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CILE PRACE

Teoreticka Cast — literarni reSerze na téma:
e Lusténiny se zaméfenim na ¢ocku, hrach, cizrnu a bob
e Struktura semen
e Dozravani semen
e Tvorba pigmentd v osemeni
e Dormance semen
e Enzymova aktivita v suchych semenech
e Peroxidasy (POX)
e Polyfenoloxidasa (PPO)

Experimentalni ¢ast:
e Zpracovani rostlinného materidlu — homogenizace a extrakce suchych osemeni
planého a kulturniho genotypu ¢ocky, hrachu, cizrny a bobu
e Stanoveni aktivity peroxidasy a polyfenoloxidasy
e Stanoveni koncentrace fenolickych a flavonoidnich latek

e Nativni elektroforéza, barveni enzymu



1 UVOD

Lusténiny (Fabaceae) jsou nejen hodnotnym zdrojem zivin pro cloveka, ale také objekt
studia obrannych mechanismt a v oblasti rostlinné biochemie. S ohledem na jejich
obrovsky ekonomicky vyznam piispélo mnoho studii k odhaleni mechanismu, které
ovliviyji rast, vyvoj a vynosnost lusténin.

Vyvoj, dormance a klieni semen jsou spojeny se zménami hladin metabolitt a regulacni
vyvoje osvojily ne€kolik mechanismi, které jim pomahaji reagovat na pusobici stresové
faktory razného ptuvodu. Tyto faktory v rostlinach vyvolavaji stresovou reakci, kterd je
spojena se zvySenou nebo snizenou produkci riznych metaboliti nebo se syntézou Ci
de/aktivaci enzymovych nebo neenzymovych antioxidantt.

Odpovédi na stresové podnéty mohou byt zvySené nebo snizené aktivity enzymu
peroxidasy a polyfenoloxidasy. Peroxidasa je v semenech rostlin zodpovédna za
detoxikaci Skodlivych reaktivnich forem kysliku, zatimco polyfenoloxidasa, mimo
podobné antioxidacni funkce, svou ¢innosti zpeviiuje vrstvy semene, ¢imz posiluje jeho
integritu a chrani jej tak pfed skidci nebo ostatnimi vnéj§imi vlivy.

Tyto enzymy spolu s dalSimi faktory pfispivaji k efektivni obrané a spravnému vyvoji

semen lusténin.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 LusSténiny

Celed bobovitych (Fabaceae) patii mezi zakladni slozku vyzivy &lovéka jak z dtvodu
nutri¢ni vSestrannosti, tak kvuli snadné a udrzitelné zemédelské produkci (Gongalves
et al., 2024). Lusténiny jsou vyhledavany pro své vyjimecné nutri¢ni slozeni, vyznacujici
se vysokym obsahem bilkovin, vlakniny, vitaminl, minerala a esencialnich aminokyselin
(Foyer et al., 2016).

Mimo jiné jsou luskoviny diky symbiotickému vztahu s nitrifika¢nimi bakteriemi
schopny fixovat atmosféricky dusik, ¢imz dochazi ke zvyseni trodnosti pudy. Péstovani
téchto plodin je tedy nedilnou soucasti udrzitelné zemédélské produkce (Adams et al.,
2018).

2.1.1 Hrach

Hrach sety je typickym predstavitelem ¢eledi bobovitych. Je to samosprasna, krytosnubna
rostlina. Mezi vyznamné druhy hrachu patti: Pisum abyssinicum, Pisum fulvum a Pisum
sativum. Mezi poddruhy Pisum sativum se tadi Pisum sativum subsp. sativum a Pisum
sativum subsp. elatius. Tti vyznamné variety Pisum sativum subsp. sativum jsou: Pisum
subsp. sativum var. arvense, Pisum subsp. sativum var. asiaticum a Pisum subsp. sativum

var. transcaucasicum (Obr. 1) (Trnény et al., 2018).
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Obrazek 1: Déleni hrachii, vytvoteno podle Tmény et al. 2018



Rostlina je Clenéna uzlinami. Prvni vzniklé uzliny plni vegetativni funkci, zatimco
pozdéji vzniklé uzliny maji funkci reprodukéni. Jinymi slovy se pomoci prvnich
vzniklych uzlin rostlina vétvi a z pozdéji vzniklych uzlin vyrustaji kvéty. Hrach sety
ma pétiCetny kveét, jehoz okvéti se sklada z pavézy, dvou kiidel a dvou srostlych
okvétnich listka tvofici Clunek. Plodem hrachu je lusk (Obr. 2). PocCet semen v lusku

se muze lisit v zavislosti na odrade€ a okolnich podminkach rostliny (Cousin, 1997).

Obrazek 2: Hrach sety, prevzato z https://www.thoughtco.com/domestication-history-of-peas-
169376 (30.4.2024)


https://www.thoughtco.com/domestication-history-of-peas-

2.1.2 Cizrna

Cizrna je povazovana za jednu z prvnich domestikovanych lusténin, pfiCemz jedna
z prvnich oblasti, kde byla cizrna domestikovana, je Turecko. Byla domestikovana jiz
okolo roku 5450 pf. n. 1. Cizrna se péstuje v semiaridnich oblastech tropického,
subtropického a mirného pasu. Rozlisuji se dva zakladni typy cizrny (Obr. 3). Variace
s vétSimi svétlymi semeny se nazyva kabuli, zatimco typ s mensimi hranatymi tmavymi
semeny se nazyva desi (Hannan et al., 2001). Obé variance pochazi z druhu Cicer
reticulatum, ktery je pavodni v oblasti jihovychodniho Turecka a severni Syrie (Smykal
et al., 2015).

Listy jsou cizrny lichozpetfené a kvéty jsou, podobné jako u cocky, seskupeny v
hroznovitém kvétenstvi. VSechny nadzemni casti rostliny kromé okvéti jsou pokryty
zlaznatymi trichomy. V lusku cizrny se nachazi pouze jedno semeno. Vynosnost jedné
rostliny nejvice zavisi na pocasi a odrudé, pfi¢emz pocasi ovliviiuje jak velikost semen,

tak pocet vyprodukovanych luskt (Singh, 1997).

Obrazek 3: Semena cizrny, vlevo typ desi, vpravo typ kabuli, pfevzato z: https://pulses.org/pulse-
hub/photo-gallery/3-chickpeas/detail/5-chickpeas?tmpl=component (30.4.2024)


https://pulses.org/pulse-

2.1.3 Coéka
Cocka (Obr. 4) byla poprvé domestikovana nékdy v 5. tisicileti pf. n. l. v oblastech

blizkého vychodu a malé Asie a stala se vyznamnou plodinou jiz v raném neolitu
(Muehlbauer & McPhee, 2005). Rod Lens ma 6 druhd, z Cehoz jen jediny je
domestikovany: L. culinaris Medikus (Sandhu & Singh, 2007).

Cocka je jednoleta kefovita rostlina, jejiz povrch je pokryt jemnymi trichomy. Ma §tihlé
stonky, které jsou na prufezu hranaté. Listy jsou sudozpefené s uponkami na konci.
1-4 drobné kvéty jsou seskupeny v hroznovitém kvétenstvi. Lusky jsou ploché s 1-3
semeny uvniti (Sandhu & Singh, 2007).

Obrazek 4: Cocka jedla, prevzato VA
https://web2.mendelu.cz/af 211 multitext/systematika/ucebni_text/system/krytosemenne/dvoud
elozne/bobovite/Lens_culinaris.html (30.4.2024)


https://web2.mendelu.cz/af_2

2.1.4 Bob

Bob zahradni (Obr. 5) je jedna z nejstarSich zemédé€lskych plodin na svété. Zarover se
jedna o treti nejpéstovanéjsi plodinu svéta. Bob zahradni je povazovan za perspektivni
plodinu kvtli jeho nizkym naroktim na klimatické podminky a kvalitu pudy (Singh et al.,
2013).

Jednd se o jednoletou rostlinu z ¢eledi bobovitych. Ma hlavni bulvovity kotfen
s postrannimi kofeny. Na stonku s listy se nachazi hroznovité uskupeni dvou az dvanacti
bilych, hnédych nebo fialovych kvétd. Z nich vyrastaji lusky. PoCet a barva semen
v lusku se odviji od odrady bobu (Duc, 1997).

FEVE DES MARATS

Obrazek 5: Bob zahradni, pfevzato z: https:/myplantin.com/plant/3312 (30.4.2024)



https://mvplantin.com/plant/33

2.2 Struktura semen

2.2.1 Struktura a vyvoj semene

Lusténiny patfi mezi krytosemenné rostliny. Semeno (Obr. 6) je orgdn diferencované
struktury, ktery je nezbytny pro pohlavni rozmnozovani rostlin. Tvofi jej embryo,
endosperm — vnitini zivné pletivo; délozni listek a osemeni. Endosperm a délozni listek
jsou Casti obsahujici vyzivovaci latky, které podporuji rist a vyvoj embrya. Embryo
i zdsobni segmenty jsou obaleny ochrannou vrstvou — osemenim, které je Cisté
matefského ptavodu.

Rist a vyvoj semene je komplexni a vysoce koordinovany proces, pro ktery je potieba
sjednoceni fyziologickych, metabolickych a signalnich drah, které jsou ovliviiovany
endogennimi a enviromentalnimi signaly a podnéty. Vyvoj semene je postupny,
diskontinudlni proces, béhem kterého nastupuje nékolik raznych fazi, které zajisti tvorbu
funkéniho reprodukéniho organu. Proces vyvoje krytosemennych rostlin za¢ina dvojitym
oplodnénim, pii kterém jedno ze dvou haploidnich pylovych jader oplodni haploidni
vajicko, zatimco druhé haploidni pylové jadro oplodni centralni bunku uvnitf samiciho
gametofytu uvnitf vajicka. Timto procesem dochazi k vytvoreni diploidni zygoty
a triploidniho jadra endospermu. Tyto semenné organy pak dale proliferuji a tvori vétSinu
bunék tvoticich embryo a endosperm v prostiedi osemeni matei'ského ptivodu (Sabelli,

2012, Vinter & Machackova, 2013).

_.osemeni
—

_ pupek

e
Q plumula
N

hypokotyl /
epikotyl

radikula

embryo

N
kotyledon

Obrazek 6: Struktura semene, prevzato z https:/www.oakleafgardening.com/glossary-
terms/structure-of-seeds/ (18.12.2023)



https://www.oakleafgardening.com/glossary-

2.2.2 Embryo

Embryo se sklddd zjedné nebo vice dé€loh — kotyledonii a jedné embryonalni osy.
U dvoudé€loznych rostlin jsou dobie rozliSitelné dal§i Casti osy embrya: radikula —
zarodek kotfene; hypokotyl, na ktery doléhaji délohy; a vrchol — apex, na kterém
je znatelny zédklad vrcholového pupenu — plumuly (Bewley et al., 2012).

