bunkovej stene vsetkych
Struktur korena. IntenzivnejSie tmavofialové zafarbenie bolo pozorované v oblasti
rhizodermis, exodermis a stredného valca. K zafarbeniu vsak doslo aj v oblasti

mezodermis a endodermis.

Pred farbenim Po farbeni

1G140897

Trendy

Obr. 15: Prie¢ne rezy koretiom planého genotypu IG140897 a kultarneho genotypu Trendy pred
a po farbeni pre lokalizaciu peroxidasovej aktivity. Snimky boli zhotovené pri rovnakom
zvadseni. Dizka Gsecky je rovnaka pre vietky snimky a demonstrativne je uvedena len
na jednej snimke.
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4.2.3 Lokalizacia aktivity peroxidasy v kli¢énom liste

Na obrazku 16 st zobrazené rezy klicnym listom planého genotypu 1G140897
a kultarneho genotypu Trendy. Na zaklade viditeIného zafarbenia preparatov po farbeni
u oboch genotypov je mozné zhodnotit’, ze peroxidasa bola aktivna. Preparaty boli
farbené rozokom 4-chlor-1-naftolu s peroxidom vodika pocas jednej minuty. Aktivita
peroxidasy sa prejavila ako v oblasti epidermis, tak aj vo vrstve mezofylu

S parenchymatickymi bunkami.

Pred farbenim Po farbeni

1G140897

Obr. 16: Rezy kliénym listom planého genotypu IG140897 a kulturneho genotypu Trendy pred
a po farbeni pre lokalizaciu peroxidasovej aktivity. Snimky boli zhotovené pri rovnakom
zvicSeni. Dizka tsecky je rovnaké pre vietky snimky a demonstrativne je uvedena len
na jednej snimke.
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4.3 Histochemicka lokalizacia aktivity polyfenoloxidasy

4.3.1 Lokalizacia aktivity polyfenoloxidasy v osemeni

Zabery z mikroskopického pozorovania osemenia planého genotypu 1G140897 a kultur-
neho genotypu Trendy s znazornené na obr. 17. Zabery zobrazuji osemenie pred
farbenim a po farbeni roztokom 40 mmol-I* metylkatecholu po dobu jednej hodiny.
Je mozné pozorovat, ze v pripade planého genotypu doSlo k hnedému zafarbeniu
parenchymatickej vrstvy a vrstvy osteosklereidov. Hnedé sfarbenie znaéi,
ze polyfenoloxidasa je v osemeni planého genotypu aktivna. Na rozdiel od planého
genotypu, v osemeni kultirneho genotypu nenastala vyznamna farebnd zmena.
Polyfenoloxidasa teda v pripade kultarneho genotypu Vv osemeni bola vyrazne menej

aktivna.

Pred farbenim Po farbeni

1G140897

Obr. 17: Rezy osemenia planého genotypu IG140897 a kultirneho genotypu Trendy pred a po
farbeni pre lokalizaciu polyfenoloxidasovej aktivity. Snimky boli zhotovené pri
rovnakom zvi&ieni. Dizka usetky je rovnaka pre vietky snimky a demonstrativne
je uvedena len na jednej snimke.
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4.3.2 Lokalizacia aktivity polyfenoloxidasy v koreni

Prieény rez korefiom znazorneny na obr. 18 predstavuje preparaty planého genotypu
IG140897 a kultarneho genotypu Trendy. Mozno pozorovat rezy pred a po farbeni
40 mmol-I"t roztokom metylkatecholu pocas jednej hodiny. U oboch genotypov sa hneda
pigmentacia, znazorfiujuca aktivnu polyfenoloxidasu, prejavila v oblasti rhizodermis
a exodermis. V porovnani s nefarbenym preparatom sa hneda farba objavila aj v oblasti

stredného valca s cievnymi zvizkami.

