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Cile prace

Cilem teoretické casti bakalaiské prace byla literarni reSerSe s kliCovymi slovy:

dormance, reaktivni ¢astice kysliku, antioxida¢ni enzymy, osement, kli¢eni.

Experimentalni ¢ast méla byt vénovana stanoveni aktivity vybranych antioxidacnich
enzyml Vosemeni dormantnich a nedormantnich genotypti hrachu setého,
histochemickou metodou s vyuzitim kryomikrotomu mélo byt lokalizovano misto
produkce reaktivnich castic kysliku v osemeni studovanych genotypt, metodou TBARS
meéla byt uréena mira lipidické peroxidace a metodou dle Bradforda méla byt stanovena
koncentrace celkovych proteinti ve vzorcich osemeni. Kvuli pandemické situaci spojené

s onemocnénim Covid-19 nebylo mozné experimentalni ¢ast provést.



1 Uvod

Dlouhou dobu byly reaktivni ¢astice kysliku (ROS) povazovany za toxické metabolity
vznikajici jako vedlejsi produkty bunééného metabolismu. K jejich zvySené produkci
dochazi prevazné vystavenim rostlin abiotickému ¢i biotickému stresu. Zvysené
koncentrace ROS mohou vést k oxida¢nimu poskozeni jako je lipidicka peroxidace,
oxidace proteinl, oxidace nukleovych kyselin a v nékterych pfipadech az
k programované bunétné smrti (Meller et al., 2007). Rostliny Kk udrzovani stalé
koncentrace ROS vyvinuly fadu antioxida¢nich systémd, mezi které se fadi napf.
enzymy askorbatperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11) a guajakolperoxidasa (GuPOX,
EC 1.11.1.7), jejichz aktivity mély byt v ramci experimentalni casti méfeny. Bylo
zjisténo, ze reaktivni Castice kysliku mohou V rostlindch zastavat funkci signalnich
molekul, kontrolujicich rizné procesy jak ve vyvoji semen, tak i v prubéhu zivota
rostliny. Jako signalni molekula funguje pfevazné peroxid vodiku, ktery je schopny
prochazet pies biologické membrany (Bienert et al., 2006).

Reaktivni ¢astice kysliku se také podili na ukonéeni dormance (Oracz et al.,
2007). Dormance je klidové stadium, které predchazi samotnému procesu kliceni.
Existuje vice druhti dormance. Uvolnéni dormance je komplexni proces, na kterém se
podili fada faktord, endogennich i exogennich. U fyzikalni dormance, typické pro
bobovité rostliny, je jednim z regulujicich faktorii osemeni semene. Bylo zjisténo, ze

osemeni semene hrachu vykazuje antioxida¢ni aktivitu (Troszynska et al., 2002).

Cilem prace bylo objasnit zapojeni reaktivnich ¢astic kysliku do procesu

uvolnéni fyzikalni dormance u dormantnich a nedormantnich genotypt hrachu.



2 Reaktivni ¢astice kysliku

Molekularni kyslik je biradikal, jeho valen¢ni orbitaly jsou obsazeny neparovymi
elektrony s paralelnim spinem (Obr. 1). Aby byl molekularni kyslik v zakladnim stavu
schopny oxidovat atom nebo molekulu, musela by dana ¢éstice obsahovat neparové
elektrony s opa¢nym spinem nez ma kyslik, coz je malo pravdépodobné. Pravé tato
Vlastnost ¢ini molekularni kyslik malo reaktivnim (Cadenas, 1989). Kyslik v zadkladnim
stavu muze byt vSak pfenosem energie nebo reakcemi elektronového prenosu preveden
na reaktivngjsi formy. Mezi reaktivni formy kysliku se fadi superoxidovy anion radikal
(0O27), peroxid vodiku (H0,), hydroxylovy radikal (OH’) a singletovy kyslik *0,)
(Klotz, 2002).

Reaktivni ¢astice kysliku (ROS) vyskytujici se v rostlinné buiice se 1iSi mistem
adavodem vzniku. Neékteré ROS vznikaji jako vedlej§i produkty aerobnich
metabolismd, jiné jako bunétna odpovéd’ na stres. ROS se vyznamné podili na starnuti

semene (Bailly, 2004).

ROS mohou byt rostlinou produkovany i cilené. Bylo zjisténo, Ze slouzi jako
signalni molekuly kontrolujici riizné procesy jak ve vyvoji semene, tak 1 v pribchu
zivota rostliny. Tyto procesy zahrnuji kliceni (Barba-Espin et al., 2011), ukonceni
dormance (Oracz et al., 2007), obranu proti patogenim (Hammond-Kosack a Jones,
1996), programovanou bunécnou smrt (Fath et al., 2001), zavirani a otevirani praduchu

(Zhang et al., 2001) a gravitropismus (Joo et al., 2001).
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Obr. 1: Schematické znazornéni elektronové konfigurace kysliku, superoxidového anion
radikalu, singletového kysliku a peroxidové anionu (pfevzato a upraveno z Halliwell, 2006).



3 Produkce ROS

Produkce ROS v biologickych systémech je mozna enzymové nebo i bez ucasti
enzymu, zaleZi na vyvojovém stadiu semene a obsahu vody (Mittler et al., 2011).
V podminkach za nedostatku kysliku (abioticky stres) je rozhodujicim faktorem pro
tvorbu ROS prave koncentrace kysliku. Neenzymova redukce kysliku je mozna jesté pti
koncentraci kysliku ¢= 10 mol.I". Pro produkci superoxidového radikalu za pomoci
enzymi je nutna koncentrace kysliku vyssi nez 10° mol.I* (Skulachev, 1997). ROS

nemusi vznikat ptimo V rostlin€, ale mohou byt rostlinou pfijimany z okoli. Zdrojem

.....

3.1 Neenzymova produkce ROS

Singletovy kyslik vznik4 z malo reaktivniho atmosférického kysliku pfijetim dostatecné
velké energie, kterd zpisobuje obrdceni spinu jednoho z neparovych elektronil

(Klotz, 2002).

Jednotlivé formy ROS mohou byt redukovdny za vzniku jinych druhti ROS
(Obr. 2). Kyslik mize byt aktivovan jednoelektronovou redukei za vzniku superoxidu.
Superoxidovy anion radikdl vznikly redukeci kysliku je naslednou redukci preveden
na peroxid vodiku, ktery mize v tzv. Haber Weissoveé reakci tvofit hydroxylovy radikal.

Redukci hydroxylového radikalu vznika voda (Haber a Weiss, 1934).

e’ e’ e e’
0, —> 0, —> H,0, —> OH* —> H,0

L

10, HO,*

Obr. 2: Jednoelektronova redukce reaktivnich ¢astic kysliku (pfevzato a upraveno z Apel a Hirt,
2004).



Haber Weissova reakce je zaloZena na reakci peroxidu vodiku se superoxidovym
anion radikalem. Je to pomalé reakce, ktera netvoii dostatecné mnozstvi hydroxylového
radikalu. Vznik vét§tho mnozstvi hydroxylového radikdlu je umoznén zahrnutim
oxidace iontd ptechodnych kovii, jako je Zelezo nebo méd’, v tzv. Fentonové reakci.
Oxidované ionty kovil jsou regenerovany redukci superoxidovym anion radikdlem

(Fenton, 1894).
Haber Weissova reakce:

H,02+ O;” — OH'+ OH + O

Fentonova reakce:

H,0,+ Fe?* (Cu?*) — OH'+ OH+ Fe** (Cu®)
0,"+ Fe* (Cu™) — Fe’* (Cu”")+ O,

Rostlinnd bunika ptredchazi nadbytecné tvorbé hydroxylového radikélu
ve Fentonové reakci tim, ze pfechodné kovy jsou vazadny na metalochaperony.

Koncentrace jejich volné formy je touto vazbou snizena (Meller et al., 2007).

3.2 Enzymova produkce ROS

Na vzniku reaktivnich ¢astic kysliku se podili i enzymy. V peroxisomech je za vznik
superoxidového  anion radikdlu  zodpovédnd  xantinoxidasa (EC.1.1.3.22).
Superoxiddismutasa (SOD, EC.1.15.1.1) pfevadi superoxid na peroxid vodiku.
Koncentrace peroxidu vodiku je regulovana pomoci katalasy (CAT, EC 1.11.1.6) nebo
peroxidas, které jsou piitomny v téméf vSech kompartmentech rostlinné bunky. To
znamena, ze nékteré enzymy se nejenom podili na produkci ROS, ale zaroven i reguluji

koncentraci ROS. Funguji jako antioxidanty (Lamb a Dixon, 1997).

Dal$im moznym zpisobem vzniku ROS je lipidicka peroxidace. Lipoxygenasa
(LOX, EC.1.13.11.12) katalyzuje dioxygenaci polynenasycenych mastnych kyselin
(Rosahl, 1995). Vzniklé hydroperoxyderivaty mohou byt autokatalyticky degradovany
za vzniku volnych radikalt (Kanofsky a Axelrod, 1986).



4 Lokalizace produkce ROS

Produkce a akumulace ROS vsemenech rostlin je ovlivnéna metabolickym
a fyziologickym stavem dané¢ho semene. Dilezitym faktorem je obsah vody v semenu.
Hlavnimi zdroji ROS v hydratovaném stavu jsou mitochondrie, peroxisomy
a plazmatickd membrana. U suchych semen je enzymova aktivita velmi nizké a zdrojem

ROS se tak stava lipidicka peroxidace (Bailly 2004).

V zelenych castech rostlin jsou obecné za jedny z nejvyznamnéjSich zdroji
reaktivnich ¢astic kysliku povazovany chloroplasty a peroxisomy (Foyer a Noctor,
2003). V nezelenych castech rostlin jsou hlavnim producentem ROS mitochondrie

(Maxwell et al., 1999).

4.1 Mitochondrie

Pii vyvoji nebo pfi kliceni semen jsou mitochondrie pravdépodobné jednim z hlavnich
producenti ROS. Elektrony z elektronového transportniho fetézce mohou byt uvolnény
a zapricinit redukci molekuldrniho kysliku za vzniku superoxidového anion radikalu
(Mgller, 2001). Superoxidovy anion radikal vznikd ptfevazné v komplexu | a v
komplexu III respira¢niho fetézce. Plsobenim superoxiddismutasy dochazi k preméné
superoxidu na peroxid vodiku. V matrix mitochondrie je pfitomna superoxiddismutasa
smanganem Vv aktivnim misté, v mezimembranovém prostoru se nachazi
superoxiddismutasa s meédi azinkem jako kofaktory (Obr. 3) (Turrens, 2003,
Kowaltowski et al., 2009). Vznik superoxidového anion radikalu v elektronovém

transportnim fetézci je podpofen nizkou teplotou (Shu-Hsien et al., 2005).
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Obr. 3: Schéma produkce ROS v mitochondriich. Hlavnimi misty produkce superoxidového
anion radikalu v mitochondriich jsou komplex I a komplex II. Superoxidovy anion radikal
podléha spontanni dismutaci, nebo dismutaci katalyzované superoxiddismutasou, vznika
peroxid vodiku. Superoxidovy anion radikal maze byt také redukovan cytochromem ¢ na
molekularni kyslik; MnSOD= superoxiddsimutasa s manganem Vv aktivnim misté, CuZnSOD=
superoxiddismutasa s médi a zinkem v aktivnim misté (pfevzato a upraveno z Turrens, 2003).