Proces vyvoje embrya zacina prvni mitézou zygoty. Béhem ni vznikaji dvé asymetrické
buriky — k matetskému pletivu pfichycena bazalni butika a od stfedu zarode¢ného vaku
apikalni bunka (Vinter, 2009). Z apikalni buniky se pak dale vyviji embryo a bazalni
bunka dava vzniknout suspenzorovému systému a kofenové CepiCce. Suspenzorovy
systém slouZzi prevazné k transportu zakladnich Zivin, ristovych regulatort a metabolitt
z matetského pletiva do vyvijejiciho se embrya (Romberger et al., 1993). Béhem jeho
vyvoje je embryo diferenciovano a polarizovano a smérem k suspenzoru se vyviji
hypofyza — pol kotene; opacnym smérem se vyviji epifyza — pdl stonku.

V misté kolem epifyzy dochazi k diferenciaci zaklada pro délohy. Dale vznika radikula,
zaklad Cepicky, plumula a hypokotyl. Z centrdlniho meristému vznikd prokambium —
zdklad pro pletiva s vodivou funkci a zakladni meristém, ze kterého se dale tvori primarni
kiara. Finalni fazi vyvoje embrya je pak postupné snizovani obsahu vody, akumulace
a uskladnéni zasobnich latek a utlum metabolické aktivity, ¢imz embryo dozrava (Vinter,
2009).

2.2.3 Endosperm, perisperm

Perisperm a endosperm v semeni zastupuji zdsobni pletiva. Perisperm vznikd z bunék
vajecného pletiva a je diploidni. U vétSiny druha rostlin kratce po oplozeni zanika
(Bewley et al., 2012).

Endosperm byva ze zacatku triploidni, v prubéhu vyvoje se skrz polyploidizacnim
procesim ploidie navysuje. Vzhledem k tomu, Ze neni pfitomen v semenech vsech druht
rostlin, jsou semena kategorizovana podle jeho pfitomnosti na endospermicka
a neendospermickd. V nékterych pripadech byvaji na konci vyvoje endospermické buiky
nezivé, z vnitini strany endospermu se ale zbyvajici zivé buiiky shromazduji a tvori

tak vrstvu produkujici enzymy, které pak mobilizuji zdsobni latky (Bewley et al., 2012).

2.2.4 Osemeni

Osemeni (Obr. 7) je hlavni ochrannd bariéra na povrchu semene. V pfipadée lusténin se
vyviji jako prvni a az kdyz je obranna vrstva vyvinuta, dochazi k vyvoji embrya (Weber

et al., 2005). Vnitini vajecny obal béhem vyvoje osemeni zanika a buiiky vnéjsiho jsou
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nasledné diferenciovany do nékolika vrstev a tvori tak charakteristickou strukturu
osemeni.

Z vngjsi strany je jedna vrstva bunék — Malpighiho buiiky — palisadové usporadana. Tyto
buniky maji bunécnou sténu rizné zesilenou a na povrchu jsou kryty kutikulou, coz tvori
typickou strukturu osemeni. Pfechod mezi terminalni Cepickou — bunéénymi sténami
specifického tvaru na vnéjsi strané bunek epidermis — disponuje schopnosti stacet svétlo
a nazyva se linea lucida neboli svétlolomna linie. Tato linie je nepropustnou bariérou
pro vodu a bréni tak jejimu vstupu do osemeni.

Pod epidermis jsou lokalizovany burky tvaru kosti — osteosklereidy. Ty disponuji
pomérné tlustou bunécnou sténou, velkou centralni vakuolou a velkymi intercelularnimi
prostory. Tyto prostory pravdépodobné plni vysouseci funkci v dobé vysychani semene,
protoze v nich dochazi k vyméné dychacich plynt (Smykal et al., 2014).

Na osemeni lusténin je diferenciovano nékolik typickych struktur: pupek — hilum, otvor
klovy a semenny Sev. Nediferenciovana ¢ast je oznaCovana za extrahilarni prostor. Pupek
je jizva, ktera vznikla oddélenim semene od poutka ve fazi zralosti. Otvor klovy
je prostor, ze kterého ve fazi kliceni proriista kofen. Semenny Sev je struktura naproti

pupku (Ma et al., 2004, Smykal et al., 2014).

—\——/—-"‘ﬂ_— == kutikula

ﬂ === subkutikularni vrstva

l cepicky Malpighiho bunék

== svétlolomna linie

-~ osemeni
b Malpighiho bunky

mezibunécny prostor

Q vyzivujici vrstva
= prostor mezi osemenim a endospermem

- aleuronova vrstva

———

*\\ = Vnitini vrstvy endospermu

Obrazek 7: Struktura osemeni, pfevzato z https://biotecharticles.com/Agriculture-Article/The-
Role-of-Seed-Coat-in-Seed-Longevity-and-Viability-3579.html (18.12.2023)
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2.3 Dozravani semen
Dozravani semen lusténin je komplexni biochemicka soucast zivotniho cyklu rostlin,

kterda hraje kliCovou roli v zachovani genetického materidlu. Po vyvrcholeni této
vyvojové faze je semeno piipraveno ke klieni a naslednému ristu nové rostliny. Proces
zrani semene zahrnuje mnoho biochemickych a fyziologickych krokti od opyleni
po dosazeni zralosti.

Cely vyvoj semene zacina fazi embryogeneze, kdy se zralé embryo vyvine z jedné
oplozené bunky kaskadou procest souhrnné zvanou morfogeneze. Po ni se vyvijejici
se semena dostavaji do faze zrani, ktera muze byt popsana jako obdobi akumulace
zivnych rezerv zahrnujici reorganizaci metabolickych drah. Dochazi k syntéze zdsobnich
latek — Skrobu, zasobnich proteint a tuku.

Kdyz je faze akumulace dokoncena, nastupuje posledni obdobi zrani, a to faze vysychani.
Toto obdobi je spojeno svelkou ztratou vody, diky které je semeno pfipraveno
pro setrvani v klidové fazi a pro nasledné kliceni v novou rostlinu. Mimo vysychan{
semen dochdzi také k aktivni genové expresi a metabolismu, v disledku ¢ehoz semeno
muize a nemusi nabyt dormance, dozraje a nasledné muze vyklicit (Kermode et al., 1985;
Angelovici et al., 2010).

Semena, ktera fadné vyschnou a jsou skladovatelné v suchu po dostatecné dlouhou dobu
po obdobi dozrani jsou schopny udrzet si v klidovém stadiu zivotaschopnost a klic¢ivost,
prejit po endogenni nebo exogenni iniciaci z dormantniho do nedormantniho stavu
umoziujiciho za pfiznivych podminek klicit (Roberts, 1973; Angelovici et al., 2010).
Béhem faze dozravani si semeno zachovava jen nizkou urovei metabolické aktivity, ktera
je ale i ptes to schopna zachovat zivotaschopnost semen. Zaroven klesa obsah inhibitort
kliceni, dochazi k alteraci nékterych membran a degradaci proteind, coz vede ke zvySeni
pravdépodobnosti vykli¢eni (Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006).

Evolu¢né se semena vysychanim pfizpasobila Zivotu v suchych oblastech, zatimco
ta na obsah vody citlivéj§i pochazi spi§ z lokalit bohatych na vodu. Pravdépodobné
si rostliny vyskytujici se na suchych stanovistich vyvinuly mechanismus pro oddaleni
kliceni semen do doby, nez nastane chladnéjsi vlhké obdobi, které zvySuje
pravdépodobnost uspésného vykliceni (Leprince et al., 1993; Angelovici et al., 2010).
Procesy, kterymi semeno béhem maturacni faze prochazi, zahrnuji akumulaci disacharidt

a oligosacharidi, syntézu zasobnich proteint, heat shock proteind, aktivaci antioxidant
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nebo zmeény struktury bunék (Leprince et al., 1993; Wehmeyer et al., 1996; Wolkers
et al., 1999; Bailly et al., 2001; Bailly et al., 2004; Verdier & Thompson, 2008).

Od pocatku akumulacni faze do faze ztraty vody se semeno potyka s nedostatkem energie
a kysliku. Vzhledem k velmi silnému osemeni a nepfitomnosti praducht — faktoram,
které pfijem kysliku razantn€é omezuji, neni kyslik k dispozici pro tvorbu energie
v mitochondriich. Tyto nedostatky se projevuji zejména v akumulacni fazi, protoze
tvorba zasob je energeticky velmi naro¢na — kyslik a energie tedy chybi. Zaroven
pronikani kysliku brani také anatomické zmeény v burnikach v disledku akumulace
proteinovych a olejovych castic (Gibon et al., 2002; Goffman et al., 2005; Rolletschek
et al., 2005; Schwender et al. 2006; Borisjuk & Rolletschek, 2009).

Prechod z akumulacni faze do faze vysychdni je mimo proces ztraty vody spojen také
s vyznamnymi zmé&nami genové exprese, coz poukazuje na fakt, ze i vysychani je velmi
aktivnim stddiem. Vyzkum semen Arabidopsis ve fazi vysychani dokazal, ze exprese
6963 genu, tedy 30 % celkového genomu Arabidopsis, je v tomto obdobi vyznamné
pozménéna, z cehoz 21 % téchto gend je pozménéno uz v akumulanci fazi. 43 %
zminénych gen zahrnuje geny pro heat shock proteiny a geny spojené s pozdni
embryogenezi. Ty souvisi s klidovym obdobim, vysychdanim a maturaci (Guerriero et al.,

2009; Angelovici et al., 2010).

2.4 Tvorba pigmentu v osemeni
V osemeni lusténin maze byt obsazen tmavy pigment melanin. Jde o produkt oxidace

a polymerace fenolickych latek, ktery plni v rostlinach nejriznéjsi funkce. Proces tvorby
rostlinného melaninu je spojen s enzymovym hnédnutim, ke kterému dochazi
v poskozenych rostlinnych pletivech, tedy v pfipad€, kdy se v disledku naruseni bunécné
celistvosti uvolni z chloroplastii enzymy polyfenoloxidasy a interaguji se svymi substraty
nachdzejicimi se ve vakuoldch. Z téchto substratl vznikaji o-chinony, které nasledné
polymeruji na melanin. I pfes to, Ze jde o pomérné€ zkoumanou oblast, vi se o procesu
tvorby melaninu v semenech velmi méalo (Glagoleva et al., 2020).

Témer vsechna semena planych rostlin jsou skvrnita nebo tmavsiho odstinu, coz muze
slouzit napfiklad u¢inné kamuflazi semen na povrchu ptudy. Oproti t€émto rostlinam slouzi
kulturni genotypy rostlin jak kulturnim, tak kulinafskym pozadavkim a potiebam,
coz vede k odliSnym narokiim pfi jejich vybéru. Na prikladu soji maji jeji plané formy

semena tmava, zatimco semena moderni kultivované soji mivaji prevazné svétlou barvu
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(Jeong et al.,2019). Tento jev se vyskytuje u vétsiny lusténin, v€etné hrachu, cizrny nebo
fazoli (Smykal et al.,2015; Smykal & Parker, 2023).

