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Abstrakt

V disledku ptsobeni vysoké koncentrace soli dochéazi k akumulaci sodnych iontd
v rostlin€, coZ zplisobuje neschopnost pfijimat vodu, naruseni rovnovahy iontd, poskozeni
fotosyntézy a vznik oxidativniho stresu. V souvislosti se solnym stresem tedy klesa
dostupnost NADPH. Odolnost rostliny vystavené ptisobeni zvySené koncentrace soli zavisi
na jeji schopnosti kompenzovat snizenou dostupnost NADPH, jenz miize byt vyuzit jako
koenzym v antioxidacnich fetézcich a k syntéze antioxidacnich a osmoticky aktivnich
latek.

V této praci bylo u rostlin okurky seté (Cucumis sativa L. convar. Jogger F1)
vystavenych solnému stresu v podobé 100 mM NaCl zaznamendno sniZeni relativniho
obsahu vody, snizeni mnoZzstvi enzymu Rubisco a zvySeni mnozstvi proteinu Hsp70
v listech a zvySeni akumulace sodnych iontl v listech i kofenech. Nasledkem solného
stresu doSlo ke zvySeni aktivity (aZ o 270 %) enzyml poskytujicich NADPH: NADP-
dependentni isocitratdehydrogenasy , glukosa-6-fosfatdehydrogenasy, NADP-dependentni
malatdehydrogenasy (oxalacetat dekarboxylacni), nefosforylacni
glyceraldehydfosfatdehydrogenasy v listech experimentélnich rostlin, a to hlavné druhy a
treti den plsobeni solného stresu. Také aktivita méné zastoupenych NADP-dependentnich
enzymi (az o 200 %): glukosa-1-dehydrogenasy, glukonat-2-dehydrogenasy, galaktosa-1-
dehydrogenasy, ribosa-1-dehydrogenasy a glycerol-2-dehydrogenasy byla vrané fazi
odpovédi vici solnému stresu vyS$i vlistech i1 kofenech stresovanych rostlin nez
vrostlinich  kontrolnich. ~ V neposledni  fadé¢ byl  zjiSt€én  narGst  aktivity
Sikimatdehydrogenasy, klicového enzymu Sikimatové drédhy, vedouci napt. k syntéze

fenolickych latek a flavonoidi, jejichZ mnoZstvi bylo také zvySené.



Abstract

The exposure of plants to high salt concentrations causes accumulation of sodium
ions. This leads to the inability of the plants to uptake water, a disturbance of ion
homeostasis, a decrease in photosynthesis and oxidative stress. As a result of the salt stress,
the availability of NADPH decreases. The adaptation to the concentrations of salt depends
on plant’s ability to compensate for the decreased availability of NADPH, which can be
further used in antioxidative cycles and the synthesis of antioxidative compounds and
osmoprotectants.

In this work, the reduction of relative water content, a decrease in the Rubisco
enzyme activity, an increase of Hsp70 in the leaves and an increase in the accumulation of
sodium ions was shown in cucumber plants (Cucumis sativa L. convar. Jogger FI)
exposed to salt stress (100 mM NaCl). As a consequence of salt stress, an increase in the
activity of NADPH providing enzymes was found. Particularly on the second and third day
of salt stress, an increase in the activity (up to 270 %) of: NADP-isocitrate dehydrogenase,
glucose-6-phosphate  dehydrogenase, NADP-malic enzyme, non-phosphorylating
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase in leaves was detected. The activity of less
abundant NADP-dehydrogenases (glucose 1-dehydrogenase, gluconate 2-dehydrogenase,
galactose 1-dehydrogenase, ribose 1-dehydrogenase and glycerol 2-dehydrogenase) was
also increased (up to 200 %) as a part of an early response to salt stress in the roots and
leaves of the stressed plants. In addition, there was an increase in the activity of shikimate
dehydrogenase, a key enzyme of the shikimate pathway, leading for example to the

synthesis of phenolic compounds and flavonoids, whose amount was also increased.
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1 Uvod

1.1 Zasoleni

Sucho a zasoleni se v poslednich letech staly dvéma hlavnimi faktory, které limitu;ji
rostlinnou zemédélskou produkci. [1] Z celkové rozlohy souSe na Zemi je 38 % vyuzivano
k zemédé€lstvi, z ¢ehoz je 22 % zasoleno. [2] Vysoky obsah soli v piidé¢ tedy ohrozuje
znacnou cast zeméd¢€lsky vyuZzivané pudy. Slanost (salinita) plidy je definovdna jako
mnozstvi rozpustnych soli v ptidé. Podle obsahu soli v ptidé pak délime ptadu na neslanou
(0-3 g/), mirn€ zasolenou (3-6 g/1), sttedné zasolenou (6-12 g/1) a vysoce zasolenou (vice
jak 12 g/1). Solnym stresem pak rozumime vystaveni organismu zvysené koncentraci soli
v pudé€. ZvySend koncentrace se liSi v zavislosti na druhu rostliny, obecné rozliSujeme tf1
skupiny rostlin, odolné (snaSeji koncentrace soli do 10 g/l), stfedné¢ odolné (snaseji
koncentrace do 5 g/1) a citlivé (snaseji koncentrace do 2,5 g/1).[3]

Primarni pfi¢inou zasoleni je zavlazovani, v prvni fadé v oblastech postizenych
suchem. Pfi umélém zavlaZovani se spolu s vodou do plidy dostavaji i ionty soli v ni
rozpusténé (obr. 1). Voda se odpaiuje velmi rychle a soli zlstavaji ve svrchnich vrstvach
pudy. Jednd se predevSim o sodné, chloridové, siranové, hofecnaté, vapenaté a
hydrogenuhli¢itanové ionty. Postupem ¢asu muze dojit az k znehodnoceni pidy. DalSimi
pfi¢inami zvySené koncentrace soli v piid€ jsou slané desté¢ v blizkosti pobfezi moii a
oceantl, kontaminace z podloznich hornin a pouzivani primyslovych hnojiv s obsahem

sodiku pti pe€stovani rostlin. [4]

TRANSPIRACE A F } \\\l//:'

obr. 1 Vznik zasoleni. lonty se do pudy dostavaji behem zavlazovani, voda se ndsledné odpari a
soli v piide ziistavaji.[3]



1.2 Sodné ionty

V relativné nizkych koncentracich jsou sodné ionty pro rostlinu potiebné. Sodné
ionty mohou byt rostlinnou buiikou vyuzity jednak jako kofaktory n€kterych enzymi, a
jednak mohou v nékterych ptipadech slouzit jako nahrada draselnych iontd pfi nedostatku
drasliku. Je to dano chemickou podobnosti téchto dvou prvki. Rostlinné druhy, schopné
provést tuto zaménu, jsou oznacovany jako natrofilni. Pii optimélni koncentraci mohou
sodné ionty zvysit produktivitu rostlin. [5] Bylo navrzeno, ze u nékterych rostlin s C4
typem metabolismu jsou sodné ionty transportovany spolecné s pyruvatem z bun¢k pochev
cévnich svazkli do bun¢k mesofylu. Ko-transport pyruvatu a sodnych iontd probiha ptes
bunéénou sténu a cytoplazmatickou membranu buné€k mesofylu. [6] Naopak vysoké
koncentrace sodnych iontli jsou pro rostlinu toxické. Dochazi k naruSeni mnoha rovnovah

a metabolickych drah.

1.2.1 Transport Na*
Rostliny se mezi sebou lisi v toleranci solného stresu, mechanismy transportu

sodnych iontti jsou vSak podobné. Rostlinné buiika si v cytoplazmé udrzuje vysoky pomér
K'/Na’, za fyziologickych podminek je tedy cytoplazmatick4 koncentrace draselnych iontii
relativné vysokd (100-200 mM), zatimco koncentrace sodnych iontli je oproti tomu
relativné nizkd (1-10 mM). Je také udrzovan zaporny elektrochemicky potencial na
cytoplazmatické membrané (-140 V). [7] Mnohé studie uvadéji, Ze u glykofytl udrzeni
vysokého poméru koncentraci K'/Na' v listech je spojeno s toleranci vii¢i solnému
stresu. [8] Do pfijmu Na' rostlinou buiikou se zapojuje nékolik mechanismi. (viz obr. 2,
str. 7)

Primérné jsou sodné ionty pfijimany pasivnim transportem pies neselektivni
iontové kanaly. Podle toho, jak tyto kanaly reaguji na zmény membranového potencialu, je
muzeme rozdélit na kandly aktivované depolarizaci, kanaly aktivované hyperpolarizaci a
na napéti nezavislé neselektivni kationtové kanaly. Tyto kanaly mohou byt také Clenény
podle toho, sjakymi ligandy interaguji. Jedna se napiiklad o kandly regulované
aminokyselinami, kandly regulované cyklickymi mononukleotidy apod. [9]

V soucasné dob¢ je v souvislosti se sodnymi ionty diskutovana role riznych
transportérl pro draselné ionty. Dilezitou roli hraji jednak pfi transportu Na' iontd do
buiiky a jednak pfi jejich eliminaci v podminkéch solného stresu. Jednd se o rodinu vysoko

afinitnich transportérii pro draselné ionty HKT (z angl. High affinity transporter for



potassium) a rodinu prenasecti oznadovanou KUP/HAK/KT (z angl. K' uptake
permease/high-afinity K" transporter/K " transporter). [10]

Transmembranové proteiny HKT byly ptvodné identifikovany jako transportéry
urcené vyhradné pro draselné ionty, avSak v poslednich letech je studovan jejich vyznam
pfi transportu Na' do buiiky. Na zakladé biofyzikalnich a fylogenetickych vlastnosti jsou
rozlisovany 2 t¥idy (podrodiny) proteind HKT, 1. tfida zahrnuje kanaly preferujici Na',
naopak transportéry 2. tfidy silné preferuji K'. [11] Genom Arabidopsis thaliana L.
obsahuje pouze 1 gen pro tento typ transportért (AtHKT) [12], u ryze Oryza sativa L. jich
bylo nalezeno 8 (OsHKT) [13] a byly detekovany i v genomu jeCmene Hordeum
vulgaris L. (HVHKT). [14] Tyto kanaly jsou dilezité pfi toleranci solného stresu, je
navrhovano, ze HKT jsou exprimovany v bunikdch dfevniho parenchymu, aby odvadély
sodné ionty do xylému, a tak chranily listy pfed poskozenim solnym stresem. [11]

Dalsi skupinou membranovych proteini je KUP/HAK/KT. Tyto transportni
systémy zajistuji za normalnich podminek velkou ¢ast transportu draselnych iontd do
rostlinné bunky. Podle nékterych studii se vSak mohou podilet i na transportu sodnych
ionti do buiiky. Napfiklad u vysokoafinitniho draselného kanadlu (HAK) v rostlinach
jeCmene byl, kromé vysokoafinitniho pfenosu draselnych iontl, zjiStén 1 nizkoafinitni
ptijem sodnych iontd. [15] V jinych studiich bylo naopak zjisténo, ze pienasece z této
rodiny jsou sodnymi ionty inhibovany na funk¢ni i transkripéni Grovni. [16]

Sodné ionty mohou byt také piijimany pomoci kotransportérii kationtl a
chloridovych ionti CCC (z angl. Cation Chloride Cotransporters), jedna se o prenaSecCe
transportujici chloridové ionty ve spojeni s transportem Na'" nebo K. [17]

Negativni rozdil mezi potencialy uvniti a vné cytoplazmatické membrany a nizka
koncentrace Na' v cytosolu upfednostituji tok sodnych iontd do buiiky. P¥i zvysené
koncentraci sodnych iontéi v okolnim prostfedi dochdzi ke zvyseni koncentrace Na' a
snizeni koncentrace K* v cytoplazmé, coz zptsobuje nerovnovéhu ionti. [18] Rostlina se
snazi o dosazeni rovnovahy tim, ze pumpuje sodné ionty z cytoplazmy zpét do okolniho
prostiedi nebo do vakuoly. Tento transport je zajistovan pomoci Na'/H' antiportért
umisténych ve vakuoldrni a cytoplazmatické membrané. Sodné ionty jsou tedy
vyméiovany za protony, proces je fizen elektrochemickym gradientem, vytvafenym
protonovymi pumpami, jako je H'ATPasa a H pyrofosfatasa. [19] Na'/H' antiportér

cytoplazmatické membrany je oznacovan jako SOSI1 a je soucasti SOS (z angl. salt overly



sensitive) signalni kaskady, jednoho z obrannych mechanisml rostlin proti solnému
stresu. [20]

Nedilnou soucasti transportu sodnych iontil, obzvlasté pii vystaveni podminkam
solného stresu je vakuola. Vakuolarni pfenaSece se podili jednak na udrZzovani pH cytosolu
a jednak na zachovani rovnovahy iontd. Témito pfenaSeci rozumime zejména vakuolarni
Na'/H" antiportér, ozna¢ovany NHX, ktery vyméiiuje protony zevnité vakuoly za sodné
ionty z cytoplazmy. Elektrochemicky protonovy gradient je zajiStovan ¢innosti vakuolarni
H' pyrofosfatasy a vakuolarni H™ ATPasy. [21]

Piemisténi sodnych ionti do vakuoly nejen snizuje koncentraci Na' iontl
v cytoplazmé, ale také se podili na osmotickém prizplisobeni, umoziujicim zachovat
pfijem vody ze solnych roztoki. SniZenim cytoplazmatické koncentrace sodnych ionti se

zvySuje odolnost rostliny. [22]

OsHKT1;4

OsHKT1:5
PM-ATPase AHKT1;1

Apoplast

Cytoplasm

Vacuole

obr. 2 Transportni systétmy pro sodné ionty v rostlinné butice. PM-ATPase (H ATPasa
cytoplazmatické membrany), HKT (vysokoafinitni transportéry pro draselné ionty: OsHKT,
AtHKT),; SOS1,2 a 3 (signalni kaskdada Salt overly sensitive); NSCC (neselektivni iontové kandly);
GLR (glutamatové receptory); CNGC (kanaly regulované cyklickymi mononukleotidy); AVPI
(vakuoldrni ~ H -pyrofosfatasa); V-ATPase (vakuoldrni H'-ATPasa); NHX (vakuoldrni
Na'/H antiportér) [23]



1.3 Halofyté a glykofyté

Podle toho, jak rostliny snasi zasoleni, je rozd€lujeme do dvou skupin. Jsou to
halofytni a glykofytni rostliny.

