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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:
Zpracovani literarni reSerSe na téma:
e Stavba, vyvojova stadia a metabolické pfemény v priibéhu vyvoje semene hrachu
seté¢ho (Pisum sativum L.).
e Metabolismus oxidu dusnatého, reaktivnich forem dusiku a polyamind a jejich
role ve vyvoji semene.
e Enzymy zapojené do metabolismu reaktivnich forem dusiku a polyaminti.

e Charakteristika studovanych genotypt hrachu setého.

Prakticka cast:
Stanovit a porovnat:
e aktivity vybranych enzymu zapojenych do metabolismu NO, RNS a polyamint
(aminoaldehyddehaydrogenasa, diaminooxidasa, S-nitrosoglutathionreduktasa).
e koncentrace S-nitrosothiold a proteint.

v osemeni ¢tyt genotypu hrachu setého (Cameor, J192, J164, J11794).



1 UVOD

Hrach sety (Pisum sativum L.) je jedna z nejstarSich domestikovanych plodin, ktera hraje
vyznamnou roli v mnoha odvétvich. Pro jeho velky vynos semen, obsahujicich mnoho
vyznamnych Zivin, zejména proteinii, je nedilnou soucasti potravy cloveka
I hospodarskych zvitat.

Vyvoj semen hrachu, jejich nasledné dozravani a rust je zavisly na mnoha faktorech.
Vyvoje se ucastni nespocet latek a metabolickych pochodi, které mohou byt zavislé na
vnéjSich podminkach, jako je naptiklad svétlo, teplota, ro¢ni obdobi, dostupnost a slozeni
zivin atd. Vyvoj semen je podminén i genetickymi predispozicemi a je regulovan
a zprostfedkovavan mnoha metabolickymi drahami, jejichz nedilnou soucasti je
pfitomnost enzymi. Ty zajistuji regulaci jiz zminénych metabolickych drah a adaptaci
semen na aktudlni podminky.

Mezi enzymy, ucastnici se vyvoje semen patii 1 studované enzymy
aminoaldehyddehydrogenasa (AMADH), diaminooxidasa (DAO)
a S-nitrosoglutathionreduktasa (GSNOR). Tyto enzymy se ucastni metabolismu
polyaminu a reaktivnich forem dusiku, jako je napt. oxid dusnaty (NO), peroxynitrity
(ONOO"), S-nitrosoglutathion (GSNO), nitrosothioly (SNO) a dals8i. Reaktivni formy
dusiku (RNS) plni funkci signalnich molekul, které mohou ptimo regulovat odpovédi
rostlin nebo diky jejich reaktivité interagovat s proteiny a ovliviiovat tak jejich strukturu
a funkci. Dalsi roli RNS je udrzovani redoxni rovnovahy skrze regulaci antioxida¢nich
enzymi. Ve vétsim mnozstvi mohou zptsobovat nitrooxidacni stres. NO a RNS maji vliv
také na dormanci, jeji prolomeni a klic¢eni.

Béhem dormance je pozastaven proces piemény embrya na kli¢ni rostlinu. Tento
proces umoziuje uchovani embrya do té doby, kdy jsou podminky pro rast ideélni.
V ptipadé zeméde€lskych plodin je nezadouci, aby tento proces byl pfilis dlouhy. Je
idealni, aby semeno bylo schopno kli¢it v co nejkratsi a nejvhodné&;jsi dobé. Proto piirodni
1 lidskou selekci a Slechténim vznikaly nedormantni odridy. Fyzikalni dormance u hrachu
se vyznacuje tvrdym osemenim nepropustnym pro vodu. Ke kliceni u dormantnich druhti
dochazi az po mechanickém naruSeni osemeni plidnimi c¢asticemi, plisobenim
mikroorganismi, piisobenim teplot nebo poZitim a prichodem semene zaZivacim traktem

zivoc¢ichu.



2 SOUCASTNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Vznik a vyvoj semene hrachu
Hrach sety patii mezi krytosemenné rostliny, které se vyznacuji dvojitym oplozenim
(Bewley a Black, 1994). Jedna spermaticka bunka splyva s oosférou za vzniku zygoty,
zatimco druha se slucuje s centralni bunikou zarode¢ného vaku, ze které posléze vznika
endosperm. Z jednobunééné zygoty vznika suspenzor a embryo. Oplozené vajicko diky
dvojitétmu oplozeni obsahuje pletiva sriznym jadernym genomem, kdy embryo
obsahuje polovinu matetského a polovinu otcovského genomu a endosperm cely
matefsky a polovinu otcovského genomu. Tvorbu endospermu a vyvoj embrya doprovazi
pfeména vajicka v semeno (Pavlova a Fischer, 2011).

Vyvoj semene hrachu byl sledovan v mnoha riiznych studiich, za riznych podminek
a na nékolika genotypech hrachu. AZ v roce 1975 bylo vytvotfeno obecné schéma vyvoje
abylo potvrzeno vyzkumem Hedleyho a Ambrose (1980), ktefi analyzovali vyvoj
nékolika genotypt hrachu za shodnych podminek. Podle vysledki této studie, semeno
prochézi ttemi rychlymi ristovymi fizemi odd€lenymi dvéma lag fazemi. V prvni fazi
jde o rychly rlst endospermu a osemeni. Nasleduje prvni lag faze, kdy je pozorovano
pozastaveni ristu osemeni a endospermu. Po lag fazi nasleduje druhd faze rustu tykajici
se ristu embrya a koncici ukoncenim embryogeneze. Ve druhé lag fazi je endosperm
témét absorbovan a osemeni prichazi do kontaktu s embryem. V ramci tieti faze ristu
dochazi hlavné k expanzi bun¢k a dozravani semene (Gorecki et al., 2001; Weber et al.,
2005).

Vyvoj semene, stejné jako rust, je rozdélen do tii fazi. V prvni (rané) fazi dochazi
K bunéénému dé€leni. Ve druhé fazi (maturace) bunky déloh expanduji a do zasobnich
pletiv jsou ukladany zasobni latky (Skrob a proteiny). Posledni fazi vyvoje je faze, kdy
dochazi k desikaci, tedy ke snizovani obsahu vody (Weber et al., 2005).
2.2 Struktura semene hrachu
Semeno hrachu (Obr. 1) je tvofeno 3 hlavnimi pletivy — osemenim (testa), endospermem
aembryem (Obr. 2). Testa (osemeni) je mateiské pletivo vznikajici z obald vajicka
(intergument), které obklopuji embryo, béhem raného stadia vyvoje semene plni funkci
vyzivné tkan¢ a distribuuje ziviny z matetské rostliny skrze endosperm do vyvijejiciho se
embrya (Murray, 1987). Po zaniknuti endospermu je osemeni V piimém kontaktu
Sembryem a ziviny jsou transportovany specializovanymi transferovymi buiikami.

Ve fazi, kdy je semeno zralé a zacina ztracet vodu, jsou vrstvy osemeni stlaCeny embryem
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a akumuluji se v nich latky jako je lignin, suberin, kutin, kalosa a taniny. V suchych
semenech plni osemeni funkci mechanické bariéry, kdy chrani embryo pied biotickymi
I abiotickymi Vlivy, které by ho mohly néjakym zptsobem poskodit (Gorecki et al.,
2001).

Endosperm je triploidni pletivo, které v raném stadiu vyvoje semene plni funkci
docasného zdroje vyzivy, vytvari prostor pro rust embrya a propojuje matetské pletivo
s vznikajicim embryem. ZajiStuje homeostatické prostfedi pro vyvoj embrya.
V semenech hrachu velikost endospermu s rostoucim embryem rychle klesa a endosperm
postupné zanika (Melkus et al., 2009).

Nejvetsi ¢ast semene tvoti embryo. Jeho soucasti jsou dvé délohy a embryonalni 0sa
tvofena stonkovym a kofenovym pélem (Obr. 1). V rané fazi je embryo vyZzivovano
pomoci endospermu, po jeho zaniku jsou Ziviny doddvany osemenim. V pozd¢jSich

fazich vyvoje je embryo organem, kde jsou ukladany zasobni latky (Gorecki et al., 2001).

Osemeni (Testa)

Plumula

Hypokotyl

Radikula

Délohy
Embryonalni osa

Pisum sativum

Obr. 1 Struktura semene hrachu (pfevzato a upraveno z Finch-Savage a Leubner-Metzger, 2006).
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2.2.1 Vyvoj endospermu

Jak jiz bylo vy$e zminéno, endosperm je triploidni pletivo v ranych stadiich vyvoje semen
zprostiedkovavajici transport zivin z matetské rostliny do embrya. Bylo také zjisténo, Ze
obsahuje mnoho geni, které maji efekt na vyslednou velikost semene a také to, ze tyto
geny pochazeji primarné z mateiské rostliny (Melkus et al., 2009).

V rané fazi vyvoje tvoii endosperm hrachu pohyblivé, proliferujici pletivo obklopujici
embryo a suspenzor (Obr. 2A). Endosperm se postupné zvétSuje az vypliiuje vétSinu
embryonalniho vaku a tvofi embryondlni vakuolu, kterd je v pozdéjsi fazi vyvoje
obklopena bunécnou sténou. Embryo v rané fazi vyvoje plave v endospermalni vakuole
tvofici mechanickou obranu proti tlaku vyvolanému osemenim. Embryo je
s embryonalnim vakem propojeno skrze suspenzor, ktery v rané fazi zajiStuje vyzivu
embrya z matetského pletiva (Obr. 2B). V pribéhu rustu embrya je suspenzor od
embryonalniho vaku oddélen, postupné mizi a funkci distribu¢niho organu plni
endosperm (Obr. 2C). Jednotliva stadia vyvoje byla zaznamenana pomoci NMR a byl
vytvoren digitalni model (Obr. 2) (Melkus et al., 2009). Prostiednictvim endospermu je
embryu z matefského pletiva dodavana sacharosa a aminokyseliny. V dalsi fazi vyvoje,
kdy je v embryu vyvinut sink (misto kde jsou transportovany a ukladany metabolity), se
metabolismus v endospermu zpomaluje a rostouci embryo vyplituje misto, které bylo
puvodné zaplnéno endospermem. Kapalnd ¢ast endospermu vymizi a zlstava pouze
pfechodny endosperm, ktery zabrafiuje kompetici 0 ziviny a prostor s matefskym

pletivem (Melkus et al., 2009).

Obr. 2 Digitalni model semene hrachu ve 3 vyvojovych stadiich. s — suspenzor, sc — osement,
en — endosperm, e —embryo (pievzato z Melkus et al., 2009).
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2.2.2 Embryogeneze

Splynutim spermatické bunky s oosférou vznika zygota obsahujici veskerou genetickou
informaci pro vznik embrya. Zygota se v prvni fazi vyvoje déli asymetricky piepazkou
kolmou k ose mikropyle (otvor klovy) na bunku apikalni a bazalni a v této fazi je
nazyvana proembryo. Z buiiky apikalni se vyviji embryo a z bunky bazalni suspenzor.
Nasleduje embryogeneze (vyvoj embrya), ktera je obvykle rozdélena na 3 faze: ¢asnou,
stiedni a pozdni (Pavlova a Fischer, 2011).

Embryogeneze zacind bunéénym délenim. Ve stadiu, kdy je embryo tvofeno 8-16
bunikami dochazi k funkéni diferenciaci bunék tvoficich povrch embrya na protoderm.
Ten je zakladem epidermis nadzemni ¢ésti rostliny. V raném stadiu vyvoje dochézi ke
vzniku transferovych bunék, které jsou dulezitou soucasti transportu zivin. U bobovitych
rostlin transferové bunky vznikaji regionalni diferenciaci protodermu (Borisjuk et al.,
2002; Weber et al., 2005). Vnitini buiiky embrya tvoii centralni meristém. Nasleduje
globularni stadium, které je charakteristické polarizaci embrya, kdy smérem
k endospermu vznika stonkovy pél (epifyza) a smérem k suspenzoru kofenovy pol
(hypofyza), tyto buiiky se prestavaji délit a jejich bunécny cyklus se vyrazné prodluzuje.
V dalsich stadiich vyvoje se pocty buné¢k mohou zvétsit jejich délenim a mohou se ptidat
pfiléhajici derivaty centralniho meristému, coz vede ke vzniku promeristému (Pavlova
a Fischer, 2011).