4.2  Chloroplasty

V souvislosti s vyvojem semen jsou chloroplasty aktivni vtvorbé ROS pouze na
pocatku tohoto procesu, V pribéhu se rychle stavaji neaktivnimi (EI-Maarouf-Bouteau a
Bailly, 2008). Chloroplasty jsou pomoci chlorofylu schopné absorbovat svételna kvanta.
Obsahuji velké mnozstvi energie, kterd mize byt pfenesena na kyslik v zadkladnim stavu
za vzniku singletového kysliku. Pfenosem 4 elektronii z molekuly vody na reakcni
centrum fotosystému II dochazi k uvolnéni kysliku v zadkladnim stavu. Vznikajici kyslik
muize byt redukovan tinikem elektronti z reak¢niho centra PS II nebo Mehlerovou reakei
ve fotosystému [, kde prijetim dostatecn¢ velké energie dochazi k obraceni spinu
valen¢niho elektronu, vznika singletovy kyslik. (Mehler, 1951; Apel a Hirt, 2004).
Primarni produkt superoxidovy anion radikal je nasledné pfeménén na hydroxylovy
radikal nebo na peroxid vodiku pomoci superoxiddismutasy nebo procesem spontanni

dismutace (Makino et al,, 2002).

4.3  Peroxisomy

V peroxisomech vznikd superoxidovy anion radikal jako vedlejsi produkt metabolismu.
Enzymov¢ katalyzovanou oxidaci xanthinu a hypoxanthinu v matrix peroxisomu vznika

kyselina mocCovd a soubézné¢ dochdzi k uvoltiovani pravé superoxidového anion
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radikalu. Superoxidovy anion radikdl vznika také v membrané peroxismu za ucasti
malého transportniho fetézce tvoreného flavoproteinovou NADH: ferrichelatreduktasou

(EC. 1.16.1.7) a cytochromem b (Bolwell a Wojtaszek, 1997).

V peroxisomech dochazi ke tvorbé peroxidu vodiku jako vedlejsiho produktu
béhem P-oxidace, katalyzované enzymem acyl-CoA-oxidasou (EC 1.3.3.6)
(Arent et al., 2008), fotorespirace (Douce a Neuburger, 1999) a detoxifikace sifi¢itant
pusobenim sulfitooxidasy (EC.1.8.3.1) (Héansch et al., 2006). Pii fotorespiraci
je glykolatoxidasou (EC 1.1.3.15) pfeménovan glykolat, vznikly v chloroplastech,
na glyoxylat (Obr. 4) (Douce a Neuburger, 1999).

ﬂhloroplast o, \V\ /Peroxisom \
> Glykolat
> P-Glykolat

NADPH ( 0

/\ NADP* Glyoxylat
I

K HI\:)DAQSA / j \ | /

H.0 %0, H/
D

— 0,+H,0

Obr. 4: Schéma produkce ROS v chloroplastech a peroxisomech. Kyslik je v PSI redukovan
na superoxid, ktery za katalyzy superoxiddismutasy pfechazi v peroxid vodiku. Peroxid vodiku
je pomoci askorbatperoxidasy redukovan na vodu. Pfijetim dostatecné energie v PSII vznika
singletovy kyslik. V peroxisomu vznika peroxid vodiku jako vedlejsi produkt oxidace
glykolatu; MDA= malondialdehyd, AsA= askorbat (pfevzato a upraveno z Apel a Hirt, 2004).



4.4 Endoplazmatické retikulum

Endoplazmatické retikulum je systém tubuli. Probiha zde skladani proteini a post
translacni modifikace jako je napfiklad glykosylace a tvorba disulfidovych mustka.
Proteindisulfidisomerasa (PDI, EC 5.3.4.1) je enzym ktery se podili na tvorb¢
disulfidovych vazeb. V aktivhim misté obsahuje cystein, ktery je bchem tvorby
disulfidové vazby redukovan za soucasné oxidace substratu. Studie endoplazmatického
retikula kvasinek prokdzala pritomnost dalSiho enzymu, ER oxidoreduktinu
(ERO1), ktery oxiduje PDI. Samotny EROI1 je regenerovan kyslikem, vznika tak
peroxid vodiku. To znamend, Ze na tvorbé ROS se v endoplazmatickém retikulu podili
hlavné proteiny obsahujici disulfidovou vazbu (Pollard et al., 1998; Kramer et al.,
2001).

4.5 Plazmaticka membrana

Pi1 napadeni rostliny patogenem je hlavnim mistem vyskytu ROS apoplast. Plazmaticka
membrana obsahuje ¢etné imunitni receptory, aktivaci téchto receptorti dochazi k rychlé
bunééné odpovédi ve formé& zvySeni koncentrace vapenatych iontl uvnitt bunky,
aktivace MAPkinas, alkalizace extraceluldrniho prostfedi a pravé také prechodného
zvySeni produkce ROS. V plazmatické membrané vznika superoxidovy anion radikal
jednoelektronovou redukci kysliku katalyzovanou rostlinnym homologem savéi
NADPHoxidasy (EC. 1.6.3.1), superoxid je uvolnén do extracelularniho prostiedi.
Donorem elektronli je NADPH. Superoxidovy anion radikal je pak spontanné nebo
pomoci superoxiddismutasy pieveden na peroxid vodiku. (Morel et al., 1991; Qi et al.,
2017).

Piikladem oxidasy pfitomné v plazmatické membrané je oxalatoxidasa
(EC 1.2.3.4), ktera katalyzuje dekarboxylaci oxalatu, vznikda oxid uhli¢ity a peroxid
vodiku. Vysoké koncentrace soli, methyljasmonat a salicylat indukuji expresi gen

oxalatoxidasy (Hurkman a Tanaka, 1996).
NADPH + 20, — NADP* +2 O, + H"
HOOC-COOH + O, — 2 CO; + H,0,

Inhibici NADPHoxidasy se snizuje nebo upln¢ blokuje produkce superoxidového

anion radikalu, ktera byla vyvolana biotickym nebo abiotickym stresem (Allan a Fluhr,



1997). Jednou z hlavnich funkci ROS ptitomnych v apoplastu je regulace otevirani

a zavirani stomat (Yao et al., 2013).

Superoxidové anion radikaly mohou také vznikat pii oxidaci NADH pomoci
flavoproteinu, ktery ve své struktuie obsahuje ionty zeleza. Redukovany flavoprotein
redukuje Zelezité ionty, vznikla radikdlova forma flavoproteinu reaguje s kyslikem
za produkce superoxidového anion radikdlu. Superoxidovy anion radikdl muze
dismutovat na peroxid vodiku, ktery reakci s Zeleznatymi ionty produkuje hydroxylovy

radikal. Reakci peroxidu vodiku s Zelezitymi ionty vznikd opét superoxidovy anion
radial (Vianello et al., 1990).

FpH, +Fe®* — FpH'+ Fe®*+ H"
FpH+ O, — Fp+ O, + H'

2H" +2 0," — H,0, + 0,
H,0+ Fe** — OH' + OH  + Fe*'

H,0,+ Fe** — 0," +2H"+Fe®*



5 Srovnani ROS

Reaktivni formy kysliku se li§i svymi vlastnostmi, reaktivitou a koncentraci, pii které
jsou pro bunku toxické. Toxicita ROS neni ovlivnéna pouze jejich odliSnou
reaktivitou, ale je dana i jejich schopnosti prochazet ptes biologické membrany
(Obr. 5) (Gus' kova et al., 1984).

Peroxid vodiku je relativné stabilni, je schopny prochazet pfes membrany pomoci
aquaporini a jeho polocas rozpadu je oproti ostatnim ROS delsi. Pravé tyto vlastnosti
umozinuji peroxidu vodiku fungovat jako signalni molekula (Bienert et al., 2006).
V rostlinnych bunkach hraje peroxid vodiku dvoji roli. V nizkych koncentracich
funguje jako signalni molekula, ktera spousti rostlinnou odpovéd’ na stres. Ve vyssich

koncentracich zapfi¢inuje programovanou bunéénou smrt (van Breusegem a Dat, 2006).

Hydroxylovy radikal je ve srovnani s peroxidem vodiku mnohem reaktivn&jsi,
jeho polocas rozpadu je kratsi. V buiice neexistuje zadny antioxida¢ni enzym, ktery by

hydroxylovy radikal ptimo odstranioval (Puntarulo et al., 1988).

Superoxidovy anion radikal je oproti hydroxylovému radikdlu méné reaktivni.
NiZzsi reaktivita koresponduje s délkou polocasu rozpadu. Redukuje chinony a komplexy
zeleza a médi, proto ovliviiuje prevazné aktivitu enzymu obsahujicich ionty téchto
kovii. Neprochézi ptes biologické membrany a funguje jako oxidac¢ni i redukéni Cinidlo.
Superoxidovy anion radikal se v Zivych systémech nachézi i v protonované formé, jedna
se o perhydroxylovy radikal (O;H"). Na rozdil od superoxidového anion radikalu
je schopny prochazet lipidovou dvojvrstvou biologickych membran, je totiz vice
hydrofobni. Podili se na lipidické peroxidaci (Gusk’ova et al., 1984; Vranova et al.,
2002). Singletovy kyslik reaguje zejména s konjugovanymi dvojnymi vazbami (Meller
et al., 2007).

V suchych semenech je transport ROS omezen. Existuji dvé hypotézy vysvétlujici
fungovani ROS jako signalni molekuly. Prvni z nich navrhuje existenci hydratovanych
kapes, ve kterych by byly ROS diky vodé& schopné difuze. Druha hypotéza tvrdi, Ze
ROS jsou v suchém stddiu semena akumulovany na jednom misté a aZ po vstfebani

vody semenem jsou schopny pienaset signal (ElI-Maarouf-Bouteau a Billy, 2008).
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Obr. 5: Tabulka srovnani ROS. Piehled biologickych efektii, polocasu rozpadu a prostupnosti
pfes membrany jednotlivych druhit ROS, u hydroxylového radikalu a singletového kysliku
nebyla zjisténa schopnost prostuposti (pievzato a upraveno z Piterkova et al., 2005).
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6 Fyziologické ucinky ROS

Zvysend koncentrace ROS zplsobuje lipidickou peroxidaci, oxidaci proteintli, ktera
mulze zpusobovat napi. zménu enzymové aktivity, a oxidaci nukleovych kyselin
vedouci k mutagenezi nebo programované bunécné smrti (Masters, 1996; Valko et al.,
2006). Na druhou stranu jsou ROS povazovany za signalni molekuly, které jsou
zapojeny do fady procest. Je proto dulezité udrzovat rovnovdhu mezi produkci a

odstranovanim ROS (Kapoor et al., 2019).

6.1 Vliv na kli¢eni a dormanci

ROS interaguji s rostlinnymi hormony ovlivilujicimi kliceni a dormanci. Mezi tyto
hormony se fadi kyselina abscisova, gibereliny, ethylen a auxiny. Aktivita
detoxifikacnich enzymil je snizovdna gibereliny, které podporuji kliceni a procesy
nasledujici po kli¢eni. Béhem klic¢eni se tady obsah ROS v semenu zvysuje. Kyselina
abscisova naopak aktivitu antioxida¢nich systému podporuje (Miiller et al., 2009).

Produkce ROS a antioxidanti je také regulovana auxiny (Tognetti et al., 2010).

Reaktivni formy kysliku se podili na ukonc¢eni dormance semen a vyvolani kli¢eni
také tim, Ze aktivuji oxidacni fazi pentosafosfatové drahy. Plsobenim ROS dochazi
ke karbonylaci proteinti, coZ je nevratny proces, ktery vede ke ztraté funkce proteinu.
Karbonylace proteinil je spojovana s ukonc¢enim kli¢eni. Také byla prokézana korelace
mezi koncentraci peroxidu vodiku a genovou expresi MAPkinas, které maji kli¢ovou

roli v rastu a vyvoji rostlin (Barba-Espin et al., 2011).

