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Abstract

Plants are under physiological conditions autotrophic organisms that are capable to fix
CO, for the synthesis of carbohydrates. Metabolism of plants may be affected by
presence of sucrose in the culture medium. The aim of this study was to determine
whether activity of phosphoenolpyruvate carboxylase (EC 4.1.1.31, PEPC) and nitrate
reductase (EC 1.7.1.1, NR) were affected by the presence of sucrose in the culture
medium. PEPC plays important role in photosynthesis of C, and CAM plants; in Cs
plants PEPC plays an anaplerotic role by replenishing of citric acid cycle intermediates
and providing carbon skeletons to support nitrogen assimilation. PEPC activity in plants
grown in culture medium with sucrose was about 70 % higher than in plants grown
without sucrose. Level of phosphorylation of PEPC was studied by detemnination of
PEPC activity after alkaline phosphatase treatment, activation of PEPC by D-glucose-6-
phosphate and inhibition of PEPC by L-malate. PEPC activity after dephosphorylation
in both groups of plants was decreased at similar level. Also activation of PEPC by D-
glucose-6-phosphate and inhibition of PEPC by L-malate was very similar in plants
grown with sucrose and without sucrose. NR is a key enzyme in nitrogen fixation.
Activity of NR in plants grown with sucrose was about 90 % higher than in plants
without sucrose. Amount of soluble proteins in plants grown in culture medium with

sucrose was about 52% higher than in plants grown without sucrose.
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In Czech — Abstrakt

Rostliny jsou za fyziologickych podminek autotrofni organismy, které vyuzivaji energii
slune¢niho zateni k fixaci CO, pro syntézu sacharidi. Ptitomnost sacharosy
Vv kultiva¢nim médiu miaze ovlivnit metabolismus celé rostliny. Cilem této prace bylo
zjistit, zda pfitomnost sacharosy ovlivni aktivitu fosfoenolpyruvatkarboxylasy (EC
4.1.1.31, PEPC) a nitratreduktasy (EC 1.7.1.1., NR). PEPC je v C4 a CAM rostlinach
fotosyntetickym enzymem, v Cz rostlindich plni fadu funkci, doddva intermediaty
citratového cyklu a spojuje tak metabolismus sacharidii a aminokyselin. Aktivita PEPC
Vv rostlinach péstovanych se sacharosou byla 0 70 % vyssi neZ v rostlinach péstovanych
bez sacharosy. Stupeni fosforylace PEPC byl studovan stanovenim aktivity PEPC po
pusobeni alkalické fosfatasy, aktivaci D-glukosa-6-fosfaitem a inhibici L-malatem.
Aktivita PEPC se po pusobeni alkalické fosfatasy snizila. Pokles byl pro rostliny
péstované se sacharosou i bez sacharosy velmi podobny. Aktivace PEPC D-glukosa-6-
fosfatem a inhibice PEPC L-malatem byla srovnatelna v rostlinaich péstovanych se
sacharosou i bez sacharosy. Nitratreduktasa je klicovym enzymem fixace dusiku.
Aktivita NR byla v rostlinach péstovanych se sacharosou o 90 % vyssi nez v rostlinach
péstovanych bez sacharosy. V rostlinich péstovanych se sacharosou bylo o 52 % vic

bilkovin nez v rostlindch péstovanych bez sacharosy.

Kli¢ova slova: PEPC, NR, Nicotiana tabacum L., sacharosa
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1 Literarni uvod

Rostliny jsou casto pro pokusné a biotechnologické ucely péstované
v kultivaénich médiich o pfesném slozeni, kter¢é muze byt podle potfeby upraveno.

Soucasti téchto kultivacnich médii je Casto sacharosa jako zdroj uhliku.

Rostlina je za fyziologickych podminek autotrofnim organismem, ktery vyuziva
fotosyntetickou fixaci oxidu uhli¢itého pro syntézu sacharidi. Dostupnost sacharosy

Vv kultivacnim médiu bude pravdépodobné ovliviiovat celkovy metabolismus rostliny

[1,2].

1.1 Sacharosa

Sacharosa je disacharid skladajici se z glukosy a fruktosy. Patii mezi
asimilat. Kromé funkce transportni mé sacharosa jeSté¢ funkci nutricni a zvySuje

odolnost rostliny pied nizkou teplotou a osmotickym stresem [3,4].

Sacharosa je syntetizovana v cytoplasmé fotosyntetickych organu z UDP-
glukosy a fruktosy (Obr. 1, str. 10). Odtud je transportovana do ostatnich ¢asti rostliny,
kde muze byt vyuZita jako zdroj energie v dychacim fetézci. Sacharosa je nejprve
roz$tépena a poté ve formé& glukosy vstupuje do glykolyzy, kde je pfeménéna fadou
reakci na fosfoenolpyruvat (PEP), ktery po pifeméné na acetyl-COA vstupuje do
citratového cyklu. V citratovém cyklu a glykolyze vznikaji redukované koenzymy
FADH; a NADH, které vstupuji do dychaciho fetézce, kde se syntetizuje ATP [3,5,6].
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Obr. 1. Syntézy sacharosy enzymy sacharosa-fosfatsynthasou a sacharosa-

fosfatfosfatasou. [1]

1.2 Propojeni metabolismu uhliku a dusiku

Asimilace dusi¢nani je tésné propojena s metabolismem uhliku. Bé&hem
asimilace dusi¢nanti je snizena aktivita syntetickych drah ve prospéch glykolyzy.
Produktem glykolyzy je fosfoenolpyruvat, ktery ma dvé zasadni funkce pti asimilaci

dusi¢nanti [7].

Zaprvé muze byt fosfoenolpyruvat karboxylovan za katalyzy PEPC (EC
4.1.1.31, PEPC) za vzniku oxalacetatu, ktery je redukovan NAD-malatdehydrogenasou
(EC 1.1.1.37) na malat. Malat je v kofenech dekarboxylovan a tim rostlina brani

okyselovani cytoplazmy, ke kterému dochazi béhem asimilace dusi¢nant [7].

Zadruhé fosfoenolpyruvat je sérii reakci katalyzovanych PEPC, pyruvatkinasou
(EC 1.1.1.27), citratsynthasou (EC 2.3.3.1), pyruvatdehydrogenasou (EC 1.2.4.1) a
isocitratdehydrogenasou (EC 1.1.1.41) pfeménén na a-ketoglutarat. Enzymovy komplex
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glutaminsynthetasa/glutamatsynthasa (EC 6.3.2.1/1.4.1.14, GS/GOGAT) vyuziva o-
ketoglutarat jako akceptor amonného kationu vzniklého redukci dusi¢énanu

nitratreduktasou (EC 1.7.1.1, NR) a nitritreduktasou (EC 1.7.7.1) (Obr. 2) [1,5,7].
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Obr. 2: Propojeni asimilace dusi¢nanti S metabolismem uhliku. PEP -fosfoenolpyruvat,
OAA - oxalacetat, PEPC - fosfoenolpyruvatkarboxylasa, PK - pyruvatkinasa, CS -
citratsynthasa, ICDH - isocitratdehydrogenasa, GOGAT - glutamatsynthasa, GS -
glutaminsynthetasa, NIA - nitratreduktasa [8].

