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Abstrakt

Reaktivni formy kysliku (ROS) jsou molekuly odvozené od kysliku, pfirozené vznikajici
V ramci metabolismu. Jsou signdlnimi molekulami, podileji se na regulaci fady dulezitych
déji, ale ve vyssich koncentracich pisobi toxicky. Aby byla zajiSténa redoxni rovnovaha
a spravnd funkce biologickych systému v rostlinach, a tedy i semenech, musi byt pfitomny
mechanismy, které se podileji na regulaci koncentrace ROS. Tyto obranné mechanismy
zahrnuji antioxidanty, latky enzymové 1 neenzymové povahy.

Cilem diplomové prace byla analyza antioxidantd a antioxidacnich enzymu zapojenych
v metabolismu ROS v pribéhu vyvoje semen kulturnich (Cameor, J192) a planych (J164,
JI1794) genotypt hrachu. Studovanymi parametry byla celkova antioxidac¢ni kapacita,
koncentrace fenold, flavonoidid, aktivita polyfenoloxidasy (PPO), peroxidasy (POX),
askorbatperoxidasy (APX) a katalasy (CAT). Dale byla méfena exprese genu PPO a bylo
provedeno histochemické stanoveni aktivity PPO, POX a ROS v osemeni studovanych
genotypu.

V ramci experimentalni ¢asti DP byly prokdzany zmény v obsahu antioxidantil a aktivit
antioxidacnich enzymi zapojenych v metabolismu ROS, ke kterym dochéazi v prub&hu
vyvoje semen planych a kulturnich genotypl hrachu. Z vysledkl provedenych experimentii
a porovnani jednotlivych parametrii mezi jednotlivymi genotypy, vyvojovymi stadii a mezi
osemenim a embryem vyplyvd vyraznd odliSnost semen genotypu Cameor od semen
ostatnich genotypu (JI92, J164, J11794). V semenech genotypu Cameor byla vyrazné nizsi
koncentrace neenzymovych antioxidantli, velmi nizk4 aktivita PPO, ale naopak aktivity
antioxidac¢nich enzymu byly v porovnani s ostatnimi genotypy vyrazné vyssi. Byl tak
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jednotlivych genotypi, které korelovalo s pigmentaci osemeni. Bylo potvrzeno, ze v priabehu
vyvoje semen planych a kulturnich genotypi hrachu dochazi ke zménam v obsahu
antioxidantt a aktivit antioxida¢nich enzymu zapojenych v metabolismu ROS.
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Abstract

Reactive oxygen species (ROS) are molecules derived from oxygen, naturally occurring
as part of metabolism. They are signal molecules, they participate in the regulation of
a number of important events, but in higher concentrations they are toxic. In order to
ensure redox balance and proper functioning of biological systems in plants, and thus also
in seeds, mechanisms involved in the regulation of ROS concentration must be present.
These defense mechanisms include antioxidants, substances of enzymatic and non-
enzymatic nature.

The aim of the thesis was the analysis of antioxidants and antioxidant enzymes involved
in ROS metabolism during seed development of cultivated (Cameor, JI92) and wild (J164,
JI1794) pea genotypes. The studied parameters were total antioxidant capacity,
concentration of phenols, flavonoids, activity of polyphenoloxidase (PPO), peroxidase
(POX), ascorbate peroxidase (APX) and catalase (CAT). Furthermore, the expression of
the PPO gene was measured and histochemical determination of PPO, POX and ROS
activity was performed in the seedcoat of the studied genotypes.

Within the experimental part of the thesis, changes in the content of antioxidants and
the activities of antioxidant enzymes involved in ROS metabolism, which occur during the
development of seeds of wild and cultured pea genotypes, were demonstrated. From the
results of the experiments and the comparison of individual parameters between individual
genotypes, developmental stages and between seedcoat and embryo, there is a significant
difference between the seeds of the Cameor genotype and the seeds of the other genotypes
(J192, JI64, JI11794). In the seeds of the Cameor genotype, the concentration of non-
enzymatic antioxidants was significantly lower, the activity of PPO was very low, but on
the contrary, the activities of antioxidant enzymes were significantly higher compared to
the other genotypes. Thus, the assumption of different involvement of the studied
parameters in the development of the seedcoat of individual genotypes, which was
correlated with the pigmentation of the seedcoat, was confirmed. It was confirmed that
during the development of seeds of wild and cultured pea genotypes there are changes in
the content of antioxidants and activities of antioxidant enzymes involved in ROS
metabolism.
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Cile prace:

Teoreticka ¢ast:

Vypracovani literarni reSerSe na zadané téma s klicovymi slovy: reaktivni
formy kysliku, hrach, osemeni, embryo, antioxida¢ni kapacita, antioxida¢ni

enzymy, vyvoj semene.

Experimentalni ¢ast:

Sledované parametry stanovit v osemeni i embryu semen kulturnich a planych
genotypu hrachu v riznych vyvojovych stadiich.

Stanovit  aktivitu  antioxida¢nich  enzymt  (katalasa, peroxidasa,
askorbatperoxidasa, polyfenoloxidasa).

Zmeéftit antioxidacni kapacitu a koncentraci flavonoidi a fenolickych latek.
Histochemicky lokalizovat produkci reaktivnich forem kysliku, aktivitu

polyfenoloxidasy a peroxidasy.



1 UvVOD

Hrach sety je hojné péstovana kulturni plodina, jejiz semena jsou diky svému vysokému
obsahu proteini vyuzivana hlavné jako potravina a krmivo pro zvifata. V pribéhu
domestikace ptivodnich planych druhti doslo k optimalizaci vynosu, zvétSovani semen
a snizeni miry dormance, tak aby semena kli¢ila v co nejkratSim casovém obdobi. Jednim
z hlavnich rozdilti mezi planymi a kulturnimi genotypy je pravé dormance. Dormance je
jev, ktery umoziuje semeni prezit i za nepiiznivych podminek az do doby, kdy jsou
podminky pro kliceni idedlni. Semena po ukonceni vyvoje vysychaji a dochazi
k vyraznému zpomaleni metabolismu, ktery je obnoven aZz po zpétném piijmu vody
semenem. U hrachu a dalsich luskovin je typickd dormance fyzikalni, kdy vznika tvrdé
pro vodu nepropustné osemeni, proto zalezi na jeho sloZeni a struktufe. Tyto vlastnosti
osemeni jsou tak povazovany za jedny z hlavnich faktorti, které maji vliv na to, zda je
semeno dormantni, nebo ne.

Vyvoj semen je geneticky naprogramovany proces doprovazeny fadou zmén. Zahdjeni
vyvoje, nasledné dozravani semene a ukladani zasobnich latek spousti velmi komplexni
regulacni sit’, jejiz soucasti jsou zmény transkripcni, metabolické 1 fyziologické, fizené
zménami hladin sacharidli a regulované hormonalnimi drahami. Na regulaci vyvoje se
mimo jiné podili také reaktivni formy kysliku (ROS). ROS jsou molekuly odvozené od
kysliku, které vznikaji pfirozené v ramci metabolickych pochodi. Plni funkci signalnich
molekul, které mohou regulovat napt. genovou expresi, aktivaci transkripcnich faktori
Vv jadfe, ucastni se fady enzymovych pochodl, mitochondridlniho elektronového
transportu atd. Ve vyssich koncentracich ale mohou pusobit toxicky, diky jejich velkému
oxida¢nimu potencialu mohou zplsobovat oxidaci biomolekul, mize dochazet ke
zmé&nam redoxni signalizace a vSechny tyto zmény mohou vést k poSkozeni bunék. Aby
byla zajiSténa redoxni rovnovaha a spravna funkce biologickych systémil v rostlinach,
atedy i semenech, musi byt pfitomny mechanismy, které se podileji na regulaci
koncentrace ROS. Tyto obranné mechanismy zahrnuji antioxidanty. Antioxidanty jsou
molekuly enzymové i neenzymové povahy schopné inhibovat nebo zhaset reakce volnych
radikalf, oddalit nebo zabranit poSkozeni buné€k a v niZSich koncentracich nezZ potencialni
substrat, ktery by mohl byt oxidovan, vyznamné zpomalovat nebo branit jeho oxidaci.

Mezi neenzymové antioxidanty fadime napi. askorbat, glutathion, tokoferoly,
karotenoidy a dal§i sekundarni metabolity, odvozené napt. od fenolickych

a flavonoidnich latek. Mezi antioxidacni enzymy fadime napt. katalasu (CAT),



peroxidasu (POX), askorbatperoxidasu (APX) a polyfenoloxidasu (PPO). Porovnanim
koncentraci antioxidantd a aktivit antioxida¢nich enzyma v prubéhu vyvoje semen
V osemeni a embryich a porovnanim téchto parametri mezi semeny kulturnich a planych
genotypu hrachu, bychom mohli dostat komplexné&jsi pohled na to, do jaké miry jsou ROS
zapojeny ve vyvoji semen a zda se mohou podilet na vytvoreni nepropustnosti osement,

ktera vede k ustaveni dormance v pribéhu vyvoje semen s fyzikalni dormanci.



3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Semana planych a kulturnich hrachi

Hrach sety (Pisum sativum L.) je hojné vyuzivana plodina patfici do ¢eledi bobovité
(Fabaceae) pochazejici prevazné ze Stiedomoti a oblasti Blizkého vychodu. Jde o tieti
nejpestované]si luskovinu na svete, jejiz semena s vysokym podilem proteinti se vyuzivaji
jako potravina a krmivo pro zvifata (Smykal, 2011). Pivodni plané druhy byly postupné
domestikovany a daly tak vzniknout soucasnym kulturnim druhtm. V pribéhu tohoto
procesu dochazelo ke zménam jak na genetické urovni, tak na tirovni fenotypu. Adaptaci
planych druht na ménici se podminky a lidskou selekci rostlin s pozadovanymi
vlastnostmi doslo k optimalizaci vynosu, snizeni miry dormance, ale také napiiklad ke
zvétSovani semen (Trnény et al., 2018). Jednim z nejvyznamnéjsich rozdili mezi planymi
a kulturnimi druhy je mira dormance. Plané druhy hrachu se vyznacuji tvrdym osemenim
a vysokou mirou dormance, naopak u kulturnich druhti je zddouci sniZzeni dormance
a rychlé kliceni semen.

Dormance je fyziologickd adaptace na heterogenitu prostiedi. Béhem dormance je
pozastavena pieména embrya na kli¢ni rostlinu, az do doby, kdy jsou podminky pro rist
optimalni. Tento jev tak pomdhé pfedchazet thynu rostlin a riziku vyhynuti druhu za
neptiznivych podminek (Smykal et al., 2014). Baskin a Baskin (2004) rozliSuji n¢kolik
typti dormance, dormanci fyziologickou, morfologickou, morfofyziologickou, fyzikalni
a kombinovanou. Pro morfologickou dormanci je typické nedovyvinuté embryo, které
vyzaduje delSi Cas pro rist a kliceni. NejbéZznéjsi formou dormance je dormance
fyziologick4, kterd je regulovdna hlavné rostlinnymi hormony: kyselinou abscisovou
(ABA) a gibereliny (GA). Pro bobovité rostliny, a tedy 1 hrach, je typickd dormance

fyzikalni a vyznacuje se tvorbou pro vodu nepropustného osemeni.



Taxonomickeé ¢lenéni hrachu je zobrazeno na Obr. 1. Mezi plané druhy hrachu fadime
P. elatius M. Bieb. a P. fulvum Sibth. & Sm.. Tyto druhy se vyznacuji pukavosti luski
a dormanci semen. Osemeni planych druht ma vétSinou drsny povrch abyva
pigmentované (Trnény et al., 2018). Plany hrach P. elatius se v pfirodé vyskytuje v jizni
Evropé, zapadni Asii S pfesahem az do severni Afriky, zatimco jeho piibuzny druh
P. fulvum oznacovany za horsky typ pouze na Blizkém vychodé. Kulturni hrachy patti do
druha P. sativum L. a P. abyssinicum A. Braun, pficemz P. abyssinicum je péstovany
nebo zplanény v Etiopii a Jemenu. Druh P. elatius je pravdépodobnym piedchiidcem dnes
péstovaného kulturniho hrachu (Smykal 2011). Kulturni druhy hrachu se vyznacuji
nepukavosti luski, absenci dormance semen a vétSinou tenkym osemenim s hladkym
povrchem (Trnény et al., 2018).

Tato diplomové prace je zaméfena na analyzu semen 4 genotypl hrachu. Konkrétng
se jedna o dva kulturni genotypy Cameor a JI92 (P. sativum), a dva plané genotypy J164
a JI1794 (P. elatius) (Obr. 1). Dale v této diplomové praci jsou tyto genotypy oznacovany
pouze jako Cameor, JI92, JI64 a JI11794.

Pisum
Rod

Kulturni Plany
Y
Cameor Jie4
JI92 JI1794

Obr. 1: Schématické zobrazeni taxonomie hrachu dle Trnény et al., 2018.



Charakteristiku semen studovanych genotypt jsem vypracovala jiz v ramci své
bakalaiské prace, nasledujici text je tedy prevzat z Zarska, 2021.

Plané genotypy JI64 a JI1794 vykazuji velkou miru dormance (Tab. 1). Semena
dormantnich genotypti, JI64 a JI1794, a nedormantnich genotypi, JI92 a Cameor, se lisi
ve struktufe osemeni (Obr. 2C, D, Hradilova et al., 2017; Zablatzska et al. 2021).
Dormantni genotypy JI64 a JI1794 maji znateln€ Sir$i osemeni S nerovnym povrchem
(Obr. 2D) (Zablatska et al., 2021), coz je spojovano s vétsi mirou nepropustnosti vody
osemenim (Miao et al., 2001). Osemeni nedormantnich genotypu je vyrazné ten¢i a ma
makrosklereid (Zablatska et al., 2021). Svétlolomna linie makrosklereid piedstavuje
silnou bariéru piijmu vody dormantnimi semeny hrachu, zatimco u nedormantnich semen
vstupu vody a zahajeni bobtnani nebrani. Procento kli¢eni u planych neporusenych semen
dosahuje pouze 2,6-7 %. Semena kulturnich genotypt (Cameor, JI92) naopak nasavaji
vodu, bobtnaji, a kli¢i béhem 24 hodin (Hradilova et al., 2017; Janska et al, 2019).

Obr. 2: Rozdily v pigmentaci a struktufe osemeni kulturniho, nedormantniho genotypu (Cameor)
a planého, dormantniho genotypu (J164) hrachu. A - semeno genotypu Cameor, B - semeno
genotypu JI64, C - struktura osemeni genotypu Cameor, D - struktura osemeni J164 (prevzato ze
Smykal et al., 2014).



Dalsi rozdily mezi semeny studovanych genotypt jsou v pigmentaci jejich osemeni
(Obr. 2A, B) a pupku (Tab. 1). Osemeni genotypu Cameor neni pigmentované (Obr. 2A),
zatimco osemeni J192, J164 (Obr. 2B) a J11794 je pigmentované. Rovnéz pupek muze byt
jak nepigmentovany (Cameor, J192), tak pigmentovany (J164, J11794) (Tab. 1) (Zablatska
et al., 2021). Predpokladalo se, Ze pigmentace osemeni koreluje s mirou imbibice vody
semeny ruznych druhii luskovin. Tmavé zabarveni osemeni béhem dozravani je
spojovano s nepropustnosti semene pro vodu, a to i v ptipadé hrachu (Marbach a Mayer,
1974; Werker et al., 1979). Béhem desikace se v osemeni akumuluji flavonoidy a jejich
oxidaci vznikaji nerozpustné polymery proanthokyanidiny, které pfispivaji
k nepropustnosti osemeni pro vodu a kyslik, tvoii mechanickou bariéru a ochranu proti
biotickému a abiotickému stresu (Pourcel et al., 2007). V osemenich dormantnich
genotypt hrachu byly detekovany vys$si koncentrace proanthokyanidini (Hradilova et al.,
2017) také aktivita, exprese a zastoupeni polyfenoloxidasy (1,2-
benzendiol:kyslikoxidoreduktasa, PPO, EC 1.10.3.1) (Balarynova et al., 2022).
Polyfenoloxidasa kalalyzuje o-hydroxylaci monofenoli a difenold na o-dichinony.
O-dichinony jsou velmi reaktivni molekuly, které snadno podléhaji neenzymové
polymerizaci nebo interaguji s proteiny za vzniku vysokomolekularnich melaninovych

pigmentt (Glagoleva et al., 2020).

Tab. 1: Prehled vlastnosti semen hrachu genotypu Cameor, J192, J164 a J11794.

Druh P. sativum P. elatius
Genotyp Cameor J192 JI64 JI11794
Kulturni/plany Kulturni Plany
Dormantni/ , Nedormantni Dormantni
nedormantni
Pigmentace NE ANO ANO
osemeni
Pigmentace NE ANO

upku

Vzhled




Semena dormantnich a nedormantnich genotypt se lisi také v chemickém slozeni
osemeni. Povrch osemeni je pokryt tenkou vrstvou kutikuly, ktera je tvofena prevazné
latkami lipidového charakteru. Osemeni dormantnich genotypu obsahuje vétsi mnozstvi
hydroxylovanych mastnych kyselin (Hradilova et al, 2017), které pravdépodobné
prispivaji k vyssi konektivité kutinovych hydrofobnich komponent, coz ptispiva k vétsi
stabilit¢ a nepropustnosti pro vodu (Shao et al., 2007). Osemeni nedormantnich semen
obsahuje vice pektinti, mén¢ celulosy a tanint, coz vede k jeho vétsi elasticité ve srovnani
s dormantnimi genotypy (Janska et al., 2019). Osemeni dormantnich genotypti obsahuje
vys$i koncentraci hemicelulosy, které piispiva ke snizeni hydrofility osemeni (Mullin &
Xu, 2001). Taniny, nebo také proanthokyanidiny, jsou polymerni flavonoidni latky, které
se akumuluji v bunécnych sténach pigmentovaného osemeni zralych semen hrachu (JI92,

JI64, J11794) a prispivaji k nepropustnosti osemeni pro vodu (Quilichini et al., 2022).
3.1.1 Vyvoj semen

Vyvinuté, zralé semeno je esencialni pro reprodukci rostliny. Vyvoj semen
krytosemennych rostlin za¢ina dvojitym oplozenim, pficemz jedna spermaticka haploidni
burika splyne s haploidni vaje¢nou bunkou a druha spermaticka bunka splyva s centralni
bunikou zarode¢ného vaku. Z vaje¢né buiiky vznika diploidni zygota, ktera dale prochazi
bunéénym délenim a vznikd z ni embryo a suspenzor (zavéSovadlo), kterym je embryo
spojeno se sténou zarode¢né¢ho vaku (Agrawal & Rakwal, 2012).

Proces embryogeneze zacind bunéénym délenim, kdy dochdzi k proliferaci bunék
ajejich funkéni diferenciaci, specifikaci apikalné-basalni osy, vzniku kofenového
a stonkového poélu a v ptipadé dvoudeloznych rostlin vzniku dvou déloh, které obsahuji
zasobni latky nutné pro vyZzivu vyvijejiciho se embrya (Agrawal & Rakwal, 2012).

Centralni bunka zarode¢ného vaku je po oplozeni transformovana na triploidni
endosperm. V ptipad¢ hrachu je toto pletivo dilezité v ranych fazich vyvoje semen, kdy
vypliiuje prostor mezi osemenim a embryem, je doCasnym zdrojem vyzivy, udrZuje
homeostatické prostiedi pro vyvoj embrya a v pozd¢jSich stadiich vyvoje postupné
zanika. Hraje dlleZitou roli v komunikaci, pfenosu signalli mezi osemenim a embryem
a také epigenetické kontrole vyvoje semene (Berger et al, 2006, Melkus et al., 2009).

Z vajecnych obali (integumentl), které obklopuji embryo vznikd osemeni (testa).
V piipadé luskovin vznika osemeni ze dvou vajecnych oball, kdy vnitini integument

béhem vyvoje vymizi a z vnéjSiho vznikd nékolik vrstev bunék osemeni. Vyznamnou



oblasti osemeni je chalazalni pdl. V tomto misté je pfipojeno K semeni poutko, po jehoz
odpojeni vznika na semeni typicka jizva, pupek (hilum) (Smykal et al., 2014).

Semeno hrachu prochézi tremi ristovymi a vyvojovymi fazemi oddélenymi dvéma lag
fazemi. V prvni fazi vyvoje dochazi k bunéénému déleni bun¢k dé€lohy, tato faze byva
oznacovana jako preukladaci faze (Lemontey et al., 2000). Nasleduje lag faze, kdy je
vyrazné zpomalen riist osemeni a postupné zanikd endosperm. Ve druhé vyvojové fazi
semeno dozrava, bunky déloh expanduji a jsou ukladany proteiny a sacharidy jako
zasobni latky (Brocard-Gifford et al., 2003). V dalsi lag fazi jiz kompletn¢ zanika
endosperm a embryo je v pifimém kontaktu s osemenim. Ve tfeti vyvojové fazi je
dokoncen proces dozravani a dochazi k vysychani semene (Weber et al., 2005). Tato faze
byvd oznaCovana jako desikace. Dochazi k velkému ubytku vody a semeno je
pfipravovano na klidovou fazi a nasledné kli¢eni (Kermode & Finch-Savage, 2002).
Ptechod semene z faze ukladani do faze desikace je doprovdzen mnoha zménami na
urovni genové exprese. Desikace je typicka pro ortodoxni semena, u kterych umoziuje
dlouhodobé¢ pieziti semen za neptiznivych podminek a nasledné kliceni za podminek
optimalnich. Béhem desikace dochazi k akumulaci disacharidt a oligosacharidu (Bailly
et al., 2001), syntéze zasobnich a LEA (late embryogenesis abundant) proteind
(Tunnacliffe & Wise, 2007), heat-shock proteini (Wehmeyer et al., 1996), aktivaci
antioxida¢ni obrany (Bailly et al., 2001) a zménam struktury bunék (Buitink & Leprince,
2008). Vzhledem k rychlému snizeni obsahu vody je semeno vystaveno stresu a nasledné
zvySené tvorbé reaktivnich forem kysliku (ROS), coz mize vést k oxida¢nimu poskozeni
semene. Rovnovaha koncentrace ROS je udrZovana enzymovymi a neenzymovymi

mechanismy (Bailly, 2004).



