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SOUHRN:

Piedlozena diplomova prace se zabyva zejména genem kodujicim polyfenol
oxidazu. Jedna se o enzym, ktery je dulezity jak pro ochranu rostliny, semene pied
patogeny, Vv procesech lignifikace a ma také hlavni roli v procesech enzymatického
hnédnuti u rostlin.

Teoreticka ¢ast pojednava o vyvoji semene a jeho jednotlivych ¢astich. Dalsi ¢ast
je vénovana piedev§im enzymum, které se podili na ochrané rostlin. Jednim
oxidaz, které obsahuji: katechol oxidazu, lakazu, tyrozinazu (krezolazu) a askorbat
oxidazu. Polyfenol oxiddza vyuZzivd molekularni kyslik k oxidaci fenolickych latek
za vzniku reaktivnich o-chinont, které maji za nasledek hnédnuti, ale i mohou vytvaret
bariéry zesitovanim molekul.

Prakticka ¢ast obsahuje in silico analyzu genomu hrachu pomoci homolognich
lakazovych (LAC 1 -17) gent Arabidopsis thaliana. Dale byla analyzovana genova
exprese nalezenych genti ve vybranych pletivech hrachu — listu, kofene, kvétu, osemeni
a embrya. Pfitomnost riznych transkriptii byla ovéfena pomoci specifickych primert.
Jelikoz mezi potenciondlni substraty polyfenol oxidazy patii i latky ze skupiny
flavonoidd, bylo meéfeno mnozstvi rozpustnych a nerozpustnych proantokyanidini
v osemeni jak planych, tak kulturnich genotypt hrachu. Produkty jejich oxidace, kam
patfi i taniny, maji za nasledek hnédnuti pletiv rostlin. Pti sekvenovani bylo analyzovano

celkem 90 genotypt geograficky rizné péstovaného kulturniho hrachu a byla odhalena



souvislost mezi funkénosti polyfenol oxidazy a zbarveni hila. Mezi dalsi testy, které byly
provedeny v ramci prace byla analyza obsahu ligninu pomoci acetyl bromidové metody
a také byla testovana aktivita polyfenol oxidazy u celych semen hrachu. Vztah mezi
funk¢nosti polyfenol oxidazy a barvou hila byl testovan na rekombinantnich inbrednich

liniich.
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SUMMARY:

The master master thesis focuses on gene encoding polyphenol oxidase in pea.
It is an important enzyme for the protection of plants and seeds against pathogens, playes

a role in lignification processes and also in enzymatic browning.

Introduction part describes the development and structure of the seed. The next part
is devoted to the enzymes that are involved in plant protection. One of the most important
enzymes is polyphenol oxidase, which belongs to a large family of "multi-copper"
oxidases, which include: catechol oxidase, laccase, tyrosinase (cresolase) and ascorbate
oxidase. Polyphenol oxidase uses molecular oxygen to oxidize phenolic substances
and form reactive o-quinones, which result in browning but can also form barriers

by crosslinking molecules.

The practical part contains in silico analysis of the pea genome using Arabidopsis
thaliana laccase (LAC 1 -17) genes. Furthermore, the gene expression of selected pea
homologoues genes was analyzed in selected pea tissues - leaf, root, flower, seed
and embryo. Since flavonoids are among potential substrates of polyphenol oxidase,
the content of soluble and insoluble proanthocyanidins was measured in the seed coats
of both wild and cultured pea genotypes. The products of their oxidation including
tannins, has a consequences the browning of plant tissues. Sequencing analysis was

analyzed of 90 genotypes of geographically spaced cultivated pea has revealed



connection between polyphenol oxidase functionality and hilum color. Furthemore
the content of lignin using the acetyl bromide method was also determined as well
as polyphenol oxidase activity in whole pea seeds. The relationship between functionality

of polyphenol oxidase and hilum colour has been tested in recombinant inbred lines.
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1 Uvod

Rostliny si béhem evoluce nasly rtizné mechanismy pfizptisobeni k podminkam
prostiedi. Dulezitym bodem je strategie semene vyklicit ve spradvnou dobu, tak aby
nedoslo k uhynuti celé rostliny vlivem nepiiznivych podminek. Jednim z dulezitych
mechanismu regulujici kliceni semen, je mechanismus dormance. Existuje nékolik typt
dormance semen, kde fyzikalni typ je zprostiedkovan regulaci vstupu vody do semene.
Semeno vznika procesem dvojitého oplozeni, kdy postupné vznika embryo, endosperm
a osemeni. Pravé osemeni ma velmi dtlezitou lohu v ochrané embrya pied biotickymi
a abiotickymi faktory, zaroven zprostfedkovava komunikaci S okolim a embryem.
Ochrannou funkci miize zastupovat osemeni jako takové, protoze na svém povrchu miize
mit nepropustnou vrstvu suberinu. Osemeni také muze byt vyztuZzeno ligninem,
ale obsahuje i jiné fenolické latky. Polyfenol oxidaza (PPO) je jednim z dulezitych
enzymu v rostliné. Podili na oxidaci o-difenoli za vzniku o-chinont, které nasledné
mohou polymerovat a vytvaiet hnédo-¢erny pigment. Podili se také na lignifikaci bunéc¢né
stény, vykazuji antimikrobialni aktivitu a tvofi kyslikové radikaly. PPO patii do Sirsi
skupiny enzymi (multi-copper oxidases), spole¢né s lakazami, katechol oxidazami,
krezolazami (tyrozinazami) a askorbat oxidazami. ,,Multi-copper* oxidazy patii mezi
superrodinu oxidoreduktaz, které jsou schopné katalyzovat oxidaci riznych aromatickych
sloucenin s doprovodnou redukei kysliku na vodu. Na rozdil od peroxidaz neobsahuji
jako kofaktor zelezo, ale obsahuji atomy médi. Katalytické centrum tvofi ¢tyfi méd’naté

ionty.

Cilem ptedlozené diplomové prace je analyzovat genovou expresi a enzymatickou
aktivitu polyfenol oxidazy v osemeni planého (Pisum sativum subsp. elatius) a kulturniho

hrachu (Pisum sativum subsp. sativum).



2 Cile prace

1) Teoreticka Cast: literarni reSerse na téma vyvoje semen a kliceni.

2) Prakticka cast: sekvenéni analyza genu pro polyfenol oxiddzu (PPO) ve vybranych
genotypech hrachu, analyza genové exprese béhem vyvoje semen pomoci, detekce PPO

enzymu.



3 Literarni prehled

3.1 Vyvoj semene

Hrach sety (Pisum sativum L.) patii mezi krytosemenné rostliny do celedi
bobovitych (Fabaceae). Stejné jako u ostatnich krytosemennych rostlin vznika semeno
procesem dvojitého oplozeni, kdy se z oplozené vajecné bunky vyvine diploidni zygota
(embryo) a z oplozeného diploidniho jadra vznikne triploidni endosperm. Vaje¢né obaly
zahrnuji na jednom konci otvor klovy (mikropolarni pol), kterym vnikla pylova lacka
béhem procesu oplodnéni a po tomto otvoru ziistane na semeni jizva. Druhy konec
vajecnych oballi obsahuje chalazu (chalazalni pol), kde se vajicko pfipojuje k poutku
a zde se vytvafi tzv. pupek (hilum). Z vaje¢nych obalt se tvoii osemeni. Posledni slozkou
semene je perisperm, ktery vznika z nucelu. Semeno je jak geneticky, tak i fyziologicky
heterogenni, protoze obsahuje osemeni matefského ptivodu a embryo, které je hybridniho

matefského a otcovského pivodu (Weber et al., 2005).

Vyvoj semene u krytosemennych rostlin zahrnuje tfi stadia. 1) Stadium
morfogeze, kdy probiha vyvoj embrya, endospermu, perispermu a osemeni. 2) Stadium
zrani (maturace) pifi kterém dochazi k akumulaci zasobnich latek a k zvétSovani semene.
3) V konec¢né fazi (vysychani - desikace) probiha dehydratace semene, které se nasledné
postupné se uvoliiuje od matetské rostliny a mtize ptejit do klidového stddia dormance

(Vinter, 2009).

Vyvoj semene hrachu odpovida tomuto schématu. Byly také identifikovany tfi
stddia se dvéma zpozd'ujicimi se fazemi. Prvni faze je spojena s vyvojem endospermu
a osemeni, druha faze s vyvojem embrya. Tteti faze je obdobi zrani a zvétSovani bunck

diky ukladani zasobnich latek jako jsou polysacharidy a proteiny (Weber et al., 2005).

3.1.1 Embryo

Po oplozeni zarode¢né matetské buiniky a naslednych mitdézach vznikéd apikalni
burnika a bazalni buiika. Z apikalni buniky vznika zna¢né Cast embrya a z bazalni buiiky
se vyvine suspenzor, kterym je embryo pfipojeno ke sténé¢ zarode¢ného vaku. Vyvoj
embrya se skladd znckolika fazi: linearni, globularni, srd¢ita, hruskovitd a jsou

zakoncena zralym embryem (Vinter, 2009).



Vlastni embryo se sklada ze dvou déloh, v nichz se béhem embryogeneze ukladaji
zasobni latky. Jadra téchto d€loznich bunék jsou casto polyploidni. Dale v embryu
najdeme hypokotyl, ke kterému jsou pfipojeny délohy, plumulu, ktera se nachazi mezi
dvéma délohami a radikulu, coz je meristematicky zaklad kofene. Diferenciace embrya
je druhové rtznorodd, ale u Celedi bobovitych, kde vétSinou neni ve zralém semeni
pfitomen endosperm, embryo vypliuje témét cely obsah semene (Vinter, 2009;

Bewley et al., 2013).

3.1.2 Endosperm

Endosperm je pletivo, které¢ vyzivuje embryo béhem vyvoje. Vznika z centralni
buiky zarode¢ného vaku. U bobovitych se endosperm téméf nevyskytuje, protoze
je spotfebovan embryem béhem zrani semene a zasobni latky jsou ulozeny piimo

v délohéch (Vinter, 2009; Lackey, 2010).

3.1.3 Osemeni

Osemeni vznika z vajeénych obald (integumenta) vajicka, bobovité rostliny maji
jen dva vajecné obaly a béhem vyvoje vnitini obal zmizi. Vyvoj osemeni je zapocat ihned
po oplozeni a vzniku embrya, avSak jeho vyvoj neni zavisly na vyvoji embrya nebo
endospermu (Chaudhury et al., 2001). Osemeni hraje dulezitou roli pii vyvoji, kli¢eni

a dormanci semen (Moise et al., 2005).

Slouzi jako oChranna bariéra mezi embryem a vnéjSim prostiedim. Vn&j$i vrstvy
osemeni jsou ¢asto impregnované nepropustnymi tuky/vosky (napt. suberin) a pokryvaji
celé semeno, kromé¢ pupku, Dale se pod kutikulou nachazi epidermis, hypodermis
a vnitini parenchym. Buiiky osemeni mohou byt mechanicky vyztuzeny ligninem, také
mohou obsahovat polyfenolické nebo obsahovat krystalické latky urcené K ochrané.
Tyto prekazky neslouzi jen k ochrang, ale také tvoti bariéru proti priniku vody a vzduchu

dovniti semene (Bewley et al., 2013).

Bunky epidermis jsou protazené v radialnim sméru (makrosklereidy, Malphigiho
buniky), jsou nepravidelné ztloustlé a vytvareji palisady (Vinter, 2009), které jsou pokryty
suberinem a kutinem. Tloustka osemeni se méni behem jeho vyvoje
(Verdier et al., 2013). Koncova ¢epicka makrosklereid je od zbytku bun€k odd€lena

svétlolomnou vrstvou tzv. light line nebo linea lucida (LL), ktera se zda byt hlavni



bariérou priniku vody (Bhalla et Slattery, 1984; Harris, 1987; Smykal et al., 2014;
Janska et al., 2019).

Subepidermalni vrstva se déli na osteosklereidy a lagenosklereidy. Obsahuje
mezibunécéné prostory vyplnéné vzduchem a s tim souvisi vyména plynil a vysouseni

semene (Smykal et al., 2014).

Vnitini vrstva neboli ,,zivna vrstva®“ (Van Dongen et al.,, 2003) se sklada
z parenchymatickych buné¢k, které¢ jsou ve vice vrstvach (5-12 bunéénych vrstev)
analéhaji piimo k endospermu (Hamly, 1932). Nékteré druhy maji tuto vrstvu silné
protkanou cévnimi svazky, ale v ptipad¢ bobovitych se zde nachazi jen jeden cévni
svazek s dvéma vétvemi (Spurny, 1963). Kaléza vyskytujici se v parenchymu, tvoii

bariéru pro absorpci vody, u hrachu vSak nebyla nalezena (Janska et al., 2019).

Barva a struktura osemeni je vétSinou pro dany druh typicka, coz je dano
geneticky, ale jeji vyvoj mize byt ovlivnén podminkami prostfedi. Na povrchu mohou
vzniknout malé utvary nebo chemické slouceniny, které jsou atraktivni pro zvifata, jenz

pak pomahaji s jejich rozsifenim (Bewley et al., 2013).

3.2 Dormance semen

Dormance je docasny klidovy stav semene, kdy ve velké mife dochazi k omezeni
fyziologickych dé€jii. Dormantni rostliny nemusi vyklicit, i kdyz maji pro rust ptiznivé
podminky (Baskin et Baskin 2004). Jedna se o strategii rostliny, kdy kli¢eni a riist probiha
Vv tu nejlepsi dobu za Gi¢elem, aby kli¢eni neskoncilo thynem. Béhem evoluce dormance
se vyvinula u mnoha druhii a ¢eledi rostlin, jako odezva na neptiznivé podminky prostiedi
(extrémni chlad, vlhko ¢i vysoké teploty). V zavislosti na typu dormance existuje
geograficky gradient. Nej€astéji se objevuje u druht vzdalenéjsich od rovniku, protoze
zde Cast&ji dochazi k vykyvim teplot a srazek (obdobi destd x obdobi sucha, sezonalita)
(Baskin et Baskin, 1998; Bewley et al., 2013).

