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Ciele prace
Teoreticka Cast: literarna reSer$ na témy

o Dozrievanie semien

e Fenylpropanoidna dréha a flavonoidy

o Peroxidazy (POX)

e Polyfenoloxidaza (PPO)

e Cinnamylalkoholdehydrogenaza (CAD)

o Uloha enzymov fenylpropanoidnej drahy a reaktivnych foriem kyslika (ROS) pri

dozrievani semien
Experimentalna Cast’:

e Spracovanie rastlinného materidlu- semend dvoch kultirnych hrachov liSiacich sa
pigmentaciou osemenia ( homogenizacia, extrakcia)

o Stanovenie aktivity POX, PPO a CAD v osemeniach a kli¢nych listoch

o Stanovenie koncentracie fenolickych a flavonoidnych latok a celkového obsahu
proteinov

e Histochemicka lokalizacia ROS



1 UVOD

Semend hraju dodlezitti Glohu v procese rozmnozovania rastlin a zaroven su pre svoju
nutricni hodnotu dolezitou sucastou potravinového retazca. Pociatkom existencie
semien je tzv. dvojit¢ oplodnenie, kedy dochddza ku splynutiu 1 samcej a samicej
pohlavnej bunky do zygoty. Zygota dava zaklad embryu, z ktorého sa neskdr vyvini
kli¢ne listy. Druha samcia bunka splyva s centralnou bunkou zarodo¢ného vaku za vzniku
endospermu. U strukovin je endosperm ,,pohlteny* klicnymi listami, ktoré preberaju jeho
funkciu zasobného organu. Premenou vajeénych obalov vznikd osemenie, ktoré
poskytuje embryu ochranu a je zarovei miestom aktivneho metabolizmu. Po diferenciacii
embrya nasleduje stadium dozrievania (maturacie), pocas ktoré¢ho semeno: 1. akumuluje,
syntetizuje a uklad4d zasobné latky, 2. embryo nadalej rastie bunkovou expanziou, 3.
vstupuje do Stddia metabolického stiSenia (dormancie) 4. vytvéra si toleranciu voci
vysychaniu. Procesy stiSenia a vysychania zlepSuju zivotaschopnost’ semien. Medzi latky,
ktoré ovplyviiuji  vyvin, dozrievanie avlastnosti semien patria produkty
fenylpropanoidnej drahy- flavonoidy a lignin. Syntéza tychto latok vychadza
z fenylalaninu a metabolizuje ho na p-kumaroyl CoA. Od tejto latky sa metabolické drdha
vetvi na syntézu flavonoidov a ligninu. Oxidéaciou flavonoidov pomocou enzymov ako
peroxidaza (POX) a polyfenoloxiddza (PPO) vznika heterogénny pigment — melanin.
Tvorba melaninu sa predovSetkym spdja s oxidaénym poskodenim pletiva, ma vSak aj
ochranntl funkciu, napriklad pred UV-B Ziarenim. V ligninovej drahe je vyznamnym
enzymom cinnamylalkoholdehydrogenazu (CAD), ktora sprostredkava posledny krok
syntézy monolignolov. Tie st pomocou volnych radikdlov spajané¢ do ligninu —
heterogénneho aromatického polyméru. Lignin mé ulohu v speviiovani sekundarnej
bunkovej steny, ¢o v semene spdsobuje mechanickt ochranu a vodeodolnost’. POX hraju
ulohu v polymerizacii rozpustnych fenolov na nerozpustny lignin. D6leZitou vlastnostou
peroxdidz je schopnost’ regulacie reaktivnych foriem kyslika (ROS). V dvoch réznych
katalytickych cykloch st schopné ich produkcie a zaroven zneSkodnovania, ¢im
udrziavaju vhodnu koncentraciu ROS. Akumulacia ROS je skodliva — oxiduju lipidy,
znehodnocuju enzymy a poskodzuju Struktaru DNA, ¢o ma za nasledok starnutie semien,
alebo znizovanie schopnosti klicenia. V primeranom mnoZstve vSak pdsobia aj ako
pozitivne reguladtory— st zodpovedné za oslabovanie bunkovej steny ( podporuju
predlZovanie buniek), aktivujii syntézu giberelinov, alebo oxiduju zasobné proteiny, ¢o

ma za nasledok ukoncenie dormancie a stimuldciu kli¢enia pri vhodnych podmienkach.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Vyvoj a Struktira semena

Semenda hrajii doleziti rolu v procese pohlavného rozmnozovania cievnatych rastlin.
Spdsob reprodukcie pomocou semien je vyuzivany ich druhovo najpocetnejSimi liniami
- krytosemenné a nahosemenné. Tieto rastliny majua vyrazni evolu¢nt vyhodu - semena
umoziuju adaptaciu na nepriaznivé podmienky rastu a napoméhaju ich rozSirovaniu.
(Steeves, 1983). Vznik semena si preto priblizime v popise ontogenézy krytosemennych
rastlin, nakol’ko ide o oddelenie, do ktorého radime objekty zdujmu tejto prace — hrach

siaty (Pisum sativum).

2.1.1 Vznik a vyvoj semena
Individualny vyvoj vysSich rastlin prechddza zmenou dvoch generacii — sporofytom
a gametofytom, ktorych vzdjomné striedanie nazyvame metagenéza (rodozmena). Tento
vyznamny jav bol pozorovany Wilhelmom Hofmeisterom a publikovany uz v roku 1851
(Kaplan & Cooke, 1996). Sporofyt je prevazujuce diploidné Stddium rastliny tvoriace
kormus (rastlinné telo). Sporofytom su preto vSetky rastlinné pletiva a orgdny vratane
samcich a samicich reprodukénych orgéanov — ty€inky a piestika. Ich tllohou je produkcia
gametofytov, teda prislusnych haploidnych buniek, ktoré procesom oplodnenia splyvaju
do diploidnej zygoty. Prave zygotu povazujeme za najranejSie Stadium nového sporofytu,
nakol’ko sa znej vyvija embryo (ako stast’ semena), z embrya vyhonok a nasledne
rastlinné telo produkujuce sporogénnymi pletivami pohlavnych organov opat’ haploidné
gametofyty, ¢im sa pomyselny kruh metagenézy uzatvara (Gifford & Foster, 1989; Vinter
& Machackova, 2013). Samotnému oplodneniu samicej pohlavnej bunky (vajicka)
samCou bunkou (pel'ové zrnko) predchadza proces opelenia, kedy pel'ové zrnko pristane
na blizne piestika. Tu dochadza ku jeho hydratacii, ¢im je iniciovany rast pelovej lacky
(sipho) tvorenej rapidne rastiicou generativnou bunkou, ktora na svojom konci nesie dve
spermatické bunky (McCormick, 2004). Funkciou pelovej lacky je teda prenos
nepohyblivych spermatickych buniek do blizkosti samicej gaméty (Doyle, 2006). Pel'ova
lacka prerastd ¢nelkou do semennika az ku klovému otvoru vajicka (micropyle). Tento
otvor umozni la¢ke vstup do zdrodocného vaku, kde na vrchole filiformného aparatu
prenikne do pomocnej bunky (synergidy), ta praska a la¢ka do nej uvoliuje svoj obsah,
ktory pozostava z dvoch spermatickych buniek a jadra vegetativnej bunky pelového

zrnka. (Diboll, 1968). Nasleduje tzv. dvojité oplodnenie, ¢im rozumieme karyogamiu



a plazmogamiu vajecnej bunky s jednou spermatickou bunkou za vzniku zygoty
a splynutie druhej spermatickej bunky s dvojjadrovou centralnou bunkou zarodo¢ného
vaku - vysledkom je jadro primarneho endospermu. Z oplodneného vajicka teda
dostavame zaklad pre tvorbu semena —zygotu, endosperm, a vaje¢né obaly (integumenty)
davajuce zaklad osemeniu (Gifford & Foster, 1989). Aby takéto semeno dosiahlo stav
zrelosti, musi podstapit’ procesy d’alSieho vyvoja. V mnohych pripadoch nedochadza ku
neodkladnému kli¢eniu a to ani v pripade priaznivych podmienok okolia (Bewley, 1997).
Semeno sa naopak dostdva do kl'udového Stadia- tzv. dormancie a v procese desikacie
vysycha (Jiang & Kermode, 1994). Vdaka obmedzenému metabolizmu
v anhydrobiotickom prostredi dokaze takéto semeno preckat’ az stovky rokov (Lerman &
Cigliano, 1971). S néaslednym prijmom vody dochadza ku reaktivacii metabolizmu
a syntéze novych komponentov, ¢o vedie ku bunkovej expanzii a deleniu — korienok sa

predlzuje a semeno zacina klicit’ (Jiang & Kermode, 1994).

2.1.2 Obecna Struktura semena
Premenou vaje¢nych komponentov po oplodneni ziskavame zaklad obecnej Struktiry

semena, ktora pozostava z embrya, endospermu a osemenia (Boesewinkel & Bouman,

1984).

2.1.2.1 Osemenie

Osemenie je ochranna Struktura obklopujica embryo a endosperm. Na zaciatku vyvoja je
osemenie metabolicky aktivne — podporuje napriklad syntézu zadsobnych latok prenosom
organickych latok z floému do filidlneho pletiva (Hungria & Stacey, 1997). Pocas
expanzie a desikacie semena dochadza ku senescencii buniek osemenia aku
mechanickému spevneniu vd’aka syntéze sekundarnych bunkovych stien, ktoré su
impregnované tukmi, voskami a roznymi polyfenolmi (Zablatzka et al., 2021). Osemenie
teda obsahuje mnoZstvo latok, ktoré poskytuji semenu rozne fyzikalne a chemické
bariéry voci nepriaznivym vplyvom okolia a chrania ho pred naruSenim infekciami
a mikroorganizmami. Napriklad obsah ligninu koreluje s mechanickou odolnost’ou
semena, flavonoly chrania embryo pred UV-B ziarenim, proantokyanidiny (PAs)
odpudzuju ausmrcuju larvy chrobakov (Griffen et al., 2004; Capeleti et al., 2005;
Lattanzio et al., 2005). Okrem ochrany vSak ma testa aj vyznamnu tlohu v ovplyviiovani
dormancie a taktieZ poskytuje semenu vyzivu pocas vyvoja (Vitale & Bollini, 1955;

Muralidhara et al., 2015).



Doélezitou sticastou osemenia je chazalna oblast’, kde sa semeno spdja s vaskularnymi
pletivami materského funikulu. Po odpojeni funikulu vznika jazva, tzv. hilum (alebo

pupok) (Lersten & Gunn, 1981).

2.1.2.2 Endosperm

Endosperm je vyzivné pletivo Specifické pre krytosemenné rastliny (Friedman & Floyd,
2001). Jadro primarneho endospermu vznika splynutim samcej spermatickej bunky
s dvojitou (dvojjadrovou) centrdlnou bunkou zarodo¢ného vaku. Nakolko je kazdé z
troch splyvajucich jadier buniek haploidné, vysledny primarny endosperm je triploid
(Raven et al., 2013). Rapidnym mitotickym delenim jadra primarneho endospermu
vznikd endosperm, ktorého funkciou je vyziva rasticeho embrya. Inym vyzZivnym
pletivom niektorych druhov moze byt perisperm, ktory vznika premenou nucellu vajicka.
(Mauseth, 2014). V pripade, Ze su v semene pritomné obe tieto pletivd, nazyvame ich
suborne bielkom (albumen) bohatym na tuky, Skrob a proteiny. Prikladom rastlin so
semenami s vysokym obsahom endospermu st jaémen, kakaové ¢i ricinové boby (Forbis
et al., 2002; Finch-Savage & Leubner-Metzger, 2006) . V mnohych pripadoch je vSak
vacsina vyzivnych pletiv absorbovanych vyvijajicim sa embryom. Takéto embrya si
neskOr tvoria zdsobaren proteinov, tukov a sacharidov vo forme kliénych listov.
Typickym znakom pre hrach a fazul'u je takmer uplna redukcia endospermu na ukor

kli¢nych listov, ktoré zaberaji viacSinu priestoru semena (Tegeder et al., 1999).

2.1.2.3 Embryo

Struktira zrelého embrya je variabilne diferencovana v zavislosti od druhu rastliny.
Napriklad orchidei a prisluSnici ¢el'ade broméliovitych maji drobné semienka, ktorych
embryo tvori len niekol’ko buniek (Swamy, 1943). V pripade krytosemennych rastlin na
konci embryogenézy rozliSujeme osu nesucu 2 kli¢ne, popripade 1 kli¢ny list, ak ide
o Cel'ad’ jednokli¢noslosté. Na opacnych stranach osi nachddzame apikdlne meristémy
korienka a vyhonku. Vyvoj zrelého embrya zacina totipotentnou zygotou a jeho prvotné
Stadia su prakticky rovnakeé pre vSetky krytosemenné rastliny (Raven et al., 2013). Zygota
ako vyrazne polarna bunka podstupuje asymetrické mitotické delenie na mensiu apikalnu
a vicsiu bazalnu bunku, ¢im sa udava polarita embrya (Jurgens, 2001).

Nasleduje linearna faza embryogenézy, ktora zahiiia diferenciaciu bazalnej bunky na
funikulus, ktorym je embryo pripojené ku stene zarodo¢ného vaku. (Vinter &

Machackova, 2013). Suspenzor ma okrem upeviiovacej funkcie aj metabolicky vyznam-



zasobuju vyvijajuce sa embryo Zivinami a rastovymi regulatormi (giberelinmi). Této
Struktiira ma kratku zivotnost’ a podstupuje programovanu buneént smrt’ v priebehu
torpédového vyvoja embrya a nie je preto pritomna v zrelom semene.

