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ABSTRACT

The metabolism of plants grown in the cultivation medium is influenced by its
composition and availability of CO,. In this project the effect of cultivation medium on the
activity phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31), NADP-malic enzyme
(NADP-ME, EC 1.1.1.40), pyruvate, phosphate dikinase (PPDK, EC 2.7.9.1) and enzymes
of nitrogen metabolism: nitrate reductase (NR, EC 1.7.1.1), glutamine synthetase (GS, EC
6.3.1.2), glutamate synthase (GOGAT, EC 1.4.1.13) and glutamate dehydrogenase (GDH,
EC 1.4.1.2) was studied.

The tobacco plant Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 were grown in vitro
in containers fitted with a filter, which caused limited access of CO,. The cultivation
medium was modified Murashige-Skoog agar with decreased amounts of phosphate,
nitrate, ammonium, or with casein as source of nitrogen and with or without of 1.5%
sucrose as additional carbon source

Activity of PEPC was higher in plants grown in medium in the presence of sucrose.
Reduced concentrations of phosphates, nitrates or NH;" ions or when casein was the only
source of N in medium caused decreased activity of PEPC. Under these conditions, also
activity of NADP-ME and of enzymes of nitrogen metabolism: NR, GS decreased.
Activity of all enzymes was also negatively affected by limited CO,. On the other hand
activity of PPDK was higher in plants grown under limited availability of phosphates,
nitrates or NH," ions. Similarly, activity of GOGAT and activity of NAD*/NADP*-GDH
were higher in plants grown in medium with reduced concentrations of nitrates. The results
show that the decreased amount of N and P in Murashige-Skoog medium negatively
affected PEPC activity and activity of nitrogen metabolism enzymes, which correlates with
decreased mass of roots and shoots of plants. Other enzymes, especially PPDK, participate
in metabolic adaptations to nitrate, NH4" ions or phosphate deficiency.

Key words: PEPC, NADP-ME, PPDK, NR, GS, GOGAT, GDH, nitrogen assimilation



In Czech - ABSTRAKT

Metabolismus rostlin péstovanych v kultivaénim médiu je ovlivnén jeho slozenim a
také piistupem CO,. V tomto projektu byl sledovan vliv kultiva¢niho média na aktivitu
fosfoenolpyruvatkarboxylasy (PEPC, EC 4.1.1.31), NADP-dependentni
malatdehydrogenasy (oxalacetat dekarboxyla¢ni) (NADP-ME, EC 1.1.1.40), pyruvat,
fosfatdikinasy (PPDK, EC 2.7.9.1) a enzyma metabolismu dusiku: nitratreduktasy (NR,
EC 1.7.1.1), glutaminsynthetasy (GS, EC 6.3.1.2), glutamatsynthasy (GOGAT, EC
1.4.1.13) a glutamatdehydrogenasy (GDH, EC 1.4.1.2).

Rostliny tabaku Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1, byly péstované in
vitro v kultiva¢nich nadobkach opatfenych filtrem, ktery zajistil limitovany ptistup CO».
Kultivaénim médiem byl modifikovany Murashige-Skoogliv agar s pfitomnosti ¢i bez
pritomnosti 1,5% sacharosy jako dodate¢ného zdroje uhliku a se snizenym mnozstvim
zdroje fosfat, amonnych iontti, dusi¢nant, nebo s pridanym kaseinem.

Sacharosa v kultivaénim médiu znamenala vys$si aktivitu PEPC nez v rostlinach
péstovanych bez sacharosy. SniZzena koncentrace fosfatli, nitratl, amonnych iontii nebo
ptitomnost kaseinu jako vyhradniho zdroje dusiku v kultivaénim médiu vsak zptisobila
snizeni aktivity PEPC v listech i kofenech rostlin tabadku. Za téchto podminek poklesla 1
aktivita NADP-ME a aktivity enzymi metabolismu dusiku: NR, GS. Limitovany piistup
CO; vedl knizsi aktivité vSech studovanych enzymi. Na druhou stranu PPDK méla v
rostlindch péstovanych se snizenym mnozstvim fosfat, dusi¢nani nebo amonnych iontt
naopak vyssi aktivitu. Stejné tak aktivita enzymti GOGAT a NAD'/NADP*-GDH byla
vy$§i v rostlinach se sniZenou koncentraci dusi¢nand. Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze
sniZzené mnoZstvi dusikatych latek v kultivaénim médiu negativné ovlivituje aktivitu PEPC
a enzymu metabolismu dusiku, coz koreluje s hmotnosti kofenti i nadzemnich casti
rostliny. Jiné enzymy, ptredev§im PPDK, zvySenim své aktivity méni metabolismus a

reaguji tak na sniZenou dostupnost dusi¢nant, amonnych ionti a fosfatu.

Klic¢ova slova: PEPC, NADP-ME, PPDK, NR, GS, GOGAT, GDH, asimilace dusiku
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1. TEORETICKY UVOD

1.1. PROPOJENIi METABOLISMU UHLIKU A DUSIKU

Rostliny jako fotoautotrofni organismy ziskédvaji energii ve formé¢ ATP a reduk¢ni
ekvivalenty NADPH fotosyntézou. ATP a NADPH jsou déle vyuzity pii fixaci CO,
v Calvinové cyklu, kde vznikaji sacharidy, které mohou slouzit k vystavbé bunécnych
struktur, jako zasobni nebo transportni sacharidy do nefotosyntetickych organti, ale také
jako prekurzory pro dalsi biosyntézy.

ATP a NADPH je rovnéz tieba pfi syntéze aminokyselin. Na syntéze uhlikové
kostry se podili fosfoenolpyruvatkarboxylasa (PEPC), ktera tak propojuje metabolismus
aminokyselin a sacharidii (viz. obr. 1., str. 4). Amonné ionty jsou vazany do aminokyselin
za katalyzy enzymového komplexu glutaminsynthetasa/glutamatsynthasa (GS/GOGAT)
[1,2,3,4,5]

NADPH + H*

CHLOROPLAST

CYTOSOL ATP
NAD(P)H + H* NADP* NADP'GDH
NO; B NO, e

NADPH + H‘ NADP*
2-0G t————-=> Glu

AA Glykolyza Glu = AA

t AspAT PE Pc

Asp - OAA —m2 PEP

SIGOGAT
cyklus 2.:0G

ADP .| 1 » AMP+PP, Gln
I | (PPDK
NADP-MEATF: | ATP+P,

maﬁ'——'———r pyruvat + CO,+ NADPH + H*
|

NADP-ICDH  ¢Q)
> citrat — isocitrat <«—<»2-0G
NADP* NADPH + H*

malat

¢ NADP-ICDH
isocitrat

NAD* NADP* — NADPH + H*
NADH + H* | 2-O

NAD* NADH + H*
NAD-GDH I’ "“;’“*”

Obr. 1.: Propojeni metabolismu uhliku a dusiku (pfevzato a upraveno z [6]); PEPC -
fosfoenolpyruvatkarboxylasa, = NADP-ME -  malatdehydrogenasa  (oxalacetat
dekarboxyla¢ni), PPDK - pyruvat, fosfatdikinasa, NR - nitratreduktasa, GS -
glutaminsynthetasa, GOGAT - glutamatsynthasa, GDH - glutamatdehydrogenasa



1.1.1. Pritomnosti dusiku a fosforu

Mineralni vyziva je pro rostlinu velmi dulezitd. Bez asimilace iontl z pudy by
nem¢la nékteré zakladni stavebni prvky pro tvorbu makromolekul [7]. Patii mezi né dusik,
fosfor, sira a draslik. Tyto prvky jsou pro rostlinu diilezité i z hlediska jejiho rtistu. Zatimco
dusik, fosfor a sira jsou soucasti vyznamnych primarnich a sekundarnich organickych
sloucenin, tak draslik je dialezity pro enzymové reakce, kde slouzi jako kofaktor, nebo pro
protonovy transport V rostlinach [8].

Deficit jednoho ze zminénych prvki miize ovlivnit metabolismus rostliny. A to i
Snaslednym dopadem na kvalitu zemédélskych produktii, vynos, skladovani, nebo
z hlediska odolnosti rostliny proti $ktidciim a patogentum [8].

Dusik je hlavni limitujici faktor pro rist a vyvoj rostlin [9, 10]. VétSina rostlin
ziskava dusik z pudy [10]. Dusik je dulezity pro syntézu nukleovych kyselin, proteind,
fosfolipidd a sekundarnich metaboliti. Rostlina mtize pfijimat dusik ve vicero podobach:
jako dusi¢nany, jako amonné ionty nebo i ve slouceninach obsahujici dusik. Tyto
slouceniny jsou §tépeny pomoci enzymu, které rostlina vylucuje do pudy [8]. Pti deficitu
dusiku v rostliné dochazi k poklesu syntézy chlorofylu a dochazi ke zloutnuti listt [7].

Fosfor je soucasti mnoha dileZitych struktur, napt. fosfolipidii v membranach
bunék, fosfosacharidi, bilkovin, nebo nukleovych kyselin. Fosfor je i diillezitou soucasti pfi
pfenosu signalu na mezibunééné 1 vnitrobunééné trovni. Nejvétsi vyznam ma ale fosfor
v reakcich, které souviseji s vyménou energie. Pii deficitu fosforu se rostlina adaptuje na

niz8i koncentrace a zajisti chod témét beze zmen, syntetizuji se latky neobsahujici fosfor

[7].

1.2. FOSFOENOLPYRUVATKARBOXYLASA

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (systematicky nazev: Fosfat:oxalacetat karboxylyasa
(fosforylacni), EC 4.1.1.31. dale jen PEPC) v pfitomnosti hydrogenuhli¢itanového aniontu
(HCO3) jako substratu a dvojmocnych iontd (Mg, ") katalyzuje ireverzibilni B-karboxylaci
fofoenolpyruvatu (PEP) za vzniku oxalacetatu (OAA) a P; [11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19]:

; . PEPC
HCOy + '0,C-C=CH,
0-PO Mg** or Mn

= 0,C—C-CH,-CO," + HPO,*
0

PEP OAA



1.2.1. Vyskyt a struktura PEPC

PEPC je cytosolovy enzym vyskytujici ve vSech fotosyntetickych organismech,
zahrnujici vyssi rostliny, zelené fasy a mikroorganismy, avsak nebyl nalezen v ZivociSich a
v hubach [5, 11, 12, 13, 14, 15, 19, 20].

Primarni struktura PEPC byla zji$téna az v roce 1984 a to z E. coli. Po 20 letech
vyzkumu, vroce 2004 bylo znamo okolo 50-60 sekvenci ziskanych, jak z rostlin,
tak bakterii, a to v¢éetn¢ izoforem enzymu v daném organismu [12, 20].

V roce 1999 byla ziskana prvni 3D struktura PEPC z E. coli pomoci krystalizace.
Avsak tato krystalova struktura zahrnovala i inhibitor PEPC, aspartat, proto se
predpokladalo, ze byl enzym v inaktivnim stavu. K porovnani byla provedena krystalizace
I s PEPC z kukufice, ta neobsahovala zadny inhibitor [12].

PEPC je kodovana malou genovou rodinou a je exprimovana do riiznych pletiv
rostlin [12, 15].

PEPC je slozena ze 4 identickych podjednotek, je to homotetramer (viz. obr. 2. (a),
str. 6). Molekulova hmotnost jedné podjednotky se pohybuje v rozmezi 95 - 110 kDa.
Velikost podjednotky zavisi na druhu organismi, napf. u rostlin (110 kDa), u bakterii (100
kDa) a u prvoka (134 kDa) [2, 12, 16, 17, 18, 19, 20].

Monomer PEPC kukufice se sklada z 8 B-skladanych listt, ktefi se staceji do utvaru
soudku, a z 42 a helixi (viz. obr. 2. (b), str. 6). Sekundarni struktura monomeru je tvofena
Z 65% o helixti a 5% B-skladanymi listy [12].
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Obr. 2.: (a) Struktura PEPC kukufice: 4 identické podjednotky jsou barevné odliSeny a
uspotadany v dimer-dimera (ptevzato z [20]). (b) Struktura monomeru PEPC kukufice
(A), vyznadené misto pro vazbu Mn," v monomeru PEPC E. coli (B), vyznaéené misto pro



vazbu aspartatu v monomeru PEPC E. coli (C), vyznacené misto pro vazbu sulfatu
v monomeru PEPC kukufice (D) (ptfevzato z [12]).

1.2.2. Funkce PEPC

PEPC zastdva v rostlinach rizné funkce, které jsou rozdéleny mezi néckolik
izoforem s riznymi katalytickymi a regula¢nimu vlastnostmi [12, 20].

V C4 a CAM rostlinach plni PEPC fotosyntetickou funkci. Je jednim z Klicovych
enzymu tzv. C4 cyklu. V cytosolu mezofylovych bun¢k C4 rostlin typu NADP-ME PEPC
katalyzuje primarni fixaci CO; za vzniku OAA [15, 17, 19, 21]. Z OAA vznika dalsi reakci
malat, ktery je transportovan do bun€k pochev cévnich svazku, kde je dekarboxylovan na
pyruvat.  Uvolnény CO, je zde fixovan za  katalyzy  ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasou/oxygenasou a vstupuje tak do Calvinova cyklu (viz obr. 3., str. 7).
Prednosti enzymu PEPC je, ze dokaze vyuzit nizs§i koncentrace CO, [2, 11, 14]. V CAM
rostlinach je funkce PEPC velmi podobna. Nedochazi zde k prostorovému, nybrz
k ¢asovému odd¢leni karboxylaéni a dekarboxyla¢ni reakce. Primarni fixace CO, probiha

v noci, kdy okolni teplota neni pfili§ vysoka. Malat je uloZzen ve vakuole a je pak pouzit
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Obr. 3.: Fixace CO; katalyzovana PEPC v C4 rostlinach typu NADP-ME.
Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (PEPC), NADP-malatdehydrogenasa (NADP-MDH),
pyruvat, fosfatdikinasa (PPDK) a NADP-malatdehydrogenasa (oxalacetat dekarboxylaéni,
NADP-ME) tvori tzv. C4 cyklus, ktery zajistuje ptisun CO, kribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylase/oxygenase vyskytujici se v bufikach pochev cévnich svazkii (pfevzato

z[2])




Nefotosynteticka funkce PEPC v C3 rostlinach pravdépodobné zahrnuje: i)
dopliiovani intermediati do citratového cyklu, ii) poskytovani uhlikatych skeletii pro
asimilaci dusiku a biosyntézu aminokyselin iii) malatové kvaseni, iv) spolu s NAD-MDH a
NADP-ME udrzovani stalosti pH v bufice, v) udrzovani elektroneutrality a vi) spolu
s NAD-MDH a NADP-ME produkci reduk¢nich ekvivalentt NADPH [2, 11, 14, 15, 16].

1.2.3. Mechanismus reakce katalyzované PEPC

Reakce katalyzovana PEPC je vysoce exergonickd a ireverzibilni. Pfeména PEP na
OAA probiha ve tiech reverzibilnich krocich, tzv. tiikrokovy mechanismus (viz. obr. 4.,
str. 8) [20]. Po prvnim kroku vznikd zPEP aHCO; enolatovy ion pyruvatu a
karboxyfosfat. Ve druhém kroku vznika CO, diky izomeraci enolatového iontu a Stépeni

karboxyfosfatu. Ve tfetim kroku vznika OAA, tato reakce je ireverzibilni [12, 20].
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Obr. 4.: Trikrokovy mechanismus reakce katalyzované PEPC (pievzato z [12]).

1.2.4. Regulace aktivity PEPC

PEPC mize byt regulovana na nékolika trovnich. A to: i) dostupnosti substrati
(PEP a hydrogenuhli¢itanového iontu), ii) pH, jak iii) vlivem aktivatord (napt. glukosa-6-
fosfat), tak iv) vlivem inhibitort (napf. malat) a také v) fosforylaci serinového zbytku
v blizkosti N- konce.

PEPC se spolu s NAD-malatdehydrogeasou (NAD-MDH; EC 1.1.1.37) a NADP-
ME také podili na regulaci pH a elektroneutrality. Zvyseni pH cytoplazmy (alkalizace)



zvySuje aktivitu PEPC. Produkt reakce katalyzované PEPC, oxalacetat, je redukovany
NAD-MDH na relativné kysely malat. Naopak v ptipadé nizkého pH cytoplazmy, je malat
dekarboxylovan na mén¢ kysely pyruvat pomoci NADP-ME [6].

Na aktivitu PEPC pisobi riizné efektory, a to v zavislosti na organismu, ve kterém
se PEPC nachazi. PEPC u dvoud¢loznych rostlin je aktivovana glukosa-6-fosfatem a
inhibovana malatem nebo aspartaitem [21], PEPC ujednodéloznych C4 rostlin je
aktivovana téz glycinem nebo alaninem. PEPC z E. coli, je aktivovana acetylem-
koenzymem A nebo fruktosa-1,6-bisfosfatem a inhibovana aspartatem nebo malatem [2,
12, 13, 14, 16, 18, 19, 20].

Fosforylace serinového zbytku v blizkosti N-konce je katalyzovana pomoci
specifické Ca2+-independentni PEPC kinasy. Jedné se o nejmensi znamou protein kinasu,
jejiz molekulova hmotnost je piiblizné 31-33 kDa. Jeji aktivita je v buiice ovliviiovana
syntézou de novo. Po fosforylaci dochazi ke zméné kinetickych parametri PEPC.
Fosforylovany enzym ma vy$§i maximalni rychlost reakce, je méné citlivy k pusobeni
inhibitort, ale vice citlivy k ptisobeni aktivatort. K defosforylaci dochazi pomoci protein
fosfatasy 2A (viz obr. 5., str. 9) [2, 11, 12, 14, 15, 16, 18, 20].