Na konci globularniho stddia se na okrajich apikalni ¢asti embrya diferenciuji
dvé skupiny intenzivné se délicich bunék, ze kterych posléze vznikaji dvé délohy
a embryo prechdzi z globularniho stadia do srd¢itého. Toto stadium je oznacovéano jako
pfechodné. Dochazi k déleni bungk, jejich diferenciaci, prodluZzovani bunééného cyklu,
tvorbé cytoplazmatickych domén atd. (Pavlova a Fischer, 2011). Tento proces je
ovliviiovan hormony (Nambara a Marion-Poll, 2003; Swain et al., 1995) a sacharidy
(Ambrose etal., 1987) iniciovanymi signalnimi drahami, které spousti zrani semene
(Weber etal., 2005). Prodluzovanim transverzaln¢ délenych bunék stfedni oblasti
embrya ve sméru epifyza-hypofyza vznikd hypokotyl. Uspofadanim bun¢k do fad vznika
prokambium, ze kterého v postembryonalnim vyvoji se vytvari centralni valec kotene,
hypokotyl a stonek. Z bun¢k mezi prokambiem a protodermem vznika zakladni meristém
(zaklad primarni kiry). Céast bunék zakladniho meristému ziistava uprostfed prokambia

a podili se na vzniku dfené. ZvétSovani embrya v této fazi je zplisobeno nejen délenim
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ale i zvétsovanim bungk. Stadium, kde jsou vyvinuty délohy a embryo je prodlouzeno ve
sméru epifyza-hypofyza se nazyva embryo torpédovité (Pavlova a Fischer, 2011).
Nasleduje faze dozravani, kdy je embryo pfipravovano k dormanci. V tomto stadiu se
v embryu, pfedev§im v délohach, zacinaji syntetizovat a ukladat zasobni latky, dochazi
ke ztraté¢ vody (desikaci) a v embryu je zvysena tvorba ochrannych proteini LEA (late
embryogenesis abundant protein). LEA proteiny jsou latky hydrofilni povahy ve velké
mife akumulovany v pletivech semen tolerantnich k desikaci hlavné v pozdéjsich fazich
vyvoje semene, které postupné Vymizi béhem kliceni. Plni obrannou funkci v priabéhu
dehydratace semen. Exprese LEA proteind, kterd je v mnoha ptipadech zavisla na
kyselin¢ abscisové (ABA), probiha také pii vystaveni vegetativnich pletiv nedostatku
vody vyvolanému stresovymi faktory jako je sucho, zvySena koncentrace soli, nizké
teploty (Grelet et al., 2004). Pfi dozravani klesa metabolicka aktivita Semene a snizuje se
transkripce, translace a respirace. Dozravani embrya je doprovazeno zménami hladin
fytohormoni, stoupa hladina kyseliny abscisové, klesa aktivita cytokinint, giberelint
a auxint. Hladina PA se v prib&hu vyvoje semene postupné zvySuje a jejich zapojeni
Vv procesu kliceni bylo potvrzeno zjisténim, ze exogenni PA urychluji proces kli¢eni
(Khan et al., 2012). Za zralé embryo je povazovano to, ze kterého po dormanci za

vhodnych podminek vznika sporofyt (Pavlova a Fischer, 2011).

2.2.3 Kontrola embryonalniho vyvoje

Béhem embryonalniho vyvoje jsou pozorovany zmény strukturdlni a morfologicke, ale
také zmény akumulace a distribuce metabolitli, podle kterych mize byt rozpoznavano
stadium vyvoje. Dozravani semen je obecné ovlivnéno signalnimi drdhami zahrnujicimi
sacharidy, ABA a proteinovou kinasu SnRK1 (Brocard-Gifford et al., 2003). Ptikladem
je nizs§i obsah glukosy v nediferenciovanych, nezralych oblastech, ktery je spojovan
S mirou mitotické aktivity. Zralé oblasti, ve kterych je akumulovéan Skrob, se vyznacuji
nizkou hladinou glukosy. Hladina ATP v délohach se béhem zrani embrya zvySuje
(Borisjuk et al., 2003).

Dalsim sledovanym parametrem je hladina sacharosy. Mlada embrya obsahuji velmi
malé koncentrace tohoto sacharidu, zatimco dozravajici pletiva s elongacni a akumulacni
aktivitou obsahuji sacharosu V nejvysSich koncentracich. Sacharosa funguje jako
transportni a zasobni cukr, ale také jako signalni molekula spoustéjici expresi genil
a procesy spojené s ukladanim Zivin. Reguluje hladiny enzymu jako je sacharosasyntasa
(EC 2.4.1.13), ADPG-pyrofosforylasa (EC 2.7.7.27), sacharosafosfatsynthasa
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(EC 2.4.1.14) a fosfoenolpyruvatkarboxylasa (EC 4.1.1.31) (Golombek et al., 1999), je
soucasti regulacni sit¢ kontrolujici diferenciaci semene. Pfeména hexos na sacharosu
iniciuje zrani embrya (Weber et al., 2005).

V procesu dozravani hraje také velmi dalezitou roli kyselina abscisova (ABA) (Obr. 3)
(Nambara a Marion-Poll, 2003). Reguluje Sirokou Skalu odpovédi na vnéjsi stresové
podminky (Weber et al., 2005). Zastoupeni ABA se v riznych fazich vyvoje a riznych
Castech embrya lisi. Prikladem je n€kolikrat vyssi hladina ABA v 0se embrya ve srovnani
s délohami. Hladiny ABA jsou béhem raného embryonalniho vyvoje nizké, ale v priabéhu
dozravani se zvysuji a koreluji s vyvojovym stadiem semene. ZvySovani hladiny ABA
v prub¢hu dozravani indukuje expresi cyklin-dependentniho kinasového inhibitoru
zpusobujiciho pozastaveni buné¢ného cyklu. V signalizaci ABA béhem vyvoje semen je
zapojeno mnoho riznych gend a druhych posla jako jsou fosfolipasy,
proteinkinasy/fosfatasy, mitogenem aktivované kinasy, SnRK1, fosfolipidy, reaktivni
formy kysliku a oxid dusnaty (Hirayama a Shimozaki, 2007). Radchuk et al. (2010)
zjistili, ze aktivita ABA v semenech hrachu je ¢aste¢né ovliviiovana prostiednictvim
SnRK1 kinas. Jejich nedostatek vede k neefektivnimu vyuzivani sacharosy a sniZeni
hladiny ABA. To vede kniz§imu obsahu metabolit, naruseni metabolickych toku
a vysledkem je sniZeni sily sinku embrya.

Regulace embryogeneze probiha také prostfednictvim fosforylace proteinti (Weber
etal,, 1996), pomoci které jsou regulovany napt. aktivity enzymi v souvislosti
s energetickym stavem. Nizky energeticky stav vede ke snizovani toku metabolitti. Tento
zpusob regulace je propojen se signalnimi drahami cukri, kdy naptiklad béhem ptechodu
ze stavu s vysokou hladinou hexosy do stavu s vysokou hladinou sacharosy dochazi
K inaktivaci sacharosafosfatsynthasy pomoci fosforylace, v disledku toho je zvysSen

energeticky stav a snizena hladina adenosinmonofosfatu (AMP) (Weber et al., 2005).

Obr. 3 Strukturni vzorec kyseliny abscisové (vVytvoieno v ChemSketch).
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2.2.4 Struktura a funkce osemeni.
Mezi hlavni funkce osemeni patii:
1) Produkce, transport a pfijem metabolitd potiebnych pro vyvoj zygoty, véetné
vnitini konverze metabolitl, transportu asimilétti a fotosyntézy.

2) Pienos informaci o okolnim prostiedi.

3) Ustaveni dormance.

4) Mechanicka ochrana embrya.

5) Napomaha pfi rozsifovani semen (Smykal et al., 2014).

Vyvoj osemeni je pied oplozenim pozastaven pomoci aktivnich polycomb proteind,
k jejichz expresi dochazi v mateiském pletivu obklopujicim vaji¢ko. Po oplozeni dochazi
K uvolnéni této represe a zacina vyvoj osemeni (Rozsak a Kohler, 2011). Osemeni vznika
z L1 sporofytické vrstvy obklopujici vajicko (Schneitz et al., 1997). Diferenciace
osemeni z vajecnych oball je doprovazena nejvyraznéjSimi zménami na bunééné trovni.
V tomto stadiu vznikéd systém regulacnich siti koordinujicich rast vnéjSich a vnitinich
vrstev (integumentd) obklopujicich vajicko (Skinner et al., 2004). Vnitini vrstva
Vv pribéhu vyvoje témer mizi, vnéjsi vrstva produkuje nékolik rtiznych vrstev bunék,
ze kterych se poté tvoii osemeni (Smykal et al., 2014).

Svrchni vrstva osemeni je tvoiena jednou vrstvou makrosklereid (Obr. 4). V ranych
vyvojovych stadiich obsahuji hustou cytoplazmu a nékolik malych vakuol. V dalsim
stadiu jsou az 4-nasobn¢ prodluzovany vzhledem Kk jejich pivodni délce a dochazi k jejich
diferenciaci v palisadu makrosklereid (Malphigiho buiiky) s nerovnomérné zesilenymi
bunéénymi sténami (Van Dongen et al., 2003). Makrosklereidy jsou prodlouzeny kolmo
k povrchu semene (Obr. 4). Vngjsi ¢asti bunécéné stény makrosklereid (tzv. ,,terminal
caps®) jsou zesileny a pokryty kutikulou. Tvar této ¢asti spolu s kutikulou a voskovymi
depozicemi uruji textruru povrchu osemeni (Van Dongem et al., 2003). Cast
makrosklereid oddé€lujici jejich vrcholovou ¢ast od Casti bazalni nazyvame linea lucida
(light-line, svétla linie) (Obr. 4). Jeji vzhled je odvozen od lokalnich variaci refrakénich
indexti a barvivosti pripisované modifikacim v ukladani polysacharidli a impregnaci této
oblasti bunécné stény. Velikost svétlé linie ovliviiuje nepropustnost osemeni (Smykal
etal., 2014). Vn¢jsi vrstva osemeni vytvaii fyzikalni bariéru mezi semenem a okolnim
prostfedim. Tvoii tak ochranu i proti virim a bakteriim. Integrita povrchové vrstvy
osemeni je velmi dualezita pro kvalitu semen a schopnost uklddani zivin a dozravani

semene (Radchuk a Borisjuk, 2014).
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Pod vrstvou makrosklereid je vrstva tvofena tlustosténnymi osteosklereidami (Obr. 4)
(Moise et al., 2005). V ranych stadiich jsou bunky této vrstvy podobné piilehlym
parenchymatickym buiikdm, ale pozdéji se diferenciuji na osteosklereidy (,,hourglass
cells*) (Corner, 1951). Po dosazeni jejich finalni velikosti a tvaru zaéinaji tyto buiky
zvétSovat bunécnou sténu. Soucésti této vrstvy jsou mezibunééné prostory naplnéné
vzduchem vzniklé béhem diferenciace osemeni. V misté a okoli hila (pupek) vrstva
osteosklereidi splyva s tlustosténnymi parenchymatickymi butikami.

Nejspodngéjsi ¢ast osemeni je tvofena parenchymatickymi bunikami (Obr. 4), které jsou
rozdéleny do vrstev: chlorenchym, parenchym a rozvétveny parenchym. Parenchym je
charakterizovan velkymi mezibunéénymi prostory, které jsou jesté vétsi v rozvétveném
parenchymu. Tyto mezibunééné prostory jsou dulezité pro translokaci kysliku
(Van Dongen et al., 2003; Radchuk a Borisjuk, 2014). Chlorenchym je tvofen velkymi

buitkami obsahujicimi chloroplasty.

kutikula
light line

makrosklereidy

osteosklereidy

rozloZené
parenchymatické
vrstvy

Obr. 4 Struktura osemeni bobovité rostliny Fabaceae (pfevzato a upraveno ze Smykal et al.,
2014).
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Ve vyvijejicich se semenech probihd fotosyntéza v omezené mite a hypoxie uvniti
semen indukuje, ze probiha v mensi mife nez respirace. Fotosyntéza v osemeni fixuje
CO; a vytvaii kyslik, ¢imz se zmirfiuje hypoxie uvnitt semene (Greenway a Gibbs, 2003).
Transport zivin a jejich skladovani v endospermu zavisi do znacné miry na energii
ziskané respiraci, a tedy i na stalém piisunu fotosynteticky odvozeného kysliku (Melkus
et al., 2011). Bylo dokazano, ze proces skladovani sacharosy ve formé Skrobu je
stimulovan svétlem a piisunem kysliku (Gifford a Bremmer, 1981). Vysokd mira
respirace osemeni spolu s nizkou propustnosti pro CO2 pfispiva ke zvyseni koncentrace
oxidu uhli¢itého v semenech. Vysoka koncentrace CO: zvySuje aktivitu enzymu
fosfoenolpyruvatkarboxylasy (EC 4.1.1.31; PEPC), ktery je zodpovédny za refixaci CO2
(Wager, 1974) a tak za snizovani jeho ztrat. Refixace CO2 je také kontrolovana pomoci
aktivity enzymu ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy (EC 4.1.1.39, RuBisCo) bé&hem
fotosyntézy (Goffman et al., 2004). Nicméné& mira fotosyntézy v osemeni je velmi mala.
Fotosyntetickd aktivita osemeni je pravdépodobné zachovana kviili adaptaci na vngjsi
prostiedi (zachyceni a zpracovani svétla) (Radchuk a Borisjuk, 2014).

Druh4 vrstva parenchymu se podobé chlorenchymu, ale obsahuje méné chloroplasti.
Rozvétveny parenchym, tvofeny malymi bunikami nepravidelného tvaru, je
charakteristicky rozsahlymi mezibunéénymi prostory, které se v priabéhu zvétSovani
déloh zmensuji az do stadia, kdy se embryo dotykéd osemeni. Parenchymatické bunky jsou
stlaeny a spolu se zbytky bunéénych stén embryondlniho vaku tvofi zaklad hranicni
vrstvy mezi osemenim a délohami (Van Dongen et al., 2003).

Diky roli v pribéhu embryonalniho vyvoje je parenchymatickd vrstva oznacovéana
také jako nutrini vrstva. V parenchymatické tkani je rozvétven cévni systém. V ptipadé
hrachu jde o pomérn¢ jednoduchy systém s jednim chalazalnim cévnim svazkem (Smykal
et al.,, 2014), ktery transportuje do vyvijejictho se osemeni Ziviny a asimilaty
produkované matetskou rostlinou. Tento cévni svazek se déli do dvou kratkych vétvi,
které obsahuji pouze floém a vedou paralelné k radikule. Chalazalni cévni svazek je
tvofen centralnim xylémem obklopenym floémovymi elementy (Van Dongen et al.,
2003). Timto zplUsobem jsou z mateiské rostliny ptedavany hormonalni signaly
a informace pfendsené pomoci RNA a proteint. Parenchymatické buiiky jsou vzajemné
propojeny plazmodesmaty a tvoii tak symplastické domény usnadiujici pohyb malych
molekul cukrt a peptidi (Radchuk a Borisjuk, 2014).

