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ABSTRAKT

Glykosidasy jsou enzymy hojné zastoupené v mikroorganismech, houbach, rostlinach i
zivociSich. Patii mezi hydrolasy, coz znamena, ze hydrolyticky $tépi glykosidické vazby
v molekulach oligosacharidd, polysacharidi a dalSich glykokonjugatli, jako jsou napf.
glykoproteiny, glykolipidy nebo rtizné alkaloidy. Funkce rostlinnych glykosidas nebyla
doposud zcela objasnéna, proto je, stejné jako jejich charakterizace, pfedmétem mnoha
studii. Mezi zkoumané funkce rostlinnych glykosidas patii tloha pfti kli¢eni rostlin, pti
zrani a méknuti plodl nebo pii obrané proti biotickému ¢i abiotickému stresu.

Pti biotickém stresu zacind rostlina ve zvySené mife exprimovat specifické obranné
proteiny (PRP, ,,pathogenezis-related proteins®). Bylo zjisténo, Ze v listech tabaku jako
obranné proteiny pusobi chitinasy a B-1,3-glukanasy, tedy endolytické enzymy. Cilem mé
prace proto bylo zjistit, zda se na obrané rostlin tabaku pii biotickém stresu podili i
exolytické glykosidasy - a-galaktosidasa, B-galaktosidasa, a-glukosidasa, B-glukosidasa, B-
hexosaminidasa a a-mannosidasa.

V listech tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1) jsem studovala vliv virové
infekce na aktivitu glykosidas. Listy byly infikovany Y virem bramboru (PVY, ,,Potato
virus Y*). Aktivitu glykosidas jsem sledovala v kontrolnich a v infikovanych listech
tabaku, v obou piipadech jsem méfila aktivitu rozpustnych a membranové vazanych
glykosidas. Déle jsem méfila aktivitu glykosidas také v exudatu, kapalin€ z zilek listt.

Ke zvysSeni aktivity v infikovanych listech oproti listim kontrolnim doSlo u o- a B-
galaktosidasy a u p-hexosaminidasy, coz naznacuje, Ze by se tyto tfi enzymy mohly podilet
na obran¢ proti virové infekci. Podle ziskanych vysledkl je pravdépodobné, ze v ptipadé
B-hexosaminidasy se jednd o rozpustny protein a v piipad¢ P-galaktosidasy se jedna o
membranové vazany protein. V piipad¢ a-galaktosidasy se na obrané¢ pravdépodobné

podili volna i vazana forma.
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ABSTRACT

Glycosidases are widely distributed among microorganisms and fungi, in plants and
animals, too. They belong to the hydrolase class, which means that they hydrolyze
glycosidic linkages in oligosacharides, polysacharides and other glycokonjugates, as for
example glycoproteins, glycolipids or some alkaloids. The role of plant glycosidases has
not been made clear till now, so that it is a subject of many studies as well as their
characterization. The studied functions are the role during seed germination, during fruit
ripening and softening and in defence against biotic and abiotic stress, too.

Under biotic-stress, plants synthesize so-called pathogenesis-related proteins (PRP). It was
found out that chitinases and B-1,3-glucanaces, which are endoglycosidases, act as PRPs
in tobacco leaves. The goal of my work was to find out whether exoglycosidases (a-
galactosidase, B-galactosidase, a-glucosidase, B-glucosidase, B-hexosaminidase and a-
mannosidase) can also act in defence against biotic stress.

| studied the effect of infection in tobacco (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1)
leaves caused by Potato virus Y (PVY) on glycosidases activity. | examined the activity in
control and infected tobacco leaves, in both cases the activity of soluble and membrane
associated glycosidases was examined. | studied the glycosidase activity in exudate, too.
The activity in infected leaves was enhanced compared to the activity in control leaves in
the case of a- and B-mannosidase and -hexosaminidase. It means that these three enzymes
could be involved in plant defence against viral infection. According to the results, it is
probable that B-hexosaminidase could be a soluble protein and B-galactosidase could be a
membrane-associated protein. Both forms of o-galactosidase, the soluble and the

membrane-associated one, could be probably involved in the plant defence.

(In Czech)
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1. UVOD

1.1. GLYKOSIDASY

Glykosidasy jsou enzymy patfici do tfidy hydrolas, coz znamend, Ze hydrolyticky stépi
glykosidické vazby v molekulach oligosacharidt, polysacharidi a dalSich glykokonjugéti,
jako jsou napt. glykoproteiny, glykolipidy nebo rtizné alkaloidy. Jsou to enzymy hojné

zastoupené v mikroorganismech, houbach, rostlinach i zivo¢isich.

1.1.1. Funkce rostlinnych glykosidas

Ackoliv patti rostlinné glykosidasy, stejné jako glykosidasy zivocisné a bakterialni, mezi
vyznamné hydrolytické enzymy, jejich funkce v rostlinnych pletivech nebyla doposud
zcela objasnéna. Jednou z jejich mnoha funkci je ucast pii zrani ovoce a dalSich plodd.
Timto zpisobem se uplatfiuje napf. [-galaktosidasa z plodu jabloné¢ domaci (Malus
domestica Borkh.) [12] nebo B-hexosaminidasa z plodu papriky roéni (Capsicum unnuum
L.) [35]. Jinou roli ma B-hexosaminidasa ze semen kukufice seté (Zea mays L.) [31], ktera
- stejné jako o-galaktosidasa ze semen kavovniku arabského (Coffea arabica L.) [17] —
napomaha kli¢eni. V neposledni fad¢ se rostlinné glykosidasy uplatiiuji také pii obrané
proti stresu. Prikladem je B-glukosidasa, ktera umoznuje rostliné vyrovnat se s nadmérnym
suchem [53], nebo p-hexosaminidasa, ktera pravdépodobné chrani rostlinu proti

parazitickym houbam [34].

1.1.2. Specifita rostlinnych glykosidas

Glykosidasy, které jsem studovala v této praci, tedy a-galaktosidasa, B-galaktosidasa, o-
glukosidasa, B-glukosidasa, B-hexosaminidasa a a-mannosidasa, patii mezi exolytické
enzymy. Neékteré z nich odstépuji monosacharidové zbytky z koncti oligosacharidovych,
jiné z konct polysacharidovych fetézcti. Napf. a-mannosidasa z kanavalie (Canavalia
ensiformis L.) je schopna $tépit oligosacharidy i polysacharidy [38], stejny enzym z papaji
melounovité¢ (Carica papaya L.) $tépi pouze oligosacharidy [8]. Dale jsou rostlinné

glykosidasy vysoce specifické vici o, resp. B konfiguraci a vuci typu molekuly, kterou
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odstépuji; a-mannosidasa tedy specificky Stépi a-glykosidicky vazanou mannosu [38].
Glykosidasy jsou specifické také k typu vazby pfitomné v molekule. Napt. -glukosidasa
z je¢mene setého (Hordeum vulgare L.) hydrolyzuje (1—2)-, (1—3)- a (1—4)pB vazby

v molekulach oligosacharidi, vazbu (1—6)f vsak stépit nemtize [2].

1.1.3. a-Galaktosidasa

1.1.3.1. Charakterizace rostlinnych a-galaktosidas

Rostlinné oa-galaktosidasy (a-galaktosid galaktohydrolasy, EC 3.2.1.22) patii mezi
vyznamné rostlinné enzymy. Podle jejich pH optima je miZeme rozdélit na kyselé a
alkalické [15]. pH optimum enzymu odpovida prostiedi, v némz probiha reakce, kterou
katalyzuje, proto se piedpoklada, Ze kyselé a alkalické a-galaktosidasy maji v rostlinach
odli$nou ulohu.

Dalsim znakem typickym pro rostlinné a-galaktosidasy je vyskyt v n€kolika izoformach,
které se Casto liSi pravé svym pH optimem, ale také hodnotou pl nebo molekulovou
hmotnosti. V kli¢icich semenech s6ji lustinaté (Glycine max L.) byly nalezeny dvé
izoformy a-galaktosidasy. Jedna se o proteiny s molekulovou hmotnosti 31 a 33 kDa a pH
optimem v kyselé oblasti (pH 5,0-5,5). Jsou to relativné termostabilni enzymy s teplotnim
optimem pii 45-50 °C [14].

Dv¢ izoformy byly izolovany také ze semen kavovniku arabského (Coffea arabica L.).
Ob¢ maji molekulovou hmotnost piiblizné¢ 40 kDa, ovSem jejich pH optimum se 1isi (pH
5,3 a 6,3). a-Galaktosidasa ze semen kavovniku je zajimava pfitomnosti signalni sekvence
V pre-proenzymu, coz naznacuje, ze by tento protein mohl byt syntetizovan do
endoplazmatického retikula, odkud by mohl byt dale transportovan do proteinového
téliska, do extracelularniho prostoru nebo do bunééné stény [17].

Také v listech okurky seté (Cucumis sativus L.) jsou piitomny dvé formy a-galaktosidasy.
Jejich vlastnosti jsou velmi podobné (napft. jejich pH optimum se 1i§i jen mirné¢ — pH 5,2 a
5,5), avsak jejich molekulové hmotnosti jsou dvojnasobné (25 a 50 kDa). Proto je velmi
pravdépodobné, zZe mensi z téchto proteini je podjednotkou vétSiho, ne samostatnou
izoformou. MenSi z proteind je navic pfitomen pouze v mladych listech, proto se
predpoklada, Ze ve starSich listech je malo stabilni a ze v prib¢hu dalSiho vyvoje jiZ neni

syntetizovan [20].
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V plodech melounu cukrového (Cucumis melo L.) byly nalezeny 3 izoformy a-
galaktosidasy. Jedna se o dvé alkalické a jednu kyselou izoformu. Kysela a-galaktosidasa
je glykosylovand, ma molekulovou hmotnost 27 kDa a pH optimum 5,0-5,5. Nejvyssi
aktivitu vykazuje pii teploté 50 °C. Alkalické izoformy jsou oproti tomu neglykosylované.
Jejich molekulové hmotnosti jsou 84 a 102 kDa, optimalni pH je 7,5 a optimalni teplota je
nizsi nez v ptipadé¢ kyselé formy; 30-40 °C [19]. Stejny pocet izoforem byl nalezen i
v semenech brazilské rostliny Tachigali multijuga (Benth.). Jedna se o kyselé a-
galaktosidasy s pH optimem 5,0-5,5 a teplotnim optimem 50 °C [15].