Pred farbenim Po farbeni

1G140897

Trendy

Obr. 18: Prie¢ne rezy korefiom planého genotypu IG140897 a kulturneho genotypu Trendy pred
a po farbeni pre lokalizaciu polyfenoloxidasovej aktivity. Snimky boli zhotovené pri
rovnakom zvi¢Seni. Dizka tsetky je rovnakd pre vietky snimky a demonstrativne
je uvedena len na jednej snimke.
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4.3.3 Lokalizacia aktivity polyfenoloxidasy v klicnom liste

Obrazok 19 zobrazuje rezy kli¢nym listom planého genotypu 1G140897 a kultirneho
genotypu Trendy. Je mozné vidiet rezy pred a po farbeni 40 mmol-It roztokom
metylkatecholu po dobu jednej hodiny pre lokalizaciu aktivity polyfenoloxidasy. PPO
bola aktivna v kultirnom aj planom genotype hlavne v oblasti epidermis. Vo vrstve

mezofylu s parenchymatickymi bunkami nebola pozorovana farebnd zmena.

Pred farbenim Po farbeni

1G140897

Trendy

Obr. 19: Rezy kli¢nym listom planého genotypu IG140897 a kultirneho genotypu Trendy pred
a po farbeni pre lokalizaciu polyfenoloxidasovej aktivity. Snimky boli zhotovené pri
rovnakom zvicieni. Dizka usedky je rovnaka pre vietky snimky a demonstrativne
je uvedena len na jednej snimke.
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4.4 Spektrofotometrické stanovenie aktivity peroxidasy

4.4.1 Aktivita peroxidasy v kontrolnom rastlinnom materiali
Aktivita peroxidasy bola stanovena v rastlinnom materiali v dvoch $tadiach pestovania.
Pouzité boli dva genotypy, a to kultrny genotyp Trendy a plany genotyp 1G140897.
U oboch studovanych genotypov bolo v prvom §tadiu pri nabobtnani zozbierané embryo
a osemenie. V druhom Stadiu bolo zozbierané osemenie, koren a zvySok embrya. Pre
stanovenie aktivity peroxidasy bola pouzita spektrofotometrickd metoda s guajakolom,
kedy bol peroxid vodika substratom pre peroxidasu za sucasnej oxidacie guajakolu na
3,3 -dimetoxy-4,4 -bifenylchinon. Absorbancia bola merana pri vinovej dizke 436 nm.
Na obrazku 20 je zobrazeny graf aktivity peroxidasy v studovanom rastlinnom
materiali kultirneho a planého genotypu pestovaného vo vode, ktory sluzil ako kontrola.
Aktivita peroxidasy v prvom aj druhom $tadiu v osemeni u kulturnecho genotypu bola
minimalna v porovnani s ostatnym rastlinnym materialom. V osemeni planého genotypu
nebola aktivita POD vobec namerana. Aktivita POD bola vel'mi nizka aj v embryu oboch
genotypov v prvom $tadiu. K vyraznému zvySeniu aktivity peroxidasy embrya doslo
V druhom §tadiu v porovnani s prvym Stadiom. Vac¢sie zmeny boli detekované u planého
genotypu. V Kkorenoch Studovanych genotypov bola detekovana vysoka aktivita
peroxidasy podobne ako v embryu v druhom §tadiu. V pripade korena bola vyssia aktivita
zaznamenand v koreni kultirneho genotypu Trendy (12 pkat/g FW), u planého genotypu
bola POD aktivita v koreni okolo 9 pkat/g FW.

POD kontroly
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10 { ]
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Osemenie Embryo Osemenie Embryo Koreri

Aktivita (ukat/g FW)
o

1. $tadium 2. §tadium

ETrendy ®IG140897

Obr. 20: Aktivita peroxidasy v dvoch vyvojovych $tadiach kultirneho genotypu Trendy
a plané¢ho genotypu IG140897 v kontrolnych vzorkach. V prvom stadiu bola aktivita
stanovend v osemeni a v embryu, v druhom stadiu v osemeni, embryu a koreni.
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4.4.2 Vplyv donora a lapaca oxidu dusnatého na aktivitu peroxidasy
Aktivita peroxidasy bola stanovena spektrofotometricky v osemeni (Obr. 21), embryu
(Obr. 22) a koreni (Obr. 23) kultarneho genotypu Trendy a planého genotypu 1G140897,
ktoré boli pestované v prostredi donora oxidu dusnatého (SNP) a lapaca oxidu dusnatého
(cPTIO).