V ramci globuléarnej, srd¢itej a torpédovitej vyvojovej fazy dochadza k deleniu
apikalnej bunky a diferenciacii protomeristémov na protoderm -dava zaklad vzniku
pokozke (epidermis), prokambium (vznikd zneho xylém a floém) a zakladny
meristém. V pripade, Ze sa nad kli¢cnymi listami nachadza stonkovy vyhonok s jednym
alebo viacerymi mladymi listkami a apikdlnym meristémom, hovorime o takzvanom
embryonalnom pupeni (plumula). Ako hypokotyl oznacujeme v ¢ast’ vyhonku smerom

od kli¢nych listov smerom dolu ku radikule (Raven et al., 2013).

2.1.3 Specifika $truktiiry semena hrachu siateho

Pre hrach a iné strukoviny je charakteristickym znakom postupnost’ vyvoja komponentov
semena - vyvoj embrya nasleduje az po vyvine osemenia a endospermu (Smykal et al.,
2014). Ziviny importované floémom st u strukovin uvolnené do apoplastu a nasledne
prijaté kli¢énymi listami na tkor endospermu, ¢im preberaju funkciu hlavného zasobného
organu semena (Tegeder et al., 1999). Kli¢ne listy hrachu teda zaberaju velka cast’
semena (Patrick, 1997). Nakol'ko sa v ramci tejto prace zaoberame najma osemenim,
bude prave tato Cast’ semena hrachu detailnejSie spracovana v nasledujtcich riadkoch.

Osemenie strukovin sa vyvija z dvoch vaje¢nych obalov, pricom vnutorny obal
v priebehu vyvoja takmer cely zanikd. Vonkajsi obal podstupuje diferenciaciu na vrstvy
buniek, ktoré¢ definuja typickua Struktiiru osemenia.

NajvrchnejSou vrstvou su tesne priliehajuce palisddové bunky ( inym nazvom aj
sklereidy, Malpigiho bunky, alebo makrosklereidy) (Smykal et al., 2014). Maj hrubé
sekundarne bunkové steny a zaroven ich pokryva kutikula a voskové usadeniny, ktoré
spolu tvoria faktory determinujice textiru povrchu semena (Harris, 1983). V rdmci
palisadovych buniek moZeme pozorovat tenkl svetlolomnt liniu, tzv. linea lumina, ktora
je spdsobena lokalnou modifikaciou zloZenia polysacharidov alebo impregnaciou
bunkovych stien (Hamly, 1932; Bhalla & Slattery, 1984). Hrtbka svetlolomnej linie ma
suvis s nepriepustnostou vody cez osemenie (Serrato-Valenti et al., 1990).

Medzi palisddovymi bunkami a parenchymom sa nachadza vrstva osteosklereidov
tvarom pripominajucich kost’, od ¢oho bol odvodeny ich nazov. Medzi nimi je mozné

sledovat’ napadne velké intercelularne priestory (Miller et al., 2010).



NajvnitornejSiu Cast’ osemenia (endothelium) tvori vrstva parenchymatickych
buniek, ktoré su v priamom kontakte s endospermom (Hamly, 1932). Tato vrstva je
metabolicky aktivna a je hlavnym miestom syntézy proantokyanidinov (Smykal et al.,
2014). U hrachu dokaZeme rozliSit' tri typy parenchymu: chlorenchym, zikladny
meristém a vetveny meristém, pricom prechodne dochiddza ku ukladaniu Skrobu
v plastidoch tychto pletiv (Rochat & Boutin, 1991; Smykal et al., 2014). V parenchyme
je umiestneny vaskuldrny systém osemenia, pricom v pripade hrachu ide o systém
v porovnani s fazul'ou ( Phaseolus vulgaris) podstatne jednoduchsi s jednym chazalnym
vaskuldrnym zvidzkom a dvoma kratkymi lateralnymi zvizkami (Hardham, 1976; Patrick
& Offler, 1995). Vaskularny systém je zobrazeny v Obr.1. Pocas embryonalneho vyvoja
ma tito vrstva vyzivova funkciu, neskor tieto bunky stradcaji protoplast aich
najvnutornejsie vrstvy mozu byt postupne utlacené rasticim embryom (Bhalla & Slattery,

1984).

Obr. 1: Vyrez zrelého semena hrachu siateho. Zvazok dvoch kratkych bo¢nych vetiev, obsahujicich
floém (A), kli¢ne listy (B, C), osemenie (D), chazalna Zila siahajiica do dvoch tretin semena (E).
Prevzaté od Van Dongen (2003).



2.2 Maturacia semien hrachu

Zrelost semena je dolezitym aspektom vitality, ktord vyznamne vplyva na skory rast
semendcika anasledne celej rastliny. Z agronomického hladiska je semeno zrelé
v momente dosiahnutia maxima suchej vahy ( oznacoavné ako: Fresh Weight, FW) a teda
v maxime agronomického vytazku (Shaw & Loomis, 1950). Napriek dosiahnutiu takejto
zrelosti vSak v semene nad’alej pokracuju fyziologické a morfologické procesy zrenia —
maturacie. Tieto zmeny prispievaju s zlepSenej zivotnosti semena a nazyvaju sa Stadiom
neskorej maturacie (Groot, 2022). Maturécia je proces, pocas ktorého dochddza v ramci
semena ku dolezitym dejom, akymi st 1. akumuldcia a syntéza zdsobnych latok, 2.
zaloZenie dormancie a 3. nadobudnutie tolerancie voci desikécii. Tieto udalosti sucasne
sprevadzaju zmeny v hladindich hormoénov a pomere sacharidov, ako aj v zmene
z materskej kontroly na filidlnu a su zobrazené v Obr.2. (Roberts et al., 1993; Wobus &
Weber, 1999; Weber et al., 2005).

Embryogenéza Maturacia Desikacia

Desikaéna tolerancia

Primarna dormancia
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Obr. 2: Prehlad udalosti pocas vyvoja semena A.Thaliana. Od oplodnenia vajicka (oocytu)
prechadza semeno diferenciaciou a rastie bunkovym delenim az do Stadia maturacie. V ramci
maturacie rast embrya pokraCuje, tentokrat ale bunkovou expanziou. Zaroven dochadza ku
syntéze, akumulacii a tvorbe zasobnych latok, ku nastoleniu primarnej dormancie a deikacnej
tolerancie. Koncentracia flavonolov a proantokynidinov pocas vyvoja semena rastie priblizne do
konca §tadia embryogenézy. Oxidativne hnednutie semena je spdsobené postupnou oxidaciou
porantokyanidinov. Prevzaté od Debejauon et at., (2007).

Aby bolo moZné proces maturacie ¢asovo ohrani€it’, musime struéne spomenut’ priebeh
vyvoja semena. Studie vykonané na semenéach hrachu siateho urcili tri fazy rapidneho

rastu, oddelenych dvoma lag fazami. Prva faza je charakteristickd rastom embrya



a endospermu. Druha faza predchadza maturacii— je asociovana s d’al§im rastom embrya
bunkovym delenim a trva do ukoncenia embryogenézy (Wang & Hedley, Casey, Davies,
1993). Tretia faza zahtiia proces maturacie, pre ktort je charakteristicky rast bunkovou
expanziou. Popisané fazy rastu je mozné aspon priblizne zIUcit’ so vSeobecne uznanym
systémom, ktory deli vyvoj semena na fazu bunkového delenia/ morfogenézy, fazu

matura¢nu/ uskladiiovaciu, a desikacnu (Weber et al., 2005).

2.2.1 Vyznam sacharidov v procese maturacie
Prechod z faze bunkového delenia do zasobnej faze je v embryu sprevadzany zmenou
pomeru hexdzy ku sacahrdze, spolu s dramatickym narastom cerstvej vahy, ktora sa rovna
hmotnosti. Primdrnym zdrojom sacharidov je pre vyvijajice sa semeno sachardza, ktora
je transportovana do parenchymu osemenia. Nasledne je metabolizovand dvoma
moznymi spdsobmi, ktoré zavisia od vyvojového Stadia. Pocas faze morfogenézy je
viacsina sachardzy hydrolyzovana na hexézy (glukézu a fruktézu) pomocou invertazy (p-
D-fruktofuranozid: fruktohydrolaza, EC 3.2.1.26) viazanej na bunkovu stenu. Dana
invertdza je lokalizovand v najvnatornejSej vrstve osemenia, Vv tenkostennom
parenchyme. Produkované hex6zy st trasnsportérmi prevedené do endospermu a embrya.
V ramci skorého vyvinu semena su to teda hexdzy, ktoré sa primarne akumuluju v ebryu.
Poc¢as maturacie dochddza ku rozdrveniu vnitorného parenchymu osemenia rasticim
embryom, €o je miesto vyskytu invertazy. Nasledkom toho sa znizuje aktivita invertazy,
s ¢im klesa premena sachar6zy na hexdzy. Sachar6za je preto priamo transportovana do
embrya pomocou sachardzového transportéru aje d’alej metabolizovand sachardza
syntazou (NDP-a-D-glukéza:D-fruktéza 2-a-D-glukozyltransferdza ((konfiguraciu-
zachovavajtca)), EC 2.4.1.13) (Ohto et al., 2007). M6Zeme povedat’, Ze stav sacharidov
posobi ako kontrolny element vo vyvoji semena. Vysoky pomer hex6z ku sacharoze je
pritomny pocas mitotickej aktivity kli¢énych listov. Zmena nastava postupnou stratou
invertazovej aktivity v osemeni aklesa, az kym zvédcSujuce sa embryo nepride do
kontaktu s parenchymom testy a embryo ziskava schopnost’ priameho importu sachar6zy

(Weber et al., 1995). Tento proces je znazorneny v Obr. 3.
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Obr. 3: Schéma transportu sacharidov pofas vyvoja semena v strukovindch. Horna cast’
reprezentuje hlavnu drahu importu a metabolizmu sacharézy (Sach) poc¢as morfogenetickej fazy
vyvoja. Sachardéza je importovana z materskej rastliny cez vaskularny systém (V). Aktivita
invertazy (A) asoiovanej s osemenim je v tomto obdobi vysoka, nasledkom ¢oho dochadza ku
konverzii sachardzy na hexozy (Hex). Hexdzy s transportované do embrya cez hexo6zové
transportéry (B). Spodna Cast’ reprezentuje matura¢ni fazu. Invertdzova aktivita je nizka,
sacahr6za je preto priamo prijimand emryom. Sachar6za-syntiza (C) katalyzuje rozklad
sachar6zy na hexdzy. Prevzaté od Ohto et al., (2007).
2.2.2 Vyznam hormonov v procese maturacie

Kyselina abscisova (ABA) ma v rastlinnom tele vplyv na Siroku skalu procesov. V ramci
semena je prvotne produkovana pletivami materskej rastliny v osemeni, neskor embryom
(Karssen et al., 1983). Na zacCiatku vyvoja podporuje rast a predchadza potratu embrya
(Frey et al., 2004). Poc¢as maturacie stiipa jej hladina, o ma za nasledok indukciu
inhibitoru expresie cyklin-dependentnych kinaz. Vysledkom je zastavenie bunkového
cyklu, ABA teda ma vplyv na diferencidciu embrya (resp. jej koniec) aje teda
indik4torom maturacie (Wang et al., 1998).

Antagonistami funkcie kyseliny abscisovej v semenach st gibereliny syntetizované
vo filidlnych pletivach. Podporuju bunkovu expanziu plodov hrachu, kli¢enie, aich

nedostatok sa prejavuje v mutantoch spomalenym rastom alebo potratom v prechodne;j

faze (Swain et al., 1995; Ozga et al., 2002).

2.2.3 Syntéza zasobnych proteinov

Jednym zo znakov maturécie semena je syntéza a akumulacia zdsobnych latok, ktoré su

syntetizované¢ zo sachardzy v klicnych listoch. Markerom maturacie je expresia
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zasobnych proteinov. Gradient expresie tychto proteinov je pozorovany vo vyvijajicich
sa zasobnych orgdnoch a §iri sa v pomyselnej vine od adaxialneho regdénu po abaxidlny
povrch kli¢neho listu. Jednym z tychto proteinov hrachu je vicilin. Jeho gén je
exprimovany len v oblastiach bez mitotickej aktivity, z ¢oho mozeme usudit, ze
zaCiatkom syntézy zéasobnych latok (maturacie) je ukoncenie bunkového delenia
(embryogenézy) (Hauxwell et al., 1990).

Sacharo6za-fostat syntaza (UDP-a-D-gluko6za:D-fruktoza-6-fostat 2-a-D-
glukozyltransferaza ((konfiguraciu-zachovavajuca)), SPS, EC 2.4.1.14) je enzym
deaktivovany fosforyldciou pocas prechodu semena zfaze morfogenézy do
uskladiovacej  fazy (Weber et al., 1996). Naopak fosfoenolpyruvatkarboxyldza
(fosfat:oxalacetat karboxy-lyaza ((fosfat adujuca, fosfoenolpyruvat-formujtca)), PEPC,
EC 4.1.1.31) je aktivovand fosforylaciou a prave v aktivovanej forme dokdze smerovat
tok uhlika smerom ku biosyntéze proteinov (Golombek et al., 1999; Rolletschek et al.,
2004). Ku samotnej syntéze proteinov je nutny import glutaminu a asparaginu z floému
aich naslednd metabolizdcia v osemeni na alanin, threonin a asparagin  (Rochat &
Boutin, 1991; Lanfermeijer et al., 1992; Miranda et al., 2001). Mobilizdcia
syntetizovanych proteinov pomocou protedz je dolezitym krokom pre rast a vyvoj
mladého semenacika. Syntéza iniciacnych protedz zadina az po kliceni, resp. po
nabobtnani, aby zasobné proteiny zostali nedotknuté po€as maturdcie (Tan-Wilson &

Wilson, 2012).