Jev pigmentace semen pravdépodobné souvisi také s ochranou proti patogentim
a koncentraci fenolickych latek v osemeni. Selekce barvy semen maze mit souvislost také
s vyvojem chuti (Smykal et al., 2018). Predpoklada se, ze pigmentace je vlastnost ziskana
za nepfiznivych podminek, jakymi jsou zima, sucho nebo vysoka nadmoiskéd vyska.
Ovliviiyje teplotu pletiv, coz souvisi sadaptaci na pobyt v riznych pfirodnich
podminkach. U kvetoucich rostlin vede velké mnozstvi dopadajiciho UV zafeni k selekci
takové pigmentace, ktera UV zareni absorbuje naptiklad v okvétnich listcich chranicich
pyl a ovliviuyje tak termoregulaci kvétd. Mezi fenolické latky patfi flavonoidy.
Flavonoidy, zejména pak antokyany a proantokyanidiny, poskytuji ochranu pred
nadmérnym osvétlenim a Skodlivym UV zéfenim (Smykal & Parker, 2023).

Nekteré fenolické latky maji podobné vlastnosti po vystaveni oxidaci a polymeraci
polyfenoloxidasami. Jde o vysoce fylogeneticky konzervovany proces. V souvislosti
s tmavs§im zabarvenim luskt genotypu s6ji byl pozorovan fototermicky efekt, pfi kterém
dochdzi ke zvySeni teploty uvniti lusku v dusledku vyssi absorpce svételného zateni, coz
vede ke zvySenym teplotam, zvySenému vysychani a praskani luski u genotypd
s tmavymi lusky (Balarynova et al., 2022; Lyu et al., 2023).

K tvorbé melaninu dochazi intracelularné — v plastidech a extracelularné — v podobé
fytomelaninové vrstvy. Ta je vysledkem katabolismu hypodermalnich bunék
a predpoklada se, Ze syntéza melaninu a tvorba fytomelaninové vrstvy jsou procesy rizné
aruzné lokalizované a meély by byt rozliSovany. Fytomelaninova vrstva byla popsana jako
Cerny, tvrdy, odolny materidl vypliujici mezibunécny prostor mezi hypodermis
a sklerenchymem (Pandey & Dhakal, 2001; Shoeva et al., 2020).

Mimo pigmentové produkty, které vznikaji pfi kontaktu polyfenoloxidasy se substratem
(Obr. 8), tedy pii poSkozeni celistvosti bunek, se predpoklada, ze polyfenoloxidasy jsou
hlavnimi enzymy podilejicimi se na melanogenezi rostlin také v neporusenych pletivech
semen, coz vyplyva z dat molekuldrni genetiky a z asociace tmavého zabarveni s geny
kédujicimi polyfenoloxidasy (Fukuda et al., 2015).

Dale bylo na semenech jeCmene prokazano, ze tmave zabarvena semena disponuji vét§im
obsahem fenolickych sloucenin a ligninu nez ta bez zabarveni. Proto se predpoklada,

ze geny pro biosyntézu melaninu mohou byt spjaty s metabolickymi fenylpropanoidnimi
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drahami, mezi které patii napiiklad draha pro flavonoidy nebo ligniny (Choo et al., 2005,
Shoeva et al., 2016).

Ztrata integrity bunéCnych slozek, ktera muze byt zapfiCinéna poranénim, starnutim,
interakci se Skidci a patogeny nebo manipulaci béhem poskliziiového zpracovani
a skladovéni, vede k uvolnéni polyfenoloxidasy z plastidi do cytoplasmy. Tyto enzymy
tak prichdzeji do kontaktu s vakuolarnimi fenolickymi substraty a tvoti vysoce reaktivni
o-chinony. Ty mohou reagovat dvojim zpusobem — bud podléhaji neenzymové
polymeraci nebo interaguji s jinymi pfitomnymi slouceninami, napfiiklad thioly,
aminokyselinami nebo peptidy a tvoti barevné produkty. Mohou také pomalu interagovat
s vodou a tvorit tak trifenoly nebo podléhaji redukci a dochazi k tvorbé ptivodnich fenola

(Taranto et al., 2017).
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Obrazek 8: Reakce katalyzované polyfenoloxidasou (A, B) a reakce o-chinonu (1-5), pfevzato z
Glagoleva et al., 2020
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2.5 Dormance semen
Pojem dormance oznacuje obdobi, ve kterém jsou v semeni zastaveny nebo omezeny

tfyziologické procesy i za stavu jinak pro kliceni vhodnych podminek, jakymi mohou byt
napiiklad vlhkost, teplota nebo svételné podminky. U semen to znamend, Ze je
po prechodnou dobu inhibovana jejich schopnost kli¢it. Dormance vznikla jako evolucni
ochranna reakce na Casty vyskyt semen v podminkach omezujicich jejich vykliceni. Faze
kliceni je jednou z nejzraniteln€jSich v ramci zivota rostlinného organismu, proto je jeji
spravné nacasovani velmi dilezité a rozhoduje o preziti rostliny (Baskin & Baskin, 1998;
Smykal, 2019).

Na pocatku kli¢eni se z embrya za¢ina formovat kofen a prorasta pies osemeni. Pro tento
ukon je potieba, aby embryo pireklenulo klidovy stav, doSlo k mobilizaci ulozenych
zasobnich latek, prekonani bariéry pletiv nebo struktur osemeni a obnovilo bunécné
déleni a prodluzovani buncék. Dormance se mize projevit blokaci kteréhokoliv
z popsanych procest. Uvolfiovani dormance je regulovano kombinaci vlivu okolnich
podminek s endogennimi signdly, které maji jak synergické, tak antagonické ucinky.
Hlavnimi molekulami podilejicimi se na udrzovani nebo uvolilovani dormance jsou
kyselina abscisovd (ABA) a gibereliny (GA). Zatimco ABA navozeni a udrzeni
dormantniho stavu podporuje, GA iniciuji vykliceni. Signaly z okolniho prostredi
reguluji jejich rovnovahu tim, ze modifikuji expresi biosyntetickych a katabolickych
enzymu. Vysledem kombinace zminénych vlivu je heterogenni odezva, ktera nabizi vice
casovych moznosti, ve kterych mohou semena klicit (Smykal, 2019).

Dormantni semena typicky produkuji plané rostliny, které tak mohou zvysit
pravdépodobnost preziti svého druhu v obdobi pfirodnich katastrof, snizit konkurenci
mezi jedinci stejného druhu nebo tak zamezi kliceni mimo vhodnou sezénu. Oproti tomu
domestikované druhy rostlin byly v dlouhém casovém obdobi selektovany pro své rychlé
a jednotné kliceni nasledované rychlym zalozenim semenackli znamenajici dobry vynos
(Finkelstein et al., 2008).

Za dobu vyzkumu dormance bylo navrzeno né€kolik zpiasobu, jak ji Clenit. Vétsina
vyuzivanych klasifikaci (Baskin & Baskin, 1998, 2014) byla odvozena od déleni
zvetejnéného v knize The Physiology and biochemistry of seed dormancy and
germination (Nikolaeva, 1977), kde je uvadéna v souvislostech s morfologii semen.
Systém navrzeny Nikolaevou je délen do péti riznych tfid — na dormanci morfologickou,

fyziologickou, morfo-fyziologickou, fyzikalni a kombinovanou (Baskin & Baskin 2004).
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2.5.1 Dormance fyziologicka
Nejrozsitenéj§im druhem je dormance fyziologicka, ktera zahrnuje metabolismus

kyseliny abscisové (ABA) a giberelini (GA) — antagonisticky pusobicich molekul.
Predpoklada se, ze ABA je zodpovédna za stav dormance, zatimco GA indukuji poCatek
kliceni. Vzhledem k tomu, ze jsou v semenech zastoupeny oba zminéné regulatory, zalezi
na jejich vzajemném koncentratnim poméru, ktery urci, jak dlouho semeno
v dormantnim stavu zlstane a kdy vyklici. Dalsi vyznamnou funkci ABA je zamezen{
predcasnému kliCeni, aby nenastalo jesté kdyz je semeno soucasti matetské rostliny.
Iz toho divodu jsou endogenni GA vembryu vyvijejictho semene kumulovany
ve vazané formé a uvolnuji se teprve v pritomnosti vlhkosti, jak semeno bobtna.
Hormonalni regulaci ovliviluje také ethylen, ktery ukoncuje dormanci a stimuluje kliceni.
Také interaguje s ABA a snizuje citlivost semene vaci ni (Finkelstein et al. 2008; Baskin

& Baskin, 2004; Smykal, 2019).

2.5.2 Dormance morfologicka
Morfologicka dormance se uplatiiuje u semen s malym a nevyvinutym diferenciovanym

embryem, kde lze rozlisit hypokotyl a délozni listek. Takova semena vyzaduji urcity Cas
pro rust a nasledné kliCeni a neni potfeba specialniho zasahu. Kdyz panuji pfiznivé
podminky, zacnou se embrya v Cerstve zralych semenech v rozmezi nékolika dni az dvou
tydna prodluzovat a semena piiblizn€ do mésice vykli¢i (Baskin & Baskin, 1998, 2004;
Smykal, 2019).

2.5.3 Dormance morfo-fyziologicka
Tento druh dormance predchozi dva druhy kombinuje. Semena maji malo vyvinutd

embrya a zaroven jsou ovliviiovany fyziologickymi podminkami. Aby dormance
pominula, vyzaduji semena stratifikaci, tedy vystaveni nejprve nizkym teplotam
a nasledné vysokym nebo naopak. Pfi studené stratifikaci je odbourdvana ABA a tim
pak dojde ke zvySeni koncentrace GA. Jinak muze byt zaCatek klieni iniciovan aplikaci
giberelint. U semen s touto formou dormance vyvoj embrya nebo kofene vyzaduje delsi
dobu nez napf. semena s morfologickou dormanci (Baskin & Baskin, 1998, 2004;

Smykal, 2019).
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2.5.4 Dormance fyzikalni
Fyzikélni dormance se projevuje tzv. tvrdosemennosti — vyvojem vrstev palisidovych

bunék osemeni, které je tak nepropustné nejen pro vodu, ale i pro plyny. Tato
nepropustnost je piekonana narusenim semennych obalt mechanickou nebo chemickou
cestou (pusobenim koncentrovanych kyselin dusi¢né nebo sirové). Presny mechanismus
v prirode€ neni znam, ale predpoklada se, ze jde o zmény teploty a vlhkosti, mechanické,
rucni nebo pudni obrusovani, ptisobeni mikroorganismii nebo napt. pruchod skrz zviteci
travici trakt. Tim dojde k vytvoreni otvoru ve struktufe osemeni, kterym voda piechéazi
do embrya. Tento typ dormance je znam nejmén¢ u sedmnacti rostlinnych celedi, mezi
nimi i u bobovitych, nenachazi se v§ak i u nahosemennych rostlin. Podobné jako u jinych
kulturnich rostlin byla i u bobovitych tvrdosemennost odstranéna v procesu domestikace

(Baskin et al., 2000; Smykal, 2019).

