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Abstrakt

Solny stres se projevuje omezenim ristu rostliny zpiisobenym snizenim vodniho
potencidlu v listech, zavienymi priduchy a tim limitovanou fotosyntézou poskytujici
NADPH. Ten je vSak nepostradatelnym koenzymem celé tady biosyntetickych procest
(napt. biosyntézy osmoticky aktivnich latek zmirfiujicich ucinky stresu) a antioxida¢niho

systemu.

V této praci bylo zjistovano, zda se enzymy poskytujici NADPH: glukosa-6-
fosfatdehydrogenasa (G6PDH), NADP-isocitratdehydrogenasa (NADP-ICDH), NADP-
malatdehydrogenasa (oxalacetat-dekarboxylacni) (NADP-ME) a Sikimatdehydrogenasa
(SDH) podileji na obrannych reakcich vi¢i 100 mM NaCl. V experimentech byly pouZity

tfi rizné modelové rostliny: Pisum sativa L., Phaseolus vulgaris L. a Cucumis sativa L.

Zatimco v listech stresovanych rostlin hrachu a fazole doslo spise k poklesu aktivit
sledovanych NADP-dependentnich (ptedevsim G6PDH a NADP-ICDH), v listech okurky

bylo 9. a 11. den pisobenti stresu zjisténo zvySeni aktivity vSech studovanych enzym?.

Soudasné byl v rostlinach vystavenych plisobeni solného stresu stanoven obsah Na*

iontli pomoci metody atomové emisni spektrometrie.



Abstract

Salt stress in plants is accompanied with decreased growth caused by lowered leaf
water potential, closed stomata and thus reduced photosynthesis producing NADPH.
However, NADPH is indispensable coenzyme for biosynthetic processes (e.g. biosynthesis
of osmotically active compounds decreasing influence of stress) and for antioxidant

system.

In this study it was examined, whether NADP-dependent enzymes: glucose-6-
phosphate dehydrogenase (G6PDH), NADP-isocitrate dehydrogenase (NADP-ICDH),
NADP-malic enzyme (NADP-ME) and NADP-shikimate dehydrogenase (SDH),
producing NADPH are involved in plant defence response against 100 mM NaCl. Three
different model plants were used: Pisum sativa L., Phaseolus vulgaris L. and Cucumis
sativa L.

While in leaves of pea and bean plants salt stress caused rather decreased activities
of particular NADP-dependent enzymes (especially of G6PDH and NADP-ICDH), in
leaves of cucumber 9™ and 11" day of stress condition were found increased activities of
all studied enzymes.

Simultaneously the Na* content in salt-stressed plants was analysed by atomic

emission spectrometry.
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1 Uvod

1.1 Stres

Stres je funk¢ni stav, ke kterému dochazi pfi vystaveni organismu mimoiadnym
podminkam. Rostliny jako pfisedlé organismy se nemohou vyhnout puasobeni stresu,
vyvinuly proto fadu metabolickych cest, jak stresu celit. Jsou to reakce na tzv. stresor
neboli stresovy podnét. Stresory mitizeme rozdé€lit na biotické a abiotické. Biotickym
stresem rozumime rizné infekce pusobené patogennimi mikroorganismy (viry, viroidy,
bakteriemi, houbami, hlisty) nebo stres plisobeny herbivornimi organismy ¢i vzajemnym
ovliviiovanim rostlin. Abioticky stres pak pfedstavuje vystaveni riznym fyzikalnim a
chemickym vlivim. Mezi fyzikdlni stresory rostlin patii vysokd nebo nizka teplota,
mechanické U¢inky vétru a nadmérné zareni, mezi chemické prebytek ¢i nedostatek vody
nebo minerall, nedostatek zivin ¢i kysliku, t€Zké kovy v ptidé€ a toxické plyny ve vzduchu
vizobr. 1., str. 4. Vysledek pusobeni stresoru zavisi na délce a intenzité¢ vystaveni
organismu témto podminkdm a na adaptac¢nich schopnostech daného organismu. Rostlina
se snazi bud’ stresu Uplné vyvarovat vétSinou mechanickymi bariérami napf. silna kutikula
listl, v tomto pfipadé¢ mluvime o mechanismech avoidance, pfipadné rostlina stres tzv.

toleruje mechanismy aktivni odolnosti.!
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obr. 1: Signdly vnéjsiho prostiedi (fyzikalni, chemické a biologické) oviivijici riist a vyvoj

rostliny™!

Sucho, vysoka koncentrace soli 1 chlad ovliviiuji vodni rovnovéhu v rostlin€. Tyto
stresory vedou K uzavirani praduchti, a tim ke snizeni fotosyntetické ucinnosti. Soucasné se
zvySuje rychlost respirace. Stres ovliviiujici vodni rovnovéhu stejné jako bioticky stres,
nadmérné zatfeni, vysoké koncentrace ozonu a tézké kovy, zplisobuje oxidativni poskozeni.
Tvoti se reaktivni formy kysliku jako je peroxid vodiku, superoxidové anionty,
hydroxidové radikaly a perhydroxylové radikaly. Tyto latky mohou v piipad¢ biotického
stresu limitovat patogen piimo v misté vstupu infekce, ve vSech typech oxidativniho stresu
indukuji signalni kaskady, které iniciuji obranné odpovédi. Na druhou stranu reaktivni
formy kysliku soucasné siln¢ poSkozuji lipidové soucasti buiilky, nukleové kyseliny a
proteiny. Rostlina chrani vlastni struktury antioxida¢nim systémem askorbat-

glutathionového  cyklu.!”!

V rostlinach vystavenych solnému stresu také dochazi
k biosyntéze osmoticky aktivnich latek jako je napf. prolin, glycinbetain, mannitol, pinitol,

které reguluji osmoticky tlak bunék. Aby mohla rostlina pfijimat vodu, musi byt jeji vodni



potencial nizsi nez vodni potencidl v okolni pidé, rostlina tedy musi vytvofit potencidlovy

gradient, aby mohla voda proudit z prostiedi do rostliny.!