Dormance je kvantitativni znak, ktery je podminény vice geny a také je ovlivnén
riznymi faktory, jakou jsou vhodna teplota a vlhkost, ptitomnost kysliku, mnozstvi
a kvalita (sloZeni) svétla i mnoho hormonalnich procesi (Koornneef et al., 2002). Jednou
Z hormondlnich a zéaroven inhibi¢nich latek je kyselina abscisova (ABA), jeji vysoka
hladina v pfipadé fyziologického typu dormance souvisi s dormanci. Pravé inhibicni

latky, jako napt. fenolické latky, mohou byt diivodem pro¢ semena nekli¢i. Pfitomnost



fenolickych latek a aktivita katechol oxidazy, vykazuji pozitivni korelaci s nepropustnosti
osemeni (Smykal et al., 2014). Nepiekonatelné mechanické piekazky, nevyvinuté
embryo a pigmentace osemeni také ovliviiuji kli¢eni semen (Bewley, 1997;

Tama et Tumova 1998; Bradford et Nonogaki, 2007; Smykal et al., 2014).

Neékteré druhy jsou schopné zlstat v dormantnim stavu nékolik mésict, rok,
stoleti az tisicileti. Svéd¢i o tom i dikazy v podobé semen palmy datlové (Phoenix
dactylifera), ktera byla nalezena v lzraeli u ni se staii datuje do prvniho staleti naseho
letopoc¢tu. Na Sibifi v permafrostu byla nalezena semena silenky (Silene stenophylla),
ktera byla stard dokonce 31 tisic let. I takto prastara semena klicila, rostla jako norméalni
soucasna rostlina a ty byly schopny dale vyprodukovat Zivotaschopna semena.
(Sallon et al., 2008, Yashina et al., 2012). V pidé muze byt skryto mnoho nevyklicenych
semen, formujicich tzv. ptidni semennou banku. Tato semena zacnou klicit po urcitych
specifickych  podminkdch  jako jsou naptiklad zaplaveni, ohen apod.

(Campbeel et al., 2008; Finkelstein et al., 2008).

3.2.1 Klasifikace typi dormance

Mezi prvnimi, kdo zacal rozfazovat dormanci do nékolika skupin byl Harper
(1977) ktery rozlisil tii typy. Primarni neboli vrozeny typ, maji semena dormantni jiz
na matetské rostlin€ a nejsou schopna vykli¢it. Pro vykliceni je potfebné semena vystavit
takovym podminkdm, aby byly schopny dormanci piekonat (Begon et al., 1997).
Sekundarni dormance je zplisobena nepiiznivymi vnéj§imi podminkami, které kliceni
zastavi. Poslednim typem je dormance indukovana, ktera je fyziologicky podobna
primarni. K ukon¢eni takové dormance nestaci jen pfiznivé podminky, ale dal§i impuls

navic (Baskin et Baskin 1998; Ser4, 2012).

Déle mizeme dormanci klasifikovat do péti tfid: fyziologicka (physiological
dormancy - PD), morfologickd (morphological dormancy - MD), morfofyziologicka
(morphophysiological dormancy - MPD), fyzicka (physical dormancy - PY)
a kombinovana (PY + PD) (Baskin et Baskin, 2004).

Dormance fyziologicka (PD)

Jedna se o nejrozsitengjsi formu dormance zahrnujici hormonalni metabolismus
kyseliny abscisové (ABA) a giberelinii (GA). Tyto dva hormony pusobi protichidné,

predpoklada se, ze kyselina abscisova podporuje dormanci naopak gibereliny indukuji



kli¢eni. Oba tyto fytohormorny tak navzajem reguluji zacatek, udrzovani a ukonceni
vegetacniho klidu. Pro tyto ucinky je dilezity spravny pomér koncentraci hormont,
napt. kdyZ mame nizkou hladinu ABA, tak pro zacatek kliceni staci nizkd koncentrace
GA. Dalsi fytohormonem podilejicim se na ukonceni dormance je ethylen, plisobici
predevsim pfti dozravani plodu, kli¢eni a opadu listt, ale také reaguje s ABA a snizuje
citlivost semene k této kyseliné (Tima et Tumova 1998; Baskin et Baskin, 2004).
Fyziologicky typ dormance se vyskytuje u celé fady rozmanitych celedi: Asteraceae,
Brassicaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Poaceae, Plantaginaceae, Solanaceae
(Ainsley et al., 2008; Baskin et Baskin, 2020; Zhang et al., 2020).

Dormance morfologicka (MD)

Objevuje se u semen, kde neni fadn€ vyvinuté embryo a potiebuje delsi Cas pro
ukonceni vyvoje a nasledné kli¢eni. Pro ukonceni této dormance neni potieba
specifickych podminek. Za normélnich podminek dozraji béhem par dnt a nasledné
vykli¢i do 30 dnt (Baskin et Baskin, 1998; Baskin et Baskin, 2004). Tento typ dormance
zahrnuje  Celedi:  Apiaceae, Arecaceae, Orchidaceae, Ranunculaceae atd.
(Vandelook et al., 2009; Jaganathan, 2020).

Dormance morfo-fyziologicka (MPD)

Kombinace obou ptedchozich typt, zahrnuje fyziologické podminky zplisobujici
dormanci, ale také semena s nevyvinutym embryem. Zahrnuje ¢eledi, které mohou mit
oba ptedchozi typy dormance: Apiaceae, Arecaceae, Liliaceae, Ranunculaceae atd.
(Vandelook et al., 2009; Dhyani et al., 2013; Baskin et Baskin, 2020; Jaganathan, 2020).
Stratifikaci Ize ukoncit toto obdobi vegetacniho klidu. Jedna se o vystaveni semen nejprve
nizké teploté¢ a nasledné vysoké nebo naopak. Pfi studené stratifikaci dochazi
k odbouravani ABA, a tak doje k naslednému zvySeni GA, nebo zacatek kliceni mize byt
podpofen  aplikaci  giberelini  (Nikolaeva, 1977; Baskin et Baskin, 1998;
Baskin et Baskin, 2004).

Dormance fyzicka (PY)

Fyzicka dormance je zplisobena tzv. tvrdosemenosti. V osemeni se nachazi vrstva
palisadovych bungk, které nepropusti jak vodu, tak plyny. Vyskytuje se nejméné
u 17 ¢eledi napt. Fabaceae, Malvaceae, Cannaceae, Convolvulaceae atd. PY Ize najit jen

u ptedkd kulturnich plodin téchto ¢eledi, protoze domestikaci tento typ byl odstranén



(Baskin et al., 2000; Finch-Savage et al., 2006; Smykal et al., 2014). Fyzickou dormanci
1ze narusit zménou podminek, zvySenim vlhkosti, mechanickym obruSovanim, ru¢nim
nebo ptdnim obrusovanim, mikrobialnim pisobenim nebo priachodem pies zviteci travici

systém, které mohou obsahovat silné kyseliny (Baskin et al., 2000; Janska et al., 2019).

Dormance kombinovana (PY + PD)

Osemeni neni propustné pro vodu a zarovenn maji semena dormantni embryo.
Kli¢eni muze zapocit jeding tehdy, kdyZ jsou ptekonané oba typy dormance (Barton,

1934; Baskin, et Baskin, 1998; 2004).

3.3 Slozeni a ochrana semene

3.3.1 SloZeni semene
Semena hrachu setého obsahuji velké mnozstvi dulezitych Zivin jako jsou

bilkoviny, vlaknina, Skrob, vitaminy, mineraly (viz Tabulka €. 1) a proto jsou vyuzivany

pro vyzivu ¢loveéka a krmeni hospodéiskych zvifat.

Tabulka 1: Slozeni semen kulturniho hrachu (pfevzato a upraveno z Dahl et al., 2012)

Slozka Koncentrace (%)
Bilkoviny 21,2-329
Skrob 36,9 - 49,0
Rezistentni Skrob 21-6,3
Amyloza 20,7 - 33,7
Celkova vlaknina 14,0 - 26,0
Nerozpustna vlaknina 10,0 - 15,0
Rozpustna vlaknina 20-9,0
Rozpustné cukry 53-8,7
Celkové lipidy 12-24
Popeloviny 2,3-34

Obsah bilkovin velmi kolisa a pohybuje se od 13,7 do 30,7 % Vv zavislosti
na genetickém faktoru 1 podminkach prostiedi. AvSak jeho primérma hodnota

se pohybuje kolem 22 %, vétsinu tvofi zasobni proteiny, globuliny (legumin, vicinin)



(Tzitzikas et al., 2016). Bilkoviny hrachu obsahuji esencialni aminokyseliny jako jsou
lysin, leucin, tryptofan, které se vyskytuji ve vétsim mnozstvi (Dahl et al., 2012). Nejveétsi
zastoupeni maji sacharidy, pfedev§im pak $krob a vlaknina. Skrob je slozeny z amylozy,
linearniho glukanu a amylopektinu. Pravé na poméru amylézy a amylopektinu zavisi
stravitelnost skrobu. Mezi dalsi sacharidy mizeme tadit hlavné sacharézu a jeji derivaty
rafindzu (trisacharid), stachyézu (tetrasacharid) a verbaskdézu (pentasacharid), jenz
pomahaji se vyrovnat rostliné¢ s abiotickym stresem (Chibbar et Baga, 2003;
Dahl et al., 2012). Naopak Vv nejniz§im mnozstvi jsou zastoupeny lipidy, jejichz obsah
je okolo 1 %. Z mineralnich latek mizeme v semenu hrach najit draslik (1,04 %), fosfor
(0,39 %), hoi¢ik (0,1 %) a vapnik (0,08 %) (Dahl et al., 2012). Jako ostatni lusténiny,
tak i hrach obsahuje riizné fenolické slouceniny (taniny, fenolové kyseliny a flavonoidy),
fytaty, saponiny. (Dahl et al., 2012). Fenolové slouceniny hraji ziejmé dileZitou roli
V nepropustnosti osemeni. Marbach a Mayer (1974) usuzovali, ze podminky b&hem
vysychani semen maji vliv na pigmentaci osemeni a naslednou propustnost osemeni.
Tmavé pigmentovana semena byla nepropustna pro vodu, ale pro vznik pigmentace byla
nutnd piitomnost vzduchu pfi suSeni. Pro hnédnuti je tedy dilezita pfitomnost kysliku.
Jednim z enzyma zpusobujici hnédnuti je katechol polyfenol oxidédza, kterd se vice

vyskytuje v osemeni planého hrachu a také hraje dilezitou roli v ochrané semene.

3.3.2 Ochrana semene

Rostliny pfi napadeni, vyuzivaji nékolik mechanismli obrany. Mohou si vytvofit
fyzickou bariéru, diky které semena nejsou pfistupna pro patogeny. Dale k obrannym
mechanismiim patii rychlé kliceni a asociace s mikroorganismy (Dalling et al., 2011).
V kombinaci s fyziologickou dormanci, 1ze aplikovat i biochemickou ochranu zalozenou
na enzymech. Mezi ochranné enzymy patii polyfenol oxiddzy, peroxidazy, chitindzy
a oxalat oxidazy nachazejici se v osemeni. Tyto enzymy se mohou rovné€Zz zapojovat
do metabolismu  kysliku, vytvaret kyslikové radikaly, pfispivat k zesitovani

extracelularni matrice (Fuerst et al., 2014).
Peroxidazy

Enzymy se skupiny oxidoreduktaz, jenz se d¢li na hemové peroxidazy a nehemové
peroxidazy. Hemova peroxidazy se dale déli na dvé superrodiny, které maji hemovou
skupinu vytvoifenou z protoporfyrinu IX a Fe (111) (Banci, 1997, Pollard, 2018). U rostlin

se vyskytuji 3 typy peroxidaz sdilejici podobnou proteinovou strukturu, ale maji jinou



aminokyselinovou sekvenci. Prvni typ zahrnuje cytochrom-c peroxidazu, askorbat
peroxidazu a katalaza peroxidazu. Ve tfidé Il najdeme houbové peroxidazy majici hlavni
roli v biodegradaci ligninu. Peroxidazy typu III jsou glykoproteiny, které jsou
sekretovany do bun&nych stén a vakuol. Obsahuji dva ionty Ca®* pro vetsi strukturni
stabilitu, katalyzuji jednoelektronovou oxidaci od riznych donort vodiku (fenoly,
prekurzory ligninu, auxin), ¢imz snizuji H20.. Patfi sem peroxidazy kienu (HRP),
araSidovou peroxidazu (PNP), s6jovou peroxidazu (SBP) atd. Hraji klic¢ovou roli
v zivotnim cyklu rostlin, podili se na ochrané rostlin pfi napadeni patogenem nebo
pfi poranéni. Produkce kyslikovych radikalt patii mezi aktivni ochranu, kdezto pasivni
obrana zahrnuje lignifikaci prostfednictvim zesiténi a inhibuje penetraci hyf

(Fuerst et al., 2014; Pandey et al., 2017; Pollard, 2018).
Chitinazy

Chitin je hojné pfitomen v houbach, v néckterych bunéénych sténach fas,
Vv bakteriich a v exoskeletu bezobratlych. Chitindza je glykosylhydrolaza, ktera
katalyzuje $tépeni B-1,4-glykosidické vazby chitinu (Fuerst et al., 2014). V rostlinach
se chitinazy podileji na ochran¢ pted biotickym a abiotickym stresem, tak i v ristovych
a vyvojovych procesech. Klasifikace je velmi slozita vzhledem k velké rozmanitosti
enzymd, specifické molekularni struktute, velikosti, umisténi v organismu, specificité
substratu a katalytickému mechanismu. VétSina rostlinnych chitinaz jsou endochitinazy,
které se ndhodné $tépi uvnitt polymeru a produkty jsou nizkomolekuldrni oligomery:

chitotridza a chitotetraoza (Grover, 2012).

