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CiLE PRACE

1. Vypracovani piehledné reSerSe s klicovymi slovy:

salinitni stres,

hrach sety,

fenylpropanoidni draha,

fenoly, flavonoidy,

cinnamylalkoholdehydrogenasa, fenylalaninamoniaklyasa, peroxidasa,

polyfenoloxidasa.

2. Cilem experimentalni ¢asti je:

napéstovat rostlinny material (kli¢ni rostliny hrachu setého vystavené ptsobeni
salinitniho stresu),
stanovit aktivity vybranych enzymu: peroxidasa, polyfenoloxidasa,

stanovit koncentraci flavonoidi a celkovou antioxida¢ni kapacitu.



1 UVOD

vees

podminkam. Zivotni podminky nemusi rostlinnému organismu vyhovovat a mohou mit
negativni dopad na rast a vyvoj. Nevhodné podminky, ozna¢ované jako stresory (stresové
faktory), jsou déleny na abiotické a biotické. Abiotickymi faktory jsou fyzikalni a
chemické vlastnosti zivotniho prostedi, zatimco biotické faktory jsou reprezentované
jinymi Zivymi organismy. Pasobeni stresovych faktort velmi ¢asto vyvolava oxidacni
stres, ktery je spojen se zvySenou produkci Skodlivych reaktivnich forem kysliku. Jako
odpoveéd’ na oxidacni stres rostlina syntetizuje nebo aktivuje enzymové a neenzymoveé

antioxidanty, pfipadné stimuluje lignifikaci bunécné stény.

Vys$§i mira zasoleni puad, salinitni stres, zpusobuje osmotickou nerovnovahu
vedouci ke zhor§enému piijmu vody s zivinami. Rostliny se snazi zminénou nerovnovahu
vyvazit akumulaci osmoticky aktivnich latek v cytoplazmé. Rovnéz dochazi ke
zvySenému piijmu iontd soli, které se mohou v rostlinach hromadit v toxickych
koncentracich. Rostliny se brani vysokym intracelularnim koncentracim sodnych
kationti syntézou transportért, které prenaseji Na* do extracelularniho prostoru nebo do
vakuol. Diky zvySené hladin€é reaktivnich forem kysliku dochazi k poskozovani
fotosyntetickych pigmentd, zaviraji se stomata, snizuje se stomatalni vodivost a efektivita

fotosyntézy.

Rostliny produkuji velké mnozstvi sekundarnich metabolitt, jednou skupinou
jsou fenolické latky syntetizované ve fenylpropanoidni draze. Za katalyzy enzymu
vytvari rostliny monolignoly, jejich polymeraci lignin, déle stilbenoidy a flavonoidy
zahrnujici  chalkony, aurony, flavanony, isoflavony, flavony, flavanoly,

dihydroflavanoly, anthokyanidiny, laukoanthokyanidiny a flavan-3 oly.

Produkty fenylpropanoidni drahy plni mnoho vyznamnych roli v rostlinach.
Jednou z nich je lignifikace bunécné stény zabranujici nadmérnym ztratdm vody
a znemoznujici prunik patogent. Dalsi ulohou je podil na vychytavani skodlivych
reaktivnich forem kysliku, atomd kovi. Nékteré slouCeniny funguji jako pfirozené

insekticidy a pasobi proti patogenim a skadctum.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Stres u rostlin

Rostliny jsou béhem svého zivota vystaveny Casto se ménicim zivotnim podminkam.
Tyto podminky mohou byt jak pfiznivé pro rust, vyvoj a reprodukci, tak i nepfiznive,
které nejenze ohrozuji zdravy vyvoj, ale mohou ohrozit samotné preziti rostlin.
Tyto podminky, které svym piisobenim na organismus vyvolavaji stres, se oznacuji jako
stresové faktory nebo-li stresory. Protoze rostliny nejsou schopny aktivniho pohybu, ziji
prisedle, musely vyvinout u¢inné obranné mechanismy, které jim pomahaji se se stresem

vyrovnat.

Stresové faktory lze rozdélit do dvou skupin (Obr. 1). Prvni skupinou je stres
abioticky, ktery je dan chemickymi a fyzikalnimi podminkami zivotniho prostfedi. Mezi
nepfiznivé abiotické podminky se fadi sucho, pfemokfeni, pasobeni vysokych a nizkych
teplot, extrémni hodnoty pH, pfitomnost toxinu a tézkych kovid, nadmérné UV zafeni
a zasoleni pud, které je momentaln€ nejrozsirené€jSim problémem. Uvadi se, ze zvySenou
salinitou je zasazeno asi 20 % veskeré svétové zemédélské pudy. Druhou skupinou je
bioticky stres, ktery nastava v disledku pusobeni jinych zivych organismi. Muze se
jednat o napadeni riznymi parazity a patogeny, rivalitu s ostatnimi rostlinami o ziviny,

vodu, svétlo, nebo i poranéni bylozravci (Zeeshan et al., 2020; Ahmad et al., 2020).

Teplota
Fyzikalni
vlastnosti — Vihkost
prostiedi
UV zafreni
Abioticky
Toxiny, tézké kovy
Chemické
vlastnosti Koncentrace soli
Rostlinny stres prostiedi
Parazité pH
Bioticky — Patogeny
Rivalita rostlin

Obr. 1 D¢leni rostlinného stresu na jednotlivé skupiny.
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Rostliny si vytvofily dva obecné obranné mechanismy obrany pied stresem.
Jednim mechanismem je zabranéni pusobeni stresu (,,stress avoidance™). Mezi takové
zpusoby ochrany a obrany patii vytvareni mechanickych bariér, jako je silngjsi vrstva
kutikuly aimpregnace bunécné stény, které brani plisobeni negativnich podminek
zivotniho prostfedi uvniti buriky. DalSim zptisobem ochrany jsou mechanismy snizujici
negativni dopady stresu (,stress tolerance). Do této kategorie fadime mnohé
mechanismy branici nadmérné ztrat€ vody, jako je zavirani praducht, vytvoreni silné
vrstvy kutikuly; dale akumulaci osmoticky aktivnich latek pro snizeni vodniho potencialu
bunek usnadiiujici piijem vody, aktivaci syntézy antioxidantt, stimulaci vyvoje
kotenového systému zvétSujiciho absorpcni plochu, vylucovani soli listy nebo jejich

ukladani do vakuol (Tokarz et al., 2020; Adamkova et al., 2006).

Mnohé rostliny vykazuji dobrou odolnost vii¢i jednomu typu stresu, ale v pfirode
dochazi Casto k pasobeni vice typu stresort najednou. Nékdy mize pasobeni vice strest
na rostlinu indukovat toleranci vuci jinému stresovému faktoru. V téchto piipadech
hovorime o tzv. cross-toleranci. Negativni vliv jednotlivé pisobicich faktord se v mnoha
ptipadech scita, ale nékteré rostliny jsou dokonce viici kombinovanému stresu odoln€jsi

nez vuci pusobeni pouhého jednoho typu (Ben Rejeb er al., 2014).

Jelikoz stresové faktory negativné€ ovliviiuji rast a vyvoj rostlin, snizuje se tak
jejich schopnost pieziti a klesaji i vynosy u péstovanych plodin az o 50 %. Z divodu
rostouci antropogenni aktivity je ptsobeni stresort ¢im dal Cast€jsi, dochazi k obecnému
oteplovani atmosféry, Castéji se objevuji obdobi sucha nasledované vytrvalym destém
a vlivem nevhodného zemédélstvi a primyslu se zvySuje i mira zasoleni pad. Z tohoto
divodu se mnohé vyzkumy zabyvaji zkoumanim vlivu stresovych faktord na rostliny,
aby se mohly v budoucnu péstovat odolné kultivary zemédélsky vyznamnych plodin

(Le Gall et al., 2015, Sharma et al., 2019).

2.1.1 Abioticky stres

Mezi abiotické stresové faktory zahrnujeme vliv chemickych a fyzikalnich vlastnosti
zivotniho prostfedi rostlin. Tyto stresory svym puasobenim modifikuji mnoho
fyziologickych a biochemickych procest, které vedou k omezenému vyvoji a mensi
urodé. Vystaveni tomuto stresu rovnéz zt€zuje i klicivost a vyvoj semen. Z tohoto divodu

se fada vyzkumnych projektd zaméfuje na oSetfovani semen (,,priming™) vyuzivajici



mnoha latek, napt. fytohormont, které by dokazaly ucinit semena rezistentnimi vuci

abiotickému stresu (Sharma et al., 2019; Ahmad et al., 2020).

Jednim z efektt abiotického stresu je naruseni redoxni rovnovahy buiky. Dochazi
k nadmérné produkci reaktivnich forem kysliku (ROS), mezi které fadime peroxid vodiku
H,0, superoxidovy radikal O2-, hydroxidovy radikal OH- a singletovy kyslik 'O>. Jejich
zvySena hladina vede k poskozeni proteind, lipidd, nukleovych kyselin, fotosyntetickych
membran, fotosyntetickych pigmentl, plazmatické membrany a bunécné stény.
Nasledkem toho je poSkozeni nebo smrt rostlinné buriky (Le Gall er al., 2015; Sharma et
al., 2019).

V reakci na stres rostlina syntetizuje nebo aktivuje fadu antioxidacnich systému.
Enzymové  antioxidanty  zahrnuji  superoxiddismutasu  (superoxid:superoxid
oxidoreduktasa, EC 1.15.1.1), katalasu (H202:H2O: oxidoreduktasa, EC 1.11.1.6),
peroxidasu (fenolicky donor:H>O» oxidoreduktasa, EC 1.11.1.7, POX). Mezi
neenzyomové fadime tokoferoly, karotenoidy, kyselinu askorbovou a fenoly. Dale
rostlina vytvafi tzv. sekundarni metabolity, jako jsou polyfenoly, terpenoidy, alkaloidy
aj., piiCemz syntéza fenolt, flavonoidu a kalosy byla potvrzena i pfi pusobeni abiotického

i biotického stresu (Piwowarcyk et al., 2016; Ibrahim et al., 2019).