Fosforylace PEPC mize byt ovlivnéna dostupnosti CO, a dusikatych latek. Dalsi
studie ukazaly, ze muze byt fosforylace regulovana oxidativnim a solnym stresem (Viz.

obr. 5., str. 9) [12].
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Obr. 5.: Fosforylace PEPC pomoci specifické PEPC kinasy. Fosforylovany enzym je vice
aktivni nez defosforylovany (pievzato z [12]).



1.3. NADP-DEPENDENTNI MALATDEHYDROGENASA
(OXALACETAT-DEKARBOXYLACNI)

NADP-dependentni malatdehydrogenasa (oxalacetat-dekarboxylacni)
(systematicky nazev: L-malat:NADP" oxidoreduktasa (oxalacetat-dekarboxyla¢ni), EC
1.1.1.40, dale NADP-ME), katalyzuje oxidac¢ni dekarboxylaci, kterou je malat za
pritomnosti NADP" jako koenzymu a dvojmocnych iontd (Mg*" nebo Mn®") pfeménén na
pyruvat [6, 11, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28].

COO _
| |
HO-CH NADP-ME
H + | + NADP* ——————> C=0 + CO, + NADPH + H"
CH, Mg>* |
| B CH,
COO
malat pyruvat

NADP-ME miize také katalyzovat i reverzibilni reakci, kdy vznika malat a NADP",

Ale rychlost této reakce je velmi nizka [11].

1.3.1. Vyskyt a vlastnosti NADP-ME

NADP-ME byl nalezen témét ve vSech Zivych organismech, jak v prokaryotickych
a eukaryotickych mikroorganismech, tak ve vSech typech rostlin, u zivoc¢icht i u ¢lovéka
[6, 11, 22, 28].

Jedna se o vysoce konzervované proteiny, napt. sekvenc¢ni identita aminokyselin
mezi chloroplastovou izoformou NADP-ME kukufice a lidskou mitochondrialni NADP-
ME je 47% [29]. V rostlinach je NADP-ME kodovan malou genovou rodinou. Arabidopsis
thaliana a Oryza sativa L. obsahuji obé 4 geny pro NADP-ME, ztoho 3 geny pro
cytosolové izoformy a jeden gen pro plastidovou izoformu. Exprese jednotlivych izoforem
je vyvojové a organové specificka [6, 30, 31]. V Nicotiana tabacum L. byly zjistény
transkripty pro jednu izoformu plastidovou a dvé cytosolové [19, 28], které jsou
pravdépodobné konstitutivni soucasti rostliny a souc¢asti primarniho metabolismu.

U savcl, stejné jako v rostlinach se NADP-ME sklada ze 4 podjednotek, je to
tetramer. Molekulova hmotnost jedné podjednotky se pohybuje v rozmezi 62 - 67 kDa.

NADP-ME se muze vyskytovat i v podobé monomert a dimeru [22, 26].
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1.3.2. Funkce NADP-ME

V jatrech savci a ¢loveéka je NADP-ME jednim z enzymu poskytujicich NADPH
pro dalsi syntézy (napf. lipidi) [22, 25].

V C4 a CAM rostlinach ma NADP-ME dilezitou roli ve fotosyntéze, kde poskytuje
CO; pro Calvinav cyklus [22, 23, 28].

Nefotosynteticka izoforma NADP-ME se vyskytuje ve vsech typech rostlin: CAM,
C4 i C3 a plni rozmanité funkce: i) poskytuje NADPH potiebné pro dalsi biosyntézy, ii)
poskytuje  NADPH jako koenzymy pro antioxida¢ni enzymy, nebo iii) udrZuje
intracelularni pH spolu s PEPC, také iv) ma tlohu pfi obrannych odpovédich [6, 22, 24,
28]

1.3.3. Regulace NADP-ME

Fotosynteticka izoforma NADP-ME miize byt inhibovana nadbytkem malatu. Mezi
dalsi aktivatory a inhibitory patii sukcinat, a-oxoglutarat, oxaloacetat nebo fruktosa-1,6-
bisfosfat. Nefotosynteticka izoforma toho enzymu mutze byt aktivovana sukcinatem,

acetylkoenzymem A, a nebo palmitoylkoenzymem A. Inhibovana GTP, ATP a ADP [11].

1.4, PYRUVAT, FOSFATDIKINASA

Pyruvat, fosfatdikinasa (systematicky nazev: ATP:pyruvat, fosfat fosfotransferasa,
EC 2.7.9.1, dale jen PPDK) katalyzuje za piitomnosti dvojmocnych iontd (Mg,') a za
spotieby ATP pfeménu pyruvatu na fosfoenolpyruvat [6, 32]:

C|OO (|;00—
3 2-
C=0 +ATP+ HPO> < PPDK . ¢ 0po" + AMP+H,P,0,% +2H"
2+ [l
CH, Mg CH>
pyruvat fosfoenolpyruvat

1.4.1. Vyskyt a struktura PPDK

PPDK se vyskytuje ve vSech typech rostlin (C3, C4 a CAM), ale i v bakteriich a
prvocich, avSak v nizké aktivité. PPDK je zcela nepfitomna u zivocichi [6].

PPDK byl nalezen v C3 a v C4 rostlinach jak v chloroplastech, tak v cytosolu
[6].
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PPDK se sklada za 4 identickych podjednotek, tvoii homotetramer. Molekulova
hmotnost jedné podjednotky se pohybuje okolo 94 kDa [32].

1.4.2. Funkce PPDK

Fotosyntetickou funkci PPDK plni v C4 rostlinach. PPDK urc¢uje rychlost celého
C4 cyklu. V tomto cyklu regeneruje primarni akceptor CO,, PEP [6, 32, 33, 34].

Nejvétsi  aktivita PPDK v pletivech C3 rostlin  byla zjisténa v
semenech a stfednich zilkach listd. V semenech pravdépodobné kvili kontrole
metabolismu aminokyselin a biosyntéze Skrobu. Zatimco v zilkach poskytuje PEP pro

biosyntézu ligninu Sikimatovou cestou [6].

1.4.3. Regulace aktivity PPDK

Aktivita PPDK je regulovana pomoci svétla reverzibilni fosforylaci. Defosforylaci
dochazi k aktivaci, zatimco fosforylaci Kk inaktivaci. Tato regulace je zajiSténa pomoci
bifunkéniho regulaéniho proteinu PPDK (viz. obr. 6., str. 12) [6, 32, 33].

Regula¢ni protein PPDK stejné jako jeho cilovy enzym se v C4 rostlinach
vyskytuje v chloroplastech mezofylovych bunék. Jedna se o velmi zvlastni a unikatni
protein minimalné ze téi vyznamnych pohledt. Za prvé, jak bylo zminéno, je bifunkéni,
slouzi jako kinasa i jako fosfatasa. VétSina enzymu k fosforylaci potiebuji vlastni
proteinkinasu. Za druhé jako donor fosfatu mu slouzi ADP nikoliv ATP. Za tteti je Pj-

dependentni. Pti defosforylaci vznika pyrofosfat [32].

| ?H _ .I - O'@

PPDK

- / \

Active (light) o PN Inactive (dark)
(PYP) (P)
Y N N /i

Obr. 6.: Regulace aktivity PPDK pomoci svétla a bifunkéniho regula¢niho proteinu
PPDK. Tento protein aktivuje PPDK defosforylaci a inaktivuje fosforylaci (pfevzato
z [32])
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1.5. ENZYMY METABOLISMU DUSIKU

1.5.1. Asimilace dusiku

Dusik je jednim ze zadkladnich stavebnich kamend vSech zivych organismu. Je
soucasti proteind, nukleovych kyselin a jinych biomolekul. Rostlina pfijima dusi¢nany
kofeny, kde mohou byt redukovany a metabolizovany na aminokyseliny, nebo
transportovany do nadzemnich ¢asti rostliny. V listech mohou byt dusi¢nany ulozeny ve
vakuolach nebo metabolizovany do formy aminokyselin stejnou cestou jako v kofenech.

Asimilaci dusiku zajistuji C¢tyfi hlavni enzymy. Jedna se o nitratreduktasu,
nitritreduktasu  a  komplex glutaminsynthetasy/glutamatsynthasy. Sledem  reakci
katalyzovanych zminénymi enzymy dochazi k redukci dusi¢nanti az na amonny kation a

poté k nasledné inkorporaci dusiku do makromolekul [35, 36, 37, 38].

1.5.2. Nitratreduktasa

Nitratreduktasa (systematicky nazev: Nitrit:NAD" oxidoreduktasa, EC 1.7.1.1, déle
jen NR), je klicovy enzym asimilace dusiku, katalyzuje reakci, kdy dochazi k redukci
dusi¢nanti na dusitany [3, 35, 39, 40]:

NO; + NAD(P)H + H* — NO, + NAD(P)" + H,0

NR je cytosolovy enzym. Sklada se ze 2 identickych podjednotek, je to dimer.
Molekulova hmotnost jedné podjednotky se pohybuje v rozmezi 99 00-104 000 v zavislosti
na druhu organismu, ze kterého NR pochazi. Rychlost reakce katalyzované NR urcuje
rychlost celé asimilace dusiku.

NR ma tfi kofaktory, a to: FAD, hem-Fe a molybdenovy kofaktor (MoCo). Tato
redoxni centra slouzi k pfenosu elektroni z NAD(P)H na dusi¢nany. Kazdé redoxni
centrum je propojeno s vyraznou funkéni a strukturni oblasti NR [3, 35].

Pokud je rostlina vystavena nedostatku nitratti, a nebo nedostatku svétla dochazi
k poklesu aktivity NR.

NR je vysoce regulovana transkripénimi a posttransla¢nimi mechanismy [3, 35].
Nejvice prozkoumdna je regulace fosforylaci/defosforylaci. Jedna se o dvoustupniovy
regulacni mechanismus pomoci proteinu 14.3.3 (viz obr. 7., str. 14). V prvnim kroku je

aktivni enzym fosforylovan pomoci nitratreduktasakinasy. V druhém kroku na
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fosforylovany enzym mize nasednout protein z rodiny 14.3.3, a tim enzym inaktivuje.
Diky této modifikaci mize dochazet kregulaci v fadu minut [3, 41, 42). NR je
pravdépodobné 14.3.3 proteinem inhibovana nekompetitivné [43].

Other Light
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Obr. 7.: Model dvoustupnové regulace NR reverzibilni vazbou proteinu 14.3.3.
Mechanismus regulace je znazornén na jedné podjednotce NR (pfevzato z [41])

1.5.3. Nitritreduktesa

Nitritreduktasa (systematicky nazev Nitrit:ferricytochrom-c oxidoreduktasa, EC

1.7.2.1, dale jen NiR) katalyzuje reakci pfemény dusitanti na amonné ionty [39].

NO; + 6 FdXeq + 8 H* — NH," + 6FdXox + 2 H,0

Tento enzym se vyskytuje pfevazné v chloroplastech rostlin. Sklada se z 4Fe-4S
centra, FAD a sirohemu [3, 38]. Aktivita NiR je vysoka, zajistuje pfeménu a tedy

odstranovani toxického dusitanu z buriky.

1.5.4. Glutaminsynthetasa

Glutaminsynthetasa (systematicky nazev: L-glutamat:amonium ligasa (ADP-
vznikajici), EC 6.3.1.2, dale jen GS) katalyzuje pfeménu L-glutamatu a amonnych iontd na
L-glutamin za spotieby ATP [10, 38, 39, 44, 45, 46, 47, 48].
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L-glutamat + ATP + NH;" — L-glutamin + ADP + P;

GS byla prvnim enzymem, u kterého byla pozorovana schopnost inkorporovat
amonné ionty do organickych sloucenin, napiiklad aminokyselin [49]. Puvodné se
predpokladalo, Ze glutamin muze poskytovat sviij amidovy dusik pouze limitovanému
mnozstvi organickych sloucenin. Nicméné objev NADH-dependetni a ferredoxin-
dependentni glutaméatsynthasy prokéazal existenci cyklu zakomponovavajiciho amonné
ionty do uhlikatého skeletu [49].

GS je velmi rozsifena V rostlinné fisi. Ve vyssich rostlinach se GS vyskytuje ve
dvou izoformach, ve stroma chloroplastu a v cytosolu [49, 50]. Chloroplastova izoforma
GS je odpovédna za asimilaci amonnych iontd odvozenych z fotorespirace nebo z redukce
dusi¢nant. Chloroplastova izoforma GS se vyskytuje pfevazné v listech a zcela chybi
v nefotosyntetickych organech C3 rostlin. Je koédovana jednim genem. Cytosolova
izoforma GS se v listech vyskytuje ziidka, naopak ji najdeme v nefotosyntetickych
pletivech, kde se ucastni n¢kolika fyziologickych procest, napf. reasimilace dusiku
pochazejiciho z proteind, které jsou degradovany béhem starnuti. Cytosolova izoforma GS
je kédovana tiemi az péti geny [46]. Nékteré studie ukazuji, ze obé izoformy GS jsou
regulovany vyvojovymi stadii listd a plni tak rizné funkce [51].

GS je oktamer, sklada se z 8 podjednotek. Miize se jednat bud’ o homooktamer

nebo heterooktamer [49].

1.5.5. Glutamatsynthasa

Glutamatsynthasa  (systematicky  nazev:  L-glutamat:NAD" oxidoreduktasa
(transaminacni)) katalyzuje reakci, pti které dochazi k prenosu aminoskupiny L-glutaminu

na 2-oxoglutarat za vzniku dvou molekul L-glutamata [10, 38, 39, 47]:
L-glutamin + 2-oxoglutarat + NADH — 2 L-glutamat + NAD"
GOGAT byla nalezena v rostlinach a nékterych bakteriich [52]. Vyskytuje se ve
ttech odlisnych izoformach, a to ferredoxin-GOGAT, NADH-GOGAT a NADPH-
GOGAT. NADPH-GOGAT je ptitomna pouze V bakteriich. Ve vyssich rostlinach se

vyskytuji ferredoxin-GOGAT a NADH-GOGAT. Prvni izoforma vyuziva jako donor
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elektronu redukovany ferredoxin (EC 1.4.7.1, dale Fd-GOGAT), druha NADH (EC
1.4.1.14, dale NADH-GOGAT) [38]. Ob¢ izoformy se lisi molekulovou hmotnosti,
slozenim podjednotek, kinetickymi vlastnostmi, kofaktorem a funkci [52].

Fd-GOGAT je flavoprotein s molekulovou hmotnosti 130-180 kDa. Je funk¢ni jako
monomer [10, 52]. Fd-GOGAT je ptitomna ve vysokych aktivitich v chloroplastech.
Reduktantem je redukovany ferredoxin vznikly fotosyntézou.

NADH-GOGAT je také flavoprotein, ale 1isi se molekulovou hmotnosti, ktera se
pohybuje v rozmezi 225-230 kDa. NADH-GOGAT se vyskytuje v plastidech a lze ji
pfevazné najit ve vSech nefotosyntetickych pletivech, jako zdroj reaktant slouzi NADH
[10, 47, 52].

GOGAT patii do rodiny aminotransferas, které vyuzivaji amid z glutaminu
k biosyntéze aminokyselin, purinovych a pyrimidinovych bazi, folati a nikotinamidovych
kofaktorti [52].

cDNA byla charakterizovana u Fd-GOGAT a NADH-GOGAT z né€kolika druhti
rostlin. Z Arabidopsis byla ziskana uplna sekvence gent GOGAT. V Arabidopsis je Fd-
GOGAT koédovan dvéma geny: GLUI a GLU2, které jsou lokalizovany na chromosomu 5
a2 [38].

1.5.6. Glutamatdehydrogenasa

Glutamatdehydrogenasa (systematicky nazev: L-glutamat:NAD" oxidoreduktasa
(deaminacni), EC 1.4.1.2; L-glutamat:NAD(P)" oxidoreduktasa (deaminaéni), EC 1.4.1.3;
L-glutamat:NADP" oxidoreduktasa (deaminac¢ni), 1.4.1.4; dale jen GDH) Kkatalyzuje
reverzibilni reakci, aminaci/deaminaci L-glutamatu/2-oxoglutaratu [37, 38, 39, 44, 47, 53,
54, 59]:

L-glutamat + NAD(P)" + H,O < 2-oxoglutarat + NH;" + NAD(P)H

GDH se nachazi v mitochondriich, nékdy také v cytoplazmé. GDH se sklada ze 2
podjednotek, o a . V rostlinach koduji tyto podjednotky nejméné 2 geny [9, 59]. GDH
muze byt jak homo-, tak heterohexamer [54, 55]. Existuje sedm izoforem tohoto enzymu
[9, 47, 53]. Ackoliv homohexamer GDH ma in vitro stejné kinetické vlastnosti, in vivo

tomu tak byt nemusi a kazda izoforma mize katalyzovat opa¢né reakce [53].
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Az do roku 1974, kdy byl objeven komplex enzymt GS/GOGAT, se
predpokladalo, ze je GDH hlavnim enzymem asimilace dusiku. Od té doby byla funkce
GDH nejasna a je pfedmétem mnoha studii [9, 10, 37, 49, 54, 56]. Existuji diukazy o tom,
7ze GDH muze katalyzovat reakci anabolickou i katabolickou. Anabolickou reakci pomaha
reasimilovat malé mnozstvi amonnych iontd z fotorespirace, nebo pomaha asimilovat
nadmérného mnozstvi exogennich amonnych iontd. Pokud GDH putsobi katabolicky,
participuje v koordinaci metabolismu C a N, nebo v dopliiovani intermediatd Krebsova
cyklu pii nedostatku C [53, 57]. Pomoci in vivo nuklearni magnetické rezonan¢ni
spektroskopie v realném case a nadprodukce gentt GDH bylo zjisténo, Ze primarni funkci
GDH v rostlinach je deaminace glutamatu [58]. GDH pravdépodobné plni i dilezitou roli
pfi stresu rostlin, kde by se mohla uplatiiovat i reakce v opaéném sméru [57].