2.5.5 Dormance kombinovana
Semena vykazujici kombinovanou dormanci maji osemeni nepropustné pro vodu, a navic

je embryo fyziologicky dormantni. Ke kli¢eni dochazi jen tehdy, pokud jsou prekonany
oba typy dormance. Semena rodu Fabaceae jsou vice dormantni a vyzaduji nékolik tydna
studené stratifikace poté, co fyzikalni dormance pominula a semena jsou jesté pred

vykli¢enim nasakla vodou (Baskin & Baskin, 1998, 2004).

2.6 Enzymova aktivita v suchych semenech
Semena jsou po dozrani a oddéleni se od matefské rostliny extrémné vyschla. Obsah vody

se pohybuje jen mezi sedmi a deseti procenty. Takové mnozstvi je dostaCujici pro udrzeni
bunék a funkEnosti membran, metabolické procesy jsou ale uplné minimalizovany
(Smykal, 2019).

Tolerance takovych podminek pravdépodobné souvisi se zménami v rozpustnych
cukrech nebo s aktivitou hlavnich antioxida¢nich enzymu, zejména superoxiddismutasy
(superoxid:superoxid oxidoreduktasa, SOD, EC 1.15.1.1), katalasy
(H202:H20; oxidoreduktasa, CAT, EC 1.11.1.6), askorbétperoxidasy
(L-askorbét:H>O, oxidoreduktasa, APX, EC 1.11.1.11) a glutathionreduktasy
(glutathion:disulfid reduktasa, GR, EC 1.8.1.7). Nabyti tolerance k tak silnému vysychani
také souvisi s akumulaci sacharidi rafinosy, stachyosy a sacharosy — nejrozsifenéjsiho

sacharidu, a naopak s pomérné nizkymi koncentracemi monosacharidu.
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Co se tyka enzyma, sucha semena vykazovala vysS§i aktivitu katalasy
a glutathionreduktasy a snizenou aktivitu superoxiddismutasy a askorbatperoxidasy.
Opacny jev byl pozorovan v nevyzralych semenech. Tyto vysledky naznacuji,
ze metabolismus oligosacharidt a aktivita antioxidacnich obrannych enzymu se podileji
na tolerovani podminek nedostatku vody béhem kone¢né faze vyvoje semen. Souvislost
s celkovou vitalitou semen ale nebyla prokdzdna (Bailly et al., 2001).

Béhem dehydratace rostlinnych tkani dochazi k produkci reaktivnich forem kysliku —
vysoce reaktivnich molekul, které jsou schopny modifikovat a inaktivovat proteiny,
lipidy, DNA a RNA a zpusobuji nejraznéjsi bunécné dysfunkce (Smirnoff, 1993).
Schopnost semen ztratu vody zvladnout muze souviset s jejich schopnosti reaktivni
formy kysliku vychytavat, ¢imz brani napfiklad nezadouci peroxidaci lipidd (Hendry
etal., 1992). Tyto obranné procesy zahrnuji vySe zminéné enzymy a antioxidacni
slouCeniny, jako redukovany glutathion nebo askorbat (Bailly et al., 2000). I pies fakt,
Ze jsou proteiny hlavnimi poskozovanymi latkami v semenech v dusledku pfitomnosti
reaktivnich forem kysliku, nemusi byt oxida¢ni mechanismus nutné¢ Skodlivy — byva totiz

spojen s dokoncovanim procesu kliceni (Bailly et al., 2008; Rajjou & Debeaujon, 2008).

2.7 Peroxidasy
Peroxidasy (peroxid vodiku oxidoreduktasa, EC 1.11.1.7; POX) jsou kli¢ovou skupinou

rostlinnych enzymi, které katalyzuji oxidaci elektron donorovych substrati
za soucasného rozkladu toxického peroxidu vodiku, ktery se ve vEtsi mife tvofti pfi reakci
rostliny na pusobeni stresovych faktort. Dalsi moznou funkci je katalyza polymerace
monolignoli za tvorby ligninu. Jejich substratem je nejcastéji p-kumarylalkohol,
sinapylalkohol a koniferylalkohol, vykazuji tedy pomérné Sirokou substratovou specifitu
(Tenhaken, 2015; Gundinger & Spadiut, 2017; Govender et al, 2017; Pandey et al.,2017).
Ve vétsiné zkoumanych rostlinnych druhi se vyskytuji specifické izoenzymy, které
reaguji na vnéjsi faktory, jakymi je poranéni, stres nebo napadeni patogeny (Veitch,
2004).

Peroxidasy se v prirode vyskytuji v nékolika izoformach, které 1ze podle izoelektrického
bodu délit na kationtové a aniontové. Mnozstvi té€chto izoenzym je proménlivé a zavislé
na aktualnich podminkach prostfedi. Transkripce peroxidas je v rostlindch rezistentnich

k suchu vyss$i nez v rostlinach, které na nedostatek vody citlivé reaguji. Zména
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koncentrace izoenzymu vede ke zvySeni mnozstvi ligninu v rostlindch (Lee et al, 2007;
Tenhaken, 2015).

Jsou pritomny ve vSech zivych organismech — bakteriich, houbach, fasach, rostlinach
i zivoCisich. Ke klicovym funkcim rostlinné peroxidasy patii metabolismus bunécné
stény, rast a zrani ploda, lignifikace, metabolismus reaktivnich forem kysliku a dusiku
a metabolismus auxinu. Proces lignifikace nastava u rostlin jak béhem bézného rustu,
tak béhem ochrannych reakci. Lignin, ktery se tvofi v bunécné sténé, zabezpecuje
pevnost, odolnost a tuhost vuci jak chemickym, tak fyzikalnim nebo biologickym
nepfiznivym faktorim. V rostlinnych buikach je hladina peroxidu vodiku — jedné
z reaktivnich forem kysliku — regulovdna enzymovou ¢innosti peroxidas a katalas. Tim
je kontrolovano mozné poskozeni bunék zpusobené oxidaci proteint, peroxidaci
membranovych lipidd, inhibice ¢innosti enzymi nebo poskozeni DNA. V dobé kliceni
semen je peroxidasa aktivnéjsi, protoze se podili na eliminaci toxickych metabolitd. Dale
se podili na syntéze ethylenu — rostlinného hormonu podilejicim se na dozravani plodi
(Pandey et al., 2017).

Peroxidasy jsou podle aminokyselinovych sekvenci rozdélovany do tfi tfid —
na glutationperoxidasy, askorbatperoxidasy a peroxidasy III. tfidy. Glutationperoxidasy
jsou skupina enzymu, ktera jako redukujici substrat vyuziva glutathion a thioredoxin
a je afinitni k peroxidu vodiku. Zarovei jsou schopny mimo peroxid vodiku eliminovat
také lipidové peroxidy (Herbette et al., 2002).

Peroxidasy III. tfidy jsou ¢inné dvéma moznymi reakénimi mechanismy — peroxida¢nim
a hydroxylovym cyklem. Peroxidacni cyklus vyuziva peroxid vodiku nebo jiné peroxidy
k oxidaci jejich substratu a hydroxylovy cyklus pfeméniuje peroxid vodiku na jiné typy
reaktivnich forem kysliku. Hem obsahujici rostlinné peroxidasy zahrnuji klasické nebo
sekrecni rostlinné peroxidasy a askorbatperoxidasy (L-askorbat:H>O» oxidoreduktasa,
APX, EC 1.11.1.11). Tyto dvé rozlicné skupiny enzymu jsou klasifikacné rozdélené
v mnozin¢ rostlinnych peroxidas. Askorbatperoxidasy, které se nachazeji hlavné
v chloroplastech a cytosolu, se uplatriuji predevsim pri zachytavani a detoxikaci peroxidu
vodiku (Veitch, 2004).

Askorbétperoxidasy maji 5 izoforem, které se vyskytuji v cytosolu, mitochondriich,
ve stromatech a thylakoidech chloroplastti, peroxisomech nebo navazané na bunécnych
membranach. Tyto izoenzymy nejsou zvlast efektivni v odstrariovani lipidovych

hydroxyperoxidi a zvlast izoforma vyskytujici se v chloroplastech je nachylna
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k inaktivact oxidaci, kdyz dojde ke snizeni koncentrace askorbatu. V porovnani
s chloroplastovou askorbatperoxidasou je cytosolova a peroxisomalni izoforma odolnéjsi

(Miyake & Asada, 1996).

2.8 Polyfenoloxidasa
Polyfenoloxidasa (1,2-benzendioloxidoreduktasa, PPO, EC 1.10.3.1), jinak také

polyfenolasa, kresolasa, katecholoxidasa nebo tyrozinasa patti do tfidy oxidoreduktas,
jejich Cinnosti jsou hydroxylovany monofenoly nebo pretvari difenoly na o-dichinony.
Tyto raznorodé vysoce reaktivni molekuly nasledné uz bez ucasti enzymu zesituji
bunécné slozky, napiiklad aminy, amidy, indoly nebo imidazolové slouceniny;, nebo
se kovalentné vazou s proteiny za vzniku melaninovych pigmenti o vysoké molekulové
hmotnosti. Produkty tohoto zesitovani byvaji vétSinou hnédé nebo Cerné a predstavuji
primérni nezadouci produkt polyfenoloxidasy v potravinaistvi (Mathew & Parpia, 1971;
Glagoleva et al., 2020; Balarynov4 et al., 2022).

Zatimco biochemické ucinky polyfenoloxidas jsou pomérné znamé, uplné informace
o jejich fyziologickém vyznamu chybi. Predpoklada se, ze maji také obrannou funkci
vzhledem k jejich expresi vyvolané bylozravei, patogeny nebo poranénim.
Polyfenoloxidasy jsou lokalizovdny v chloroplastech, zatimco jejich fenolické substraty
se nachdzeji ve vakuoldch. K enzymovym reakcim tedy dochazi pti bunééném poskozeni,
kdy enzym a substrat piijdou do kontaktu. Vzhledem k tomuto faktu se predpoklada,
ze polyfenoloxidasa je dilezitou soucasti obranného systému rostlin (Tran et al., 2012).
S domestikaci nékterych rostlin se poji ztrata funkce gent kodujicich polyfenoloxidasu.
U kulturniho genotypu hrachu se tento jev projevil snizenou aktivitou polyfenoloxidasy,
ktera byla zptsobena deleci v kodujicim genu a vedla tak ke vzniku predcasného stop
kodonu. Na rozdil od kulturniho genotypu se u planych genotypu projevila jeji vysoka
aktivita (Balarynovi et al., 2022).