2.2.4 Tolerancia voci desikacii

V neskorej fdze maturacie dochadza ku vysychaniu semena, o je dokdzané expresiou
LEA (Late embryogenesis abundant) proteinov zapojenych v dosahovani tolerancie voci
desikacii poc€as dozrievania (Roberts et al., 1993; Wobus & Weber, 1999). LEA proteiny
patria do podskupiny proteinov reagujicich na kyselinu abscisovu, ktorych expresia bola
preukdzana pocas maturacie v takmer vSetkych embryéach krytosemennych rastlin. Ide
o malé hydrofilné proteiny, rozpustné pri vyssich teplotach (Galau et al., 1986; Baker et
al., 1988).

Desikacné tolerancia zahfia schopnost’ vyrovnat’ sa so stresom spojenym s takmer
uplnou stratou vody, ako aj naslednou drastickou rehydratdciou. Semend su schopné
v anhydrobiotickom stave pretrvat’ dekady, v niektorych pripadoch az storocia (Lerman

& Cigliano, 1971). K nadobudnutiu tolerancie prispievaji mnohé faktory, ako
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akumulécia sacharidov, LEA aheat-shock proteinov, aktivita antioxidacnych
enzymov, a molekul ¢i limitovanie celkového metabolizmu a pristupu kyslika.

Disacharidy a oligosacharidy sa akumulujt vo vysokych koncentraciach
v anhydrobiotickych organizmoch. Existuje tzv. Hypotéza nihrady vodou, podla
ktorej sacharidy chrania proteiny pocas vysychania vizbou vodika na polarne a nabité
skupiny pocas straty vody, ¢im predchadzaju suchom indukovanu denaturaciu proteinu
(Prestrelski et al., 1993; Carpenter & Crowe, 1989) Konkrétne ide o vdzbu vodika
sacharidovych hydoxylovych skupin s P=O poldrnymi skupinami fosfolipidov
a s C=0 proteinov (Crowe et al., 1998). V pripade, Ze sa obsah vody dostane na tiroven
0,3 g H>O/g suchej vahy, dochadza ku nahrade H-vdzbovych interakcii s vodou za
interakcie vodika so sacharidmi (Hoekstra & Nijsse, 2002).

Aktivny metabolizmus sa povaZzuje za nekompatibilny s desika¢nou toleranciou
(Leprince et al., 2000). Vysoka respira¢na aktivita ma za nasledok zvySenu hladinu
ROS, snahou semena je teda metabolizmus obmedzit. Gény kodujuce enzymatické
antioxidanty ako glutationreduktaza (glutation:NADP+ oxidoreduktaza, EC 1.8.1.7)
su zvysene regulované pocas dehydratacie (Mittler & Zilinskas, 1994). Zarove je ale
ich aktivita mozna len s pristupom ur¢itého mnozstva vody. Ich tlohu preto preberaja
molekularne antioxidanty ako glutathion, askorbat, polyoly a amfifilné molekuly
(chinony, flavonoidy, fenoly), ktoré mozu byt’ aktivne aj v suchom stave (Hoekstra &

Nijsse, 2002).

2.2.5 Dormancia
V pripade, Ze zivotaschopné semeno nekli¢i pri podmienkach, ktoré st na klicenie
vhodné, hovorime o dormancii (Jiang & Kermode, 1994). Prejavuje sa doCasnym
zastavenim rastu a vyvoja rastliny alebo jej Casti. Pomaha semenu preckat’ nepriaznivé
podmienky a jej evoluény pdvod pravdepodobne suvisi so zmenou klimy pocas historie
Zeme (Baskin & Baskin, 1998).

Podla nacasovania sa dormancia méze delit’ na primarnu a sekundarnu. Primarna sa
vyskytuje pred samotnym opadom semien a je stc¢astou vyvojového programu semena.
Naopak sekundarna dormancia je nadobudnutd zrelym semenom po nabobtnani
v pripade, Ze podmienky na kli¢enie nie s vhodné (Amen, 1968)). Prave primarna
dormancia sa za¢ina vyvijat’ v rdmci maturacie semien (Raz et al., 2001). Za zmienku
opét’ stoji ABA, ktora funguje ako pozitivny regulator indukcie dormancie, ako aj jej

udrzania poc¢as maturdcie (Kucera et al., 2005).
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2.3 Fenylpropanoidna draha a flavonoidy

V ramci tejto prace boli Studované koncentracie celkovych flavonoidov a fenolov, vdaka
ktorym bolo mozné prepojit’ poznatky o aktivitich enzymov oxidujucich dané latky
s rozdielnou tvorbou pigmentu kultirnych genotypov hrachu siateho.

Rastliny si pocas evolucie vyvinuli vlastné sposoby interakcie s prostredim pomocou
syntézy roznorodych sekundarnych metabolitov. Pod pojmom sekundarne metabolity
rozumieme organickeé latky, ktoré nie si priamo zapojené do procesov rastu, vyvoja, alebo
rozmnozovania daného organizmu a ich absencia sa neprejavi okamzitou smrt’'ou rastliny
(Paech, 1950). Medzi sekundarne metabolity patria, okrem iného, produkty
fenylpropanoidnej drahy.

Z hladiska Struktary st fenylpropanoidy latky s fenylovou skupinou napojenou na 3-
C propanového retazca kyseliny kumarovej. Variaciami substituentov fenolu a polohy
dvojitej vizby vznikd enormné mnozstvo latok s rozmanitymi biologickymi funkciami
(Koeduka et al., 2014). Medzi metabolity tejto drahy patria napriklad flavonoidy, amidy
a estery kyseliny hydroxyskoricovej, a taktiez prekurzory ligninov, lignanov, ¢i taninov

(Dong & Lin, 2021).

2.3.1 VSeobecna fenylpropanoidna draha

Vychodzou latkou fenylpropanoidnej dréhy je produkt Sikimétovej drahy — fenylalanin
(Knowles et al., 1993). Prvé tri kroky premeny tejto aminokyseliny na p-kumaroyl-CoA
su rovnaké pre vSetky fenylpropanoidy. Z p-kumaroyl-CoA nasledne vedu r6zne odvetvia
metabolickych drah aZ ku viac ako 8000 aromatickym latkam (Zhang & Liu, 2015).
Prvym krokom je katalyza neoxidativnej deaminécie fenylalaninu na kyselinu trans-
Skoricovli enzymom fenylalaninamoniaklyazou (L-fenylalaninamoniaklydza ((tvoriaca
kyselinu trans-Skoricovi)), PAL, EC 4.3.1.24). V tomto bode dochddza ku zmene
procesov primarneho metabolizmu na sekundarny, ide preto o klI'icovy bod regulacie
(Bate et al., 1994). V druhom kroku sa pomocou cinamat-4-hydroxylazy (trans-cinamat,
(redukovany NADPH-hemoprotein reduktaza):O2 oxidoreduktaza (4-hydroxylujuca) EC
1.14.14.91; C4H) hydroxyluje na kyselinu p-kumarovi (Hahlbrock & Scheel, 1989).
Poslednym krokom je formdcia p-kumaroyl-CoA za katalyzy 4-kumarat-CoA ligazy (4-
kumarat:CoA ligaza ((AMP tvoriaca)), EC 6.2.1.12, 4CL). Tento enzym ma navyse
schopnost’ pripojenia CoA aj na iné fenylpropanoidy (Lee et al., 1995).

Ziskanym p-kumaroyl-CoA sa kon¢i vSeobecna draha biosyntézy fenylpropanoidov.

Dalsi osud tejto molekuly sa li§i v rozdielnych odvetviach metabolickych drah, z ktorych
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v ramci prace spomenieme syntézu flavonoidov a ligninov. Ligniny budu popisané
v kapitole o cinnamylalkoholdehydrogenaze.

Vychodzou latkou pre syntézu flaovnoidov je z p-kumaroyl-CoA zo vSeobecnej
fenylpropanoidne;j drahy. Chalkonsyntdza  (malonyl-CoA:4-kumaroyl-CoA
malonyltransferaza ((cyklizujaca)) CHS, EC 2.3.1.74) katalyzuje premenu p-
kumaroyl-CoA na chalkén, ¢im usmernuje metabolicky tok do flavonoidného
metabolizmu. Chalkén je nasledne premeneny na naringerin, z ktorého viacerymi
metabolickymi cestami vznika Siroka Skala flavonoidov (Dong & Lin, 2021). Prehl’'ad

tychto udalosti je uvedeny v Obr.4.

Fenylalanin
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Obr. 4: Schéma fenylpropanoidného metabolizmu rastlin. Vychodzou latkou je fenylalanin, ktory
je v troch krokoch premeneny na p-kumaroylCoA pomocou enzymov fenylalaninamoniaklyaza
(PAL), cinnamat-4-hydroxyladzy (CH4) a 4-kumarat-CoA ligazy (4CL). Od p-kumaroylCoA sa
draha deli na biosyntézu flavonoidov (pdsobenim enzymu chalkonsyntaza, CHS) alebo syntézu
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prekurzorov ligninu (pésobenim hydroxycinnamoyl-CoA transferazy). Upravené od Dong a Lin,
(2021).

2.3.2 Flavonoidy

Najpocetnejsim odvetvim fenylpropanoidov su flavonoidy, ktoré zahfnaja okolo 6 000
znamych zltcenin (Hichri et al., 2011). Patria medzi sekundéarne rastlinné metabolity,
vSadepritomné v ramci buniek zelenych rastlin (Havsteen, 2002).

Flavonoidy nachadzaji v rastlindch rozne vyuzitie. Antokyaniny, flavonoly
a flavanoly zodpovedaji za farbu kvetov, ktord prispieva ku prildkaniu hymzu
rozptyl'ujicemu ich pel, ¢im napoméha rozmozovaniu rastliny (Kong et al., 2003;
Grotewold, 2006). Farba antokyaninov zéavisi napriklad od hydoxylacie B-kruhu (¢im
viac hydroxylovana, tym viac modrd), alebo od pH (Cervené v silno kyslom prostredi pod
pH 2,5 a bez farby v slabo kyslom prostredi v pH 3-6) (Goto & Kondo, 1991).

Ich vyznam je vSak d’aleko rozsiahlejs$i — chrania rastlinu pred UV-B Ziarenim, maju
antimikrobidlne ucinky, funguju ako signdlne molekuly, odpudzuji hmyz a herbivoéry,
dokazu vychytavat’ vol'né radikaly a zabranuju ich vzniku chelataciou (Scalbert, 1991;
Li et al., 1993; Hungria & Stacey, 1997; Ferrali et al., 1997; Mallikarjuna et al., 2004).
V neposlednom rade, izoflavony indukuji expresiu génov, ktoré su zodpovedné za
biosyntézu Nod faktorov rhizobidlnych baktérii, ¢im sprostredkovavaju fixaciu dusika
z atmosféry (Subramanian et al., 2006).

Zékladom Struktary flavonoidov je hydroxylovana 15-uhlikatd molekula
pozostavajica z dvoch benzénovych kruhov A a B, spojenych 3-uhlikatym retazcom. Vo
vicSine pripadov sa tento retazec uzatvara a formuje heterocyklus C spéjajuci kruhy
A a B. Kruh B pochadza z Sikimatovej drahy aj byva hydroxylovany na 3",4’a 5" uhliku
(Saito et al., 2013). Prirodné flavonoidy klasifikujeme do podtried podl'a oxida¢ného
stupnia C kruhu. Menovite ide napriklad o flavonoly, antokyaniny a flavan-3 oly a mnoho
dalsich (Pourcel et al., 2007). Kondenzaénym produktom flavan-3-olov su
proantokyanidiny (Aron & Kennedy, 2008). Aromatické kruhy moézu podstupovat
pocetné modifikacie (metylacie, hydroxylacie, glykosyléacie, acylacie, prenylacie) vd’aka
ktorym je dosiahnuté diverzita a pocetnost’ v ramci tejto skupiny latok. (Stafford, 1990).

Vysledkom oxidacie flavonoidov (najmé o-difenolov) enzymami ako PPO a POX su
vel'mi reaktivne semichindny a chinony, ktoré ochotne podstupuji d’alSie enzymatické

a neeznymatické reakcie. Spontanne moézu reagovat s mnozstvom latok, napriklad
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sinymi fenolmi aproteinmi za tvorby hnedého, tazko charakterizovate'ného
produktu. Ide o fenolicky polymér - melanin (Mason et al., 1955; Walker & Ferrar,
1998).

2.3.2.1 Flavonoidy a fenoly v semenach

Strukoviny obsahuji v osemeni vysoké koncentracie fenolickych latok, menovite
flavonoidov ako flavan 3-oly, flavonoly a flavony (Duefias et al., 2003). Tmavé semena
vykazuji vysoku antioxida¢ni kapacitu prave vdaka fenolickym latkam. Osemenie
strukovin teda poskytuje ochranu semendm vystavenym oxidativnemu poskodeniu
sposobenom enviromentadlnymi faktormi ako volné radikdly, kyslik ¢i svetlo.
Z fenolickych latok st v semenach strukovin najhojnejSie zastlipené proantokyanidiny,
ktorych oxidécia vedie k hnednutiu semena pocas desikacie (Troszynska & Ciska, 2002).
Rastliny mutantné v lokuse # (transparent testa) maji narusené enzymy zapojené
v procesoch biosyntézy flavonoidov, nasledkom ¢oho maji menej pigmentované semena

(Shirley et al., 1995).
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2.4 Peroxidazy

Enzymy patriace do triedy oxidoreduktaz, ktoré oxiduju substraty pomocou peroxidu (je
akceptorom elektronu) nazyvame trividlnym nazvom peroxiddzy. Oznacuju sa
v zavislosti od pouzivaného jazyka skratkami POX alebo POD.