V semenech rajcete jedlého (Lycopersicum esculentum Mill.) byly také charakterizovany
tfi izoformy a-galaktosidasy. Tyto izoformy se, stejné jako izoformy a-galaktosidasy ze
semen kavovniku arabského, vyznacuji pfitomnostni signalni sekvence v pre-proenzymu. |
v tomto pFipadé poskytuje signalni sekvence nékolik moznosti lokalizace enzymu v buiice
[16].

1.1.3.2. Funkce rostlinnych a-galaktosidas

a-Galaktosidasy obecné katalyzuji hydrolytické S$tépeni terminalnich, o-glykosidickou
vazbou vazanych galaktosylu z oligosacharidii a polysacharidu, které galaktosu obsahuji
[19]. Ne¢které enzymy jsou specifické pouze va¢i nizkomolekularnim latkam,
oligosacharidiim, jako jsou trisacharid rafinosa, tetrasacharid stachyosa nebo disacharid
melibiosa [14]. Jiné enzymy maji vyssi afinitu k vysokomolekuldrnim substratim, vétSinou
vSak jsou schopné Stépit 1 mensi molekuly. Mezi polysacharidy degradované témito -
galaktosidasami patii piedev$im galaktomannany (obr. 1, s. 7), jedny ze zakladnich
stavebnich slozek rostlinnych bunécnych stén, v nichz je pomér galaktosy a mannosy
zavisly, mimo jiné, na aktivité¢ a-galaktosidasy [17]. Tento pomér se v riznych rostlinach
1i$1, coZ ma za nasledek riznou rozpustnost galaktomannanti z rtiznych rostlinnych zdroj.
Zaroven jsou takto ovliviiovany vlastnosti celé bunééné stény [29].

Stejné jako fada dalsich glykosidas, i a-galaktosidasa je dilezita pti kliceni semen riznych
rostlin. Tato spojitost je ziejma z prudkého naristu aktivity a-galaktosidasy béhem klicent,
jak bylo pozorovano v semenech kavovniku arabského (Coffea arabica L.). Substratem
tohoto enzymu jsou piedev§im galaktomannany. Je-li a-galaktosidasa lokalizovana
v bunééné sténé, §tépi galaktomannany zde pritomné. Jestlize je vSak syntetizovana do

extracelularniho  prostoru, ovliviiuje zde pomér galaktosy a mannosy Vv noveé
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syntetizovanych galaktomannanech, ¢imz dochazi ke zméné jejich rozpustnosti, coz
umoznuje jejich transport pfes membranu nebo uskladnéni v ni [17].

V semenech rajcete jedlého (Lycopersicum esculentum Mill.) byly nalezeny izoformy a-
galaktosidasy specifické nejen pro polysacharidy, tedy galaktomannany v bunécné sténé a
Vv extracelularnim prostoru, ale také izoformy specifické pro oligosacharidy typu rafinosy
lokalizované v cytoplazmé [16]. Termindlni galaktosa odStépena z téchto molekul je
povazovana za rychly zdroj energie pro kli¢ici semena [20]. Hydrolytickym Stépenim
oligosacharidil typu rafinosy se ziskava energie pro kli¢eni také v semenech soji luStinaté
(Glycine max L.). Zatimco aktivita a-galaktosidasy v pribéhu kli¢eni roste, mnozstvi
rafinosy v semenech klesa [14]. Stejny trend byl pozorovan i v semenech brazilské rostliny
Tachigali multijuga [15].

a-Galaktosidasa byla nalezena i v dalSich pletivech rajéete jedlého, proto je

nepravdépodobné, ze by byla specificka pouze pro mobilizaci galaktomannanti a rafinosy

pii kli¢eni semen [16].
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Obr. 1: Cast polysacharidového Fetézce galaktomannanu.

Hlavni kostra je tvofena D-mannosami vazanymi (1—4)B-vazbami, D-galaktosa je
K hlavnimu fetézci pfipojena vazbou (1—6)a [47].
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Kli¢ovou roli v metabolismu sacharidii hraje také o-galaktosidasa izolovana z plodi
melounu cukrového (Cucumis melo L.), jejimiz preferovanymi substraty jsou
oligosacharidy rafinosa, stachyosa a melibiosa. Predpoklada se, ze a-galaktosidasa je
jednim z dilezitych enzymii regulujicich hydrolytické Stépeni sacharidi pti fotoasimilaci
[19].

1.1.4. p-Galaktosidasa

1.1.4.1. Charakterizace rostlinnych f-galaktosidas

B-Galaktosidasa (p-galaktosid galaktohydrolasa, EC 3.2.1.23) je enzym vyskytujici se
v mikroorganismech, houbéch, zivociSich i rostlinach [8, 10]. V rostlinach je ptitomen
Vv riznych ¢astech, v nichz je jeho aktivita spojena s mnoha procesy.

Izolovana a charkterizovana byla B-galaktosidasa napi. z okurky seté (Cucumis sativus L.)
[13], z plodi jablon¢ domaci (Malus domestica Borkh.) [12], z d€loznich listkt kli¢iciho
stromu Hymenaea courbaril (L.) [10], z plodtd karamboly (Averrhoa carambola L.) [9]
nebo z papaji melounovité (Carica papaya L.) [8]. Charakteristiky p-galaktosidas z téchto
zdroju jsou uvedeny v tabulce 1 (s. 9).

Pro B-galaktosidasu je typicky vyskyt pouze v jedné izoformé. VétSinou se jedna o
relativné termostabilni enzymy s pH optimem v kyselé oblasti. Nej¢astéj$imi substraty -
galaktosidas jsou galaktany, pektiny nebo xyloglukany, tedy polysacharidy pfitomné
v bunéénych sténach. Proto jsou zde lokalizovany i B-galaktosidasy. Predpoklada se, Ze se
podileji také na metabolismu membranové-asociovanych galaktolipidt [11]. Dal§imi

substraty -galaktosidas jsou glykoproteiny, flavonoidy a alkaloidy [10].
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Tab. 1: Charakteristiky B-galaktosidas z vybranych rostlinnych zdroji.

Charakteristika p-galaktosidasy
Nazev rostliny Zdroj M* stupeii tep_lotni pH Ref.
optimum )
[kDa] | polymerace °C] optimum
Okurka seta
(Cucumis sativus L.) plody B B 58 4.9 13
Jagé?;legggago(mﬁ I)us plody 32; 44 | heterodimer — 4,0 12
Karigg?rllzélﬁ;vel_r;hoa plody 36; 48 | heterodimer — — 9
Hymenaea courbaril L. %?;?E;l 52 polymer 50 30-4,0 | 10
I(Dég?ii;n;;gg;lgvf? semena 56 monomer 60 35-45| 8

— dana charakteristika nebyla studovana
* M byla uréena pomoci SDS-PAGE, hodnoty se vztahuji k monomernimu enzymu nebo k monomerni
podjednotce

1.1.4.2. Funkce rostlinnych f-galaktosidas

B-Galaktosidasa se ti¢astni mnoha dilezitych procest, uplatiiuje se piedev§im pii zrani
ovoce [9, 12], kli¢eni semen [8] nebo vyvoji vyhonkd, listt a kvéta [10, 11].
B-Galaktosidasa je povazovana za jeden z hlavnich faktorti pusobicich pfi degradaci a
modifikaci bunénych stén pifi zrani ovoce. Pii zrani Casto dochazi ke ztrat€¢ pevnosti
plodu, coz souvisi se zvySenou aktivitou hydrolas vici polysacharidim bunécné stény a
jeji modifikaci. p-Galaktosidasa z ploda jabloné¢ (Malus domestica Borkh.) stépi
monogalaktosylové zbytky z neredukujicich koncii polysacharidi ptitomnych v bunééné
sténé jablek, jako jsou galaktany a pektiny. Pfi in vitro studiu hydrolytické aktivity -
galaktosidasy vii¢i témto polysacharidim vsak bylo uvolnéno jen malé mnozstvi galaktosy,
které neodpovidalo ubytku galaktosy pozorovanému in vivo. Pravdépodobnym
vysvétlenim je limitovana aktivita B-galaktosidasy vii¢i postrannim fetézciim pektind, diky
které se zvysi rozpustnost pektind, jednotlivé molekuly ztraci schopnost agregace a
polysacharid je ve vysledku lepSim substratem pro dal$i hydrolytické enzymy [12]. Enzym

ze zrajicich plodu karamboly (Averrhoa carambola L.) stépi pektiny na mensi
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oligosacharidy a modifikuje také hemicelulosu, ¢imz zvySuje rozpustnost slozek bunécné
stény a umoznuje tak meknuti ovoce [9].

Podobnou funkci ma i B-galakosidasa izolovana z vyhonku chiestu I¢kaiského (Asparagus
officinalis L.). Pfedpoklada se, ze hydrolytickd aktivita p-galakosidasy vici
polysacharidim bunéénych stén umoznuje rychly rust vegetativnich ¢asti rostlin, v tomto
ptipadé vyhonku [11].

Zcela jinou Glohu ma B-galaktosidasa z déloznich listki rostliny Hymenaea courbaril (L.),
kterd se béhem vyvoje semen uCastni mobilizace zasobnich xyloglukand pfitomnych
v bunéénych sténach (obr. 2). Je zajimavé, Ze tento enzym §tépi galaktosu témét vyhradné
Z oligosacharidi, s polysacharidy témét neinteraguje. Vzhledem k jeho vysoké afinité ke
xyloglukantim, nizkému pH optimu (tab. 1, s. 9) a faktu, ze je inhibovan galaktosou, tedy
produktem jim katalyzované reakce, se predpoklada, Ze se B-galaktosidasa z déloznich

listkt Hymenaea courbaril podili na fizeni katabolismu xyloglukant [10].

