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Abstrakt

Po oplodneni sa pocCas vyvoja semena v procese embryogenézy formuje plan
embrya a jednotlivé extraembryonalne Struktury, endosperm a osemenie.
Osemenie je pre semeno nesmierne dolezité, pretoze nie len, ze sluzi ako
zasobné pletivo a sprostredkovava komunikaciu medzi osemenim a vonkajsim
prostredim, ale taktiez sluzi pre semeno ako ochrana. Jednym z mechanizmov
zabezpecCujucich ochranu semena je biochemickd ochrana, ktora je
sprostredkovana enzymami, napriklad polyfenoloxidazou. V tejto bakalarske;
praci sme sa zamerali na urcenie relativnej expresie polyfenoloxidazy. Expresia
bola analyzovana na Styroch genotypoch, a to na kultirnych nedormantnych
genotypoch Cameor, ATC7025 a PI181958 a planom dormantnom genotype
JI261. Expresna analyza ukazala, Ze polyfenoloxidaza je exprimovana
v najvicse] miere u planého pigmentovaného genotypu JI261 a v mensSej miere
aj ukultirneho pigmentovaného genotypu ATC7025. U kultirneho
nepigmetovaného genotypu PII81958 bola len velmi mald expresia
polyfenoloxidazy a u kultirneho genotypu Cameor nebola detekovana takmer
ziadna expresia. Tuto skutocnost’ sme potvrdili aj pomocou detekcie aktivity
polyfenoloxiddzy na rezoch osemenim a hilom, pricom sme potvrdili aktivitu
polyfenoloxidazy len na reze genotypom JI261 a genotype ATC7025,
u genotypov PI181958 a Cameoru nebola aktivita polyfenoloxidazy detekovana.
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Abstract

After fertilization, the plan of the embryo and individual extraembryonic
structures, endosperm and testa, is formed. Testa is extremely important
structure for the seed. It has not only the function as a storage tissue, exchanging
information between the embryo and the external environment, but it also serves
as protection for the seed One of the mechanisms ensuring seed protection is
biochemical protection, which is mediated by enzymes, for example by
polyphenol oxidase. In this bachelor's thesis, we focused on determining the
relative expression of gene encoding polyphenol oxidase. The polyphenol
oxidase expression was analyzed in seed coats of four genotypes, namely the
non-dormant genotypes Cameor, ATC7025, PI181958 and the dormant
genotype JI261. The gene expression analysis showed that polyphenol oxidase
was expressed to the greatest extent in the wild pigmented genotype JI261 and
to a lesser extent in the cultivated pigmented genotype ATC7025. Polyphenol
oxidase expression was very low in the non-pigmented genotype PI181958 and
almost no expression was detected in the Cameor genotype. The activity of the
polyphenol oxidase enzyme was also detected on the testa sections.We detected
the polyphenol oxidase activity only on sections of JI261 and ATC7025,
polyphenol oxidase activity was not detected for genotypes PI181958 and

Cameor.
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Ciele prace

Ciele tejto bakalarskej prace zahriiaju vypracovanie literarnej reSerSe na tému
génovej expresie enzymu polyfenoloxidazy, pocas vyvoja semien, a rovnako

vypracovanie literarnej reSerse na tému vyvoja a Struktury osemenia hrachu.

Cielom praktickej Casti bakalarskej prace je vykonanie qRT-PCR pre stanovenie
expresie génov kodujucich polyfenoloxidazu v osemeni hrachu na kultarnych

vzorkach Cameoru, ATC7025 a PI181958 a planych vzorkach J1261.

Taktiez je naSim cielom s vyuzitim farbenia zviditelnit Struktury na reze
osemenim ana reze hila adetekovat aktivitu polyfenoloxidazy na reze

osemenim vybranych planych a kultarnych genotypoch hrachu.



1 Uvod

Po dvojitom oplodneni semien dochddza k vyvoju embrya
a embryonalnych Struktir. Endospermu, ktory neskor zanika a osemenia, ktoré
poskytuje ochranu, obmedzuje straty a prijem vody, ul'ahCuje Sirenie semien
a zabezpeCuje fyzikalnu dormanciu. Pricom dormancia je charakterizovana
ako doCasny stav, kedy je semeno v klude a ma obmedzené fyziologické
funkcie, Co zabezpecuje, aby semeno vyklicilo v spravnom case a vo vhodnych

podmienkach.

Ked'Ze st semena kritickymi zlozkami pre prezitie rastliny, je preto nutné
aby mali vyvinutych viacero mechanizmov ochrany, akymi su napriklad
fyzikalna, chemicka a biochemickd ochrana. Fyzikdlna ochrana
je zabezpeCovana pevnostou osemenia. Chemicka ochrana je forma ochrany,
na ktori sa semena pocas vyvoja spoliehaju najviac a je zabezpeCena fenolmi
a ich nerozpustnymi polymérmi, alkaloidmi a glukozinolatmi. Medzi fenolové
latky patria flavanoidy, ktoré zabezpecCuju pigmentaciu semien. Biochemicka

ochrana je zabezpecena enzymami, ktoré su prirodzene obsiahnuté v osemeni.

Dolezitym enzymom zabezpecujucim ochranu je enzym polyfenoloxidaza
(PPO), ktora patri do skupiny enzymov spolu s lakdzami a askorbat oxidazami.
Vo svojej Struktare obsahuje dva med’naté ionty, ktoré tvoria katalytické jadro.
PPO zabezpeCuje oxidaciu o-difenolov na o-chinéony, a nésledne
pri polymerizacii o-chindénov dochadza k vzniku hnedych pigmentov. AvSak
ukazalo sa, ze niektoré kultirne genotypy stratili v priebehu domestikacie

funk¢nost’ génov pre PPO, zatial’ ¢o plané genotypy si funkciu PPO zachovali.
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2 Literarny prehlad

2.1. Vyvoj semena

Semena maju dve hlavné funkcie, a tymi su reprodukcia rastlin a Sirenie
rastlinnych druhov na velké vzdialenosti (Zablatzkd a kol., 2021). Hrach siaty
(Pisum sativum L.) je jedna z najstarSich kultirnych plodin a najrozsirenejSich
bdobovitych rastlin na svete ajeho semena su dolezitym zdrojom bielkovin
(Bastianelli a kol., 1998). Patri medzi jednoro¢né krytosemenné rastliny
z ¢elade bobovitych (Fabaceae). Semend krytosemennych rastlin vznikaju
pohlavnym rozmnozovanim pomocou dvojitého oplodnenia (Roszak a Kohler,
2011). Embryo vznika fuzovanim vajeénej bunky (oosféry) s jadrom
spermatickej bunky, zatial o endosperm sa vyvija fuziou medzi dvoma
centralnymi  bunkovymi jadrami zarodocného vaku adruhym jadrom
spermatickej bunky za vzniku triploidnej Struktury. Osemenie (alebo inak
aj testa, prip. obal semena) je Cisto materského povodu (Roszak a Kohler, 2011;

Vinter a Machackovd, 2013) a dochadza v iom k vyvoju embrya.

2.1.1. Fazy vyvoja semena

Vyvoj semien prebieha v troch samostatnych, ale zaroven nepretrzitych
fazach embryogenézy. V skorej embryogenéze dochadza k aktivite bunkového
delenia (Srivastava a kol., 2002). Na zaliatku fazy dochadza k predizeniu
oplodnenej vajecnej bunky a po viacnasobnom bunkovom deleni sa vyvinu dve
osi, ato apikobazalna aradidlna (Peris a kol., 2010). Takto je stanoveny
vnutorny plan embrya, pricom v tejto faze dochadza aj k vyvoju endospermu
a ostatnych extraembryonalnych Struktur, tymi su perisperm a osemenie
(Obrazok 1). Morfogenéza extraembryonalnych Struktur a plodu ma isty ¢asovy
naskok pred morfogenézou embrya (Vinter a Machdckova, 2013). V strednej
faze embryogenézy, ktoru nazyvame aj fazou maturacie dochadza k intenzivnej
avelmi rozmanitej biochemickej aktivite, k d’alsSiemu deleniu buniek
ak vytvoreniu primordii, ¢o su zakladné organy, ktoré su dolezité
pre postembryonalny vyvoj (Peris a kol., 2010). Embryo a v niektorych
semenach aj endosperm expanduju a dosiahnu svoju konecnu vel'kost. V tejto

faze sa taktiez ukladaju zasoby latok v endosperme, perisperme a v klicnych
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listoch embrya (Vinter a Machdckova, 2013). Medzi tieto zasobné latky patria
napriklad proteiny, lipidy, priCom mnohé semena ukladaju taktiez toxické latky,
akymi su napriklad lektiny, fenoly a inhibitory amylaz. (Srivastava a kol., 2002).
Tieto syntetické aktivity prebiehaju az do tretej fazy, ktoru nazyvame aj fazou
dezikacie, kedy semena stracaju vodu, vysychaju a dostavaju sa do Stadia
dormancie (Srivastava a kol., 2002). V tejto faze dochadza aj k oddel'ovaniu
semena od pletiv materskej rastliny v mieste funikulu za vzniku hila (Vinter

a Machackova, 2013).