V chalazalni oblasti se nachazi hilum (pupek) tvofené ovalnou jizvou, kterd je

pozustatkem ptvodniho napojeni vajicka k matefské rostliné prostfednictvim poutka
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(funikulus). Uprostied pupku se nachazi Stérbina (hilar groove), ktera slouzi k regulaci
vlhkosti. Stérbina se otevira v piipadg, Ze je relativni vlhkost vzduchu nizka a dochazi
diky tomu k vysychani semene. V pifipad¢ vysoké relativni vlhkosti vzduchu je Stérbina
zaviena, aby nedochazelo k absorpci vihkosti semenem (Smykal et al., 2014).

Na opacném polu vajicka, oznaCovaném jako mikropylarni pol, je umistén otvor klovy
(mikropyle), kterym po opyleni prorista pylova lacka do zarode¢ného vaku. (Smykal
etal., 2014).

Koordinovany vyvoj vnitiniho a vnéjSiho integumentu (obal vajicka) je regulovan
pomoci lokalni exprese n¢kolika transkripénich faktorti. Rana stadia vyvoje embrya jsou
kontrolovana matetrskou rostlinou, ktera s dcefinou tkani komunikuje prostfednictvim

osemeni a endospermu (Smykal et al., 2014).

2.3 Desikace a dormance

V pribéhu desikace dochazi k velkému tbytku vody a vysychani semen (Obr. 5)
(Kermode a Finch-Savage, 2002). Nizka hladina kysliku (hypoxie) pti desikaci mutze
zmirnit oxida¢ni poskozeni membran a enzymu a vést tak k dlouhovékosti semen
(Borisjuk a Rolletschek, 2009). U vysychajicich semen je aktivni metabolismus
a transkrip¢ni aparat vyZadujici energii. Pfechod semene z faze ukladani do faze desikace
je doprovazen mnoha zmé&nami na irovni genové exprese. Béhem desikace dochézi k fadé
biologickych procest, které ptredchazeji kliceni semen. V priab&hu desikace
jsou akumulovany disacharidy a oligosacharidy, sekundarni metabolity (tokoferoly
a flavonoidy), kyselina y-aminomaselna (GABA), sukcinat, fumarat, aminokyseliny
a volné mastné kyseliny. Rafinosové oligosacharidy stabilizuji membrany a chrani tak
bunky, dale jsou zdrojem substrati pro vytvotreni energie béhem kli¢eni (Blochl et al.,
2007) a jsou soucasti procesu odstraniovani hydroxylovych radikala (Nishizawa et al.,
2008). Béhem desikace dochazi také k degradaci zhruba 15% oleji syntetizovanych
béhem faze ukladani (Angelovici et al., 2010).
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Obr. 5 Procesy probihajici v prub&hu vyvoje semene a zmény v obsahu vody, suché vaze a mife
respirace tyto procesy doprovazejici (pfevzato a upraveno z Plant Physiology and Development
sixth edition, 17.2.2021).

Fyziologicky stav suchych semen se méni béhem poskliziiového dozravani (after-
ripening) a je zavisly na teploté a vlhkosti (Probert, 2000). Piedpoklada se, Ze pfi
poskliziiovém dozravani dochazi k oxidaci proteint reaktivnimi formami kysliku (ROS).
Semeno je zavislé na pfitomnosti malych antioxida¢nich molekul, které jej chrani pfed
oxida¢nim poSkozenim. Hlavni roli pravdépodobné hraje glutathion (GSH), ktery po
oxidaci ROS tvoii dimer GSSG (Kranner a Grill., 1993). Dalsim antioxidantem je
tokoferol, ktery chrani membrany proti lipidové peroxidaci (Sattler et al., 2004).
V suchych semenech je skladovano velké mnozZstvi mRNA oznafovanych jako
dlouhoveké transkripty, které zajistuji preziti béhem dormance (Rajjou et al., 2004).
Vétsina ulozenych mRNA nese informace skupiny zasobnich LEA proteinti (Weitbrech
etal., 2011).

Jako dormance je oznacovana fyziologicka adaptace semen na environmentalni
heterogenitu (Smykal et al., 2014). Béhem dormance je pozastaven proces premény
embrya na kli¢ni rostlinu. Tento proces umoznuje uchovani embrya do té doby, kdy jsou
podminky pro rust idealni (Moise et al., 2005). Suché dormantni semeno je dobie
vybaveno pro preziti po delsi dobu za neptiznivych podminek. Dormance je kontrolovana
nékolika faktory, jako je svétlo, teplota, doba skladovani osiva. Dormance a kli¢eni jsou
ustavovany pomoci spoluplisobeni rustového potencidlu embrya a omezeni danych

pletivy obklopujicimi embryo (Koornneef et al., 2002). V ramci ¢eledi bobovité je
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typicka tzv. fyzikalni dormance (tvrdosemennost), kterd je kontrolovana prosttednictvim
tloustky, impregnace a struktury povrchu osemeni a geneticky je fizena az tfemi lokusy
genu (Weeden, 2007). Dormantni semena se¢ stavaji propustna pro vodu aZz po
mechanickém naruSeni osemeni pudnimi Casticemi, pusobenim mikroorganismd,
pusobenim teplot nebo pozitim a prichodem semene zazivacim traktem zivocicht
(Baskin a Baskin, 2000). Fyzikalni dormance plni ochrannou funkci proti predatorim
a patogentim (Smykal et al., 2014).

2.4 Kiliceni

Proces kliceni muze byt rozdélen do nékolika stadii. Zacina za ptiznivych podminek, kdy
sucha semena piichazi do styku s vodou. V raném stadiu kliceni dochazi k rychlému
nasavani vody (imbibice), béhem kterého semeno bobtna a méni svou velikost a tvar
(Robert et al., 2008), nasledovanému plateau fazi (nedochazi ke zménam). Hlavni roli pii
pfijmu vody hraje permeabilita osemeni. Nasdvani vody doprovazi masivni ztrata
bunécnych roztoki, coz muze urychlovat klieni snizovanim koncentrace inhibitort
napt. ABA (Matilla et al., 2005) a je také dikazem poskozeni membran a bunéénych
soucasti zpisobenym rychlou nehomogenni rehydrataci (Powell a Metthews, 1978). Po
zastaveni piijmu vody a zmén velikosti semene nastavaji dal$i dvé faze pfijmu vody
ukoncené az vznikem kli¢ni rostliny. Tyto procesy doprovazi dalezit¢é metabolické
zmény. U planého hrachu nastava treti faze pfijmu vody az po naruseni osemeni.
V prubéhu kliceni dochdzi k elongaci bunék. Po ukonceni bobtnani jsou v§echny zmény
tvaru a velikosti semene zplsobeny prodluZzovanim bunék. Kliceni je dokonceno po
proniknuti radikuly krycimi vrstvami embrya, coZ je nasledovano vznikem kli¢ni rostliny.
Tento posledni krok kliceni je fizen podilem ABA/GA (k. abscisova/gibereliny). Hladiny
ABA se snizuji a dochazi k poruseni osemeni. Nasleduje zvySeni hladiny GA, je
zvySovan rustovy potencidl embrya a dochazi k aktivaci hydrolytickych enzymu

zeslabujicich ochranna pletiva (Weitbrecht et al., 2011; Arc et al., 2013).

2.5 Reaktivni formy dusiku

Reaktivni formy dusiku (Tab. 1), jako je napt. i oxid dusnaty (NO) jsou zapojeny Vv téméf
vSech fyziologickych rostlinnych procesech, poc¢inaje prolomenim dormance a klicenim
semen pfes vyvoj, starnuti, pohyb stomat, zrani plodd, reprodukci az k mechanismiim
odpoveédi na biotické a abiotické stresové podminky (Domingos et al., 2015; Corpas
etal.,, 2011). Jako reaktivni formy dusiku jsou oznaCovany latky odvozené od NO

(Corpas, 2016).
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Tab. 1 Ptehled reaktivnich forem dusiku (RNS) (pfevzato a upraveno z Corpas, 2016).

Anorganické molekuly

Neradikalové RNS Radikaly
Nitroxylovy anion (NO") Oxid dusnaty (" NO)
Nitrosoniovy kation (NO™) Oxid dusiéity (" NO2)
K. dusita (HNO,)

Oxid dusity (N2Os)

Oxid dusiéity (N20.)

Peroxynitrity (ONOO")

K. peroxodusita

Organické molekuly

Nitrotyrosin (Tyr-NO2) Lipidové peroxylové radikaly (LOO")
Nitrosoglutathion (GSNO)

Nitrosothioly (SNO)

Nitro-y-tokoferol

Nitrované mastné kyseliny (MK-NO,)

2.5.1 Oxid dusnaty

Oxid dusnaty (NO) je volny radikal, tedy vysoce reaktivni ¢astice, obsahujici v « orbitalu
volny neparovy elektron. Diky tomu ptsobi jako silné oxidacni ¢inidlo a mlize reagovat
s mnoha anorganickymi i organickymi molekulami, jako jsou peptidy, proteiny, lipidy
a nukleotidy. NO jak v plynné, tak kapalné form¢ reaguje s kyslikem za vzniku N2Ogz
aNO2, které ve vodném prostiedi tvoii stechiometrické mnozstvi dusitant (NO2)
a dusicnant (NO3’). NO reaguje také se superoxidovymi radikaly (O2) za vzniku
peroxynitritd (ONOQO") (Obr. 6) (Vandelle a Delledonne, 2011). Tato reakce diky vysoké
rychlostni konstanté probiha v jakékoliv rostlinné burice nebo pletivu, kde jsou pfitomny
oba radikaly soucasné, tedy hlavné chloroplastech, mitochondriich a peroxisomech
(Corpas, 2016).

2.5.1.1 Vznik oxidu dusnatého v rostlinné burce

Vznik NO v rostlinach nebyl zatim plné€ prozkouman. Jeho syntéza mize probihat dvéma
hlavnimi zpGsoby: redukéni nebo oxida¢ni drahou (Obr. 6). Redukéni draha je zalozena

na redukci dusitant na NO, zatimco oxida¢ni na oxidaci molekul obsahujicich dusik, jako
je napt L-arginin (Obr. 6) (Gupta et al., 2011b).
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Obr. 6 Schématicky model metabolickych drah NO v rostlinnych buitkach. NO muize vznikat
Z dusi¢nant/dusitanl pisobenim NR (nitratreduktasa) ale i z L-argininu pisobenim NOS-like
enzymil (NO synthasa). Vznikly NO poté piimo pusobi na transkrip¢ni faktory nebo interaguje
s Oy, kdy je preveden zpét na dusitany/dusi¢nany, a se O2” za vzniku peroxynitritl, které dale
nitruji proteiny. Reakci NO s glutathionem (GSH) vznikaji S-nitrosoglutathiony (GSNO), které
mohou byt ptisobenim S-nitorosoglutathionreduktasy (GSNOR) pievedeny na glutathion disulfid
(GSSG) nebo dale interaguji s proteiny. (pfevzato a upraveno z Corpas et al., 2016).
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2.5.1.2 Vznik oxidu dusnatého redukénim zpisobem

Redukce dusitanii mlize probihat jak za nepfitomnosti enzymd, tak za jejich katalyzy.
Redukce dusitanti probihd bez pritomnosti enzymii pouze za urcitych podminek (nizké
pH, vysoce redukéni prostredi za vysokych koncentraci dusitanti) (Bethke et al., 20044,
Rockel et al., 2002).

Dalsim zpisobem vzniku NO je redukce dusitani za enzymové katalyzy.
Nitratreduktasa (EC 1.6.6.1., NR) je multifunk¢ni cytoplasmaticky enzym tucastnici se
asimilace a metabolismu dusiku. Katalyzuje pfeménu dusi¢nanti na dusitany za tGcasti
NADH. V n¢kolika studiich bylo popsano, ze vykazuje schopnost za ur¢itych podminek
(anaerobni nebo kyselé prostiedi) redukovat dusi¢nany az na NO (Obr. 6) (YYamasaki
et al., 1999), k tomu dochazi za normalnich podminek jen velmi vzacné. Nitratreduktasa
mize interagovat s partnerskym proteinem NOFNiR (,,NO-forming nitirit reductase®)
a produkovat NO redukci dusitanu (Astier et al., 2018). Pro funkci NR i NOFNIR je
dulezitd ptitomnost molybdenového kofaktoru. Tento kofaktor obsahuji i1 dalsi rostlinné
enzymy: xanthinoxidasy, aldehydoxidasy a sulfitoxidasy. Tyto enzymy mohou také hrat
roli v syntéze NO (Astier et al., 2018). Dal$im proteinem zapojenym do syntézy NO je
vazebny membranovy protein nitritreduktasa (Ni-NOR) (Stéhr et al., 2001) produkujici
NO z dusitant v apoplastech bun¢k s vyuzitim elektronového donoru NAD(P)H. Aktivita
Ni-NOR je zavisla na nizké hlading kysliku (Astier et al., 2018).

Podle vyzkumu Gupta a Kaisera (2010) je NO produkovano také pomoci
mitochondrialniho elektronového transportniho ftetézce (mETC). Tato reakce je
lokalizovana na membrané mitochondrii, je limitovana dostupnosti dusitani a vyzaduje

anaerobni podminky.