Bunécna sténa rostlinnych bunck obsahuje polysacharidy. Hydroxylovy radikal
je schopny tyto polysacharidy oxidovat a tim je Stépit na krat$i fetézce. Diky
oxida¢nimu Stépeni polysacharidii dochédzi k rozvoliovani bunécéné stény a nasledné
elongaci bun¢k (Schweikert et al., 2002). Produkce hydroxylového radikalu
Vv bunéénych sténach je katalyzovana apoplastickymi peroxidasami (Liszkay et al.,
2003). Aktivita apoplastické askorbatperoxidasy je podpofena pfitomnosti médnatych
iontll nebo peroxidu vodiku. Tim Ze snizuje dostupnost peroxidu vodiku pro jiné
peroxidasy, udrzuje plasticitu bunécné stény. Pisobenim askorbatperoxidasy dochazi
také k biosyntéze oxaldtu. Oxalat odstrafiuje vapenaté ionty z apoplastu, nepiitomnost
vapenatych iontll vede ke snizeni imobilizace pektint zavislych na vapenatych iontech.

Nasledkem toho je snizeni zpeviiovani bunécné stény (Davey et al., 2000).
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6.2 Obranné mechanismy

Existuje fada obrannych mechanismil rostlin vyvolana Utokem patogend, kterd slouzi
bud’ k posileni a ochran¢ napadeného mista, nebo k pfimému usmrceni patogenti. Mezi
obranné¢ mechanismy, které vedou k zabranéni pruniku patogenti, se fadi lignifikace,
suberinizace a biosyntéza kalosy. Fytoalexiny, hydrolytické enzymy, derivaty chinont

a tiisloviny slouzi jako toxické slouc¢eniny poSkozujici nebo usmrcujici patogeny.

Oxidace rostlinnych fenolt je zavisla na pritomnosti peroxidu vodiku, ktery slouzi
jako substrat pro peroxidasy a polyfenoloxidasy, katalyzujici posledni krok lignifikace.
Peroxid vodiku a jeho derivaty se také podili na posilovani bunécné stény
tim, Ze zprosttedkovavaji oxidacni zesitovani proteinti. Polyfenoloxidsa je povazovana
za kliCovy enzym asociovany s oxidaci rostlinnych fenolti. ZvysSenad aktivita miize
rostliné poskytnout vétsi rezistenci proti patogenim. V buiikach je totiz pfitomno veétsi
mnozstvi oxidovanych derivatti chinontl, které brani ristu patogenit (Bradley et al.,

1992, Tyagi et al., 2000).

ZvySené koncentrace ROS mohou iniciovat programovanou buné¢nou smrt
(Apostol et al., 1989). Kyselina salicylova se také ucastni obrannych mechanismi
ainiciace bunécné smrti. ZvySené koncentrace ROS zpiisobuji akumulaci praveé
kyseliny salicylové. Inhibici biosyntézy kyseliny salicylové by bylo mozné piedchazet
obrannym mechanismim indukovanych pomoci ROS. To naznaCuje provazanost
pusobeni téchto latek (Obr. 6)(Chamnongpol et al., 1998). Metabolismus ROS a auxint
vede k morfologickym zménam, které napomahaji zabranit skodlivym vliviim prostiedi,

ptikladem je zavirani praducht vlivem sucha (Khokon et al., 2011).
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Obr. 6: Schéma demonstrujici provazanost ROS s rostlinnymi hormony. SA= kyselina
salicylova, IAA= auxiny, GA= gibereliny, ABA= kyselina abscisova (pfevzato a upraveno
Z Mittler et al., 2011)

6.3 Lipidicka peroxidace

Lipidickd peroxidace je metabolicky proces, zpisobeny zvySenou koncentraci ROS.
Polynenasycené mastné kyseliny jsou soucasti membranovych lipidi. Hydroxylovy
radikal nebo singletovy kyslik zahajuji lipoperoxidaci tim, ze reaguji s methylenovou
skupinou polynenasycenych mastnych kyselin, vznikaji tak radikaly polynenasycenych
mastnych kyselin. Pfeskupenim vazeb takto vzniklych radikalt se tvoifi konjugované
dieny. Dieny reaguji s kyslikem za vzniku lipidovych peroxylovych radikald. Lipidové
peroxylové radikaly jsou schopné reagovat s dal§imi polynenasycenymi mastnymi
kyselina za vzniku hydroperoxidii a dalSich peroxylovych radikali (Smirnhoff, 1995).
Vznikaji také aldehydy, které mohou interagovat s DNA. Jedna se o malondialdehyd
(MDA), ktery oxiduje guanin za tvorby dal§iho aromatického kruhu (Wauchope et al,
2018).

Vzniklé hydroperoxidy ovliviiuji vlastnosti membrany, dochazi ke snizeni
fluidity membrany, zvySeni propustnosti (Alonso et al., 1997) a poskozeni
membranovych proteinti. Lipidickd peroxidace je regulovana uz na trovni vystavby
membrany. Lipidy v lipidové dvojvrstvé jsou organizovany tak, aby bylo lipidické
peroxidaci predchazeno. Mobilita a stupen nenasycenosti lipidi jsou regulujicimi

faktory (Meller et al., 2007).
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Zkraceni délky Zivota semen je pfipisovana nadmérné akumulaci ROS a s tim
spojenému  oxidacnimu poskozeni. Ztrata schopnosti antioxidac¢nich systému
detoxifikovat ROS vede béhem imbibice k nekontrolovanému oxidaénimu poskozeni

(Bailly et al., 2008).

6.4 Poskozeni DNA

Oxidace DNA zplsobend pisobenim ROS vede k modifikaci purinovych
a pyrimidinovych bazi. Nejreaktivnéj$i je hydroxylovy radikal. Singletovy kyslik
prednostné napada guanin a peroxid vodiku se superoxidovym anion radikdlem s DNA
vilbec neinteraguji. NejCastéji pozorovanou modifikaci je 8-hydroxyguanin. ROS
mohou DNA modifikovat i nepifimo plsobenim produktii jiz zminéné lipidické
peroxidace (Moller et al., 2007). Malondialdehyd, produkt lipidické peroxidace, je
elektrofil, ktery reaguje s DNA za tvorby rtiznych aduktt. Nejhojnéji vyskytujici se
adukt je M;DG (3-(2- deoxy-B-D-erythropentofuranosyl) pyrimido[1,2 — a]purin-
10(3H)-1. Zvyseni oxida¢niho stresu vede k pfimému zvySeni obsahu M;DG
v mitochondridlni DNA. Mitochondridlni DNA podléhd oxida¢nimu poskozeni snadnéji

nez jaderna DNA a mira somatickych mutaci u mitochondridlni DNA je 10-20krat vyssi

nez v ptipadé jaderné DNA (Wauchope et al., 2018).

6.5 PoSkozeni proteint

Superoxidovy anion radikal je toxicky pro proteiny obsahujici vazbu Fe-S. Oxidaci tyto
proteiny inaktivuje, soucasné se uvolni zeleznaté ionty a peroxid vodiku. Uvolnéné
ionty zeleza a peroxidu vodiku mohou reagovat v Haber Weissové nebo Fentonové
reakci za tvorby hydroxylového radikalu, ktery oxiduje proteiny, DNA a lipidy. Dojde
k amplifikaci oxida¢niho poskozeni (Ott et al., 2007).
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7 Katabolismus reaktivnich ¢astic kysliku

Pokud je rostlina vystavena biotickému nebo abiotickému stresu, dochdzi ke zvySeni
koncentrace ROS. Dilezitou roli v regulaci ROS hraji antioxida¢ni systémy. Jejich
zvySend aktivita vede k detoxifikaci ROS a redukci oxida¢niho poSkozeni, ke kterému

dochazi zvysenim koncentrace ROS. (Young a Woodside, 2001).

Rostliny vyvinuly hned né¢kolik antioxidacnich systémt, jak enzymovych tak
i neenzymovych (Obr. 7). Mezi neezymové antioxidanty se fadi karotenoidy, vitamin E,
gluthathion (GSH) a askorbat (AsA). Antioxida¢ni enzymy jsou superoxiddismutasa
(SOD), katalasa (CAT), askorbatperoxidasa (APX) gluthathionperoxidasa (GPX)
a guajakolperoxidasa (GUPOX) (Kapoor et al., 2019).

Redoxni ekvivalenty potfebné k redukci ROS jsou pfevazné ziskdvany piimo nebo
nepiimo z NADPH nebo ferredoxinu. Kromé SOD a CAT, které ziskavaji energii pfimo
oxidaci nebo redukci jejich substratu. Existuji i antioxidacni systémy, které k odstranéni

ROS vyuzivaji vratnou oxidaci thiolovych skupin proteinu (Meller et al., 2007).
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Obr. 7: Schéma zobrazujici detoxifikaci ROS V rostlinnych buiikach. CAT= katalasa, SOD=
superoxiddismutasa, APX= askorbatperoxidasa, AsA= kyselina askorbova, MDHA=
monodehydroaskorbat, MDHAR= monodehydroaskorbatreduktasa, DHA= dehydroaskorbat,
DHAR= dehydroaskorbatreduktasa, GSH/GSSG= gluthathion, GR= gluthathionreduktasa
(ptevzato a upraveno z Kapoor et al., 2019)
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8 Peroxidasy

Peroxidasy se podileji na fyziologickych a vyvojovych procesech. Kontroluji bunéény
rust (Liszkay et al., 2003), ucastni se destrukce flavonoidt, katabolismu auxint
(Gazaryan et al., 1996) a biosyntézy sekundarnich metaboliti. Peroxidasy mohou
v aktivnim misté obsahovat slou¢eninu hemu, cysteinu nebo selenocysteinu. Radi se
mezi antioxida¢ni enzymy, protoze k oxidaci riiznych substratd vyuZivaji peroxid
vodiku nebo organické hydroperoxidy vzniklé pravé pisobenim ROS (de Gara, 2004;
Bela et al., 2015). Rostlinné peroxidasy jsou typicky glykoproteiny o velikosti 30- 60
kDa, lisici se v isoelektrickém bodé¢ (Gijzen et al., 1993).

8.1 Gluthathionperoxidasa (GPX, EC 1.11.1.9aEC 1.11.1.12)

Gluthathionperoxidasa je obecné pojmenovani pro skupinu izoenzymi, které katalyzuji
redukci peroxidu vodiku nebo organickych hydroperoxidi na vodu nebo piislusné

alkoholy s vyuzitim gluthathionu (GSH) jako redukéniho ¢inidla (Obr. 9).
H,O0,+GSH — GS-SG+ H,O

Radi se mezi thiolové peroxidasy. V aktivnim mist& tedy neobsahuji slou¢eninu
hemu, ale cystein nebo selenocystein. V piipadé rostlinné formy enzymu se jedna
0 cystein. Sav¢i forma gluthathionperoxidasy v aktivnim misté obsahuje selenocystein,
ktery je kodovan TGA kodonem, coz je normalné¢ STOP kodon (Margis et al., 2008).
Oproti rostlinné formé enzymu vykazuje vyssi aktivitu, to je zptisobeno niz§im pK a
vétsi nukleofilitou selenocysteinu (Eshdat et al., 1997). Rostlinné enzymy obecné¢ davaji
prednost thioredoxinu jako reduk¢énimu ¢inidlu pied gluthathionem. Nékteré studované
rostlinné gluthathionperoxidasy prokazaly schopnost oxidovat jak thioredoxin tak
I gluthathion. K redukci hydroperoxidii av§ak vyuzivaji thioredoxin regeneracni systém
(Obr. 8). Thioredoxiny jsou redoxni proteiny, lze tvrdit, Zze jako redukcni cCinidla

vykazuji vyssi efektivitu.
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Obr. 8: Thioredoxin regenera¢ni systém; Trx-S,= oxidovany thioredoxin, Trx- (SH), =
redukovany thioredoxin, TrxR= thioredoxinreduktasa (pfevzato a upraveno z Arnér a
Holmgren, 2000)

Dosud charakterizované rostlinné gluthathionperoxidasy se vyskytovaly
v monomerni form¢ a vykazovaly antioxidacni aktivitu vii¢i organickym peroxidim,
jako jsou napfiklad fosfolipidové hydroperoxidy. To naznacuje, ze se podili na ochrané
membran proti oxida¢nimu stresu. Rostlinna forma enzymu neni schopnd odstranovat

peroxid vodiku (Arnér a Holmgre, 2000; Herbette et al., 2002).