1.2 NADPH

NADPH neboli nikotinamidadenindinukleotidfosfat je vyznamny koenzym mnoha
enzymii. Ma dvé formy oxidovanou NADP" a redukovanou NADPH+H", je schopen
reverzibilné vazat vodik na C-4 pyridinového kruhu, ktery tim ztraci aromatickou povahu a

kladny naboj.[

NADPH je rostlinou bunkou  ziskavan  piedev§im  fotosyntézou.
V nefotosyntetickych Castech rostlin a ve tmé téz reakcemi katalyzovanymi NADP-
dependentnimi enzymy, jednak v oxidac¢ni fazi pentosafosfatového cyklu glukosa-6-
fosfatdehydrogenasou (EC 1.1.1.49) a 6-fosfoglukonatdehydrogenasou (EC 1.1.1.44) a
dale pak NADP-isocitratdehydrogenasou (EC 1.1.1.42), NADP-glutamatdehydrogenasou
(EC 1.4.1.4), NADP-malatdehydrogenasou (oxalacetat dekarboxyla¢ni) (EC 1.1.1.40) a
mnoha dal$imi enzymy. Tyto reakce mohou byt dilezité také za stresovych podminek, kdy
je fotosyntéza a tim i1 tvorba NADPH snizena. NADPH je vyuzivan v mnoha
biosyntetickych drahach, pfi syntéze mastnych kyselin, osmoticky aktivnich latek (napf.
prolinu a mannitolu) a v $ikimatové cesté vedouci k syntéze aromatickych aminokyselin a
fenylpropanoidi (flavonoidt, ligninu). NADPH je dale spotiebovavano jako substrat
NADPH-oxidasy produkujici aktivni formy kysliku pfi oxidativnim stresu. Také se jedna o
dilezity koenzym v antioxidacnim askorbat-glutathionovém cyklu, kde je koenzymem

glutathionreduktasy (EC 1.8.1.7) a monodehydroaskorbatreduktasy (EC 1.6.5.4).[3]

1.3 Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa

1.3.1 Funkce a vyskyt

Systematicky néazev: D-glukosa-6-fosfat: NADP" oxidoreduktasa (déle jen G6PDH)
Jedna se o enzym katalyzujici pfeménu glukosa-6-fosfatu na 6-fosfoglukono-y-lakton,
béhem které dochazi k redukci NADP* na NADPH + H".
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Ptitomnost G6PDH byla prokdzana ve vSech typech bungk,
prokaryotickych, eukaryotickych — bakterii, rostlin, zivo¢icht a hub.P!V buiice je G6PDH
lokalizovana v cytosolu, plastidech a sekundarni bunécné sténé, coz je struktura mezi

bunécnou sténou a cytoplazmatickou membranou nékterych rostlinnych bunek.[®

Pro G6PDH izolovanou z rostlin petrzele zahradni (Petroselinum hortense L.) byly
stanoveny optimalni pH hodnoty v intervalu 7-9.[7 Relativni molekulova hmotnost byla
stanovena 73 200 pro enzym izolovany z koriandru setého (Coriandrum sativum L.) u

tohoto enzymu bylo stanoveno pH optimum 8,5 a optimdlni teplota 30°C.1®

Reakce, kterou G6PDH katalyzuje je Givodni krok oxidacni faze pentosafosfatové
cesty. Produktem oxidacni faze je ribosa-5-fosfat, ktera postupuje do druhé faze ve které
dochazi kregeneraci hexos zpentos. Touto metabolickou drahou je v rostlinach
zpracovavano 20-30% sacharid.” Oxida¢ni pentosafosfatovy cyklus probihd ve tmé
v chloroplastech a jeho tkolem je ziskat NADPH pro biosyntézy. K aktivaci enzymu tedy
dochézi ve tmé. Naopak svétlo a vysoky pomér NADPH/NADP* G6PDH inhibuje.[g]

Pti méteni aktivity G6PDH v plodech broskve bylo zjisténo, Ze aktivita cytosolové

a plastidovée G6PDH stoupa v obdobi zrani. To naznaCuje, Ze je tento enzym
pravdépodobné vyznamny pro regulaci syntézy antokyanu.[6]

Pti porovnavani aktivity G6PDH v 15 plodinach bylo zjiSténo, ze v semenech ma

G6PDH nejvyssi aktivitu v merliku, pinii a méaku. V listech byla z 21 druht rostlin nejvyssi

aktivita naméfena u hrachu, lekninu, razi¢kové kapusty a okurky.[lo]



1.3.2 Souvislost s abiotickym stresem

Aktivita G6PDH po vystaveni solnému stresu byla sledovana u rostlin fazole
(Phaseolus vulgaris L.), rostliny byly stresovany 50, 100, 150, 200 a 400 mM roztokem
NaCl, pfi¢emz nejvys§i aktivita G6PDH byla zjisténa u 100 mM roztoku.™™ Zvyseni
aktivity bylo zjiténo také u rostlin olivovniku (Olea europaea L)% a ostiice (Carex

moorcroffii L.).!

1.4 NADP-isocitratdehydrogenasa

1.4.1 Funkce a vyskyt

Systematicky nazev: Isocitrat: NADP" oxidoreduktasa (dekarboxyla¢ni) (dale jen
NADP-ICDH) Tento enzym katalyzuje pfeménu isocitratu na a-oxoglutarat, pfi souc¢asné

redukci NADP* na NADPH+H" a v pfitomnosti Mg®" jontii jako kofaktoru.™!

H,C—CO o MADR® MADPH:H H,C—CO 0
| . 7 |
HC—COO0 - CH,
| _ MADP-isocitr &dety drogenasa _ : - + 0
HO—CH,C00 0-=C—C00 :
js0Citrat

ot~ ooglutarat

Pritomnost enzymu byla prokazéna v prokaryotickych i eukaryotickych buiikéch,
vyskytuje se v bakteriich, rostlinach, houbéch a Zivogisich véetng &loveka.”! V buiice je
NADP-ICDH lokalizovédna v mitochondriich, chloroplastech, cytoplazmé a
peroxizomech.™! Z rostlin tabaku byly isolovany 2 isoformy, prvni se vyskytuje

Vv cytosolu, druhd pak v chloroplastech a mitochondrifch.!*”

NADP-ICDH se vyskytuje ve formé dimeru sloZzeného ze dvou stejnych
podjednotek o relativnich molekulov§ch hmotnostech 48 500 u Nicotiana tabacum L. a
41000 u Pisum sativum L., Optimalni podminky byly stanoveny po izolaci z kukufice

seté (Zea mays L.) na pH optimum 7,4 a teplotu 25°C.

Zatimco NAD-dependentni isocitratdehydrogenasa katalyzuje vySe uvedenou
reakci s koenzymem NAD® v mitochondriich, kde je souéasti citratového cyklu, NADP-
ICDH katalyzuje uvedenou reakci predevsim v cytosolu. Produkt této reakce a-oxoglutarat
je dale pomoci glutaminsynthetasy (GS, EC 6.1.1.3) a glutamatsynthasy (GOGAT, EC
1.411.14) vtzv. GS/GOGAT cyklu lokalizovaného v chloroplastech pifeménén na

glutamat! viz obr. 2 str. 8.
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obr. 2: Glutaminsynthetasovy/glutamdtsynthasovy (GS/GOGAT) cyklus, u kterého se predpokidada,