3.1.1.1 Struktura osemeni

Vnéjsi vrstvu osemeni tvoii palisada tésné na sebe nasedajicich radialné prodlouzenych
sklereid, které jsou oznacovany také jako Malpighiho bunky, makrosklereidy nebo
palisadové buiky (Obr. 3). Tyto bunky jsou typické vyrazné zesilenymi bunécnymi
sténami, které jsou na vn¢jsi strané pokryty kutikulou a tato oblast bunck byva
oznacovana jako ,,terminal caps®. Tvar téchto bun¢k spolu s pfitomnosti voskovych ¢astic
udava texturu povrchu osemeni (Giines, 2013). Kutikula (Obr. 3) tvoii kontinuélni vrstvu
kryjici semeno s vyjimkou oblasti pupku, kde tato vrstva chybi. U s6ji byva tato vrstva
spojovana s nepropustnosti osemeni pro vodu (Shao et al., 2007). V ramci vrstvy
makrosklereid je pfitomna vrstva oddélujici terminal caps od zbytku buriky. Je umisténa
pticné pies vrstvu makrosklereid a je oznacovana jako svétlolomna linie (linea lucida,
light-line). Je patrna diky odliSnostem v zastoupeni polysacharidi a impregnaci této
oblasti bunééné stény. Tyto faktory ptispivaji k lokalni zméné refrakénich indext (Harris,
1983). Pod vrstvou makrosklereid se nachazi vrstva osteosklereid (Obr. 3) s velkymi
vzduchem vyplnénymi mezibunécnymi prostory (Smykal et al., 2014).

Vnitini vrstva osemeni je tvofena bunikami parenchymu (Obr. 3), v ramci této vrstvy
jsou také pfitomny vzduchem vyplnéné mezibunécné prostory. Parenchymaticka vrstva
byvd oznaCovdna jako nutricni vrstva vzhledem kroli, kterou plni v prib¢hu
embryogeneze (Van Dongen et al., 2003), a je v ni rozprostien cévni systém. V piipadé
hrachu se jedna o jeden chalazalni cévni svazek se dvéma boc¢nimi vétvemi (Hardham,
1976). Béhem dozravani osemeni je tlakem embrya zna¢na ¢ast parenchymu rozdrcena

a stlacena (Smykal et al., 2014).



Kutikula
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Palisadové bunky
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Obr. 3: Struktura osemeni v oblasti pupku planého, dormantniho genotypu JI64 ve stadiu 16 DAP
(DAP — day after polination).

Struktura osemeni je homogenni s vyjimkou chalazalni oblasti, kde se nachazi pupek
(Obr. 4). Pupek, oznacovany také jako hilum, je jizva vznikla v misté pfipojeni semene
k matefské rostliné pomoci poutka. Nachazi se zde také navic dalsi vrstva palisadovych
bunék (Obr. 3), které jsou pozustatkem poutka (Lackey, 1981). V palisadové vrstvé
pupku je centralni §térbina (Obr. 4), ktera prekryva vrstvu tracheid. Stérbina pupku se
otevira, kdyz je semeno v prostiedi s nizkou relativni vlhkosti a umoziuje tak vysychani
semen. V prostfedi s velkou relativni vlhkosti naopak dochazi k uzavieni §térbiny

a ochrané pted absorpci vlhkosti (Smykal et al., 2014).

Obr. 4: Semeno nedormantniho genotypu J192 23 DAP (DAP — day after polination).
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3.1.2 Zmény metabolismu v pribéhu vyvoje semen

Vyvoj semen je geneticky naprogramovany proces doprovazeny fadou zmén. Zahéjeni
vyvoje, nasledné dozravani semene a ukladani zasobnich latek spousti velmi komplexni
regulaéni sit), jejiz soucasti jSOU zmeény transkripéni, metabolické i fyziologické, fizené
zménami hladin sacharidt a regulované hormonalnimi drahami (Weber et al., 2005).

Mezi enzymy podilejici se na regulaci vyvoje semen patii kysela invertasa (B-D-
fruktofuranosidfruktohydrolasa, EC 3.2.1.26), ktera je aktivni v ranych stadiich vyvoje
a sacharosasyntasa (NDP-glukosa:D-fruktosa 2-a-D-glukosyltransferasa, EC 2.4.1.13),
ktera je spojovéana s dozravanim a ukladanim zasobnich latek. Zmény v aktivitach téchto
enzymu doprovazi zmény koncentrace sacharosy a dalSich sacharidt (kysela invertasa
a sacharosasyntasa katalyzuje hydrolyzu sacharosy) spojované mimo jiné s regulaci
vyvoje semene (Weber et al., 1995). Invertasa aktivni v ranych fazich vyvoje zptisobuje
zvySovani hladin hexos, ty jsou dale transportovany do embrya. Vysoka koncentrace
sacharidii indukuje bunééné déleni, embryogenezi a nasledny rust embrya (Borisjuk et
al., 1998). Sacharosa je transportnim sacharidem, vyzivnou latkou a signalni molekulou,
ktera spousti expresi gent spojenych s ukladanim zasobnich latek (Koch, 2004).

Dalsi vyznamnou signalni molekulou je kyselina abscisova (ABA). Rostlinny hormon,
ktery reguluje Sirokou Skalu vyvojovych udalosti a odpovédi na stresové podminky. ABA
je nezbytna v pozdnich fazich embryogeneze, kdy inhibuje pfed¢asné kliceni semen.
Zvysena hladina ABA v pribéhu embryogeneze je dulezitd pro udrzeni normalniho
vyvoje semene, napomaha toleranci ke ztratam vody v prabéhu desikace a udrzovani
dormance. Dalsimi hormony zapojenymi v regulaci vyvoje semen jsou gibereliny (GA),
které jsou antagonisty ABA. GA hraji roli béhem rastové faze dozravani a v posledni
dobé jsou spojovany s regulaci embryogeneze (Hu et al., 2018). Gibereliny také indukuji
kli¢eni semen a nasledny rast kli¢nich rostlin (Yamaguchi et al., 2007).

Vyvoj semen probihda za hypoxickych podminek, jelikoz matefska pletiva jsou
nepropustna pro plyny, tedy i kyslik. Vyvijejici se embrya jsou heterotrofni, ATP je
produkovano hlavné respiraci a do vakuol je transportovano prostiednictvim ATP/ADP
transportéru (Rawsthorne, 2002). Nedostatek kysliku v semenech mtze vést k nedostatku
energie. Typickym d€jem probihajicim pfi nedostatku kysliku je fermentace, jejimz
produktem jsou ethanol a laktat. Podle Rolletschek et al. (2002) tyto procesy probihaji
pouze v mladych nezralych embryich a nejsou detekovany v pozdéjsich fazich vyvoje.

Navzdory nedostatku kysliku je dozravani spojeno s velkou metabolickou aktivitou
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a vysokou koncentraci ATP. Predpoklada se tedy, ze v dozravajicich semenech existuji
mechanismy, diky kterym se semena na hypoxické podminky adaptuji (Weber et al.,
2005).

Metabolicka a fyziologicka adaptace semen na nizké hladiny kysliku je zakdédovéana
v diferenciacnim programu embrya. Respirace je nedostatkem kysliku ovliviiovana vice
v ranych stadiich vyvoje a v pribehu vyvoje embrya celkova rychlost respirace postupné
klesa, béhem zrani je respirace piisn¢ kontrolovana a pfizptisobena nizkym hladinam
kysliku (Rolletschek et al., 2003). Koncentrace ATP jsou v ranych stadiich vyvoje nizké,
zatimco pozdé&ji se zvysuji. To naznacuje, ze embrya jsou sSchopna zvySovat a stabilizovat
hladiny ATP. V pribéhu pfechodu do faze dozravani dochazi v embryich ke zméné
Z metabolismu zaloZzeného na pfeménach hexos pusobenim invertasy na metabolismus
sacharosy, kontrolovaného sacharosasyntasou (Weber et al., 1996). S tim je spojena
rozdilna hladina ATP v prib&hu embryogeneze. Invertasy aktivni hlavné v ranych fazich
vyvoje spottebovavaji vice ATP, nez sacharosasyntasa aktivni v pozdé&jSich fazich
vyvoje. Invertasa §t€pi sacharosu na dvé hexosy, k jejichZ nasledné aktivaci jsou potiebné
dvé molekuly ATP, zatimco v pfipad¢ sacharosasyntasy vznika UDP-glukosa a fruktosa,
k aktivaci je tedy spotiebovana pouze jedna molekula ATP. Dalsim faktorem
ovlivitujicim hladinu ATP v embryich je jejich fotosynteticka aktivita (Borisjuk et al.,
2003).

Dozravajici embrya jsou zelena a fotosynteticky aktivni. V pfipadé¢ embryi hrachu
a dalsich luskovin je vSak nizka mira fixace CO> a s tim spojend velmi nizka aktivita
ribulosa-bisfosfatkarboxylasy (3-fosfo-D-glyceratkarboxy-lyasy, RuBisCo, EC 4.1.1.39)
(Hedley et al., 1975). To vede k piedpokladu, ze fotosyntéza je v embryich aktivni hlavné
z divodu produkce kysliku (Rolletschek et al., 2003). Osemeni je také fotosynteticky
aktivni, produkovany kyslik je vyuZit k respiraci a zvySeni vnitini koncentrace kysliku.
Zmirnuje tak hypoxicky stres a podporuje syntetickou aktivitu semene. V osemeni
probiha ve velké mife respirace, dochazi k akumulaci CO», diky kterému je aktivovan

enzym RuBisCo (Radchuk & Borisjuk, 2014).
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3.2 Reaktivni formy kysliku

Mezi reaktivni formy kysliku (ROS) fadime kyslikové radikaly (latky s jednim ¢i vice
volnymi elektrony), mezi které patii superoxidovy (O2"), hydroxylovy (OH"), peroxylovy
(RO2") a perhydroxylovy (HO2") radikal a nékteré neradikalové latky s oxida¢nimi
ucinky, tedy peroxid vodiku (H202), kyselina chlorna (HOCI) a ozon (Os3), které mohou
byt snadno pievedeny na radikaly (Halliwell & Gutteridge, 2007). Jedna se o latky
piirozené¢ vznikajici v rdmci metabolickych pochodt, které jsou zapojeny v fadé
enzymovych reakci, mitochondridlnim elektronovém transportu, pienosu signalu,
aktivaci jadernych transkripcnich faktorti, genové expresi atd.

Volné radikaly jsou latky, které jsou schopny samostatné existovat a obsahuji jeden
nebo vice neparovych elektrontt (Obr. 5). Mohou vzniknout z neradikalovych latek
ztratou nebo piijetim jednoho elektronu nebo homolytickym $tépenim molekul. Molekula
kysliku (O2), obsahuje dva neparové elektrony se stejnym kvantovym cislem, kazdy
V jiném antivazebném orbitalu (Obr. 5) (Apel a Hirt, 2004). Reakce molekuly kysliku
v zakladnim stavu s atomy a molekulami je tzv. spinové zakazana a neprobiha, i kdyz je
kyslik povazovan za velmi silné oxidac¢ni ¢inidlo. Toto spinové omezeni je eliminovano
postupnym piijetim elektronti vedoucim ke vzniku reaktivnich forem kysliku (ROS)
(Halliwell & Gutteridge, 2007).

Singletovy kyslik je reaktivngjsi formou kysliku, ktera vznika pfijetim energie.
Existuji dv€ formy singletového kysliku, liSici se umisténim a orientaci valencnich
elektronti v orbitalech (Obr. 5). Singletovy kyslik ve stavu *Ag O, (Obr. 5) je na
energetické hlading 93,6 kJ nad zakladnim stavem, zatimco kyslik ve stavu 'Y* O
(Obr. 5) mé energii 157 kJ aje tedy jesté reaktivnéjsi nez kyslik ve stavu *Ag O2 (Halliwell
& Gutteridge, 2007).

Pfijetim jednoho elektronu vznika superoxidovy anionradikal (O2"7), ktery tak ma
jeden neparovy elektron (Obr. 5) (Bayr, 2005). Superoxidovy radikdl neni schopny
prochazet membranami. Pfijetim dal§iho elektronu vznika peroxidovy ion (02%), ktery
ale neni radikalem vzhledem k tomu, Ze neobsahuje neparovy elektron (Halliwell

& Gutteridge, 2007).
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Obr. 5: Schéma molekularnich vazebnych orbitalt kysliku a reaktivnich forem kysliku (pfevzato
a upraveno z ANTIOXIDANTSGROUP, 29. 08. 2022).

Peroxid vodiku (H202) (Obr. 5) je slabé reaktivni oxida¢ni ¢inidlo, které snadno
prochazi bunécnymi membranami, diky rozpustnosti ve vodé. Hraje roli v signalizaci,
protoZe je za urcitych podminek schopen reagovat s thiolovymi skupinami proteint. Ve
vys8ich koncentracich mize pusobit cytotoxicky (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Ze superoxidového radikalu a peroxidu dal§im pfijetim elektrond vznikaji vysoce
reaktivni hydroxylové radikaly (HO®) (Obr. 5). Ptikladem je Fentonova reakce, kdy
dochazi k interakci pfechodnych kovu (napt. Fe(Il) a Cu(ll)) s H.O2 za vzniku OH".

Fe (1) + H2O2 —» OH"+ OH + Fe (l11)
Superoxid je schopen redukovat Fe(111) a Cu(ll):
Fe (II) + O —» Fe(Il) + O
Dal$i moznosti vzniku OH" je homolytickym St€épenim H20: indukovanym napt. UV
zafenim. Z vody vznikd OH' plsobenim ionizujicitho zafeni. OH" je povazovan za
nejreaktivnéjs$i  kyslikovy radikal s vysokym pozitivnim redukénim potencidlem
(Halliwell & Gutteridge, 2007).
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3.2.1 Funkce reaktivnich forem kysliku v rostlinach
Reaktivni formy kysliku jsou dualezitymi metabolity, vznikajicimi pfirozené v ramci
metabolismu rostlinnych bunék, které plni ulohu signalnich molekul (Van Breusegem
et al., 2001), podileji se na regulaci mnoha dilezitych d&ja (rist a vyvoj rostliny, reakce
na podminky prostiedi, reakce na interakce rostliny s patogeny a dalS§imi stresovymi
faktory, zavirani stomat) (Waszczak et al., 2018). Ve vyssich koncentracich jsou ale
toxické, zplsobuji oxidacni stres, dochazi k oxidacnimu poskozeni DNA a dalSich
biomolekul a indukuji bunéénou smrt (Gill a Tuteja, 2010). Efekt ROS je tedy pfimo
zavisly na jejich koncentraci a rovnovaze mezi jejich produkci a odbouravanim.

Vyvojové procesy v rostlinach jsou zdvislé na pfisné kontrole redoxni rovnovahy
Vv ¢ase a prostoru v ramci bung¢k a pletiv. Tato redoxni rovnovaha je definovana integraci
hladin ROS, NO, reaktivnich forem dusiku (RNS), antioxidantli, redoxn¢ aktivnich
sekundarnich metabolitii a proteind s thiolovymi skupinami. Rovnovdha mezi t€émito
latkami je regulovéna regulacnimi drahami zahrnujicimi komunikaci mezi druhymi posly,
protein kinasami, fosfatasami, fytohormony, Ca?" signalizaci aj. Redoxni rovnovéha je
tak udrzovana jak na transkrip¢ni, tak posttranskripéni Grovni (Tognetti et al., 2017).

Dulezitou funkci ROS je regulace rostlinného rastu a vyvoje, kdy ptisobi jako signalni
molekuly, umoziujici rostliné nastartovat rizné vyvojové procesy, regulovat
a pfizptisobovat je aktudlnimu prostfedi a podminkdm. Jednim z ptikladd je ucast ROS
na udrzovani apikalnich meristéma. O™ se akumuluje v meristémech kotenové $picky,
kde indukuje bunééné déleni, zatimco H202 se akumuluje primarné v prodluzovaci zoné
a indukuje diferenciaci bun¢k (Tsukagoshi et al., 2010). Pro rist je tedy dulezita jejich
kompartmentace a rovnovaha. ROS spolu s hormony a dal§imi signalnimi molekulami
reguluji také rust primarniho kotene (Tognetti et al., 2017). V kofenovém apikalnim
meristému pusobi ROS antagonisticky proti auxintim. Nerovnovaha raznych ROS nebo
akumulace ROS spojovana s vysokou koncentraci glukosy vede k oxidaci kyseliny
indolyl-3-octové a jeji nasledné degradaci. Vysledkem je pak inhibice ristu kofene
(Huang et al., 2019).

ROS jsou distribuovany ve vSech rostlinnych pletivech, ptedevsim v téch metabolicky
aktivnich. Prostfednictvim regulace hladin ROS je fizeno také napiiklad kli¢eni semen.
ROS jsou kli¢ovymi posly zapojenymi v komplexni signalizacni siti kyseliny abscisové

(ABA) (Wang a Song, 2008).

15



3.2.2 Produkce reaktivnich forem kysliku v semenech

Semena mohou byt klasifikovana jako semena ortodoxni a rekalcitrantni. Ortodoxni
(napf. lusténiny, obilniny, Citrus) semena jsou charakteristicka tim, ze v prab&éhu svého
vyvoje prochazeji fazi vysychani, kdy jejich obsah vody klesa az na 7 %. Tato semena
mohou byt skladovana az pii teploté -18 °C po dobu vice nez péti let (Solberg et al.,
2020). Semena rekalcitrantni (napf. avokado, kavovnik, mango) jsou naopak k vysychani
(vlhkost méné nez 27 % vede k poskozeni) (Ellis et al., 1990) a nizkym teplotdim velmi
citliva, proto musi byt skladovdna vlhka pfi teplotach vyssich nez 10 °C po dobu
maximalné jednoho roku (Solberg et al., 2020).

Vyvoj semen hrachu probihd v n€kolika fazich, béhem kterych dochazi k vyraznym
zmé&nam v obsahu vody a dal$ich metabolitd (Obr. 6). Naptiklad béhem embryogeneze je
metabolismus pfed pocatkem bunééného déleni velmi aktivni. V ranych fazich vyvoje
semen je dostatecny pfisun vody nezbytny pro transport metaboliti do semene,
V pozdégjsich fazich, v prubéhu zrani, dochazi k rozsahlé dehydrataci a pti kli¢eni se obsah
vody opét vyrazné zvySuje. Aby se semeno na tyto zmény v obsahu vody adaptovalo, je
potieba ptesné kontroly produkce, akumulace a metabolismu mimo jiné prave reaktivnich
forem kysliku (ElI-Maarouf-Bouteau & Bailly, 2008). ROS jsou dulezité pro ukonceni
dormance a nasledné kli¢eni. ROS patii mezi signalni molekuly, které spousti obranné
reakce proti riznym biotickym a abiotickym stresiim, ve vysSich koncentracich mohou

spoustét programovanou bunéénou smrt (Kumar et al., 2015).

Lag faze
Preukladaci faze Faze ukladani Desikace | Dormance

Ryhovani embrya Prodluzovani bunék & SniZzeni obsahu vody

Diferenciace bunék Akumulace Aktivace obrannych

Vyvoj endospermu zasobnich latek mechanismd proti
stresu
Zpomaleni
metabolismu

Obr. 6: Zmény probihajici v semenech v riznych vyvojovych fazich (upraveno podle Malovichko
etal., 2021).
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Produkce a akumulace ROS zavisi na metabolickém a fyziologickém stavu semen.
V semeni obsahujicim vodu (faze: embryogeneze, vyvoj semene, klic¢eni) jsou hlavnim
zdrojem ROS mitochondrie, glyoxysomy a NADPH oxidasy pfitomné Vv plasmatické
membrané (El-Maarouf-Bouteau & Bailly, 2008). 1-3 % kysliku v mitochondriich je
spotiebovano na produkci ROS, konkrétné¢ 02 a H202 (Halliwell & Gutteridge, 2007).
Kyslik je na elektronovém transportnim fetézci pusobenim cytochrom C oxidasy
(ferrocytochrom-C:kyslikoxidoreduktasa, COX, EC 7.1.1.9) na komplexu IV nebo
alternativni oxidasy (ubichinol:kyslikoxidoreduktasa, AOX, EC 1.10.3.11) redukovan na
vodu. Muze ale dochazet k jednoelektronové redukci na komplexu I a III elektronového
transportniho  fetézce vedouci ke vzniku O27, ktery je dale pusobenim
superoxiddismutasy (superoxid:superoxidoxidoreduktasy, SOD, EC 1.15.1.1) pteveden
na méné reaktivni formu ROS, tj. na H2O» (Sweetlove & Foyer, 2004). H202 ma slabé
oxida¢ni ucinky a je schopen deaktivovat nékteré enzymy v matrix, piikladem je
akonitasa (citrat(isocitrat) hydrolyasa, EC 4.2.1.3) a pyruvatdehydrogenasovy komplex
(Rhoads et al., 2006). V ranych stadiich vyvoje mohou ROS produkovat také
chloroplasty, ty ale tuto schopnost postupné ztraci (ElI-Maarouf-Bouteau & Bailly, 2008).
V semenech jsou pfitomny také glyoxysomy, specificky typ peroxisomi zapojeny
v mobilizaci lipidovych rezerv, produkujici velké mnozstvi H202 ptisobenim enzymi
jako je glykolatoxidasa ((S)-2-hydroxy-acid:oxygen 2-oxidoreduktasa, EC 1.1.3.15)
a acyl-CoAoxidasa (acyl-CoA:kyslik 2-oxidoreduktasa, EC 1.3.3.6) (Huang et al., 1983).

