UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE
Pfirodovédecka fakulta
Katedra biochemie

Bakalarska prace
Praha 2008

Aktivita a mnozstvi proteinu NADP-maldtdehydrogenasy
dekarboxylacni v rostlinach tabaku v podminkach
biotického stresu

Katefina Minari
Skolitel: RNDr. Helena Ryslava, CSc.
Konzultant: Mgr. Veronika Doubnerova

P¥{rodouédecka fakulta UK

KNIHOUNA CHEMIE

AMNAMEANRRY

3233218457



Prohlasuji, Ze jsem tuto bakalafskou praci vypracovala samostatné pod
vedenim Skolitelky RNDr. Heleny Ryslavé a vSechny pouzité prameny jsem fadné

citovala.

................................

V Praze dne 2 &.200X% Katetina Minaft



Touto cestou bych rada vyjadfila podékovani své Skolitelce RNDr. Helené
Ryslavé, CSc. za rady a odborné vedeni pii psani mé bakalarské prace.

Dale chci pod€kovat Ing. Karlu Miillerovi za pomoc pfi inokulaci a odbéru
vzorkl a ivodnim seznameni s danou problematikou.

Pfedeviim bych ale chtéla pod€kovat Mgr. Veronice Doubnerové za jeji
trpé€livost a rady, praktické i teoretické, které mi ochotné poskytovala béhem celé

moji prace.



Seznam pouzitych zkratek

AMP
ATP
BSA

C; rostlina

C, rostlina

DTT

EDTA

g

mRNA

NAD (NADH)
NADP (NADPH)
NADP-ME
NBT

PCR

PEP

PEPC

P;

PPDK

PVP

PVY

pyyN™N

SDS
SR1
TEMED

Tris

adenosinmonofosfat

adenosintrifosfat

hovézi sérovy albumin

rostlina, u které je prvni fotosynteticky produkt tfiuhlikata
sloucenina (3-fosfoglycerat)

rostlina, u které je prvni fotosynteticky produkt ¢tyfuhlikata
sloucenina (oxalacetat)

dithiothreitol

ethylendiamintetraacetat

tihové zrychleni (g = 9,80665)

informacni ribonukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (redukovany)
NADP dependentni malatdehydrogenasa

nitroblue tetrazolium chlorid

polymerazova fetézova reakce

fosfoenolpyruvat

fosfoenolpyruvatkarboxylasa

anorganicky fosfat

pyruvat fosfatdikinasa

polyvinylpolypyrrolidin

Y virus brambor

Y virus brambor kmen zptsobujici nekrotické zmény na
hlizach nékterych brambor

dodecylsulfat sodny

kultivar Petit Havana SR1

N, N, N’, N’- tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan



Obsah

1. UVOD 1
1.1 STRES ROSTLIN ...ttt ee e ee e ees s eeeeseseesesseseseesessaseaseesesseseseeseseas 1
1.2 BIOTICKY STRES ROSTLIN ..ot eee e sesees e s s seeeeseeseesesee e seeees 2
1.3 BIOCHEMIE OBRANNYCH REAKCT ... eeen 3
1A POTYVIRIDAE ...t e s e s e s s s ees e s ees e seseeseens 4
1.5 NICOTIANA TABACUM L. eeseeseseseeses s ses e sesseseseenene 5
1.6 PREHLED ROSTLINNYCH ENZYMU ... ees e 5

1.6.1 FOSFOENOLPYRUVATKARBOXYLASA (PEPC, EC 4.1.1.31)......c.coocc....... 5
1.6.2 NADP-MALATDEHYDROGENASA (NADP-ME, EC 1.1.1.40)...................... 6
1.6.3 PYRUVAT, FOSFATDIKINASA (PPDK, EC 2.7.9.1) c.ovoeveeeeeeeeeeeeereeres 7

2. CiL PRACE 8

3. METODY 9
3.1 POUZITY MATERIAL ... eee s s e s s e s s eseenes e 9
3.2 POUZITE CHEMIKALIE ... eeeeeeeee e e e s e s ee s s 9
3.3 POUZITE LABORATORNI PRISTROJE ...t ee s, 10
3.4 PRIPRAVA VZORKU Z ROSTLINNEHO MATERIALU ......oooovveeoeeeerernn 10

3.4.1 PESTOVANI ROSTLIN TABAKU A INOKULACE PVY™™ oo, 10
3,42 ODBER VZORKU ... oo s s e s s s ees s s 10
3.4.3 PRIPRAVA ROSTLINNEHO EXTRAKTU PRO STANOVENI AKTIVITY
ENZYMU oo eee e e r e s s e s s s s ses s e s s s s s ees s ss s e s s ss s sesaesssaeene 11
3.4.4 PRIPRAVA VZORKU PRO ELEKTROFORETICKE SEPARACE A PRENOS
PROTEINU ..ot s s e e e eses e e s s s eesee s s e s s es s essessesesens 11
3.5 METODY STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY ..o esess e 11
3.5.1 STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY NADP-ME.......ocooooomeereresrreen. 11
3.5.2 STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY PEPC ..o, 11
3.5.3 STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY PPDK ....oooooeoeeeeeeeeeeeeeeee e, 12
3.6 ELEKTROFORETICKE METODY ... eee e es s s e sessseens 12
3.6.1 ELEKTROFOREZA V PROSTREDI SDS...eooeoeeeeeeeeeeeee oo eeneen 12
3.6.2 NATIVNI ELEKTROFOREZA .....oooeeoeeeeeeeeeeeeeeeee s e eee s ss s seeseseeseeen 13
3.6.3 PRENOS PROTEINU NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU............... 13
3.7 STANOVENI OBSAHU BILKOVIN........ooveoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eees e s seeseseeresesenn. 15

4.VYSLEDKY 16
4.1 AKTIVITA NADP-ME V PRUBEHU VIROVE INFEKCE ROSTLIN TABAKU 18
4.2 AKTIVITA PEPC V PRUBEHU VIROVE INFEKCE ROSTLIN TABAKU......... 19
4.3 AKTIVITA PPDK V PRUBEHU VIROVE INFEKCE ROSTLIN TABAKU........21
4.4 OBSAH BILKOVIN V PRUBEHU VIROVE INFEKCE ..o, 22
4.5 ELEKTROFORETICKA SEPARACE V PROSTREDI] SDS A PRENOS NA
NITROCELULOSOVOU MEMBRANU .......oovieeeeeeeeeeeeee e e s e e eesees s s e seseseees 24
4.6 NATIVNI ELEKTROFOREZA ... e s sesesesse s s s e eeens 27