1.3 Piijem a fixace dusiku

Jako zdroj dusiku rostling€ slouzi dusi¢nanové nebo amonné ionty. Aby mohly
byt dusi¢nanové ionty metabolicky vyuzity, musi byt redukovany na amonné ionty. K
redukci dochéazi bud’ ptimo v kotfenech, nebo jsou nitratové anionty transportovany do

listl a az zde redukovany [2,5,7].

Amonné ionty jsou pro rostlinu ve vétsi mife toxické, a proto jsou ihned
zabudovavany do organickych sloucenin. To provadi enzymovy systém GS/GOGAT
(Obr. 3, str. 11). Amonny kation se navaze na glutamat za vzniku glutaminu. Ten

reaguje s a-ketoglutaratem za vzniku dvou molekul glutamatu. Jedna molekula je
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vyuzita pro obnoveni glutaminu a druha reaguje za katalyzy asparataminotransferasy

s oxalacetatem za vzniku a-ketoglutaratu a aspartatu [1,7].
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Obr. 3: Schéma redukce dusi¢nanovych iontt nitratreduktasou (NR) a nitritreduktasou

(NiR) na amonné ionty a jejich zabudovani do aminokyselin syst¢émem GS/GOGAT [2].

1.4 Prehled enzymii

1.4.1 Fosfoenolpyruvatkarboxylasa

1.4.1.1 Charakterizace fosfoenolpyruvitkarboxylasy

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (EC 4.1.1.31, PEPC) je cytosolovy enzym
vyskytujici se u vysSich rostlin, fas, sinic a bakterii. VétSinou obsahuje Ctyfi identické
podjednotky o molekulové hmotnosti pfiblizné 95 — 110 kDa [9]. Katalyzuje nevratnou
reakci vzniku oxalacetatu z fosfoenolpyruvatu v piitomnosti HCOs a kofaktoru Mn?*
nebo Mg** (Obr. 4, str. 13). Mechanismus reakce je rozlozen do vice kroki. PEPC
nejprve navaze Mg?* kation, poté PEP a nakonec HCO3. Tato reakce je exergonicka.

Vznikly oxalacetdt miize byt ddle redukovan na L-malat NAD-maldtdehydrogenasou
[10,11,12].
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Obr. 4: Reakce vzniku oxalacetatu z fosfoenolpyruvatu katalyzovana PEPC rostlin [10]

V listech C, a CAM rostlin se PEPC vyskytuje ve velkém mnozstvi. Zde plni
funkci primarni fixace CO; pro fotosyntézu. V C, rostlinach je aktivni béhem dne. V
CAM rostlinach je aktivni béhem noci a souvisi s cirkadialnim rytmem. Fixace CO;
vnoci u CAM rostlin umoziiuje rostliné uzavfit priaduchy béhem dne a tim
minimalizovat ztratu vody. Stejné tak v C4 rostlinach prefixace CO, PEPC umoziiuje

sniZovat ztraty fotosyntézy fotorespiraci, coz je ptredevS§im v prostfedi sucha a horka

vyhodné [9,10,13].

Hlavni funkci enzymu Cj rostlin je dopliiovani meziproduktii citratového cyklu.
V citratovém cyklu vznikd a-ketoglutarat, ktery poskytuje uhlikaty skelet pro syntézu
aminokyselin béhem asimilace dusiku. Dalsi velmi dulezitou funkci je regulace pH
cytoplasmy, kdy spole¢né s NADP-malatdehydrogenasou (oxalacetat dekarboxylacni)
(EC 1.1.1.40) kompenzuje okyselovani cytoplasmy, ke kterému dochazi predev§im

béhem redukce dusi¢nanu [7,9].

1.4.1.2 Regulace aktivity fosfoenolpyruvdtkarboxylasy

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa je v buiice regulovana dostupnosti substratu PEP,
fosforylaci a pfitomnosti alosterickych efektor v cytoplazmé.

Aktivita PEPC je také ovlivnéna teplotou a pH. Optimalni pH pro PEPC je 8,1.
[10,13].

Mezi nejdilezitési alosterické efektory, které se nachazeji v cytoplazmé, patii
L-malat a D-glukosa-6-fosfat. L-malat, ktery vznika z oxalacetatu (produktu PEPC) za
katalyzy NAD-malatdehydrogenasou (EC 1.1.1.37), funguje jako zpétnovazebny
inhibitor PEPC. D-glukosa-6-fosfat zvysuje afinitu PEP k PEPC tim, Ze snizuje hodnotu
K pro tento substrat [10,12].
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V CAM rostlinach je aktivita PEPC regulovana oligomerizaci. Ve dne se enzym

nachazi ve formé dimeru, ktery neni aktivni. V noci se tvoii aktivni tetrametr [10].

Aktivita PEPC je také regulovana reverzibilni fosforylaci serinu v blizkost N-
koncové domény polypeptidu pomoci specifické PEPC kinasy. U rostlin tabaku se jedna
o serin-11 [14].

Proces fosforylace je regulovan piedevsim expresi PEPC kinasy, ktera je v Cy4
rostlinach aktivovana svétlem a v CAM rostlinach je fizen cirkadialnim rytmem.
Regulace exprese PEPC kinasy v Cj rostlinach je slozitéjsi a je regulovana svétlem a
dostupnosti dusikatych a uhlikatych latek [10]. Fosforylace PEPC je také ovlivnéna
stresem (Obr. 5) [10,15,16].

Fosforylace ma vliv na zménu kinetickych vlastnosti enzymu, piedevsim
zvySeni maximalni rychlosti reakce a zvySeni citlivosti vici aktivatoru D-glukosa-6-
fosfatu a jeji snizeni vuci inhibici L-malatem. Defosforylaci provadi enzym

proteinfosfatasa 2A [10,11,13,17].

Low temp. exposure
COz-availability under light

N-availability Inhibition by DCMU

AV A < Inhibition of PEPC || Treatment with an
<] > by DCDP oxidant, Diamide
PN v v
V

Compensatory o High sait]
Light/Dark feedback g?g’iﬁs‘twe [ Drought
: regulation
(Diurnal)
Circadian l / Stress
rhythm ? -~
N
ATP ADP
\PEPCk (B
PEPC " @
<
Less active PP2A More active 3

Obr. 5: Regulace aktivity PEPC. Aktivita PEPC je zavisla fosforylaci, kterou katalyzuje
PEPC kinasa. Proces fosforylace je regulovan expresi PEPC kinasy. Exprese je u Cq4
rostlin fizena svétlem a u CAM rostlin patrné cirkadidlnim rytmem. Na expresi ma také
vliv stres rostliny, dostupnost dusiku a CO,. Defosforylace provadi proteinfosfatasa 2A
[10].
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1.4.2 Nitratreduktasa

1.4.2.1 Charakterizace nitratreduktasy

Prvnim krokem asimilace dusi¢nant je redukce dusi¢nanli na dusitany. Tato
reakce je katalyzovana nitratreduktasou (EC 1.7.1.1, NR). NR je cytosolovy enzym o
molekulové hmotnosti ptiblizn¢ 200 kDa. V cytosolu je navazan na vnéj$i stranu vnéjsi
membrany plastidd. Tento indukovany komplexni enzym, vyskytujici se ve formé
dimeru, obsahuje tfi kofaktory — flavinadenindinukleotid, hem-Fe a molybdenovy
kofaktor (MoCo) (Obr. 6). Tyto kofaktory poskytuji redoxni centra pro ptenos elektronu
z NADH na dusi¢nan [1,18,19].