Naopak ve stadiu, kdy jsou semena suchd (dozrédvani, dormance), neni enzymova
aktivita témeét detekovana. Jednou z moznosti vzniku ROS jsou hydratované kapsy,
ptitomné v suchych pletivech, umoziujici zachovani metabolismu i v suchych semenech
(Leubner-Metzger, 2004). Vétsina ROS ale vznika mechanismy nezahrnujicimi enzymy,
ptikladem je Amadori-Maillardova reakce a peroxidace lipida (El-Maarouf-Bouteau
& Bailly, 2008).

3.2.3 Vyznam ROS pri dormanci a kli¢eni

Dormance semen je jev, ktery zabranuje piili§ ¢asnému kliceni semene (Bewley a Black,
1994). Je geneticky dana, ovlivnéna podminkami prostfedi (Finch-Savage a Leubner-
Metzger, 2006). Ortodoxni semena po dozrani prochazi fazi vysychani (desikace), kdy je
vyrazné snizen obsah vody v semeni. To je spojovano s tvorbou ROS, jako odpovéd na
stres vyvolany nedostatkem vody. Aby nedoslo k poskozeni semene oxida¢nim stresem

je hladina ROS snizovana enzymovymi I neenzymovymi mechanismy (Bailly, 2004).
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V suchém semeni neni detekovana témét zadné metabolicka aktivita a produkce ROS je
hlavné neenzymova. Obnoveni metabolismu v semeni je spojovan0 S enzymovou
produkci ROS. ROS mohou mit na kli¢eni dvoji efekt zavisly na jejich koncentraci. Piilis
vysoka ¢i nizka hladina ROS ma inhibi¢ni efekt na zah4jeni kliceni, zatimco pti optimalni
hladiné ROS je kliceni naopak podpoteno (Bailly et al., 2008).

ROS pravdépodobné hraji roli v ukonéeni dormance (Bailly, 2004). Pii skladovani
suchych semen dochazi k akumulaci ROS, které jsou pak vyuzity ke specifické
proteinové oxidaci a mobilizaci zasobnich proteinti (El-Maarouf-Bouteau & Bailly,
2008). Dalsim moznym t¢inkem ROS je zména genové exprese, kdy vétSina gend, které
jsou upregulovany v nedormantnich semenech, jsou spojovany se syntézou proteinil
(Bove et al., 2005).

Kli¢eni semen je proces, pii kterém dochdzi k prodluzovani embryondlni osy,
prorazeni osemeni radiculou (kofinkem) a naslednému rustu kli¢ni rostliny (Bewley
a Black, 1994). Pro zahajeni kliceni je nezbytna rehydratace semen (imbibice). Zahajeni
kliceni vyzaduje aktivaci regulacnich systému, které jsou kontrolovény jak vnitinimi
(dormance), tak vné&jS$imi (environmentalni podminky: teplota, dostupnost kysliku
a vody) vlivy. Obnoveni metabolické aktivity suchého semene je spojeno s tvorbou ROS.
Na zac¢atku imbibice dochazi ke zvyseni koncentrace H2O, (Wojtyla et al., 2006) a dalsich
ROS, napt. OH™, O,* (Sarath et al., 2007; Schopfer et al., 2001). Dormance a kli¢eni jsou
pfisné€ regulovany hormondlnimi signdlnimi drdhami zahrnujicimi hlavné ABA a GA.
Zvysena koncentrace ROS pii zahgjeni klieni je asociovana se zménou syntézy
asignalizace ABA, ktera brani kli¢eni a podporuje udrzeni dormance (Obr. 7).
Akumulace H202 je spojovana s degradaci ABA  zpusobenou aktivaci
(+)-ABA-8'-hydroxylas (EC 1.14.14.137) (Liu et al., 2010) nebo pfimou oxidaci ABA
(El-Maarouf-Bouteau et al., 2015). Na GA, které pusobi antagonisticky k ABA, ma
zvySeni hladiny ROS opacny efekt. ROS aktivuji transkripéni faktory a indukuji tak
biosyntézu GA (Obr. 7) (Kai et al., 2016). ZvySena koncentrace ABA potlacuje produkci
ROS, naopak GA produkci ROS indukuji (EI-Maarouf-Bouteau et al., 2015; Liu et al.,
2010).

Dalsi diskutovanou roli ROS je jejich role signalnich molekul, uvoliovanych
Vv zavislosti na environmentalnich podminkéch. Bylo zji$téno, Ze svétlo, konkrétné UVB
zateni, indukuje produkci ROS, jako je superoxid, peroxid vodiku a singletovy kyslik.
Tyto latky by mohly plnit roli druhych posli v UVB signélnich drahdch (Mackerness

et al., 2002). Uvolilovani ROS je spojeno také se stresem zptisobenym teplotou (Allan et
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al., 2006). Prave teplota a svétlo patfi mezi faktory prostredi, které¢ ovliviiuji dormanci
a kliceni. Predpoklada se, ze ROS jsou latky, které¢ jsou zapojeny v pienosu signali
stimulujicich uvoliiovani hormonti zapojenych v indukci kli¢eni (El-Maarouf-Bouteau
& Bailly, 2008) a signalnich drahach regulujicich napi. rist a vyvoj rostliny, reakce

rostliny na vné&jsi prostiedi, patogeny a rizné stresové faktory (Waszczak et al., 2018).

dozravani "

Dormantni Nedormantni
GA

Antioxidacni enzymy

ABA ABA
\\Aeenzymové produkce, 5
H202 » H202
PR v A signalni
Signalni draha ABA — Aktivace A Oxidace :
NO | e Redoxni “S  draha
( transkripénich < proteinu GA
o stav
faktoru
/ ///
\J Iy
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o o exprese S /
Udrzovani — N' ¥
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Obr. 7: Schématické zobrazeni vzajemné komunikace mezi ROS, ABA a GA v dormanci a kli¢eni
semen. Dormance je spojovana se zvySenou koncentraci ABA, ta ma vliv na aktivaci
antioxidaCnich enzymdu, a tedy i sniZzeni koncentrace ROS. Pro kliceni je typickd zvySena
koncentrace ROS, které indukuji produkci GA. ROS dale indukuji transkripéni faktory,
spoustéjici genovou expresi, maji vliv na redoxni stav semene a indukuji oxidaci proteinti. Souhra
téchto faktori poté vede k indukci kliceni. ABA — kyselina abscisova, GA — gibereliny, NO —
oxid dusnaty (Vytvoreno podle El-Maarouf-Bouteau a Bailly, 2008).
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3.3 Antioxidacni ochrana semen

Funkce ROS je zéavisla na jejich hlading, piisobi jako regulacni latky, ale ve vysSich
koncentracich diky jejich oxida¢nimu potencialu zptsobuji oxidacni poskozeni proteind,
DNA a RNA, peroxidaci lipidi a inhibici enzymt vedouci az k aktivaci apoptosy
a nevratnému poskozeni bun¢k a pletiv (Gill a Tuteja, 2010). Oxida¢ni stres je podle Sies,
2018 definovan jako ,,nerovnovéha mezi oxidanty a antioxidanty ve prospéch oxidantd,
vedouci k naruseni redoxni signalizace, kontroly a poSkozeni molekul”. Aby byla
zajisténa redoxni rovnovaha a spravna funkce biologickych systémi v rostlinach, a tedy
1 semenech, musi byt pfitomny mechanismy, které se podileji na regulaci koncentrace
ROS. Tyto obranné mechanismy zahrnuji antioxidanty. Antioxidanty jsou molekuly
schopné inhibovat nebo zhaSet reakce volnych radikali, oddalit nebo zabranit poSkozeni
bun¢k a Vv nizsich koncentracich nez potencidlni substrat, ktery by mohl byt oxidovan,
vyznamné zpomalovat nebo branit jeho oxidaci (Obr. 8) (Nimse aPal, 2015).
Antioxidanty délime na enzymové a neenzymové.

Celkova antioxidacni kapacita je termin, kterym je oznaovdna suma antioxidacnich
aktivit, které jsou vysledkem ptisobeni nespecifické skupiny neenzymovych antioxidanti.
Jedna se 0 biologicky vyznamny parametr, ktery charakterizuje vyslednou silu ptsobici
proti nezddouci oxidaci ve zkoumaném materidlu. Jednou z vyhod je, ze detekujeme
aktivity jak znamych, tak i neznamych antioxidantii, které ptisobi synergicky (Bartosz,
2003).
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Obr. 8: Piehled lokalizace vzniku jednotlivych ROS a antioxidantt ptisobicich jako ochrana proti
oxidaénimu stresu zpasobenému vyS§$i hladinou ROS. SOD - superoxiddismutasa, CAT —
katalasa, APX — askorbatperoxidasa, TRX — thioredoxiny, NTR - NADPH thioredoxinreduktasa,
GPX — glutathionperoxidasa, PRX - peroxyredoxiny (pfevzato a upraveno z Mhamdi & Van
Breusegem, 2018).

3.3.1 Neenzymové antioxidanty

Mezi neenzymové antioxidanty fadime nizkomolekularni latky, jako je askorbat,
glutathion, fenoly, tokoferoly, tokotrienoly a karotenoidy (Dumanovi¢ et al., 2021).
Nizkomolekuldrni antioxidanty odbourdvaji volné radikdly bud’ pfimo, nebo napf.
chelataci pfechodnych kovu, které by se jinak t¢astnily Haber-Weissovy (Kehrer, 2000)
nebo Fentonovy reakce (Dumanovic¢ et al., 2021). Nizkomolekularni antioxidanty jsou
diky jejich malému rozméru schopné prochazet bunéénymi membranami a cilit tak na
potencialni mista vzniku ROS (Obr. 8) (Kohen a Nyska, 2002). Mezi nizkomolekularni
antioxidanty patii také aminokyseliny, sacharidy, pigmenty a sekundarni metabolity jako
napt. flavonoidy a terpeny. Tyto latky jsou oznacovany jako sekundarni antioxidanty

a jsou schopné regenerovat oxidované primarni antioxidanty (Dumanovic et al., 2021).
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Mezi nejvyznamnéjsi antioxidanty v rostlinach fadime askorbat (Asc) a glutathion
(GSH). Specifické enzymové systémy umoznuji rychlou reakci s H20: a jejich oxidovana
forma je poté regenerovana specifickymi reduktasami. Piikladem je H.O-H2O (Asada,

1999) a Asc-GSH cyklus (Obr. 9) (Foyer & Halliwell, 1976).

NADP’UADPH +H
2GSH S GSSG /Oz
vy
: 0,"+0,” + 2H*
4
DHA AA

.'(

Obr. 9: Schématické zobrazeni metabolismu ROS se zapojenim nizkomolekularnich antioxidantt.
GSH - glutathion, GR — glutathionreduktasa, DHAR - dehydroaskobatreduktasa, GSSG —
glutathion  disulfid, DHA - dehydroaskorbat, AA - askorbat, MDHAR -
monodehydroaskorbatreduktasa, MDHA — monodehydroaskorbat, APX — askorbatperoxidasa,
SOD - superoxiddismutasa (pfevzato a upraveno z Dumanovi¢ et al., 2021).

22



H20-H,0 cyklus probiha v chloroplastech za ucasti fotosystému I a II (PS I, II) a byva
oznacovan také jako Mehler-askorbatperoxidasova draha. V ramci tohoto cyklu dochazi
k soucasné fotooxidaci H2O na Oz (PS Il) a fotoredukci Oz na Oz (PS I, Mehlerova
reakce) (Miyake, 2010). O™ je za fyziologickych podminek pomoci superoxiddismutasy
(superoxid:superoxidoxidoreduktasa, SOD, EC 1.15.1.1) transformovan na H>0O» (Asada,
1999) (Obr. 8). Vznikly H20: je pak odbouran putsobenim askorbatperoxidasy
(L-askorbat:peroxidvodikuoxidoreduktasa, APX, EC 1.11.1.11) na vodu za oxidace dvou
molekul Asc. Vznikd monodehydroaskorbat (MDA®), ktery miize byt neenzymoveé
transformovan na Asc a dehydroaskorbat (DHA) nebo je rychle redukovan na Asc
pusobenim NAD(P)H-dependentni NAD(P)H:monodehydroaskorbatoxidoreduktasy
(MDHAR, EC 1.6.5.4) (Obr. 9) (Foyer a Shigeoka, 2011). DHA je regenerovan na Asc
pfijetim dvou elektront z GSH pusobenim DHA-reduktasy (glutathion:dehydroaskorbat
oxidoreduktasa, DHAR, EC 1.8.5.1) (Obr. 9) (Nimse a Pal, 2015). Glutathiondisulfid
(GSSG) je regenerovan na GSH pisobenim glutathionreduktasy (glutathion:NADP*
oxidoreduktasa, GR, EC 1.8.1.7) (Obr. 9). Asc-GSH cyklus probiha v cytosolu,
mitochondriich, chloroplastech a peroxisomech. Riazné izoformy APX a SOD jsou
lokalizovany ve stromatu a thylakoidnich membranach, zatimco chloroplastova GR
a DHAR jsou lokalizovany v ramci stromatu (Sharma et al., 2012).

Karotenoidy, mezi které patii napt. lykopen, f-karoten, xantofyly, lutein a zeaxantin,
jsou lipofilni antioxidacni latky schopné detoxifikace ROS. Nejefektivnéji zachytavaji
peroxylové radikaly za vzniku lipidovych hydroxyperoxidi a karotenoidovych radikald,
které jsou regenerované pomoci tokoferoll. Karotenoidové a tokoferolové radikaly jsou
dale redukovany askorbatem (Yachandra et al., 1996).

Tokoferoly a tokotrienoly, také oznacované jako vitamin E, jsou lipofilni antioxidanty
syntetizované ve fotosynteticky aktivnich, zelenych ¢astech rostliny. Jejich antioxidacni
ucinky jsou zpusobeny elektron donorovymi Uc¢inky chromanolového kruhu. Tyto
antioxidanty chréani lipidy a dal$i membranové komponenty zachycenim a reakci s O
(Sharma et al., 2012) a maji potencial regenerovat lipidové peroxylové, alkylové
a alkoxylové radikaly vznikajici béhem oxidace polynenasycenych mastnych kyselin.
Mira afinity je ale dvakrat niz§i v porovnani s -karotenem a nejsou tak efektivni
v zachytdvani OH" a alkoxyradikali (Kohen a Nyska, 2002). Oxidované tokoferoly
mohou byt regenerovany pomoci askorbatu, GSH a ubichinonu (Dumanovi¢ et al., 2021).

Mezi fenolické latky tadime velkou skupinu sekundarnich metaboliti, napf.

flavonoidy, taniny, estery kyseliny hydroxyskoficové, lignin atd, které jsou piitomné
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v rostlinnych pletivech (Sakakibara et al., 2003). Fenoly maji antioxida¢ni u¢inky a diky
jejich struktufe, konkrétné aromatickému kruhu s-OH a -OCHs substituenty, jsou
schopné zachytavat volné radikaly. Fenoly, obsahujici o-dihydroxy skupiny v jejich
struktute, tvoii komplexy s kovovymi ionty a pfedchazi tak vzniku ROS Haber-
Weissovou reakci (Fenton, 1894). P¥imo vychytavaji 'O, a inhibuji peroxidaci lipid
zachycenim lipidovych alkoxyradikald (Sharma et al., 2012). ZvySena akumulace
fenolickych latek byla detekovana pii piisobeni biotickych a abiotickych stresti a nékteré
anthokyaniny a flavanoly vykazovaly ¢tyfikrat vyssi antioxida¢ni aktivitu nez askorbat
(Rice-Evans et al., 1996).

3.3.2 Enzymové antioxidanty

3.3.2.1 Superoxiddismutasa

Superoxiddismutasa (SOD) je enzym patiici do tfidy oxidoreduktas, katalyzujici rychly
rozklad Oz2"na H202 a O, ¢imz se predchazi vzniku OH". Tato reakce je 10 000x rychlejsi
nez spontanni rozpad O2". SOD je pfitomna ve vSech aerobnich buiikdch a bunéénych
kompartmentech nachylnych k oxidaénimu stresu (Bowler et al., 1992). Pro rostliny jsou
typické tii typy SOD, jedna se o metaloenzymy s kofaktorem v aktivnim centru. Nejvice
zastoupena je Cu/Zn-SOD piitomna ve stromatu chloroplasti, cytosolu, peroxisomech
a apoplastu. Mn-SOD je piitomna v mitochondriich, peroxisomech, ale také v apoplastu
abunécné stén€. Fe-SOD je nejméné zastoupenym izoenzymem, lokalizovanym
Vv chloroplastech a cytoplasmé (Mittler et al., 2004). Geny kodujici SOD jsou citlivé
k environmentalnim stresovym faktorim a zvySena aktivita SOD je spojovana se

zvySenim tolerance rostliny na riizné typy stresu (Sharma et al., 2012).

3.3.2.2 Katalasa a peroxidasa

Intracelularni hladina H20: je kontrolovdna nékolika enzymy, zejména katalasami
(CAT) a peroxidasami (POX), které se tak podili na regulaci hladiny ROS (Joseph a Jini,
2010). CAT je zastoupena hlavné v peroxisomech, kde vychytava H>O vznikajici
vV ramci procesu fotorespirace a B-oxidace mastnych kyselin. CAT je tvofena Ctyfmi
hemovymi podjednotkami obsahujicimi Fe?* ionty, které jsou oxidovany a katalyzuji tak
disociaci dvou molekul H202 na H20 a Oz (Anjum et al., 2016). Katalasa je aktivni
primarné za stresovych podminek, kdy je koncentrace H.O. vys$si nez fyziologicka
hladina, ¢emuz napovida i hodnota Michaelisovy konstanty tohoto enzymu dosahujici
milimolarnich hodnot (Cerny et al., 2018). Fyziologické hladiny H202 dosahuji rtizné

Skaly hodnot v zavislosti na lokalizaci v ramci buiiky, organele a 1isi se i v ramci druhu.
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Pro béznou signalizaci se intracelularni koncentrace H202 pohybuji v rozmezi jednotek
az stovek nanomoll a koncentrace vyssi jsou pro bunky toxické (Slesak et al., 2007).
Katalasa dosahuje nejvyssi aktivity v peroxisomech, tedy mistu nejvétsi produkce H20o,
ale byla detekovana také v cytosolu a mitochondriich (Mhamdi et al., 2010). V rostlinach
Jsou znamy tfi funkéné konzervované tiidy katalas, liSici se mistni a funk¢ni lokalizaci.
Napt. v tabdku katalasa tfidy I katalyzuje detoxifikaci H2O2 produkovaného v prubéhu
fotorespirace, katalasa tidy II je lokalizovana v cévnim systému a katalasa tridy III je
lokalizovana hlavné v kvétech a plodech (Mhamdi et al., 2012).

Peroxidasa ma niz$i hodnotu Michaelisovvy konstanty pro H202, je tedy schopna
odbouravat H2O; i v nizsich koncentracich (Shaarma et al., 2012). Peroxidasa mize
vyuzit jako donory elektrond pro odbourani H202 napf. nizkomolekularni antioxidanty
glutathion (GSH). Na odstranéni jedné molekuly H20: je potieba dvou molekul GSH,
tato reakce je tedy pro bunku energeticky naro¢na (Kohen a Nyska, 2002).

Podle aminokyselinovych sekvenci délime peroxidasy do tfi tfid: askoratperoxidasa,
glutathionperoxidasa a peroxidasy III. tfidy. Askorbatperoxidasa ma 5 rhaznych
izoenzymu, které jsou pfitomné ve stromatu a thylakoidech chloroplastt, glyoxysomech
a peroxisomech, cytosolu, mitochondriich a vazané na bunécnych membranach. APX
izoenzymy jsou malo efektivni v odstranovani lipidovych hydroxyperoxida a zejména
chloroplastova APX je velmi nachylnd k oxida¢ni inaktivaci pfi nizkych koncentracich
askorbatu. Cytosolicka a peroxisomalni izoforma je odolnéjsi (Miyake & Asada, 1996).
Peroxidasy III. tfidy jsou enzymy vychytavajici H.O v apoplastickém a vakuolarnim
prostedi, katalyzuji oxidaci jinych substratii pomoci H20», ktery slouzi jako elektronovy
akceptor. Tato skupina izoenzymi hraje roli vkomunikaci mezi primarnimi
a sekundarnimi antioxidanty (Veljovi¢ Jovanovi¢ et al., 2018). Glutathionperoxidasa
(glutathion:peroxidvodikuoxidoreduktasa, GPX, EC 1.11.1.9) je rodina enzymu s velkou
afinitou k H20 vyuzivajici jako redukujici substraty GSH a thioredoxin. Tento izoenzym
je schopny eliminovat kromé& H2O; také lipidové peroxidy (Herbette et al., 2002).