Xyloglucan
XET
al
B-gal P
o-xyl

gl B-gl%

Obr. 2: Schéma §tépeni zasobnich xyloglukani v Hymenaea courbaril L. in vivo.
Nejprve je polysacharid hydrolyzovan xyloglukan-endo-transglykosylasou (XET), vzniklé
oligosacharidy jsou poté degalaktosylovany B-galaktosidasou (B-gal) a koneéného Stépeni
se ucastni a-xylosidasa (a-xyl) a p-glukosidasa (B-glc). Vyslednymi produkty jsou volné
monosacharidy galaktosa (gal), xylosa (xyl) a glukosa (gic) [48].

xyl
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1.1.5. a-Glukosidasa

1.1.5.1. Charakterizace rostlinnych a-glukosidas

Funkce rostlinnych a-glukosidas (a-glukosid glukohydrolas, EC 3.2.1.20) byly, stejné jako

jejich vlastnosti, studovany u mnoha druhd, napf. u prosa setého (Panicum miliaceum L.)

[22], ryze seté (Oryza sativa L.) [23], bananovniku ovocného (Musa sapientum L.) [24],

révy vinné (Vitis vinifera L.) [25], z hrachu setého (Pisum sativum L.) [26] nebo ze Spenatu

zeleného (Spinacia oleracea L.) [30]. Vlastnosti a-glukosidas z vybranych zdroji jsou

uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2: Charakteristiky a-glukosidas z vybranych rostlinnych zdroji.

Charakteristika a-glukosidasy

Nazev rostliny Zdroj M [kDa] H optimum Ref.
gelova filtrace| SDS-PAGE PHop
_ Proso set€ semena 80 86 4550 | 22
(Panicum miliaceum L.)
Ryze seta
(Oryza sativa L.) semena B % 45 23
v 2o m ] esss
Spenat zeleny semena 30
(Spinacia oleracea L.) 190 82 4550
70 82 T
, g 125 4,5
Hrch sety (Pisum sazenice 150 - 6,0 26
sativum L.) 110 7’0
. . , 70 4,5
Bananovnik ovocny lod 42 _ 65 o4
(Musa sapientum L.) plody 42 6’5
Réva vinna 100 51
(Vitis vinifera L.) plody 100 - 5,1 25

— dana charakteristika nebyla studovana

11
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1.1.5.2. Funkce rostlinnych a-glukosidas

Rostlinné a-glukosidasy katalyzuji hydrolytické Stépeni  glukosylovych zbytka
z neredukujicich konct substrat. Maji Sirokou substratovou specifitu. Jejich nejcastéjSimi
substraty jsou $krob, ktery patii mezi vyznamné zasobni polysacharidy rostlin, dale také
maltosa a od ni odvozené oligosacharidy. Skrob je vétsinou uskladnén v chloroplastech
nebo v amyloplastech ve formé skrobovych zrn.

V sazenicich hrachu setého (Pisum sativum L.) byly v apoplastu nalezeny dvé kyselé a
Vv chloroplastech jedna neutralni o-glukosidasy. Vsechny izoformy jsou typickymi
maltasami, tedy a-glukosidasami $té€picimi maltosu. U kyselych a-glukosidas byla navic
zjisténa i transglykosylaéni aktivita. Neutralni enzym byl na rozdil od kyselych izoforem
schopen §tépit amylosu, avSak jeho uplatnéni pii degradaci chloroplastového Skrobu neni
znamo [26]. Z duziny plodi bananovniku ovocného (Musa sapientum L.) byly naopak
izolovany jedna kyseld a dvé neutralni a-galaktosidasy. Kysela izoforma byla i v tomto
piipad€ zodpovédna za Sté€peni maltosy vzniklé jako St€pny produkt degradace Skrobu,
podil neutrdlnich forem na metabolismu Skrobu je vSak nepravdépodobny vzhledem
k faktu, Ze jejich aktivita viici maltose byla velice nizka [24].

a-Glukosidasa z je¢mene setého (Hordeum vulgare L.) je jedinym enzymem, ktery je
v semenech, z nichz byl izolovan, schopen $tépit maltosu. Dobrymi substraty jsou kromé
maltosy také nigerosa a isomaltosa. Vzhledem k jeho Siroké substratové specifité je mozné,
ze se podili 1 na Stépeni dalSich a-glukosidickych vazeb [28]. Také enzym z révy vinné
(Vitis viniferal L.) vykazoval nejvyssi aktivitu vaci maltose [25].

Enzym ze semen prosa setého (Panicum miliaceum L.) naopak vykazoval vyssi afinitu
K substratu s vétsi molekulovou hmotnosti. A¢koliv jiz jeho aktivita vici disacharidim
maltose a nigerose byla relativné vysoka, jesté ochotnéji Stépil oligosacharidy. Zdaleka
nejpreferovanéjsSim substratem pak byl Skrob; hydrolyza rozpustné amylosy navic byla
efektivnéjsi nez hydrolyza amylopektinu. Pravdépodobna funkce a-glukosidasy ze semen
prosa je tady hydrolyza oligosacharidii uvolnénych ze Skrobu jinymi enzymy, b&hem
ranych fazi kli¢eni v§ak mlze piimo Stépit Skrob [22].

Ulohu p#i hydrolyze $krobu mé také a-glukosidasa ze semen ryze seté (Oryza sativa L.).
Jeji aktivita dramaticky rostla béhem zrani semen, v suchych i v kli¢icich zrnech pak
zlstala na konstantni hodnot€, coz znaci, ze byla syntetizovana pouze béhem jejich zrani.
V semenech ryze byly rozpoznany 3 izozymy a-glukosidasy, které se navzijem liSily

afinitou ke skrobovym zrnim. Jeden z téchto izozymu, ktery byl v semenech pfitomen
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prevazné ve fazi kli¢eni semen, byl schopen ptimo degradovat Skrob. Dalsi dva izozymy,

které byly pfitomny hlavné pfi zrani semen, mély pravdépodobné jinou funkci [27].

1.1.6. p-Glukosidasa

1.1.6.1. Charakterizace rostlinnych f-glukosidas

B-Glukosidasy (B-glukosid glukohydrolasy, EC 3.2.1.21) jsou enzymy hojné se vyskytujici
v mikroorganismech, v houbach, v rostlinach i Zivocisich [1].

Byly purifikovany a charakterizovany B-glukosidasy z fady rostlin, napf. z pSenice seté
(Triticum aestivum L.) [1], z je¢mene setého (Hordeum vulgare L.) [2], z vanilovniku
plocholistého (Vanilla planifolia Andrews) [3], z Zita setého (Secale cereale L.) [4] z ryze
seté (Oryza sativa L.) [5], ze soji lustinaté (Glycine max L.) [6] nebo z manioku (Manihot
esculenta Crantz) [21]. Zakladni charakteristiky B-glukosidas z vybranych zdroji shrnuje
tabulka 3 (s. 14).

1.1.6.2. Funkce rostlinnych p-glukosidas

Zékladni charakteristikou B-glukosidas je schopnost katalyzovat hydrolytické S$tépeni [-
glukosidickych vazeb v molekulach oligosacharidii, polysacharidii a dalSich glukosidi.
Jednou z vyznamnych funkci B-glukosidas je jejich uplatnéni pii kliceni semen.
V semenech je¢mene setého (Hordeum vuliigare L.) dochazi béhem klic¢eni ke zna¢nému
nartstu aktivity B-glukosidasy. Bylo zjisténo, Ze B-glukosidasa spolupracuje s endo-p-
glukanasou, kterda S§tépi P-glukany, polysacharidy bunéénych stén, na kratsi
oligosacharidové useky. Ty jsou poté degradovany pravé B-glukosidasou. B-Glukosidasa je
tedy v tomto piipadé nezbytna pro kompletni hydrolyzu B-glukand (obr. 3, s. 14), ackoliv
s polysacharidy sama neinteraguje. Hydrolytickym uvolnénim glukosy a mannosy
z oligosacharidii vzniklych Stépenim B-glukanli se enzym pravdépodobné podili na
udrzovéani stadlé hladiny monosacharidi dilezitych pti kli€eni jako zdroj energie [2].
Podobnou funkci zastava také B-glukosidasa z kli¢icich semen ryze (Oryza sativaL.).
Nestépi polysacharidy, pouze oligosacharidy z nich uvolnéné jinymi enzymy. Podili se tak

na degradaci oligosacharidli buné¢nych stén a také na jejich modifikaci a regeneraci [5].
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Tab. 3: Charakteristiky B-glukosidas z vybranych rostlinnych zdrojii.

Charakteristika p-glukosidasy

Nazev rostlin Zdroj * i teplotni Ref.
y ] | M stupen optimum pH pl
[kDa] | polymerace °C] optimum
(Or;I/{z};Zseaiie\tg L) semena | 56 monomer 50 4,5 > 10 5
(HoréZlCJnr;e\?uigge L) semena | 60 monomer 60 5,0 9,0-95 2
Vanilovnik
plocholisty (Vanilla | semena | 50 [homotetramer 40 6,5 - 3
planifolia Andrews)
(Seca%étgeﬁtgle L) sazenice | 60 oligomer 25-30 55 49-51| 4
PSenice setd sazenice %8; oligomer 55 - 1
(Triticum aestivum L.) 60 g - ’
Soja lustinata . 75; .
(Glycine max L) kofeny 80 heterodimer 30 6,0 - 6
. . 63 oligomer - 6-8 4,3
ggﬂ;gﬁtg\ﬂc&;ggt‘%t kofeny | 63 | oligomer _ 6-8 | 33 |21
63 oligomer - 6-8 2,9

— dana charakteristika nebyla studovana
* M byla uréena pomoci SDS-PAGE, hodnoty se vztahuji k monomernimu enzymu nebo k monomerni
podjednotce

Obr. 3: Schematické znazornéni (1—3),(1—4)B,D-glukanu.
Retézec je nevétveny a je tvofen vzdjemné propojenymi f3,D-glukosovymi jednotkami [47].
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B-Glukosidasa z psenice seté (Triticum aestivum L.) se uplatiuje pfi obrané rostlin proti
patogentim a herbivoriim v neautotrofhich fazich vyvoje [1]. Hydrolyzou B-glukosidickych
vazeb uvoliiuje obranné latky, naptf. hydroxamovou kyselinu. Stejné plsobi i enzym
izolovany z kli¢icich semen a ze sazenic zita setého (Secale cereale L.) [4]. Koncentrace
obrannych glukosidi vzristd v semenech zita kratce po ukonceni kli¢eni, po zacatku
autotrofniho vyvoje opét klesd, az se ustali na urcité hodnoté. Hydrolyza toxickych
aglykont je iniciovana pfimym kontaktem mezi enzymem a glukosidy, tedy v piipadé¢, je-li
rostlinnd tkan mechanicky poskozena patogenem [1]. Uplatnéni pii obrané rostlin
nachazeji také B-glukosidasy z manioku (Manihot esculenta Crantz) [21] a ze soji lustinaté
(Glycine max L.) [6].