Ako bolo uz v predoslej kapitole zmienené, aktivita peroxidasy v osemeni planého
genotypu nebola spektrofotometricky vobec namerana. Aktivita nebola detekované ani
Vv osemeni semien vystavenych posobeniu moduldtorov hladiny NO. Na obr. 21 st teda
znazornené len aktivity POD namerané pre kultirny genotyp Trendy.

Aktivita peroxidasy v osemeni kultirneho genotypu bola vyznamne ovplyvnena
posobenim donoru NO, kedy v prvom $§tadiu vyvoja bol pozorovany pokles aktivity,
zatial’ ¢o v druhom §tadiu vyznamny nérast. Zmena aktivity peroxidasy v prostredi cPTIO

nebola voc¢i kontrole vyznamna ani v jednom §tadiu.

POD osemenie

|-i||i

Kontrola SNP cPTIO Kontrola SNP cPTIO

1. Stadium 2. 5tadium
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Aktivita (relativne jednotky)
- G N

o
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Obr. 21: Aktivita peroxidasy v osemeni kultirneho genotypu Trendy pestovaného v prostredi
donora oxidu dusnatého (SNP) a lapaca oxidu dusnatého (cPTIO) v dvoch vyvojovych
stadiach.
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V prvom $tadiu, u planého aj kultirneho genotypu vystaveného pdsobeniu oboch
modulatorov hladiny NO, bol pozorovany pokles aktivity peroxidasy v embryu (Obr. 22).
V druhom S§tadiu bol vidite'ny pokles aktivity u kultirneho genotypu Vv prostredi SNP
aj cCPTIO. V pripade planého genotypu IG140897 pestovaného v prostredi SNP,
sa aktivita peroxidasy voc¢i kontrole nelisila, zatial' ¢o v prostredi cPTIO sa aktivita

mierne zvySila. Na pritomnost’ modulatorov NO v médiu vyznamnejsie reagoval kultarny

genotyp.
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Obr. 22: Aktivita peroxidasy v embryu kultirneho genotypu Trendy a planého genotypu
1G140897, pestovaného v prostredi donora oxidu dusnatého (SNP) a lapaca oxidu
dusnatého (cPTIO) v dvoch vyvojovych stadiach.
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Obrazok 23 zobrazuje graf aktivity peroxidasy v koreni kulturneho genotypu Trendy
a planého genotypu 1G140897. Aktivita peroxidasy v prostredi SNP bola u kultrneho
aj planého genotypu vysSia, nez hodnota aktivity kontroly. V pripade vzoriek

pestovanych v prostredi cPTIO nebol narast aktivity vo¢i kontrole vyznamny.
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Obr. 23: Aktivita peroxidasy v koreni kultarneho genotypu Trendy a planého genotypu
1G140897, pestovaného v prostredi donora oxidu dusnatého (SNP) a lapaca oxidu
dusnatého (cPTIO).
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4.5 Spektrofotometrické stanovenie aktivity polyfenoloxidasy

4.5.1 Aktivita polyfenoloxidasy v kontrolnom rastlinnom materiali
Pre stanovenie aktivity polyfenoloxidasy boli pouzité dva genotypy, kultirny genotyp
Trendy a plany genotyp 1G140897 (Obr. 24). Rastlinny material bol pestovany v dvoch
Stadiach. V prvom $tadiu pri nabobtnani bolo zozbierané embryo a osemenie. V druhom
Stadiu bolo zozberané osemenie, koren a zvySok embrya. Aktivita polyfenoloxidasy bola
stanovena spektrofotometricky pri vinovej dizke 420 nm s vyuZitim 4 mmol-I" substratu -
metylkatecholu.

Obrazok 24 zobrazuje graf aktivity polyfenoloxidasy v $tudovanom rastlinnom
materidli kultirneho a planého genotypu pestovaného Vo vode, ktory sluzil ako kontrola.