V Arabidopsis je GDH a gdh geny rozdilné regulovany v zavislosti na dostupnosti
metabolitd C a N [54].
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2. CILE PRACE

1. Zjistit vliv slozek kultivatniho média na aktivitu PEPC v rostlinach tabaku, a to v
zavislosti na:
1) dostupnosti dusikatych latek (amonnych soli, dusi¢nant, kaseinu)
i1) dostupnosti fosfata
iii) dostupnosti dodate¢ného zdroje uhliku (sacharosy)
2. V uvedeném experimentalnim modelu zjistit aktivitu metabolicky souvisejicich enzymii:
i) NADP-ME
i) PPDK
iii) a enzyml podilejicich se na metabolismu dusiku: NR, GS, GOGAT,
NAD*/NADP*-GDH

18



3. MATERIAL

3.1. CHEMIKALIE

a-ketoglutarat
Akrylamid

AgNO3

ATP

Bis

Bradfordovo ¢inidlo
Bromfenolovd modf

BSA

Coomassie Brilliant Blue R 250, G 250

CuSOq4

DTT

EDTA

Ethanol

Fenolové ¢inidlo
Formaldehyd
Fosfoenolpyruvat
Glukosa-6-fosfat
Glutamat
Glutamin
Glycerol

Glycin

HCI

KCI

K2CO3

KH,PO4

K2HPO,

KMnO4

Kyselina octova
Kyselina trichloroctova

L-malat

Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Penta, CR
Degussa, CR
Penta, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
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Methanol

MgCl,

Na,COs

NADH

NADPH

NAD"

NaOH

NNEDD

Nitroblue tetrazolium
lodonitrotetrazolium chlorid
Oxalacetat sodny
Phenazin methosulfat
PVP

Pyruvat sodny
Sacharosa

SDS

Smés enzymt LDH/PK
Sulfanilamid

TEMED

Tris

Vinan sodny

Standard o M, = 10 000 - 205 000

Lachema, CR
Sigma, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema, CR
Serva, Némecko
Sigma, USA
Sigma, USA
Serva, Némecko
Sigma, USA
Lachema, CR

Thermo Scientific, USA
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3.2. PRISTROJE A POMUCKY

Analytické vahy 100 A Denver Instrument Company, USA
Centrifuga Hettich Universal 32R, Némecko
Elektroforeticka souprava Biometra, Némecko

Misi¢ gradientu Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie
pH metr Denver Instrument Company, USA
Spektrofotometr Helios a Thermo Spectronic, USA

Spektrofotometr Ultrospec 2100 Amersham Pharmacia Biotech, Velka Britanie
Vortex Biosan, Lotyssko

3.3. ROSTLINNY MATERIAL

Rostliny tabaku, Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1, byly péstovany v
uzavienych kultiva¢nich nadobkach (viz. kapitola 4.1.1.). Rostlinny material byl laskavé
poskytnut RNDr. Helenou Synkovou, CSc., Ustav experimentélni botaniky AV CR.
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4. METODY

4.1. PRIPRAVA ROSTLINNEHO MATERIALU

4.1.1. Péstovani rostlin tabaku Nicotiana tabacum L.

Rostliny tabaku, Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1, byly péstovany ,,in
vitro“, v uzavienych kultivaénich nadobkach (Magenta GA-7, Diesenhofen, Némecko)
(viz. obr. 8., str. 22). Kultiva¢ni médiem byl Murashige-Skoogiv agar. V tomto médiu
byly upravovany koncentrace jednotlivych slozek.

Rostliny byly rozdéleny do nékolika skupin. Prvni skupinou byly rostliny, které
byly péstovany v kultivani naddobce opatfené filtrem o priméru 10 mm a velikosti port
0,22 pm, mély tedy omezeny pfistup CO,. Dalsi skupinou byly rostliny, které byli
péstovany v pozménéném Murashige-Skoogtvé médiu (viz. tabulka 1., 2., 3.). Ke kazdé
skuping byla vytvofena varianta v piitomnosti 1,5% sacharosy (+S) a bez piitomnosti 1,5%
sacharosy (-S), jakozto dodate¢ného zdroje uhliku. Rostliny byly péstovany pii
fotoperiodickém rezimu 16 hodin svétlo pii teploté 25°C a 8 hodin tma pii teploté 20°C.
VIhkost vzduchu v uzavienych nadobach byla vice nez 90% a koncentrace CO, V mistnosti
byla 350 pmol (CO,).mol™(vzduchu).

Obr. 8.: Rostlina tabaku Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1, péstovana
Vv kultiva¢ni nadobce v Murashige-Skoogtveé agaru.
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Tabulka 1.: Piehled upravenych koncentraci slozek Murashige-Skoogliiva média Vv

jednotlivych skupinach rostlin (1. experiment).

Rostliny Rostliny
Slozky média Kontrolni stresované Stresované
[koncentrace] rostliny nedostatkem nedostatkem
NH, a NOz (N) PO, (P)
KNO; [mM] 18,7 0,94 18,7
NH;NOz; [mM] 20,6 1,03 20,6
KH,PO, [mM] 1,25 1,25 0,125
KCI [mM] - 2,99 2,99

Tabulka 2.: Pichled upravenych koncentraci slozek Murashige-Skoogiiva média v

jednotlivych skupinach rostlin (2. experiment).

Rostliny Rostliny
Slozky média Kontrolni stresované stresované
[koncentrace] rostliny nedostatkem nedostatkem
NH, (N1) NO;s (N2)
KNO; [mM] 18,7 4,12 -
NH,NO; [mM] 20,6 - 3,74
KH,PO, [mM] 1,25 1,25 1,25
KCI [mM] - 3 3

Tabulka 3.: Pichled upravenych koncentraci slozek Murashige-Skoogova média v
jednotlivych skupinach rostlin (3. experiment).

oSy Rostlin
Slozky média Kontrolni stresované pés tovan>é/ s
[koncentrace] rostliny n(le\(l:l((;?a(ltNkze)m kaseinem (N3)
KNO; [mM] 18,7 - -
NH;NO; [mM] 20,6 3,74 -
KH,PO, [mM] 1,25 1,25 1,25
KCI [mM] - 3 3
Kasein [%0] - - 0,5

4.1.2. Odbér vzorku

Z tabaku v kultivacnich nadobach byl pfipraven smésny vzorek ze 3 rostlin. Byly
rozliSovany listy, stonky a kofeny. Po odbéru byly vzorky zmrazeny tekutym dusikem a

skladovany pfi teploté -80°C.
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4.2. PRIPRAVA EXTRAKTU Z ROSTLINNEHO MATERIALU

Listy a kofeny tabaku byly homogenizovany v trojnasobném mnozstvi extrakéniho
pufru A o slozeni: 100 mM Tris-HCI pufr (pH 7,8); 1 mM DTT,; 1 mM EDTA; 5 mM
MgCl,. Po piidani 0,02 g PVP nasledovala centrifugace pii 4°C a 15 000 RPM (16 600 x
), po dobu 15 minut.

Ziskany supernatant byl pouzit ke stanoveni enzymovych aktivit.

4.3. MERENI ENZYMOVE AKTIVITY

Ke stanoveni enzymovych aktivit byl pouzit spektrofotometr Helios o, kyveta o
délce 1 cm. Mé&feni bylo provedeno za laboratorni teploty s 950 pl reakéni smési a 50 pl
rostlinného extraktu, nebo 900 pl reakéni smési a 100 pl rostlinného extraktu s ohledem na
dané enzymy.

Aktivita byla vyjadiena v umol substratu pfeménného za 1 minutu vztazena na 1

gram c¢erstvé hmotnosti rostlinného materialu.

4.3.1. Méfeni aktivity PEPC

Enzymova aktivita PEPC byla stanovena pomoci spfazena reakce, ve které nejdiive
vznikd OAA, jenZ je za pomoci NAD-MDH a NADH pifeménén na malat. Enzymova
aktivita PEPC byla stanovena spektrofotometricky, byl sledovan tibytek NADH pfi vinové
délce 340 nm.

Méfeni enzymové aktivity PEPC bylo provedeno Vv reakéni smési 0 slozeni: 100
mM Tris-HCI pufr (pH 8,1); 5 MM NaHCOg3; 2 mM MgCl,; 0,2 mM NADH; 2 mM PEP.
Reakce byla startovana piidanim 50 pl rostlinného extraktu.

Byla méfena i enzymova aktivita PEPC za nizs§iho pH, a to pH 7,3 za
subsaturacnich podminek PEP (0,2 mM) a sledovan byl i vliv aktivatoru glukosa-6-fosfatu

(5 mM). Reakce byla startovana ptidanim 100 pl rostlinného extraktu.

4.3.2. Méreni aktivity NADP-ME

Enzymova aktivita NADP-ME byla stanovena spektrofotometricky, byl sledovan
ptiristek NADPH pfi vinové délce 340 nm.
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Meéfeni enzymové aktivity NADP-ME bylo provedeno v reakéni smési 0 slozeni:
100 mM Tris-HCI pufr (pH 7,4); 10 mM L-malat; 2 mM MgCly; 0,2 mM NADP. Reakce

byla startovana pfidanim 50 pl rostlinného extraktu.

4.3.3. Méreni aktivity PPDK

Enzymova aktivita PPDK byla stanovena pomoci sprazené reakce. PPDK
katalyzuje vznik PEP, ktery je pomoci PEPC karboxylovan na OAA a ten se dale pomoci
enzymu NAD-MDH a NADH pfeménuje na malat. Enzymova aktivita PPDK byla
stanovena spektrofotometricky, sledoval se ubytek NADH pfi vinové délce 340 nm.

Meéfeni enzymové aktivity PPDK bylo provedeno v reakéni smési 0 slozeni: 100
mM Tris-HCI pufr (pH 8,1); 10 mM MgCly; 5 mM NaHCOs; 2 mM pyruvat; 1 mM ATP; 2
mM K;HPO,4; 0,2 mM NADH. Reakce byla startovana piidanim 100 pl rostlinného

extraktu.

4.3.4. Méreni aktivity NR

Enzymova aktivita NR byla stanovena pomoci reakce, ve které se tvoii
Z dusitanovych iontl a sulfanilamidu diazoniovy ion, ktery pak spolu s NNEDD vytvofti
rizové azobarvivo, jehoZ absorbanci 1ze méfit pti vinové délce 540 nm.

Meéfeni enzymové aktivity NR bylo provedeno v reakéni smési o slozeni: 100 mM
K2HPO4/KH,PO, pufr (pH 7,4); 10 mM EDTA; 0,15 mM NADH; 0,1 M KNO3;. Reakce
byla startovana ptidanim 100 pl rostlinného extraktu. Zaroven byl pfipraven i slepy vzorek,
ktery obsahoval: 100 mM K,;HPO4/KH,PO,4 pufr (pH 7,4); 10 mM EDTA a 100 pl
rostlinného extraktu. Po 30 minutach bylo k reakéni smési piidano 100 pl 5,8 mM
sulfanilamidu a 100 ul 0,8 mM NNEDD. Poté byla prométena absorbance vzorku proti
slepému vzorku pti 540 nm [60].

K vypoctu aktivity NR byla pouzita kalibraéni kiivka (viz. obr. 9., str. 26).
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Obr. 9.: Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance vzniklého azobarviva méfené pii 540 nm
na latkovém mnozstvi KNO,.

4.3.5. Méreni aktivity GS

GS katalyzuje reakci, pfi které vznikd ADP. ADP pak sptfazenou reakci s PK
poskytuje pyruvat, ktery slouzi jako substrat pro LDH. NAD®, které vzniké, je pfimo
umérné aktivit¢ GS. Enzymova aktivita GS byla stanovena spektrofotometricky, sledoval
se ptiristek NAD" pfi vinové délce 340 nm.

Meéfeni enzymové aktivity GS bylo provedeno Vv reakéni smési o slozeni: 100 mM
Tris-HCI pufr (pH 7,6); 5 mM KCI; 5 mM MgCl,; 10 mM L-glutamat; 2,5 mM ATP; 10
mM NH,CI; 0,3 mM NADH; 1 mM PEP a 6,6 U PK a 13,5 U LDH. Zaroven byl pfipraven
i slepy vzorek, ktery obsahoval: 100 mM Tris-HCI pufr (pH 7,6); 0,3 mM NADH. Reakce
byla startovana ptidanim 100 pl rostlinného extraktu [60].

4.3.6. Méreni aktivity GOGAT

Enzymova aktivita GOGAT byla stanovena spektrofotometricky, sledoval se
prirtistek NAD" pti vinové délce 340 nm.

Meéfeni enzymové aktivity GOGAT bylo provedeno v reakéni smési o slozeni: 100
mM Tris-HCI pufr (pH 7,6); 5 mM a-ketoglutarat; 5 mM L-glutamin; 0,3 mM NADH.
Zaroven byl pfipraven i slepy vzorek, ktery obsahoval: 100 mM Tris-HCI pufr (pH 7,6);
0,3 mM NADH. Reakce byla startovana ptidanim 100 pl rostlinného extraktu [60].
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4.3.7. Mgéfeni aktivity NAD'/NADP*-GDH

NADH/NAPDH poskytuje s jodonitrotetrazolium chloridem a phenazin
methosulfatem Cervené zabarveni, které mé absorpcni maximum pfi 500 nm. Enzymova
aktivita NAD*/NADP*-GDH byla stanovena pomoci barevné reakce pti 500 nm.

M¢fteni enzymové aktivity GDH bylo provedeno Vv reakéni smési o slozeni: 100
mM Tris-HCI pufr (pH 7,1); 10 mM L-glutamat; 0,2 mM NAD'/NADP". Ziroveii byl
pfipraven i slepy vzorek, ktery obsahoval: 100 mM Tris-HCI pufr (pH 7,1); 0,2 mM
NAD*/NADP®. K reakénim smésim bylo pfidano 200 pul barevného roztoku (5 mg/ml
jodonitrotetrazoliové violeti s 5 pg/ml phenazin methosulfatem). Reakce byla startovana
pridanim 100 pl rostlinného extraktu. Po 30 minutach byla prométena absorbance pti 500
nm proti referen¢nimu vzorku [60].

K vypoétu aktivity NAD*/NADP*-GDH byla pouzita kalibra¢ni kiivka (viz. obr.
10., str. 27 a obr. 11., str. 27).
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Obr. 10.: Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance formazanu vzniklého z NADH, PMS a
jodonitrotetrazolium chloridu métené pfi 500 nm na latkovém mnozstvi NADH.
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Obr. 11.: Kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance formazanu vzniklého z NADPH, PMS a
jodonitrotetrazolium chloridu métené pfi 500 nm na latkovém mnozstvi NADH.

4.4, STANOVENI MNOZSTVI BILKOVIN

4.4.1. Stanoveni mnozstvi bilkovin metodou dle Bradfordové

Metoda stanoveni bilkovin dle Bradfordové je zalozena na posunu absorpéniho
maxima z 365 nm na 595 nm, ktery je zptisoben vazbou barviva Coomassie Brillinat Blue
G 250 na proteiny. Zména absorbance pii 595 nm je umérna mnozstvi bilkoviny [61].

Jako proteinovy standard byl pouzit BSA v rozmezi koncentraci 0,25 — 1,4 mg/ml.
K 33 pl hrubého extraktu byl pfidan 1 ml Bradfordova ¢inidla. Po 30 minutach inkubace
byla zméfena absorbance pti 595 nm.

K vypoctu koncentrace bilkovin byla pouzita kalibra¢ni kiivka (viz. obr. 12., str.

28).
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Obr. 12.: Kalibra¢ni kiivka stanoveni bilkovin dle Bradfordové pti 595 nm. Jako standard
byl pouzit BSA.

4.4.2. Stanoveni mnoZstvi bilkovin metodou dle Lowryho

Rostlinny material z listd byl dvacetkrat zfedén a pouzit ke stanoveni bilkovin
metodou podle Lowryho. K 200 ul extraktu byl pfidan 1 ml roztoku C (o slozeni: 50 ml
2% Na,CO, v 0,1 M NaOH a 1 ml 0,5% CuSO4 v 1% vinanu sodném). Po 10 min bylo k
této smési ptidano fenolové Cinidlo ziedéné v poméru 1:1. Po 30 minutach byla méfena

absorbance oproti slepému vzorku pii 500 nm.

28



K vypoctu koncentrace bilkovin byla pouzita kalibra¢ni kiivka (viz. obr. 13., Str.

29).
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Obr. 13.: Kalibraé¢ni kiivka stanoveni bilkovin dle Lowryho pti 500 nm. Jako standard byl
pouzit BSA.

45. ELEKTROFORETICKA SEPARACE PROTEINU

Vsechny elektroforetické separace proteini byly provedeny pomoci soupravy
Biometra. Jak pti elektroforetické separaci proteinti v prostiedi SDS, tak v nedenaturujicim
prostiedi bylo na poc¢atku nastaveno napéti na 70 V. Po ptekroceni hranice zaostfovaciho

gelu bylo napéti zvyseno na 140 V.