Podskupinou chitinaz jsou proteiny, které jsou spojeny s patogenezi
(PR proteiny). PR proteiny byly ptivodné objeveny jako proteiny, které jsou indukovany
Vv hostitelskych buikach v reakci na patogenezi, nasledné se ukazalo, ze PR proteiny jsou
také indukované v reakci na rGzné abiotické stresy (sucho, sul, chlad, tézké kovy
a UV svétlo) a podileji se na regulaci riistu rostlin. Dal$i mozZnosti, jak se mtizou rostliny
chranit, je posilenim vztahti s prospésnymi mikroby. Timto zpisobem mohou zvysit
ochrannou kapacitu na povrchu semen. Rostlinné chitindzy také napomahaji skladovani
vapniku, coz muze zvysit stabilitu nebo poskytnout rezervoar vapniku k vyuziti

pro mechanismy ochrany semen (Grover, 2012; Pollard, 2018).
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Oxalat oxidaza

Jednou ze dvou podskupin v ramci rodiny germinalnich proteind (kupiny) jsou
oxalat oxidazy. Jsou nékdy oznaCovany jako ,,pravé germiny* a jsou kodovany velkou
homogenni skupinou gend pfitomnych jen v obilovindch. Druhou skupinou jsou
germin-like proteiny, které jsou na rozdil od pravych germini kédovany heterogenni
skupinou genti, nachazejicich se U riznych druhd rostlin a vykazuji funkce v organismu.
Vsechny oxalat oxidazy jsou glykoproteiny skladajici se ze Sesti monomerti a jako
kofaktor je mangan (Il). Katalyzuji dvouelektronovou oxida¢ni dekarboxylaci
endogenniho oxaldtu na peroxid vodiku a oxid uhli¢ity. Nerozpustny krystalicky oxalat
vapenaty pfitomny v rostlinnych vakuolach a bunécnych sténach je dalsim substratem,
jehoz oxidace také poskytuje volny Ca?*. Peroxid vodiku je jak piimo toxicky
pro patogeny, tak zptsobuje peroxidacni zesitovani a tim posiluje bunécnou sténu

(Requena et Bornemann, 1999; Pollard, 2018).

3.4 Polyfenol oxidaza (PPO)

Flavonoidy jsou Siroce rozSifené rostlinné sekundarni metabolity odvozené
z fenylpropanoidni drahy, které chrani rostlinu pfed patogeny, predatory, UV zafenim
a mohou zvySovat dormanci u semen. Vyznacuji se dvéma aromatickymi cykly spojené
jednim heterocyklem, zahrnujici flavonoly, antokyany a flavan-3-oly. Flavan-3-oly
vedou k formaci proantokyanidinti (PA) neboli konzervovanych tanind, které se hromadi
vintegumentu nebo Vv chalaze. PAs jsou oxidovany do hnédych komplexda.
Tyto hnédnouci procesy jsou zpusobeny oxidaci fenolickych sloucenin. V rostlinach
mohou byt katalyzovany polyfenol oxidazami (Dixon et al., 2005; Pourcel et al., 2005;
2006; Liu et al., 2014).

Rostlinné polyfenol oxidazy (PPO) jsou skupina enzymd, jejichZ aktivita muZze
vést K tvorbé hnédo-cernych melaninovych pigmenti. PPO enzymu se vyskytuji napfic
vSemi druhy, zahrnujici téméf vSechny suchozemské rostliny a vykazuji odliSné vzorce
exprese. Rozmanitost v poctu genli, sekvenci, tkanové a substratové specificité
vrostlinnych druzich naznacuji, ze PPO ma dlouhodobou roli ve fitness
(Tranetal., 2012). Nejcastéjsi roli v organismech je ochrana pied biotickym
a abiotickym stresem, i kdyZ v poslednich letech se objevuji se rtizné dalsi funkce.

Enzymatické hnédnuti je disledkem dvou oxidaci, kdy v prvni fazi dochézi k oxidaci
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monofenoli na o-difenoly a dale téchto produktd na o-chinony (viz Obrazek ¢.1).
O-chinony se podileji na lignifikaci bunécné stény, snizuji dostupnost zivin zesitovanim
molekul, tvorbu hnédych pigmentid, antimikrobialni aktivitu a tvorbu kyslikovych
radikala (Tran et al., 2012; Boeckx et al., 2015; Taranto et al., 2017; Pollard, 2018).

V soucasnosti neni jisté, jestli aktivita PPO je pro rostlinu pfinosna nebo naopak
Skodliva. Souvisi totiz i s akumulaci reaktivnich forem kysliku a s celkovou hodnotou
redoxniho potencialu. Disproporcionace o-chinon muze vést k tvorbé semichinonovych
radikald, tyto radikaly interaguji mezi sebou a 02, coz vede k tvorbé superoxidovych
aniontli a regeneraci o-chinonu. Superoxidové anionty jsou velmi nestabilni a rychle
dismutuji za vzniku peroxidu vodiku (Grant et Loake, 2000). Dusledky jsou modifikace,
véetné zesiténi proteinti, peroxidace lipidi, poskozeni nukleovych kyselin, ptipadné

az smrt bunky (Mayer et al., 2006; Boeckx et al. 2015).

OH
/@mnnuphe nol (colorless)
R

l PPO + O,
complex
FrDs Dz —_— brown
polymers
diphenal (colorless) o-quinone (colored) amino acn:ls

proteins

T |

Reducing Agent

Obrazek 1: Reakce enzymatického hnédnuti (pfevzato z Jukanti, 2017)
3.4.1 Slozeni PPO enzymu

PPO je ¢asto chybné pojmenovana a zaménovana za jiné enzymy s nazvy tyrosinaza,

polyfenoléza, fenoléza, katechol oxidéza, kresolaza a katecholdza (Yoruk et Marshall,

do t#i skupin: katechol oxidaza, lakaza a kresolaza neboli tyrozinaza.
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Krezolaza a tyrozinaza

Krezolaza a tyrozinaza jsou enzymy, jenz maji stejnou funkci a jedna se prakticky
0 jeden stejny enzym, ktery je rizné€ pojmenovan u zvifat (tyrozindza) a u rostlin
(krezolaza) (Aniszewski et al., 2008; Kaintz et al., 2014). Katalyzuji hydroxylaci
a oxidaci monofenolti na o-difenoly a oxidaci difenoli na odpovidajici o-chinony

(Mayer et al., 2006).
Katechol oxidaza

Katechol oxidaza katalyzuje oxidaci monofenold na o-difenoly, ale i o-difenoly
na o-chinony. Jedna se o glykosylované proteiny vazajici méd’ ve dvou doménach
za ptitomnosti kysliku jako kofaktoru (Marusek et al., 2006). Z fyziologického hlediska
je enzym velmi blizkym piibuznym lakazam, i pravé proto je mozné, ze se v Arabidopsis

katechol oxidaza nevyskytuje (Pourcel et al., 2005).
Lakaza

Lakazy jsou riznoroda skupina enzymu se Sirokou substratovou specificitou,
které katalyzuji oxidaci Sirokého spektra fenolickych substrati. Podili se na ochranné
funkci v rostlinach, houbach, bakteriich a hmyzu, nenachazi se jen v anaerobnich
organismech (Giardina et al., 2010; Janusz et al., 2020). Enzym byl poprvé izolovan
v roce 1883 z mizy ¢inského stromu Rhus vernififera (Yoshida, 1883). Lakazy obvykle
obsahuji dv¢ az tfi domény. Tti domény najdeme u hub, hmyzu, rostlin a n€kterych
bakterii), dv€ domény u jednoduchych bakterii (Komori et Higuchi, 2015).
Aminokyselinova homologie je mezi témito doménami velmi nizka, ale celkové
uspotfadani aktivnich mist je vysoce konzervované. Lakdzy obsahujici tfi koordinacni
centra (konkrétné typy I (T1), IT1 (T2) a III (T3)), maji aktivni misto slozené ze Ctyt atomti
médi. Domény II a III vazi Oz a redukuji ho na vodu, doména I nevaze O, ale slouzi

K ptenosu elektrond.
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Obrazek 2: Zjednoduseny reakéni mechanismus oxidace lakaz (pfevzato a upraveno:

Rodriguez et al., 2015)

Lakazy se podileji jak na anabolickych, tak i katabolickych reakcich. Katabolické
procesy zahrnuji degradaci ligninu a humusu, mezi anabolické reakce patii napt. syntéza
polymernich pigmentt, sklerotizaci kutikuly, syntézu polyflavonoidi a lignifikace
(Dwivedi et al., 2011; Janusz et al., 2020).

V rostlinach ma dulezitou roli v biologickych procesech, podilejicich
se na prodluzovani bungk, lignifikaci, pigmentaci, hojeni ran, na metabolismu zeleza,
biosyntéze flavonoidi v poskliziiové stabilit¢ na kvalit¢ vldken baviny

(McCaig et al., 2005; Turlapati et al., 2011).

U Arabidopsis thaliana (At) bylo identifikovano 17 LAC genui, které leze rozdélit
do 6 fylogenetickych tiid (McCaig et al., 2005). AtLAC 15 se podili hlavné na zbarveni
osemeni a prodluZzovani kofent, AtLAC 8 a 2 reguluji dobu kveteni a prodluZzovani kofene,
AtLAC 4, 11, 15, 17 maji funkce pfi polymeraci ligninu, AtLAC 2, 5, 6, 12, 13, 14, 16
reguluji rizné hormony a jsou exprimovany v reakci na stres (Cai et al., 2006; Turlapati
etal., 2011; Liu et al., 2020). Na zaklad¢ bioinformatické analyzy se ukazalo, ze vétSina
lakdz mlZe byt regulovana jak na transkripéni (antisense transkripty, histon a methylace

DNA), tak i na posttranskripéni (mikroRNA) tirovni (Turlapati et al., 2011).

Transparentni testa 10 (TT10) mutant byl identifikovan pomoci mutageneze. Jedna
se 0 lakazu (AtLAC15) spousti oxidaci epikatechinu a rozpustného proantokyanidinu
(PA), coz ma za nasledek hnédnuti osemeni béhem vysychani semene u A. thaliana.

AtLAC15 se nachazi ve dvou vrstvach osemeni, kde se podili na methabolismu flavont
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a tanint. (Pourcel et al., 2005; 2006). Substraty pro AtLAC15 jsou jak flavonoly,
tak i PA, ale pouze PA zodpovidaji za tvorbu hnédého zbarveni béhem oxidace. Béhem
vyvoje semene dochazi k akumulaci AtLAC15, zaroven dochazi k syntéze epikatechinu.
Aktivita promotoru je silné¢ indukovana u ¢asné€ abortovanych semen, coz znaci,
ze je transkripén¢ indukovan bunécnou smrti. Epikatechin a PAs se hromadi ve vakuole,
ale pokud dojde ke smrti buriky, tak tyto dvé reagencie jsou sekretovany do apoplastu,
kde mohou interagovat s AtLAC15, a tak dojde k oxidaci a polymerizaci. Dusledek
aktivity ~ AtLAC15 je  zvySeny  pomér  nerozpustnych  k rozpustnych
PA (Kitamura et al.,2004; Pourcel et al., 2005; Bidzinski, 2009).

AtLAC15 koduje protein, ktery vykazuje velkou podobnost s polyfenol oxidazou
lakazového typu, protoze obsahuje ¢tyfi histonové bohaté méd-vazajici domény (L1-L4)
a Sest exond a pét intrond. (Kumar et al., 2003; Pourcel et al., 2006). Protein AtLAC15

muzeme najit v apoplastu, po Sté€peni transitniho peptidu.

Fyziologické funkce AtLACI15 jsou hlavné obrana proti biotickym a abiotickym
stresim (Pourcel et al., 2006, Bidzinski, 2009).

Ackoliv jsou lakazy jednou ze tii skupin PPO, tak ale nemusi znamenat, ze rostliny,
které obsahuji lakdzy, automaticky maji i PPO. Oxida¢ni enzymy se mohly vyvinout
béhem piechodu rostlin na sous, coz dokazuje fakt, Ze v zelenych fasdch se PPO
nenachazi. Genom A. thaliana obsahuje 17 lakaz, ale neobsahuje zadnou PPO, i kdyZ se
jedna o ,,suchozemskou* rostlinu. Geny PPO nejsou nutné pro primarni metabolickou
funkci, a tak mohly byt béhem evoluce ¢aste¢né nebo Gplné eliminovany. Tuto eliminaci
1ze najit u A. thaliana nebo ptibuzné fepky (Brassica napus), kdy je PPO nahrazeno pravé
lakdzami, jenzZ provadéji podobnou oxidaci pomoci molekularniho kysliku
(Pourcel et al., 2005; Tran et al., 2012).

