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Abstrakt

Fosfoenolpyruvat karboxylasa (EC 4.1.1.31; PEPC) plni v rostlindch dulezité
funkce, propojuje metabolismus sacharidli a aminokyselin. PEPC je regulovana na mnoha
urovnich, vcetné fosforylace serinového zbytku blizko N-konce. Cilem této prace bylo
zjistit, jak ovlivni sloZeni kultivaéniho média aktivitu PEPC a metabolicky souvisejicich
enzymi NADP-dependentni maldtdehydrogenasy (dekarboxyla¢ni) (EC 1.1.1.40; NADP-
ME) a pyruvat, fosfatdikinasy (EC 2.7.9.1; PPDK) a také enzymu podilejicich se na
metabolismu dusiku, tedy nitratreduktasy (EC 1.7.1.1; NR), glutaminsynthetasy (EC
6.3.1.2; GS), glutamatsynthasy (EC 1.4.1.14; GOGAT), NAD-glutamatdehydrogenasy (EC
1.4.1.2; NAD-GDH) a NADP-glutamatdehydrogenasy (EC 1.4.1.4; NADP-GDH).

Rostliny tabdku (Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1) byly péstované in
vitro v Murashige-Skoogov¢é agaru a ovlivnény pfitomnosti 2% sacharosy, sniZzenym
obsahem dusikatych latek nebo fosfatu a limitovanym piistupem CO,.

Sacharosa pfidand do Murashige-Skoogova média zpusobila zvySeni aktivity
enzymi PEPC, NADP-ME a také vSech sledovanych enzymut souvisejicich s piijmem a
metabolismem dusiku — NR, GS, GOGAT, NAD-GDH a NADP-GDH.

Snizeny obsah dusikatych latek a fosfatu v kultivaénim médiu sniZil aktivitu
vétSiny sledovanych enzymu. Aktivita byla také ovlivnéna dostupnosti CO,. U rostlin
s limitovanym ptistupem CO; byla nizsi aktivita PEPC, NR, GS a GOGAT a vyssi aktivita
NADP-ME, NAD-GDH a NADP-GDH oproti rostlinim s neomezenym piistupem CO,.

Tato prace ukéazala, Ze zmény v dostupnosti dusikatych latek, fosfatu a

COgy/sacharosy ovlivnila aktivitu sledovanych enzymt vyznamnym zptsobem.



Abstract

Phosphoenolpyruvate carboxylase (EC 4.1.1.31; PEPC) plays many roles in plants;
it connects the metabolism of saccharides and amino acids. PEPC is regulated at many
levels including phosphorylation of serine residue near N-terminus. The aim was to found
out, if the composition of cultivation medium affects the activity of PEPC and
metabolically related enzymes such as NADP-malic enzyme (EC 1.1.1.40), pyruvate,
phosphate dikinase (EC 2.7.9.1; PPDK) and enzymes participating in nitrogen assimilation,
thus nitrate reductase (EC 1.7.1.1; NR), glutamine synthetase (EC 6.3.1.2; GS), glutamate
synthase (EC 1.4.1.14; GOGAT), NAD-glutamate dehydrogenase (1.4.1.2; NAD-GDH)
and NADP-glutamate dehydrogenase (1.4.1.4; NADP-GDH).

Tobacco plants (Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1) were grown in vitro
in Murashige-Skoog agar. The effect of the presence of 2% succrose, reduced content of
nitrogen compounds or phosphate and limited supply of CO, was followed.

Sucrose added to Murashige-Skoog medium caused the increase of enzyme activity
of PEPC, NADP-ME and most of enzymes related to nitrogen uptake and metabolism —
NR, GS, GOGAT, NAD-GDH a NADP-GDH.

Reduced content of nitrogen compounds and phosphate in cultivation medium
decreased activity of all monitored enzymes. Enzyme activities were also affected by the
availability of CO,. Lower activity of PEPC, NR, GS and GOGAT and higher activity of
NADP-ME, NAD-GDH and NADP-GDH were found in plants with limited supply of CO,
compared to unaffected plants.

This work showed that the availability of nitrogen compounds, phosphate and

COy/succrose significantly affected studied enzymes.
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1. UVOD

1.1 FOSFOENOLPYRUVATKARBOXYLASA (PEPC, EC 4.1.1.31)

Systematicky nazev je fosfat : oxalacetdt karboxylasa (fosforyla¢ni).

PEPC katalyzuje v ptitomnosti HCO; ireverzibilni karboxylaci fosfoenolpyruvatu
(PEP) na oxalacetat a anorganicky fosfat s vyuZzitim Mg2+ nebo Mn”* iontii jako kofaktorti

[1]:

COO
o0 o
2- - PEPC | HPO 2
C—OPO HCO > + 4
| 3 ¥ 3 Mg?* (I:H 2
CH2 COO~
fosfoenolpyruvét oxalacetat

1.1.1 Vyskyt PEPC

ol

PEPC je cytoplazmaticky enzym pifitomny ve vySSich rostlindch, faséach,

sinicich, bakteriich a prvocich, avSak neptfitomny u Zivoc¢icht, hub a kvasinek. [1]

Primérni struktura PEPC byla poprvé odvozena v roce 1984 z genu ppc E.coli. [2]
Molekula PEPC je obvykle sloZena ze Ctyfech stejnych podjednotek, obr.1. Velikost PEPC

polypeptidu je ale rozmanitd a vyznamné zdvisi na druhu organismu: pfibliZzné mnozZstvi
aminokyselinovych zbytkd je 870 (100kDa), 970 (110 kDa), 1010 (116 kDa) a 1150 (134
kDa) PEPC z bakterif, cévnatych rostlin, sinic a prvoki. [2] [3]

z

Obr.1 : Prostorovy model C4-PEPC kukufice, ve kterém jsou Ctyfi identické podjednotky
zbarveny modie, fialove, Cervené a zelené. Modely jsou otoCeny o 90° kolem osy — X
(horizontdlng), Y (vertikdlné) a Z (kolmo). [2]



1.1.2 Funkce PEPC

PEPC ma v rostlinach mnoho fyziologickych funkci, napt. v C4 a CAM rostlinadch

ve fotosyntéze a v C3 rostlinach plni anaplerotické funkce.

1.1.2.1 Funkce PEPC v C4 a CAM rostlinach

V C4 a CAM rostlinach je reakce katalyzovana PEPC soudasti fotosyntézy, kde
PEPC katalyzuje primarni fixaci atmosferického CO, v mesofylovych buiikdch a tedy i
vznik ¢tyfuhlikatého meziproduktu — oxalacetétu. [4] [5] [6] [7] [8]

Z oxalacetatu vznika aspartat nebo malat, ktery prechazi z mezofylovych bun¢k do
bunék pochvy cévniho svazku, kde specifické enzymy jako NADP-dependentni
maldtdehydrogenasa (dekarboxylacni), NAD-dependetni malatdehydrogenasa
(dekarboxylacni) a nebo fosfoenolpyruvatkarboxykinasa dekarboxyluji ctyfuhlikaty
metabolit za vzniku CO,. CO,, ktery se hromadi v buiikdch pochev cévnich svazkd,

vstupuje do Calvinova cyklu, obr.2. [9] [10]

L J A JJ
(S g
Cytosal o OAA Malate — 0 _of Malate Chompias )
[ | | ]
s L FHADPH, H* NADR® | Chiompiast ) MADP-ME Starch
PEPC | oaA < . Malate t—' HADP i
,L NADPF-MDH DR
| _Pi e Pi Aul 5p2 [
COy——HCO5™ i aiv | ~—C0y- N |
PEP PEP ..gk._-ifl Pgrruvate.-ﬂ—— F'yru'-'fﬂe } Calvin -.',wl::\l
PyriPicii [I]
Fi EP
NADE®  NADEH, H* RUbISCO ml
AP ATR |
TrioseP - Il\t-__d/l 3+ F:GA \ e
PR PGKIG-3-PDH | 7 %
— i i 3PGA "_E_ 3-PGA
1 _ o TrioseP
—l — TrioseP m N S
j(_ i “]ﬁ’ [t sheam car] W

Obr.2 : Fixace CO, pomoci PEPC. [6]

V CAM rostlindch je funkce PEPC podobnd jako v C4 rostlinach, i kdyZ k primarni
fixace CO, dochazi béhem noci a ve vakuolach hromadi malat (obr.3, str.11). Tento
mechanismus minimalizuje ztraty vody v poustnich rostlindch, které oteviraji praduchy

pouze béhem noci. [11]
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Oxaloacetate
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“NADH= /

Phosphoenolpyruvate /
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Pyruvate Malate
+

< NADPH= NADP"

Obr.3 : Primarn{ fixace a asimilace CO, v CAM rostlinach ( 1. PEPC, 2. NAD-dependentn{
maldtdehydrogenasa a 3. NADP-dependentni maldtdehydrogenasa (dekarboxylacni) ). [12]

1.1.2.2 Funkce PEPC v C3 rostlinach

Funkce PEPC v C3 rostlinich jsou velmi rozmanité a to predevsim dopliiovani
intermediati do citratového cyklu, tvorba NADPH, fixace respirovaného CO,, malatové
kvaSeni, asimilace dusiku a biosyntéza aminokyselin, udrzeni stilého pH a udrzeni

elektroneutrality [2] [4] [5] [6] [11] [13]

Dulezitou funkci rostlinné PEPC je tedy anapleroticka funkce, coZ je dopliovani
intermediati do citratového cyklu. Hlavni dlohou PEPC je dopliiovani oxalacetatu, ktery
muze byt redukovdn na maldt nebo transaminovdn na aspartat a rostlina tak ziska

ctytuhlikaty skelet pro dalsi metabolismus. [14]

PEPC poskytuje intermediaty citratového cyklu, kdyz jsou vyCerpany a o-
ketoglutarét je vyuZity pro syntézu aminokyselin v chloroplastech pfes GS/GOGAT cyklus
(obr.4, str.12). [6]

11



glucose

glycolysis
HCO,
PEP Cytosol
PEPC / l
pyruvate
OAA
/ Gln/Glu
malate

?

GS/GOGAT
cycle

* alate Krebs isocitrate
A cycle ¥

fumarate /
™~

succinate

chloroplast

mitochondria

Obr.4 : Anaplerotickd funkce PEPC — doplnovani intermediatd do citratového cyklu. [6]

1.1.3 Mechanismus reakce PEPC

Reakce katalyzovand PEPC je exergonickd a obvykle je striktné ireverzibilni.
Skute¢nym substratem vSak neni CO,, ale hydrogenuhlicitanovy ion. Z kinetické analyzy a
rozboru je reakce rozdélena do né€kolika kroki, tzv. tifkrokovy reakéni mechanismus,
obr.5. V prvnim kroku se tvoii caste€né reverzibilni reakci z fosfoenolpyruvitu a
hydrogenuhli¢itanového aniontu enoldtovy anion pyruvitu a karboxyfosfat. Ve druhém
kroku se izomeraci enoldtového aniontu a Stépenim karboxyfosfitu tvoii CO, a
anorganicky fosfat. V kone¢ném kroku ireverzibilni karboxylaci vznikd oxalacetit a

anorganicky fosfat. [2] [15]

‘0oc /opo32' Stepl 00c O
i * HCOy —— T Ho—g—oposz'
CH, gHz
(PEP)

o0c O ﬁ) ooc\C P
N4 2. Step3 .
c|: + ﬁ + HOPO,* | 2P Hé + HPO,?
CHy © oo

Obr.5 : Ttikrokovy mechanismus reakce katalyzované PEPC. [2]

12



1.1.4 Regulace aktivity PEPC

Regulace aktivity PEPC je velmi slozity mechanismus, ktery zahrnuje regulaci

mnoha enzymd, metabolitl a signalizacnich drah. [2]

s

Aktivita PEPC ve vysSich rostlindch je regulovand na mnoha trovnich:

a) dostupnosti substrati PEP a hydrogenuhli¢itanového anionu a kofaktoru
iontd Mg™*

b) pH cytoplazmy

c) pusobenim efektorii — aktivatord (glukosa-6-fosfat) a inhibitor (L.-malat)

d) reverzibilni fosforylaci serinového zbytku blizko N konce molekuly PEPC

Tato fosforylace je katalyzovéana specifickou PEPC kinasou, obr.6. PEPC kinasa je
nejmensi zndmou proteinkinasou o molekulové hmotnosti asi 30 kDa. [16] Pfi této
fosforylaci, kterd znamend zvySeni aktivity, se PEPC stane méné¢ citliva k vlivu inhibitoru
malatu a vice citliva k aktivatoru glukosa-6-fosfatu. [17] [18] [19] Aktivitu PEPC a jeji

fosforylaci ovliviiuje také dostupnost dusikatych litek a stresové podminky, obr.6. [19]

Svétlo || Dostupnost || Abioticky | | Bioticky
CO,aN stres stres

S L

PEP karboxylasa
kinasa

ATP ADP

(e : fre )& >
Méné aktivni Vice aktivni
(tma) (svétlo)
PP2A
®i H,0

Obr.6 : Regulacni faktory fosforylace PEPC pomoci specifické PEPC kinasy.
Defosforylaci PEPC katalyzuje fosfatasa 2A (PP2A). [19]
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1.1.4.1 Pritomnost dusikatych latek

Dusik je pro rostliny dileZitou zivinou, proto je také hlavnim faktorem
ovliviiujicim produktivitu rostlin. Slouzi k syntéze nukleotidli a aminokyselin, ze kterych
poté rostlina tvoii nukleové kyseliny a proteiny, k syntéze fosfolipidii a k biosyntéze
mnoha sekundarnich metabolitii, které maji rizné funkce napf. v signalizaci a adaptaci
rostlin. [20] VSeobecné organické slouceniny dusiku plni v rostlinich fadu funkci
(stavebni, metabolickou, transportni i zdsobni). [21] Rostliny mohou dusik pfijimat
v podobé dusi¢nanu nebo amonnych iontd, piipadné dalSich dusikatych latek. Zatimco
dusi¢nanové ionty mohou byt u nékterych rostlinnych druhi skladovany ve vakuole, tudiz
nejsou pro rostlinu toxické, amonné ionty ve vysoké koncentraci pro rostlinu toxické byt
mohou, a proto jsou rychle metabolizovdny na organické dusikaté slouCeniny. [20] [22]
[24] Ruzné rostlinné druhy nebo kultivary odpovidaji na pfitomnost amonnych iontl
v pudé€ rizn¢, napt. jejich rtist mohou inhibovat, stimulovat, pfipadn¢€ neovliviiovat. [22]