Ako bolo vysSie spomenuté semeno sa sklada zdvoch produktov
oplodnenia, ato zembrya aendospermu, tie su obklopené tretou zlozkou,
ato osemenim, ktoré je odvodené od matky. Ich uspeS$na interakcia
je podmienkou pre to, aby semeno dokoncilo svoj vyvoj a doslo k produkcii
zivotaschopnych embryi a k zalozeniu novej generacie rastlin (Lafon-Placette
a Kohler, 2014). V priebehu vyvoja semien niektorych druhov, napriklad
hrachu, endosperm postupne zanika, takze embryo sa dostava do priameho

kontaktu s osemenim (Obrazok 1).
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Obrazok 1: Fazy vyvoja semena soje (Glycine max (L.) Merrill), kedy v prvej
faze je naznaCeny vyvoj embrya, endospermu a ostatnych extraembryonalnych
Struktar. 'V druhej faze dochadza kvytvoreniu zakladnych orgéanov,
k expandovaniu embrya a endospermu. V poslednej faze je zrelé plne vyvinuté
semeno, ktorého endosperm bol absorbovany embryom, a preto dochadza
k priamemu kontaktu osemenia a embria (Obrazok je prevzaty aupraveny

z prace Le a kol., 2007).

2.2. Osemenie

Osemenie pochadza zbunkovych wvrstiev, ktoré obklopuju wvajicko
(Haughn a Chaudhury, 2005). Ulohou osemenia je, ze poskytuje ochranni
vrstvu pre vyvijajucu sa zygotu, obmedzuje prijem vody behom dormancie
a klienia, ul'ahCuje Sirenie semien (Zablatzkd a kol., 2021) a funguje ako kanal
pre prenos enviromentalnych podnetov do vnutra semena, aby bolo schopné
reagovat na zmeny vo vonkajSom prostredi. Ukazalo sa, ze v osemeni
sa nachadzaju enzymy, ktoré v osemeni pretrvavaju desatrocia a uvolnia sa
az pri hydratacii semena. Schopnost osemenia obmedzovat' stratu vody
a zabezpeCovat semenu obranu pred mechanickym poskodenim pretrvava
aj po tom, ako semeno plne dozrie vd’aka sklerenchymu (Lanning a Eleuterius,

1992).
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U hrachu st behom vyvoja osemenie a aj zarodok fotosynteticky aktivne
(Radchuk a Borisjuk, 2014, Zablatzka a kol., 2021). U bobovitych rastlin je
osemenie tvorené¢ dvomi integumentmi, pricom bunky z oboch integumentov
podliehaju rychlemu rastu a diferenciécii po oplodneni vajicka a tieto procesy su
koordinované s endospermom. (Zablatzkd a kol., 2021). Vnutorna vrstva pocas
vyvoja Ciastocne mizne, zatial' Co vonkajsia vrstva vytvara niekol’ko odlisnych
vrstiev avytvara Struktiru osemenia (Obrazok 2) (Esau akol, 1965).
Pre bobovité rastliny je typicka viacvrstvova Struktira osemenia, ktora vo svojej
vonkajSej vrstve zahriia makro- a osteosklereidy a parenchymatické pletivo

vo vnutornej vrstve (van Dongen a kol., 2003).

2.2.1. Vrstva sklereid

Vrchna vrstva osemenia je tvorena jednou vrstvou tesne zhustenej palisady
radialne pretiahnutych sklereid, ktoré mdézeme inak nazvat aj ako palisadové
bunky, ¢i makrosklereidy, pre ktoré je typické, ze maju nerovnomerne zhrubnuté

bunkové steny.

Vo vrstve makrosklereid sa taktiez nachadza priehl’'adné oblast stien, ktora
oddeluje koncové cCasti od ich bazalnych casti. Tuto liniu, ktord sa tiahne
cez makrosklereidy nazyvame svetla ciara (linea lucida) ajej farba je
pripisovana modifikaciam v ukladani polysacharidov a impregnacii bunkovej
steny (Hamly akol, 1935, Smykal akol., 2014). Vrstva buniek
pod makrosklereidami sa diferencuje na osteosklereidy alebo lagenosklereidy.
Vo vrstve osteosklereid sa taktiez nachadzaji napadné vzduchom naplnené
medzibunkové priestory, ktoré vznikaji pocCas diferenciacie osemenia
v miestach, v ktorych doslo k bunkovej smrti. (Ranathunge a kol., 2010).
V okoli hila sa vrstva osteosklereid spaja s hrubostennym parenchymom

a vytvara tvar hviezdy (Smykal a kol., 2014).

Vonkajsie bunkové steny su pokryté vrstvou kutikuly aich tvar spolu
s voskovymi usadeninami urcuje texturu povrchu osemenia (Giine a kol., 2013).
Kutikula pokryva semeno, okrem hila a tvori suvisla vrstvu. Taktiez sa povazuje

za najvzdialenejsiu bariéru prijmu vody (Smykal a kol., 2014).
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2.2.2. Parenchymaticka vrstva

NajvnutornejSia Cast osemenia tvorend parenchymatickymi bunkami,
ktoré su predizené v tangencialnom smere a nachadzaji sa v nich vzduchom
naplnené medzibunkové priestory. Parenchymatické bunky sa v osemeni
nachadzajo vo wviacerych vrstvach, ktoré priliehajd  k endospermu
(Hamly a kol., 1932). Tato vrstva je niekedy taktiez oznaCovana aj
ako vyzivovacia vrstva vdaka jej funkcii, ktort zastava pri vyvoji embrya
(Van Dongen a kol., 2003). V parenchymatickej vrstve su taktiez zapustené
cievne systémy osemenia, ktoré su u hrachu relativne jednoduché s jednym
chalazdlnym cievnym zvdzkom advoma boc¢nymi vetvami, ktoré ustia
do osemenia. PoCas dozrievania osemenia stracaju parenchymatické bunky
protoplast ~amoze  dojst  krozdrveniu  najvnatornejSich  vrstiev

(Smykal a kol., 2014).

2.2.3. Mikropyla a hilum

Hilum uvolneného semena je vyrazne ovalna alebo okruhla abscisna
jazva, ktora sa nachadza v chalazalnej oblasti semena a je pozostatkom spojenia
s materskou rastlinou cez funikulus. V tejto oblasti sa nachadza aj dalia
zvysSkova vrstva palisadovych buniek funikularneho poévodu, ktoré su
oznacCované ako horna palisada alebo kontrapalisada (z angl. counter-palisade)
a st sucastou hilovej jazvy (Lackey a kol., 1981). V palisadovej vrstve hila sa
nachadza centralna puklina, ktord nazyvame hilova $trbina. Strbina hila
prekryva pruh tracheid v oblasti medzi mikropylou aovularnym zvdzkom
nadruhej strane (Obrazok 2). Ulohou tejto strbiny je, e funguje
ako hygroskopicky aktivovany ventil. V priebehu dozrievania semien je Strbina
otvorena v pripade, ze je vlhkost vel'mi nizka a semeno vysycha, naopak ked’ je
vlhkost' vysoka, tak sa trhlina uzavrie a semeno vlhkost’ neabsorbuje (Smykal

a kol., 2014).
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Obrazok 2: Zlozenie osemenia u bobovitych rastlin. (A) VIavo, prieny rez
osemenia Pisum sativum, so schematickym nakresom, vpravo; vrstva
makrosklereid pokryta vrstvou kutikuly, pricom vonkajsie Casti makrosklereid
st od vnatornych &asti oddelené svetlou &iarou. Ustredni Gast osemenia tvoria
osteosklereidy. NajvnutornejSia Cast osemenia je tvorena vrstvami
parenchymatickych buniek. (B) Prieny rez osemenim P. sativum v oblasti hila.
Makrosklereidy st pokryté hornou palisadou (kontrapalisadou). V oblasti hila sa
nachadza hilova Strbina, ktora obklopuju vrstvy parenchymu a tie sa prepajaja
s medzibunkovymi priestormi osteosklereid (Obrézok prevzaty a upraveny

z prace Smykal a kol., 2014).

2.2.4. Dormancia semien

Dormancia semien je vrodena vlastnost smena, ktora definuje, kedy ma
semeno vhodné podmienky prostredia a je pripravené na kli¢enie. Vdaka
dormancii dochadza k nac¢asovaniu klicenia tak, aby nedoslo k skorému kli¢eniu

a naslednému uthynu klic¢iacej rastliny. Chrani semend pred nepriaznivym
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pocCasim, pred bylinozravcami alebo pred sezénnou konkurenciou ostatnych
rastlin (Finch-Savage akol., 2006). Dormanciu delime na: fyzikalnu,

morfologicku a fyziologicku.