Gluthathion je nizkomolekularni latka, slozena z glutamdtu, cysteinu a glycinu.
V rostlinnych pletivech se nachdzi v milimolarni koncentraci. Existuje v redukované
i voxidované formé. Pro oxidovanou formu je -charakteristické spojeni dvou
identickych fetézci pomoci disulfidickych mustki. Redukovana forma gluthathionu
obsahuje volné thiolové skupiny (Gill et al., 2013). Je to hlavni antioxidant neenzymové
povahy, podili se na regeneraci askorbatu v askorbat-gluthathionovém cyklu.
Gluthathion ma v bunce idalsi funkce, slouzi jako substrat pro gluthathion-S-
transferasu a tim pomaha Vv odstrafovani Skodlivych latek z bunék. Jako odpovéd’ po
napadeni buniky jsou exprimovany i geny pro gluthathion-S-transferasu, ktera prenosem
kyseliny skoficové ovliviiuje jeji koncentraci v daném misté (Diesperger a Sandermann,
1979; Edwards a Dixon, 1991; Marrs, 1996).
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Obr. 9: Schéma katalyzy gluthathionperoxidasy. Gluthathionperoxidasa je oxidovana
hydrogenperoxidy, oxidovana forma GPX je redukovana pomoci dvou molekul gluthathionu
(pfevzato a upraveno z Forman et al., 2014).
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8.2 Askoratperoxidasa (APX, EC 1.11.1.11)

Askorbatperoxidasa je klicovym enzymem podilejicim se na degradaci peroxidu
vodiku, nachdzi seV cytosolu, chloroplastech a mitochondriich vysSSich rostlin.
V aktivnim mist¢ obsahuje hem. Spolu s dehydroaskorbatreduktasou (DHAR,EC
1.8.5.1), monodehydroaskorbatreduktasou (MDHAR, EC 1.6.5.4)
a gluthathionreduktasou (GR, EC 1.6.4.2) detoxifikuje peroxid vodiku v tzv. Foyer-
Halliwell-Asadov¢ draze. (del Rio et al., 2002) Isoforma pfitomna v chloroplastech je
monomerni, askorbatperoxidasa v cytosolu je oproti tomu homodimer (Mittler a
Zilinskas, 1991). Chloroplastova askorbatperoxidasa neni pravdépodobné tolik zapojena
do bunéénych odpovédi na stres jako isoforma pfitomnd v cytosolu. Vlivem ostrého
svétla a sucha (abioticky stres) dochazi ke snizeni aktivity askorbatperoxidasy
Vv chloroplastech. Plisobenim nanomoldrnich koncentraci peroxidu vodiku za
nepiitomnosti  askorbatu je askorbatperoxidasa nachazejici se v chloroplastech
inaktivovana. Tyto poznatky zpochybiiuji antioxidacni schopnosti chloroplastové

askorbatperoxidasy (de Gara, 2004).

Askorbat-gluthathionovy cyklus, také nazyvany Foyerav-Halliwelliv-Asadav
cyklus, je efektivni zpisob jak rostliny odstranuji peroxid vodiku zrtznych
kompartmentd buiiky, ve kterych neni pfitomna katalasa. Cyklus sestava
z neenzymovych antioxidantli askorbatu a gluthathionu redukovanych v sérii reakci
katalyzovanych antioxida¢nimi enzymy. Cyklus byl prokazany v chloroplastech,
cytosolu, mitochondriich a i pfes piitomnost katalasy v peroxisomech (Jiménez et al.,
1997; del Rio et al., 2002).

Diky askorbat-gluthathionovému cyklu (Obr. 10) nedochazi v chloroplastech
k akumulaci peroxidu vodiku. Superoxiddismutasa katalyzuje disproporcionaci
superoxid anion radikalu, vzniklého redukci kysliku (Obr 10., fadek 2), na peroxid
vodiku a kyslik (Obr. 10, fadek 3). Peroxid vodiku je pomoci askorbatu redukovan na
vodu. Reakce je katalyzovana askorbatperoxidasou (Obr. 10, fadek 4). Oxidovana forma
askorbatu, monodehydroaskorbat radikal (MDHA), je regenerovana bud’ redukovanym
ferredoxinem (Obr. 10, tadek 5), nebo pomoci NAD(P)H. (Obr. 10, fadek 6) Mize
dochazet ke spontanni disproporcionaci MDHA na dehydroaskorbat (DHA) a askorbat.
Nasleduje redukce DHA na askorbat pomoci redukovaného gluthathionu (Obr. 10,
iadek 7). Regenerace ferredoxinu a NADP" probiha ve fotosystému I (Obr. 10, fadek 8).
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Polovina elektronti uvolnénych fotolyzou vody je vyuzita k univalentni redukcei kysliku

a druha polovina ke generaci reduk¢nich ¢inidel (Obr. 10, fadek 1)(Asada, 2006).

2H,0- 4e +0,+4 H*(PSI) 1
20,+2e 20, (PSI) 2
2 0,* + 2 H*=> H,0, + 0, (SOD) 3
H,0, +2 AsA - 2 H,0 + 2 MDHA (APX) 4
2 MDHA+2 redFd > 2 AsA+2 Fd 5
(spontanni)

2 MDHA + NAD(P)H = 2 AsA + NAD(P)* 6
(MDHAR)

2 MDHA - AsA + DHA (spontanni) 7

DHA + 2 GSH - AsA + GSSG (DHAR)

GSSG + NADPH — 2 GSH + NADP* (GR) 8
2 Fd nebo NADP* + 2 e = 2redFd nebo NADPH (PSI)

Obr. 10: Jednotlivé reakce Askorbat-gluthathionového cyklu, popsano v textu. SOD=
superoxiddismutasa, APX= askorbatperoxidasa, MDHA= monodehydroaskorbat, AsA=
kyselina askorbovd, Fd= ferredoxin, DHA= dehydroaskorbat, GSH/GSSG= gluthathion,
MDHAR= monodehydroaskorbatreduktasa, DHAR= dehydroaskorbatreduktasa (Asada, 2006).
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8.3 Guajakolperoxidasa (GuPOX, EC 1.11.1.7)

Guajakolperoxidasy jsou N-glykoproteiny, nachazejici se ve vakuolach, cytosolu,
bunécné stén¢ a v extracelularnim prostiedi buncék. Piitomnost guajakolperoxidasy byla

prokazana i v mitochondriich kukutice (Prasad et al., 1995).

Tyto enzymy se podili na tadé fyziologickych procest, jako je naptiklad
biosyntéza ligninu, degradace kyseliny indolyl-3-octové nebo biosyntéza ethylenu.
Zvysena aktivita guajakolperoxidasy byla pozorovana ale i u rostlin vystavenych
abiotickému stresu. Piikladem miiZze byt nizk4 teplota, sucho, hypoxie, vysoka

koncentrace kadmia nebo chloridu sodného v pudé.

Oproti askorbatperoxidasdm je charakteristickd pro guajakolperoxidasu jeji
Siroka specifita. N¢které isoformy guajakolperoxidasy se nachazi ve vakuolach, kde
jsou soucasn¢ pritomny 1 fenolické slouCeniny, které slouzi jako donory elektront.
Askorbatperoxidasa se ve vakuolach nevyskytuje (Amako et al., 1994; Prasad et al.,
1995; van Doorn, 2014).
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9 Katalasa (CAT, EC 1.11.1.6)

Katalasa je tetramerni enzym se slou¢eninou hemu v aktivnim misté, oproti
askorbatperoxidase vykazuje sice vysokou reakéni rychlost a nepotiebuje redukéni
¢inidlo, ale jeji afinita k peroxidu vodiku je nizsi. Nachazi se ptevazné v peroxisomech.
Jejim pusobenim dochazi k rozkladu peroxidu vodiku na vodu a kyslik (Willekens et
al., 1997), nebo vyuziva peroxid vodiku jako oxidac¢ni ¢inidlo k oxidaci substratt jako
je methanol, ethanol, formaldehyd, mravencan, dusitany nebo rtut’ (Havir a McHale,
1989).

2H,0, - 0O, +2H,0

Navazanim peroxidu vodiku na katalasu vznikd sloucenina oxoferryl kation
radikal (1), kterd je efektivnéjSim oxida¢nim c¢inidlem nez molekula peroxidu vodiku.
Reakci katalasy s navazanym peroxidem vodiku (oxoferryl kation radikalu) s dalsi
slouceninou peroxidu vodiku dochazi k pfesunu jednoho elektronu, ktery zapficini
rozstépeni peroxidu vodiku za soucasné produkce vody a kysliku. (2) Izotopovym
znacenim bylo prokazano, Ze oba atomy kysliku pochdzi ze stejné molekuly peroxidu

vodiku. (Alfonso-Prieto et al., 2009).
Enzym (Por- Fe'") + H,0, — Slougenina [ (Por"+Fe'V=0) + H,0 1)

Slouéenina I (Por™ +Fe'V=0) + H,0, — Enzym (Por- Fe'" + H,O + 0, (2)
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10 Superoxiddismutasa (SOD, EC 1.15.1.1)

Tento enzym katalyzuje dismutaci superoxidového anion radikalu na peroxid vodiku.
202.- +2H — H>05 + Oy

Enzymové katalyzovana dismutace je 10 000 krat rychlejsi nez spontanni dismutace.
SOD existuje ve vice formach. Obecné jsou klasifikovany tii typy podle kovového
kofaktoru. Existuje superoxiddismutasa s zelezem, manganem a zinkem s médi. SOD
s zelezem v aktivnim misté se nachazi ve stromatu chloroplastd, strukturné podobna
SOD s manganem jako kofaktorem (MnSOD) je pfitomna v mitochondriich. SOD
smédi a zinkem (CuZnSOD) v aktivnim mist¢ je hlavnim rostlinnym typem
superoxiddismutasy nachdzejici se vrostlinnych pletivech. Vyskytuje se
Vv chloroplastech, cytoplasmé a apoplastu. Strukturné se jedna o homodimer, v obou
podjednotkach (16 kDa) je pfitomny atom zeleza 1 médi. Isoenzym CuZnSOD
nachazejici se v chloroplastech je vazany na tylakoidni membranu v misté PSI, vazby se
ucastni hofecnaté ionty. Zminéné typy SOD se lisi v citlivosti na H,O, a KCN.
CuznSOD je citliva jak vaéi H,O, tak i KCN, aktivita FeSOD je regulovana pouze
H,O, a aktivita MNnSOD neni ovlivitovana ani H,O,, ani KCN (Bowler et al., 1992;
Asada, 1999). Disproporcia¢ni produkce peroxidu vodiku ze superoxid anion radikalu
Vv apoplastu vyzaduje katalyzu pomoci SOD, neni mozna spontanni dismutace. Peroxid
vodiku je kli¢ové signalni molekula podilejici se na aktivni odpovédi rostlin vyvolanych
abiotickym a biotickym stresem, proto je mozné, ze i SOD je zapojena do obrannych
mechanismt rostlin. Bylo prokazano, ze superoxiddismutasa piitomna v apoplastu
hrachu kultivaru Midoriusui je CuZnSOD. Jeji aktivita je regulovana elicitory patogenu.
Signalni molekuly pravdépodobné vyvolavaji strukturni zménu v katalytické a /nebo

vazebné doméné¢ enzymu, ktera vyustuje ve zménu aktivity SOD (Kasai, 2006).