B-glukosidasa se podili také na rostlinné hormonalni regulaci a tim 1 na obrané proti
abiotickému stresu. Jednim z vyznamnych rostlinnych hormonti je kyselina abscisova,
kterd umoziuje rostlin¢ piezit 1 v suchém nebo chladném prostifedi nebo v pudé s prilis
vysokym obsahem soli [49]. Kyselina abscisova mize byt skladovdna ve formé¢ glukosidu
(obr. 4), ktery je v pfipadé potieby Stépen B-glukosidasou [50]. Bylo prokazano, Ze sucho
Vv rostlinach indukuje zvySenou syntézu B-glukosidasy, jejiZ monomerni jednotky vytvareji
dekamer. Agregace podjednotek zvysi aktivitu enzymu a vysledkem je rychlé uvolnéni
potiebného mnozstvi kyseliny abscisové, ktera uzavird pory, a tak zabraiuje nadmérnému
vypafovani vody. Mechanismus syntézy a uvolnéni kyseliny abscisové je znazornén na

obrazku 5 (s. 16).

HO

OH
HO
OH

Obr. 4: Kyselina abscisova ve formé p-glukosidu [52].
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Obr. 5: Metabolismus kyseliny abscisové.

De novo syntéza kyseliny abscisové (ABA) je iniciovana oxidativnim St€épenim xantofylu
V plastidech. Odstépeny xanthoxin je transportovan do cytoplazmy, kde je pfeménén na
aktivni kyselinu abscisovou. ABA muze byt skladovana ve vakuole ve form¢ inaktivniho
B-glukosidu. Sucho nebo osmoticky stres indukuji polymerizaci B-glukosidasy (AtBG1),
ktera ve formé dekameru muze zpét uvolnit aktivni kyselinu abscisovou [49].

1.1.7. p-Hexosaminidasa

1.1.7.1. Charakterizace rostlinnych f-hexosaminidas

B-Hexosaminidasa (-N-acetylhexosminidasa, EC 3.2.1.52) je hojné rozsifenym enzymem.
Byla izolovana z mnoha rostlin a zjejich rtznych c¢asti. Tabulka 4 (s. 17) shrnuje
charakteristiky B-hexosaminidas ze sazenic kukufice seté (Zea mays L.) [31], ze semen
ryze seté (Oryza sativa L.) [32], z vodniho melounu, tj. plodu lubenice obecné (Citrullus
lanatus Thumb.) [33], ze semen piskavice fecké seno (Trogonella foenum graecum L.)
[37] a ze sazenic vigny zlaté (Vigna radiata L.) [34].

V genomu husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) byly nalezeny tfi geny pro -
hexosaminidasu. Proteiny kdédované témito geny byly exprimovany a charakterizovany.
Bylo zjisténo, ze jeden z nich, protein s molekulovou hmotnosti 68 kDa, je lokalizovan ve

vakuole, zatimco dal§i dvé izoformy jsou lokalizované v cytoplazmatické membrané a
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jejich molekulova hmotnost je 64 a 65 kDa. VSechny tfi izoformy jsou N-glykosylované

[55].

Tab. 4: Charakteristiky p-hexosaminidas z vybranych rostlinnych zdrojii.

Charakteristika B-hexosaminidasy
Nazev rostliny Zdroj M* stupeii Oteglr(r)ltunrin pH , Ref.
[kDa] | polymerace p[o C optimum P
Ryze seta
(Oryza sativaL. |semena | 37,4 monomer 50 5,0 - | 32
var. Dongjin)
Piskavice fecké 84 + 10 | homotrimer 6,0 6,78
seno semena 72 £10 | homotrimer 40 — 45 50 6,3 37
(Trogonella foenum 180 £+ 10 | homohexamer 4,0 4,9
graecum L.) 150 £+ 10 {homopentamer 4,8 4,65
Viena zlatd 135 homodimer 65 5,4 6,3
i nag radiata L.) sazenice | 127 heterodimer 65 4,7 6,1 | 34
g ' 110 | homodimer 50 57 |59
é‘él;u;:;;;el_tg)‘ sazenice 66 monomer 55 4,5 6,75| 31
Lubenice obecna
(Citrullus lanatus plod 150 - - 50-55| - | 33
Thumb.)

— dana charakteristika nebyla studovana
* molekulova hmotnost byla stanovena gelovou filtraci, vztahuje se k celému enzymu

1.1.7.2. Funkce rostlinnych f-hexosaminidas

B-Hexosaminidasa patii mezi glykosidasy Stépici jednotlivé monosacharidy od
neredukujicitho konce polysacharidového fetézce. Na rozdil od jinych glykosidas je -
hexosaminidasa specifickd vic¢i dvéma substratim: N-acetylglukosaminu a N-
acetylgalaktosaminu, které jsou slozkami rostlinnych polysacharidu, ale také glykoproteint
a glykolipidt [31]. N-Acetylglukosamin je vSak preferovanéjSim substratem.

Jednou z moznych uloh B-hexosaminidasy je ucast pii zrani plodi. Dikazem pro toto
tvrzeni je pozorovany mirny narast aktivity béhem vyvoje plodu a predev§im pak prudky
nardst aktivity pti zrani plodu papriky ro¢ni (Capsicum annuum L.). V plodech papriky

byly nalezeny tfi izoformy B-hexosaminidasy. Je zajimavé, Ze b&hem zrani plodu mél
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enzym charakter glykoproteinu, zatimco v jinych fazich vyvoje nebyla sacharidova slozka
téméf pozorovana. Pomér sacharidové a proteinové slozky navic v prib&hu zrani postupné
Klesal v dasledku aktivity dal$ich glykosidas. B-Hexosaminidasa ve zrajicich plodech
pravdépodobné neplisobi sama, ale spolupracuje s a-mannosidasou. Predpoklada se, ze
jejich vztah je pro zrajici plody klicovy [35].

V semenech a sazenicich kukufice seté (Zea mays L.) byl pozorovan narust aktivity -
hexoaminidasy béhem kliceni, coz svéd¢i o jejim uplatnéni pii hydrolyze zasobnich
glykoproteinti [34] a uvolnovani N-acetylglukosaminu v souvislosti s timto procesem. Byly
nalezeny nejméné tii izoformy, které se liSily v substratové specifité. Obecné vSak §tépily
terminalni N-acetylglukosamin z fetézct oligosacharidli, nejpreferovanéjSimi substraty
byly molekuly s niz$i molekulovou hmotnosti. Ukézalo se, Ze jsou velmi specifické vici
hydrolyze oligosacharidi s obecnym vzorcem (GlcNAc), na monosacharid (GICNAC) a
oligosacharid (GIcCNAC)-1 [31].

B-Hexosaminidasa z kukufice byla také schopna hydrolyzovat terminalni N-
actelyglukosamin z chitinu [31]. Oproti tomu -hexosaminidasa ze semen ryze seté (Oryza
sativaL.) stépila pouze N-acetylglukosamin a N-acetylgalaktosamin z konct
oligosacharidii, schopnost hydrolyzovat vazby v chitinu neméla [32]. Aktivita vuéi
chitinovym oligosacharidim byla studovana také u dvou izoforem B-hexosaminidasy
izolovanych z listi pSenice seté (Triticum aestivum L.). Z oligosacharidu slozenych ze
dvou az péti N-acetyl-B,D-glukosidovych jednotek byl nejrychleji $tépen oligosacharid
(GIcNAC)s [36].

Vsechny tfi izoformy B-hexosaminidasy exprimované podle genové sekvence v genomu
huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.) byly schopné hydrolyzovat N-glykany.
Z oligosacharidového fetézce odstépovaly terminalni N-acetylglukosamin (GIcNAc) nebo
chitobiosu (GICNAC),. Nejvyssi afinitu k tomuto substratu vykazovala vakuolarni izoforma
B-hexosaminidasy. Jeji pravdépodobna funkce je tedy uprava N-glykant pied transportem
glykoproteinit do jejich cilové lokalizace. Funkce membrdnové vazanych izoforem je
patrné spojena s glykoproteiny cytoplazmatické membrany a sekretovanymi glykoproteiny.
Jedna ztéchto dvou izoforem vSak efektivné Stépila piedevSsim chitotriosu, proto se
pravdépodobné podili také na obrané rostlin proti patogentim [55].

Také u B-hexosaminidasy ze sazenic kukufice byla diskutovdna moZnost jeji spoluprace
s endochitinasou pii Stépeni bunéénych stén nékterych patogent, piredevsim parazitickych

hub, jejichZ bunécna sténa je tvofena prevazné chitinem [31]. Stejné tak se podili na obrané
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semen a mladych sazenic proti houbovym infekcim i B-hexosaminidasa z vigny zlaté

(Vigna radiata L.) [34].

1.1.8. a-Mannosidasa

1.1.8.1. Charakterizace rostlinnych a-mannosidas

a-Mannosidasa (a-mannosid mannohydrolasa, EC 3.2.1.24) je v rostlinné fisi relativné
hojné zastoupena. Byla nalezena v semenech [8, 41], v plodech [33, 39, 40] i v dalSich
¢astech rostlin. Z mnoha rostlinnych zdroj byla a-mannosidasa izolovana. Charakteristiky
tohoto enzymu ze semen jinanu dvoulaloéného (Ginkgo biloba L.) [41] a papaji
melounovité (Carica papaya L.) [8], ze sazenic vigny zlaté (Vigna radiata L.) [42],
z plodu lubenice obecné (Citrullus lanatus Thumb.) [33], rajcete jedlého (Lycopersicum
esculentum Mill.) [40] a papriky roéni (Capsicum annuum L.) [39] jsou uvedeny v tabulce
5 (s. 20).