Fyzikalna dormancia je zabezpeCena obalmi semena (osemenim) alebo
plodu, ktoré obsahuju palisadu radialne pretiahnutych lignifikovanych buniek,
ktoré su nepriepustné pre vodu. Vyvija sa behom dozrievania a vysychania
semien alebo plodov (Baskin a Baskin, 2000). Semeno zostava v pokoji
do chvile, kym niektoré zvonkajSich faktorov neumoznia rozruSenie
ochrannych obalov, atie sa stanu priepustnymi pre vodu. Medzi tieto faktory
patria napriklad teplota (vysoké alebo kolisavé teploty), oheri, kolisanie vlhkosti,

mrazenie alebo prechod traviacim traktom zvierat (Baskin a Baskin, 2000).

Morfologickd dormancia je typom dormancie, kedy je semeno malé,
nedostatocne vyvinuté a diferencované (Baskin a Baskin, 2000). Semena, vSak
nie su spiacimi a nepotrebuju ziaden vonkaj$i zasah aby dosSlo k preruseniu
dormancie a zacCiatku klicenia. Semena, vSak potrebuju Cas k tomu aby dorastli

do plnej velkosti, a az potom dojde ku vykliceniu (Baskin a Baskin, 2004).

Fyziologickd dormancia zahriia vo svojich procesoch rastové regulatory,
kl'iCovy je pomer kyseliny abscisovej (ABA) a giberelinov (Coleman a kol.,

1987).

2.3. Ochrana semena

Semena su kritickymi zlozkami pre prezitie va¢Siny rastlin, a preto je
nutné aby boli dostato¢ne chranené. (Zangerl a Bazzaz, 1992). V pdde semena
pretrvavaju zivotaschopné v nevykliCenom stave (Schafer a Chilcote, 1969),
pricom tento stav pokoja je zachovavany pomocou dormancie, ktora brani
kliceniu pocas nepriaznivého obdobia (Dalling a kol., 2011). Semena maju
fyzikalne, chemické a biochemické ochranné mechanizmy, ktoré chrania
semena nie len pred nepriaznivymi podmienkami, ale taktiez aj pred rozkladom

mikroorganizmami a bylinozravcami (Fuerst a kol., 2014).

2.3.1. Fyzikalna ochrana

Fyzikélna ochrana je zabezpeCena hrabkou a odolnostou proti prasknutiu

uzatvaracich Struktur, ktoré chrania semeno (Tiansawat a kol., 2014).
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Nepriepustnost semena spdsobuju nerozpustné polyméry fenolovych latok.
Vich polymeracii hraja dolezitd rolu, peroxidazy, ¢i polyfenoloxidazy
(Hradilova akol., 2019). Medzi fenolové latky, ktoré sa nachadzaju
v osemeni, tvoria fyzicki ochranu a ovplyviiuji pigmentaciu semena patria

napriklad flavonoidy.

Flavonoidy su sekundarne metabolity a patria sem flavonoly, antokyany,
izoflavony a taniny, priCom v osemeni hrachu sa dokézala pritomnost
proantokyanidinov, ktoré tvoria zaklad pre kondenzované taniny (Dixon a kol.,
2005; Zhao a kol., 2010). Tieto polyfenolové zlticeniny si schopné ovplyviiovat
priepustnost vody do semien (Moise a kol., 2005).

2.3.2. Chemicka ochrana

Je forma ochrany, na ktoru sa semena pocas dozrievania spoliehaju
najviac, pretoze v tychto Stadiach este nie st fyzikalne ochranné Struktary uplne
vyvinuté. Chemickd ochrana zapriCifiuje zhorSenie chuti semien, znizenie
pravdepodobnosti mikrobialnej infekcie a zrychlenie vyvoja semien (Aide
a Londono, 1989; Tewksbury a kol., 2008). Medzi latky zabezpeCujuce
chemicka obranu rastlin patria glukozinolaty, alkaloidy, terpenoidy, fenoly,
saponiny, inhibitory proteaz a pod., ktoré si vel'mi ti¢inné proti bylinozravcom,
hmyzu a maju aj antibakteridlnu a antifugalnu aktivitu (Mayer a kol., 2004).
V korenioch a stonkach je chemickd ochrana pomerne dobre prestudovana,
avSak v semenach a listoch je pohl'ad na chemicku obranu brzdeny nedostatkom
stadii, ktoré porovnavaji chémiu listov asemien. Pri $tudii na rastline
Macaranga bola pozorovana zvySena diverzita fenolov v listoch (priblizne
trikrat), zatial' ¢o u semien je chemicka ochrana viac Specializovana, a taktiez sa

zistilo, Ze semena maju vacsi obsah amidov, nez listy (Whitehead a kol., 2013).

2.3.3. Biochemicka ochrana

V tejto bakalarskej praci sa d’alej zameriame hlavne na biochemicku
ochranu. Predpokladame, ze semena maju biochemickii ochranu zalozenu
na enzymoch, ktorych obsah v semenach je casto v ovela wvysSich
koncentraciach, nez v inych Castiach rastlin (Terras a kol., 1995). Medzi tieto
enzymy vyskytujuce sa v osemeni patria polyfenoloxidazy (PPO), peroxidazy,

oxalatoxidazy a chitinazy. Peroxidazy tvoria rodinu rastlinnych izoenzymov.
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St to monomérne glykoproteiny, ktoré vo svojej Struktire obsahuji hem
a pri reakciach vyuzivaju peroxid vodika alebo kyslik na oxidéaciu Sirokého
spektra molekul (Yoshida a kol., 2003). V rastlinach sa podiel'aji na mnohych
bunkovych procesoch, napriklad pri vyvoji semien, biosyntéze ligninu,
reakciach na stres a pri obrannych reakciach (Jouili a kol., 2011). Oxalatoxidazy
vytvaraju peroxid vodika degradaciou kyseliny stavelovej, pricom sa podielaja
na regulacii bunkového wvyvoja, diferenciacie, signalizacie a obrannych
systémov rastlin (Requena a Bornemann, 1999). Chitinazy patria medzi
glykosidazy, ktoré zabezpecuju degradaciu chitinu, a tym prispievaju k tvorbe
uhlika adusika (Hamid a kol, 2013). Pri vyskume ovsa hluchého bolo
indukované uvol'nenie obrannych enzymov do prostredia okolo semena (Fuerst
a kol., 2018). Vsetky Styri enzymy sa podielaju na hostitelovi asociovanej
obrane (Hiicklehoven a kol, 2007) atvoria prva liniu pri  obrane

voci patogénom.
2.3.4. Rozdiely medzi kultirnymi a planymi genotypmi

Kultirne rastliny sa lisia od svojich pribuznych planych genotypov
v mnohych znakoch (domestika¢ny syndrom). Domestika¢ny syndrom popisuje
vlastnosti, ktoré vznikli na zéklade preferencii Cloveka pre zisk I'ahkej urody
ainych vyhod rastu zapri¢inenych ludskym mnozenim rastlin. Samotné
vysledky domestikacie rastlin si formované selekciou, ktora bola riadena
clovekom, postupmi v pestovani a prostredim, v ktorom su pestované (Smykal
a kol., 2018). Rovnako si zmeny pozorovatené aj u semien, ktoré sa menili
v priebehu domestikacie. Prevazne su preferované genotypy, ktoré maju

napriklad chutnejSie semena (Smykal a kol., 2018).

Naslo sa mnoho rozdielov medzi semenami planych (dormantnych)
a kulturnych (nedormantnych) hrachov. Jeden z prvych zistenych rozdielov
bol rozdiel v hrubke osemenia, pricom plané genotypy maju podstatne hrubsie
osemenie, nez kultarne (Hradilova a kol., 2019). Predpoklad bol, ze hrubka
osemenia ovplyviiuje mieru dormancie u semien hrachu, nakol'ko dormancia,
ktora sa prejavuje nepriepustnym obalom semien je typicka pre plané genotypy
bobovitych rastlin, a tato vlastnost sa u kulturnych genotypov stratila v priebehu

domestikacie (Janskad a kol., 2019).
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Rozdielom je taktiez odliSnost’ v chemickom zloZeni osemenia, kedy sa
dokazalo, ze v planom genotype su v osemeni vo vysokych koncentraciach
zastupené  diméry atriméry gallokatechinu, kvercetinu, myricetinovych
ramnozidov, hydroxylovanych mastnych kyselin a d’al§ich latok, zatial
¢o v kultarnych genotypoch st zastipené v ovel'a nizsej miere (Hradilovd a kol.,

2019).