3.3.2.3 Polyfenoloxidasa

Polyfenoloxidasa byva oznaCovana také jako tyrosinasa, kresolasa, polyfenolasa
a katecholoxidasa. Patfi do rodiny oxidoreduktas obsahujicich méd’, které katalyzuji
0-hydroxylaci monofenolti nebo konverzi difenolt na o-dichinony (Glagoleva et al.,
2020). Polyfenoloxidasy jsou velka skupina izoenzymu, které se lisi ve struktufe,

aminokyselinové sekvenci, funkci, Casové a prostorové expresi a substratové specifité.
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Jako polyfenoloxidasy jsou oznaCovany tyrosinasa (L-tyrosin,L-dopa:kyslik
oxidoreduktasa, monofenolmonooxygenasa,, EC 1.14.18.1.), kterda Kkatalyzuje
hydroxylaci ortho pozice od hydroxylové skupiny, dale enzymy katalyzujici oxidaci
difenolu (podtiida EC 1.10.3.), ktera zahrnuje katecholoxidasu (1,2-benzendiol:kyslik
oxidoreduktasa, EC 1.10.3.1) a lakasu (benzendiol:kyslik oxidoreduktasa, EC 1.10.3.2)
(Taranto et al., 2017). Katecholoxidasa katalyzuje oxidaci o-difenolii na o-chinony,
lakasa je schopna katalyzovat oxidaci Sirokého spektra aromatickych sloucenin (Fronk et

al., 2015).
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4 EXPERIMETNALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
= Hydrogenfosforetnan draselny — Lach-Ner (Ceskd republika)
» Dihydrogenfosfore¢nan draselny - Lach-Ner (Ceskd republika)
= Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) — Sigma-Aldrich (Némecko)
» Pefabloc — Honeywell Fluka (Némecko)
= Methanol — Lach-Ner (Ceska republika)
» Persiran amonny (APS) - Sigma-Aldrich (Némecko)
» ABTS - Sigma-Aldrich (Némecko)
= 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (trolox) - Sigma-
Aldrich (Nemecko)
» Folin—Ciocalteuvo ¢inidlo - Sigma-Aldrich (Némecko)
» Uhli¢itan sodny - Sigma-Aldrich (Némecko)
= Kyselina gallova - Sigma-Aldrich (Nemecko)
» Hexahydrat chloridu hlinitého — Fluka (Némecko)
= Octan draselny — Penta (Ceskd republika)
= Kvercetin — Lachema (Ceskd republika)
= Peroxid vodiku - Lach-Ner (Ceskd republika)
= Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) — Sigma Aldrich (Némecko)
= EDTA-Naz — Millipore (USA)
= Kyselina chlorovodikova - Lach-Ner (Ceskd republika)
» Benzen-1,2,3-triol (pyrogallol) - Sigma-Aldrich (Némecko)
= Guajakol - Sigma-Aldrich (Néemecko)
= Kyselina askorbova - Lach-Ner (Ceskd republika)
» Katalasa - Sigma-Aldrich (Nemecko)
= 4-methylkatechol - Sigma-Aldrich (Némecko)
» Agarosa — Serva (Nemecko)
= 4-chlor-1-naftol - Sigma-Aldrich (Nemecko)
= 2'7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat (H.DCF-DA) - Invitrogen
= SensiFAST cDNA Synthesis Kit — Bioline (UK)
=  TransAmp pufr — Bioline (UK)
» Reverzni transkriptasa — Bioline (UK)
* Dusik
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4.2

Chlorid sodny - Lach-Ner (Ceskd republika)
Isopropylalkohol - VWR International (USA)

Ethanol - VWR International (USA)

RNase-free voda

PureLink® Plant RNA reagent - Thermo Fisher Scientific, (USA)
DNAsal pufr - Top-Bio (Ceskd republika)

DNasal - Top-Bio (Ceskd republika)

RiboSafe RNase Inhibitor (RRI) — Bioline (UK)

Fenol - Sigma-Aldrich (Nemecko)

Chloroform - Lach-Ner (Ceskd republika)
Isoamylalkohol — Lach-Ner (Ceskd republika)

IAA - Lach-Ner (Ceska republika)

Kyselina octova — Tamda (Ceskd republika)

H,Odepc

RNA Purification Kit — Norgen Biotek Corp. (Kanada)
F-primer — Generi Biotech (Hradec Kralové, CR)
R-primer - Generi Biotech (Hradec Kralové, CR)
SensiMix™ SYBR® No-ROX - Bioline (UK)
Pristroje a vybaveni

Digitalni predvazky — KERN, Némecko

Analytické vahy — Denver instrument, USA
Centrifuga — Eppendorf, Némecko

Vortex — Biosan, Litva

Elektromagneticka michacka — BioSan, Litva

Digitalni pH metr — XS Instruments, Italie

Sada automatickych pipet — Eppendorf, Némecko
Mikrodesti¢ky Test plate 96F — TPP, Svycarsko
Mikrodestickovy reader Synergy HT - BioTek Instruments, USA
Mikrodestickovy reader PowerWave XS — BioTek Instruments, USA
Vibratom — Leica, USA

Fluorescen¢ni mikroskop Imager.Z2 — Zeiss, Némecko
Mrazici box — Elektrolux, Svédsko

PCR cykler — Eppendorf, Némecko
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= Termocykleru CFX96 Touch™ systém - Bio-Rad, USA

* PCR desti¢ka — Bio-Rad, USA

= NanoDropTM 2000 Spectrophotometer — Thermo Scientific
4.3 Rostlinny material

Analyza byla provedena na embryich a osemeni dvou kulturnich, nedormantnich
genotypt hrachu (Cameor, J192) a dvou planych, dormantnich genotypti hrachu (J164,
JI1794) ve 4 vyvojovych stadiich: 13 DAP (DAP — day after polination, pocet dnl od
opyleni) (1. stddium), 16 DAP (2. stadium), 21 DAP (3. stadium), 23 DAP (4. stadium)
(Obr. 10). Semena riznych vyvojovych stadii byla poskytnuta Katedrou botaniky, PfF
UP. Taxonomické zafazeni a charakteristika jednotlivych genotyplti byla popsana

v kapitole 1.1.

13 DAP 16 DAP 20 DAP 7 23 DAP

Cameor

J192

J164

J11794

Obr. 10: Fotografie semen genotypu Cameor, J192, JI64 a JI1794 ve 4 vyvojovych stadiich.
DAP — day after polination, pocet dni od opyleni.
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Studovana semena byla pouzita jiz v bakalaiské praci (Zarska, 2021) a byla péstovana
stejnym zpusobem. Semena JI192, JI64 a JI1794 byla poskytnuta z John Innes Pisum
Collection (Norwich, UK), semena kultivaru Cameor z INRA France. Rostliny byly
péstovany v pétilitrovych nadobach v substratovém mixu raselina-pisek v poméru 90:10
(Florcom Profi, BB Com Ltd. CZ) s dennimi a no¢nimi teplotami pohybujicimi se
v rozmezi 35—20 °C/18—12 °C. Fotoperioda byla prodlouzena na 14 hodin s pouzitim
dodate¢ného osvétleni pomoci sodikovych vybojek (Hortilux Schreder, Holland,
svybojkou Sylvania Grolux 600 W). Ndhodné vybrané kvéty byly v den, kdy se oteviely,
oznaceny Stitkem s datem. Vzniklé lusky se semeny byly sklizeny v rozmezi 13 az 23 dni
od otevieni kvétd. Semena byla na ledu vyjmuta z luski, vypreparovand osemeni
a embrya byla okamzité prenesena do tekutého dusiku a ulozena do mraziciho boxu

(-80 °C).
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4.4 Metody

4.4.1 Extrakce antioxidanti, fenoli a flavonoidi z osemeni a embryi

hrachu
Byla provedena extrakce rostlinného materialu v methanolu v poméru 1:5 (w:v) pro
nasledné¢ stanoveni celkové antioxidacni kapacity, koncentrace celkovych fenoli
a celkovych flavonoidii. Osemeni byla nejdiive homogenizovana v tekutém dusiku za
pouziti tfeci misky s tlouckem, nésledné byl ptfidan odpovidajici objem vychlazeného
methanolu. Pro extrakci z embryi nebyl dusik potieba a homogenizace materialu byla
provedena piimo v methanolu. Ziskany homogenat byl pfesunut do mikrozkumavky
a centrifugovan po dobu 15 min pii 15000 g a 4 °C. Byl odebran supernatant, ktery byl

uskladnén na ledu a dale vyuzit pro analyzu.

4.4.2 Celkova antioxidacni kapacita

Celkova antioxida¢ni kapacita byla stanovena metodou, jejiz principem je schopnost latek
zhaset kationradikal ABTS" v prostfedi K-fosfatového pufru o pH 7. Kationradikal
ABTS* mad modrozelenou barvu a zhaSeni tohoto radikdlu je doprovdzeno ztratou
intenzity zabarveni, kterd je méfena spektrofotometricky jako pokles absorbance pfi
vlnové délce 734 nm. Kationradikdl ABTS" je vyvijen piimo v reakéni smési reakci
ABTS s persiranem amonnym (APS) (Re et al., 1999). Antioxida¢ni kapacita je
srovnavana s antioxida¢ni kapacitou syntetické latky Troloxu a je vyjadiena v jednotkéach
mmol Troloxu na 1 g vzorku, metoda proto byva oznaovana také jako TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity).

Pied kazdym méfenim byly pfipraveny roztoky 1,86 mmol-I"* APS (10,6 mg APS
rozpusténo v 25 ml 0,1 mol-I"t K-fosfatového pufru o pH 7), 1,6 mmol-1" ABTS (8,78 mg
ABTS rozpusténo v 10 ml 0,1 mol-I"t K-fosfatového pufru o pH 7). Byl ptipraven
1 mmol-I"* Trolox (2,5 mg Troloxu rozpusténo v 10 ml methanolu) a nasledné kalibraéni
fada standardi 0 koncentraci Troloxu: 10, 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140 pmol-IL,

Do desticky bylo pipetovano 50 upl blanku (methanol)/standardu/vzorku, 50 pl
1,86 mmol-I"t APS, 100 pl 1,6 mmol-1t ABTS. Smés byla poté inkubovana pii laboratorni
teploté po dobu 25 min a nésledné byla métena absorbance pii vinové délce 734 nm.

Vzorky byly pipetovany v technickém triplikatu a stanoveni bylo 3x opakovano.
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4.4.3 Celkova koncentrace fenolu
Celkova koncentrace fenolli byla stanovena v methanolovych extraktech ptipravenych
dle postupu v kapitole 2.4.1. Koncentrace fenolii byla stanovena kolorimetrickou
spektrofotometrickou metodou, vyuzivajici Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, které je
Vv ptitomnosti fenolickych latek redukovano. V zasaditém prostiedi vznikaji modré
komplexni slou¢eniny, jejichz absorbance je méfena pii vinové délce 750 nm. Jako
standard pro kalibraci metody je vyuzivana kyselina gallova (Tsaniklidis et al., 2021).
Byl pfipraven roztok 7% Na,COsz (0,7 g Na2CO3z bylo rozpusténo v 10 ml vody)
astandard kyseliny gallové (1000 pg kyseliny gallové bylo rozpusténo v 1 ml
methanolu). Byla pfipravena kalibra¢ni fada kyseliny gallové o koncenraci 50, 100, 150,
200 a 250 pg-ml™t. Do jamek na 96 jamkové mikrodesticce bylo pipetovano 75 pl vody,
10 pl vzorku/standardu kyseliny gallové, 10 ul Folin-Coicalteuova ¢inidla a smés byla
inkubovana po dobu 6 min pii laboratorni teploté. Poté bylo piidano 125 ul 7% Na,COs
a smes byla inkubovana 60 min. Po uplynuti 60 min byla métfena absorbance pii vinové
délce 750 nm. Vzorky byly pipetovany v technickém triplikatu a stanoveni bylo 2x

opakovano.

4.4.4 Koncentrace celkovych flavonoidii

Pro stanoveni koncentrace celkovych flavonoidi byly vyuZzity methanolové extrakty (viz
kapitola 2.4.1.). Koncentrace celkovych flavonoidi byla stanovena pomoci
kolorimetrické spektrofotometrické metody s chloridem hlinitym, ktery v reakci
s flavony a flavanoly tvofii stabilni komplexy. To je doprovdzeno zménou absorbance,
ktera je méfena pii vlnové délce 415 nm. Jako standard pro kalibraci byl pouzit kvercetin
(Tsaniklidis et al., 2021).

Byl ptipraven roztok 10% chloridu hlinitého (1,6305 g hexahydratu chloridu hlinitého
bylo rozpuiténo v 10 ml methanolu), 1 mol-I"! octanu draselného (0,9814 g octanu
draselného bylo rozpusténo v 10 ml methanolu) a standard kvercetinu (1000 pg
kvercetinu bylo rozpusténo v 1 ml methanolu). Byla pfipravena kalibra¢ni fada
kvercetinu 25, 50, 75, 100, 125, 150 175 pug-ml™.

Do jamky na 96 jamkové mikrodesticce bylo pipetovano 140 ul vody, 25 ul
vzorku/standardu, 10 pl 10% chloridu hlinitého, 10 ul 1 mol-I* octanu draselného. Smés
byla inkubovana po dobu 30 min pfi laboratorni teploté a poté byla métena absorbance
pfi vlnové délce 415 nm. Vzorky byly pipetovany v triplikdtu a stanoveni bylo 2x

opakovano.
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445 Vyhodnoceni celkové antioxida¢ni kapacity, koncentrace fenoli

a flavonoidi
Pro vypocet celkové antioxidacni kapacity a koncentrace fenoli a flavonoidi byly
vytvoieny kalibra¢ni fady, byla zméfena absorbance a byly vytvofeny grafy zavislosti
absorbance na koncentraci. Vznikla tak linearni kalibracni pfimka, jejiz rovnice linearni
funkce y = ax + b (y — absorbance, x — koncentrace, a — smérnice piimky, b — prasecik
funkce sosou y) byla poté vyuzita pro vypocet koncentrace latky v daném vzorku
(Tab. 2). Koncentrace byla piepoctena dle piipadného fedéni extraktu a poméru extrakce.

Tab. 2: Rovnice kalibraéni ptimky pro vypocet koncentrace celkové antioxida¢ni kapacity,
celkovych fenolt a celkovych flavonoida.

Rovnice kalibraéni funkce Koeficient determinace
Celkova antioxidacni kapacita - = _ ”_
ekvivalent Troloxu [umol 1] y =-0,0026x +0,4469 R?=0,9949
Fenoly [ug-ml?] y =0,0031x + 0,0606 R2=0,9954
Flavonoidy [ug-ml?] y = 0,0035x + 0,0089 R2 = 10,9982

4.4.6 Extrakce studovanych enzymu

Pro méfeni aktivity polyfenoloxidasy (PPO), peroxidasy (POX), askorbatperoxidasy
(APX) a katalasy (CAT) byla provedena extrakce z osemeni a embryi. K extrakci enzymi
byl pouzit 0,1 mol-1* K-fosfatovy pufr (pH 7) obsahujici 1% PVPP, 0,5 mmol-1* pefabloc
(200 mg PVPP a 22 mg pefablocu bylo rozpusttno ve 20 ml
0,1 mol-I"t K-fosfatového pufru o pH 7). Extrakce probihala za chlazeni, osemeni bylo
homogenizovano pomoci tieci misky s tlouckem v tekutém dusiku a nésledné byl pfidan
extrakéni pufr. Embrya byla homogenizovdna pomoci tieci misky pfimo v extrakénim
pufru. Homogenaty byly pfesunuty do mikrozkumavek a centrifugovany po dobu 15 min
pfi 15000 g a 4 °C. Byl odebran supernatant, ktery byl uskladnén na ledu a dale vyuzit

pro analyzu.
4.4.7 Stanoveni aktivity polyfenoloxidasy (PPO)
Aktivita PPO byla méfena spektrofotometricky, na zakladé¢ oxidace substratu

4-methylkatecholu na hnédy produkt, ktery byl detekovan pii vilnové délce 420 nm
(Balarynova et al., 2022).
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Byly pfipraveny roztoky katalasy (5 mg katalasy bylo rozpusténo ve 4 ml destilované
vody) a 88 mmol-I? 4-methylkatecholu (21,8 mg 4-methylkatecholu bylo rozpusténo ve
2 ml destilované vody).

Do jamky bylo pipetovano 180 ul 0,1 mol-I"t K-fosfatového pufru o pH 7, 20 pul
katalasy, 10 ul extraktu, 10 pl 88 mmol-I" 4-methylkatecholu/pufru do blanku. Byl mé&fen
narust absorbance pti 420 nm pii 25 °C po dobu 60 min v ¢asovém intervalu 5 min. Byla
zméfena absorbance pti 900 a 977 nm pro vypocet délky optické drahy. Vzorky byly

pipetovany v technickém triplikatu, stanoveni bylo opakovano 3x.

4.4.8 Stanoveni aktivity peroxidasy (POX)

Aktivita POX byla méfena spektrofotometrickou metodou s guajakolem. Principem
reakce je redukce H2O», ktery je substratem peroxidasy, za soucasné oxidace guajakolu
na 3,3’-dimethoxy-4,4"-bifenylchinon. To je doprovazeno vznikem barevného produktu,
ktery detekujeme pii vinové délce 436 nm (Angelini et al., 1990).

Byl piipraven reakéni pufr K-fosfatovy pufr obsahujici 0,113 mol-1" guajakol (1,4125
ml zasobniho roztoku 8 mol-1? guajakolu bylo nafedéno 98,5875 ml 0,1 mol-I?
K-fosfatovym pufrem o pH 6) a 175 mmol-1* roztok H20> (0,2029 ml zasobniho roztoku
H202 o koncentraci 8625,5 mmol-1! bylo doplnéno v odmémém vélci do 10 ml
destilovanou vodou).

Do jamky na desti¢ce bylo pipetovano 155 ul reakéniho pufru (obsahujici guajakol),
10 pl extraktu a 10 ul 175 mmol 17 H,02. Po dobu dvou minut v ¢asovém intervalu 20 s
byl méfen nérlst absorbance pii vinové délce 436 nm pti 30 °C. Byla zmétena absorbance
pti vinovych délkach 900 a 977 nm pro vypocet délky optické drahy. Vzorky byly
pipetovany Vv technickém triplikatu a stanoveni bylo 4x zopakovéano.

4.4.9 Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy (APX)

Aktivita APX byla stanovena spektrofotometricky. H20> je v reakci katalyzované APX
redukovan na vodu za sou¢asné oxidace askorbatu na monodehydroaskorbat. Ubytek
askorbatu je sledovan jako pokles absorbance pifi 290 nm (Asada & Nakano, 1981).

Byly ptipraveny roztoky 1,75 mmol-1" askorbatu (3 mg askorbatu bylo rozpusténo
v 10 mol destilované vody) a 10 mmol-1* H20, (11,6 pl 8625,5 mmol-I* H,0, bylo
doplnéno do 10 ml destilovanou vodou).

Do jamky bylo pipetovano 125 ul 0,1 mol-1! K-fosfitového pufru o pH 7, 72 ul
1,75 mmol-17 askorbatu, 15 pl extraktu a 38 pl 10 mmol 1" H,O2/vody do blanku. Byl

meéien pokles absorbance pii 290 nm pti 30 °C po dobu 5 min vV Casovém intervalu 1 min.
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Byla zméfena absorbance pii 900 a 977 nm pro vypocet délky optické drahy. Vzorky byly

pipetovany v technickém triplikdtu a stanoveni bylo zopakovano 4x.

4.4.9.1 Stanoveni aktivity katalasy (CAT)
Aktivita CAT byla stanovena spektrofotometricky v UV oblasti, kdy dochazi k poklesu

koncentrace H»O, katalytickym pusobenim enzymu, coZ je sledovano jako pokles
absorbance pii 240 nm (Aebi, 1984).

Byl ptipraven roztok 150 mmol-I? H0> (173,9 pl 8625,5 mmol-I* H.0, bylo
doplnéno do 10 ml destilovanou vodou).

Do jamky 96 jamkové mikrodesticky pro méfeni v UV oblasti bylo pipetovano 220 pl
0,1 mol-I"t K-fosfatového pufru o pH 7, 10 ul extraktu a 20 pl 150 mmol-I"* H,O,. Byla
méfena absorbance pii vinové délce 240 nm po dobu 5 min v ¢asovém intervalu 1 min
pti teploté 30 °C. Byla zméfena absorbance pii vinové délce 900 a 977 nm pro vypocet
délky optické drahy. Vzorky byly pipetovany v technickém triplikatu a stanoveni bylo 4x

zopakovano.

4.4.10 Vyhodnoceni aktivit enzymi

Ag77—Ag00

018 [cm] (Ag77, 900 —

Pro vypocet délky optické drahy byl pouzit vztah: | =

absorbance pii A = 977, 900 nm).

AA*V
extxl

Aktivita enzymu byla vypoctena podle vztahu: a = (AA zména absorbance v Case,

V — objem reakéniho roztoku v jamce desticky [1], € — extinkéni koeficient specificky pro
dany enzym [M?*-cm™] (Tab. 3), t — ¢as méfeni [s], | — délka optické drahy [cm]). Aktivita
byla pfepoftena na 1 ml extraktu, bylo zapocteno fedéni jednotlivych vzorkd.

Vynasobenim pomérem extrakce byla aktivita vztazena na g Cerstvé vahy (FW).