45.1. Elektroforeticka separace proteini v polyakrylamidovém gelu v

prostiedi SDS

Ptiprava vzorki na elektroforetickou separaci v polyakrylamidovém gelu v
prosttedi SDS:

0,5 ml rostlinného extraktu s trojnasobkem ethanolu bylo ponechano 4 hodiny pfi
teploté -25°C. Poté byla smés centrifugovana pii 4°C a 15 000 RPM (16 600 x g), po dobu
15 minut. Supernatant byl odpipetovan a peleta byla resuspendovana v 30 pl destilované
vody. K takto ptipravenému vzorku byl v poméru 1:1 pfidan vzorkovy pufr obsahujici:
0,1542 g DTT; 0,5 ml 0,1% bromfenolové modte; 2 ml glycerolu; 2 ml 10% SDS; 2,6 ml
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8) a 2,9 ml destilované vody. Smés vzorku a pufru byla po dobu 5
minut povatena. Vzorky pak byly aplikovany ve stejném objemu, nebo bylo aplikovano

stejné mnozstvi proteind.
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Ptiprava gelt:

Elektroforeticka separace proteinti v prosttedi SDS byla provedena v gradientu 10%
az 15% polyakrylamidového separacniho gelu a s 5% zaostfovacim gelem.
10% separacni gel o celkovém objemu 5 ml se skladal z: 1,9 ml destilované vody; 1,7 ml
30% smési akrylamidu/Bis; 1,3 ml 1,5 M Tris-HCI pufru (pH 8,8); 50 ul 10% SDS; 2 ul
TEMED; 50 ul 10% peroxodisiranu amonného.
15% separacni gel o celkovém objemu 5 ml se skladal z: 1,1 ml destilované vody; 2,5 ml
30% smési akrylamidu/Bis; 1,3 ml 1,5 M Tris-HCI pufru (pH 8,8); 50 ul 10% SDS; 2 ul
TEMED; 50 ul 10% peroxodisiranu amonného.
5% zaostrovaci gel o celkovém objemu 6 ml se skladal z: 4,1 ml destilované vody; 1 ml
30% smési akrylamidu/Bis; 750 ul 1,0 M Tris-HCI pufru (pH 6,8); 60 ul 10% SDS; 6 ul
TEMED; 60 ul 10% peroxodisiranu amonného.

45.2. Detekce proteinii po elektroforetické separaci v prostiedi SDS

pomoci Coomassie Briliant Blue

Gel byl po elektroforetické separaci proteinti v prostiedi SDS ponechan pfes noc
v barvici lazni, ktera se skladala z: 2 g Coomassie Briliant Blue R 250; 0,5 g Coomassie
Briliant Blue G 250; 425 ml ethanolu; 100 ml kyseliny octové; 50 ml methanolu; 425 mi
destilované vody. Nasledujici den byl gel odbarvovan pomoci lazné z kyseliny octové,

etanolu a destilované vody v poméru 10 : 25 : 65.

45.3. Detekce proteinii po elektroforetické separaci v prostiedi SDS

pomoci dusi¢nanu stfibrného

Gel byl po elektroforetické separaci proteinii v prosttedi SDS detekovan pomoci
dusi¢nanu sttibrného.

Nejprve byl gel fixovan v 50% methanolu, 12% kyselin¢ trichloroctové a 2%
chloridu médnatém. Poté byl 10 minut promyvan v roztoku 10% ethanolu, 5% kyseliny
octové a vody. Nasledovala inkubace v 0,01% KMnO, po dobu 10 minut a znovu
promyvani v roztoku 10% ethanolu, 5% kyseliny octové a vody po dobu dalSich 10 minut.
Po promyti destilovanou vodou byl gel inkubovan v 10% ethanolu po dobu 10 minut. Po
dal$im promyti v destilované vodé byl gel ponoten do 0,1% AgNO; po dobu 10 minut. Po

promyti vodou nasledovala alkalizace v 10% K;CO3 po dobu 1 minuty a vyvijeni v 0,1%

30



formaldehydu v 20% K,CO3 po dobu 3 az 4 minut a ustaleni v roztoku 10% ethanolu, 5%
kyseliny octové a vody po dobu 1 az 2 minut. Poté byl gel naposledy promyt v destilované

vodé po dobu 30 minut.

45.4. Elektroforeticka separace proteini v polyakrylamidovém gelu v

nedenaturujicim prostiedi

Vzorky aplikované do jamek v zaostfovacim gelu byly naneseny s 20% sacharosou.

Ptiprava gelt:

Elektroforetickd separace v nedenaturujicim prostiedi byla provedena v gradientu
6% az 12% polyakrylamidového separacniho gelu a s 3% zaostfovacim gelem.
6% separacni gel o celkovém objemu 5 ml se skladal z: 2,6 ml destilované vody; 1 ml 30%
smési akrylamidu/Bis; 1,3 ml 1,5 M Tris-HCI pufru (pH 8,8); 50 ul 10% glycerolu; 4 pul
TEMED; 50 ul 10% peroxodisiran amonny.
12% separacni gel o celkovém objemu 5 ml se skladal z: 1,6 ml destilované vody; 2 ml
30% smesi akrylamidu/Bis; 1,3ml 1,5 M Tris-HCI pufru (pH 8,8); 50 ul 10% glycerolu; 2
pul TEMED; 50 pl 10% peroxodisiran amonny.
3% zaostrovaci gel o celkovém objemu 4 ml se skladal z: 3 ml destilované vody; 400 pl
30% smési akrylamidu/Bis; 500 pl 1,0 M Tris-HCI pufru (pH 6,8); 40 ul 10% glycerolu;
8 ul TEMED:; 40 pl 10% peroxodisiran amonny.

455. Detekce NADP-ME v polyakrylamidovém gelu po elektroforetické

separaci v nedenaturujicim prostredi

Gel byl po elektroforetické separaci proteinti v nedenaturujicim prostiedi ponofen
do roztoku o celkovém objemu 10 ml, ktery se skladal z: 100 mM Tris-HCI pufru (pH 7,4);
10 mM L-malatu; 10 mM MgCly; 0,2 mM NADP®; a barvy (0,1 mg/ml nitroblue

tetrazolium a 5 pg/ml phenazin methosulfat). Gel byl ponechén v roztoku pies noc.

45.6. Detekce NAD'/NADP'-GDH v polyakrylamidovém gelu po

elektroforetické separaci v nedenaturujicim prostiedi

Gel byl po elektroforetické separaci proteini v nedenaturujicim prostfedi ponofen

do roztoku o celkovém objemu 10 ml o slozeni: 100 mM Tris-HCI pufru (pH 7,1); 10 mM
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L-glutamat; 0,2 mM NAD'/NADP"; a barvy (0,1 mg/ml nitroblue tetrazolium a 5 pg/ml

phenazin methosulfat). V tomto roztoku byl gel ponechan ptes noc.
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5. VYSLEDKY

Rostliny tabaku Nicotiana tabacum, L. byly péstovany v kultiva¢nich nadobkach
v Murashinge-Skoogové agaru s modifikovanym mnozstvim zivin. Rostliny byly
péstovany v pfitomnosti, nebo bez pfitomnosti 1,5% sacharosy, jakozto dodate¢ného
zdroje uhliku. Se snizenym koncentracemi nékterych zivin (fosfati a dusikatych latek),
nebo v pritomnosti jinych zdroju dusiku (kasein) (viz. kapitola 4.1.1.).

Z rostlin tabaku, konkrétné z listd a kotenti, byly piipraveny extrakty (viz. kapitola
4.2.), ve kterych byla méfena aktivita sledovanych enzymt: PEPC, NADP-ME, PPDK,
NR, GS, GOGAT a NAD*/NADP*-GDH (viz. kapitola 4.3.). Aktivita enzymi vztazena na
cerstvou hmotnost rostlinného materidlu byla u jednotlivych enzymi vynesena do
sloupcovych grafii. Dale byl zjistén obsah bilkovin v jednotlivych extraktech (viz. kapitola
44.). Také byla provedena -elektroforeticka separace proteini v denaturujicim i

nedenaturujicim prostiedi (viz. kapitola 4.5.1. a 4.5.4.)

5.1. VLIV DOSTUPNOSTI FOSFATU A DUSIKATYCH LATEK
V KULTIVACNIM MEDIU NA AKTIVITU ENZYMU
V ROSTLINACH TABAKU

5.1.1. Vzhled rostlin tabaku v jednotlivych skupinach

K experimentu bylo vypéstovano 68 rostlin tabaku, Nicotiana tabacum L., cv. Petit
Havana SR1, které byly rozdéleny:
(a) rostliny tabdku péstované se snizenym mnozstvim fosfatii v ptitomnosti 1,5% sacharosy
(P+S)
(b) rostliny tabdku péstované se snizenym mnozstvim fosfati bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (P-S)
(c) rostliny tabaku péstované se snizenym mnozstvim dusikatych latek v pfitomnosti 1,5%
sacharosy (N+S)
(d) rostliny tabaku péstované se snizenym mnozstvim dusikatych latek bez piitomnosti
1,5% sacharosy (N-S)

(e) kontrolni rostliny tabaku péstované v piitomnosti 1,5% sacharosy (K+S)
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(f) kontrolni rostliny tabaku péstované bez piitomnosti 1,5% sacharosy (K-S)

(g) rostliny péstované v uzavienych kultiva¢nich nadobkéch zajistujici limitovany piistup
CO; v pritomnosti 1,5% sacharosy (C+S)

(h) rostliny péstované v uzavienych kultivaénich nadobkéch zajistujici limitovany piistup
CO; bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (C-S)

Rostliny péstované se snizenym mnozstvim fosfatd (P), dusikatych latek (N) i
rostliny péstované s limitovanym piistupem CO; byly mensi nez rostliny kontrolni. Pfi
odbéru vzorkd nebylo mozné rozlisit jednotlivé ¢asti rostlin (L - listy, S - stonky, K -
koteny).

Vzhled jednotlivych rostlin, se snizenym mnozstvim fosfatd (P), se snizenym
mnozstvim dusikatych latek (N), kontrolnich rostlin (K), nebo rostlin péstovanych
v uzavienych kultivaénich nadobkach s limitovanym ptistupem CO, (C), je znazornén na

obr. 14, str. 34.

@) (d)

Obr. 14.: Rostliny tabaku, Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1, péstované
v kultivac¢nich nadobach s riznym slozenim Murashige-Skoogové agaru: se snizenym
mnozstvi fosfath (P), se snizenym mnoZstvi amonnych iontli a zaroven se snizenym
mnozstvim dusi¢nantt (N), V porovnani s kontrolnimi rostlinami (K) a rostlinami
péstovanymi V uzavienych kultiva¢nich nddobkach opatfenych filtrem, ktery zajistuje
limitovany ptistup CO, (C), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S), nebo bez
ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S).
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5.1.2. Aktivita PEPC

Aktivita PEPC byla méfena u vsech skupin rostlin (se snizenym mnozstvim fosfatu,
se snizenym mnozstvim dusikatych latek, kontrolnich i s limitovanym mnozstvim CQO5),
vzdy v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S, cervené sloupce) a bez piitomnosti 1,5%
sacharosy (-S, sedé sloupce) (viz. obr. 15., str. 35). Nejvyssi aktivita PEPC byla zjisténa v
kontrolnich rostlinach (K) a v rostlinach s limitovanym piistupem CO; (C) v pfitomnosti
1,5% sacharosy. Limitovany piistup CO, zpusobil snizeni aktivity PEPC v rostlinach
péstovanych bez ptitomnosti 1,5% sacharosy. Snizeni koncentrace fosfata (P) znamenalo i
sniZzeni aktivity PEPC na polovinu oproti kontrolnim rostlindm. K vyraznému sniZeni

aktivy PEPC doslo v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvi dusikatych latek (N).
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Obr. 15.: Aktivita PEPC vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu péstovaného
Vv kultiva¢nich nadobach s riznym slozenim kultivaéniho média: se snizenym mnoZstvi
fosfatt (P), se snizenym mnozstvi amonnych iontli a zaroven se snizenym mnoZzstvim
dusi¢nanit (N), Vporovnani s kontrolnimi rostlinami (K) a rostlinami péstovanymi
v uzavienych kultivaénich nadobkéach opattenych filtrem, ktery zajiStuje limitovany
ptistup CO; (C), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (-S) m.

5.1.3. Aktivita NADP-ME

V extraktech jednotlivych skupin byla stanovena aktivita NADP-ME (viz. obr. 16.,
str. 36). Nejvyssi aktivita NADP-ME byla zjisténa v rostlinach péstovanych se snizenym
mnozstvim fosfata (P), a to jak v pfitomnosti (+S, zelené sloupce), nebo bez piitomnosti (-
S, Sedé sloupce) 1,5% sacharosy. Naopak nejnizsi aktivita NADP-ME byla stanovena v
rostlinach péstovanych se snizenym dusikatych latek (N). Aktivita NADP-ME v
kontrolnich rostlinach (K) a rostlinach s limitovanym mnozstvim CO; (C) byla témét bez

rozdilu.
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Obr. 16.: Aktivita NADP-ME vztazena na cerstvou hmotnost rostlinného materialu
péstovaného v kultivaénich nddobach s riiznym sloZzenim kultivaéniho média: se snizenym
mnozstvi fosfati (P), se snizenym mnozstvi amonnych iontli a zaroven se snizenym
mnozstvim dusi¢nani (N), V porovnani s kontrolnimi rostlinami (K) a rostlinami
péstovanymi V uzavienych kultivaénich nadobkach opatifenych filtrem, ktery zajistuje
limitovany pfistup CO, (C), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) =, nebo bez
pritomnosti 1,5% sacharosy (-S) =.

5.1.4. Aktivita PPDK

Dalsim sledovanym enzymem byla PPDK (viz. obr. 17., str. 36). Nejvyssi aktivita
tohoto enzymu byla pozorovana v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim fosfati
(P) v pifitomnosti 1,5% sacharosy (+S, modré sloupce). V rostlinach péstovanych se
snizenym mnozstvim fosfati bez pfitomnosti 1,5% sacharosy vSak byla zjisténa aktivita
PPDK nejnizsi (-S, Sedé sloupce). Zvysena aktivita PPDK oproti kontrolnim rostlinam (K)
byla pozorovana v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusikatych latek (N).
Mirné snizena aktivita PPDK oproti kontrolnim rostlinam byla zjisténa v rostlinach

péstovanych s limitovanym mnozstvim CO; (C).

0,16
0,14 A
0,12 A
0,10 A
0,08 A

tvou hmotnost
[umol.min-t.g1]

0,06 A

cers

0,04 A

Aktivita PPDK vztazena na

0,02 A

0,00 +

Rostliny

Obr. 17.: Aktivita PPDK vztazena na cerstvou hmotnost rostlinného materialu
péstovaného V kultiva¢nich nadobach s riznym slozenim kultivaéniho média: se snizenym
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mnozstvi fosfati (P), se snizenym mnozstvi amonnych iontll a zéroveil se snizenym
mnozstvim dusi¢nantt (N), V porovnani s kontrolnimi rostlinami (K) a rostlinami
péstovanymi V uzavienych kultiva¢nich nadobkach opatfenych filtrem, ktery zajist'uje
limitovany pftistup CO, (C), a to bud’ v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.1.5. Aktivita NR

Vyrazné snizena aktivita NR byla zjisténa v rostlinach péstovanych se snizenym
mnozstvi fosfatt (P) a se snizenym mnozstvim dusikatych (N) oproti kontrolnim rostlinam
(K) (viz. obr. 18., str. 37). Aktivita NR v rostlinach s limitovanym mnozstvim CO, (C)
Vv pfitomnosti 1,5% sacharosy byla téméf beze zmény oproti kontrolnim rostlindm, avSak
bez ptitomnosti 1,5% sacharosy doslo ke snizeni aktivity NR. Dale byla pozorovana
zvySena aktivita NR u vSech jednotlivych skupin rostlin péstovanych v pritomnosti 1,5%
sacharosy (+S, rtzové sloupce) oproti rostlinAm péstovanych bez piitomnosti 1,5%

sacharosy (-S, sedé sloupce).
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Obr. 18.: Aktivita NR vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu péstovaného
Vv kultiva¢nich nadobach s riznym slozenim kultivaéniho média: se snizenym mnoZstvi
fosfati (P), se snizenym mnozstvi amonnych iontli a zaroven se snizenym mnoZstvim
dusi¢nani (N), Vv porovnani s kontrolnimi rostlinami (K) a rostlinami péstovanymi
v uzavienych kultivaénich nadobkach opatfenych filtrem, ktery zajistuje limitovany
ptistup CO, (C), a to bud’ v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S) =, nebo bez ptfitomnosti 1,5%
sacharosy (-S) m.

5.1.6. Aktivita GS

Aktivita GS byla stanovena ve vSech variantach péstovanych rostlin (viz. obr. 19.,
str. 38). Nejvyssi aktivita byla zjisténa v kontrolnich rostlinach (K), jak v pfitomnosti 1,5%
sacharosy (+S, zluté sloupce), tak bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce).