U rostlin vystavenych abiotickému stresu byla taktéz pozorovana vy$si mira
lignifikace bunécné stény, vedouci k mensimu ristu, niz§imu obsahu Zivin a k horsi
stravitelnosti. N€které rostliny produkuji pektinové polymery rhamnogalaktouronan I a
IT's vétsim poctem vedlejSich fetézct. Tento d€j mizZe mit spojitost s hydratovanymi gely,

které chrani bunky pfed poskozenim (Lee et al., 2007; Tenhaken 2015).
2.1.2 Salinitni stres

V dusledku vystaveni rostlin salinitnimu stresu je negativné ovlivnéno kliceni semen,
rast, vyvoj, bunécny metabolismus a urychluje se senescence. Vysoka salinita je pfi¢inou
vzniku osmotické nerovnovahy, ktera ztézuje pfijem vody kofeny a je tak divodem
zpomaleného rustu. Ten se projevuje piedev§im u nadzemnich ¢asti, u kterych se zkracuje
stonek, zmensSuje se velikost a pocet listi. Tato zmeéna se poté projevuje jako mensi
hmotnost susiny. Naopak u kofent byl zaznamenan vyraznéjsi vyvoj, zatimco elongacni

zoOna se spiSe zmensuje (Piwowarczyk ef al., 2016; Ahmad et al., 2020; Kim et al., 2021).



Jednim z divodu zpomaleni ristu muaze byt naruSeni bunééné membrany v
diisledku lipoperoxidace a vytésnéni iontéi Ca’* a K* kationtem sodiku. Jinym dfivodem
muze byt akumulace Na* ve vnitrobunééném prostoru, ktery vytvaii zasaditéjsi prostiedi.
Takto zvySené pH intracelularniho prostiedi jiz nelezi v pH optimu expanzini a
remodelacnich enzymu, které se tak stavaji neaktivnimi a rostlina nevykazuje rust

(Piwowarczyk et al., 2016; Byrt et al., 2018).

U rostlin vystavenych piisobeni salinitniho stresu byla prokazana vyssi akumulace
osmoticky aktivnich latek v cytoplazmé bunek (Obr. 2). Obvykle se v cytosolu hromadi
glycinbetain a prolin spolecné s rozpustnymi sacharidy a proteiny (Obr. 3). Vyskyt
vy$siho obsahu prolinu je obecné spojovan s rostlinami, které toleruji vyssi obsah soli.
Osetreni semen muze pomeéry obsahu téchto latek v cytosolu zménit. Napiiklad priming
semen fytohormonem kyselinou giberelovou (GA3) sice vede k akumulaci rozpustnych
proteint, ale i ke snizeni hladiny rozpustnych sacharidi a prolinu (Piwowarczyk et al.,

2016; Ahmad et al., 2020, Kim et al., 2021).
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Obr. 2 Obsah prolinu v lodyhach a kofenech rostliny Pisum sativum bez osSetfeni GAs a po
oSetieni GA3 (0,5 mmol-1"! GA3), vystavené salinitnimu stresu (upraveno dle Ahmad et al., 2020).
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Obr. 3 Obsah rozpustnych sacharidi a celkovy obsah proteinti v rostlinach Pisum sativum bez
oSetieni kyselinou giberelovou a po oSetfeni kyselinou giberelovou (0,5 mmol-1! GAj),
vystavenych salinitnimu stresu (upraveno dle Ahmad et al., 2020).

Zasoleni pud také negativné ovliviiuje fotosyntézu. Vlivem salinity se snizuje
efektivita fotosyntézy a snizuje se se obsah fotosyntetickych barviv z davodu
aktivovaného oxidacniho stresu. Z uvedenych barviv byva nejvétsi pokles zaznamenan u
karotenoidd, chlorofylu a a b, a to az 0 42 % u rostlin Pisum sativum vystavovanych

pisobeni 300 mmol-1"! NaCl. U rezistentnich rostlin byl pozorovan méné vyrazny pokles

obsahu fotosyntetickych pigmenti. Dale jsou salinitou zasazena i stomata, ktera se
uzaviraji tim vice, ¢im vétsi koncentrace soli na rostlinu pasobi. Diky t€émto zménam
dochazi ke snizeni stomatalni vodivosti, transpiracni rychlosti, redukuje se také
intracelularni obsah CO2 (Ahmad et al., 2020; Piwowarczyk et al., 2016; Ibrahim et al.,
2019).

Vlivem vysoké koncentrace pudniho sodiku byva narusen pomér celularnich

iontd. Rostliny proto syntetizuji vétsi mnozstvi nékolika druht transportért.

e PrenaseCe HKT predstavuji integralni membranové proteiny, jejichz ukolem je
vylucovat Na* do extracelularniho prostoru v pletivech citlivych na zvySenou
koncentraci Na*, jako je xylém. Tyto transportéry pienaseji ionty pasivné otoCenim
se v membrané podle elektrofyziologického gradientu (Zeeshan er al., 2020; Waters
etal., 2013).

e Transportéry NHX, vakuolarni Na*/H* antiportery, pfenaseji ionty sodiku do vakuol.
Po vystaveni rostliny vysoké salinité dochazi obecné ke zvySeni exprese téchto

transportéril a zvysuje se tim rezistence (Brini et al., 2007).



e Transportéry SOS1 spojené sNa'/H™ antiporterem prenaseji Na® predevsim
na dlouhé vzdalenosti. Transport Na* do extracelularniho prostoru probiha az po
vniknuti iontu dovnitf buriky. U tohoto transportéru nelze jednoznaéné tvrdit, ze pfi
zvySené salinité dochazi k jeho zvySené expresi, ponévadz riazné druhy rostlin reaguji

raznymi zpiisoby (Zeeshan et al., 2020).
2.1.3 Vliv salinitniho stresu na hrach

Salinitni stres vyznamné ovliviiuje klieni semen hrachu setého. Procento klic¢icich semen
se snizuje s rostouci koncentraci soli v pudé€. V pripadé vysoké miry zasoleni muze dojit
az k uplnému zastaveni kliCeni. Zminény jev je spojovan s pravdépodobné nedostatecnou
hydrataci proteinti a naruSenim funkce enzymu zodpovédnych za mobilizaci zivin a
energie v semenech. Dal§im divodem $patného kliceni mize byt i modifikovana hladina
fytohormont. Predpoklada se, ze béhem salinitniho stresu dochazi k atlumu syntézy
auxind, cytokinind a giberelintl, jinou moznou pfic¢inou zhorSeného kli¢eni by mohla byt
zrychlena degradace nebo premeéna fytohormont na neaktivni formy. (Shahid ez al., 2012;

Tsegay a Gebreslassie, 2014; Hussein et al., 2006).

Salinitni stres taktéz zptusobuje zmény poméra ionta v bunikach. Citlivé genotypy
mohou mit hladinu Na* v listech vy$§i az o 67 % za sou¢asného snizeni obsahu K* a Ca**.
S klesajicim pomé&rem K*/Na* a Ca?*/Na* se snizuje hmotnost susiny a zmensuje se délka
nadzemnich casti. Snizeni hmotnosti suSiny je spojovano s klesajici efektivitou
fotosyntézy, ktera umoziuje produkci sacharidu tvoficich biomasu rostlin (Shahid et al.,

2012).



2.2 Fenylpropanoidni draha

V rostlinach probiha velké mnozstvi enzymoveé katalyzovanych chemickych reakci, které
jsou sprazeny do metabolickych drah. Drahy priméarniho metabolismu slouzi predevsim
k syntéze stavebnich prekurzori a k tvorbé energie, zatimco drahy sekundarniho
metabolismu produkuji raznorodé skupiny latek rozdilnych vlastnosti. Mezi drahy
produkujici sekundarni metabolity fadime fenylpropanoidni drahu zahrnujici fadu
chemickych reakci vedoucich k syntéze vysokého poctu produkti spadajicich do skupin
flavonoidu a ligninu. Produkty maji vyznamny vliv na rostlinu. Nékteré z nich plni
mechanickou funkci, jiné napoméhaji transportu vody a v ni rozpusténych zivin, dalsi
pomahaji rostlinam odolat stresim nebo zajistuji spravny rast a vyvoj. Sekundarni
metabolity plni dalezité role rovnéz u bobovitych rostlin, u kterych zodpovidaji mimo
jiné za barvu semen, jejich chut’ a vini. U péstovanych kultivari se svétlejSimi semeny
muiizeme pozorovat nizsi hladinu alkaloidd a tanind, proto nejsou jejich semena horké
chuti. Na druhou stranu jsou uvedené typy rostlin kvali zménam v hladiné sekundarnich
metabolitd nachyln&jsi vici biotickému i abiotickému stresu v porovnani s divoce

rostoucimi druhy bobovitych (Govender et al, 2017; Ku et al, 2020; Dong a Lin, 2021).

Fenylpropanoidni draha (Obr. 4) zahrnuje fadu chemickych reakci. Dréaha je
zahajena deaminaci L-fenylalaninu, produktu tzv. Sikimatové drahy, za vzniku trans-
skoficové kyseliny. Tato reakce je katalyzovana enzymem fenylalaninamoniaklyasou
(L-fenylalaninamoniaklyasa (tvofici kyselinu trans-skoficovou); EC 4.3.1.24; PAL).
Nasleduje  hydroxylace katalyzovana cinamat-4-hydroxylasou (frans-cinamat,
(redukovany NADPH-hemoprotein reduktasa):O> oxidoreduktasa (4-hydroxylujici) EC
1.14.14.91; C4H) a navazani molekuly na koenzym A (CoA) za ucasti 4-kumarat-CoA
ligasy (4-kumarat:CoA ligasa (AMP tvofrici), EC 6.2.1.12, 4CL). Popsanym
mechanismem vznika p-kumaroyl-CoA. Tento produkt mtize byt pfeménén na dva mozné
produkty, na chalkon nebo p-kumaroyl-Sikimat, které slouzi k syntéze flavonoidi a
ligninu. Molekula p-kumaroyl-Sikimatu podléhd béhem syntézy ligninu nékolika
hydroxylacim za generovani hydroxyskoficovych alkoholi katalyzou enzymem
cinnamylalkoholdehydrogenasou (cinnamylalkohol:NADP* oxidoreduktasa;
EC 1.1.1.195; CAD). Do kategorie hydroxyskoficovych alkoholt nalezi kafeylalkohol,
koniferylalkohol, 5H koniferylalkohol, sinapylalkohol a p-kumarylalkohol. Nasleduje
polymerace zminénych alkohold za pomoci enzymd peroxidasy (donor:H»O»

oxidoreduktasa, EC 1.11.1.7; POX) a/nebo lakasy (benzendiol:O> oxidoreduktasa,
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EC 1.10.3.2; LAC) za tvorby vysledného produktu, ligninu (Govender et al, 2017; Dong
a Lin, 2021).