Druhou reakci, kterou katalyzuje NR, je vznik oxidu dusnatého z dusitanu. Tato
reakce je vSak minoritni a vyuziva pouze jedno procento kapacity enzymu. Oxid
dusnaty je velice dualezitou latkou regulace rostlinného metabolismu, piedevSim za

nefyziologickych podminek. [1,19].

NO;z + NADH+H" — NO, + NAD" + H,0

Obr. 6: A) Schéma struktury NR B) Model struktury dimeru NR. Fialové je znacena
hemova prostheticka skupina, ¢erné je vyznacen molybdenovy kofaktor a modie FAD.

Rozhrani mezi dimery je znazornéno zluté [1].
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1.4.2.2 Regulace aktivity nitrdtreduktasy

Aktivita nitratreduktasy je vysoce regulovana. Existuji dva divody, pro¢ rostliny
museji regulovat aktivitu nitratreduktasy. Zaprvé, protoze redukce dusi¢nanti na
dusitany je velmi energeticky naro¢ny proces. Zadruhé, protoze dusitany produkované
nitratreduktasou jsou cytotoxické. Aktivita nitratreduktasy je regulovana neckolika

zpusoby. [18,20]

Aktivita nitratreduktasy je v prvé fadé regulovana transkripci mRNA genu pro
nitratreduktasu. K transkripci dochéazi pouze tehdy, pokud jsou v cytoplazmé pritomny
dusi¢nany. Jedna se ovSem o velmi pomalou regulaci a syntéza NR trva fadove hodiny.
Pokud je mnozstvi nitrati dostatecné, zac¢ind syntéza mRNA nitratreduktasy brzy rano a
svého vrcholu dosahuje v poledne. Aktivita nitratreduktasy roste béhem prvni poloviny

dne a maxima dosahuje v poledne. Poté pomalu klesa az do setméni [18,19].

Posttransla¢ni modifikace umoznuji regulaci aktivity nitratreduktasy v fadu
minut. Pokud je rostlina vystavena tmé nebo nizké koncentraci CO,, dojde k fosforylaci
enzymu na 543 serinovém zbytku Ca”*-dependentni proteinkinasou, nasledované Ca** a
Mg?* dependentni vazbou proteinu 14-3-3 na fosforylovany serinovy zbytek (Obr. 7).
Tim dojde Kk pteruseni pfenosu elektront a inhibice aktivity NR po dobu, kdy rostlina
neni osvétlena [18,19]. Pfitomnosti kationtt Mg2+ je nezbytna pro zachovani vazby
nitratreduktasy a proteinu 14-3-3. Koncentrace Mg?* je velmi nizka béhem dne a tim
umoziuje disociaci komplexu nitratreduktasy a proteinu 14-3-3. Aktivita Ca®'-
dependentni kinasy je inhibovana fysiologickou koncentraci glukosa-6-fosfatu. To znaci
potiebu koordinace metabolismu uhliku a dusiku. Nedostatek dusi¢nanii neméd na

fosforylaci nitratreduktasy zadny vliv [1,18,20].

K reaktivaci fosforylované nitratreduktasy dochazi defosforylaci serinu 543
proteinfosfatasou 2A. Tato defosforylace brani proteinu 14-3-3 ve vytvoteni vazby s
NR. Jako signal pro reaktivaci nitratreduktasy slouzi asimilaty fotosyntézy (Obr. 7)
[18,20].

Mnozstvi nitratreduktasy zavisi také na rychlosti jeji degradace. NR je pomérné
rychle po syntéze degradovana, a to béhem néekolika hodin. NR v komplexu se 14-3-3

proteinem je vyrazné rychleji degradovana nez NR volna [1,18,21].
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Obr. 7: Predpokladany model regulace aktivity NR fosforylaci/defosforylaci a vazbou
proteinu 14-3-3. Aktivni NR je fosforylovana NR kinasou. Na fosforylovanou NR se
navaze dimer proteinu 14-3-3 a inaktivuje ji. Komplex NR a proteinu 14-3-3 je
degradovan. Pokud dojde k vyvazani proteinu 14-3-3 od NR, dojde k defosforylaci NR

proteinfosfatasou 2A a enzym se vrati opét do své aktivni formy [1].
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2 Cil prace

Pfitomnost sacharosy v kultivatnim médiu ovlivituje metabolismus nejen sloucenin

uhliku, ale i1 dusiku.

Cilem této prace bylo zjistit, zda je ovlivnéna aktivita PEPC, enzymu, ktery spojuje

metabolismus sacharid a aminokyselin.

Dalsim cilem bylo zjistit, zda je ovlivnéna aktivita NR, klicového enzymu pfi asimilaci

dusiku.

3 Material

3.1 Pristroje a pomtcky

Analytické vahy 100 A
Centrifuga
Elektroforeticka souprava
Spektrofotometr Helios a

Spektrofotometr Ultrospec 2 100

3.2 Chemikalie

Akrylamid

Alkalické fosfatasa z hovézi stfevni mukosy
Bradfordovo ¢inidlo

Bromfenolova modf

Coomassie Brilliant Blue G 250, R 250
D-glukosa-6-fosfat

Dodecylsiran sodny

1

Denver instrument company, USA
Hettich Universal 32R, Némecko
Biometra, Némecko

Thermo Spectronic, USA

Amersham Pharmacia Biotech, Anglie

Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Serva, Némecko
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DTT Sigma, USA
EDTA Sigma, USA
Ethanol Lachema, CR
PEP Sigma, USA
HCI Penta, CR
KH,PO,4 Lachema, CR
KoHPO, Lachema, CR
Methanol Lachema, CR
MqgCl, Sigma, USA
N,N’-methylen-bis(akrylamid) Sigma, USA
NADH Sigma, USA
NAD* Sigma, USA
NNEDD Sigma, USA
PEP Sigma, USA
PVP Sigma, USA
Sacharosa Lachema, CR
Sulfanilamid Sigma, USA
TEMED Serva, Némecko
Tris Sigma, USA

3.3 Rostlinny material

Rostliny Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 pasazované Vv uzavienych
kultivacnich nadobach s Marashige-Skoogovym agarem byly laskavé poskytnuty RNDr.
Helenou Synkovou, CSc., Ustav experimentélni botaniky AV CR.
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4 Metody

4.1 Priprava vzorku z rostlinného materialu

4.1.1 Péstovani rostlin tabaku

Rostliny Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 byly pasazovany do
nadobky s kultivaénim médiem ¢tyfi tydnd po vysevu. Jako kultivaéni médium byl
pouzit Marashige-Skoogliv agar. Rostliny byly rozdéleny do dvou skupin. Prvni
obsahovala 2% sacharosu Vv kultivaénim médiu jako dodatecni zdroj uhliku. Druha

skupina byla kontrolni a neobsahovala dodatecny zdroj uhliku.

Obr. 8.: Kultiva¢ni nadoba, ve které byly péstovany rostliny tabaku.