SOD je vyznamnym antioxidaénim enzymem, pifes to V zavislosti
na podminkach se muze pro buiku stat jeji vysoka aktivita toxickou. Pokud jsou
ve stejném bunééném oddéleni pfitomny i Zeleznaté ionty miize dochazet ke tvorbé
hydroxylovych radikalt jako produktu Fentonovy reakce. Za normalnich podminek je
zelezo v mén¢ reaktivni formé€ Zelezitych ionti vazané na proteiny. Vlivem oxidacniho
stresu muize dochdzet k uvolnéni iontl Zzeleza a k produkci nadmérného mnozstvi

peroxidu vodiku zvysSenou aktivitou SOD (Mao et al., 1993).
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11 Vyvoj a struktura semene

Semena vznikaji z oplodnénych zarode¢nych vakll. Velikost a komplexnost
zarodecného vaku urc€uje trvani a ndro¢nost vyvoje semen. Zarodecny vak je obklopen
vajeénymi obaly (integumenty), ze kterych se pozdé&ji vyviji osemeni (Bewley a Black,
1983).

Vyvoj semene je geneticky naprogramovan. Studovanim semen hrachu byly
identifikované tfi faze ristu semene oddélené dvéma lag fazemi. V prvni fazi dochazi
k ristu endospermu a osemeni, po lag fazi nasleduje rust embrya. Po ukonceni
embryogeneze dochazi k druhé lag fazi, ktera je nasledovana zranim semene (\Weber et
al., 2005). Zrani semene zac¢ina, kdyz se bunky vyvijejiciho se embrya prestavaji délit
a zacinaji se akumulovat zasobni latky, coz je spojeno s rustem bunék. Poté dochazi
k vysuSeni semene, k tzv. desikaci. Béhem této faze bylo pozorovano zvySeni aktivity
katalasy, akumulace gluthathionu a peroxiredoxinti, nebo dokonce k akumulace
proteinti, které¢ slouzi jako substrat pro oxidacni karbonylaci, ktera je dilezitd pro
kliceni. Akumulované proteiny slouzi také jako pocate¢ni zdroj dusiku (Job et al., 2005;
Bailly et al., 2008; Finkelstein et al., 2002). Hlavnim zasobnim proteiny jsou globuliny
(Smykal et al., 2014).

Pii zrani semen dochdzi ke zvySeni hladiny kyseliny abscisové. Kyselina
abscisova indukuje expresi gent inhibitoru cyklin dependentnich kinas (ICK1).
Inhibitor ICK1 zastavuje bunécny cyklus mezi G1 a S fazi, bunky se tedy dale ned¢li
(Wang et al., 1998).

Vyvoj semene zahrnuje déleni bunék, bunécnou diferenciaci a nasledné ukladani
zasobnich latek. Rany vyvoj semene je ovlivnén invertasou (EC 3.2.1.26), enzymem
hydrolyzujicim sacharosu. Déleni buné€k embrya je indukovdno vysokou hladinou
hexos. Diferenciace a biosyntéza zasobnich latek je naopak vyvolana vysokymi
hladinami sachar6zy, proto vysoka aktivita invertasy muze inhibovat diferenciaci
bun¢k. Naopak, nizka aktivita invertasy tuto diferenciaci bun¢k podporuje (Weber et al.,
1995; Sturm a Tang, 1999).

Semena krytosemennych rostlin se skladaji z embrya, endospermu a osemeni.
Endosperm slouzi jako zasobni pletivo. V ptipad¢ hrachu setého dochéazi k bunéénému
déleni embrya Vv rané fazi vyvoje semene. Jakmile je semeno zralé, embryo zaplni cely

vnitfni prostoru semene. V poslednich fazich zrani semene dochazi obecné k redukci
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metabolické aktivity kombinované s vysychanim semene a kompresi vrstev osemeni.
U zralych semen je tedy osemeni tvofeno hlavné mrtvymi bunkami, coz dava vzniku
efektivnimu ochrannému obalu. Zral4d semena hrachu tedy neobsahuji endosperm, pouze

embryo se dvéma délohami obklopené osemenim (Bewley a Black, 1983).

11.1 Osemeni

Osemeni je vngjsi obal zralého semene. Jeho funkce neni pouze mechanickd ochrana
embrya, ale tvofi 1 vnéj$i barieru proti Skiidcim a patogeniim, v priab&hu vyvoje semene
dodava embryu Ziviny, zachovava integritu ¢asti semen, reguluje vymény plyni mezi
vn¢j$im okolim a embryem a u n¢kterych druht se dokonce podili na Sifeni osiva.
V neposledni fad¢ také reguluje piijem vody a tim padem i ukonéeni dormance a cely
proces kliceni (de Souza a Marcos-Filho, 2001). Do doby nez je embryo schopné
skladovat zasobni latky slouzi osemeni u hrachu jako prechodny zasobni
organ, akumuluje $krob a proteiny. Osemeni zasobuje zygotu vodou, kyslikem,
mineraly, aminokyselinami, sacharézou a urcitymi fytohormony jako je naptiklad

kyselina abscisova a kyselina indolyl-3-octova (Smykal et al., 2014).

Osemeni neni v celém povrchu homogenni, nékteré ¢asti propousti vodu a plyny
1épe nez jiné. Soucasti osemeni je hilum (pupek), mikropyle a strophiole (elaiozom).
Propustnost souvisi i S barvou a porovitosti. Tyto faktory ovliviiuji také Zivotaschopnost
a odolnost semene (Smykal et al., 2014; Lazarevic et al., 2017). U planého hrachu je
propustnost a hnédnuti osemeni mimo jiné ovlivnéno také obsahem kysliku
v pozdéjSich fazich desikace (Rolston, 1978). Za hnédnuti je zodpovédna
katecholoxidasa (EC 1.10.3.1), ktera katalyzuje oxidaci fenolti. Vzniklé chinony spolu
navzajem interaguji, nebo interaguji S proteiny pfitomnymi v bunikach a to zplsobuje

hnédnuti asociované s nepropustnosti osemeni (Marbach a Mayer, 1974).

Osementi (testa) semen vznikd z vajecnych obaltl (integumenti). Obecné 1ze tvrdit,
7ze se osemeni sklada ze tii vrstev pokrytych kutikulou (Obr. 11). To co odlisuje
jednotlivé druhy od sebe je mikrostruktura a chemické slozeni jednotlivych casti (de

Souza a Marcos-Filho, 2001).

Vnéj$i vrstva kutikuly predstavuje prvni barieru proti vsttebavani vody
a patogentim. Kutikula se u jednotlivych druhti bobovitych rostlin 1isi svoji tloustkou.
Pod kutikulou se nachéazi epidermis, ta je tvofena vrstvou protahlych palisaidové

uspotfadanych tlustosténnych bunék. Tyto bunky se nazyvaji makrosklereidy. Tloustka

26



bunééné stény makrosklereid pfispiva k mechanické odolnosti  osemeni.
V makrosklereidech lze pozorovat tzv. svétlolomnou linii. Vyskytuje se jak
U dormantnich tak 1 u nedormantnich druhd. Tloustka svétlolomné linie souvisi
S permeabilitou osemeni, u dormantnich druhti funguje svétlolomna linie jako efektivni
bariera proti vstupu vody, u nedormantnich druhti neni vstup vody svétlolomnou linii
inhibovan. Permeabilita osemeni je regulovana akumulaci nejriznéjsich latek. V oblasti
pupku (hilum) se muzou nachazet dvé vrstvy makrosklereid. Pupek je jizva znadici
misto, kde bylo semeno piipojeno pomoci poutka (funiculum) k matetské rostling.
Hilum je hlavnim regulujicim faktorem vysychani semene. Otevira se, kdyz je okolni
vlhkost nizkd, a naopak pfi vysoké vlhkosti okoli se zavird. Neni chranéno kutikulou
(Harris, 1987; Janska et al., 2018). Na jedné strané hila je mozné pozorovat strophiole.
Strophiole se vyznacuje Sir§i vrstvou parenchymatickych bunék s tlustSi bunécnou

sténou (Karaki et al., 2012).

Pod epidermis se nachazi hypodermis tvofend bunkami oddélenymi velkymi
mezibunéénymi prostory. Na zaklad¢ tvaru bunék a tloustky bunécné stény se bunky
hypodermis oznacuji jako osteosklereidy. Osteosklereida jsou tvofena hustou
cytoplazmou a velkymi vakuolami. Stejné jako bunky epidermis se i buiikky hypodermis

podileji na celkové mechanické odolnosti osemeni.

Jednou z funkci osemeni je dodavat ziviny embryu v prubéhu vyvoje semene,
tuto funkci zastava parenchymaticka vrstva osemeni, ktera ptiléha k osteosklereidam.
Vrstva parenchymu je tvofena 6-8 vrstvami tenkosténnych bunék. V piipadé hrachu
setého Ize parenchym d¢lit na chlorenchym, zakladni parenchym a aerenchym (Moise et
al., 2005; Smykal et al., 2014). Pro nejvnitingjsi vrstvu, aerenchym, jsou typické malé
nepravidelné¢ tvarované bunky s velkymi mezibunéénymi prostory. Mezibunécné
prostory mohou byt naplnény plynem nebo kapalinou. Predpoklada se, ze mezibunécéné
prostory obsahujici kapalinu zlepsuji difuzi Zivin ze zakladniho parenchymu k déloznim
listkim. Chlorenchym je tvofen velkymi buiikami s chloroplasty. Ve vyvijejicich se
semenech je fotosyntéza limitovana, hlavni funkci chloroplasti v chlorenchymu je
pravdépodobné piechodna akumulace Skrobu. Zakladni parenchym se svoji stavbou
podoba chlorenchymu, jen obsahuje méné chloroplastii. Postupné se méni v aerenchym.
Ristem déloznich listki dochazi ke stlacovani vrstev parenchymu, vznika tak asi 30 um
Sirokd vrstva, kterd oddé€luje zivé bunky parenchymu osemeni a délozni listky (van

Dongen et al., 2003).
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Obr. 11: Struktura osemeni (pievzato a upraveno ze Smykal et al., 2014).

11.2 Endosperm a embryo

Endosperm je triploidni pletivo, které vznikd dvojitym oplozenim. Dojité oplozeni
je biologicky proces, pii kterém jedna spermaticka bunka splyva s vajickem, vznika
embryo. Druha haploidni spermatickd bunka splyva s diplodinim jadrem zarode¢ného
vaku, vznika tak triploidni endosperm. Toto pletivo obsahuje velké mnozstvi zasobnich
proteinti typl- globulind, albuminti a prolamint. Prolaminy jsou typické pro
obiloviny, obsahuji pfevazné prolin a glutamin, na rozdil od globulinti jsou hydrofobni
(Lopes a Larkins, 1993). U nékterych rostlin je pfitomna aleuronova vrstva, coz je

vngj$i vrstva tvofend malymi tlustosténnymi bunikami.