Jak je vidét z tabulky 5 (s. 20), mnohé studované a-mannosidasy funguji v oligomernim
uspofadani. Napf. enzym z jinanu dvoulalo¢ného je pravdépodobné homotrimer [41], a-
mannosidasa z plodu papaji melounovité je homodimer [8]. Enzymy z jednotlivych zdroji
se lisi také piitomnosti ¢i nepfitomnosti sacharidové slozky. a-Mannosidasy z jinanu
dvoulalo¢ného [41] a z vigny zlaté [42] byly charakterizovany jako glykoproteiny, zatimco
u enzymu z rajcete jedlého [40] a z papriky roc¢ni [39] sacharidova slozka chybi. Jina studie
a-mannosidasy z papriky ro¢ni ukazala, e b&hem zrani plodi je tento enzym

glykosylovan, béhem vyvoje plodi je vSak podil sacharidové slozky velmi maly [35].
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Tab. 5: Charakteristiky a-mannosidas z vybranych rostlinnych zdroj.

Charakteristika a-mannosidasy
Nazev rostliny Zdroj M [kDa] Ote{)ilr(r)ltunrin pH Ref.
gel. filtrace | SDS-PAGE p[oC] optimum
Jinan dvoulalo¢ny
(Ginkgo biloba L) semena 340 120 - 50 41
Papdja melounovitd | oo \0ns | 156 78 55-60 | 35-45| 8
(Carica papaya L.)
Vigna zlata (Vigna .
radiata L.) sazenice - 125 - 6,0 42
Lubenice obecna
(Citrullus lanatus plod 270 - - 40-45| 33
Thumb.)
Rajce jedlé i
(Lycopersicum plod 43 g 55-65 4,5 40
. 75 38 65 4,5
esculentum Mill.)
Paprika ro¢ni
(Capsicum annuum L.) plod 43 23 50 57 39

— dana charakteristika nebyla studovana

1.1.8.2. Funkce rostlinnych a-mannosidas

Jednou ze studovanych oblasti pisobeni rostlinnych a-mannosidas je vyvoj a zrani plodu.
Predpoklada se, ze diky hydrolytickému Stépeni sacharidové casti glykoproteini a-
mannosidasou dochazi k méknuti plod. Ve shod¢ s timto tvrzenim byl u a-mannosidasy z
rajéete jedlého (Lycopersicum esculentum Mill.) pozorovan pii zrani a méknuti nartst
aktivity [40], stejné tak byl narist pozorovan i Vv plodech papriky ro¢ni (Capsicum annuum
L.) [39]. V jiném experimentu vykazovala a-mannosidasa z rajcete jedlého béhem vyvoje
plodu velky nartst aktivity, po dokonceni této faze hodnota aktivity mirné klesla, pti
samotném zrani pak jiz stoupala jen nepatrné. Tyto vysledky naznacuji, ze a-mannosidasa
je ptitomna predevsim v aktivné rostoucich ¢astech rostlin. (Vysoka aktivita byla namétena
také v koncich vyhonku, v kvétech a v fapicich listi.) Tento experiment také ve zrajicich
plodech papriky ro¢ni ukazal pravdépodobnou spolupraci mezi o-mannosidasou a f-
hexosaminidasou.

Pfedmétem vyzkumu jsou také a-mannosidasy ze semen rtiznych rostlin. a-Mannosidasa

ze semen papaji melounovité (Carica papaya L.) je schopna S$tépit a-mannosu z a,D-
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mannooligosacharidii a z dal§ich a,D-mannosidt, schopnost hydrolyzovat polysacharidy
vSak nema [8]. Pro a-mannosidasu ze semen jinanu dvoulalo¢ného (Ginkgo biloba L.) se
ukéazaly byt nejvyhodngjSimi substraty volné oligomannany, které nesou jeden N-
acetylglukosamin. Tyto N-glykany vznikaji endolytickym S$tépenim glykoproteint, které
obsahuji N-glykosidicky vazany oligomannan, a predpoklada se, ze hraji dilezitou roli pti
vyvoji a rustu rostlinnych bunék jako signalni molekuly. a-Mannosidasa se tedy na tomto
procesu pravdépodobné podili [41].

Byla studovana také substratova specifita o-mannosidasy z kanavalie (Canavalia
ensiformis L.) [38]. Tento enzym S$tépil fadu ptirodnich o-mannooligosacharidu.
Hydrolyzou mannotetraosy vznikla mannosa a mannotriosa, jako reakéni meziprodukt vSak
byla pozorovana i mannobiosa. Oproti tomu pii degradaci kvasniéného mannanu byla
uvoliovana pouze mannosa. Molekuly mannanu se zdaji byt tvofeny hlavnim
polysacharidovym fetézcem a postrannimi oligosacharidovymi fetézci, degradovany jsou
vSak pouze postranni fetézce. Hlavni fetézec je viucéi puisobeni a-mannosidasy z kanavalie
rezistentni. o-Mannosidasa z kanavalie byla také schopna S§tépit mannosu z riznych
glykoproteinii, ovS§em pouze v tom piipad¢, ze byla mannosa na konci sacharidového

fetézce. Kromée hydrolytické aktivity mél tento enzym také transglykosylacni aktivitu.
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1.2. ROSTLINNY STRES

Rostliny, stejné jako zivocichové a dalsi organismy, potiebuji pro svij rist a vyvoj vhodné
podminky. Jsou-li tyto podminky poruseny, vznika pro rostlinu stresova situace.

Rostliny jsou nepohyblivé organismy, proto na stres reaguji prizpisobenim svého
metabolismu. Mechanismy obrany proti ptsobeni stresu jsou razné. Rada stresovych
situaci je spojena s hormonalni odpovédi [43], v mnoha piipadech se vSak uplatfiuji i
glykosidasy, které mohou napf. uvolnovat toxické aglykony vazané v glykosidech [1] nebo

Stépit polysacharidy buné¢nych stén parazitickych hub [31].

1.2.1. Druhy rostlinného stresu

Stresové podminky mohou byt rozdéleny do dvou kategorii podle toho, zda jsou zivotného
¢i nezivotného charakteru. Piikladem abiotického stresu je sucho, mraz nebo nadbytek soli
v padé. Bioticky stres naopak piedstavuji bakterie, viry, houby, bezobratli a parazitické
rostliny [43].

1.2.2. Rostlinné viry

Rostlinné viry tvofi piiblizné¢ ¢tvrtinu vSech dosud objevenych vir. VEtSinou se jedna o
pozitivni ss-RNA viry, jsou v8ak znamy i ptipady rostlinnych DNA-vira, jedno- nebo
dvouvlaknovych [45, 53].

Existuji dva zpisoby, jak muze byt rostlina infikovana virem [43]. Zaprvé je to
horizontalni pfenos, tedy ptenos z vnéjsiho zdroje viru, zadruhé je to vertikalni pienos, pti
némz dcefind rostlina ziska infekci od rostliny mateiské. Mze k tomu dojit pii pohlavnim
(jsou-li infikovana semena) i pfi nepohlavnim rozmnozovani (napi. pii fizkovani). K Sifeni
infekce rostlinou poté dochazi predevsim pies plazmodezmata a floém [53]. Nejcastéjsi
projevy virové infekce jsou nekrosa, mosaika nebo zloutnuti pletiv, Casto také dochdzi
K brzdéni rastu rostliny.

Rostlinné viry jsou podle kritérii ur€enych Mezinarodni komisi pro taxonomii virta (The
International Committee on Taxonomy of Viruses - ICVT) rozdéleny do vice nez Ctyficeti
Celedi [45, 53]. Mezi pozitivni ss-RNA viry ¢eledi Potyviridae a rodu Potyvirus patii i druh
Y virus bramboru (PVY, ,Potato virus Y*), jehoz vliv na aktivitu glykosidas v rostlinach

tabaku jsem studovala ve své praci.
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1.3. TABAK (NICOTIANA)

Tabak (Nicotiana) je rod patiici do relativné Siroké celedi lilkovitych (Solanaceae).
Zahrnuje asi 14 druht, které pochazeji prevazné z Jizni Ameriky, a dale také ze Severni
Ameriky, Australie a Jizniho Pacifiku [47, 54]. Tabak virzinsky (Nicotiana tabacum L.)
pravdépodobné vznikl kiizenim druhu Nicotiana silvestris, ktery pochazi z Argentiny,
s druhem Nicotiana otophora, ktery je puvodem z Argentiny a Bolivie.

Tabak virzinsky je jednoletd bylina dosahujici vysky az 3 m. Jeji listy jsou téméf prisedlé,
s ¢epeli podlouhlou a zaSpicatélou. Povrch listti a lodyhy je porostly kratkymi zlaznatymi
chloupky. Kvéty maji razové az Cervené koruny s dlouhou trubkou a plody tabaku jsou
mnohosemenné tobolky [47].

Tabak patii mezi uzitkové rostliny; péstuje se v Cetnych odriidach, predevsim v Jizni
Americe. Jeho listy se susi a pouzivaji jako kufivo, vyvar z listi se pouziva k hubeni
zivoc¢isSnych skudct rostlin [54]. Z moznych chorob tabaku jsou nej¢astéjsi padli tabakové
a padani rostlin zpisobené had’atkem zhoubnym [46]. V této praci jsem studovala vliv
virové infekce zptisobené PVY; na obrazku 6 jsou fotografie neinfikovanych, kontrolnich

rostlin a rostlin infikovanych Y virem bramboru (PVY).

K { s RS

n'k' ¥/ : oy YN . ledERRaE -
Obr. 6: Kontrolni (K) a infikované (PVY) rostliny tabaku (Nicotiana tabacum L. cv.
Petit havana).
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2. CIL PRACE

Cilem této prace bylo zjistit, zda infekce zpisobena Y virem bramboru (PVY, ,.Potato
virus Y*) ovliviiuje aktivitu exolytickych glykosidas v listech tabaku (Nicotiana tabacum

L. cv. Petit Havana SR1). Za timto cilem bylo tieba:

1. Stanovit aktivitu rozpustnych glykosidas v systémové infikovanych listech tabaku
oproti rostlindm kontrolnim.

2. Stanovit aktivitu membranoveé vazanych glykosidas v systémoveé infikovanych listech
tabaku oproti rostlindm kontrolnim.