Podl'a vyskytu sa hemové peroxidazy tradi¢ne delia do dvoch rozsiahlych nadrodin —
prvou su peroxidazy zivocCichov, baktérii a hub (Daiyasu & Toh, 2000). Druht nadrodinu
nachadzame v hojne v rastlinach, hubach a Ciasto¢ne v baktériach a ¢lenime ich na tri
triedy podl'a umiestnenia v bunke a funkcie (Zamocky, 2004; Passardi et al., 2007). Toto
delenie vSak nie je striktne dané. V niektorych pripadoch sa peroxiddzy dodatocne
preukdzu aj vramci inej nadrodiny, ¢im sa delenie komplikuje. Zamocky (2015)
zdoraziiuje, ze ndzvy nadrodin by mali reflektovat’ ich enzymovua aktivitu (nie ich

vyskyt).

2.4.1 Peroxidazy — trieda II1
Do tretej triedy hemovych peroxidaz patri sekreny rastlinny glykoprotein — peroxidaza
(POX, EC 1.11.1.7). Vzhl'adom na jej relativnu termostabilitu a 'ahko meratel'nt aktivitu
nachddza Siroké vyuzitie v laboratéridch a je znama aj pod menom chrenova peroxiddza
(Hiraga et al., 2001).

POX je kédovana velkou multigénovou rodinou a je pritomna vo vSetkych vysSich
rastlinach (Tognolli et al., 2002; Passardi et al., 2004). V nich je sekretovand do bunkove;j
steny, vakuoly, alebo apoplastu (Welinder et al., 2002). POX maji vSeobecne nizku
Specifitu vo¢i reduktantom, u niektorych izoenzymov bola dokdzand aj katalyza

oxidoredukcie nezéavislej od H202 (Hinman & Lang, 1965) .

2.4.1.1 Struktira POX III triedy

Vsetky rastlinné peroxiddzy mézeme Struktirne zovSeobecnit’ na prosteticku skupinu
protoporfyrin IX a 10 a-helixov. POX tretej triedy maji svoje d’alSie Specifikd ako 4
disulfidové mostiky, niekol’ko vysoko konzervovanych aminokyselin a 3 a-helixy navyse
(Welinder, 1992).

Peroxidazy III sa medzi sebou odliSuju vo vplyve glykozylacie na aktivitu enzymu
a potencidlne su zodpovedné za determinaciu substratovej Specifity, stabilizaciu
a zabal'ovanie proteinu. Glykozylacia nie je zapojena do aktivity enzymu v pripade
chrenovej POX (Tams & Welinder, 1995). Naopak, glykany st nevyhnutné napriklad pre
katalyticku aktivitu POX araSidov a zvySuju ich termostabilitu (Gabaldon et al., 2007).
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Vlastnostami hojne glykozylovanych peroxidaz su vysoka termostabilita, stabilita
v nizkom pH a vysoka reaktivita. Prikladom méze byt POX palmy (Roystonea regia)
(Zamorano et al., 2008; Watanabe et al., 2010).

Jeden zo sposobov charakterizacie peroxidaz je urcenie ich izoelektrického bodu
(pD), nakol’ko sa medzi izoenzymami vyrazne li§ia. M6Zu mat’ anidénové aj kationové
formy. V pripade izoenzymov Arabidopsis sa nachddzaju pl v rozmedzi 4.5-9.

(Valério et al., 2004) .

2.4.2 Peroxidativny cyklus peroxidaz
Peroxidazy vyznamne reguluji mnozstvo reaktivnych foriem kyslika (ROS) pomocou
dvoch protichodnych cyklov, kedy v jednom z cyklov vyuZivaji H2O2, a v druhom ROS
naopak produkuju- su teda bifunkénym enzymom (Halliwell, 1977). Schéma tohto
mechanizmu je uvedena v Obr. 5.

V ramci ,,klasického* peroxidativneho cyklu katalyzuju enzymy oxidaciu substratu
pomocou H>O», priCom donormi elektrénov su napriklad rozne fenolické zluceniny
alebo sekunddrne metabolity (Hiraga et al., 2001). Samotny peroxid patri medzi
neradikalové formy ROS, nakol’ko moze byt jednoducho premeneny na reaktivne
radikaly (Halliwell & Gutridge, 2015). Oxidovany substrat ma nasledne
v metabolickych drédhach rézne osudy. MdzZe byt zapojeny do katabolizmu auxinov,
polymerizéacie komponentov bunkovej steny alebo oxidacie NAD(P)H (Passardi et al.,
2004).

POX sa spolu s lakdazami ucastni v procese lignifikdcie- oxiduje monoligniny
v pritomnosti H202 na vo vode nerozpustné polyméry (Sterjiades et al., 1993).
V ramci metabolizmu bunkovej steny maju POX vyznam taktiez pri suberizécii, tj.
pletivovo Specificky proces, kedy je bunkovd stena impregnovana sucasne
polyfenolickou a polyalifatickou matricou (Lewis & Davin, 1994). Prave
polyfenolickd matrica je pravdepodobne polymerizovana pomocou POX, pri¢om tento
proces mozeme povazovat’ za analog lignifikacie. Ku suberizécii dochéddza napriklad
pri hojeni poskodeného pletiva v zemiakovych hl'uzach, pricom peroxidaza s tymto
javom asociovana ma aniénovy charakter (Espelie & Kolattukudy, 1985) (Bernards et

al., 1999).
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2.4.3 Hydroxylovy cyklus peroxidaz

POX zo svojej nativnej formy (Fe®) moze prechadzat’ dvoma roznymi sposobmi na tzv.
Zluceninu 111, okysli¢enu formu ferroperoxidazy. Mo6ze tak urobit’ priamou reakciou s O2°
~ (pochadza z peroxidu), alebo cez Zltceninu II (Fe?*) v pritomnosti kyslika a zdroja ¢
a H' (napr. auxin). (Sawada & Yamazaki, 1973; Passardi et al., 2004).

Zlucenina III sa rozpada spit’ na nativnu formu peroxidazy za priamej disocidcie O™
(Rotilio et al., 1975). Superoxidovy radikal nasledne reaguje za vzniku d’alSich typov
ROS:

a) Oy +H" > HO:’
2 HO2 = H,02 + O2

b) 02"+ H,02 > O+ HO2 + HO' (Haber- Weissova reakcia)
Fe**+ H,0, > Fe *+ HO + HO" (Fentonova reakcia)
(Evans & Goldfine, 2000).

sk ., .
Polymerizacia komponentov
bunkovej steny X - X ) koK
* . : 0: X'
Katabolizmus auxinov /XLA (3)
™ 0" > Ha02+ O
X
*2“""’!%, XH
Zluc¢enina IT N\
Fet'= OH' Zlucenina I
XH | (Fe*'=0)" Peroxidativny
IZ‘ ? cyklus

\ \ "(
e X+H0 &\

El / Ferriperoxidiza =~
Nativna forma Fe*
e ,H'
[ x| () ™

H20:2

oo
o RO

(H202)

Ferroperoxidaza :' [OH + OH] (i)
(Fe) H'
> le'lfenirl:.l Il{
0, (Fe'-0,)H

Obr. 5: Reakéné cykly peroxidaz III triedy. Peroxiddativny cyklus.(i)-vznik OH- , (ii)- vznik
HOO- v ramci hyroxylového cyklu. (1) Zdrojom é a H+ je auxin, alebo iny reduktant. XH/X. —
redukovana a oxidovana forma substratu.
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2.5 Polyfenoloxidazy

Definicia a kategorizacia polyfenoloxidaz je problematickejSou, ako sa na prvy pohlad
mdze javit. Pod pojmom polyfenoloxiddza (PPO) uvadzaji autori réznych clankov
odli$né enzymy, popripade ide o rovnaku latku so zmenenym zaradenim alebo nazvom.
V nasledujicom odstavci sa pokusime objasnit’ tuto problematiku a spomenieme tri
enzymy: tyrozinazu (L-tyrozin, L-dopa: O» oxidoreduktaza, TYR, EC: 1.14.18.1),
katecholoxidazu (1,2-dibenzendiol: O» oxidoreduktaza, CO, EC: 1.10.3.1) alakazu
(beznzéndiol: O; oxidoreduktdza, LAC, EC: 1.10.3.2). Spolo¢nou vlastnostou tychto
enzymov je katalyza prenosu atomov vodiku z fenolickych substratov na molekulu
kyslika za stcasnej redukcie druhého kyslika na molekulu vody. Pod pojmom PPO
uvadzajl autori ¢lankov napriklad konkrétne CO, iny zase TYR, niektori PPO rozdel'uju
na CO a TYR alebo TYR a LAC (Pérez-Gilabert & Garcia Carmona, 2000; Mayer, 2006;
Pourcel et al., 2007; Balarynova et al., 2022). Podl'a Whitakera et al., (2013) st sice PPO
klasifikované pod EC 1.10.3.1, nazyva ich vSak aj tyrozindzami. V tejto praci bude pojem
polyfenoloxidazy oznacovat spolocne vSetky spominané enzymy: TYR, CO a LAC

(Obr.6).

2.5.1 Tyrozinaza
Tyrozindzy zahtfiiaju triedu metaloenzymov, ktoré s vyuzitim kyslika 1) katalyzuju
oxidaciu monofenolov na o-difenoly — majt tvz. kreoldzovi/monofenoldzova aktivitu
azaroven 2) oxiduyju o- difenoly na prislusné o- chinony - vykazuju
katecholazovt/difenolazovu aktivitu (Solomon et al., 1996; Whitaker et al., 2002; Walker
& Ferrar, 1998). Monofenolazova aktivita udava rychlost’ reakcie (Rodriguez-Lopez et
al., 1992). Kyslik zabudovany do fenolického substratu pochadza z molekularneho O2,
elektrony redukujiuce druhy atom kyslika poskytuje substrat (Mason et al., 1955; Solomon
etal., 1996). Tyrozinazy su takmer vSadepritomné av organizmoch hraji rozli¢né
fyziologické ulohy. V pripade hub a stavovcov katalyzuji zaciatony krok syntézy
pigmentu- melaninu z tyrozinu (Riley, 1997). V rastlinach su pre TYR substratmi rozne
fenolické latky, ktorych oxidéciu ( sprevadzani hnednutim ) pozorujeme pri poSkodeni

pletiva (Solomon et al., 1996).
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2.5.2 Katecholoxidaza

Katecholoxidadza katalyzuje oxidaciu o-difenolov na ortochinony, ma teda rovnako ako
tyrozinazy difenolazovu (resp. katecholazovu) aktivitu. Narozdiel od TYR vSak
absentuje kreoldzova aktivita (Solomon et al., 1996). Nachadza sa v réznych ¢astiach tela

vysSich rastlin (Sokolenko et al., 1995).

2.5.3 Lakaza

Lakézy sa vyskytuji ako v eukaryotnych organizmoch (huby, vyssie rastliny, hmyz), tak
v prokaryotach (Claus, 2003). VicsSinou su pritomné vo forme niekol’kych izoenzymov
s unikatnou substratovou Specifitou. Okrem mono a difenolov st schopné oxidovat
Siroku Skalu aromatickych zlucenin ako diaminy a aromatické aminy, thioly ¢i dokonca
niektoré anorganické zluceniny. Najvhodnejsimi substratmi pre LAC st o-substituované
zliceniny (napriklad guajakol), poloha funkénej skupiny vSak nie je podmienkou —
substratom moze byt napriklad rezorcinol (meta poloha) alebo p-kresol (Dwivedi et al.,
2011).

Lakézam je v poslednom ¢ase venovana pozornost' kvoli vyuzitelnosti v réznych
odvetviach priemyslu. Vdaka schopnosti katalyzovat rozne reakcie bez tvorby

Skodlivych vedlajSich produktov nachddza uplatnenie najmi v oblasti bioremeditacie

(Khatami et al., 2022).

2.5.4 Struktira polyfenoloxidaz
Tyrozinazy spolu s lakdzami Struktirne patria do obsiahlej rodiny proteinov s obsahom
medi (typu 3). Aktivne miesto pozostava z dvoch atdmov Cu, ozacovanych ako CuA
a CuB, pri¢om kazdy z nich je koordinovany troma histidinovymi reziduami, kde sa viaze
02 (Claus & Decker, 2006). Lakdzy su Struktirne dimérne alebo tetramérne
glykoproteiny so Styrmi atdmami medi na jeden monomér a spolu formuju katalytické

jadro enzymu (Desai & Nityanand, 2011).
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Obr. 6: Oxidacia fenolickych zlucenin enzymami tyrozinaza (TYR), katechol oxid4za (CO) a
lakéza (LAC).
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2.6 Cinnamylalkoholdehydrogenaza

Vyznamnym enzymom v procese biosyntézy ligninu je cinnamylalkohol dehydrogenaza
(cinnamylalkohol:NADP+ oxidoreduktdza; EC 1.1.1.195; CAD), ktord katalyzuje
redukciu aldehydov na odpovedajuce alkoholy, tzv. monolignoly, ako je zobrazené na
Obr.7 (Whetten & Sederoft, 1991). Ide o posledny krok syntézy prekurzorov ligninu,
pricom produktami takto sprostredkovanej reakcie s menovite napriklad
koniferylalkohol, sinapylalkohol, p-kumaroylalkohol a kafeylalkohol. Dané monolignoly
polymerizuji v apoplaste buniek na tri zakladné jednotky naturdlnych ligninovych
polymérov -guajacyl (G), syringyl (S) a p- hydroxyfenyl (H) (Lewis & Yamamoto, 1990;
Campbell & Sederoff, 1996). Lignin je dolezitym Struktirnym komponentom
sekundérnej bunkovej steny v bunkach cievnatych rastlin, napoméha transportu v nich
a poskytuje mechanicku odolnost. Zvysend expresia CAD génu ovplyviiuje obsah
ligninu, ¢im zvySuje odolnost’ rastliny voci stresu spojenym s tvorbou ROS (Kim & Huh,
2019). Samotné monolignoly su produktami fenylpropanoidnej drahy, konrétne premeny
p-kumaroyl-CoA na p-kumaroyl-Sikimat enzymom hydroxycinnamoyl-CoA transferazou
(Hydroxycinnamoyl-CoA S$ikimat/quinat hydroxycinnamoyl transferaza, HCT, EC
2.3.1.133) (Dong & Lin, 2021).