Tvar a umisténi embrya uvnitf semene se mezi druhy lisi, avSak stavba je
podobna. Embryo je tvofeno hypokotylem, na ktery je napojen jeden nebo vice
déloznich listkd, radikulou a plumulou. Endosperm slouzi jako zasoba Skrobu
aproteinl. Ve zralych semenech, ktera neobsahuji endosperm, piebiraji funkci

skladovani délohy (Bewley a Black, 1983).
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12 Kli¢eni a dormance

Nacasovani kliceni je dlleZitym aspektem ovliviiujicim uspéSnost samotného procesu
kli¢eni, n¢které druhy rostlin vyvinuly zptisob jak jej oddalit a tim vyckat na pfiznivé

podminky.

Dormance je klidové stadium, které predchazi kli¢eni semene. Je to proces
ovlivnény geneticky, prostredim a pomérem fytohormonti. Dormance je typickad pro
semena planych druhti rostlin. Poskytuje jim mozZnost preckat neptiznivé
podminky, snizuje konkurenci mezi semeny téhoz druhu a zabrafiuje predCasnému
kliceni. U semen domestikovanych druhii neni dormance zadouci. U jejich semen
je pozadovano rychlé, uniformni kliceni a pohotové zakladani kli¢nich rostlin. Rozdil
mezi dormantnimi a nedormantnimi semeny je tedy ten, ze dormantni semena nejsou
schopna zapocit proces kliceni do urCit¢ doby po nasati vody, i pfesto Ze okolni
podminky mohou byt pro proces kliceni vyhovujici (Finkelstein et al., 2002; Clerkx et
al., 2003). Délka dormance muze byt odlisSna i pro semena pochazejicich zjedné
rostliny, odliSnost je zplisobena stafim, vyzivovym stavem rostliny, velikosti, tvarem

a umisténim semene na rostliné (Smykal et al., 2014).

Existuje vice druhti dormance. V ptipadé morfologické dormance je pticinou
klidového stddia nedostateCny stupeit vyvoje embrya. Embrya nejsou fyziologicky
dormantni, potfebuji se pouze plné vyvinout, aby bylo mozné zapocit kliceni. Naopak
pii fyziologické dormanci jsou embrya plné vyvinuta, enzymové komplexy ale nejsou
aktivni. Fyziologickd dormance je regulovana pomoci fytohormonti a malych molekul,
jako jsou napiiklad ROS a slouceniny dusiku. Za regulatory dormance jsou povazovany
latky, jejichz obsah v semenech koreluje s hloubkou dormance. V semenech jsou
simultanné pfitomny promotory i inhibitory kli¢eni, ukonfeni dormance je tedy

ovlivnéno pomérem téchto latek.

Mezi regulatory fyziologické dormance se fadi kyselina abscisova, ktera kromé
dormance reguluje i syntézu zasobnich proteinli, lipidd, inhibuje bunééné déleni
azvySuje toleranci semen k desikaci. Exprimované geny regulované kyselinou
abscisovou jsou jak hojné zastoupené transkripty, potiebné pro adaptaci rostlin na stres
nebo syntézu zasobnich latek, tak 1 transkripty s malym zastoupenim, které slouzi jako
signdlni molekuly. Kyselina abscisova funguje jako inhibitor kli¢eni, je produkovana

embryem. Bylo prokazéno, Zze exogenni kyselina abscisova nebo kyselina abscisova
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produkovana matefskym pletivem je nedostate¢na k indukci dormance (Karssen a
Groot, 1987; Finkelstein et al., 2002). V suchych dormantnich semenech dochazi
k poklesu kyseliny abscisové ptisobenim specifickych ABA 8 -hydroxylas (Okamoto et
al., 2006).

Gibereliny jsou antagonisty kyseliny abscisové, podnécuji proces kli¢eni a to tak,
Ze ovliviiuji genovou expresi hydrolytickych enzymu, které oslabuji pletiva endospermu
nebo osemeni (Karssen a Groot, 1987). Potiebné mnozstvi giberelini K iniciaci kliceni
je piimo umérné k obsahu kyseliny abscisové. Kyselina abscisova a gibereliny spolu
pfimo neinteraguji (Baskin a Baskin, 2004). Do regulace kliceni a dormance jsou
zapojeny dalsi latky. Piikladem je ethylen, ktery ukoncuje dormanci a stimuluje kli¢eni

tim, Ze snizuje citlivost semene viici kyseliné abscisové (Beaudoin et al., 2000).

Dalsim typem dormance je fyzikalni dormance, jeji pfic¢inou je mechanicky
odolné osemeni, nepropustné pro vodu a plyny. Fyzikalni dormance je typicka pro
bobovité rostliny. Nepropustnost osemeni je zpisobena akumulaci nejriiznéjsich latek,
napiiklad fenolickych sloucenin. Tvrdost semene je podpofena aktivitou endo-1,4- B-
glukanasou. Vstup vody do semene muze byt umoznén mechanickym narusenim
osemeni, rozkladem bun¢k osemeni vlivem mikroorganismu, u nékterych druht také
pomoci ptitomnych struktur jako je hilum a /nebo strophiole. Otevirani hila a strophiole
je ovlivnéno teplotou. Zvysenim teploty dochézi k oslabeni pletiva strophiole a kolisani
teplot je asociovano S uvolfiovanim a kontrakci bunék strophiole (Karaki et al., 2012;

Baskin a Baskin 2014).

Dale lze také obecné rozliSovat dormanci vyvolanou embryem a dormanci
zpusobenou strukturami obalujicimi embryo (Amen, 1968; Baskin a Baskin, 2004;
Smykal et al., 2014; Hradilova et al., 2017, Janska et al., 2018).

Po dozrani jsou semena v klidovém stadiu, jednd se o primarni dormanci.
K uvolnéni dormance obvykle dochazi za vhodnych podminek (voda, teplota). Pokud
tyto faktory nejsou pfitomny, kli¢eni je inhibovano. Tento stav se nazyva quiescence.
Setrvavanim semene ve stavu quiescence po delsi casovy usek piechdzi semeno
do sekundarni dormance (Karssen, 1987). Pfechod semene z klidového stadia (primarni
dormance/ quiscence/ sekundarni dormance) do metabolicky aktivniho stavu je spojen
stvorbou ROS. U né¢kterych druhd semen je produkovan peroxid vodiku uz béhem

imbibice. Imbibice neboli bobtnani je proces vstfebavani vody semenem, proces
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vysychani semene se nazyva desikace. Druhy semen, které prochéazeji fazi desikace
nasledovanou imbibici, aby byly schopné klicit, se nazyvaji ortodoxni. Rekalcitrantni
semena prechazeji ze stavu dormance do aktivniho stavu bez faze desikace.
Superoxidovy anion radikdl a hydroxylovy radikdl jsou tvofeny az pii samotném
procesu kliceni (Gomes a Garcia, 2013). Mechanismus uvolnéni dormance tedy
nezahrnuje pouze faktory prostiedi (voda, teplota), ale je ovlivnén i produkci ROS,
astim asociovanymi cilenymi zménami ve struktufe proteind, které vznikaji jejich
karbonylaci a zménami v kompozici Vv subkutikularnim vosku (fenolické slouceniny,

suberin) (Oracz et al., 2007; Smykal et al., 2014; Janska et al., 2018).

Kli¢eni zacind nasitim vody (imbibice) suchym semenem a je dokonceno
proniknutim radikuly pfes pletiva obklopujici embryo (Smykal et al., 2014). Schopnost
semen kli¢it je spojena sakumulaci peroxidu vodiku. Produkce peroxidu vodiku
je rozdilna v dormantnich a nedormantnich semenech. V nedormantnich semenech
je generovana vyssi koncentrace peroxidu vodiku nez v semenech dormantnich.
To naznacuje, Ze existuji rozdilné regulujici mechanismy a systémy v dormantnich
a nedormantnich semenech (Bailly et al., 2008). Hlavnim regulujicim faktorem kli¢eni
je teplota. Teplota nemusi byt nutné stejna jako pro ukonceni dormance, to poukazuje
na oddélenost procesu kliceni a ukonceni dormance (Karssen, 1987). Dulezitym
faktorem je také svétlo, to stimuluje expresi genti pro 3-f hydroxylasy, které kontroluji

biosyntézu aktivnich forem giberelinti (Yamaguchi et al., 1998).
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13 Charakteristika studovaného rostlinného materialu

V experimentalni ¢asti bakalarské prace mél byt pouzit jako rostlinny material hrach
sety (Pisum sativum L.). Konkrétné se jednalo o 4 genotypy: dva plané, dormantni (J164
a JI1794) adva kulturni, nedormantni (Cameor a JI92). Tato kapitola popisuje

fyziologické vlastnosti zminénych genotypii hrachu.

Hréch sety se fadi mezi jedny z nejstarSich domestikovanych plodin. Dormance
U planych zastupci hrachu je zplisobena nepropustnosti osemeni pro vodu a plyny

(Cechova et al., 2017).

Studované genotypy se 1isi v tloust'ce, textufe povrchu a v pigmentaci osemeni.
Apravé tyto rozdilnosti v osemeni u hrachu ovliviiuji délku dormance. Geneticka
variace a pigmentace osemeni vede k odliSnostem v délce dormance a Zivotaschopnosti
semene. Pigmentaci osemeni zpusobuji fenolické slouceniny. Jako jsou napiiklad

flavonoidy. Obecné jsou pigmentovana semena vice dormantni (Janska et al.,2018).

Semena kultivovanych genotypti (Cameor, JI92) snadno vstiebavaji vodu, kliceni
nastava v prubéhu 24 hodin. Semena planych genotypt hrachu (J164, JI1794)
jsou dormantni, proces kli¢eni u téchto druhti nastava az za urcitych podminek a/nebo

po mechanickém naruSeni osemeni.

Uvedené genotypy se 1isi zejména v délce palisddového parenchymu. Dormantni
genotyp JI64 se vyznaCuje silngSim osemenim, jeho palisddovad vrstva
parenchymatickych bunck je del$i neZ u ostatnich genotypi. Stejné¢ jako ostatni
dormantni genotypy, genotyp JI164 obsahuje v bunécnych sténdch makrosklerid vétsi

mnozstvi proanthokyanidiny (Janska et al., 2018)

Povrch osemeni je dan uspofddanim makrosklereidl, osemeni genotypu J164
je vyrazné hrbolaté a pigmentované. Kutikula zminénych genotypt se nelisi, nachazi
se v ni prasklinky, nedormantni typy obsahuji vétsi praskliny. Domestikovany genotyp
Cameor neni oproti ostatnim druhtim pigmentovany (Smykal et al., 2014; Hradilova et

al., 2017).

Dusledkem vysSiho obsahu pektinli a niz§itho obsahu celulosy a tfislovin
je osemeni nedormantnich druhd tenci, mek¢i a vice elastické. (Janska et al., 2018).
Distribuce mastnych kyselin je v celém osemeni homogenni. V osemeni dormantniho

J164 je jejich obsah vétsi nez v osemeni nedormantniho J192 (Cechova et al., 2017).
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14 Experimentalni ¢ast

Vzhledem Kk pandemické situaci spojené s onemocnénim Covid-19 nebylo mozné
provést experimentalni méfeni. VyzkouSela jsem si pouze orientacné extrakci
rostlinného materialu a nékteré planované metody. Pfipravila a zméfila jsem kalibracni
fady pro stanoveni koncentrace proteini dle Bradforda, a pro stanoveni celkové
antioxidacni kapacity metodou ABTS. Pomoci multifunkéniho spektrofotometru Reader

jsem si vyzkousSela stanovit aktivitu peroxidas.