5. DISKUSE 28

6. SOUHRN 31

7. SEZNAM POUZITE LITERATURY 32




1. UVOD
1.1 STRES ROSTLIN

Stres rostlin je stav fyziologické zatéZe organismu vyvolany jednim nebo
nékolika mimotfadné nepifiznivymi vnéjS§imi vlivy, tzv. stresovymi faktory neboli
stresory [1]. Ty mohou nejen zpomalovat Zivotni funkce rostlin, ale také poskozovat
jednotlivé organy a v krajnim ptipad€ vést i k jejich uhynuti. Fyziologie stresu u
rostlin je daleko komplikovanéjsi nez u Zivo€ichl. Je to dano nejen pfisedlym
zplisobem Zivota, ktery neumoziuje unik pfed pisobenim stresord, ale také tim, Ze
u rostlin je mnohem vét§i mezidruhova variabilita i heterogenita vnitiniho prostfedi
(bun¢€k, pletiv) [2]. Proto se u rostlin vyvinuly specifické zplsoby rezistence

(odolnosti) proti stresovym faktortim a proti stresu.

Témito zplisoby jsou :
1. Tolerance (rostlina pisobeni stresového faktoru snasi aniZ by utrpéla vétsi
poskozeni)
2. Ochrana (pted stresovymi faktory)

3. Odstranéni (nebo zmirnéni nasledk stresu)

Kazdy z té€chto tfi zplisobti rezistence mize byt :
a) Konstitutivni, tzn. existujici nezévisle na piisobeni stresu
b) Adaptivni neboli aklimatiza¢ni, tzn. jestlize se rezistence vyviji teprve pod

vlivem stresovych nebo jinych faktorti prostredi [1].

Stresové faktory jsou biotické nebo abiotické, obr. 1 (str. 2) [2].
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Obr. 1 Pfehled nejdiilezitéjSich stresovych faktorti, se kterymi se rostliny setkavaji
v piirodé [2].

1.2 BIOTICKY STRES ROSTLIN

Rostliny se musi neustale branit proti napadeni bakteriemi , viry, houbami,
Zivoc¢ichy a dokonce i pfed ostatnimi rostlinami [3].

Prinik patogennich organismi do bunék je ztizen pevnou buné¢nou sténou ,
aviak ani ta neni nepfekonatelnou piekazkou. Casto jiz kontakt s patogennimi
organismy vyvola celou fadu koordinovanych vnitrobunéénych procesu, jejichZ
cilem je eliminovat jeho pisobeni a Sifeni dalSich bun€k. Na pocatku vSech
obrannych reakci musi byt podnét k jejich spusténi, kterym obvykle byva specificky
metabolit — elicitor — uvolfiovany pfi pocatecni interakci buriky s patogenem a
identifikovany vhodnym receptorem hostitelské rostliny [2].

Kazdy patogen ma vyvinutou specifickou cestu napadeni rostliny. Nékteré
druhy pf#imo porusuji povrchové vrstvy pouzitim mechanického tlaku nebo
enzymatického napadeni. Jiné prochazeji skrz pfirodni otvory ( napf. praduchy ).
Tteti skupina poskozuje jen tkané, které byly poranény jiz dfive [3].

Virova infekce rostlin Casto ukazuje vyrazné morfologické a fyziologické

zmény s pfiznaky chlorézy a nekrdzy [4].



1.3 BIOCHEMIE OBRANNYCH REAKCI

VétSina obrannych reakci rostliny je zavisla na aktivaci vhodnych gend.
Elicitory obvykle neovliviiuji genovou aktivitu ptimo, ale zprostfedkované pomoci
prenasecli signalu [2]. Velmi Castym a neobycejné rychlym zplisobem pienosu
signalu a aktivace genové exprese je produkce aktivnich forem kysliku. Je to
rychla odpovéd’ rostlinnych bunék na elicitory nebo patogeny [5].

Singletovy kyslik a superoxidovy anion O, nebo silné€ oxidacni slouceniny
(hydroxylovy radikal OH:, peroxid vodiku H,0,) jsou tvofeny v né€kterych
organelach (chloroplasty, mitochondrie) a na membranovych systémech a podileji
se na fad€ rozmanitych pochoda [23].

Dalsi signalni molekulou je oxid dusny (NO) vyuZivany savci k regulaci
riznych biologickych procesti imunitnich, nervovych a vaskularnich (cévnich)

systémt. NO posiluje ucinky aktivnich forem kysliku [3].
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Obr. 2 Model tvorby aktivnich forem kysliku v rostlinach. Elicitor se vaZe na
receptor spojeny s G proteinem, ktery stimuluje fosfolipasu C. IP; zptisobi
otevieni kanali pro Ca®* ionty a zvySeni jejich intracelularni koncentrace.
Aktivovana proteinkinasa fosforyluje membranové vazanou NADPH oxidasu [5].



1.4 POTYVIRIDAE

Celed’ Potyviridae je nejvétsi skupinou rostlinnych virt, kterou lze dale délit
na tyto rody [13]:

e Potyvirus
e Bymovirus
e Rymovirus

e Ipomovirus

Potyviry jsou neobalené rostlinné viry s genetickou informaci v linearni
jednovlaknité RNA [6]. Vyvoléavaji napiiklad prosvétleni Zilek, chlorézy, nekrézy,
kadefavost, zakrslost, deformace plodl, semen a listl [24].

Mezi nejté€Z8i virové onemocnéni brambor patii PVY. Na zdklad¢ pfiznaku,
které jednotlivé kmeny PVY vyvoladvaji na bramboréch a indikatorovych rostlinach,
byly tyto kmeny rozdéleny do tii hlavnich kmenovych skupin :

e PVY’- obecny kmen

e PVY® - virus bramboru zpiisobujici prouzkovitost bramboru

e PVY" — nekroticky kmen zptisobujici nekrézy Zilek tabaku
Izolity PVY™, vyvoldvajici nekrotické zmény té% na hlizich
n€kterych odrid brambor, byly zafazeny do skupiny nového kmene
PVY™™ (obr. 3) [7].