Kolobéh dusiku v piirodé je na obrazku 7.
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Obr.7 : Kolobéh dusiku. Organické dusikaté slouCeniny se do okolniho prostfedi dostdvaji
v podobé produktii rozkladu Zzivych organismi, piipadné jsou vyluCovany nékterymi
zivocichy. Mikroorganismy z t&chto ldtek uvolfiuji dusik v podob&é NH," ionti. Rostliny a
mikroorganismy pfijimaji dusi¢nanové ionty, které redukuji aZz na NH4" ionty. Ty mohou
byt déle asimilovdny do organickych sloucenin obsahujicich dusik. Mnoho biologickych
procesii, které méni oxidacni stav dusiku jsou katalyzovany vyhradné prokaryotickymi
organismy. Ty zahrnuji nitrifikaci (ve které je NH," nebo dusitan oxidovdn a uvolnénd
energie je vyuZzitd k fixaci anorganického uhliku), denitrifikaci (ve které dusik slouzi jako
konecny elektronovy akceptor a je redukovany béhem anaerobni respirace) a fixaci dusiku
(ve které je plynny N, redukovan na NH,"). [12]
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Pfi nedostatku dusiku jsou rostliny zakrslé a Casto maji zdfevnatélé stonky. U
mnoha rostlin je prvnim piiznakem chlorosa a opad starSich listl, kdy dochézi k presunu

dusiku do mladsich ¢4sti rostliny. [23]

V padé, kterd neni piiliS kyseld nebo zaplavend vodou, je anorganicky dusik
piitomen pievazné jako NOs', protoze NHy4" je snadno oxidovan bakteriemi na dusi¢nanové
ionty. Amonnd forma muze ptevlddat v ptudich s nizkym pH nebo v pidach s nizkym

obsahem kysliku. [24]

Dusi¢nanové aniony musi byt redukovdny na amonné ionty, protoZe dusik mutze
byt metabolicky vyuzity jen kdyZ je v redukované formé. [24]
Pifjem dusi¢nanovych ionti kofeny rostlin a jejich ndslednd redukce a asimilace

predstavuji hlavni zpiisob, kterym je anorganicky dusik pfeménovan na organicky.

Dusi¢nan je do bungk transportovadn aktivnim transportnim systémem a po vstupu

do rostliny je NOj3™ redukovan bud’ ptimo v kofenech, nebo az v listech. [21] [25]
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Obr.8 : Piehled pifjmu dusiku v rostlindch. Kofeny mohou pfijimat NO;, NH," a dali{
dusikaté slouceniny z ptidy. Aby mohl byt NO;3™ vyuzity k syntéze aminti a amidd, musi byt
redukovdn na NO, a poté na NH4". Dusi¢nanového anion je redukovdn v cytosolu a
uchovdavan ve vakuoliach. Tyto procesy se mohou vyskytovat jak v kofenech, tak i
v listech. [12]
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V kotenech i listech méa redukce nitratu dva stupné (obr.8, str.15).

V prvnim se v cytosolu redukuje dusiCnanovy ion na dusitanovy pisobenim

nitratreduktasy (NR, EC 1.7.1.1).

V druhém je v chloroplastech (plastidech) dusitan redukovdn na NH;" pomoci

nitritreduktasy (NiR, EC 1.7.7.1), které dodava elektrony feredoxin. [23] [26]

Vysledny NH;" je pak asimilovan do organické formy jako L-glutamat a L-
glutamin. [27] Zabudovini amoniaku do aminokyselin probihd pomoci enzymového
systétmu glutaminsynthetasa, EC 6.3.1.2/ glutamdatsynthasa, EC 1.4.1.14 (déle je
GS/GOGAT), ktery katalyzuje sled reakci na obrazku 9. [21] Pomoci GS/GOGAT
vznikaji 2 molekuly L-glutamdtu. Ten muze byt ddle pieménovan na kyselinu

asparagovou, alanin, asparagin a dalsi amidy a aminokyseliny. [28]
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Obr.9 : Zabudovani amoniaku do aminokyselin pomoci GS/GOGAT cyklu
(glutaminsynthetasa, EC 6.3.1.2/ glutamétsynthasa, EC 1.4.1.14). [12]

Pii urditych fyziologickych podminkdch mohou byt NH4" ionty vdzény NADH-
glutamatdehydrogenasa (NADH-GDH, 1.4.1.2) pfimo za vzniku L-glutamétu, pomoci

aminace 2-oxoglutaratu.

Cytosolovdi GS a GDH jsou indukovany béhem starnuti listli, zatimco

chloroplastovd GS a NR jsou v prub¢hu starnuti potlaceny. [29]
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1.1.4.1.1 Nitratreduktasa
Systematicky ndzev: nitrit: NAD" oxidoreduktasa

NR je cytosolovy enzym katalyzujici v rostlinich, houbdch a tasidch redukci
dusi¢nanovych iontd na dusitanové. [30] VétSina forem rostlinné NR vyuzivd jako
reduktant NADH, piipadné NADPH, ktery je reakci v pfemé&hovan na NAD(P)*; vodikovy

proton je reakci spotfebovan. [12] [21]

NO; + NAD(P)H + H* ™ NO, + NAD(P)* + H,0

Nitratreduktasa ma vazebnd mista pro NAD(P)H a pro dusi¢nan. Obsahuje tfi
kofaktory — FAD, hem-Fe a molybdenovy kofaktor, které tvoii redoxni centra pro pienos
elektront (obr.11, str.18). Jednd se o komplex methaloenzymu, ktery tvoii homodimeru

(obr.10) a homotetrameru. [12]

Obr.10 : Struktura homodimeru NR. KaZzdy monomer obsahuje 3 hlavni domény vazajici
molybdenovy kofaktor, FAD a hem. Kofaktor FAD je zndzornén modfe, hem fialové a
molybdenovy kofaktor ¢erné. Rozhrani mezi dvéma monomery je zluté. [12]
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NADP)H:
NAD(P)*

Obr.11: Kofaktory nitratreduktasy — FAD, hem a molybdenovy kofaktor (MoCo). FAD
véaze elektrony ptijaté od NADP(H), ty jsou déle pfeneseny pomoci hemu na MoCo, ktery
tyto elektrony pfendsi na dusi¢nan. V obrazku jsou rovnéZ zndzornéna mista odde€lujici
funkéni domény (hinge I, II). [12]

1.1.4.1.2 Nitritreduktasa
Systematicky nazev: ferredoxin:amonium oxidoreduktasa

NiR je enzym, ktery katalyzuje Sestielektronovou redukci dusitanu na amoniak
pomoci redukovaného ferredoxinu jako zdroje elektronil. Ferredoxin-dependentni NiR
byly izolovany a charakterizovany z n€kolika vysSich rostlin, fas a sinic a bylo zjisténo, Ze
se jednd o monomerni protein s relativni molekulou hmotnosti ptiblizné 63 000, ktery jako
prosthetickou skupinu obsahuje jednu skupinu FesS4 a jeden sirohem, ktery slouzi jako
vazné misto pro dusitan.[31] Sirohem je Fe isobakteriochlorin, jako prothetickd skupina

pritomny vyhradné u sulfit- a nitritreduktas. [32]

NO, + 6 Fdx,.q + S H" M*  NH," + 6 Fdx,, + 2 H,0

1.1.4.1.3 Glutaminsythetasa

Systematicky ndzev: L-glutamat:amonium ligasa (ADP-tvofici)

GS je klicovy enzym asimilace dusiku, ktery katalyzuje syntézu glutaminu z L-

glutamatu a amonnych iontd. [33] [34]

L-glutamat + ATP + NH,"—%°  L-glutamin + ADP + P,

V listech je GS lokalizovana jak v cytoplazmé, tak v chloroplastech/plastidech a to
ve vétSin€ vyssich rostlin (obr.12, str.19), kromé jehli¢nani. [33] [35] [36] [37]

V kotenech byly nalezeny pouze cytosolové formy, ale u hrachu a vojtésky byly

identifikovany i plastidové formy. [38]
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Obr.12 : Isoenzymy glutaminsynthetasy ve dvou formdach a to jako GS1 (cytosolovd) a
GS2 (plastidova). [12]

1.1.4.1.4 Glutamatsynthasa
Systematicky ndzev: L-glutamadt:NAD" oxidoreduktasa (transaminac¢ni)

GOGAT katalyzuje reakci, pfi které glutamin pfeméiuje na glutamat.

glutamin + 2-oxoglutardt + NADH GOGATI 2 glutamdt + NAD"
Tento enzym je vrostlinich pfitomny ve 2 odliSnych formdch, jedna uzivd
redukovany ferredoxin (Fd-GOGAT, EC 1.4.7.1) a druhd potiebuje jako donor elektronu
pyridinovy nukletid (NAD(P)H-GOGAT, EC 1.4.1.14) (obr.13, str.20). Ob¢ izoformy se
od sebe lisi v molekulové hmotnosti, sloZeni podjednotek, enzymové kinetice, redukéni

specifité a metabolické funkci. [35] [39] [40]
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Fd-GOGAT je ptitomny v chloroplastu fotosyntetickych pletiv, kde je schopny
vyuzit slunec¢ni energii pifimo jako zdsobu reduktantt. [35] Je ale také piitomny

v nefotosyntetickych kotfenech. Fd-GOGAT byl nalezeny ve vysSich rostlinach, fasach a

sinicich [39] Je to monomerni Fe-S protein s molekulovou hmotnosti okolo 150 kDa. [40]

NADH-GOGAT je enzym pifitomny v plastidech a lokalizovany pievdzné
v nefotosyntetickych bunkdch. [35] Tento Fe-S flavoprotein existuje jako monomer

s molekulovou hmotnosti ptiblizn¢ 225-230 kDa. [40]
Pritomnost NADPH-GOGAT ve vyssich rostlindch dosud nebyla zjisténa. [35] [39]

V bakteriich je tento Fe-S protein sloZeny ze 4 dimert s velkymi a malymi

podjednotkami s molekulovou hmotnosti 135-175 kDa a 51-55 kDa. [39]

Leaves Roots, Cotyledons

Amino acids

f

Glutamate !
. ;

Obr.13 : NADH-GOGAT a Fdx-GOGAT maji rizné fyziologické role v rostlinném
metabolismu. [12]

1.1.4.1.5 Glutamatdehydrogenasa

GDH je mitochondridlni enzym, ktery katalyzuje reverzibilni reakci, pti které se
redukuje aminaci 2-oxoglutarit na glutamat. [41] GDH je lokalizovana v mitochondriich a

prileZitostné v cytoplazmé. [35]
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glutamit + NAD(P)" + H,O —»2-oxoglutardt + NH," + NAD(P)H
Jeji funkce zUstava zatim nejasnd. [42]

Pted rokem 1974 byla GDH povaZovdna za hlavni enzym pfi asimilaci amoniaku
ve vysSich rostlindch, ale po tomto roce byla tato funkce ptfisouzena GS/GOGAT cyklu.

[43] Jeji role je pravdépodobné dilezita za nefyziologickych podminek.

1.1.4.2 Pritomnost fosforu

Fosfor patii mezi zdkladni prvky pro rostlinny rist a metabolismus. Molekuldrni
mechanismy regulujici pfijem a vyuziti fosfatu rostlinami jsou zatim zndmy jen velmi
malo. U mnoha druhti rostlin zpisobuje deficit fosfatu n¢kolikandsobné zvyseni rychlosti
transportu fosfidtu do buiky, ¢emuz predchdzi indukce prenaSece s vysokou afinitou
k fosfatu. Rostliny reaguji na nedostatek fosforu specifickymi mechanismy, které zvySuji
dostupnost fosfatu i rychlost jeho piijmu. Nekteré z téchto mechanismti mohou byt

dasledkem aktivace specifickych genti nebo diky metabolické regulaci. [44]

Metabolickou adaptaci na nedostatek fosfatu je syntéza organickych kyselin, které
mohou byt sekretovany kofeny a okyselovat okoli rostliny. Pii tomto procesu ma dileZitou

roli PEPC.

Zajimavy je ucinek fosforu na PEPC, protoze P; je konecnym produktem reakce
katalyzované PEPC. [45] Zvysena aktivita diky deficitu fosfitu byla nalezena v mnoha

rostlinnych druzich, napt. v Lupinus albus L. [46]

1.1.4.3 Pritomnost zeleza

Zelezo je nezbytné pro syntézu chlorofylu a tvoii sou¢dst hemovych skupin
cytochromi. Rostlinami je nejcastéji piijimdno ve formé komplext. Bakterie, houby a
nékteré skupiny rostlin pii deficitu Zeleza vylucuji do pudy latky, které tvoii komplexy
s Fe’*. Listy rostlin se silnym deficitem Zeleza vykazuji sniZeny obsah chlorofylu, ktery

koreluje se sniZzenym obsahem enzymu Rubisco. [44]

Zelezo miize byt chelatovdno molekulami vylu¢ovanymi z kofenti rostlin nebo
redukovédno Fe(Ill)cheldt reduktasou v kyselém prostiedi, to nastdvd u H™-ATPasy nebo
organickych kyselin. ZvySend syntéza organickych kyselin Casto koreluje se zvySenou

aktivitou PEPC. [47] [48]
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1.1.4.4 Stres rostlin

Stres rostlin je stav pod vlivem stresovych faktorl, kdy stresové faktory neboli

Vv s

zpusobem Zivota, nemohou se vyhnout nepfiznivému pisobeni negativnich vlivl a tedy i

fyziologie stresu je u rostlin komplikované&jsi nez u Zivocichi. Proto se u rostlin vyvinuly

specifické zptisoby odolnosti proti stresovym faktorim a proti stresu. [24] [44]

Stresové faktory jsou biotické nebo abiotické. Mezi abiotické stresové faktory patif
napfiklad extrémni teploty, nedostatek vody a kysliku, nadbytek iontl soli a sniZeni pH
v pude¢, toxické kovy a organické latky v pudé¢ a toxické plyny ve vzduchu. Mezi biotické
stresory patii herbivorni Zivocichové (spasani), patogenni mikroorganismy (viry, bakterie,

houby) a vzdjemné ovliviiovani (alelopatie, parazitizmus).