3.4.2 Proteinova struktura PPO

PPO se sklada ze tfi domén: N-terminalni chloroplastového transitniho peptidu (cTP),
domény s vazbou na Cu a C-terminalni oblasti. N-terminalni transitni peptid obvykle
zajiStuje transport dvojitou translokaci zdvislou na argininu do thylakoidl a obsahuje
vysoky podil serotoninovych zbytkd, ptilehlé k této sekvenci je thylakoidni transferova
doména (TTD) s alaninovym §tépnym motivem (AxA). Nékteré rostliny, ale neobsahuji
CTP, ale ksyntéze dochazi v sekre¢ni draze ,,no-plastidic-PPO*. Médnaté centrum

se sklada ze dvou méd’-vazajicich domén, kazda z nich obsahuje tfi histidinova residua,

15



které koordinuji ionty médi a vytvaieji aktivni misto. Kazda ztéchto dvou domén
obsahuje cca 50 aminokyselin, které jsou oddéleny linkerem. Doména CuA obsahuje
na zacatku motivu HXXXC (necastéjsi kombinace HCAYC), kdezto CuB ma HXXXH
sekvenci na zacatku motivu. Doména A je mnohem variabilnéj$i nez doména B.
C-terminalni doména je citliva pro proteolytické Stépeni, a to usnadiiuje aktivaci latentni

PPO (Marusek et al., 2006; Pourcel et al., 2006; Tran et al., 2012).

Nekteré rostlinné druhy s PPO obsahuji introny, ptfevazné pak jednodélozné rostliny.
U dvoudé€loznych rostlin introny téméf nenajdeme nebo ve velmi omezené mite. Introny
v PPO genech vétsinou maji unikatni sekvence a nejbéznéji se vyskytuji v linkeru, ktery
odd€luje CuA a CuB, jen zfidka se vyskytuje ve funkéni doméné. Délky introna

se pohybuji v rozmezi od 39 do 2203 nukleotidi (Tran et al., 2012).
Umisténi a aktivace

Vétsina PPO v zelenych rostlinach se nachézi v chloroplastu, zatimco jejich substraty
jsou umistény ve vakuole, takze jednotlivé substraty se nemohou standartn¢ dostat
do kontaktu. Jednou a dlouho uznavanou moznosti kontaktu bylo pfi poruseni buiky.
V poslednich letech se ukazuje, ze n€které substraty nejsou lokalizované v plastidech,
alemaji  svou sekre¢ni drahu nebo kaktivaci dochazi jinou  cestou
(Constabel et al., 1996). Regulace PPO je slozita a enzym muze byt ptitomné v aktivni
i latentni form¢. Po transportu do lumenu a odstépeni N-terminalniho tranzitniho peptidu
je zpocatku ptitomen PPO jako dvoudoménovy protein sestavajici z vazebného mista pro
meéd’ a C-termindlni doménou. C-termindlni doména je propojena vysoce flexibilni
peptidovou strukturou, ktera je navrzena k pokryti aktivniho mista a za ur¢itych podminek
je schopnd podstoupit konformacni zménu. Dal§imi moznost aktivace enzymu
je proteolytickym §tépenim v C-terminalni doméné (Constabel et Barbehenn, 2008;
Fuerst et al., 2014; Boeckx et al., 2015). V in vitro podminkach aktivace latentniho PPO
zahrnuje vystaveni mastnym Kyselindm, proteolyze, mirnému teplu, SDS a siranu
amonnému. Aktivace zprostiedkovana o-difenolem je nepfimy mechanismus aktivace,
pficemz vysledné o-chinony interaguji s latentni PPO, ¢imz se méni jejich struktura
a dojde k odkryti aktivniho mista. Tento mechanismus plati pii poskozeni tkan¢, bud’ jako
vysledek napadeni patogeny nebo Vv souvislosti se starnutim bunék (Boeckx et al., 2015;
Mishra et Bibhuti, 2016).
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Substratova specifita

Rostlinné PPO se obvykle vyznacuji svou substratovou specificitou. Vyssi
aktivita enzymu byla pozorovana u substrati, které¢ maji katecholovou kruhovou strukturu
a funk¢ni skupinu (-R) v meta poloze vzhledem k -OH skuping. Se zvétSenim velikosti
funk¢ni skupiny (-R) nebo absence této funkéni skupiny snizuje aktivitu enzymu. VéEtsina
substrati s kruhovou strukturou katecholu a funk¢ni skupiny v jiné poloze kruhu
vykazovaly velmi malou aktivitu nebo absenci aktivity (Mishra et Bibhuti, 2016).
Typickymi substraty PPO jsou o-difenoly, protoze obsahuji snadno oxidovatelné
OH-skupiny. Mezi substraty PPO patii antokyany, flavanoly, flavony, flavonoly
aisoflavonoidy z flavonoidnich polyfenold, kyselina hydroxybenzoova a kyselina

hydroxyskoticova (Parveen et al., 2010; Boeckx et al.,2015).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Pro analyzu genové exprese byly vybrany 4 rizné genotypy hrachu (Pisum sp.): dva
kulturni (P. sativum subsp. sativum: Cameor, J192) a dva plané (P. sativum subsp. elatius:
JI1794, JI64). Francouzska odrida Cameor byla poskytnuta z INRA, Dijon, Francie.
Genotypy JI192, JI64 a JI1794 byly ziskany z genové banky John Innes Centrum,

Norwich, Velka Britanie.

Pro enzymovou analyzu byly pfidany jesté dva genotypy: JI261 (P. sativum subsp.
elatius), ktery byl poskytnut také z genové banky John Innes Centrum, Norwich, Velka
Britanie a PI358617 (P. abyssinicum) z United States Department of Agriculture (USDA,
USA). Kvéty byly oznafeny v momenté otevieni a nasledné byla izolovana semena

4 vyvojovych stadii a semena suché (viz Tabulka €. 2).

Tabulka 2: Vyvojova stadia genotypt

Genotyp Dny po opyleni (days after pollination, DAP)
Cameor 13 17 20 25
J192 12 16 20 25
JI64 12 17 20 25
JI1794 13 17 23 25
JI261 19 23 26
P1358617 13 16 22 27

Aktivita PPO s celymi semeny byla méfena na mapovaci populaci rekombinantnich
inbrednich linii (RIL) F11 generace odvozené z JI64 a JI92 (North et al., 1989),
genotypové informace o nich pochazi z generace Fs¢ (Hradilova et al., 2017), takze

do jisté miry mohlo dojit k segregaci.

Vzorky z jedné rostliny by méli byt geneticky uniformni, vzhledem ke skute¢nosti,

ze u hrachu dochazi k samooplyleni (Smykal et al., 2018).

Semena byla vyseta do 5-ti litrovych kvétinaca se substratem Proficom Ltd., CZ.
Experimentalni rostliny byly péstovany ve skleniku katedry botaniky Pfirodovédecké

fakulty Univerzity Palackého v Olomouci v obdobi unor az kvéten 2020.

18



4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Agarbza (Serva, kat. ¢islo: 9012-36-6);

Marker molekulové hmotnosti — GeneRulerTM 100 bp Plus DNA Ladder (0,5 pg/ul,
Thermo Scientific, kat. ¢islo: 10488058);

Taq DNA polymeraza (5U/ul, MyTagq, Bioline, kat. ¢islo: BIO-21105);

Taq pufr (5x, MyTaq Red, Bioline, kat. ¢islo: 37112);

Procyanidin A2 (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 41743-41-3);

Aceton (VWR Chemicals, kat.¢islo: 67-64-1);

Ethanol (VWR Chemicals, kat. ¢islo: 64-17-5);

Ledova kyselina octova (Tamda, kat. ¢islo: 190510);

Butanol (Lach-Ner, kat. ¢islo: 71-36-3)

Kyselina chlorovodikova 37% (VWR Chemicals, kat. ¢islo: 7647-01-0);
4-dimethylaminocinnamaldehyd (DMACA, Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 6203-18-5);
Exonukleaza I (20 U/ul, Thermo Scientific, kat. ¢islo: EN0581);

Termosensitivni alkalicka fosfataza (1 U/ul, Thermo Scientific, kat. ¢islo: EF0651);
Fast Alkaline Phosphatase pufr (10x, Thermo Scientific, kat. ¢islo: EF0651);

Reakéni pufr (10X Baseline-ZERO™ DNase Reaction Buffer, Thermo Scientific, kat.
¢islo: DB0715K);

DNaza (Baseline-ZERO™ DNase, EpicentreBio, kat. ¢islo: DB0711K);

STOP pufr (10X Baseline-ZERO™ DNase Stop Solution, Epicentre, kat. cislo:
DB0715K);

AMYV reverzni transkriptdza (Promega, kat. ¢islo: M515A);
5x reakéni pufr (Promega, kat. Cislo: M515A);
Oligo(dT)15 primer (Promega, kat. ¢islo: C1101);

Ribonukleazovy inhibitor (Ribonuclease Inhibitor kat. ¢islo: N2511);
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Chloroform (Lach-Ner, kat. ¢islo:67-66-3);
2-propanol (VWR Chemicals, kat. ¢islo: 67-63-0);
Isoamylalkohol (CarlRoth, kat. ¢islo: 123-51-3);
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Tamda, kat. ¢islo: 310101);
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-Ner, kat. ¢islo: 7778-77-0);
Chlorid sodny (Lach-Ner, kat.¢islo: 7647-14-5);
Hydroxid sodny (Mach chemikalie, kat. ¢islo: 1310-73-2);
Triton-X (Fluka, Biochemika, kat. ¢islo: 9002-93-1);
Acetylbromid (SigmaAldrich, kat. ¢islo: 506-96-7);
Hydroxyamin-HCI (SigmaAldrich, kat. ¢islo: 5470-11-1);
Lignin, alkalicky (SigmaAldrich, kat. ¢islo: 8068-05-1);
MOPS (SigmaAldrich, kat. ¢islo: 1132-61-2);
4-methylkatechol (SigmaAldrich, kat. ¢islo: 452-86-8);
4.2.1 Pouzité soupravy

e PureLink™ Plant RNA Reagent (Invitrogen, kat. ¢islo: 12322012)
4.2.2 Pouzité roztoky a jejich priprava

e 10 x TBE pufr: Na 1 litr 5,40 g TRIS baze; 2,75 g kyseliny borité; 2 ml 0,5 mol-I*
EDTA o pH 8,0; Sigma Aldrich, CR)

e Extrak¢ni ¢inidlo: Smichat 375 ml acetonu s 122,5 ml deionizované vody a 2,5 ml
ledové kyseliny octové

e Ethanolicky roztok kyseliny chlorovodikové (ERK): Smichat 62,5 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikové se 62,5 ml deionizované vody a 375 ml
ethanolu

e 0,1% roztok 4-dimethylaminocinnamaldehydu, DMACA (RDMAC): Navazit
presné 0,1 g DMAC do 100 ml odmé&rné banky, pfidat 10 ml ERK a doplnit ERK
po rysku.
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e Butanol-kyselina chlorovodikova (BHC): Smichat se 190 ml n-butanolu s 10 ml
koncentrované HCI

e 5M NaCl: navazit 2,92 g NaCl a rozpustit v 100 ml vody
4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
Homogenizator (FastPrep-24; MP Biomedicals);

Nanodrop (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific);
Centrifuga (Centrifuge 5415 R, Eppendorf);

Centrifuga (Centrifuge 5404 R, Eppendorf);

Lyofilizator (Heto PowerDry PL3000, Thermo Fisher Scientific);
Elektroforéza (Widi Mini Sub; Bio-Rad);

Zdroj stejnosmérného napéti (Electrophoresis Power Supply EPS-601, Amersham
Pharmacia);

UV transiluminator (FireReader Platinum HD7; Uvitec Cambridge);
Thermocycler (PTC-200 Peltier Thermal Cycler, MJ Research);
Vaha (572; Kern);

Trepacka (Mixing Block MB102, Bioer);

Thermocycler (Master cycler Pro, Eppendorf);

Minicentrifuga (Spectrafuge Mini, Labnet);

Flowbox (PV - 102, TelSTAR);

Ttepacka (MS2 Minishaker, IKA);

Ultrazvukova cisticka (S 10, Elmasonic);

Spektrofotometr (DU 730, Beckman Coulter);

pH metr 3320, Jenway
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4.4 Pouzity software

Program FastPCR
Program FastPCR  (http://primerdigital.com/fastpcr.html), ktery  slouzil

k navrhovani primeri pouzitych pii analyze genové exprese.
Program Genious (verze 7.1.9, Biomatters)

V programu byly upraveny a analyzovany sekvence.

Program MEGA X
Program MEGA X (https://www.megasoftware.net/), byl pouzit pfi vytvaieni

fylogenetickych analyz.
4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.5.1 Insilico identifikace a charakterizace Pisum sativum lakazovych

genu

Vychazelo se ze ¢lanku Turlapati et al., 2011 a Simoes et al., 2020.

1. Najit a  vykopirovat 17 LAC gent  Arabidopsis thaliana

(https://www.arabidopsis.org/serviets/Search?action=new search&type=gene).

2. Nasledné tyto sekvence byly prohledavany metodou BLAST proti genomu hrachu

v1.0 genome assembly (https://urgi.versailles.inra.fr/blast/).

4.5.2 1zolace RNA

Pro izolaci RNA byly pouzity mladé listy, kvéty, kofeny kli¢nich rostlin, osemeni
a embryo Ctyf genotyptl (Cameor, J192, JI164, J11794). U vzorku JI1794 se nepodatilo
posbirat kvéty. Osemeni a embryo bylo ziskano ze stadia 20 DAP. Vzorky byly uchovéany

Vv mrazicim boxu a pfed izolaci byly umistény do ledu.

1. Dat do Sroubovaci mikrozkumavky 0,5 ml PureLink® Plant RNA Reagent a cca
0,1 gram@ zmrazeného rostlinného materialu a pfidat keramické kulicky.