Obr. 3 Typické kruhové nekrézy na hlizdch bramboru zptisobené virem
PVY"™ (7).



1.5 NICOTIANA TABACUM L.

Nicotiana tabacum L. (obr. 4), tabdk obecny (virZinsky), je jednoleta
(v tropech i viceletd), 80 aZ 300 cm vysokd, chlupatd bylina, kterd patfi do Celedi
Solanaceae - lilkovité [9].

Ma listy Siroce kopinaté, fapik kiidlaté roz§ifeny, kvéty s trubkovitymi az

nalevkovitymi korunami, riZovymi aZ ¢ervenymi [8].

Obr. 4 Nicotiana tabacum L. [8], [9].

1.6 PREHLED ROSTLINNYCH ENZYMU
1.6.1 FOSFOENOLPYRUVATKARBOXYLASA (PEPC, EC 4.1.1.31)

Systematicky ndzev je fosfat : oxalacetat karboxylasa (fosforyla¢ni).

PEPC katalyzuje v pfitomnosti HCO;  ireverzibilni karboxylaci
fosfoenolpyruviatu (PEP) na oxalacetit a P; s vyuZitim Mg** nebo Mn** jako
kofaktoru [14]:

?oo
CO0~ =0
| 2- _ PEPC | 2
C—OPO HCO > + HPO,
s T TR T g CH,
CH2 COO~
fosfoenolpyruvat oxalacetat



PEPC je enzym ptfitomny ve vyS$§ich rostlinach, fasach, sinicich, bakteriich a

prvocich, avSak nepfitomny u Zivo€ichi, hub a kvasinek [14].

1.6.2 NADP-MALATDEHYDROGENASA (NADP-ME, EC 1.1.1.40)

Systematicky nazev je L-malat : NADP" oxidoreduktasa.
V piitomnosti koenzymu NADP® a kofaktort Mg®" nebo Mn®* katalyzuje
dekarboxylaci L-malatu za vzniku pyruvatu, CO, a NADPH [15]:

coo~ -
| elole)
HO-CH NADP- ME_ | .

H* + |+ NADP* ———> C=0 + CO, + NADPH +H

CH, Mg?* |

|~ CH,

coo

malat pyruvat

Na zakladé funkce a vyskytu bylo klasifikovano 7 isoforem :

a) C41) — NADP-ME je fotosynteticka isoforma chloroplasti bun€k pochev

cévnich svazkl nékterych C, rostlin.

b) Cs2 — NADP-ME je nefotosyntetickd isoforma NADP-ME nalezena

v plastidech C, rostlin.
c) Cy43 — NADP-ME je cytosolova NADP-ME nalezena v C, rostlinach.

d) CAM, - NADP-ME je fotosyntetickd isoforma NADP-ME nalezena
v cytosolu nékterych CAM rostlin.

e) CAM(;y — NADP-ME je nefotosyntetickd isoforma NADP-ME nalezena
v cytosolu nékterych CAM rostlin.

f) Cs1)— NADP-ME je nefotosynteticka isoforma NADP-ME nalezena v cytosolu
nékterych C; rostlin.

g) C;2 — NADP-ME je nefotosyntetickd isoforma NADP-ME pfitomna
v plastidech nékterych C; rostlin [21].



1.6.3 PYRUVAT, FOSFATDIKINASA (PPDK, EC 2.7.9.1)

Systematicky nazev je ATP : pyruvat, fosfat fosfotransferasa.
PPDK katalyzuje reakci pfemény pyruvatu na fosfoenolpyruvat (PEP) v
ptitomnosti ATP a Mg”" jako kofaktoru:

o0 ) CO0"
X | -
C=0 +ATP+HPO «PPDK . lcl:—OPO: + AMP + H,P,0,% + 2H"
2+
CH, M&™  Cho
pyruvat fosfoenolpyruvat

PPDK se hojné vyskytuje v listech C4 a CAM rostlin, kde je zodpovédna za
produkci PEP - primamiho akceptoru CO, [16]. Je také pfitomna v C; rostlinach,
i kdyz zde jeji funkce neni dosud znama [17].



2. CiL PRACE

1. Sledovani vlivu infekce Y viru bramboru, kmene NTN (PVY"™), na aktivitu
enzymu anaplerotickych metabolickych drah (PEPC, PPDK a NADP-ME) a
mnoZstvi rozpustnych proteind v listech rostlin Nicotiana tabacum L., cv. Petit

Havana SR1 nad a pod mistem inokulace.

2. Studium vlivu infekce PVYN™ na expresi proteinu NADP-ME v listech tabaku

metodou ,,Western blot*.



3. METODY
3.1 POUZITY MATERIAL

Rostlinny material:

Rostliny Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana, SR1- poskytnuté Ustavem
experimentalni botaniky AV CR (UEB AV CR)

Infek&ni material:

Y virus bramboru, kmen NTN (PVY"™) - poskytnuty RNDr. Noemi Cefovskou,
CSc., Ustav experimentalni botaniky AV CR (UEB AV CR)

Protilatky:

Krali¢i polyklonalni protilatka tfidy Ig G pfipravena proti NADP-ME - poskytnuté

Ustavem sér a o&kovacich latek, CR

3.2 POUZITE CHEMIKALIE

Akrylamid, Sigma, USA

ATP, Sigma, USA

Bradfordovo ¢inidlo, Sigma, USA

Coomassie Briliant Blue R 250, G 250, Sigma, USA
DTT, Sigma, USA

Fosfoenolpyruvat sodny, Sigma, USA
Kaleidoskopické standardni proteiny, Biorad, USA
L-malat sodny, Sigma, USA

NADH, Sigma, USA

NADPH, Sigma, USA

NAD", Sigma, USA

Nitroblue tetrazolium chlorid, Sigma, USA
Oxaloacetat sodny, Sigma, USA

Phenazin methosulfat, Sigma, USA

Pyruvat sodny, Sigma, USA

PVP, Sigma, USA



SDS, Serva, Némecko
TEMED, Serva, Némecko
Tris (hydroxymethyl) aminomethan, Serva, Némecko

Ostatni chemikalie, Lachema, CR

3.3 POUZITE LABORATORNI PRISTROJE

Analytické vahy 100 A, Denver Instrument Company, USA

Centrifuga, Jetfich Universal 32 R, Némecko

Elektroforeticka souprava, Biometra, Némecko

pH metr, Denver instrument Company, USA

Spektrofotometr Helios a, Thermo Spectronic, USA

Spektrofotometr Ultrospec 2 100, Amersham Pharmacia Biotech, Anglie

3.4 PRIPRAVA VZORKU Z ROSTLINNEHO MATERIALU
3.4.1 PESTOVANiI ROSTLIN TABAKU A INOKULACE PVYN™

Sedesat rostlin Nicotiana tabacum L., cv.Petit Havana bylo péstovano ve
skleniku pfi pfirozeném osvétleni a teploté ptes den 20 °C a v noci 18 °C. Polovinu
z nich jsem o¢kovala virem PVYN™ a druhou polovinu jsem pouZila jako kontrolu.
Kontrolni a infikované rostliny byly péstovany oddélen€. Pii ockovani virem jsem

listy potfela smési vody a karbidu kiemiku, aby virus mohl proniknout do rostliny.