Halofytni rostliny jsou vici solnému stresu odolné, jejich stavba a metabolismus
jsou prizpusobené zvySené koncentraci soli. [24] Podle jedné z definic jsou jako halofytni
oznacovany rostliny, schopné vykonat kompletni zivotni cyklus v prostiedi o minimaln¢
200 mM koncentraci soli. [25] Tyto rostliny vyuzivaji mnoho riznych mechanismt
odolnosti vii¢i stresu. Casto dochazi k transportu sodnych iontd do vakuoly nebo ven
z buiiky, vramci celé rostliny pak mize dochazet ke hromadéni Na" iontdl ve starych
listech nebo vyhoncich. [23] V proteomickych studiich halofyti bylo identifikovano
622 proteind, které jsou v souvislosti se solnym stresem exprimovany ve zvySené mife.
Tyto proteiny jsou zapojeny do fotosyntézy, energetického metabolismu, antioxidacnich
drah a udrzovani rovnovahy ionti. Mezi halofytni rostliny ftadime Thellungiella
halophila L., rostlinu ptibuznou Arabidopsis thaliana L., kterd mé maly genom, proto je
Casto pouzivana ke studiu mechanismii odolnosti vi¢i solnému stresu. Dalsi halofytni
rostliny jsou napf. jeCmen obecny (Hordeum vulgare L.), jeCmen ptimotsky (Hordeum
marinum L.) a kosmatec kiist'alovy (Mesembryanthemum crystallinum L.). [26]

Gkykofytni rostliny jsou citlivé k jakymkoli vykyvim koncentrace soli a pfi
del$im vystaveni solnému stresu hynou. Do této skupiny fadime ryzi, pSenici, vétSinu

zeleniny vcetné okurky (Cucumis sativa L..) a A. thaliana L. [23]

1.4 Solny stres

1.4.1 Ovlivnéni metabolismu rostlin solnym stresem
Rostlina pravdépodobné vnimé piitomnost zvySené koncentrace soli v okolnim

prostiedi pomoci membranovych receptori nebo prostiednictvim cytoplazmatickych
enzym, citlivych vi¢i Na' iontim Jednim z moZnych senzorti by mohl byt Na'/H"
antiportér, ktery je soucasti SOS signalni drahy (obr. 3, strana 10). [27]

Vystaveni zasoleni zplsobi nariist nitrobunééné koncentrace Na', coZz méa za
nasledek inhibici celé fady enzymil a zpomaleni metabolickych drah. Naopak aktivovany
jsou reakce spojené s osmotickym a oxidativnim stresem. Osmoticky stres vyvolava pfesun
vody do extraceluldrniho prostoru, zmensSeni bunééného a vakuoldrniho objemu,
v disledku oxidativniho stresu pak dochéazi k intenzivnéjsi respiraci a zvySené tvorbé

aktivnich forem kysliku (ROS, z angl. reactive oxygen species). [27] Pfenosem elektronu



na kyslik vznika superoxidovy anion, prekurzor dal§ich ROS. [28] ZvySena koncentrace
sodnych iontl v cytoplazmé zplsobuje mimo jiné uvolnéni vapenatych iontd z vakuoly, a
tim nardst koncentrace vapenatych iontd, které pusobi jako druhy posel v mnoha
signalnich drahéach a podili se na spousténi obrannych reakci bunky. [29] Dalsi dtlezitou
slou¢eninou pro bunécnou signalizaci je kyselina abscisova (ABA), jejiz syntéza je
indukovédna signaly solné¢ho stresu. [30] ZvySeni intracelularni koncentrace ABA,
predevsim v listech, je zplisobeno osmotickym stresem, konkrétné poklesem turgoru. Toto
zvyseni vede k uzavieni priiduchti, snizeni vymény plyna a zpomaleni fotosyntézy. [31]
Diky ptisedlému zplisobu zivota, rostliny vyvinuly fadu obranych reakei na
biochemické a molekularné biologické tirovni. Jedna se obzvlasteé o selektivni pfijem nebo
vylucovani sodnych iontl, kontrolu piijmu iontl kotfeny a jejich transport do listd,
pferozdélovani iontl, syntéza osmoticky aktivnich latek, zdména/Uprava fotosyntézy,
zmény ve struktufe membrany, indukce antioxidacnich enzymii a stimulace
fytohormony. [32] Uvedené reakce se li§i v zavislosti na druhu rostliny a dobé vystaveni

solnému stresu.

1.4.1.1 Osmoticky stress

ZvySeny obsah iontli soli v pidé je doprovazen snizenim vodniho potencialu
v okoli kofentl rostliny. Nasledkem toho je v bunikach kofenli vy$$i vodni potenciadl nez
v okoli, pfijem vody rostlinou je pak omezen, protoze transport vody probihé z prostiedi o
vys$S§im potencidlu do prostiedi o niz§im potencialu. SniZzeni piijmu vody zplsobi ztratu
turgoru, zpomaleni ristu a pokles fotosyntetické ucinnosti. [33]

Sodné ionty jsou transportovany z bunc¢k kotfene do ostatnich ¢asti rostliny.
Osmoticky stres tedy vede k zastaveni rlstu stonku a listd, naopak kofeny rostou dale.
Bylo navrzeno, ze kontrola riistu v souvislosti s vnéjSim prostfedim a vyvojem je
ovliviiovana cyklin-dependentnimi kinasami (CDK) [34] Zpomaleni bunééného dé€leni je
charakterizovano snizenim aktivity CDK. [35] CDK jsou v rdmci odpovédi na osmoticky
stres syntetizovany de novo; jsou pravdépodobné regulovany na tUrovni transkripce i
postranskripénich modifikaci. [36] Ke sniZeni aktivity CDK dochézi plisobenim kyseliny
abscisové. [37]

Dalsi dtlezitou obranou reakci rostliny je syntéza osmoticky aktivnich latek, které
zvySuji osmoticky potencial uvniti buiiky a tim se podileji na zachovéni pfijmu vody.

Jedna se o slouceniny, které¢ se mohou v buiice vyskytovat ve vysokych koncentracich a pti



tom pro ni nejsou toxické. Radime sem né&které aminokyseliny (napf. prolin),
oligosacharidy rafinosové fady (rafinosa, stachyosa a verbaskosa) a cukerné alkoholy, jako

je mannitol nebo pinitol. [38]

1.4.1.2 SOS signalni draha

Objeveni SOS signalni kaskady v Arabidopsios thaliana L. napomohlo porozuméni
tomu, jak rostlina rozpoznava solny stres. [39] ZvySena koncentrace vapenatych iontd,
indukovana nartistem koncentrace sodnych ionti, spousti SOS signalni kaskadu, sestavajici
se ze tfi hlavnich &asti: SOS3, coZ je v podstatd senzor pro Ca’" [40] SOS2 neboli
serin/treoninova proteinkinasa [41] a SOS1 ¢&ili Na'/H' antiportér cytoplazmatické
membrany. [42] ZvySena koncentrace vapenatych iontd vede k aktivaci SOS3-SOS2
protein kinasy, kterd reguluje SOS1, viz obr. 3. Za normalnich podminek je mRNA pro
SOSI1 velmi nestabilni, ptfi vystaveni solnému stresu vSak stabilita vzrusta. [43] Tento
narist stability je pravdépodobné zptisoben reaktivnimi formami kysliku, jejichz produkce
je patrné zesilovana aktivitou NADPH oxidasy. [44] Dochazi tedy ke zvySeni pozadavku
na mnozstvi NADPH. SOSI1 je protein, ktery méa 10-12 podjednotek a je citlivy na

koncentraci Na". [27]

Sailt stress

.“_‘_-'_h“'\-_h
H\,rperorimolaritv

Cureent Ogiian in Plant Biology

obr. 3 SOS signalni draha. Zvysend koncentrace Naiontii zpiisobi zvySeni koncentrace Ca’,"a tim
aktivuje Ca’*- dependentni SOS3-SOS2 proteinkinasu, kterd reguluje exxpresi pienascii sodnych
iotmi: SOS1 (Na'/H" antiportér), HKT a NHX [22]
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1.4.1.3 Aktivni formy Kkysliku

Solny stres se fadi mezi oxidativni stres tim, ze zptisobuje tvorbu ROS, jako jsou
singletovy kyslik, peroxid vodiku, superoxidové anionty, hydroxidové a perhydroxylové
radikaly. Tyto latky spoustéji expresi nékterych genii pro proteiny podilejici se na
obrannych reakcich, jsou ale také pro buiniku toxické, vedou k inaktivaci enzymd,
poskozeni membran, proteinli i nukleovych kyselin [45] ROS mohou také slouzit jako
signalni molekuly regulujici celou fadu procesi, jako je rast, vyvoj, odpovedi na bioticky i
abioticky stres a programovand bunééna smrt. [46]

Rostlinna buiika je vzniklymi ROS ohrozena, proto probiha detoxifikace pomoci
antioxidacnich latek a enzymil. Mezi antioxidaéni latky fadime glutathion, L-askorbat
(vitamin C), karotenoidy, a-tokoferol, fenolické latky a flavonoidy. [28] Antioxida¢nimi
enzymy pak rozumime enzymy askorbat-glutathionového (Halliwell-Asadova) cyklu:
superoxiddismutasu  (EC 1.15.1.11),  askorbatperoxidasu  (EC 1.11.1.11),
monodehydroaskorbatreduktasu (EC 1.6.5.4), dehydroaskorbatreduktasu (EC 1.8.5.1) a
glutathionreduktasu (EC 1.6.4.2) a déale pak fosfolipidhydroperoxid-glutathionperoxidasu
(EC 1.11.1.9), katalasu (EC 1.11.1.6), glutathionperoxidasu (EC 1.11.1.12) a peroxidasu
(EC 1.11.1.7). [47]

NADPH oxidasa (EC 1.6.3.1) je kliCovy enzym pro vznik aktivnich forem kysliku,
katalyzuje reakci, pfi které dochazi k prenosu elektroni z NADPH na kyslik, produktem
reakce je superoxidovy anion, jenZ je prekurzorem dalSich ROS. Pii solném stresu je
zvySena produkce téchto forem kysliku, a tudiz je zvySena spotieba redukovaného

koenzymu NADPH. [28]

1.4.1.4 Antioxidacni systémy
Vyznamnym antioxida¢nim cyklem je Halliwell-Asadiv cyklus. Superoxidovy

radikél je enzymem superoxiddismutasa pfeménén na kyslik a peroxid vodiku. Peroxid
vodiku je eliminovan askorbatperoxidasou za soucasné premény askorbitu na
monodehydroaskorbat. Regenerace askorbatu pak mitize probihat jednak pomoci NADP-
dependentni monodehydroaskorbatreduktasy a jednak mize spontanné pfejit na
dehydroaskorbat, jenz je za souCasné¢ oxidace glutathionu pifeménén na askorbat.
Oxidovany glutathion je nésledné redukovan za spotieby NADPH a tucasti enzymu

glutathionreduktasa. [48] Sled reakci je znazornén na obr. 4.
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obr. 4 Halliwell-Asadiv cyklus. MDHA (monodehydroaskorbat), GSH (redukovany
glutathione), GSSG (oxidovany glutathion), DHA (dehydroaskorbat).[47]

Jako antioxidadni latky pusobi také fenolické latky. Radime sem derivaty
fenolovych kyselin, zejména kyseliny benzoové, napt. kyselinu salicylovou, nebo derivaty
kyseliny skoficové a tfisloviny. Nemén¢ dulezitou skupinou téchto latek jsou flavonoidy,
coz jsou vyznamné sekunddrni metabolity, Cervend a modrofialova barviva ovoce, napf.
anthokyany, flavanoly, flavony apod. Flavonoidy piisobi jako antioxidanty, v podstaté

,,Cisti* buiku od ROS a tim chrani lipidy pfed poskozenim. [47]

1.4.1.5 Peroxidasy

Enzymy tfidy oxidoreduktas katalyzujici oxidaci substratu za soucasné redukce
peroxidu vodiku na vodu nazyvame peroxidasy. Déli se do tii skupin: peroxidasy tfidy I,
jejichz hlavni funkci je detoxifikace nadbytecného mnozstvi peroxidu vodiku. Tento typ se
vyskytuje u vSech organismi. Peroxidasy tfidy II byly nalezeny u hub, podili se na
degradaci zbytkl pidy. [49] Do ttidy III fadime peroxidasy rostlin, jejichZ hlavni llohou je
redukce peroxidu vodiku, pomoci pfenosu elektronu na molekulu donoru. Jako donory jsou
Casto pouzivany fenolické latky, ligniny a sekundarni metabolity. [50] Peroxidasa
(EC 1.11.1.7), n€kdy téZ guajakolperoxidasa, je jeden z antioxidacnich enzym, zabraiiuje
nadmérné akumulaci peroxidu vodiku pfi. ZyySena aktivita guajakolperoxidasy byla
zjiSténa v rostlinach zenSenu vystavenych abiotickému stresu v podobé CuSO4 [51]; a

v rostlinach chryzantém, vystavenych solnému stresu. [52]

1.4.1.6 Hsp70

Solnym stresem je také indukovana zvysSend exprese proteini teplotniho Soku (Hsp

z angl. Heat-shock protein), zejména Hsp70. Cislovka u zkratky oznaGuje piibliznou
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molekulovou hmotnost v kDa. Tyto proteiny byly pivodné identifikovany diky jejich
zesilené expresi pfi vystaveni organismu zvySené teplote. [53] Podili se nejen na sbalovani
proteintt do spravnych prostorovych konformaci, ale i na jejich rozbalovani a transportu
pfes membrany cilovych organel.[54] Hsp70 chrani jednotlivé segmenty protein
rostouciho nascentniho polypeptidového fetézce béhem proteosyntézy. [28] Zatimco
konstitutivné exprimované proteiny Hsp70 se vétsSinou podileji na spravném sbalovani
proteintl syntetizovanych de novo, Hsp70 indukované abiotickymi stresory se vice podileji
na opétovném sbaleni ¢i degradaci proteinil, které jiz svou nativni konformaci ztratily.
Hsps mohou cilové proteiny udrzovat ve spravné konformaci, a tim minimalizovat
agregaci nenativnich proteinti, popiipadé mohou denaturované a agregované proteiny
smétovat k degradaci a odstranéni z buriky. [53]

V genomu A.thaliana L. bylo nalezeno 18 genti pro protein Hsp70. [54] Hsp70 mé 1
dalsi ulohy v odpovédich rostliny na vystaveni stresovym podminkam. Plisobi pii ochrané
fotosystému II pied fotoinhibici, mize stabilizovat klicové enzymy, spolu s Hsp90 se

podili na signalizaci ABA a mlze ovliviiovat uzavirani praduchti. [51]

1.4.2 Metabolismus rostlinné burnky
Na obr. 5 jsou naznafeny metabolické drahy, v nich zapojené enzymy studované

vtéto praci a jejich kompartmentace v rostlinné bunice vystavené solnému stresu.
Dulezitou soucasti jsou NADP-dependentni enzymy. V disledku solného stresu je
posSkozena fotosyntéza a tim produkce NADPH, nedostatek tohoto koenzymu by mohl byt
kompenzovan pravé zvySenou aktivitou NADP-dependentnich enzyml. NADP-
isocitratdehydrogenasa, NADP-malatdehydrogenasa (oxalacetat dekarboxyla¢ni), glukosa-
6-fosfatdehydrogenasa, Sikimatdehydrogenasa a nefosforylacni
glyceraldehydfosfatdehydrogenasa patii mezi majoritn¢ zastoupené enzymy, které byly

studovany v této diplomové praci.
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obr. 5 Ovlivnéni metbolismu rosltlinné buriky solnym stresem. Enzymy sledované v této prdci
oznaceny podtrienim, jejich kompartmentace a zapojeni do metabolickych drah. (OPPC
(oxidativni pentosafosfatovy cyklus); G6PDH (glukosa-6-fosfatdehydrogenasa); 6PGDH ( 6-
fosfoglukonatdehydrogenasa); NADP-ME (NADP-dependentni malatdehydrigenasa (oxalacetat
dekyrboxylacni); NADP-ICDH (NADP-dependentni isocitratdehydrogenasa); NP-GAPHD
(nefosforylacni glyceraldehydfosfatdehydrohenasa); Askorbat/GSH cyklus (askorbadt-glutathionovy
cyklus), SHD (Sikimatdehydrogenasa); PEPC (fosfoenolpyruvatdehydrogenasa); AK
(aminokyseliny), acetyl-Co A (acetyl-koenzym A); Asp (kyselina L-asparagova),; 3-DCH (3-
dehydrochinat); 3-DS (3-dehydrosikimat); DHAP (dihydroxyacetonfosfat); E-4-P (D-erythrosa-4-
fosfat); F-6-P (D-fruktosa-6-fosfat); F-1,6-BP (D-fruktosa-1,6-bisfosfat); GA-3P (D-
glyceraldehyd-3-fosfat); GA-1,3BP (D-glyceraldehyd-1,3-bisfosfat); G-1-P (D-glukosa-1-fosfat);
G-6-P (D-glukosa-6-fosfat); Glu (kyselina L-glutamova); Gin (L-glutamin); OAA (oxaloacetat); 2-
OG (2-oxoglutarat); PEP (fosfoenolpyruvat),; 2-PG (2-fosfoglycerat); 3-PG (3-fosfoglycerat); 6-P-
G-lakton (6-fosfo-D-glukonolakton), Prolin (L-prolin); Phe (L-fenylalanin); Rubisco (ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa); RuBP (D-ribulosa-1,5-bisfosfat); sacharosa-6-P (sacharosa-6-
fosfat),; suc-Co A (sukcinyl-koenzym A); Triosa-P (triosafosfat); Trp (L-tryptofan); Tyr (L-tyrosin);
ROS (reaktivni formy kysliku); NHX (vakuoldrni Na'/H amtiportér); SOSI (Na'/H antiportét
plasmatické membrany))