L. , v e , . o .. a2
%e je hlavni soucdsti asimilace amonnych iontii v rostlindch®®

Hodnoty aktivity NADP-ICDH byly porovnavany u rdznych rostlin. Pfi méfeni
aktivity v 15 druzich semen byla nejvyssi aktivity zjisténa v semenech maku, merliku a
¢ocky, z 29 plodl, kofenti a hliz méla nejvyssi aktivitu petrzel, Cervena tfedkev a celer,
mezi 21 zkoumanymi listy a stonky byla pak nejvyssi aktivita namétena u hrachu, kapusty

a okurky.!%

1.4.2 Souvislost se stresem

Souvislost snizené aktivity NADP-ICDH se stresem vyvolanym suchem byla
sledovéna v ¢tyitydennich rostlinach hrachu setého (Pisum sativum L.).1®!
Zvysena aktivita NADP-ICDH byla zjisténa pii vystaveni olivovniku (Olea

europaea L.) solnému stresu.* Zvysend aktivita byla také zjiSténa u 11 dni starych rostlin



ketickové fazole (Phaseolus vulgaris L.) po ptisobeni stresu v podobé kademnatych iontt
(CdSO,).1

1.5 NADP-malatdehydrogenasa (oxalacetat dekarboxylac¢ni)

1.5.1 Funkce a vyskyt

Systematicky nazev: L-malat: NADP" oxidoreduktasa (dale jen NADP-ME) Enzym
katalyzujici oxida¢ni dekarboxylaci L-maldtu na pyruvat za ucasti koenzymu NADP®,

ktery je redukovan na NADPH + H*, a kofaktoru v podob& Mg?*ionti.

Chon NADP* NADPH+H" (|:H3
20 =3
| / > Cc=0 + 00
HO—CH—CH, NADFE |
f COO
L-rmalat
[yt L 35

NADP-ME byla dfive oznadovéna jako tzv. ,,jable¢ny enzym*“l™® NADP-ME byla

nalezena ve vsech typech organismi, u bakterii, ¢clovéka i v rostlinach.”!

Dosud bylo v rostlinach isolovano celkem sedm isoforem, které muzeme délit

podle mista vyskytu a funkce. RozliSujeme fotosyntetické a nefotosyntetické isoformy.

Fotosyntetické isoformy:

1. Cy42)-NADP-ME, kterd se nachazi v chloroplastech bunék pochev
cévnich svazku Cy4 rostlin a

2. CAMy- NADP-ME pfitomna v cytosolu CAM rostlin.

Nefotosyntetické isoformy:

3. C42-NADP-ME, nachazejici se v plastidech C, rostlin,

4. Cy4p)-NADP-ME je isoforma obsaZena v cytosolu Cj, rostlin a podili se
na vyvoji listu, obrané pfi poranéni a osvétleni.

5. Cs1)-NADP-ME nachazejici se v cytosolu Cs rostlin, poskytuje NADPH
pro biosyntézu ligninu a flavonoidd. Byla nalezena v bunikach plodi
raj¢at a hroznového vina, kde se podili na tvorbé pyruvatu a/nebo
NADPH pro bunééné dychani v obdobi zrani.

6. C3)-NADP-ME izolovana z plastidi bun¢k kotenti i listd Cs rostlin



7. CAM(»-NADP-ME!

Relativni molekulova hmotnost NADP-ME z C3, C4 i CAM rostlin se pohybuje
v rozsahu 62-72 000.°! Optimalni teplota NADP-ME byla stanovena na 25-30°C, pH
optimum je pak v rozmezi 7-8; neutralni pH okolo 7,0-7,4 bylo zjisténo zejména pro Cs
(napt. Nicotiana tabacum) a CAM rostliny, alkali¢téjsi pH 7,4-8,0 pak bylo nalezeno pro

C4 rostliny (napf. pro zelené listy kukufice pH 8,0)."!

NADP-ME je dilezitou soucasti mnoha metabolickych drah. Klicovou roli ma
predev§im ve fotosyntéze C,4 rostlin. V téchto rostlinach je fotosyntéza umozZnéna i
v podminkach sucha, horka a vysokych slunecnich intenzit. To je dano tim, Ze dochazi
k prefixaci CO, v mesofylovych bunkach, vznikd Cs-dikarboxylova kyselina, kterd je
transportovana do bunék pochev cévnich svazkii. V chloroplastech téchto bun¢k dochazi
k dekarboxylaci a k poskytovani CO, pro Calviniv cyklus piimo v misté jeho plsobeni.

Produkt této reakce, pyruvat, je transportovan zpét do mesofylovych bunék.[*®!

Nefotosynteticky NADP-ME se podili na regulaci bunécného pH. V piipade, ze
hodnota pH v bunice klesne do kyselé oblasti zatne NADP-ME pifeménovat L-malat na
méné kysely pyruvat a tim zvysi pH.[ZO] Mezi dalsi funkce NADP-ME patii poskytovani
NADPH pro biosyntézy a poskytovani pyruvatu pro respiraci.[s] Vyznamnou ulohu ma

NADP-ME také pfi zrani plodi.[?!

M¢étenim aktivity NADP-ME v 13 rGznych semenech bylo zjisténo, Ze aktivita
tohoto enzymu je nejvétsi u liskovych ofechtl, fazoli mandli a ¢ocky. Z 29 plodi, kotenti a
hliz méla nejvyssi aktivitu NADP-ME cervena fedkev a celer. Z 21 listl a stonk® riznych

rostlin méla pak nejvyssi aktivitu okurka, kapusta, Cesnek, fazole a hrach.!%

1.5.2 Souvislost se stresem

Zmény aktivity NADP-ME byly studovany u rostlin olivovniku (Olea
europaea L.), rostliny byly ve stafi 5-8 tydnt vystaveny solnému stresu 200 mM NaCl,
pfi¢emz bylo zjist€no zvyseni aktivity NADP-M E.1 Narast aktivity tohoto enzymu byl
rovnéz nalezen u rostlin ryze seté (Oryzasativa L.), stresované 100 mM a 125 mM
NaCL.™! Dale bylo zjisténo zvyseni aktivity NADP-ME u rostlin kefickové fazole

(Phaseolus vulgaris L.) po aplikaci CdSO,4.1*"!
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Zvysena aktivita NADP-ME byla zjisténa v rostlinach tabaku (Nicotana
tabacum L.) v podminkéach biotického stresu zpiisobeného virovou infekei.?? Zvysené
aktivit¢ NADP-ME odpovidalo i zvySené mnozstvi proteinu tohoto enzymu zjisténé
imunochemicky pomoci protilatek a zvySené mnozstvi mRNA pro cytosolovou isoformu,

zatimco mRNA pro chloroplastovou isoformu ovlivnéna nebylo.*®

Nartst aktivity NADP-ME byl zjistén také v rostlinach tabaku (Nicotiana
tabacum L.) péstovanych v prostiedi nedostatku vody. Po zaliti se aktivita NADP-ME

vratila na uroven kontrolnich rostlin.[?*l

1.6 Sikimatdehydrogenasa

1.6.1 Funkce a vyskyt

Systematicky nazev: §ikimat: NADP" 3-oxioreduktasa (dale jen SDH). Katalyzuje
reverzibilni pfeménu 3-dehydroSikimatu na Sikimat pomoci koenzymu NADPH

(NADP").B!
0 OH O\ OH

N N

NADPH+H* MNADE*
o OH Sikimatdehydrogenasa HO OH
OH HO
A-dehydrodikimat Sikimat

SDH byla isolovana zbakterii 1 rostlin, nenachizi se vSak v ZivociSnych

buiikach.”® V buice je SDH lokalizovana v cytoplazmé a plastidech, pfedevS§im

v chloroplastech.!?®!