3. Stanovit aktivitu glykosidas v exudatu systémové infikovanych listech tabaku oproti

rostlinam kontrolnim.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. PRISTROJE

Analytické vahy 100A — Denver Instrument Company, USA
Centrifuga Sigma 3K30 — Sigma Laborzentrifugen, Némecko
Centrifuga Universal 32 R — Hettich Zentrifugen, Némecko

Inkubator se suchou lazni EL-02 — Major Science, USA

Magnetickd michacka s ohfivacem RH basic — Labortechnik, Némecko
pH/mV metr UB-10 — Denver Instrument Company, USA

Regulator vakua V.A.R. — Van der Heijden, Némecko

Rotaéni olejova vyvéva VR 1,5-21 — P-LAB, CR

Spektrofotometr Ultrospec 2100 Pro — Biochrom, Velka Britanie

3.2. CHEMIKALIE A PUFRY

3.2.1. Chemikalie

Bradfordovo ¢inidlo - Sigma, USA

Ethanol — Lachema, CR
Fenylmethylsulfonylfluorid — Sigma, USA
Chlorid hofe¢naty — Sigma, USA

Chlorid vapenaty — Lachema, CR
Merkaptoethanol — Sigma, USA

p-nitrofenol — Sigma, USA
p-nitrofenyl-o,D-galaktopyranosid — Sigma, USA
p-nitrofenyl-p,D-galaktopyranosid — Sigma, USA
p-nitrofenyl-o,D-glukopyronosid — Sigma, USA
p-nitrofenyl-p,D-glukopyranosid — Sigma, USA
p-nitrofenyl-o,D-mannopyranosid — Sigma, USA
p-nitrofenyl-N-acetyl-B,D-glukosaminid — Sigma, USA
Polyvinylpyrrolidon — Sigma, USA
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Sacharosa — Lach-Ner, CR
Triton X-100 — Sigma, USA

3.2.2. Pufry

0,1M boratovy pufr pH 9,0
0,1M citratovy pufr pH 4,5
0,1M citratovy pufr pH 6,0
0,25mM Tris-HCI pufr pH 7,8

3.3. ROSTLINNY MATERIAL

Pro studium vlivu stresu na aktivitu glykosidas jsem pouzila rostliny tabaku (Nicotiana
tabacum L. cv. Petit Havana SR1) laskavé poskytnuté RNDr. Helenou Synkovou, CSc.,
Ustav experimentalni botaniky, AV CR. Pouzila jsem kontrolni rostliny a rostliny
infikované Y virem bramboru (PVY, ,Potato virus Y*), kmenem NTN. Kontrolni i
infikované rostliny byly 11. 12. 2009 vysety na zivné médium, 18. 1. 2010 byly pfesazeny
do skleniku, kde byly 11. 2. 2010 znovu piesazeny. 19. 3. 2010 byla cast rostlin
infikovana. Sbér listli jsem provedla 2. 3. 2010. Ke vSem experimentim jsem vyuzila
vrchni, plné vyvinuté listy, které byly (v pfipad¢ infikovanych rostlin) infikovany
systémovée. U vSech listii jsem odstranila fapik. Pro jednotliva méfeni jsem pouzila smésné

vzorky listi tabaku.

3.4. METODY

3.4.1. Kalibraéni kfivka pro koncentraci p-nitrofenolu v roztoku

Rozpusténim p-nitrofenolu v 0,1M boratovém pufru pH 9,0 jsem pfipravila roztoky o
vysledné koncentraci p-nitrofenolu 0,02 mmol/I; 0,04 mmol/I; 0,06 mmol/I; 0,08 mmol/l a
0,1 mmol/l. Zmétila jsem absorbanci téchto roztokl pii vinové délce 405 nm, coz je

absorpni maximum p-nitrofenolu, proti slepému vzorku. Ze ziskanych hodnot jsem
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sestrojila kalibra¢ni pfimku zavislosti absorbance roztoku na koncentraci p-nitrofenolu

(kap. 4.1., s. 32).

3.4.2. Extrakce rozpustnych glykosidas z listii tabaku

Navazku 1 g listi kontrolnich rostlin jsem homogenizovala ve tieci misce v trojndsobném
mnozstvi 0,1M citratového pufru pH 6,0. Poté jsem do extrakéni smési ptidala asi 0,2 mg
PVP a extrahované listy jsem centrifugovala 15 min pti 16600 x g a 4°C. Supernatant jsem
odebrala pro stanoveni aktivit glykosidas (kap. 3.4.6., s. 30), sediment jsem uchovala pro
dalsi pouziti (kap. 3.4.3). Stejné¢ jsem postupovala i s navazkou 1 g listt infikovanych

rostlin.

3.4.3. Extrakce membranové vazanych glykosidas z listi tabaku

Sediment ziskany centrifugaci listd kontrolnich i infikovanych rostlin (kap. 3.4.2.) jsem
resuspendovala ve smési 0,1M citratového pufru pH 6,0 a Tritonu X-100 (200 pl Tritonu
X-100 v1 ml 0,IM citratového pufru pH 6,0). Smés 0,1M citratového pufru pH 6,0 a
Tritonu X-100 byla v trojnasobném mnozstvi proti Cerstvé hmotnosti listd. Suspenzi jsem
nechala 15 min stat a poté jsem ji centrifugovala 15 min pti 16600 x g a 4°C. Supernatant

jsem pouzila pro stanoveni aktivit glykosidas (kap. 3.4.6, s. 30).

3.4.4. Priprava exudatu z listi tabaku

Z kontrolnich rostlin tabdku jsem odebrala 20 g stiednich listdi, z nichz jsem odstranila
fapik a stfedni zilku, takze jsem je rozdélila na poloviny. Vzdy c¢tvrtinu z celkové
hmotnosti listi jsem stoc¢ila do rulicky a feznou stranou doli jsem je vlozila do
Erlenmayerovy baiiky, kterou jsem naplnila roztokem pro vakuovou infiltraci tak, aby listy
byly ponotfené. Roztok pro vakuovou infiltraci obsahoval 0,5 1 25mM Tris-HCI pufru
pH 7,8; 1,4104 g MgCl,; 1,0208 g CaCl,; 118,9 g sacharosy; 0,0604 g PMSF rozpusténého
v1 ml distého ethanolu a 225 pl 0,5M merkaptoethanolu. Erlenmayerovy banky
S vlozenymi listy jsem umistila do exsikdtoru, Vv némz jsem pomoci vyvévy snizila tlak.
Vakuovou infiltraci jsem nechala probihat, dokud listy tabdku neztmavly. Poté jsem listy
osusSila mezi buni¢inou a po jednom jsem je stoCila do rulicek, které jsem vlozila feznou
stranou dolii do centrifugacnich kyvet. Na dn€ kyvet byla piiblizné 1Zi€ka sklenénych
kulicek, aby mezi n€¢ mohl vytéci exudat. Listy jsem poté centrifugovala 15 min pfi

7100 x g a 4°C. Po ukonceni centrifugace jsem ze dna kyvet odebrala exudat, tj. kapalinu
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z zilek listd, v niZz jsem stanovila aktivity glykosidas (kap. 3.4.6., s. 30). Stejné jsem
postupovala i s navazkou 20 g listti infikovanych rostlin.

Kontrolni 1 infikované listy tabdku pouzité pro piipravu exudatu jsem zpracovala
zpusobem popsanym v kapitolach 3.4.2. a 3.4.3. (s. 27). Ptipravila jsem extrakty, v nichz
jsem poté stanovila aktivitu glykosidas (kap. 3.4.6., s. 30).

3.4.5. Stanoveni aktivity glykosidas in vitro

Pro stanoveni aktivity glykosidas in vitro se vyuziva jejich vysoké specifity. PouZivaji se
piirozené i umélé substraty, je vSak vyhodné pouzit takovy substrat, ktery po hydrolyze
poskytne barevny produkt, jehoz koncentraci vreakéni smési miizeme zméftit
spektrofotometricky. Nejcastéji pouzivanymi umélymi substraty jsou p-nitrofenyl-
glykosidy. Hydrolytickym $tépenim glykosidické vazby v molekule p-nitrofenyl-glykosidu
dojde k uvolnéni p-nitrofenolu, ktery po zalkalizovani roztoku poskytne zluté zbarveni.
umélymi  substraty pouzivanymi pro stanoveni aktivit glykosidas jsou p-

methylumbelliferyl-p,D-N-acetylglykosidy, které poskytuji fluorescenci.

V této praci jsem studovala vliv virové infekce na aktivitu téchto glykosidas: a-
galaktosidasy, B-galaktosidasy, a-glukosidasy, B-glukosidasy, B-hexosaminidasy a a-
mannosidasy. Pro stanoveni aktivity a-galaktosidasy, resp. pB-galaktosidasy jsem vyuzila
reakci s p-nitrofenyl-a,D-galaktopyranosidem, resp. s p-nitrofenyl-p,D-galaktopyrano-
sidem, jak je znazornéno na obrazku 7 (s. 29). Aktivitu o-glukosidasy jsem stanovila
pomoci reakce s p-nitrofenyl-o,D-glukopyranosidem a aktivitu p-glukosidasy jsem
stanovila pomoci reakce s p-nitrofenyl-p,D-glukopyranosidem, jak zndzorfiuje obrazek 8
(s. 29). Na obrazku 9 (s. 30) je znazornéna hydrolyticka reakce mezi p-nitrofenyl-N-acetyl-
B,D-glukosaminidem a B-hexosaminidasou, kterou jsem vyuZila pro stanoveni aktivity f-
hexosaminidasy a obrazek 10 (s. 30) znazorfiuje reakci mezi p-nitrofenyl-a,D-
mannopyranosidem a a-mannosidasou, kterou jsem vyuzila pro stanoveni aktivity tohoto

enzymu.
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CH 2OH
; 0O
Na OH H
a-galaktosidasa H HO
HO0 + » 5 7 +
H OH NO,
H OH
p-nitrofenyl- .. D-galaktopyranosid o D-galaktopyranosid o-nitrofenol
CH,0H CH,OH
5 0O
OH OH
B-galaktosidasa H HO
e OH H i
H O 5
NO, H H NO,
H OH H OH
p-nitrofenyl- §.D-galaktopyranosid B.D-galaktopyranosid p-nitrofenol

Obr. 7: Hydrolytické $tépeni p-nitrofenyl-a,D-galaktopyranosidu a-galaktosidasou a
p- nitrofenyl-p,D-galaktopyranosidu p-galaktosidasou.