2.6.1 Kategorizacia cinnamylalkoholdehydrogenaz
¢islo (EC 1.1.1.1). Spadaju pod dva enzymové systémy: dehydrogendzy/reduktazy
stredného retazca (MDR) a dehydrogendzy/reduktazy kratkeho ret'azca (SDR) (Nordling
etal., 2002). CAD tvori jednu z minimalne 6smych rodin MDR. Vyskyt cinnamyl alkohol
dehydrogenazy bol dlhodobo pripisovany riSi plantae, neskor vSak bola najdena aj
v genome S. cerevisiae , ¢o indikuje jej rozsiahlejSiu funkciu, akou je biosyntéza

ligninu.

2.6.2 Struktira cinnamylalkoholdehydrogenaz
Rodina CAD obsahuje 43 striktne konzervovanych rezidui, z toho 19 glycinovych a 7
cysteinovych. Z modelovania molektl CAD vyplyva, Ze niektoré enzymy maja aktivne
miesto hlboké (>12 A) a uzke (=8 A), iné zas plytkejsie (= 9 A) a $irsie (= 10 A) (Nordling
et al., 2002). Predpoklada sa, ze protein CAD pozostava zo Styroch kI'aiCovych domén:
zinok viazuca doména-2 (Zn2), katalytickd zinok viazuca doména-1 (Znl), koenzym

Specifickd doména a NADPH viazuca doména. Sekundarna Struktira domény Zn2 je
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variabilna. Zhruba polovica rastlinnych CAD je zlozena z jedného fS-skladaného listu,
zatial’ ¢o druha polovica obsahovala navySe a-helix. Tato doména je vel'mi dolezita pre
aktivitu enzymu (KURT & FiLiZ, 2019).

CAD nahosemennych a krytosemennych rastlin maju niektoré rozdielne
vlastnosti. Nahosemenné rastliny majt jeden gén kodujuci CAD, vysoko Specificka pre
konyferil aldehyd. Naopak CAD krytosemennych rastlin je kodovany viacerymi génmi
s afinitou k viacerym substratom (O'Malley et al., 1992; Brill et al., n.d.).

2.6.3 Hospodarsky vplyv cinnamylalkoholdehydrogenazy

Lignin v rastlinach vo v§eobecnosti sposobuje rigiditu pletiv a odolnost’ voci patogénom.
V ramci rastliny teda ide o ziadanu vyhodu, avS§ak nepoddajnost’ tohto materidlu moze
byt prekdzkou vo vyuzivani biomasy. Vysoky obsah ligninu vyrazne znizuje stravitelnost’
krmovin u hospodarskych zvierat- tento problém by mohol byt rieSeny obmedzenim
aktivity CAD (Akin, 1980; McKie et al., 1993). Prikladom organickych inhibitorov su
sulfinamoyl t-butyl-acetaty navrhnuté tak, aby Specificky viazali atdbm zinku v aktivhom
mieste (Grand et al., 1985). Nespecificky chelatujicim inhibitorom je napriklad 1,10-
fenantrolin (Grand et al., 1985).

Medzi dalSie odvetvia, ktorych zaujmom je zniZovanie obsahu ligninu patri
papierensky a celulézovy a priemysel. Lignin znizuje efektivitu procesu a zvySuje
vydavky, nakol’ko obmedzuje pristup ku polysacharidom bunkovej steny pre rozkladné
mikrobidlne enzymy (Gutierrez et al., 2007). Je preto snahou geneticky modifikovat’
rastliny ku zniZzovaniu obsahu tohto polyméru, pripade ku zmene jeho zloZenia. Lignin
bol jednoduchsie odstrdneny v pripade tabaku a topol'a so zniZzenou expresiou CAD

(Ralph et al., 2001; Lapierre et al., 2004) .

T Q

NADPH

H OH

CAD

CH30 OCHs3 CH3O OCH3

OH OH

Obr. 7: Ukazka redukcie sinapyl aldehydu na odpovedajuci monolignol sinapylalkohol v
pritomnosti enzymu cinnamyl alkohol dehydrogenazy (CAD). Prevzaté od McKie et al., (1993)
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2.7 Uloha reaktivnych foriem kyslika pri dozrievani semien

2.7.1 Reaktivne formy kyslika

Medzi reaktivne formy kyslika zahriiujeme radikaly superoxidu (O;™), hydroxylu (OH),
perhydroxylu (HO.™), alkoxy a peroxy radikaly (RO°, ROO"), spolu s neradikalovymi
formami ako peroxid vodika, hydroperoxidy (H202, ROOH) ¢&i singletovy kyslik (102)
(Bhattacharjee, 2012). Koncentracia reaktivnych foriem kyslika urcuje, ¢i su tieto latky
pre semeno prospesné, alebo naopak skodlivé. Istd hladina ROS je zodpovedna za
uvol'nenie dormancie v suchom semene a ich monitorovana tvorba ma vplyv na vnimanie
environmentalnych podmienok, ktoré kontroluju klicenie. V pripade vhodnych
podmienok je udrziavany taky level ROS, ktory spusta procesy asociované s kli¢enim,
napriklad ovplyviiuje signaling hormoénov (Oracz et al., 2007). Na druha stranu ide
o vel'mi reaktivne latky schopné poskodenia okolitych biomolekul (Demidchik, 2015).

Semend hrachu sa radia medzi tzv. ortodoxné, ¢o znamen4, Ze desikuju na materskej
rastline a st schopné tolerovat’ vel'mi nizky obsah vody (Bailly et al., 2001). Takato faza
znamena pre semeno extrémny stres zo sucha asociovany s produkciou ROS, proti
ktorym sa chrani enzymovymi a neenzymovymi mechanizmami. Vysledkom je vysoko
oxidované suché zrelé semeno. Nasledne byva uskladnené po dobu niekol’ko mesiacov
v izbovej teplote. Pocas tejto doby zafina dormancia povolovat (Bewley, 1997).
V desikovanom semene neprebiehaju metabolické deje, avS§ak ROS wvznikaju prave
neenzymovou cestou (Bazin et al.,, 2011). Po naslednom prijati vody dochadza ku
obnoveniu metabolizmu a kontrolovanej produkcii ROS pomocou enzymov. V tomto
obdobi je semeno vel'mi citlivé na odchylky podmienok okolia potrebnych na klienie.
Ide o adaptivnu vlastnost’ zvySujucu pravdepodobnost’ prezitia mladej sadenice (Mittler

& Blumwald, 2015).

2.7.2 Zdroje reaktivnych foriem kyslika
Hlavnymi zdrojmi ROS v suchom semene st kyslik a lipidy. Kyslik sa nachadza vo
svojom zékladnom molekuldrnom stave v prazdnych intracelularnych priestoroch, a jeho
redukcia dava vznik ROS (Cloetens et al., 2006; Bailly, 2023). Lipidy st v podmienkach
s nizkou vlhkostou vel'mi nachylné na oxidaciu (Karel, 1980). Prijem aj malého
mnozstva vody obnovuje metabolicki produkciu ROS, nakol’ko ide o vedl'ajsi produkt
normalneho aerobneho metabolizmu. Hlavnym zdrojom je pravdepodobne mitochondria

tvoriaca superoxidové aniony vIall komplexe elektron transportného retazca
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(Puntarulo et al., 1988) . Inymi zdrojmi mdzu byt proteiny teplotného Soku v matrix
mitochnodrie, NADPH oxidazy, (poly)amin oxidazy, oxalat oxiddzy a peroxidazy (Lane

et al., 1993; Sagi & Fluhr, 2001; Liszkay et al., 2003; Cona et al., 2006).

2.7.3 Vplyv reaktivnych foriem kyslika na kli¢enie a dormanciu
Priamou oxidaciou bunkovych komponentov dokdzu ROS menit’ fungovanie buniek
anasledne celkovej rastlinnej fyzioldgie. V ramci proteinov su thiolové skupiny
aminokyselin Cysteinu a Metioninu citlivé na oxidaciu a tvoria disulfidy (Bailly, 2019).
NajbeznejSou oxdidciou je nevratna karbonylacia proteinov. Jej nasledkom moze byt
strata funkcie az degradacia dané¢ho proteinu. Hlavne zasobné proteiny st vyrazne
karbonylované a predpokladd sa, ze karbonylacia je ddlezitd pre mobilizaciu tychto
proteinov v Case kli¢enia (Zhang et al., 2017). Modifikované proteiny s nachylnejSie na
proteolytické Stiepenie pomocou 20S proteazému (Oracz et al., 2007). Ku karbonylacii
dochddza napriklad v pripade LEA proteinov, zndmych pozitivnych regulatorov
dormancie (Zhang et al., 2017). Okrem proteinov je mozné oxidovat’ aj RNA, ktora je tak
isto na tento proces vel'mi citlivd. Oxidacia Specifického suboru transkriptov sa ukazuje
byt prerekvizitou uvolnenia dormancie. M6zeme teda povedat, ze tlohou ROS je
oxidacia negativnych regulatorov kli¢enia (El-Maarouf-Bouteau et al., 2013). Dal§im
spdsobom, ako ROS pdsobi na semeno, je interakcia OH" s polysacharidmi bunkovych
stien, ¢o ma za nésledok ich rozvolnenie. Tento radikal dokaze polysacharidy Stiepit’. Ide
dodlezity proces umoziujuci radikule prerdst’ cez oslabené ochranné Struktury semena
(Miiller et al., 2009). Je taktiez domnienkou, Ze POX nachadzajuce sa v apoplaste su
zapojené v produkcii ROS iniciujtcich predlZovanie buniek rastiicej radikuly (Stamm et
al., 2017). Co sa tyka vztahu ROS a horménov, je treba brat’ na vedomie odlignost’ medzi
fungovanim signalnych drah semena ainych rastlinnych casti. V pripade stresom
spOsobenym suchom napriklad rastlina uzatvéara svoje prieduchy, ktoré reguluje ABA
interagujuca s ROS synergicky (Mittler & Blumwald, 2015). Opakom je antagonistické
fungovanie tychto dvoch latok v rdmci semena. Kli¢enie a dormancia je tizko spita prave
s regulaciou hormonov, na ktoré maju ROS vplyv. ZvysSenie hladiny ROS je do istej miery
vyhodné pre kli¢enie — upravuju signadlne drahy a syntézu ABA, hormoénu potlacujuceho
klicenie. Konrétne ide o akumulaciu H>O, degradujiceho ABA tym, Ze aktivuje
rozkladny enzym ABA-8-hydroxylazu. Priame oxidovanie ABA vSak nebolo pozorované.
ROS naopak stimuluju biosyntézu giberelinov. Samotné hormoény maju spitne vplyv na

tvorbu ROS — GA indukuju ROS, ABA ich vznik potlacuje (Bailly, 2019).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Pristroje a vybavenie
e Analytické vahy —Denver instrument, USA
e Automatické pipety — Eppendorf, Nemecko
e Centrifuga — Eppendorf, Nemecko
e Digitalne predvazky — KERN, Nemecko
e Digitalny pH meter — XS Instruments, Taliansko
e FElektromagnetickd miesacka — BioSan, Litva
e Fluorescen¢ny mikroskop Imager.Z2— Zeiss, Nemecko
e Mikroplatnicky Test plate 96f — TPP, Svajciarsko
e Mikrovinna rara
o Spektrofotometer - reader Synergy HT (Biotek Instruments, USA
e Termostat — BioSan, Litva
e Vibratom — Leica, USA

e Vortex — BioSan, Litva

3.2 Chemikalie a ¢inidla

Honeywell Fluka, Rumunsko: agardza, pefabloc, hexahydrat chloridu hlinitého
Lachema, Ceska republika: kvercetin
Lach-Ner, Ceska republika dihydrogénfosfore¢nan draselny,

hydrogénfosfore¢nan draselny, peroxid vodika
Invitrogen, USA 2¢,7¢ dihydrodichlorofluorescein diacetat

Penta, Ceska republika Octan draselny

26



ROTH, Nemecko hovédzi sérovy albumin,

Sigma-Aldrich, USA polyvinylprrolidon, kataldza,-metylkatechol, BCA
¢inidlo, pentahydrat siranu mednatého, metanol,
kyselinagallova, Folin-Ciocaultovo ¢inidlo,

uhlicitan sodny

3.3 Priprava pufrov
Na extrakciu a ako reakéné pufry boli vyuzité r6zne K-fosfatové a Tris pufry, ktorych
priprava je popisana v nasledujucich riadkoch.

10 mmol.I"" K-fosfatovy pufor, pH 7 bol pripraveny z 0,1 mol.I"" K-fosfatového
pufru, pH 7 riedenim na 100 ml : 10 ml zdsobného pufru s 90 ml vody.

0,1 mol.I"" K-fosfatovy pufr pH 7 bol pripraveny zmie$anim 30,75 ml zdsobného
1 mol.I'" KoHPO4 + 19,25 ml zasobného 1 mol.I"" KH>PO4 a 400 ml vody. Nasledne
bolo pH upravené na pozadovant hodnotu a objem doplneny vodou na 500 ml.