Lusténiny jsou fazeny mezi rostliny, které jsou pomérne bohaté na fenoly, z nichz velkou
¢ast tvoii antokyany, flavonoidy, izoflavonoidy a fenolové kyseliny (Fahim et al., 2019).
Rostlinné polyfenoloxidasy hraji vyznamnou roli v hnédnuti v dasledku tvorby
melaninovych pigmentl, coz ma negativni vliv na komer¢ni stranku polni produkce.
Intenzita hnédnuti je zavisla na kvalitativnim a kvantitativnim slozeni fenolickych
substrati (Tran et al., 2012). Spolenym faktorem PPO v organismech je potieba

katalytické aktivace enzymu. V rostlindch se PPO nachézi jako latentni formy pre-PPO
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(Balarynova et al.,2022). Aktivita PPO je zavisla na hodnoté pH, ktera ovliviiuje vazbu
substratii a s tim souvisejici katalyzu. Optimalni hodnota pH se pohybuje mezi 4,0 a 8,0
(Taranto et al., 2017). Z genomickych analyz rostlin je zfejmé, ze rodinu gentt PPO
ma rizné mezidruhové struktury a rtzné velikosti, coz je zplUsobeno specifickymi
expanzemi nebo ztratou genti (Tran et al. 2012).

Rostliny jsou béhem svého zivota vystaveny ruznym formam biotickych a abiotickych
stresovych faktort, které individualné nebo synergicky ptsobi. Z toho divodu musi byt
obranny systém rostlin dostatecné flexibilni. Peroxid vodiku, ktery PPO generuje,
v rostlinach puasobi jako induktor biosyntézy fytoalexinu, produkce kyseliny salicylové
a ethylenu nebo jako spousté¢ bunécné smrti. Spusténim bunécné smrti dochazi
k omezeni destrukce v okoli zdravych pletiv, coz miize vést k vyvolani imunity rostlin

(Thipyapong et al., 2007).

2.9 Fenolické latky

Fenolické slouceniny patfi do skupiny primarnich i sekundarnich metabolit, které
obsahuji alespon jeden hydroxylovany aromaticky kruh. Tyto latky, mezi které patii
i melaniny a flavonoidy, maji antioxida¢ni funkci, podileji se na ochrané rostlin pied
UV zéfenim a reaktivnimi formami kysliku (Cheynier et al., 2013).

Nejvic zastoupenym rostlinnym fenolovym polymerem je lignin. V osemeni, kutikule
acévnim systému se ligniny a dal$i fenolové polymery hromadi a zabezpecuji
tim ochranu semene proti vysychdni (Barros et al., 2015).

Lignin je tvofen oxidacni polymeraci fenylpropanoidi, které jsou produkovany
bunéénymi st€énami ve fenylpropanoidni draze a tvoii komplexni struktury, které jsou

specifické riznym druhtim bunék (Terashima & Fukushima, 1988).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie
BioRad, USA:

e persiran amonny
Honeywell Fluka, Rumunsko:
e Coomassie Brilliant Blue G-250;
e pefabloc® SC;
e Tris(thydroxymethyl)-aminomethan
Lachema, Ceska republika:
e kvercetin
Lach-Ner, Ceska republika:
e cthanol;
e glycerol;
e kyselina fosforecna;
e peroxid vodiku
Penta, Ceska republika:
e kyselina chlorovodikové;
e octan draselny
ROTH, Némecko:
e hovézi sérovy albumin
Serva, Némecko:
e kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova
Sigma-Aldrich, USA:
e 4-chlor-1-naftol;
e 4-methylkatechol;
e akrylamid (AA);
e bromfenolova modt;
e dihydrogenfosforecnan draselny;
e Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo;
e glycin;

e guajakol;
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e hexahydrat chloridu hlinitého;
e hydrogenfosfore¢nan draselny;
e hydroxid sodny;

e Kkatalasa;

e kyselina bicinchoninovi;

e kyselina gallov;

e methanol;

° N,N'—methylenbisakrylamid,

e n-butanol;

e pentahydrat siranu méd'natého;
e polyvinylpolypyrrolidon;

e tetramethylendiamin (TEMED);

e uhlicitan sodny

3.2 Pristroje a experimentalni vybaveni
BioRad, USA:

e clektroforetickd aparatura
BioSan, Lotyssko:

e clektromagneticka michacka;

e termostatova tiepacka;

e tiepacka;

e vortex
Biotek Instruments, USA:

e reader Synergy HT
Denver Instrument, USA:

e analytické vahy
Eppendorf, Némecko:

e automatické pipety;

e chlazend centrifuga 5415R
KERN, Némecko:

o digitalni pfedvazky
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TPP, Svycarsko:
e mikrodesticky Test plate 96 F
XS Instruments, Italie:

e digitalni pH metr

3.3 Rostlinny material

Pro potfeby bakalarské prace byly v experimentalni Casti pouzity plané a kulturni
genotypy ¢tyt druht lusténin — cizrny (Obr. 9), bobu (Obr. 10), hrachu (Obr. 11) a ¢ocky
(Obr. 12). Blizsi specifikace rostlinného materialu je uvedena v Tab. 1. V préci jsou déle
pro testované genotypy pouzivany nazvy: Kabuli, ICC 4958, Augusta, Nordica, Fuego,
Arkta, Trendy, JI 1794, 3339 a 72643. Semena lusténin byla poskytnuta katedrou
Botaniky Univerzity Palackého v Olomouci.

Studované biochemické parametry byly méfeny v extraktech pfipravenych z osemeni
suchych semen studovanych lusténin s vyjimkou ¢ocky 72643, kdy nebylo mozné oddé¢lit

osemeni od embrya, a proto byla pro analyzu vyuzita cela semena.

Tabulka 1: Specifikace pouzivané¢ho rostlinného materialu

lusténina  latinsky nazev genotyp ljuplleil;l poznamka Ogéfnrzﬁ?t/agﬁa

cizrna Cicer arietinum KABULI kulturni  typ kabuli, nedormantni ne
cizrna Cicer arietinum ICC 4958  kulturni typ desi, nedormantn{ ano

bob Vicia faba AUGUSTA  kulturni nedormantni ano

bob Vicia faba NORDICA  kulturni nedormantni ano

bob Vicia faba FUEGO kulturni nedormantni ano
hrach Pisum sativum ARKTA kulturni nedormantni ano
hrach Pisum sativum TRENDY  kulturni nedormantni ne
hrach Pisum elatius JI 1794 plany dormantni ano
¢ocka Lens culinaris 3339 kulturni nedormantni ne
¢ocka Lens orientalis 72643 plany dormantni ano
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2000 pm

Obrazek 9: Vlevo cizma Kabuli, vpravo cizma ICC 4958

Obrazek 10: Vlevo bob Augusta, uprostfed bob Nordica, vpravo bob Fuego

1000 pm

Obrazek 11: Vlevo ¢ocka 72643, vpravo ¢ocka 3339
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Obrazek 12: Vlevo hrach Arkta, uprostfed hrach JI 1794, vpravo hrach Trendy
3.4 Metodika
3.4.1 Extrakce rostlinného materialu

3.4.1.1 Priprava methanolovych extraktu pro stanoveni obsahu fenolu
a flavonoidua

Rostlinny material (osemeni, pfip. cela semena) byl homogenizovan tekutym dusikem

a extrahovan vychlazenym methanolem ve vychlazené tfeci misce v poméru 1:7 (w:v).

Extrakty byly nasledné zcentrifugovany pii 4 °C, 14 000 RPM po dobu 25 minut.

Po centrifugaci byl odebran supernatant, ktery byl dale vyuzit pro studium celkového

obsahu flavonoidnich a fenolickych latek.

3.4.1.2 Priprava extraktu pro stanoveni aktivity enzymi a obsahu
proteinu

Pro analyzu aktivity enzymu a stanovovani obsahu proteinid byl rostlinny material
homogenizovan tekutym dusikem a extrahovan extrakénim pufrem, skladajiciho
se z 0,1 mol-1"' K-fosfatového pufru o pH 7 a obsahujiciho 1 % polyvinylpolypyrrolidonu
a 0,5mmoll" pefabloc. K-fosfitovy pufr o pH7 byl piipraven smichanim
30,75 ml 1 mol-I"" K;HPO4 a 19,25 ml 1 mol-l"' KH,PO4. Po doliti na objem 450 ml
apo kontrole pH na pH metru byl pufr dolit na objem 500 ml, ¢imz vznikl
0,1 mol‘l"' roztok. V 10 ml K-fosfatového pufru bylo rozpusténo
100 mg polyvinylpolypyrrolidonu a 1,1 mg pefablocu, ktery v systému funguje jako
inhibitor proteas. Podle savosti byl rostlinny materidl extrahovdn pufrem v poméru

1:7 (w:v) nebo 1:10 (w:v), nasledné zcentrifugovan pii 4 °C, 14 000 RPM po dobu

25
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25 minut. Po centrifugaci byl odebran supernatant, ktery byl dale vyuzit pro studium

aktivity peroxidasy a polyfenoloxidasy a pro stanoveni obsahu proteind.

3.4.2 Stanoveni obsahu flavonoidu

Celkovy obsah flavonoidnich ldtek byl stanovovdn metodou kolorimetrické
reakce vyuziti roztoku chloridu hlinitého a octanu draselného. Za standard byl zvolen
flavonoid kvercetin. Produkt reakce vykazuje maximalni absorbanci pii 415 nm
(Tsaniklidis et al. 2021).

Zasobni roztok kvercetinu byl pifipraven rozpusténim 1 mg kvercetinu v 1 ml methanolu.
Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibra&ni fada o koncentracich 0175 pg'ml™! (Tab. 2).
10% roztok chloridu hlinitého byl pfipraven rozpusténim 3,621 g hexahydratu chloridu
hlinit¢ho ve 20 ml methanolu. 1 mol'l! roztok octanu draselného byl piipraven
rozpusténim 1,962 g octanu draselného ve 20 ml methanolu.

Pro stanoveni celkového obsahu flavonoidi bylo do mikrotitracni desticky napipetovano
140 pl destilované vody, 25 ul vzorku nebo standardu, 10 ul 10% roztoku chloridu
hlinitého a 10 ul 1 mol‘l"! roztoku octanu draselného. Smés byla inkubovana po dobu

30 minut pii teploté 25 °C a nasledn€ promeétena pii 415 nm.

Tabulka 2: Objemy zasobniho roztoku kvercetinu a methanolu pro vytvoteni kalibracnich roztoku
kvercetinu o koncentraci 0-175 pl-ml™” kiivky.

objem zédsobniho roztoku

koncentrace kvercetinu objem methanolu

bl kyerceing ul)
0 0 1000

25 25 975
50 50 950
75 75 925
100 100 900
125 125 875
150 150 850
175 175 825
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3.4.3 Stanoveni obsahu fenoli

Celkovy obsah fenolickych ldtek byl stanovovdn pomoci Folin-Ciocalteuovy
kolorimetrické metody. Ta vyuzivd reakce Folin-Ciocalteuova Ccinidla s roztokem
uhli¢itanu sodného. Po inkubaci je produkt prométfovan pii 750 nm (Tsaniklidis et al.
2021). Jako standard slouzil zasobni roztok kyseliny gallové, ktery byl pfipraven
rozpusténim 1 mg kyseliny gallové v 1 ml methanolu. Z tohoto roztoku byla pfipravena
kalibra¢ni fada o koncentracich 0-250 pg'ml! (Tab. 3).