1.4.3 NADPH

Koenzym nikotinamidadenindinukleotidfosfat hraje dualezitou roli v mnoha
metabolickych drahach. Ma dvé formy oxidovanou NADP" a redukovanou NADPH+H",
pii redukci dochéazi k vazbé vodiku na uhlik C-4 pyridinového kruhu, ktery tim ztraci

aromatickou povahu a kladny naboj. [56]
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U rostlin biosyntéza pyridinovych nukleotidii de novo vychazi z aspartatového,
prekurzoru. Plsobenim enzymul aspartatoxidasa (EC 1.4.3.1) a chinolinatsynthetasa
(EC 2.5.1.72) vznika chinolinat, ktery je nasledné pfemeénovan na mononukleotid kyseliny
nikotinové (NAMN) enzymem chinolinattransferasa (EC 2.4.2.19). NAMN je pak
adenylovan na nikotinadenindinukleotid (NAAD) enzymem
nikotinmononukleotidadenyltransferasa (NMNAT, EC2.7.7.1). Nasleduje aminace
pomoci enzymu NAD-synthasa (EC 6.3.1.5), pii které vznikda NAD", které miZe byt
nasledné NAD- kinasou (2.7.1.23) pfeménéno na NADP". [57] K produkci redukovaného
koenzymu NADPH dochazi pomoci fady reakci v bunce, dilezitym zdrojem je vedle
fotosyntézy, pentosafosfatova cesta, konkrétné reakce katalyzované glukosa-6-
fostatdehydrogenasou a 6-fosfoglukondtdehydrogenasou. Neméné dilezitd pro vznik
NADPH je aktivita dal§ich NADP-dependentnich enzymi. Jedné se predevSim o NADP-
dependentni isocitratdehydrogenasu a NADP-dependentni malatdehydrogenasu (oxalacetat
dekarboxylacni). [58]

NADPH je klicovy koenzym celé fady metabolickych procesii a elektronovych
transportll. Redukovana forma, NADPH, je vyuZivana mnoha rliznymi biosyntetickymi
procesy, jedna se o nezbytny redukcéni ekvivalent Calvinova cyklu a antioxidaénich
enzymi glutathionreduktasy a monodehydroaskorbatreduktasy a NADPH-dependentniho
thioredoxinového systému [59] Neméné dulezité je NADPH pro udrzovani redoxni
rovnovahy v rostlinné burice. [57]

Nedavno bylo zjisténo, ze se NADP" a NAD' podili na regulaci bun&nych
procesti. Konkrétng se tastni signalizace zprosttedkované Ca®” a oprav DNA pomoci
poly-ADP-ribosylace a deacetylace. [59]

Tento koenzym je pii vystaveni rostliny solnému stresu nezbytny. Jak jiz bylo
uvedeno dfive, pro spravnou funkci SOS signdlni kaskady jsou nezbytné ROS, jejichz
produkce je indukovana NADPH oxidasou. Aktivni formy kysliku vSak musi byt
eliminovany, protoze by mohly poSkodit buiiku, to je realizovdno antioxida¢nimi cykly,
kde je NADPH koenzymem vyznamnych enzymi. [60] Nezbytny je také pro enzym
Sikimatdehydrogenasa, jenz je soucasti Sikimatové drahy, ktera vede k syntéze dilezitych

antioxidacnich latek, pfedevsim flavonoidi. [61]

1.4.4 NADP-dependentni enzymy
Pfeména isocitritu na 2-oxoglutardt je reakce katalyzovana enzymem

i1socitratdehydrogenasou (Isocitrat: NADP+ oxidoreduktasa (dekarboxyla¢ni) EC 1.1.1.42,
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dale NADP-ICDH). Bunécnd lokalizace enzymu je Sirokd, vyskyt byl prokdzan
v mitochondriich, chloroplastech, peroxizomech a cytoplazmé. [62] Nejvetsi podil na
aktivité ma cytosolova isoforma, produkt reakce 2-oxoglutarat vstupuje v chloroplastu do
glutaminsynthetasoveho/ glutaméatsynthasového cyklu, ktery hraje dilezitou roli pii fixaci
dusiku. Produktem reakce katalyzované NADP-ICDH je redukovany koenzym NADPH,
dualezity pro dalsi metabolické drahy. [63]

NADP-malatdehydrogenasa  (oxalacetdit  dekarboxylacni)  (L-malat:NADP+
oxidoreduktasa, EC 1.1.1.40, déle jen NADP-ME) je vyznamny pfi fotosyntéze C4 a CAM
rostlin. V téchto rostlinach dochazi k prefixaci CO2 v mesofylovych bunkach, vznika Ca-
dikarboxylova kyselina, kterd je transportovana do bun€¢k pochev cévnich svazki. V
chloroplastech téchto bun¢k dochazi k dekarboxylaci a k poskytovani CO2 pro Calvintv cyklus
pfimo v misté jeho pusobeni. Produkt této reakce, pyruvat, je transportovan zpét do
mesofylovych bunék. V rostlinach typu CAM je NADP-ME lokalizovana v cytosolu. Ve
vSech typech rostlin ma NADP-ME také tadu nefotosyntetickych funkci. Enzym byl
izolovan z cytosolu 1 plastidi C3 a C4 rostlin a také z cytosolu CAM rostlin. [56] Jednou
z nefotosyntetickych funkci je regulace bunééného pH; pokud je hodnota pH cytoplazmy
prili§ nizka, L-malat je prostiednictvim NADP-ME pfeménén na méné kysely pyruvat, a
tim je hodnota pH zvySena. Dalsi dilleZitou funkci tohoto enzymu je poskytovani NADPH
pro antioxida¢ni enzymy a riizné biochemické drahy. [64] NADP-ME se také miiZze podilet
spolu s NAD-dependentni malatdehydrogenasou (EC 1.1.1.37) a
fosfoenolpyruvatkarboxylasou (PEPC, EC 4.1.1.31) na pfemén¢ fosfoenolpyruvatu na
pyruvat a NADP' na NADPH v odboéce glykolyzy pii nedostatku fosfatu. Produkt reakce,
pyruvat, mize byt vyuZivadn biosyntetickymi drahami. V neposledni fadé¢ se enzym
uplatituje pii zrani plodi a poskytovani CO, pro fotosyntézu. [65]

Pentosafosfatova cesta je diileZitd metabolickd draha, v rostlinach zpracovava 20-
30 % sacharida. [67] RozliSujeme dvé faze, oxidacni a redukcni (tzv. Calvintiv cyklus).
Uvodnim krokem oxida¢ni faze pentosafosfiatové cesty (OPPC) je pfeména glukosa-6-
fosfatu na 6-fosfoglukono-y-lakton, b&hem které dochazi k redukci NADP" na
NADPH + H". Tuto reakci katalyzuje enzym glukosa-6-fosfat dehydrogenasa (D-glukosa-
6-fosfat: NADP® oxidoreduktasa, EC 1.1.1.49, dale jen G6PDH). Jedna se o silné
exergonickou ireverzibilni reakci. Oxida¢ni ¢ast pentosafosfatové cesty probiha ve tmé
v chloroplastech, poskytuje NADPH pro syntetické metabolick¢ drdhy a antioxidacni
cykly. [66] Produktem OPPC je ribosa-5-fosfat, jenz vstupuje do Calvinova cyklu. Ten
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probihé stejn¢ jako OPPC v chloroplastech, pokud by oba cykly probihaly soucasné, by byl
tento proces neefektivni. Proto je nutna regulace kli¢ovych enzymu téchto cykli tak, aby
oxidacni faze probihala za tmy a reduk¢ni faze za svétla. G6PDH klicovym enzymem
OPPC, je tedy aktivovana ve tm¢ a naopak inhibovana svétlem, signalizace je
zprostfedkovana  fotosyntetickymi  elektronovymi transportéry  ferredoxinem a
thioredoxinem. K inhibici dochazi také vysokym pomérem NADPH/NADP". [28] G6PDH
je lokalizovana v chloroplastech, cytosolu a sekundarni bunééné sténé. [66]

Nefosforylacni glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (D-glyceraldehyd-3-
fosfat:NADP" oxidoreduktasa, EC 1.2.1.9, dile NP-GAPDH) katalyzuje ireversibilni
pfeménu glyceraldehyd-3-fosfatu na 3-fosfoglycerat za soucasné redukce koenzymu
NADP". [67] Jedna se o nedilnou soucast bunééného metabolismu, je napiiklad soudasti
Clunkového systému, kde se podili na transportu NADPH z chloroplastu do cytosolu.
Dutlezitou roli hraje tento enzym pfi nedostatku fosfatu. Za normélnich podminek buiika
spotebuje k tvorbé 3-fosfoglyceratu z glyceraldehyd-3-fosfatu v glykolyze dalsi fosfat.
NP-GAPDH produkuje 3-fosfogycerat pifimo a bunika se tak muize vyhnout spotiebé
dalsiho fosfatu a vytvofeni jedné molekuly ATP. [69] Molekulovda hmotnost byla
stanovena napiiklad po izolaci z rostlin fepy (Beta vulgaris L.) na 190 000, aktivni forma

se sklada ze ¢tyt podjednotek o molekulové hmotnosti 53 000. [70]

1.4.5 Sikimatdehydrogenasa
Sikimat:NADP" 3-oxidoreduktasa (EC 1.1.1.25, dale SDH) je enzym, ktery fadime

mezi majoritné zastoupené, avsak za fyziologickych podminek katalyzuje reakci ve sméru
spotieby NADPH. Reakce je soucasti Sikimatové cesty, ktera spojuje metabolismus
sacharidi a biosyntézu aromatt. Jedna se o sled sedmi reakei, do kterych vstupuji erytrosa-
4-fosfat a fosfoenolpyruvat, vznika chorismat, tedy prekurzor pro syntézu aromatickych
aminokyselin, flavonoidd, lignind, alkaloidl a n¢kterych hormont napft. auxinu. Tyto latky
jsou velmi dtilezité pro zivot rostliny a nékteré z nich jsou vyznamné nutri¢ni latky.
Ptitomnost SDH byla prok4zéana u bakterii, hub a rostlin, nikoliv v§ak u zivo€icht.
Enzym katalyzuje ptreménu 3-dehydroSikimatu na Sikimat za spotteby NADPH v ramci
Sikimatové cesty, jak jiz bylo uvedeno vySe. [28] Déle bylo prokédzano, Ze pti reakci SDH
s 3-dehydrosikimatem muzZe dojit k enolizaci a naslednému vzniku kyseliny gallové. Tato
reakce probihd za spotfeby NADP'. Produkt reakce, kyselina gallova, je dilezity

sekundarni metabolit hub a rostlin. Je to slou¢enina zodpovédna za snizeni rizika vyskytu
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cévnich onemocnéni u osob, které pravidelné konzumuji potraviny s vysokym obsahem

kyseliny gallové, jako je ¢ervené vino, zeleny ¢aj a ovoce. [70]

PEP + erytrosa-4-fosfat
SIKIMATOVA
CESTA
lina listova
chorismat B ky§e '_na —
ubichinon
fenylalanin tryptofan tyrosin
flavonoidy kaloi tokoferol
ligniny alkaloidy plastochinon
stilbeny
chalkony

obr. 6 Sikimatova cesta a jeji produkty. Produktem Sikimdtové cesty je chorismat, jenz je
prekurzorem vzniku aromatickych aminokyselin, které mohou byt dale vyuzity jako prekurzory
vzniku flavonoidii a alkaloidii.[28]

1.4.6 Souvislost se stresem
Byla provedena tada studii, zabyvajicich se vlivem solného stresu na aktivitu vyse

popsanych enzymti. VétSina studii vSak popisuje vliv solného stresu na aktivitu
jednotlivych enzymi. Prehled je uveden v tabulce (Tabulka 1). V dasledku solného stresu
dochazi k poskozeni metabolickych drah, které vedou ke vzniku redukovaného koenzymu
NADPH, jenz je dulezity pro fadu metabolickych drah. Jedna se jednak o bézny
metabolismus rostliny a jednak o antioxidacni cykly, dilezité ve stresu. V této diplomové
préci jsem se zabyvala otdzkou, zda se rostlina snazi kompenzovat snizenou dostupnost a
zaroven zvySenou potiebu NADPH, pomoci zvySeni aktivity NADP-dependentnich

enzymtl.
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Tabulka 1 Prehled publikovanych experimentii o viivu

dependentnich enzymii.

solného stresu na aktivitu NADP-

. koncentrace | doba NADP- NP-
rostlina NaCl stresu ICDH ME G6PDH | SDH GAPDH reference
Aloe vera L. 300 mM 140 h ND ND zvysena ND ND [72]
Arabidopsis . e e e
thaliana L. 100 mM 7dni |[zvysena| zvySena | zvysSena ND ND [73]
Arabidopsis , s
thaliana L. 150 mM 3tydny [ ND ND zvysena ND ND [74]
Cicer 25mM | 5tydnd |zvisensa| ND ND ND ND [75]
arietinum L. Y Y
Echinacea 15 S
angustifolia L. 50 mM s | NP ND ND |[zvSend| ND [76]
%‘ZZCE“ 200mM | 21dni |zvigend| zvysend | zvisena | ND ND [77]
Oryza 100mM | 14dni | ND | zvjsend | ND ND ND [65]
sativa L.
Oryza e
sativa L. 150 mM 2 dny ND ND zvysena ND ND [78]
Oryza 80 mM , e
sativa L. 200 mM 6 dni ND ND zvysena ND ND [80]
Pennisetum 156 500 M | 15dni |2visend| ND | snizend | ND ND [81]
clandestinum L.
Phaseolus 100 mM 24h | ND ND | zvjgend | ND ND [82]
vulgaris L.
Pisum 855mM | 35dni | ND ND | snizeni | ND ND [83]
sativum L.
Triticum 200mM | 24h | ND | zvjsend | ND ND ND [84]
aestivum L.
Zea Mays L. 500 mM 5 dni ND snizena ND ND ND [85]

1.4.7 Minoritni NADP-dependentni enzymy
V této praci byly rovnéz studovany minoritné¢ zastoupené NADP-dependentni

enzymy, které mohou byt zdrojem NADPH. Jednalo se o glukosa-1-dehydrogenasu (EC
1.1.1.119), glukonat-2-dehydrogenasu (EC 1.1.1.215), ribosa-1-dehydrogenasu (EC
1.1.1.115), galaktosa-1-dehydrogenasu (EC 1.1.1.120) a glycerol-2-dehyhdogenasu
(EC 1.1.1.156). Existuje jen malé mnozstvi studii jejich vlastnosti v rostlinnych i
zivociSnych bunkach. Doposud nebyl zkoumdn vliv solného stresu na funkci téchto
enzymu u rostlin. AvSak reakce katalyzované témito enzymy produkuji NADPH, proto by
se mohly, stejné jako majoritni NADP-dependentni enzymy, podilet na kompenzaci
sniZzené dostupnosti NADPH.