Dalsi skupinou latek syntetizovanych z p-kumaroyl-CoA jsou flavonoidy.
Flavonoidy vytvarteji pocCetnou skupinu zahrnujici chalkony, aurony, flavanony,
isoflavony, flavony, flavanoly, dihydroflavanoly, anthokyanidiny, laukoanthokyanidiny
a flavan-3 oly. Pocate¢nim krokem syntézy uvedenych sloucenin je pfeména
p-kumaroyl-CoA pomoci enzyma chalkonsynthasy (malonyl-CoA:4-kumaroyl-CoA
malonyltransferasa  (cyklizyjici), = EC 2.3.1.74; CHS) a  stilbensynthasy
(malonyl-CoA:4-kumaroyl-CoA malonyltransferasa (cyklizujici), EC 2.3.1.95; STS) za
tvorby chalkonu a stilbenu. Chalkon je dale pfeménovan ve sledu reakci katalyzovanych
isomerasami, hydroxylasami, reduktasami, synthasami a dalSimi enzymy, které vedou

k produkci jiz zminénych flavonoidi (Dong a Lin, 2021).

L-fenylalanin

PAL
A ) b -
trans-skoficova kyselina 2P€cha
fenylpropanoidni
C4H draha
Y
p-kumarova kyselina
4CL
Y
p-kumaroyl-CoA
CHS STS CCR
¥
naringenin chalkon trans-resveratol p-kumaraldehyd
]
: /N o
! trans-piceid viniferid p-kumarylalkohol
1 I
v v
flavonoidy stilbeny monolignoly

Obr. 4 Zjednodusené¢ schéma fenylpropanoidni drahy. PAL fenylalaninamoniaklyasa; C4H
cinamat-4-hydroxylasa; 4CL 4-kumarat-CoA ligasa; CHS chalkonsynthasa; STS stilbensynthasa;
CCR cinnamoyl-CoA reduktasa (cinamaldehyd:NADP* oxidoreduktasa (tvorici CoA-
cinnamoyl), EC 1.2.1.44); CAD cinnamylalkoholdehydrogenasa (upraveno dle Pietrowska-Borek
et al, 2020).



2.2.1 Fenylalaninamoniaklyasa

Fenylalaninamoniaklyasa (L-fenylalaninamoniaklyasa (tvorici kyselinu
trans-skoticovou); EC 4.3.1.24; PAL) katalyzuje prvni reakci fenylpropanoidni drahy,
deaminaci fenylalaninu za uvolnéni amoniaku a kyseliny trans-skoficové. Jedna o
vyznamny enzym, ktery je v rostlinach kodovan vice geny a vyskytuje se v riznych
izoforméach. Jednotlivé izoformy se od sebe lisi nejen lokalizaci v rostling, ale i aktivitou
a substratovou specifitou. Kromé deaminace fenylalaninu mize enzym katalyzovat
deaminaci tyrosinu za vzniku p-hydroxyskoficové kyseliny. Zaroven byly u nékterych
isoforem pozorovany rozdilné funkce, nékteré z nich slouzi vylucné pro syntézu
flavonoidu, jiné pro syntézu ligninu (Adamkova et al, 2006; Jeong et al, 2012; Valifard
et al, 2015).

Obecné lze tvrdit, ze aktivita PAL roste u stresovanych rostlin a zaroven dochazi
ke zvySeni syntézy produktd fenylpropanoidni drahy, na zakladé cehoz se usuzuje, zZe
PAL je schopna regulovat aktivitu dalSich enzymt fenylpropanoidni drahy. ZvySeni
aktivity PAL vlivem vysoké salinity mize dosahovat az 90 % u kofent s¢ji. Z tohoto
divodu se enzym oznacCuje jako stresovy marker. PAL je zpétnovazebné inhibovana
kyselinou skoficovou. V rostoucich castech rostlin, kde je kyselina skoficova aktivné
odCerpavana pro syntézu latek potfebnych pro rist, je enzym nejvice aktivni.
U nerostoucich pletiv se ale kyselina skoficova vyskytuje ve vyssich hladinach a aktivita

PAL je inhibovana (Jeong et al, 2012; Valifard et al, 2015; Dong a Lin, 2021).
2.2.2 Cinnamylalkoholdehydrogenasa

Enzym cinnamylalkoholdehydrogenasa (cinnamylalkohol:NADP* oxidoreduktasa;
EC 1.1.1.195; CAD) katalyzuje posledni reakci tvorby monolignolti, umoziuje redukci
aldehydi na kafeylalkohol, koniferylalkohol, sinapylalkohol, p-kumarylalkohol, ze

kterych je nasledné polymeraci syntetizovan lignin v bunécné sténé (Dong a Lin, 2021).

CAD patii mezi metaloenzymy, obsahuje ve své strukture vazebnd mista pro
napojeni 2 atomu zinku a dale pro molekulu NADPH. Nejvyssi aktivita enzymu byla
prokazana v prostfedi o pH 6-7, CAD nalezi do skupiny cytosolarnich enzymi (Choi
et al, 2016).

U nahosememnnych rostlin je CAD kodovan pouze jednim genem a je afinitni

predev§im ke koniferaldehydu, zatimco u dvoudéloznych rostlin je enzym kodovan
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nékolika geny a je afinitni k vice substratim. Hladiny jednotlivych izoforem v rostliné
znacné kolisaji v zavislosti na pletivu a vyvojové fazi. Nékteré isoenzymy mohou byt
dokonce neaktivni z divodu absence vazebného mista pro Zn nebo NADPH nebo kvuli
modifikaci vazebného mista pro substrat. Obecnym rysem je zvySena exprese CAD u
rostlin stresovanych zvysenou salinitou (Obr. 5), coz naznacuje, ze tvorba ligninu ma
vyznamnou roli pfi prekonani stresu. ZvySena aktivita byla zaznamenana i1 po podani
fytohormont kyseliny abscisové nebo saliacylové (Obr. 5) (Kim et al, 2010; Choi et al,
2016; Park er al, 2018).

2.2.3 Peroxidasy

Peroxidasy (donor:H>O: oxidoreduktasa, EC 1.11.1.7; POX) plni v rostlinnych buiikach
vice uloh. Jednou znich je vychytavani toxického peroxidu vodiku, jehoz zvySena
produkce je spojena s reakci rostliny na pusobeni stresovych faktord, napf. puasobeni
osmotického stresu. Dalsi funkeci je katalyza oxida¢ni polymerace monolignoli za tvorby
ligninu. V porovnani s LAC vykazuji POX S$irsi substratovou specifitu. Jako substrat
vyuzivaji nejcastéji p-kumarylalkohol, sinapylalkohol a koniferylalkohol (Tenhaken,
2015; Govender et al, 2017).

Enzymy se nachazi v n€kolika izoformach, které mohou byt podle izoelektrického
bodu rozli§eny na isoformy aniontové a kationtové. Hladina isoenzymu se muze u rostlin
meénit v zavislosti na zivotnich podminkach. Obecnym rysem je, ze Uroven transkripce
POX je v rostlinach rezistentnich k suchu vyssi nez v rostinach citlivych na nedostatek
vody. U jetele plazivého (Trifolium repens L.) byla pozorovana vyssi hladina isoenzymu
katalyzujicich polymeraci koniferylalkoholu, sinapylalkoholu a kafeylalkoholu
po vystaveni jetele nedostatku vody. Tato zména hladiny vyustila ke zvySeni obsahu

ligninu v rostlinach (Lee et al, 2007; Tenhaken, 2015).
2.2.4 Polyfenoloxidasa

Polyfenoloxidasa (1,2-benzendiol kyslik oxidoreductasa, EC 1.10.3.1.; PPO) katalyzuje
oxidaci fenolickych latek na molekulu o-chinon za soucasné spotieby kysliku. PPO je
lokalizovana v chloroplastech, zatimco substraty nalézame ve vakuolach. Samotna reakce
nastava v dusledku poskozeni bunék, vznikajici reaktivni chinony se nasledné polymeru;ji
za vzniku barviv, jez jsou zodpovédné za hnédnuti nebo Cernani rostlin. Tato zména

zabarveni neni jen vzhledové nevabna, je také spojovana s poklesem nutri¢nich hodnot
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plodin kvuli soucasné oxidace kyseliny askorbové. Uvedeny zpiisob pigmentace ovSem
nezavisi jen na aktivité PPO, ale také na pH, teploté, pfitomnosti kysliku, redukcnich
¢inidel nebo i kovovych ionti. Aktivita enzymu je rovnéz ovlivnéna vystavenim rostlin
stresovych podminek. Aktivita PPO byla zkoumana v listech jetele plazivého (Obr. 5),
ktery na sucho reagoval zvysenim aktivity tohoto enzymu (Dogan et al., 2005; Lee et al.,

2007; Zhang a Shao, 2016).
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Obr. 5 Aktivita polyfenoloxidasy (PPO) v listech kontrolnich rostlin jetele plazivého (¢emé
body) a rostlin vystavenych suchu (svétlé body) (upraveno dle Lee ef al, 2007).
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2.3 Fyziologické role polyfenoli u rostlin

2.3.1 Role ligninu

Polymerni sloucenina lignin plni v rostlinném organismu mnoho funkci. Syntéza ligninu
je zodpoveédna za mechanickou pevnost butiky a celého organismu, zaroven usnadiuje
transport vody s zivinami. S tim také souvisi mensi rast rostliny v odpovédi na niz§i miru
lignifikace. Lignin zaroven vytvaii mechanickou bariéru, ktera chrani bunky pted
napadenim patogeny a herbivory. ZvySena syntéza ligninu indukuje u rostlin odolnost
vuci chorobam, napt. kukufice je rezistentni vii¢i patogenim zpusobujicich nemocnéni

listd (Dong a Lin, 2021).

Dale se lignin vyznamné podili i na rozmnozovani. Mizeme jej nalézt v prasniku,
ve vrstveé zvané endothecium. Deficience ligninu v endotheciu zpiisobuje jeho zvrasnéni
Nasledkem toho se vrstva neprotrhne po dozrani pylu a rostlina se stava prakticky sterilni.
Lignin se nachazi rovnéz v semenech, kde urcuje jejich velikost. V ptfipadé jeho nizké
hladiny vznikaji mala semena, néktera nemusi ani obsahovat osemeni (Dong a Lin,

2021).