7% roztok uhlic¢itanu sodného byl pfipraven rozpusténim 0,7 g uhli¢itanu sodného
v 10 ml destilované vody.

Pro stanoveni celkového obsahu fenolt bylo do mikrotitrani desticky napipetovano
75 ul destilované vody, 10 ul vzorku nebo standardu a 10 pl Folin-Ciocalteuova Cinidla.
Smés byla inkubovana 6 minut pfi 25 °C a poté bylo pfidano 125 ul 7% roztoku
uhli¢itanu sodného. Smés byla inkubovana po dobu 60 minut pfi teploté 25 °C a nasledné

promé&fena pifi 750 nm.

Tabulka 3: Objemy zasobniho roztoku kyseliny gallové a methanolu pro vytvoreni kalibracnich
roztoki kyseliny gallové o koncentraci 0-250 pl-ml™,

koncentrace objem zédsobniho roztoku .
. . . . objem methanolu
kyseliny gallové kyseliny gallové [ul]
[ulml] [u1] "

0 0 100

50 5 95

100 10 90

150 15 85

200 20 80

250 25 75

27



3.4.4 Stanoveni celkového obsahu proteini pomoci Bradfordovy

metody

Tato metoda je zalozena na tvorbé komplexu mezi pfitomnymi proteiny a barvivem
Coomassie Brilliant blue G-250 v kyselém prostfedi. Po navazani barviva na protein
dochazi k posunu absorpéniho maxima G-250 ze 465 na 595 nm (Bradford, 1976).
Zasobni roztok Bradfordova cinidla byl pfipraven rozpusténim 50 mg Coomassie
Brilliant Blue G-250 ve 25 ml methanolu a 50 ml 85% kyseliny fosforecné. Smés byla
doplnéna destilovanou vodou do objemu 100 ml a uchovavana pii 4 °C ve tmé&. Pro
vytvofeni pracovniho roztoku Bradfordova c¢inidla byl zasobni roztok naredén
destilovanou vodou v poméru 1:4 (v:v). Jako standard slouzil zasobni roztok hovéziho
sérového albuminu (BSA), ktery byl pfipraven rozpusténim 10 mg albuminu v 1 ml
destilované vody. Z tohoto zdsobniho roztoku byla fedénim vytvorena kalibra¢ni fada
roztokii o koncentracich 0-1,4 mg-ml™! (Tab. 4).

Pro stanoveni celkového obsahu proteini pomoci Bradfordovy metody bylo
do mikrodesti¢ky napipetovano 45 pl destilované vody, 5 ul vzorku nebo standardu
a 200 pl pracovniho Bradfordova ¢inidla. Smés byla 5 minut inkubovana pii pokojové

teploté a poté promeétena pii 595 nm.

Tabulka 4: Objemy zasobniho roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA) a vody pro vytvorfeni
kalibra¢nich roztokii o koncentraci 0-1,4 mg-ml™.

koncentrace BSA objem zédsobniho roztoku BSA objem destilované vody

[mg-ml'] [pl] [pl]

0 0 1000

0,2 20 980

0,4 40 960

0,6 60 940

0,8 80 920

1 100 900

1,2 120 880

1,4 140 860
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3.4.5 Stanoveni celkového obsahu proteini pomoci Kyseliny

bicinchoninové
Stanoveni obsahu proteint reakci s kyselinou bicinchoninovou je zalozeno na tvorbé
komplexu Cu?* iontll s proteiny a jejich ndslednd redukce na ionty Cu*. Kyselina
bicinchoninova tvoii sCu* ionty v zasaditém prostiedi modrofialovy komplex
s maximalni absorbanci pfi 562 nm (Smith et al., 1985).
Rozpusténim 4 g pentahydratu siranu médnatého ve 100 ml destilované vody vznikl
16 mmol-1" roztok. Pracovni roztok kyseliny bicinchoninové byl piipraven smichanim
zasobniho roztoku kyseliny bicinchoninové s pfipravenym roztokem siranu méd’natého
v poméru 50:1 (v:v).
Pro sestrojeni kalibracni kiivky byla vyuzita stejnd kalibracni fada hovéziho sérového
albuminu vychézejici z Tab. 4.
Pro stanoveni obsahu proteini touto metodou bylo do mikrotitracni destiCky
napipetovano 10 pl vzorku nebo standardu a 200 pul pracovniho roztoku kyseliny
bicinchoninové. Smés byla ponechana pti 37 °C po dobu 30 minut a nasledné prométena

pfi 562 nm.

3.4.6 Stanoveni aktivity peroxidasy

Ke stanoveni aktivity peroxidasy byla pouzita spektrofotometricka metoda vyuzivajici
guajakol (Angelini et al., 1990). Pfi enzymové reakci, kde peroxid vodiku vystupuje jako
substrat se peroxid rozklada na kyslik a vodu. Vznikajici kyslik pak oxiduje pfitomny
guajakol na 3,3’-dimethoxy-4,4"-bifenylchinon, coz se projevuje naristem absorbance
pfi 436 nm. Molarni absorpé&ni koeficient produktu této reakce je 4500 M'-cm'.
K-fosfaitovy pufr o pH6 byl pfipraven smichanim 6,6 ml 1 moll' K;HPO4
a 43,4 ml 1 mol'I"' KH,POs. Po doliti na objem 450 ml a po kontrole pH na pH metru byl
pufr dolit na objem 500 ml, ¢imZ vznikl 0,1 mol-1"! roztok.

Pro piipravu reakéniho pufru obsahujiciho 0,113 mol-1! guajakolu byl 1,41 ml zdsobniho
roztoku guajakolu o koncentraci 8 mol-1"! doplnén 0,1 mol'I"" K-fosfitovym pufrem
o pH 6 do objemu 100 ml.

Pro pfipravu pracovniho roztoku peroxidu vodiku bylo 0,204 ml zdsobniho roztoku
o aktudlni koncentraci 8,59 mol‘l"! dopln&no na objem 10 ml destilovanou vodou, ¢imz

vznikl 0,175 mol‘l"! roztok.

29



Do mikrotitracni desticky bylo napipetovano 155 pl reakéniho pufru, 10 ul vzorku
a 10 ul1 0,175 mol'l"! roztoku peroxidu vodiku pro vzorky nebo 10 ul destilované vody
pro blank. Nasledné byla métena absorbance pii 436 nm pti 30 °C po dobu 1 minuty. Pro
vypocet délky optické drahy byla zméfena absorbance pti 900 a 977 nm.

3.4.7 Stanoveni aktivity polyfenoloxidasy

Ke stanoveni aktivity polyfenoloxidasy byla vyuzita spektrofotometricka metoda, ktera
vyuziva jako enzymovy substrat 4-methylkatechol a v prub&hu reakce je pfi vinové délce
420 nm proméfovana tvorba produktu jeho oxidace (Balarynova et al., 2022). Moldrni
absorpéni koeficient produktu této reakce je 1090 M !-cm™.

Roztok 4-methylkatecholu o koncentraci 88 mmoll' byl pfipraven rozpusténim
21,8 mg latky ve 2 ml destilované vody. Roztok katalasy byl pfipraven rozpusténim
2,5 mg enzymu ve 2 ml destilované vody.

Do jamek na mikrodestiéce bylo postupné napipetovano 180 ul 0,1 mol-1"' K-fosfitového
pufru o pH 7, 20 ul katalasy, 10 ul vzorku a 10 ul 88 mmol‘l"' roztoku methylkatecholu.
V ptipadé blanku byl objem methylkatecholu nahrazen stejnym objemem destilované
vody. DalSim potiebnym meéfenim byla zména absorbance vzhledem k autooxidaci
methylkatecholu. Do blanku methylkatecholu bylo napipetovano
180 ul 0,1 mol-1"! K-fosfatového pufru o pH 7, 20 ul katalasy, 10 pl destilované vody
a 10 ul 88 mmol-1"! roztoku methylkatecholu.

Nasledné byla po dobu 1 hodiny méfena absorbance pti 420 nm pii 25 °C. Pro vypocet
délky optické drahy byla zmétena absorbance pti 900 a 977 nm.

3.4.8 Separace proteinu nativni elektroforézou

Nativni elektroforéza probiha bez denaturacnich Cinidel a zajistuje separaci proteind na
zakladé jejich schopnosti pohybu v elektrickém poli. Vzorek se pohybuje v tenké vrstveé
inertntho  polyakrylamidového gelu, ktery vznikd polymeraci akrylamidu
a N, N"-methylenbisdakrylamidu. Tuto polymeraci zahajuji volné radikaly vznikajici pti
rozkladu persiranu amonného (APS). Do smési se pridava také stabilizator volnych
radikald N, N, N”, N’- tetramethylethylendiamin. V nativni elektroforéze se vyuziva
dvou typt gela — déliciho a zaostfovaciho. Pro nativni elektroforézu byl pouzit 8% délici
a 4% zaostrovaci gel. Tyto gely byly pfipraveny smichanim jednotlivych latek podle
Tab.5.
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Tabulka 5: Slozeni 8% d¢liciho a 4% zaostfovaciho gelu

AA/BIS Tris HC1 Tris HC1

Typgelu  30%/0.8% 1.5moll",pH88 0.5 moll", pH 6,8 ‘fgl‘ﬁ‘ TFEII\I/IIIIJED ‘[*IES
[ml] [ml] [ml]
8%
dalici 2,6 2,5 4,6 0,01 0,15
4%
zaostrovaci
0,65 1,25 205 001 0.1

Vzorek pro nativni elektroforézu byl pfipraven smichanim 15 ul extraktu
(viz 3.4.1.2 Priprava extrakti pro stanoveni aktivity enzym a obsahu proteind)
s 5 ul 60% glycerolu. Veskera manipulace se vzorky probihala z divodu zachovani
maximalni enzymové aktivity na ledu.

Jednotlivé roztoky byly pfipraveny nasledovng:

AA/BIS (30%/0,8%) byl pfipraven  rozpu§ténim 73 g akrylamidu
a 2 g N,N’"-methylenbisakrylaminu ve 250 ml destilované vody.

Tris HCI pufr (0,5 mol'l!, pH 6,8) do zaostfovaciho gelu byl pfipraven rozpusténim
3,03 g Tris ve 40 ml destilované vody, pH bylo pomoci HCI upraveno na 6,8 a roztok byl
doplnén na objem 50 ml.

Tris HC1 pufr (1,5 moll', pH8,8) do déliciho gelu byl piipraven rozpusténim
36,33 g Tris ve 150 ml destilované vody, pH bylo pomoci HCl upraveno na hodnotu 8,8
a objem byl doplnén na 200 ml.

10% persiran amonny byl pfipraven rozpusténim 0,1 g persiranu amonného
v 1 ml destilované vody.