Aktivita polyfenoloxidasy v osemeni kultirneho genotypu nebola ani v jednom
vyvojovom S§tadiu namerand, rovnako tak v embryu prvého Stadia. Aktivita PPO
v embryu planého genotypu bola vyssia v porovnani s 0semenim v oboch Studovanych
Stadiach, pricom dochadzalo k jej narastu v ramci vyvoja. Korene plané¢ho a kultirneho

genotypu vykazovali priblizne rovnaku aktivitu PPO, a to okolo 0,95 pukat/g FW.
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Obr. 24: Aktivita polyfenoloxidasy v dvoch vyvojovych $tadiach kultirneho genotypu Trendy
a planého genotypu 1G140897 v kontrolnych vzorkach. V prvom Stadiu bola aktivita
stanovena v osemeni a v embryu, v druhom $tadiu v osemeni, embryu a koreni.
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452 Vplyv donora a lapafa oxidu dusnatého na aktivitu

polyfenoloxidasy
Aktivita polyfenoloxidasy bola stanovena spektrofotometricky v osemeni (Obr. 25),
embryu (Obr. 26) a koreni (Obr. 27) kultirneho genotypu Trendy a planého genotypu
1G140897, ktoré boli pestované v prostredi donora oxidu dusnatého (SNP) a lapaca oxidu
dusnatého (cPTIO).

Rovnako ako bolo zmienené uz v predoslej kapitole, aktivita polyfenoloxidasy
v osemeni kultirneho genotypu nebola spektrofotometricky vobec namerana. Aktivita
nebola detekovand ani v osemeni semien vystavenych pdsobeniu modulatorov hladiny
NO. Na obr. 25 st teda znazornené len aktivity PPO namerané pre plany genotyp
1G140897.

Aktivita polyfenoloxidasy bola v osemeni vyznamne ovplyvnena posobenim donorov
oxidu dusnatého, kedy v prvom Stadiu vyvoja bol pozorovany narast aktivity, zatial’ ¢o
v druhom stadiu pokles. Zmena aktivity polyfenoloxidasy v prostredi ¢cPTIO nebola
V prvom §tadiu vyvoja voci kontrole vyznamna. V druhom §tadiu bol pozorovany pokles

aktivity PPO.
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Obr. 25: Aktivita polyfenoloxidasy v osemeni planého genotypu 1G140897, pestovaného
Vv prostredi donora oxidu dusnatého (SNP) a lapaca oxidu dusnatého (cPTIO) v dvoch
vyvojovych stadiach.
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V prvom §tadiu mozno pozorovat’, ze polyfenoloxidasa v kultirnom genotype nebola
vObec aktivna, ani v prostredi modulatorov hladiny NO (Obr. 26). Aktivita PPO v planom
genotype poklesla vo¢i kontrole v prostredi oboch modulatorov hladiny NO. V druhom
Stadiu neboli detekované signifikantné zmeny aktivity polyfenoloxidasy voci kontrole
Vv kultirnom genotype v oboch prostrediach, v ktorych bol rastlinny material pestovany.
Na rozdiel od kulturneho genotypu, aktivita PPO v planom genotype mierne poklesla,

voc¢i kontrole v prostredi oboch moduléatorov hladiny NO.
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Obr. 26: Aktivita polyfenoloxidasy v embryu kultirneho genotypu Trendy a planého genotypu
1G140897, pestovan¢ho v prostredi donora oxidu dusnatého (SNP) a lapaca oxidu
dusnatého (cPTIO) v dvoch vyvojovych Stadiach.
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Aktivita polyfenoloxidasy kulturneho genotypu bola v korenoch vystavenych posobeniu
oboch modulatorov hladiny oxidu dusnatého mierne vys$Sia v porovnani s kontrolou
(Obr. 27). Zatial’ ¢o u planého genotypu bolo pozorované ovplyvnenie aktivity PPO len

Vv pripade pdsobenie lapaca NO, kedy doslo k miernemu poklesu aktivity v porovnani

s kontrolou.
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Obr. 27: Aktivita polyfenoloxidasy v koreni kultirneho genotypu Trendy a planého genotypu
1G140897, pestovaného v prostredi donora oxidu dusnatého (SNP) a lapaca oxidu
dusnatého (cPTIO).
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5 DISKUSIA

V bakaldrskej praci bola aktivita peroxidasy a polyfenoloxidasy stanovena
spektrofotometricky a sti¢asne mikroskopicky lokalizovana v rastlinnom materiali.