Rostliny byly zpracovavany tii tydny po pasazovani. Rostlinny material byl
rozdélen podle rostlinnych ¢asti na koteny (K), listy dolni (LD), stfedni (LS) a horni
plné vyvinuté (LH) a vrchni (LV). Z kazdé skupiny byly piipraveny smésné vzorky.
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Kazdy smésny vzorek obsahoval rostlinny material ze tfi rostlin. Vzorky byly ihned

zmrazeny V tekutém dusiku a skladovany pti — 80 °C.

Obr. 9.: Schéma rostliny tabaku znazornujici rozdéleni listt pro experiment.

4.1.2 Priprava rostlinného extraktu pro stanoveni aktivity enzymu

Listy tabaku byly homogenizovany V tfeci misce s trojnasobnym mnozstvim
extrak¢éniho pufru A (100 mM Tris-HCI (pH 7,8), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 mM
MgCl,, 5% glycerol). K homogenatu bylo ptidano 0,03 g PVP na 1 ml homogenatu,
ktery byl nésledné centrifugovan pti 16 600 g a teploté 4°C po dobu 15 minut. Ziskany

supernatant byl pouzit jako extrakt pro stanoveni aktivity enzymt.
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4.2 Méreni aktivity enzymu

4.2.1 Meéreni aktivity nitratreduktasy

Stanoveni aktivity nitratreduktasy katalyzujici pfeménu dusi¢nanu na dusitan je
zalozeno na reakci dusitanu se sulfanilamidem, kterd poskytuje diazoniovou sil. Ta
reakci se slou¢eninou NNEDD tvoii fialové azobarvivo, jehoZ intenzita se stanovuje

spektrofotometricky pii 540 nm.

Reakéni smés obsahovala 100 mM Ky;HPO4/KH,PO,; 10 mM EDTA; 0,15 mM
NADH; 0,1 M KNOs. Reakce byla startovana piidanim 100 pl extraktu a probihala 30
minut pii teploté¢ 26 °C. Poté byl do reakéni smési ptidan 5,8 mM sulfanilamid a 0,8
mM NNEDD. Referentni vzorek neobsahoval NADH a KNO3;. Méfeni bylo provedeno
na spektrofotometru Ultrospec 2100 v kyveté s optickou délkou 1 cm V reak¢énim

objemu 1 ml [22]. Aktivita je vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu.

4.2.2 Defosforylace nitratreduktasy

Pii studiu zdanlivé defosforylace nitratreduktasy byla vyuzita alkalicka
fosfatasa. K 50 ul extraktu z vrchnich listt bylo pfidano 15 U alkalické fosfatasy
zhovézi stfevni mukosy, zatimco kontrolni vzorek obsahoval 50 pl extraktu a
destilovanou vodu misto AP. Oba vzorky se nechaly inkubovat pii 26 °C po dobu 60

min. Ke stanoveni aktivity NR po pusobeni AP bylo vyuzito postupu 4.2.1 [23].

4.2.3 Méreni aktivity fosfoenolpyruvatkarboxylasy

Pro méfteni aktivity fosfoenolpyruvatkarboxylasy bylo vyuzito spiazené reakce,
kdy v prvnim kroku z fosfoenolpyruvatu vznikd OAA, jenz je nasledné za spotieby
NADH redukovan pomoci NAD-dependentni malatdehydrogenasy na malat. Ubytek
NADH byl méfen spektrofotometricky jako pokles absorbance pii 340 nm po dobu 5
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minut. Méfeni bylo provedeno na pfistroji Helios a , v kyveté s optickou délkou 1 cm.
Reakce byla provedena v 1 ml reak¢éni smési, ktera obsahovala 100mM Tris-HCI pufr
(pH 8,1); 5mM NaHCO3; 2 mM MgCly; 0,2 mM NADH; 2 mM PEP.

Reakce byla startovana ptidanim 50 ul extraktu [16]. Aktivita je vztaZzena na Cerstvou

hmotnost rostlinného materialu.

4.2.4 Aktivace fosfoenolpyruvatkarboxylasy D-glukosa-6-fosfatem

Pro méfeni aktivace fosfoenolpyruvatkarboxylasy bylo vyuzito postupu 4.2.3.
Do reakéni smési byl pfidan 5 mM D-glukosa-6-fosfat. Pro méfeni aktivity
fosfoenolpyruvatkarboxylasy pifi subsaturacni koncentraci fosfoenolpyruvatu byla

vysledna koncentrace fosfoenolpyruvatu snizena na 0,2 mM.

4.2.5 Inhibice fosfoenolpyruvatkarboxylasy L-malatem

Pro méfeni inhibice fosfoenolpyruvatkarboxylasy bylo vyuZzito postupu 4.2.3.
Do reakéni smési byl pifidan 5 mM L-malat. Pro méfeni aktivity
fosfoenolpyruvatkarboxylasy pifi subsaturacni koncentraci fosfoenolpyruvatu byla

vysledna koncentrace fosfoenolpyruvatu sniZzena na 0,2 mM.

4.2.6 Pusobeni alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC

V rostlinach péstovanych se sacharosou a v rostlindich péstovanych bez
sacharosy byl studovan vliv alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC pfi pH 7,1 a §,1. K50
ul extraktu z vrchnich nebo hornich listii bylo ptidano 15 U alkalické fosfatasy, zatimco
kontrolni vzorek obsahoval 50 pl extraktu a destilovanou vodu misto AP. Oba vzorky
byly inkubovany pii 26 °C po dobu 60 min. Pak byla u obou vzorkli zmétena aktivita
PEPC podle postupu 4.2.3.
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Optimalizace délky doby pusobeni AP byla provedena po dobu dvou hodin s 30-
ti minutovymi intervaly méfeni aktivity PEPC, 500 pl extraktu a 150 U AP (0,3 U AP
na 1 pl extraktu) [23].

4.3 Stanoveni bilkovin metodou dle Bradfordové

Metoda stanoveni mnozstvi bilkovin dle Bradfordové je zalozena na interakcli
Coomassie brilliant blue G 250 saromatickymi a bazickymi aminokyselinami
Vv bilkovin¢ [24].

K 10 pl rostlinného extraktu bylo ptidano 23,3 pl destilované vody a 1 mi
Bradfordova c¢inidla. Po promichani se nechala smés inkubovat 20 min. Poté byla
zméfena absorbance pii 595 nm proti referentnimu vzorku obsahujicimu 33,3 pl

destilované vody a 1 ml Bradfordova ¢inidla [24].

Hodnota absorbance pii 595 nm byla pomoci kalibracni piimky ptepoctena na
mnozstvi bilkovin. Jako standard byl pouZzit hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentraci

0,25 1,4 mg.ml™.

4.4 Elektroforetické separace proteini

Elektroforeticka separace proteini je metoda vyuZzivaji skuteCnosti, ze nabité
molekuly se pohybuji v elektrickém poli. Rychlost pohybu nabité ¢astice je dana jeji

velikosti, vlastnosti jejiho povrchu a jejim ndbojem.

Jako nosi¢ byl pouzit polyakrylamidovy gel. Ten se pfipravoval kopolymeraci
akrylamidu a N,N-methylen-bis-akrylamidu v poméru 73:2. Elektroforeticka separace
proteinit byla provedena soupravou Biometra. Na zacatku separace bylo napéti
nastaveno na 70 V. Poté, co vzorek opustil zaostiovaci gel, bylo napéti zvyseno na 140
V.
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4.4.1 Elektroforeticka separace proteint v prostiedi SDS

Elektroforetické separace proteind Vv prostiedi dodecylsulfatu sodného patii mezi
separace denaturujici. Dodecylsulfat sodny se vaze na bilkoviny v poméru 1,4:1 a
udé€luje jim uniformni néboj a tvar. Jedna se o tyCinky konstantniho praméru a délky
odpovidajici relativni molekulové hmotnosti. Diky tomu dochézi béhem
elektroforetické separace proteini k déleni pouze na zakladé relativni molekulové

hmotnosti proteind [25,26].