3.4.2 ODBER VZORKU

Odebrala jsem vzorky ze 6., 10., 14. a 17. dne po inokulaci virem z listl
kontrolnich a infikovanych rostlin. Vzorky jsem pfipravila jako smésné z nékolika
rostlin o hmotnosti 0,5 g. Vzorky jsem rozdélila podle druhu na horni a spodni listy.
Po odebrani a navaZeni jsem je ihned zmrazila v tekutém dusiku a poté uchovavala

v mrazicim boxu pfi - 80 °C.
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3.4.3 PRIPRAVA ROSTLINNEHO EXTRAKTU PRO STANOVENI
AKTIVITY ENZYMU

Vzorek (0,5 g) jsem homogenizovala ve tfeci misce s 1,5 ml extrakéniho
pufru A, ktery obsahoval 100 mM Tris HCl (pH=7,8), | mM DTT, 1 mM EDTA,
5 mM MgCl, 20 % (v/v) glycerolu. K1 ml zhomogenizovaného vzorku jsem
ptidala 0,02 g PVP a nechala centrifugovat 15 minut pfi 16 600 x g a 4°C.

3.4.4 PRIPRAVA VZORKU PRO ELEKTROFORETICKE SEPARACE A
PRENOS PROTEINU

Pro SDS elektroforézu se pouzily stejné pfipravené vzorky jako v 3.4.3.
Rostlinné extrakty jsem smisila v poméru 1 : 1 se vzorkovym pufrem, ktery obsahoval
0,5 M Tris-HCI pufr pH 6,8, 100 mM DTT, 70 mM SDS, 20 % glycerol, 0,005 %
bromfenolovou modf. Takto pfipravenou smés jsem povafila 5 minut na vodni lazni.

Pro nativni elektroforézu jsem opét pouZila extrakty jako v 3.4.3 a pridala

20 % (w/v) sacharosu.

3.5 METODY STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY
3.5.1 STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY NADP-ME

Aktivitu NADP-ME jsem meéfila na spektrofotometru pii 340 nm po dobu 5
minut v 1 ml reakéni smési. 1 ml reakéni smési obsahoval 100 mM Tris-HCI
pH 7,4; 10 mM malat; 2 mM MgCl,; 0,2 mM NADP. Reakci takto pfipravené

reak¢éni smési jsem startovala 50 pl vzorku.

3.5.2 STANOVENI ENZYMOVE AKTIVITY PEPC

Aktivitu PEPC jsem méfila na spektrofotometru pfi 340 nm po dobu 5 minut
v 1 ml reakéni smési. 1 ml reakéni smési obsahoval 100 M Tris-HCI pH 8,1;
5 mM NaHCO;; 2 mM MgCl,; 0,2 mM NADH; 2 mM PEP.Reakci takto pfipravené

reakéni smési jsem iniciovala 20 pl vzorku.
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3.5.3 STANOVENiIi ENZYMOVE AKTIVITY PPDK

Aktivitu PPDK jsem méfila na spektrofotometru pii 340 nm po dobu 5 minut
v 1 ml reakéni smési. 1 ml reakéni smési obsahoval 100 M Tris-HCI pH 8,1; 10 mM
MgCl,; 5 mM NaHCO;; 2 mM pyruvat; 1 mM ATP; 2 mM K,HPO,; 0,2 mM NADH.

Reakci takto pfipravené reakEni smési jsem startovala 50 pl vzorku.

3.6 ELEKTROFORETICKE METODY

Elektroforéza je separacni metoda, kterd vyuziva k dé€leni latek jejich
odliSnou pohyblivost ve stejnosmémém elektrickém poli. V soucasné dobé je
nejrozsifené;si elektroforetickou metodou tzv.gelova elektroforéza, pfi niz se latky
rozd€luji na zaklad€ pohyblivosti v gelu [10].

Pii gelové elektroforéze se velké molekuly zpozd'uji proti malym
molekulam. BéZn€ pouzZivanym nosi¢em je polyakrylamidovy gel, ktery je inertni,
mechanicky pevny a prihledny. Polyakrylamidovy gel se pfipravuje kopolymeraci
dvou monomerti, akrylamidu a N,N’-methylen-bis(akrylamidu) [11].

Jako katalyzator se nejcastéji pouziva N,N,N’,N’-tetramethylendiamin (TEMED)
[12].

3.6.1 ELEKTROFOREZA V PROSTREDI SDS

SDS elektroforézu jsem provedla podle Laemmliho [18]. Pro gelovou
elektroforézu v SDS prostfedi jsem pouZzila polyakrylamidovy gel, 10 % gel jako
separacni a 5 % zaostfovaci gel.

Separacni gel obsahoval 5 ml 30% akrylamidu, 3,8 ml 1,5M Tris-HCI pufru
pH 8,8, 0,15 ml 10% SDS, 0,15 ml 10% pesiranu amonného, 0, 006 ml TEMED a
5,9 ml destilované vody.

Zaostiovaci gel jsem pftipravila z 0,83 ml 30% akrylamidu, 0,63 ml 1M Tris-
HCI pufru pH 6,8, 0,05 ml 10% SDS, 0,05 ml 10% persiranu amonného, 0,005 ml
TEMED a 3,4 ml destilované vody.

Elektrodovy pufr obsahoval 18,8 g glycinu, 3 g Tris-HCl a 1 g SDS v 1000
ml destilované vody.