2.5.1.3 Vznik oxidu dusnatého oxida¢nim zpusobem

V Zivocisnych bunikach vznika NO enzymové za tcasti NO synthasy (EC 1.14.13.39;
NOS). Prvni rostlinny NOS-like enzym byl objeven u zelenych fas Osteococcus tauri ve
vyzkumu Foresiho et al. (2010). Tento enzym vykazoval 43% sekvenéni homologii
s lidskou NOS. NOS-like enzym katalyzoval produkci NO z L-argininu, stejné jako
zivocisna NOS (Jeandroz et al., 2016). Predpoklady pro pritomnost NOS v rostlinach
byly potvrzeny pomoci méfeni NOS-like aktivity v pletivech nékolika druht rostlin
(Corpas et al., 2006, 2004; Pagnussat et al., 2002; Dordas et al., 2004).
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Obr. 7 Schématicky model predpokladanych metabolickych pfemén argininu v rostlinach.
SPDS - spermidinsyntasa, SPMS - sperminsyntasa (pievzato a upraveno z Astier et al., 2018).

NOS-like aktivita byla méfena pomoci testu na bazi citrulinu (,,the citrulline based
assay“), kdy je pozorovana konverze radioaktivné znaceného argininu, ktery byl
substratem pro vznik radioaktivné znac¢eného citrulinu (Obr. 7) (Bredt a Snyder, 1989).
Problémem tohoto testu byla nespecificita na vznik citrulinu. Mohly vznikat jiné
produkty, jako napfiklad argininosukcinat, ktery mohl byt produkovan vV jinych
metabolickych drahach (Obr. 7) (Astier et al., 2018; Tischner et al., 2007).

Aktivita enzymt na bazi NOS byla potvrzena pouzitim dalSich metod méficich
produkci NO jako je chemiluminiscence (Corpas et al., 2006, 2004) a EPR
(,,electrochemical potentiodynamic reactivation®) (Pagnussat et al., 2002; Dordas et al.,
2004). Namétené aktivity byly striktné zavislé na piitomnosti argininu, NADH a dalsich
NOS kofaktorech. Dalsim dukazem piitomnosti NOS-like enzymu Vv rostlinach bylo
jejich vystaveni NOS inhibitoriim. Tyto inhibitory, pfevazné analoga argininu, jsou
v kompetici ve vazbé na aktivni misto enzymu (Vitecek et al., 2012). Na zaklad¢ téchto
méfeni byly navrZeny arginin-dependentni drahy produkce NO v rostlinach (Obr. 6)
(Astier et al., 2018).
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Vyzkumem Frungilla et al. (2014) bylo potvrzeno, ze produkce NO koreluje
s hladinou argininu. L-Arginin je pfevadén na ornitin @ mocovinu za katalyzy arginasou,
pfiemz jejich nadmérna exprese vede ke snizeni hladiny NO (Obr. 7). Tento jev je
doprovazen zménami fenotypu pro aminoxidasu 8 obsahujici méd’ (EC 1.4.3.21, CuAO),
enzymu ucastniciho se katabolismu polyamint (PA). Prekursorem pro syntézu polyamint
je pravé L-arginin. Nékolika vyzkumy bylo potvrzeno ze zvyseni hladiny PA vede ke

zvySené produkci NO (Astier et al., 2018).

2.5.2 S-nitrosothioly a S-nitrosoglutathion
S-nitrosothioly (SNO) maji vliv na zménu aktivit, lokalizace a konformace cilovych
proteint (Spadaro et al., 2010; Hess a Stamler, 2012). Molekuly SNO jsou stabilngjsi nez
samotny NO, proto plni funkci zasobarny NO (Leterrier et al., 2011). S-nitrosylace
proteina je soucasti siroké skaly fyziologickych procest a procest spojenych se stresem
(Fancy et al., 2017; Begara-Morales, 2019), hraje roli ve vyvoji, metabolismu hormontl,
pfijmu nutrientt, fotosyntéze a dalSich procesech.

SNO vznikaji procesem S-nitrosace. S-nitrosace je proces, kterym je popsana tvorba
a pfenos nitroso skupiny na thiol za vzniku SNO (Obr. 8) (Hess et al., 2005). Tento
proces z divodu nizké reaktivity NO s neradikalovymi molekulami neprobiha piimo
a zahrnuje tvorbu meziproduktid ve formé radikald. Jednim z ptipadd je interakce NO
s NO- za vzniku N2Os, ktery je jiz schopen reagovat s thiolovou skupinou a produkovat
tak SNO (Obr. 8). S-nitrosothioly jsou schopné pienasSet NO transnitrosyla¢nimi
reakcemi, kdy je NO pienesen na jiny protein a vznika tak novy S-nitrosothiol (Begara-
Morales et al., 2019, Broniowska a Hogg, 2012).
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GSSG + NH, ® |

GSNO/ P-SNO

Obr. 8 Drahy vzniku SNO v rostlinach. (1) tvorba N>Os schopného dale interagovat s proteiny za
vzniku protein-SNO (2) nebo GSH (reakce s glutathionem) za vzniku S-nitrosoglutathionti (3).
Transnitrosylace (4). Kontrola hladiny SNO denitrosylacnimi enzymy (TRXh5) (5). Odbourani
GSNO (S-nitrosoglutathion) na GSSG a NHs; (glutathion disulfid) kontrolované GSNOR
(S-nitrosoglutathionredusktasa) (6). Tvorba ONOO- (peroxynitrity) (7). Rozklad ONOO™ na
radikalové Castice oxidujici thioly proteinti na GS™ (glutathionylovy radikal) a PS™ (thiolatovy
radikal) (8). S-nitrosace GS™ a PS (9) (pfevzato z Begara-Morales et al., 2019).

S-nitrosoglutathion (GSNO) (Obr. 9) vznika reakci NO s redukovanym glutathionem
(GSH) S-nitrosylaci za pristupu kysliku (Obr. 6) (Broniowska et al., 2013). Ve formé
GSNO je v rostlinnych a zivocisnych bunkach NO uchovavan aslouzi také k jeho
transportu. GSNO je povaZovan za hlavni zasobarnu NO schopnou generovat protein-
SNO molekuly (Obr. 8). GSNO se ucastni mechanismt odpovedi na biotické a abiotické
stresové podminky. Plni funkci mobilni signalni molekuly v odpovédi na rtizné typy
strest (Corpas et al., 2013) S molekulami obsazenymi v bunkach, hlavné proteiny
interaguje mechanismy S-nitrosylace, S-transaminace a S-glutathionylace (Hogg, 2002;
Martinez-Ruiz a Lamas, 2007).

GSNO je nejcastéjsim nizkomolekularnim S-nitrosothiolem (LMM SNO). Do skupiny
nizkomolekularnich S-nitrosothiolti patii dal$i molekuly jako S-nitrosocystein (CySNO)
a S-nitrosocysteinylgylcin (GlyCySNO). Reakci s thiolovou skupinou (-SH) proteint
vznikaji vysokomolekularni S-nitrosothioly (HMM SNO) (Corpas et al.,2013; Frungillo
etal., 2014).
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Obr. 9 Strukturni vzorec S-nitrosoglutathionu (vytvoifeno v ChemSketch).

2.5.3 Peroxynitrity

Peroxynitrity (ONOOQO’) wvznikaji reakci stechiometrického mnozstvi NO
a superoxidového radikalu (O2") (Hrabarova et al., 2007). Protoze superoxidovy radikal
je nestabilni Castice neprochéazejici pfes membrany, vznikaji peroxynitrity primarné
v mistech vzniku Oz (Denicola et al., 1998) a jejich mnozstvi je limitovano dostupnosti
téchto prekurzort (Quijano et al., 2005). V rostlinach vznika maly podil peroxynitritd
i ve fotosyntetizujicich ~chloroplastech. Vysoké hladiny peroxynitritd  vznikaji
v souvislosti s odpovédi na stres vyvolany riznymi faktory, kdy je odpovédi zvyseni
produkce obou prekurzori, NO i Oz (Delledonne et al., 1998; Vandelle a Delledonne,
2011).

Jsou to latky se silnymi oxida¢nimi GCinky, které interaguji hlavné s thiolovou
skupinou cysteinu, ale také s dal§imi aminokyselinami (napf. tyrosinem) v proteinech,
dochazi k nitraci téchto proteind a nasledné¢ k regulaci funkce danych proteint
napf. zména aktivity antioxida¢nich enzymu, cysteinovych proteas... (Pacher et al.,
2007). Nitrace proteind hraje vyznamnou roli v regulacnich mechanismech u rostlin.
Nitrace tyrosinovych residui je spojovana s produkci antigennich epitopii, zménami
v katalytické aktivité enzymu, organizaci cytoskeletu a ptenosu signalu (Schopfer et al.,
2003). Pusobenim peroxynitriti mohou byt nitrovany také lipidy za vzniku biologicky
aktivnich derivata nitroalkent, které mohou plnit funkci signalnich molekul (Baker et al.,
2004). Pusobeni peroxynitriti muze mit ale také nepfiznivé ucinky, kdy mohou
zpusobovat poskozeni proteinli, DNA, abnormality lipidi a tyto zmény mohou vést

k poskozeni bun¢k a az k jejich smrti (Vandelle a Delledonne, 2011).

2.5.4 Fyziologické ucinky NO a reaktivnich forem dusiku

NO v rostlinach plni hned fadu funkci. Je povaZovéan za klicovou signalni molekulu
hrajici roli v témé&F viech vyvojovych stadiich rostlin. Ugastni se riiznych bunéénych

procesi jako je rist a vyvoj, respiracni metabolismus, senescence, dozravani,
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kveteni, oplozeni a starnuti (Corpas et al., 2016). Tyto procesy jsou regulovany bud’
pfimo NO nebo jeho interakcemi s dalSimi biologicky aktivnimi latkami, jako jsou
fytohormony (auxiny, ethylen, k. abscisova) a ROS (O2’, H202) (Zao, 2007; Freschi,
2013).

NO a RNS jsou schopny regulovat a modifikovat §irokou Skalou cilovych proteind
a pfimo tak ovlivnit jejich strukturu. Se zménou struktury proteind jsou spojeny zmény
Vv jejich aktivit€¢ a funkci. Timto zplisobem je pfijimany signal pfenesen pres NO na
proteiny, které poté indukuji odpovéd’ (Hancock et al., 2011). Proteiny jsou modifikovany
prostfednictvim S-nitrosylace (Hess a Stamler, 2012), tyrosinové nitrace (Astier
a Lindermayr, 2012) a kovové nitrosylace (Ignarro et al., 1999).

Role NO ve vyvoji semen za¢ina uz pti oplozeni, kdy se podili na regulaci procesu
prorustani pylové lacky (Bright et al., 2009; Mclnnis et al., 2006). NO je uvolfiovan po
kontaktu pylu s bliznou (Wilson et al., 2009). Podle navrhovaného mechanismu je
hydratace pylového zrna signalem, ktery iniciuje po¢atek uvolfiovani NO (Wang et al.,
2012). Molekula NO stimuluje kli¢eni a foto-morfogenezi a interaguje s latkami jako je
vapnik, H2O2, auxiny a gibereliny a pomoci téchto interakci ovliviiuje napf. strukturu
kofene a dalSich vyvijejicich se organt (Pagnussat et al., 2002; Correa-Aragunde et al.,
2004).

NO ve velké mife ovliviiuje metabolismus rostlin a ma tak vliv na jejich rtst a vyvo;j.
Odpovédi na zvySeni koncentrace NO jsou rizné v zéavislosti na vné&jSichpodminkéch
a druhu rostliny (Jin et al.,, 2009). NO miuze mit dvoji efekt v zavislosti na jeho
koncentraci. V ur¢itém mnozstvi mize zvySovat miru metabolismu, rist atd., ale po
zvySeni jeho koncentrace nad ur¢itou hranici nema zadny nebo naopak negativni efekt

(Leshem, 1996; Tian a Lei, 2006).

2.5.4.1 Vliv NO na fotosynteticky aparat

Vysoka koncentrace NO a od této molekuly odvozené RNS, konkrétné ONOO", mohou
vést k naruseni fotosyntetického aparatu. Bylo dokazano, ze NO je schopen reversibilné
inhibovat elektronovy transport v chloroplastech, ovliviiovat fotosyntézu 1 fotorespiraci
(Takahashi a Yamasaki, 2002). Muze také redukovat asimilaci CO2 (Hill a Bennett,
1970). V urcitém mnozstvi je schopen zvySovat miru fotosyntézy, zvySovat hladinu
chlorofylu, miru transpirace a vodivost stomat a ma vliv na jejich zavirani (Fan et al.,
2007). Byla prokazana inhibice elektronového transportu pies tylakoidni membranu

a snizeni mnozstvi syntézy ATP (Takahashi a Yamasaki, 2002). Produkce NO z dusitant
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v mitochondriich pfispiva k pfeziti za hypoxickych stavi tak, ze udrzuje minimalni
tvorbu ATP (Gupta et al., 2011a).

2.5.4.2 Role NO a ROS v obranném mechanismu rostlin proti stresu
NO miuze zprostitedkovavat obranu proti stresu (Beligni a Lamattina, 1999; Delledonne,
2005), ale také jej vyvolavat. NO v ur¢itém mnozstvi muze zptsobit poskozeni membran
a fragmentaci DNA (Pedroso et al., 2000; Yamasaki, 2000), coz vede k poskozeni
rostlinnych bun¢k. Efekt NO je zavisly na mnoha faktorech, mezi které¢ patii
napi. koncentrace NO, druh rostlinného pletiva, vyvojové stadium rostliny a typ stresu.
NO muze oxidaéni a nitrosacni stres regulovat, ale také jej zptisobovat (Siddiqui et al.,
2011).