Enzym glukosa-1-dehydrogenasa katalyzuje pfeménu D-glukosy na D-glukorono-
1,5-lakton (obr. 7). Pii krystalizaci glukosa-1-dehydrogenasy z Gluconobacter oxydans
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byla stanovena relativni molekulova hmotnost tohoto enzymu na 153 000, pficemz se
vyskytuje ve formé tetrametru. Ve vySe uvedené studii bylo téz urceno, ze k inhibici
dochézi v piitomnosti Cu®”, Hg*" a Ni*" iontii. [86] Enzym byl také studovéan u bakterii
Gluconobacter cerinus, v této studii bylo stanoveno pH optimum v intervalu 7,5-9. Rovnéz
byla studovana substratova specifita, bylo zjiSténo, Zze k enzymové reakci dochazi
v pritomnosti D-glukosy, D-mannosy, 2-deoxy-D-glukosy a 2-amino-2-deoxy-D-manosy,

k nahradé NADP' za NAD" v§ak nedochazi. [87]

CH OH CH OH
|/H O\?H NADP” NADHP+H" |/H O\
H C H _c=0
| / | - \ / O |
HO (|: C glukosa-1-dehydrogenasa HO % (|:
H OH H OH
D-glukosa D - glukonolakton

obr. 7 Reakce katalyzovana enzymem glukosa-1-dehydrogenasa.

K pfemén¢ D-glukonatu na 2-dehydroglukonat dochézi za katalyzy enzymu
glukonat-2-dehydrogenasa (obr. 8). Vlastnosti glukonat-2-dehydrogenasy byly zkouméany
pouze u prokaryot. U bakterii rodu Acetobacter byl tento enzym lokalizovan v cytoplazmé
ve formé trimeru o molekulové hmotnosti 120 000. [90] Enzym nalezeny v E. coli byl pak
ve form¢ dimeru a relativni molekulovda hmotnost byla stanovena na 74 000. [88] U
bakterii rodu Pseudomonas byla glukonat-2-dehydrogenasa nalezena vazana

v cytoplazmatické membrané, jako soucast metabolismu glukosy. [90]

FOOH COOH
|
H_C_OH + . C:O
| NADP NADHP+H |
HO—C—H \\‘_/f H—C—OH
H—C—OH glukonat-2-dehydrogenasa H—(I:—OH
I
CH,OH CH,OH
D-glukonat 2-dehydroglukonat

obr. 8 Reakce katalyzovana enzymem glukonait-2-dehydrogenasa.
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Ribosa-1-dehydrogenasa katalyzuje vznik D-ribondtu z D-ribosy (obr. 9. Byla
izolovana z jaternich bun¢k prasete divokého, bylo stanoveno pH optimum 9,7 a Km pro

D-ribosu 8 mM. Jako inhibitory ptisobi HgCl, a p-chlormerkurbenzoat. [91]

Ho\cfo
|
CH OH o_ HO NADP®  NADHP+H' H—C—OH
\F \ / I
'\' '/‘ bosa-1-dehydrog o
rnbosa-1-ae rogenasa
CMC I yarog H_Cl:_OH
H
OH 0 CH,OH
D-ribosa D-ribonat

obr. 9 Reakce katalyzovana enzymem ribosa-1-dehydrogenasa.

Galaktosa-1-dehydrogenasa je enzym, ktery katalyzuje vznik D-galaktonolaktonu
z D-galaktosy (obr. 10). Enzym byl izolovan z bakterii rodu Pseudomonas, bylo stanoveno
pH optimum 10,5. Reakce je soucasti metabolismu galaktosy, jeji produkt, D-galaktolakton
muize byt dale pfeménén enzymem 1,4-laktonasa na galakonolaktonat, ktery je sledem

dalSich reakci pfeménén na glyceraldehyd-3-fosfat, ktery vstupuje do glykolyzy. [91]
CH,OH CH2OH

I
+ + C O
HO C——O pH NaDP NADHP+H  HO ,
L \I \_/ ot n Nem
cCoH H == N —0
AY | | galaktosa-1-dehydrogenasa H = ( sem—(
H Co—C H | |
b o
D-galaktosa D-galaktonolakton

obr. 10 Reakce katalyzovana enzymem galaktosa-1-dehydrogenasa.

Glycerol-2-dehydrogenasa, nékdy také dihydroxyacetonreduktasa byla studovana u
bakterii Glukonobacter suboxydans, kde byla nalezena jako soucast transportu glycerolu
ptes cytoplazmatickou membranu. [92] U extrémné halofytnich zelenych tas Dunaliella
salina byla studovana v souvislosti s osmotickym stresem vyvolanym 0,5-5,0 M NaCl.

[93]
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HO OH
\ /
C
/ NADP' NADHP+H' N
cC=—0
/
\

HO—HC . \=/ 2

CH

\
H-,C
/ glycerol-2-dehydrogenasa
HO

CH, H,
2

OH

glycerol dihydroxyaceton

obr. 11 Reakce katalyzovana enzymem glycerol-2-dehydrogenasa.
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2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda solny stres zptisobi v rostlindch okurky
Cucumis sativa L. obranné reakce v podobé zvySené aktivity majoritné 1 méné
zastoupenych NADP-dependentnich enzymti a v jaké mife ovlivni pomér redukované a
oxidované formy koenzymu NADPH, syntézu fenolickych latek a flavnoidd, mnozstvi
proteinu Hsp70, relativni obsah vody a koncentraci sodnych a draselnych ionti listech a

kofenech.
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3 Metody

3.1 PouZité chemikalie
2-amino-2-methyl-1-propanol, Sigma, USA

Akrylamid, Sigma, USA

AlCls, Sigma, USA

Aldolasa z krali¢iho svalu, Sigma, USA

Anti-HSP70 Polyklonalni krali¢i protilatka zamétend proti Hsp70, Thermo Scientific, USA
Anti-Rabit IgG Polyklonalni kozi protilatka piipravena proti krali¢i protilatce konjugovana
s alkalickou fosfatasou, Sigma, USA

BisTris, Sigma, USA

Bromo-4-chloro-3-indolylfosfat/Nitroblue tetrazolium chlorid tablety, Sigma, USA
BSA, Sigma, USA

Coomassie Briliant Blue R, G, Sigma, USA

CsCl, Sigma, USA

Cinidlo Bradfordové, Sigma, USA

D, L-Isocitrat trisodny, Sigma, USA

D-Fruktosa-1,6-bisfosfat, Sigma, USA

D-Galaktosa, Lachema, CR

D-Glukonat, Sigma, USA

D-Glukosa, Sigma, USA

D-Glukosa-6-fosfat sodny, Sigma, USA

D-Ribosa, California Corp, USA

DTT, Sigma, USA

EDTA, Lachema, CR

Fenazinmethosulfat, Sigma, USA

Folinovo-Ciocalteuovo &inidlo, Penta, CR

Glukosa-6-fostatdehydrogenasa z Leuconostoc mesenteroides, Sigma, USA
Glycerol, Penta, CR

Glycin, Sigma, USA

Guajakol, Sigma, USA

HCl1O4, Sigma, USA

HNOs, Lach:ner, CR

Jodonitrotetrazolium chlorid, Sigma, USA
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KH,PO,, Lachema, CR

Kvercetin dihydrat - Riedel-de Haén, Némecko
L-malat sodny, Sigma, USA

Methanol, Lach:ner, CR

MgClz, Sigma, USA

Na' (1,000+0,002 g/1), Analytika, CR

Na,CO;, Lachema, CR

NADPr, Sigma, USA

NADPH, Sigma, USA

NaNs, Sigma, USA

Nitroblue tetrazolium chlorid, Sigma, USA
Ponceau Red S, Sigma, USA

PVP, Sigma, USA

Sacharosa, Lachema, CR

SDS, Sigma, Némecko

Sikimat sodny, Sigma, USA

TEMED, Serva, Némecko

Tricin, Sigma, USA

Tris (hydroxymethyl) aminomethan, Sigma, USA
Tween, Sigma, USA

Ostatni chemikalie, Lachema, CR

3.2 Pristroje
Spektrofotometr Helios o, Thermo Spectronic, USA

Centrifuga Hettich Universal 32R, Hettich, Némecko

Analytické vahy XE Series 100A, Denver Instrument Company, USA
pH metr UB-10, Denver Instrument Company, USA

AAS spektrometr AAS 3, Zeiss Jena, Némecko

Elektroforeticka souprava, Biometra, Némecko

Spektrofotometr Ultrospec 2 100, Amersham Pharmacia Biotech, Anglie
Souprava po ptenos proteinll z gelu na membranu, Biometra, Némecko

Vortex v-1 plus, Biosan, LotySsko
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3.3 Péstovani experimentdlnich rostlin
Semena okurky seté (Cucumis sativa L. convar. Jogger F1) byla jeden az dva tydny

kli¢ena v minipafenisti na buniCité vaté, poté byly sazenice piesazeny nadob s ptidou a
umistény ve skleniku katedry experimentalni biologie rostlin, kde byly péstovany po dobu
20-30 dni.

Nasledné byly nekteré rostliny velmi opatrné vyjmuty z pudy, jejich kofeny byly
omyty destilovanou vodou a umistény do kadinek o objemu 1 1 naplnénych roztokem NaCl

nebo destilovanou vodou.

3.4 Piiprava vzorki

3.4.1 Odebirani rostlinného materialu
Z experimentalnich rostlin bylo odstfizeno vzdy né€kolik vrchnich listl, které byly

zvazeny a nasledné rozdéleny pro riizné extrakce tak, aby vzorky byly smésné. Dale byly
zpracovavany koteny. Rostliny byly vyjmuty z pidy nebo roztoku, kde byly umistény po
dobu experimentu, kofeny byly omyty destilovanou vodou a nasledné zpracovavany, jako
rostlinny material.

Rostlinny material byl déale homogenizovan v tfeci misce pomoci tloucku,
s extrakénim roztokem ktery se liSil v zéavislosti na stanoveni. Byly pouzity 3 ml

extrakéniho roztoku na 1 g Cerstvé hmoty rostlinného materialu.

3.4.2 Priprava vzorku pro stanoveni enzymové aktivity
Rostlinny material byl homogenizovan s pufrem A, ktery byl pfipraven smisenim

100 mM Tris-HCI (pH 7,8), 1 mM DTT, 1 mM EDTA a 5 mM MgCl,, po homogenizaci
byl pfidan 0,02 g PVP na 1 ml roztoku. Homogenizovand smés byla centrifugovana pfi
4°C, po dobu 15 minut, pfi 16 600 x g nasledné byl odebran supernatant, ktery byl oznacen

jako rostlinny extrakt.

wr o r + o o
3.4.3 Priprava vzorki pro stanoveni koncentrace Na' iontu
Pro stanoveni koncentrace Na' iontdl byl rostlinny materidl homogenizovan

v trojnasobném mnozstvi destilované vody. Homogenizovana smés byla centrifugovéna pfi
4°C, po dobu 15 minut, pfi 16 600 x g nasledné byl odebran supernatant, ktery byl oznacen

jako rostlinny extrakt.
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3.4.4 Priprava vzorki pro stanoveni koncentrace NADP"
Pro stanoveni koncentrace NADP' je nutné rostlinny material homogenizovat

v prosttedi HClO,4, inaktivovat tak enzymy a tim zabranit pribc¢hu nezédoucich
enzymovych reakci, spotiebovavajicich NADP'. Kyselé prostedi zvySuje stabilitu
oxidované formy tohoto koenzymu. Rostlinny material byl homogenizovan v trojnasobném
mnozstvi 1 M HCIO4, na 1 ml extraktu bylo ptidano 0,02 g PVP Nasledovala centrifugace
pti 4°C, po dobu 15 minut, pfi 16 600 x g. Odebrany supernatant byl neutralizovan 5 M
K,COs, indikace pH byla provedena pomoci lakmusového papirku. Po ptidavku 0,02 g
PVP na 1 ml extraktu, byla provedena dalsi centrifugace za stejnych podminek jako prvni a

odebrany supernatant byl uchovévan pti -20°C.

3.4.5 Priprava vzorki pro stanoveni NADPH
Extrakty pro stanoveni NADPH byly pfipraveny homogenizaci v pfitomnosti

NaOH. Stejné jako pro stanoveni NADP" je nejprve nutné provést inaktivaci enzymové
aktivity, ktera byla zptsobovala spotiecbu NADPH. Zasadité prostiedi bylo pouzito,
protoze NADPH je stabilni pfi vysokych hodnotich pH. Byla provedena homogenizace
rostlinného materidlu v trojndsobném mnozstvi 1 M NaOH, homogenizovand smés pak
byla inkubovana po dobu 3 minut pfii teploté 100°C, po ochlazeni bylo ptidano 0,02 g PVP
na 1 ml extraktu a smés byla centrifugovéna pii 4°C, po dobu 15 minut, pii 16 600 x g. Byl
odebran supernatant, ktery byl neutralizovan 0,1 M HCI, pH bylo indikovdno pomoci
lakmusového papirku. K neutrdlnim smésim bylo pfidano 0,02 g PVP na 1 ml extraktu a
byla provedena centrifugace po dobu 15 minut, pti 4°C a 16 600 x g. Odebrany supernatant
byl uchovavan pti -20°C.

3.4.6 Priprava vzorki pro stanoveni fenolickych latek a flavonoidu
Pro stanoveni koncentrace fenolickych latek a flavonoidl byly vzorky ziskavany

tzv. extrakci horkou vodou. Rostlinny material o hmotnosti 0,5 g byl homogenizovan
s 10 ml destilované vody, smés byla kvantitativné pfevedena do Erlenmayerovy banky a
udrzovana pii teploté 80°C po dobu 20 minut. Po vychladnuti byla provedena centrifugace
pii 4°C a 9 400 x g po dobu 10 minut. Odebrany supernatant byl filtrovan pies jednorazovy
sttikackovy filtr Schleier&Schuell o velikosti pori 0,2 pm.

3.5 Stanoveni aktivity enzymii
Aktivita NADP-dependentnich enzyml byla stanovovana spektrofotometricky.

Toto stanoveni je zalozeno na rozdilnych absorpcnich spektrech oxidované a redukované
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formy koenzymu NADPH, rozdil v absorbci je nejvetsi pii vinové délce A=340 nm. Proto
byla méfena zména absorbance pifi 340 nm, ktera byla dale pfepoctena na aktivitu podle

Rovnice 1.