Pocatecni napéti bylo 70 V a po dosaZeni rozhrani mezi gely 140 V.
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3.6.2 NATIVNi ELEKTROFOREZA

Nativni elektroforézu jsem provedla podle Lee a Lee [19]. Pro nativni
elektroforézu jsem pouzila polyakrylamidovy gel, 6 % gel jako separacni a 3 %
zaostfovaci gel.

Separaéni gel jsem piipravila z 3 ml 30% akrylamidu, 3,8 ml 1,5 M Tris-HCI
pufru pH 8,8, 0,15 ml 10% glycerolu, 0,15 ml 10% persiranu amonného, 0,012 ml
TEMED a 7,9 ml destilované vody.

Zaostfovaci gel obsahoval 0,4 ml 30% akrylamidu, 0,5 ml 1M Tris-HCI
pufru pH 6,8, 0,04 ml 10% glycerolu, 0,04 ml 10% persiranu amonného, 0,008 ml
TEMED a 3 ml destilované vody.

Elektrodovy pufr obsahoval 18,8 g glycinu a 3 g Tris-HCl a 10 ml 10 %
glycerolu v 1000 ml destilované vody. Do n¢€j jsem pfed spusténim elektroforézy
pfidala n€kolik kapek Bromfenolové modte.

Pocatecni napéti bylo 70 V a po dosazeni rozhrani mezi gely 140 V.

3.6.3 PRENOS PROTEINU NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU

Po SDS-elektroforetické separaci v 10% separacnim (a 5% zaostfovacim)
polyakrylamidovém gelu jsem provedla pfenos proteini na nitrocelulosovou
membranu metodou Western blot. Pracovala jsem se soupravou Biometra, na kterou
se postupné umisti: 5 vrstev filtraCniho papiru, nitrocelulosovd membréna,
polyakrylamidovy gel a opét S vrstev filtracniho papiru vie smocené v pfenosovém
pufru (25 mM Tris-HCI pH 8,3 s 150 mM glycinem a 10% (v/v) methanolem). Po
uzavieni soupravy a zapojeni elektrického proudu 5 mA na 1 cm* membrany p¥enos
probihal 30 minut.

Poté nasledovala jedna hodina blokovani v 1 % BSA v pufru PBS (pH 7,4
obsahuje 137 mM NaCl, 8 mM Na,HPO,, 15 mM KH,PO,, 2,7 mM KCl, 3 mM
NaN;) a 3x po 5 minutich promyti v PBS+0,05 % Tweenu 20 (PBS+T).
Nasledovala specificka detekce NADP-ME pomoci kréli¢i protilatky pfipravené
v nasi laboratofi [40], jejiz koncentrace byla 1,8 mg/ml. Inkubace v této protilatce

fedéné s konjuga¢nim pufrem (PBS+T pufr pH 7,4 s 2 % (w/v) PVP a 0,2 % BSA)
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na vyslednou koncentraci 5 pg/ml jsem nechala pisobit pti 4°C v lednici pfes noc.
Poté jsem 3x po 5 minutich promyla pomoci PBS+T. Pfidala jsem sekundérni
protildtku proti krali¢i protildtce znaCenou alkalickou fosfatasou fed&nou
1:30000 konjugac¢nim pufrem. Nasledovalo dal$i trojndsobné promyvani po 5
minutich v PBS+T.

Dédle jsem nitrocelulosovou membrianu nechala inkubovat v 10 ml
destilované vody s rozpu$ténou tabletou NBT, dokud se neobjevily prouzky.
Intenzita prouzkii byla vyhodnocena programem Elfoman 2.0 pomoci
horizontélniho nastaveni umisténého pies viechny vzorky najednou.

Pfi metod¢€ ,,Western blot* jsem pouZila barevné standardni proteiny (modry
myosin o relativni molekulové hmotnosti 216 000, rizova [-galaktosidasa o
relativni molekulové hmotnosti 132 000, zelené BSA o relativni molekulové
hmotnosti 78 000, fialova karboanhydrasa o relativni molekulové hmotnosti 45 700,
oranZovy soybean trypsin inhibitor o relativni molekulové hmotnosti 32 500,
Cerveny lysozym o relativni molekulové hmotnosti 18 400, modry aprotinin o

relativni molekulové hmotnosti 7 600).

(a) ELECTROTRANSFER (b) ANTIBOOY DETECTION

Incubate with
Ab, (Y) and then wash excess Ab,

Incubsate with enzyme-linked
Ab, (Y) and thon wash oxcess Ab,,
and then activate color resction

DEVELOPMENT

Obr. 5 Western blot [22].
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3.7 STANOVENI OBSAHU BILKOVIN

Koncentraci bilkovin jsem urc¢ila pomoci metody podle Bradfordové [20]. Je
zaloZena na zméné absorpcniho maxima ze 465 nm na 595 nm barvy Coomassie
Briliante Blue G 250 po vytvoreni komplexu s proteinem.

K 10 pl rostlinného extraktu jsem ptidala 23,3 pl destilované vody a 1 ml
Bradfordova ¢inidla. Takto pfipravenou a promichanou smés jsem nechala 20 minut
reagovat a poté jsem proti slepému vzorku (destilované vod€) méfila absorbanci pti
595 nm. Jako standard jsem pouZila hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentraci

1,4; 1, 0,5 a 0,25 mg/ml.
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4.VYSLEDKY

Experimentdlni rostliny tabdku byly inokulovany Y virem bramboru
(PVY"™). V pribéhu virové infekce byly odebirany vzorky hornich a spodnich
listd, které byly infikované systémové. To znamend, Ze virus se do té€chto listi
dostal vodivymi pletivy. Soucasné byly odebirany vzorky z kontrolnich,
neinfikovanych rostlin tabaku. Na obr. 6 str. 17 jsou viditelné rozdily ve zdravych a
infikovanych rostlinach. Ze vzorkG listi byly pfipraveny extrakty postupem
uvedenym v kapitole 3.4.3 a zméfena aktivita NADP-ME, PEPC a PPDK (podle
kapitol 3.5.1, 3.5.2, 3.5.3). Aktivita enzymi byla vztaZzena na Cerstvou hmotnost

rostlinného materialu.
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Spodni list Spodni list
Horn{ list

Inokulovany list
Hornf list

Stonek — kontrola

Obr. 6 Srovnini pfiznaki zpisobenych virem PVYN™ na rostlinich Nicotina
tabacum L. a na jejich stoncich, které se projevuji ¢etnymi nekrosami.
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4.1 AKTIVITA NADP-ME V PRUBEHU VIROVE INFEKCE ROSTLIN
TABAKU

Aktivita NADP-ME v 6., 10., 14. a 17. dni po inokulaci rostlin tabdku
zjiSt€énd v hornich a spodnich listech je uvedena na obrdzku 7 a 8 (str. 18, 19).
Vysledky
jsou vztaZzeny na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu a jsou uvedeny v
pmol.min.g".