Vliv stresorit na aktivitu PEPC byl studovan v riznych rostlinnych druzich.
Exprese PEPC se zvySuje napiiklad suchem, chladem a pfitomnosti vy$si koncentrace
NaCl a LiCl. Naopak hypoxie nepodporuje jakoukoliv indukci exprese PEPC. [49]

NTN

V nasi laboratoti byl sledovin vliv virové infekce PVY ('Y virus bramboru,

kmen NTN ) a PVA ( A virus bramboru ) rostlin Nicotiana tabacum L. na aktivitu PEPC.

Virus PVYN™ zpiisobil vyrazn&jsi zvyseni nez mirn&jii PVA virus. [50] [51] [52]

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

Systematicky nézev je L-malat : NADP" oxidoreduktasa dekarboxyla¢ni

V piitomnosti koenzymu NADP* a kofaktora Mg>* nebo Mn®" katalyzuje
dekarboxylaci L-malatu za vzniku pyruvatu, CO, a NADPH [53]:

COO _
I COO

HO-CH NADP- ME_ |

H* + I + NADP* ———> C=0 4+ CO, + NADPH 4+ H*

CH, Mg?* |
| B CH,
COO
malat pyruvat

NADP-ME je velmi rozsifeny enzym, ktery byl nalezeny jak v prokaryotickych a
eukaryotickych organismech, tak v Zivo¢iSnych tkdnich a rostlinnych pletivech. [53]

Funkce jednotlivych isoforem se 1isi. Zatimco u Zivocichii zejména souvisi s produkci
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NADPH a biosyntézou mastnych kyselin v jatrech a tukové tkani, v listech C4 a CAM
rostlin ma NADP-ME kli¢ovou roli ve fotosyntéze, viz. kapitola 1.1.2.1 obrazek 2 a 3.
Mezi funkce nefotosyntetické isoformy NADP-ME patii udrZovani intracelularniho pH,
poskytovani NADPH a pyruvitu pro biosyntetické procesy. V posledni dobé je
nefotosynteticky NADP-ME rovnéZ studovan v souvislosti s obrannymi odpovéd’mi

rostlin.

V rostlindch je NADP-ME kédovan malymi genovymi rodinami. V modelovych Cs;
rostlinich se znAmym genomem (Arabidopsis thaliana a Oryza sativa L.) byly nalezeny
geny pro 3 cytosolové a jednu plastidovou isoformu. [54] [55] V rostlindch tabdku pak
byly charakterizoviny dvé rekombinantni isoformy NADP-ME, cytosolovd a
chloroplastova a dalsi, pravdépodobné plastidova isoforma. Exprese gend je vyvojové a
organové specifickd, podobné jako se 1isi jejich regulace a transkripce v odpovédi na

stresové podnéty. [54] [55] [56] [57]

Regulace nefotosyntetickych isoforem je zplisobena pievdazné makroergickymi
slouc¢eninami, acetyl-CoA, intermedidty citritového cyklu, atd. U fotosyntetickych
isoforem NADP-ME dochdzi kregulaci inhibici nadbytkem substritu L-maldtu,
pritomnosti aktivatorti a inhibitor (sukcindt, a-oxoglutarat, oxaloacetit a fruktosa-1,6-

bisfosfat) a ddla mize byt NADP-ME regulovéan pH.

Nejvice aktivni forma NADP-ME je tetramer (obr.14, str.24), kde je
velikost monomeru 62-68 kDa a velikost tetrameru 220-280 kDa. [53]
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Obr.14 : Struktura tetrameru lidského NADP-ME. Monomery jsou barevné rozliSeny —
modrozelend, zelend, zZlutd a purpurova. [58]

Fotosyntetické  isoformy NADP-ME jsou zapojeny do metabolismu
v chloroplastech (C4 rostliny) nebo cytosolu (CAM rostliny), zatimco plastidové
nefotosyntetické isoformy hraji roli v rostlinnych obrannych odpovédich a biosyntéze

lipida. [59] [19]

U nefotosyntetickych isoforem je regulace NADP-ME zatim prostudovdna méné¢.

[19]

1.3 PYRUVAT, FOSFATDIKINASA (PPDK, EC 2.7.9.1)

Systematicky nazev je ATP : pyruvat, fosfat fosfotransferasa.

PPDK katalyzuje reverzibilni pfeménu pyruvatu, ATP a Pi na fosfoenolpyruvit

(PEP), AMP a PPi [60]:

?OO’ COO"
. I .
C=0  +ATP + HPO < PPDK ﬁ—opoz + AMP + H,P,0 7 + 2H"
2+
CH, Mg CHo
pyruvat fosfoenolpyruvat

PPDK je enzym, ktery byl nalezen v mnoha organismech, v bakteriich, prvocich i

rostlinach, avsak nevyskytuje se u zivocichi. V listech C4 a CAM rostlin, kde se PPDK
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vyskytuje ve vetsim mnoZstvi, je tento enzym zodpovédny za regeneraci PEP - primarniho
akceptoru CO,. [61] PPDK je také pfitomna v Cs rostlindch, kde ale jeji funkce nebyla
uplné objasnéna, pravdépodobné z divodu nizkého zastoupeni ve vétSin¢ organit Cj
rostlin. [62] [63] Patrn€ nejvyssi obsah PPDK v Cj; rostlindch maji semena a stfedni Zilky.
V semenech se PPDK tcastni biosyntézy Skrobu a ovliviluje vzdjemné piemény
aminokyselin, v Zilkdch se pfedpoklddd, Ze poskytuje PEP pro Sikimatovou cestu
biosyntézy ligninu. [64] Jak v Cs, tak v C4 rostlinach se PPDK vyskytuje jak v cytoplasmé,
tak v chloroplastech. [65] Prekvapivé jsou obé tyto isoformy kodoviny pouze jednim

genem. [64] [66]

Vzhledem k tomu, Ze PPDK ovliviiuje rychlost celého C4 cyklu, je aktivita tohoto
enzymu posttranslaéné regulovdna reversibilni tmou indukovanou fosforylaci
threonylového zbytku v aktivnim misté PPDK pomoci tzv. regula¢niho proteinu PPDK
(RP). Tento regulacni protein katalyzuje jak inaktivaci PPDK fosforylaci, tak aktivaci
defosforylaci. [62] [63] RP je také ptitomny v C3 rostlindch, kde ma podobnym zpiisobem

v zavislosti na svétle reguluje chloroplastovou isoformu PPDK. [67]

Aktivni PPDK je tetramer, slozeny ze 4 identickych podjednotek o velikosti 94-97
k Da, obr.15. [61] [62] [67]

Obr.15 : Struktura tetrameru PPDK z kukufice ziskand rentgeno-strukturni analyzou. [68]
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2. CiL PRACE

1. Zjistit vliv sloZzek kultivaéniho média na aktivitu a stupenn fosforylace PEPC v

rostlinach tabaku a to v zavislosti na:

a) zdroji uhliku
b) na pritomnosti dusikatych latek (KNO3z, NH4NOs3)

c) na pritomnosti fosfatu (KH,POy)

2. V uvedeném experimentdlnim modelu zjistit aktivitu metabolicky souvisejicich
enzymi — NADP-maldtdehydrogenasy dekarboxylacni (NADP-ME) a pyruvit,
fosfatdikinasy (PPDK).

3. Ve sledovanych rostlindch zjistit aktivitu enzymt, které se podileji na asimilaci
dusiku — nitratreduktasa (NR), nitritreduktasa (NiR), glutaminsynthetasa (GS),
glutamatsynthasa (GOGAT), glutamétdehydrogenasa (GDH)
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3. MATERIAL
3.1 ROSTLINNY MATERIAL

Rostliny Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana, SR1 péstované ,in vitro*“ v
Murashige-Skoogové agaru v kultivacnich boxech — laskavé poskytnuté RNDr. Helenou

Synkovou, CSc. Ustav experimentélni botaniky AV CR (UEB AV CR)

3.2 CHEMIKALIE

Akrylamid, Sigma, USA

Alkalickd fosfatasa z hovézi intestindlni mukosy (P6774), Sigma, USA
ATP, Sigma, USA

BSA, sérovy albumin

Bradfordovo ¢inidlo, Sigma, USA

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

Fosfoenolpyruvét sodny, Sigma, 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

Pyruvit sodny, Sigma, USA

PVP, Sigma, USA

SDS, Serva, Némecko

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

Ostatni chemikalie, Lachema, CR

3.3 LABORATORNI PRISTROJE

Analytické vdhy 100 A, Denver Instrument Company, USA
Centrifuga, Hettich Universal 32 R, Némecko

Elektroforetickd souprava, Biometra, Némecko

Misi¢ gradientu, Amersham Pharmacia Biotech, Velk4 Britanie
pH metr, Denver instrument Company, USA

Spektrofotometr Helios a, Thermo Spectronic, USA

Spektrofotometr Ultrospec 2 100, Amersham Pharmacia Biotech, Velk4 Britanie

4. METODY

4.1 PRIPRAVA VZORKU Z ROSTLINNEHO MATERIALU

4.1.1 Péstovani rostlin tabaku

Semena rostliny Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 byly vysazeny do
sterilnich Petriho misek obsahujicich agar s Murashige-Skoogovym médiem s2 %
sacharosou. Po tfech tydnech byly sazenice tabdku pfemistény do kultiva¢nich nddob
(Magenta GA-7, Diesenhofen, Némecko) opatfenych filtrem o priméru 10 mm a velikosti
p6ra 0,22 um (obr.16, str.29), takze mély k dispozici limitované mnozstvi oxidu uhlicitého.
V dal8i skupiné byly rostliny péstoviany v kultivaénich nddobich s piistupem COs.
Kultivaénim médiem byl Murashige-Skoogliv agar s pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
dodatecného zdroje uhliku (2 % sacharosy) a modifikovanym mnozstvim zdroje dusiku a
fosfatu. Zatimco kontrolni rostliny obsahovaly v Murashige-Skoogovu agaru koncentraci
18,7 mM KNOs3; 20,6 mM NH4NOs3; 1,25 mM KH,POy, rostliny stresované nedostatkem
dusikatych latek obsahovaly 0,94 mM KNOs; 1,03 mM NH4NOs3; 1,25 mM KH,PO4 a pro
kompenzaci K" iontdi 2,99 mM KCI. Rostliny stresované nedostatkem fosfatu 18,7 mM
KNOs3; 20,6 mM NH;NO3; 0,125 mM KH,PO, a pro kompenzaci K* iontl 2,99 mM KCIL.
Rostliny byly péstovany podle postupu Semorddova et al. [69], a to v kultivacnich boxech

pfi fotoperiodickém reZimu a teploté 16 hodin svétlo 25°C (osvétleni 100-120 pmol.m?.s™),
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8 hodin tma 20°C. Relativni vlhkost uvniti uzavienych kultiva¢nich nadob byla vice jak

90%; koncentrace CO; v kultivacni mistnosti 350 pmol (CO,) . mol™ (vzduchu).

Obr.16 : Kultiva¢ni nddoba s rostlinou Nicotiana tabacum L., cv.Petit Havana péstovanou
v Murashige-Skoogovu agaru.

4.1.2 Odbér vzorku

Ze sterilnich kultiva¢nich nddob byly odebrany vzorky z riznych ¢asti rostlin.
V ptipad¢ Ze se rostliny vyvijely dobfe, byly listy odebrany zvlast podle velikosti a
umisténi na stonku jako vrcholové, horni, stfedni a dolni listy (obr.17), avSak v ptipadé, ze
rostliny byly zakrslé s nizkym stonkem, s listy podobné velkymi, nebyly rozliSovdny na
dal$i podskupiny. Soucasné byly u rostlin odebrany kofeny. Po odebrani a zvdZeni byly

vzorky ihned zmraZeny v tekutém dusiku a poté uchovany v mrazicim boxu pfi - 80 °C.

| Vrcholovy list

Strednf list

Nicotiana tabacum L.
Dolnf list Horn{ list

Obr.17 :Vzorovy obrazek jednotlivych pater rostliny tabédku.
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4.1.3 Priprava rostlinného extraktu

Vzorek jsem homogenizovala ve tfeci misce s trojndsobkem extrakéniho pufru,
ktery obsahoval 100 mM Tris HCI (pH = 7,8 ), 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 5 mM MgCl,,
20 % (w/v) glycerolu. K1 ml homogenizovaného vzorku jsem pfidala 0,02 g PVP a
nechala centrifugovat 15 minut pti 16 600 x g a 4°C. [52] Ke stanoveni aktivity enzymu

jsem pouZzivala supernatant.

4.2 STANOVENI AKTIVITY ENZYMU

4.2.1 Stanoveni aktivity PEPC

Aktivitu PEPC jsem meéfila spektrofotometricky pii 340 nm po dobu 5 minut v 1 ml
reakéni smési, kterd obsahovala 100 M Tris-HCI pH 8,1; 5 mM NaHCOs3; 2 mM MgCly;
0,2 mM NADH; 2 mM PEP. Reakci jsem startovala 20 ul vzorku. [52]

Dalsi stanoveni enzymové aktivity PEPC jsem méfila pii subsaturacni koncentraci
PEP (0,2 mmol/l) a pH 8,1 a také piipadné€ pfi niz§im, fyziologickém pH 7.3. Také jsem
sledovala vliv 5 mmol/l aktivitoru glukosa-6-fosfatu a 10 mmol/l inhibitoru L-malétu na

aktivitu PEPC.

Dile jsem sledovala vliv alkalické fosfatasy na aktivitu PEPC pii pH 7,1.
K extraktu jsem pfidala inhibitory proteas a 150 U alkalické fosfatasy na 1 ml rostlinného
extraktu a poté nechala 1 hodinu inkubovat pti 21°C. Ke kontrolnimu vzorku jsem misto
alkalické fosfatasy ptidala stejny objem destilované vody. Poté jsem stanovovala aktivitu

PEPC vyse zminénou metodou, pouze pouzity pufr byl 100 M Tris-HCI pH 8,1.