Tab. 3: Piehled extinkénich koeficient pro vypocet aktivity jednotlivych enzymu.

Enzym Extinkéni koeficient [M™-cm™]
PPO 1090
POX 4500
APX 2800
CAT 39,4
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4.4.11 Histochemicka lokalizace aktivity PPO a POX

Rostlinny material, konkrétné osemeni v oblasti pupku, byl kolmo vlozen do 4% agarosy
o teploté 40 °C. Z agarosy byla po ztuhnuti vyfezana pyramida, zakladna byla pfilepena
na zakladni desku vibratomu a byly pfipraveny 50 um fezy, které byly poté preneseny do
10 mmol-I"t K-fosfatového pufru 0 pH 7 a vyuzity pro histochemickou lokalizaci PPO
a POX. Pro detekci aktivity PPO byly fezy rostlinného materidlu inkubovany 60 min
v roztoku 10 mmol-I* 4-methylkatecholu (1,2414 mg 4-methylkatecholu bylo rozpusténo
v 1 ml destilované vody). Za katalyzy PPO dochazi k oxidaci 4-methylkatecholu za
vzniku hnédého produktu. Pro detekcei aktivity POX byl ptipraven roztok 0,05% 4-chlor-
1-naftolu (1,5 mg 4-chlor-1-naftolu bylo rozpusténo v 1 ml studeného methanolu, bylo
pfiddno 2,7 ml 10 mmol-I"t K-fosfatového pufru o pH 7). Barvici roztok byl pfipraven
smichanim 1 ml 0,05% 4-chlor-1-naftolu s20 ul 30% H20.. 4-chlor-1-naftol je
V piitomnosti POX oxidovan na fialovy produkt, ktery pozorujeme. Rezy byly
inkubovany v barvicim roztoku po dobu 1 minuty. Po uplynuti doby inkubace byly fezy
3x proplachnuty 10 mmol-1"! K-fosfatovym pufrem 0 pH 7 a nasledn& pozorovany pod

mikroskopem.

4.4.12 Histochemicka lokalizace ROS
Pro histochemickou lokalizaci ROS byla pouzita fluorescenéni sonda
2',7’-dihydrodichlorofluorescein diacetat (H2DCF DA, excitacni/emisni maximum:
492-495/517-527 nm). H.DCF DA je po odstépeni acetatovych skupin plisobenim
volnych radikald oxidovan na vysoce fluorescen¢ni
2',7’-dichlorofluorescein (DCF) (ThermoFisher Scientific, 2023).

Piipravené fezy byly inkubovany ve tmé& po dobu 5 minut v 10 umol-I* roztoku
H2DCF-DA (5 pl 10 mmol-I"t H.DCF DA bylo doplnéno 10 mmol-I" K-fosfatovym
pufrem do 5 ml). Nasledn¢ byl barvici roztok odsat a fezy byly 3x proplachnuty

10 mmol-I* K-fosfatovym pufrem a pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem.
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4.4.13 Exprese genu PPO

4.4.13.1 Izolace RNA
Osemeni genotypu Cameor a JI64 (ve 2. vyvojovém stadiu - 17 DAP) byla

homogenizovana Vv tekutém dusiku pomoci tfeci misky s tlouckem na jemny prasek. K
0,1 g takto pripraveného prasku bylo pfidano 0,5 ml vychlazeného roztoku PureLink®
Plant RNA Reagent, vznikly roztok byl vortexovan a nasledn¢ inkubovan po dobu 5 min
pfii laboratorni teploté. Po inkubaci byl roztok centrifugovan pii 12000 g po dobu 2 min
pii laboratorni teploté. Byl odebran supernatant, ke kterému bylo ptfidano 0,1 ml 5 mol-I’
1 NaCl a smés byla promichana otoéenim zkumavky. Bylo piidano 0,3 ml chloroformu,
smés byla promichana a nasledné¢ centrifugovana pti 12000 g po dobu 10 min pfi teploté
4 °C. Doslo k rozdéleni fazi, horni vodna faze byla odebrana a byl k ni pfidan stejny
objem isopropylalkoholu. Smés byla promichana, inkubovana po dobu 10 min pii
pokojové teploté a nasledné centrifugovana pii 12000 g po dobu 10 min pti 4 °C. Vznikly
supernatant byl odstranén a kpeletu byl pfidan 1 ml 75% ethanolu. Smés byla
centrifugovéna pti 12000 g po dobu 1 minuty pfi laboratorni teploté. Po odebrani
supernatantu byl pelet jesté kratce centrifugovan a poté byl pomoci pipety odstranén
veskery zbytek supernatantu. Pelet byl rozpustén ve 40 ul RNase-free water.

Nésledné byly z vyizolované RNA odstranény potencialni zbytky DNA aplikaci
DNasy I. Byl piipraven premix obsahujici 6 pl 5x reakéniho pufru, 3 pul DNasyl a 1 pl
RiboSafe RNase Inhibitor (RRI) na jeden vzorek. Ke 40 pl vyizolované RNA bylo
pfidano 10 pl premixu a smés byla inkubovana po dobu 20 min pii 37 °C. Poté byl objem
vzorkli doplnén vodou na 200 pl. Ke vzorkim bylo pifidano 200 pul smési
fenol:chloroform:isoamylalkohol  (25:24:1, wv:viv) a smés byla vortexovana.
Mikrozkumavky byly ponechany stit do vytvofeni dvou fazi. Smés byla znovu
vortexovana a centrifugovana pii 12000 g po dobu 10 min pii 4 °C. Horni faze byla
prenesena do nové mikrozkumavky a vortexovana spolu s 300 ul chloroform:1AA (24:1,
V:V) a poté centrifugovana po dobu 5 min pti 12000 g pti 4 °C. Horni faze byla odebrana
do nové mikrozkumavky a bylo k ni ptidano 20 ul 1 mol-1* kyseliny octové a 550 ul 96%
ethanolu. Vzorky byly inkubovany pies noc pii teploté -80 °C. Po inkubaci byly vzorky
centrifugovany pii 13000 rpm po dobu 30 min pii 4 °C. Byl odstranén supernatant
a k peletu bylo ptidano 500 pl 70% ethanolu. Byl odstranén supernatant a k peletu bylo
ptidano 500 pl 90% ethanolu. Smés byla centrifugovéana pti 12000 g po dobu 5 min pii
4 °C apoté byl odstranén supernatant. Zkumavky byly kratce centrifugovany a zbyly
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ethanol byl odstranén pomoci pipety. Pelet byl na vzduchu vysusen a rozpustén ve 40 pl
sterilni H2O%P¢, Pomoci NanoDrop spektrofotometru byla zméfena koncentrace RNA.
Vyizolovana RNA byla pro zvySeni Cistoty dale purifikovana pouzitim Plant/Fungi Total
RNA Purification Kit dle instrukci vyrobce. Po purifikaci byla opét pomoci nanodropu

zméfena koncentrace RNA.

44132  cDNA syntéza a RT-gPCR

Ziskana RNA byla nasledné piepsana do komplementarni DNA (cCDNA) pomoci Kitu
SensiFAST cDNA Synthesis Kit. Byla pfipravena reakéni smés obsahujici 4 pl 5x
TransAmp pufru, 1 pl reverzni transkriptasy a 1 pg RNA daného vzorku. Objem reakéni
smési byl vzdy doplnén do 20 pl H2O%°. Reakéni smés byla inkubovana v PCR cykleru
s nasledujicim programem: 10 min pii 25 °C, 15 min pii 42 °C, 15 min pfi 48 °C a 5 min
pti 85 °C.

Ziskana cDNA byla pouzita pro RT-qPCR analyzu genu kodujiciho PPO pouzitim kitu
SensiMix™ SYBR® No-ROX. Reakéni smés obsahovala 1,5 ul forvard primeru, 1,5 pl
reverse primeru, 4,5 pl H20%" a 12,5 pl 2x SensiMix™ SYBR® No-ROX. Do PCR
desticky bylo pipetovano 20 pl pfipravené reakéni smési a 4 pl 10x nafedéné cDNA.
Kazdy vzorek byly analyzovén v triplikdtu. Sekvence pouZzitych primeri jsou uvedeny
v Tab 4. Primery byly navrzeny pomoci programu PRIMERQUEST (IDT, USA). PCR
amplifikace probihala v termocykléru CFX96 Touch™ systém za podminek uvedenych

v Tab. 5.

Tab. 4: Sekvence primert pouzitych v RT-qPCR analyze.

Gen Forward primer (5" - 3") Reverse primer (5'-3")
Psat1g206360 GGTGATTGGACCAGGGAATACTGAGTT TGACAAGTCCTTTCCCACATCTTGGTA
Psat5g212520 AGGTGTTTGGTGCTGAGTA TTCCCCTTGAGTTGCTTCC
Psat6g025120 TGGGATTCTCTTCACTTGCG GAAATCAACGGCCCATCTTC

Tab. 5: Podminky PCR amplifikace.

Pocet cykla  Teplota [°C]  Cas [s]

1 95 600
95 15
40 60 15
72 20
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Relativni exprese genu Psatlg206360 (PPO) byla kvantifikovana pomoci AACT
metody (Pffafl, 2001) proti kontrole (Cameor) a referencnim geniim Psat5g212520
(Acetyltransferase (GNAT) rodina) a Psat6g025120 (transmembranovy protein
DUF1077) (Balarynova et al.,, 2022). Data byla vyhodnocena pomoci softwaru
BioradMaestro (Bio-Rad, USA).

4.4.14 Statistické vyhodnoceni dat

Bylo provedeno statistické vyhodnoceni dat metodou Faktoridlni ANOVA, kdy byly
sledovany zmény parametri stanovenymi spektrofotometrickymi metodami, tedy
celkové antioxidaéni kapacity, koncentraci fenolii a flavonoidu, aktivity enzyma PPO,
POX, APX a CAT vramci jednotlivych genotypi a vyvojovych stadii a post hoc
Bonferroniho test, kde byly porovnavany celkové antioxidacni kapacity v ramci vSech

genotypl a vyvojovych stadii navzajem (viz ptiloha).
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5 VYSLEDKY

5.1 Celkova antioxida¢ni kapacita

Metodou zhaseni radikalu ABTS™ (Re et al., 1999) byla stanovena celkova antioxidacéni
kapacita v osemeni a embryich kulturnich (Cameor, JI92) a planych (J164, J11794)
genotypu hrachu ve Ctyfech vyvojovych stadiich. Antioxidacni kapacita byla porovnana
s antioxida¢ni kapacitou syntetické latky Trolox, byla vytvorena kalibra¢ni pfimka, ze
které byla poté vypoctena celkova antioxidaéni kapacita jednotlivych vzorki. Stanoveni
bylo provedeno ve tiech opakovanich, byl vypocten primér a smérodatnad odchylka a data

byla shrnuta v grafu (Obr. 11).
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Obr. 11: Celkova antioxidatni kapacita vyjadfena jako ekvivalent Troloxu
v osemeni (A) a embryich (B) semen hrachu genotypu Cameor, J192, J164 a JI1794 ve Ctyfech
vyvojovych stadiich.
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Vyhodnocenim dat metodou Faktorialni ANOVA (ptiloha Tab. 1) bylo potvrzeno, ze
se celkova antioxidacni kapacita v osemeni 1i§i v rdmci genotypii. V embryich nebyly
pozorovany zadné vyznamné rozdily mezi jednotlivymi genotypy, ani vyvojovymi stadii.

Rozdily mezi vyvojovymi stadii a jednotlivymi genotypy byly vyhodnoceny pomoci
post hoc Bonferroniho testu (pfiloha Tab. 2). Bylo potvrzeno, ze celkova antioxida¢ni
kapacita v osemeni genotypu Cameor je vyznamné niz$i, nez v osemeni genotypt JI192,
JI64 a JI1794. V embryich nebyly pozorovany zadné vyznamné rozdily v celkové
antioxidac¢ni kapacité¢ mezi genotypy, ani vyvojovymi stadii.

Porovnanim celkové antioxida¢ni kapacity v osemeni a embryich bylo zjisténo, ze
Vv osemeni a embryich genotypu Cameor se celkova antioxidacni kapacita vyznamné
nelisi. V osemeni genotypii J192, J164 a J11794 je celkova antioxida¢ni kapacita vyS$si nez
Vv embryich (Obr. 11).

5.2 Koncentrace celkovych fenoli

Koncentrace celkovych fenold byla stanovena spektrofotometrickou metodou s Folin-
Ciocalteuvym cinidlem (Tsaniklidis et al., 2021). Jako standard byla pouzita kyselina
gallova a byla vytvofena kalibra¢ni pfimka, ze které byly vypocéteny koncentrace
celkovych fenolti v jednotlivych vzorcich. Z diivodu nedostatku vzorki mohlo byt

stanoveni zopakovano 2x, orientacné byl vypocten primér a smérodatna odchylka a data

byla shrnuta v grafu (Obr. 12).
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Obr. 12: Koncentrace celkovych fenolti v osemeni (A) a embryich (B) semen hrachu genotypu
Cameor, J192, JI64 a J11794 ve ¢tyfech vyvojovych stadiich.
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Vyhodnocenim dat metodou Faktorialni ANOVA (pfiloha Tab. 1) bylo potvrzeno, ze
v osemeni se koncentrace celkovych fenoli 1iSi v zavislosti na genotypu, rozdily
koncentrace fenold mezi genotypy jsou tedy statisticky vyznamné. V embryich byly
pozorovany statisticky vyznamné rozdily jak mezi genotypy, vyvojovymi stadii
I kombinaci genotypti s vyvojovymi stadii.

Rozdily mezi vyvojovymi stadii a jednotlivymi genotypy byly vyhodnoceny pomoci
post hoc Bonferroniho testu (ptiloha Tab. 3). Bylo potvrzeno, ze koncentrace celkovych
fenoll v osemeni genotypu Cameor je statisticky vyznamné niz$i, nez v osemeni
genotypu JI92, JI64 a JI1794. Koncentrace celkovych fenoli v osemeni genotypu
Cameor se v prub¢hu vyvoje neméni. V osemeni genotypu JI92, JI64 taktéz nebyly
pozorovany vyrazné zmeény v koncentraci fenolll. Pouze v osemeni genotypu JI1794
koncentrace celkovych fenolt v pribéhu vyvoje klesala. V embryich byly vyrazné
rozdily v koncentraci fenolli pozorovany v prvnim vyvojovém stadiu genotypu JI64
a JI1794, kde byla koncentrace vyrazn¢ vyssi nez v ostatnich vyvojovych stadiich a také
vy$§i nez v prvnim vyvojovém stadiu genotypu Cameor a J192.

5.3 Koncentrace celkovych flavonoidi

Koncentrace celkovych flavonoidii byla stanovena spektrofotometrickou metodou
s chloridem hlinitym (Tsaniklidis et al., 2021). Jako standard byl pouzit kvercetin, byla
vytvofena kalibra¢ni piimka, ze které byly vypocteny koncentrace celkovych flavonoidi
Vv jednotlivych vzorcich. Z diivodu nedostatku vzorkti mohlo byt stanoveni zopakovéano
2x, orienta¢né byl vypocéten prumér a smérodatna odchylka a data byla shrnuta v grafu
(Obr. 13).
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Obr. 13: Koncentrace celkovych flavonoidii v osemeni (A) aembryich (B) semen hrachu
genotypu Cameor, J192, JI64 a JI1794 ve ¢tyfech vyvojovych stadiich.

Vyhodnocenim dat metodou Faktorialni ANOVA (ptiloha Tab. 1) bylo potvrzeno, ze
se koncentrace celkovych flavonoidi V osemeni 1i§i v zavislosti na genotypu,
a v embryich jsou rozdily mezi genotypy, vyvojovymi stadii. Rozdily mezi vyvojovymi
stadii a jednotlivymi genotypy byly vyhodnoceny pomoci post hoc Bonferroniho testu
(ptiloha Tab. 4). Rozdily koncentrace celkovych flavonoidi v osemeni mezi genotypy
Vv osemeni genotypu Cameor, nejvyssi v osemeni JI1794. V embryich byla koncentrace
celkovych flavonoidii mezi jednotlivymi genotypy podobna a lisila se ve vyvojovych
stadiich, u kazdého genotypu dosahovala nejvyssich hodnot v jiném vyvojovém stadiu.
V embryich genotypu Cameor byla koncentrace nejvyssi ve 3. vyvojovém stadiu,
vV embryich JI192 ve 2. vyvojovém stadiu a JI64 ve 4. vyvojovém stadiu.

5.4  Aktivita PPO

Aktivita PPO byla stanovena kinetickou spektrofotometrickou metodou, kdy byla
detekovana oxidace substratu 4-methylkatecholu na hnédy produkt jako zména
absorbance za Cas. Stanoveni bylo 3x zopakovano, byl vypocten primér a smerodatné

odchylky a data byla shrnuta v grafu (Obr. 14).
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Obr. 14: Aktivita PPO v osemeni (A) a embryich (B) semen hrachu genotypu Cameor, J192, JI64
a JI1794 ve ctyfech vyvojovych stadiich.

Vyhodnocenim dat metodou Faktorialni ANOVA (ptiloha Tab. 1) bylo potvrzeno, ze
aktivita PPO v osemeni se statisticky vyznamné 1i8i v ramci genotypu, vyvojového stadia
a kombinace genotypu a vyvojového stadia. V embryich se aktivita PPO neli$i mezi
genotypy, ani v priabéhu vyvoje.

Pro srovnani jednotlivych genotypli a vyvojovych stadii mezi sebou byla data
vyhodnocena post hoc Bonferroniho testem (piiloha Tab. 5). Bylo potvrzeno, Ze aktivita
PPO v osemeni genotypu Cameor je signifikantné nizsi, nez v osemeni genotypu JI64
aJl1794. V pribéhu vyvoje osemeni genotypu Cameor se aktivita PPO vyznamné
nelisila, u genotypti J192, JI64 a JI1794 byly rozdily v aktivit¢ PPO v pribéhu vyvoje
pozorovany. Aktivita PPO ve vyvojovém stadiu 13 DAP v osemeni genotypu JI64
a JI1794 je statisticky vyznamné vyssi nez aktivita PPO v 1. vyvojovém stadiu genotypu
Cameor a J192, a v pribéhu vyvoje vyrazné klesa. V embryich nebyly pozorovany zadné
vyrazné rozdily v aktivité¢ PPO mezi jednotlivymi genotypy, ani vyvojovymi stadii.

55 Aktivita POX

Aktivita POX byla stanovena kinetickou spektrofotometrickou metodou zalozenou na
oxidaci guajakolu. Stanoveni bylo 4x zopakovano, byl vypocten pramér a smérodatné
odchylky a data byla shrnuta v grafu (Obr. 15).
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Obr. 15: Aktivita POX v osemeni (A) a embryich (B) semen hrachu genotypu Cameor, J192, J164
a JI1794 ve ¢tyfech vyvojovych stadiich.

Vyhodnocenim dat metodou Faktorialni ANOVA (piiloha Tab. 1) bylo potvrzeno, ze
rozdily v aktivitich POX jsou statisticky vyznamné v osemeni i embryich v ramci
genotypl, vyvojovych stadii i kombinaci genotypu a vyvojovych stadii. Pro porovnani
jednotlivych stadii byl pouzit post hoc Bonferroniho test (ptiloha Tab. 6). Bylo potvrzeno,
ze aktivita POX v osemeni genotypu Cameor je signifikantné vyssi nez v genotypu JI192,
JI64 a JI1794. Aktivita POX v osemeni genotypu JI92 a JI1794 je vyrazné nizsi. Byly
pozorovany statisticky vyznamné rozdily v aktivit¢ POX v osemeni v prvnim a poslednim
vyvojovém stadiu genotypu Cameor, JI92 a JI1794, kde aktivita POX v pribéhu vyvoje
klesala. Aktivita POX v embryich je nasobné niz$i, nez v osemeni a v prub&hu vyvoje
roste. V priab&hu vyvoje nejsou pozorovany statisticky vyznamné zmény v aktivité POX
pouze u genotypu J192. Rozdily mezi jednotlivymi genotypy nejsou statisticky vyznamné.

56 Aktivita APX

Aktivita APX byla stanovena kinetickou spektrofotometrickou metodou, kdy byla
sledovana oxidace askorbatu doprovazejici redukci H202, typickda zménou absorbance
Vv Case. Stanoveni bylo 4x zopakovéano, byl vypocten primér a smérodatné odchylky

a data byla shrnuta v grafu (Obr. 16).
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Obr. 16: Aktivita APX v osemeni (A) a embryich (B) semen hrachu genotypu Cameor, J192, J164
a JI1794 ve ¢tyfech vyvojovych stadiich.

Vyhodnocenim dat metodou Faktorialni ANOVA (ptiloha Tab. 1) bylo potvrzeno, ze
rozdily v aktivit¢ APX v osemeni se signifikantn¢ li§i mezi jednotlivymi genotypy,
zatimco v embryich jsou statisticky vyznamné rozdily mezi vyvojovymi stadii. Pro
porovnani jednotlivych genotypti a vyvojovych stadii mezi sebou byla data vyhodnocena
post hoc Bonferroniho testem (pfiloha Tab. 7) a bylo potvrzeno ze aktivita APX
v osemeni genotypu Cameor je statisticky vyznamné vyssi, nez v osemeni ostatnich
genotypll a Vv prub¢hu vyvoje se aktivita APX vyznamné neméni. V embryich nebyly
pozorovany statisticky vyznamné zmény v ramci genotypd, V prub&hu vyvoje aktivita
APX ve vSech genotypech rostla.