Lignin se taktéz uplatiiuje v odpovédi na abioticky stres. U stresovanych rostlin
lze pozorovat vyraznéjsi tloustnuti sekundarni bunécné stény. Tloustnuti umoziuje
rostlinam zabranit nadmérné ztraté vody a udrzeni turgoru béhem sucha, zaroven pomaha
vyporadat se se salitnim stresem. Z tohoto diivodu mizeme u rostlin pozorovat zmény
v hladinach fenolickych latek, které mohou byt ovlivnény oSetfenim rostlin fytohormony

(Obr. 6) (Ahmad et al., 2020; Dong a Lin, 2021).
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Obr. 6 Obsah fenolickych latek (TPC) v lodyhach a kofenech hrachu seté¢ho (Pisum sativum),
bez oSetfeni Kyselinou giberelovou GAs a po oSetieni GA3 (0,5 mmol-1"! GA3), vystavenych
salinitnimu stresu (upraveno dle Ahmad et al., 2020).
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2.3.2 Role lignani

Lignany patii mezi fenolické latky, jednd se o nizkomolekularni polyfenoly, které
nachazime pfedevSim v kvétech a osemeni. Lignany se od ligninu li§i nizkou
molekulovou hmotnosti a jsou rozpustné ve vod€. Lignany vykazuji antioxidacni,
antibakterialni, antivirové, antitumorové a biocidni u¢inky, diky ¢emuz nachazeji vyuziti
ve farmaceutickém pramyslu. Zminénych ucinku jsou lignany schopné diky inhibici
enzymu patogend, jako jsou celulasy (EC 3.2.1.4., 4-B-D-glukan 4-glukanohydrolasa),
glukosidasy (3.2.1.20., a-D-glukosid glukohydrolasa) a lakasy. Lignany jsou také

schopny negativné ovlivilovat endokrinni systém hmyzu, coz z nich déla pfirodni
insekticidy. Lignany taktéz pomdahaji rostlinam prfeckat abioticky stres pomoci
vychytavani ROS, stimulaci syntézy lignint a tloustnuti bunécné stény (DellaGreca et al.,

2013; Samec et al., 2021).
2.3.3 Role fenolovych kyselin

Skupina fenolovych kyselin zahrnuje kyselinu kdvovou, gallovou, ferulovou a vanilovou.
Jejich hlavni funkci je vychytavani ROS, proto zastoupeni fenolovych kyselin roste
s vystavenim rostlin abiotickému stresu. ZvySena hladina kyseliny vanilové u rajCete je
spojovana s rezistenci vici zasoleni pud. Rajcata diky kyseliné vanilové akumuluji vétsi
mnozstvi osmoticky aktivniho prolinu, K¥, Ca**, Mg?*, kyseliny askorbové, zaroveii byly
urajCat pozorovany vyssi aktivity antioxidacnich enzyml superoxidismutasy
(superoxid:superoxid oxidoreduktasa, EC 1.15.1.1.) a katalasy (peroxid vodiku:peroxid

vodiku oxidoreduktasa, EC 1.11.1.6.) (Samec et al., 2021).

Kyseliny gallova a ellagova vytvareji hydrolyzovatelné taniny, které chrani
rostliny pfed mikroby, hmyzem, herbivory, pomahaji rostlinam pteckat sucho, nadmémné

ozateni UV-B zafenim a vazou t&7ké kovy (Samec et al., 2021).
2.3.4 Role flavanonu

Mezi flavanony fadime hesperetin, naringenin, eridiktyol, sylibin a isosakuratenin, které
hraji dulezité role v prubéhu biotického i abiotického stresu. Pokud jsou rostliny
vystavené suchu, hladiny sloucenin se méni, ale zmény jednotlivych flavanont se lisi
v zavislosti na druhu rostliny. Napftiklad u tabaku je vys§si hladina naringeninu spojovana
s toleranci sucha, podobny ucinek byl pozorovan u fazolu, u které naringenin zmirnil

negativni dopad zasoleni pid i sucha. Zminéna sloucenina je totiz schopna Caste¢né
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zvratit negativni dopady vysoké salinity, jelikoz je schopna snizit hladinu peroxidu
vodiku (Obr. 7), zvySuje aktivitu antioxidacnich enzymu a tim snizuje peroxidaci lipidové
dvojvrstvy tvotici cytoplazmatickou membranu bunék. U bobovitych rostlin (cizrny)
stimuluje naringenin s hesperetinem také kolonizaci kofent symbiotickymi bakteriemi

(Yildiztugay et al., 2020; Samec et al., 2021).
2.3.5 Role isoflavonu

Isoflavony, jako jsou daidzein, genistein a formononetin, jsou syntetizovany predev§im
bobovitymi rostlinami. Také u této skupiny flavonoidt byly pozorovany zmény hladin po
vystaveni rostlin riznym abiotickym stresim. Tieba u sdji dlouhodobé stresované
suchem bylo pozorovano snizeni hladiny isoflavont, zatimco u rostliny kozince
zpusobilo vystaveni nizkym teplotam a zasoleni zvySeni jejich hladiny. Z tohoto divodu
jsou isoflavony povazovany za marker tolerance salinity. Tato skupina latek je rovnéz

spojovana s vychytavanim kovl a s antioxida&ni aktivitou (Samec ez al., 2021).

Dalsi neméne dulezitou funkci isoflavoni je zprostiedkovani interakce mezi
bobovitymi rostlinami a symbiotickymi rhizoidnimi bakteriemi. Isoflavony funguji jako
chemické atraktanty pro bakterie, u kterych stimuluji expresi nod genu a tim usnadiuji
kolonizaci kotfenového systému bobovitych symbiotickymi bakteriemi. Isoflavony slouzi
také jako prekurzory pro syntézu fytoalexind, které maji vyznamny vliv na vyvoj

a ochranu rostlin pred stresem (Yu et al., 2020).
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Obr. 7: Efekty exogenné podaného naringeninu Nar (Narl, 0,1 mmol-1"' a Nar2, 0,4 mmol-1"") na
obsah H,0, v listech fazolu obecného vystaveného salinitnimu stresu (S, 100 mM NaCl) , suchu
(D, 10% PEG6000) a kombinaci salinitniho stresu a sucha (S+D, 100 mmol- 1" NaCl a 10%
PEG6000) (upraveno dle Yildiztugay et al., 2020).
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2.3.6 Role flavan-3-olu

Tato skupina latek zahrnuje predevsSim katechin a epikatechin. Uvedené slouceniny
pusobi v rostlinach prevazné jako vychytavace ROS, dale plni dilezitou roli pfi obrané
pred $kidci. Znama je rovnéz cilena inhibice rustu okolnich rostlin, které by mohly
rostlinnému organismu potencialné konkurovat v pfijmu zivin nebo v narocich na zivotni
prostor. Hladiny katechinu a epikatechinu se méni v souvislosti s vystavenim stresu, napr.
u pSenice byla zaznamenana vyssi hladina epikatechinu v reakci na nedostatek vody

(éamec etal., 2021).

Flavan-3-oly plni 1 roli ochrany pted patogeny. U topolu erného infikovaného rzi
bylo pozorovano vyrazné zvySeni hladiny katechinu a mirné zvySeni epikatechinu, které
se vyskytuji v listech pfevazné v mistech vystaveni infekci. Nasledné bylo potvrzeno, ze
oba flavan-3-oly inhibuji klieni spor houby a jejich nasledny vyvoj. Z toho divodu jsou
genotypy topolu Cerného s prirozené€ vyssi hladinou flavan-3-olt odolnéjsi viic¢i napadeni

patogenni houbou (Ullah et al., 2017).
2.3.7 Role flavanolu

Mezi flavanoly fadime kvercetin, kempferol a myricetin. Molekuly slouzi jako
antioxidanty, které chrani rostliny pred negativnimi vlivy UV-B zafeni, také pomahaji
s adaptaci na vyraznéjsi zmény teplot. Flavanoly jsou schopné i tvorby chelatii navazanim

atomu t&zkych kovt (Samec er al., 2021).
2.3.8 Role anthokyaninu

Anthokyaniny jsou glykosylované molekuly flavonoidi. Ve vodé rozpustné pigmenty
jsou zodpoveédné za zbarveni rostlinnych organt, diky kterym funguji zabarvené kveéty
jako atraktanty pro opylovace. Takto se anthokyaniny podili nejen na opyleni, ale i na
rozSifovani semen. Hladiny zminénych latek se vyrazn€ meéni pfi vystaveni rostlin
patogentim nebo abiotickému stresu. /fesny zpusob odpovédi se ale lisi od druhu rostliny.
Latky taktéz funguji jako vychytavace ROS, slouzi jako stresové signaly a chrani
fotosyntetické pigmenty pred poskozenim (Samec et al., 2021).
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2.3.9 Role stilbenoidu

Stilbenoidy, hydroxylované derivaty stilbenu, vykazuji vyznamné antibakterialni,
antivirové a antifungalni UcCinky, také jsou schopny vychytavani ROS. Stilbenoidy
pomahaji rostlinam vyporadat se s biotickym 1 abiotickym stresem, protoze jejich hladina

po vystaveni rostlin stresu obecng stoupa (Samec et al., 2021).

Stilbenoid resveratrol a jeho derivaty chrani rostlinné organismy pied patogeny,
jako je tabakova mozaika, ale i pred fytopatogennimi houbami. Resveratrol vykazuje
mnohé dalsi vlastnosti, mezi které radime antitumorové, antibakterialni, antiviroveé

i antioxidac¢ni vlastnosti (Song et al., 2021).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

Sigma-Aldrich  (Némecko):  methanol, Trolox, persiran amonny (APS),
2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazoliin-6-sulfonova kyselina (ABTYS),
polyvinylpolypyrrolidon (PVPP), 4-methylkatechol, katalasa

Lach-Ner (Ceska republika): chlorid sodny, peroxid vodiku, hydrogenfosforetnan

draselny, dihydrogenfosforecnan draselny
Honeywell Fluka (Rumunsko): pefabloc, hexahydrat chloridu hlinitého
PENTA s.r.o. (Ceska republika): octan draselny

Lachema (Ceska republika): kvercetin
3.2 Pristroje, experimentalni vybaveni

Analytické vahy (Denver instrument, USA), digitalni pfedvazky (KERN, Némecko),
chlazenéd centrifuga 5415R (Eppendorf, Némecko), automatické pipety (Eppendorf,
Némecko), digitalni pH metr (XS Instruments, Italie), elektromagneticka michacka
(BioSan, Litva), vortex (BioSan, Litva), reader Synergy HT (Biotek Instruments, USA),
mikrodesticky Test plate 96F (TPP, Svycarsko), automatické pipety (Eppendorf,

Neémecko)
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3.3 Rostlinny material

V experimentalni Casti prace bla pouzita jako rostlinny material pro studium vlivu
salinitniho stresu semena hrachu setého Pisum sativum. Konkrétné se jednalo o dva
kontrastni genotypy hrachu: kulturni, nedormantni P. sativum subsp. sativum Trendy (v
praci zkraceny nazev Trendy) a plany, dormantni P. sativum subsp. elatius 1G52565 (v
praci dale pouzivan zkraceny nazev 1G52565). Semena hrachu byla poskytnuta katedrou

Botaniky, PiF UP a firmou Selgen.