AAV,.1000
sltV,

a=

Rovnice 1 kde
a = aktivita v pmol.min”'g'FW

A = absorbance

V;= celkovy objem reakéni smési v 1

¢ = molarni absorpéni koeficient (e=6200 mol™.L.cm™)
[ = délka kyvety v cm

t = doba, po kterou méteni probihalo v min

V.= objem rostlinného extraktu v 1

Takto vypoctend aktivita pak byla vztazena na ¢erstvou hmotnost podle Rovnice 2

Rovnice 2 kde
apy= aktivita vztaZzena na Cerstvou hmotnost

V' = objem extrak¢éniho pufru v ml

m = hmotnost rostlinného materidlu v g

3.5.1 NADP-isocitratdehydrogenasa
Reakéni smés o objemu 1 ml obsahovala 100 mM Tris-HCI pufr s pH=7,4;

0,2 mM NADP"; 2mM L-isocitrat a 2 mM MgCl,. Reakce byla iniciovana p¥idanim 50 pl

rostlinného extraktu.

3.5.2 NADP-malatdehydrogenasa (oxalacetat dekarboxylacni)
Aktivita NADP-ME byla stanovovana v 1 ml reakéni smési, kterd obsahovala

100 mM Tris-HCI pufr s pH=7,4; 0,2 mM NADP"; 10 mM L — malat a 2 mM MgCl,.

Nakonec bylo pfidano 50 pl rostlinného extraktu, ¢imz byla reakce iniciovana.
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3.5.3 Glukosa-6-fosfatdehydrogenasa
Reakéni smeés pro stanoveni G6PDH méla objem 1 ml a obsahovala 100 mM Tris-

HCI pufr s pH = 7,6; 0,2 mM NADP"; 10 mM D-glukosa-6-fosfat a 2 mM MgCl,. Reakce

byla zah4jena ptidanim 50 pl rostlinného extraktu.

3.5.4 Sikimatdehydrogenasa
Stanoveni aktivity SDH probihalo v 1 ml reakéni smési o slozeni: 100 mM 2-

amino-2-methyl-1-propanol - NaOH pufr s pH =9,0; 10 mM §ikimat; a 0,2 mM NADP".

Zahajeni reakce bylo provedeno piidanim 50 pl rostlinného extraktu.

3.5.5 Nefosforylac¢ni glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
Aktivita NP-GAPDH byla stanovena v 1 ml reakéni smési, nejprve probéhla

sptazena reakce: 100 mM Tris HCI pufr s pH=7,4; 10 mM fruktosa-1,6-bisfosfat; 2 mM
MgCl,; 0,2 mM NADP" a 1U aldolasy bylo inkubovano 1 hodinu pfi 30°C, nasledné byla

iniciovana reakce ptidanim 100 pl rostlinného extraktu.

3.5.6 Minoritni NADP-dependentni enzymy
Mezi minoritné zastoupené NADP-dependentni enzymy fadime glukosa-1-

dehydrogenasa,  glukonat-2-dehydrogenasa,  ribosa-1-dehydrogenasa,  galaktosa-1-
dehydrogenasa a glycerol-2-dehydrogenasa. Jejich aktivita byla stanovovana v 1 ml
reakéni smési, kterd obsahovala 100 mM Tris HCI pufr s pH=7,4; 0,2 mM NADP" a
substrat pro dany enzym o koncentraci 10mM. Jako substraty byly pouzity: D-glukosa, D-
glukonat, D-ribosa, D-galaktosa nebo glycerol. Reakce byla iniciovdna pfidanim 100 pl

rostlinného extraktu.

3.5.7 Stanoveni aktivity peroxidasy
Aktivita peroxidasy byla stanovena v 1,5 ml reakéni smési, kterd obsahovala 16mM

fosfat-citratovy pufr s pH=4,6, 13,3 mM guajakol a 9,75 mM H,0,. Reakéni smés byla
inkubovana 15 minut pii 25°C a poté byla iniciovana reakce ptidanim 250 pl rostlinného
extraktu. Byla méfena zména absorbance pii 420 nm po dobu 3 minut. Aktivita pak byla

vynesena jako AA4y¢/min. [94]

3.6 Analytické metody

3.6.1 Stanoveni relativniho obsahu vody
Pro stanoveni relativniho obsahu vody (RWC, relative water content) byl vzdy

v

odebran nejvrchngjsi list, ze kterého byly vykrojeny 4 fezy o obsahu 1,5 cm® Rezy byly

29



ihned po odebrani zvaZeny na analytickych vahach, hodnota byla zaznamenana jako
cerstva hmotnost (FW, fresh weight). Nasledn¢ byly casti listd pfeneseny do Eppendorfovy
zkumavky s chladnou destilovanou vodou a ponechany 4 hodiny na ledu. Poté byly fezy
vyjmuty a zvazeny, tato hmotnost byla zaznamenana jako hmotnost po nasyceni listu
destilovanou vodou (TW, turgid weight). Listy nasycené destilovanou vodou byly nésledn¢
pfeneseny do Eppendorfovych zkumavek a umistény do termostatovaného blocku se
suchou lazni, kde byly suSeny piti 70°C po dobu 48 hodin. Vyschlé fezy listli byly zvazeny
a tato hodnota byla zaznamenana jako hmotnost susiny (DW, dry weight). Nakonec byl

podle Rovnice 3 vypocitan relativni obsah vody. [95]

rRwc =222% 100
TW-DW

Rovnice 3 kde
RWC = relativni obsah vody v g
FW = Cerstvd hmotnost v g
TW = hmotnost listu po nasyceni destilovanou vodou v g

DW =hmotnost susiny v g

3.6.2 Stanoveni koncentrace Na" a K ionta
Koncentrace sodnych a draselnych iontii byly stanoveny pomoci atomové emisni

spektrometrie (AES) s vyuzitim spektrometru AAS 3 (Zeiss Jena, Némecko). Touto
analytickou metodou je mozné stanovit koncentraci nékterych prvkl ve vzorku i ve velmi
nizkych koncentracich. Metoda je zaloZend na atomizaci vzorku a excitaci atomu sodiku a
drasliku plamenem. Pfi nasledné deexcitaci téchto atomi dochazi k vyzareni kvanta
energie prostfednictvim elektromagnetického zéatreni urcité vinové délky charakteristické
pro pfislusny prvek. Méfena byla intenzita emitovaného zafeni pii 589,0 nm (Sifka
spektralniho intervalu 0,1 nm) pro stanoveni sodiku a pti 766,5 nm pro stanoveni drasliku.
Tato intenzita byla v rozsahu 0 — 2,5 ug-ml™" linearni funkci koncentrace obou prvki.

Koncentrace obou prvkil ve vzorcich (extraktech) byla vyhodnocovana z linearni
casti kalibracnich zavislosti. Ke kalibraénim roztokim 1 k roztokiim vzorkil byl pro
potlaceni nezddouci ionizace ptfidavan chlorid cesny (CsCl) o vysledné koncentraci
cesnych iontél 1 mg-ml .

Ze ziskanych hodnot intenzit emitovaného zafeni vypoéitana koncentrace Na” a K*

ionta ve vzorku v g/l a mol/l.
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3.6.3 Stanoveni koncentrace fenolickych latek
Koncentrace fenolickych latek byla stanovena pomoci Folinova ¢inidla.

V alkalickém prostfedi probihd oxidace fenolickych latek, soucasné¢ dochéazi ke zméné
zlutého zbarveni fosfowolframové heteropolykyseliny na modife zbarveny komplex.
Stanoveni probéhlo ve 2 ml reak¢éni smési, ktera obsahovala 200 pul rostlinného extraktu
(pro stanoveni koncentrace fenolickych latek a flavonoidii) nebo fenolu o znamé
koncentraci, 5% (v/v) Folinovo ¢inidlo a 3 % (v/v) Na,CO;. Reakéni smés byla
inkubovéana po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté a nasledné byla zmétena absorbance
pti 760 nm proti slepému vzorku, ktery namisto vzorku obsahoval destilovanou vodu. [96]
Hodnoty koncentrace fenolickych latek byly nasledné vypocteny z kalibracni kfivky, ktera

byla sestrojena pro fenol o koncentraci 0,17-2,75 mM.

3.6.4 Stanoveni koncentrace flavonoidi
Koncentrace flavonoidii byla v rostlinnych extraktech stanovena kolorimetricky.

Nejprve bylo ke 250 pl extraktu (pro stanoveni koncentrace fenolickych latek a
flavonoidd) pifidano 1,25 ml destilované vody a 75 ul 5% (w/v) KNO,, roztok byl
inkubovan po dobu 6 minut, nésledné¢ bylo pfidano 150 ul 10% (w/v) AICl;, po 5-ti
minutach inkubace bylo pfidano 0,5 ml 1 M NaOH a 275 pl destilované vody. Poté byla
méfena absorbance reakéni smési pii 510 nm oproti slepému pokusu obsahujicimu namisto
extraktu destilovanou vodu. [97] Kalibrace byla provedena pomoci roztoku kvercetinu o

koncentraci 0-2,96 mM.

3.6.5 Stanoveni antioxida¢nich schopnosti metodou FRAP
Antioxidacni schopnost respektive redukéni potencial antioxidantu se metodou

FRAP (z angl. ferric reducing antioxidant power) stanovuje pomoci schopnosti
antioxidantu redukovat Fe*". Redukce Fe’" na Fe*" pii nizkém pH zptisobi vznik barevného
(modro-fialového) Fe* -tripyridyltriazinového komplexu, ktery méa absorpéni maximum pii
593 nm.

Nejprve bylo smisenim 10 ml 300 mM acetatového pufru, pH 3,6; Iml 10 mM
TPTZ v40 mM HCI a 1 ml 20 mM FeCls ptfipraveno FRAP ¢inidlo. K 600 pul FRAP
¢inidla bylo ptidano 20 pl extraktu nebo standardu (kyselina askorbové) a po dobu 4 minut
byla sledovana zména absorbance pii 593 nm. [98] Kalibra¢ni pfimka byla sestrojena pro

0-0.1 mM kyselinu askorbovou.
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3.6.6 Stanoveni koncentrace rozpustnych bilkovin podle Bradfordové
Cinidlo Bradfordové obsahuje barvivo Coomassie Briliant Blue (CBB), methanol a

kyselinu fosfore¢nou. Barvivo obsazené v Cinidle reaguje s aminokyselinami, pfevazné
s argininem, v prostiedi kyseliny fosforecné za vzniku barevného komplexu, ktery lze
nasledn¢ stanovit kolorimetricky. Byla sestrojena kalibracni kiivka pro hovézi sérovy
albumin (BSA) o koncentracich 0-1,4 mg/ml. Rostlinné extrakty byly fedény destilovanou
vodou, k 10 pl extraktu bylo pfidano 23,3 pl destilované vody, k 33,3 ul rostlinného
extraktu nebo roztoku BSA bylo pfidano 1 ml ¢inidla Bradfordové, smés byla inkubovana

po dobu 20-ti minut a nasledné byla métena absorbance pti 595 nm. [99]

3.6.7 Stanoveni koncentrace NADP"
Mnozstvi NADP" bylo stanovovéano v extraktech inaktivovanych 1 M HCIO,4. Ke

stanoveni byla pouzita komeréni glukosa-6-fosfatdehydrogenasa, NADP" v extraktech
bylo pfeménéno na NADPH, ke smési bylo pak pfidano barvivo, které se vzniklym
NADPH vytvotilo ¢erveny komplex, jehoz mnozstvi bylo stanoveno spektrofotometricky.

Reakéni smés o objemu 1 ml obsahovala 100 mM Tris HCI pufr s pH = 7,4, 5 mM
glukosa-6-fosfat, 2 mM MgCl, a 1 U G6PDH. Reakce probihala 30 minut pii laboratorni
teploté, nasledné bylo pfidano 200 pl barviva obsahujici 5 mg/ml jodonitrotetrazoliové
violeti a Spg/ml fenazinmethosulfatu. Byla méfena absorbance proti slepému vzorku
neobsahujicim komeréni enzym pii 500 nm.

Stejnym zplisobem byla métena kalibracni zévislost, pro koncentrace NADPH 0,01
— 0,07 mM, roztoky byly pfipraveny smisenim 250 mM Tris-HCI pufru pH=74 s
NADPH o ptislusné koncentraci a 200 pl detekéniho barviva.

3.6.8 Stanoveni koncentrace NADPH
Koncentrace NADPH byla stanovovéana v rostlinnych extraktech inaktivovanych

NaOH. K 0,5ml extraktu bylo pfiddno 100 ml barviva, obsahujictho 5 mg/ml
jodonitrotetrazoliové violeti a 5 ng/ml fenazinmethosulfatu. U takto ptfipravenych vzorka
byla méfena absorbance pii 500 nm proti slepému vzorku, ktery obsahoval misto extraktu

0,5 ml destilované vody.
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3.7 Elektroforetické metody

3.7.1 Elektroforeticka separace v nativnim prostiedi
Byl pfipraven 6% separacni polyakrylamidovy gel s glycerolem, ktery obsahoval 3

ml 30% akrylamidu/Bis; 1,9 ml 1,5 mM Tris-HCI pufru pH 8,8; 0,003 ml TEMED;
0,075 ml 10% glycerolu; 2,45 ml destilované vody a 0,075 ml 10% peroxodisianu
amonného

Nasledné byl pfipraven 3% zaostfovaci polyakrylamidovy gel s glycerolem, ktery
obsahoval 1,5 ml 30% akrylamidu/Bis, 1,9 ml 1,5 mM Tris-HCI pufru pH 8,8; 0,006 ml
TEMED; 0,075 ml 10% glycerolu; 3,95 ml destilované vody a 0,075 ml
10% peroxodisianu amonného.

Elektrodovy pufr obsahoval 18,8 g/l glycinu, 3 g/l Tris a 0,1% glycerol. Rostlinné
extrakty byly smichany se sacharosou (20 %) a naneseny do jamek v zaostfovacim gelu,
pii prichodu cela zaostfovacim gelem bylo napéti nastaveno na 70 V, po dosazena

separa¢niho gelu bylo zvySeno na 140 V.

3.7.2 Cervena nativni elektroforéza
Byl pfipraven 10% separacni polyakrylamidovy gel, ktery obsahoval 10%

akrylamid/bis-akrylamid, 12,5 mM BisTris, 0,012% Ponceau R, 0,05% peroxosiran
amonny a TEMED. Zaostfovaci gel obsahoval 3% akrylamid, 4,2 mM BisTris, 0,004%
Ponceau, 0,05% peroxosiran amonny a TEMED.

Elektrodovy pufr obsahoval 50 mM Tricin, 15 mM BisTris a 0,012% Ponceau.
Rostlinné extrakty byly smichany se vzorkovym pufrem v poméru 1:1. Vzorkovy pufr

obsahoval: 15% glycerol, 50 mM BisTris/HCI pufr a 0,02% Ponceau R. [100]

3.7.2.1 Detekce aktivity NADP-ICDH po nativni elektroforéze

Po skonceni separace byl gel umistén do Petriho misky s 10 ml reakéni smési, ktera
obsahovala 100 mM Tris-HCI pufr s pH=7,4; 0,2 mM NADP"; 2mM L-isocitrat; 2 mM

MgCl,; 0,1 mg/ml nitrobluetetrazolium a 5 pg/ml fenazinmethosulfat.

3.7.2.2 Detekce aktivity NADP-ME po nativni elektroforéze

Po ukonceni separace byl gel pfemistén do 10 ml reakéni smési v Petriho misce.
Smés obsahovala 100 mM Tris-HCI pufr s pH = 7,4; 0,2 mM NADP"; 10 mM L — malat;
2 mM MgCly; 0,1 mg/ml nitrobluetetrazolium a 5 pg/ml fenazinmethosulfat.
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3.7.2.3 Detekce aktivity GOPDH po nativni elektroforéze

Po skonceni separace byl gel vlozen do Petriho misky s 10 ml reakéni smési, ktera
obsahovala 100 mM Tris-HCI pufr s pH=7,6; 0,2 mM NADP"; 10 mM D-glukosa-6-
fostat; 2 mM MgCly; 0,1 mg/ml nitrobluetetrazolium a 5 pg/ml fenazinmethosulfat.