Dalsim rozdielom je mnoZstvo pigmentov, ktoré sa nachadzaju v osemen
(proanthocynidiny, PA). V osemeni dormantnych semien sa ukazalo, Ze obsah
PA je priemerne 2,18 mg/g a unedormantnych semien je 1,77 mg/g.
U bobovitych rastlin sa ukéazala asociacia medzi pigmentaciou a priepustnostou
vody v semenach, kedy nepigmentované semena prepustaju vodu rychlejsie
ako pigmentované  semena, apreto dochadza kich rychlejSiemu
ajednoduchsiemu kliceniu (Hradilova a kol., 2019). V tejto praci budeme

pracovat’ ako s kulturnymi tak aj s planymi genotypmi.

2.4. Polyfenoloxidaza

Polyfenoloxidaza (EC1.10.3.1, PPO) je Casto nazyvana aj ako tyrozinaza,
polyfenolaza, creolaza alebo katecholoxidaza. Patri medzi medené
oxidoreduktazy (Balarynovd a kol., 2022), ktoré pozostavaju z N-terminalneho
chloroplastového a tylakoidného tranzitného peptidu, dvoch atomov medi,
po ktorych nasleduje neusporiadany linker a C- koniec tieniacej domény
(Marusek a kol., 2006; van Gelder a kol., 1997). Tieniaca doména obsahuje
rezidudlnu nahradu, ktord tvori miesto oxidécie nepristupné pre pre-PPO (Li
a Steffens, 2002). Rastlinnd PPO je aktivovana pri nizkom pH ~3,5
alebo detergentmi proteolytického Stiepenia (Leufken a kol., 2015).

Rastlinné polyfenoloxidazy tvoria homo- alebo oligodiméry (Dirks-
Hofmeister a kol., 2012; Molitor a kol., 2016). Spolo¢nou crtou PPO
v organizmoch je, ze je potrebna katalyticka aktivacia enzymu. V rastlinach

sa PPO nachadzaju ako latentné pre-PPO.

Ukazalo sa, ze s domestifikaciou niektorych plodin sa spéja strata funkcie
génov pre PPO. Co sa ukultirneho genotypu hrachu prejavilo zniZenou
aktivitou PPO, ktora bola sposobena deléciou v géne PPO a vedie k vzniku

pred¢asného stop kodoénu. Zatial, €o viacSina kultirnych genotypov nema
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funk¢na PPO, u planych genotypov sa ukazala jej vysoka aktivita (Balarynova
a kol., 2022). Ked'ze k vyvolaniu aktivity PPO casto dochadza pri poraneni
alebo napadnuti patogénmi sa vSeobecne veri, ze PPO zohrava doleziti ulohu

v obrane rastlin (Sullivan a kol., 2015).

2.4.1. Reak¢ny mechanizmus

Enzymaticka aktivita PPO zavisi od dvojjadrového medeného paru, ktory
je koordinovany 6 histidinovymi zvyskami. PPO je najmenej uCinna oxidaza
medzi fenoloxidazami, pricom najlepSie funguji vrozmedzi pH 5 — 6,5
a pri teplotach 20 — 40 °C (Queiroz a kol., 2008). PPO u hrachu su schopné
oxidovat orto-difenoly alebo katecholy na orto-chinény (Solomon a kol., 1996).
Chinony, ktoré si vytvarané PPO si velmi vysoko reaktivne a su schopné
zosietovat’ alebo alkylovat’ proteiny, ¢o vedie k bezne pozorovanym hnedym
pigmentov (Obrazok 3), ktoré sa prejavuju pri mechanickom poskodeni
rastlinnych pletiv (Constabel a Barbehenn, 2008). Vd’aka tymto mechanizmom
oddelujeme PPO na tyrozinazy, ktoré katalyzuji obe vysSie spomenuté reakcie

a katecholoxidazy, ktoré maju iba difenolazovu aktivitu (Solomon a kol., 1996).

Rastlinné PPO maju ako trieda Siroka substratovu Specifickost’ (Sullivan
akol., 2015) a ich kluCovymi substratmi si fenoly, medzi ktoré patria
napriklad katechol,  4-metylkatechin,  katechin,  epikatechin, = DOPA
(3,4- dihydroxyfenylalanin) a kyselina kavova (Mayer a kol., 2006).

2.4.2. PPO a hnednutie plodov

Rastlinné PPO st zname tym, ze hraji ilohu v hnednuti v dosledku tvorby
melaninovych pigmentov (Obrazok 3), o negativne ovplyviuje komercnu
hodnotu mnohych pol'nohospodarskych vyrobkov. Kvalitativne a kvantitativne
zlozenie PPO fenolickych substratov je medzi druhmi rozne a mé za nasledok
roznu intenzitu hnednutia. Enzymatické hnednutie zavisi hlavne na pdsobeni
tyrozinaz a lakaz, ktoré vznikaju napriklad v hrozne a plesniach (Solomon a kol.,

1996; Taranto a kol., 2017; Tran a kol., 2012).
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Obrazok 3: Enzymatické hnednutie plodov sposobené ti¢inkami PPO (Obrazok

redukéné Einidlo

prevzaty a upraveny z prace Jukanti a kol., 2017).

2.4.3. Genomické a genetické aspekty PPO

Dostupné genomické informacie pre rastliny naznacuja, ze rodina génov
PPO ma rozdielne medzidruhové Struktury a rozne velkosti, ¢o je spOsobené
liniovo Specifickymi expanziami a v dosledku straty génov (Tran a kol., 2012).
Avsak napriklad v pripade rastliny Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. neboli
najdené ziadne predpokladané gény pre PPO. V réznych homologoch PPO
modze dojst k asociacii s odliSnymi regulaénymi vzormi a profilmi expresie.

(Thipyapong a kol., 2004).

Soja (Glycine max) je druh s velkou rodinou génov pre PPO, ktoré by
mohli byt vytvorené duplikaciou tandemového génu, tento predpoklad vychadza
ztoho, ze sa gény pre PPO nachadzaju na chromozome v tesnej blizkosti
a aj z toho, ze sa v soji takmer tri Stvrtiny génov nachadzaju ako duplikaty alebo
viaceré kopie, priCom niektoré si usporiadané v tandeme (Schmutz a kol., 2010).
V s0ji sa nachadza velké mnozstvo roznorodych fenolov a flavanoidov, z coho

vychadza aj vysoka aktivita PPO (Constabel a kol., 2010; Yu O a kol., 2003).

Rodinu génov PPO u rajciaka tvori 7 ¢lenov, ato PPO A, A, B, C, D, E
a F zoskupenych na 8 chromozome. Ako u vdcsiny génov pre PPO ani gény

uraj¢iaka neobsahuju introny. Gény si vysoko konzervované a vykazuju
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priestorovo a Casovo rozdielnu expresiu vo vegetativnych a reprodukcnych

organoch rastliny (Thipyapong a kol., 2004).

2.4.4. ZvySena a zniZena expresia PPO

Rastliny st poc¢as svojho zivota vystavené vel'kému mnozstvu biotickych
a abiotickych stresovych faktorov, ktoré mézu zasahovat' individualne alebo
sucasne, a preto musi byt obrana rastlin dostatocne flexibilnad (Thipyapong
a kol., 2007). Toto si mdzeme dokazat na Studii transgénnych rajciakov:
antisense PPO rastliny s potlatenou aktivitou PPO a sense PPO s nadmerne
exprimujucou aktivitou PPO a obe nesu kopie T-DNA (Hunt a kol., 1993).
Pricom pri beznom pestovani a raste v skleniku nezohravala zmena expresie
ziadnu rolu v raste rastlin. Pri napadnuti transgénnych raj¢iakov baktériou
Pseudomonas syringae so znizenou expresiou PPO patogénmi doslo k zvySene]
citlivosti na patogény ato spdsobilo az desat nasobne vySsi pocet 1ézii
(Thipyapong a kol., 2004). Pri pat az desat nasobne zvySenej expresii PPO
u raj¢iaka doslo az k pétnast’ nasobne nizSiemu poctu 1ézii a az sto nasobne
niz§iemu rastu P. syringae (Thipyapong a kol., 2007). Za pouzitia toho istého
patogénu na kultivary fazule doSlo pri rastlinach so zvySenou rezistenciou
k rovnakému vysledku (Campos a kol., 2004). Prehnana odpoved v mieste
infekcie sa Casto prejavuje ako nekrotické 1ézie, ktoré vyplyvaju zo smrti

hostitel'skej bunky (Dempsey a kol., 1999; Staskawicz a kol., 1995).