Genotyp Trendy ma typické svétlé osemeni, hilum, misto pfipojeni semena
k matefské rostling, je taktéz svétle zabarveno, tedy bez pigmentace. Osemeni je na

povrchu hladké.

Osemeni planého genotypu IG52565 je oproti kulturnimu genotypu vyrazné
siln€jsi, na povrchu Clenité a je pigmentované, stejné tak i hilum. Pro IG52565 je typicka

nizka dormace, kli¢ivost se pohybuje okolo 72 %.
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3.4 Metody

3.4.1 Péstovani a sklizeni hrachu

Semena obou studovanych genotypu byla po skarifikaci péstovana na navlhcenych

ubrouscich ve c¢tvercovych plastovych Petriho miskach (12 x 12 cm). Z kazdého
genotypu byly péstovany vzdy 3 skupiny, které byly zavlazovany vodou, 25 mmol-I"!
roztokem NaCl (pfipraveného rozpusténim 1,461 g NaCl v 1 | destilované vody)
a 50 mmol ! roztokem NaCl (pfipraveného rozpusténim 2,922 g NaCl v 1 1 destilované
vody). Semena byla péstovana ve fytotronu pii 23 °C za svételnych podminek 16 hodin
svétlo a 8 hodin tma. V prub&hu péstovani byly pravidelné vyménovany Petriho misky

s navlh¢enymi ubrousky a semena byla pravidelné zavlazovana.

Rostlinny material byl sklizen v riznych stadiich vyvoje. Jeden den po umisténi
semen na navhl¢eny ubrousek v Petriho misce bylo z nabobtnaného semene ziskano
embryo a osemeni od obou odrad (stadium 1), po 2 dnech u Trendy a po 3 dnech u
1G52565 bylo z nakli¢eného semene ziskano osement, kofinek a zbytek embrya (stadium
2), po 4 dnech u Trendy a 7 dnech u IG52565 bylo odebrano osemeni, kotfinek, nadzemni
cast a zbytek embrya (stadium 3).

3.4.2 Piiprava extraktu

3.4.2.1 Extrakty pro stanoveni celkové antioxida¢ni kapacity a obsahu

flavonoidu

Rostlinny material byl extrahovan vychlazenym methanolem ve vychlazené tfeci misce
v poméru 1:5 (w:v). Vzorky byly nasledné centrifugovany piti 4 °C, 14 000 RPM po dobu
20 minut. Poté byl odebran supernatant, ktery slouzil pro stanoveni celkové antoxidacni

kapacity a obsahu flavonoida.
3.4.2.2 Extrakty pro stanoveni aktivity peroxidasy a polyfenoloxidasy

Rostlinny material byl extrahovan v 0,1 mol-1"' K-fosfatovém pufru pH 7 obsahujicim
0,1% polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) a 0,5 mmolI! pefabloc. Pufr byl pfipraven
smichanim 61,5 ml 1 mol1! K;HPO4 a 38,5 ml 1 mol-I"" KH>POs, po upraveni pH na

pH-metru doplnén do 1 litru destilovanou vodou. V 10 ml pufru bylo rozpusténo 100 mg

PVPP (fungujici jako vychytavac polyfenoll) a 1,1 mg pefablocu (inhibitor proteas).
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Extrakce byla provadéna v poméru 1:3 (w:v) nebo 1:4 (w:v) podle potieby. Nasledovala
centrifugace pii 4 °C, 14 000 RPM po dobu 20 minut. Pro stanoveni enzymové aktivity
POX a PPO byl pouzit supernatant.

3.4.3 Stanoveni celkové antioxidacni kapacity

Metoda vyuziva schopnosti antioxidacnich latek zhaSet radikaly. V metodé€ se pouziva
ABTS (2,2°-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)), ktery je zdrojem
kation-radikalu ABTS ", jehoz typické zabarveni je modrozelené s absorbanci pii 734

nm. Tvorba radikalu je umoznéna oxidaci ABTS pomoci APS (persiran amonny). Jako
standard se pouziva synteticky pfipraveny Trolox
(6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova  kyselina) s antiradikalovou
aktivitou. Vysledna antioxidacni kapacita je nasledné vyjadrena jako ekvivalent Troloxu

(Paulova et al., 2004).

Nejprve byly pfipraveny potiebné roztoky. 0,1 mol-1"! fosfatovy pufr o pH 7
smichanim 61,5 ml 1 mol-1"' KoHPO4 a 38,5 ml 1 mol-I"" KH,POu, po upraveni pH na
pH metru doplnén do 1 litru destilovanou vodou. 1 mmol-I"! roztok Troloxu rozpusténim
2,5 mg Troloxu v 10 ml methanolu; 1,6 mmol-1"" ABTS rozpusténim 8,78 mg ABTS v 10
ml 0,1 mol-I"! fosfatového pufru o pH 7; 1,86 mmol-I"! roztok APS rozpusténim 21,2 mg

APS v 50 ml 0,1 mol-1"! fosfatového pufru o pH 7.

Poté byla pfipravena kalibra¢ni fada Troloxu o koncentracich 10, 20, 40, 60, 80

a 100 pmol-I'" smichanim z4sobniho 1 mmol-1"! roztoku Troloxu a methanolu (Tab 1).

Do  mikrotitracni  desticky  bylo  napipetovano 25 ul  blanku
(methanol )/standardu/vzorku, 25 pl 1,86 mmol-1"" APS a 50 ul 1,6 mmol1! ABTS. Smés

byla inkubovana po dobu 25 minut pfi laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance

pfi 734 nm.
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Tab. 1: Objemy zasobniho roztoku Troloxu a methanolu pro vytvoreni kalibra¢ni fady Troloxu.

Koncentrace Troloxu ul zasobniho 1 mmol-1’!
ul methanolu
(umol-1™") roztoku Troloxu
10 10 990
20 20 980
40 40 960
60 60 940
80 80 920
100 100 900

3.4.4 Stanoveni obsahu flavonoidu

Stanoveni obsahu flavonoidii bylo provedeno metodou kolorimetrické reakce vyuzivajici
AICl3 v roztoku H2O a octanu draselného. Jako standard je vyuzivan flavonoid kvercetin.

Reakci vznika produkt s maximalni absorbanci pfi 415 nm (Tsaniklidis et al., 2021).

Byly pfipraveny potiebné roztoky. 10% roztok chloridu hlinitého v methanolu byl
pfipraven rozpusSténim 0,3621 g hexahydratu chloridu hlinitého ve 2 ml methanolu,
1 mol'l"! roztok octanu draselného v methanolu rozpusténim 0,1962 g octanu draselného

ve 2 ml methanolu, zasobni roztok standardu rozpusténim 1 mg kvercetinu v 1 ml

methanolu.

Nasledné¢ byla pfipravena kalibratni fada kvercetinu o koncentracich

0 -175 pg'ml! smichanim zasobniho roztoku standardu a methanolu (Tab. 2).

Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 140 ul vody, 25 ul vzorku nebo
standardu, 10 pl 10% roztoku AlClz a 10 pl 1 mol-1"! roztoku octanu draselného. Reakéni

smeés byla inkubovana po dobu 30 minut pii 25 °C. Nasledné byla zméfena absorbance

pfi 415 nm.
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Tab. 2: Objemy zasobniho roztoku kvercetinu a methanolu pro vytvoreni kalibracni fady.

Koncentrace kvercetinu ul zasobniho roztoku
ul methanolu
(ng/ml) kvercetinu

0 0 1000
2,5 2,5 997.,5

5 5 995
7,5 75 992,5
10 10 990
15 15 985
20 20 980
25 25 975
50 50 950
75 75 925
100 100 900
125 125 875
150 150 850
175 175 825

3.4.5 Stanoveni aktivity peroxidasy

Metoda vyuziva oxida¢né redukéni reakce. Béhem reakce je redukovan H2O- za katalyzy
peroxidasy a guajakol je oxidovan na 3,3‘-dimethoxy-4,4‘-bifenylchinon, ktery vykazuje
nejvyS$si absorbanci pfi 436 nm. Molarni absorpéni koeficient pro 3,3 ‘-dimethoxy-4,4°-

bifenylchinon je 4500 M!-cm™ (Angelini et al., 1990).

0,1 mol-1"! K-fosfatovy pufr o pH 6 byl piipraven smichanim 13,2 ml 1 mol-1"!
K>HPO; a 86,8 ml 1 mol-I"' KH,POu, po upraveni pH na pH metru doplnén do 1 litru
destilovanou vodou. Reakéni smés vznikla smichanim 10 ml 0,1 mol-1"! K-fosfatového
pufru pH 6 a 143,3 ul guajakolu.

Do mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 155 pl reakéniho pufru, 10 pl
extraktu a 10 pl 175 mmol-1"! H,0,. Nasledn& byla méfena absorbance pii 30 °C po dobu

1 minuty.
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3.4.6 Stanoveni aktivity polyfenoloxidasy

Metoda vyuziva 4-methylkatechol jako substrat polyfenoloxidasy, ktery je pfeménén na
produkt s absorbanci pii 420 nm. V reak¢ni smé&si se nachazi také katalasa, ktera oxiduje

ptipadny peroxid vodiku (Paul a Gowda, 2000).

Roztok katalasy byl pfipraven rozpusténim 5 mg CAT ve 4 ml destilované vody.
88 mmol-1"! roztok 4-methylkatecholu byl pfipraven rozpusténim 21,8 mg ve 2 ml

destilované vody.

Do mikrotitraéni desti¢ky bylo napipetovano 180 pl 0,05 mol-I"! K-fosfatového
pufru o pH 7, 20 pl CAT, 10 pl vzorku nebo vody (do blanku), 10 pl 88 mmol-I"!