K mirnému sniZzeni aktivity GS dos$lo Vv rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim
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fosfatt (P) a v rostlinach péstovanych s limitovanym pftistupem CO; (C) Vv pfitomnosti
1,5% sacharosy. K témét poloviénimu poklesu aktivity GS oproti kontrolam doslo v
rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusikatych latek (N) a v rostlinach

péstovanych s limitovanym piistupem CO; (C) bez pfitomnosti 1,5% sacharosy.
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Obr. 19.: Aktivita GS vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu péstovaného
Vv kultivacnich nédobach s riiznym slozenim kultivatniho média: se snizenym mnozstvi
fosfatt (P), se snizenym mnozstvi amonnych iontll a zdroven se snizenym mnoZzstvim
dusi¢nanit (N), Vporovnani s kontrolnimi rostlinami (K) a rostlinami péstovanymi
v uzavienych kultivaénich nadobkéach opatfenych filtrem, ktery zajiStuje limitovany
ptistup CO; (C), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) , nebo bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (-S) m.

5.1.7. Aktivita GOGAT

Dal8im sledovanym enzymem byla GOGAT (viz. obr. 20., str. 39). Nejv¢tsi aktivita
tohoto enzymu byla pozorovana Vv kontrolnich rostlinach (K) v pfitomnosti 1,5% sacharosy
(+S, oranzové sloupce). Aktivita v kontrolnich rostlinach bez ptitomnosti 1,5% sacharosy
je zhruba poloviéni (-S, Sedé sloupce). Nejmensi aktivita GOGAT byla zjisténa v
rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusikatych latek (N) bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy a Vv rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvi fosfatt (P) v pfitomnosti 1,5%
sacharosy. Aktivita v ostatnich rostlinach (se snizenym mnozstvim fosfatd (P) bez
piitomnosti 1,5% sacharosy, se snizenym mnozstvi dusikatych latek (N) v pfitomnosti
1,5% sacharosy a v rostlinach péstovanych v uzaviratelnych kultivaénich nadobkach s
limitovanym piistupem CO, (C), jak v pfitomnosti, tak bez ptitomnosti 1,5% sacharosy)
odpovida pfiblizn¢ aktivité naméfené v kontrolnich rostlinach bez ptitomnosti 1,5%

sacharosy.
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Obr. 20.: Aktivita GOGAT vztazend na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu
péstovaného v kultiva¢nich nadobach s riznym sloZenim kultiva¢niho média: se sniZenym
mnozstvi fosfati (P), se snizenym mnozstvi amonnych iontli a zaroven se snizenym
mnozstvim dusi¢nantt (N), Vporovndni s kontrolnimi rostlinami (K) a rostlinami
péstovanymi v uzavienych kultivaénich nadobkach opatfenych filtrem, ktery zajistuje
limitovany pftistup CO, (C), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) =, nebo bez
piitomnosti 1,5% sacharosy (-S) =.

5.1.8. Stanoveni bilkovin dle Bradfordové

V extraktech jednotlivych skupin rostlin byla stanovena i koncentrace rozpustnych
bilkovin metodou dle Bradfordové (viz. obr. 21., str. 39). Nejvétsi koncentrace bilkovin
byla v kontrolnich rostlinach (K), a to jak v rostlinach péstovanych v ptitomnosti 1,5%
sacharosy (+S, fialové sloupce), tak bez piitomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce).
Mensi koncentrace bilkovin oproti kontrolnim rostlinam byla zjisténa v rostlinach
péstovanych se snizenym mnozstvim dusikatych latek (N) v pfitomnosti i bez ptitomnosti
1,5% sacharosy, a v rostlinach péstovanych v uzavienych nadobkach s limitovanym
piistupem CO, (C) bez ptitomnosti 1,5% sacharosy. Témé&f zadny rozdil oproti kontrolam
nebyl pozorovan Vv rostlinach péstovanych Vv uzavienych nadobkach s limitovanym

ptistupem CO; (C) v ptitomnosti 1,5% sacharosy.
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Obr. 21.: Mnozstvi rozpustnych bilkovin v rostlinach péstovanych v kultiva¢nich
nadobéch s riznym slozenim kultivaéniho média: Se snizenym mnozstvi amonnych iontl a
zaroven se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N), vV porovnani s kontrolnimi rostlinami (K) a
rostlinami péstovanymi v uzavienych kultiva¢nich nadobkach opatfenych filtrem, ktery
zajistuje limitovany piistup CO; (C), a to bud’ v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo
bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.1.9. Elektroforeticka separace proteinu v extraktech z rostliny tabaku

Pomoci soupravy Biometra byla provedena elektroforetickd separace proteinil
v prostiedi SDS. Proteiny rostlinnych extraktd byly rozdéleny v gradientu 10% az 15%
polyakrylamidového gelu a nasledné detekovany pomoci Coomassie Briliant Blue (viz.
obr. 22., str. 40). Jako standard molekulovych hmotnosti byl pouzit komeréni marker od
firmy Thermo Scientific (10 00 - 205 000). Byl aplikovan stejny objem extraktu vsech
vzorkll. Z obrazku 22. je patrné, Ze rostliny péstované jako kontrolni v pfitomnosti 1,5%
sacharosy (+S, drdha ¢. 5), bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, drdha ¢. 6) a rostliny
pestované v uzavienych nadobkach S limitovanym piistupem CO; V pfitomnosti 1,5%

sacharosy (+S, draha ¢. 7) obsahuji nejvice proteind.
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Obr. 22.: Detekce proteint po elektroforetické separaci proteinti riznych skupin rostlin v
prostiedi SDS v gradientu 10% az 15% polyakrylamidového gelu. Aplikovan byl stejny
objem vzorku, a to 20 ul vzorku.

Draha 1.: Marker od firmy Thermo Scientific se standardnimi proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech v rozmezi: 10 000 — 205 000

Draha 2.: Extrakt z listu tabaku péstovaného v pudé

Draha 3.. Extrakt z listu tabaku péstovaného se snizenym mnozstvim dusikatych latek se
sacharosou (N+S)

Draha 4.: Extrakt z listu tabaku péstovaného se snizenym mnozstvim dusikatych latek bez
sacharosy (N-S)

Draha 5.: Extrakt z listu kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 6.: Extrakt z listu kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 7.: Extrakt z listu rostlin tabaku péstovaného v uzavienych kultiva¢nich nadobkach
s limitovanym pfistupem CO; s sacharosy (C+S)

Draha 8.: Extrakt z listu rostlin tabaku péstovaného v uzavienych kultiva¢nich nadobkach
s limitovanym piistupem CO; bez sacharosy (C-S)

Draha 9.: Marker od firmy Thermo Scientific se standardnimi proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech v rozmezi: 10 000 — 205 000

5.1.10. Detekce proteini pomoci dusi¢énanu stiibrného po elektroforetické

separaci v gradientu polyakrylamidového gelu v prostiredi SDS

Pted detekci proteinit dusicnanem stiibrnym musela byt provedena elektroforeticka
separace proteint v prostiedi SDS v gradientu 10% az 15% polyakrylamidového gelu (viz.
obr. 23., str. 42). Do jamek bylo aplikovano stejné mnozstvi proteind, a to 5 ug proteint.
Z obrazku 23. je zfejmé, ze kontrolni rostliny péstované v pfitomnosti 1,5% sacharosy
(draha ¢. 5), bez piitomnosti 1,5% sacharosy (draha ¢ 6) a rostliny péstované
v uzavienych kultiva¢nich nddobkach s limitovanym ptistupem CO; V ptitomnosti (drdha

¢. 7) a bez pritomnosti 1,5% sacharosy (draha ¢. 8) maji podobné zastoupeni proteint.
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Obr. 23.: Detekce proteinti po elektroforetické separaci proteinti riznych skupin rostlin v
prostiedi SDS v gradientu 10% az 15% polyakrylamidového gelu. Bylo aplikovano stejné
mnozstvi proteintl, a to 5 ug.

Drdha 1.: Komeréni marker

Draha 2.: Extrakt z listu tabaku péstovaného v pudé

Drdha 3.: Extrakt z listu tabaku péstovaného se snizenym mnozstvim dusikatych latek se
sacharosou (N+S)

Drdha 4.: Extrakt z listu tabaku péstovaného se snizenym mnozstvim dusikatych latek bez
sacharosy (N-S)

Dradha 5.: Extrakt z listu kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Drdha 6.: Extrakt z listu kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 7. Extrakt z listu rostlin tabaku péstovaného v uzavienych kultiva¢nich nadobkach
s limitovanym pfistupem CO, s sacharosy (C+S)

Draha 8.: Extrakt z listu rostlin tabaku péstovaného v uzavienych kultiva¢nich nadobkach
s limitovanym ptistupem CO, bez sacharosy (C-S)

Draha 9. Extrakt z listu tabaku péstovaného v ptdé

Drdha 10.: BSA
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5.2. VLIV DOSTUPNOSTI AMONNYCH IONTU A DUSICNANU
V KULTIVACNIM MEDIU NA AKTIVITU ENZYMU
V ROSTLINACH TABAKU

5.2.1. Vzhled rostlin tabaku v jednotlivych skupinach

Pro tento experiment bylo vypéstovano 59 rostlin tabaku, Nicotiana tabacum L., cv.
Petit Havana SR1.

Rostliny byly rozdéleny do téchto skupin:

(a) kontrolni rostliny tabaku péstované v piitomnosti 1,5% sacharosy (K+S)

(b) kontrolni rostliny tabaku péstované bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (K-S)

(c) rostliny tabdku péstované se snizenym mnozstvim amonnych iontd vV pfitomnosti 1,5%
sacharosy (N1+S)

(d) rostliny tabaku péstované se snizenym mnozstvim amonnych iontd bez pfitomnosti
1,5% sacharosy (N1-S)

(e) rostliny tabaku péstované se snizenym mnoZstvim dusi¢nanli V pfitomnosti 1,5%
sacharosy (N2+S)

(f) rostliny tabaku se sniZenym mnoZstvim dusi¢nanli bez pfitomnosti 1,5% sacharosy
(N2-S)

Rostliny péstované se snizenym mnozstvim amonnych ionti (N1) a se snizenym
mnozstvim dusi¢nand (N2) byly mensi neZ rostliny kontrolni. Avsak rostliny vSech skupin
byly dostatecné velké, aby pti odbéru vzorkd mohly byt rozliseny jednotlivé ¢asti rostliny
(L - listy, S - stonky, K - kofeny).

Vzhled jednotlivych rostlin, péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontl
(N1), se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2) a kontrolnich rostlin (K), je znazornén na

obr. 24, str. 44.
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(d)

Obr. 24.: Rostliny tabaku, Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1, péstované
Vv kultiva¢nich nadobach v Murashige-Skoogové agaru: Kontrolni rostliny (K) a rostliny
péstované se snizenym mnozstvim amonnych iontti (N1), nebo se snizenym mnozstvim
dusi¢nanit (N2), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S), nebo bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (-S).

Hmotnost listd, stonkd a kofent rostlin v jednotlivych skupinach se lisila
Vv zavislosti na slozeni kultiva¢niho média (viz. tabulka 4.).
Tabulka 4.: Ptehled hmotnosti jednotlivych ¢asti kontrolnich rostlin (K), rostlin
péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1) a se snizenym mnozstvim
dusi¢nanti (N2) v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) a bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S);

L - listy, S - stonky, K - kofeny, Y - celkova hmotnost rostliny.

Skupina | L[g] | S[o] | Kl | XIgl
K+S | 4,983 | 0,693 | 1618 | 7,295
K-S | 2971 | 0,321 | 0429 | 3720
N1+S | 2,364 | 0,327 | 0,993 | 3,684
N1-S | 3,235 | 0,353 | 0,331 | 3,918
N2+S | 0,996 | 0,270 | 0,808 | 2,074
N2-S | 1,438 | 0,205 | 0,686 | 2,328
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5.2.2. Aktivita PEPC

5.2.2.1.
Nejvyssi aktivita PEPC pii satura¢ni koncentraci PEP a optimalnim pH 8,1 byla

Aktivita PEPC za optimalnich podminek

zjiSténa v kontrolnich rostlinach (K) v pfitomnosti (+S, ¢ervené sloupce) i bez piitomnosti
1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce), a to jak v listech (viz. obr. 25. (a), str. 45), tak v
kotenech (viz. obr. 25. (b), str. 45) rostlin tabaku. V listech doslo ke snizeni aktivity PEPC
v rostlinach péstovanych, jak se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2), tak amonnych iontt
(N1), kde snizeni aktivity bylo jesté vétsi. V kofenech byla nejnizsi aktivit PEPC zjisténa v

rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2).
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Obr. 25.: Aktivita PEPC vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pfi satura¢ni
koncentraci a optimalnim pH 8,1 méfena v listech (a) a v kofenech (b) kontrolnich rostlin
(K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin s riznym slozenim kultivaéniho média:
se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1) a se snizenym mnozstvim dusi¢nanii (N2), a
to bud’ v piitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.2.2.2.  Aktivita PEPC za suboptimalnich podminek

Nejvétsi aktivita PEPC pfi saturacni koncentraci PEP a suboptimalnim pH 7,3 byla
zjisténa v kontrolnich rostlinach (K), a to jak v listech, tak v kofenech rostlin péstovanych
v pritomnosti 1,5% sacharosy (+S) i bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S). V listech doslo
ke snizeni aktivity PEPC v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvi dusi¢nanti (N2) a
jesté k vétsimu sniZeni v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontt
(N1). V kofenech tomu bylo opacné, nejvétsi snizeni bylo pozorovano Vv rostlinach
péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2).

Spektrofotometricky byla stanovena i aktivace PEPC glukosa-6-fosfatem pfi
subsaturacni koncentraci PEP a fyziologickém pH 7,3, a to jak v listech (viz. obr. 26. (a),

str. 46), tak i v kofenech (viz. obr. 26. (b), str. 46) rostlin tabaku. Nejvétsi vliv aktivatoru
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glukosa-6-fosfatu v listech byl zaznamenan Vv kontrolnich rostlinach (K) péstovanych
Vv piitomnosti (+S, ¢ervené sloupce) i bez ptitomnosti (-S, sedé sloupce) 1,5% sacharosy. V
rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1) a se sniZzenym
mnozstvim dusi¢nand (N2) byl v ptfitomnosti 1,5% sacharosy zaznamenan jen velmi maly
vliv aktivatoru. U téchto stejnych skupin rostlin ale péstovanych bez pfitomnosti 1,5%
sacharosy nebyl zaznamenan zadny vliv aktivatoru. V kotenech byl také zjistén nejvetsi
vliv aktivatoru v kontrolnich rostlindch péstovanych v pfitomnosti i bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy. Na rozdil od lista zde byla zaznamenana vyznamna aktivace glukosa-6-
fosfatem i v rostlinach péstovanych se snizenym mnozZstvim amonnych iontt (N1) a se
snizenym mnozstvim dusi¢nand (N2), a to jak v rostlinach péstovanych v pifitomnosti, tak

bez pritomnosti 1,5% sacharosy.

(a) (b)
5 0,06
c9® ©
o o ®
2832017 5855
©5 O« 2530
nx 2 c ©:s O«
2®h = "X 2 c
a_gg awhHh = 004
.8 = S = E
Eugg 00 2883
=
oNg 3 2otk
LT 5% Eres
Q5N Q wr g @ 002
mﬁggo,m Q_Q_,gg
X C @ = =
o > S
zu”E Sa3E
< €a <
0,00 + < 0,00 -
K N1 N2 K N1 N2
Listy Koreny

Obr. 26.: Aktivace PEPC glukosa-6-fosfatem vztaZzena na Cerstvou hmotnost rostlinného
materialu pii subsaturaéni koncentraci a fyziologickém pH 7,3 (=,=) V porovnani
s aktivitou PEPC bez pfitomnosti glukosa-6-fosfatu (m,m) stanovena v listech (a) a v
kofenech (b) kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin
S riznym slozenim kultivaéniho média: se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1) a
se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2), a to bud’ v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m,=,
nebo bez pritomnosti 1,5% sacharosy (-S) m, .

5.2.3. Aktivita NADP-ME

Aktivita NADP-ME byla stanovena jak v listech (viz. obr. 27. (a), str. 47) tak i v
kofenech (viz. obr. 27. (b), str. 47) péstovanych rostlin. Nejvétsi aktivita NADP-ME byla
zaznamenana V listech a v kofenech kontrolnich rostlin (K) péstovanych v pfitomnosti
1,5% sacharosy (+S, zelené sloupce). V listech pak byla druha nejvétsi aktivita NADP-ME
stanovena v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontt (N1) bez

ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, sedé sloupce). K nejvétsimu poklesu aktivity NADP-ME
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doslo v listech rostlin péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1)
Vv piitomnosti 1,5% sacharosy a Vv rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim
dusi¢nanti (N2) bez ptitomnosti 1,5% sacharosy. V koifenech doslo ke snizeni aktivity
NADP-ME v pfitomnosti i bez pfitomnosti 1,5% sacharosy, a to jak v rostlinach
péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1), tak se snizenym mnozstvim

dusi¢nant (N2), kde byl pokles jesté vétsi.
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Obr. 27.: Aktivita NADP-ME vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pii
saturani koncentraci a optimalnim pH 7,4 namé&fena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultiva¢niho média: se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1) a se sniZzenym
mnozstvim dusi¢nani (N2), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.2.4. Aktivity PPDK
Dalsim enzymem, jehoz aktivita byla spektrofotometricky méfena, byla PPDK (viz.
obr. 28. (a) a (b), str. 48). Nejvyssi aktivita PPDK v listech byla zjisténa v rostlinach
péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2) v ptfitomnosti 1,5% sacharosy (+S,
modré sloupce). Nejnizsi pak v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych
iontt (N1) bez piitomnosti 1,5% sacharosy (-S, sedé sloupce). V kofenech byla nejvétsi

aktivita PPDK zaznamenana V kontrolnich rostlinach (K) v pfitomnosti 1,5% sacharosy,

Vv pfitomnosti 1,5% sacharosy.
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Obr. 28.: Aktivita PPDK vztazend na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pii
saturacni koncentraci a optimalnim pH 8,1 naméfena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultivaénich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultivaéniho média: se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1) a se snizenym
mnozstvim dusi¢nani (N2), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
piitomnosti 1,5% sacharosy (-S) =.