Pisobeni abiotického stresu (salinita, vysoké ¢i nizké teploty, UV, sucho, vystaveni
ozonu) je charakteristické nadprodukci ROS (Mittler, 2002). NO je lipofilni molekula
schopna reagovat piimo s membranami nebo piimo s ROS, jako je Oz ¢i Oz (Wink
a Mitchell, 1998). Vazba vysoce reaktivniho NO na proteiny ptes thiolové skupiny
indukuje zvratné konformac¢ni zmény a meéni tak jejich strukturu a funkci. Aktivita
antioxida¢nich enzymt mize byt regulovana vazbou NO a modifikacemi kovovych (Ford
et al., 2005; Ford, 2010) ¢i thiolovych (Hess a Stamler, 2012) skupin a tyrosinovych
residui (Schopfer et al., 2003).

NO pisobi jako ligand zeleza v enzymech obsahujicich hem a tyto enzymy jsou
nasledné inhibovany nebo aktivovany (Brown, 1995). Diky podobnym vlastnostem NO
a Oz kazdy enzym reagujici s kyslikem muze byt potencialnim ter¢em NO (Cooper,
1999). Diky tomu jsou enzymy schopné prechazet mezi riznymi oxida¢nimi stavy a tim
dochazi k regulaci jejich aktivity (Drapier, 1997).

Diky metod¢ biotin-switch (Jaffrey a Snyder, 2001), ktera je zaloZzena na vyméné NO
skupiny na SNO za biotin, byly identifikovany stovky protein-SNO molekul
produkovanych za fyziologickych a stresovych podminek. Vétsina z t€chto proteint je
zapojena do redoxnich dé&ju, jako je produkce a odbouravani ROS. Z tohoto divodu se
predpoklada role SNO v udrzovani redoxni homeostazy (Begara-Morales et al., 2016).
SNO mohou mit rozdilné efekty na fyziologické procesy v riznych rostlinnych druzich
v zavislosti na specifickych podminkach, kterym jsou tyto rostliny vystaveny (Begara-
Morales et al., 2019).

Béhem stresu zpusobeném nedostatkem vody a stresu zpusobeném teplotou bylo

pozorovano zvyseni produkce NO. NO je zodpovédny také za odpovédi na stres vyvolany
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kadmiem, arsenem a dalsimi tézkymi kovy, které zpusobuji oxida¢ni poskozeni. Tyto
stresy vyvolavaji zvyseni hladiny NO, aktivity GSNOR, miry proteinové nitrace a pokles
hladiny glutathionu a GSNO (Leterrier et al., 2012). Vznikajici NO plni funkci signalni
molekuly a je schopen zmirnit oxidac¢ni stres vyvolany arsenem a dal§imi tézkymi kovy
zvySenim antioxida¢ni ochrany (Corpas et al., 2016).

Dalsim stresovym faktorem je salinita, ktera je také spojovana s oxida¢nim stresem.
Stejné jako u vysSe zminovanych stresi t¢zkymi kovy, je stres vyvolany salinitou spojovan
se spusténim NO metabolismu, zvySenim hladiny NO a S-nitrosylovanych a nitrovanych
proteinu (Valderrama et al.,, 2007). NO a RNS jsou zapojeny Vv ustaveni redoxni
rovnovahy a mohou v rostlin¢ indukovat uréitou antioxidacni rezistenci spojenou se
zvySovanim aktivity antioxidaCnich systémi zahrnujicich katalasu (EC 1.11.1.6),
superoxiddismutasu (EC 1.15.1.1, SOD), askorbatperoxidasu (EC 1.11.1.11, APX)
a glutathionreduktasu (EC 1.8.1.7, GR). Je ptedpokladem ze NO plni regulac¢ni funkci

antioxida¢nich enzymu na proteinové a genové urovni (Tanou et al., 2009).

2.5.5 Role NO a RNS ve vyvoji semen

NO a RNS, jako jsou dusi¢nany, dusitany, hydroxylaminy, azidy a nitroprussid sodny
(SNP) jsou spojovany s prolomenim dormance semen a procesem kli¢eni (Bethke et al.,
2006). Molekuly fungujici jako donory NO (napt. KNOz, SNP) vykazuji pozitivni Vliv
na prolomeni dormance a na prib¢h procesu kliceni. Nejcastéji vyuzivanym donorem NO
byl ve vyzkumech pouzit nitroprussid sodny (SNP). Jeho vliv na prolomeni dormance
a kli¢eni byl pozorovan napf. u semen salatu (Beligni a Lamattina, 2000), teplo-sezonnich
trav (Sarath et al.,, 2006), Arabidopsis a je¢mene (Bethke et al., 2004b). To je
doprovazeno zvySovanim koncentrace proteind, aktivity NR, SOD a katalasy (Lara et al.,
2014), snizovanim koncentrace ABA (Matakiadis et al., 2009) a zvySovanim koncentrace
giberelini (GA) (Vidal et al., 2018). Snizovani koncentrace ABA je spojeno s aktivacnim
ucinkem NO na katabolické enzymy ABA (Bethke et al., 2006, Liu et al., 2009). NO ma
aktivaéni vliv také na endo a exo-f-D-glukanasy (EC 3.2.1.74) podporujici uvolnovani
bunééné stény a jeji roztazitelnost (Terasaki et al., 2001).

Rychla akumulace NO ve vrstvach endospermu v prvnim stadiu imbibice je nutné pro
katabolismus ABA (Liu et al., 2009) a prolomeni dormance semen. Endosperm je
povazovan za hlavni pletivo determinujici dormanci semen. Je pletivem s nejvyssi mirou
syntézy NO (Liu etal., 2009). RNS mohou regulovat hladiny ABA deaktivaci ABA
receptoru PYR/PYL/RCAR pomoci nitrace tyrosinovych residui (Castillo et al., 2015)
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a nitrosylace thiolovych skupin proteinti (Wang et al., 2015). To ma za nasledek aktivaci
proteinové fosfatasy PPC2, ktera inaktivuje kinasu SnRK2. SnRK2 je kinasa umoziujici
¢innost leucinového zipového transkripéniho faktoru (ABIS). ABIS hraje dilezitou roli
Vv transkrip¢ni kontrole dormance a pozastaveni jeho aktivity ma vliv na proces prolomeni
dormance (Skubacz et al., 2016; Signorelli a Considine, 2018).

Dormance semen muze byt prolomena plsobenim tady latek obsahujicich dusik
(dusi¢nany, dusitany, kyanidy, hydroxylaminy, azidy, SNP). Z tohoto poznatku je
vyvozovana uc¢ast NO na tomto procesu (Bethke et al., 2006). Tento ptredpoklad je
podpoien také zjisténim, ze vystaveni pfimo plynnému NO piisobi prolomeni dormance
u semen Arabidopsis. Prolomeni dormance se zda byt zavislé na svétle, kdy SNP
(NO donor) zpusobilo prolomeni dormance za piistupu svétla, ale ve tmé tento efekt
nem¢l. SNP na svétle podléhd fotolyze a uvoliiuje NO. Jednim z navrhovanych
mechanismi ptisobeni SNP je uvolnéni CN, které je podpoteno také pisobenim donort
CN (Fe2CN, FesCN) na dormanci. Experimenty zalozené na aplikaci NO scavengeru
c-PTIO potvrdily, Ze proces prolomeni dormance je zavisly na ptitomnosti NO (Bethke
et al., 2006).

2.6 Polyaminy
Polyaminy (PA) jsou makromolekularni alifatické latky pozitivniho naboje obsahujici
dusik (Kusano et al., 2008) ucastnici se regulace fady fyziologickych procesu jako je
vyvoj rostliny, embryogeneze, organogeneze, senescence, vyvoj a dozravani ploda (Xu
et al., 2014; Mustafavi et al., 2018). PA hraji roli v mechanismech odpovédi na biotické
a abiotické stresové podminky (Gill a Tuteja, 2010). Hladina PA je v rostlinnych bunikach
regulovana anabolickymi a katabolickymi procesy (Matilla et al., 2002). Mezi hlavni
rostlinné polyaminy patii spermin, spermidin a putrescin (Obr. 10) (Yang et al., 2016).

Volné polyaminy diky jejich pozitivnimu naboji podl€haji elektrostatickym interakcim
se zaporn¢é nabitymi molekulami a mohou interagovat s biomakromolekulami, jako jsou
proteiny, membranové fosfolipidy, nukleové kyseliny, lignin atd. (Igarashi a Kashiwagi,
2015). Tyto interakce jsou spojovany s vlivem PA na regulaci enzymové aktivity, DNA
replikaci, genovou transkripci, bunééné déleni a membranovou stabilitu (Chen et al.,
2019).

Prekurzorem pro syntézu putrescinu je arginin a ornitin (Winter et al., 2015), které
jsou dekarboxylovany dekarboxylasami. Spermidin vznikd z putrescinu adici

aminopropylovych skupin v reakci katalyzované spermidinsyntasou (Obr. 11)
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(EC 2.5.1.16). Adici aminopropylovych skupin za Kkatalyzy sperminsyntasou
(EC 2.5.1.22) na spermidin vznika spermin (Obr. 11). Aminopropylové skupiny jSou
tvofeny dekarboxylaci S-adenosylmethylmethioninu (SAM) (Slocum et al., 1984). SAM
je substratem pro kyselinu 1-aminocyklopropan-1-karboxylovou (ACC), ktera je pfimym
prekursorem pro tvorbu ethylenu (Gniazdowska et al., 2010). V né¢kolika studiich byla
dokazana NO-dependentni stimulace tvorby ethylenu v procesu prolomeni dormance
(Gniazdowska et al., 2010).

V procesu katabolismu polyaminti jsou zahrnuty aminooxidasy obsahujici méd
(EC 1.4.3.6, CAO) a polyaminoxidasy obsahujici FAD (EC 1.5.3.11, PAO) (Bouchereau
et al., 1999) (Obr. 11). Diaminy a polyaminy Vv rostlinach jsou oxidovany na odpovidajici
aminoaldehydy, H202 a NH3. Konkrétnim ptikladem je oxidativni odbourani sperminu
aspermidinu  za ucasti PAO za vzniku 4-aminobutyraldehydu (ABAL)
a 4-(3-aminopropylamino)butyraldehydu za soucasného vzniku 1,3-diaminopropanu
(DAP) aH0, (Sebela et al., 2000) (Obr. 11). DAP je poté metabolizovan na
3-aminopropylaldehyd (APAL) (Duhazé et al., 2002). Takto vzniklé aminoaldehydy jsou
pot¢ metabolizovany za ucasti NAD-dependentnich aminoaldehyddehydrogenas

(EC 1.2.1.19, AMADH) (Sebela et al., 2000).

+

+/\/\/NH3
HgN
putrescin

+ +
H3N\/\/N\/\/\ +
Hy NH,
spermidin
+ +
N NH3
+/\/\/ \/\/
H3N+/\/\N H,

Hy
spermin

Obr. 10 Strukturni vzorec putrescinu, spermidinu a sperminu (vytvoreno v ChemSketch).
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PA hraji roli v procesu vyvoje a kliceni semen. Hladina PA se v pribéhu vyvoje
semene postupné zvysuje. Jejich zapojeni v procesu kli¢eni bylo potvrzeno zjisténim,
7e¢ exogenni PA urychluji proces kli¢eni (Khan et al., 2012), naopak pfi inhibici

biosyntézy PA bylo pozorovano zpomaleni kliceni (Villanueva a Huang, 1993).

2.6.1 Komunikace mezi polyaminy a oxidem dusnatym

Diky podobnym funkcim NO a PA v priitbéhu vyvoje rostlin a odpovédi na stresy je
predpokladano, ze NO by mohl byt potencidlnim mediadtorem pusobicim na PA (Tun
etal., 2006). Katabolismus PA mize vézt ke vzniku NO (Obr. 11). Polyaminy maji
prokazatelny  regulaéni  vliv. na  hladiny karbonylovanych, nitrovanych
a S-nitrosylovanych proteinti v piipadé pasobeni stresovych faktor (Tanou et al., 2014)
a Vv posledni dobé¢ je hodné¢ diskutovana komunikace mezi PA a NO v ptipad€ procest
jako je prolomeni dormance a kli¢eni. Bylo dokazano, ze putrescin stimuluje klic¢eni
semen jablon¢ doprovazeného zvySenym uvoliiovanim NO z embryonalni oSy a kotinkt
(Krasuska et al., 2014).

Moznym propojenim mezi PA a NO je metabolismus argininu, ktery je spojeny
se syntézou obou latek. Arginin je syntetizovan z ornitinu vV mocovinovém cyklu a ornitin
tedy ovliviiuje syntézu PA a pravdépodobné i produkci NO z argininu (Obr. 11) (Gao
et al., 2009). Arginin je ptisobenim arginasy (EC 3.5.3.1) metabolizovan na mocovinu
aornitin (Obr. 11). Mocovina je vyznamnym zdrojem organického dusiku. Vysoka
aktivita arginasy byla pozorovana béhem kli¢eni (Yu a Cho, 1997). Ve vyzkumu
Krasuska et al (2017) byl pozorovan vliv putrescinu a spermidinu na aktivitu NOS-like
enzymu, kterd se zvySovala. To ukazuje na vliv PA na syntézu NO. ZvySena hladina PA

vedla k prolomeni dormance a kli¢eni embrya.
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Obr. 11 Schéma metabolickych drah oxidu dusnatého (NO) a polyamint (PA) a jejich propojeni.
ADC - arginindekarboxylasa, AIH — agmatiniminohydrolasa, CPA - N-karbamoyl-
putrescinamidohydrolasa, CUAO — méd’ obsahujici aminooxidasa, DAP — 1,3-diaminopropan,
dcSAM — dekarboxylovany S-adenosylmethionin, GABA — Kkyselina y-aminomaselna, GAD —
glutamatdekarboxylasa, GDH - glutamatdehydrogenasa, GOGAT - glutamin-2-
oxoglutarataminotransferasa, GS — glutaminsyntetasa, NiR — nitritreduktasa, NOS-like —
NOsyntasa-like enzym, NR - nitratreduktasa, ODC - ornitindekarboxylasa, PAO -
polyaminoxidasa, SAM — S-adenosylmethionin, SAMDC — S-adenosylmethionindekarboxylasa,
SPDS - spermidinsyntasa, SPMS — sperminsyntasa (ptevzato z Recalde et al., 2020).