5.7 Aktivita CAT

Aktivita CAT byla stanovena kinetickou spektrofotometrickou metodou, kdy byl
sledovan pokles koncentrace H,O, katalytickym pusobenim enzymu, doprovazeny
poklesem absorbance v case. Stanoveni bylo 4x zopakovano, byl vypoclten primér

a smérodatné odchylky a data byla shrnuta v grafu (Obr. 17).
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Obr. 17: Aktivita CAT v osemeni (A) a embryich (B) semen hrachu genotypu Cameor, J192, J164
a JI1794 ve ¢tyfech vyvojovych stadiich.

Vyhodnocenim dat metodou Faktorialni ANOVA (ptiloha Tab. 1) bylo potvrzeno, ze
rozdily v aktivit¢ CAT v osemeni jsou statisticky vyznamné v zdvislosti na genotypu,
Vv embryich na vyvojovém stadiu. Pro porovnani jednotlivych genotypil a vyvojovych
stadii byla data vyhodnocena post hoc Bonferroniho testem (ptiloha Tab. 8). V osemeni
byly pozorovany signifikantni rozdily v aktivit¢ CAT mezi genotypem Cameor
a ostatnimi genotypy, V prubéhu vyvoje se aktivity signifikantné nelisily. V embryich
nebyly pozorovany vyznamné rozdily v aktivit¢ CAT v porovndni mezi jednotlivymi
genotypy a Vv pritbéhu vyvoje vSech genotypl se zvysovaly.

5.8 Genova exprese PPO
Pomoci RT-qPCR analyzy byla stanovena exprese genu PPO (Psat1g206360) v osemeni
genotypu Cameor a JI64 ve 2. vyvojovém stadiu (Obr. 18). Exprese genu PPO v osemeni

planého genotypu JI64 byla asi 20x vyssi, neZ v osemeni kulturniho genotypu Cameor.
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Obr. 18: Normalizovana relativni exprese genu Psat1g206360 (PPO) v osemeni semen genotypu
Cameor a JI64 ve 2. vyvojovém stadiu.
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5.9 Histochemicka lokalizace aktivity POX
Byla provedena histochemicka lokalizace aktivity POX v osemeni genotypu Cameor
(Obr. 19), JI192 (Obr. 19), JI64 (Obr. 20) a JI1794 (Obr. 20) ve 4 vyvojovych stadiich.

Byly pozorovany vyrazné rozdily v lokalizaci a aktivit¢ POX v ramci jednotlivych
genotypil 1 vyvojovych stadii. Nejintenzivngjsi signal, tzn. nejvyssi aktivita POX byla
detekovana Vv osemeni genotypu Cameor (Obr. 19A - D). Peroxidasova aktivita byla
histochemicky detekovana ve vSech strukturach osemeni vSech vyvojovych stadii.

V osemeni genotypu JI92 (Obr. 19E-H) byla peroxidasa vyrazné¢ méné aktivni, nez
v osemeni genotypu Cameor, nejintenzivnéjsi signaly byly pozorovany v 1. vyvojovém
stadiu (Obr. 19F), kde byly signaly pro aktivitu POX pozorovany v oblasti palisadovych
bungk, v okoli tracheid a v parenchymu. V prib&hu vyvoje se intenzita snizovala a ménila
lokalizace signalu. Ve 4. vyvojovém stadiu (Obr. 19G, H) byla POX aktivni uz jen ve
spodni vrstvé parenchymu.

V osemeni genotypu JI64 v 1. vyvojovém stadiu (Obr. 20A, B) byl signal pro aktivitu
pozorovan v okoli tracheid a ve spodni vrstvé parenchymu a byl vyrazné slabsi, nez
v osemeni genotypu Cameor a vyrazngj$i, nez v osemeni genotypu JI92. Ve 2., 3. a 4.
vyvojovém stadiu byl signal pozorovan pouze ve spodni ¢asti parenchymu (Obr. 20C, D).

V osemeni genotypu JI1794 v 1. vyvojovém stadiu (Obr. 20E, F) byla aktivita POX
detekovana pievazné v oblasti parenchymu. V pribéhu vyvoje se meénila intenzita
a lokalizace signalu. Ve 3. vyvojovém stadiu (Obr. 20G, H) byla aktivita POX detekovana

Vv oblasti palisddovych bunék, kolem Stérbiny pupku a v parenchymatické vrstve.
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Obr. 19: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu Cameor a JI92 po
histochemické lokalizaci aktivity POX. A — Cameor st. 1 kontrola, B — Cameor st. 1 barveni POX,
C — Cameor st. 4 kontrola, D — Cameor st. 4 barveni POX, E — JI192 st. 1 kontrola, F —JI92 st. 1
barveni POX, G — JI92 st. 4 kontrola, H — J192 st. 4 barveni POX. St. — vyvojové stadium, p —
parenchym, t — tracheidy, m — makrosklereidy, pl — palisadové buiky.
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Obr. 20: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu JI64 a JI1794 po
histochemické lokalizaci aktivity POX. A — JI64 st. 1 kontrola, B — J164 st. 1 barveni POX, C —
JI64 st. 4 kontrola, D — JIJ64 st. 4 barveni POX, E —JI1794 st. 1 kontrola, F —JI1794 st. 1 barveni
POX, G — JI1794 st. 3 kontrola, H — JI1794 st. 3 barveni POX. St. — vyvojové stadium, , p —
parenchym, t — tracheidy, m — makrosklereidy, pl — palisadové bunky.
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5.10 Histochemicka lokalizace aktivity PPO
Byla provedena histochemicka lokalizace aktivity PPO v osemeni genotypu Cameor
(Obr. 21), JI192 (Obr. 22), J164 (Obr. 23) a JI1794 (Obr. 24) ve 4 vyvojovych stadiich.

V osemeni genotypu Cameor nebyla detekovana PPO aktivita v zddném z vyvojovych
stadii. Pro demonstraci jsou ukazany fotografie osemeni ve 4. vyvojovém stadiu pied a po
barveni na POX aktivitu (Obr. 21).

V osemeni genotypu JI92 (Obr. 22) byla intenzita signalu pro aktivitu PPO vysoka
v 1. vyvojovém stadiu, zejména v horni vrstvé palisadovych bunck ve 2. vyvojovém
stadiu byly signaly slabsi a opét se zvysily ve 3. a 4. vyvojovém stadiu, kde byla PPO
nejaktivnéjsi ve vrstvé makrosklereid a palisddovych bunék.

V osemeni genotypu JI64 (Obr. 23) byla PPO aktivni ve vSech vyvojovych stadiich,
meénila se intenzita a lokalizace signalu. V 1. vyvojovém stadiu (Obr. 23A, B) byla
aktivita PPO pozorovana hlavné v oblasti palisadovych bunék a parenchymu. Ve
2. vyvojovém stadiu byla aktivita PPO lokalizovana ve vSech strukturach osemeni
Vv oblasti pupku, nejvyssi intenzita signalu byla zaznamenana v oblasti horni palisady,
makrosklereid a osteosklereid. Ve 3. vyvojovém stadiu (Obr. 23E, F) bylo intenzivni
zabarveni pozorovano v oblasti parenchymu a osteosklereid, kde byla PPO nejaktivné;si,
a dale v oblasti palisadovych bunck a vrstvy makrosklereid. Ve 4. vyvojovém stadiu
(Obr. 23G, H) byla intenzita zabarveni mensi a signaly byly pozorovany hlavné v oblasti
osteosklereid, palisadovych bunék a bunék parenchymu. U genotypu JI1794 (Obr. 24)
byly pozorovany velmi podobné vysledky jako u JI164. Signaly byly pozorovany ve vSech
vrstvach osemeni, tedy v oblasti palisaidovych bun€k, makrosklereid a parenchymu,
Vv pribéhu vyvoje se intenzita signalu zvySovala a PPO byla aktivni také v oblasti

osteosklereid.
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Obr. 21: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu Cameor po
histochemické lokalizaci aktivity PPO. A — Cameor stadium 4 kontrola, B — Cameor stadium 4
barveni PPO.
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Obr. 22: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu JI192 po histochemické
lokalizaci aktivity PPO. A —JI192 st. 1 kontrola, B — JI92 st. 1 barveni PPO, C —JI192 st. 2 kontrola,
D — JI92 st. 2 barveni PPO, E — JI92 st. 3 kontrola, F — JI92 st. 3 barveni PPO, G — JI92 st. 4
kontrola, H — J192 st. 4 barveni PPO. St. — vyvojové stadium, pl — palisadové buiky, t —tracheidy,
p — parenchym, m — makrosklereidy.
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Obr. 23: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu J164 po histochemické
lokalizaci aktivity PPO. A —JI64 st. 1 kontrola, B — J164 st. 1 barveni PPO, C —JI164 st. 2 kontrola,
D — J164 st. 2 barveni PPO, E — JI64 st. 3 kontrola, F — JI64 st. 3 barveni PPO, G — JI64 st. 4
kontrola, H — J164 st. 4 barveni PPO. St. — vyvojové stadium, pl — palisadové bunky, t — tracheidy,
m — makrosklereidy, p — parenchym, o — osteosklereidy.
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Obr. 24: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu JI1794 po
histochemické lokalizaci aktivity PPO. A — JI1794 st. 1 kontrola, B — JI1794 st. 1 barveni PPO,
C —JI1794 st. 2 kontrola, D — JI1794 st. 2 barveni PPO, E — JI11794 st. 3 kontrola, F — JI1794 st.
3 barveni PPO, G — JI11794 st. 4 kontrola, H — J11794 st. 4 barveni PPO. St. — vyvojové stadium,
m — makrosklereidy, p — parenchym, o — osteosklereidy, pl — palisadové bunky, t — tracheidy.

56



5.1 Histochemicka lokalizace reaktivnich forem kysliku (ROS)

Byla provedena histochemicka lokalizace ROS za pouziti fluorescen¢ni sondy H.DCF
DA v osemeni genotypu Cameor (Obr. 25), JI1794 (Obr. 28) ve 3 vyvojovych stadiich
a osemeni J192 (Obr. 26) a JI64 (Obr. 27) ve 4 vyvojovych stadiich. Lokalizace produkce
ROS u vsech studovanych genotypi se v ramci vyvoje ménila. Souhrnné lze fici, Ze
v ranych fazich vyvoje dochazelo k vyznamné produkci ROS v palisadovych buiikach
a parenchymu v oblasti kolem tracheid (Obr. 25B; 26B; 27B, D). S postupnym
dozravanim semen byl signal pro ROS detekovan pouze v horni vrstvé palisadovych
bunék (Obr. 25F, 26D, 27F, H, 28B). Vyznamna produkce ROS byla také lokalizovana
ve spodni vrstvé parenchymu, kde dochazi ke kontaktu osemeni s embryem (Obr. 25F;
27D, F, H; 28B). V poslednich fazich vyvoje semen genotypt JI92 a JI1794 nebyla tvorba
ROS detekovana viibec (Obr. 26H, 28F).
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Obr. 25: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu Cameor po
histochemické lokalizaci ROS s vyuzitim fluorescen¢ni sondy H.DCF DA. A — Cameor st. 1
kontrola, B — Cameor st. 1 barveni ROS, C — Cameor st. 2 kontrola, D — Cameor st. 2 barveni
ROS, E — Cameor st. 3 kontrola, F — Cameor st. 3 barveni ROS. St. — vyvojové stadium, pl —
palisadové buriky, parenchym, makrosklereidy, t — tracheidy.
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Obr. 26: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu JI192 po histochemické
lokalizaci ROS s vyuzitim fluorescen¢ni sondy H:DCF DA. A —J192 st. 1 kontrola, B — JI192 st.
1 barveni ROS, C —JI92 st. 2 kontrola, D — J192 st. 2 barveni ROS, E — JI92 st. 3 kontrola, F -
J192 st. 3 barveni ROS, G —J192 st. 4 kontrola, H — J192 st. 4 barveni ROS. St. — vyvojové stadium,
pl — palisadové buiiky, t — tracheidy, p — parenchym, m — makrosklereidy.
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Obr. 27: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu JI164 po histochemické
lokalizaci ROS s vyuzitim fluorescen¢ni sondy H:DCF DA. A — JI64 st. 1 kontrola, B — JI64 st.
1 barveni ROS, C — JI64 st. 2 kontrola, D — J164 st. 2 barveni ROS, E — JI64 st. 3 kontrola, F -
J164 st. 3 barveni ROS, G — JI64 st. 4 kontrola, H — J164 st. 4 barveni ROS. St. — vyvojové stadium,
pl — palisadové bunky, m — makrosklereidy, t — tracheidy, p - parenchym.
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Obr. 28: Mikroskopické snimky fezu osemenim v oblasti pupku genotypu JI1794 po
histochemické lokalizaci ROS s vyuzitim fluorescenéni sondy H.DCF DA. A — JI1794 st. 2
kontrola, B — JI1794 st. 2 barveni ROS, C — JI11794 st. 3 kontrola, D — J11794 st. 3 barveni ROS,
E — JI1794 st. 4 kontrola, F — J11794 st. 4 barveni ROS. St — vyvojové stadium, pl — palisadové
buriky, t — tracheidy, p — parenchym, m - makrosklereidy.
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6 DISKUSE

Piedlozena diplomova prace se vénuje studiu zapojeni moznych mechanismu, které se
podileji na regulaci koncentrace ROS V priibéhu vyvoje semen u kulturnich a planych
genotypu hrachu, liSicich se pigmentaci semen a mirou dormance. Jak bylo uvedeno
Vv teoretické Casti, vyvoj semen je geneticky naprogramovany proces. Zahajeni vyvoje,
nasledné dozravani semene a ukladani zasobnich latek spousti velmi komplexni regulacni
sit’, jejiz soucasti jsou zmeény transkripcni, metabolické i1 fyziologické, fizené zménami
hladin sacharidii a regulované hormonalnimi drahami (Weber et al., 2005). Semeno
hrachu v pribéhu svého vyvoje prochazi nékolika vyvojovymi a rastovymi fazemi,
v ramci kterych dochazi ke zménam v obsahu vody a dal$ich metaboliti (Malovichko et
al., 2021). V ranych fazich vyvoje semen je pro transport metabolitd do semene nezbytny
dostate¢ny prisun vody, V pozdé¢jsSich fazich, v pribéhu zrani, dochdzi k rozsahlé
dehydrataci. Aby se semeno na tyto zmény v obsahu vody adaptovalo, je potieba piesné
kontroly produkce, akumulace a metabolismu mimo jiné prave reaktivnich forem kysliku
(El-Maarouf-Bouteau & Bailly, 2008).

Ptedlozena diplomova prace se vénuje studiu zapojeni moznych mechanismu, které se
podileji na regulaci koncentrace ROS V pribé¢hu vyvoje semen u kulturnich (Cameor,
JI92) a planych (J164, J11794) genotypu hrachu, lisicich se pigmentaci semen a mirou
dormance. Pro dormantni (fyzikalni dormance) genotypy je typicky vznik tvrdého, pro
vodu nepropustného osemeni, sc¢imz souvisi jeho struktura a chemické sloZeni
(Hradilova et al, 2017, Janskd et al.,, 2019). Na syntézu latek piispivajicich
Kk nepropustnosti osemeni by tak mohly mit vliv také ROS. Rovnovaha koncentrace ROS
je udrzovana enzymovymi a neenzymovymi mechanismy (Bailly, 2004). Role ROS ve
fyziologické dormanci akli¢eni semen byla jiz studovana a popsana (El-Maarouf-
Bouteau & Bailly, 2008; Kumar et al., 2015; Bailly, 2019), na rozdil od procest spojenych
S vyvojem a dozravanim semen.

Porovnanim vybranych parametrd, jako je produkce ROS a zapojeni celé Skaly
antioxidacénich systémi do metabolismu ROS, v rdmci vyvoje semen kulturnich (Cameor,
J192) a planych (JI64, J11794) genotypu hrachu ve 4 vyvojovych stadiich (13 DAP — 1.
vyvojové stddium, 16 DAP — 2. vyvojové stadium, 21 DAP — 3. vyvojové stadium a 23
DAP —4. vyvojové stadium) bychom mohli ziskat komplexnéjsi pohled na zapojeni ROS

ve vyvoji dormantnich a nedormantnich semen, a jejich roli v ustaveni tohoto dosud stale
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malo popsaného typu dormance. Métené parametry jsou v piipadé zvolenych 4 genotypt

(uvedenych vyse) stanoveny jak v osemeni, tak embryu.

Pro vétsi prehlednost bylo porovnani v§ech studovanych parametri shrnuto v Tab. 6.

Tab. 6: Piehled vlastnosti a semikvantitativni porovnani sledovanych parametrti v osemeni

genotypt  Cameor,

J192,

JI64 a JI1794. TAC

celkova

antioxida¢ni kapacita,

PPO — polyfenoloxidasa, POX — peroxidasa, APX — askorbatperoxidasa, CAT — katalasa.

Druh P. sativum P. elatius
Genotyp Cameor | 3192 J164 | 11794
Kulturni/plany Kulturni Plany
Dormantni/nedormantni Nedormantni Dormantni
Pigmentace osemeni NE | ANO ANO | ANO
Pigmentace pupku NE ANO

Vzhled

Osemeni Embryo {Osemeni Embryo |Osemeni Embryo |Osemeni Embryo
TAC + + +++ + ++++ + +++ +
Fenoly + + +++ + ++++ + +++ +
Flavonoidy + + ++ + ++++ + +++ +
PPO + +++ ++ +++ ++ +++ +++ +++
POX ++++ + + + + + + +
APX ++++ ++ + ++ + ++ + ++
CAT +++ ++++ + ++++ + ++++ + +H++
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Detekované parametry, jako je intenzita antioxida¢ni kapacity, zastoupeni fenoll
a s tim spojena PPO aktivita, stanovené v osemeni a embryich pii porovnani 4 genotypt
hrachu spolu tzce koreluji. Nizké hodnoty danych parametrti byly detekované v embryich
vSech Ctyf genotypil hrachu. V embryich se celkova antioxidacni kapacita ani hladina
fenolti nelisi v ramci genotypt, ani v rdmci vyvojovych stadii a je vyznamné nizsi, nez
celkova antioxidacni kapacita v osemeni JI192, JI64 a JI1794. Miizeme tedy fici, ze pro
vyvoj embrya nejsou fenolické latky tak vyznamné, jako Vv piipadé osemeni. Nizsi
antioxida¢ni kapacita v embryich miZe byt také spojena s nizsi potifebou ochrany tohoto
organu pred vngj$imi vlivy. Tuto ochrannou funkci zajistuje pravé osemeni (Smykal et
al., 2014), proto lze ptedpokladat, ze v osemeni bude vice antioxidanti pfispivajicich
k ochran¢ semen proti nepiznivym vnéj§im vlivim a riznym typtm stresu.

V piipad€ osemeni byly pomérné nizké hodnoty antioxida¢ni kapacity a koncentrace
fenolt pouze u genotypu Cameor. Naopak u ostatnich genotypl, pro které je
charakteristickd intenzivni pigmentace osemeni, byla stanovena vysokd antioxidacni
kapacita, vyskoa hladina fenoli a v osemeni planych genotypti navic vysoka aktivita
PPO. Nejvyssi hodnoty byly detekovany v osemeni planého dormantniho genotypu J164.
Vysledky tedy poukazuji na to, Ze na antioxida¢ni kapacité osemeni se podileji zejména
fenoly, které rovnéz hraji vyznamnou roli pii pigmentaci osemeni. Rozdily v intenzité
antioxida¢ni kapacity a zastoupeni fenolickych sloucenin mezi genotypem Cameor, ktery
méa nepigmentované osemeni a ostatnimi studovanymi genotypy s pigmentovanym
osemenim, poukazuje na signifikantni roli fenolickych slouc¢enin v ramci antioxida¢ni
ochrany pigmentovanych semen. Piedpoklad4d se, ze pigmentace osemeni koreluje
s mirou imbibice vody semeny rdznych druht luskovin. Hnédé zabarveni osemeni
v prubéhu dozravani je spojovano s nepropustnosti semene pro vodu (Marbach a Mayer,
1974; Werker et al., 1979). Vyssi aktivita a exprese PPO, souvisejici s vy$si koncentraci
fenoltl v osemeni byla v nasi studii detekovana ptedevSim v osemeni pigmentovaych
dormantnich genotypt, toto pozorovani je v souladu s vysledky publikovanymi ve studii
Balarynova et al., 2022. Fenolické latky jsou substraitem PPO, enzymu, ktery katalyzuje
0-hydroxylaci monofenolti nebo konverzi difenoli na o-dichinony (Glagoleva et al.,
2020). Tyto latky podléhaji neenzymové polymeraci nebo interaguji s proteiny za vzniku
vysokomolekularnich melaninovych pigmenti (Glagoleva et al., 2020), které jsou
pfitomny pravé v pigmentovaném osemeni.

U pigmentovanych genotypt JI192, JI64 a JI1794 koreluji znény hladin fenolil

a intenzita antioxidaéni kapacity i v prub&hu vyvoje, zatimco u genotypu Cameor nejsou
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Vv pribéhu vyvoje pozorovany vyraznéjsi rozdily. U genotypu JI192, JI64 byl v ramci
vyvoje zaznamenan postupny narust koncentrace fenoli a soucasné i1 intenzity
antioxida¢ni kapacity v osemeni, v piipadé genotypu JI1794 byl naopak Vv prub¢hu
vyvoje detekovan pokles hodnot obou parametri. Nasobné vyssi koncentrace fenolickych
latek v osemeni pigmentovanych genotypti hrachu byla pozorovana také ve studii
Troszynska & Ciska, 2002 a Hradilova et al., 2019, Balarynova et al., 2022.