14.1 Pouzité pristroje

e Digitalni pfedvazky- KERN, Némecko

¢ Analytické vahy- Denver instrument, USA

e Centrifuga 5415R- Eppendorf, Némecko

e Elektromagneticka michacka- BioSan, Litva

e Digitalni pH metr- XS Instruments, Italie

e Sada automatickych pipet- Eppendorf, Némecko

e Mikrodestic¢ky Test plate 96F- TPP, Svycarsko

e Mikrodestickovy reader Synergy HT- BioTek Instruments, USA

14.2 Pouzité roztoky a chemikalie

e Trolox- Sigma Aldrich (Némecko)

e 30% H,0,- Lach-Ner (Ceskd republika)

e Persiran amonny - Sigma-Aldrich (Néemecko)

e Hydrogenfosforeénan draselny - Lach-Ner (Ceskd republika)
e Dihydrogenfosfore¢nan draselny - Lach-Ner (Ceskd republika)
e Guajakol - Sigma- Aldrich (Néemecko)

e Dithiotreitol — Sigma- Aldrich (Néemecko)

e EDTA-Na" - Honeywell Fluka (Rumunsko)

e Pefabloc - Honeywell Fluka (Rumunsko)

e Polyvinylpolypyrrolidon - Sigma- Aldrich (Nemecko)

e Coomassie Blue G-250 - Sigma- Aldrich (Néemecko)

e Hovézi sérovy albumin BSA - Sigma- Aldrich (Nemecko)

e Methanol- Lach-Ner (Ceskd republika)

33



e Kyselina fosfore¢na- Lach-Ner (Ceskd republika)

14.3 Priprava rostlinného materialu

Rostlinny material, osemeni 4 genotypt hrachu seté¢ho ve 4 vyvojovych stadiich mi byl
poskytnut Katedrou Botaniky, PtF UP (Tab. 1). Rostliny kulturnich a planych zastupci
hrachu byly péstovany ve sklenicich katedry Botaniky Univerzity Palackého
v Olomouci Vv obdobi leden az kvéten 2020. Mezi studovanymi genotypy byly dva
kulturni genotypy Pisum sativum subsp. sativum L., kultivar Cameor a genotyp JI92,
krajova odriida (landrace) z Afghéanistanu. Z planych, dormantnich zastupcti hrachu
Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. et Graebn. byly studovany genotypy J164
a JI1794 (pivodem z Turecka). Semena J192, JI64 a JI1794 byla poskytnuta z John
Innes Pisum Collection (Norwich, UK), semena kultivaru Cameor z INRA France.
Rostliny byly péstovany v pétilitrovych nadobéach v substratovém mixu raSelina-pisek
v poméru 90:10 (Florcom Profi, BB Com Ltd. CZ) s denimu a no¢nimi teplotami
pohybujicimi se V rozmezi 35—20°C/18—12 °C. Fotoperioda byla prodlouZena na 14
hodin s pouzitim dodatecného osvétleni pomoci sodikovych vybojek (Hortilux
Schreder, Holland, svybojkou Sylvania Grolux 600 W). Nahodné vybrané kvéty byly
vden, kdy se oteviely, oznaCeny Stitkem s datem. Vzniklé lusky se semeny byly
sklizeny vrozmezi 11 az 28 dni od otevieni kvéti. Semena byla na ledu vyjmuta
zZ luskd, vypreparovand osemeni a embrya byla okamzité prenesena do tekutého dusiku

a ulozena do mraziciho boxu (-80°C).

Tab 1: Studované genotypy hrachu setého (Pisum sativum L.).

Genotyp Stadium (DAP- day after pollination)
Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4
Kulturni Cameor 13 17 23 28
nedormantni J192 12 16 23 25
Plané Jie4 12 17 23 27
dormantni JI1794 13 17 23 28
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14.4 Pouzité metody

Cviéné bez méteni realnych vzorka byly vyzkuSeny nasledujici metody.

14.4.1 Stanoveni celkové antioxidacni kapacity

Antioxidacni aktivitu je mozné definovat jako schopnost dané slouceniny inhibovat
oxida¢ni degradaci jinych sloucenin, piikladem oxidacni degradace je lipidicka
peroxidace. RozliSuje se antioxidac¢ni kapacita a antioxidacni reaktivita. Antioxidacni
kapacita vyjadiuje délku trvani antioxida¢niho G¢inku antioxidantu, naopak antioxida¢ni
reaktivita popisuje pocateCni dynamiku prabéhu antioxidacniho procesu pii urcité
koncentraci antioxidantu. V poslednich letech byly vyvinuty razné metody pro

stanoveni tzv. celkové antioxidaéni aktivity (Sulc et al., 2007).

Celkové antioxida¢ni kapacita mize byt stanovovana spektrofotometricky nebo
chemiluminiscencéné. Spektroskopické metody vychazeji z predpokladu schopnosti
biologického vzorku zhéaset vznikly barevny radikdl. Naméfena absorbance
je porovnavana se standardem. Jako standardy se vyuzivaji Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) nebo vitamin C (kyselina askorbova).
Spektrofotometrické metody se daji délit na metody zaloZzené na piesunu vodikového
atomu a na metody zahrnujici redoxni reakci s oxidantem, ktery slouzi jako indikator
probéhnuti reakce. Prikladem spektroskopickych metod je napiiklad ABTS metoda,
nebo DPPH test. ABTS je zkratka pro 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonovou
kyselinu, princip této metody je popsan nize. DPPH je 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl.
Pti této metodé reaguje organicky radikal DPPHe s antioxidantem, dochazi k zméné
zbarveni z fialové na Zlutou. Je pozorovdno zvySeni absorbance pii vinové délce

A=515 nm.

14411 Spektrofotometricka metoda s ABTS

ABTS je zkratka pro 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonovou kyselinu.
Tato metoda je zalozena na vzniku modrozeleného chromoformu ABTS™, ktery je
redukovan antioxidanty pfitomnymi ve zkoumaném vzorku. Metoda je vhodna jak pro
hydrofilni tak 1 lipofilni antioxidanty. Kation radikal ABTS vznika oxidaci ABTS
persiranem amonnym, jeho absorpcni maximum je pfi vinovych délkach A=645, 734 a
815 nm. Redukci ABTS™ antioxida¢nimi enzymy dochazi ke ztraté zbarveni, snizuje se

tedy iabsorbance. Ubytek absorbance je porovnavan se standardem, jako standard
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se vyuziva Trolox (Re et al., 1998; Floegel et al., 2011, Martysiak-Zurowska a Wenta,
2012). Kalibraéni fada byla pfipravena fedénim roztoku 1mM roztok Troloxu. Redéni je
uvedeno v tabulce ¢. 3. Do jamek mikrotitracni desti¢ky bylo napipetovano 50 pul
ptipravenych standardti Troloxu. Jako blank slouzilo 50 pl methanolu. Stanoveni
probihalo v trojim opakovani. Postupné bylo do vSech jamek napipetovano 50 pl
372uM persiranu amonného. Reakce byla odstartovana ptidavkem 100 pl 1,6mM
radikalu ABTS. Smés byla inkubovana pti laboratorni teploté¢ po dobu 50 minut.
Na multifunkénim spektrofotometru Reader byl zméfen tubytek absorbance pfi

A=734 nm.

V piipadé meéfeni celkové antioxidacni kapacity touto metodou u realnych
vzorkl hrachu, by extrakce probihala s vyuzitim vychlazeného methanolu v poméru 1:1
(w:v). Homogenizace a vSechny ostatni operace by byly provadény za chlazeni pii
teploté 4 °C. Homogenat by byl centrifugovan po dobu 15 minut pti 15 000 g a teploté

4°C. Supernatant by byl pouzit pro nasledujici méteni celkové antioxidacni kapacity.

Tab 2: Ptiprava kalibra¢ni fady fedénim zasobniho roztoku 1mM Troloxu methanolem.

Koncentrace 10 20 40 60 80 100
Troloxu (umol.1™)

Zasobni roztok 10 20 40 60 80 100
Troloxu (ul)

Methanol (ul) 990 980 960 940 920 900
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14.4.2 Stanoveni aktivity peroxidasy

Pro stanoveni peroxidasové aktivity byla pouzita spektrofotometrickd metoda
s guajakolem (Angelini et al., 1990). Pfi vlastni enzymové reakci je HyO, substratem
pro peroxidasu za souCasné oxidace guajakolu na 3,3’-dimethoxy-4,4"-bifenylchinon,
coz se projevi naristem absorbance pii A = 436 nm. Molarni absorp¢ni koeficient pro
3,3"- dimethoxy-4,4 -bifenylchinon je 4500 l.mol*.cm™. POX byla extrahovana
Z osemeni genotypu Cameor a JI64. Prace s rostlinnym materidlem probihala pii 4 °C.
Osemeni byla rozetfena v tfeci misce a extrakce byla provedena v poméru 1:2 (w:v)
s extrakénim 0,1 mmol.I" K-fosfatovym pufrem o pH 7, ktery obsahoval 2 mmol.I*
EDTA-Na*, 1% (w/v) polyvinylpolypyrrolidon (PVPP), 2 mmol.I"* dithiotreitol a
0,5 mmol.I* pefabloc. Homogenét byl presunut do mikrozkumavky a centrifugovan po
dobu 15 min pii 16000 g a 4 °C. Byl odebran supernatant, ktery byl dale pouzit

k méfeni aktivity POX a ke stanoveni celkovych proteini Bradfordovou metodou.

Aktivita  enzymu  guajakolperoxidasy =~ (GuPOX)  Dbyla  stanovena
na mikrodestickovém readeru Synergy HT v 96-ti jamkovém uspofadani. Reak¢ni smés
obsahovala 113 mmol.I"* K-fosfatovy pufr o pH = 6 a 113 mmol.I"* guajakol. Do jamek
bylo postupné pipetovano 155 pl této reakéni smési, 10 pl extraktu a bud 10 pl
substratu (2 mol.I”* H,0,) anebo 10 ul blanku (destilovana voda). Jednotliva stanoveni
probihala v technickém triplikatu, kdy kazdy vzorek me¢l vlastni blank. Pfedem byl
vytvofen protokol pro dané¢ méfeni, ve kterém bylo nastaveno predehiati readeru na 30
°C apocatecni protfepani obsahu jamek (3 s). Pro stanoveni aktivity GuPOX byly
extrakty 100x zfedény. Méfila se kinetika reakce enzymu se substratem v pravidelnych

casovych intervalech (10 s) po dobu 1 min pfi A =436 nm.
14.4.3 Stanoveni celkovych proteint dle Bradforda

Pisobenim Van der Waalsovych sil a hydrofobnich interakci dochéazi k vytvoteni
barevného komplexu mezi proteiny a barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250.
Vznikly komplex je méftitelny spektrofotometricky. Vytvofenim komplexu se absorp¢ni

maximum posouva ze 465 na 595 nm (Bradford, 1976).

Zasobni roztok Bradfordova cinidla byl nafedén destilovanou vodou
vpoméru 1:4. Ze zasobniho roztoku BSA pfipravena koncentratni fada BSA
o koncentraci 0,2-1,4 mg.ml™ (Tab. 3) Do jamek na mikrodestickovém readeru bylo

vzdy napipetovano 45 pl destilované vody, 5 ul standardu BSA a 200 pl pracovniho
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Bradfordova ¢inidla. Pro blank bylo namisto 5 ul standardu BSA pipetovano 5 ul vody.
Smés byla lehce promichana a inkubovana po dobu 5 minut pii laboratorni teploté. Byla

zmétena absorbance pii vinové délce A=595 nm.