0,1 mol.I'" K-fosfatovy pH 6 bol pripraveny zmie$anim 6,6 ml 1 mol.I'" K,HPOs,
43,4 ml 1 mol.I" KH,PO4 a 400 ml vody. Po kontrole pH bol objem doplneny na
500 ml.

0,05 mol.I'" K-fosfatovy pH 7 pufor bol pripraveny riedenim 0,1 mol.I"! pufru pH
7 v pomere 1:1 s vodou.

0,1 mol.I"" Tris-HCI pufor pH 8,8 bol pripraveny rozpustenim 3,784 g Tris v 200
ml vody. Néasledne bolo pH upravené na pozadovanii hodnotu pomocou HCI

a doplnené na objem 250 ml.

3.4 Rastlinny material

V tejto praci boli vyuzité tri kultirne genotypy hrachu siateho menovite P. sativum PI
181958 (PI), P. sativum Cameor (CAM), PI, a P, sativum ATC 7025 (ATC). Vo vSetkych
troch pripadoch ide o kultirne genotypy hrachu siateho. Vybrané semend sa liSia
v pigmentacii — hilum a osemenie Cameor a PI je bez zafarbenia. Naopak ATC ma hilum
a osemenie pigmentované, pricom ide o znak typicky skor pre plané genotypy

(Balarynova et al., 2022).
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3.4.1 Rastlinny material pouZity pri mikroskopii
Semend pouzité pre pripravu rezov pre mikroskopické pozorovanie boli ziskané zo
sklenikov Katedry Botaniky UP. Nakolko nebolo mozné ziskat’ semend genotypu PI,
ktory je pouzivany pre Studium parametrov spektrofotometrickymi metodami, bol
nahradeny jemu velmi podobnym genotypom Cameor. Z rastlin genotypov ATC
a Cameor teda boli odobraté semena priblizne z obdobia 17, 20 a 25 dni po opeleni (DAP
-Days After Pollination).

3.4.2 Rastlinny material pouzity pri spektrofotomertrickom stanoveni
Pre spektrofotometrické stanovenie boli vyuZité zamrazené osemenia a embrya
genotypov Pl a ATC, pripravené Katedrou Botaniky UP. Poskytnuté vzorky boli odobraté
v Styroch vyvojovych stadiach, konkrétne 13,17,23 a 28 DAP.

3.5 Pouzité metody

3.5.1 Extrakty pre stanovenia fenolov a flavonoidov
Rastlinny materidl bol homogenizovany v trecej miske s pouzitim tekutého dusika
v pripade osemeni z dovodu ulahcenia drvenia materidlu. Dusik v pripade embryi nebol
pouzity, nakolko ich hlbSie zamrazenie naopak viedlo kich tazSiemu rozdrveniu.
Rastlinny material bol nasledne extrahovany do vychladeného metanolu v pomere 1:5
(w:v). Nésledne boli vzorky premiestnené do centrifigy vychladenej na 4 °C, kde boli
centrifugované po dobu 10 minat pri 16 000 RPM. Supernatant bol odobrany
automatickou pipetou a nasledne bol bud’ rozalikvétovany a zamrazeny, alebo chladeny

v l'adovej 1azni pre okamZité meranie.

3.5.2 Extrakty pre stanovenia aktivity enzymov a koncentracie

proteinov
Rastlinny material bol homogenizovany v trecej miske s pouzitim tekutého dusiku pri
osemeniach. Exktrakény pufor bol pripraveny zmiesanim 0,1 mol.lI"! K-fosfatového pufru
s polyvinylpyrrolidonom (PVPP) a pefablocom. Na 10 ml extrakéného pufru bolo
pouzitych 100 mg PVPP a 1,1 mg pefabloku. Extrakcia bola pre prevedena v pomere 1:4
(w:v). Rovnako ako pri metanolovej extrakcii boli vzorky centrifugované (4 °C, 10
minuat, 16 000 RPM), supernatanty boli rozalikvotované a zamrazené, alebo vlozené do

ladovej lazne a vyuzité pre okamzita analyzu.
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3.5.3 Stanovenie koncentracie fenolov

V tejto préci boli fenoly stanovené kolorimetricky pomocou Folin-Ciocaulteovho Cinidla.
Principom metddy je prenos elektronov v zasaditom médiu z fenolickych zlucenin za
tvorby modrého chromoféru na kyslé komplexy cinidla. Zafarbenie sledujeme
spektrofotometricky pri 760 nm (Singleton et al., 1999).

Na meranie bolo potrebné pripravit’ Standard kyseliny gallovej a 7% Na;COs,

Priprava Standardu spocivala v rozpusteni 1000ug kyseliny v 1 ml metanolu,

&¢im bola dosiahnuta koncentracia 0,001g/ml. Standard bol riedeny metanolom na
kalibra¢ni1 sériu o koncentraciach 50, 100, 150, 200 a 250 ug.ml. 7% Na,COs
bol pripraveny rozpustenim 0,7g uhli¢itanu v 10 ml vody.

Do jednej jamky mikroplatnicky bolo pipetovanych 75 pl vody, 10 pl
vzorky/Standardu/ do blanku metanol, 10 pl Folin- Ciocaulteovho ¢inidla a pri
laboratornej teplote sa zmes nechala inkubovat’ po dobu 6 minut. Nasledne bolo
pridanych 125 pl 7% Na>COs a zmes bola ponechand pri rovnakej teplote inkubovat’
60 minit. Absorbancia bola merana pri vinovej dizke 750 nm (Tsaniklidis et al., 2021).

Merania boli vyhotovené v technickom triplikate.

3.5.4 Stanovenie koncentracie flavonoidov
Koncentracia flavonoidov v metanolovoych extraktoch bola uréend kolorimetrickou
spektrofotometrickou metdédou vyuzivajucou chlorid hlinity a octan draselny za vzniku
komplexu a néslednej zmeny absorbancie. Zmena absorbancie bola merana pri 415 nm
a vysledky boli ziskanej z kalibra¢nej krivky kvercetinu (Tsaniklidis et al., 2021).
Standard bol dosiahnuty rozpustenim 1000 pg kvercetinu v 1 ml metanole
s vyslednou koncentraciou c= 1mg/ml. Kalibra¢na séria koncentracii 25, 50, 75, 100,
125, 150 a175 pgml! bola dosiahnutd riedenim S$tandardu metanolom.
Rozpustenim 1,8106 g hexahydratu AICl; v 10 ml metanole bol pripraveny 5,5
% roztok chloridu hlinitého. Na pripravu 10 ml 1 moll"! octanu draselného bolo
rozpustenych 0,9812 g octanu v 10 ml metanolu.
Postup zahtfnal pridavok 25 ul vzorky/Standardu/pre blank metanolu, do 140 pl
vody. Nasledne bolo pridanych 10 ul 5,5 % AlCl3 a 10 ul 1 mol.I"!' octanu draselného
azmes bola inkubovana 30 minut pri laboratornej teplote. Nasledne bola zmerana

absorbancia pri vinovej dizke 415 nm. Vzorky boli pipetované a merané v triplikate.
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3.5.5 Stanovenie koncentracie proteinov pomocou Bradfordovho
¢inidla
Pri adsordbénom naviazani farbiva Coomassie Briliant Blue G-250 v kyslom prostredi na
bazické a aromatické aminokyseliny proteinu dochadza ku zmene farbiva z hnedej na
modru (Bradford, 1976).

Zasobny roztok Bradfordovho ¢inidla bol dostupny na Katedre Biochémie UP ( 50
mg Coomassie Blue G-250 rozpustenych v 25 ml metanolu a 50 ml 85% kyseliny
fosfore¢nej, doplnené vodou na 100 ml). Pracovny roztok Bradfordovho ¢inidla bol podl'a
pokynov riedeny vodou v pomere 1:4. Ako Standard bol pouzity hovéddzi sérovy albumin
(BSA), rozpusteny v 0,1 mol.l! K-fosfatovom pufri o pH 7 (postup pripravy pufru-
kapitola 3.3.). Kalibra¢na krivka boli zhotovena z nariedeného BSA $tandardu pufrom
na koncentracie 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2a 1,4 mg.ml.

Do jamky na mikroplatni¢ke bolo pipetovanych 45ul pufru, 5 pl Standardu/vzorku/
pufru do blanku a 200 pl pracovného cinidla. Po 'ahkom premieSani a 5 minttovej

inkubdcii pri laboratornej teplote bola merana absorbancia pri 595 nm.

3.5.6 Stanovenie koncentracie proteinov pomocou bicinchoninovej
metody

Bicinchoninova metéda (BCA) spociva v reakcii peptidovej vizby s med’natymi (Cu')
ionmi, pricom dochadza k ich redukcii na Cu'. K redukcii prispievaju aj cystein, tryptofan
atyrozin. Redukovany i6n je nasledne komplexovany sodnou solou kyseliny
bicinchoninovej. Najvhodnejsia teplota pre danu reakciu je 37 °C. Zmena absorbancie po
vytvoreni modrofialového komplexu je merana pri vinovej dizke 562 nm (Smith et al.,
1985).

Komerény roztok kyseliny bicinchoninovej bol zmieSany s roztokom pentahydratu
siranu med’natého (4g CuSOs4 v 100 ml vody, kone¢nd koncentracia 16 mmol.l™")
v pomere 50:1. Na kalibraciu boli pouzité roztoky BSA o koncentraciach 0,05; 0,1; 0,2;
0,3;0,4; 0,52 0,6 mg.ml.

Do jamky mikroplatnicky bolo napipetovanych 10 pl standardu/vzorky/ do blanku
vody a 200 pul pracovného BCA ¢inidla. Absorbancia pri 562 nm bola zmerana po 30-

minutovej inkubdcii pri 37 °C.
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3.5.7 Stanovenie celkovej aktivity peroxidazy
Spektrofotometrické stanovenie aktivity peroxidazy podla Angeliniho vyuziva ako
substrat pre POX peroxid vodika za sucasnej oxidacie guajakolu na 3,3’ -dimetoxy-4,4"-
bifenylchinén za sprievodného narastu absorbancie pri A= 436 nm. Molarny absorbény
koeficient pre bifenylchinon je 4500M™'.cm™ (Angelini et al., 1990).

Zmies$anim 98,59 ml 0,1 mol.I"" K-fosfatového pufru pH 6 (postup pripravy pufru-
kapitola 3.3.)a 1,41 ml 8 mol.I"! zasobného roztoku guajakolu bolo pripravenych 100
ml reakéného pufru (vysledny guajakol = 0,113 mol.I'"). Na pripravu 10 ml 175
mmol.I"! peroxidu vodika bolo nutné riedit’ 8,59 mol.I"! zasobny H.O, vodou (204
ul peroxidu + 9796 pul vody).

Do jednej jamky mikroplatnicky bolo pipetovanych 155 pl reakéného pufru, 10 pl
extraktu a 10 pl 175 mmol.I"! H2O»/vody do blanku. Nérast absorbancie bol merany
pri teplote 30 °C a A= 436 nm po dobu 1 minuty. Pre vypocet optickej drahy boli vzorky

nasledne zmerané aj pri vinovych dizkach 900 a 977 nm.

3.5.8 Stanovenie celkovej aktivity polyfenoloxidazy

Pri tejto metdde bola vyuzita oxidacia 4-metylkatecholu ako substrdtu pre
polyfenoloxidazy (PPO). Vysledny produkt oranZovej az hnedej farby ma najvysSiu
absorbanciu pri dizke 420 nm (Balarynova et al., 2022).

Bol pripraveny roztok katalazy (CAT) rozpustenim Smg CAT v 4 ml vody. Roztok
88mM 4-metylkatecholu vznikol pridanim 10,9 mg do 1 ml vody.

Do jednej jamky mikroplatnicky bolo napipetovanych 180 pl 0,05mol.l-1 K-
fosfatového pufru pH 7 (postup pripravy pufru- kapitola 3.3. ), 20 ul CAT, 10 ul vzorky
a 10 ul metylkatecholu/vody/ do blanku pufru. Narast absorbancie bol merany pri 420
nm po dobu 60 minut pri 25 °C. Pre vypocet optickej drahy boli nasledne zmerané
absorbancie v jamkach pri A = 900 a 977 nm. Jednotlivé vzorky boli pipetované

v triplikate.

3.5.9 Stanovenie celkovej aktivity cinnamylalkoholdehydrogenazy
Reverzibilnd premena cinnamaldehydov na prislusné cinnamylalkoholy, resp.

monolignoly, je katalyzovand enzymom CAD podl'a rovnice:

cinnamaldehyd + NADPH + H" € - Cinnamyl alkohol + NADP*
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Polymerizaciou monolignolov (p- kumaryl-/ sinapyl-/ koniferyl alkohol) vznika lignin
(McKie et al., 1993).

Priprava metddy merania CAD aktivity zahfiiala riedenie 100 mmol.l"! zasobného
roztoku sinapyl alkoholu na pozadovanti molaritu 2 mmol.I"" (20 ul sinapyl alkoholu +
980 ul vody) a rozpustenie 3,1 mg NADP* v 1 ml vody (4m molL.1™).

Do mikroplatni¢ky bolo pipetovanych 165 pl 0,1 mol.I""  Tris-HCI pufru, 10 ul 2
mmol.I"!  sinapyl alkoholu, 10 ul 4 mmol.I" NADP* a 15 pl vzorky. V blanku boli
nahradené objemy NADP" a sinapylalkoholu odpovedajicim mnoZstvom pufru.
Absorbancia pri A=400 nm bola merand po dobu 10 minut pri teplote 30 °C. Jamky so

vzorkami boli nasledne premerané pri 900 a 977 nm kvéli vypoétu dizky optickej drahy.