4.2.2 Stanoveni aktivity NADP-ME

Aktivitu NADP-ME jsem méfila spektrofotometricky pti 340 nm po dobu 5 minut
v 1 ml reak¢ni smési. Reakéni smes obsahovala 100 mM Tris-HCI pH 7,4; 10 mM malat;

2 mM MgCl,; 0,2 mM NADP. Reakci jsem startovala 50 ul rostlinného extraktu. [52]

4.2.3 Stanoveni aktivity PPDK

Aktivitu PPDK jsem meéfila spektrofotometricky pii 340 nm po dobu 5 minut v 1
ml reakcéni smési. Reakéni smés obsahovala 100 M Tris-HCI pH §,1; 10 mM MgCly;
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5 mM NaHCOs3; 2 mM pyruvat; 1 mM ATP; 2 mM K;HPO4; 0,2 mM NADH. Reakci jsem

startovala 50 pl rostlinného extraktu. [52]

4.2.4 Stanoveni aktivity NR

Aktivitu NR jsem meéfila modifikovanou metodou podle Debouba et al. [70] a
Manchenko [71] v 1 ml reakéni smési obsahujici 100 mM K,HPO4/KH,PO4 pH 7,4; 10
mM EDTA; 0,15 mM NADH; 0,1 M KNO3 a 100 pl rostlinného extraktu. Reakci jsem
nechala probihat 30 minut a soucasné jsem pfipravila referentni vzorek obsahujici pouze
100 mM K,HPO4/KH,PO4 pH 7,4; 10 mM EDTA a 100 pl rostlinného extraktu. Po 30-ti
minutich byla reakce zastavena 100 pl 5,8 mM sulfanilamidu a 100 pl 0,8 mM NNEDD.
Reakei vznikajicich dusitanovych iontl se sulfanilamidem se tvofi diazoniovy ion, ktery po
reakci se slou¢eninou NNEDD poskytuje rizovo-fialové azobarvivo, jehoZ intenzitu jsem

méfila pfi 540 nm proti slepému pokusu.

Pro vypocet aktivity nitratreduktasy jsem pouZila kalibra¢ni piimku, obr.18.
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Obr.18 : Kalibracni pfimka zdvislosti absorbance azobarviva, které vznikd reakci
dusi¢nanu, sulfanilamidu a NNEDD, pti 540 nm na latkovém mnoZstvi KNO,.

4.2.5 Stanoveni aktivity GS

Aktivitu GS jsem meéfila spektrofotometricky modifikovanou metodou podle
Manchenko [71] pfi 340 nm proti slepému pokusu v 1 ml reakéni smési po dobu 5 minut.
Reakéni smés v 1 ml obsahovala 100 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM KCI; 5 mM MgCl,; 10
mM L-glutamét; 2,5 mM ATP; 10 mM NH4CI; 0,3 mM NADH; 1 mM PEP a 6,6 U PK a
13,5 U LDH. Reakci katalyzovanou GS vznikd ADP, ktery potom spfaZenou reakci s PK
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poskytuje pyruvit, jenZ je substritem pro LDH, NADH-dependentni enzym. Vznikajic{
NAD" stanovované spektrofotometricky pii 340 nm odpovida aktivit¢ GS. Soucasné jsem
zpracovavala slepy vzorek, o jehoZz piipadnou aktivitu byl vysledek redukovan. Slepy
vzorek obsahoval 100 mM Tris-HCI pH 7,6; 0,3 mM NADH. Reakci jsem startovala 100

ul rostlinného extraktu.

4.2.6 Stanoveni aktivity NADH-GOGAT

Aktivitu GOGAT jsem méfila spektrofotometricky sledovanim vznikajictho NAD"
pomoci zmény absorbance pfi 340 nm po dobu 5 minut v 1 ml reakéni smési. Reakéni
smés obsahovala 100 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM a-ketoglutarit; 5 mM L-glutamin; 0,3
mM NADH. Referentni vzorek, o jehoZ pifipadnou aktivitu byl vysledek redukovin,
obsahoval100 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM a-ketoglutarat; 0,3 mM NADH. Reakci jsem

startovala 100 pl rostlinného extraktu.

4.2.7 Stanoveni aktivity NAD*/ NADP* GDH

Aktivitu NAD*/NADP" GDH jsem méfila spektrofotometricky sledovdnim narGstu
absorbance pii 500 nm proti slepému pokusu v 1 ml reakéni smési. Reakéni smés
obsahovala 100 mM Tris-HCI pH 7,1; 10 mM L-glutamét; 0,2 mM NAD*/NADP". K této
smési jsem pridala 200 pl barvy (smés 5 mg/ml jodonitrotetrazoliové violeti s 5 pg/ml N-
methylfenazonium methylsulfitem) a reakci startovala pfiddnim 100 pl rostlinného
extraktu. Vznikajici NAD(P)H poskytuje se smési jodonitrotetrazoliové violeti s N-
methylfenazonium  methylsulfitem Cervené zbarveni s absorpénim maximem
odpovidajicim 500 nm. Reakci jsem zastavila pfidanim 0,1 M HCI po 20-ti minutdch.
Referentni vzorek obsahoval 100 mM Tris-HCI pH 7,1; 0,2 mM NAD*/NADP" a 100 ul

rostlinného extraktu.

Pro vypocet aktivity NAD*a NADP* GDH jsem pouZila kalibra¢ni p¥fmky, obr.19
a 20 (str.33).
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Obr.19 : Kalibra¢ni piimka zdvislosti absorbance formazanu vzniklého z NADH, PMS a
oxidované formy tetrazoliové soli pfi 500 nm na latkovém mnoZstvi NADH.
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Obr.20 : Kalibra¢ni pfimka zavislosti absorbance formazanu vzniklého z NADPH, PMS a
oxidované formy tetrazoliové soli pfi 500 nm na latkovém mnoZstvi NADPH.

4.3 ELEKTROFORETICKE METODY

4.3.1 Priprava vzorku pro elektroforetické separace

Pro SDS elektroforézu se pouZily rostlinné extrakty pfipravené podle 4.1.3.
K témto extraktim jsem pfidala vzorkovy pufr v poméru 1:1. Vzorkovy pufr obsahoval
0,13 M Tris-HCI pufr pH 6,8; 100 mM DTT; 70 mM SDS; 20 % glycerol; 0,005 %
bromfenolovou modf. Takto pfipravenou smés jsem vafila 5 minut na vodni lazni pfi
100°C. Pro nativni elektroforézu jsem opé€t pouzila extrakty pripravené podle 4.1.3 v 20 %

(w/v) sacharose.
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4.3.2 Elektroforéza v prostredi SDS

SDS elektroforézu jsem provedla podle Laemmliho. [72] Pro gelovou elektroforézu
v SDS prosttedi jsem pouzila gradientovy polyakrylamidovy gel, 10 %- 15 % gel separacni
a 5 % zaostfovaci gel. Gradient byl vytvofen pomoci misiCe gradientu Amersham

Pharmacia Biotech, Velka Britanie.

10 % separacni gel obsahoval 1,7 ml 30% akrylamidu; 1,3 ml 1,5M Tris-HCl pufru
pH 8.8; 0,05 ml 10% SDS; 0,05 ml 10% peroxodisiranu amonného; 0, 002 ml TEMED a

1,9 ml destilované vody.

15 % separacni gel obsahoval 2,5 ml 30% akrylamidu; 1,3 ml 1,5M Tris-HCl pufru
pH 8.8; 0,05 ml 10% SDS; 0,05 ml 10% peroxodisiranu amonného; 0, 002 ml TEMED a

1,1 ml destilované vody.

Zaostiovaci gel byl ptipraven z 0,33 ml 30% akrylamidu; 0,25 ml 1M Tris-HCI
pufru pH 6,8; 0,02 ml 10% SDS; 0,02 ml 10% peroxodisiranu amonného; 0,004 ml
TEMED a 1,4 ml destilované vody.

Elektrodovy pufr obsahoval 18,8 g glycinu, 3 g Tris a 1 g SDS v 1000 ml

destilované vody. Pocatecni napéti bylo 70 V a po dosaZeni rozhrani mezi gely 140 V.

4.3.3 Detekce proteinu po SDS elektroforéze

Gel po SDS elektroforéze jsem vloZzila do barvici 14znég, kterd obsahovala 2 g
Coomassie Briliant Blue R 250, 0,5 g Coomassie Briliant Blue G 250, 425 ml ethanolu, 50

ml methanolu, 100 ml kys.octové a 425 ml destilované vody.

Poté jsem gel vloZzila do odbarvovaci 1azn¢, kterd obsahovala kys.octovou, ethanol a

destilovanou vodu v poméru 2:5:13.

4.3.4 Nativni elektroforéza

Nativni elektroforézu jsem provedla podle Lee a Lee. [73] Pro nativni elektroforézu
jsem pouzila gradientovy polyakrylamidovy gel, 6 % a 12 % gel jako separacni a 3 %

zaostfovaci gel.

6 % separacni gel obsahoval 1 ml 30% akrylamidu; 1,3 ml 1,5 M Tris-HCI pufru
pH 8,8; 0,05 ml 10% glycerolu; 0,05 ml 10% peroxodisiranu amonného; 0,004 ml TEMED

a 2,6 ml destilované vody.
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12 % separacni gel byl piipraven z 2 ml 30% akrylamidu; 1,3 ml 1,5 M Tris-HCl
pufru pH 8.8; 0,05 ml 10% glycerolu; 0,05 ml 10% peroxodisiranu amonného; 0,002 ml
TEMED a 1,6 ml destilované vody.

Zaosttovaci gel obsahoval 0,2 ml 30% akrylamidu; 0,25 ml 1M Tris-HCI pufru pH
6,8; 0,02 ml 10% glycerolu; 0,02 ml 10% peroxodisiranu amonného; 0,004 ml TEMED a

1,5 ml destilované vody.

Elektrodovy pufr obsahoval 18,8 g glycinu a 3 g Tris a 10 ml 10 % glycerolu v
1000 ml destilované vody. Pocatecni napéti bylo 70 V a po dosazeni rozhrani mezi gely

140 V.

4.3.5 Detekce aktivity NADP-ME v polyakrylamidovém gelu

Gel po nativni elektroforéze jsem vloZila do reakéni smési, kterd obsahovala 100
mM Tris-HCI pH 7,4, 10 mM L-malat, 10 mM MgCl,, 2 mM NADP a barvu (0,1 mg/ml

nitroblue tetrazolium a 5 pg/ml phenazin methosulfate. [74]

4.3.6 Detekce aktivity NR v polyakrylamidovém gelu

Gel po nativni elektroforéze jsem vloZila do 10 ml reakéni smési, kterd obsahovala
100 mM K,HPO4/KH,PO4, 10 mM EDTA, 7,5 mM NADH a 40 mM KNOs. Gel jsem
nechala v reakéni smési pies noc a poté ptidala 1000 ul 5,8 mM sulfanilamidu a 1000 pl

0,8 mM NNEDD. [70] [71]

4.3.7 Detekce aktivity NAD(P)-GDH v polyakrylamidovém gelu

Gel po nativni elektroforéze jsem vloZila do reakéni smési, kterd obsahovala 100
mM Tris-HCI pH 7,1, 10 mM L-glutamat, 0,2 mM NAD'/NADP" a barvu (0,1 mg/ml

nitroblue tetrazolium a 5 pg/ml phenazin methosulfate). [71]
4.4 STANOVENi OBSAHU BILKOVIN

Obsah bilkovin jsem stanovila pomoci metody podle Bradfordové. [75] Tato
metoda je zaloZena na zméné absorpéniho maxima ze 465 nm na 595 nm barvy Coomassie

Briliante Blue G 250 po vytvofeni komplexu s proteinem.

K 10 pl rostlinného extraktu jsem piidala 23,3 pl destilované vody a 1 ml

Bradfordova ¢inidla. Tuto smés jsem promichala a nechala 20 minut reagovat, poté jsem
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zm¢fila absorbanci proti slepému vzorku (destilované vodé€) pii 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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5.VYSLEDKY

Experimentdlni rostliny tabdku byly vypéstovany ,in vitro v kultiva¢nich
niddobach s pouzitim Murashige-Skoogova agaru s pfitomnosti ¢i nepfitomnosti
dodatecného zdroje uhliku, v nékterych pokusech byla snizena koncentrace dusikatych

slouc¢enin (KNOj3; a NH4NO3) nebo fosfatu (KH,;POy).

Z listli a kotfentl rostlin tabdku jsem pfipravila extrakty podle postupu uvedeném
4.1.3 a dale zm¢tila aktivitu enzymi (kapitola 4.2), kterd je vztaZena na Cerstvou hmotnost

rostlinného materialu.

5.1 OPTIMALIZACE STANOVENIi ENZYMOVYCH AKTIVIT

Metody stanoveni aktivity PEPC, PPDK a NADP-ME v tabdku jiZ byly v nas$i
laboratofi zavedeny [52], avSak stanoveni aktivity enzymi spojenych s metabolismem
dusiku (stanoveni aktivity nitrdreduktasy, glutaminsynthetasy a glutamatsynthasy) bylo
tteba pted vlastnim provedenim pokusu pro rostliny tabdku optimalizovat. Pfedev§im bylo
potieba zjistit, jaké mnoZstvi substratu, rostlinného extraktu, ptipadné kofaktoru bude pro
provedeni enzymové reakce potieba a jak dlouho bude muset tato reakce probihat, protoze
v nekterych rostlindch nebo jejich ¢astech nemusi byt aktivita daného enzymu vysoka. Pro
vSechna stanoveni byly pouzity listy tabdku rostlin péstovanych v Murashige-Skoogovu

médiu v kultiva¢nich nddobdch s ptistupem CO,.

5.1.1 Nitratreduktasa

Pro optimalizaci stanoveni aktivity nitratreduktasy jsem zjiStovala zavislost
mnoZstvi produktu vzniklého reakci katalyzovanou NR a vyjadfené jako absorbance na
case, na mnozstvi enzymu a na piitomnosti EDTA a hofe¢natych iontd. Obrazek 21 a),
str.38 zndzorfuje zdvislost mnozZstvi produktu vyjddfené absorbanci pfi 340 nm na Case a
na pfitomnosti EDTA a hotfecnatych iontl. Je patrné, Ze absorbance s nartistajicim casem
roste, a to hlavné v pfitomnosti EDTA. Pro dal$i méfeni byl tedy pouZzit EDTA a cas
inkubace enzymu se substritem 60 minut, kdy byla absorbance NR Sestindsobnd,
v porovndni s méfenim po 10 minutdch. Na obrdzku 21 b), str.38 je zdvislost mnozstvi
produktu vytvofeného reakci katalyzované NR vyjadiené jako absorbance pti 540 nm na

mnozstvi enzymu. Se vzrlstajicim mnoZstvim enzymu roste i absorbance NR, neni vSak
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velky rozdil mezi 150 a 200 pl enzymu a jiz se 100 ul rostlinného extraktu je absorbance

NR dostate¢nd, proto byl pro dalsi pokusy pouzit tento objem.
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Obr.21 : Zavislost mnoZstvi produktu vytvotfeného reakci katalyzovanou nitratreduktasou
vyjadfené jako absorbance azobarviva pii 540 nm na Case v piitomnosti EDTA nebo
hote¢natych iontl (a) a na mnozZstvi enzymu (b).