4.4.1.1 Piiprava gelu pro elektroforetickou separaci proteinit v denaturujicim

prostiedi

Pro elektroforetickou separaci proteinti v prostiedi SDS byl pro lepsi rozdéleni
pouzit polyakrylamidovy gel s gradientem koncentrace gelu. Ten vznikl smisenim 10 %
a 15 % separacniho gelu. Koncentrace zaostfovaciho gelu byla 5%. Do kazdé ze dvou
oddélenych sekci v misi¢i gradientu byl nalit jeden ze separaCnich gelt. Z misice
gradientl byl poté gel o ménicim se gradientu nalit mezi dvé skla urcena k tuhnuti gelu.
Tento gel byl po ztuhnuti pfevrstven zaostfovacim gelem.

10% separacni gel o celkovém objemu 5 ml obsahoval 1,9 ml destilované vody; 1,7 ml
30% smési akrylamid/BIS; 1,3 ml 1,5M Tris-HCI pufru, pH 8,8; 50 ul 10% SDS; 2 ul
TEMED; 50 pul 10 % peroxodisiranu amonného.
15% separacni gel o celkovém objemu 5 ml obsahoval 1,1 ml destilované vody; 2,5 ml
30% smési akrylamid/BIS; 1,3ml 1,5M Tris-HCI pufru, pH 8,8; 50 ul 10% SDS; 2 ul
TEMED a 50 pl 10 % peroxodisiranu amonného.
5% zaostfovaci gel o celkovém objemu 6 ml obsahoval 4,1 ml destilované vody; 1 mli
30% smesi akrylamid/BIS; 750 ul 1,0M Tris-HCI pufru, pH 6,8; 60 ul 10% SDS; 6 ul
TEMED a 60ul 10 % peroxodisiranu amonného.
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4.4.1.2 Priprava vzorku

Rostlinny extrakt byl smichan 1:1 se vzorkovym pufrem, ktery obsahoval:
0,1542 ¢ DTT, 0,5 ml 0,1% bromfenolové modrte, 2 ml glycerolu, 2 ml 10% SDS, 2,6
ml 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) a 2,9 ml destilované vody. Smés byla poté zahiata k varu.

Takto ptipraveny vzorek byl po zchladnuti aplikovan do jamek v gelu po 25 pl.

4.4.1.3 Detekce proteinii v gelu

Gel byl po separaci umistén do barvici 1azné. Barvici lazen obsahovala v 1 litru
2 g Coomassie Briliant Blue R 250, 0,5 g Coomassie Briliant Blue G 250, 425 ml
ethanolu, 50 ml methanolu, 100 ml kyseliny octové a 425 ml destilované vody. Po
obarveni byl gel umistén do odbarvovaci lazng, ktera obsahovala kyselinu octovou,

etanol a destilovanou vodu v poméru 2:5:13.

4.4.2 Elektroforeticka separace proteinii V nedenaturujicim prostiedi

Pii elektroforetické separaci proteinti v nedenaturujicim prostiedi nedochazi, na
rozdil od elektroforetické separace Vv prostiedi SDS, k denaturaci proteint. SDS je
nahrazeno glycerolem, vzorky jsou aplikovany v sacharose misto denaturujiciho
vzorkového pufru a vzorky neprochdzeji varem. Diky tomu je moZné po separaci

specificky detekovat aktivitu enzymu piimo v gelu. [26]

4.4.2.1 Piiprava gelu pro elektroforetickou Separaci proteinii v nedenaturujicim

prostiedi

Pro separaci byl pouzit 6% separacni polyakrylamidovy gel o celkovém objemu

10 ml obsahujici 5,2 ml destilované vody; 2 ml 30% smési akrylamid/BIS; 2,6 ml 1,5 M
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Tris-HCI pufru, pH 8,8; 100 ul 10% glycerolu; 8 ul TEMED; 100 ul 10 %
peroxodisiranu amonného.

A dale pak 3% zaostfovaci polyakrylamidovy gel o celkovém objemu 4 ml obsahujici 3
ml destilované vody; 400 ul 30% smési akrylamid/BIS; 500 ul 1,0 M Tris-HCI pufru,
pH 6,8; 40 ul 10% glycerolu; 8 ul TEMED; 40 pl 10 % peroxodisiranu amonného.

4.4.2.2 Piiprava vzorkit pro elektroforetickou separaci proteinii v nedenaturujicim

prostiedi

K rostlinnému extraktu byla pfidana sacharosa tak, aby jeji vysledna koncentrace
byla 20 %. Takto ptipravené vzorky byly poté aplikovany do jamek v gelu v mnozstvi
25 pl.

4.4.2.3 Detekce aktivity nitrdtreduktasy v polyakrylamidovém gelu

Po elektroforetické separaci proteint byla provedena detekce aktivity NR v gelu.
Gel byl umistén do reak¢éni smési obsahujici 100 MM K;HPO4,/KH,PO,4; 10 mM EDTA;
0,15 mM NADH; 0,1 M KNOs. Gel byl ponecham v reakéni smési pies noc a poté byl
do reakéni smési pridan 5,8 mM sulfanilamid a 0,8 mM NNEDD. [22]
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5 Vysledky

Ze dvou skupin rostlin péstovanych in vitro v Marashige-Skoogové agaru
Vv pritomnosti sacharosy a bez sacharosy byly odebrany smésné vzorky a pfipraveny
rostlinné extrakty. V téchto extraktech byl stanoven obsah proteinti a aktivita PEPC a
NR.

5.1 Stanoveni mnozstvi bilkovin Vv rostlinném extraktu

Bylo zjisténo, ze rostliny péstované v piitomnosti sacharosy obsahuji vice
bilkovin neZ rostliny, u kterych sacharosa nebyla v kultivaénim médiu pfitomna. Dale
bylo zjisténo, Ze nejméné bilkovin se nachdzi v kofenech rostlin. V rostlinach
pestovanych bez sacharosy V kultivacnim mediu Se ve vSech listech rostlin tabaku
nachazelo pfiblizné stejné mnozstvi bilkovin. V rostlinach péstovanych se sacharosou
bylo mnozstvi bilkovin v hornich plné vyvinutych listech a vrchnich listech vyrazné

vyssi nez v ostatnich ¢astech rostliny (Obr. 10).
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Obr. 10: Mnozstvi bilkovin v rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu s ptidavkem
sacharosy (m) a bez sacharosy (m).