3.5.10 Priprava priecnych rezov pomocou vibratomu

Pomocou skalpela bola vyrezana obdiznikova Gast osemenia v oblasti hila. Tieto
segmenty boli vlozené kolmo do Petriho misiek s 4% agardzou o teplote 40 °C. Po
ochladeni boli vyrezané kvadre so vzorkou uprostred o velkosti priblizne 1,5 x 1,5 cm,
nasledne boli orezané do tvaru pyramidy. Zakladiia bola prilepena na zdkladnti kocku
vibratomu, ktory vykonal rezy hribky 60 pm. Tie boli pomocou Stetca prenesené na
podlozné sklicka do kvapky 10 mmol.I"" K-fosfatového pufru, pH 7.

4% roztok agardzy bol pripraveny rozpustenim 4g agar6zy v 100 ml vody za ohrevu

pomocou mikrovlnnej rury.

3.5.11 Lokalizacia, pozorovanie a fotodokumentacia reaktivnych

foriem kyslika

Na identifikéciu a lokalizaciu chemickych latok v pletivach, tkanivach alebo bunkach je
mozné pouzit histochemické metody, kedy v prvom kroku premeni enzym dodany
substrat na produkt. V druhom kroku je produkt v izualizovany reakciou s chromogénom
a vznika farebna, nerozpustiteI'nd zlicenina. V tejto praci bol ako indikator ROS pouzity
2¢,7¢ dihydrodichlorofluorescein diacetat (H2ZDCF DA), ktory sa po oxidécii vol'nymi
radikdlmi premiena na vysoko fluorescencny fluorescenéni 2¢,7¢-dichlorofluorescein
(DCF) (KYSELAKOVA et al., 2013).

K rezom na podloznom sklicku bolo Pasteurovou pipetou ku kazdému rezu pridana
kvapka 10 umol.I"! roztoku 2¢,7¢-dihydrodichlorofluorescein diacetatu (H.DCF DA )
a nasledne bola vzorka ponechana inkubdcii po tme. Po 10-tich minatach bol pomocou

automatickej pipety odsaty farbiaci roztok a rezy boli nasledne minimalne 3x premyté 10
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mmol.I""  K-fosfatovym pufrom. Tymto pufrom boli rezy nakoniec zakvapnuté
a prikryté krycim sklickom. VSetky pripravované rezy boli pozorované pod
fluorescenénym mikroskopom.

10 umol.I"! H.DCF DA bol pripraveny riedenim zasobného 1 mmol.I"! H.DCF DA
nasledovne. 5 pl zdsobného H,DCF DA zmie$any s 495 pl 10 mmol.lI"! K-fosfatového
pufru pH 7).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto bakalarskej praci boli sledované zmeny testovanych biochemickych parametrov
pocas vyvoja semien hrachu siateho u genotypov PI, Cameor a ATC. Vsetky parametre
boli sledované v osemeniach a embryach. Stanovenie aktivity enzymov v embryach vak
komplikovala tvorba zrazenin, kvoéli ktorej nebolo mozné merat’ absorbanciu, a teda ani
stanovit’ aktivitu. Z toho dovodu st vo vysledkovej ¢asti komentované len vysledky
enzymovych aktivit v osemeniach. Zakal bol pritomny aj po riedeni extraktov na hranicu
detekovatelnosti enzymovej aktivity. Optimalizadcia metdédy nebola vykonana z dovodu
casového obmedzenia. Prikladom optimalizacie by mohlo byt odstranenie sacharidov ako
Skrob zo vzoriek, napriklad centrifugiciou. VSetky merania boli prevedené len raz,
vysledky su teda priemerom technického triplikétu. Pre overenie spravnosti ziskanych
vysledkov by bolo vhodné merania zopakovat’. Nasledne bola vykonana histochemicka
vizualizécia reaktivnych foriem kyslika v rezoch osemenia v oblasti hila. Vzajomné
prepojenie danych parametrov doddva obraz o biochemickych a fyziologickych

procesoch pocas vyvoja semena.

4.1 Stanovenie mnoZstva celkovych fenolov a flavonoidov

Celkovy obsah fenolickych a flavonoidnych latok bol uréeny v osemeniach a embryach
oboch genotypov hrachu siateho vo vyvojovych stadiach 13, 17, 23 a 28 DAP. Markantny
rozdiel v obsahu fenolickych latok bol oakavane pozorovany medzi osemeniami ATC
a PI— genotyp ATC obsahoval 7-nasobné mnozstvo fenolov v 13 diloch po opeleni oproti
PI (309,65 ug.ml!' PI, 2200,07 ug.ml! ATC).

Vsetky merané vzorky (embrya a osemenia) vykazovali zhodny trend v prvych troch
Stadiach 13-17 DAP, kedy najvysSiu koncentraciu fenolickych latok bola namerana 17
dni po opeleni (Obr.8). Posledné vyvojové Stadium (28 DAP) bolo z hl'adiska obsahu
fenolickych latok variabilné. Vzorky osemenia genotypu PI vykazovali najniZs§i obsah
fenolov v $tadiu 28 DAP oproti svojim zvy$Snym vyvojovym Stadidm. V osemeni ATC
tomu bolo presne naopak — spomedzi vSetkych $tadii ATC bol obsah fenolickych latok
najvyssi v 28 dioch po opeleni. V pripade embryi malo posledné Stadium genotypu PI
najvyssi obsah fenolov, u ATC boli celkové fenoly obsahovo na podobnej Grovni, ako
v 23 dnoch po opeleni (Obr.9).

Medzi osemeniami neboli pozorované vyrazné rozdiely v mnozstvach flavonoidnych
latok medzi osemeniami Studovanych genotypov. V pripade osemenia genotypu PI bola

namerana najvyssia koncentracia flavonoidov v prvom vyvojovom §tadiu (169,39 pg.ml
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1, v nasledujucich troch §tadidch bola koncentracia podobna. Najvyssie mnozstvo
flavonoidov u genotypu ATC bolo v osemeni stanovené az v druhom vyvojovom Stadiu
a ich hladina v rdmci vyvoja postupne klesala (Obr.10).

Mnozstvo flavonoidov v embryach (Obr.11), (61,75 -106,47 pg.ml™!") bolo mierne
niz§ie v porovnani s osemeniami  (124,39-169,39 pg.ml!). V pripade embrya
genotypu PI dochadzalo pocas vyvoja ku narastu koncentracie az na najvyssiu hodnotu
80,92 pg.ml! v28 diloch po opeleni. Koncentracie flavonoidov u ATC bola

v porovnani s PI genotypom celkovo vyssia s najvyssim obsahom latok s Stadiu 23
DAP (106,47 pg.ml™).

Koncentracia fenolov v osemeni Pl Koncentracia fenolov v osemeni ATC
450 419,95 2500 2472,62
369,456 2450

309,65

227311
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2230,71
200,07

F
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n o L
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13 DAF 17 DAP 23 DAP 28 DAP 13 DAP 17 DAP 23 DAP 28 DAP

Obr. 8: Koncentracia fenolickych latok v osemeniach genotypov ATC a PI pocas 4 vyvojovych
stadii DAP (dni po opelenti).

Koncentracia fenolov v embryach Pl a ATC

250

204,26
199,12 194,71 191,76

159,41 166,03
150 131,47

200

153,53

c [ug.ml?t]

100

50

13 DAP 17 DAP 23 DAP 28 DAP

Genotyp PI Genotyp ATC

Obr. 9: Koncentracia fenolickych latok v embryach genotypov ATC a PI pocas 4 vyvojovych
stadii DAP (dni po opeleni).

35



Koncentracie flavonoidov v osemeniach
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Obr. 10: Koncentracia flavonoidov v osemeniach genotypov ATC a PI pocas 4 vyvojovych §tadii
DAP (dni po opeleni).
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Obr. 11: Koncentracia fenolickych latok v osemeniach genotypov ATC a PI pocas 4 vyvojovych
stadii DAP (dni po opeleni).

Kultarne genotypy hrachu PI a ATC sa liSia pigmentaciou osemenia. Genotyp ATC je
Specificky pigmentovanym osemenim, pricom ide o charakteristiku typicku skor (ale nie
vyluéne) pre druhy plané. Ako priklad d’alSieho kultirneho genotypu s pigmentovanym
osemenim moéze sluzit PIS475 alebo PIS476 (Balarynovéa et al., 2022). Semena
kultirneho genotypu PI vdcSinou nie su pigmentované a prave tento fakt prispieva ku
vyraznému rozdielu koncentracii celkovych fenolov a flavonoidov medzi dvoma

genotypmi. Pigmentécia osemenia zavisi od mnozstva flavonoidov, ktoré boli oxidované
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na hnedy polymérny melanin- fenolycky polymér (Britton, 1983). Genotyp ATC teda
ocakavane vykazoval oproti PI v osemeni nizsie koncentracie flavonoidov (spotrebovali

sa na tvorbu pigmentu) a vyrazne vyssie koncentracie fenolov ( tvoril sa pigment).

4.2 Stanovenie mnoZstva celkovych proteinov

Celkovy obsah proteinov v Styroch vyvojovych stadiach (13-28 DAP) osemeni a embryi
genotypov PI a ATC bol uréeny Bradfordovou a bicinchininovou metéodou. Nakol'ko
maju uvedené metddy roznu citlivost’ a so vzorkami odliSne interferuja, vysledky neboli
vzdy zhodné.

Obsah proteinov v osemeni PI uréeny dvoma metédami bol trendovo zhodny.
V prvych troch stadiach (13, 17, 23 DAP) sa proteiny nachédzali v priblizne
rovnakych mnozstvach. Posledné Stddium bolo oproti prvym trom na proteiny
chudobnejsie, ¢o mdze byt vysvetlené docCasnou zasobnou a vyzivnou funkciou
osemenia pred tym, ako tuto funkciu prebera embryo (Rochat & Boutin, 1991).
V pripade genotypu ATC obe metddy stanovili niz$i obsah proteinov oproti PI, pricom
vo vsetkych Stadidch boli koncentracie podobné a nebol sledovany trend. Obsah
proteinov v osemeniach PI bol stanoveny metédou BCA na priblizne dvojnasobok
obsahu meraného pomocou Bradfordovej metody (13 dni po opeleni, PI: 12,25 mg.ml
! Bradford/ 21,98 mg.ml' BCA), trend vSak zostal zachovany. V pripade merani
obsahu proteinov v osemeni ATC bol vSak rozdiel medzi dvoma metddami vyrazne;jsi,
ato az 10-nasobny (Bradford 13 DAP — 0,75 mg.ml!, BCA- 7,69 mg.ml™!). Trend
kopiruje prvé dve vyvojové §tadia, ale v 23 a28 DAP sa medzi sebou metody
v osemeniach ATC odlisuju.

U vSetkych vzoriek embryi bol pri pouziti oboch metdd sledovany narast obsahu
proteinov v priebehu vyvoja, nakol’ko ide o zdsobné organy semena. Vynimku tvoril
iba posledné stadium genotypu ATC urcené metodou BCA, kedy oproti 23 DAP obsah
proteinov mierne klesol zo 106, 36 mg.ml™!' na 92,29 mg.ml!. V pripade embryi bol
stanoveny vysSi obsah proteinov vo vSetkych Stddiach metédou Bradforda oproti
BCA. V pripade pouzitia Bradfordovej metody je u embryi sledovany takmer linearny
narast obsahu proteinov poc¢as vyvoja, naproti tomu vysledky merani pomocou BCA
naznacuju prudsi skok medzi prvymi dvoma Stadiami.

Metdéda BCA je oproti Bradfordovej metdode menej variabilnd pre rozdielne
proteiny. Na druhti ma BCA niz&i prah detekcie(0,5— 1,5 pg.ml! BCA, 1-1,5 pg.ml!
Bradford) a k pozitivnhemu vysledku prispieva pritomnost’ niektorych AMK. Metdda
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BCA urcila celkovo vysSie koncentracie proteinov v osemeni oproti Bradfordovej
metdde, co mdézeme odovodnit aminokyseinovym zloZenim bohatym na cystein,
tyrozin a tryptofan u oboch genotypov. Dal§im vysvetlenim by mohol byt rozdiel
v glykozylécii proteinov - Bradfordova metdda stanovuje nizSie koncentracie proteinu
ako BCA (Fountoulakis et al., 1992) .

Obe metody urcili nizSiu koncentraciu proteinov u genotypu ATC oproti PI, ¢o
indikuje rozdiel v proteinovom zloZzeni osemenia danych genotypov. V pripade
Bradofrdovej metody bol rozdiel medzi obsahom proteinov PI a ATC v osemeni VAcSi
ako u BCA metody pravdepodobne preto, Ze dochadzalo ku vicsej interferencii proteinov
ATC ako v pripade BCA metody.

Bradfordova metdda naopak stanovila oproti BCA vicSie koncentracie proteinov
v embryach. Proteinové zloZenie embryi je pravdepodobne odlisné od osemenia a preto
nedochadza ku takej velkej interferencii v pripade Bradfordovej metody. Metody pouzité
v ramci tejto prace si v porovnani s inymi relativne rychle a jednoduché. Pre presnejsie
stanovenie by vSak bolo vhodné pouZit’ napriklad fluorescen¢né metody, kedy dochédza
ku reakcii c¢inidla (napriklad fluoreskaminu) so Specifickymi AMK za vzniku

fluorescencného produktu (De Bernardo et al., 1974).