Dile jsem detekovala aktivitu NR v polyakrylamidovém gelu, podle kapitoly 4.3.6.
Na obrazku 22 je porovnani detekce aktivity NR, kde byl v reakéni smési 100 mM KNOj a
10 mM KNOs. Aktivita NR byla detekovand ve formé jednoho prouzku. Z obrdzku je
patrnd vétsi intenzita prouzku u detekce v reakéni smési s 100 mM KNOj. Proto jsem pro

dalsi postup pouZzivala reakéni smés, kterd obsahovala 100mM KNOs.

puda L+S L-S puda L+S L-S

a) b)

Obr.22 : Specificka detekce NR v 10-15% polyakrylamidovém gelu po nativni gradientové
elektroforetické separaci rostlinného extraktu z listii tabdku péstovaného v pidé (pida),
extraktu z listl tabdku péstovanych v kultivaénim médiu se sacharosou (L+S) a bez
sacharosy (L-S).

a) Reak¢ni smeés s 100 mM KNO;

b) Reak¢ni smés s 10 mM KNOj;

38



5.1.2 Glutaminsynthetasa

Pro optimalizaci stanoveni aktivity glutaminsynthetasy jsem sledovala zavislost
absorbance pti 340 nm, tedy vytvofeného NADH za katalyzy GS a sprazenych reakci
katalyzovanych Pk a LDH, na mnoZstvi pouZitého enzymového extraktu a na koncentraci
substrati  glutamatu, ATP a NH4Cl (obr.23 a,b,c,d). Pro dal$si méfeni pouzivala
koncentrace substrati 10 mM L-glutamat, 2,5 mM ATP a 10 mM NH4Cl.
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Obr.23 : Zavislost mnozstvi produktu vytvoteného reakci katalyzovanou GS vyjadrené
jako absorbance pfi 340 nm na mnozstvi enzymu (a) a zdvislost rychlosti reakce
katalyzované glutaminsynthetasou na koncentraci L-glutamétu (b), ATP (c) a NH4CI (d).

5.1.3 Glutamatsynthasa

Pro optimalizaci stanoveni aktivity GOGAT jsem sledovala z4vislost absorbance na
mnozstvi enzymu a na koncentraci substratti glutaminu a o-ketoglutaratu. Na obrazku 24

a), str.40 je zdvislost absorbance GOGAT pii 340 nm na mnoZstvi enzymu, kde se
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zvySujicim se mnoZstvim enzymu roste i absorbance. Na obrdzcich 24 b),c) je zavislost
absorbance GOGAT pii 340 nm na koncentraci substratd L-glutaminu a a-ketoglutaratu.
Z téchto grafti je patrné zvyseni absorbance GOGAT se zvySujici se koncentraci substratd.
Pouze v pfipad¢ substratu a-ketoglutaritu dosSlo pfi 10 mM koncentraci ke sniZeni
absorbance GOGAT, pravdépodobné z dliivodu inhibice nadbytkem substratu. Proto jsem
pro dals$i méfeni ptiddvala 100 pl rostlinného extraktu a vysledné koncentrace substratl

byly 5 mM L-glutamin a 5 mM a-ketoglutarat.
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Obr.24 : Zavislost mnoZstvi produktu vytvofeného reakci katalyzovanou GOGAT na
mnoZstvi enzymu (a) vyjddiené jako absorbance pfi 340 nm a zdvislost rychlosti reakce
katalyzované glutamétsynthasou na koncentraci L-glutaminu (b) a a-ketoglutarétu (c).

5.2 POROVNANI AKTIVITY SLEDOVANYCH ENZYMU
V ROSTLINACH TABAKU PESTOVANYCH V KULTIVACNIM
MEDIU SE SACHAROSOU A BEZ SACHAROSY

Pro tento pokus bylo pouzito 81 experimentédlnich rostlin tabdku (Nicotiana
tabacum L. cv Petit Havana, SR1) pé&stovanych v kultiva¢nich nddobdch v Murashige-

Skoogovu agaru, pfiemz polovina kultivaénich nddob v médiu navic obsahovala 2%
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sacharosu. Z rostlin péstovanych v pfitomnosti sacharosy (déle jen +S rostlin) a z rostlin
kontrolnich péstovanych bez sacharosy (déle jen —S rostlin) byly odebrany smésné vzorky.
Jednalo se o listy odebirané zvlast’ ve 4 skupinach podle jejich pozice na stonku a o vzorky
kofenti. Podminky péstovani rostlin, uchovavani vzorkii a postup pfipravy rostlinnych
extraktli jsou uvedeny v kapitole 4.1. V rostlinnych extraktech jednotlivych vzorkl byla
sledovana aktivita PEPC, NADP-ME, PPDK a NR. V piipadé PEPC byla rovnéz
studovana regulace tohoto enzymu v rostlinidch péstovanych s dodatecnym zdrojem C (v

+S rostlinach).

5.2.1 Aktivita PEPC v rostlinach tabaku péstovanych v pritomnosti
sacharosy

5.2.1.1 Aktivita PEPC v ruznych ¢astech rostlin

Vzhledem k tomu, Ze aktivita enzymu vétSinou neni ve vSech Castech rostliny
stejnd, byl vliv sacharosy v kultivaénim médiu na aktivitu PEPC sledovan v jednotlivych
Castech rostlin tabaku, obr.25. Vysledky jsou vztaZeny na cerstvou hmotnost rostlinného
materidlu a jsou uvedeny v pmol.min'l.g'l. Aktivita PEPC byla vyssi v +S rostlinich
(zelené sloupce) nez v rostlindch kontrolnich péstovanych bez sacharosy (Sedé sloupce).
Vys$i aktivita byla zjiSténa v prvnich dospélych a stfednich listech a niZsi v kofenech obou

skupin rostlin.
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Obr.25 : Aktivita PEPC v riznych ¢astech rostliny. Aktivita byla méfena pii saturacni 2
mM koncentraci PEP a optimdlnim pH 8,1 ve vrchnich listech (LLVr), prvnich dospélych
listech (LV), stfednich listech (LS), dolnich listech (LD) a koifenech (K) rostlin
pestovanych se sacharosou (+S) a bez sacharosy (-S).
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5.2.1.2 Regulace PEPC v riznych ¢astech rostlin

Aktivita PEPC je v tabdku regulovand fosforylaci serinového zbytku blizko N
konce, ¢imZ jsou ovlivnény kinetické parametry PEPC. V tomto pokusu byl sledovan vliv
fosforylace na +S a —S rostliny prostfednictvim puasobeni alkalické fosfatasy, sledovani
vliva aktivatoru glukosa-6-fosfatu a inhibitoru L-maldtu. Méfeni bylo provedeno pii
optimalnim pH 8,1 a fyziologickém pH 7,1 a pfi satura¢ni (2mM) a subsaturac¢ni (0,2 mM)

koncentraci PEP.

Na obrazcich 26 a 27 (str.43) je porovnani vlivu aktivatoru glukosa-6-fosfatu a
inhibitoru L-malétu na aktivitu PEPC v +S a —S rostlinach. V tomto pfipad¢ byla aktivita
mefena  pii saturaéni koncentraci PEP a optimdlnim pH. Porovnani je vyjadifeno
v procentech, kdy 100% je vzdy aktivita PEPC v daném vzorku bez pfitomnosti aktivitoru

nebo inhibitoru.

Z obrazku 26 je patrné mirné zvySeni aktivity PEPC vlivem aktivatoru glukosa-6-
fosfatu, a to naptiklad u vrchnich listi +S rostlin se jednd o narist aktivity PEPC na 119%
a u —S rostlin na 113%. Rozdil mezi rostlinami péstovanymi se sacharosou a bez sacharosy

nebyl patrny.

Na obrazku 27, str.43 je viditelny mirny pokles aktivity PEPC pilsobeny
inhibitorem L-maldtem, a to u vrchnich listt +S rostlin na 90% a —S u rostlin na 86%.
Vyrazny rozdil mezi rostlinami péstovanymi se sacharosou a bez sacharosy pfi téchto

podminkach opét nebyl zaznamendn.
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Obr.26 : Vliv aktivatoru glukosa-6-P na aktivitu PEPC méfenou pfi saturatni 2 mM

koncentraci PEP a optimédlnim pH 8,1 ve vrchnich listech (LVr), prvnich dospélych listech

(LV), sttednich listech (LS), dolnich listech (LD) a kofenech (K) rostlin péstovanych se

sacharosou (+S) a bez sacharosy (-S). 100% odpovida aktivit¢ PEPC v daném vzorku bez

pritomnosti glukosa-6-P.
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Obr.27 : Vliv inhibitoru L-maldtu na aktivitu PEPC méfenou pfi saturacni 2 mM
koncentraci PEP a optimalnim pH 8,1 ve vrchnich listech (LVr), prvnich dospélych listech
(LV), sttednich listech (LS), dolnich listech (LD) a kofenech (K) rostlin péstovanych se
sacharosou (+S) a bez sacharosy (-S). 100% odpovida aktivit¢ PEPC v daném vzorku bez
pritomnosti L-malatu.

Vzhledem k tomu, Ze pii optimalnich podminkach nebyl u obou skupin rostlin vliv
reguldtorti na aktivitu PEPC vyrazny, byl rovnéz sledovan jejich vliv pfi fyziologickych
podminkdch. Na obrdzcich 28 a 29, str. 44 je porovndni vlivu glukosa-6-P a L-malatu na
aktivitu PEPC pfi subsatura¢ni koncentraci fosfoenolpyruviatu v +S a —-S rostlinich.
Srovnani je vyjadfeno v procentech, 100% odpovida aktivit¢ PEPC v daném vzorku

meéfené pii subsaturacni koncentraci PEP bez ptitomnosti aktivitoru nebo inhibitoru.

Na obrazku ¢.28 (str.44) je patrné vyznamné zvySeni aktivity PEPC vlivem
aktivatoru glukosa-6-fosfatu pti subsaturacni koncentraci PEP (0,2 mM). Toto zvySeni je
vyznamnéj$i neZ u saturacni koncentrace PEP (obr.26, str.42) U vrchnich listd +S rostlin
se jednd o aktivaci na 135% a u —S rostlin na 129%. Mezi rostlinami péstovanymi se

sacharosou a bez sacharosy nebyly v aktivaci glukosa-6-P zjistény rozdily.

Na obrazku 29 (str.44) je pii subsaturacni koncentraci PEP (0,2 mM) viditelné
vyznamné snizeni aktivity PEPC vlivem inhibitoru L-malatu, a to ve vrchnich listech +S
rostlin na 61% a —S rostlin na 60%. Opét zde nebyly nalezeny rozdily mezi +S a —S
rostlinami. Aktivita PEPC v subsaturacni koncentraci PEP byla vlivem L-maldtu vice

sniZzend nez v piipad¢ saturacni koncentrace PEP (obr.27).
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Obr.28 : Vliv glukosa-6-P na aktivitu PEPC métenou pfi subsaturaéni 0,2 mM koncentraci
PEP a pH 8,1 ve vrchnich listech (LVr), prvnich dospélych listech (LV), sttednich listech
(LS), dolnich listech (LD) a kotfenech (K) rostlin péstovanych se sacharosou (+S) a bez
sacharosy (-S). 100% odpovida aktivit¢ PEPC daného vzorku bez pfitomnosti glukosa-6-P.
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Obr.29 : Vliv L-maldtu na aktivitu PEPC méfenou pii subsaturacni 0,2 mM koncentraci
PEP a pH 8,1 ve vrchnich listech (LVr), prvnich dospélych listech (LV), sttednich listech
(LS), dolnich listech (LD) a kofenech (K) rostlin péstovanych se sacharosou (+S) a bez
sacharosy (-S). 100% odpovida aktivit¢ PEPC daného vzorku bez pfitomnosti L-malatu.

Fosforylace PEPC byla dile studovana sledovanim vlivu puasobeni alkalické
fosfatasy v pH 7,1 a 8,1. Na rostlinné extrakty ptisobila alkalicka fosfatasa podle kapitoly
4.2.1. Soucasné byl vzZdy proveden kontrolni pokus obsahujici misto AP destilovanou vodu
a inhibitory proteas. Obrazky 30 a 31 (str.45) znazoriuji aktivitu PEPC po ptsobeni
alkalické fosfatasy v rostlinnych extraktech vrcholovych listi +S a —S rostlin. Z obrazk je

patrné snizeni aktivity v ¢ase v disledku defosforylace, avSak nebyl zjiStén rozdil mezi
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rostlinami péstovanymi se sacharosou a bez sacharosy. VEtSi sniZzeni bylo zaznamendno

pfi pH 7,1.
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Obr.30 : Aktivita PEPC po pisobeni alkalické fosfatasy pii pH 7,1 ve vrcholovych listech
tabdku péstovaném se sacharosou (+S) a bez sacharosy (-S).
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Obr.31 : Aktivita PEPC po plisobeni alkalické fosfatasy pii pH 8,1 ve vrcholovych listech
tabaku péstovaném se sacharosou (+S) a bez sacharosy (-S).