Experiment d’alej dokazal, ze peroxid vodika, ktory je generovany PPO
moze posobit ako induktor biosyntézy fytoalexinu a produkcie kyseliny
salicylovej a etylénu, rovnako, ako spustaca bunkovej smrti, ktord vedie
k obmedzeniu 1€ézii v okoli zdravych pletiv a tak m6zu vyvolat’ imunitu rastlin
(Thipyapong a kol., 2007). PPO sa podiel'a na rezistencii vo¢i patogénom vd'aka
vysoko reaktivnym chinonom, ktoré prechadzaju sekundarnymi reakciami,
ato: 1,4 adiciou o-chinbnov k bunkovym nukleofilom a obratenou

disproporcionéciou chinonov na semichinonové radikaly.

2.4.5. Fenolové zliceniny

Fenolové zluCeniny tvoria velki heterogénnu skupinu primarnych
a sekundarnych metabolitov, v ktorych sa nachadza aspoti jeden hydroxylovany

aromaticky kruh. Fenolové zluceniny, medzi ktoré patria melaniny a flavonoidy
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st antioxidanty, ktoré chrania rastliny pred UV ziarenim a reaktivnymi formami
kyslika (Carletti a kol., 2014; Cheynier a kol., 2013). V kutikule, osemeni
a cievnom systéme sa hromadia ligniny a iné Struktirne fenolické polyméry,
ktoré zabezpecuju ochranu voci vysychaniu a bylinozravcami. Vac¢sina znamych
jednoduchych fenolovych metabolitov a aromatickych kyselin v rastlinach
pochadza zo Sikimatovej drahy. Aminokyseliny fenylalanin a tyrozin su
vychodiskovym bodom rastlinnej fenylpropanoidove; drahy, ktorej
polymerizacné reakcie su katalyzované peroxidazami (PRX), lakazami (LAC)
a polyfenoloxidazami (PPO). Najviac zastipenym fenolovym polymérom
jelignin v cievnatych rastlinach (Barros akol, 2015). Lignin pochadza
z oxidativne] polymerizacie fenylpropanoidov, ktoré st produkované
bunkovymi stenami a tvoria spolu komplexné Struktiry Specifické pre rozne
typy buniek (Terashima a Fukushima, 1988). Okrem vyvojovych procesov,
niektoré polyfenoly vznikaju Specificky, ako odpoved’ na poranenie (Decker

a Terwilliger, 2000).

3 Material a metody

3.1. Biologicky material

Pre transkriptomicka analyzu génov boli vybrané 4 genotypy hrachu
(Pisum sp.): jeden plany genotyp (Pisum elatius M. Bieb.) JI261 a tri kultarne
genotypy (Pisum sativum L.) Cameor, P1181958 a ATC7025. Odroda Cameoru
bola ziskana z génovej banky INRA, Franctuzsko, genotyp JI261 bol ziskany
z John Innes Pisum Collection, Norwich, Anglicko, syrsky genotyp PI181958
bol ziskany z génovej banky United States Department od Agriculture, Pullman,
USA a ¢insky genotyp ATC7025 bol ziskany z Australian Grains Genebank,

Horsham, Australia.

Rastliny boli pestované v péatlitrovych nadobach v substraitovom mixe
raSelina-piesok v pomere 90:10 (Florcom Profi, BB Com Ltd. CZ) s dennymi
anoénymi teplotami pohybujicimi sa v rozmedzi 35 — 20°C/ 18- 12°C
v sklenikoch katedry Botaniky Univerzity Palackého v Olomouci v obdobi
januar az maj 2021. Fotoperioda bola prediZena na 14 hodin s pouZitim

dodato¢ného osvetlenia pomocou sodikovych vybojok (Hortilux Schreder,
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Holland, s vybojkou Sylvania Grolux 600 W). Nahodne vybrané kvety boli
oznaCené S§titkom s datumom v dei ked sa otvorili. Vzniknuté lusky
so semenami boli zbierané v rozmedzi 13, 17, 23 a 28 dni od otvoreni kvetov
(days after pollination, DAP) (Tabulka ¢. 1). Semend boli na l'ade vynaté
z luskov, vypreparované osemenia aembrya boli okamzite prenesené

dotekutého dusiku a ulozené do mrazaku (-80°C).

Pre rezy na kryomikrotome boli suché semena vsetkych 4 genotypov
(Cameor, JI261, PI181958 a ATC7025) ponechané imbibovat v tme po dobu
24 hodin vo vode pri laboratornej teplote aby dostatocne napucali a bolo mozné

ich narezat a farbit’.

Tabul’ka €. 1: Vyvojové stadia Studovanych genotypov

Studované genotypy
Kultirny Plany
Cameor PI181958 ATC7025 JI1261
13 13 13 13
Stadium 17 17 17 17
(DAP) 23 23 23 23
28 28 28 29

3.2. Pouzité chemikalie

4-metylkatechol (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Agaréza (Bioline, UK)

Baseline-ZERO DNAase (Epicentre Bio, USA)

Baseline-ZERO DNAase Reaction Buffer (Epicentre Bio, USA)

Cryo-Gel (Leica Biosystems, USA)
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Etanol (VWR International, USA)

EZ-Vision® Bluelight DNA dye (VWR International, USA)

Fenol saturovany 0,1 M citratovym pufrom pH 4,3 (Sigma-Aldrich, Nemecko)
GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific, USA)

Glycerol (Tamda, Ceska republika)

Chlorid sodny (Lach-Ner, Ceska republika)

Chloroform (Lach-Ner, Ceska republika)

Izoamylalkohol (Lach-Ner, Ceska republika)

Izopropylalkohol (VWR International, USA)

Kyselina borita (Lach-Ner, Ceska republika)

Kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Kyselina octova (Tamda, Ceska republika)

Primery Psat1g206360, Psat5g212520 a Psat6g025120 (Generi Biotech, s.r.o.,
Hradec Kralové, CR)

PureLink® Plant RNA Reagent Invitrogen (Invitrogen, USA)
RiboSafe RNase Inhibitor (RRI) (Bioline, UK)
RNase-free voda

SensiFAST ¢cDNA Synthesis KitSensiMix TM SYBR® Low-ROX Kit
(Bioline, UK)

SensiMix TM SYBR® Low-ROX Kit (Bioline, UK)

Tris base (Sigma-Aldrich, Nemecko)

3.3. Pouzité roztoky

Fenol: chloroform: izoamylalkohol (v pomere 25:24:1)
Chloroform: IAA (v pomere 24:1)

TBE pufor (40 mM Tris base, 45mM kyselina borita, | mM EDTA)
Toluidine Blue O (0,01% vo vode, Sigma-Aldrich, Nemecko)
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3.4. Pouzité pristroje a zariadenia

Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendort, MPS 1000 Mini PCR Plate Spinner,
Labnet)

Centrifuga (VWR ® PCR Plate Spinners, Avantor)

Flowbox (PV - 102, TelSTAR)

Kryomikrotom (Leica CM1950,Leica Biosystems)

Laboratorne vahy (572-35)

Mikroskop (CX31 Upright Microscope, Evident)

Nanodrop (NanoDrop™ 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific™)
Termocykler (CFX96TM Real-Time Detection System, Bio-Rad)
Termocykler (The Mastercycler ® nexus X2, Eppendorf)

Termocykler (ThermoCell MixingBlock MB-102, Bioer)

Trepacka (MS2 Minishaker, IKA)

Termoblock (Termo Block MB — 102, BIOER.)

Vortex (Wizard X Vortex Mixer F202A0125 w/ Sensor, Velp Scientifica)

3.5. Pomocky
Bunicita vata

Hrebene pre elektroforézu
Kadicky

Spachtla

Pinzeta

Spicky
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96jamkova doska na PCR

Maziar a ticik

2 ml skimavky (Eppendorf)

Skalpel

Kovové terciky ku kryomikrotomu

3.6. Metody

3.6.1. Izolacia RNA

Pre izolaciu RNA boli pouzité osemenia hrachu Styroch vyvojovych §tadii

(DAP), styroch roznych genotypov (Cameor, JI261, PI181958, ATC7025).

Osemenie bolo vypreparované na l'ade a nasledne ulozené do tekutého dusiku,

kde bola prevedena homogenizéacia materialu pomocou maziara a tl¢iku.

Izolacia RNA bola prevedend pomocou PureLink® Plant RNA Reagent

kitu. Vyuziva sa pre izolaciu RNA z <0,1 g rastlinného pletiva.

Postup podla protokolu vyrobcu:

. Do skrutkovacej skumavky pridat’ 0,5 ml PureLink® Plant RNA

Reagentu k priblizne 0,1 g zmrazeného rastlinného materialu
a vortexovat’, kym sa vzorka uplne rozsuspenduje.

Skumavku horizontalne polozit' ainkubovat pri izbovej teplote
5 minut.

Centrifugovat pri 12000 rpm 2 minuty pri izbovej teplote. Preniest
supernatant do Cistej mikroskiumavky.

K supernatantu pridat’ 100 pul 5SM NaCl a 300 pl chloroformu a vzorku
vortexovat'.