4-methylkatecholu nebo vody (do blanku). Poté byla méfena absorbance pti 25 °C a 420

nm po dobu 60 minut.
3.4.7 Vyhodnoceni vysledku

Pouzivany rostlinny material byl napéstovan ve tfech biologickych replikatech.
Koncentrace ¢i aktivity studovanych parametri byly méfeny v technickych triplikatech.
Vysledky jsou tedy primérem minimalné deviti hodnot, stejné tak smérodatna odchylka.
Celkova antioxidacni kapacita a enzymové aktivity byly prepocitany na relativni
jednotky, kdy kontrolnim vzorkiim obou genotypt v obou stadiich byla piidélena hodnota

1 a ostatni vzorky byly dopocitany jako nasobky 1.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V bakalafské praci byl studovan vliv salinitniho stresu na celkovu antioxidacni kapacitu,
obsah flavonoidu, na aktivitu peroxidasy a polyfenoloxidasy u dvou genotypu hrachu,
kulturniho Trendy a planého 1G52565. Ziskana data byla porovnavana s kontrolnim
rostlinnym materialem, ktery byl v prab&hu péstovani zalévan vodou bez obsahu NaCl.
Z dtvodu ovlivnéni kli¢icich semen ve 3. stadiu vyvoje stresem ze sucha bylo toto

stadium z vysledkové Casti experimenti vylouceno.
4.1 Celkova antioxidacni kapacita

Rostliny v reakci na stres syntetizuji mnohé latky s antioxida¢nimi vlastnosti. Témito
vlastnostmi nazyvame schopnost latek snizovat hladinu a tim 1 negativni dopady volnych
radikali v rostlinném téle. Mezi antioxidacni latky se fadi flavonoidy, katechiny,

fenolické slouceniny, mnohé vitaminy a dal$i (Paulova ef al., 2004).

Pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity (TAC, =z anglického , Total
Antioxidant Capacity*) byla vyuzita schopnost latek zhaset kationradikal ABTS™, ktery
vznika oxidaci pomoci persiranu amonného. D& je spojovan s poklesem absorbance pfi

734 nm (Paulova et al., 2004).

4.1.1 Celkova antioxida¢ni kapacita kontrolniho rostlinného

materialu

V experimentu byla stanovena TAC osemeni, embrya a kofinku obou studovanych
genotypu péstovanych v kontrolnich podminkach, tedy bez pfidavku NaCl (Obr. 8).
U osemeni (Obr. 8) byla detekovana mnohonasobné vys§i TAC u planého genotypu ve
srovnani s kulturnim genotypem, ale také pii porovnani TAC v embryu a kotinku. TAC
osemeni planého genotypu vykazovala klesajici trend v prab&hu vyvoje. V 1. stadiu byla

detekovana TAC osemeni planého genotypu okolo 12,6 mmol-1"-g"' FW, v dal§im stadiu
pfiblizng 6,7 mmol-1"'-g! FW. V 1. stadiu vyvoje kulturniho genotypu dosahovala TAC
osemeni hodnoty okolo 0,32 mmoll1'-g! FW, v nasledujicim stidiu jen kolem

0,23 mmolI'-g’! FW.
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Obr. 8 Celkova antioxidacni kapacita (TAC) v osemeni, embryu a kofinku rostlinného materialu
v kontrolnich podminkach (bez pfidavku NaCl) v 1. a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji pramér
+ SD ze tfi experimentu.

V piipad¢ embrya kulturniho genotypu Trendy dosahovala TAC hodnoty kolem
0,5 mmol1"l-g! FW v 1. stadiu, zatimco v 2. stadiu kolem 1,44 mmol-1"!-g"! FW (Obr. 8).
Také u planého genotypu byl pozorovan nartst, a to z hodnoty okolo 1 mmol-1"'-g"! FW
na piiblizné 2,3 mmolI'-g'FW. U obou genotypli dochazi ke zvyseni celkové
antioxida¢ni kapacity v embryu v pribéhu vyvoje semen.

V kofincich obou genotypt (Obr. 8) dosahovala celkova antioxidacni kapacita

podobnych hodnot, u Trendy to bylo okolo 3,4 mmoll!g! FW a u IG52565 cca
3 mmol-1!-g! FW.

4.1.2 Vliv salinity na celkovou antioxidacni kapacitu

V experimentalni Casti bakalaiské prace byl dale sledovan vliv rizné miry zasoleni
(25 mmol-1"! a 50 mmol-1"') na celkovou antioxidaéni kapacitu studovaného rostlinného
materialu (embryo, osemeni, kofinek) v riznych stadiich vyvoje (Obr. 9, 10 a 11).

Naméfené hodnoty byly pfepocitany na relativni jednotky.

TAC se meénila v reakci na salinitni stres v osemeni genotypu Trendy (Obr. 9).
V obou fazich vyvoje doslo k poklesu antioxida¢ni kapacity u vzorkd vystavenych

salinitnimu stresu. Jina situace byla pozorovana u osemeni planého genotypu. Zde se

26



v 1. stadiu celkova antioxidacni kapacita zvysila, zatimco v dalSim stadiu vyvoje se

vyznamné neménila u rostlinného materialu stresovaného zasolenim (Obr. 9).

Vystaveni salinitnimu stresu mélo efekt na celkovou antioxida¢ni kapacitu
embrya kulturniho genotypu (Obr. 10), a to takovy, ze v 1. stadiu vyvoje byla zjisténa
vys8i antioxida¢ni kapacita u vzorkdl vystavenych soli, zatimco v 2. stadiu doslo
k poklesu kapacity, ktery se prohluboval s rostouci koncentraci NaCl. Embryo planého
genotypu reagovalo na salinitni stres snizenim celkové antioxidacni kapacity v porovnani
s kontrolou, a to zejména v 2. stadiu vyvoje (Obr. 10). V piipadé embrya byl oCekavan
narust TAC u semen vystavenych salinitnimu stresu, ke kterému ale nedoslo. Jednim
z divodl je moznost, ze misto produkce latek s antioxidacnimi vlastnostmi reaguje
embryo aktivaci jinych obrannych mechanismt. Dal§i moznosti je, ze ochranu embrya
prejima vznikajici kofinek, ktery je zodpoveédny za pfimé nasavani vody s obsahem soli.

Koftinek pak mize reagovat na salinitni stres zvySenim aktivity antioxida¢nich enzyma.
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Obr. 9 Vliv salinity na celkovou antioxidacni kapacitu (TAC) osemeni kulturniho genotypu
Trendy a planého genotypu IG52565 v 1. a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji pramér + SD ze tfi
experiment.
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Obr. 10 Vliv salinity na celkovou antioxida¢ni kapacitu (TAC) embrya kulturniho genotypu
Trendy a planého genotypu IG52565 v 1. a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji praimér + SD ze tfi
experiment.

Celkova antioxidacni kapacita byla stanovena i v kofincich obou studovanych
genotypu (Obr. 11). Kulturni i plany genotyp zareagovaly na salinitu mirnym sniZzenim

TAC.
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Obr. 11 Vliv salinity na celkovou antioxidacni kapacitu (TAC) kofinku kulturniho genotypu
Trendy a planého genotypu IG52565 v 1. a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji pramér + SD ze tfi
experiment.
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Vramci stanoveni celkové antioxidacni kapacity u rostlinného materialu
studovanych genotypt vystavenych salinitnimu stresu bychom mohli o¢ekavat zvyseni
produkce antioxidacnich latek (a tedy i TAC) v dusledku vyssi potieby detoxikovat ROS,
jejichz koncentrace vlivem stresu narista v porovnani s kontrolnim rostlinnym
materidlem. ZvySena produkce antioxidantd v disledku salinitniho stresu byla
publikovana napt. v praci Baatour et al. (2018), ktery byl zaméfen na urCeni vlivu
salinitniho stresu na rostliny Trigonella foenum graecum L. Rostliny byly béhem rastu
vystaveny riznym koncentracim soli, konkrétné 50, 100 a 150 mmol-1"' NaCl. Bylo
zjisténo, ze TAC se v listech postupné zvysuje. Nartst nebyl prili§ patrny u koncentraci
do 100 mmol-1", u vysoké koncentrace byl jiz narlist vyraznéjsi. V naSem piipadé byl
zaznamenan narust TAC pouze v osemeni planého genotypu v prvnim stadiu vyvoje,

zatimco ve vSech ostatnich ptipadech jsme zaznamenali naopak pokles TAC.
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4.2 Koncentrace flavonoidu

Flavonoidy predstavuji skupinu sekundarnich metabolita rostlin. Jedna se o polyfenolické
slouceniny, které podle chemické struktury délime na flavony, isoflavony, flavan-3-oly,
flavanony, anthokyanidiny a flavonoly. V rostlinach plni mnoho fyziologickych roli.
Neékteré slouceniny funguji jako chemické atraktanty pro symbiotické bakterie
kolonizujici kofenovy systém bobovitych rostlin, dalsi jsou zodpovédné za pigmentaci
kvéta a plodu, flavonoidy jsou rovnéz schopny vychytavani ROS, jejichz zvySena hladina

je spojena s vystavenim rostlin ptisobeni stresu (Yu ez al., 2000; Samec et al., 2021).

Mnozsvi flavonoidi bylo urCeno reakci flavonoidu piitomnych ve vzorcich
s chloridem hlinitym. Vysledkem reakce je produkt s maximalni absorbanci pfi 415 nm.

Jako standard byl vyuzit kvercetin (Tsaniklidis et al., 2021).

V experimentalni &asti byl zkouman vliv salinitniho stresu (25 a 50 mmol-1"!

NaCl) na koncentraci flavonoidii v osemeni, embryu a kofinku studovanych genotypt

hrachu ve dvou vyvojovych stadiich.

U obou zkoumanych genotypt byly flavonoidy zvolenou spektrofotometrickou
metodou detekovany pouze v osemeni (Obr. 12). Genotypy se od sebe vyrazné lisi, nebot’
u planého genotypu byl stanoven prakticky dvojnasobné vys$si obsah flavonoidu
v porovnani s kulturnim genotypem. Hladina zminénych polyfenolickych latek
v osemeni kontrolnich semen dosahuje kolem 200 pug-g"! FW u genotypu Trendy a okolo
430 pg-g! FW u planého genotypu. V pritbéhu vyvoje se hladina polyfenolickych

sloucenin pfili§ neménila ani u jednoho ze zkoumanych genotypu.
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Obr. 12 Vliv salinity na koncentraci flavonoida v osemeni kulturniho genotypu Trendy a planého
genotypu IG52565 v 1. a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji pramér + SD ze tfi experimentu.