Relativni molekulovd hmotnost byla stanovena na 57 000 v enzymu izolovaného
z hrachu setého diefiového (Pisum sativum L) a 73000 pro enzym izolovany z rostlin
rajcat Solanum lycopersicum, pro tento enzym bylo stanoveno také pH optimum na
pH 9.1 Stejnd hodnota pH optima byl zjiSténa i pro enzym izolovany z rostlin tabaku

Nicotiana tabacum L.[?®!
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Vyse uvedena reakce je soucasti Sikimatové cesty, kterd spojuje metabolismus
sacharidi a biosyntézu aromatickych aminokyselin. Jedna se o sedm reakci, béhem kterych
zZ fosfoenolpyruvatu a erytrosa-4-fosfatu postupné vznika Sikimat a dale chorismat, coz je
prekurzor vzniku aromatickych aminokyselin, lignint, flavonoidd, indolu a alkaloidl viz

obr. 3.1

Phosphoenolpyruvate + Erythrose 4-phosphate
‘ ﬁ)‘?\ur Synthase |

'

3
'

Shikimate

f
l p-Aminobenzoate

e

Anthranilate S
synthase / N Chorismate

Anthranilate \ e
Indole / ‘ Arogenate

B IO
B A

. [ Phenylalanine and Tyrosine | —e= Alkaloids
Indole < -------- —-Trypmphan alkaloids

: » e ; ‘\

\ Hydroxycinnamic y Flavonoids

' acids - and

! : isoflavonoids

Indole glucosinolates '
Lignins

obr. 3: Uloha sikimdtu v syntéze aminokyselin (tryptofanu, fenylalaninu a tyrosinu) a dalsich latek

(ligninii, flavonoidii, alkaloidii a latek odvozenych od kyseliny hydroxyskoricové)™

Aktivita SDH byla testovana v semenech 15-ti riiznych rostlin, nejvyssi aktivita
byla naméfena u hrachu, pinie, maku a fazole. Z 29 testovanych plodi, kotenll a hliz byla
nejvyssi aktivita zjiSténa u petrzele, cukety a cervené fedkve. Mezi 21 porovnavanymi listy

a stonky mély nejvyssi aktivitu leknin, okurka a hrach.[*”
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1.6.2 Souvislost se stresem

Aktivita SDH byla sledovana po aplikaci methyljasmonatu a kyseliny salicylové na
kofeny rostlin ZenSenu pravého (Panax ginseng L.). U obou latek bylo pozorovano zvyseni

aktivity SDH.[*!
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2 Cil prace
1. Zjistit, zda v rostlinach fazole, hrachu a okurky péstovanych v prostiedi NaCl je

I r + - o
zvysena koncentrace Na™ iontdl.

2. Zjistit, zda solny stres souvisi s aktivitou NADP-dependentnich enzymi: G6PDH,
NADP-ICDH, NADP-ME, SDH.
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3 METODY

3.1 Pouzité chemikalie
2-amino-2-methyl-1-propanol, Sigma, USA
DTT, Sigma, USA

EDTA, Lachema, CR
D-Glukosa-6-fosfat sodny, Sigma, USA
D, L-Isocitrat trisodny, Sigma, USA
L-malat sodny, Sigma, USA

MgCl,, Sigma, USA

NADP™, Sigma, USA

Na" (1,000+0,002 g/l), Analytika, CR
NaCl, Lachema, CR

PVP, Sigma, USA

Sikimat sodny, Sigma, USA

Tris (hydroxymethyl) aminomethan, Sigma, USA

3.2 Pouzité pristroje

Spektrofotometr Helios, Thermo Spectronic, USA

Centrifuga UNIVERSAL 32R, Hettich Zentrifugen, Némecko
Analytické vahy XE Series 100A, Denver Instrument Company, USA
pH metr UB-10, Denver Instrument Company, USA

AAS spektrometr AAS 3, Zeiss Jena, Némecko

3.3 Rostlinny material

Jako prvni byly péstovany rostliny kefickové fazole (Phaseolus vulgaris L.,
Golddikat (Wachs)), semena byla klicena na buni¢ité vaté po dobu tfi dni, nasledné byla
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21 sazenice (o vysce 2-4 cm) zasazena do 3 nadob o objemu 3,5 1 obsahujicich ptadu, kde
byla péstovana dalSich 15 dni. Doba osvétleni byla 15 hodin ptirozeného denniho svétla a
teplota se pohybovala kolem 23°C. Rostliny, vysoké 30-40 cm, byly vystaveny stresu
100 ml 50 mM NaCl aplikované v kazdodenni zalivce od 18 dne stafi.

Pro nésledujici sadu experimentii byly péstovany rostliny kefickové fazole
(Phaseolus vulgaris L., Golddikat (Wachs)), hrachu setého dfenového (Pisum sativum L.,
convar. Medullare) a okurky seté (Cucumis sativus L. convar. Jogger F1) semena byla
klicena v minipafeniSti na buniCité vaté, kde byly rostliny péstovany po celou dobu
pokusu. Okolni teplota byla 22°C a doba osvétleni se pohybovala okolo 10 hodin
prirozeného denniho svétla. Rostliny byly umistény do dvou sadbovacich desek. Kazda
deska obsahovala Sest sadbovacich mist, objem jednoho byl 100 ml. Jedna sadbovaci
deska obsahovala vzdy 3 sadbovaci mista obsahujici hrach sety a 3 obsahujici ketickové
fazole (okurku setou). Sadbovaci desky pak byly rozdéleny na 2 rtizné podlozky a jedna
byla zalévana 100 mM roztokem NaCl a druha vodou. Pocty rostlin a jejich stafi v obdobi
vystaveni stresovym podminkam jsou uvedeny v tabulce 1. Stresovymi podminkami
rozumime zalivku 25 ml 100 mM NacCl na jedno sadbovaci misto denné. K analyze pak

byly pouzity vrchni listy téchto rostlin.

tabulka 1: Souhrn provedenych experimentii

experiment oket
stari rostlin P tli

dislo popis [den] rostiin

1 pGda/buni¢ita vata 21 14/14
2 fazole stres NaCl 22-35 24
3 hrach stres NaCl 22-35 26
4 hrach stres NaCl 20-30 24
5 okurka stres NaCl 20-30 22
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3.4 Priprava vzorku pro stanoveni enzymové aktivity

Vrchni listy byly z rostlin odstfizeny a nasledné homogenizovany s extrakénim
pufrem v tfeci misce pomoci tloucku. Jako extrakéni pufr byl pouzit pufr, ktery obsahoval
100 mM Tris-HCI (pH 7,8), 1 mM DTT, 1 mM EDTA a 5 mM MgCl;; vzdy byly pouzity
3 ml pufru na 1g Cerstvé hmoty vzorku. Po homogenizaci byl piidan 0,02 g PVP na 1 ml
roztoku. Vzorky byly centrifugovany pii 4°C, po dobu 15 minut, pfi 16 600 X g. Nasledn¢
byl odebran supernatant, ktery byl dale oznacen jako rostlinny extrakt a pouzit pro

stanoveni aktivity jednotlivych enzymu.