Centrifugovat pri 12000 rpm 10 minut pri teplote 4°C. Odobrat’ hornu
vodnu faza a prepipetovat ju do novej mikroskimavky.

K supernatantu pridat 500 pul izopropylalkoholu, vortexovat’ a nechat

stat’ 10 minut pri izbovej teplote.
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7.

Centrifugovat’ pri 12000 rpm pri teplote 4°C 10 minut. Odpipetovat
supernatant a k peletu pridat’ 1000 pul 75% etanolu.

Centrifugovat 1 mintUtu pri izbovej teplote a supernatant vyliat
do odpadnej kadicky.

Pridat’ k peletu 40 ul RNase-free voda. Prepipetovavat, kym sa pelet
uplne resuspenduje. Pokial wvznikli bublinky je nutné vzorku
centrifugovat’ 1 minutu pri izbovej teplote. Vzorky nasledne ulozit

do -80°C.

3.6.2. Odstranenie zbytkov genomickej DNA

Pred prepisom RNA na cDNA je nutné precistenie vzorky aby boli

odstranené vsetky zbytky DNA, ktoré by mohli branit spravnej PCR

amplifikacii tym, ze dochadza k vzniku neSpecifickych produktov.

Postup:

Vzorky rozmrazit' na lade, na ktorom je nutné pracovat’ po celt dobu.
K 40 pl vzorky RNA pridat’ 6 pl 10x Baseline-Zero DNase Reaction
pufru, 3 pl Baseline-Zero DNase a 1 pl ribonukledzového inhibitoru

a vzorku inkubovat pri 37°C 20 minut.

3. Vzorky doplnit vodou na 200 pl.

K vzorke pridat 200 pl fenol:chloroform:izoamylalkohol (25:24:1)
a vortexovat. Vzorku ponechat’ nalade aby sa sformovali 2 faze
a nasledne zvortexovat. Okamzite centrifugovat pri 13000 rpm
10 minut pri 4°C.

Supernatant preniest do nove] mikroskumavky, pridat 300 pl
chloroformu:izoamylalkoholu (24:1) poriadne zvortexovat’ a nasledne
centrifugovat’ 5 minut pri 13000 rpm pri teplote 4°C.

Prepipetovat’ supernatant do novej mikroskimavky a pridat’ 20 pl
kyseliny octovej a 550 pl 96% etanolu a nechat’ inkubovat’ v -80 °C
cez noc.

Po inkubacii nechat’ centrifugovat’ 30 minut pri 13000 rpm a pri teplote

4°C.
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8. Vyliat supernatant apridat 500 ul 70% etanolu anasledne
centrifugovat’ 5 minut pri 13000 rpm pri teplote 4°C.

9. Supernatant opatrne zliat' a pridat 96% ethanol a centrifugovat
5 minut pri 13000 rpm pri teplote 4°C.

10. Vyliat’ supernatant a nechat’ 1,5 mintty centrifugovat’ pre odstranenie

tekutiny a po odstraneni pridat’ a resuspendovat v 30 pul vody.

3.6.3. Syntéza cDNA

Prepis RNA do cDNA je uskutocneny na zaklade reverznej transkripcie.
Postup:

1. Vzorky rozmrazit na l'ade, na ktorom je nutné pracovat’ po celu dobu.

2. Vortexovat vzorky anasledne centrifugovat’ pri izbovej teplote
po dobu 1 minuty.

3. Pripravit reakénu zmes napipetovanim 4 pl 5x TransAmp pufrua 1 pl
RTazy.

4. Doplnit na objem 20 pl pomocou vody a vzoriek RNA prepoctom na
zaklade koncentracii RNA na 1 pg v jednotlivych vzorkach.

5. PremieSat pomocou jemného prepipetovavania.

6. Inkubovat reakénti zmes na nasledujucom programe v termocyklery

(Tabulka ¢. 2):
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Tabul’ka ¢. 2: Teplotny priebeh syntézy cDNA

Faza Teplota [°C] Cas [min]
Naviizovanie primerov 25 10
Reverzna transkripcia 42 15

VoliteI’'ny program
Y prog 48 15
(pre vysoko Struktiirované RNA)
Inaktivacia 85 5
Ako dlho je
Udrziavanie 4
potrebné

3.6.4. Kvantitativna PCR (qRT-PCR)

Metoda qRT-PCR sluzi ku kvantifikacii mRNA, priCom vo svojom jadre
vyuziva postupy a principy konvenénej PCR za vyuzitia Specifickych primerov
s réznymi hodnotami Uc¢innosti (Tabul'ka €. 3) a fluorescen¢ného farbiva (SYBR
Green I). Pri PCR v redlnom ¢ase sa akumulacia produktu meria pocas priebehu
reakcie v redlnom cCase s kvantifikaciou produktu po kazdom cykle. Detekcia je
umoznena pridanim fluorescencnej reportérovej molekuly, ktord umoziuje
pozorovanie zvySenej fluorescencie v jamkach so zvySujucim obsahom DNA
produktu, priCom namerané hodnoty fluorescencie si umerné celkovému
mnozstvu amplikonu. Vysledky qRT-PCR mozu byt kvalitativne, kedy urcuju,

¢i je sekvencia v skimanej vzorke pritomna alebo kvantitativne, kedy urcuju

pocet kopii.
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Tabul’ka ¢. 3: Utinnosti a sekvencie primerov pouZitych pri gqRT-PCR

] Uc¢innost’ . .
Gén . Forward primer Reverse primer
primerov

GGTGATTGGACC TGACAAGTCCTTT
Psat1g206360 0,95 AGGGAATACTGA CCCACATCT
GTT TGGTA

TGGGATTCTC GAAATCAACG

Psat6g025120 1,04
TTCACTTGCG GCCCATCTTC

AGGTGTTTGG TTCCCCTTGAG

Psat5g212520 0,90
TGCTGAGTAC TTGCTTCC

Ct hodnoty ziskané ztermocykleru su spracovavané pomocou
pocitaCového programu Microsoft Excel, pricom je vyuzivana metoda AACt,

ktora prezentuje zmeny na urovni génovej expresie, podl'a vzorca:

(E§ tudovany gén)ACPgtudovany gén(kontrola—vzorka)

pomer = )ACPTeferenén}', gén(kontrola—vzorka)

(Ereferentny gén

Hodnota Ct vyjadruje prahovy cyklus, takze pocet cyklov, v ktorom sa
podarilo dosiahnut’ fixn hodnotu produktu (Pfaffl a kol., 2001). Pri metdde
AACt najskor pre kazdy gén odCitavame hodnotu Ct kontroly (v naSom pripade
vzorky Cameor v prvom vyvojovom S§tadiu, Cameor 13) od Ct vzorky, ¢im
ziskame ACt, anasledne k sebe vztahujeme hodnotu ucinnosti umocnenu
na ACt Studovaného génu k tej istej hodnote pre kontrolny gén. Tym je ziskana
hodnota relativnej expresie Studovaného génu. Vysledné hodnoty si potom

v grafoch uvadzané ako priemery dvoch merani a strednej chyby priemeru (SE).
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Postup:

1. Do prazdnej mikroskimavky napipetovat’ jednotlivé zlozky reakénej zmesi,

pricom na 1 vzorku pouzijeme: 4,5 ul DEPC vody, 1,5 ul forward primeru,

1,5 pl reverse primeru a 12,5 pl farbiva SYBR Green.

2. cDNA je 10x nariedenda DEPC vodou.

3. Nasledne zmes napipetovat’ do 96jamkovej PCR dosky tak, ze napipetujeme

20 pl reakénej zmesi a 4 pl nariedenej cDNA.

4. Dosku vlozit' do termocykleru a nastavit program pre spravny priebeh

gRT- PCR (Tabulka €. 4):

Tabul’ka €. 4: Teplotny program pre qRT-PCR

Faza Teplota [°C] Pocet cyklov Cas [s]
Aktivacia
95 1 600
polymerazy
Denaturacia
95 15
Navizovanie
55-60 40 15
primerov
72 15
Predlzovanie

3.6.5. Rezy na kryomikrotome a farbenie preparatov

Kryomikrotom je pristroj pouzivany na rezanie zmrazenych vzoriek,

nakol’ko jeho znizena teplota zvySuje tvrdost’ vzoriek, a tym je mozné dosiahnut

mensSiu hrubku rezov a zlepsit' vizualizaciu Struktury daného preparatu.

Postup:

1. Nastavit’ na kryomikrtotome teplotu -20 °C a hrubku rezov 20 pum.

2. Nasledne naniest na ter¢iky gél (Leica) a vlozit’ do pristroja zamrznuat'.
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3. Kym terciky chladnt, skalpelom narezat’ Casti osemenia a hila na malé
Stvorce avypreparovat ich pomocou pinzety z pripravenych
genotypov hrachu.