3.7.2.4 Detekce aktivity SHD po nativni elektroforéze

Po dokonceni separace byl gel umistén do Petriho misky s 10 ml reakéni smési,
ktera obsahovala 100 mM 2-amino-2-methyl-1-propanol -NaOH pufr spH=9,0;
0,2mM NADP"; 10 mM §ikimat 0,1 mg/ml nitrobluetetrazolium a 5 pg/ml

fenazinmethosulfat.

3.7.3 Elektroforeticka separace v prostredi SDS
Byla provadéna elektroforetickd separace v prostiedi SDS podle Laemmliho.

Rostlinné extrakty byly smichany se vzorkovym pufrem v poméru 1:1. Vzorkovy pufr
obsahoval 0,13 M Tris HCI pufr s pH=6,8; 0,005% bromfenolovou modf, 70 mM SDS,
100 mM DTT a 20% glycerol. [101]

Byl pfipraven 6% zaostfovaci a 10% separacni akrylamidovy gel. Vzorky smichané
se vzorkovym pufrem byly pfed nanesenim povafeny po dobu 5ti minut. Néasledné bylo do
kazdé jamky Hamiltonovou stfikackou naneseno 25 pl vzorku.

Elektrodovy pufr obsahoval 1 g/l SDS, 3 g/l Tris a 18,8 g/l glycinu. Napéti pred

dosazZenim separacniho gelu bylo 70 V, po dosazeni bylo zvySeno na 140 V.

3.7.3.1 Detekce proteinii v gelu

Po ukonceni separace byl gel umistén do barviciho roztoku Coomassie Briliant
Blue, ktery obsahoval 2 g/l Coomassie Briliant Blue R250, 0,5 g/l Coomassie Briliant
Blue G, 42,5% ethanol, 5% methanol a 10% kyselinu octovou, ve kterém byl ponechan
pies noc. Druhy den byl pak gel piesunut do odbarvovaciho roztoku, ktery obsahoval 10%

kyselinu octovou a 25% ethanol.

3.8 Imunochemicka detekce Hsp70 na nitrocelulosové membrané
Postupem uvedenym vySe byla provedena elektroforetickd separace v prostiedi

SDS. Po skonceni separace byl gel umistén do soupravy pro pienos proteinii na
nitrocelulosovou membranu umisténou na 5 vrstvach filtracniho papiru, které byly
smocen¢ v transferovém pufru. Transferovy pufr obsahoval 25 mM Tris, 150 mM glycin a

10% metanol. Na gel bylo pfiloZzeno dalSich 5 vrstev filtracniho papiru smoceného
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v transferovém pufru. Aparatura byla uzaviena, byl pouzit elektricky proud I vypocteny
podle Rovnice 4.

I = 5Tcm®1+smA
Rovnice 4 kde

I = elektricky proud v mA

S = obsah membrany v cm’

Proteiny byly pomoci elektrického proudu pfenaseny po dobu 30 minut. Poté byla
membrana pifenesena do 1% (w/v) roztoku BSA (0,1 g BSA v 10 ml PBS), kde byla po
dobu 1 hodiny blokovana. Roztok PBS obsahoval 0,14 M NaCl, 8§ mM Na,HPO4, 15 mM
KH,PO4, 2,7mM KCI a 3 mM NaNj. Nasledné¢ byla membrdana 3x po 5-ti minutach
promyta roztokem PBS+T, ktery byl pfipraven pfidanim detergentu Tween do PBS pufru
tak, aby jeho vysledna koncentrace byla 0,05% (v/v) Byl pfipraven roztok protilatky anti-
HSP o koncentraci 1 pg/ml konjuga¢niho pufru, ve kterém byla membrana inkubovana
pfes noc v lednici. Konjugacni pufr byl pfipraven rozpusténim 5 g PVP a 0,5 g BSA ve
250 ml PBS pufru. Druhy den byla membréana opét tfikrat po 5 minutach promyta PBS+T,
a inkubovana 3 hodiny pti 37°C v roztoku sekundarni protilatky konjugované s alkalickou
fosfatasou (fedéném v poméru 1 : 30000 s konjugacnim pufrem). Nasledovalo dalsi
promyti PBS+T (tfikrdt po 5 minutich) a déale pak inkubace v roztoku pfipraveném

rozpusténim tablety BCIP/NBT v 10 ml destilované vody.
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4 Vysledky

4.1 Piehled provedenych experimentit
V této praci byly rostliny okurky seté vystavovany solnému stresu. Bylo provedeno

8 experimenti, béhem kterych byly sledovany vybrané biochemické parametry. Pro kazdé
stanoveni byly porovnavany hodnoty zjisténé pro tfi skupiny rostlin. Prvni skupinou byly
stresované rostliny, které¢ byly vyjmuty z pidy a po omyti kofenti ponofeny do kadinky o
objemu 11, obsahujici 100 mM (ptipadné¢ 70 mM) roztok NaCl. Druhou skupinu tvoftily
rostliny, které byly po vymuti zpidy a omyti kofeni umistény v 11 kadince
s destilovanou vodou, oznaceny byly jako 0 mM. Nadoby byly obaleny filtraénim
papirem, aby nedoslo k osvétleni kofentl. Rostliny ve tfeti skupiné byly ponechany v pudé
a oznaceny byly jako kontrolni. Ve 100 mM NacCl rostliny okurky pteckaly 4 dny a poté
uhynuly, v 70 mM roztoku pak pteckaly 7 dni.

Tabulka 2 Prehled provedenych experimentii

experiment koncentrace NaCl kontrola stafi sazenic | pocet rostlin v
jedné skuping

1 100 mM dH,O 15 dni 6

2 100 mM dH,O 18 dni 5

3 100 mM dH,O 34 dni 5

4 70 mM dH,0,ptda 37 dni 7

5 100 mM dH,0,ptda 35 dni 5

6 100 mM dH,0,ptda 35 dni 5

7 100 mM dH,0,ptda 42 dni 5

8 100 mM dH,0,puda 40 dni 5

Béhem experimentii 1-5 byly vybirdny podminky, ve kterych byly rostliny
uchovavany béhem experimentu, byla optimalizovdna stanoveni a intervaly mezi
jednotlivymi odbéry. Dale jsou uvedeny vysledky experimentii 6, 7 a 8.

Rostliny byly rozdéleny do tfi skupin, 2 hodiny po zacatku vystaveni stresu byly
odebrany vzorky, ze kterych byly pfipraveny rostlinné extrakty, tento odbér byl oznacen
jako odbér ze dne 0. Kazdy dalsi den byly vzorky odebirdny ve stejnou denni dobu. Pro
stanoveni aktivity enzymii, koncentrace sodnych a draselnych iontii, koncentraci NADP" a
koncentrace ve vod¢ rozpustnych proteinti byly odebirany vzorky kotent i listl. Relativni
obsah vody, mnozstvi Rubisco, koncentrace fenolickych latek, flavonoidl a antioxidacni

schopnosti byly odebirany pouze vzorky lista.
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Pribéh plsobeni solného stresu na experimentalni rostliny byl fotograficky

dokumentovan (obr. 12, obr. 13).

3

obr. 12 Prubéh solného stresu v pokusu 6. (100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny
v destilované vodeé a kontrolni rostliny)

kontrola

obr.ﬂ 13 Priibéh solného stresu v pokusu 7. (100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny
v destilované vode a kontrolni rostliny)

4.2 Vliv solného stresu na relativni obsah vody a mnoZstvi rozpustnych
proteinii
V disledku solného stresu dochéazi u rostlin k ovlivnéni schopnosti pfijimat vodu.

Ve vsech ctyfech dnech, po které byly rostliny vystaveny piisobeni solného stresu, byl
stanovovan relativni obsah vody v listech. Porovnani hodnot RWC pro kazdy den stresu a
pro vSechny 3 skupiny experimentalnich rostlin zobrazuje obr. 14. Z dat ziskanych
v experimentech 6 a 7 je zfejmé, Ze u kontrolnich rostlin se relativni obsah vody v lisech
nemeénil, u rostlin v destilované vod¢ doslo k mirnému poklesu a u rostlin vystavenych
pusobeni solného stresu relativni obsah vody vyrazné klesal, posledni den doslo k 50%

poklesu oproti kontrolnim rostlinam.
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obr. 14 Relativni obsah vody v listech rostlin okurky v zavislosti na dobé vystaveni stresovym

podminkam v podobé 100 mM NaCl. (M- 100 mM NaCl, - destilovana voda, O-kontrola
péstovana v pude, A-experiment 6, B-experiment 7)

Vystaveni rostlin solnému stresu spousti fadu obrannych reakci, které jsou
doprovazeny zménami v expresi proteini. Ve vSech odbérovych dnech bylo stanoveno
mnozstvi ve vodé rozpustnych proteini metodou podle Bradfordové. Porovnéni
koncentrace proteinit mezi jednotlivymi typy experimentalnich rostlin ukazuje obr. 15.
V obou experimentech bylo mnozstvi proteinti v rostlindch vystavenych ptisobeni solné¢ho

stresu zvysené, a to obzvlasteé prvni a druhy den pasobeni solného stresu.
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obr. 15 Koncentrace rozpustnych proteinii v listech rostlin okurky v zavislosti na dobé vystaveni

stresovym podminkdam. (B- 100 mM NaCl, B destilovand voda, O-kontrola péstovand v piidé A-
experiment 6, B-experiment 7)

Jednim z pro rostlinu dilezitych proteinii je enzym Rubisco, nedilnd soucast
Calvinova cyklu. Mnozstvi Rubisco bylo detekovano po elektroforetické separaci
v prostiedi SDS (napf. obr. 17). Na gely byly vzorky nanédseny tak, aby v kazdé draze bylo
stejné mnozstvi ve vodé rozpustnych proteini (7 pg v kazdé jamce). Byla provedena
denzitometricka analyza vyslednych gell obarvenych CBB, ziskané hodnoty byly
vyneseny do grafii (obr. 16, str. 39). Z uvedenych dat je patrné, Ze mnozstvi tohoto enzymu
je ve stresovanych rostlinach nizsi nez v rostlinach kontrolnich. Naopak zvySené mnozstvi

tohoto enzymu bylo nalezeno v rostlinach v destilované vodg.
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obr. 16 Relativni mnoZstvi proteinu Rubisco v listech rostlin okurky v zavislosti na dobé vystaveni
stresovym podminkam v podobé 100 mM NaCl zjisténé na zdkladé denzitometrické analyzy zon

polyakrylamidového gelu po SDS elektroforéze odpovidajicich Mr 55 000 (®- 100 mM NaCl, B4-
destilovana voda, O-kontrola péstovana v piide, A-experiment 6, B-experiment 7)

250 kDa —
130 kDa —
100 kDa —

70 kDa —
55kDa —

=i

=3 =% =
100 mM 0 mM kontrola 100 mM 0 mM kontrola 100 mM OmM kontrola 100 mM 0 mM
Standard den 0 den 1 den 2 den 3

obr. 17 Detekce rozpustnych proteinii v listech experimentdalnich roslin v priibéhu vystaveni
stresovym podminkam v podobé 100 mM NaCl. (100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny
v destilované vodé a kontrolni rostliny) Do jamek bylo nandseno stejné mnostvi proteinii (7ug).

Jednim z klicovych proteinii pfi reakci rostliny vic¢i solnému stresu je Hsp70.
Ptitomnost tohoto proteinu byla detekovana imunochemicky na nitrocelulosové membrané
po elektroforetické separaci rostlinnych vzorka v prosttedi SDS. Proteiny byly na
membranu preneseny metodou Western blot, na které byl nasledné¢ detekovan Hsp70 (obr.
18). Hsp70 byl detekovan ve vSech ctyfech odbérovych dnech (0. - 4. den) v listech
stresovanych rostlin v porovnéni s jednim kontrolnim odbérem (0. den). Ze ziskanych dat
je patrné, ze mnozstvi Hsp70, bylo nulty den ve stresovanych rostlindch snizené
v porovnana s kontrolnim odbérem, v pribéhu plisobeni solného stresu doslo ke zna¢nému

narastu.
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obr. 18 Specifickd imunochemicka detekce Hsp70. Porovndani mnozstvi Hsp70 ve stresovanych
rostlinach v priubéhu vystaveni solnému stresu s kontrolni rostlinou v den 0. Do gelu bylo nandseno
stejny objem vzorku (25 ul), mnozstvi rozpustnych proteinii bylo 4,6 ug (kontrola), 10,9 ug (0.den),
10,8 ug (l.den), 11,4 ug (2.den) a 13,3 ug (3.den)

4.3 Stanoveni koncentrace sodnych a draselnych ionti
Intenzita ovlivnéni metabolismu rostliny solnym stresem z&visi mimo jiné na

mnozstvi sodnych iontl v rostliné. Koncentrace sodnych iontl tizce souvisi s koncentraci
draselnych iontl, pro rostlinu je dflezitd rovnovaha mezi koncentracemi téchto dvou
iontli. Mnozstvi sodnych a draselnych iontli bylo stanoveno metodou AAS v extraktech
z listid 1 kofend.

Zjisténé hodnoty koncentraci sodnych i draselnych iontt v listech byly vyneseny do
grafii (obr. 19), ze kterych je ziejmé, Ze koncentrace sodnych ionti v listech (obr. 19A a B)
byla mnohonasobné vyssi nez v kontrolnich rostlindch. Koncentrace sodnych iontt (obr.
19AB) ve stresovanych rostlindich v obou experimentech znatelné¢ stoupala. Maxima
dosahla v experimentu 6 (obr. 19A) tieti den, kdy byla 118x vy$$i nez koncentrace
v kontrolnich rostlinach, v experimentu 7 byla maximalni koncentrace sodnych iontl
v listech stresovanych rostlin zjist€éna druhy den vystaveni solnému stresu, kdy byla 10x
vyssi neZ koncentrace v kontrolnich rostlinach. Koncentrace draselnych iontii (obr. 19CD)
v experimentu 6 stoupala, maximaln¢ zvySena byla tfeti den, v experimentu 7 byla ve
stresovanych rostlindch zvysend nulty den (o 60 %) a v dalSim pribchu byla srovnatelnd

s koncentraci v kontrolnich rostlinach.
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obr. 19 Koncentrace sodnych (A a B) a draselnych (C a D) iontii v listech rostlin okurky v
zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkam v podobé 100 mM NaCl. (B- 100 mM NaCl, ES-
destilovana voda, O-kontrola péstovana v piide, AC-experiment 6, BD-experiment 7)

Koncentrace obou ionti byla stanovena také v kofenech (obr. 20). Koncentrace
sodnych iontii (obr. 20AB) byla béhem vystaveni solnému stresu ve stresovanych
rostlindch v obou experimentech znacné€ zvySend v porovnani s kontrolnimi rostlinami a to
az 170x (tfeti den experimentu 7, obr. 20B). Koncentrace draselnych iontii v kofenech

rostlin okurky (obr. 20CD) v pribéhu plisobeni solného stresu klesala.
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obr. 20 Koncentrace sodnych (A a B) a draselnych (C a D) iontu v korenech experimentdlnich
rostlin v zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkam v podobé 100 mM NaCl. (B- 100 mM
NaCl, - destilovand voda, O-kontrola péstovand v piidé; A, C-experiment 6, B, D-experiment 7)

4.4 Vliv solného stresu na aktivitu enzymii
V disledku solného stresu dochazi ke sniZzeni fotosyntetické Uc¢innosti, jednim

z nasledkl je sniZzena dostupnost NADPH. Alternativnim zdrojem tohoto redukovaného
koenzymu by mohly byt NADP-dependentni enzymy. Aktivita NADP-dependentnich
enzymi byla stanovena ve vSech ¢tyfech odbérovych dnech, a to jak v listech, tak
kotenech, naméfené hodnoty byly vyneseny do grafii, ve kterych je porovnavéana aktivita

téchto enzymi ve stresovanych a kontrolnich rostlinach.