Zkratky: LV —vrchni listy, LH — horni plné vyvinuté listy, LS — stfedni listy, LD — dolni
listy, K — kofeny
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Pomoci elektroforetické separace proteini v pfitomnosti SDS bylo porovnavano
zastoupeni proteinti vV extraktech rostlin péstovanych v kultiva¢nim médiu se sacharosou
a péstovanych bez sacharosy v kultivaénim médiu. Obrazek 11 dokumentuje, ze mezi

obéma skupinami nebyl zjistén kvalitativni rozdil v zastoupeni proteint.
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=
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Obr. 11: Gel elektroforetické separace proteinu V prostiedi SDS v gradientu 10 - 15 %
polyakrylamidového gelu. V 1. a 11. jamce je standard BSA (50 pg). V jamkach 2. a 3.
je 25 pl extraktu z hornich plné vyvinutych listd péstovanych v kultivaénim médiu se
sacharosou, Vjamkach 4. a 5. je 25 ul extraktu ze stiednich listd péstovanych
Vv kultiva¢nim médiu bez sacharosy. V jamce Cislo 6. je komer¢ni standard Sigma
obsahujici 8 protein s relativni molekulovou hmotnosti od 36 000 do 205 000.
V jamkach 7. a 8. je 25 pl extraktu z hornich plné vyvinutych listd péstovanych
Vv kultiva¢nim médiu se sacharosou, v jamce 10. je 25 pl extraktu ze stfednich listd

péstovanych v kultivaénim médiu bez sacharosy.
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5.2 Aktivita PEPC v rostlinach péstovanych se sacharosou a

bez sacharosy

V rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou a rostlin
péstovanych v kultivaénim mediu bez sacharosy byla sledovana aktivita PEPC. Aktivita
PEPC byla v riznych ¢astech rostliny rozdilna. Nejvyssi aktivita byla zjisténa v listech

hornich a stiednich, nejnizsi v kotenech (Obr. 12).

V rostlinach péstovanych se sacharosou byla zjisténa vyrazné vyssi aktivita

PEPC nez v rostlinach péstovanych bez sacharosy (Obr. 12).
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Obr. 12: Aktivita PEPC v riznych ¢astech rostlin tabaku péstovanych se sacharosou (m)
a bez sacharosy (m) v kultivacnim médiu. Aktivita byla méfena pfti optimalnim pH 8,1.
Zkratky: LV —vrchni listy, LH — horni pln¢€ vyvinuté listy, LS — stfedni listy, LD — dolni
listy, K — kofeny

5.3 Studium regulace PEPC

Aktivitu PEPC vbunce ovlivituje fosforylace serinového zbytku. Tato
fosforylace molekuly PEPC ovliviiuje ptsobeni alosterickych modulatorii pfitomnych
Vv bunice. V této praci bylo zjistovano, zda se PEPC v rostlinach péstovanych

v kultivaénim médiu se sacharosou a bez sacharosy lisi v parametrech ovlivnitelnych
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fosforylaci. Bylo sledovano ptsobeni alkalické fosfatasy na PEPC, inhibice L-malatem

a aktivace D-glukosa-6-fosfatem.

5.3.1 Pusobeni alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC

Z fosforylované formy PEPC miize byt fosfat hydrolyzovan uc¢inkem alkalické
fosfatasy. V této praci byl sledovan vliv alkalické fosfatasy na aktivitu
fosfoenolpyruvatkarboxylasy u rostlin péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou

a bez sacharosy.

Nejprve byla provedena optimalizace délky doby pisobeni AP na PEPC po dobu
dvou hodin s30-ti minutovymi intervaly méfeni aktivity PEPC (Obr. 13). Po 30
minutach byl znatelny pokles aktivity PEPC u obou skupin rostlin. Po jedné hodiné
aktivita PEPC jesSt¢ mirné klesla, ale po dalsi hoding jiz neklesala. Na zéklad¢ tohoto

experimentu byl vybran jako optimalni ¢as pisobeni alkalické fosfatasy jedna hodina.
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Obr. 13: Optimalizace piisobeni alkalické fosfatasy pro rostliny pestované se sacharosou
(w) a bez sacharosy (m). V grafu je vynesen pokles aktivity PEPC po pusobeni AP
oproti kontrole bez AP.

V hornich plné vyvinutych listech rostlin péstovanych v Kultivacnim médiu bez
sacharosy klesla po pusobeni alkalické fosfatasy aktivita PEPC pti pH 8,1 o 33 %.

V rostlinéch se sacharosou byl pokles o 23 %.
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Stejny pokus byl proveden pii pH 7,1. V hornich listech rostlin péstovanych
Vv kultivaénim médiu bez ptidavku sacharosy ¢inil pokles aktivity PEPC ptisobenim AP
33 %. Pro rostliny péstované v kultivatnim médiu s pridavkem sacharosy byl

zaznamenan pokles aktivity o 29 % (Obr. 14).
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Obr. 14: Srovnani aktivity PEPC pti pH 7,1 a 8,1 v hornich plné vyvinutych listech
rostlin tabaku péstovanych se sacharosou (m) a bez sacharosy (m) v kultiva¢nim médiu,

v extraktu po pusobeni alkalické fosfatasy (i+,=) oproti kontrole bez ptisobeni AP (m,m).

Pii sledovani vlivu alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC pii pH 8,1 v hornich
listech byl zaznamenan v rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu bez ptidavku
sacharosy pokles aktivity 0o 22 %. V rostlinaich péstovanych v kultivaénim médiu
s ptidavkem sacharosy ¢inil tento pokles pouze 5 %.

Pti sledovani vlivu alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC pfi pH 7,1 ve vrchnich
listech byl zaznamenan v rostlinach péstovanych v kultivacnim médiu bez ptidavku
sacharosy pokles 0 21 %. V rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu s pfidavkem
sacharosy ¢inil tento pokles 27 % (Obr. 15, str. 32).
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Obr. 15: Srovnani aktivity PEPC pfi pH 7,1 a 8,1 ve vrchnich listech rostlin tabaku
péstovanych se sacharosou (m) a bez sacharosy (=) v kultivaénim médiu po ptisobeni

alkalické fosfatasy (=,~) v extraktu.

5.3.2 VIiv L-malatu na aktivitu PEPC

V rostlinach péstovanych v kultivatnim médiu bez ptfitomnosti sacharosy a
rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou byl sledovan vliv L-malatu
na aktivitu PEPC pii pH 8,1.

Nejvyssi pokles aktivity PEPC vlivem L-malatu v rostlinach péstovanych
Vv kultiva¢nim médiu bez ptitomnosti sacharosy byl zaznamenan Vv listech vrchnich. Zde
pokles ¢inil 36 %. Naopak v kofenech nebyla aktivita ovlivnéna (Obr. 16 A, str. 34).

Také v rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou byl sledovan
vliv L-malatu na aktivitu PEPC. Zde byl nejvyssi pokles zaznamenan Vv listech vrchnich,
a to 0 39 %. Naopak v listech hornich byl zaznamenan pokles pouze o 10 % (Obr. 16,
B, str. 34).

Celkové byl pokles aktivity v rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu bez
sacharosy vyssi nez v rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou (Obr.

16 A,B, str. 34).
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Obr. 16: Vliv L-malatu (m) na aktivitu PEPC v rtiznych ¢astech rostlin tabaku
péstovanych se sacharosou (m)(A) a bez sacharosy (m)(B) v kultiva¢nim médiu pii pH
8,1.

Zkratky: LV —vrchni listy, LH — horni pln¢ vyvinuté listy, LS — stfedni listy, LD — dolni
listy, K — kofeny

V listech rostlin péstovanych v kultivaénim médiu bez sacharosy a se sacharosou
byl sledovan vliv L-malatu na aktivitu PEPC za subsatura¢ni koncentrace PEP pii pH
8,1.