Morfologiou semien planého a kulturneho genotypu hrachu sa vo svojej Stadii
zaoberali aj Hradilova et al. (2017). Skumali plané genotypy JI64 a VIR320 a kultarne
genotypy Cameor a JI92. Studované genotypy sa medzi sebou lisili, pri¢om osemenie
kultirneho genotypu Cameor nebolo pigmentované, u ostatnych genotypov bola
pigmentacia osemenia vidietelna s roznou intenzitou. Vysledky sa zhodovali, Cize
semend iného planého genotypu boli pigmentované, zatial ¢o semend kultirneho
genotypu nie. Janska et al. (2019) Studovali ulohu osemenia pocas vzniku fyzikalnej
dormancie v semenach hrachu. Jednym z cielov v praci bolo aj mikroskopické
porovnanie osemenia planého a kulturneho genotypu. Pozorovanim zistili, Ze osemenie
semien planého genotypu J164 a L100 bolo nerovné a strukturované, ¢o bolo dosledkom
vycnelkov vrcholov makrosklereidov nad svetlu liniu. Oproti tomu, semena vsetkych
kultarnych genotypov, ktoré v praci pouZili, mali hladké osemenie. Rovnaky zdver mozno
usudit’ aj v pripade planého genotypu 1G140897, ktory mal Struktirované osemenie
a kultarneho genotypu Trendy s hladkym osemenim. Svetla linia a pod fiou nachadzajuca
sa vrstva makrosklereidov mala réznu hrabku u oboch genotypov. Tak ako uz pri
porovnani osemeni planych a kulturnych zastupcov rodu Pisum uviedli Hradilova et al.
(2017) aJanska et al. (2019), svetla linia aj vrstva makrosklereidov bola hrubsia
u planych genotypov, nez u kultarnych.

Peroxidasa patri medzi glykoproteiny obsahujuce hem. Podiela sa na mnohych
procesoch v rastlinach, ako je metabolizmus auxinov, modifikacia bunkovej steny (napr.
lignifik4cia), obrana proti patogénom, senescencia, tolerancia voci soli a tazkym kovom
(Begovic¢ et al., 2017). Vdaka moznosti farbenia neporuSenych buniek je histochemicka
metdda vhodna k lokalizacii enzymov v rastlinnom materiali (Onsa et al., 2007). Aktivitu
POD v prie¢nom reze koretiom hrachu lokalizovali aj Svubova et al. (2021). Dospeli
k rovnakym vysledkom, ¢ize v oblasti rhizodermis, primarnej kory a stredného valca
pozorovali farebnti zmenu, a teda peroxidasa tu bola aktivna. Li et al. (2017b) studovali
vyskyt peroxidasy v semenach ryze farbenim 3,3',5,5-tetrametylbenzidinom (TMB).
Pozorovali, ze intenzita farby bola zvySena hlavne v koreni, menej v klicnom liste.
Rovnakou metddou bola lokalizovana peroxidasa aj v semenach Salatu v praci Zhang

etal. (2014). Pomocou TMB farbenia dokazali aktivitu peroxidasy. Jia et al. (2013)
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skumali semena planého genotypu Arabidopsis thaliana. Histochemickou lokalizaciou
aktivity peroxidasy v osemeni nepozorovali Ziadne sfarbenie. Z toho vyplyva,
Ze peroxidasa v osemeni planého genotypu Arabidopsis thaliana bola rovnako neaktivna,
ako v pripade planého genotypu 1G140897 a kultarneho genotypu Trendy.

Aktivita peroxidasy v osemeni planého a kultirneho genotypu bola spektrofotomet-
ricky stanovena len v pripade kultarneho genotypu, ale detekovana aktivita bola vel'mi
nizka. Histochemicky nebola peroxidasa lokalizovana ani u jedného genotypu. Rozdiel
V pozorovani sa da vysvetlit’ rozdielnou citlivost'ou spektrofotometrickej a mikroskopic-
kej metody. V pripade mikroskopickej detekcie je mozné v nadvédzujacich Stadiach
predizit dobu inkubacie rastlinného rezu v reakénej zmesi. V pripade embryi oboch
genotypov bola aktivita peroxidasy namerana spektrofotometricky, a taktiez lokalizovana
aj histochemicky. Spektrofotometricky stanovena a histochemicky lokalizovana bola
aktivita peroxidasy v korefioch planého a kultirneho genotypu.