H OH
p-nitrofenyl- ¢, D-glukopyranosid o.,D-glukopyranosid o-nitrofenol
CHL0H CHoOH

HOo +

H OH

p-nitrafenyl- p.D-glukopyranosid B D-glukopyranosid pnitrofenal

Obr. 8: Hydrolytické $tépeni p-nitrofenyl-a,D-glukopyranosidu a-glukosidasou a p-
nitrofenyl-p,D-glukopyranosidu B-glukosidasou.
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H NHAC H NHAC

p-nitrofenyl- N-acetyl- B.D-glukopyranosid N-acetyl- B .D-glukopyranosid p-nitrofenol

Obr. 9: Hydrolytické Stépeni p-nitrofenyl-N-acetyl-g,D-glukosaminidu -
hexosaminidasou.

CH,0H CH,OH

O

H H MO H H
«-mannosidasa H HO
= OH OH i
HO @) HO OH
NO,
H H H H
p-nitrofenyl- e, D-mannopyranosid e.D-mannopyranosid p-nitrofenol

Obr. 10: Hydrolytické $tépeni p-nitrofenyl-a,D-mannopyranosidu a-mannosidasou.

3.4.6. Stanoveni aktivity glykosidas

Reakéni smés pro stanoveni aktivit glykosidas z listii tabaku obsahovala 50 pl 0,1M
citratového pufru pH 4,5; 50 ul 2mM roztoku umélého substratu (p-nitrofenyl-o,D-
galaktopyranosid pro o-galaktosidasu; p-nitrofenyl-B,D-galaktopyranosid pro pB-
galaktosidasu; p-nitrofenyl-o,D-glukopyronosid pro a-glukosidasu; p-nitrofenyl-p,D-
glukopyranosid pro pB-glukosidasu; p-nitrofenyl-N-acetyl-p,D-glukosamin  pro j-
hexosaminidasu a p-nitrofenyl-o,D-mannopyranosid pro a-mannosidasu) a 100 pl roztoku
enzymu, coz byl extrakt z rozpustnych nebo membranoveé vazanych proteini z Cerstvych
listi, a to z kontrolnich a infikovanych rostlin, exudat nebo extrakt z rozpustnych nebo
membranove vazanych proteint z listi pouzitych pro ptipravu exudatu, a to z kontrolnich a
infikovanych rostlin. Reakéni smés jsem nechala inkubovat 10 min v pfipadé extraktu
rozpustné B-hexosaminidasy, v ptipadé ostatnich enzymu 30 min, vzdy pii 25°C. Poté jsem
reakci zastavila pfidavkem 800 pl 0,1M boratového pufru pH 9,0. Mnozstvi uvolnéného p-
nitrofenolu jsem stanovila spektrofotometricky méfenim pii 405 nm proti slepému pokusu.
Meéteni aktivity rozpustnych i membranové védzanych glykosidas v Cerstvych listech i1

Vv listech pouzitych pro piipravu exudatu jsem opakovala pétkrat. Namétfend data jsem
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statisticky zpracovala a u hodnot aktivity rozpustnych glykosidas jsem uréila velikost
smérodatné odchylky. Vysledné hodnoty jsem poté pouzila pro sestrojeni grafli pro
porovnani aktivit glykosidas v kontrolnich a infikovanych rostlinach tabaku (kap. 4.2.1., s.
33;4.2.2.,5.34;4.24.,s. 36 a4.2.5,, s. 37). Také hodnoty aktivity glykosidas v exudatu z
kontrolnich a infikovanych rostlin tabdku jsem pouzila pro sestrojeni grafu (kap. 4.2.3., s.
35).

Mnozstvi enzymu jsem vyjadfila v jednotkach aktivity vztazené na 1 ml roztoku enzymu,
tj. extraktu, resp. exudatu. Aktivita enzymu je jeho mnozstvi, které pfemeéni 1 pmol

substratu za minutu.
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4. VYSLEDKY

4.1. KALIBRACNI KRIVKA ZAVISLOSTI ABSORBANCE ROZTOKU
NA KONCENTRACI p-NITROFENOLU

Z hodnot ziskanych postupem popsanym v kapitole 3.4.1. (s. 26) jsem sestrojila graf
zavislosti absorbance roztoku p-nitrofenolu pfi vinové délce 405 nm na jeho koncentraci
(obr. 11). Nejvyssi zvolena koncentrace roztoku p-nitrofenolu byla niz$i nez maximalni
mozné mnozstvi této latky uvolnéné pii enzymatickém $té€peni p-nitrofenylglykosidu. Tato
zéavislost vykazovala linearni charakter. Ziskanou rovnici regrese jsem pouZzila pro vypocet
mnozstvi uvolnéného p-nitrofenolu pii stanovovani aktivit glykosidas v kontrolnich a

infikovanych rostlinach.

1,200
1,000 /
0,800 /
Ags 0,600
/y = 12,37x + 0,001
0,400

o0 /
0,000 /

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09

Conp [MmoI/]

Obr. 11: Graf zavislosti absorbance roztoku p-nitrofenolu na jeho koncentraci.
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4.2. POROVNANI AKTIVIT GLYKOSIDAS V KONTROLNICH A
INFIKOVANYCH LISTECH TABAKU.

4.2.1. Porovnani aktivit rozpustnych glykosidas z listii kontrolnich a infikovanych
rostlin tabaku

Z listd kontrolnich a infikovanych listi tabaku jsem postupem popsanym v kapitole 3.4.2.
(s. 27) ptipravila extrakt, v némz jsem zjiStovala pfitomnost aktivity a-galaktosidasy, B-
galaktosidasy, a-glukosidasy, B-glukosidasy, B-hexosaminidasy a a-mannosidasy. Obrazek
12 dokumentuje, ze v kontrolnich rostlinach byla nejvyssi aktivita zjiSténa pro B-
hexosaminidasu a dile pak pro a-mannosidasu a a-galaktosidasu. V ptipadé a-glukosidasy
nebyla aktivita téméf pozorovana.

Hodnoty aktivity rozpustnych glykosidas z kontrolnich rostlin jsem porovnavala
s hodnotami aktivit rozpustnych glykosidas z rostlin infikovanych (obr. 12). V pfipadé -
hexosaminidasy a a-galaktosidasy jsem v extraktu z infikovanych rostlin zaznamenala
narist aktivity proti kontrolnim rostlinam, u ostatnich sledovanych enzymii byla aktivita

naopak mensi.

L =

-galaktosidasa
Po =

a-glukosidasa h

B-glukosidasa -—'I

phexsamintasa #ﬁ

id ; '
crmannosidasa F—'
0 5 10 15 20 25 30 35
PVY mK a [nmol.min-t.ml-]

Obr. 12: Porovnani aktivit rozpustnych glykesidas z listi kontrolnich (K) a
infikovanych (PVY) rostlin tabaku.
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4.2.2. Porovnani aktivit membranové vazanych glykosidas z listi Kkontrolnich a
infikovanych rostlin tabaku

Postupem popsanym v kapitole 4.3.3. (s. 27) jsem z listti kontrolnich a infikovanych rostlin
tabaku pripravila extrakt, vnémz jsem zjiStovala aktivitu membranové vazanych
glykosidas  (a-galaktosidasy, B-galaktosidasy, o-glukosidasy, B-glukosidasy, pB-
hexosaminidasy a a-mannosidasy) (obr. 13).

Nejvyssi aktivitu z membranoveé vazanych glykosidas méla v extraktu z kontrolnich listt 3-
hexosaminidasa, relativné velkou aktivitu méla také p-glukosidasa. Aktivitu a-glukosidasy
jsem v tomto extraktu viibec nezjistila.

Hodnoty aktivity glykosidas z kontrolnich rostlin tabaku jsem porovnavala s hodnotami
aktivit glykosidas z infikovanych rostlin (obr. 13). V piipadé a- a p-galaktosidasy jsem
zaznamenala narust aktivity v infikovanych rostlinach, v piipadé B-glukosidasy a B-
hexosaminidasy jsem naopak zaznamenala pokles aktivity. Aktivita a-mannosidasy rovnéz
klesla, avSak jeji hodnota byla na hranici méfitelnosti. V piipadé a-glukosidasy jsem

nepozorovala Zadnou aktivitu.

I
a-galaktosidasa -
B-galaktosidasa I
a-glukosidasa

B-glukosidasa ﬁ

B-hexosaminidasa

a-mannosidasa

0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0

PVY mK a [nmol.min-t.ml-1]

Obr. 13: Porovnani aktivit membranové vazanych glykosidas z listii kontrolnich (K) a
infikovanych (PVY) rostlin tabaku.
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4.2.3. Porovnani aktivit glykesidas v exudatech z listi kontrolnich a infikovanych
rostlin tabaku

Z kontrolnich a infikovanych rostlin tabaku jsem postupem popsanym v kapitole 3.4.4. (s.
27) ptipravila exudat, tedy kapalinu z zilek listd. V této kapaliné jsem méfila aktivitu a-
galaktosidasy, B-galaktosidasy, a-glukosidasy, B-glukosidasy, B-hexosaminidasy a o-
mannosidasy. Jak je vidét z obrazku 14, v exudatu z listti kontrolnich rostlin méla nejvyssi
aktivitu B-galaktosidasa, relativné velkou aktivitu méla také a-galaktosidasa. Aktivita -
glukosidasy byla na hranici métitelnosti a aktivitu o-glukosidasy jsem v exudatu vibec
nestanovila.