Jak bylo diive zminéno, PPO katalyzuje oxidaci fenolickych latek, vedouci ke vzniku
vysokomolekularnich melaninovych pigmenti. Vznikaji tak komplexy, piispivajici
k nepropustnosti osemeni pro vodu (Glagoleva et al., 2020). Tyto melaninové komplexy
jsou pfitomné v pigmentovaném osemeni hlavné planych genotypt hrachu (J164, J11794),
ale také v osemeni kulturniho pigmentovaného genotypu (J192), ktery ale na rozdil od
JI64 a JI1794 nema pigmentovany pupek. Pigmentace osemeni a nepropustnost osemeni
pro vodu je spojovana mimo jiné také s aktivitou PPO (Werker et al., 1979), v posledni
dobé¢ se tak diskutuje podil PPO na ustaveni fyzikalni dormance. Dle vysledku prace
Balarynova et al., 2022 je gen pro PPO nefunkéni ve vétsing kulturnich genotypt hrachu
a jeho nefunkénost se projevuje krémové zbarvenym pupkem. Naopak vSechny plané
genotypy hrachu maji gen PPO funkéni a pupek semen tmavy. Na pigmentaci osemeni
by se tak mohly podilet také dalsi enzymy, napi. lakasa (benzenediol:kyslik
oxidoreduktasa, EC 1.10.3.2) (Ma et al., 2009) ¢i POX (Banci et al., 1999). Dle
predpokladu byla aktivita PPO vys$si v osemeni neZ v embryich. V embryich se aktivita
PPO mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii vyrazné neliSila. V osemeni byla
dle pfedpokladd aktivita PPO vyrazné vyssi v planych genotypech (J164, J11794) nez
Vv kulturnich (Cameor, JI92). V osemeni genotypu JI92 aktivita PPO ve 2. vyvojovém
stadiu klesla a dale v prib&hu vyvoje rostla. V genotypu JI64 aktivita klesala aZ do
3. vyvojového stadia a nasledné vzrostla, stejny trend byl pozorovan u genotypu JI1794.
Byla provedena také analyza exprese genu PPO, kterda potvrdila vysledky
spektrofotometrického stanoveni aktivity PPO v osemeni, kdy v genotypu Cameor
(genotyp s nepigmentovanym osemenim) byla detekovana vyrazné nizsi aktivita PPO,
nez v genotypech s pigmentovanym osemenim (J192, J164 a JI1794).

Vysledky spektrofotometrického stanoveni aktivity PPO a exprese genu PPO
podpofily také vysledky histochemické detekce aktivity tohoto enzymu. Dle ptedpokladu
v osemeni genotypu Cameor nebyly pozorovany zadné signédly pro aktivitu PPO.
U genotypll s pigmentovanym osemenim byly aktivity PPO pozorovany v rtizné

intenzité. Nejintenzivnéjsi signaly byly pozorovany v osemeni genotypa JI64 a J11794,
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tedy planych genotypech s pigmentovanym osemenim. Signaly byly pozorovany
Vv palisaidovych bunkach v oblasti pupku, ale také v makrosklereidach a parenchymu.
V pozdéjsich stadiich vyvojoe byl intenzvni signal lokalizovan v oblasti osteosklereid.
Lokalizace PPO také v palisadovych buiikach, makrosklereidach a osteosklereidach vede
k ukladani vznikajicich melaninovych nerozpustnych komplext, které prispivaji
k nepropustnosti osemeni (Marbach a Mayer, 1974) a mohou se také podilet na obrané
semen proti patogeniim a nepiiznivym vlivam prostiedi (Fuerst et al., 2014; Zhang &
Sun, 2021). Signaly pro aktivitu PPO byly pozorovany také v osemeni genotypu J192,
kde byly spektrofotometricky namétené aktivity nizké a gen pro PPO neni dle studie
Balarynova et al., 2022 aktivni, detekované signaly by mohly znamenat nespecifické
barveni, katalyzované jinym enzymem nez PPO.

V osemeni a embryich studovanych genotypi byla dale stanovena celkova
koncentrace flavonoidd v riznych vyvojovych stadiich. Flavonoidy jsou sekundarni
metabolity hojné se vyskytujici v rostlinach, mimo jiné také v plodech a semenech (Dias
etal., 2021). Jsou ¢asto spojovany s barvou a vini a v rostlinach plni fadu funkei. Podileji
se na regulaci bunééného ristu, plni funkci signalnich molekul, diky jejich struktute
funguji jako UV filtr, vychytavaji ROS a hraji roli v ustaveni tolerance vii¢i extrémnim
podminkam jako je sucho, vysoké nebo naopak nizké teploty atd. (Dias et al., 2021) a jsou
substratem PPO a prekurzorem melaninovych pigmentl (Fei et al., 2021). Namé&fena
koncentrace flavonoidli ve studovanych genotypech hrachu je vyrazné nizsi, néz
koncentrace fenolickych latek. V osemeni byla detekovdna nejniz$i koncentrace
flavonoidi u genotypu Cameor, pigmentované genotypy vykazovaly vyssi obsah
flavonoidd. V embryich jsou tyto latky obsaZeny v podobnych nebo vysSich
koncentracich, nez v osemeni. Diky jejich schopnostem vychytavat ROS (Brunetti et al.,
2013), by mohly v embryich ptisobit jako antioxidanty a podilet se na regulaci vyvoje,
tomu napovidaji i zmény v jejich koncentrace v jednotlivych vyvojovych stadiich.

Dalsim sledovanym parametrem byla aktivita POX. POX je enzym, ktery se podili na
regulaci hladiny H202, kodbourani H>O> vyuziva jako donory elektroni
nizkomolekularni antioxidanty (Kohen a Nyska, 2002). H20. je zapojen v indukci
exprese genu, kodujicich ochranné proteiny, transkripéni faktory, fosfatasy, kinasy
aenzymy zapojené v syntéze a degradaci ROS. H>O hraje roli v ukladani ligninu
V bunéénych sténach v reakcei katalyzované POX (Asthir et al., 2002). Pfedpoklada se, ze
POX tedy bude aktivni hlavné ve fazich vyvoje, kdy je metabolismus hodné aktivni,

a aktivita se bude v ramci vyvojovych stadii liSit. Napf. béhem embryogeneze dochazi ke
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zvySeni miry metabolické aktivity, mimo jiné mitochondridlni respirace, a dochazi tak ke
vzniku velkého mnozstvi ROS (Kairong et al., 1999). Z porovnani aktivity POX mezi
osemenim a embryi V prubéhu vyvoje vyplyva, Zze vyvoj téchto organti probiha odliSné¢.
V piipadé osementi je aktivita POX obecné¢ nejvyssi v prvnich fazich vyvoje a postupné
klesa, osemeni je tady nejvic metabolicky aktivni v ranych fazich vyvoje a poté uz
K vyraznym zménam nedochazi. Zatimco v ptipadé¢ embryi aktivita POX v prubéhu
vyvoje roste. Hlavni roli embrya je akumulace zésobnich latek a aktivita metabolismu se
tak v prib¢hu dozravani zvySuje. Porovnanim aktivity POX v osemeni bylo zji§téno, ze
POX je nasobné¢ aktivnéjsi v osemeni genotypu Cameor v porovnani s ostatnimi genotypy
a je také nasobné vyssi nez v embryich genotypu Cameor, coz by mohlo souviset s vétsi
velikosti semen, oproti ostatnim genotypim. Semena genotypu Cameor jsou vyrazné
vétsinez semena J192, J164 a JI1794, coZ naznacuje také vySSi miru rlstu, a tedy 1 aktivitu
metabolismu, pfi kterém vznikaji ROS. Dal§i moznosti by mohlo byt, ze POX v osemeni
Cameor svou aktivitou nahrazuje nefunkéni PPO, s niz vyuzivaji podobné substraty.

Aktivita POX byla v osemeni sledovana také histochemicky barvenim s 4-chlor-1-
naftolem. Intenzita fialového zabarveni odpovidajici vznikajicimu oxidovanému
chlornaftolu korelovala s trendem pozorovanym pro spektrofotometrické stanoveni
aktivity POX vosemeni. POX byla nejaktivnéj$i v osemeni genotypu Cameor,
Vv ostatnich genotypech byla intenzita signali pro aktivitu POX vyraznég slabsi. V prib¢hu
vyvoje jednotlivych genotypli se menila lokalizace a intenzita signali. V osemeni
genotypu Cameor byla POX detekovana ve vSech vrstvach osemeni, v ostatnich
genotypech hlavné v parenchymu a palisddovych bunkach, které jsou pozlistatkem
poutka, a kolem Sté€rbiny pupku.

Dale byla v praci stanovena také aktivita APX. APX katalyzuje redukci H202, jako
donor elektrontl tento enzym vyuziva askorbat (Asada, 1992), a ucastni se tak regulace
koncentrace ROS. V osemeni genotypu Cameor byla naméfena aktivita APX nasobné
vys$i, nez v osemeni ostatnich genotypt. Byl pozorovan podobny trend jako v aktivité
POX, kde byla POX vyrazné aktivnéjsi také v osemeni genotypu Cameor. Nejnizsi
aktivita APX byla naméfena v osemeni genotypu JI92, mezi genotypy JI64 a JI1794
nebyly rozdily v aktivit¢ APX vyznamné. U vSech genotypti, S vyjimkou genotypu
Cameor, aktivita APX v osemeni v priabéhu vyvoje stejné jako u POX aktivita APX
klesala. V embryich se aktivita APX neliSila mezi jednotlivymi genotypy, ale byly

pozorovany rozdily v priibéhu vyvoje, aktivita APX nartstala u vSech genotypt.
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Tretim studovanym antioxidacnim enzymem byla CAT, enzym katalyzujici rozklad
H202 v peroxisomech v ramci procesu fotorespirace a P-oxidace mastnych kyselin
(Anjum et al., 2016). Aktivity CAT v osemeni jednotlivych genotypt se liSily, nejvyssi
aktivitu CAT dosahovala v genotypu Cameor, kde je aktivita CAT ndsobné vyssi nez
Vv ostatnich genotypech, coz opét naznaCuje vysSi metabolickou aktivitu osemeni
genotypu Cameor, oproti pigmentovanym genotypum J192, JI64 a J11794. Aktivita CAT
byla porovnavana i v rdmci osemeni a embryi, kdy v embryich byla vyssi, nezZ v osemeni.
Aktivita CAT se v embryich v pribéhu vyvoje zvySovala.

Byla provedena histochemicka lokalizace ROS v osemeni genotypti Cameor, JI92,
JI64 a JI1794. V prubéhu vyvoje se ménila intenzita a lokalizace signal ROS. U vSech
genotypl byly nejvyraznéjsi signaly pro ROS pozorovéany hlavné v oblasti palisadovych
bunék, které jsou pozistatkem poutka, a v buiikdch parenchymu obklopujicich tracheidy,
coz naznacuje aktivni metabolismus praveé v téchto oblastech. Jednim z diskutovanych
efektti ROS, je jejich role v senescenci a opadu listli a dalSich rostlinnych organt véetné
semen (Zentgraf et al., 2022). Vysoka koncentrace ROS v horni ¢asti palisadovych bun¢k
by mohla byt spojena s dozradvanim semen a néslednym opadem semene od poutka, kde
by podobné¢ jako u senescence listii mohly ROS hrat roli signdlnich molekul. V pozd¢jsich
fazich vyvoje jsou ROS akumulovany v bunikdch parenchymu v misté kontaktu osemeni
a embrya. Béhem dozravani dochazi ke zvétSovani embrya, které tak vyviji tlak na bunky
parenchymu a ¢ast je jich stlacena a rozdrcena (Smykal et al., 2014) a s tim mize byt
spojena vysSi koncentrace ROS v této oblasti v pozdé€jSich fazich vyvoje. DalSim
divodem vyssi koncentrace ROS v této oblasti mize byt komunikace osemeni a embrya,
pravé prostfednictvim ROS jakoZto signalnich molekul. U genotypt JI92 a JI1794
v pozdéjsich vyvojovych stadiich vymizely signdly pro ROS z oblasti palisadovych
bun¢k, zatimco ugenotypu Cameor a JI64 byly ROS v palisadovych burkach
lokalizovany 1 v pozd¢jSich stadiich, ale pouze v jejich horni Casti. Pouze v osemeni
genotypi JI92 a JI1794 byly ROS v pozdéjsich vyvojovych stadiich lokalizovany
v oblasti makrosklereid a tracheid.

Z vysledkli provedenych experimentl a porovnani jednotlivych parametrii mezi
jednotlivymi genotypy, vyvojovymi stadii a mezi osemenim a embryem vyplyva vyrazna
odliSnost semen genotypu Cameor od semen ostatnich genotypt (J192, J164, JI1794). Na
rozdil od ostatnich genotypi byla v genotypu Cameor detekovdna vyrazné nizsi
koncentrace neenzymovych antioxidanti, velmi nizka aktivita PPO, ale naopak aktivity

antioxida¢nich enzymu byly v porovnani s ostatnimi genotypy vyznamné¢ vyssi. Semena
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genotypu Cameor jsou vyrazné vétsi nez semena genotypu J192, JI64 a JI11794 a jako
jedina nemaji pigmentované osemeni. V embryich se porovnavané parametry mezi
jednotlivymi genotypy vyrazné nelisi, zatimco V osemeni jsou pozorovany rozdily
studovanych parametri v zavislosti na genotypu, byla tak podpofena hypotéza, ze tyto
parametry v osemeni ovlivituji jeho strukturu a vlastnosti. Byly pozorovany vyznamné
rozdily v osemeni pigmentovanych a nepigmentovanych genotypd, coz naznacuje
spojitost sledovanych faktorti pravé s pigmentaci osemeni, kterd souvisi mimo jiné
s akumulaci fenolickych latek jako prekurzori vznikajicich pigmentii obsazenych

V osement.
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7 ZAVER

V teoretické Casti diplomové prace byla vypracovana literarni reSerSe na zadané téma
s klicovymi slovy reaktivni formy kysliku, hrach, osemeni, embryo, antioxida¢ni
kapacita, antioxidacni enzymy, vyvoj semene. Price byla zaméfena na analyzu
4 genotypu hrachu, dvou kulturnich, nedormantnich (P. sativum, Cameor a JI92) a dvou
planych, dormantnich (P. elatius, J164 a JI1794). Byl popsan vyvoj semen, metabolické
zmény v prub¢hu vyvoje, dale charakterizovany reaktivni formy kysliku, jejich funkce
Vv rostlinach a antioxida¢ni systém. Byly popsany neenzymové antioxidanty a enzymy
zapojené v metabolismu ROS.

V ramci experimentéalni ¢asti bylo provedeno stanoveni celkové antioxidacni kapacity,
celkovych fenoli a flavonoidi, aktivity PPO, POX, APX a CAT, byla zméfena exprese
genu PPO a provedena histochemickd lokalizace aktivity POX, PPO a ROS. Stanovené
parametry byly méfeny ve 4 vyvojovych stadiich, v osemeni a embryich a nasledné byly
pomoci statistického vyhodnoceni metodou faktorialni ANOVA a Bonferroniho testem
porovndvany mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii. PPO a POX byly
histochemicky lokalizovany v osemeni, rozdily v intenzit¢ signali mezi jednotlivymi
genotypy odpovidaly rozdilim pozorovanym V spektrofotometricky stanovenych
aktivitach téchto enzymu. Byla provedena histochemické lokalizace ROS v osemeni.

Z vysledkli provedenych experimenti a porovnani jednotlivych parametrii mezi
jednotlivymi genotypy, vyvojovymi stadii a mezi osemenim a embryem vyplyva vyrazna
odlisnost semen genotypu Cameor od semen ostatnich studovanych genotypt (J192, J164,
JI1794). Na rozdil od ostatnich genotypti byla v osemeni genotypu Cameor vyrazné niZsi
koncentrace neenzymovych antioxidantti, velmi nizka aktivita PPO, ale naopak aktivity
antioxidacnich enzymt byly v porovndni s ostatnimi genotypy vyrazné vyssi. Ze
stanoveni aktivit antioxidacnich enzyml vyplyva jejich rozdilné zapojeni ve vyvoji
osemeni a embryi. Aktivity PPO a POX jsou v embryich vyrazné niz$i, neZ v 0semeni,
zatimco v pfipadé APX a CAT jsou aktivity téchto enzymt v embryich vyssi. V osemeni
byly u stanovovanych parametri pozorovany rozdily, zatimco v embryich byly stanovené
parametry ve vSech genotypech podobné. Byl tak potvrzen ptedpoklad rozdilného
zapojeni studovanych parametrii ve vyvoji osemeni jednotlivych genotypli, které
korelovalo s pigmentaci osemeni.

V pribehu vyvoje osemeni a embryi dochazi ke zménam metabolismu a vzniku ROS,

které jsou signalnimi molekulami, podilejicimi se na regulaci vyvoje, ale mohou také
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pusobit toxicky, jejich koncentrace tak musi byt pfisné kontrolovana. Bylo potvrzeno, ze
Vv pribéhu vyvoje semen planych a kulturnich genotypti hrachu dochazi ke zménam

V obsahu antioxidantt a aktivit antioxida¢nich enzymi zapojenych v metabolismu ROS.
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9 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA, Asc
ABA
ABTS
AOX
APS
APX
CAT
COX
DAP
DHA
DHAR
EDTA-Na;
F-primer
FW

GA
GPX

GR

GSH
GSSG
H2DCF-DA
IAA

I

LEA
MDHA
MDHAR
NO

NTR
POX
PPO
PRX

PS I
PSI
PVPP
RNS
ROS
R-primer
RRI
SOD

t

TEAC
Tris
Trolox
TRX
AA

€

A

askorbat

kyselina abscisova
2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonova kyselina)
alternativni oxidasa

persiran amonny

askorbatperoxidasa

katalasa

cytochrom C oxidasa

day after polination — pocet dni od opyleni
dehydroaskorbat
dehydroaskorbatreduktasa

disodna sul kyseliny ethylendiamintetraoctové
forward primer

Cerstva vaha

gibereliny

glutathionperoxidasa
glutathionreduktasa

glutathion

glutathion disulfid
2'7'-dichlorodihydrofluorescein diacetat
isoamylalkohol

opticka draha

,late embryogenesis abundant protein‘
monodehydroaskorbat
monodehydroaskorbatreduktasa

oxid dusnaty

NADPH thioredoxinreduktasa
peroxidasa

polyfenoloxidasa

peroxyredoxiny

fotosystém I

fotosystém II

Polyvinylpolypyrrolidon

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku

reverse primer

RiboSafe RNase Inhibitor
superoxiddismutasa

cas

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
thioredoxin

zména absorbance

extink¢ni koeficient

vinova délka
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PRILOHA

Tab. 1: F a p hodnoty po provedeni metody Faktorialni ANOVA, kdy byly pozorovany zmény
sledovanych parametri v osemeni a embryich v zavislosti na genotypu a vyvojovém stadiu,
o=0,05.

F hodnota | p hodnota F hodnota | p hodnota
Genotyp 20,2067 0,0000 87,9219 0,0000
Osemeni  Vyvojové stadium 1,7697 0,1767 4,4796 0,0067
Genotyp*vyvojové stadium 1,4327 0,2236 3,4717 0,0017
Genotyp TAC 2,1026 0,1194 POX 34,9868 0,0000
Embrya  Vyvojové stadium 0,3470 0,791495 39,0803 0,0000
Genotyp*vyvojové stadium 0,1293 0,9985 6,4741 0,0000
Genotyp 20,9205 0,0000 172,1165 0,0000
Osemeni  Vyvojové stadium 0,3002 0,8248 0,7014 0,5559
Genotyp*vyvojové stadium 1,5151 0,2244 0,1095 0,9993
Fenoly APX
Genotyp 17,5180 0,0000 0,5757 0,6352
Embrya  Vyvojové stadium 33,5060 0,0000 11,5176 0,0000
Genotyp*vyvojové stadium 24,4680 0,0000 0,9576 0,4916
Genotyp 15,8367 0,0000 27,1869 0,0000
Osemeni  Vyvojové stadium 0,4175 0,7428 0,7303 0,5411
Genotyp*vyvojové stadium Flavonoi dy 0,7592 0,6540 CAT 1,0245 0,4409
Genotyp 5,7340 0,0029 0,1881 0,9028
Embrya  Vyvojové stadium 12,0680 0,0000 19,5336 0,0000
Genotyp*vyvojové stadium 21,2840 0,0000 2,5707 0,0512
Genotyp 37,8524 0,0000
Osemeni  Vyvojové stadium 7,5127 0,0007
Genotyp*vyvojové stadium PPO 24774 0,0310
Genotyp 1,4818 0,2274
Embrya  Vyvojové stidium 1,9241 0,1341
Genotyp*vyvojové stadium 0,4384 0,9094
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Tab. 2: Post hoc Bonferroniho test — porovnani zmén TAC v osemeni a embryich mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii, o = 0,05.