V osemeni planého a kulturneho genotypu pestovaného vo vode, ktoré sluzilo ako
kontrola bol pozorovany rozdiel v aktivite jednotlivych enzymov. Pri stanoveni aktivity
polyfenoloxidasy, bola PPO aktivna v osemeni planého genotypu a v osemeni kulttirneho
genotypu aktivna nebola. AvSak aktivita peroxidasy bola stanovené len v osemeni
kultarneho genotypu, zatial’ ¢o v osemeni planého genotypu nebola aktivna. Rovnaké
vysledky boli zaznamenané aj v ramci spolo¢ného vyskumu s katedrou botaniky, pri¢om
¢lanok obsahujuci ziskany vysledok este len bude publikovany.

Gheysarbigi et al. (2020) sa vo svojej praci zaoberali inhibi¢nym U¢inkom oxidu
dusnatého na enzymatické reakcie hnednutia v 0semeni Cerstvych pistacii. K stanoveniu
aktivity peroxidasy a polyfenoloxidasy vyuzili roztok SNP s réznou koncentraciou
a destilovanu vodu ako kontrolu. V kontrolnych vzorkach pozorovali narast aktivity
enzymov POD a PPO. Naopak, vzorky osetrené¢ SNP vykazovali znizenu aktivitu
enzymov. Tento jav mohol byt spdsobeny tym, Ze oxid dusnaty uvolneny zo SNP
interagoval s prechodnymi kovmi (zelezo, med’, zinok). Polyfenoloxidasa vo svojom
aktivnom mieste obsahovala dva i6ny medi a oxid dusnaty s nimi mohol 'ahko reagovat’
za vzniku komplexu med-nitrozyl, ¢o nakoniec viedlo k inhibicii aktivity PPO. Rovnaky
pokles aktivity PPO voci kontrole bol pozorovany aj v pripade planého genotypu
1G140897 v embryu v prvom §tadiu, ¢i v druhom Stadiu v osemeni a embryu. K totoznym
zaverom, v ktorych potvrdili vplyv oxidu dusnatého na znizenie aktivity PPO, dospeli
aj Duan et al. (2007) v stadii o longane, ¢i Wang et al. (2015) v studii o banane.
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Na potvrdenie hypotézy, Ze nizsie davky oxidu dusnatého zlepsuju lignifikaciu a obsah
stivisiacich enzymov, uskuto¢nili Sharma et al. (2019) experimenty s NO vychytava¢om
cPTIO na fazuli mungo. Osetrenie cPTIO znizilo hladiny peroxidasy a polyfenoloxidasy,
ktoré sa zcastiovali na lignifikécii. Podobné vysledky boli dosiahnuté aj v pripade
genotypu Trendy. Aktivita peroxidasy u kultirneho genotypu poklesla voci kontrole
v oboch S$tadiach v embryu. Pokles aktivity polyfenoloxidasy bol pozorovany aj
u planého genotypu 1G140897 rovnako v oboch stadiach v embryu, v osemeni a v koreni.
Dané vysledky mohli byt =zapri¢inené priamym ucinkom oxidu dusnatého na

hemeproteiny, ktoré¢ sa zii€astiiuju na syntéze ligninu a inhibicii aktivity POD.
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6 ZAVER

V teoretickej Casti bakalarskej prace bola vypracovana literarna reSer§ zamerana na cha-
rakterizaciu jednotlivych Casti embrya a osemenia hrachu, dormanciu a vyvojové stadia.
Dalej boli charakterizované enzymy peroxidasa a polyfenoloxidasa, a taktiez oxid
dusnaty, jeho produkcia a modulatory hladiny oxidu dusnatého.