2. Homogenizovat v homogenizatoru 2x po 1 minuté s 5-ti minutovou pauzou.

3. Centrifugovat pti 10000 rpm 2 minuty pii pokojové teploté, poté prenést
supernatant do Cisté mikrozkumavky.

4. Ptidat 0,1 ml 5 M NaCl a promichat.

5. K promichané smési ptidat 0,3 ml chloroformu a také fadné€ promichat.
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6. Centrifugovat pii 12000 rpm po dobu 10 minut pfi 4 °C, nasledné pfepipetovat
vodni fazi do ¢isté mikrozkumavky.

7. Piidat stejné¢ mnozstvi jako vodni faze isopropyl alkoholu a nechat stat
pii pokojové teploté 10 minut.

8. Centrifugovat 10 minut pti 4 °C pii 12000 rpm

9. Opatrné slit supernatant a k peletu ptidat 1 ml 75% ethanolu.

10. Centrifugovat pii 12000 rpm po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté.

11. Vylit supernatant a opatrné pipetou odstranit zbylou tekutinu.

12. Pridat 20 pl RNA-free vody a resuspenzovat pelet.

13. Uchovavat pii — 70 °C.

4.5.3 Odstranéni zbytki genomické DNA

Pted ptepisem RNA do cDNA je nutné odstranit veskeré zbytky DNA, které
by mohly vytvatet nespecifické produkty pti nasledné PCR amplifikaci.

1. Rozmrazit vzorky, po celou dobu pracovat na ledu.

2. Ptidat vody na celkovy objem 50 pul a k tomu piidat 6 pl 10 xBaseline-Zero DNase
Reaction pufru, 3 pl Baseline-Zero DNase a 1 pl ribonukleazového inhibitoru
a nechat inkubovat pti 37 °C 1 hodinu.

3. Pridat 200 pl fenol:chloroform:isoamylalkohol (25:24:1) a promichat. Nechat
rozdélit na dvé faze a pak promichat znovu a okamZité¢ centrifugovat
pti 13000 rpm po dobu 10 minut pti 4 °C.

4. Piepipetovat supernatant do nové mikrozkumavky a pfidat 300 pl
chloroform:isoamylalkohol (24:1) a potfadné promichat a centrifugovat
ptfi 13000 rpm po dobu 5 minut pii 4 °C.

5. Prepipetovat supernatant do nové mikrozkumavky a ptidat 20 pl kyseliny octové
a 550 pl 96% ethanolu a nechat inkubovat ptes noc.

6. Nechat centrifugovat 30 minut pfi 13000 rpm pfti 4 °C.

7. Vylit supernatant a pfidat 500 pl 70% ethanolu a centrifugovat 5 minut
pti 13000 rpm a pii 4 °C.

8. Slit opatrné supernatant a piidat 96% ethanol a centrifugovat 5 minut
pti 13000 rpm a pti 4 °C.

9. Vylit supernatant a nechat 1,5 minuty centrifugovat pro odstranéni veSkeré

tekutiny a po odstranéni ptidat a resuspendovat ve 30 ul vody.
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4.5.4 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace

Pomoci spektrofotometru NanoDrop byla stanovena koncentrace a ¢istota RNA
z vyizolovaného rostlinného materidlu. Nejprve nanést na spektrofotometr 2 pl vody
(blank) a poté 2 pl vzorku, mezi kazdym vzorkem otfit buni¢itou vatou snima¢. Proméftit
na Nanodropu absorbanci pii 260 nm a 280 nm a zaznamenat koncentraci a Cistotu

vzorku.

4.5.5 Prepis RNA do cDNA

Prepis RNA byl proveden pomoci dvoukrokové reverzni transkripce.

1. Nejprve je nutné viechny vzorky zfedit na danou koncentraci 1 pg-ul™.
Poté pridat 1 pl oligo(dT) primeru.

2. Nasledné vlozit vzorky do cycleru a nechat inkubovat 5 minut pii 70 °C.

3. Pridat ke kazdému vzorku 13 ul vody, 8 ul 5x AMV pufru, 2,5 ul dANTP, 0,5 pl
ribonukleazového inhibitoru a 1 pl MVRT polymerazy.

4. Vlozit do cycleru na 60 minut pii 42 °C.

4.5.6 Polymerazova retézova reakce

Pro zjisténi pfitomnosti jednotlivych transkriptd v rGznych pletivech byly

navrzeny specifické primery pomoci programu FastPCR (viz Tabulka €. 3).
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Tabulka 3: Seznam primert

Transkript RNA atlas Forward/Reverse Sekvence (5 - 3")

[Gen — hrachovy primer

genom (Cameor verze

1.0)]
Pscam050297 F ccttcaaatacggcgacattactgt
(Psat3g153280) R tttcagtccatactccgaaatcca
Pscam033729 F acagggatcattcagatatggttcc
(Psat4g070480) R tcaagtgataggtatgcatcttggt
Pscam037168 F acaaggttcgtaccactacggta
(Psat7g178880) R caatgtgccaactttggactatact
Pscam036736 F cgcaaggatcttaccattatggtt
(Psat5g262040) R gtgccaagactgcacagtatctt
Pscam036606 F cacaaggatcctaccattacggtc
(Psat5g010800) R caagatgatagctctgaacgatgtt
Pscam050630 F agatacgcgattaacagtgtctctt
(Psa6gt000080) R gccatcaagatgatagctttgaaga
Pscam006831 F tacctaaagatgacccacgtagtt
(Psat3g113960) R tgtctaagagggcttcccatgaa
Pscam027023 F tgctcaactgtactcacgataagc
(Psat1g217840) R aatgaacagggtgattatcacttgc
Pscam045576 F catgtcaaggtcccaatggaaca
(Psat3g140800) R catagttaccgaatccttgtccga
Pscam036641 F gttgattggaccagggaatactgagtt
(Psat1g206360) R tgacaagtcctttcccacatcttggta

1. Navrzené primery rozsuspenzovat v daném objemu vody na koncentraci
100 pmol-pl-! pak dale natedit 10x.
2. Pripravit reakéni smés z termostabilni Taq polymerazy, konkrétnich primerd,

vody a pufru (viz. Tabulka ¢. 4).
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Tabulka 4: Objemy jednotlivych reagencii pro ptipravu reakéni smési

Jednotlivé reagencie Objem na jednu reakci (ul)
MyTaq RED 5x pufr 3
Forward primer 0,5
Reverse primer 0,5
MyTaq polymeraza 0,07
Deinonizovana voda 9
Celkovy objem reakce 13
Objem vzorku DNA 2

3. Pfipravenou reakcni smés se vzorkem fadné promichat a lehce stocit na centrifuze.

4. Poté vlozit do thermocycleru s programem (viz Tabulka ¢. 5).

Tabulka 5: Teplotni prabéh reakce

Pribéh Teplota (°C) Cas (min) Pocet cykli
Pocatecni 95 2 1 x
denaturace
Denaturace 95 0,5

Nasedani primerti 60 0,5 35 %

Elongace 72 0,5

Finalni elongace 72 5 1 x
Udrzovani 4 00

4.5.7 Horizontalni gelova elektroforéza
Vysledné PCR produkty byly ovéfeny gelovou elektroforézou.

1. Nejprve je nutné piipravit 1,5% agardzovy gel, pro ptipravu 80 ml navazit 1,2 g
agardzy a piidat 80 ml TBE pufru.

Sm¢és zahtivat do uplného rozpusténi a pak caste¢né zchladit.

Nalit do pfipravené do elektroforetické vany, vlozit hiebinky a nechat ztuhnout.

Po ztuhnuti vyjmout hiebinky a vloZit do elektroforézy a ptelit TBE pufrem.

o~ wDn

Do jedné jamky napipetovat 4 ul standart molekulové hmotnosti a do ostatnich

dat 8 ul PCR produktu.
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6. Pfipojit ke zdroji stejnosmérného napéti a nechat bézet 30 minut pii 100 V.

7. Po uplynuti ¢asu gel zdokumentovat UV transluminatorem.

4.5.8 Sekvenovani

Ptfed sekvenovanim je nutné odstranit pfebyte¢né primery a necistoty pomoci

komer¢né dostupného kitu. Poméry purifikacni smési jsou uvedeny v Tabulce €. 6.

Tabulka 6: Objemy jednotlivych reagencii pro prec¢isténi DNA pied sekvenovanim

Reagencie Objem na jednu reakci (ul)
Exonukleaza Exo 1 (4 U/ul) 0,4
Alkalickd fosfataza Fast AP (1 U/ul) 0,15
Fast AP pufr 10x 1
Voda 3,45
Celkem 5

Reakéni smés rozpipetovat po 5 pl a bylo pfiddno vzdy 5 pl vzorkd. Samotna
purifika¢ni reakce probihala v thermocycleru 15 min pfi 37 °C a poté 1 min pii 85 °C.
Poté napipetovat 5 pl PCR produkti s 5 ul sekvenaéniho primeru (5 pmol-ul?).
Vzorky odeslat na sekvenac¢ni analyzu pomoci BigDye Terminator kit (Thermo Fisher
Scientific) do Laboratofe sekvenace DNA, PiF UK Praha.

4.5.9 Analyza rozpustnych proantokyanidini

Analyza proantokyanidini byla vybrana proto, ze mohou byt in vivo substratem
pro studovanou polyfenol oxidazou. Pro analyzu bylo vybrano celkem 6 genotypt,
od kazdého bylo vybrano 5 vyvojovych stadii. U genotypu JI261se nepodafilo zajistit

vzorky z prvniho a posledniho stadia.

1. Vzorky vysusit lyofilizaci a navazit 5 mg do mikrozkumavky.

2. Rozemlit na prasek pomoci keramickych kulicek na homogenizatoru a poté pridat
2 ml extrak¢éniho ¢inidla (aceton, deionizovand voda, ledova kyselina octova),
zaroven zpracovat i slepy vzorek.

3. Nasledné pofadné promichat a nechat sonifikovat 1 hodinu pfti laboratorni teploté.

4. Pro méfeni je nutné si ptipravit vzorky kalibracni fady — do 10 ml baiiky navazit
pfesné 1 mg standartu procyanidinu A2. Doplnit ethanolem po rysku a promichat.

Takovy roztok fedit 10 x (koncentrace 10, 1 a 0,1 mg-1*.)
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5.

6.

Pti ptipravé barevného derivatu napipetovat do 2 ml zkumavek 0,5 ml kazdého
extraktu a pfidat 1,5 ml RDMAC.

Vzniklé zbarveni méfit pii 640 nm.

4.5.10 Analyza nerozpustnych proantokyanidinu

1.

Nerozpustny zbytek po analyze rozpustnych proantokyanidini nechat vysusit
lyofilizaci.

Ptipravit ¢inidlo butanol-kyselina chlorovodikova (BHC: Smichat se 190 ml
n-butanolu s 10 ml koncentrované HCI).

K vysuSenému vzorku ptridat 1 ml BHC ¢inidla a nechat 1 hodinu sonifikovat
Vv ultrazvukové lazni.

Poté uplynuti doby vzorky nechat zcentrifugovat 10 minut pii 2500 g.

Ptipravit kalibra¢ni fadu — do 10 ml bailkky navazit pifesné¢ 1 mg standartu
procyanidinu A2. Doplnit BHC ¢inidlem po rysku a promichat a vzorek nateidt
BHC ¢inidlem na koncentrace 10, 1 a 0,1 mg-1".

Odebrat 800 pl supernatantu a zméftit absorbanci pii 550 nm.

Po zméfeni vratit zpét do zkumavky a zahtivat pfesné 1 hodinu pfi teploté 95 °C.

Nésledné vzorky nechat zchladit a znovu proméfit pii 550 nm.

4.5.11 Analyza ligninu

Pro kvantifikaci ligninu je dilezité odstranit vSechny sloZzky, které by mohly

absorbovat zateni pfi 208 nm.

1.
2.

Nechat vysusit osemeni pomoci lyofilizatoru a pak zhomogenizovat.
Ptidat 7 ml 50 mM draselno-fostaitového pufru (pH =7), nechat vzorek
centrifugovat 5 minut pii 1400g a vylit supernatant, tento krok opakovat
S nasledujicimi chemikaliemi:

e 2 xdraselno-fosfatovym pufrem (pH 7.0; 7 ml)

e 3 x 1% (v/v) Triton X-100 in pH 7.0 buffer (7 ml)

e 2 x 1M NaClinpH 7.0 buffer (7 ml)

e 2 x destilovanou vodou (7 ml)

e 2 xacetonem (5 ml).

3. Vypipetovat aceton a nechat pelet vysusit ptes noc pti 60 °C.

4.

Navazit cca 8 mg a piidat 0.5 ml 25% acetylbromidu (v/v v ledové kyseliné

octové), inkubovat 30 minut pii 70 °C.
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5. Pouplynuti ¢asu rychle vzorky zchladit a pak smychat s 0.9 ml 2 M NaOH, 0.1 ml
5 M hydroxylamin-HCI, a objemem ledové kyseliny octové (4 ml).
6. Centrifugovat 5 minut pti 1400 g a nasledné zméfit absorbanci pii 280 nm.

7. Kalibracni kiivku pfipravit s alkalickym ligninem.

4.5.12 Analyza celych semen pro aktivitu PPO

Pro analyzu byly vybrany vzorky rekombinantnich inbrednich linii (RIL)
(A:J192 x JI64 a B:JI64 x JI92) a jako kontrolni vzorky Cameor, JI92 a JI64.
Dormance byla stanovena Hradilova et al., 2017. Méfeni probihalo v Petriho miskach
s filtraénimi papiry se zvlh¢enim 3 ml vody a nechano inkubovat s teplotou 25 °C.
Imbibice byla hodnocena béhem 24 hodin s intervaly zalozenych na zménach
bobtnani a kli¢eni semen. Z toho bylo vypocéteno procento bobtnani/kli¢ivosti po

dobu 7 dni.