4. Na schladené terCiky naniest’ kvapku gélu a pomocou pinzety vlozit
pripravené preparaty do gélu aopat vlozit na zmrazenie
do kryomikrotomu.

5. Po schladeni narezat preparaty, dat’ na podlozné sklicko a rozdelit
preparaty do 3 skupin pre nasledné farbenie.

6. Na jednu skupinu skli¢ok, ktoré obsahuji osemenie a hilum
prikvapnut’ Pasteurovou pipetou toluidinovu modru, nechat’ pdsobit
priblizne 30 sektind a opatrne oplachnut’ destilovanou vodou tak, aby
sme si neodmyli preparaty.

7. Druht skupinu skli¢ok tvoria sklicka pre stanovenie aktivity
polyfenoloxidazy, ku ktorym je nutné pridat MOPS (kyselina 3-(N-
morfolino)-propansulfonova) s 1-metylkatecholom a nechat’ posobit’
hodinu. Po hodinovej inkubéacii oplachnut destilovanou vodou.

8. Tretou skupinou su kontrolné sklicka pre stanovenie aktivity
polyfenoloxidazy. Na sklicka kvapnut’ ¢isty MOPS (kyselina 3-(N-
morfolino)-propansulfonovd) bez  1-metylkatecholu  a nechat
inkubovat’ hodinu. Po inkubécii omyt sklicka destilovanou vodou.

9. Na takto pripravené omyté sklicka prikvapnut’ 20% glycerol a prikryt

krycim skli¢kom a pozorovat’ pod mikroskopom.

4 Vysledky

Experimentalna cast bakalarskej prace bola zamerand na stanovenie
expresie génu kodujuceho polyfenoloxidazu (PPO) v priebehu vyvoja osemenia
planého a kulturneho hrachu a histochemicku lokalizaciu aktivity tohoto enzymu

v osemeni imbibovanych semien.

4.1. Expresia génu kodujuceho polyfenoloxidazu v priebehu
vyvoja osemenia

Pre potreby naSej prace pri transkriptomickej analyze boli v Styroch
roznych Stadiach vyvoja osemenia (13, 17, 23 a28 DAP, Tabulka ¢. 1)

navzorkované vybrané genotypy hrachu. Dva kontrastné genotypy, a to plany
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genotyp JI261 (s funkénym génom kodujicim polyfenoloxidazu) a kultarny
genotyp Cameor (nefunkéni gén kodujuci polyfenoloxidazu) (Balarynovd a kol.,
2022). Dalgie dva genotypy su kultarne genotypy pochadzajuce zo Syrie
(P1181958) aCiny (ATC7025) lisiace sa pigmentaciou osemenia, hila

aj funkcnostou génu kodujuceho polyfenoloxidazu (Tabulka €. 5)

Tabul’ka S: Popis vlastnosti pouzitych genotypov

Cameor PI181958 ATC7025 JI261
Kultirny/
Kult. Kult. Kult. Plany
plany
Pigmentacia ) ) .
Nepigment. Nepigment. Pigment. Pigment.
osemenia
Pigmentacia ) ) .
Nepigment. Nepigment. Pigment. Pigment.
hila
Dormancia | Nedormant. Nedormant.  Nedormant. Dormant.
Funk¢nost’
PPO Nefunk¢na Nefunk¢na Funk¢na Funk¢na

Po PCR analyze a vyhodnoteni dat pomocou metédy AACt sme urcili

zmeny na urovni génovej expresie nasledovne (Graf 1):

U kultirneho, nedormantného nepigmentovaného genotypu Cameor
nebola detekovana takmer ziadna expresia PPO. Expresia PPO bola vo v§etkych
Styroch §tudovanych stadiach rovnaka. Podobne aj u genotypu PI181958, ktory
je rovnako ako Cameor kulturny a nepigmentovany bola jeho expresia PPO

nizka a porovnatel'na vo vSetkych vyvojovych stadiach.

Vyssie hodnoty expresie génu PPO boli namerané u kultirneho genotypu
ATC7025, ktory mé pigmentované osemenie a hilum a naviac funkény gén
koédujuci PPO. Namerané hodnoty relativnej expresie boli najvyssie v druhom

a tretom Stadiu.

U planého genotypu JI261 bola expresia génu PPO najvyssie, ¢im sa
potvrdila funkénost PPO u tohto genotypu. NajvysSia relativna expresia bola

v tretom vyvojovom §tadiu.
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Graf 1: Relativna expresia génu PPO troch kultirnych (Cameor, PI181895,
ATC7025) a jedného planého (JI261) genotypu hrachu v Styroch §tadiach vyvoja

osemenia. Data ukazuju vysledky dvoch experimentov.

4.2 Histochemicka lokalizacia aktivity polyfenoloxidazy v
osemeni

Po rezoch osemenim ahilom jednotlivych genotypov a farbenim
toluidinovou modrou sme pozorovali §truktiru osemenia a hila u kultarnych
a planych genotypov. (Obrazok 5 a 6). Pozorovali sme, ze povrch hila nie je
pokryty kutikulou, a taktiez pozorujeme aj pruh tracheid, ktory sa nachadza len
v oblasti hila. Ako uvadza praca Hradilova a kol. (2017), najtensie osemenie
bolo wviditelné u kultirneho genotypu Cameoru, zatial Co osemenia
dormantnych genotypov su hrubSie, pretoze sa od nedormantnych genotypov

ligia dizkou palisadovych buniek.

Farbenie toluidinovou modrou ukazalo, ze u genotypu Cameor a PI181958
doslo k zafarbeniu pletiva na ruzovo, zatial' o osemenia genotypov ATC7025
a JI261 boli sfarbené na modro. Rozdiel medzi zafarbenim genotypov by sa dal
interpretovat’ rozdielnym obsahom pektinu v bunkovych stenach, nakolko
toluidinovd modra zabezpecuje nielen dobry kontrast Struktar ale taktiez

poskytuje informacie o vlastnostiach farbeného materialu. Bunkové steny
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s nizkym obsahom pektinu sa pomocou toluidinovej modrej farbia na modro,
zatial' ¢o bunkové steny s vysokym obsahom pektinov sa zafarbia na ruzovo

alebo fialovo (Soukup a kol., 2019).

horna palisada

makrosklereidy A

pruh tracheid

osteosklereidy

vrstvy
parenchymu

Cameor PI1181958

Obrizok 5: Struktura osemenia v oblasti hila po farbeni toluidinovou modrou
u kutirneho genotypu Cameoru (vlavo) a planého genotypu JI261 (vpravo) (A)
PrieCny rez hilom u jednotlivych genotypov hrachu zl'ava: Cameor, P1181958,
ATC7025 a JI261. (B) (mierka je v 50um).
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kutikula

makrosklereidy

osteosklereidy

vrstvy

parenchymu

Cameor PI1181958

ATC7025 Ji261

Obrizok 6: Struktira osemenia po farbeni toluidinovou modrou u kultirneho
genotypu Cameoru (vlavo) a planého genotypu JI261 (vpravo) (A) PrieCny rez
osemenim u jednotlivych genotypov hrachu, zlava: Cameor, PI181958,

ATC7025 a JI261. (B) (mierka je v 50 pm)

Taktiez sme sa zamerali aj na lokalizaciu aktivity PPO pomocou farbenia
roztokom 4-metylkatecholu. (Obrazok 7 a 8) Zafarbenie v oblasti hila bolo
pozorované u genotypu JI261, pricom doslo k zafarbeniu vrstvy parenchymu

a hornej palisady (Obrazok 7). U ostatnych genotypov (Cameor, PI181958
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a ATC7025) nebolo pozorované zafarbenie ziadnej ¢asti osemenia v oblasti hila.
V osemeni sme pozorovali zafarbenie Struktur u genotypov ATC7025 a JI261,
pricom doSlo k zafarbeniu oblasti osteosklereid. U genotypov PI181958

a Cameoru nedoslo k zafarbeniu ziadnej Casti osemenia (Obrazok 8).