Hodnoty aktivity glykosidas v exudatu z kontrolnich rostlin jsem porovnavala s hodnotami
aktivit v infikovanych rostlinach (obr. 14). U a- a B-galaktosidasy a B-hexosaminidasy
jsem v infikovanych rostlinach zaznamenala nardst aktivity, v pfipadé a-galaktosidasy byl
nardst vice nez dvojnasobny. Aktivita a-mannosidasy byla v infikovanych rostlinach
naopak niz8i nez v rostlinach kontrolnich a aktivitu o- a B-glukosidasy jsem v exudatu

zZ infikovanych rostlin vitbec nezjistila.

a-galaktosidasa *

KOS S

a-glukosidasa

B-glukosidasa

a-mannosidasa

B-hexosaminidasa _

0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0

PVY mK a [nmol.min-t.ml-]

Obr. 14: Porovnani aktivit glykosidas v exudatech z listi kontrolnich (K) a
infikovanych (PVY) rostlin tabaku.
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4.2.4. Porovnani aktivit rozpustnych glykosidas z listi kontrolnich a infikovanych
rostlin tabaku pouZitych pro pfipravu exudatu

Z kontrolnich a infikovanych listd tabaku pouzitych pro pfipravu exudatu jsem postupem
popsanym v kapitole 3.4.2. (s. 27) extrahovala rozpustné glykosidasy (a-galaktosidasu, B-
galaktosidasu, a-glukosidasu, B-glukosidasu, B-hexosaminidasu a o-mannosidasu).
V extraktu jsem poté sledovala aktivitu téchto glykosidas. Z obrazku 15 vyplyva, ze
Vv kontrolnich rostlinach vykazovala nejvyssi aktivitu PB-hexosaminidasa a dale také a-
mannosidasa a o-galaktosidasa. Aktivity p-galaktosidasy a o- a B-glukosidasy byly
relativné nizké.

Porovnavala jsem hodnoty aktivity rozpustnych glykosidas z kontrolnich a infikovanych
listt tabaku pouzitych pro pfipravu exudatu (obr. 15). V piipadé B-hexosaminidasy jsem
stejné jako u a-galaktosidasy zaznamenala narist aktivity v infikovanych rostlinach oproti
rostlinam kontrolnim. Aktivita ostatnich enzymd, tj. B-galaktosidasy, a,- i p-glukosidasy a
a-mannosidasy byla v infikovanych rostlinach nizsi nez v kontrolnich. U a-mannosidasy se

vSak jednalo pouze o slaby pokles.

a-galaktosidasa

a-glukosidasa

B-glukosidasa

I
I
—
-galaktosidasa
o =
-
g
H
——

Phexosaminidasa F— ‘
ormannosidasa ——
0 5 10 15 20 25 30 35
PVY mK a [nmol.min-t.ml-]

Obr. 15: Porovnani aktivit rozpustnych glykosidas z listi kontrolnich (K) a
infikovanych (PVY) rostlin tabaku pouzitych pro pripravu exudatu.
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4.2.5. Porovnani aktivit membranové vazanych glykosidas z listi Kkontrolnich a
infikovanych rostlin tabaku pouzitych pro pripravu exudatu

Z listli kontrolnich a infikovanych rostlin tabdku pouzitych pro piipravu exudatu jsem
postupem popsanym v kapitole 3.4.3. (s. 27) pfipravila extrakt, v némz jsem sledovala
aktivitu téchto membrinové vazanych glykosidas: a-galaktosidasa, B-galaktosidasa, a-
glukosidasa, B-glukosidasa, B-hexosaminidasa a a-mannosidasa. V extraktu z kontrolnich
rostlin, ktery obsahoval membranové vazané glykosidasy, jsem naméfila nejvetsi aktivitu u
a-mannosidasy, B-glukosidasy a a-galaktosidasy; jejich aktivita byla srovnatelnd. Také
aktivita pB-galaktosidasy, a-glukosidasy a B-hexosaminidasy byly v kontrolnich rostlinach
relativné vysoka, jak ukazuje obrazek 16.

Aktivitu glykosidas v kontrolnich rostlinach jsem porovnavala s aktivitou glykosidas
Vv rostlinach infikovanych PVY (obr. 16). V infikovanych rostlinach klesla aktivita u v§ech
sledovanych glykosidas kromé B-galaktosidasy.

a-galaktosidasa

[B-galaktosidasa

a-glukosidasa

B-glukosidasa

B-hexosaminidasa

a-mannosidasa

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6,0

PVY mK a [nmol.min-t.ml]

Obr. 16: Porovnani aktivit membranové vazanych glykosidas z listi kontrolnich (K) a
infikovanych (PVY) rostlin tabaku pouzitych pro pripravu exudatu.
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5. DISKUSE

Rostlinné glykosidasy, stejné jako glykosidasy zivo¢isné a mikrobidlni, patfi mezi
vyznamné enzymy. Podili se na metabolismu oligosacharidii a polysacharidl, ale také
glykolipidd, glykoproteinii a dalSich glykosidi. Jednou z jejich funkci je také tGicast pii
obrané¢ rostlin proti biotickému ¢i abiotickému stresu.

O rostlinnych glykosidasach, predevsim o jejich funkci a lokalizaci v bunice, bylo doposud
zjisténo jen malo informaci. VéEtSina studii se zabyva glykosidasami ze semen [2, 8, 14, 27,
32, 41] nebo z plodu rostlin [5, 12, 16, 24, 33, 35], mén¢ studovanymi ¢astmi jsou kofeny
[6, 21] a listy [20, 36].

Studium funkce a lokalizace enzymt v bunice je usnadnéno, je-li zndm genom rostliny,
jako je tomu u huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana L.). V genomu husenicku byly
nalezeny tfi geny pro [P-hexosaminidasu. Bylo zjisténo, ze jedna =z izoforem -
hexosaminidasy je lokalizovana ve vakuolach, kde se ucastni upravy N-glykan pied
transportem do jejich cilové lokalizace. Dalsi dvé izoformy jsou vdzané v cytoplazmatické
membrané bun€k. Jejich funkce zfejm€ nesouvisi s glykoproteiny vazanymi
Vv cytoplazmatické membrané nebo s glykoproteiny sekretovanymi do extracelularniho
prostoru. Jedna z téchto dvou izoforem se pravdépodobné podili také na obrané rostliny
proti patogentim [55].

Pti biotickém stresu zacind rostlina ve zvySené mife exprimovat specifické obranné
proteiny (PRP, ,,pathogenesis-related proteins®). V listech tabaku byly nékteré z téchto
proteinti charakterizovany. Jedna se o chitinasy [57] a B-1,3-glukanasy [56], tedy
endolytické enzymy. Proto bylo cilem mé prace zjistit, zda se na obrané rostlin pfi

biotickém stresu podili 1 exolytické glykosidasy.

V této praci jsem se zaméfila na porovnani aktivit glykosidas (a-galaktosidasy, [-
galaktosidasy, o-glukosidasy, p-glukosidasy, pB-hexosminidasy a o-mannosidasy)
Vv kontrolnich listech tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1) a v listech
infikovanych Y virem bramboru (PVY, ,,Potato virus Y*), kmenem NTN.

V infikovanych listech tabaku doslo k nartstu aktivity rozpustnych glykosidas u a-
galaktosidasy a B-hexosaminidasy (kap. 4.2.1., s. 33), z membranové vazanych enzymi
vzrostla aktivita a- a B-galaktosidasy (kap. 4.2.2., s. 34). V exudatu z infikovanych rostlin

mély oproti kontrolnim rostlinam vyssi aktivitu a- a B-galaktosidasa a p-hexosaminidasa
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(kap. 4.2.3., s. 35). Vlistech pouzitych pro piipravu exudatu jsem pozorovala nartst
aktivity u rozpustnych enzymi z infikovanych rostlin u a-galaktosidasy a f-
hexosaminidasy (kap. 4.2.4., s. 36), u membranové vazanych enzymi u B-galaktosidasy
(viz kapitola 4.2.5., s. 37). Ztéchto vysledkt usuzuji, ze o- a PB-galaktosidasa a B-
hexosaminidasa byly v souvislosti s virovou infekci syntetizovany ve zvysené miie a ze se
tedy urcitym zptisobem mohou podilet na obrané rostliny pii biotickém stresu, konkrétné
pti virové infekci.

Ke zvyseni aktivity PB-galaktosidasy doSlo pouze v pfipadé membranové vazané€ho, ne
rozpustného proteinu, proto je pravdépodobné, ze by se na obrané proti virové infekci
mohla podilet pravé vazana forma p-galaktosidasy. p-Hexosaminidasa z infikovanych
rostlin méla naopak vyssi aktivitu pouze v rozpustné formé, proto predpokladam, ze by se
na obran¢ proti biotickému stresu mohla podilet pravé volna forma f-hexosaminidasy. Tato
forma by pravdépodobné mohla byt lokalizovdna ve vakuole jako volna forma pB-
hexosaminidasy z huseni¢ku rolniho [55]. V ptipadé a-galaktosidasy dosSlo k nartstu
aktivity v infikovanych rostlinach u rozpustné i membranové vazané formy. Na obrané
proti patogentim by se proto pravdépodobné mohly podilet obé formy. V exudatu, kapaliné
z zilek listdi, z infikovanych rostlin jsem pozorovala narist aktivity vSech téchto tii
enzymd, proto usuzuji, ze i zde by mohly hrat urcitou obrannou roli.

Bylo zjisténo, Ze na obrané proti rostlinnému stresu se podili také B-glukosidasa [1, 4].
Proto jsem ptedpokladala, ze i v infikovanych rostlindch tabaku bude mit tento enzym
zvysenou aktivitu, coZ se ovSem nepotvrdilo.

Vysledky jiz diive provedené studie vlivu infekce PVY na aktivitu glykosidas v listech
tabaku se od mych vysledkt 1isi. V této praci bylo zjisténo, ze v infikovanych listech 1
v exudatech z infikovanych listi doslo k nartstu aktivity vSech sledovanych enzymd, tedy
a-galaktosidasy, B-galaktosidasy, a-glukosidasy, B-glukosidasy, B-hexosminidasy a a-

mannosidasy [44].

39



ZAVER

6. ZAVER

1. 'V kontrolnich listech tabaku (Nicotiana tabacum L.) a v listech infikovanych Y virem
bramboru (PVY, ,Potato virus Y*) jsem méfila aktivitu téchto glyksoidas: o-
galaktosidasy, p-galaktosidasy, a-glukosidasy, B-glukosidasy, B-hexosaminidasy a a-
mannosidasy.

2. 'V kontrolnich a infikovanych listech tabaku jsem méfila aktivitu rozpustnych a
membranoveé vazanych glykosidas. Dale jsem méfila aktivitu glykosidas v exudatu,
kapaliné z zilek listt.

3. Ke zvySeni aktivity glykosidas v listech infikovanych rostlin oproti rostlinam
kontrolnim doslo u a-galaktosidasy, p-galaktosidasy a [-hexosaminidasy. Tyto

enzymy by se tedy pravdépodobné mohly podilet na obrané rostlin proti virové infekci.
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