5.2.5. Aktivita NR

Dale byla v listech (viz. obr. 29. (a), str. 49) i v kotenech (viz. obr. 29. (b), str. 49)
stanovena aktivita NR. Nejvétsi aktivita NR v listech tabaku byla stanovena v kontrolnich
rostlinach (K) péstovanych v pritomnosti 1,5% sacharosy (+S, rizové sloupce). K mirnému
poklesu aktivity NR doslo v kontrolnich rostlinach péstovanych bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (-S, Sedé sloupce), k vétsimu pak Vv rostlinach péstovanych se snizenym
mnozstvim amonnych iontd (N1), a to jak v pfitomnosti i bez ptitomnosti 1,5% sacharosy.
Nejnizsi aktivita NR pak byla stanovena v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim
dusi¢nant (N2) v pfitomnosti 1,5% sacharosy. V kofenech byla zjisténa nejvétsi aktivita
kontrolnich rostlinach péstovanych bez pfitomnosti 1,5% sacharosy. V rostlinach
péstovanych se sniZzenym mnoZstvim amonnych iontu (N1) a se sniZzenym mnoZstvim

dusi¢nant (N2) doslo k poklesu aktivity NR.
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Obr. 29.: Aktivita NR vztazena na ¢erstvou hmotnost rostlinného materialu pii satura¢ni
koncentraci a optimalnim pH 7,4 stanovena v listech (a) a v kofenech (b) kontrolnich
rostlin (K) péstovanych v kultivacnich nadobach a rostlin s riznym slozenim kultiva¢niho
média: se sniZzenym mnozstvim amonnych iont (N1) a se sniZenym mnozstvim dusi¢nant
(N2), a to bud’ v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez ptitomnosti 1,5% sacharosy
(-S) m.

5.2.6. Aktivita GS

Stanovena byla i enzymova aktivita GS v listech (viz. obr. 30. (a), str. 49) a v
kofenech (viz. obr. 30. (b), str. 49) rostlin tabaku. Nejvétsi aktivita GS v listech byla
zjisténa v kontrolnich rostlinach, jak v ptitomnosti (+S, zluté sloupce), tak bez ptitomnosti
1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce). V rostlinach se snizenym mnozstvim amonnych iontd
(N1) i dusi¢nanti (N2) doslo k poklesu aktivity GS. V kofenech byla nejvétsi aktivita
stanovena v kontrolnich rostlinach (K). Snizeni aktivity GS bylo zjisténo v rostlinach
péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1) i se snizenym mnoZzstvim
dusi¢nant (N2). V obou piipadech byla aktivita v rostlinach péstovanych bez ptitomnosti

1,5% sacharosy vyssi, nez v rostlinach péstovanych v pfitomnosti 1,5% sacharosy.
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Obr. 30.: Aktivita GS vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pii saturacni
koncentraci a optimalnim pH 7,6 namétena v listech (a) a v kofenech (b) kontrolnich
rostlin (K) péstovanych v kultivacnich nadobach a rostlin s riznym slozenim kultiva¢niho
média: se snizenym mnozstvim amonnych ionti (N1) a se snizenym mnozstvim dusi¢nanti
(N2), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) , nebo bez ptitomnosti 1,5% sacharosy
(-S) m.

5.2.7. Aktivita GOGAT

Dalsim sledovanym enzymem byla GOGAT (viz. obr. 31. (a) a (b), str. 50).
V listech jednotlivych skupin byla nejvétsi aktivita GOGAT zaznamenana Vv rostlinach
péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2) v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S,
oranzové sloupce), nejmensi pak Vv rostlinach péstovanych se snizenym mnoZstvim
amonnych iontt (N1) bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, sedé sloupce). V koienech byla
nejvetsi aktivita stanovena v kontrolnich rostlinach (K) v pfitomnosti 1,5% sacharosy.
S poklesem zdroje dusiku, amonnych iontd (N1) a dusi¢nani (N2), doslo i k poklesu

aktivity GOGAT u téchto skupin rostlin.
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Obr. 31.: Aktivita GOGAT vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu pfi
saturacni koncentraci a optimalnim pH 7,6 naméfena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultiva¢niho média: se sniZenym mnozstvim amonnych iontd (N1) a se sniZzenym
mnozstvim dusi¢nani (N2), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
piitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.2.8. Aktivita NAD"-GDH

Pomoci barevné reakce S jodonitrotetrazoliovou violeti a phenazinem

methosulfatem byla stanovena i aktivita NAD*-GDH v listech (viz. obr. 32. (a), str. 51) a v
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kofenech (viz. obr. 32. (b), str. 51) rostlin tabaku. Nejvétsi aktivita NAD*-GDH v litech
byla zjisténa v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2) bez
ptitomnosti (-S, Sedé sloupce) 1,5% sacharosy. V téchto rostlinach ale v ptitomnosti (+S,
hnédé sloupce) 1,5% sacharosy ziroveii byla stanovena nejniz§i aktivita NAD'-GDH.
K poklesu aktivity NAD*-GDH doslo v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim
amonnych iontd (N1) v porovnani s kontrolnimi rostlinami (K). V kofenech byla rovnéz
zjisténa nejvétsi aktivita NAD'-GDH v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim
dusi¢nanti (N2) bez ptitomnosti 1,5% sacharosy. Nejniz$i pak v kontrolnich rostlinach

pestovanych bez ptitomnosti 1,5% sacharosy.
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Obr. 32.: Aktivita NAD*-GDH vztazen4 na &erstvou hmotnost rostlinného materialu pfi
saturani koncentraci a optimalnim pH 7,1 naméfena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultivaéniho média: se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1) a se snizenym
mnozstvim dusi¢nanti (N2), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.2.9. Aktivita NADP*-GDH

Byla stanovena aktivita NADP*-GDH v listech (viz. obr. 33. (a), str. 52) i v
kofenech (viz. obr. 33. (b), str. 52) rostlin tabakt. V obou ¢astech rostlin byla nejvétsi
aktivita stanovena v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2)
Vv ptitomnosti (+S, hnédé sloupce) 1,5% sacharosy. V listech pak byla nejnizsi aktivita
NADP*-GDH zjisténa v rostlinach péstovanych se snizenym mnoZstvi amonnych ionti
(N1) v piitomnosti 1,5% sacharosy. V kofenech byla nejniz§i aktivita NADP'-GDH

stanovena ve vSech skupinach rostlin (jak Vv kontrolnich rostlinach (K), Vv rostlinach
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péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontd (N1), tak se snizenym mnozstvim

dusi¢nant (N2)) péstovanych bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce).
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Obr. 33.: Aktivita NADP*-GDH vztazena na &erstvou hmotnost rostlinného materialu pfi
satura¢ni koncentraci a optimalnim pH 7,1 naméfena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultivaénich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultivaéniho média: se snizenym mnozstvim amonnych iontd (NI1) a se snizenym
mnozstvim dusi¢nani (N2), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
pritomnosti 1,5% sacharosy (-S) =.

5.2.10. Stanoveni bilkovin dle Bradfordové

V listech (viz. obr. 34. (a), str. 52) a v kotenech (viz. obr. 34. (b), str. 52) byla také
stanovena koncentrace rozpustnych proteint jednotlivych skupin rostlin. Nejvice proteinti
obsahovaly listy a kofeny kontrolnich rostlin (K), a to, jak v pfitomnosti 1,5% sacharosy
(+S, fialové sloupce), tak bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce). V rostlinach
péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontti (N1) a se snizenym mnoZzstvim
dusi¢nant (N2) byl stanoven niz$i obsah bilkovin nez v kontrolnich rostlinach, a to jak

Vv listech, tak kofenech.
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Obr. 34.: Koncentrace bilkovin v listech (a) a v kotenech (b) kontrolnich rostlin (K)
pestovanych v kultiva¢nich nadobéch a rostlin s riznym sloZzenim kultiva¢niho média: se
snizenym mnozstvim amonnych iontti (N1) a se sniZzenym mnozstvim dusi¢nanti (N2), a to
bud’ v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez piitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.2.11. Elektroforeticka separace proteini v gradientu polyakrylamidového

gelu v prostiedi SDS

S extrakty z listd (viz. obr. 35., str. 53) a kotenu (viz. obr. 36., str. 54) jednotlivych
skupin rostlin byla provedena elektroforeticka separace v prostiedi SDS za G¢elem detekce
proteint rozdélenych podle velikosti. Aplikovano bylo stejné mnozstvi proteint, a to 5 ug.
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Obr. 35.: Detekce proteini po elektroforetické separaci proteini v prosttedi SDS v
gradientu 10% az 15% polyakrylamidového gelu. Bylo aplikovano stejné mnozstvi
bilkovin, a to 5 pug.

Drdha 1.: Marker od firmy Thermo Scientific se standardnimi proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech v rozmezi: 10 000 — 205 000

Draha 2.: Extrakt z listu kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 3. Extrakt z listu kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Drdha 4.: Extrakt z listu tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontt se
sacharosou (N1+S)

Drdha 5.: Extrakt z listu tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontl bez
sacharosy (N1-S)
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Draha 6. Extrakt zlistu tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant se
sacharosou (N2+S)

Draha 7.. Extrakt z listu tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nani bez
sacharosy (N2-S)

Draha 8.: Marker od firmy Thermo Scientific se standardnimi proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech v rozmezi: 10 000 — 205 000

Ie 2 3. A4 8. 6: T B

«— 205 000
«— 130000
« 100 000
«— 70000

«— 55000

«— 35000

«— 25000

«— 15000

«— 10000

Obr. 36.: Detekce proteini po elektroforetické separaci proteini Vv prostfedi SDS v
gradientu 10% az 15% polyakrylamidového gelu. Bylo aplikovano stejné mnozstvi
bilkovin, ato 5 pg.

Draha 1.: Marker od firmy Thermo Scientific se standardnimi proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech v rozmezi: 10 000 — 205 000

Draha 2.: Extrakt z kofenti kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 3.: Extrakt z kofenti kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 4.: Extrakt z kofeni tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontt
se sacharosou (N1+S)

Drdaha 5.: Extrakt z kofeni tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontl
bez sacharosy (N1-S)

Draha 6.. Extrakt z kofent tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant se
sacharosou (N2+S)

Draha 7.. Extrakt z kofenti tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nand bez
sacharosy (N2-S)

Drdha 8.: Marker od firmy Thermo Scientific se standardnimi proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech v rozmezi: 10 000 — 205 000
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5.2.12. Detekce NADP-ME po elektroforetické separaci v gradientu

polyakrylamidového gelu v nedenaturujicim prostiedi

Po elektroforetickém rozdé€leni proteinti extraktl listi a kofenti v nedenaturujicim
prostfedi pomoci gradientu 6% az 12% polyakrylamidového gelu byla detekovana u vSech
skupin pokusnych rostlin aktivita NADP-ME (viz. obr. 37., str. 55). V listech byla nejvétsi
aktivita NADP-ME zjisténa Vv kontrolnich rostlinach, a to, jak v ptitomnosti (+S, drdha ¢.
1), tak bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, drdha ¢. 2). V kofenech byla nejvétsi aktivita
NADP-ME detekovana v kontrolnich rostlindch péstovanych v ptitomnosti 1,5% sacharosy
(+S, drdaha ¢. 7) a v rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontti (N1)

Vv piitomnosti 1,5% sacharosy (+S, drdaha ¢. 9).

1. 2. 3. 4. 5: 6. 7z 8. o 10 PR 32
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Obr. 37.: Detekce NADP-ME v gradientu 6% az 12% polyakrylamidového gelu po
elektroforetické separaci v nedenaturujicim prostiedi extrakt listi a kofenti rostlin tabdku
Draha 1. Extrakt z listd kontrolnich rostlin tabaku péstované¢ho se sacharosou (K+S)
Draha 2.: Extrakt z listi kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 3.. Extrakt z listi tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych ionti se
sacharosou (N1+S)

Drdha 4.: Extrakt z listi tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontii bez
sacharosy (N1-S)

Draha 5.. Extrakt z listG tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanti se
sacharosou (N2+S)

Draha 6.. Extrakt z listd tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant bez
sacharosy (N2-S)

Draha 7.: Extrakt z kofent kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 8.: Extrakt z kofent kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 9.: Extrakt z kofenti tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych ionti
se sacharosou (N1+S)

Draha 10.: Extrakt z kofent tabaku péstovanych se snizenym mnoZstvim amonnych ionti
bez sacharosy (N1-S)

Draha 11.: Extrakt z kofenti tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant se
sacharosou (N2+S)

Draha 12.: Extrakt z kofent tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nani bez
sacharosy (N2-S)
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5.2.13. Detekce NAD*/NADP*-GDH po elektroforetické separaci v gradientu

polyakrylamidového gelu v nedenaturujicim prostiredi

Po elektroforetické separaci extraktd listh a kofend ruznych skupin rostlin
V nedenaturujicim prostiedi byla specificky detekovana 1 aktivita dalsiho enzymu,
NAD'/NADP*-GDH, a to v gradientu 6% az 12% polyakrylamidového gelu.

Nejvétsi aktivita NAD'-GDH (viz. obr. 38. (a), str. 56) v listech i v kofenech
tabaku byla detekovana v kontrolnich rostlinach, a to jak v pfitomnosti (+S, drdha ¢. 1, 7),
tak bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, drdha ¢. 2, 8).

Také v piipadé NADP'-GDH byla nejvétsi aktivita stanovena (viz. obr. 38. (b), str.
56) v listech a v kofenech rostlin tabaku, které byly péstované jako kontrolni, a to jak
Vv ptitomnosti (+S, draha ¢. 1, 7), tak bez pfitomnosti 1,5% sacharosy (-S, drdha ¢. 2, 8).
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Obr. 38.: Detekce NAD*-GDH (a) / NADP*-GDH (b) v gradientu 6% az 12%
polyakrylamidového gelu po elektroforetické separaci v nedenaturujicim prostredi extraktt
listil a kofentl rostlin tabaku

Draha 1.: Extrakt z listi kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 2. Extrakt z listd kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 3.: Extrakt z listi tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontl se
sacharosou (N1+S)

Draha 4.: Extrakt z listll tabdku péstovanych se snizenym mnoZstvim amonnych iontii bez
sacharosy (N1-S)

Draha 5.: Extrakt zlistd tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanti se
sacharosou (N2+S)

Draha 6.: Extrakt z listd tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nani bez
sacharosy (N2-S)

Draha 7.: Extrakt z kofenti kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 8. Extrakt z kofent kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 9.: Extrakt z kofent tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim amonnych iontt
se sacharosou (N1+S)
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Draha 10.: Extrakt z kofenil tabadku péstovanych se snizenym mnoZstvim amonnych ionta
bez sacharosy (N1-S)

Draha 11.: Extrakt z kofent tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nani se
sacharosou (N2+S)

Draha 12.: Extrakt z kofent tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant bez
sacharosy (N2-S)

53. VLIV DOSTUPNOSTI DUSICNANU A KASEINU
V KULTIVACNIM MEDIU NA AKTIVITU ENZYMU
V ROSTLINACH TABAKU

5.3.1. Vzhled rostlin tabaku v jednotlivych skupinach

K zavéreénému experimentu bylo vypéstovano 56 rostlin tabaku, Nicotiana tabacum

L., cv. Petit Havana SR1.

Rostliny byly rozdéleny do téchto skupin:
(a) kontrolni rostliny tabaku péstované v ptitomnosti 1,5% sacharosy (K+S)
(b) kontrolni rostliny tabaku péstované bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (K-S)
(c) rostliny tabaku péstované se snizenym mnozstvim dusi¢nanti v ptitomnosti 1,5%
sacharosy (N2+S)
(d) rostliny tabaku péstované se snizenym mnozstvim dusi¢nanii bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (N2-S)
(e) rostliny tabaku péstované v pfitomnosti kaseinu a v pfitomnosti 1,5% sacharosy (N3+S)
(f) rostliny tabaku péstované v pfitomnosti kaseinu a bez ptitomnosti 1,5% sacharosy
(N3-S)

Rostliny péstované se snizenym mnozstvim dusi¢nand (N2) a rostliny péstované
Vv pritomnosti kaseinu (N3) byly mensi neZ rostliny kontrolni. AvSak rostliny v§ech skupin
byly dostatecné velké, aby pti odbéru vzorki mohly byt rozliseny jednotlivé ¢asti rostliny
(L - listy, S - stonky, K - koteny).

Vzhled rostlin, péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2), v pfitomnosti

kaseinu (N3) a kontrolnich rostlin (K), je znazornén na obr. 39, str. 58.
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Obr. 39.: Rostliny tabaku, Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1, péstované
Vv kultiva¢nich nadobach v Murashige-Skoogové agaru: Kontrolni rostliny (K) a rostliny
pestované se snizenym mnozstvim dusi¢nanit (N2), rostliny péstované s 0,5% kaseinem
jako jedinym zdrojem dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S), nebo bez
piitomnosti 1,5% sacharosy (-S).