Tab 3: Redéni zasobniho roztoku BSA (10 mg.ml™).

Koncentrace BSA (mg.ml™) Zasobni roztok BSA (ul) Voda (pl)
0,2 20 980
0,4 40 960
0,6 60 940
0,8 80 920
1,0 100 900
1,2 120 880
14 140 860
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14.5 Planované metody

Nize uvedené metody jsem si nestihla vyzkousSet ani orienta¢né. Uvadim zde alespon
jejich princip.

14.5.1 Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy

Principem metody je schopnost askorbatperoxidasy katalyzovat redukci peroxidu
vodiku. Peroxid vodiku je redukovan na vodu zasoucasné oxidace askorbatu
na monodehydroaskorbat. Ubytek askorbatu je méfen spektrofotometricky jako pokles
absorbance pfi A= 290 nm. Hodnota moldrniho absorpéniho koeficientu

je 2800 I-mol*cm™ (Nakano a Asada, 1981).

14.5.2 Histochemicka detekce produkce ROS

Jako indikator ROS (ptedevsim peroxidu vodiku) v buiikach se vétSinou pouziva 2°,7¢-
dihydrodichlorofluorescein diacetat (H,DCF DA), jinak nazyvany
dichlorofluorescin diacetat. Acetatové skupiny nefluorescenéni H,DCF DA jsou
odstépeny esterazami pfitomnymi v cytoplazmé, oxidaci je potom nefluoroscenéni
forma pifeménéna na vysoce fluorescenc¢ni 2¢,7¢-dichlorofluorescein

(Kalyanaraman et al., 2012).

Fluorescenc¢ni sonda 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat (H,DCF DA), ktera
je vyzivéana pro detekci RNS a ROS, ma schopnost prochézet pfes bunééné membrany.
Intracelularni esterasy odstépujici H,DCF DA acetatové skupiny, vznikly produkt je
Vv pritomnosti peroxidu vodiku, OHe, ROOes, NO* a NOO- oxidovan na fluorescencni
DCF. Po reakci je detekovan fluorescencéni signal (Aexc - 498 nm, Aem - 522 nm)
(Kojima et al., 1999).

14.5.3 Stanoveni lipidické peroxidace metodou TBARS

Béhem autooxidace nebo enzymové degradace PUFA v buikiach vznikd jako
sekundarni koncovy produkt malondialdehyd (MDA). Tato metoda pro méteni obsahu
MDA vyuziva kyselinu thiobarbiturovou (TBA). Nukleofilni adici v kyselém prostiedi
malondialdehydu se dvéma molekulami thiobarbiturové kyseliny vznika riZzovoéervené

zbarveni s maximem absorbance pti 532 nm.

U rostlinnych extraktd je mozna interference latek jako jsou anthokyany a
sacharidy, muze tak dojit k nadhodnoceni obsahu MDA (Taulavuori et al., 2001). U

korigované metody TBARS je odecitana absorbance (A=532 nm) roztoku obsahujiciho
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rostlinny extrakt inkubovany bez pfidavku TBA od identického vzorku, jez TBA
obsahoval (Hodges et al., 1999).
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15 Vysledky a diskuze

Cilem experimentalni céasti bakalafské prace bylo stanovit aktivitu vybranych
antioxidacnich enzymt (POX a APX), stanovit parametry oxidacniho stresu (celkova
antioxidacni kapacita, miru lipidické peroxidace) a pomoci kryomikrotomu zhotovit
fezy osemeni, pomoci nichz mélo byt zji§téno misto produkce reaktivnich forem
kysliku. Kvili pandemické situaci spojené s onemocnénim Covid-19 nebylo mozné
experimentalni méfeni provést. Neékteré metody byly cvicné vyzkouSeny, ale méteni

vzorkl nebylo uskute¢néno.

Byla pfipravena a zméfena kalibra¢ni fada pro stanoveni koncentrace proteinti
dle Bradforda. Namétené hodnoty absorbance jsou uvedeny v tabulce 4. Z namétenych
hodnot absorbance byla sestrojena kalibra¢ni piimka (Graf 1), dosazenim naméfenych
hodnot absorbance rostlinnych vzorki do ziskané rovnice y = 0,4434x + 0,0311 by byly

stanoveny koncentrace celkovych proteinti ve vzorku.

Tab 4: Naméfené hodnoty absorbance pro koncentra¢ni fadu standardu BSA.

Koncentrace Asgs Asgs Acos Acos — Aplank
roztoku BSA
(mg.ml™)
0,0 (blank) 0,846 0,854 0,850 -
0,2 0,981 0,962 0,972 0,122
0,4 1,072 1,048 1,060 0,210
0,6 1,148 1,168 1,158 0,308
0,8 1,253 1,235 1,244 0,394
1,0 1,295 1,274 1,285 0,435
1,2 1,405 1,402 1,404 0,554
14 1,548 1,508 1,528 0,678
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Graf 1: Kalibra¢ni pifimka pro stanoveni koncentrace celkovych proteini dle Bradfordovy

metody.

Dale jsem si vyzkousela extrakci a stanoveni aktivity peroxidasy guajakolovou
metodou u dvou nahodné vybranych vzorkii osemeni hrachu setého. Vysledky méteni
byly ovSem zatizeny velkou chybou pravdépodobné nepiesnym pipetovanim, tudiz

nejsou V této praci prezentovany. Uvadim zde pouze teoretické vyhodnoceni.

Aktivita enzymli (GuPOX, ¢i APX) by byla vyhodnocovana z linedrni casti
grafu, ktery by byl zhotoven z naristu nebo poklesu naméfené absorbance. Délka
optické drahy (1) by byla vypocitana s vyuzitim nasledujiciho vzorce:

A977 — A900

[(cm) = 018

Hodnota vypocitané optické drahy by byla dosazena do vztahu pro vypocet
aktivity enzymu dle néasledujici rovnice:

AA.V (D

alkat) = e.t(s).l(cm)

Kde objem vzorku (V) je dosazovan v litrech, ¢as reakce (t) v sekundach,
extinkéni koeficient pro stanoveni aktivity peroxidasy je €=4500 M™. cm™ a extinkéni
koeficient pro stanoveni aktivity askorbatperoxidasy je €=2800 M™. cm™. Rozdil
absorbance (AA) je bezrozmérna veli¢ina, pfedstavuje zménu absorbance V daném

Gasovém Gseku. Pro vypocet specifické aktivity enzymu (nkat.mg™ proteinu) by byla
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vypocitana aktivita podélena mnozstvim proteint ve vzorcich stanovenych metodou dle

Bradofrda.

Reaktivni ¢astice kysliku, jako je peroxid vodiku, superoxidovy anion radikal
a hydroxylovy radikal jsou produkovany v ramci bunééného metabolismu. Béhem
riznych vyvojovych stadii semene dochazi k rozdilné akumulaci ROS. Zvyseni jejich
koncentrace v semenu vede Kk uvolnéni dormance. Nacasovani uvolnéni dormance
a nasledné kli¢eni je zasadni pro tspé$né zalozeni kli¢nich rostlin (Oracz et al., 2007;
Buijs et al., 2018). Ve vyzkumu Barbra-Espin et al., 2011 semena hrachu bobtnajici
v piitomnosti 20mmol.I" peroxidu vodiku vykazovala mnohonasobné vyssi kli¢ivost
ve srovndni S kontrolnimi semeny bobtnajicimi pouze ve vodg. Klicivost semen
vystavenych plsobenim peroxidu vodiku byla po 24 hodinidch bobtnani asi 75 %,

zatimco U semen bobtnajici ve vod€ pouhych 14 %.

Neni mnoho vyzkumt, které by pojednavaly o ROS a antioxida¢ni kapacité
osemeni, proto diskutuji hypotetocické vysledky na semenech obecné. Po dozréni
semen slunecnice, kter¢ vykazuji dormanci vyvolanou embryem, dochazi
ke zdvojnasobeni obsahu peroxidu vodiku a obsah superoxidového anion radikalu se
zvy§i o 50 % (Oracz et al., 2007). Naopak v embryich semen je¢mene nebylo po
dozrani prokazané zvySeni ROS, byla ale pozorovana redukce gluthathionu. To
potvrzuje zapojeni glutathionu do detoxifikace ROS (Bahin et al., 2011). Semena
slunecnice a jeCmene se lisi v anatomii, v zasobnich proteinech a hlavné v druhu
dormance. Rozdilny obsah ROS v semenech rostlin je mozné pozorovat i u stejného
druhu rostliny liSici se genotypem. Nedormantni druhy semen slune¢nice vykazuji
oproti druhtim dormantnim vyssi obsah peroxidu vodiku. Peroxid vodiku je akumulovan
pfevazné v embryonalnim vrcholu (Oracz et al., 2007).Ve vyzkumu Leymarie et al.
bylo zjisténo, ze nedormantni nabobtnald semena Arabidopsis, ktera podléha
fyziologické dormanci, obsahuji vyssi koncentraci ROS a k akumulaci superoxidového
anion radikalu dochazi pievazné v radikule. Naopak dormantni semena Arabidopsis jej
akumuluji nepravidelné. Byla také prokazéna nizsi aktivita antioxidacnich enzymi u
nedormantnich semen Arabidopsis. Lze tedy tvrdit, Ze u dormantnich a nedormatnich
semen se lisi jak koncentrace tak i misto akumulace ROS. Rozdilna je i aktivita
antioxidaCnich enzymi. Nebyly publikované zaddné studie o lipidické peroxidaci,
celkové antioxidacni kapacité ani o aktivit¢ APX a POX v osemeni dormantnich a

nedormatnich druhd bobovitych rostlin, které bych mohla vyuzit pro porovnani
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vysledkl. Na zakladé¢ dosud publikovanych vysledkl lze ptredpokladat detekci vys$si
obsahu peroxidu vodiku v osemeni nedormantnich genotypi hrachu setého (Cameor,
JI92) a souCasné¢ niz8i aktivitu vybranych studovanych antioxida¢nich enzymi.

V nasledujici experimentalni praci budou tyto predpoklady ovéreny.
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16 Zavér

Cilem této bakalatské prace bylo vice pfiibliZit proces dormance, objasnit rozdily
u dormantnich a nedormanich genotypti hrachu setého (Pisum sativum L.). Teoreticka
cast byla vénovana literarni reSerSi s kliCovymi slovy dormance, reaktivni formy
kysliku, antioxida¢ni enzymy a osemeni. Bohuzel kvuli pandemické situaci spojené

s onemocnénim Covid-19 nebylo moZné experimentalni méteni provést.
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18 Seznam pouzitych zkratek

ABA- kyselina abscisova

ABTS - 2,2-azinobis(3-ethylbenzthiazolin)-6-sulfonova kyselina
APX- askorbatperoxidasa

AsA- askorbat

BSA- hovézi sérovy albumin

CAT- katalasa

CuznSOD. Superoxiddismutasa s médi a zinkem v aktivnim misté
DPPH - 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

GA- gibereliny

GPX- gluthationperoxidasa

GSH- gluthathion

GuPOX- guajakolperoxidasa

H,DCF DA - 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetat

IAA- auxiny

LOX- lipoxygenasa

MDA- malondialdehyd

MnSOD- superoxiddismutasa s manganem v aktivnim misté
NADH- nikotinamidadenindinukleotid

NADPH- niktionamidadenindinukleotidifostfat

TBA- kyselina thiobarbiturova

TBARS- thiobarbituric acid reactive substances
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