Genotyp

Vywojové

stadium

Cameor

JI192

Jie4

JI1794

2 3

4

4

4

4

Cameor

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
0,919184
1,000000

1,000000
1,000000
0,775292
1,000000

0,181193
0,062404
0,031080
0,146580

0,017724
0,005951
0,002946
0,014241

0,163605
0,056225
0,027979
0,132282

0,050661
0,017110
0,008468
0,040781

0,019255
0,006467
0,003201
0,015473

0,002255
0,000763
0,000382
0,001813

0,089587
0,030465
0,015104
0,072245

1,000000
1,000000
0,876760
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,309060
0,107862
0,054015
0,250813

Ji92

1,000000
1,000000
0,181193
0,017724

1,000000
1,000000
0,062404
0,005951

0,919184
0,775292
0,031080
0,002946

1,000000
1,000000
0,146580
0,014241

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
0,349040
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

Osemeni

Jie4

0,163605
0,050661
0,019255
0,002255

0,056225
0,017110
0,006467
0,000763

0,027979
0,008468
0,003201
0,000382

0,132282
0,040781
0,015473
0,001813

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
0,349040

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
0,302559

1,000000
1,000000
1,000000
0,242253

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

JI1794

0,089587
1,000000
1,000000
0,309060

0,030465
1,000000
1,000000
0,107862

0,015104
0,876760
1,000000
0,054015

0,072245
1,000000
1,000000
0,250813

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
0,302559
0,242253
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

Cameor

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

Ji92

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

Embrya

Jie4

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

JI1794

B WO NPREPIDOONPREPIDWOWNERIDE WONPRPIDE WON PRI WON PRI ONPRPIdMONPRP

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
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Tab. 3: Post hoc Bonferroniho test — porovnani zmén koncentrace fenold v osemeni a embryich mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii, a = 0,05.

Cameor

J192

J164

J11794

Genotyp

Vywojové

stadium

2

3

4

4

Cameor

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,646626
0,717398
0,811075
0,614476

0,168648
0,186870
0,211017
0,160374

0,046617
0,051483
0,057919
0,044403

0,123310
0,136544
0,154076
0,117299

0,047689
0,052671
0,059260
0,045423

0,094226
0,104272
0,117575
0,089663

0,056711
0,062669
0,070551
0,054002

0,226660
0,251278
0,283904
0,215484

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

JI92

1,000000
0,646626
0,168648
0,046617

1,000000
0,717398
0,186870
0,051483

1,000000
0,811075
0,211017
0,057919

1,000000
0,614476
0,160374
0,044403

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

Osemeni

Jie4

0,123310
0,047689
0,094226
0,056711

0,136544
0,052671
0,104272
0,062669

0,154076
0,059260
0,117575
0,070551

0,117299
0,045423
0,089663
0,054002

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

JI1794

0,226660
1,000000
1,000000
1,000000

0,251278
1,000000
1,000000
1,000000

0,283904
1,000000
1,000000
1,000000

0,215484
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

Cameor

0,132438
1,000000
1,000000

0,132438

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
0,016657
1,000000
0,197799

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
0,000586
0,053835
0,007746

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,000000
0,000248
0,000003
0,000019

1,000000
0,000294
0,027624
0,003903

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,000000
0,000021
0,000000
0,000002

1,000000
0,009188
0,684306
0,112635

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,006529
1,000000
1,000000
1,000000

JI92

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,016657
1,000000
0,000586
1,000000

1,000000
1,000000
0,053835
1,000000

0,197799
1,000000
0,007746
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

0,250926
1,000000

1,000000
0,250926

0,081277

1,000000
1,000000
0,081277

0,000000
0,000001
0,000000
0,000002

1,000000
0,132438
1,000000
0,041963

1,000000
1,000000
0,634594
1,000000

0,467894
1,000000
0,019725
1,000000

0,000000
0,000000
0,000000
0,000000

1,000000
1,000000
1,000000
0,992928

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,000759
0,371155
0,000027
1,000000

Embryo

Jic4

o

0,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,000248
0,000294
1,000000
1,000000

0,000003
0,027624
1,000000
1,000000

0,000019
0,003903
1,000000
1,000000

0,000000
1,000000
1,000000
0,467894

0,000001
0,132438
1,000000
1,000000

0,000000
1,000000
0,634594
0,019725

0,000002
0,041963
1,000000
1,000000

0,000000
0,000000
0,000008

0,000000 0,000000
0,343386
0,343386

0,010006 1,000000

0,000008
0,010006
1,000000

1,000000
0,000000
0,000000
0,000001

0,000000
1,000000
1,000000
0,271502

0,000000
0,684306
1,000000
1,000000

0,005501
0,000014
0,143564
1,000000

JI1794

A WO DN P WDNERPIDOWONERERIDR ONPRPI|IAE WONREPIAME WODNREPID WONPRP|ID WODN P

0,000000
1,000000
1,000000
0,006529

0,000021
0,009188
1,000000
1,000000

0,000000
0,684306
1,000000
1,000000

0,000002
0,112635
1,000000
1,000000

0,000000
1,000000
1,000000
0,000759

0,000000
1,000000
1,000000
0,371155

0,000000
1,000000
1,000000
0,000027

0,000000
0,992928
1,000000
1,000000

1,000000
0,000000
0,000000
0,005501

0,000000
1,000000
0,684306
0,000014

0,000000
1,000000
1,000000
0,143564

0,000001
0,271502
1,000000
1,000000

0,000000
0,000000
0,000452

0,000000

1,000000
0,000415

0,000000
1,000000

0,068965

0,000452
0,000415
0,068965
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Tab.4: Post hoc Bonferroniho test — porovnani zmén koncentrace flavonoidii vV osemeni a embryich mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii, a = 0,05.

Genotyp Cameor JI92 Jied JI1794
Vywojové 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
stadium

Cameor 1 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000]/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 0,080081
Cameor| 2| 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 0,107156
Cameor| 3| 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 0,765531 1,000000 0,931252 0,038850
Cameor| 4[ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 0,709654 1,000000 0,875500 0,036107
JI92 1| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Joz2[ 2| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 0,762780
Joz[ 3| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 0,479003
| Jioz[" 4[ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Osement Ji64 1| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieall 2| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieall 3| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieall 4| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,986778
JI1794 1| 1,000000 1,000000 0,765531 0,709654| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Ji794f 2| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
Ji7o4l 3| 1,000000 1,000000 0,931252 0,875500( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000

Ji7oal 4| 0,080081 0,107156 0,038850 0,036107( 1,000000 0,762780 0,479003 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 0,986778| 1,000000 1,000000 1,000000
Cameor 1 1,000000 0,001057 1,000000{ 1,000000 0,000012 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 0,003677 0,000002| 1,000000 0,119502 0,048536 1,000000
Cameor| 2| 1,000000 0,000005 0,044674| 1,000000 0,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 0,000015 0,000000| 0,720540 0,000531 0,000206 1,000000
Cameor|[ 3| 0,001057 0,000005 0,377032| 0,015017 1,000000 0,002967 0,000009| 0,003838 0,001849 1,000000 1,000000| 0,021952 1,000000 1,000000 0,013798
Cameor| 4| 1,000000 0,044674 0,377032 1,000000 0,005181 1,000000 0,086334( 1,000000 1,000000 1,000000 0,000749( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JI92 1| 1,000000 1,000000 0,015017 1,000000 0,000174 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 0,050588 0,000026| 1,000000 1,000000 0,574716 1,000000
Joz[" 2| 0,000012 0,000000 1,000000 0,005181| 0,000174 0,000034 0,000000{ 0,000044 0,000022 1,000000 1,000000| 0,000255 0,377032 0,868052 0,000159
Joz[ 3| 1,000000 1,000000 0,002967 1,000000( 1,000000 0,000034 1,000000( 1,000000 1,000000 0,010252 0,000005( 1,000000 0,310418 0,129556 1,000000
Joz2[ 4[ 1,000000 1,000000 0,000009 0,086334( 1,000000 0,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,000030 0,000000( 1,000000 0,001057 0,000410 1,000000
Embrya Jie4 1| 1,000000 1,000000 0,003838 1,000000/ 1,000000 0,000044 1,000000 1,000000 1,000000 0,013225 0,000007( 1,000000 0,391901 0,164876 1,000000
Jieal 2| 1,000000 1,000000 0,001849 1,000000( 1,000000 0,000022 1,000000 1,000000( 1,000000 0,006415 0,000003( 1,000000 0,201254 0,082878 1,000000
Jieall 3| 0,003677 0,000015 1,000000 1,000000| 0,050588 1,000000 0,010252 0,000030( 0,013225 0,006415 1,000000| 0,073298 1,000000 1,000000 0,046566
Jieall 4| 0,000002 0,000000 1,000000 0,000749( 0,000026 1,000000 0,000005 0,000000] 0,000007 0,000003 1,000000 0,000037 0,062187 0,152178 0,000023
JI1794 1| 1,000000 0,720540 0,021952 1,000000/ 1,000000 0,000255 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 0,073298 0,000037 1,000000 0,805929 1,000000
Ji7oal 2| 0,119502 0,000531 1,000000 1,000000( 1,000000 0,377032 0,310418 0,001057( 0,391901 0,201254 1,000000 0,062187( 1,000000 1,000000 1,000000
Jizoal 3| 0,048536 0,000206 1,000000 1,000000( 0,574716 0,868052 0,129556 0,000410| 0,164876 0,082878 1,000000 0,152178| 0,805929 1,000000 0,532662

Jizoal 4( 1,000000 1,000000 0,013798 1,000000( 1,000000 0,000159 1,000000 1,000000]{ 1,000000 1,000000 0,046566 0,000023| 1,000000 1,000000 0,532662

84



Tab. 5: Post hoc Bonferroniho test — porovnani zmén aktivit PPO v osemeni a embryich mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii, a = 0,05.

Genotyp

Cameor

J192

J164

J11794

Vywojové

stadium

2

3

4

4

Osemeni

Cameor

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,000000
0,000001
0,000001
0,000000

0,014430 0,074869
0,011230 0,055944
0,008593 0,041743
0,005247 0,024274

0,034269
0,026832
0,019949
0,011537

0,000875
0,000865
0,000641
0,000369

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

JI92

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000

1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

0,000386
0,000000
0,000007
0,004903

1,000000 1,000000
0,007926 0,038205
0,096948 0,564266
1,000000 1,000000

1,000000
0,018239
0,284193
1,000000

0,249697
0,000585
0,010151
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

Ji64

0,000000
0,014430
0,074869
0,034269

0,000001
0,011230
0,055944
0,026832

0,000001
0,008593
0,041743
0,019949

0,000000
0,005247
0,024274
0,011537

0,000386
1,000000
1,000000
1,000000

0,000000 0,000007
0,007926 0,096948
0,038205 0,564266
0,018239 0,284193

0,004903
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
0,035219
0,073156

1,000000 0,035219
1,000000

1,000000

1,000000 1,000000

0,073156
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

0,000325
1,000000
1,000000
1,000000

0,000014
0,175971
1,000000
0,539295

0,000274
1,000000
1,000000
1,000000

JI1794

0,000875
1,000000
1,000000
1,000000

0,000865
1,000000
1,000000
1,000000

0,000641
1,000000
1,000000
1,000000

0,000369
1,000000
1,000000
1,000000

0,249697
1,000000
1,000000
1,000000

0,000585 0,010151
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
0,000325
0,000014
0,000274

1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
0,175971 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
0,539295
1,000000

0,435739
0,020345
0,372463

0,435739

1,000000
1,000000

0,020345
1,000000

1,000000

0,372463
1,000000
1,000000

Embryo

Cameor

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

JI92

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000

1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

Jie4

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000

1,000000

1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

JI1794

AW N R WONRID WDNPR[DONRIEONRIDS WONERID WONERID WN PR

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000
1,000000 1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
1,000000

1,000000
1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000

1,000000
1,000000

1,000000

1,000000
1,000000
1,000000
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Tab. 6: Post hoc Bonferroniho test — porovnani zmén aktivit POX v osemeni a embryich mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii, a = 0,05.

Genotyp Cameor JI92 Jied J11794
Vywojove {1} {2 {3 4 {5 {6} {7} {8} {9 {10} {11} {12} {13} {14} {15} {16}
stadium

Cameor 1 1,000000 0,006658 0,000639| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000( 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
cameor|’ 2| 1,000000 0,004553 0,000428| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
cameor|’ 3| 0,006658 0,004553 1,000000| 0,006862 0,001866 0,001109 0,000258( 0,068023 0,177106 0,475025 0,338199| 0,000549 0,000235 0,000687 0,000528
cameor|’ 4| 0,000639 0,000428 1,000000 0,061415 0,018268 0,009851 0,002807( 0,495359 1,000000 1,000000 1,000000| 0,005761 0,002572 0,006260 0,004875
JI92 1{ 0,000000 0,000000 0,006862 0,061415 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Joz2[ 2| 0,000000 0,000000 0,001866 0,018268| 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Joz2[ 3| 0,000000 0,000000 0,001109 0,009851| 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
) J92f 4[ 0,000000 0,000000 0,000258 0,002807( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Osement Jie4 1{ 0,000000 0,000000 0,068023 0,495359| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal” 2| 0,000000 0,000000 0,177106 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal’ 3| 0,000000 0,000000 0,475025 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal’ 4| 0,000000 0,000000 0,338199 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JIL794 1{ 0,000000 0,000000 0,000549 0,005761] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Ji7oal 2| 0,000000 0,000000 0,000235 0,002572| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
Jizoal 3| 0,000000 0,000000 0,000687 0,006260| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000

Ji7oal 4| 0,000000 0,000000 0,000528 0,004875( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000
Cameor 1 1,000000 1,000000 0,000009| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 0,123474| 1,000000 0,756666 0,000005 0,000000
cameor|’ 2| 1,000000 1,000000 0,000001| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 0,029278( 1,000000 0,233585 0,000001 0,000000
cameor|’ 3| 1,000000 1,000000 0,004588| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 0,002278 0,000000
cameor|’ 4| 0,000009 0,000001 0,004588 0,000004 0,000006 0,000979 0,000005( 0,000002 0,000018 0,000459 0,171407| 0,001634 0,024623 1,000000 0,968855
JI92 1{ 1,000000 1,000000 1,000000 0,000004 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 0,090663| 1,000000 0,656913 0,000002 0,000000
Joz2[ 2| 1,000000 1,000000 1,000000 0,000006| 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 0,147084] 1,000000 1,000000 0,000003 0,000000
J92[" 3| 1,000000 1,000000 1,000000 0,000979| 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 0,000502 0,000000
b Joz[ 4| 1,000000 1,000000 1,000000 0,000005( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,134355| 1,000000 0,936384 0,000003 0,000000
Embryo Jie4 1{ 1,000000 1,000000 1,000000 0,000002| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,040428( 1,000000 0,314478 0,000001 0,000000
Jieal’ 2| 1,000000 1,000000 1,000000 0,000018| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 0,404162( 1,000000 1,000000 0,000009 0,000000
Jieal 3| 1,000000 1,000000 1,000000 0,000459| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 0,000224 0,000000
Jieall 4| 0,123474 0,029278 1,000000 0,171407( 0,090663 0,147084 1,000000 0,134355| 0,040428 0,404162 1,000000 1,000000 1,000000 0,090875 0,000013
JIL794 1{ 1,000000 1,000000 1,000000 0,001634] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,000841 0,000000
Jizoal 2| 0,756666 0,233585 1,000000 0,024623| 0,656913 1,000000 1,000000 0,936384| 0,314478 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 0,012515 0,000002
Ji7oal 3| 0,000005 0,000001 0,002278 1,000000| 0,000002 0,000003 0,000502 0,000003| 0,000001 0,000009 0,000224 0,090875| 0,000841 0,012515 1,000000

Ji7oal 4| 0,000000 0,000000 0,000000 0,968855( 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000/ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000013| 0,000000 0,000002 1,000000
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Tab. 7: Post hoc Bonferroniho test — porovnani zmén aktivit APX v osemeni a embryich mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii, a = 0,05.

Genotyp Cameor J192 J164 111794
Vywojové 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
stadium

Cameor 1 1,000000 1,000000 1,000000( 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Cameor " 2| 1,000000 1,000000 1,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Cameor " 3| 1,000000 1,000000 1,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
Cameor " 4( 1,000000 1,000000 1,000000 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000
JI92 1| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JI92 " 2| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jio2” 3| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000] 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
, JI92 " 4( 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Osement Jie4 1] 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal 2| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Ji64 " 3| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jie4 " 4( 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JI1794 1| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jr9al 2| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000
JI1794 " 3| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000

JI1794 " 4{ 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000]/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
Cameor 1 1,000000 1,000000 0,042442| 1,000000 1,000000 0,391269 0,578998( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Cameor " 2| 1,000000 1,000000 0,289019( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Cameor " 3| 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Cameor|’ 4{ 0,042442 0,289019 1,000000 0,006324 0,111271 1,000000 1,000000( 0,149965 1,000000 1,000000 1,000000| 0,035587 0,087738 1,000000 1,000000
JI92 1| 1,000000 1,000000 1,000000 0,006324 1,000000 0,064418 0,097936( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 0,510943 1,000000
JI92 " 2| 1,000000 1,000000 1,000000 0,111271( 1,000000 0,949571 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JI92 " 3| 0,391269 1,000000 1,000000 1,000000( 0,064418 0,949571 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 0,332025 0,764600 1,000000 1,000000
Jioz2” 4( 0,578998 1,000000 1,000000 1,000000( 0,097936 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 0,492848 1,000000 1,000000 1,000000
Embryo Jie4 1] 1,000000 1,000000 1,000000 0,149965| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Ji64 " 2| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal” 3| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000]{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Ji64 " 4( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JI1794 1] 1,000000 1,000000 1,000000 0,035587| 1,000000 1,000000 0,332025 0,492848| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JI1794 " 2| 1,000000 1,000000 1,000000 0,087738( 1,000000 1,000000 0,764600 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
Jir9al 3| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 0,510943 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000

JI1794 v 4( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000|{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
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Tab. 8: Post hoc Bonferroniho test — porovnani zmén aktivit CAT v osemeni a embryich mezi jednotlivymi genotypy a vyvojovymi stadii, a = 0,05.

Genotyp Cameor 1192 Jl64 111794
Vywojové 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
stadium

Cameor 1 1,000000 1,000000 1,000000( 0,058836 0,136057 0,551861 0,257227| 1,000000 0,118889 0,187643 0,191874| 0,092083 0,219770 0,095959 0,223266
Cameor| 2| 1,000000 1,000000 1,000000( 0,258105 0,520990 1,000000 0,947012( 1,000000 0,458695 0,704963 0,719863| 0,360133 0,714661 0,410242 0,725380
Cameor|’ 3| 1,000000 1,000000 0,810277| 0,332632 0,715792 1,000000 1,000000( 1,000000 0,626151 0,982914 1,000000( 0,485433 1,000000 0,545164 1,000000
Cameor| 4] 1,000000 1,000000 0,810277 0,000074 0,000338 0,003866 0,000713| 0,008124 0,000289 0,000491 0,000504| 0,000216 0,001302 0,000130 0,001326
Ji92 1{ 0,058836 0,258105 0,332632 0,000074 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Joz2f 2| 0,136057 0,520990 0,715792 0,000338| 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jioz2[” 3| 0,551861 1,000000 1,000000 0,003866| 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
i Jio2[” 4] 0,257227 0,947012 1,000000 0,000713| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Osemeni Ji64 1{ 1,000000 1,000000 1,000000 0,008124| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal” 2| 0,118889 0,458695 0,626151 0,000289| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal” 3| 0,187643 0,704963 0,982914 0,000491| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal 4] 0,191874 0,719863 1,000000 0,000504| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JI1794 1{ 0,092083 0,360133 0,485433 0,000216| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jiroal” 2| 0,219770 0,714661 1,000000 0,001302| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
Jiroal’ 3| 0,095959 0,410242 0,545164 0,000130| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000

Jizeal 4] 0,223266 0,725380 1,000000 0,001326| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
Cameor 1 1,000000 0,017914 1,000000( 1,000000 1,000000 0,026687 1,000000| 1,000000 0,069031 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 0,091743 1,000000
Cameor| 2| 1,000000 0,099935 1,000000( 1,000000 1,000000 0,151451 1,000000| 1,000000 0,403683 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 0,539412 1,000000
Cameor| 3| 0,017914 0,099935 1,000000| 0,352819 0,904058 1,000000 1,000000| 0,012696 1,000000 1,000000 1,000000( 0,045849 0,563165 1,000000 1,000000
Cameor|’ 4] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 0,790335 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Ji92 1{ 1,000000 1,000000 0,352819 1,000000 1,000000 0,537110 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jo2f 2| 1,000000 1,000000 0,904058 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jioz2[” 3| 0,026687 0,151451 1,000000 1,000000( 0,537110 1,000000 1,000000| 0,018830 1,000000 1,000000 1,000000| 0,069031 0,856583 1,000000 1,000000
Emb Jioz2” 4] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 0,952648 1,000000 1,000000 1,000000/ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
moryo Ji64 1{ 1,000000 1,000000 0,012696 0,790335| 1,000000 1,000000 0,018830 0,952648 0,048260 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 0,063992 0,806878
Jieal 2| 0,069031 0,403683 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 0,048260 1,000000 1,000000| 0,182204 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal” 3| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000{ 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
Jieal” 4] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000
JI1794 1{ 1,000000 1,000000 0,045849 1,000000| 1,000000 1,000000 0,069031 1,000000| 1,000000 0,182204 1,000000 1,000000 1,000000 0,243213 1,000000
Ji7oal 2| 1,000000 1,000000 0,563165 1,000000| 1,000000 1,000000 0,856583 1,000000( 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
Jizoal’ 3| 0,091743 0,539412 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000( 0,063992 1,000000 1,000000 1,000000( 0,243213 1,000000 1,000000

Jn79a” 4] 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000 1,000000 0,806878 1,000000 1,000000 1,000000| 1,000000 1,000000 1,000000
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