Hmotnost listl, stonkd a kofen rostlin v jednotlivych skupinidch se lisila
Vv zavislosti na slozeni kultiva¢niho média (viz. tabulka 5.).
Tabulka 5.: Piehled hmotnosti jednotlivych ¢asti kontrolnich rostlin (K), rostlin
pestovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2), nebo s 0,5% kaseinem jako jediného
zdroje dusiku (N3) v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S) a bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-
S); L - listy, S - stonky, K - kofeny, >’ - celkova hmotnost rostliny.

Skupina| L[g] | S[g] | K[g] | Xl
K+S | 4,176 | 0,275 | 0,796 | 5,247
K-S | 2495 | 0,213 | 0,320 | 3,028
N2+S | 1,047 | 0,192 | 0,683 | 1,921
N2-S | 1,441 | 0,209 | 0512 | 2,162
N3+S | 0,200 | 0,089 | 0,161 | 0,449
N3-S | 0,223 | 0,090 | 0,146 | 0,459
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5.3.2. Aktivita PEPC

5.3.2.1.  Aktivita PEPC za optimalnich podminek

Nejvetsi aktivita PEPC pii saturaéni koncentraci PEP a optimalnim pH 8,1 byla
stanovena v listech (viz. obr. 40. (a), str. 59) kontrolnich rostlin (K) péstovanych, jak
Vv piitomnosti (+S, ¢ervené sloupce), tak bez piitomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé
sloupce). V rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2) a rostlinach
péstovanych v piidavku 0,5% kaseinu (N3) doslo ke snizeni aktivity PEPC pfiblizn¢ na
tietinu oproti kontrolnim rostlinam. V kofenech (viz. obr. 40. (b), str. 59) byla nejvétsi
aktivita PEPC zjisténa také v kontrolnich rostlinach péstovanych v pfitomnosti 1,5%
sacharosy. S poklesem koncentrace dusi¢nanti (N2), nebo v pfitomnosti 0,5% kaseinu (N3)

jako jediného zdroje dusiku v zivném médiu doslo ke snizeni aktivity PEPC.

(@) (b)

0,40 0,10
© ©
= <
‘T4 0,30 1 '@+ 0,08 1
’ﬁ e ‘_'"_‘ )ﬁ ] T"_‘
TS o ®E o
NoT Ne
>E .S 020 > E 5005
o< e ™ O<E
o g_' o g_-
a2 g2 a2 2
s 230,10 & 230,03
338 335
5 -]

<
0,00 - 0,00 -
N2 N3 N2 N3
Listy Koreny

Obr. 40.: Aktivita PEPC vztaZena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pii satura¢ni
koncentraci a optimalnim pH 8,1 naméfena v listech (a) a v kofenech (b) kontrolnich
rostlin (K) péstovanych v kultivacnich nadobach a rostlin s riznym slozenim kultiva¢niho
média: se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2), s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem
dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (-S) m.

5.3.2.2.  Aktivita PEPC za suboptimalnich podminek
Stanovena byla i aktivita PEPC za saturacnich podminek PEP, ale pfi
suboptimalnim pH 7,3. Nejvétsi aktivita PEPC byla zjisténa v listech i v kofenech
kontrolnich rostlin (K), a to, jak v pfitomnosti (+S, ervené sloupce), tak bez pritomnosti
1,5% sacharosy (-S, sedé sloupce). V listech a v kofenech rostlin péstovanych se snizenym
mnozstvim dusi¢nanti (N2), nebo s piidavkem 0,5% kaseinu (N3) doSlo ke sniZeni aktivity

PEPC.
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Dale byla zjistovana aktivace PEPC glukosa-6-fosfatem pii subsaturaéni
koncentraci PEP a fyziologickém pH 7,3 v listech (viz. obr. 41. (a), str. 60) i v kofenech
(viz. obr. 41. (b), str. 60) rostlin tabaku. V listech byla PEPC nejvice aktivovana glukosa-6-
fosfatem v kontrolnich rostlinach (K) péstovanych v piitomnosti (+S, ¢ervené sloupce) i
bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S, svétle Sedé sloupce). Mens$i vliv aktivatoru byl
zaznamenan V rostlinach péstovanych s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku
(N3), nejmensi v rostlindich péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2).
V kotenech byl zjistén nejveétsi vliv aktivatoru glukosa-6-fosfatu v kontrolnich rostlinach,
mensi v rostlinach péstovanych s 0,5% kaseinem (N3) a nejmensi v rostlinach

pestovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2).
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Obr. 41.: Aktivace PEPC glukosa-6-fosfatem vztaZzena na Cerstvou hmotnost rostlinného
materialu pii subsaturaéni koncentraci a fyziologickém pH 7,3 (m,=) V porovnani
s aktivitou PEPC bez pfitomnosti glukosa-6-fosfatu (m,m) stanovena v listech (a) a v
kotenech (b) kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultivacnich nadobach a rostlin
Sriznym slozenim kultivatniho média: se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2),
s ptidavkem 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti
1,5% sacharosy (+S) m,=, nebo bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m, .

5.3.3. Aktivita NADP-ME

V extraktech listd a kofenu rostlin tabdku byla stanovena aktivita NADP-ME.
Nejveétsi aktivita NADP-ME byla zjisténa v listech (viz. obr. 42. (a), str. 61) kontrolnich
rostlin (K) péstovanych v pfitomnosti (+S, zelené sloupce), i bez piitomnosti 1,5%
sacharosy (-S, sedé sloupce). V listech rostlin péstovanych se snizenym mnozstvim
dusicnanti (N2) a v listech rostlin péstovanych s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem
dusiku (N3) bylo pozorovano snizeni aktivity NADP-ME. V kotenech (viz. obr. 42. (b),

str. 61) byla nejvétsi aktivita tohoto enzymu zjisténa v kontrolnich rostlinach péstovanych

60



Vv ptitomnosti 1,5% sacharosy. V kofenech ostatnich skupin rostlin doslo ke snizeni aktivity

NADP-ME.
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Obr. 42.: Aktivita NADP-ME vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pii
saturacni koncentraci a optimalnim pH 7,4 namé&fena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultivaénich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultivaéniho média: se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2), s 0,5% kaseinem jako
jedinym zdrojem dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
piitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.3.4. Aktivita PPDK

Dalsim sledovanym enzymem byla PPDK. Nejvétsi aktivita PPDK v listech (viz.
obr. 43. (a), str. 61) byla zjisténa v rostlinaich péstovanych se snizenym mnozstvim
dusi¢nani (N3) v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S, modré sloupce), nejmensi v kontrolnich
rostlinach (K) péstovanych bez pfitomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce). V kotenech
(viz. obr. 43. (b), str. 61) byla nejvétsi aktivita PPDK stanovena v kontrolnich rostlinach
péstovanych v ptitomnosti 1,5% sacharosy. Nejmensi aktivita PPDK byla stanovena
Vv kofenech rostlin péstovanych s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku (N3) bez

pfitomnosti 1,5% sacharosy.
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Obr. 43.: Aktivita PPDK vztazend na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pii
saturacni koncentraci a optimalnim pH 8,1 namé&fena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultivaéniho média: se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2), s 0,5% kaseinem jako
jedinym zdrojem dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
pritomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.3.5. Aktivita NR

Aktivita NR byla stanovena jak v listech (viz. obr. 44. (a), str. 62), tak v kotfenech
(viz. obr. 44. (b), str. 62) vSech variant péstovanych rostlin. V listech byla nejvétsi aktivita
NR stanovena v kontrolnich rostlinach (K) péstovanych v ptitomnosti (+S, rizové sloupce)
1,5% sacharosy, nejmensi v rostlinach péstovanych s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem
dusiku (N3) bez pritomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce). V kofenech byla nejvétsi
aktivita NR zjisténa v kontrolnich rostlinach péstovanych bez pfitomnosti 1,5% sacharosy.
V kofenech rostlin péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2), nebo s 0,5%
kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku (N3) doslo ke snizeni aktivity NR, a to jak

Vv piitomnosti, tak bez ptitomnosti 1,5% sacharosy.

(a) (b)
0,001 A

s - 0,002 A o -
o 0 N A7)
55T 52T
NS~ 8
NECS NECc
> c £ > c IS
x s _— x s =
zZ g ) z g )
g% 5§ £% 8
s5< B
£° £°
< <

0,000 - 0,000 -

K N2 N3 K N2 N3
Listy Koreny

Obr. 44.: Aktivita NR vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pii saturacni
koncentraci a optimalnim pH 7,4 naméfena v listech (a) a v kofenech (b) kontrolnich
rostlin (K) péstovanych v kultivacnich nadobach a rostlin s riznym slozenim kultiva¢niho
média: se sniZzenym mnozstvim dusi¢nant (N2), s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem
dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (-S) m.

5.3.6. Aktivita GS

Sledovana byla i aktivita GS. Nejvétsi aktivita tohoto enzymu byla zjisténa v listech

(viz. obr. 45. (a), str. 63) kontrolnich rostlin (K) pé&stovanych jak v pfitomnosti (+S, Zluté
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sloupce), tak bez pritomnosti 1,5% sacharosy (-S, sedé sloupce). Aktivita GS Vv rostlinach
péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2), nebo s 0,5% kaseinem jako jedinym
zdrojem dusiku (N3) poklesla piiblizné na tfetinu. V kotenech (viz. obr. 45. (b), str. 63)
byla nejvétsi aktivita GS zaznamenana v kontrolnich rostlinach péstovanych v pfitomnosti
1,5% sacharosy. V kontrolnich rostlinach péstovanych bez pfitomnosti 1,5% sacharosy a
Vv rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2), nebo s 0,5% kaseinem

jaké vyhradnim zdrojem dusiku (N3) doslo ke snizeni aktivity tohoto enzymu.
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Obr. 45.: Aktivita GS vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pti saturacni
koncentraci a optimalnim pH 7,6 naméiena v listech (a) a v kofenech (b) kontrolnich
rostlin (K) péstovanych v kultivaénich nadobach a rostlin s riznym slozenim kultivaéniho
média: se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2), s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem
dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) , nebo bez ptitomnosti 1,5%
sacharosy (-S) m.

5.3.7. Aktivita GOGAT
V listech (viz. obr. 46. (a), str. 64) tabaku byla nejvétsi aktivita GOGAT stanovena

Vv rostlinach péstovanych s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku (N3)
Vv ptitomnosti (+S, oranzové sloupce) 1,5% sacharosy. Nejmensi pak byla aktivita
GOGAT zjisténa Vv rostlinaich péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2) bez
piitomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce). V kotenech (viz. obr. 46. (b), str. 64) byla
nejvetsi aktivita GOGAT naméfena V rostlindch péstovanych se snizenym mnoZstvim
dusi¢nant (N2) v pfitomnosti 1,5% sacharosy, nejmensi v rostlinach péstovanych s 0,5%

kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku (N3) v ptitomnosti 1,5% sacharosy.
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Obr. 46.: Aktivita GOGAT vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu pti
saturacni koncentraci a optimalnim pH 7,6 naméfena v listech (a) a v kotenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultivacnich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultivaéniho média: se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2), s 0,5% kaseinem jako
jedinym zdrojem dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
piitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.3.8. Aktivita NAD"-GDH

Dalsim sledovanym enzymem byla NAD'-GDH. Nejvétsi aktivita tohoto enzymu
v listech (viz. obr. 47. (a), str. 64) byla stanovena v kontrolnich rostlinach (K) péstovanych
Vv piitomnosti (+S, hnédé sloupce) 1,5% sacharosy a v rostlinach péstovanych s 0,5%
kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku (N3) bez piitomnosti (-S, Sedé sloupce) 1,5%
sacharosy. V rostlinach péstovanych s 0,5% kaseinem (N3) v pfitomnosti 1,5% sacharosy
a rostlinach péstovanych se sniZenym mnozstvim dusi¢nanti (N2) bylo pozorovano snizeni
aktivity NAD*-GDH. V kofenech (viz. obr. 47. (b), str. 64) byla nejvétsi aktivita NAD'-
GDH zjisténa v kontrolnich rostlinach, jak v pfitomnosti, tak bez piitomnosti 1,5%
sacharosy. V rostlinach péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2) a Vv rostlinach

péstovanych s 0,5% kaseinem (N3) doslo k poklesu aktivity NAD*-GDH.
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Obr. 47.: Aktivita NAD*-GDH vztazena na &erstvou hmotnost rostlinného materialu pfi
saturacni koncentraci a optimalnim pH 7,1 naméfena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultivaéniho média: se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2), s 0,5% kaseinem jako
jedinym zdrojem dusiku (N3), a to bud’ v ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
pritomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.3.9. Aktivita NADP*-GDH

V extraktech zlistt a kofend byla rovn&z stanovena aktivita NADP*-GDH.
Nejvyssi aktivita NADP'-GDH v listech (viz obr. 48. (a), str. 65) byla zjisténa v
kontrolnich rostlinach (K), a to jak v ptitomnosti (+S, hnédé sloupce), tak bez ptitomnosti
1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce). Nejmensi aktivita byla zaznamenana v rostlinach
péstovanych s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku (N3). V kofenech (viz obr. 48.
(b), str. 65) byla zjisténa nejvétsi aktivita NADP'-GDH vV rostlinich péstovanych se
sniZzenym mnozstvim dusi¢nani (N2) v pfitomnosti 1,5% sacharosy. V kontrolnich
rostlinach a rostlinach péstovanych s 0,5% kaseinem (N3), jak v piitomnosti, tak bez

piitomnosti 1,5% sacharosy byla pozorovana snizend aktivita NADP*-GDH.
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Obr. 48.: Aktivita NADP*-GDH vztazena na &erstvou hmotnost rostlinného materialu pri
satura¢ni koncentraci a optimalnim pH 7,1 naméfena v listech (a) a v kofenech (b)
kontrolnich rostlin (K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin s riznym slozenim
kultivaéniho média: se sniZzenym mnozstvim dusi¢nantu (N2), s 0,5% kaseinem jako
jedinym zdrojem dusiku (N3), a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez
piitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.3.10. Stanoveni bilkovin dle Lowryho

Metodou dle Lowryho bylo stanoveno mnozstvi rozpustnych bilkovin v listech (viz.
obr. 49. (a), str. 66) a v kofenech (viz. obr. 49. (b), str. 66) rostlin tabaku. Nejvétsi

mnozstvi bilkovin v listech bylo zjisténo v rostlinach péstovanych s 0,5% kaseinem jako

65



jedinym zdrojem dusiku (N3), a to jak v pfitomnosti (+S, fialové sloupce), tak i bez
pritomnosti 1,5% sacharosy (-S, Sedé sloupce). V kotenech byl nejvétsi obsah bilkovin
stanoven v kontrolnich rostlinach (K) a v rostlinach péstovanych s 0,5% kaseinem, v obou
ptipadech v ptitomnosti 1,5% sacharosy.
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Obr. 49.: Mnozstvi rozpustnych bilkovin v listech (a) a v kofenech (b) kontrolnich rostlin
(K) péstovanych v kultiva¢nich nadobach a rostlin s riznym slozenim kultiva¢niho média:
se snizenym mnozstvim dusi¢nanti (N2), s 0,5% kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku
(N3), a to bud’ v ptitomnosti 1,5% sacharosy, a to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S)
m, nebo bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.

5.3.11. Elektroforeticka separace proteinu v gradientu polyakrylamidového
gelu v prostiedi SDS

Proteiny obsazené v extraktech listd riznych skupin rostlin byly rozdéleny
elektroforetickou separaci proteinti v prosttedi SDS v gradientu 10% az 15%
polyakrylamidového gelu. Poté byly detekovany proteiny pomoci Coomassie Briliant Blue
(viz. obr. 50., str. 67). Byl aplikovan stejny objem extraktu, 20 pl.
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Obr. 50.: Detekce proteint listd riznych skupin rostlin po elektroforetické separaci
proteini v prostifedi SDS v gradientu 10% az 15% polyakrylamidového gelu. Byl
aplikovan stejny objem extraktu, a to 20 pl.

Drdha 1.: Marker od firmy Thermo Scientific se standardnimi proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech v rozmezi: 10 000 — 205 000

Drdha 2.: Extrakt z listu tabaku péstovaného v pudé

Draha 3.: Extrakt z listu kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 4.: Extrakt z listu kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 5. Extrakt zlistu tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanti se
sacharosou (N2+S)

Draha 6.: Extrakt zlistu tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nani bez
sacharosy (N2-S)

Drdha 7.: Prazdna

Drdha 8.: Extrakt z listu tabaku péstovaného v pudé

Draha 9.: Marker od firmy Thermo Scientific se standardnimi proteiny o relativnich
molekulovych hmotnostech v rozmezi: 10 000 — 205 000

Draha 10.: Extrakt z listu tabaku péstovanych s ptidavkem kaseinu se sacharosou (N3+S)
Draha 11.: Extrakt z listu tabaku péstovanych s ptidavkem kaseinu bez sacharosy (N3-S)

15 000 —

5.3.12. Detekce NADP-ME po elektroforetické separaci v gradientu
polyakrylamidového gelu v nedenaturujicim prostiredi

Extrakty listd a kofent ruznych skupin rostlin byly rozdéleny v nedenaturujicim

prostiedi v gradientu 6% az 12% polyakrylamidového gelu a poté byla detekovana aktivita

NADP-ME (viz. obr. 51., str. 68). Nejvétsi aktivita NADP-ME v listech byla zjisténa

Vv kontrolnich rostlinach, a to jak v pfitomnosti (+S, drdha ¢. 1), tak bez ptitomnosti 1,5%
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sacharosy (-S, draha ¢. 2). V kofenech byla nejvétsi aktivita NADP-ME detekovana

Vv kontrolnich rostlinach péstovanych v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S, drdaha ¢. 7).