2.7 Charakteristika studovanych enzymi

2.7.1 Aminoaldehyddehydrogenasa

Aminoaldehyddehydrogenasa (EC 1.2.1.19, AMADH) je rostlinny enzym patfici do
rodiny aldehyddehydrogenas 9 (EC 1.2.1.3., ALDH) (Perozich et al.,, 1999).
Aldehyddehydrogenasy jsou enzymy katalyzujici NAD*-dependentni oxidaci reaktivnich
aldehyd na odpovidajici karboxylové kyseliny (Vasiliou et al., 1999; Sebela et al.,
2000). AMADH spolu s aminooxidasami katalyzuji NAD-dependentni oxidaci
w-aminoaldehydid odvozenych od polyamini (PA) na odpovidajici w-aminokyseliny
(Obr. 12) (Tylichova et al., 2010). V rostlinach katalyzuji posledni krok katabolismu PA
a predpoklada se, ze hraji roli vsyntéze GABA z 4-aminobutyraldehydu (ABAL)

(Obr. 12). GABA je v rostlinach akumulovana za ptisobeni fady okolnich stresort a je
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brana jako hlavni spousté¢ fetézct fyziologickych odpovédi na stres. (Tylichova et al.,

2010; Pettivalsky et al., 2007).

SPDS SPMS _ PAO
Putrescin ——> Spermidin ——> Spermin ——> 1,3-diaminopropan

DAO PAO DAO

1-pyrolin — 4-aminobutanal 1,3-aminopropanal
D AMADH C
GABA p-alanin

Obr. 12 Schéma metabolismu PA. SPDS — spermidinnsyntasa, SPMS — sperminsyntasa, PAO —
polyaminoxidasa, DAO — diaminoxidasa. (vytvofeno podle Stiti et al., 2011).
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2.7.2 Diaminooxidasa

Diaminooxidasa (EC 1.4.3.22, DAO) se ucastni metabolismu PA (Obr. 13) a reguluje tak
jejich koncentraci. Jedna se o aminoxidasu obsahujici méd’ (Choudhary a Singh, 1997).
Jednou z dulezitych roli, kterou plni, je katalyza pfemény putrescinu na GABA
(Obr. 11, 12) (Bhatnagar et al., 2001). GABA je dilezity metabolit hrajici roli v fadé
fyziologickych procest. Hladiny PA a GABA se zvySuji po vystaveni rostliny okolnim
stresovym podminkam a predpoklada se jejich role pii adaptaci rostlin na tyto podminky
(Yang et al., 2011).

V prubéhu kliceni se hladina DAO znatelné zvySuje a je vyssi u semen kli¢icich za
nepfistupu svétla. ZvySovani aktivity DAO v prib¢hu kliceni doprovazi zvySovéni
hladiny GABA. (Yang et al., 2011). Bylo pozorovano, ze po transportu Oz do déloh skrz
embryonalni axis dochazi ke zvySeni aktivity DAO. Nejvyssi aktivita DAO je
v pozdéjsich fazich kliceni v pribéhu elongace, diferenciace a v zéonach hypokotylu

(Matilla et al., 2002).

2.7.3 S-nitrosoglutathionreduktasa

S-nitrosoglutathionreduktasa (EC 1.1.1.1., GSNOR) je kli¢ovy enzym, ktery se podili
na regulaci hladiny S-nitrosoglutathioni (GSNO) a nepfimo také proteinovych
S-nitrosothiolt. Katabolizuje nezvratnou NADH-dependentni pfeménu GSNO na
oxidovany glutathion disulfid (GSSG) a NHz za souc¢asného bunééného katabolismu NO
(Liu et al., 2001). Molekula GSNO je nejdiive redukovana na nestabilni intermediat
N-hydroxysulfinamid (GSNHOH) za ucasti kosubstratu NADH. Az v dal§im reakénim
kroku dochazi ke vzniku findlniho produktu GSSG a uvolnéni hydroxylaminu. Tento
proces je zavisly na lokalni koncentraci GSH a také na dostupnosti NADH (Staab et al.,
2008).

GSNOR je zapojen v regulaci hladiny reaktivnich forem dusiku a s tim spojeného
redoxniho stavu bunék, udrzovani homeostazy nitrobunééné hladiny NO a v kontrole
trans-nitrosace mezi S-nitrosylovanymi proteiny a GSNO (Frungillo et al., 2014).
V procesu trans-nitrosace dochéazi k ptenosu nitroso skupiny mezi thiolovymi skupinami
na proteinech a nizkomolekularnimi peptidy. Po redukci GSNO pomoci GSNOR jiz
produkt tohoto procesu neni schopen ptenaset nitroso skupiny na dal$i proteiny (Jahnova
etal., 2019).

GSNOR hraje roli také ve vyvoji rostlin, kde se ti€astni signaliza¢nich drah zavislych

1 nezavislych na NO. S-nitrosothioly jsou schopné transportovat signal na velké
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vzdalenosti a procesy S-nitrosace a denitrosace jsou regulovany pomoci GSNOR
(Jahnova et al., 2019). Aktivita GSNOR ovliviiuje napt. vétveni kofend, rist hypokotylu,
vynos semen, Cas kveteni, snizeni rostliny a ztratu apikalni dominance (Feechan et al.,
2005; Kwon et al., 2012). Sviij vyznam ma také v obrannych mechanismech rostlin proti

biotickym a abiotickym stresovym podminkam (Jahnova et al., 2019).

2.8 Charakteristika studovaného rostlinného materialu

Studovanym rostlinnym materialem je osemeni semen hrachu (Pisum sativum subsp.
sativum L. a Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. et Graebn.). Studovany byly
dva genotypy kulturnich, nedormantnich (Cameor a JI92) a dvou planych, dormantnich
(J164, J11794) hrachi ve 4 vyvojovych stadiich (Tab. 2; Obr. 13).

Vyvoj zemédé€lstvi vedl k domestikaci planych druhti rostlin na kulturni plodiny.
Soucasti tohoto procesu jsou rychlé zmény na morfologické a genetické urovni zptisobené
jak ptirodni, tak lidskou selekci (Abbo et al., 2012, 2014). Doslo k adaptaci planych druht
na kultivaci a sklizenn téchto plodin ¢lovékem. Pozadovanymi vlastnostmi plodin je
uspésné rychlé kliceni semen, inhibice dormance a dilezita je také dostateéna velikost
semen. Nacasovani kliceni je jak v pfirodnich, tak v agrikulturnich ekosystémech jeden
z klicovych kroki pro produkcei plodin. U planych druhi je kli¢eni blokovano procesem
dormance, ktera je prolomena pouze za uréitych podminek nebo po naruseni osemeni.
U kulturnich plodin je zadouci, aby kli¢ily v co nejkratS$im ¢asovém obdobi, ale naopak
piilis kratka dormance muze zptsobovat zhorSeni kvality semen (Smykal et al., 2014).

Rozdily mezi genotypy Cameor, J192 a JI64 byly stanovovany ve vyzkumu Hradilové

et al. (2017) pomoci transkriptomickych, metabolomickych a anatomickych analyz.

Tab. 2 Studované genotypy hrachu setého.

Stadium (DAP — day after polination)

Genotyp Stadium 1 Stadium 2 Stddium 3 Stddium 4
Kulturni, nedormantni ~ Cameor 13 17 23 28

JI192 12 16 23 25
Plané, dormantni JI64 12 17 23 27

JI11794 13 17 23 28
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Obr. 13 Fotografie semen kulturnich, nedormantnich genotypti hrachu: Cameor (A, E, I, M, Q) a
JI92 (B, F, J, N, R) a planych, dormantnich genotypt hrachu: JI64 (C, G, K, O, S) a JI1794 (D,
H, L, P, T) v 5 vyvojovych stadiich: 13 DAA (A — D), 21 DAA (E — H), 30 DAA (M —P), suché
semena (Q — T), DAA — ,.day after anthesis* (pfevzato ze Zablatzka et al., 2021).

Plané, dormantni genotypy (J164, J11794) vykazuji velkou miru dormance zavislé na
tloust’ce osemeni. Semena dormantniho genotypu J164 a nedormantnich genotypi J192
a Cameor se lisi v délce palisadovych bunék, tloust'ce a struktuie osemeni (Obr. 14C, D).
Dormantni genotyp JI64 ma znateln€ Sirsi vrstvu osemeni (Obr. 14D), coZ je spojovano
s VEtsi mirou nepropustnosti vody osemenim dormantnich genotypt hrachu (Miao et al.,
2001). Subkutikularni makrosklereidy a voskova vrstva mohou vytvofit silnou bariéru
proti pfijmu vody. Zatimco light-line nebrani vstupu vody u nedormantnich semen,
u dormantnich tvofi light-line efektivni bariéru proti imbibici vody. Kli¢ivost planych
neporusenych semen dosahuje v daném roce pouze 2,6-7 %. U semen kulturnich
genotypt (Cameor, J192) dochazi k imbibici vody snadno a k jejich kliceni dochazi do
24 hodin (Hradilova et al., 2017; Janska et al, 2019).

Dalsi rozdily mezi studovanymi genotypy jsou v pigmentaci (Obr. 14A, B) a textufe
jednotlivych vrstev osemeni (Obr. 13). V né¢kolika vyzkumech bylo pozorovano, ze
pigmentace osemeni koreluje s mirou imbibice vody semeny rtiznych druhii lusténin.

Hnédé zabarveni osemeni béhem dozravani je spojovano s nepropustnosti semeno pro
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vodu a to i v pfipad¢ hrachu (Marbach a Mayer, 1974; Werker et al., 1979). Osemeni
Cameoru neni pigmentované (Obr. 14A). Osemeni genotypu JI64 ma jako jediny ze
studovanych nerovny povrch (Obr. 14D). Integrita osemeni je v jednotlivych genotypech
porusena rizné¢ velkymi $térbinami. U nedormantnich genotypii Cameor a JI92 jsou
pozorovany velké $térbiny v osemeni v oblasti pupku (Hradilova et al., 2017).

Semena dormantnich a nedormantnich genotypt se lisi také v jejich chemickém
sloZzeni osemeni. Osemeni dormantnich genotypl napiiklad obsahuje velké mnoZstvi
hydroxylovanych mastnych kyselin (Hradilova et al, 2017). Hydroxylované mastné
kyseliny jsou dulezitym prvkem majicim vliv na miru dormance. Voskové Castice patii
nedormantnich semen obsahuje vice pektinli méné celulosy a taninti, coZ vede k jeho vétsi

elasticité nez u dormantnich genotypt (Janska et al., 2019).

Obr. 14 Rozdily v pigmentaci, povrchu a tloust’ce osemeni kulturniho, nedormantniho genotypu
a planého, dormantniho genotypu hrachu. A — semeno genotypu Cameor, B — semeno genotypu
JI64, C — struktura osemeni genotypu Cameor, D — struktura osemeni JI64 (pievzato ze Smykal
et al., 2014).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Z divodu uzavieni laboratofi v ramci pandemické situace nebylo mozné provést
planované experimenty. V kratkém casovém obdobi, kdy nam byla dovolena pfitomnost
v laboratofi, jsem stihla pouze cvi¢né splnit nékteré z ukonu, které predchazi stanoveni
planovanych parametrti. Tedy vytvofit kalibracni kiivku pro stanoveni koncentrace
proteintl, vyzkouset si extrakci osemeni genotypu CAMEOR a J164 pro méfeni aktivity
AMADH a koncentrace proteint a cvi¢né stanovit aktivitu AMADH na multifunk¢nim

spektrofotometru Reader.