Z obrazku 7 a 8 (str. 18, 19) je patné, Ze ke zvySeni aktivity NADP-ME
dochéazi v 10. dni od pocatku infekce, aktivita je v hornich listech 4x vys$i nez
v kontrolnich rostlindch. 14. a 17. den po inokulaci aktivita NADP-ME kles4, ale i
17. den ztstava dvojndsobna oproti aktivit¢ NADP-ME ve zdravych rostlinich.

Obdobna zvislost plati i pro spodni listy, nejvyssi aktivita byla zji§t€éna
rovnéz 10. den po inokulaci, zvySeni bylo 3,5x, pak se aktivita sniZovala, témé&f na

droven kontrolnich rostlin.

0,20
0,18 -
0,16 -
0,14 -
0,12 -
0,10 -
0,08 -
0,06 A

0,04 4

aktivita NADP-ME [pmolmin'.g™]

0,02 -

0,00 T T

6 10 14
doba po inokulaci virem pvy"™ [den]

\EI Kontrolni rostliiny @ Infikované rostliny ‘

Obr. 7 Aktivita NADP-ME vztaZena na ¢erstvou hmotnost rostlinného materidlu v
hornich listech rostliny Nicotiana tabacum L. v pribéhu virové infekce.
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0,12

0,08 -

0,06 -

0,04 -

aldivita NADP- ME [pmoLmin'.g "]

0,02 -

0,00 T T T
6 10 14 17

doba po inokulaci virem pvy"™ [den]

||:1 Kontrolni rostliny B Infikované rostliny]

Obr. 8 Aktivita NADP-ME vztazen4 na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu ve
spodnich listech rostliny Nicotiana tabacum L. v prubéhu virové infekce.

4.2 AKTIVITA PEPC V PRUBEHU VIRO VE INFEKCE ROSTLIN
TABAKU

V extraktech z hornich a spodnich listd tabdku odebranych v prib&hu virové
infekce byla zmeéfena aktivita PEPC. Hodnoty jsou uvedeny na obrdazku 9 a 10
(str. 20). Vysledky jsou vztaZeny na €erstvou hmotnost rostlinného materialu a jsou
uvedeny v pmol.min.g".

V hornich listech bylo nejvy$si aktivity dosaZeno 10. den po inokulaci
v listech infikovanych rostlin, zvySeni bylo 1,75x. V dal$ich odbérovych dnech se
aktivita jiZ sniZovala aZ na uroveii zdravych kontrolnich rostlin (obr. 9).

Ve spodnich listech nebyly nalezeny vyrazné rozdily mezi aktivitou PEPC ve

zdravych a infikovanych rostlinich (obr. 10).
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0,30
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0,20 -
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0,10 -

aldivita PEPC [adl.min’.g "]

0,05 -

0,00 T T T
6 10 14 17

doba po inokulaci virem PVYN™ [den]

[ O Kontrolni rostliny B Infikované rostliny ]

Obr. 9 Aktivita PEPC vztazend na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu v
hornich listech rostliny Nicotiana tabacum L. v pribéhu virové infekce.

0,06 A

0,04 -

aldivita PEPC [pmol.min'.g "]
o o
> o
@ o

0,02 -

0,00 T T 8l
6 10 14 17

doba po inokulaci virem PVY"" " [den]
LD Kontrolni rostiiny @ Infikované rostlinyJ

Obr. 10 Aktivita PEPC vztaZzena na cerstvou hmotnost rostlinného materialu ve
spodnich listech rostliny Nicotiana tabacum L. v pribéhu virové infekce.
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4.3 AKTIVITA PPDK V PRUBEHU VIROVE INFEKCE ROSTLIN
TABAKU

Na obrazcich 11 a 12 (str. 21, 22). je uvedena aktivita PPDK v 6., 10., 14. a
17. dni po inokulaci rostlin tabdku v hornich a spodnich listech. Vysledky jsou
vztaZeny na &erstvou hmotnost a jsou uvedeny v pmol.min'.g™".

V hornich listech bylo dosaZeno nejvyssi aktivity 10. den od poc¢atku infekce,
zvySeni bylo 1,35x. Dalsi zvySeni bylo dosaZeno i 14. den po inokulaci v listech
infikovanych rostlin, toto zvySeni bylo 1,3x. 6. a 17. den byla aktivita infikovanych
a zdravych téméf srovnatelna (obr. 11, str. 21).

Ve spodnich listech nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi aktivitou PPDK
ve zdravych a infikovanych rostlindch (obr. 12, str. 22).

0,09

0,08 A

1

0,07

1

0,06

1

0,05
0,04

0,03 -

L

0,02

sdivit mn Lrvi -1'9-1]

0,01

1

0,00

6 10
doba po inokulaci virem pPvYy"™ [den]
| O Kontrolni rostliny B Infikované rostliny I

Obr. 11 Aktivita PPDK vztaZzenia na ¢erstvou hmotnost rostlinného materidlu v
hornich listech rostliny Nicotiana tabacum L. v prib&hu virové infekce.
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Obr. 12 Aktivita PPDK vztaZzena na ¢erstvou hmotnost rostlinného materidlu ve
spodnich listech rostliny Nicotiana tabacum L. v prib&hu virové infekce.

4.4 OBSAH BILKOVIN V PRUBEHU VIROVE INFEKCE

Na obréazcich 13 a 14 (str. 23) je zména koncentrace bilkovin vlivem infekce

virem PVY"™N

u hornich a spodnich listd tabdku stanovenim dle Bradfordové.
Obsah bilkovin je vztaZen na ¢erstvou hmotnost a uveden v mg/ml.