Mirné zvyseni koncentrace flavonoidnich latek v disledku salinitniho stresu bylo
zaznamenano pouze v osemeni semen kulturniho genotypu péstovanych v prostredi
50 mmol-1"! NaCl v 1. stadiu vyvoje, ve druhém stadiu byl u tohoto genotypu detekovan
pokles zastoupeni flavonoidi. Pokles produkce flavonoidii v osemeni semen vystavenych
salinitnim podminkdm v obou vyvojovych stadiich byl charakteristicky pro plany
genotyp.

Nami ziskané vysledky nelze porovnavat pfimo s vysledky jinych studii, protoze
jesté neexistuji publikace zabyvajici se koncentraci flavonoidi v osemeni. Podobnou
studii, zabyvajici se urCenim obsahu flavonoidu v listech, nikoli v osemeni, provedl
Farroq et al. (2021). Vyzkum byl zaméfen na zkoumani vlivu salinitniho stresu na obsah
flavonoidu v listech hrachu setého, konkrétné genotypti Climax, Green Grass a Meteor.
Rostliny byly zavlazovany 50, 75 a 100 mmol-1"! NaCl. Vysledkem prace bylo zjistént,
ze obsah flavonoidi se v listech hrachu zvysuje v reakci rostlin na rostouci koncentraci

soli. Nejvyraznéjsi odpoveéd rostlin na salinitni stres byla pozorovana u genotypu Climax.

Dalsi podobna studie pod vedenim Zhou et al. (2018) se zabyvala ur€enim vlivu
salinity na obsah flavonoidi rostliny Schizonepeta tenuifolia (zlaten indicka). Rostliny

byly péstovany v prostedi 25, 50, 75 a 100 mmol-1"! NaCl. V tomto piipadé byl zjistén
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narast hladiny flavonoidu v listech rostlin u 25 mmol-1"! NaCl, ale s rostouci koncentraci

soli byl naopak pozorovan pokles.
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4.3 Aktivita peroxidasy

Enzym peroxidasa plni v rostlinném organismu néekolik dilezitych roli. Jednou z nich je
vychytavani toxického peroxidu vodiku, jehoz hladina narista vystavenim rostliny stresu,
dalsi neméné dilezitou funkci je katalyza oxidacni polymerace monolignolil za vytvoreni
ligninu. Z davodu antioxidaéni aktivity enzymu je zvySena exprese genu kodujicich
peroxidasu spojovana s rezistenci rostlin vici stresu, predev§im vici nedostatku vody

(Tenhaken, 2015; Govender et al., 2017).

Pro stanoveni aktivity peroxidasy byla vyuzita reakce redukce peroxidu vodiku za
soucasné oxidace guajakolu, ktera je katalyzovana studovanym enzymem (Angelini

et al., 1990).
4.3.1 Aktivita peroxidasy kontrolniho rostlinného materiilu

V experimentu byla stanovena aktivita peroxidasy v osemeni, embryu a kofinku

obou genotypu hrachu péstovanych v kontrolnich podminkach (Obr. 13).

V pfipadé¢ osemeni byla detekovana pouze minimalni aktivita enzymu
u kulturniho kultivaru Trendy, zatimco u planého genotypu nebyla aktivita POX vibec
zaznamenana (Obr. 13). V piipad€ kulturniho genotypu lze pozorovat zvySeni aktivity
POX v priibéhu vyvoje, a to z piiblizné 0,1 pkat-g! FW v 1. stadiu na 0,4 pkat-g! FW

ve 2. stadiu vyvoje.

V embryu byla pozorovana aktivita POX v prvnim stadiu okolo 0,9 pkat-g”! FW
u kulturniho genotypu Trendy a kolem 1,1 pkat-g' FW u planého genotypu 1G52565,
zatimco ve 2. stadiu dosahovala aktivita cca 4,1 pkat-g! FW u genotypu Trendy
a cca 6,7 pkat-g! FW u planého genotypu (Obr. 13). V obou piipadech lze pozorovat
vyznamné zvySeni aktivity enzymu v pribéhu vyvoje semen. Diivod, pro¢ aktivita POX
v embryu u prubéhu vyvoje roste, muze byt fakt, ze béhem ristu semena dochazi
k prasknuti osemeni. Embryo je pak v pfimém kontaktu s vnéSim prostiedim. Také
dochazi k intenzivnéj§imu metabolismu, spotiebé zasobnich latek potifebnych k vyvoji

kli¢ni rostlinky, coz mize byt doprovazeno vyssi produkci ROS.
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Obr. 13 Aktivita peroxidasy (POX) v osemeni, embryu a kofinku rostlinného materialu
pestovancho v kontrolnich podminkach (bez pfidavku NaCl) v 1. a2. stadiu vyvoje. Data
predstavuji primér + SD ze tfi experimentt.

Aktivita enzymu byla rovnéz stanovena v kofincich obou genotypt (Obr. 14).
Aktivita enzymu v kofincich byla mnohem vyS§si v porovnani s jinymi Castmi semen
studovanych genotypii. Rozdily v aktivit¢ POX mezi studovanymi genotypy nebyly
v pripadé kofinki vyznamné. Vysoka aktivita POX muze byt vysvétlena tak, ze kofen
plni v rostlinach vyznamnou funkci, umoziuje pfijem vody s zivinami. Jelikoz se jedna
o zivotné dulezity rostlinny organ, tak jej rostlina potiebuje chranit. Tuto ochranu
zajistuje vysoka aktivita antioxida¢nich enzymt. Enzym POX se také vyznamné podili

na intenzivni lignifikaci v pribéhu vyvoje.
4.3.2 Vliv salinity na aktivitu peroxidasy

V experimentalni Casti bakalarské prace byl sledovan vliv riznych koncentraci NaCl
(25 mmol-1"! a 50 mmol1") na aktivitu peroxidasy v osemeni, embryu a koiinku obou

studovanych genotypt Trendy a IG52565 v ruznych stadiich vyvoje (Obr. 14, 15 a 16).

POX aktivita v osemeni byla detekovana pouze u kulturniho genotypu Trendy
(Obr. 14). Vlivem pusobeni salinity nebyly zaznamenany signifikantni zmény v POX
aktivité v osementi 1. stadiu. Ve 2. stadiu vyvoje reagovalo osemeni kulturniho genotypu
na salinitni stres vyznamnym snizenim aktivity POX v korelaci s rostouci koncentraci

NaCl.
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Obr. 14 Vliv salinity na aktivitu peroxidasy (POX) v osemeni kulturniho genotypu Trendy v 1.
a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji pramér + SD ze tfi experimentu.

Vliv raznych koncentraci chloridu sodného na aktivitu POX byl pozorovan
v embryich obou zkoumanych genotypt (Obr. 15). Kulturni genotyp Trendy reagoval na
salinitni stres snizenim aktivity enzymu v obou stadiich vyvoje, vyraznési pokles POX
aktivity byl detekovan v 1. stadiu vyvoje. Plany genotyp 1G52565 odpovédél na salinitni
stres zvySenim aktivity POX v ptipadé 25 mmol- 1! i 50 mmol-I"' NaCl v 1. stadiu.
V nasledujicim stadiu je ale patrny pokles aktivity enzymu, zde se pokles prohlubuje s

vys$si koncentraci soli ve srovnani s kontrolou.
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Obr. 15 Vliv salinity na aktivitu peroxidasy (POX) v embryu kulturniho genotypu Trendy
a planého genotypu 1G52565 v 1. a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji pramér + SD ze tfi
experiment.
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Vliv salinitniho stresu na aktivitu POX v kofincich neni tak vyrazny. V ptipadée
kulturniho genotypu doslo k mirnému poklesu aktivity po vystaveni salinitnimu stresu
(25 mmollI""! NaCl), u planého genotypu bylo naopak pozorovano zvyseni aktivity.
V piipadé vyssi koncentrace soli (50 mmol-1"! NaCl), bylo patrné mirné snizeni aktivity

POX ve srovnani s kontrolou (Obr. 16).
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Obr. 16 Vliv raznych koncentraci NaCl na aktivitu peroxidasy (POX) v kofincich kulturniho
genotypu Trendy a planého genotypu IG52565 ve 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji pramér + SD
ze tfi experimentu.

Nami ziskané vysledky nelze pfimo porovnavat s jinymi studiemi, protoze jesté
nebyly provedeny experimenty pro uréeni TAC v semenech rostlin. Nami podobny
vyzkum provadél Li (2008), ktery zkoumal vliv salinitniho stresu na aktivitu
antioxidacnich enzymu u rostlin Limonium bicolor. Vystupem prace bylo zjisténi, ze
vystaveni rostlin vys§im koncentracim soli zpiisobuje vyrazné zvyseni aktivity POX ve
vyhoncich. V porovnani s kontrolni skupinou €inil nartst aktivity 80,30 %, 124,03 %,
170,32 % u rostlin vystavenych koncentracim 100, 200 a 400 mmol-1"! NaCl.

Efekt salinitniho stresu na aktivitu POX v listech, nikoliv v semenech, byl
zkouman také v praci Abdi et al. (2019). Pfedmétem vyzkumu byly rostliny hrachu
setého, jejichz kofenovy systém byl inokulovan symbiotickymi bakteriemi Rhizobia.
Aktivita peroxidasy byla stanovena v listech, které byly sklizeny z rostlin po 10, 20, 30,
40 a 50 dnech po inokulaci bakteriemi. Studovany hrach byl béhem rastu vystaven 100

a 150 mmol 1! NaCl. V priibéhu vyvoje byl pozorovan maly narist aktivity POX, nardst
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se dokonce zastavil 20 dni a 50 dnt po inokulaci. Vystaveni rostlin salinitnimu stresu

vyznamné neovlivnilo aktivitu POX.

Podobny vyzkum byl realizovan pod vedenim Shahid et al. (2012), ve kterém byly
studovany odezvy raznych genotypt hrachu setého na salinitni stres. Testované rostliny
byly v pribshu experimentu zalévany 25, 50 a 75 mmol-1! NaCl. Vystaveni rostlin
salinitnimu stresu zpusobilo zvySeni aktivity POX rovnéz ve vSech genotypech
v zavislosti na koncentracich NaCl. Ze zkoumanych genotypu reagovaly nejvice

genotypy Samarina Zard a Climax.
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4.4 Aktivita polyfenoloxidasy

Polyfenoloxidasa je metaloprotein obsahujici méd’, ktery je zodpovédny za tvorbu
pigmentl rostlin. Katalyzovanou reakci je oxidace fenolli na o-chinon za soucasné

spotteby kysliku (Dogan et al., 2005).