Nejvyssi pokles aktivity PEPC vlivem L-malatu Vv rostlinach péstovanych
Vv kultiva¢nim médiu bez sacharosy byl zaznamenan v listech vrchnich. Pokles zde ¢inil
60 %. Naopak v kotenech doslo k poklesu pouze 0 34 % (Obr. 17 A, str. 35).

V rostlinach péstovanych v kultiva¢nim médiu se sacharosou byl sledovan vliv
L-malatu na aktivitu PEPC. Nejvyssi pokles aktivity PEPC byl zaznamenan v listech
vrchnich. Zde ¢inil 59 %. Naopak nejnizsi byl v listech hornich, a to 39 % (Obr. 17 B,
str. 35).

Celkove byl pokles aktivity PEPC piasobenim L-malatu pii subsaturacni
koncentraci PEP v rostlinach péstovanych v kultivacnim médiu bez sacharosy a rostlin

péstovanych v kultiva¢nim se sacharosou velmi podobny (Obr. 17 A, B, str. 35).
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Obr. 17: Vliv L-malatu (m) na aktivitu PEPC v rtiznych ¢astech rostlin tabaku
péstovanych bez sacharosy (m)(A) a se sacharosou (m)(B) v kultiva¢nim médiu a
pritomnosti PEP v subsatura¢ni koncentraci pii pH 8, 1.

Zkratky: LV —vrchni listy, LH — horni pln¢€ vyvinuté listy, LS — stfedni listy, LD — dolni
listy, K — kofeny

5.3.3 Vliv D-glukosa-6-fosfatu na aktivitu PEPC

V rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu bez sacharosy a rostlinach
péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou byl sledovan vliv D-glukosa-6-fosfatu
na aktivitu PEPC pii pH 8,1.

Pti saturaéni koncentraci PEP a pH 8,1 byla aktivace ve vSech piipadech nizka.
Vysledky dokumentuje obrazek 18 A, B, str. 36. Nejvyssi narist aktivity PEPC vlivem
D-glukosa-6-fosfatu v rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu bez ptitomnosti
sacharosy byl zaznamenan Vv listech vrchnich. Zde narast ¢inil 16 %. Naopak v kofenech
byl zaznamenam nartst jen o 5 % (Obr. 18 A, str. 36). Podobnych vysledkt bylo
dosazeno v ptipadé vlivu glukosa-6-fosfatu na aktivitu PEPC v rostlinach péstovanych
V kultivaénim médiu s pfidavkem sacharosy. Zde byl nejvysSi nartst aktivity
zaznamenan V listech hornich, a to 19 %. Naopak v listech vrchnich nebyla

zaznamenana zadna zmeéna aktivity PEPC (Obr. 18 B, str. 36).
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Obr. 18: Vliv D-glukosa-6-fosfatu (=) na aktivitu PEPC v riznych ¢astech rostlin

» 0,50 -

Aktivita na éerstvou hmotnost
[pmol.mint.g?]
Aktivita na éerstvou hmotnost
[pmol.mint.g?]

tabaku péstovanych bez sacharosy (m)(A) a se sacharosou (m)(B) v kultiva¢nim médiu
pii pH 8,1.

Zkratky: LV —vrchni listy, LH — horni pln¢€ vyvinuté listy, LS — stfedni listy, LD — dolni
listy, K — kofeny

Stejny pokus byl proveden pii subsaturaéni koncentraci PEP. Vysledek
dokumentuje obr. 19 A, B, str. 37.

V listech dolnich Vv rostlinach péstovanych bez sacharosy Cinil narust 43 %. V
kotenech 18 % (Obr. 19 A, str. 37). V listech hornich rostlin péstovanych v kultivaénim
zaznamenan V listech stfednich a to 0 19 % (Obr. 19 B, str. 37).

Celkové byl nartst aktivity v rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu bez

sacharosy a rostlin péstovanych v kultiva¢nim médiu se sacharosou velmi podobny.

36



>

0,80
0,70
0,60
% 0,50
t 0,40
2 0,30
0,20
0,10
0,00

Aktivita na éerstvou hmotnost
[pmol.mint.g?]

_] I I II -
LV LH LS LD K

L

Aktivita na éerstvou hmotnost

[pmol.mint.g?]

0,80 -~
0,70 -
0,60 -
0,50 -
0,40 -

LV LH LS LD K

0,30
0,20
0,10
0,00

Obr. 19: Vliv D-glukosa-6-fosfatu (=) na aktivitu PEPC v riznych ¢astech rostlin

tabaku péstovanych bez sacharosy (m)(A) a se sacharosou (m)(B) v kultiva¢nim médiu a
pritomnosti PEP v subsatura¢ni koncentraci pii pH 8,1.

Zkratky: LV —vrchni listy, LH — horni pln¢ vyvinuté listy, LS — stfedni listy, LD — dolni

listy, K — kofeny

5.4 Aktivita NR v rostlinach péstovanych se sacharosou a

bez sacharosy

V rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou a rostlinich
pestovanych bez sacharosy byla sledovana aktivita NR. Stanoveni NR je zaloZzeno na
sledovani zmény absorbance pti 540 nm, ke které dochdzi reakci produktu reakce
katalyzované NR (dusitanem) se sulfanilamidem a NNEDD za vzniku azobarviva. Pro

vypocet aktivity NR byla pouzita kalibra¢ni ptimka (Obr. 20, str. 38) sestrojena pro

latkové mnozstvi 0 az 52,8 nmol KNO, [22]
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Obr. 20: Kalibra¢ni ptimka zavislosti absorbance azobarviva na latkovém mnozstvi

dusitanovych aniond.

Sledovana aktivita NR byla v riznych ¢astech rostliny velmi rozdilna. Nejvyssi
byla v listech dolnich a stfednich. Naopak nejnizsi byla v listech hornich a vrchnich
(Obr. 21).

V rostlinach péstovanych se sacharosou byla zjisténa vyssi aktivita NR nez
Vv rostlindich péstovanych bez sacharosy. U stfednich listi byl rozdil vice nez

dvojnasobny. Nejmensi rozdil byl naméfen v hornich listech (Obr. 21, str. 39).
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Obr. 21: Srovnani aktivity nitratreduktasy v riznych ¢astech rostlin tabaku péstovanych
se sacharosou (m) a bez sacharosy (m) v kultivaénim médiu.

Zkratky: LV —vrchni listy, LH — horni plné vyvinuté listy, LS — stfedni listy, LD — dolni
listy

Byla provedena nativni elektroforeticka separace proteinti z rostlinného extraktu
a nasledna detekce aktivity nitratreduktasy v gelu. Na obr. 22, str. 40 je detekovana
aktivita NR ve form¢ jednoho prouzku, a to jak pro rostliny tabadku péstované se
sacharosou (obr. 22, draha 1, 2, 3) tak i pro rostliny péstované bez sacharosy (obr. 22,
draha 4, 5, 6, str. 40). Na tomto obrazku neni patrny rozdil v intenzité prouzkd mezi

obéma skupinami rostlin.
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Obr. 22: Detekce aktivity nitratreduktasy po nativni elektroforetické separaci proteind
V 6 % polyakrylamidovém gelu. V jamkach 1, 2 a 3 je 25 pl extraktu z vrchnich listh
péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou. V jamkach 4, 5 a 5. je 25 pl extraktu z

hornich listd péstovanych v kultiva¢nim médiu bez sacharosy.