1. Do kazdé jamky vlozit dvé cela semena od kazdého vybraného RIL linie.
2. Pftes noc nechat nabobtnat, druhy den nabrousit nenabobtnald semena.
3. Semena spole¢né se substratem 4 — methylkatechol v roztoku 50 mM MOPS

nechat ptisobit po dobu 30, 60 a 120 minut a méfit pii 475 nm.
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5 Vysledky

5.1 In silico analyza
Byly pouzity LAC 1 — 17 geny z Arabidopsis thaliana a pomoci metody BLAST

bylo v genomu hrachu (Cameor v1.0 genome assembly) nalezeno 50 — 51 homologi
pro kazdy LAC gen. Po detailnim pfezkoumani bylo zjisténo, ze tyto homology se mezi
jednotlivymi LAC1-17 piekryvaji nebo jsou uplné¢ identické, selekci bylo vybrano
40 homologii. Téchto 40 homologt 1ze rozd¢lit do tii skupin — polyfenol oxidazy (PPO),
askorbat oxidazy (AO) a lakazy (LAC). Genom hrachu obsahuje tii polyfenol oxidazy,
dveé PPO se nachazi na chromozomech 1 a 3 (Psat1g206360, Psat3g113960) a tieti PPO
na scaffoldu (scaffold01919). Lakaz bylo identifikovano 23 a nejvice byly zastoupeny
na druhém (6 lakaz) a tfetim chromozomu (6 lakdz). Na tfetim chromozomu byly
vSechny lakazy umistény v jednom klastru. Po ¢tyfech lakdzach maji chromozomy 5 a 7,
paty chromozom ma lak4zy rozmisténé rovnomérné po chromozomu, kdezto chromozom
sedm ma tii lakazy umistény v jednom bod¢ na konci chromozomu. Pouze jedna lakaza
se nachazi chromozomu ¢tyfi a na chromozomu 6 se nevyskytuje ani jednou. Askorbat
oxidaz bylo nalezeno celkem 14, riizné rozmisténym na chromozomech. Nejvétsi vyskyt
byl na chromozomu 4, kdeZto na prvnim chromozomu nebyla ptitomna zadna askorbat

oxidaza (viz Obrazek €. 2).
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Obrazek 3: Chromozomova lokalizace polyfenol oxiddz, askorbat oxidaz a lakaz (pozice

jsou ¢islovany od spodni ¢asti chromozomu)

Hrachové LAC homology byly setazeny v programu Geneious (Biomatters)
pomoci ,,multiple aligment® proteinovych sekvenci. Bylo nalezeno 10 konzervovanych
histidinG a jeden cysteinovy zbytek, které se podileji na koordinaci tii center (1,2,3)
se ¢tyfmi atomy médi (viz Obrazek €. 3). N-terminalni signalni peptid se vyskytuje hned
na pocatku sekvence do mista 37. Na C-konci se nachédzi axidlni ligand blizkosti
vazebného mista T1 Cu (HCH-X3-H-X3-G) a ovliviiuje redoxni potencial lakaz
(Dittmer et al., 2004). Rostlinné lakazy maji konzervovany asparaginovy zbytek, ktery
silné¢ interaguje s Se substraty a také ovliviiuje optimalni pH (Madzak et al., 2006).
V hrachovych kromé Psatlg217840
a Psat7g242520, které maji v této pozici kyselinu asparagovou a Psat3g142280, ktera

lakazach se vyskytuje ve stejné poloze,

nema zadnou aminokyselinu v této pozici.
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Obrazek 4: ,,Multiple aligment* aminokyselinovych sekvenci hrachovych lakaz
A

(koordinaéni centra oznaceny 1,2,3, axialni ligand ozna¢en ® a asparaginovy zbytek

pro optimalni pH je oznacen * )
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Fylogeneticka analyza
Fylogenetické stromy byly vytvoreny v programu MEGA X pomoci metody

,Maximum likelihood”. Na zaklad¢ sekven¢ni podobnosti mizeme hrachové lakazy
rozdélit do Sesti, potazmo sedmi tiid (McCaig et al., 2005; Turlapati et al., 2011). Dva
homology predstavujici sedmou tfidu, jsou lakazy vysoce ptibuzné askorbat oxidazam,
tudiz je nepovazujeme za soucast Sesti tfid. Nejveétsi mnozstvi hrachovych lakaz
se vyskytuje v prvni adruhé t¥idé. V prvni tfidé najdeme sedm hrachovych lakaz
spolecné se dvé husenickovymi lakdzami (AtLAC2, 17). Druha tfida zahrnuje Sest
hrachovych lakaz a &ty¥i husenickové lakazy (AtLAC 4, 10, 11, 16). Ctvrté t¥ida obsahuje
dv¢ husenickové lakazy (AtLAC14 a 15), které maji nizky redoxni potencial stejné jako

dvé hrachové lakazy (Psatlg217840 a Psat5g042960), patiici do této tiidy
(Turlapati et al., 2011) (viz Obrazek ¢. 5).
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Obrazek 5: Fylogeneticka analyza 17 LAC geni Arabidopsis thaliana a jejich

23 LAC Pisum sp. homologti
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Dalsi provedend fylogenetickd analyza potvrzuje rozdéleni do tfi skupin:
polyfenol oxidazy, askorbat oxidazy a lakazy (viz Obrazek €. 6). Tii PPO jsou sekvencné
odlisné od ostatnich homologli. OvSem dv¢ lakazy (Psat7g053040 a Psat5g109800) jsou
ptibuznéjsi askorbat oxidazam nez k lakazam. Lakéazy na chromozomu 3 nejsou zajimavé
jenom tim, ze se nachazi v jednom klastru, ale i tim Ze jsou sekven¢né podobné, k témto

sekvencim je nejvice piibuzna lakédza na chromozomu 7 (Psat7g210080). Ze Sesti lakaz
(Psat2g158520, Psat2g158560, Psat2g035240,

Ctyti
vjednom kladu spoleéné s lakdzami

na chromozomu 2, jsou
z5a7

Psat2g059600), které se nachazi
chromozomu (Psat5g161560, Psat7g247800).

sd
B0-LAC

}"f“-f_,q o
C

29

Sat3g 144 120-¢ 4 C

=
0

‘ I.é”‘.f{f L‘w{

="

Obrazek 6: Fylogenetickd analyza LAC homologl a jeji rozdéleni (Cervené zbarvené

polyfenol oxidazy, modie jsou vyznaceny lakazy a zelenou znaci askorbat oxidazy)
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5.2 Analyza genové exprese v jednotlivych pletivech

Na zéklad¢ z dat RNAseq bylo vybrdno 10 homologii na které byly navrzeny
specifické primery. Z 10 homologi byly 2, které reprezentovali PPO geny v hrachu.
V téchto vzorcich byla zkoumana exprese v jednotlivych pletivech (list, kvét, koten,
osemeni a embryo). U osemeni a embrya byly pouZity semena, ktera byla 20 DAP (days
after pollination). U J11794 bohuzel nebyly nasbirany kvéty. Nejdiive byla provedena
izolace RNA z jednotlivych pletiv, po piec¢isténi a prepisu do cDNA, byla provedena PCR
analyza pro zji$téni genové exprese. Jako referenéni gen byl pouzit histon. Vzorky pletiv

nemaji rovnomérné zastoupeni transkriptt.

1 2 3 - 3% 16 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

HIS ey ey — o iy Y PR SO Gy Sy R Ny SN S Gy Sy = ey
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Obrazek 7: Elektroforetické rozdéleni RT-PCR produktl exprese sledovanych genii

Legenda:

1 — Cameor list, 2 — Cameor kvét, 3 — Cameor kofen, 4 — Cameor osemeni, 5 — Cameor
embryo, 6 — JI192 list, 7 — J192 kvét, 8 — J192 koten, 9 — JI92 osemeni, 10 — JI92 embryo,
11 — JI64 list, 12 — J164 kvét, 13 — J164 koten, 14 — J164 osemeni, 15— JI64 embryo,
16 — JI1794 list, 17 — J11794 koten, 18 - J11794 osemeni, 19 — JI1794 embryo

V jednotlivych vzorcich se ne vzdy vyskytoval zadany transkript. V kulturnich
genotypech najdeme ptitomnost vSech transkripti u embrya a u listh. Cameor vykazuje
vysokou pfitomnost transkripti v kvétech a osemeni. Naopak téméer zadny
ze sledovanych gent neni exprimovan v kofenech Cameoru, kromé jedné vyjimky
Psat5g262040. Naopak u kulturniho J192 neni pfitomna zadna exprese v osemeni a téméf

zadna u kveth. Genotyp planého hrachu JI64 vykazuje expresi témet u vSech transkripti.
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U JI1794 byla ptitomnost nékterych transkriptd v listech nizkd nebo téméf nulova.
Zajimavy rozdil je v expresi mezi listy a kvéty danych genotypt, protoze kvét je organ
semennych rostlin tvofeny preménénymi listy. Transkript Psat3g153280 vykazuje
u nekterych vzorkti dva produkty, které byly nasledné sekvenovany. Sekvenovanim
danych PCR produktl bylo zjisténo, ze se muze jednat o jinou alelu nebo jiny transkript

diky alternativnimu sestfihu.

5.3 Méreni mnozstvi proantokyanidini

Pro analyzu byly vybrano 6 genotypti s 5 vyvojovymi stadii (kromé JI261).
Cameor a J192 predstavuji kulturni genotypy a J164, J11794, J1261 jsou plané (P. elatius)
hrachy, posledni genotyp PI358617 je kulturni P. abyssinicum. Byly provedeny celkem
4 opakovani zkazdého vyvojového stiddia. Po analyze byly vypsdny absorbance
jednotlivych vzorku a kalibra¢ni fady. Byla zkonstruovana kalibra¢ni kiivka a z rovnice
linearni regrese byla spocitana koncentrace v jednotlivych vzorcich vztazend na vychozi
hmotnost. Z téchto hodnot byl spo¢itan primér métfeni a smérodatna odchylka. Z méfeni
rozpustnych proantokyanidini (PA) bylo zjisténo, Ze v Cameoru se nenachdzi téméf
zadné barvivo. Rozdily mezi jednotlivymi vyvojovymi stadii u nékterych genotypl neni
zfejmy, spiSe ma podobny obsah ve vSech stadiich, ale celkové vykazuji klesajici
tendenci. Z dat lze nalézt souvislost mezi mnozstvim pigmentt a dormantnimi genotypy
(J164, J11794, J1261).

Meéfteni rozpustnych PAs v osemeni hrachu
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Obrazek 8: Méteni rozpustnych PA v osemeni hrachu
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Z méteni nerozpustnych proantokyanidini bylo potvrzeno, ze se v Cameoru
nenachazi zadné PA. Celkovych obsah nerozpustnych je oproti rozpustnym PA nékolikrat
vyss$i. Graf jasné ukazuje, ze obsah PA s vyzravajicim osemenim klesa, jen u genotypu

J192 ma vyssi obsah v pfedposlednim stadiu nez v poslednim.

M¢teni nerozpustnych PAs v osemeni hrachu
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Obrazek 9: Méteni nerozpustnych proantokyanidinti v osemeni hrachu

5.4 Analyza ligninu

Analyza ligninu probihala podle protokolu ze ¢lanku Moreira et al., 2014.
Pro analyzu bylo nutné se zbavit vSech proteinti a latek, které by interferovali pii méfeni
280 nm, proto bylo nutné kazdy vzorek promyt 11 x sriznymi chemikaliemi. Byly
vybrany cCtyfi genotypy Cameor, JI192, JI64 a JI1794 a od kazdého byly pouzity
tf1 vyvojova stadia ve dvou opakovani. Pfi méfeni obsah ligninu se pfili§ nelisil jak mezi
jednotlivymi genotypy, tak i mezi vyvojovymi stadii. Pouze genotyp JI1794 vykazoval
zvysujici tendenci od jednotlivych stadii, kdy mezi suchym semenem bylo zna¢né zvyseni

obsahu oproti tfetimu stadiu (viz Obrazek €. 10).
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Analyza ligninu
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Obrazek 10: Analyzu ligninu v jednotlivych vyvojovych stadiich

5.5 Analyza celych semen pro aktivitu polyfenol oxidaz

Pro analyzu bylo vybrano celkem 52 RIL linii a tfi kontroly (J192, J164, Cameor).
Soubor linii ve sméru kiizeni JI92xJ164 obsahovala 28 vzorki, soubor ve druhém sméru
ktizeni B obsahoval 25 vzorkli. Byly zvoleny kontrastni linie ve smyslu dormance.
Pro soubor A bylo zvoleno dormantnich linii 12, u souboru B 16. Pro testovani PPO
aktivity byl vybran substrat 4 — methylkatechol. Na zakladé sekvenaéni analyzy byl
odvozen PCR-CAPS test, diky pfitomnosti/absenci $t€pného mista pro restrikéni enzym
HindIIl. Alela A odpovida J164 a alela B genotypu J192, ktera je Hindlll, tedy se St€pnym
mistem. Kromé& miry dormance bylo sledovano zbarveni pupku (hila) pfed i po testu, zda
barva souvisi s alelou daného rodice. U 52 linii zbarveni pupku odpovidalo u 47 vzorkt
detekované alele, u zbyvajicich 5 vzorkt mohlo dojit k rekombinaci a segregaci, protoze
genotypizacni udaje pochazeji z DNA odebrané v 6 generaci (aktualné 11 generace)
(viz Tabulka ¢. 7).