5.2.2 Aktivita NADP-ME v rostlinach tabaku péstovanych
v pritomnosti sacharosy

Dal$im enzymem, ktery jsem sledovala v +S a —S rostlinach tabaku byl NADP-ME.
Na obrazku 32 je zndzornén vliv sacharosy v kultiva¢nim médiu na aktivitu NADP-ME
v jednotlivych ¢astech rostliny.Vysledky jsou vztaZeny na cerstvou hmotnost rostlinného

> . Lol -l
materidlu a jsou uvedeny v umol.min".g .
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Z obrazku 32 je patrné nejvetsi zvyseni aktivity NADP-ME v kofenech +S rostlin.
Aktivita NADP-ME zde byla 1,5x vySS8i nez v —S rostlindch. Také v ostatnich ¢astech +S

rostlin bylo zjisténo zvyseni aktivity NADP-ME oproti kontrolnim —S rostlindm.
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Obr.32 : Aktivita NADP-ME vztazend na cCerstvou hmotnost rostlinného materidlu
v jednotlivych ¢astech:ve vrchnich listech (LVr), prvnich dospé€lych listech (LV), stfednich
listech (LS), dolnich listech (LD) a kotenech (K) rostlin tabiaku péstovaného s piidavkem
(+S) a bez (-S) pridavku sacharosy.

V hornich listech rostlin tabdku péstovanych s pfidavkem sacharosy a bez

sacharosy jsem zjiSt'ovala aktivitu NADP-ME (obr.33). Z obrazku je patrny prouzek, ktery

wev s Vv,

byl vyrazn€jsi u listh se sacharosou. Dale je viditelny i agregat s vy$si molekulovou

wev s

hmotnosti, ktery byl op€t vyrazng&jsi u listi se sacharosou.

Obr.33 : Detekce aktivity NADP-ME po gradientové nativni elektroforéze v 6 az 12 %
polyakrylamidovém gelu. Aplikovén byl stejny objem rostlinného extraktu (25ul).

1. drdha — horn{ listy péstované se sacharosou

2. drdha — horn{ listy péstované bez sacharosy
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5.2.3 Aktivita PPDK v rostlinach tabaku péstovanych
v pritomnosti sacharosy

Na obrazku 34 je zndzornén vliv dodatecného zdroje C v kultivaénim médiu
v podobé sacharosy na aktivitu PPDK v riznych ¢astech rostliny Vysledky jsou opét

uvedeny v pmol.min'1 . g'1 .

Nejvyssi aktivita PPDK byla zjisténa ve vrchnich listech +S rostlin, kde byla
priblizné 1,33-krat vyssi oproti —S rostlindm. Dal$i zvySeni v +S rostlinich oproti —S

rostlindm bylo patrné i u prvnich plné vyvinutych listd (0 90% )a stiednich listd (o 140%).
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Obr.34 : Aktivita PPDK vztaZena na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu

v jednotlivych ¢astech:ve vrchnich listech (L'Vr), prvnich dospélych listech (LV), stiednich
listech (LS), dolnich listech (LD) a kotenech (K) rostlin tabdku péstovanych se sacharosou
(+S) a bez sacharosy (-S).

5.2.4 Aktivita NR v rostlinach tabaku péstovanych v pritomnosti
sacharosy

Dal$im sledovanym enzymem byla nitratreduktasa. Na obrazku 35 (str.48) je
uveden vliv sacharosy v kultivaénim médiu na aktivitu NR v jednotlivych ¢astech rostliny.
Aktivita NR byla stanovena optimalizovanou metodou dle Debouba et al. [70] a
Manchenko [71] (viz kapitoly 4.2.4 a 5.1.1) vysledky byly pomoci kalibra¢niho grafu
vztazeny na cerstvou hmotnost rostlinného materidlu a jsou uvedeny v nmol.hod " .ml™.

Vv

Ve vSech sledovanych ¢astech rostlin tabdku byla zjiSténa vySsi aktivita NR v +S
rostlinach. Jednalo se predevsim o stiedn{ listy, kde byla aktivita NR 1,3-krat vysSsi nez v —

S rostlindch, ale také v dolnich listech +S rostlin bylo zvySeni aktivity NR signifikantni
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Obr.35 : Aktivita NR vztazend na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu v jednotlivych
Castech:ve vrchnich listech (LVr), prvnich dospélych listech (LLV), stfednich listech (LS),
dolnich listech (LD) a kotfenech (K) rostlin tabdku péstovanych se sacharosou (+S) a bez
sacharosy (-S).

Na obrazku 36 (str.49) je detekce aktivity nitratreduktasy v gelu v nedenaturujicim
prostiedi (podle kapitoly 4.3.6) pro rostliny péstované s pfidavkem sacharosy a bez
sacharosy. Na tomto gelu byl detekovan jeden prouzek, ale nebyl patrny rozdil v intenzité

prouzku.
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Obr.36 : Detekce aktivity NR v 6 % polyakrylamidovém gelu po elektroforetické separaci
v nedenaturujicim prostiedi. Aplikovan byl stejny objem rostlinného extraktu (25ul).

1.-3. drdha — horni listy péstované se sacharosou

4.-6. draha — horn{ listy péstované bez sacharosy

5.2.5 Aktivita NAD(P)-GDH v rostlinach tabaku péstovanych
v pritomnosti sacharosy

Dal§imi enzymy souvisejicimi s metabolismem dusiku, jejichZ aktivitu jsem
stanovovala na zdklad¢ barevné reakce NAD(P)H s jodonitrotetrazoliové violeti s phenazin
methosulfatem jsou NAD-GDH a NADP-GDH. Vysledky byly pomoci kalibra¢niho grafu
(viz metody 4.2.7) vztazeny na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu a

jsou uvedeny v nmol.hod™.ml™.

Na obrazcich 37 a 39 (str.50 a 51) je zndzornéno porovnéni aktivity NAD-GDH a
NADP-GDH  kontrolni rostliny tabdku péstované v pudé s rostlinami péstovanymi
v otevienych kultiva¢nich nddobach s médiem obsahujicim sacharosou a bez sacharosy.

Vv s

Nejvyssi aktivita NAD-GDH byla zjiSténa v kontrolni rostlin€, ale i v SR1+S rostlindch

e

byla aktivita vyssi oproti SR1-S.
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Obr.37 : Porovnani aktivity NAD GDH v listech kontrolni rostliny péstované v pude a
v listech rostlin péstovanych v kultivacnich nadobéach s ptidavkem (SR1+S) a bez
pridavku sacharosy (SR1-S)

Dile jsem specificky detekovala aktivitu NAD-GDH v gradientovém gelu po
separaci v nedenaturujicim prosttedi, podle kapitoly 4.3.7. Na obrazku 38 je srovnani listt
a kotent rostlin péstovanych se sacharosou a bez sacharosy a jako kontrolni rostlina zde
byla pouzita semena merliku chilského. Z obrdzku je patrny jeden prouzek, ktery byl

nejvyrazngj$i u semen merliku chilského a kofent tabdku péstovaného se sacharosou.

1. 2. 3. 4. S.

b P

Obr.38 : Detekce aktivity NAD-GDH v 6-12 % gradientovém gelu po elektroforetické
separaci v nedenaturujicim prostfedi. Aplikovdn byl stejny objem rostlinného extraktu
(25ul).

drdha — extrakt ze semen merliku chilského

draha — extrakt z kofent tabaku péstovaného se sacharosou

draha — extrakt kofentli tabaku péstovaného bez sacharosy

draha — extrakt listil tabdku péstovaného se sacharosou

draha — extrakt listil tabdku péstovaného bez sacharosy

I

V ptipadé NADP-GDH byla zjisténa nizka aktivita tohoto enzymu v listech

kontrolni rostliny péstované v pude. Nejvyssi aktivita NADP-ME byla nalezena v listech

SR1+S rostlin péstovanych s piidavkem sacharosy.
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Obr.39 : Porovnani aktivity NADP-GDH v listech kontrolni rostliny péstované v pid¢ a
v rostlin péstovanych v kultivaénich nddobach s pfidavkem (SR1+S) a bez ptidavku
sacharosy (SR1-S)

Na obrazku 40 je zndzornéno srovndni aktivity NADP-GDH detekované
v gradientovém gelu kontrolni rostliny péstované v pid¢ s listy z rostlin péstovanych
v kultiva¢nich nadobéach s ptidavkem sacharosy nebo bez pfidavku sacharosy. Na tomto
gelu byl pfitomny jeden prouzek. Byly potvrzeny vysledky ze spektrofotometrického
stanoveni, kde byla nalezena nizka aktivita u kontrolnich rostlin péstovanych v pude a

zvySend aktivita u listl rostlin tabaku péstovanych se sacharosou.

=1 i

Obr.40 : Detekce aktivity NADP-GDH v 6-12 % gradientovém gelu po elektroforetické
separaci v nedenaturujicim prostfedi. Aplikovan byl stejny objem rostlinného extraktu
(25ul).

1. draha — kontroln{ rostliny tabdku péstované v pudé

2. draha — listy rostlin tabdku péstovanych se sacharosou

3. drdha - listy rostlin tabdku pé&stovanych bez sacharosy
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5.2.6 Obsah bilkovin

Obsah rozpustnych bilkovin v rostlindch tabdku péstovanych se sacharosou a bez

sacharosy jsem zjistila pomoci stanoveni podle Bradfordové.

Rostliny s ptidavkem sacharosy (SR1+S rostliny) obsahovaly vice bilkovin nez
rostliny bez sacharosy (SRI1-S). V rostlindich SR1-S nebyly v riznych listech zjiStény
rozdily v mnozstvim bilkovin. V rostlinich SR1+S bylo nejvice bilkovin v hornich a

vrchnich listech. V kofenech bylo bilkovin zjisténo méné (obr. 41).

160 - -
1,40 -
1,20 -
1,00 -
0,80 -
0,60 -

Koncentrace [mg.ml ']
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B SR1+S ® SR1-S

Obr.41 : Mnozstvi bilkovin v v jednotlivych Castech:ve vrchnich listech (LVr), prvnich
dospélych listech (LV), stfednich listech (LS), dolnich listech (LD) a kofenech (K) rostlin
tabaku péstovanych se sacharosou (SR1+S) a bez sacharosy (SR1-S).

5.2.7 Elektroforeticka separace v prostredi SDS

Na obrazku 42 (str.53) je dokumentovan vysledek separace rostlinnych extraktt
pomoci SDS elektroforézy v 10% polyakrylamidovém gelu a gradientové SDS
elektroforesy v 10% az 15% polyakrylamidovém gelu. Porovnanim vysledku separace

proteini SR1+S a SR1-S rostlin nebyly zjistény kvalitativni rozdily.
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Obr.42 : SDS elektroforetickd separace extraktii rostlin péstovanych se sacharosou (+S) a
bez sacharosy (-S) vrchnich (LV) a stiednich (LS) list v prosttedi 10 % az 15% gradientu
polyakrylamidovém gelu. Aplikovan byl stejny objem rostlinného extraktu (25ul).

5.3 VLIV DOSTUPNOSTI DUSIKATYCH LATEK A FOSFATU
V KULTIVACNIM MEDIU NA AKTIVITU SLEDOVANYCH ENZYMU
V ROSTLINACH TABAKU

Pro tento pokus bylo pouZito 68 experimentdlnich rostlin tabdku (Nicotiana
tabacum L. cv Petit Havana, SR1) péstovanych v kultivacnich nddobach v Murashige-

Skoogové agaru, které byly rozd€leny do osmi skupin:

a) rostliny péstované se sacharosou a limitovanym pfistupem CO, (KZ+S)
b) rostliny péstované bez sacharosy a limitovanym pfistupem CO, (KZ-S)
c) rostliny péstované se sacharosou a s pristupem CO, (KM+S)
d) rostliny péstované bez sacharosy a s ptistupem CO, (KM-S)

e) rostliny péstované se snizenym obsahem dusikatych latek, péstované se
sacharosou a s ptistupem CO, (M-N+S)

f) rostliny péstované se snizenym obsahem dusikatych latek, péstované bez
sacharosy a s pfistupem CO, (M-N-S)

g) rostliny péstované se snizenym obsahem fosfatu, péstované se sacharosou a
s ptistupem CO, (M-P+S)

h) rostliny péstované se sniZzenym obsahem fosfatu, péstované bez sacharosy a
s ptistupem CO, (M-P-S) obr.43, str.54
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Z téchto rostlin byly odebrany smésné vzorky a piipraveny rostlinné extrakty podle
kapitoly 4.1.3. Poté byla sledovana aktivita a regulace PEPC a dadle aktivita NADP-ME,
PPDK, NR, GS, GOGAT, NAD-GDH a NADP-GDH.

e) Y] g) h)

Obr.43 : Rostliny Nicotiana tabacum L., cv.Petit Havana péstované v kultivanich
nddobadch v Murashige-Skoogové agaru.a) Rostlina péstovand se sacharosou a
s limitovanym pfistupem CO, (KZ+S), b) Rostlina péstovand bez sacharosy a
s limitovanym pfistupem CO, (KZ-S), c) Rostlina péstovand se sacharosou a s piistupem
CO; (KM+S), d) Rostlina péstovand bez sacharosy a s pfistupem CO, (KM-S), e) Rostlina
pestovand se snizenym obsahem dusikatych latek, péstovand se sacharosou a s piistupem
CO; (M-N+S), f) Rostlina péstovand se snizenym obsahem dusikatych latek, péstovana bez
sacharosy a s pristupem CO, (M-N-S), g) Rostlina péstovand se snizenym obsahem
fosfatu, péstovand se sacharosou a s pristupem CO, (M-P+S), h) Rostlina péstovand se
snizenym obsahem fosfatu, péstovana bez sacharosy a s ptistupem CO, (M-P-S).
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5.3.1 Aktivita PEPC v rostlinach tabaku péstovanych s limitovanym
mnozstvim nitrata a fosfatu

5.3.1.1 Aktivita PEPC ve sledovanych rostlinach

Na obrazku 44 je zndzornéna aktivita PEPC pfi optimdlnim pH 8,1 a saturacni
koncentraci PEP pro vSechny méfené skupiny rostlin péstovanych se sacharosou (zelené
sloupce) a bez sacharosy (Sedé sloupce). Nejvyssi aktivita PEPC byla zaznamenano u
rostlin s ptistupem CO;. SniZend dostupnost CO, znamenala mirné sniZeni aktivity PEPC.
Dvacetindsobné sniZzeni koncentrace KNOs; a NHsNOs; znamenalo podstatné sniZeni
aktivity PEPC, ddle byla zjiSténa mirn€ zvySend aktivita v listech rostlin péstovanych se
sacharosou oproti rostlinim bez sacharosy. Také sniZeni koncentrace fosfati v kultivaénim

médiu znamenalo vyrazné sniZeni aktivity PEPC.
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Obr.44 : Aktivita PEPC vztaZend na Cerstvou hmotnost méfend pfi satura¢ni koncentraci
PEP (2 mM) a optimdlnim pH 8,1 v listech rostlin péstovanych v otevienych kultivacnich
nddobach v podminkdch nedostatku fosfati (M-P) nebo nitrath (M-N) v porovnani
s rostlinami s piistupem CO, (KM) a rostlinami péstovanymi v kultiva¢nich nddobéch
s limitovanym pfistupem CO, (KZ), a to bud’ v pfitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez
sacharosy (SR1-S).