4.4.1 Aktivita GoPDH
Hodnoty aktivity G6PDH v listech (obr. 21 AC) a kotenech (obr. 21 BD)

experimentalnich rostlin byly vyneseny do grafli v zavislosti na dobé plisobeni solné¢ho
stresu. V listech rostlin vystavenych solnému stresu byly aktivity G6PDH v porovnani
s kontrolnimi rostlinami zvySené. Tieti den vystaveni rostlin stresovym podminkam byla
aktivita G6PDH maximalné zvySend, v experimentu 6 (obr. 21A) o 270 %, v experimentu
7 (obr. 21C) o 240 %. Naopak v kotfenech (obr. 21 B a D) byla aktivita G6PDH
v rostlinach vystavenych solnému stresu po celu dobu sniZzena a v pribéhu experiment

klesala.
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obr. 21 Aktivita G6PDH v listech (A a C) a korfenech (B a D) rostlin okurky seté vztazend na
Cerstvou hmotnost v zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkam v podobé 100 mM NaCl.

(B- 100 mM NaCl, IN- destilovand voda, O-kontrola péstovand v pude; A, C-experiment 6, B, D-
experiment 7)

Detekce aktivity G6PDH v listech rostlin okurky byla provedena také po Cervené
nativni elektroforéze (RN-PAGE) druhy den plsobeni solného stresu (obr. 22). Bylo
zjisSténo mirné zvyseni aktivity v tento den, které odpovida vySe uvedenym namétenym

hodnotam (viz obr. 21AC).

B b bd

100mM OmM kontrola

obr. 22 Specificka detekce aktivity G6PDH po cervené nativni elektroforéze v listech roslitn okurky
druhy den vystaveni podminkam solného stresu. 100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny
v destilované vodeé a kontrolni rostliny. Do jamek bylo aplikovano vidy 25 ul rostlinného exptraktu,
mnozstvi rozpustnych proteinii bylo: 11,5 ug (100 mM), 4,3 ug (0 mM), 4,9 ug (kontrola)

Tteti den plsobeni stresu byla specificky detekovana aktivita G6PDH po nativni
elektroforéze. Vystup ukazuje obr. 23, ze kterého je patrné vyrazné zvySeni aktivity GOPDH ve
stresovanych rostlinach (100 mM) v porovnani s rostlinami v destilované¢ vodé¢ (0 mM) a

kontrolnimi rostlinami. Detekovan byl jeden prouzek odpovidajici aktivit¢ GOPDH.
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obr. 23 Specificka detekce aktivity GO6PDH po nativni elektroforéze v listech rostlin okurky treti
den vystaveni stresovym podminkam. 100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny v destilované
vodé a kontrolni rostliny.

4.4.2 Aktivita NADP-ICDH

V listech a kofenech experimentalnich rostlin byla stanovovana aktivita enzymu
NADP-ICDH jednak spektrofotometricky a jednak byla aktivita detekovdna po nativni
elektroforéze. Hodnoty aktivity ziskané ze spektrofotometrického stanoveni byly vyneseny
do grafti (obr. 24, strana 43). Na obr. 24AC jsou aktivity NADP-ICDH v lisech
experimentalnich rostlin. Hodnoty zjisténé u stresovanych rostlin byly nulty den snizené
v porovnani s hodnotami zji§t€énymi v kontrolnich rostlindch. V nasledujicich dnech
pusobeni stresu pak v obou experimentech aktivita NADP-ICDH v listech stresovanych
rostlin stoupala. Nejvétsi zvySeni bylo zaznamendno tfeti den solného stresu, kdy
v experimentu 6 byla aktivita ve stresovanych rostlinach o 125 % vysS§i neZ v kontrolnich,
v experimentu 7 o 60 %. Naopak v kotfenech (obr. 24BD) byla aktivita NADP-ICDH
zjiSténa u stresovanych rostlin snizend. ZvySeni bylo zaznamenano pouze v experimentu 7

(obr. 24D) prvni den solného stresu.

44



0,25 0,5
& 620 2 A
Ty E 5 W
E os E o
2 : El 03
g. I. T E._ 02
= 0,10 = ;
g s 02
§ 0,05 é 0.1
= = 0.1

0,00 00

0 1 2 3 0 1 7 3
den solného stresu den selného stesu
C D

0,16 _ 040
e 0.14 Ty 035
T 012 T 030
E o0 T E oas
E 008 E o020
= =
s 006 = 0I5
] 2
= 004 E 010
-~ = -
= 002 4 0ps5

0,00 ] 0,00

0 1 2 3 0 1 2 3
den solného stresu den solného stresu

obr. 24 Aktivita NADP-ICDH v lisech (A a C) a korenech (B a D) rostlin okurky vztazend na
Cerstvou hmotnost v zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkam v podobé 100 mM NaCl.

(B- 100 mM NaCl, IN- destilovand voda, O-kontrola péstovanad v pude, A, B-experiment 6, B, D —
experiment 7)

Detekce aktivity NADP-ICDH v listech experimentalnich rostlin byla provedena
také po Cervené nativni elektroforéze, a to druhy den vystaveni podminkdm solného stresu.
Z vysledku (obr. 25) je zifeymé, ze aktivita ve stresovanych rostlinach je zvySena, coz
koresponduje s daty ziskanymi pii spektrofotometrické detekci aktivity toho to enzymu

(viz obr. 24AC)

100mM OmM kontrola

obr. 25 Specifickd detekce aktivity NADP-ICDH po cervené nativni elektroforéze vzorkii listi
rostlin okurky druhy den vystaveni podminkam solného stresu. Do jamek bylo aplikovano vidy
25 ul rostlinného exptraktu, mnoZstvi rozpustnych proteinii bylo: 13,3 ug (100 mM), 4,4 ug
(0 mM), 4,6 ug (kontrola)

Aktivita NADP-ME

V pribéhu experimenti byla sledovana aktivita NADP-ME. Hodnoty ze
spektrofotometrického stanoveni aktivity byly vyneseny do grafti (obr. 26). Aktivita
NADP-ME v listech stresovanych rostlin (obr. 26 AC) byla v obou pokusech po celou dobu
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zvySend v porovnani s kontrolnimi rostlinami. Maximalni zvySeni bylo zjisténo tfeti den
solného stresu, v experimentu 6 (obr. 26A) o 40 %, v experimentu 7 (obr. 26C) o 90 %.
Aktivita v listech rostlin vystavenych destilované vod¢ byla béhem obou experimentt bud’
snizena, nebo stejnd jako aktivita kontrolnich rostlin. V kofenech (obr. 26 BD) byly
aktivity rostlin vystavenych 100 mM roztoku NaCl vyrazné¢ zvySené v porovnani
s kontrolnimi rostlinami pouze nulty den o 280 % vexperimentu 6 a o 130 %

v experimentu 7.
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obr. 26 Aktivita NADP-ME v listech (A a C) a korenech (B a D) rostlin okurky seté vztazend na
Cerstvou hmotnost v zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkdam v podobé 100 mM NaCl.

(M- 100 mM NaCl, B destilovand voda, O-kontrola péstovand v pude, A, B-experiment 6, B, D —
experiment 7)

Aktivita NADP-ME byla specificky detekovana v listech experimentalnich rostlin
po Cervené nativni elektroforéze druhy den pusobeni solného stresu (obr. 27). Zjisténa data

potvrzuji nartst aktivity, zjiSténé spektrofotometricky (viz obr. 26 AC).

100mM OmM kontrola

obr. 27 Specifickd detekce aktivity NADP-ME po cervené nativni elektroforese v listech rostlin
okurky. 100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny v destilované vodé a kontrolni rostliny. Do
jamek bylo aplikovino vzdy 25 ul rostlinného exptraktu, mnozstvi rozpustnych proteinii bylo:
11,4 ug (100 mM), 4,3 ug (0 mM), 4,9 ug (kontrola)
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Tteti den solného stresu byla provedena specifickd detekce NADP-ME po nativni
elektroforetické separaci (obr. 28). Z vyslednych dat je patrné zvySeni aktivity NADP-ME
ve stresovanych rostlinach. Bylo detekovano 5 riznych zén v kazdém z analyzovanych
vzorkl. Z vysledku je patrné, Ze aktivita NADP-ME ve stresovanych rostlinach je vyssi
nez v rostlinach kontrolnich, stejné¢ jako u spektrofotometricky ziskanych dat, viz obr.

26AC.

100 mM OmM kontrola

obr. 28 Specificka detekce aktivity NADP-ME po nativni elektroforéze v listech rostlin okurky.
100 mM - stresovane rostliny, 0 mM — rostliny v destilované vodé a kontrolni rostliny. Do jamek
bylo aplikovano vzdy 25 ul rostlinného exptraktu, mnozstvi rozpustnych proteinii bylo: 13,3 ug
(100 mM), 4,4 ug (0 mM), 4,6 ug (kontrola)

4.4.3 Nefosforylacni glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa
V listech rostlin okurky byla stanovovana také aktivita NP-GAPDH. Na obr. 29

jsou zjisténé hodnoty aktivity v listech rostlin NP-GAPDH vyneseny do grafi. Nulty den
byla v obou uvedenych experimentech zvySend aktivita toho enzymu v listech rostlin
v destilované vod¢. V experimentu 6 (obr. 29A) byla aktivita v listech rostlin vystavenych
pusobeni solného stresu zvysSend, vyrazné nulty (a prvni den, poté se jeji hodnota snizila,
avsak stale byla vySsi nez u kontrolnich rostlin. V experimentu 7 (obr. 29B) byla nulty den
aktivita NP-GAPDH niz§i nez v kontrolnich rostlinach, ve vSech nasledujicich odbérovych
dnech byla zjisténa aktivita NP-GAPDH ve stresovanych rostlinaich vysSS§i neZ

v kontrolnich, primémeé o 50 %.
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obr. 29 Aktivita NP-GAPDH v listech rostlin okurky seté vztazend na cerstvou hmotnost v
zavislosti na dobé vystaveni  stresovym  podminkam v  podobé 100 mM  NaCl.

(M- 100 mM NaCl, W- destilovand voda, O-kontrola péstovand v piidé, A-experiment 6, B-
experiment 7)

4.4.4 Aktivita SDH

Aktivita enzymu SDH byla detekovana spektrofotometricky. Ziskana data byla
vynesena do grafl, které ukazuje obr. 30. Data zjiSténa v listech experimentalnich rostlin
(obr. 30AC) ukazuji zvyseni aktivity stresovanych rostlin oproti kontrolnim nulty, prvni a
tieti den v obou uvedenych experimentech. V experimentu 6 bylo zvySeni nulty den o
200 % a prvni den o 235 %, v sedmém experimentu pak byl rozdil v aktivitdich nulty den
50 % a prvni den 50 %. V aktivité rostlin v destilované vod¢ nebyly zaznamenané vyrazné
zmény. V kotfenech aktivita SDH béhem piisobeni solného stresu klesala (obr. 29B a D),
minimalni aktivita byla tedy zaznamenana tfeti den vystaveni stresovym podminkam, ve
stejny odbérovy den bylo zaroven potvrzeno zvyseni aktivity SDH u rostlin vystavenych

pusobeni destilované vody.
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obr. 30 Aktivita SDH v listech (A a C) a korenech (B a D) rostlin okurky seté vztaZend na cerstvou
hmotnost v zavislosti na dobé vystaveni stresovym podminkam v podobe 100 mM NaCl.

(B 100 mM NaCl, RS- destilovand voda, O-kontrola péstovand v piidé A, B-experiment 6, B, D —
experiment 7)

Druhy den vystaveni stresu byla provedena Cervend nativni elektroforesa vzorkt
listh experimentalnich rostlin, po ukonceni separace byla provedena specificka detekce
aktivity SDH (obr. 31). Ziskany vysledek neukazuje vyrazné rozdily v aktivit¢ SDH mezi
experimentalnimi rostlinami, spektrofotometricky ziskané hodnoty aktivit rovnéz

neukazuji trend pro druhy den vystaveni stresovym podminkam.

Ll

100mM OmM kontrola

obr. 31 Specificka detekce aktivity SDH po Cervené nativni elektroforéze v listech roslitn okurky
druhy den vystaveni podminkam solného stresu. 100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny
v destilované vodé a kontrolni rostliny. Do jamek bylo aplikovano vidy 25 ul rostlinného exptraktu,
mnozstvi rozpustnych proteinii bylo: 11,4 ug (100 mM), 4,3 ug (0 mM), 4,9 ug (kontrola)

Treti den experimentu byla provedena elektroforetickd separace v nativnim
prostfedi, po jejimz ukonceni byla detekovéana aktivita SDH (obr. 32). Jak je vidét na
obrazku, aktivita rostlin vystavenych stresovym podminkam je vyrazné vySsi nez u rostlin
v destilované vodé a kontrolnich rostlin, coz potvrzuje zvySeni aktivity zjiSténé pfii

spektrofotometrickém stanoveni. Zaroven byly v kazdé draze rozliSeny 2 zony.
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obr. 32 Specificka detekce aktivity SDH po nativni elektroforéze v listech rostlin okurky treti den
vystaveni stresovym podminkam. 100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny v destilované vode
a kontrolni rostliny. Do jamek bylo aplikovano vzdy 25 ul rostlinného exptraktu, mnozstvi
rozpustnych proteinit bylo: 13,3 ug (100 mM), 443 ug (0 mM), 4,6 ug (kontrola)

4.4.5 Méné zastoupené NADP-dependentni enzymy
V listech a kofenech experimentalnich rostlin byla v pribé¢hu experimentti také

stanovovana aktivita méné zastoupenych NADP-dependentnich enzymi. Namétena data
ve vzorcich z listh ukazuji zvySeni aktivit téchto enzyml nulty a prvni den vystaveni
podminkam solného stresu (obr. 33). V obou uvedenych odbérovych dnech byla zjisténa
zvySena aktivita minoritné zastoupenych NADP-dependentnich enzymu v listech rostlin
vystavenych solnému stresu. Zjisténé hodnoty ukazuji zvySeni aktivity galaktosa-1-
dehydrogenasy stresovanych rostlin vden 0, vexperimentu 7 (obr. 33A)  5x,
v experimentu 8 (obr. 33C) o 40 % v porovndni s kontrolnimi rostlinami. Prvni den byla
vyrazn¢ zvysena aktivita glycerol-2-dehydrogenasy v listech rostlin vystavenych solnému
stresu, v experimentu 7 (obr. 33B) o 200 %, v experimentu 8 (obr. 33D) o 70 % oproti

kontrole.
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obr. 33 Aktivita minoritné zastoupenych NADP-dependentnich enzymii v listech rostlin okurky seté
vztazena na Cerstvou hmotnost nulty (A a C) a prvni (B a D) den vystaveni podminkam solného

stresu. (B- 100 mM NaCl, BN- destilovana voda, O-kontrola péstovand v piide, A, B-experiment 7,
B, D — experiment 8)