38



Tabulka 7: Testované linky s informacemi o zbarveni a typu PPO alely (Alela A
odpovida J164 a alela B genotypu J192)

A (92x64) Linka Hilum PPO B (64X92) Linka Hilum PPO
alela alela

Dormantni linky (do 40 %) Dormantni linky (do 40 %)
56A Krémové B 45 Cerné A
54A Krémové B 94 Cerné A
45 Krémové B 6 Cerné A
75 Cerné A 44 Krémové B
83 Cerné A 76 Cerné A
25 Krémové B 43 Cerné A
29 Krémové B 35 Cerné A
33 Krémové B 88 Cerné A
19 Krémové A 5 Cerné A
62 Cerné A 58 Cerné A
89 Krémové B 74A Cerné A
44 Cerné A 39 Cerné A

Nedormatni linky (nad 80 %) 46 Cerné A
56B Cerné A 11 Cerné A
54B Cerné A 83 Cerné A
47 Cerné B 48 Cerné A
74 Krémové B Nedormantni linky (nad 80 %)
93 Krémové 63 Krémové B
21 Krémové B 55 Krémové A
51 Cerné B 72 Krémové B
41 Krémové B 61 Cerné B
35 Cerné A 91 Krémové B
13 Krémové B 90 Cerné A
40 Krémové B 32 Cerné A
1 Cerné A 74B Cerné A
34 Cerné A
61 Krémové B Kontroly  JI92 Krémové B
84 Krémové B JI64 Cerné A
49 Cerné A CAMEOR B

Vzorky byly sledovany béhem 30, 60 a 120 minut. Aktivita béhem uplynulé doby
stoupala rovnomérné, téméf u kazdého vzorku. Vysledna aktivita PPO u zvolenych
vzorki byla riznorodéd a nedd se s jednoznacnosti urcit, jestli alela nebo zbarveni hila
souvisi s vyssi aktivitou enzymu. V kazdé sad€ bez ohledu na tyto souvislosti se objevily
vzorky, které méli vyS$i aktivitu neZ ostatni. Zdaleka nejvyssi aktivitu mél nedormatni

vzorek A34 s ¢cernym hilem. Nékteré vzorky v pfechozich experimentech byly rozdéleny
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na dva podjedince. Vzorky B74A a B74B byly od sebe rozdéleny béhem kiizeni, ale

u aktivity PPO se data neliSila. Kdezto rozdélené vzorky AS54A a A54B vykazovaly

znacény rozdil v aktivité PPO (viz Graf €. 1).
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Graf 1: Aktivita PPO v zavislosti na Case (30, 60 a 120 minut) se substratem
4-methylkatechol
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5.6 Sekvenovani

Pro sekvenéni analyzu bylo vybrano 90 genotypt. Byla provedena amplifikace
pomoci primert pPPO-817F — ACATTTCCCCTTCTTTGCTTCCA,
pPPO-1709R — TCTACTGATCCAGGACCGGGAT, casti PPO (Psat1g206360) genu
49 bp od START kodonu (ATG). Délka celkové ziskané sekvence ¢inila 910-912 bp.
Sekvence byly nahrany do programu Geneious, kde byly editovany a identifikovany
zamény. Bylo zjisténo 12 zdmén, které méli v dané pozici alespoil 3 genotypy. Prvni dva
polymorfismy mély inzerci nebo deleci v danych pozicich. Ostatni obsahovaly

jednonukleotidovy polymorfismus (viz Tabulka €. 8).

Tabulka 8: Analyza polymofismt v 90 genotypech

Cislo Typy Délka  Pozice Cetnost vyskytu v Synonymni/
polymorfismu nukleotida (bp) od 90 vzorcich nesynonymni
START zaména
kodonu
(bp)
1 T/- 1 101 13,3% T /86,7 % - -
2 T/- 1 156 278% T/72,2 % - -
3 T/C 1 191 96,7 % T/3,3%C synonymni
4 T/C 1 290 945%T/55%C synonymni
5 T/C 1 551 878%T/122%C  synonymni
6 AT 1 572 85,6 % A/144% T synonymni
7 CIT 1 600 86,7% C/13,3% T synonymni
8 G/A 1 621 945% G /55%A  nesynonymni
9 CIT 1 623 878%C/122% T  synonymni
10 G/A 1 711 912% G/8,8% A synonymni
11 CIT 1 758 96,7% C/3,3%T synonymni
12 AIT 1 760 934%A/6,6% T  nesynonymni
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K dilezitym mistim patii zdmény na pozicich 101 a 156, které rozhoduji o tom,
zda vedou k STOP kodonu nebo maji funkéni PPO alelu. Pokud v misté 101 neni
ptitomny thymin, ale v pozici 156 ano, tak alela PPO je funk¢ni. V ostatnich piipadech
znamena, ze dané inzerce nebo delece v sekvenci vedou ke STOP kodonu (viz Obrazek
¢. 11).

50 60 70 80 a0 100
AR CACT DERGI TG AC AT G G A A AADIGITIC € T ANTANG G O CE TG GAG G A T T AT G G T A D T T I G

o AT, T AR A A P VA A

50 0 100
AAACATT—GTTGGACATAGGAGAAATGTCCTCATAGGCCTTGGAGGACTTTATGGTACTTTGCC

s AN U T A AN M AT A (I

AAAC‘ATT—GTTGGACATAGGAGAAATGTCCTCATAGGCCTTGGAGGACTTTATGGTACTTT-GC

T A
GGACATAGGAGAAATGTCCTICATAGGCCTTC C T T

TTATGG TT'T =G C

Obrazek 11: Ukéazka sekvenci s inzerci a deleci Vv pozicich 101 a 156 vedouci

Kk pted¢asnému STOP kodonu

Po ptevedeni znukleotidové do aminokyselinové podoby se ukdzalo, zda
jednotlivé zamény vedou k STOP kodonu. Byly rozliSeny tii varianty: 25 genotypti ma
funkéni PPO bez STOP kodonu, 12 genotypti ma STOP kodon témét na pocatku
a posledni variantou 53 sekvenci, které maji STOP kodon v pozici 43. Na zakladé¢ téchto
vysledk, byla provedena fylogeneticka analyza pomoci metody ,,Maximum likelyhood*
(viz Obrazek ¢.12).
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Obrazek 12: Fylogenetickd analyza proteinovych sekvenci studovanych genotypt

(zelen¢ a modie oznacené genotypy maji nefunkéni PPO, Cerné zbarvené vzorky vlastni

funkéni alelu)

Nasledné byly v databazi (https://www.seedstor.ac.uk/) vyhledany informace
0 zbarveni hila a osemeni. Vysledky poukazuji, Ze barva hila souvisi s funk¢nosti PPO.
Z 25 funk¢nich genotypit ma ¢erné hilum 100 % genotypi, vyjimky existuji u genotypt,
které maji ve své sekvenci STOP kodon. Z 66 vzorkd mé 8 ¢erné hilum, coz odpovida
12,1 % z celkového poctu (viz Tabulka ¢. 9). Kulturni genotypy hrachti obsahuji

krémové/bilé hilum, zatimco plané maji hilum ¢erné (viz Obréazek ¢. 13).
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Tabulka 9: Funk¢énost PPO genu v souvislosti se zbarvenim hila v jednotlivych

genotypech

Genotyp Funkénost ORF ~ Barva hilum ~ Barva osemeni Genotyp Funkénost ORF B.arva Barva ,
hilum osemeni
JI2553 Funkéni derna zelena J12097 stop hnéda zelena
JI1073 Funkéni derna Seda JI1704 stop hnéda krémova
JI3178 Funkéni derna zelena J12087 stop hnéda zelena
J10264 Funkéni cerna hnéda J12095 stop hnéda hnéda
J11058 Funkéni cerna krémova J11063 stop hnéda krémova
JI1033 Funkéni cerna krémova J10961 stop hnéda krémova
JI3177 Funkéni cerna krémova J12547 stop hnéda zelena
J10263 Funkéni cerna hnéda J11060 stop hnéda hnéda
J10265 Funkéni cerna krémova J12603 stop hnéda zelena
J12560 Funkéni cerna hnéda J12565 stop hnéda hnéda
J12549 Funkéni cerna zelend J12602 stop hnéda zelena
J12019 Funkéni cerna hnéda J11056 stop hnéda hnéda
JI2558 Funkéni cerna zelena J12090 stop hnéda zelena
JI2557 Funkéni cerna zelena J11828 stop krémova krémova
J12548 Funkéni cerna zelena J10965 stop krémova krémova
JI2018 Funkéni Cerna hnéda J11054 stop krémova krémova
JI10197 Funkéni cerna J10964 stop krémova krémova
J10752 Funkéni cernd krémova JI1057 stop krémova zelena
J12066 Funkéni cerna krémova J12604 stop krémova zelena
JI11034 Funkéni derna hnéda J11032 stop krémova krémova
JI11346 Funkéni derna krémova JI11070 stop krémova zelena
JI2713 Funkéni derna zelena J10962 stop krémova krémova
J11059 Funkéni derna krémova J11029 stop krémova zelena
J10750 Funkéni derna krémova J12094 stop krémova krémova
J11428 Funkéni derna hnéda J11028 stop krémova krémova
J10204 stop derna Seda J12093 stop krémova zelena
J12564 stop derna hnéda J12608 stop krémova zelena
JI3175 stop derna Seda J12065 stop krémova krémova
J12563 stop derna krémova J10969 stop krémova krémova
J12561 stop hnéda zelena JI1061 stop krémova krémova
J12091 stop hnéda zelena J12092 stop krémova krémova
J10250 stop hnéda Seda J11338 stop krémova zelena
JI2555 stop hnéda zelena J11838 stop krémova zelena
J11836 stop hnéda hnéda J11348 stop krémova zelena
JI3176 stop krémova krémova JI0753 stop krémova krémova
J11062 stop krémova krémova J10968 stop krémova krémova
JI1055 stop krémova krémova J10959 stop krémova krémova
J10203 stop hnéda zelend J12426 stop krémova zelend
J10804 stop hnéda krémova J11345 stop krémova krémova
J12089 stop hnéda zelend J10967 stop krémova krémova
J12098 stop hnéda zelend J12099 stop krémova krémova
JI1705 stop hnéda krémova/zelena J10196 stop cernd  krémova/zelena
JI0707 stop hnéda krémova/zelena J12546 stop cerna zelena
JI1071 stop hnéda krémova J10963 stop cerna hnéda
J12088 stop hnéda Seda J10266 stop cerna hnéda
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Cameor

Obrazek 13: Ukazka zbarveni hila kulturni x plané (horni ¢ast obrazku kulturni, spodni

Cast plané genotypy)

Spojeni mezi barvou hilu a funk¢nosti genu PPO vyvolalo otdzku, zda existuje
geneticka souvislost. Lock (1907) popsal ¢erné hilum, Lamprecht (1948) ho umistil na
konec prvniho chromozomu (LGVI). Swiecicki shrnul informace (The Catalogue
of Pisum genes, 2019, p. 128), kde pl A ma hnédé hilum, PL A a PL a maji ¢erné, zatimco

pl a ma krémové hilum (viz Obrazek ¢. 13).

Obrazek 14: Ukazka zbarveni hila pl a (vlevo) a PL A (v pravo) (foto: Noam Chayut:

genové banka John Innes Centrum, Norwich, Velka Britanie)
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6 Diskuze

Prace byla zalozena na analyze genu kodujici polyfenol oxiddzu (PPO),
homolognich gent hrachu a studiu funkce PPO v semeni. PPO je dileZitym enzymem
pattici do skupiny ,,multi-copper oxidaz*, ktery mizeme najit v rostlinach, houbach, ale
I v zivocisich. Hraje velmi dilezitou roli v ochrané rostlin pied biotickym a abiotickym
stresem (Tran et al., 2012). PPO patii do $irsi skupiny enzymu spoleéné s lakdzami,
katechol oxiddzami a tyrozindzami (krezolazami). Lakazy patfi do multigenové rodiny,
jejiz poCty se mezi druhy zna¢né 1isi, A.thaliana (17 gent; McCaig et al., 2005),
Brachypodium distachyon (29 gent; Wang et al, 2015), Oryza sativa
(30; Liu et al., 2017), Zea mays (22, Liu et al., 2020), Glycine max (49, Liu et al., 2020),
Setaria viridis (52, Simdes et al., 2020). Pokud dany organismus ma geny kodujici lakazy,
tak nutné nemusi znamenat, ze ma i PPO geny. Insilico analyzou bylo zjisténo,
ze Arabidopsis thaliana je jednou z téchto rostlin. Obsahuje celkem 17 LAC gend, ale ani
jednu polyfenol oxidazu. Zastoupeni polyfenol oxidaz je celkové mnohem niz$i oproti
samotnym lakazam, B. distachyon ma pouze 6, O. sativa 2, Z. mays 6, G. max 11 PPO
gent. Z40 hrachovych LAC homologli byly objeveny pouze 2 PPO geny
na chromozomech a tieti na scaffoldu. Homology hrachovych lakaz mizeme rozdélit
na zaklade¢ sekvence do Sesti (sedmi) téid. Liu et al., 2020 rozdéluje lakazy do sedmi t¥id,
kdezto Simdes et al., 2020 do Sesti tfid. Zastoupeni hrachovych lakdz bylo podle
fylogenetické analyzy rozdéleno do sedmi tiid, ale posledni sedma tfida odpovida
sekvencn¢ askorbat oxidazam nez lakazam, takze se muizeme fidit rozdélenim
do Sesti tiid, jak u Simoes et al., 2020. Nejvétsi zastoupeni lakaz je ve tiid€, hrachovych
homologt nalezneme 7, ale u ostatnich druhti je zastoupeni variabilni B. distachyon ma
nejvice LAC v paté tfide, O. sativa v 5, Z. mays 5, M. truncantula 1 a A. thalianav 1a 2
stejné (Simoes et al., 2020). Jak bylo zminéno vyse, zastoupeni lakaz je mnohem cast&jsi
nez PPO. Tato skute¢nost miize souviset vystoupenim rostlin na sous. Geny LAC hraji
roli v prodlouzeni bunék, lignifikaci, pigmentaci a biosyntéze sekundarni bunécéné stény
(Liu et al., 2020). Kdezto PPO slouzi pravdépodobné k ochrané rostlin, geny PPO nejsou
nutné pro primarni metabolickou funkci, a tak mohly byt béhem evoluce ¢astecné nebo

uplné eliminovéany.