1. 2. 3 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12.

Obr. 51.: Detekce NADP-ME v gradientu 6% az 12% polyakrylamidového gelu po
elektroforetické separaci proteinli v nedenaturujicim prostfedi extraktd listh a kotenil
ruznych skupin rostlin tabaku

Draha 1.: Extrakt z listi kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 2.: Extrakt z listd kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Drdha 3.: Extrakt z listd tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nand se
sacharosou (N2+S)

Drdha 4.: Extrakt z listd tabdku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanli bez
sacharosy (N2-S)

Draha 5.: Extrakt z listd tabaku péstovanych v pfitomnosti kaseinu se sacharosou (N3+S)
Drdha 6.: Extrakt z listi tabaku péstovanych v pfitomnosti kaseinu bez sacharosy (N3-S)
Draha 7.. Extrakt z kofenti kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 8.: Extrakt z kotenti kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 9.. Extrakt z kofent tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant se
sacharosou (N2+S)

Draha 10.: Extrakt z kofentl tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nand bez
sacharosy (N2-S)

Draha 11.. Extrakt z kofenti tabaku péstovanych v piitomnosti kaseinu se Sacharosou
(N3+S)

Draha 12.. Extrakt z kofent tabaku péstovanych v pfitomnosti kaseinu bez sacharosy (N3-
S)

5.3.13. Detekce NAD'-GDH po elektroforetické separaci v gradientu

polyakrylamidového gelu v nedenaturujicim prostiredi

Po elektroforetické separaci extraktli listl a kofent studovanych skupin rostlin v
nedenaturujicim prostiedi v gradientu 6% az 12% polyakrylamidového gelu byla
detekovana také aktivita NAD*-GDH (viz. obr. 52., str. 69). Nejvétsi aktivita NAD*-GDH
v listech byla zjisténa v kontrolnich rostlinach, a to, jak v ptitomnosti (+S, drdha ¢. 1), tak
bez pfitomnosti 1,5% sacharosy (-S, drdha ¢. 2). V kotenech byl vysledek stejny, nejvetsi
aktivita NAD'-GDH byla detekovana v kontrolnich rostlinich péstovanych jak
Vv ptitomnosti 1,5% sacharosy (+S, drdha ¢. 7), tak bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S,
draha ¢. 8).
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Obr. 52.: Detekce NAD'-GDH v gradientu 6% az 12% polyakrylamidového gelu po
elektroforetické separaci proteinli v nedenaturujicim prostfedi extraktd listd a kotenti
ruznych skupin rostlin tabaku

Draha 1.: Extrakt z listd kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 2.: Extrakt z listd kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 3. Extrakt zlistd tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant se
sacharosou (N2+S)

Drdha 4.: Extrakt z listd tabdku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nanli bez
sacharosy (N2-S)

Draha 5.: Extrakt z listd tabaku péstovanych v pfitomnosti kaseinu se sacharosou (N3+S)
Drdha 6.: Extrakt z listi tabaku péstovanych v pfitomnosti kaseinu bez sacharosy (N3-S)
Draha 7.. Extrakt z kofenti kontrolnich rostlin tabaku péstovaného se sacharosou (K+S)
Draha 8.: Extrakt z kotenti kontrolnich rostlin tabaku péstovaného bez sacharosy (K-S)
Draha 9.. Extrakt z kofent tabaku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nant se
sacharosou (N2+S)

Drdha 10.: Extrakt z kofentl tabadku péstovanych se snizenym mnozstvim dusi¢nand bez
sacharosy (N2-S)

Draha 11.: Extrakt z kofenti tabaku péstovanych v pfitomnosti kaseinu se sacharosou
(N3+S)

Draha 12.. Extrakt z kofent tabaku péstovanych v pfitomnosti kaseinu bez sacharosy (N3-
S)
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6. DISKUZE

Rostliny jsou tvofeny latkami, které vznikaji asimilaci jednoduchych
bohatsi organické slouceniny. Tyto latky pak mohou byt soucasti struktur, nebo mohou
zabezpecovat metabolické procesy. Metabolismus rostlin miize byt ovlivnén Zzivinami,
které rostlina ziskava z ptdy nebo z kultiva¢niho média [7]. Nedostatek dusikatych latek a
fosfati predstavuje abioticky stres, ktery je nejcastéjSi pfi¢inou snizené produktivity
hospodartsky vyznamnych rostlin [62].

PEPC je kliCovym enzymem C4 rostlin, kde zajiStuje primdrni fixaci COa.
V posledni dobé je aktivita PEPC v C3 rostlinach zkoumana v souvislosti se stresem rostlin
[6, 63]. Zvysena aktivita PEPC byla zjisténa v rostlinach stresovanym suchem [64],
snizenou dostupnosti fosfatt [65], nebo virovou infekci [19].

Cilem diplomové prace bylo zjistit, jaky vliv ma slozeni kultivaéniho média na
aktivitu PEPC a dalsich enzymu, Hatch-Slackova cyklu: NADP-ME a PPDK, a enzymu
metabolismu dusiku: NR, GS, GOGAT, NAD*/NADP*-GDH.

V této praci byl jako kultivatnim médium pouzit Murashige-Skoogiv agar s
modifikovanymi koncentracemi zivin.  Rostliny byly péstovany s 10X snizenym
mnozstvim fosfata (KH,POy; P), s 20x snizenym mnoZstvim amonnych iontd (NH4;NO3) a
zaroven 20x snizenym mnozstvim dusi¢nant (KNOs; N), bez pfitomnosti jakéhokoliv
zdroje amonnych iontli a S5x snizenym mnozstvim dusi¢nani (N1), bez pfitomnosti
vyhradniho zdroje dusi¢nand a S 5 x snizenym mnoZstvim amonnych iontd (N2) nebo
Vv pfitomnosti 0,5% kaseinu (N3), jakozto jediného zdroje dusiku v kultiva¢nim médiu.

Aktivita PEPC byla ovlivnéna dostupnosti vSech sledovanych latek. Sacharosa,
jako zdroj energie a uhlikatych skeletti, dodavana do kultivaéniho média znamenala ve
vSech skupinach péstovanych rostlin vyssi aktivitu PEPC neZ v jeji nepfitomnosti (viz. obr.
15., str. 35; obr. 25., str. 45; obr. 40, str. 59). Limitovana dostupnost CO,, vedla také
k nizsi aktivit¢ PEPC, ale pouze v nepfitomnosti sacharosy (obr. 53., str. 71.). V rostliné
péstované v pfitomnosti sacharosy mohou probihat naro¢né metabolické drahy a rostlina
tak neni odkadzana pouze na zdroj sacharidi z fotosyntézy. Vysledky jsou v souladu
diplomovou praci Katetiny Minait [60].

Zajimavy je vliv snizeného mnozstvi fosfatl na aktivitu PEPC (viz. obr. 15, str. 35;

obr. 53., str. 71). V rostlinach Arabidopsis thaliana vede nedostatek fosfati (P) ke zvySeni
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aktivity PEPC [65]. Rostlina muze reakci katalyzovanou PEPC zvysit mnozstvi
organickych kyselin, malatu a citratu, vyuzitelnych k pfijmu fosfati z pudy (viz. obr. 1, str.
4). PEPC spolu s NAD-MDH a NADP-ME také piedstavuje vedlejsi alternativni drahu
k enzymové reakci katalyzované pyruvatkinasou v glykolyze. Touto cestou sice nevznika
ATP, ale je uvolnén anorganicky fosfat, ktery mtize byt pro rostlinu v kritickém nedostatku
fosfatt dalezity (viz. obr. 1, str. 4) [6]. V této praci byl naopak zjistén pokles aktivity
PEPC. Pravdépodobné zaleZi na koncentraci fosfati (P), které byla v tomto experimentu

10x sniZzena, nebo mize zalezet i na druhu rostliny.
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Obr. 53.: Aktivita PEPC vyjadfend v % stanovena V listech rostlin péstovanych
v uzavienych kultivacnich nadobkach opatienych filtrem, ktery zajiStuje limitovany
ptistup CO, (C), rostlin péstovanych se snizenym mnoZzstvi fosfatl (P), se sniZenym
mnozstvi amonnych iontll a zaroven se snizenym mnozstvim dusi¢nani (N), se snizenym
mnozstvim amonnych iontl (N1), se sniZenym mnoZstvim dusi¢nantt (N2), s 0,5%
kaseinem jako jedinym zdrojem dusiku (N3), v porovnani S kontrolnimi rostlinami (K), a
to bud’ v pfitomnosti 1,5% sacharosy (+S) m, nebo bez ptitomnosti 1,5% sacharosy (-S) m.
PEPC se podili na syntéze 2-oxoglutaratu, dulezitého prekurzoru v syntéze
aminokyselin. Aktivita PEPC je ovlivnéna dostupnosti zdroje dusiku. V této praci byl
porovnavan vliv snizeného mnozstvi dusikatych latek (NH;NO3, KNOs3; N), snizeného
mnozstvi amonnych iont (N1) a snizeného mnozstvi dusi¢nanti (N2). Snizeni dostupnosti
zdroje dusiku vedlo vzdy ke snizeni aktivity PEPC. Rostliny N a N1 dosahovaly jen 15-
20% aktivity PEPC oproti kontrolnim rostlindm. Pouze snizené mnozstvi dusi¢nanti (N2)
poskytovalo lepsi vysledky, aktivita PEPC byla 30-40% oproti aktivit¢ v kontrolnich

rostlinach. Snizené mnozstvi dusi¢nanli znamena, ze rostlina nema v kultivaénim médium

k dispozici zadny KNOj3, ma 5x sniZzenou koncentraci NH4NO3. Vzhledem k tomu, Ze tato
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stil obsahuje oba primarni zdroje dusiku, jak NO3, tak NH,4", rostlina méla k dispozici vétsi
mnozstvi dusiku nez rostliny péstované ve skupiné N a N1.

Rostliny ve skupiné N3 péstované v piitomnosti 0,5% kaseinu (N3) jako
vyhradniho zdroje dusiku mély aktivitu PEPC niz$i oproti rostlindam kontrolnim,
srovnatelnou srostlinami stresovanymi nedostatkem dusi¢énant (N2). Rostlina je
pravdépodobné schopné kasein $tépit pomoci proteas, které¢ koteny vylucuji do média, a
tak muze byt kasein St€pen na di-, tri-, ale i oligopeptidy a pouzit rostlinou bez
piedchoziho zpracovani jako zdroj dusiku. Tento zdvér prokazaly studie na rostlindch
Arabidopsis thaliana a Hakea actities [66]. Pravdépodobné bude zalezet na rostlinném
druhu a dalSich podminkéch, jak je rostlina schopna sekretovat proteasy do média a vyuzit
protein jako zdroj dusiku.

NADP-ME poskytuje NADPH, ktery je pro rostlinu dulezity z hlediska ristu,
proliferace nebo detoxikace [6], protoze je pouzivan pro biosyntézu dalSich latek. Aktivita
NADP-ME poklesla v pfitomnosti dusikatych latek v kultivaénim médiu. Vyjimkou byly
rostliny péstované se snizenym mnozstvim amonnych ionta (N1), kde aktivita tohoto
enzymu byla vys§i oproti kontrolnim rostlindm. V rostlinach péstovanych se snizenym
obsahem fosfatd (P) nebo s limitovanym piistupem CO;, (C) doslo ke zvySeni aktivity
NADP-ME.

Ze sledovanych enzymii byla ve vSech skupinach rostlin, kromé rostlin
S limitovanym pfistupem CO; (C), nejvice zvySena aktivita PPDK. Tento enzym se
vyskytuje v C3 rostlinach, jako je tabak, ve velmi malém mnozstvi. Vyjimku piestavuji
semena a Zzilky, kde funkce PPDK pravdépodobné spociva v poskytovani PEP pro
Sikimatovou drdhu a biosyntézu ligninu. PPDK se také podili na remobilizaci dusiku
béhem senescence. Jak chloroplastova, tak cytosolova izoforma PPDK jsou v Arabidopsis
thaliana béhem senescence exprimovany ve zvySeném mnozstvi. PPDK - dependentni
cesta remobilizace dusiku vyuziva pyruvatu pochazejiciho z degradovanych proteind, ktery
je pomoci PPDK a PEPC preménén na PEP a OAA, ¢asti citratového cyklu vyuzit
Kk syntéze 2-oxogrutaratu, prekurzoru pro vznik glutaminu a glutamatu (viz. obr. 1, str. 4)
[6, 67]. Tak se zvySuje hmotnost a obsah dusiku v semenech [67]. Také v nedostatku
dusikatych latek a fosfati mtize byt PPDK - dependentni draha vyuzivana pro poskytovani
2-oxogrutaratu GS/GOGAT cyklu. K nejvyssimu nartstu aktivity PPDK doslo v rostlinach
péstovanych se snizenym mnoZzstvim dusiCnani (N2) a v rostlindich péstovanych

s kaseinem (N3) jako vyhradnim zdrojem dusiku. V téchto rostlinach byla také zvySena
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aktivita GOGAT, ale pouze v ptitomnosti dodateéného zdroje uhliku, sacharosy. Vysledky
jsou v souladu diplomovou praci Katefiny Minait [60].

NR katalyzuje prvni krok asimilace dusiku, kdy pfeménuje dusi¢nany na dusitany.
S poklesem koncentrace zivin v kultivatnim médiu doslo k poklesu aktivity NR.
K nejvétsimu poklesu aktivity doSlo v rostlindch péstovanych se snizenym mnozstvim
fosfata (P) a v pfitomnosti 0,5% kaseinu (N3) jako jediného zdroje dusiku.

Aktivita GS byla ovlivnéna vSemi sledovanymi parametry. K mirnému poklesu
aktivity GS doslo v rostlindich péstovanych s limitovanym piistupem CO, (C) a
Vv rostlinich se snizenym obsahem fosfati (P). V rostlinach, ve kterych byla omezena
koncentrace dusikatych Zivin, byla zaznamenana nizka aktivita GS.

Aktivita GOGAT byla ovlivnéna nejen slozenim kultivaéniho média, ale i
ptistupem CO,. Limitovany piistup CO, (C) a omezené mnozstvi fosfati (P) zputsobily
snizeni aktivity GOGAT. Nejnizs§i pokles byl zaznamenan v rostlinach péstovanych
se snizenym mnozstvim amonnych ionti a zdroveil dusi¢nani (N). Se stoupajicim
mnozstvim zdroje dusiku (ale stale 5x niz§im zdrojem nez je v kontrolnich rostlinach)
aktivita GOGAT wvzristala, vice v pfitomnosti sacharosy, dodate¢ného zdroje uhliku.
Nejveétsi aktivita GOGAT byla zjisténa v rostlinach péstovanych v 0,5% kaseinu (N3).

NAD*/NADP*-GDH katalyzuje reduktivni aminaci 2-oxoglutaratu nebo oxidativni
deaminace glutamatu. Doposud neni zcela prozkoumdna jeji role pii propojeni
metabolismu uhliku a dusiku. Za zvySeni aktivity GDH pravdépodobné muliZe proteolyticka
aktivita pfi senescenci nebo abioticky stres [55]. K poklesu aktivity doslo ve vSech
rostlinach se snizenym obsahem zivin. Nejmensi pokles byl zaznamendn v rostlinach
s nedostatkem dusi¢nani (N2).

Zavérem lze fici, Ze nedostate¢né mnozstvi Zivin negativné ovliviiuje metabolismus
rostliny, snizend aktivita byla nalezena u PEPC, NR a GS. Odpovidd tomu i hmotnosti
péstovanych v pritomnosti kaseinu (N3) jako vyhradniho zdroje dusiku v kultiva¢nim
médiu. Rostliny péstované se snizenym mnozstvim dusi¢nant (N2) mély mensi hmotnost
listh a stonkl nez rostliny péstované se snizenym mnozstvim amonnych iontl (N1). U
kofenli tomu bylo naopak. VéEtSi délka kofent souvisi s toleranci nedostatku Zzivin

V rostlinach.
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Naopak jiné enzymy, piedev§sim PPDK, NADP-ME a GOGAT, se zvySenim své
aktivity mohou podilet na pfizpiisobeni metabolismu snizené dostupnosti amonnych iontt,

dusi¢nant a fosfata v kultivaénim médiu.

74



7. ZAVER

1) V rostlinach péstovanych in vitro v Murashige-Skoogové agaru byla pozorovana
vyssi aktivita PEPC v pfitomnosti sacharosy, jakozto dodatecného zdroje uhliku. Snizena
koncentrace fosfatli a snizena koncentrace dusikatych latek (amonnych iontl a dusi¢nant)
znamenala snizenou aktivitu PEPC.

2) Podobny vliv sacharosy, fosfatd a dusikatych latek byl zjistén pro NADP-ME,
avSak aktivita PPDK byla v listech rostlin tabaku v nedostatku fosfatti, amonnych iontt i
dusi¢nant vyssi.

3) V rostlinach péstovanych se sniZzenou koncentraci dusikatych latek byla zjisténa
snizena aktivita NR a GS, avsak zvysena aktivita GOGAT.

4) Rostliny tabaku rostly v kultivaénich nadobkach v pfitomnosti kaseinu jako
vyhradniho zdroje dusiku. Aktivity sledovanych enzymi v listech i kofenech byly nizsi nez
Vv kontrolnich rostlinach, ale srovnatelné s rostlinami se snizenym mnozstvim dusikatych

latek (amonnych iontl a dusi¢nant).
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