Negativna kontrola PPO Substrat pre PPO

Cameor P1181958 Cameor P1181958

ATC7025

Obrazok 7: Lokalizacia aktivity PPO po farbeni pomocou 4-metylkatecholu na
prieCnych rezoch osemeni v oblasti hila u jednotlivych genotypov hrachu, zl'ava:
Cameor, PI181958, ATC7025 alJI261. Aktivita PPO bola wviditelna len
u genotypu JI261, u ostatnych genotypov nie je viditeI'né sfarbenie Struktur hila

na hnedo ani po inkub4cii so substratom pre PPO. (mierka je v 50 um)
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Negativna kontrola PPO
Substrét pre PPO

PI181958
Cameor Cavnan PI181958

ATC7025 Jiz61 ATC7025 1261

Obrazok 8: Lokalizacia aktivity PPO po farbeni pomocou 4-metylkatecholu na
prieCnych rezoch osemenia u jednotlivych genotypov kulturneho a planého
hrachu, zlava: Cameor, PI181958 ATC7025 alJI261. Aktivita PPO bola
viditelna u genotypov ATC7025 a JI261, u genotypov Cameor a PI181958 nie

je viditeI'né hnedé sfarbenie Struktir osemenia. (mierka je v 50 um)
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5 Diskusia

Nasa praca bola zamerana na urCenie relativnej expresie PPO
v jednotlivych  genotypoch  hrachu, ato troch kultirnych Cameor
(nepigmentovany, nedormantny), PI181958 (nepigmentovany, nedormantny),
ATC7025 (pigmentovany, nedormantny) ajedného planého genotypu JI1261
(pigmentovany, dormantny). PPO je enzym patriaci do skupiny medenych
oxidoreduktaz obsahujici vo svojej Strukture dva mednaté ionty apre jej
aktivaciu je nutna katalytickd aktivacia enzymu (Balarynovd a kol., 2022).
Reakény mechanizmus PPO je zalozeny na oxidacii o-difenolov na o-chinony
(Solomon a kol., 1996), aako substraty vyuziva napriklad katechol,
4- metylkatechin, katechin, epikatechin, DOPA (3,4-dihydroxyfenylalanin)
a kyselinu kavova (Mayer a kol., 2006).

V tejto bakalarskej praci bola expresia PPO skimanéa na cDNA ziskanej
prepisom z RNA. Porovnanim koncentrécii bolo zistené, zZe koncentracie RNA
izolované zplanych genotypov boli nizSie, nez koncentracie ziskané
z kultirnych genotypov, ¢o bolo pravdepodobne sposobené tym, ze plané
genotypy maju v osemeni vySSie zastupenie fenolickych latok ainych
sekundarnych metabolitov. Tieto latky sposobuju obtaznejsiu izolaciu, a taktiez

nutnost’ viacnasobného precistovania, ¢im moze ddjst k vacsim stratam RNA.

Osemenie je hlavna ochranna vrstva, ktorej tlohou je mimo obrany aj
obmedzenie prijmu vody (Zablatzka a kol., 2021), taktiez funguje ako kanal pre
prenos informacii medzi embryom a prostredim. V osemeni sa nachadzaju
enzymy, ktoré v ilom pretrvavaju desatrocia a vyuzivaju sekundarne metabolity
ulozené v osemeni ako substraty (Raviv a kol., 2017). Medzi tieto enzymy patri

aj nami skimana PPO.

Ukazalo sa, ze nasévanie vody a dormancia mdze v niektorych pripadoch
suvisiet’ s pigmentaciou osemenia a aktivitou PPO u mnohych strukovin, akymi
su napriklad fazula obycajna (Caldas a Blair, 2009), ¢i sOja (Tuteja a kol.,
2004). U hrachu bol vztah medzi pigmentaciou semena, dormanciou a aktivitou
PPO skumany uz Marbachom a Mayerom (1974), kde vznikol predpoklad, ze

dormantné, plané genotypy maju vyssiu aktivitu PPO ako kultirne nedormantné
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genotypy. AvsSak zo suCasnych poznatkov vyplyva, ze u hrachu sa vylucuje
suvislost medzi dormanciou a pritomnostou funkéného génu pre PPO, ktoru
povodne navrhovali Stadie Marbach a Mayer, (1974) a Werker a kol. (1979),
nakol'ko sa aj u kultirnych, nedormantnych genotypov vyskytuji funkéné gény

pre PPO (Balarynova a kol., 2022).

Pigmentéciu osemenia a hila, zabezpecuje pritomnost’ PPO, ktora oxiduje
latky pritomné v osemeni a sposobuje hnedé¢ sfarbenie (Jukanti a kol., 2017).
AvSak vztah medzi pigmentaciou a dormanciou je velmi zlozity, nakolko
niektoré pigmentované genotypy, ako napriklad v naSom pripade genotyp
ATC7025, nevykazuju dormanciu. Porovnanim aktivity PPO v hile s aktivitou
PPO v osemeni ukazuje, ze aktivita PPO je vyrazne vys§ia v oblasti hila nez
v osemeni bez hila. V pripade genotypov, ktoré maju nepigmentované hilum
aj osemenie (Cameor, PI181958) nebol zisteny rozdiel v aktivite PPO, zatial' o
pri genotypoch s pigmentovanym hilom bola pigmentacia hila vzdy spojena
so zvySenou aktivitou PPO. Bolo teda preukazané, ze pigmentacia hila suvisi

s aktivitou PPO, a to tak, ze pokial je hilum pigmentované je aj PPO v osemeni

aktivna (Balarynova a kol., 2022).

Z nasich vysledkov vyplyva, ze u kultirneho, nedormantného
nepigmentovaného genotypu Cameor nebola detekovana takmer ziadna expresia
PPO. Podobné hodnoty boli namerané aj u genotypu P1181958, ktory je rovnako
ako Cameor kulturny a nepigmentovany. VysSie hodnoty dokazujuce aktivitu
PPO boli namerané u kulturneho genotypu ATC7025, ktory ma pigmentované
osemenie a hilum. Namerané hodnoty relativnej expresie boli najvysSie
vdruhom atretom §tadiu. U planého genotypu JI261 boli hodnoty
preukazatelne najvyssie. NajvysSia relativna expresia bola namerana v tretom
vyvojovom Stadiu. Nase vysledky potvrdzuje aj praca Balarynova a kol. (2022),
kde pri skimani planych genotypov hrachu (JI64 a JI1794) bola potvrdena
vysSia expresia PPO nez u kultarnych genotypov (Cameor, J192), ktoré mali

vyrazne nizsie hladiny expresie PPO.

Aktivitu PPO u genotypov ATC7025 a JI261 sa nam podarilo potvrdit’ aj
na zaklade farbenia substratom pre PPO, kedy v pripade tychto 2 genotypov

doslo po hodinovej inkubacii k zhnednutiu preparatu, zatial Co v pripade
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Cameoru a PI181958 nedoslo k ziadnej farebnej zmene. Pri farbeni pomocou
toluidinovej modrej a naslednom pozorovani rozdielov medzi jednotlivymi
genotypmi sme zistili, ze u kultirnych genotypov Cameor a PI181958 doslo
k zafarbeniu na ruzovo, zatial' co u kultirneho genotypu ATC7025 a planého
genotypu JI261 doslo k zafarbeniu na modro. Sfarbenie osemenia suvisi
s obsahom pektinov v bunkovych stenach (Soukup a kol., 2019), pricom sme
zistili, ze nepigmentované genotypy Cameor a PI181958 obsahuju vysoké
mnozstvo pektinov, a preto doslo k zafarbeniu bunkovej steny na ruzovo, zatial
¢o pigmentované genotypy JI261 a ATC7025 obsahuju niz§ie mnozstvo
pektinov a preto doslo k zafarbeniu na modro. Na tuto skutocnost’ poukézala aj
ind praca (Hradilova akol., 2017), ktora pri farbeni nepigmentovaného
genotypu Cameor toluidinovou modrou taktiez odhalila vysoku hladinu
polyanionovych pektinov ana druhej strane pri farbeni pigmentovaného

genotypu pozorovala nizsi obsah polyaniénovych pektinov.
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6 Zaver

Analyza génovej expresie vzoriek osemeni Styroch réznych genotypov
hrachu: Cameor (kultarny, nepigmentovany), PI1818958 (kulturny,
nepigmentovany), ATC7025 (kultirny, pigmentovany) a JI261 (plany,
pigmentovany) s rozdielnou funkénost'ou génu PPO, kde v genotypoch Cameor
a PI181958 je gén pre PPO nefunk¢ny, zatial’ co u genotypov ATC7025 a JI261
je gén pre PPO funkény, ukazala, Zze najvyssia expresia PPO bola namerana
u genotypu JI261 a nasledne u ATC7025. U PI181958 boli detekované vel'mi

nizke hodnoty expresie PPO a najnizsie hodnoty sme namerali u Cameoru.

Podarilo sa potvrdit’ suvislost medzi pigmentaciou hila a aktivitou PPO
v osemeni a to tak, ze pigmentované semend vykazovali vys§iu expresiu génu
PPO arovnako bola detekovana aktivita tohoto enzymu na rezoch ich
osemenim. U nepigmentovanych semien bola expresia génu PPO nizka a pri
detekcii aktivity PPO na rezoch nebol zaznamenany ziadny signal. Praca
prispela k podrobnejSiemu Studiu aktivity PPO u d’alSich genotypov hrachu,
a taktiez pre porovnavanie kulturnych a planych genotypov, ¢o by mohlo neskor
viest k zlepSeniu vynosnosti a ochrany pol'nohospodarskych plodin v savislosti

s ochrannou funkciou PPO.
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