3.5 P¥iprava vzorki pro stanoveni Na* iontu

Vrchni listy byly odebrany také pro stanoveni Na® iontll v rostlinném extraktu.
Homogenizace 1 g listd vSak byla provadéna pouze s 3 ml destilované vody. Vzorky byly
centrifugovany pii 4°C, po dobu 15 minut, pii 16 600 X g. Nasledn¢ byl odebran
supernatant, ktery byl dale oznacen jako rostlinny extrakt v destilované vod¢, skladovan pfi

-25°C a pred stanovenim opét centrifugovan pii 4°C, po dobu 15 minut, pii 16 600 X g.

3.6 Stanoveni aktivity enzymu

Aktivita enzymil byla stanovovana spektrofotometricky pii vinové délce 340 nm.
Na zakladé rozdilu absorbance oxidované a redukované formy koenzymu NADP”, ktery je

nejvetsi pii vinoveé délce 340 nm. Méfeni trvalo vzdy 5 minut a 50 sekund.

3.6.1 Stanoveni aktivity NADP-ICDH

Aktivita NADP-ICDH byla méfena v 1ml reakéni smési, kterd obsahovala
100 mM Tris-HCI pufr, pH=7,4; 2 mM isocitrat; 2 mM MgCl, a 0,2 mM NADP". Reakce

byla iniciovana 50 pl rostlinného extraktu.

3.6.2 Stanoveni aktivity NADP-ME

Aktivita NADP-ME byla méfena v1ml reakéni smési, kterd obsahovala
100 mM Tris-HCI pufru s pH =7,4; 10 mM L-malatu; 2 mM MgCl, a 0,2 mM NADP".

Reakce byla iniciovéna 50 pl rostlinného extraktu.
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3.6.3 Stanoveni aktivity G6PDH

Aktivita G6PDH byla méfena v 1 ml reakéni smési, kterd obsahovala 100 mM
Tris-HCI pufru s pH =7,6; 10 mM D-glukosa-6-fosfat; 2 mM MgCl, a 0,2 mM NADP".

Reakce byla iniciovana 50 pl rostlinného extraktu.

3.6.4 Stanoveni aktivity SDH

Aktivita SDH byla méfena v 1 ml reakéni smési, ktera obsahovala 100 mM 2-
amino-2-methyl-1-propanol-NaOH pufr s pH =9,0; 10 mM sikimat; a 0,2 mM NADP".

Reakce byla iniciovana 50 pl rostlinného extraktu.

3.7 Stanoveni koncentrace Na' iontu v rostlinnych extraktech

Koncentrace sodnych iontli byly stanoveny v rostlinnych extraktech v destilované
vod¢ (ptiprava viz kapitola 3.5.2) pomoci atomové emisni spektrometrie (AES) s vyuzitim
spektrometru AAS 3 (Zeiss Jena, Némecko). K uréeni koncentrace Na® byla pouzita
metoda standardniho ptidavku, kdy se porovndva signal ziskany pro samotny vzorek se
signdlem téhoz vzorku se zndmym mnozstvim pfidaného standardu. Nespornou vyhodou
pouzité metody stanoveni je, Ze v obou analyzovanych roztocich je pfitomna stejna
matrice; jeji vliv je tudiZ minimalizovan. Ziskané hodnoty intenzit emitované¢ho zateni
byly vyneseny do grafu a nasledné byla vypocitana koncentrace Na* iontil ve vzorku v g/l
a mol/l. VSechna stanoveni byla provadéna ve tfech opakovanich pro kazdy vzorek a byla

odhadnuta stfedni hodnota pomoci priméru a ta byla nasledn¢ pfepocitana na koncentraci.
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4 Vysledky

4.1 Navrh modelového systému

V této praci byla sledovana aktivita vyznamnych NADP-dependentnich enzymu
(G6PDH, NADP-ICDH, NADP-ME a SDH) v souvislosti se stresem vyvolanym vysokou
koncentraci NaCl. Postupné byly vybrany 3 rtzné modelové rostliny, aplikovany rtizné
koncentrace NaCl, optimalizovana délka plsobeni stresoru i experimentalni podminky a

zjisténa koncentrace Na® V rostlinach.

4.1.1 Vybér modelovych rostlin

Aktivita G6PDH, NADP-ICDH, NADP-ME a SDH byla stanovovana v
nasledujicich rostlinach vystavenych solnému stresu: v kefickové fazoli (Phaseolus
vulgaris L., Golddukat (Wachs)), v hrachu setém dieiovém (Pisum sativum L. convar.
Medullare) a v okurce seté (Cucumis sativum L. convar. Jogger F1). Vybér rostlin se fidil
pfedchozimi experimenty provadénymi v ramci bakalaiské prace T. Kovalové. Zvolené
rostliny vykazovaly ve skupiné¢ 21 studovanych rostlin nejvyssi aktivitu NADP-

dependentnich enzymi v listech.*”

4.1.2 Optimalizace experimentalnich podminek

Rostliny byly nejprve péstovany v pade v 3,5 1 nddobach po 6-8 rostlinach, poté na
buniCité vaté v minipafenisti (obsahujicim 6 sadbovacich mist po 100 ml) po 3-4 rostlinach
V jednom sadbovacim misté. Pro experiment bylo pouzito 14 rostlin péstovanych v pid¢ a
14 rostlin péstovanych na bunicité vaté. Bylo zjiSténo, Ze péstovani na bunicité vaté
nezpusobuje vyznamné snizeni aktivity G6PDH, NADP-ICDH a SDH v mladych (3-4
tydennich) rostlinach fazole (obr. 4, str. 20). Naopak aktivita zvolenych enzymu
Vv rostlinach péstovanych na bunicité vaté byla s rostlinami péstovanymi v piid€ srovnatelna
s vyjimkou NADP-ME, jejiz aktivita byla v rostlinach péstovanych na bunicité vaté 2,9-

krat niz8i nez aktivita v rostlinch péstovanych v pade.
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obr. 4: Porovndni aktivity G6PDH, NADP-ICDH, NADP-ME a SDH v listech 3-tydennich rostlin

fazole péstovanych v pudeé m a péstovanych na bunicité vaté o

Také pro plsobeni solného stresu byly zvoleny 3-4 tydenni rostliny. Z literarni
reserse bylo zjisténo, Ze nejcasteji pouzivanou koncentraci NaCl k vyvolani solného stresu
je 25-400 mM NacCl pridavany bud’ v zalivce, nebo jako soucast zivného média, piipadné
hydroponie. !B ve yiech experimentech této bakalafské prace byla pouzita
koncentrace NaCl v zalivce 100 mM. Nizs§i 50 mM koncentrace neméla v rostlinach fazole
pestovanych v pid¢ na aktivitu vybranych NADP-dependentnich enzymi vyznamnéjsi vliv

(neni zndzornéno graficky), proto jiz dale nebyla pouzita.