3.1 Provedené experimenty — material a metody

3.1.1 Pouzité chemikalie
= Hydrogenfosfore¢nan draselny - Lach-Ner (Ceskd republika)
= Dihydrogen fosfore¢nan amonny - Lach-Ner (Ceskd republika)
= EDTA-Na"- Honeywell Fluka (Rumunsko)
= Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP) - Sigma-Aldrich (Némecko)
= Pefabloc - Honeywell Fluka (Rumunsko)
» Tris - Sigma-Aldrich (Némecko)
= NAD" - Sigma-Aldrich (Némecko)
= Kyselina chlorovodikova - Lach-Ner (Ceskd republika)
= 1-amino-3,3-diethoxypropan (APAL) - Sigma-Aldrich (Némecko)
= Coomassie Blue 250 - Sigma-Aldrich (Némecko)
= Methanol - Lach-Ner (Ceskd republika)
» Kyselina fosfore¢nd - Lach-Ner (Ceskd republika)
» Hovézi sérovy albumin - Sigma-Aldrich (Némecko)
3.1.2 Pouzité pristroje
» Digitalni ptedvazky - KERN, Némecko
* Analytické vahy - Denver instrument, USA
= Centrifuga 5415R — Eppendorf, Némecko
» Elektromagneticka michac¢ka — BioSan, Litva
* Digitalni pH metr - XS Instruments, Italie
» Sada automatickych pipet - Eppendorf, Némecko
= Termoblok - Biosan, LotyS$sko
= Mikrodesti¢ky Test plate 96F - TPP, Svycarsko
» Mikrodesti¢kovy reader Synergy HT - BioTek Instruments, USA
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3.1.3 Rostlinny material

Rostlinny material, tedy osemeni 4 genotypii hrachu setého ve 4 vyvojovych stadiich,
mi byl poskytnut Katedrou botaniky, PfF UP. Rostliny kulturnich a planych zastupct
hrachu byly péstovany ve sklenicich v obdobi leden az kvéten 2020. Mezi studovanymi
genotypy byly dva kulturni genotypyPisum sativum subsp. sativum L., kultivar Cameor
a genotyp JI92, krajova odrida (landrace) z Afghanistanu. Z planych, dormantnich
zastupct hrachu Pisum sativum subsp. elatius (M. Bieb.) Asch. et Graebn.byly studovany
genotypy JI64 a JI1794 (puvodem z Turecka). Semena J192, JI64 a JI1794 byla
poskytnuta z John Innes Pisum Collection (Norwich, UK), semena kultivaru Cameor
z INRA France. Rostliny byly péstovany v pétilitrovych nadobéch 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 dodatecného osvétleni pomoci sodikovych vybojek (Hortilux
Schreder, Holland, svybojkou Sylvania Grolux 600 W). Nédhodné vybrané kvéty byly
v den, kdy se oteviely, oznaceny Stitkem s datem. Vzniklé lusky se semeny byly sklizeny
v rozmezi 11 az 28 dni od otevieni kvétli. Semena byla na ledu vyjmuta z luskd,
vypreparovana osemeni a embrya byla okamzité prenesena do tekutého dusiku a uloZena

do mraziciho boxu (-80°C).

3.1.4 Metody

3.1.4.1 Extrakce aminoaldehyddehydrogenasy z osemeni hrachu

setého
AMADH byla extrahovana z osemeni genotypu Cameor a JI64. Prace s rostlinnym
materidlem probihala za chlazeni. Osemeni byla rozetiena v tfeci misce a extrakce byla
provedena v poméru 1:2 (W:v) v extrakénim 0,1 mmol.I* K-fosfatovém pufru o pH 7,
ktery obsahoval 2 mmol.I? EDTA-Na*, 1% (w/v) polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)
a 0,5 mmol.I"! pefabloc. Rozetieny rostlinny material s extrakénim pufrem byl piesunut
do mikrozkumavky a centrifugovan po dobu 15 min pii 16000 g a 4 °C. Byl odebran
supernatant, ktery byl dale pouzit k méfeni aktivity AMADH a ke stanoveni celkovych

proteintt metodou Bradfordové.
3.1.4.2 Méreni aktivity aminoaldehyddehydrogenasy
Aktivita AMADH byla stanovovana na  principu pifemény  substratu

3-aminopropionylaldehydu (APAL). AMADH katalyzuje pteménu APAL na -alanin za
soucasné redukce NAD" na NADH. Vzniklé NADH je méfeno pomoci Warburgova
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optického testu méfenim narustu absorbance pii  Vvinové délce 340 nm
(€340 = 6220 I.mol™t.cm™) (Sebela et al., 2000).

Substrat 3-aminopropionalaldehyd (APAL) byl pfipraven ¢erstvy smichanim 3 ul 97%
APAL v 997 pl 0,2 mol.l * HCI a byl 5 minut povafen. Do jamek na 96 jamkové
mikrodesti¢ce byly napipetovany roztoky podle Tab. 3. Byl pfipraven protokol pro
méfeni. Bylo nastaveno piedehiati readeru na 30 °C a protfepavani jamek pied kazdym
méfenim. Byla méfena absorbance Vv ¢asovych intervalech po 30 s pii vinové délce
340 nm a 30 °C po dobu 11 minut. Déle byla zméfena absorbance pii vinovych délkach
900 a 977 nm pro vypocet délky optické drahy.

Z naméfenych absorbanci byla stanovena aktivita podle vzorce:

AA-V
4= e t-l

kdy AA piedstavuje zménu absorbance v daném ¢asovém tuseku (v Gseku s linearnim
naristem absorbance odeCteme Ax — Ao), V [l] je objem rekéniho roztoku v jamce,
g =6220 L.mol't.cm™ je extinkéni koeficient, t [s] udava as méfeni a I [cm] je opticka
draha vypocitana podle vzorce:

| = Ag77 — Aggo
0,18

Tab. 3 Pipetovaci objemy jednotlivych slozek reakéni smési pro méteni aktivity AMADH.

Vzorky Blank

165 ul 150 mmol.I** Tris pH 9 165 ul 150 mmol.I** Tris pH 9
10 ul 20 mmol. I NAD* 10 ul 20 mmol. I NAD*

15 ul vzorku 15 ul vzorku

10 ul 20 mmol.I"* APAL 10 ul 0,2 mmol.I*t HCI
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3.1.4.3 Stanoveni celkovych proteini Bradfordovou metodou

Stanoveni celkovych proteini Bradfordovou metodou je zaloZeno na tvorbé komplexu
mezi proteiny a triarylmetanovym barvivem Coomassie Brilliant Blue G250 v kyselém
prostiedi. Po interakci proteind s barvivem dochazi k posunu absorpéniho maxima
z 465 na 595 nm (Bradford, 1976).

Pracovni roztok byl pfipraven nafedénim zasobniho Bradfordova ¢inidla destilovanou
vodou v poméru 1:4. Pro kalibraci byla ze zasobniho roztoku hovéziho sérového
albuminu (10 mg.mIY) ptipravena koncentraéni fada roztokd dle Tab. 4.

Do jamky na desti¢ce bylo napipetovano 45 pl destilované vody, 5 ul standardu nebo
vzorku, 200 pl pracovniho Bradfordova ¢inidla a smés byla promichana a inkubovana
5 min pii laboratorni teploté. Poté byla méfena absorbance pii 595 nm.

Vyhodnoceni je zaloZzeno na vyneseni zavislosti absorbance (osa y) na koncentraci
(osa x) a takto ziskané kalibra¢ni funkce, pomoci které je poté mozno zpétné dopoditat

koncentraci vzorku z naméfenych hodnot absorbanci.

Tab. 4 Pipetovaci objemy roztoku pro piipravu koncentra¢ni fady, zasobni roztok BSA
(c =10 mg.ml?).

Koncentrace BSA [mg.ml] Objem zasobniho roztoku Objem vody [ul]
BSA [ul]

0,2 20 980
0,4 40 960
0,6 60 940
0,8 80 920

1 100 900
1,2 120 880
14 140 860
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3.2 Planované experimenty — metody

3.2.1 Meéreni aktivity diaminooxidasy

Pro extrakci DAO z rostlinného materialu je pouzivan extrakéni 0,1 mmol.It K-fosfatovy
pufr o pH 7 obsahujici 2 mmol.I't EDTA-Na*, 1% (w/v) polyvinylpolypyrrolidon (PVPP),
0,5 mmol.I" pefabloc a 2mmol.I** dithiotreitol (DTT).

Principem planované metody pro stanoveni DAO je ti¢ast DAO na pfeméné putrescinu
na APAL a H20z. Vznikly H>O; oxiduje guajakol za katalyzy peroxidasou (EC 1.11.1.7.)
na  zlutohnédy  produkt  3,3’-dimethoxyfenyl-4,4"-bifenochinon,  ktery je
spektrofotometricky detekovan jako nariist absorbance pifi vinové délce 436 nm

(e = 4500 I.mol.cm™) (Angelini et al., 1990).

3.2.2 Meéreni aktivity S-nitrosoglutathionreduktasy
Pro extrakci GSNOR je pouzivan extrakéni 50 mmol.I" Tris pufr o pH 7,5 obsahujici
0,2% (v/v) Triton X-100, 2 mmol.I'* DTT a 1 mmol.I"* PMSF.

Principem méfeni aktivity GSNOR je oxidace NADH a méteni zmény absorbance pii

340 nm na mikrodestickovém spektrofotometrickém readeru (Ticha et al., 2018).
3.2.3 Stanoveni koncentrace S-nitrosothioli

3.2.3.1 Savillova metoda

Principem Savillovy metody stanoveni RSNO je detekce a kvantifikace reaktivnich NO™
uvolnénych rozkladem RSNO v ptfitomnosti rtutnatych soli. Vzniké4 dusitan, ktery dale
reaguje s Griessovym ¢Cinidlem za tvorby diazoniové soli, ktera kopuluje
S N-(naftylethylen)diamidem (NED). Vznikd azobarvivo, které je detekovano
spektrofotometricky pii 540 nm (Saville, 1958).

3.2.3.2 NO analyzator

Detekce NO je zalozena na rychlé reakci NO s ozonem za vzniku excitované molekuly
NO,". Pii navratu elektronu z excitovaného stavu zpét do zakladniho stavu dochazi
k emitaci fotonu, ktery je detekovan jako chemiluminiscence. Detekované svétlo je
amplifikovano fotonasobicem (PTM) a generovano jako elektricky signal (Gupta et al.,
2005; Planchet et al., 2005).
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4  Vysledky a diskuse

Reaktivni formy dusiku a polyaminy jsou velmi dalezitymi latkami, které se ticastni
mnoha procesti spojenych s vyvojem rostlin, reakci na stres, udrzovanim redoxni
rovnovahy a dalSimi procesy Vv prubéhu zivota rostlin. Proto je velmi dulezité se témito
latkami zabyvat a zkoumat jejich zapojeni v konkrétnich rostlinnych procesech. V této
bakalarské praci se zabyvam roli téchto latek v procesu vyvoje semen dormantnich
a nedormantnich genotypt hrachu setého (Pisum sativum L.). Porovnanim koncentraci
studovanych metaboliti, jako jsou celkové proteiny a polyaminy, hladina RSNO, a aktivit
vybranych enzymt, které se ucastni metabolismu polyamini a dalSich dusikatych latek,
bychom mohli dostat komplexné&j$i obraz o tom, do jaké miry a v kterém vyvojovém
stadiu se zmitlované PA a NO tucastni danych procest a také v jaké mife se Ucastni
procesu dormance u studovanych semen hrachu setého.

V mnoha studiich byl popsan vliv RNS a PA v procesech dormance, prolomeni
dormance a kli¢eni. Napf. ve vyzkumu Bethke et al. (2006) byl potvrzen stimula¢ni vliv
NO, aplikovaného ve formé NO donord, na proces prolomeni dormance a kliceni.
Po aplikaci NO-vychytavace 2-4-carboxyfenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-
oxidu (c-PTIO) byla dormance semen naopak podpoiena. Z toho vyplyva, ze NO opravdu
hraje roli v procesech prolomeni dormance a kli¢eni. Podobné vysledky byly pozorovany
i ve vyzkumu Vidal et al. (2018) a v této studii byl zaznamenan také vliv NO donort na
zvySovani koncentrace ABA a snizovani koncentrace GA. DalSim pozorovanym efektem
NO donorii bylo snizeni senzitivity semen k ABA. To bylo podpofeno zjisténim ve
vyzkumu Castillo et al (2015), ze RNS procesem tyrosinové nitrace deaktivuji ABA
receptory. Hladiny ABA jsou pomoci RNS regulovany také na transkripéni a post-
transkripéni Grovni (Xiong a Zhu, 2003).

Polyaminy jsou diky jejich zapojeni v procesech ristu, vyvoje a regulaci odpovédi na
stres rostlinami v posledni dobé také ¢astym predmétem vyzkum. Je diskutovan jejich
vztah s NO a RNS, kdy se tyto latky ucastni podobnych procest a je tedy piedpokladana
jejich vzajemna komunikace. MoZznym propojenim mezi PA a NO je jejich spole¢ny
prekurzor L-arginin. Zavéry studie Yamasaki a Cohen (2006), tykajici se indukce
produkce NO polyaminy byly potvrzeny i ve vyzkumu Krasuska et al. (2014). Ve studii
Krasuska etal.(2017) bylo pozorovano zvyseni aktivity NOS-like syntasy, coz
poukazuje vzhledem ke spole¢ného prekursoru biosyntézy na mozny vzajemny vztah PA

a NO. PA se podobn¢ jako NO a RNS se také ucastni procesu dormance a kliceni.
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Experimentalni ¢ast této bakalarské prace méla spocivat v méfeni aktivit enzymut
zapojenych Vv katabolismu PA a RNS, konkrétné DAO, AMADH a GSNOR a dale mély
byt stanoveny koncentrace celkovych proteinti a S-nitrosothiolti v osemeni 4 genotypu
hrachu set¢ho (Cameor, J192, J164, J11794) ve 4 vyvojovych stadiich. Cameor a J192
predstavuji kulturni nedormantni genotypy hrachu a JI64 a JI1794 plané¢ dormantni
genotypy. Rostlinny material pro provedeni experimentii byl vypéstovan a dodan
Mgr. Janou Balarynovou, Ph.D (Katedra botaniky). V experimentalni ¢asti mély byt
porovnany aktivity zmifiovanych enzymu ve vztahu k vyvoji semen a dormanci hrachu
setého. Vzhledem k omezenym moznostem prace v laboratofi bylo provedeno pouze
stanoveni kalibra¢ni funkce (Obr. 15) pro méteni celkovych proteinti Bradfordovou
metodou. Dale byla provedena extrakce osemeni semen hrachu setého genotypu Cameor
a JI64 a extrakty byly vyuzity pro cviéné méfeni aktivity enzymu AMADH s vyuZzitim
multifunkéniho spektrofotometru Reader. Testovani dalSich metodik, jako je stanoveni
aktivity enzymi DAO a GSNOR, meéfeni koncentrace SNO a proméreni vsech
studovanych parametri v celych sadach (vSech vyvojovych stadiich) rostlinného
materialu jiz bohuzel kvili vladnim opatfenim spojenym s pandemii Covid-19 nebyla

zrealizovana.