Elektrodovy pufr pro nativni elektroforézu byl pfipraven rozpusSténim 6,055 g Tris
a 28,823 g glycinu v 1 1 destilované vody a doplnénim na objem 2 1.

60% glycerol byl pfipraven smichanim 6 ml glycerolu a 4 ml destilované vody.

Pro pfipravu roztoku bromfenolové modii byl 1 g bromfenolové modie rozpustén
v 1 ml 60% glycerolu a po piidani kapky hydroxidu sodného bylo barvivo pfipraveno
k pouziti.

Barvici roztok pro zobrazeni aktivity peroxidasy byl pfipraven nasledovné:
ke 4 mg 4-chloro-1-naftolu  bylo pfidano 2,5 ml  vychlazeného methanolu;

12,5 ml1 0,1 mollI"! Tris HCl o pH 7 a 20 ul 30% peroxidu vodiku.
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Barvici roztok pro zobrazeni aktivity polyfenoloxidasy byl pfipraven rozpusténim
25 mg methylkatecholu ve 20 ml 50 mmol-1"! MES pufru o pH 6.

Po sestaveni elektroforetické aparatury byl pfipraven a nanesen délici gel, ktery byl
prevrstven n-butanolem a ponechan k zatuhnuti. Po zatuhnuti byl n-butanol odstranén,
povrch gelu oplachnuty destilovanou vodou a vysuSen filtranim papirem. Poté byl
pfipraven a nanesen zaostrovaci gel a mezi skla byl do gelu vlozen hiebinek. Po zatuhnuti
byl hiebinek vytazen, jamky proplachnuty destilovanou vodou a skla s gely byla vlozena
do elektroforetické aparatury. Po aplikaci 15 pl vzork(i a bromfenolové modfi byl
do aparatury pfidan elektrodovy pufr. Celd aparatura byla nasledné prenesena
do chladnicky a pfipojena ke zdroji proudu — po 10 minutach bylo napéti zvyseno
z ptvodnich 100 V na 180 V.

Po separaci byl zdroj odpojen, gely promyty destilovanou vodou a ponechany na tfepacce
k obarveni barvicimi roztoky — v pfipadé peroxidasy byly barveny roztokem
4-chlornaftolu, v pfipadé polyfenoloxidasy roztokem methylkatecholu. Barveni
peroxidas  probihalo cca 15 minut, gel pro detekci polyfenoloxidasy byl
v barvicim roztoku ponechdn do druhého dne (cca 20 hodin). Po proplachnuti

destilovanou vodou byly gely zdokumentovany.
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Obsah fenolu

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanovovan pomoci reakce Folin-Ciocalteuova
¢inidla s roztokem uhlicitanu sodného (Tsaniklidis et al. 2021). Koncentrace fenolickych
latek byla wvypocitana zrovnice pifimky ziskané z kalibra¢niho grafu zavislosti
absorbance pii 750 nm na koncentraci standardu kyseliny gallové.

VyS§§i koncentrace fenolickych latek byly naméfeny v pigmentovanych osemenich,
pficemZ nejvyssi hladiny byly u genotypu Arkta (578,333 ul'ml') nebo JI 1794
(194,667 ul'ml ™). Oproti tomu obsahuji nepigmentovana osemeni fenol{ jen velmi malo
— Kabuli (5,833 ul'ml™") nebo Trendy (39,833 ul'ml''). Nizké koncentrace vykazovala i
pland ¢otka 72643 (39,833 ul'ml!), kde ale miZe byt stanoveni ovlivnéno, spi§ nez
osemenim, vétsi navazkou embrya. Vyznamné vyssi koncentrace fenolt byla stanovena
v osemeni genotypu Arkta, kde je hodnota cca trojnasobné vyssi ve srovnani s ostatnimi

vzorky. VSechny naméfené hodnoty fenolickych latek zobrazuje Obr. 13.
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Obrazek 13: Stanovené koncentrace fenolli v osemeni jednotlivych genotypu lusténin.
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Mezi nejcast€jsi fenolické latky pfitomné v lusténinach patii fenolové kyseliny, stibeny,
taniny a flavonoidy, z flavonoidi zejména katechiny a prokyanidiny. Vétsina fenolickych
latek je pfitomna v osemeni (Amarowicz & Shahidi, 2017). Katechiny a prokyanidiny
predstavuji témét 70 % celkového obsahu fenolickych latek pfitomnych v osemeni fazole
Borlotti a CocCky, kyselina gallova a protokatechova jsou zase bohaté zastoupeny
v Cervenych fazolich a fazolich Mungo. Fenolické latky jsou dilezitymi determinanty
barvy, chuté a viiné€ a vyznamné jsou mimo jiné i diky jejich antioxidacni kapacité, ktera
je pfimo umérna mnozstvi a poloze hydroxylovych skupin pfitomnych ve struktute
molekul (Aguilera et al., 2011; Singh et al., 2017).

Naméfené hodnoty nelze srovndvat s jinymi publikovanymi daty, protoze se zatim zadny
vyzkum nezabyva srovnanim téchto hodnot v suchych osemenich. V praci Giusti et al.
(2019) se zabyvali profilem fenolickych latek v lusténinach a analyzovali pfipadné ztraty
ve vodé, ve které byly lusténiny namaceny, a ve vodé po vareni. Voda z naméaceni
nasledné obsahovala rizny typy fenolickych latek, napf. barevné antokyany nebo
flavonoidy a taniny. Kyselina gallova byla detekovana pouze ve vodé po namaceni
cernych fazoli. Tyto latky mohly byt uvolnény z komplexnéjsich a strukturné slozitéj§ich
fenolickych polymerq, jakym je napf. lignin (Giusti et al., 2019).

Zminéna studie srovnava nekolik typt fazoli a cizrny a nelze z ni tedy doplnit poznatky
souvisejici se zbylymi typy lusténin, které jsou vyuzity v této praci. Pro piipadné
pokra¢ovani experimentu by bylo pfinosné doplnit napt. srovnani hodnot fenolickych
latek, jak v suchém osemeni, tak po namaceni a varu, eventualné také stanoveni
asrovnani téchto latek pfitomnych v embryich. Dal§im moznym pokra¢ovanim

je analyza konkrétnich pfitomnych fenolickych latek, napt. kapalinovou chromatografii.
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4.2 Obsah flavonoidu

Mnozstvi flavonoidnich latek bylo analyzovéano kolorimetrickou reakci, ktera vyuziva
roztok chloridu hlinitého a octanu draselného (Tsaniklidis et al., 2021). Koncentrace
flavonoidnich latek byla vypocitdna z rovnice piimky ziskané z kalibracniho grafu
zavislosti absorbance pii 415 nm na koncentraci standardu kvercetinu.

Touto metodou byly zaznamendny vyznamné rozdily jak mezi studovanymi druhy
lusténin, tak mezi jednotlivych genotypi. Ve srovnani s ostatnimi luSt€ninami
vykazovaly nejniz§i koncentrace boby — Augusta (15,706 pl'ml') a Nordica
(16,353 ul'ml™"). Vramci druhu byl byly nejvétsi rozdily v naméfenych hodnotach
pozorovany u cizrny, kde jsou obé studované cizrny jiného typu, a pak u hrachu, kde
je pozorovan vyznamny rozdil mezi kulturnim a planym genotypem. U Cocky ale tento
rozdil v zavislosti na kulturnosti nebo dormanci pozorovan neni, na coz miize mit u plané
cocky vliv velky podil embrya v extraktu. Koncentrace flavonoidii v embryu neni zndma,

tudiz maze zjisténou hodnotu navysSovat. Namérené hodnoty zptehlednuje Obr. 14.
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Obrazek 14: Stanovené koncentrace flavonoidii v osemeni jednotlivych genotypt lusténin
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Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin, které chrani rostliny pfed riznymi
biotickymi a abiotickymi stresy a jsou jim pfipisovany antioxidacni vlastnosti. Oxidace
flavonoidl, katalyzovana zejména polyfenoloxidasami, pfispiva k t€émto biologickym
a chemickym znakim a vede ktvorbé hnédych pigmenti (Pourcel et al., 2007).
Flavonoidy se nachazeji ve vétSin€ semen. Typ, mnozstvi a lokalizace t€chto molekul se
lisi podle rostlinnych druht a stadia vyvoje pletiv, dalsSim modulatorem muze byt okolni
prostredi (Shirley, 1998).

Hlavnimi typy flavonoid v semenech jsou antokyany, flavonoly, flobafeny, isoflavony
a proanthokyanidiny (Pourcel et al., 2007). Antokyany lze nalézt napiiklad v osemeni
fazoli (Beninger & Hosfield, 2003); flavonoly zase, spolecné s antokyany, pfispivaji
k pigmentaci semen (Stafford, 1998). Isoflavony jsou bezbarvé flavonoidy, které patfi
mezi hlavni metabolity v embryu a osemeni bobovitych (Graham, 1991).

Vhledem k vysoké hodnoté namétené v piipadé nepigmentovaného osemeni Kabuli by
se dalo predpokladat, ze vétsi zastoupeni v tomto vzorku bude pfipadat pravé na bezbarvé
isoflavony, vysoké hodnoty Arkty zase sv€dCi o SirSim zastoupeni flavonold a/nebo
antokyant. Eum et al. (2020) vSak ve své studii na semenech séji nezjistili zadnou
souvislost mezi barvou a obsahem isoflavoni. Dosli ale k zavéru, ze v malych nebo
velkych semenech séji zavisel obsah isoflavond na vyvojovém stadiu semene a jejich
koncentrace byla vétsi v pfipadé mensich semen s6ji béhem kliceni.

V experimentu lze dale pokracovat stanovenim konkrétniho zastoupeni flavonoidii nebo

sledovanim zmén v jejich koncentraci v pribéhu kliceni a vyvoje semen.
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4.3 Stanoveni koncentrace proteinu
Mnozstvi proteint bylo stanoveno dvéma zpusoby — Bradfordovou metodou a pomoci

kyseliny bicinchoninové. Vyuzité metody vykazaly u plané Cocky, kde se spis$ jednalo
o proteiny zembryi, velmi podobné hodnoty (Bradford: 12,152 mgml?,
BCA: 13,506 mg'ml'') V osemeni lusténin byly obecné stanoveny velmi nizké
koncentrace — mimo genotyp Arkta (pfipadé stanoveni pomoci BCA) se hodnoty
pohybovaly mezi 0,035 — 4,454 mg-ml'.