Délka experimentu byla ovlivnéna stafim a odolnosti rostliny, u rostlin péstovanych

na bunicité vaté v minipatenisti se pohybovala kolem 2 tydnd.

4.2 Viliv solného stresu na aktivitu NADP-dependentnich enzymu

Celkem byly provedeny 4 experimenty sledovani ptsobeni solného stresu na
aktivitu G6PDH, NADP-ICDH, NADP-ME a SDH v rostlinach. V prvnich dvou pokusech
bylo solnému stresu vystaveno 24 rostlin ketickové fazole a 26 rostlin hrachu setého po

dobu ¢trnacti dnl. Ve tietim a ¢tvrtém pokusu byly stresovany opét rostliny hrachu (24
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rostlin) a nové vybrané rostliny okurky (22) po dobu jedenacti dnii. VSechny rostliny byly
péstovany na bunicCité vaté v minipafenisti. Vzdy polovina rostlin pfedstavovala rostliny
kontrolni, zalévané vodou, polovina skupinu rostlin stresovanych, které byly zalévany
100 mM NaCl. Zalivka byla aplikovana v objemu 25 ml 100 mM NaCl, ptipadné u
kontrolnich rostlin 25 ml vody na kazdou 100 ml nadobku, a to kazdy nebo kazdy druhy
den. Aktivita enzymd byla méfena ve zvolenych intervalech pisobeni stresovych

podminek (viz obr. 5-8, str. 22-25).

4.2.1 Vliv solného stresu na aktivitu NADP-dependentnich enzymu v

listech kefickové fazole

Na obr. 5 str. 22 jsou znazornény aktivity jednotlivych enzymi v listech fazole
v pribéhu vystaveni solnému stresu. Aktivita NADP-ICDH, G6PDH a SDH ve
stresovanych rostlinach v pribéhu pokusu klesala oproti aktivité kontrolnich rostlin,
¢trnacty den jiz vyznamné, patrné z diivodu vycerpani rostliny. Aktivita NADP-ICDH tieti
den poklesla o 32% a ctrnacty den o 56% v porovnani s aktivitou tohoto enzymu v
kontrolnich rostlinach. Pokles byl zaznamenan také v aktivit¢ GO6PDH stresovanych rostlin,
a to tieti den o 15% a ctrnacty den o 86% v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Aktivita
SDH stresovanych rostlin byla ¢trnacty den o 33% niZsi nez kontrola. Jediny enzym, jehoZz
aktivita byla ctrnacty den plsobeni solného stresu mirn€ vyssi (o 10%) neZz aktivita

Vv kontrolnich rostlinach byla NADP-ME.

Béhem pokusu byl pozorovan nartst aktivity NADP-dependentnich enzymi
Vv kontrolnich rostlinach, pravdépodobné souvisejici s vyvojem rostliny. Nejvice se béhem

¢trnacti dnti zvysila aktivita GOPDH, a to 0 370 %.
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obr. 5: Aktivita G6PDH (A, =), NADP-ICDH (B, =), NADP-ME (C, m) a SDH (D, =) v listech
fazole vztazend na Ccerstvou hmotnost v zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkdam

(100 mM NaCl v zdlivce) (mmmmstresované rostliny, o-kontrola)

4.2.2 Vliv solného stresu na aktivitu NADP-dependentnich enzymu v
listech hrachu setého

Obrazek 6 str. 23 znazornuje aktivity NADP-dependentnich enzymi v listech
hrachu setého v priibéhu étrnactidenniho plisobeni stresovych podminek. Ctrnacty den
pokusu byl stejné jako v pifipadé rostlin fazole zaznamenan pokles aktivity NADP-ICDH
(0 30%) a G6PDH (o 70%) oproti kontrolnim rostlindm. Naopak aktivita NADP-ME a
SDH byla ¢trnacty den stresu v listech hrachu zvySena (v obou piipadech o 20%).

Béhem vyvoje kontrolnich rostlin hrachu se vyznamné zvysila aktivita NADP-ME

(14-krat). Vzhledem k tomu, ze aktivita NADP-ME a SDH byla ¢trnacty den zvysena, i
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kdyz mirn¢ a rovnéz G6PDH byla tfeti den solného stresu zvysena (o 12 %), byl pokus

opakovan s podrobngjsimi intervaly odbéru.
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obr. 6: Aktivita G6PDH (A, m), NADP-ICDH (B, m), NADP-ME (C, m) a SDH (D, m) v listech
hrachu vztazena na cCerstvou hmotnost v zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkam

(100 mM NaCl v zdlivce) (mmmm-stresované rostliny, o-kontrola)

V nasledujicim pokusu byla aktivita NADP-dependentnich enzymli méfena
Vv listech hrachu zalévaného 100 mM NaCl treti, paty, devaty a jedenacty den plisobeni
solného stresu. Obrazek 7 str. 24 znazoriuje aktivity enzymu hrachu setého v jednotlivych
odbérovych dnech. Ani vtomto podrobnéjSim experimentu se neprokazalo, ze by se
NADP-dependentni enzymy vyznamné podilely na obranné odpoveédi mladych rostlin
hrachu. Na konci pokusu opét doslo k vyraznému poklesu aktivity NADP-ICDH (0 95%) a

G6PDH (nemeéfitelnd hodnota) stejné jako v predchozim experimentu s témito rostlinami
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(obr. 6 str. 23). Tteti den stresovych podminek bylo zjiSténo piechodné zvySeni aktivity
NADP-ME (o 90%) a G6PDH (o 14%), devaty den pak aktivity GO6PDH (o 20%) a
NADP-ICDH (o 10%). Vyjimku tvofila SDH, jejiz aktivita se 11. den v listech rostlin
hrachu vystavenému stresu sedmkrat zvySila oproti kontrolnim rostlinam. Také
v predchozim experimentu byla aktivita SDH po 2 tydnech piisobeni stresu zvysena, i kdyz

pouze 0 20%.
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obr. 7: Aktivita GGPDH (A, m), NADP-ICDH (B, m), NADP-ME (C, m) a SDH (D, =) v listech
hrachu vztazenad na Cerstvou hmotnost v zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkam
(100 mM NaCl v zdlivce) (mmmm-stresované rostliny, o-kontrola)