0,35
0,3

0,25 y =0,2177x - 0,0063 *

R?=0,9537
0,2

0,15

595 nm

0,1

0,05 °. . o
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0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

Koncentrace BSA [mg.ml1]

Obr. 15 Grafické zobrazeni kalibra¢ni funkce pro stanoveni koncentrace celkovych proteind,
rovnice kalibraéni funkce y = 0,2177x - 0,0063, y — absorbance, x — koncentrace, A - vinova délka.
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Aktivita AMADH byla méfena na principu pfemény substratu APAL na -alanin za
souc¢asné redukce NAD* na NADH. Vzniklé NADH bylo méfeno pomoci Warburgova
optického testu meéfenim narGstu absorbance pii  vinové délce 340 nm
(340 = 6220 1. mol™.cm™) (Sebela et al., 2000). I kdyz naméfena data nebyla idealni, bylo
alespont cvicné provedeno vyhodnoceni aktivity AMADH v osemeni genotypu JI64
a Cameor podle vzorce:

AA-V
“= e t-l

kdy AA piedstavuje zménu absorbance v daném Casovém tuseku (v Gseku s linearnim
naristem absorbance odeCteme Ax — Ao), V [l] je objem rekéniho roztoku v jamce,
g =6220 L.mol't.cm™ je extinkéni koeficient, t [s] udava as méfeni a I [cm] je opticka
dréha zjisténa podle vzorce:

| = Ag77 — Aggo
0,18

Aktivita enzymu AMADH pro kulturni genotyp Cameor (17 DAP) byla 0,845 nkat.g™
FW a pro plany genotyp JI64 (17 DAP) 0,612 nkat.g™* FW.

V praci Sebela et al. (2000) byla poprvé izolovana a charakterizoviana AMADH
Z hrachu setého, konkrétné z 6 dni starych etiolovanych sazenic. Substrdtem pro meéteni
aktivity byl APAL a aktivita AMADH ze surového extraktu ¢inila 2240 nkat, specificka
aktivita vztazena na mnozstvi proteinu 0,5 nkat.mg?. Ve studii Yin et al. (2013) byla
aktivita AMADH stanovena v semenech 2 dny kli¢ici soji (Glycine max L.) stejnym
principem jako v této bakalafské praci s rozdilem substratu, ale za pouziti substratu
ABAL. Hodnota aktivity byla v této studii stanovena jako 159,4 U, tedy 2657,198 nkat
a specificka aktivita vztazena k mnozstvi proteinti ¢inila 8,335 nkat.mg™?. Autofi této
studie se zabyvali pH a teplotnim optimem AMADH, teplotni optimum pro aktivitu
AMADH bylo stanoveno pii 45 °C a pH 8,0, zatimco u hrachu setého bylo optimalni pH
stanoveno na 8,5 (Sebela et al, 2000).

DalS$im planovanym experimentem bylo méteni aktivity diaminooxidasy. Ve studii
Srivastava et al. (1977) byla métena aktivita DAO v kli¢nich semenech hrachu setého.
Aktivita byla méfena v délohach a embryu semen. V délohach byla detekovana po 62 h
kliceni a v pfipadé¢ embrya byla aktivita namétfena uz po 38 h. Nejvyssi aktivita byla
stanovena mezi 6. a 12. dnem od pocatku kli¢eni a ¢&inila 14,2 nkat.g™ FW. Ve studii
Yang et al (2011) byla métena aktivita DAO béhem kli¢eni bobu obecného. Aktivita

DAOQ se v prib¢hu kliceni postupné zvysovala a dosahovala podobnych hodnot jako tomu
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bylo ve studii Srivastava et al. (1977). V pribéhu vyvoje semen hrachu setého jsou
oc¢ekavany podobné vysledky. Otazkou, kterou jsme mély odpovédét je, zda budou
detekovany zmény v aktivitach DAO v souvislosti s vlastnosti semen tykajicich se
dormance.

GSNOR je zapojena v regulaci hladiny reaktivnich forem dusiku a s tim spojeného
redoxniho stavu bun¢k, udrzovani homeostazy nitrobunééné hladiny NO a v kontrole
trans-nitrosace mezi S-nitrosylovanymi proteiny a GSNO (Frungillo et al., 2014).
V bakalarské praci Kadlecové (2012) byla métfena aktivita GSNOR Vv semenaccich
hrachu setého ve stari 7 a 14 dnt. Z vysledku je patrné, ze aktivita GSNOR klesala se
stafim rostlin a dosahovala specifickych aktivit vztazenych k mnozstvi proteinu Vv fadu
jednotek nkat.mg™. Méfenim aktivit GSNOR v priibéhu vyvoje semen se jesté nikdo
nezabyval. Vzhledem k G¢asti NO na procesu prolomeni dormance a indukce kliceni lze
predpokladat, ze se bude aktivita GSNOR v prubéhu vyvoje semen snizovat. Tato
hypotéza musi byt v nasledujici studii potvrzena nebo ptipadné vyvracena.

Dale méla byt stanovena koncentrace proteini a SNO v osemeni dormantnich
a nedormantnich semen hrachu setého. Ve vyzkumu Barac et al. (2010) byl porovnavan
obsah proteinii v n€kolika rtiznych genotypech semen hrachu setého. Byla pozorovana
vyrazna variabilita v obsahu proteinli v ramci zkoumanych genotypt a podobny trend je
predpokladan i u genotypt studovanych v této bakalaiské praci. V publikaci Tzitzikas
et al. (2005) bylo autory pozorovano, Ze obsah proteini je v planych genotypech hrachu
vy$$i nez v kulturnich. Koncentrace SNO méla byt stanovena chemiluminiscenéni
metodou pomoci NO analyzatoru, piipadné¢ Savillovou metodou. Jednou z dulezitych
funkci SNO je jejich schopnost uchovavat NO a v ptfipadé potieby NO skupinu predavat
na jiné molekuly, pfedevS§im proteiny, mechanismy S-nitrosylace, S-transaminace
a S-glutathionylace. (Hogg, 2002; Martinez-Ruiz A a Lamas S., 2007). Vzhledem
k uc¢asti NO v mechanismech prolomeni dormance, je piedpokladem, Ze se hladiny SNO
budou v pribéhu vyvoje semen zvySovat. Predpokladana hypotéza musi byt
experimentalné ovéiena.

Na Obr 16. je uveden vztah mezi sledovanymi parametry PA, RSNO a enzymy jejich

metabolismu, je zdiraznény predpokladany pozitivni efekt PA a NO na vyvoj semen.
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DORMANTNIi X NEDORMANTNI
semena hrachu setého
VyVoj semen

+/7\ T + \+

PA ——% NO —* RSNO

DAO l GSNOR
v
aminoaldehydy GSSG + NH3z*
AMADH
v
GABA

Obr. 16 Vztah mezi sledovanymi parametry PA, RSNO a enzymy jejich metabolismu.
Zduraznén predpokladany pozitivni efekt PA a NO na vyvoj semen. PA — polyaminy, DAO —
diaminooxidasa, AMADH — aminoaldehyddehydrogenasa, GABA — kyselina y-aminomaselna,
NO — oxid dusnaty, RSNO — S-nitrosothioly, GSNOR — S-nitrosoglutathionreduktasa, GSSG —
glutathion disulfid. Fotografie semen kulturnich, nedormantnich genotypt hrachu: Cameor (A, E,
I, M, Q) alJl92 (B, F, J, N, R) a planych, dormantnich genotypti hrachu: J164 (C, G, K, O, S)
aJil794 (D, H, L, P, T) v 5 vyvojovych stadiich: 13 DAA (A — D), 21 DAA (E — H), 30 DAA
(M — P), suché semena (Q — T), DAA — ,,day after anthesis* (obrazek vyvojovych stadii hrachu
prevzat ze Zablatzka et al., 2021).
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5 ZAVER

V teoretické Casti této bakalaiské prace byla vypracovana literarni reserSe na téma stavba,
vyvojova stadia a metabolické pfemény v priabéhu vyvoje semen hrachu setého (Pisum
sativum L.). Prace byla zamétena na charakterizaci RNS a PA. Byl popsan metabolismus
RNS a PA, jejich vzajemna komunikace a funkce v procesu vyvoje semen. Dale byly
charakterizovany enzymy, které hraji nezastupitelnou roli v regulaci hladin RNS a PA:
AMADH, DAO a GSNOR.

Cilem experimentalni ¢asti bylo porovnani aktivit enzymi spojenych s metabolismem
RNS a PA a stanoveni zmén v obsahu RSNO ve 4 vyvojovych stadiich osemeni
4 genotypt hrachu setého (Cameor, JI92, JI64, JI1794). V experimentalni casti
bakalaiské prace byly popsany provedené a planované metody, které spocivaly v méteni
aktivit AMADH, DAO a GSNOR a koncentrace celkovych proteinti a SNO.

Kvili vladnim opatfenim spojenych s pandemii Covid-19 nebylo mozné provést
planované experimenty a proméieni v§ech studovanych parametri v celych sadach (vSech
vyvojovych stadiich) rostlinného materialu a porovnat jednotlivé parametry v ramci
dormantnich a nedormantnich genotypi hrachu setého v riznych vyvojovych stadiich.
V ramci diskuse byly na zaklad¢ vysledkd publikovanych studii tykajicich se tlohy PA
a NO v procesu kli¢eni semen nastinény pfedpokladané vysledky, které musi byt ovéfeny

experimentalng.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A

ABA
ABAL
ABI5
ACC
ADC
ADPG
AlH
ALDH
AMADH
AMP
APAL
APX
BSA
CAO
CPA
c-PTIO
CuAO 8
CySNO
DAO
DAP
DAA
DAP
dcSAM
DTT
EPR
FW

GA
GABA
GAD
GDH
GlyCySNO
GOGAT
GR

GS

GS
GSH
GSNHOH
GSNO
GSNOR
GSSG
HMM SNO
|

LEA
LMM SNO
mETC
mg.ml?
mmol.I*
MRNA
NED
Ni:NOR
NiR
nkat.g*

absorbance

kyselina abscisova

4-aminobutyraldehyd

leucinovy zipovy transkripcni faktor ABA Insensitive 5
kyselina 1-aminocyklopropan-1-karboxylova
arginindekarboxylasa

ADP-0-D-glukosa

agmatiniminohydrolasa
aldehyddehydrogenasa
aminoaldehyddehydrogenasa
adenosinmonofosfat

aminopropylaldehyd

askorbatperoxidasa

hovézi sérovy albumin

amidooxidasa obsahujici méd’
N-karbamoylputrescinamidohydrolasa

2-4-carboxyfenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxyl-3-oxid

copperaminoxidasa 8

S-nitrosocystein

diaminooxidasa

,»day after polination*

,»day after anthesis*

1,3-diaminopropan

dekarboxylovany S-adenosylmethionin
dithiotreitol

»elektrochemical potentiodynamic reactivation*
,.fresh weight* — Cerstva vaha
gibereliny

kyselina y-aminomaselna
glutamatdekarboxylasa
glutamatdehydrogenasa
S-nitrosocysteinylglycin
glutamin-2-oxoglutarataminotransferasa
glutathionreduktasa

glutathionylovy radikal
glutaminsyntetasa

glutathion

N-hydroxysulfinamid
S-nitrosoglutathion
S-nitrosoglutathionreduktasa
glutathiondisulfid

vysokomolekularni S-nitrosothiol
opticka draha

,late embryogenesis abundant protein‘
nizkomolekularni S-nitrosothiol
mitochondrialni elektronovy transportni fetézec
miligram na mililitr

milimol na litr

mediatorova RNA
N-(naftylethylen)diamid

vazebny membranovy protein nitritreduktasa
nitritreduktasa

nanokatal na gram
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nkat.mg* nanokatal na miligram

NO oxid dusnaty

NOFNIR NO-forming nitritreduktasa

NOS NO-synthasa

NR nitratreduktasa

oDC ornitindekarboxylasa

ONOO peroxynitrit

PA polyaminy

PAO polyaminooxidasa obsahujici FAD

PEPC fosfoenolpyruvatkarboxylasa

PMSF fenylmethylsulfony! fluorid

PPC2 proteinova fosfatasa 2

PS thiolatovy radikal

PTM fotonasobic

PVPP polyvinylpolypyrrolidon

PYR/PYL/RCAR ,pyrabactin resistance/PYR-like/regulatory components of ABA
receptors

RNS reaktivni formy dusiku

ROS reaktivni formy kysliku

RuBisCo ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa

SAM S-adenosylmethylmethionin

SAMDC S-adenosylmethionindekarboxylasa

-SH thiolova skupina

SNO S-nitrosothioly

SNP nitroprussid sodny

SnRK1/2 proteinova kinasa 1/2

SOD superoxiddismutasa

SPDS spermidinsyntasa

SPMS sperminsyntasa

t cas

U standartni jednotka enzymové aktivity

\YJ objem

WV hmotnost na objem

€ extink¢éni koeficient

A vlnova délka
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