Aktivita PEPC pfi pH 7,3 a satura¢ni koncentraci PEP je uvedena na obrdzku 45,
str.56. Rostliny péstované v pfitomnosti sacharosy zndzornuji zelené sloupce a bez
sacharosy Sedé sloupce. Nebyly zaznamenany rozdily mezi rostlinami se sacharosou a bez

Pl

sacharosy. Nejvyssi aktivita byla v rostlindch s limitovanym piistupem CO,.
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Aktivita PEPC [umol.min™.g™"]

Rostliny

= SR1+S mSR1-S

Obr.45 : Aktivita PEPC vztaZend na Cerstvou hmotnost méfend pfi satura¢ni koncentraci
PEP (2 mM) a fyziologickém pH 7,3 vlistech rostlin péstovanych v otevienych
kultiva¢nich nadobach v podminkdch nedostatku fosfiti (M-P) nebo nitrati (M-N) v
porovnani s rostlinami s piistupem CO, (KM) a rostlinami péstovanymi v kultiva¢nich
nadobéch s limitovanym piistupem CO, (KZ), a to bud’ v pfitomnosti sacharosy (SR1+S),
nebo bez sacharosy (SR1-S).

5.3.1.2 Regulace PEPC v jednotlivych sledovanych skupinach

V tomto pokusu jsem také sledovala vliv fosforylace PEPC plisobenim alkalické

fosfatasy a vliv aktivace toho enzymu ptisobenim glukosa-6-fosfatu.

Na obrazku 46 (str.57) je patrné zvySeni aktivity PEPC vlivem aktivatoru glukosa-
6-fosfatu pii saturacni koncentraci PEP a optimalnim pH u jednotlivych méfenych skupin
rostlin tabdku. Toto zvySeni bylo u rostlin s pfistupem CO; péstovanych se sacharosou 120

% a bez sacharosy na 108 %.
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Obr.46 : Vliv aktivatoru glukosa-6-P na aktivitu PEPC méfenou pfi saturaéni 2 mM
koncentraci PEP a optimdlnim pH 8,1 v listech rostlin péstovanych v otevienych
kultiva¢nich nadobach v podminkdach nedostatku fosfati (M-P) nebo nitrath (M-N) v
porovndni s rostlinami s ptistupem CO, (KM) a rostlinami péstovanymi v kultivacnich
nadobéch s limitovanym piistupem CO, (KZ), a to bud’ v pfitomnosti sacharosy (SR1+S),
nebo bez sacharosy (SR1-S). 100% odpovida aktivit¢ PEPC v daném vzorku bez
pritomnosti glukosa-6-P.

Na obrazku 47 je znazornén vliv fosforylace ptuisobenim alkalické fosfatasy na
aktivitu PEPC u jednotlivych méfenych skupin tabdku vyjadien v procentech. Z tohoto
obrazku je patné sniZeni aktivity ptisobenim alkalické fosfatasy v Case. Pokles je vétsi

v rostlindch se snizenym obsahem dusikatych latek a fosfatu v kultivaénim médiu, obr.47.
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Obr.47 : Zména aktivity PEPC po ptsobeni alkalické fosfatasy pii pH 8,1 a saturacni 2
mM koncentraci PEP v listech rostlin péstovanych v otevienych kultiva¢nich nadobach

v podminkach nedostatku fosfat (M-P) nebo nitrat (M-N) v porovnani s rostlinami s
piistupem CO, (KM) a rostlinami péstovanymi v kultiva¢nich nddobéach s limitovanym
ptistupem CO, (KZ), a to bud’ v piitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-
S) po 5 a 60 minutéch.
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5.3.2 Aktivita NADP-ME v rostlinach tabaku péstovanych s limitovanym
mnozstvim nitrata a fosfatu

Dal$im sledovanym enzymem byl NADP-ME. Na obrazku 48 je zndzornén vliv
sacharosy v kultivaénim médiu na aktivitu NADP-ME v jednotlivych skupinidch rostlin
tabaku. Vysledky jsou vztazeny na cerstvou hmotnost rostlinného materidlu a
jsou uvedeny v pmol.min'l.g'l. Nejvetsi rozdil aktivit mezi rostlinami péstovanymi se
sacharosou a bez sacharosy byl v kontrolnich rostlindch tabaku s piistupem CO,, ktery byl

dvojnasobny. Nedostatek Zivin zplsobil snizeni aktivity NADP-ME.
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Obr.48 : Aktivita NADP-ME vztaZzend na Cerstvou hmotnost rostlinného materiélu v listech
rostlin péstovanych v otevienych kultiva¢nich nddobach v podminkach nedostatku fosfat
(M-P) nebo nitrath (M-N) v porovnani s rostlinami s piistupem CO, (KM) a rostlinami
péstovanymi v kultivaénich nadobach s limitovanym pfistupem CO, (KZ), a to bud
v pfitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-S).

Nejvyssi aktivita NADP-ME v gradientovém gelu po elektroforetické separaci
v nedenaturujicim prostfedi byla zjisténa u rostlin s pfistupem CO,, intenzivni prouzek

v draze ¢. 5, obr.49, str.59.
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Obr.49 : Detekce aktivity NADP-ME po gradientové nativni elektroforéze v 6 az 12 %
polyakrylamidovém gelu. Aplikovan byl stejny objem rostlinného extraktu (25ul).

draha — Rostlina se sniZzenym obsahem fosfatu se sacharosou (M-P+S)

drdha — Rostlina se snizenym obsahem fosfatu bez sacharosy (M-P-S)

drdha — Rostlina se sniZzenym obsahem dusikatych latek se sacharosou (M-N+S)
drdha — Rostlina se sniZzenym obsahem dusikatych latek bez sacharosy (M-N-S)
drdha — Rostlina se sacharosou s piistupem CO, (KM+S)

drdha — Rostlina se sacharosou s limitovanym piistupem CO»(KZ+S)

drdha — Rostlina bez sacharosy s piistupem CO, (KM-S)

drdha — Rostlina bez sacharosy s limitovanym piistupem CO,(KZ-S)

NN R W=

5.3.3 Aktivita PPDK v rostlinach tabaku péstovanych s limitovanym
mnozstvim nitrata a fosfatu

Na obrazku 50 je zndzornén vliv sacharosy na aktivitu PPDK ve vSech sledovanych

skupindch. Vysledky jsou opét uvedeny v pmol.min'l. g'l.

Nedostatek dusikatych latek v kultivacnim médiu ptisobil zvyseni aktivity PPDK a
to v ptipadé rostlin péstovanych se sacharosou i bez. Nejvetsi rozdil aktivit mezi rostlinami
pestovanymi v pfitomnosti sacharosy a bez sacharosy byl u skupiny rostlin péstovanych se
sniZenym obsahem fosfatu, kde byl vice neZ dvojndsobny. Aktivita PPDK v rostlindch se

sacharosou byla vyssi u rostlin M-P a M-N nez u rostlin KM a KZ.
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Obr.50 : Aktivita PPDK vztazenid na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu v listech
rostlin péstovanych v otevienych kultiva¢nich nddobach v podminkach nedostatku fosfatt
(M-P) nebo nitrath (M-N) v porovnani s rostlinami s piistupem CO, (KM) a rostlinami
péstovanymi v kultivaénich nadobach s limitovanym pfistupem CO, (KZ), a to bud
v pfitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-S).
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5.3.4 Aktivita NR v rostlinach tabaku péstovanych s limitovanym
mnozstvim nitratu a fosfatd

Aktivita NR v jednotlivych porovndvanych skupinach rostlin tabdku je na obrazku
51. Vysledky jsou vztaZeny na Cerstvou hmotnost a vyjadfeny v nmol.hod™.ml™. Nejvetsi
rozdil aktivit mezi rostlinami péstovanymi v pfitomnosti sacharosy a bez sacharosy byl u
skupiny rostlin péstovanych se snizenym obsahem fosfatu, ktery byl skoro trojndsobny.
Ale i vdalsich skupinich byl vyrazny rozdil mezi rostlinami se sacharosou a bez
sacharosy. Nejvyssi aktivita NR byla v SR1+S rostlindch péstovanych s limitovanym

piistupem CO,.

Aktivita NR [nmol.hod'.mI"]

Rostliny

= SR1+S m SR1-S

Obr.51 : Aktivita NR vztaZend na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu v listech rostlin
péstovanych v otevienych kultiva¢nich nddobach v podminkach nedostatku fosfatti (M-P)
nebo nitrath (M-N) v porovnani s rostlinami s pfistupem CO, (KM) a rostlinami
péstovanymi v kultivaénich nddobach s limitovanym piistupem CO, (KZ), a to bud’
v pfitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-S).

5.3.5 Aktivita GS vrostlinach tabaku péstovanych s limitovanym
mnozstvim nitrata a fosfatu

Na obrazku 52 (str.61) je vliv sacharosy na aktivitu GS ve vSech sledovanych

skupinich. Vysledky jsou vztazeny na Cerstvou hmotnost a opét uvedeny v pmol.min'l.g'l.

Nedostatek dusikatych latek i fosfatu v kultivaénim médiu znamend vyrazné sniZeni
aktivity GS, a to jak v pfitomnosti sacharosy i bez ni. Pro ostatni rostliny byla podstatna

piitomnost sacharosy.
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Obr.52 : Aktivita GS vztaZend na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu v listech rostlin
péstovanych v otevienych kultiva¢nich nddobach v podminkach nedostatku fosfatt (M-P)
nebo nitrath (M-N) v porovnani s rostlinami s piistupem CO, (KM) a rostlinami
péstovanymi v kultivaénich nadobach s limitovanym pfiistupem CO, (KZ), a to bud
v ptitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-S).

5.3.6 Aktivita GOGAT v rostlinach tabaku péstovanych s limitovanym
mnozstvim nitrata a fosfata

Na obrazku 53 je vliv sacharosy na aktivitu GOGAT ve vSech sledovanych
skupindch. Vysledky jsou vztaZeny na cerstvou hmotnost a uvedeny v pmol.min'l.g'l.
SniZzena pritomnost dusikatych latek a fosfati v kultivaénim médiu znamenala sniZeni
aktivity GOGAT. Byl zjistén té€Z rozdil mezi rostlinami s limitovanym a neomezenym

pristupem CO,, zvlasté v piitomnosti sacharosy.
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Obr.53 : Aktivita GOGAT vztaZena na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu v listech
rostlin péstovanych v otevienych kultiva¢nich nddobach v podminkach nedostatku fosfat
(M-P) nebo nitrath (M-N) v porovnani s rostlinami s piistupem CO, (KM) a rostlinami
péstovanymi v kultiva¢nich nadobach s limitovanym piistupem CO, (KZ), a to bud
v piitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-S).
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5.3.7 Aktivita NAD(P)-GDH v rostlinach tabaku péstovanych
s limitovanym mnozstvim nitrata a fosfata

Dalsimi sledovanymi enzymy byly NAD-GDH a NADP-GDH.

Na obrazcich 54 a 56 (str.63) jsou zndzornény aktivity NAD-GDH a NADP-GDH v
jednotlivych experimentdlnich skupindch rostlin tabdku. Vysledky jsou vztaZeny na

&erstvou hmotnost a vyjadfeny v nmol.hod™.ml™.

Nejvyssi aktivita NAD-GDH byla zjisténa v listech rostlin péstovanych
s limitovanym pfistupem CO,. Naopak velmi nizka aktivita NAD-GDH byla pozorovana u
skupiny rostlin péstovanych se sniZzenym obsahem fosfatu. Nejvétsi rozdil aktivity mezi
rostlinami péstovanymi se sacharosou a bez sacharosy byl zjistén u rostlin péstovanych se

sniZenym obsahem dusikatych latek.
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Obr.54 : Aktivita NAD-GDH vztazend na cCerstvou hmotnost rostlinného materidlu
v listech rostlin péstovanych v otevienych kultivaénich nddobiach v podminkich
nedostatku fosfati (M-P) nebo nitrati (M-N) v porovnani s rostlinami s piistupem CO,
(KM) a rostlinami péstovanymi v kultivaénich nadobach s limitovanym ptistupem CO,
(KZ), a to bud’ v ptitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-S).

Aktivita NAD-GDH v 6 - 12 % gradientovém gelu specificky detekovanid po
elektroforetické separaci v nedenaturujicim prostfedi je zndzorn€na na obrazku 55 (str.63).
Nalezend vyssi aktivita NAD-GDH v listech rostlin KM a KZ a niZ3{ aktivita u rostlin M-P
a M-N odpovid4 vysledku méteni aktivity spektrofotometricky.

62



‘oo boahAt

Obr.55 : Detekce aktivity NAD-GDH v 6-12 % gradientovém gelu po elektroforetické
separaci v nedenaturujicim prostfedi. Aplikovdn byl stejny objem rostlinného extraktu
(25pl).

draha — Rostlina se sniZzenym obsahem dusikatych latek se sacharosou (M-P+S)
drdha — Rostlina se sniZzenym obsahem dusikatych latek bez sacharosy (M-P-S)
draha — Rostlina se sniZzenym obsahem fosfatu se sacharosou (M-N+S)

drdaha — Rostlina se sniZenym obsahem fosfatu bez sacharosy (M-N-S)

drdaha — Rostlina se sacharosou s piistupem CO, (KM+S)

drdaha — Rostlina se sacharosou s limitovanym pfistupem CO,(KZ+S)

drdaha — Rostlina bez sacharosy s pfistupem CO, (KM-S)

drdha — Rostlina bez sacharosy s limitovanym piistupem CO,(KZ-S)

NN R DD =

Nejvyssi aktivita NADP-GDH byla stanovena opét u rostlin péstovanych
s limitovanym pfistupem CO, a nejvetsi rozdil aktivit mezi rostlinami se sacharosou a bez
sacharosy byl nalezen u rostlin pé&stovanych se snizenym obsahem fosfitu. Nejnizsi
aktivita NADP-GDH byla v rostlindich péstovanych se snizenym obsahem dusikatych
latek.