Koncentrace proteinti s osemeni stanovena kyselinou bicinchoninovou a Bradfordovou
metodou se li§i. Moznym divodem je aminokyselinové slozeni proteinti. Bradfordovo
¢inidlo reaguje hlavné s bazickymi aminokyselinami — argininem a lysinem. Nizké
hodnoty namétrené Bradfordovou metodou naznacuji, ze je ve studovanych osemenich
(pfip. embryu) téchto bazickych aminokyselin malo a koncentrace proteint je tak
podhodnocena. Kyselina bicinchoninova reaguje hlavné se snadno oxidovatelnymi
aminokyselinami — tyrosinem, cysteinem nebo tryptofanem. VyS§si koncentrace stanovena
kyselinou bicinchoninovou muze znamenat S$irSi zastoupeni téchto aminokyselin
v pfitomnych proteinech. Z ostatnich naméfenych hodnot, kde bylo v extraktu jen
osemeni, je patrné, ze vétSinovy obsah proteint je soustiedén v embryu. Naméfené
hodnoty (z divodu lepsiho rozliseni bez plané Cocky) jsou vyneseny v grafu v Obr. 15.
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Obrazek 15: Porovnani stanovenych koncentraci proteinu v jednotlivych genotypech. Z grafu
byla odstranéna hodnota cocky 72643 (Bradford: 12,152 mgml’, BCA: 13,506 mg:ml™)
z divodu lepsiho rozliSeni naméfenych hodnot pro ostatni vzorky
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Hodnoty stanovené obéma metodami jsou témet shodné v pripadé genotypu 72643, kde
hraje velkou roli navazka embrya, a v pfipadé genotypu Trendy. Ve zbylych pfipadech
rozdilné hodnoty poukazuji na mozné interference latek obsazenych pouze v osemeni
s jednou z pouzitych metod. V piipadé Bradfordovy metody muze jit o hodnoty falesné
podhodnocené, v piipad¢ kyseliny bicinchoninové naopak faleSné nadhodnocené.

Z duvodu téchto nesrovnalosti by bylo vhodné méfeni alespori 2x opakovat nebo doplnit
jinou analytickou metodou, napt. hmotnostni spektrometrii, ¢imz by doslo k objasnéni,

ktera z metod stanoveni koncentrace je presnéjsi.

4.4 Aktivita peroxidasy

Ke stanoveni aktivity peroxidasy byla pouzita spektrofotometricka metoda vyuzivajici
guajakol (Angelini et al., 1990).

Aktivita peroxidasy méfena v suchych osemenich testovanych genotypt lusténin byla
naméfena pouze v piipadé nékterych vzorku. Nejaktivnéjsi byl enzym ve smésném
vzorku osemeni a embrya plané CoCky. Tak vysoka hodnota muze byt zapfiCinéna
lokalizaci enzymu pravé v embryu. Pro zisk vypovidajicich vysledkd by bylo vhodné
doplnit méfeni aktivity v embryich studovanych genotypa a komentovat korelujici jevy.
Pouze v osemeni byl enzym aktivni u genotypu ICC 4958, JI 1794 a 3339 v poradi
s klesajici aktivitou. Velky rozdil v aktivité je mozné pozorovat ve zvolenych typech
cizrny, kde typ desi vykazuje mnohonasobné vyssi aktivitu POX oproti typu kabuli.
U ostatnich vzorkl byla aktivita POX velmi nizka nebo nebyla viilbec namérena.

Naméfené hodnoty jsou vyneseny v Obr. 16.
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Obrazek 16: Aktivita peroxidasy v jednotlivych genotypech lusténin; v genotypech Arkta a Fuego

nebyla aktivita peroxidasy detekovana

4.5 Aktivita polyfenoloxidasy

Ke stanoveni aktivity polyfenoloxidasy byla vyuzita spektrofotometricka metoda, ktera
vyuziva jako enzymovy substrat 4-methylkatechol a v prub&hu reakce je pfi vinové délce
420 nm prométovana tvorba produktu jeho oxidace.

Z dosavadnich vyzkumi na hrachu je patrné, ze aktivita PPO souvisi s pigmentaci hila.
Funk¢ni alela pro PPO byla detekovana v planych genotypech, zatimco v kulturnich
genotypech s nepigmentovanym hilem byla jedna ze tfi alel pro expresi PPO nefunk¢ni
(Balarynova et al., 2022). U ostatnich druht lusténin pouzivanych v této praci toto
pravidlo neni prozkoumdno a platit tak nemusi. Vzhledem k pigmentaci osemeni
genotypu JI 1794 se jevi naméfena nizka aktivita PPO jako chybné stanovena a pro

eliminaci chyby méfeni by bylo vhodné analyzu alesponl 2x opakovat. U stanovenych
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aktivit PPO v piipadé cizrny vysledky koreluji s pigmentaci hila — Kabuli ma svétlé
osemeni a hilum bez pigmentace a aktivita PPO v ném nebyla viibec detekovana, naopak
ICC 4958 s pigmentaci aktivitu PPO, byt slabou, vykazoval.

Stanovené aktivity enzymu zptehlediuje nasledujici graf (Obr. 17).
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Obrazek 17: Aktivita polyfenoloxidasy v jednotlivych genotypech lusténin

4.6 Detekce enzymi s peroxidasovou a polyfenoloxidasovou aktivitou

Detekce peroxidasy a polyfenoloxidasy na gelech po elektroforéze za nativnich podminek
byla provedena barvenim gelt s roztoky obsahujicimi peroxid vodiku a chlornaftol
v piipadé POX a methylkatechol v ptipadé PPO. Pii stanoveni POX aktivity byl na gel
pfidan extrakt z lista rajcete, ktery byl pfipraven stejnym zptsobem, jako vzorky osemeni
(viz 3.4.1.2 Priprava extraktd pro stanoveni aktivity enzymu a obsahu proteint) a slouzil

jako pozitivni kontrola. Vzniklé bandy, odpovidajici aktivité izoenzymi POX, byly
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zaznamenany pouze u pozitivni kontroly a u smésného vzorku celého semene plané
CoCky, kde aktivita POX muze byt opét pivodem z embrya. Aktivita POX ostatnich
vzorka byla nejspis prili$ nizka, coz potvrzuje i spektrofotometrické stanoveni (Obr. 18).
Testovanou metodou barveni nebyla v zadném z vzorkl pozorovana aktivita PPO, coz
muze byt vysvétleno bud’ malym mnozstvim nanaseného vzorku, nizkou aktivitou PPO

nebo nevhodné zvolenou koncentraci substratu v barvicim roztoku.

Bromienclovd  Kabuli 1CC 4958 Augusta Nordica Fuego

Bromfenolova

modF Arkta Trendy JI1794 3339 72643 Rajce

Obrazek 18: Barveni peroxidasy po separaci proteint nativni elektroforézou
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5 ZAVER

V teoretické Casti bakalarské prace byl detailné zpracovan vyvoj a popis semen lusténin.
Semeno hraje kli¢ovou roli v pohlavnim rozmnozovani a skladd se z embrya,
endospermu, délozniho listku a osemeni. Celkovy vyvoj semene je komplexni a zahrnuje
faze absorpce zivin, fotosyntetické neaktivity v pocatecnich stadiich a diferenciace bunék
embrya.

Dale byl zpracovan proces dozravani semen lusténin. Faze zrani semene zahrnuje vyvoj
zralého embrya a nasledné fazi akumulace zivnych rezerv, kdy probiha syntéza Skrobu,
proteinti a tukti. Po ni nasleduje faze vysychani, béhem které semeno ztraci vodu
a pfipravuje se na kliceni. V této fazi dochazi k aktivni genové expresi, metabolismu
a pripadnému nabyti dormance, coz je termin oznacujici obdobi, kdy jsou fyziologické
procesy v semeni omezeny nebo zastaveny, 1 kdyz jsou splnény podminky pro kliceni.
Dormanci byla v textu vénovana samostatna kapitola.

Dalsi ¢ast textu byla zaméfena na pfitomnost melaninu v osemeni lusténin a procesy s tim
souvisejici. Melanin, tmavy pigment, vznikd oxidaci a polymeraci fenolickych latek
v plastidech a hypoderméalnich buiikach. Tento proces tvorby rostlinného melaninu
je spojen s enzymovym hnédnutim, které nastava v poSkozenych pletivech. Skvrnita nebo
tmavsi pigmentace semen, Casta u planych rostlin, mize slouzit ke kamuflazi na pudé.
Nicmén€, u kulturnich genotypd lusténin se muze projevit snizena aktivita melaninu
zpusobena deleci v kodujicim genu. ZavéreCna Cast teoretické Casti byla vénovana
peroxidasam a polyfenoloxidasam jako klicovym enzymm v ochrané a vyvoji semen,
na které je tato bakalaiska prace zamétrena. Text zduraziuje jejich roli pii oxidaci donora
elektronu, rozkladu peroxidu vodiku a tvorbé melaninu. Enzymy jsou citlivé na vngjsi
podminky, jakymi jsou poranéni, stres nebo patogeny, a jejich aktivita je variabilni. Jsou
dulezité pro metabolismus bunécné stény, lignifikaci, metabolismus reaktivnich forem
kysliku a dusiku a ucastni na syntéze ethylenu.

V ramci experimentalni Casti této prace byl homogenizovan a extrahovan rostlinny
material lusténin. Z cizrny byly zvoleny kulturni genotypy Kabuli a ICC 4958, z bobu
kulturni genotypy Nordica, Fuego a Augusta. Plany genotyp hrachu zastupoval JI 1794,
za kulturni genotypy byly zvoleny Trendy a Arkta. V pfipadé kulturni Cocky Slo
o genotyp 3339 a jako plany byl zvolen genotyp 72643. Z extrakt téchto vzorku byl
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nasledné stanoven celkovy obsah proteind, fenola a flavonoida a proméfena byla aktivita

peroxidasy a polyfenoloxidasy.

Ze stanovenych vysledka 1ze vyvodit nasledujici zaveéry:

Fenolické latky — vice fenoli je pfitomno v pigmentovanych osemenich
ve srovndni s nepigmentovanymi, pfi¢emz nejvice jich bylo naméfeno v hrachu
Arkta.

Flavonoidy — nejmensi mnozstvi bylo stanoveno u bobu, u ostatnich lusténin bylo
mnozstvi podobné.

Proteiny — vyS$si koncentrace byly naméfeny metodou s BCA a hodnoty ziskané
Bradfordovou metodou jsou pravdépodobné podhodnoceny. Koncentrace
proteinii v celém semeni plané CoCky byly stanoveny témér stejné. Nejvice
proteinii obsahuje celé semeno plané CoCky, pak osemeni genotypu Arkta
aosemeni bobu. Vzhledem k odhadovanému vétSimu zastoupeni nékterych
aminokyselin v pfitomnych proteinech je metoda stanoveni s kyselinou
bicinchoninovou pravdépodobné presné;si.

Peroxidasa — nejaktivn€jsi byl enzym v celém semeni plané CocCky, v cizrné
ICC 4958 a v planém hrachu JI 1794.

Polyfenoloxidasa — nejaktivnéjsi byl enzym v osemeni genotypu Arkta,
v osemeni bobu a v Cocce.

Detekce aktivity peroxidasy a polyfenoloxasy na gelech po nativni elektroforéze

nebyla uspésna
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA
ABA
APS
BIS

GA
POX
PPO
TEMED

akrylamid

kyselina abscisova

persiran amonny
N,N'-methylenbisakrylamid
gibereliny

polyfenoloxidasa
peroxidasa

tetramethylendiamin
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