U hornich listi i spodnich listi nedo$lo k vyznamnym rozdilim mezi
mnozZstvim rozpustnych bilkovin u zdravych a infikovanych rostlin (obr. 13 a 14,

str. 23).
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Obr. 13 Zména koncentrace bilkovin vlivem infekce virem PV u hornich listu

tabaku v zavislosti na dob& inokulace virem PVY"'N,
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Obr. 14 Zména koncentrace bilkovin vlivem infekce virem PVY"N™ u spodnich listti
tabaku v zdvislosti na dob& inokulace virem PVY ™,
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4.5 ELEKTROFORETICKA SEPARACE V PROSTREDI SDS A
PRENOS NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU

Extrakty z hornich i spodnich listli kontrolnich a infikovanych rostlin byly
elektroforeticky separovany v prostfedi SDS. V polyakrylamidovém gelu byly
detekovdny jednak proteiny pomoci barvy Coomassie Briliante Blue G 250
(obr. 15) a jednak imunochemicky NADP-ME (obr. 16, str.25). Na obrdzku 15 je
vidét, Ze zastoupeni jednotlivych protein v kontrolnich a infikovanych rostlinich
se li§i. Vyrazny pruh odpovidajici molekulové hmotnosti 55 000 je pravdépodobné
velka podjednotka Rubisko, tento protein je vSak v extraktech z infikovanych rostlin
zastoupen méné (obr. 15). Toto zji§téni miZe souviset se sniZenim fotosyntézy a
degradaci Rubisko. V infikovanych rostlindch je protein s relativni molekulovou
hmotnosti pfiblizn€ 35 000, coZ odpovida pla§tovému proteinu viru.

Imunochemickd detekce NADP-ME v listech infikovanych a kontrolnich
rostlin byla provedena na nitrocelulosové membrané (obr. 16, str. 25). Vyhodnoceni
bylo provedeno denzitometricky pomoci programu Elfoman a to ve tfech
nezdvislych pokusech (obr. 16 A, B, C, str. 25). Obrazek 17 (str. 26) shrnuje
vysledky denzitometrického vyhodnoceni. V infikovanych rostlindch je mnoZstvi
proteinu NADP-ME v jednotlivych dnech po inokulaci uvedeno v %. 100 %
znamend vZdy mnoZstvi proteinu NADP-ME ve zdravych kontrolnich rostlinach.
Nejvice proteinu NADP-ME bylo zjisténo 10. den po inokulaci, bylo pfiblizné

dvojnéasobné oproti kontrolnim rostlindm.

KONTROLY
HL HL HL SL

Obr. 15 Elektroforeticka separace v SDS prostfedi a v 10 % polyakrylamidovém
gelu. Porovnani kontrolnich a infikovanych rostlin 10., 14. a 17. den hornich listi
(HL) a 10. a 14. den spodnich listi (SL).
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Obr. 16 Vyfezy z niﬂ‘ocelulos%\_lr_gch membran a zivislost relativni intenzity na
dnech po inokulaci virem PVY" ™ (pomoci vyhodnocovaciho programu Elfoman
2.0).

A - Relativni intenzita v hornich listech
B - Relativni intenzita v hornich listech
C - Relativni intenzita v hornich listech
1 - Kontrolnf rostlina, 6. den

2 - Kontrolni rostlina, 10. den

3 - Kontrolni rostlina, 14. den

4 — Kontrolni rostlina, 17. den

5 - Infikovan4 rostlina, 6. den

6 - Infikovana4 rostlina, 10. den

7 - Infikovani rostlina, 14. den

8 - Infikovan4 rostlina, 17. den
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Obr. 17 Mnozstvi proteinu NADP-ME [%] v zavislosti na dob& po inokulaci virem
PVY"™ [den] v hornich listech.
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4.6 NATIVNI ELEKTROFOREZA

Extrakty z hornich i spodnich listd infikovanych i kontrolnich rostlin byly
elektroforeticky separovany za nedenaturujicich podminek. Na obrazku 18 je
uveden polyakrylamidovy gel, ve kterém je detekovdna aktivita NADP-ME.
Nejvyssi aktivita byla zjiS§téna v hornich listech infikovanych rostlin, v hornich

listech kontrolnich rostlin byla také vysok4 (obr. 18).

KONTROLY PVYNMN INFIKOVANE

1 2 3 4 sll1 2 3 4 sl

v e e - g - -y

Obr.18 Nativni elektroforéza — porovnani kontrolnich a infikovanych rostlin na
z4kladé polohy od mista inokulace.

Dréha ¢.1 — Kontrolni rostlina, extrakt z vrcholovych listt
Dréha ¢.2 — Kontrolni rostlina, extrakt z hornich listi
Dréha ¢€.3 — Kontroln{ rostlina, extrakt ze spodnich listl
Draha ¢.4 — Kontrolni rostlina, extrakt ze stonku

Draha ¢.5 — Kontrolni rostlina, extrakt z kofene

Dréha ¢€.6 — Infikovana rostlina, extrakt z vrcholovych listi
Dréha ¢.7 — Infikovana rostlina, extrakt z hornich listi
Dréha €.8 — Infikovana rostlina, extrakt ze spodnich listi
Dréha ¢.9 — Infikovana rostlina, extrakt ze stonku

Draha ¢.10 — Infikovana rostlina, extrakt z kofene
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5. DISKUSE

Bioticky stres zptlisobeny rostlinnymi viry pfedstavuje ekonomicky zavazné
ztraty hospodafskych plodin. Po stresu vyvolaném houbami a had’atky jsou viry
viru bramboru, kmene NTN, izolatu Lebanon na biochemické zmény v modelovych
rostlinach Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana, SR1. Pfiznaky, které tento izolat
vyvolava v rostlindch bramboru a v indikatorovych rostlinach tabaku, se projevuji
Cetnymi nekrosami pfedevS§im na listech a stoncich [26]. Tato poskozeni jsou
spojena s negativnim vlivem na fyziologické funkce (pfedevSim fotosyntézu,
respiraci, reprodukci, transpiraci, transport Zivin a asimilatti a pfijem Zivin kofeny) a
na zmény metabolismu rostliny. V nepfiznivych podminkach vnéjsiho prostiedi
zavazn€ ohroZujicich rostlinu, dochazi k aktivaci celé fady gend, coz se projevi
zvySenou hladinou nékterych metabolitd a proteind, z nichZz nékteré mohou byt
zodpovédné za urcity stuperni ochrany vic¢i danému stresu [27].