4.2.3 Vliv solného stresu na aktivitu NADP-ME v listech okurky seté

Na zédkladé vyhodnoceni hrachu setého jako ne pfili§ vhodného modelu pro

sledovani vlivu solného stresu na NADP-dependentni enzymy, byla vybrana dalsi rostlina-
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okurka seta. Na obr. 8 je graficky znazornéna aktivita NADP-ICDH, G6PDH, NADP-ME
a SDH v listech okurky seté ve vybranych dnech ptsobeni stresovych podminek. Prvni
tyden pokusu aktivita NADP-dependentnich enzymii zvySena nebyla. U vSech sledovanych
enzyml dokonce doslo k mirnému poklesu aktivity oproti kontrolnim rostlinam. Devaty
den vSak doslo k vyznamnému zvySeni aktivity NADP-ICDH (o 240 %), G6PDH (o
148%), NADP-ME (o 80%) a SDH o 15%). ZvySena aktivita ve stresovanych rostlinach
ptetrvala i1 jedenacty den, kdy byla aktivita NADP-ICDH zvySena o (o 58 %), G6PDH (o
33%), NADP-ME (0 113%) a SDH 0 69%).

Kontrolni 3-4 tydennich rostliny okurky nevykazovaly béhem vyvoje zvySeni
aktivity n€kterych NADP-dependentnich enzym?, jak tomu bylo v piipadé rostlin fazole
(obr. 5, str. 22).
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obr. 8: Aktivita GGPDH (A, m), NADP-ICDH (B, m), NADP-ME (C, m) a SDH (D, =) v listech
okurky vztazend na Cerstvou hmotnost v zavislosti na dobée vystaveni stresovym podminkam

(100 mM NaCl v zdlivce) (mmmm-stresované rostliny, o-kontrola)
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4.3 Stanoveni koncentrace Na' v rostlinach vystavenych
solnému stresu

Skute¢na koncentrace Na® v listech rostlin byla stanovena metodou AES na
spektrometru AAS 3 (Zeiss Jena, Némecko) ve spolupraci s katedrou analytické chemie.
V tabulce 2 jsou uvedeny koncentrace sodiku v rostlinach fazole, hrachu a okurky
nametfené ve vzorcich listl odebranych devaty, respektive u fazole patnacty den ptisobeni
100 mM NacCl. Z tabulky je patrné, Ze koncentrace Na" V rostlinach okurky a fazole byla
vys$i ve stresovanych nez v kontrolnich rostlindch. Ve stresovanych rostlinach fazole, byla
koncentrace Na* 4-krat vyssi nez koncentrace v kontrolnich vzorcich. Naopak u rostlin

hrachu byla koncentrace sodiku ve stresovanych rostlinach niz$i nez v kontrolnich.

tabulka 2: Koncentrace Na™ v listech kontrolnich (zalévanych vodou) a stresovanych rostlin
(vystavenych pusobeni 100 mM NaCl v zalivce). Rostliny okurky a hrachu byly stresovany po dobu

deviti dnit a rostliny fazole po dobu patnacti dnii.

. stres/ |koncentrace | koncentrace Na
rostlina
kontrola Na [g/I] [mol/I1]
stres 5,83 0,254
okurka
kontrola 5,25 0,228
stres 12,4 0,540
hrach
kontrola 20,7 0,901
stres 23 1,000
fazole
kontrola 5,54 0,241
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5 Diskuse

Stoupajici pocet obyvatel zemé klade stale vyssi naroky na zemédélskou produkcei
(v roce 2050 se odhaduje nartst na 9 miliard lidi).[34] Zemeédélska produkce je vSak
ovlivnéna kvalitou pady a klimatickymi podminkami. Castymi problémy, ktery zptisobuiji
snizeni vynosu, jsou nedostatek vody a zasolené¢ pudy. Rostliny si vyvinuly fadu
mechanismu, jak celit témto nepfiznivym podminkam. Hledani novych modelovych
systémt, na kterych by mohly byt zkoumany obranné odpovédi rostlin viici stresu, je
vzhledem k velké variabilité rostlinnych druhti dileZitou soucasti objasnovani mechanismui
rezistence rostlin. Velmi Casto se vyuzivaji rostliny se zndmym genomem (housenicek,
ryze), nebo rostliny rostouci v extrémnich podminkach, napt. halofytni rostliny jako je
kosmatec kiistalovy nebo rostliny rodu Flaveria. Kosmatec ktist'alovy v disledku solného
stresu prechazi z metabolismu C3; na vtéchto podminkach vyhodnéjsi metabolismus
CAM.F2 Rostliny rodu Flaveria se dé€li na vice typt Cs3, C4-podobné, Cs.4 pfechodné, které

se vyvinuly jako adaptace na nepfiznivé podminky vng&jsiho prostiedi.**

V této praci jsem se zabyvala tfemi hospodatsky vyuzitelnymi rostlinami, fazoli
(Phaseolus vulgaris L), hrachem setym (Pisum sativum L.) a okurkou setou (Cucumis
sativa L.) v souvislosti s obrannymi odpovéd’'mi vii¢i abiotickému stresu v podobé vysoké
koncentraci soli. Rostliny byly vybrany podle studie porovnévajici aktivitu G6PDH,
NADP-ICDH, NADP-ME a SDH v listech 21 réiznych rostlin.!%

V experimentech byl aplikovan 100 mM NaCl v zalivce. Tato koncentrace byla
zvolena na zéklad¢ reSerSe, ze které vyplyva, Ze k indukci solného stresu u rostlin se
vyuzivd 25-400 mM koncentrace NaCl. Nékteré¢ piistupy vyuzivaji péstovani rostlin
v Zzivnych médiich, & hydroponiich obsahujicich siil ™ dalsi (ktera byla vyuzita i v této
praci) v aplikaci soli v zalivee!® a n&které piistupy spo&ivaji v ponofeni kofent rostliny
extrahované z pudy do roztoku soli.®Y P&stovani rostlin v pudé a aplikace zalivkou se
nejvice podoba pfirozenému pusobeni stresu, 1 kdyZ kvantifikace skutecné koncentrace
mohou byt péstovany namisto v ptid€ i na bunicité vaté, aniz by se vyrazné snizila aktivita
zvolenych NADP-dependetntnich enzymi (obr. 4, str. 20). Jako metoda detekce sodnych

iontl ptimo v rostlinach byla zvolena metoda AES. Jedna se o velmi citlivou metodu,
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kterou bylo v hornich listech rostlin okurky 9. den stresu (v maximu zvySeni aktivit
sledovanych enzymil) zjisténo 1,1-nasobné zvyseni koncentrace Na® iontl a v listech
fazole 4,2-nasobné zvyseni (tabulka 2, str. 25.). U rostlin hrachu zvyseni Na® iontd
V hornich listech pozorovdno nebylo, tudiz je mozné, Ze rostlina stresor z téchto listh
eliminovala. Pro dal§i experimenty by proto bylo vhodné stanovovat koncentraci Na®
iontl predevsim v kofenech. Rovnéz skutecnost, ze v listech hrachu zvysena koncentrace
Na’ jontli zjisténa nebyla, miize byt divodem malych zmén aktivit NADP-dependentnich

enzymtu (viz dale). Tudiz by bylo mozné jesté koncentraci NaCl zvysit.