Aktivita NADP-GDH
[nmol.hod.mI™"]

M-P M-N KM Kz
Rostliny

m SR1+S mSR1-S

Obr.56 : Aktivita NADP-GDH vztazend na cCerstvou hmotnost rostlinného materidlu
v listech rostlin péstovanych v otevienych kultivaCnich nddobdch v podminkéch
nedostatku fosfati (M-P) nebo nitrati (M-N) v porovnani s rostlinami s piistupem CO;
(KM) a rostlinami péstovanymi v kultivaénich naddobach s limitovanym ptistupem CO,
(KZ), a to bud’ v ptitomnosti sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-S).

63



Dile jsem zjistovala aktivitu NADP-GDH v gradientovém gelu po elektroforéze
v nedenaturujicim prostfedi. Na obrdzku 57 je srovndni vSech experimentélnich skupin.
Vysledek opét odpovida spektrofotometrickému stanoveni aktivity, kde byla zjiSténa vyssi

aktivita u rostlin KM a KZ a nizsi aktivita u rostlin M-P a M-N.

Obr.57 : Detekce aktivity NADP-GDH v 6-12 % gradientovém gelu po elektroforéze
v nedenaturujicim prostiedi. Aplikovan byl stejny objem rostlinného extraktu (25ul).
drdha — Rostlina stresovand nedostatkem dusikatych latek se sacharosou (M-P+S)
drdha — Rostlina stresovand nedostatkem dusikatych latek bez sacharosy (M-P-S)
draha — Rostlina stresovana nedostatkem fosfatu se sacharosou (M-N+S)

drdaha — Rostlina stresovana nedostatkem fosfatu bez sacharosy (M-N-S)

draha — Kontroln{ rostlina se sacharosou s piistupem CO, (KM+S)

draha — Kontroln{ rostlina se sacharosou bez piistupu CO,(KZ+S)

draha — Kontroln{ rostlina bez sacharosy s piistupem CO, (KM-S)

draha — Kontrolni rostlina bez sacharosy bez pfistupu CO(KZ-S)

e Sl S e

5.3.8 Obsah bilkovin

V rostlinnych extraktech vSech osmi sledovanych skupin jsem stanovila obsah

rozpustnych bilkovin pomoci stanoveni podle Bradfordové (obr.58, str.65).

Nejvice bilkovin bylo zjisténo v listech rostlin péstovanych v Murashige-Skoogoveé
médiu s neomezenym piistupem CO;. Listy rostlin péstovanych s pfidavkem sacharosy
obsahovaly vice bilkovin neZ rostliny péstované bez sacharosy. Nejveétsi rozdil v mnozstvi
rozpustnych bilkovin mezi rostlinami péstovanymi se sacharosou a bez sacharosy byl

nalezen u rostlin péstovanych se snizenym obsahem fosfétu.
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Obr.58 : MnoZstvi rozpustnych bilkovin v listech rostlin péstovanych v otevienych
kultiva¢nich nadobach v podminkdach nedostatku fosfati (M-P) nebo nitrath (M-N) v
porovndni s rostlinami s pfistupem CO, (KM) a rostlinami péstovanymi v kultivacnich
nadobéch s limitovanym piistupem CO, (KZ), a to bud’ v pfitomnosti sacharosy (SR1+S),
nebo bez sacharosy (SR1-S).

5.3.9 Elektroforeticka separace v prostiedi SDS

Zastoupeni celkovych proteinti v extraktech rostlin jednotlivych experimentalnich
skupin bylo sledovdno SDS-elektroforetickou separaci v gradientu 10 — 15 %
polyakrylamidového gelu (obr.59, str.66). Z obrdzku je patrny silny prouZek v drahich 7-
10, ktery odpovida relativni molekulové hmotnosti 55 000, jedna se o velkou podjednotku
RubisCo. V drahdch 2-5 jsou odpovidajici prouzky velmi slabé. V drahach s extrakty
zrostlin s nizkym obsahem fosfiatu (drdha 2 a 3) je protein odpovidajici molekulové
hmotnosti ptiblizné 40 000, ktery u rostlin s nizkym obsahem dusikatych latek viditelny
neni. V drdhdch 7-10 jsou pfitomny nizkomolekuldrni proteiny, které jsou u rostlin
pestovanych se sacharosou vice zastoupeny. V extraktech rostlin péstovanych s nizkym

obsahem fosfatu a dusikatych latek (draha 2-5) tyto proteiny nejsou patrné.
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Obr.59 : Elektroforetickd separace v SDS prostfedi v gradientu 10 % az 15%
polyakrylamidovém gelu. Aplikovan byl stejny objem rostlinného extraktu (25ul).

1. draha — BSA (50 pg)

2. draha — Rostlina se sniZzenym obsahem fosfatu se sacharosou (M-P+S).

3. drdha — Rostlina se sniZzenym obsahem fosfatu bez sacharosy (M-P-S)

4. draha — Rostlina se sniZzenym obsahem dusikatych latek se sacharosou (M-N+S)
5. drdaha — Rostlina se sniZzenym obsahem dusikatych latek bez sacharosy (M-N-S)
6. drdha — Komer¢ni standard

7. drdaha — Rostlina se sacharosou s ptistupem CO, (KM+S)

8. drdaha — Rostlina se sacharosou s limitovanym pfistupem CO,(KZ+S)

9. drdha — Rostlina bez sacharosy s ptistupem CO, (KM-S)

10. drdha — Rostlina bez sacharosy s limitovanym piistupem CO,(KZ-S)

11.  drdha—BSA (50 pug)
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6. DISKUSE

Metabolismus rostlin je zna¢né¢ ovlivnén dostupnosti Zivin a dal§imi fyziologickymi
podminkami. V této praci jsem pro sledovani vlivu dostupnosti Zivin pouZivala rostliny
tabdku péstované v Murashige-Skoogové médiu, kde lze ménit koncentraci pouZitych

slozek.

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jakym zplisobem ovlivni sloZzeni kultiva¢niho
média aktivitu enzymu dlouhodobé studovanych v nasi laboratoii v souvislosti se stresem

rostlin. [19] [50] [51] [52] [82] Jedn4 se ptedevsim o PEPC, dile NADP-ME a PPDK.

Vzhledem k tomu, Ze PEPC tzce souvisi s pfijmem a s metabolismem dusiku a
zarovenl propojuje metabolismus sacharidi a aminokyselin, byla sledovana také aktivita
enzymi podilejicich se na piijmu a metabolismu dusikatych latek, jmenovit¢ NR, GS,

GOGAT a GDH.

Soucasti kultivaénitho média je casto dodate¢ny zdroj uhliku v podobé 2 %
sacharosy. Zjistovala jsem tedy nejprve vliv pfidané sacharosy do kultivacniho média na
sledované enzymy. Z hlediska zdroji uhliku jsem jeSté sledovala skupiny rostlin

s limitovanym mnozZstvim CO, a neomezenym piistupem CO,.

Z vysledkt této diplomové prace vyplyva, Ze aktivitu PEPC vsechny tyto faktory
ovliviiuji. Pfitomnost sacharosy v kultivaénim médiu znamend vys$si aktivitu PEPC neZ bez
jeji pritomnosti. Limitovand dostupnost CO, pfedstavuje niz$i aktivitu PEPC nez
neomezeny piistup CO,. Vice neZ zdroj uhliku ovlivnila aktivitu PEPC dostupnost
dusikatych latek v kultivaénim médiu. Dvacetindsobné sniZeni koncentrace KNO;s a
NH4NO3; znamenalo podstatné sniZeni aktivity PEPC. Tento vysledek je ve shod€ s jinymi
autory. [76] [78] Desetindsobné sniZzeni koncentrace fosfdtu znamenalo téZ podstatné
sniZzeni aktivity PEPC. Tento vysledek je ptfekvapivy, protoZze nedostatek fosfatu v fadé
experimentalnich modeld vedl naopak ke zvySeni aktivity PEPC. [5] [77] To se vSak tyka
predevsim kotent, v této praci byla PEPC sledovana pouze v listech a prepoklada se dalsi

vyzkum.

Pokusila jsem se také sledovat zmény ve fosforylaci PEPC v zdvislosti na sloZeni
kultivaéniho média rostlin tabdku. Fosforylace molekuly PEPC méni n€které jeji vlastnosti.
Ke sledovani fosforylace se Casto vyuziva inhibice maldtem [2], avSak v piipad€ rostlin

tabaku je tato metoda nevhodna.[50] [51] Dalsi moZnosti je sledovat pomér aktivit PEPC
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pfi optimdlnim (8,1) a fyziologickém (7,3) pH, obr.60. [79] [80] [81]

09 [~
08 | -
07 +-
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04 -
03 -
02 -
01 -

0

-~

Pomér aktivity PEPC pH 7,3/8

M-N

Rostliny
ESR1+S BSR1-S

Obr.60 : Pomér aktivit PEPC métenych pii pH 7,3 a 8,1 v listech rostlin péstovanych v
otevienych kultivacnich nddobach v podminkach nedostatku fosfati (M-P) nebo nitrati
(M-N) v porovnani s rostlinami s pfistupem CO, (KM) a rostlinami péstovanymi v
kultiva¢nich nddobach s limitovanym piistupem CO, (KZ), a to bud v pfitomnosti
sacharosy (SR1+S), nebo bez sacharosy (SR1-S).

7da se, 7e enzym je vice fosforylovan pravé v piipadech nedostatku dusikatych
litek a fosfatu, ale pouze pifi soucasném dodatecném zdroji uhliku — sacharose.
Pravdépodobné se tak rostlina snazi zvysit aktivitu PEPC timto zplisobem, ale dulezita je
pravé pfitomnost sacharosy jako zdroje energie a uhlikatych skeletd pro dalsi
metabolismus. Tomuto vysledku odpovida i obrdzek 47, uvadéjici zmeénu aktivity PEPC po
pusobeni alkalické fosfatasy. Pokles aktivity PEPC je vyssi v pfipadé nizkych koncentraci

dusikatych latek a fosfatu v kultivaénim médiu, avsak i v pfipad¢ nepfitomnosti sacharosy.

Dalsi vlastnost, kterou ovliviiuje fosforylace molekuly PEPC je aktivace glukosa-6-
fosfatem. Z mych vysledkti nevyplyva vyznamny rozdil. Aktivace byla velmi nizka a to
predevsim z diivodu Spatn€ zvolenych podminek, bylo by vhodnéjsi pouZzit fyziologické

pH a subsaturac¢ni koncentraci substratu PEP. [82]

Aktivita NADP-ME v jednotlivych sledovanych skupinédch rostlin tabdku (obr.48)
méla podobny charakter jako PEPC (obr.44), avsak aktivita PPDK v téchto rostlindch byla
nejvyssi v rostlindch ovlivnénych nedostatkem dusikatych latek ¢i fosfati v kultivaénim
médiu.Aktivita je za fyziologickych podminek v C3 rostlindch nizk4, avSak je mozné, Ze za

podminek stresu se vyznam tohoto enzymu zvySuje.
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Klicovym enzymem piijmu dusiku rostlinami je nitratreduktasa. Jeji aktivita byla
rovnéZ ovlivnéna vSemi sledovanymi parametry v kultivaénim médiu. V piitomnosti
sacharosy byla vzdy aktivita NR vyss§i nez v rostlindch péstovanych bez sacharosy. Byla
dilezita i pritomnost CO,. Za snizeného mnoZzstvi fosfatu a nepiitomnosti sacharosy byla

aktivita NR nejniZzsi.

SniZenou koncentraci fosfatu a dusikatych latek byla negativné ovlivnéna GS, jejiz
aktivita nebyla zvySena ani v pfitomnosti sacharosy (obr.52). Limitované mnozstvi CO,
také znamenalo nizkou aktivitu GS, avSak v pfitomnosti sacharosy byla aktivita GS

vyrazn¢ zvySena. Obdobna situace plati pro GOGAT.

Aktivita NAD i NADP dependentni GDH byla nejvyssi v rostlinich tabaku
s limitovanym mnozstvim CO,, niz§i pak v rostlinich s neomezenym piistupem CO,.
Sacharosa méla ve vSech piipadech pozitivni vliv na aktivitu NAD(P)-GDH. Nedostatek
fosfatu a dusikatych latek snizil aktivitu obou typtt GDH.

Z uvedenych vysledkii vyplyvd, Ze slozeni kultivacntho média ovliviiuje
metabolismus velmi vyrazné. Je pravdépodobné, Ze budou ovlivnény i dalsi, v této praci
nesledované ¢asti metabolismu. Vzhledem k tomu, Ze enzymy PEPC, NADP-ME i PPDK
zvySuji aktivitu v pfipadé stresovych podminek, domnivim se, Ze by bylo uZite¢né
sledovat rovnéz vliv sloZeni kultiva¢niho média na metabolismus rostlin tabdku za téchto

podminek.
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7. SOUHRN

1. Sacharosa pfidand do Murashige-Skoogova média in vitro pé&stovanych rostlin
tabaku zpiisobila zvySeni aktivity enzymi PEPC, NADP-ME a vétSiny enzymu
souvisejicich s pfijmem a metabolismem dusiku — NR, GS, GOGAT i NAD-GDH a
NADP-GDH.

2. Aktivita sledovanych enzyma byla ovlivnéna dostupnosti CO,. Byla zjisténa sniZena
aktivita PEPC, NR, GS a GOGAT v rostlinach, které mély k dispozici limitované
mnozstvi CO,. Zatimco aktivita NADP-ME, NAD-GDH a NADP-GDH byla v téchto

rostlindch vyssi oproti rostlindm s neomezenym pfistupem CO,.

3. SniZend koncentrace dusikatych latek (NH4NO;, KNOs) v kultivaénim médiu

zpusobila sniZeni aktivity sledovanych enzymu s vyjimkou PPDK.

4. Také snizend koncentrace fosfatti zptsobila vyrazny pokles v aktivité sledovanych
enzymu, ktery byl v n€kterych ptipadech kompenzovan piitomnosti sacharosy (PPDK,

NR).
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