Aktivita nitratreduktasy je také ovlivilovana fosforylaci. Aktivni je
defosforylovany enzym. Byl sledovan vliv alkalické fosfatasy na aktivitu NR. Vysledek
dokumentuje (Obr. 23). Aktivita NR v rostlinach péstovanych se sacharosou a bez
sacharosy se po pusobeni alkalické fosfatasy zvysila jen velmi malo. Z tohoto vysledku
nelze fict, zda jsou vSechny molekuly v nefosforylovaném stavu, ¢i zda NR neni

substratem pouzité fosfatasy.
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1,0 -

0,5 -

Aktivita na éerstvou
hmotnost [nmol.hod1.g1]

.

SR1+S SR1-S
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Obr. 23: Vliv pasobeni alkalické fosfatasy (+,=) na aktivitu nitratreduktasy v hornich

plné vyvinutych listech rostlin péstovanych v kultiva¢nim médiu se sacharosou (m) a

bez sacharosy (m).
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6 Diskuze

Rostliny jsou za fyziologickych podminek autotrofni organismy, které vyuzivaji
fotosyntetickou fixaci oxidu uhli¢itého pro syntézu sacharidd. V této praci bylo
zkoumano, zda pfitomnost sacharosy v kultivacnim médiu ovlivituje aktivitu PEPC a
NR. Rostliny Nicotiana tabacum L. byly péstovany V kultiva¢nich nadobach
v Marashige-Skoogové agaru. K rostlinam oznacenym SRI1+S byla do kultiva¢niho

média pridana sacharosa. Rostliny SR1-S slouzily jako kontrola.

Prvnim sledovanym enzymem byla PEPC. Tento enzym plni fadu funkci, jako je
dodavani intermediati do citratového cyklu a vzhledem k tomu, ze substratem PEPC je
PEP (intermediat glykolyzy) a produktem oxalacetat (ktery mize byt transaminovan na
aspartat) propojuje tento enzym metabolismus uhliku a dusiku. [10,27].

Pti sledovani aktivity PEPC bylo zjisténo, Ze Vrostlinach péstovanych
Vv kultiva¢nim médiu se sacharosou byla aktivita PEPC vys§i o 55 az 86 % neZz v

rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu bez sacharosy v zavislosti na ¢asti rostliny

(Obr. 12, str. 30).

Aktivita PEPC je regulovana fosforylaci serinového zbytku blizko N-konce
molekuly. Tato fosforylace znamend zménu kinetickych vlastnosti PEPC, naptiklad
maximalni rychlosti reakce, aktivaci D-glukosa-6-fosfatem ¢i inhibici L-malatem.
V této praci bylo zjistovano, zda se zméni aktivita PEPC po pusobeni alkalické
fosfatasy. Obrazek 14 a 15 na str. 32 a 33 dokumentuje pokles aktivity PEPC v priméru
0 27 % pro rostliny péstované bez sacharosy a 0 21 % pro rostliny péstované se
sacharosou. Domnivam se, ze z téchto vysledkt vyplyva, ze neni rozdil ve fosforylaci

PEPC v téchto dvou skupinéch rostlin.

Ani aktivace D-glukosa-6-fosfatem neposkytla rozdilné vysledky pro rostliny
péstované se sacharosou a bez sacharosy. Aktivace PEPC je ovlivnéna koncentraci
substratu PEP, v subsatura¢ni koncentraci je aktivace vyssi (Obr. 18, 19, srov. 36, 37).

Inhibice L-malatem je mnohymi autory pouzivana ke studiu fosforylace PEPC
[7,18]. Avsak v rostlinach tabaku bylo zjisténo, ze defosforylovana forma PEPC ma
niz§i maximalni rychlost, je méné aktivovana D-glukosa-6-fosfatem, ale je stejné citliva

k L-malatu jako fosforylovana forma PEPC [28]. V pfipad¢ sledovani tohoto parametru
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Vv rostlinach tabaku péstovanych se sacharosou a bez sacharosy nebyl zjistén vyrazny
rozdil v inhibici PEPC L-malatem v obou skupinach rostlin (Obr. 16, 17, str. 35, 36).

Tento parametr je vSak pravé v rostlinach tabaku nevhodny pro sledovani.

Dalsim sledovanym enzymem je NR. Tento enzym se podili na pfijmu dusiku,
katalyzuje pfeménu dusi¢nant na dusitany [1]. Bylo zji§téno, ze vyssi aktivitu vykazuji
dolni a stfedni listy. Naopak v kotfenech nebyla zadna aktivita NR (Obr. 21, str. 39).
Z toho lze predpokladat, ze nami sledované rostliny Nicotiana tabacum L. patii mezi
rostliny, které redukuji nitraty ptrevazné v listech a ne v kofenech [2]. Dale bylo
zjisténo, ze rostliny péstované v kultivatnim médiu se sacharosou vykazuji 0 90 %
vys$si aktivitu nitratreduktasy nez rostliny péstované v kultivaénim médiu bez sacharosy
(obr. 21, str. 39). To znaci, ze rostlina redukuje vice nitratd pro syntézu aminokyselin.
To je patrn€¢ umoznéno lepsi dostupnosti intermediatli metabolismu uhliku, které mohou
byt pouzity pro tvorbu skeletu aminokyseliny.

Pii sledovani ptsobeni alkalické fosfatasy na aktivity nitratreduktasy bylo
zjisténo, ze aktivita NR se plsobenim alkalické fosfatasy zvySuje (obr. 23, str. 40).
Zvyseni aktivity NR bylo ov§em jen mirné. To pravdépodobné bylo zptsobeno tim, ze
NR je aktivni hlavné ve dne a pouzité rostliny byly sklizeny béhem dne. Proto je enzym
jen velmi malo fosforylovan. Rozdil v aktivité NR po pusobeni alkalické fosfatasy mezi
rostlinami péstovanymi v kultivanim médiu se sacharosou a bez sacharosy byl velmi
maly (obr. 23, str. 40). Zda se, ze rozdil v mife fosforylace enzymu ve dne v rostlinach
péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou a bez sacharosy neni, ale zjisténa vyssi
aktivita NR v rostlinach péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou by mohla

souviset s vyssi expresi NR.
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7 Zavér

e Rostliny tabaku péstované in vitro v kultiva¢nich nadobach v Marashige-
Skoogove agaru se sacharosou obsahovaly vice proteinti nez rostliny péstované

bez sacharosy.

e Vrostlinach tabaku péstovanych in vitro v kultivatnim médiu se sacharosou

byla naméfena vyssi aktivita PEPC nez v rostliniach bez sacharosy.

e Aktivace PEPC se po piisobeni alkalické fosfatasy snizuje, pokles je ptiblizné

stejny v rostlinach péstovanych se sacharosou i bez sacharosy.

e Vliv D-glukosa-6-fosfatu i L-malatu na aktivitu PEPC je srovnatelny

v rostlinach péstovanych se sacharosou i bez sacharosy

e Vrostlinach péstovanych se sacharosou byla zjisténa vyssi aktivita NR
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