Solny stres ptedstavuje pro rostlinu aktivaci mnoha metabolickych zmén. Jedna se
jak o zmény typické pro vSechny typy oxidativniho stresu (snizend aktivita fotosyntézy,
zvySena respirace, syntéza reaktivnich forem kysliku, modifikace fosforylacniho stavu
proteind, iniciace signalnich kaskad vedoucich ke zméné genové exprese) tak o zmény
specifické pro stres ovliviiujici vodni rovnovahu (napf. biosyntéza osmoticky aktivnich
latek predevsim oligosacharidi rafinosové ftady, sacharosy, threhalosy, manitolu a
prolinu).'%! pokles turgoru v rostlinnych bunikach iniciuje uzavirani praducht, coz ma za
nasledek pokles fotosyntézy. V takovychto rostlinach pak prudce klesi NADPH, kli¢ovy
faktor ovliviujici bun&eny rist, proliferaci i detoxifikaci.”! NADPH je substratem mnoha
biosyntetickych reakci, podili se na regulaci redoxniho stavu buiiky i na antioxida¢nich
obrannych mechanismech. Krom¢ fotosyntézy miize byt NADPH poskytovano NADP-

dependentnimi enzymy.

Cilem této prace bylo najit takovy modelovy systém rostlina-stres vysokou
koncentraci soli, ve kterém by solny stres ovlivnil aktivitu NADP-dependentnich enzymu
(G6PDH, NADP-ICDH, NADP-ME a SDH). Reverzibilni reakce katalyzovana SDH
probiha pfirozené¢ ve sméru spotiecby NADPH jako soucast jedné z nejvytiZzenéjSich
biosyntetickych drah vedouci k biosyntéze nejen aminokyselin (fenylalaninu, tyrosinu a
tryptofanu), ale i fenylpropanoida napft. flavonoidt a ligninu, latek vyuzitelnych v chranéni
rostliny ptfed stresem. V této studii byl sledovan NADP-dependentni smér. V prvnim
experimentu provadéného s rostlinami fazole byla aktivita SHD a NADP-ME v listech
¢trnacty den solného stresu oproti kontrolnim nestresovanym rostlindAm mirné zvySena
(obr. 5 CD, str. 22), zatimco aktivita G6PDH a NADP-ICDH vyznamné poklesla (obr. 5
AB, str. 22), pravdépodobné jiz z diivodu vyc€erpani rostliny. Krom¢ toho v rostlindch

fazole dochazelo ke zvySovani aktivity NADP-dependentnich enzyml v kontrolnich
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rostlinach, predev§im GO6PDH, ale i ostatnich sledovanych enzymi. To muze souviset
s tim, ze 3-4 tydenni rostliny se stale jesté vyvijeji a NADPH poskytované G6PDH by
mohlo slouzit k biosyntéze mastnych kyselin vyvijejicich se membran. Tim se komplikuje
porovnavani se stresovanymi rostlinami, tudiz takto mladé rostliny fazole nebyly vhodnym

modelovym systémem.

Dalsi rostlinou studovanou v souvislosti se solnym stresem byly rostliny hrachu. U
nich se v kontrolnich rostlinach béhem vyvoje zvySovala aktivita pouze G6PDH. Také
Vtomto experimentu byl zaznamenan pokles G6PDH a NADP-ICDH v listech
stresovanych rostlin ¢trnacty den solného stresu (obr. 6, str. 23) Na druhou stranu aktivita
NADP-ME a SDH byla ¢trnacty den mirn€ zvysSena, stejné jako aktivita G6PDH tieti den,
a proto byl pokus jesté jednou opakovan s podrobné¢j$imi intervaly méteni. Ani podrobné
sledovani (tfeti, paty, devaty a jedenacty den) vSak nepfineslo zjisténi vyznamnych rozdila
v aktivitich NADP-dependentnich enzyma (obr. 7, str.24). Jedinou vyjimku tvofila
zvySena aktivita SDH jedenacty den solného stresu. Jednim z divodi, pro¢ NADP-
enzymy hrachu na solny stres zvySenou aktivitou neodpovidaly, muize byt nizsi
koncentrace Na* iontli ve vrchnich listech, nez v kontrolnich rostlinach zjisténa metodou

AES (tabulka 2, str. 25).

Naproti tomu Vv rostlinach okurky, u kterych byla ve skupiné stresovanych rostlin
zjisténa vyssi koncentrace Na® iontl, doslo k vyznamnému zvyseni aktivity devaty den
vystaveni stresovym podminkam a to u G6PDH o 148%, u NADP-IDCH o 240%, u
NADP-ME 0 80% a u SDH 0 15% (obr. 8, str. 25). Zvyseni aktivity téchto enzymt miize
souviset se zvysenou potiebou syntézy NADPH pro biosyntézu osmoticky aktivnich latek,
napf. prolinu, mastnych kyselin pro opravy poskozenych membran, stejné jako zvySenou

potiebou NADPH pro antioxidac¢ni askorbat-glutathionovy cyklus.[35]

Nejvhodnéjsim modelovym systémem byly proto vybrany rostliny okurky Cucumis
sativa L. convar. Jogger F1) 3-4 tydenni a star$i, péstované na bunicité vaté v minipafenisti
a stresor v podobé 100 mM a vyssi koncentrace NaCl piidavana v zélivce. Interval pro
odbér vzorkli by mél byt nizs§i vzhledem k tomu, Ze druhy tyden uz rostliny mohou byt
vyCerpané. Sodné ionty by mély byt stanovovany i1 v kotenech rostlin, nebot’ z vrchnich
listi zfejm¢ mohou byt eliminovany (tabulka 2, str. 25). Experiment s rostlinami okurky

vSak bude nutné jesté opakovat a vyhodnotit statisticky.
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6 Zaver
1)

2)

Rostliny fazole, okurky a hrachu zalévané 100 mM roztokem NaCl se lisily
v mnozstvi Na® iontd pfijatych rostlinou; v listech fazole doslo ke
Ctyfnasobnému zvyseni, v listech okurky pouze o 10%, v listech hrachu
nebylo zvyseni zjisténo.

Aktivita NADP-dependentnich enzymi je stresem v uvedenych pokusech
ovlivnéna jen mirn¢; ke zvyseni aktivity G6PDH, NADP-ICDH, NADP-ME

a SDH doslo devaty a jedenacty den solného stresu v rostlinach okurky.
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