Substratem pro PPO jsou rizné fenolické latky: antokyany, flavanoly, flavony,
flavonoly a isoflavonoidy z flavonoidnich polyfenold, kyselina hydroxybenzoova

a kyselina hydroxyskoticova (Parveen et al., 2010; Boeckx et al.,2015). Flavonoidy jsou
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sekundarni metabolity fenylpropanidni drahy a plni diileZitou roli v prvni linii pfi ochrané
rostlin. Mezi flavonoidy patii i flavan-3-oly, které vedou k formaci proantokyanidini
(PA) neboli kondenzovanych tanini (Pourcel et al., 2005; 2006; Liu et al., 2014).
Proantokyanidiny jsou primarné slozeny z trans flavan-3-olu a cis flavan-3-olu. Vyjimku
tvoii A. thaliana a M. trucantula, ktefi nesyntetizuji trans flavan-3-oly (Jun et al., 2018).
Tito autofi sledovali mnozstvi PA napfti¢ stadii, stejn¢ jako v mé diplomové praci. Obsah
rozpustnych PA klesal béhem vyvoje osemeni. Naopak piesné opacny prubéh vykazovalo
meéfeni nerozpustnych PA v osemeni hrachu, nez v pfipadé s M. trucantula

(Jun et al., 2018).

Vsechny ,multi-copper” oxiddzy maji tfi vysoce konzervované domény
N-terminalni chloroplastovy transitni peptid (cTP), doménu svazbou na Cu
a C-terminalni oblast. Doména s vazbou na Cu se sklada z dvou aktivnich mist obsahujici
dva ionty médi, kazdy vazany na tfi histidinové postranni fetézce (Marusek et al., 2006;
Aniszewski et al., 2008). N-terminalni transitni peptid obvykle zajist'uje transport
do thylakoida nebo i nejspise do vakuolarniho lumenu (Tran et al., 2011). Na C-konci
se nachazi axialni ligand v blizkosti vazebného mista T1 Cu (HCH-X3-H-X3-G)
ovliviiuje redoxni potencial (Ditmer et al., 2004). Pfitomnost methioninu, fenylalaninu
nebo leucinu rozhoduje o redoxnim potencialu. Mutace v methioninu za leucin vede
ke zvySeni redoxniho potencialu o 100 mV (Jofenek et Zajoncova, 2013). PPO vyuziva
molekularni kyslik k oxidaci monofenoli aZz na o-chinony. O-chinony nasledné
polymerizuji a vytvafeji hnédé pigmenty. Autofi Marbach, Mayer a Werker
(Marbach et Mayer, 1974; Werker et al., 1979) v 70. letech zkoumali vztah pigmentace
a aktivity PPO. V této praci byl testovan vliv oxidace, tj. pfitomnosti kysliku na vznik
hnédych fenolickych pigment. Pravdépodobné diky funkci PPO (nebo katechol
oxidazy). Otazkou je, zda - li semena dozrald ve vakuu, nebo v dusikové atmosféfe jsou
schopné Zivota, nebo u nich zistaly jen fyzikalni procesy jako bobtnani. KaZzdopadné bylo
zjisténo, Ze vyssi aktivita PPO se vyskytovala u dormantnich tj. planych genotypt, vice
nez u nepigmentovanych nedormantnich semen hrachu. Tyto vysledky odpovidaji naSim
méfenim kontrastnich rodiCovskych genotypt. V testu aktivity celych semen bylo
potvrzeno, Ze nepigmentovany Cameor nevykazuje zadnou aktivitu PPO, kdezto
pigmentované JI92 a JI64 aktivitu vlastni. Rozdil mezi JI192 (kulturnim, nedormantim)
aJl64 (planym, dormatnim) nebyl velky, i presto vyssi aktivitu PPO vykazoval plany
genotyp JI64. Smrzova (2019) uvadi, ze genotypy J192 a J164 maji sekvencné shodné
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aminokyselinové slozeni. Ackoliv JI92 patii mezi kulturni hrachy, tak ma podle
sekven¢ni trovné funkéni PPO. Takze regulace tohoto genu mtize byt i promotorové ¢asti

nebo jiné regulacni oblasti.

Jelikoz se o-chinony uplatiuji pfi lignifikaci, a ta mtize mit roli pfi propustnosti
osemeni, hraje pravé lignin vyznamnou roli. Ligninovy polymer vznika po oxidaci
spojovanim monolignolovych radikali (Onnerud et al., 2002). Mista depozice suberinu
a ligninu na pri¢ném fezu kofenem jsou oznacovana jako tzv. Casparyho prouzky, které
vznikaji béhem rané faze impregnace radidlni bunécné stény endodermis. Tyto
nepropustné slozky jsou tvotfené ligninem a jsou velmi dualezitou strankou pifi ochrané
rostlin, protoze zvySuji odolnost vuc¢i enzymatické a chemické degradaci (Nasser et al.,
2012). Lakazy LAC4, LAC 11 a LAC17 maji dalezitou roli v procesu lignifikace. Pokud
tyto lakdzy jsou v disledku mutaci nefunkcni, dochézi k rozsahlym deformacim
a nezpracované¢ monolignolové radikaly pisobi toxicky na cely organismus. AvSak
lignifikace neni ovlivnéna v Casparyho prouzcich, kde hlavni ulohu ve funkénosti maji
naopak peroxidazy (Zhao et al., 2013). Obsah ligninu napf#i¢ stadii byl stejny, a tak se zda

ze peroxidazy pusobi spolecné s lakazami.

Funk¢nost daného genu miize byt dana ztratou nebo vloZenim jedné baze, coz
muze vést k pred¢asnému STOP kodonu. V diplomové praci Lucie Smrzové (2019) byla
objevena inzerce/delece, ktera vedla k posunuti ¢teciho ramce a tvorbé STOP kodonu.
Vsechny kulturni hrachy (14 vzorkt) analyzované v praci L. Smrzové mély nefunkéni
PPO, ale naopak u vsech planych genotypi byla alela funkéni. Vyjimku tvoii kulturni
P. abyssinicum, puvodem z Etiopie, ktery neobsahoval inzerci/deleci. Tato skute¢nost
podporuje pravdépodobnou druhou nezévislou domestikaci hrachu, a rovnéz popira
spojitost mezi funkci PPO a dormanci semen. V mé praci mélo z 90 analyzovanych
genotypt funkéni PPO celkem 25 vzorki. Tyto vzorky pochazely z oblasti Stiedni Asie
(Pakistanu, Afganistanu, Nepalu a Ciny). Celkem u kulturnich 66 genotypti vedla jedna
delece k ptedéasnému STOP kodonu a tim i ke ztraté funkce. Delece v genu PPO mize
zpusobit ztratu funkce nebo i zménu barvy semene u vodniho melounu (Liu et al., 2020).
Ztrata funkce genti PPO byla detekovana u nékolika zemédé€lskych plodin, jako je proso
(Inou et al., 2015; Fukunaga et al., 2020), ryze (Yu et al., 2008) a jeémen
(Taketa et al., 2010). Zména funkénosti alely byla zptisobena vlozenim jedné baze nebo
celého transpozonu. Rozdil mezi funkénosti PPO genu se vyskytuje mezi dvéma

poddruhy kulturni ryze. Ryze indicka (O. sativa subsp. indica) pii delsim skladovani
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zhnédne, kdezto ryze japonského poddruhu (O. sativa subsp. japonica) zistane bila.
Béhem domestikace tak pasobila pravdépodobné selekce jak lidska (kulturni preference),
byla zapotiebi mit funkéni PPO gen. Hnédnouci (oxidacni) proces muze piipominat
zménu barvy psenice (Triticum aestivum), ktera je také katalyzovana polyfenol oxidazami
(PPO) (Anderson et Morris, 2001; Simeone et al., 2002). Za hnédnuti je zodpovédny gen
Phr, ktery koduje PPO protein. Tento gen je defektni u ryze japonské, takze nemize
zpusobovat hnédnuti zrn, a béhem domestikace doslo k defektim v Phr genu celkem
tiikrat (Yu et al., 2008). Spotiebitelé preferuji bilou barvu zrn, Slechténi pSenice si kladlo
za cil snizit nebo eliminovat zménu barvy obili. Lidsky faktor méa nezastupitelnou roli
Vv pii selekci hnédnoucich nebo nepigmentovanych druhii. Lidé ¢asto odsuzuji nékteré

potraviny jen pro jejich barvu nebo chut’ (hnédnuti obilovin — chléb, nudle, téstoviny)

(Yuetal., 2008).

Semena maji vyvinuté fyzikalni, chemické a biologické mechanismy v ochrané
pted Skadci. Prvni linii stoji osemeni jako takové, protoze na svém povrchu muze mit
nepropustnou vrstvu suberinu, diky které semena nejsou pfistupna pro patogeny. Déle
k obrannym mechanismim patii rychlé kliceni a asociace s mikroorganismy
(Dalling et al., 2011; Bewley et al., 2013). Mezi slozky biochemické ochrany patii
enzymy: chitinazy, peroxidazy, oxalat oxidazy a polyfenol oxidazy. Pro pieziti semene
je dilezité, aby obranné enzymy byly pfitomné ve vnéjS$im osemeni. Fuerst et al., 2018
potvrzuje, Ze ve vngjSim osemeni se nachdzeji jak polyfenol oxidazy, peroxidazy,
chitinazy, ale ne oxalat oxidazy. Funkéni polyfenol oxiddza vede Kk tvorbé hnédych
melaninovych pigmentt. Aktivni Phr gen najdeme piedevsim v tropickych
a subtropickych oblastech, zatimco neaktivni Phr gen se nachazi v mirnych oblastech
(Inoue et al., 2015). Coz miize souviset s tim, ze PPO hraje vyraznou roli v ochrané pied
patogeny, houbovym onemocnénim a v teplejSich oblastech miize ptispivat k udrZeni
vegeta¢niho klidu (dormanci) semen. Jako dikaz slouzi semena divokého prosa (Setaria
italica) s aktivnim PPO slozi jako ochrana proti chorobam (Fuerst et al., 2014).
Pti sekvenovani bylo potvrzeno, ze v planych semenech hrachu je PPO funk¢ni. JeCmen,
proso ale i1 hrach maji vice jak jeden gen PPO. Funk¢nost genli mlize byt zpuisobena
diversifikaci duplikovanych genti. Rozmanitost v poctu geni, sekvenci, tkanové
a substratové specificité v rostlinnych druzich naznacuji, ze PPO ma dlouhodobou roli
ve fitness (Tran et al., 2012).
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7 Zavér

Diplomova prace byla vénovana studiu polyfenol oxidazy. Byla provedena
in silico analyza lakazovych gent, kdy sekvence byly prohledavany BLAST analyzou
vuci genomu hrachu. Bylo zjisténo, ze v genomu hrachu se nachazi pouze 2 geny kodujici
polyfenol oxidazy, potencidlné treti polyfenol oxidaza ptitomna na scaffoldu. Lakaz bylo
identifikovano 23 a nejvice byly zastoupeny na druhém (6 lakaz) a tietim chromozomu
(6 lakaz) a askorbat oxidaz bylo nalezeno 14 s nejvétsSim zastoupeni na chromozomu 4.
Dale byla provedena analyza genové exprese v jednotlivych pletivech — listu, kofeni,
kvétu, osemeni a embryu. V riiznych pletivech a genotypech se exprese lisila. VSechny
transkripty analyzovanych gent byly detekovany v embryu. Bylo provedeno testovani
rozpustnych a nerozpustnych proantokyanidint, jelikoz flavonoidy patii mezi substraty
polyfenol oxidaz. Bylo zjisténo, Ze obsah proantokyanidinii s vyvojem semene klesa,
ato jak rozpustnych, tak v nerozpustnych. Naopak analyza obsahu ligninu nezjistila
vyrazné rozdily mezi vyvojovymi stadii nebo genotypy. Pfi testovani aktivity polyfenol
oxidazy u celych semen hrachu byly pouzity rekombinantni inbredni linie. Byl sledovan
vztah mezi obsahem proantokyanidinii, aktivitou a pivodem. Vysledna aktivita PPO
u zvolenych vzorkt byla riznoroda a neda se s jednoznacnosti urcit, jestli alela, nebo
zbarveni hila souvisi s vy$$i aktivitou enzymu. Pii sekvenovani 90 genotypd bylo
zjisténo, ze delece v pozicich 101 a 156 bp od START kodonu vedou Kk vytvoteni
ptfedcasného STOP kodonu a nésledn¢ nefunkcénosti PPO. Funkéni PPO bylo zjisténo
u 25 vzorkd. Vysledky naznacuji genetickou vazbu mezi pigmentaci hila a funkénosti
PPO. Cerné hilum je morfologickym znakem, jehoZ pozice je na prvnim chromozomu

a odpovida pozici PPO genu.
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