Bradfordova metdda - proteiny v osemeniach
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Obr. 12: Koncentracia celkovych proteinov v osemeniach dvoch genotypov hrachu stanovena
Bradfordovou metédou pocas 4 vyvojovych stadii DAP (dni po opeleni).
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BCA metdda - proteiny v osemeniach
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Obr. 13: Koncentrécia celkovych proteinov v osemeniach dvoch genotypov hrachu stanovena
BCA metddou pocas 4 vyvojovych stadii DAP (dni po opeleni).
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Obr. 14: Koncentracia celkovych proteinov v embryach dvoch genotypov hrachu stanovena
Bradfordovou metddou pocas 4 vyvojovych stadii DAP (dni po opeleni).
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BCA metdda - proetiny v embryach
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Obr. 15: Koncentracia celkovych proteinov v embryach dvoch genotypov hrachu stanovena BCA
metddou pocas 4 vyvojovych stadii DAP (dni po opeleni).

4.3 Stanovenie aktivity peroxidazy

Aktivita peroxiddzy bola merana pocas Styroch vyvojovych S$tadii v osemeniach
kultarnych genotypov PI a ATC lisiacou sa pigmentaciou. Celkovo bola aktivita enzymu
vyssia u genotypu PI v porovnani s ATC (13 DAP: 5,01 pkat.ml"' FW u PI, 1,64 ukat.ml
I FWATC). V pripade genotypu PI dochaddzalo v priebehu dozrievania semien
k miernemu ndrastu aktivity POX, zatial’ ¢o u genotypu ATC tomu bolo naopak. Aktivita
dni po opeleni (0,56 pkat.ml! FW).

Peroxidazy spolu s PPO oxida¢ne polymerizuju lignin. V pripade semien sdje je POX
aktivna uz 13 dni po opeleni a jej aktivita v rdmci vyvoja rastie (Zablatzka et al., 2021).
Rovnaky trend bol sledovany v ramci tejto prace u genotypu PI. Dévodom, preco je
medzi genotypmi liSiacimi sa pigmentdciou rozdiel moze byt tvorba ligninu ako
primarnej formy ochrany semena v pripade nepigmentovaného genotypu PI.
Pigmentovany genotyp ATC modze pred tvorbou ligninu uprednostiiovat’ oxidaciu

substratov najmi pomocou PPO za tvorby pigmentu, ktory ma tiez ochranné vlastnosti.

40



Aktivita POX v osemeniach
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Obr. 16: Aktivita enzymu peroxiddzy, stanovena v osemeni dvoch genotypov hrachu pocas 4
vyvojovych stadii DAP (dni po opeleni).

4.4 Stanovenie aktivity polyfenoloxidazy

Aktivita enzymu PPO bola merana v osemeniach genotypov PI a ATC, pricom pocas
prvych troch vyvojovych §tadii bol sledovany trend zhodny pre oba genotypy (Obr.17).
Od prvého $tadia aktivita v druhom §tadiu vzrastla z 0,63 na 0,67 nkat.ml! FW pre P, a
z 0,67 na 0,77 nkat.ml"' FW pre ATC, a nasledne v 23 DAP v oboch pripadoch klesla pod
uroven aktivity namerané v 13 diloch po opeleni. Vo Stvrtom vyvojom §tadiu sa aktivita
PPO u studovanych genotypov vyrazne lisila. U genotypu PI nebola POX v stadiu 28
DAP aktivna. Naopak, u genotypu ATC bola aktivita PPO 28 dni po opeleni najvyssia
spomedzi vSetkych vyvojovych S§tadii ATC. Z vysledkov aktivity PPO moZeme
dedukovat, Ze v pripade kultirneho a pigmentovaného genotypu ATC dochadzalo
v Stvrtom Stadiu 28 DAP ku tvorbe melaninu v oblasti hila, nakol’ko sa aktivita PPO
oproti zvySnym Stadidm vyraznejSie zvySila. Naopak, u genotypu PI enzym PPO
nevykazoval v 28 dnoch po opeleni Ziadnu aktivitu, pretoZze sa pigment netvoril.
Pigmentécia hila v $tadiu 28 DAP bola v ramci tento bakalarskej prace taktiez priamo
pozorovand na zamrazenych vzorkdch osemenia. Tieto hypotézy potvrdzuje praca
kolektivu Balarynova et al. (2022), z ktorej vyplyva, ze pigmentacia hila koreSponduje
s aktivitou PPO spolu s pritomnostou fenolickych prekurzorov. Stadia uvadza ako
priklad kultarneho, pigmentovaného semena hrachu genotyp JI92, ktorého trend
v aktivite PPO je zhodny s aktivitou PPO v ATC, pouzitom v tejto bakalarskej praci.
Analdgiou genotypu PI je kultirny nepigmentovany Cameor, ktorého aktivita vSak bola

vel'mi nizka a stabilnd pocas vSetkych Styroch vyvojovych §tadii (Balarynova et al.,
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Obr. 17: Aktivita enzymu polyfenoloxidazy, stanovena v osemeni dvoch
genotypov hrachu pocas 4 vyvojovych stadii DAP (dni po opeleni).

2022) na rozdiel od PI, ktoré¢ho aktivita PPO bola sice nizSia, ale porovnatelna
s pigmentovanym genotypom ATC aliSila sa len v poslednom $tadiu. Aktivita PPO
v pripade nepigmentovaného, kulturneho genotypu PI mé pravdepodobne iny, doposial’
nezndmy vyznam. Ide o skupinu enzymov s velkou diverzitou, ktorych fyziologické

ulohy su stale predmetom stidia (Zhang, 2023).

4.5 Stanovenie aktivity cinnamyl alkohol dehydrogenazy

Aktivita CAD bola merana v osemeniach oboch typov Studovanych genotypov v 4
vyvojovych stadiach. Enzym vsak vykazoval aktivitu len v pripade genotypu PI (Obr.7).
V osemeni genotypu ATC nebola aktivita danou metddou stanovend. Najvyssia aktivita
CAD bola zaznamenana v prvom vyvojovom $tadiu (0,33 nkat.ml! FW) a najnizsia
v poslednom, teda $tvrtom vyvojovom $tadiu (0,07 nkat.ml"' FW). Na tému aktivity CAD
v osemeniach aktudlne neboli ndjdené Studie, s ktorymi by boli vysledky tejto prace
porovnané. Literatira ohl'adom CAD najcastejSie sleduje enzym v listoch, internddiach
alebo korefloch a zameriava sa napriklad na jeho zvySenu aktivitu v reakcii na stres
(Zhang et al., 2006; Kim & Huh, 2019; Ng et al., 2024). Interpretacia vysledkov je
analogickd s odovodnenim aktivity POX v osemeniach. Pigmentovany genotyp ATC
moZe v osemeni vyuzivat’ prednostne enzym PPO na oxidaciu ochrannych pigmentov,
priCom tvorba ligninu v Studovanych $tddidch nehrd velkti ulohu. Naopak
nepigmentovany genotyp PI deficit ochrannych latok kompenzuje tvorbou ligninu,

v ramci ktorej figuruje enzym CAD.
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Obr. 18: Aktivita cinnamyl alkohol dehydrogenazy v osemeni genotypu PI v Styroch vyvojovych
stadiach DAP (dni po opeleni).
4.6 Histochemicka lokalizacia reaktivnych foriem kyslika

Struktira osemenia je prevazne homogénna s vynimkou chazalnej oblasti, kde sa
nachddza hilum. Osemenie sa pri hile jemne zvlni, po bokoch hilarnej Strbiny sa
nachddza d’alSia vrstva palisadovych buniek — tzv. horné palisady, ktoré su
funikularneho povodu (Lackey, 1981). Horné palisady prekryvaji tracheidy. V oblasti
hila taktieZ dochadza ku zlu€ovaniu osteosklereidov s parenchymatickymi bunkami.
V neskorSich S§tadiach vyvoja embrya ma hilum funkciu regulécie procesov
vysychania — otvara sa, ak je vlhkost nizka, naopak uzatvéara sa v pripade vysokej
vlhkosti. Tento jav je mozny vd’aka zmendm spOsobenym napucanim a scvrknutim
palisddovych buniek (HYDE, 1954) (Lush & Evans, 1980). Rez v oblasti hila bol
mikroskopicky sledovany a zobrazeny v Obr.19.

Distribtcia ROS bola v pripade oboch genotypov vyrazne pozorovatelna najma
v oblasti hornych palisddovych buniek a okolo trachei (Obr.20.). Trend taktiez
sledujeme v poklese produkcie ROS pocas dozrievania semena, ¢o moze byt
sposobené aktivnym metabolizmom, s ktorym je spojena prave tvorba ROS v oblasti
funikulu, kedy dochadza ku transportu zivin z materskej rastliny hlavne v ranych
Stadiach vyvoja semena. Kumulécia ROS v oblasti protipalisad pravdepodobne nie je
reakciou na stres z mechanického poskodenia, nakol'’ko dochadza ku detekcii ROS aj
v pripade, ze funikulus zostdva stale pripojeny (Obr. 21). Tvorbu ROS ako reakciu na

poskodenie naopak moZeme sledovat’ na spodnom okraji vzorky (Obr.22), kde doslo
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ku naruseniu parenchymatického pletiva nasledkom oddelenia oddelenim osemenia od
embrya. Vyrazné rozdiely v produkcii ROS medzi Studovanymi genotypmi hrachu

neboli pozorované.

Obr. 20: Tranzverzalny rez osemenia Hrachu siateho v oblasti hila genotypu ATC 17 dni po
opeleni. A- makrosklereidy, B-horna palisada, C- hilarna §trbina, D- tracheidy, E —svetlolomna
linia, F- osteosklereidy, G — parenchymatické bunky, H- zbytok funikulu. Zva¢sené 100x.
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Obr. 19: Distribucia reaktivnych foriem kyslika detekovana fluorescencnou sondou H,DCF DA (10 pumol.”

") v oblasti hila genotypu Cameor a ATC v troch $tadiach vyvoja — 17, 20 a 25 DAP (dni po opeleni).
Zvicsenie 100x.
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Obr. 21: Histochemicka detekcia ROS s vyuzitim fluorescenénej sondy 10 mikroM H>DCF DA v
reze osemenim v oblasti hila so zachovanym putkom (funikulus) u genotypu ATC. Zvac¢sené
100x.

Obr. 22: Histochmiecka lokalizacia ROS s vyuzitim 10 umol.l"! fluorescen¢nej sondy H,DCF DA
v reze osemenim v oblasti hila genotypu Cameor. Zvacsené 100x.
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5 ZAVER

V ramci bakalarskej prace bolo cielom objasnit’ problematiku dozrievania semien hrachu
siattho aenzymov snim suvisiacich prostrednictvom spracovania teoretickych

poznatkov a vykonania vlastného merania. Dosiahnuté boli nasledujuce vysledky:

1. Literarna reSerS bola spracovana na zadané témy, pricom v ramci kapitoly:
Struktira semena — bol popisany aj vyvoj semien, nakolko spojitost medzi
vyvojom a Struktirou je logicky podmieneny. V nasledujicich kapitolach bol
Citatel’ oboznameny s kI'aCovymi poznatkami, ako napriklad vyznam dozrievania
semien, ktory spoc¢iva v akumulacii zdsobnych latok, nadobudnuti dormancie a
tolerancie voci desikacii. V kapitolach o enzymoch PPO, CAD aPOX bol
kladeny doraz na klasifikaciu, popis fyziologického ucinku a  Struktury.
V posledne;j kapitole teoretickej ¢asti bol popisany ako negativny, tak aj pozitivny
vplyv ROS v rdmci semena.

2. 'V praktickej Casti boli na stanovenia pouzité 3 kultirne genotypy hrachu siateho,
lisiace sa pigmentaciou. Genotypy PI a Cameor su charakteristické bezfarebnym
osemenim, naopak genotyp ATC sa vyznafuje pigmentaciou hila, pricom ide
o charakteristiku typickll najméi pre divé genotypy.

3. Stanovenie aktivit enzymov bolo vykonané len v osemeniach danych genotypov,
nakol'ko embrya s reakénou zmesou reagovali tvorbou zékalu. Odporicame preto
optimalizaciu metddy, ktora z asovych dovodov nebola uskutocnena.

4. Rozdiely v stanovenych koncentraciach celkovych fenolov a flavonoidov medzi
genotypmi ukazali, Ze genotyp ATC moéZe spotrebovavat’ flavonoidy na tvorbu
fenolickych pigmentov. U embryi nebol rozdiel medzi genotypmi vyrazny,
nakol'ko v nom ku pigmentécii nedochéadza.

5. Reaktivne formy kyslika boli histochemicky lokalizované v oblasti hila v ranych
vyvojovych stadiach.

6. Boli pouzit¢ dve metddy stanovenia koncentracie proteinov, ktoré urcili: a)
rozdielne proteinové zlozenie medzi osemeniami genotypov ATC a PI, b) narast
obsahu proteinov v priebehu vyvoja semien oboch genotypov, nakol’ko dochadza
k ich akumuléacii po€as dozrievania. Optimalizaciou by v tomto pripade bolo
pouzitie presnejSej, napriklad fluorescencnej metody.

7. Enzymy PPO, CAD a POX maju v o osemeniach kultarnych genotypov Pl a ATC

roznu aktivitu, pricom ich vyznam bol diskutovany v ramci danych kapitol.
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8. Odporacanim do budicnosti je vykonat’ stanovenia v opakovaniach, aby boli

dosiahnuté hodnotnejsie vysledky.
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6 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

4CL

ABA

APS

BCA

C4H

CAD

CcO

CoA

FW

LAC

LEA

PAL

PAs

POX

PPO

PVPP

ROS

TYR

4-kumarat-CoA ligaza
kyselina abscisova

persiran amonny
bicinchoninova metoda
cinamat-4-hydroxylaza
cinnamylalkoholdehydrogenaza
katecholoxidaza

koenzym A

cerstva hmotnost’

lakéza

Late Embryogenesis Abundant
fenylalaninamoniaklyaza
proantokyanidiny

peroxidaza

polyfenoloxidaza
polyvinylpolypyrrolidon
reaktivne formy kysliku

tyrozindza
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