V ramci experimentalnej Casti bol napestovany a spracovany rastlinny material
planého genotypu P. sativum subsp. elatius 1G140897 a kulturneho genotypu P. sativum
subsp. sativum Trendy. Bol studovany vplyv modulatorov hladiny oxidu dusnatého na
aktivitu vybranych enzymov VvV dvoch vyvojovych S§tadiach. Aktivita enzymov
Vv rastlinnom materiali oboch genotypov bola lokalizovana aj histochemicky.

Z uskutocnenych experimentov je mozné vyvodit niekol’ko zaverov. U kultirneho
genotypu P. sativum subsp. sativum Trendy bol pozorovany rychlejsi rast a vyvoj oproti
planému genotypu P. sativum subsp. elatius 1G140897. Histochemickou lokalizaciou boli
lokalizované enzymy peroxidasa a polyfenoloxidasa v rastlinnom materiali oboch
genotypov.

Vysledky histochemickej metody boli porovnatel'né s vysledkami zo spektrofotomet-
rické¢ho stanovenia. Bol pozorovany rozdiel v aktivite danych enzymov v osemeni
kultirneho a planého genotypu pestovaného vo vode. Peroxidasa bola aktivna len
v osemeni kultirneho genotypu, zatial’ ¢o polyfenoloxidasa bola aktivna len v osement
planého genotypu. Vplyv donora oxidu dusnatého (SNP) na aktivitu peroxidasy
sa prejavil hlavne v osemeni a koreni kultarneho genotypu. Pdsobenim donoru bola
vyznamne ovplyvnena aj aktivita polyfenoloxidasy v osemeni planého genotypu.

Zlu¢enina cPTIO sluzila ako vychytavac oxidu dusnatého. Pésobenim cPTIO poklesla
aktivita peroxidasy v osemeni kulturneho genotypu. Pokles aktivity peroxidasy nastal
aj v embryu oboch genotypov v prvom §tadiu, ¢i v druhom vyvojovom $tadiu kultarneho
genotypu. Ovplyvnena lapacom oxidu dusnatého bola aj aktivita polyfenoloxidasy, ktora
poklesla v osemeni planého genotypu v druhom S$tadiu vyvoja. Rovnako bol pozorovany
pokles aktivity polyfenoloxidasy aj v embryu a koreni planého genotypu. Vysledky
merani u niektorych vzoriek vSak boli zat'azené vel'kou chybou, preto by bolo vhodné

merania v d’al$ej $tadii zopakovat'.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ABA
CAY
cPTIO
CYP707A2
DETA
DETC
DMPO
DMSO
FAD
Fe2+
FW
GTP
H20:
MRNA
NiNOR
NO
NO-
NO-
NO*
NO2
NO,-
NOy
NOS
NR
OONO"
PA
POD
PPO
PTIO
PVPP
RNS
ROS
SNAP
SNP
T™MB
W.v
XOD

kyselina abscisova
4-(p-metoxyfenyl)-1,3,2-oxatiazolylium-5-olat
2-(4-karboxyfenyl)-4,4,5,5-tetrametylimidazolin-1-oxyl-3-oxid
gén cytochromu P450 z rodiny 707 podrodiny A polypeptidu 2
dietyléntriamin NONOat

dietylditiokarbamat
5,5-dimetyl-1-pyrolin-N-oxid

dimetylsulfoxid

flavinadenindinukleoid

zeleznaty kation

Cerstva vaha (z angl. fresh weight)
guanozintrifosfat

peroxid vodika

mediatorova RNA

nitrit:NO reduktasa

oxid dusnaty

radikal oxidu dusnatého

nitroxylovy anién

nitrozoniovy kation

oxid dusicity

radikal oxidu dusicitého

dusitan

oxid dusnaty syntasa

nitratreduktasa

peroxynitrit

polyaminy

peroxidasa

polyfenoloxidasa
2-fenyl-4,4,5,5-tetrametylimidazolin-1-oxyl-3-oxid
polyvinylpolypyrrolidon

reaktivne formy dusika

reaktivne formy kyslika

S-nitroso-N-acetyl-D, L-penicilamin
nitroprusid sodny

3,3',5,5'-tetrametylbenzidin

hmotnost’ na objem

xanthinoxidasa
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