Metoda stanoveni aktivity polyfenoloxidasy vyuziva 4-methylkatechol jako
substrat enzymu, ktery je premeénén na produkt s absorbanci pii 420 nm (Paul a Gowda,

2000).
4.4.1 Aktivita polyfenoloxidasy kontrolniho rostlinného materialu

V experimentalni Casti bakalafské prace byla stanovena aktivita PPO v kontrolnim
rostlinném materialu. Aktivita enzymu byla stanovena v osemeni, embryu a kofinku obou

studovanych genotypu (Obr. 17).

V osemeni byla aktivita PPO detekovana pouze u planého genotypu 1G52565
(Obr. 17). V tomto piipadé dosahovala aktivita enzymu v 1. stadiu okolo 0,3 nkat-g"! FW
a ve 2. stadiu byla cca 0,16 nkat-g”! FW. U planého genotypu miizeme pozorovat snizeni

aktivity PPO v prubéhu vyvoje.
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Obr. 17 Aktivita polyfenoloxidasy (PPO) v osemeni, embryu a kofinku rostlinného materialu
péstovancho v kontrolnich podminkach (bez pfidavku NaCl) v 1. a2. stadiu vyvoje. Data
predstavuji primér + SD ze tfi experimenti.
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Dale byla aktivita PPO zkoumana v embryu kontrolniho rostlinného materialu
(Obr. 17). V piipad¢ kulturniho genotypu byla aktivita v 1. stadiu velmi nizka, ale v 2.
stadiu vyvoje jiz aktivita dosahovala hodnoty cca 0,14 nkat-g”! FW. U planého genotypu

IG52565 byl enzym aktivni jiz v 1. stadiu a jeho aktivita s vyvojem taktéz nartstala.

Enzym polyfenoloxidasa byl aktivni také v kofincich obou zkoumanych
genotypu, kde byla aktivita PPO vyznamné vyssi v porovnani s osemenim a embryem
(Obr. 17). Aktivita PPO dosahovala hodnot okolo 0,69 nkat-g' FW u Trendy
a 0,72 nkat-g! FW u 1G52565. Mezi jednotlivymi genotypy nelze pozorovat vyrazné

rozdily v aktivité tohoto enzymu v kofenové ¢asti.
4.4.2 Vliv salinity na aktivitu polyfenoloxidasy

V experimentalni &asti byl sledovan vliv riznych koncentraci NaCl (25 mmol-l™!
a 50 mmol‘l"") na aktivitu PPO v kulturnim genotypu Trendy a planém genotypu IG52565
v jednotlivych stadiich vyvoje (Obr. 18, 19 a 20).

Salinitni stres rovnéz ovlivnil aktivitu PPO v osemeni planého genotypu IG52565
(Obr. 18). V prvnim stadiu vyvoje doslo ke zvyseni aktivity po vystaveni 25 mmol-1"!
NaCl a vyraznému poklesu po vystaveni 50 mmol1"! NaCl. Naproti tomu ve 2. stadiu se
aktivita enzymu postupné snizovala s rostouci koncentraci soli. V pfipadé kulturniho

genotypu nebyla aktivita enzymu detekovana.
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Obr. 18 Vliv ruznych koncentraci NaCl na aktivitu polyfenoloxidasy (PPO) v osemeni planého
genotypu IG52565 v 1. a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji pramér + SD ze tfi experimentu.
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Salinitni stres ovlivnil aktivitu PPO v embryu obou genotypt (Obr. 19). V pfipadé

kulturniho genotypu Trendy byla aktivita enzymu detekovana az ve 2. stadiu, kde nedoslo
k patrnym zménam po vystaveni 25 mmol-1"! NaCl, zatimco u rostlin vystavenych
50 mmol1"! NaCl doslo k nariistu aktivity enzymu. Aktivita PPO genotypu 1G52565
v 1. stadiu vyvoje nebyla piili§ ovlivnéna 25 mmol-1"! NaCl, ale u vy§si koncenrace doslo

k poklesu aktivity. Ve 2. stadiu byl ocekavan narist spolecné s rostouci salinitou,

vzhledem k vysokym odchylkém ale neni mozné tuto domnénku potvrdit.
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Obr. 19 Vliv riznych koncentraci NaCl na aktivitu polyfenoloxidasy (PPO) v embryu kulturniho
genotypu Trendy a planého genotypu 1G52565 v 1. a 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji prumér
+ SD ze tfi experimentu.

Salinitni podminky vyznamné neovlivnily aktitivitu PPO v kofincich studovanych

genotypu hrachu (Obr. 20).
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Obr. 20 Vliv raznych koncentraci NaCl na aktivitu polyfenoloxidasy (PPO) v kofincich
kulturniho genotypu Trendy a plané¢ho genotypu 1G52565 ve 2. stadiu vyvoje. Data predstavuji
pramér + SD ze tfi experimentu.

Podobny vyzkum byl provadén pod vedenim Abdi ef al. (2019). Ve vyzkumu byl
sledovan vliv salinitniho stresu na aktivitu polyfenoloxidasy u rostlin hrachu setého, jehoz
kofenovy systém byl kolonizovan symbiotickymi rhizoidnimi bakteriemi. V pribéhu
rastu byla pozorovana zvySena aktivita PPO jak u kontrolniho rostlinného materialu, tak

u rostlin vystavenych zasoleni, a to zhodnot okolo 1 pumol;g! FM na hodnotu
11 pmol-g! FM. Vyjimkou byl 30. den po inokulaci, kdy doslo ke snizeni aktivity PPO

u kontrolniho rostlinného materialu a rostlin zavlazovanych 150 mmol-1"' NaCl.

Vyzkum Dash a Panda (2001) byl zaméten na vliv salinitniho stresu na PPO u
semen rostliny Phaseolus mungo. Studovana semena byla zalévana 1, 2 a 3% roztokem
NaCl a sklizena po 3, 6, 9 a 12 dnech po vyseti. Vysledkem prace bylo zji§téni, ze aktivita
PPO v priibéhu vyvoje rostliny roste, z hodnot 2,6 U-g”! FM az na 22 U-g"! FM. Piisobeni
salinitniho stresu na semena mélo opacny efekt, aktivita se snizovala spolecné s rostouci
koncentraci soli. Nejmensi aktivita byla zaznamenana u vzorkt 12 dnd po vysevu, které

byly zalévany 3% roztokem NaCl. Zde dosahovala aktivita PPO jen 0,5 U-g' FW.
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5 ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byla vypracovana literarni reSerSe zametujici se na
salinitni stres. Nejprve byl obecné charakterizovan stres u rostlin spolecné se zakladnimi
mechanismy obrany rostlin. Nasledovala charakteristika abiotického stresu se zamérenim
na salinitni stres a jeho vlivu na rast a vyvoj rostlin. Rovnéz byla stru¢né€ popsana
fenylpropanoidni draha, vCetné charakterizace vybranych enzymi této metabolické
drahy: cinnamylalkoholdehydrogenasa, fenylalaninamoniaklyasa, = peroxidasa
a polyfenoloxidasa. Na zavér byly shrnuty fyziologické role jednotlivych skupin

polyfenolli u rostlin, mezi které patii lignin, lignany a flavonoidy.

Experimentalni ¢ast byla zameétena na ur€eni vlivu salinitniho stresu na celkovou
antioxidacni  kapacitu, koncentraci flavonoidi a aktivitu vybranych enzymu
fenylpropanoidni drahy (POX, PPO) v rostlindch hrachu setého, Pisum sativum, a to
kulturniho genotypu Trendy a planého genotypu 1G52565. Ze ziskanych vysledku
vyplyva:

1. Vosemeni planého genotypu byly stanoveny vyznamné vy§si hladiny TAC,
flavonoidl a aktivita PPO v porovnani s kulturnim genotypem v obou vyvojovych
stadiich. Tento jev mize mit spojitost s pigmentaci osemeni planého genotypu.

2. Beéhem procesu kliceni semen v prabéhu vyvoje narasta v embryu TAC, aktivita PPO
1 POX. Zmény jsou vyraznéjsi u planého genotypu.

3. V kofinku byla detekovana nejvyssi aktivita PPO a POX v porovnani s ostatnim
studovanym materialem. V kotincich jednotlivych genotypt nebyly patrné vyznamné
rozdily v TAC, PPO a POX.

4. V 1. stadiu vyvoje se zvysujici se koncentraci NaCl u planého genotypu se snizuje
TAC i aktivita PPO v embryu a naopak v osemeni se TAC zvySuje. PPO se v osemeni
pfi niz§im salinitnim stresu rovnéz zvySuje, ale se zvySujici se intenzitou salinity
dochazi k vyznamnému poklesu aktivity PPO. U kulturniho genotypu se v 1. stadiu
vyvoje vyznamné snizuje aktivita POX u embrya.

5. Ve 2. stadiu vyvoje je shodny vliv salinitniho stresu na aktivitu POX, PPO a TAC. Se
zvySuyjici se koncentraci NaCl se snizuje aktivita PPO, POX 1 TAC v embryu u obou
genotypu. V osemeni se se zvySujici se koncentraci NaCl snizuje aktivita v piipadé

POX u genotypu Trendy a PPO u planého genotypu, TAC u obou genotypt.
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Z duvodu nékterych neptesnych vysledki (viz. velké odchylky, napf. v Obr. 19)
budou experimenty v naslednych pokusech ovéfeny. Pro presnéjsi urceni zmén v TAC,
koncentraci flavonoidu a aktivit¢ POX a PPO je doporuceno péstovani za vysSich

koncentraci NaCl, napt. 25, 50, 75 a 100 mmol-1"' NaCl.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

4CL 4-kumarat-CoA ligasa

ABA kyselina abscisova

ABTS 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazoliin-6-sulfonova kyselina
APS persiran amonny

C4H cinamat-4-hydroxylasa

CAD cinnamylalkoholdehydrogenasa
CoA koenzym A

FW cerstva hmotnost

GA3 kyselina giberelova

CHS chalkonsymthasa

LAC lakasa

Nar naringenin

PAL fenylalaninamoniaklyasa

POX peroxidasa

PPO polyfenoloxidasa

PVPP polyvinylpolypyrrolidon

ROS reaktivni formy kysliku

STS stilbensynthasa

TAC celkové antioxidacni kapacita
TPC obsah fenolickych latek
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