Déle dochédzi k pfesmérovani, zintenzivnéni ¢i naopak zeslabeni toku
metabolitd ur€itymi primarnimi a sekundarmimi drahami. Anaplerotické enzymy tak
mohou nabyvat vét§iho vyznamu. Takovymi enzymy jsou v C; rostlinach, kde
fotosyntéza probiha pfimo pomoci enzymu Rubisco, NADP-dependentni
maléatdehydrogenasa (dekarboxyla¢ni) (NADP-ME), fosfoenolpyruvatkarboxylasa
(PEPC) a pyruvat, fosfatdikinasa (PPDK). Funkce nefotosyntetickych isoforem
téchto enzymu stale stoji v popfedi zajmu mnoha védcti. V C, rostlinach je jejich
tloha objasnéna, podileji se na fotosyntetické fixaci CO, v mesofylovych burikach a
burikach pochev cévnich svazki.

Aktivitu NADP-ME, PEPC a PPDK jsem sledovala v hornich systémové
infikovanych listech (nad mistech inokulace) a v listech spodnich, do kterych se
virus $ifi pozdé€ji. VSechny sledované enzymy byly viéi virové infekci citlivé:
nejvice se zvySila aktivita NADP-ME v hornich listech, a to 10. den infekce
Ctyfikrat oproti zdravym kontrolnim rostlindm (obr. 7, str. 18). Také PEPC a PPDK
byla zvySena, nejvice 10. den (obr. 9 a 11, str. 20 a 21). Obdobnou situaci jsem

pozorovala ve spodnich listech, ve kterych vSak byly aktivity enzymid niZsi,
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pravdépodobné vhledem k jejich senescenci. Pfitomnost viru v hornich listech byla
ovéfena imunochemickou metodou DAS-ELISA a metodou ,,real time“-PCR [28].

V jinych studiich byla zvySena aktivita NADP-ME zjisténa piedevs§im
pisobenim abiotickych stresord: v rostliné fazole po ptsobeni kadmia [29],
v hyperhydrickych vyhoncich hvozdiku zahradniho po 14 a 28 dnech kultivace in
vitro [30], vlistech vodni rostliny Egeria densa po pienosu z podminek nizké
teploty a svétla do podminek vysoké teploty a svétla [31], v ozimém zit€ (Secale
cereale L.) po vystaveni chladu [32], v listech olivovnikd vystavenych solnému
stresu [33], podobné jako solny stres v listech rostliny Aloe vera L. [34], solny
a osmoticky stres v listech a kofenech semenacki ryze [35], [36]. V kofenech
kukufice byla zvySena aktivita NADP-ME nalezena po pisobeni celulasy,
jasmonatu a houbového elicitoru [37].

Vyznamné zvySena aktivita NADP-ME vlivem biotického stresu, ktera byla
v nas$i laboratofi uz vicekrat potvrzena [4], [38], [39] evokovala otiazku, zda toto
zvySeni souvisi sregulaci proteinu v buiice (napf. pomoci pH, postranslacni
modifikace ¢i aktivace dal§imi metabolity) nebo, je-li protein NADP-ME
syntetizovan. de novo, to znamena na transkripéni a translacni urovni. Proto byla
v nasi laboratofi piipravena krali¢i protilatka proti antigenu NADP-ME ze semen
kukufice [40]. Imunochemicky byla na nitrocelulosové membrané identifikovana
NADP-ME odpovidajici relativni molekulové hmotnosti 66 000. Nedavno byla
stanovena relativni molekulovd hmotnost isoforem rekombinantnich proteind
Nicotiana tabacum L.: 63 000 pro chloroplastovou a 65 000 pro cytosolovou
isoforma [41]. Nativni elektroforetickd separace ukazala v listech ptfitomnost
jednoho prouzku (obr. 18, str. 27), coZ naznaCuje majoritni pfitomnost jedné
z isoforem, pravdépodobné cytosolové [42].

Protein NADP-ME byl detekovan na nitrocelulosové membrané v pribéhu
6.-17. dne infekce PVYN™. Ve srovnani s kontrolnimi rostlinami byl
denzitometrickym vyhodnocenim programem Elfoman 2.0 stanoven ptiblizné
dvakrat vyssi obsah NADP-ME. Zda se tedy, Ze zvySena aktivita NADP-ME ziejmé

souvisi se syntézou proteinu de novo. Tuto hypotézu podpoiily také vysledky
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bakalafské priace Michaely Sumpelové, ktera zjistila 17. den experimentu aZ
trojnasobné zvySeni mRNA cytosolové isoformy NADP-ME metodou ,,real-time*
PCR [28].

Zvysena aktivita NADP-ME spolu se zvySenou expresi a transkripci proteinu
NADP-ME byla zjisténa také v kofenech kukutice po plsobeni celulasy, jasmonatu
a houbového elicitoru [37]. ZvySena aktivita NADP-ME v listech olivovniku
vystavenych solnému stresu byla rovnéz doprovazena zvySenou expresi NADP-ME
[33]. Podobné, solny stres v rostlinach aloe zpisobil nejen zvySeni aktivity, ale i
transkripce NADP-ME [34].

Ackoliv vmé bakalaiské praci byla zjiS§téna souvislost mezi zvySenou
aktivitou a zvySenou expresi NADP-ME, stale nejsou vylouceny dal$i mozZnosti
regulace tohoto proteinu; v na$i laboratofi je studovana rovnéZ regulace aktivity

tohoto enzymu bunéénymi metabolity.
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6. SOUHRN

1.

Byla ovéfena souvislost mezi biotickym stresem (Y virem bramboru,
kmenem NTN; PVYN™) a zvydenou aktivitou enzymi anaplerotickych
metabolickych drah (PEPC, PPDK a NADP-ME) u rostliny Nicotiana

tabacum L., cv. Petit Havana SR1

Ctyfnasobné zvySeni aktivity NADP-ME v PVY"™ infikovanych listech
bylo doprovazeno pfiblizn€ dvojnasobné zvySenym obsahem proteinu

NADP-ME.

Aktivita enzymi (PEPC, PPDK a NADP-ME) a mnoZstvi proteini ve

spodnich listech byly nizZsi neZ v hornich.
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Svoluji k zaptijéeni této prace pro studijni Gcely a prosim, aby byla fadné

vedena evidence vypuijcovatelq.

Jméno a pfijmeni s adresou Cislo OP | Datum vypuijéeni | Poznamka
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