Aktivita minoritné zastoupenych NADP-dependentnich enzymi byla detekovéana
také v kofenech experimentdlnich rostlin. Rozdily v aktivit¢ téchto enzyml byly
zaznamenany nulty a prvni den vystaveni stresovym podminkam (obr. 34). Vyrazné
zvyseni bylo zjiSténo v aktivité glycerol-2-dehydrogenasy, kterd byla oba uvedené dny

zvySend v porovnani s aktivitou tohoto enzymu v kontrolnich rostlinach.
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obr. 34 Aktivita minoritné zastoupenych NADP-dependentnich enzymii v korenech rostlin okurky
seté vztazend na Cerstvou hmotnost nulty (A a C) a prvai (B a D) den vystaveni podminkam solného

stresu. (B- 100 mM NaCl, - destilovand voda, O-kontrola péstovand v piidé A, B-experiment 7,
B, D — experiment 8)

4.5 Vliv solného stresu na mnoistvi NADP™ a NADPH

Solny stres negativné ovliviiuje fotosyntetickou ucinnost, tudiz se snizuje
dostupnost NADPH. V predeslych métenich bylo zjisténo, Ze se zvySuje aktivita NADP-
dependentnich enzymi v rostlinach okurky vystavenych solnému stresu. Béhem pilisobeni
soln¢ho stresu bylo proto v kotfenech 1 listech experimentalnich rostlin sledovano mnoZstvi
oxidované i redukované formy koenzymu NADP". Ze zjisténych dat (obr. 35) je patrné
zvyseni koncentrace NADP" v listech stresovanych rostlin oproti kontrolnim nulty a treti
den vystaveni podminkam solného stresu, naopak v kofenech bylo zjiSténo vyrazné
zvyseni druhy den stresu. Thned po zacatku ptsobeni solného stresu bylo zjisténé mnoZzstvi
NADP" v listech stresovanych rostlin 20x vy3si nez v listech rostlin kontrolnich, mnozstvi
NADP" v kofenech stresovanych rostlin bylo naopak 40x mensi nez v kofenech

kontrolnich rostlin.
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obr. 35 Mnozstvi NADP" v listech (A) a korenech (B) rostlin okurky v zdvislosti na dobé vystaveni

stresovym podminkdam v podobé 100 mM NaCl. (M- 100 mM NaCl, N- destilovand voda, O-
kontrola péstovana v pude)

Mnozstvi NADPH bylo sledovano ve stejnych rostlinich jako mnozstvi NADP".
Na obr. 36 je zndzornéno porovnani koncentraci NADPH v experimentalnich rostlinach
béhem piasobeni soln¢ho stresu. Nebyly zaznamenany vyrazné zmény v koncentraci

redukovaného koenzymu.
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obr. 36 Mnozstvi NADPH v listech (A) a korenech (B) rostlin okurky v zavislosti na dobé vystaveni

stresovym podminkam v podobé 100 mM NaCl. (M- 100 mM NaCl, B- destilovand voda, O-
kontrola péstovana v pude)

Pro rostliny je vSak dulezity pomér oxidované a redukované formy tohoto
koenzymu. Bylo zjisténo, ze kontrolni rostliny si udrzuji v listech i kofenech staly pomér
mezi témito dvéma formami. Naopak u stresovanych rostlin dochazi ke snizeni poméru
NADPH/NADP" v listech, aviak v kofenech doslo k vyraznému zvysena tohoto poméru

v rané fazi piisobeni solného stresu.

4.6 Vliv solného stresu na antioxidacni schopnosti

Jednim z G¢inkl solného stresu je vznik oxidativniho stresu; v rostlinné buiice
vznikaji aktivni formy kysliku, které mohou buiiku poskozovat. Na odstranovani ROS se

podili skupina fenolickych latek, flavonoidy. V pribéhu experimentu bylo v listech
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zjiStovano mnozstvi fenolickych latek, flavonoidii a antioxidacni kapacita extraktl

experimentalnich rostlin.
Porovnani koncentrace fenolickych latek v experimentalnich rostlinach v zavislosti
na dob¢ pluisobeni solného stresu znazoriiuje obr. 37. Z obrazku je patrné vyrazné zvyseni

koncentrace fenolickych latek v listech stresovanych rostlin oproti rostlindm kontrolnim 1

rostlinam v destilované vodé.
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obr. 37 Koncentrace fenolickych latek v listech rostlin okurky v priitbehu pusobeni solného stresu v

podobé 100 mM NaCl. (B- 100 mM NaCl, B- destilovand voda, O-kontrola péstovand v piidé)
Celkovy obsah fenolickych latek je vztazen na ekvivalent fenolu.

Dale byla v pribéhu experimentu sledovana koncentrace flavonoidii, hodnoty
vynesené do grafu znézoriiuje obr. 38. Koncentrace flavonoidi v rostlinach v destilované
vodé byla oproti kontrolnim rostlindm zvysSena, primérné o 95 %, nijak vyrazné se vSak
nemeénila. Ve stresovanych rostlinach byla koncentrace flavonoidi znatelné¢ vyssi

v porovnani s kontrolnimi rostlinami.
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obr. 38 Koncentrace flavonoidi v listech rostlin okurky v pribéhu piisobeni solného stresu v

podobé 100 mM NaCl. (B- 100 mM NaCl, BN- destilovand voda, O-kontrola péstovand v piide).
Celkovy obsah flavonoidii je vztazen na ekvivalenty kvercetinu.

V pribéhu plisobeni solného stresu byla v extraktech listl experimentalnich rostlin
sledovana jejich antioxidac¢ni schopnost (obr. 39). ZvySena antioxidacni kapacita ve
stresovanych rostlinach v porovnani kontrolnimi byla zjisténa nulty (o 55 %), druhy

(0 60 %) a tieti (o 130 %) den vystaveni rostlin solnému stresu.
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obr. 39 Antioxidacni schopnost vodnych extrakti listit rostlin okurky v pribéhu piisobeni solného

stresu v podobé 100 mM NaCl. (R- 100 mM NaCl, B destilovand voda, O-kontrola péstovand
v piide) Antioxidacni schopnost je vyjadiena pomoci ekvivalentii kyseliny askorbové v mM

Na odbouravani ROS se podili tfada antioxidacnich drah a enzymi. Mezi

detoxifika¢ni enzymy fadime peroxidasy. V prubéhu plsobeni solnému stresu byla
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v rostlinach sledovana aktivita guajakolperoxidasy. V listech (obr. 40A) byla aktivita ve
stresovanych rostlindch snizend po celou dobu vystaveni rostlin podminkdm solného

stresu, zatimco v kofenech (obr. 40B) byla aktivita nulty, druhy i tfeti den zvysena.
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obr. 40 Aktivita guajakolperoxidasy listech (4) a korenech (B) rostlin okurky v zavislosti na dobé
vystaveni stresovym podminkam v podobé 100 mM NaCl. (B- 100 mM NaCl, BS- destilovana voda,

O-kontrola péstovana v piide)
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5 Diskuse

Zemédélska produkce je ohrozovana celou fadou neptiznivych vlivi, které
zpusobuji stres rostlin, a tim sniZzuji vynosy. Mezi velmi rozsifené faktory patii zasoleni,
kter¢é nejen v oblastech postizenych suchem znesnadnuje péstovani zeméde€lsky
vyznamnych plodin. Naroky na zemédélskou produkeci vSak nartstaji se stoupajicim
poctem obyvatel. [102] VétSina uzitkovych rostlin je glykofytni, to znamena, Ze v prostredi
se zvySenou koncentraci soli nedokéaze ptezit. Proto je dulezité porozumét mechanismim
ucinku solného stresu a zaroven pochopit obrané reakce rostlin.

V této diplomové praci byla zkoumdana souvislost solného stresu se zménami
metabolismu glykofytnich rostlin okurky Cucumis sativa L. convar. Jogger FI.
Experimentalni rostliny i1 podminky byly vybirdny na zakladé¢ ptedchozi studie
porovnavajici aktivitu NADP-dependentnich enzymi a mnozstvi Na' ionti pfijatych
rostlinou. [102] Rostliny okurky Na' ionty v listech akumulovaly a zaroveii v porovnani
s jinymi rostlinami napft. tabakem Nicotiana tabacum L. cv Petit Havana SRI vykazovaly
vysoké aktivity NADP-dependentnich enzymi. [102], [103] K indukci solného stresu byly
experimentalni rostliny vyjmuty z pudy a jejich kofeny byly po omyti ponoifeny do roztoku
NaCl. Tento pfistup byl zvolen z divodu lepsi kvantifikace koncentrace stresoru.

Poskozeni rostliny solnym stresem je zavislé na mnozstvi sodnych iontd, které
rostlina pfijme do cytoplazmy. Naridst nitrobunécné koncentrace sodnych iontd mize byt
pro rostlinu toxicky. V prvnim stadiu byva inhibovano pumpovani protonti H'-ATPasou
plazmatické membrany, coZ zpisobi snizeni acidifikace apoplastu a redukci rlstu a vyvoje
stresu, kdy v dusledku vysoké cytosolové koncentrace Na' iontd dochazi k zaménd
draselnych ionti za sodné, a tim ke sniZeni aktivity enzymt s kofaktorem K'. [105]
Koncentrace sodnych a draselnych iontii byla sledovana v listech i kofenech metodou AES
(obr. 19AB, str. 41, obr. 20, str.42). Vtad¢ studii byla dokumentovana akumulace
sodnych iontd v listech glykofytnich rostlin 4. thaliana L. [106], Oryza sativa L. [107],
stejné¢ jako v listech rostlin okurky (obr. 19AB, str.41). Kofeny rostlin vystavenych
piisobeni solného stresu ¢eli vysokym koncentracim Na', sodné ionty jsou transportovany
po smeéru koncentra¢niho gradientu do kotent [8], kde jejich koncentrace roste (obr. 20AB,
str. 42), naopak koncentrace draselnych iontii v kofenech kleséa (obr. 20CD, str. 42). To je
pravdépodobné zptisobeno skute¢nosti, ze Na" vyuzivaji pro vstup do bunék vysokoafinitni

kanaly pro draselné ionty, a tim zabraiuji transportu K do bun&k. [108]
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Mira ptsobeni solného stresu se také projevuje snizenim piijmu vody
rostlinou. V listech rostlin okurky RWC poklesl az na 50 % (obr. 14, str. 38). Pokles
obsahu vody v listech stresovanych rostlin je zpiisoben poklesem vodniho potencialu
v kotenech, a tim zpiisobenou neschopnosti rostlin ptijimat vodu.
zvySeni respirace, navozeni oxidativniho a osmotického stresu. Snizeni fotosyntetické
ucinnosti vyplyva z nékolika procest, ke kterym dochazi, jako je uzavieni priducht,
nedostatecny elektronovy transport a snizend aktivita fotosyntetickych enzymi. [109]
Nedostatecny fotosynteticky elektronovy transport ma za nasledek snizenou dostupnost
NADPH a ATP. Cilem této prace bylo zjistit, zda nedostatek NADPH mize byt
kompenzovan aktivitou NADP-dependentnich enzymi. Konkrétn€ se jednalo o enzymy:
G6PDH, NADP-ICDH, NADP-ME, NP-GAPDH a mén¢ zastoupené NADP-dependentni
enzymy: glukosa-1-dehydrogenasa, glukonat-2-dehydrogenasa, ribosa-1-dehydrogenasa,
galaktosa-1-dehydrogenasa a glycerol-2-dehydrogeansa. Z literatury byla v souvislosti se
solnym stresem zjiSténa zvySena aktivita NADP-ICDH, G6PDH a NADP-ME (viz Tabulka
1, strana 19). Studie, ktera by dokumentovala souvislost aktivity vSech jmenovanych
enzymi se solnym stresem soucasné, vSak publikovana nebyla. V listech byl zaznamenan
narast aktivity vztaZzené na Cerstvou hmotnost vSech studovanych enzymu (kapitola 4.4).
Vranych fazich stresu byly zvySené aktivity spiSe méné zastoupenych NADP-
dependentnich enzymi a SDH, zatimco ostatni majoritné zastoupené NADP-dependentni
enzymy (G6PDH, NADP-ICDH, NADP-ME a NP-GAPDH) byly zvySené ptevazné
az v pozd¢jsi fazi solného stresu (2. a 3. den). Nejvice byla zvySena aktivita G6PDH, a to
2,7-krat 3. den solného stresu (obr. 21 str. 43) Aktivita majoritnich NADP-dependentnich
enzymi byla soucasné specificky detekovana po nativni elektroforéze, jak klasické, tak
RN-PAGE, jejiz vyhodou je souc¢asnd moznost stanoveni relativni molekulové hmotnosti
pomoci standardnich proteinii o znamé molekulové hmotnosti. To vSak jiZ soucasti prace
nebylo. Pro vSechny studované enzymy kromé¢ NADP-ME a SDH byla po nativni
elektroforéze patrna pouze 1 zoéna indikujici pfitomnost 1 isoformy. V ptipadé SDH byly
patrné 2. zony a v ptipadé NADP-ME 5 z6n. Nemusi se vSak jednat pouze o isoformy, ale i
degradacni produkty, $t€py €i oligomery tohoto enzymu.

Obranna odpovéd v podobé zvySené aktivity NADP-dependentnich enzymi
v listech byla v nasi laboratofi zjiSténa i pro rostliny Nicotiana tabacum L. vystavené

biotickému stresu v podobé¢ infekce Y virem bramboru, kmene NTN (PVYNTN). [103]
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Pouze aktivita SDH, klicového enzymu Sikimatové drahy katalyzujiciho vSak naopak
spotiebu NADPH, vlivem virové infekce zvySena nebyla, zatimco v rostlinach okurky byla
aktivita tohoto enzymu zvysena po celou dobu plsobeni solného stresu, a to zejména ve
dnech 0 a 1, kdy byl rozdil mezi stresovanymi a kontrolnimi rostlinami ptes 200 % (obr.
30AC, strana 49). Toto zvySeni by mohlo naznaCovat vyznam SDH pii prvotnich
odpovédich na vystaveni solnému stresu. Produktem Sikimatové cesty je chorismat, ktery
je dilezitym prekurzorem pro biosyntézu antioxidacnich latek podilejicich se na
detoxifikaci ROS jako jsou fenolické latky a flavonoidy a soucasn¢ je prekurzorem
biosyntézy aromatickych aminokyselin. Nedostatek vody a toxicita sodnych iontd narusuji
aerobni metabolismus rostlinné bunky, coz vede k akumulaci ROS. [39] Hromadéni ROS
ma sice pozitivni vliv v signalizaci stresu, zvySuje stabilitu mRNA pro SOSI1, ktery je
diileZitou soucasti SOS signalni kaskady. Jedna se o Na'/H" antiporter, ktery se vyznamné
podili na pumpovani sodnych iontd z cytoplazmy do okolniho prostiedi nebo do vakuoly,
¢imz se zvysSuje odolnost rostliny. [43] Produkce ROS NADPH-oxidasou je vSak pro
buiiku energeticky naro¢nda, nebot’ vyzaduje spotfebu NADPH. Kromé toho jsou aktivni
formy kysliku pro rostlinnou buniku vysoce toxické, proto se je rostlina snazi eliminovat
jak enzymovymi tak neenzymovymi mechanismy. V listech rostlin okurky vystavené
pusobeni solného stresu bylo v porovnani s kontrolnimi rostlinami po celou dobu
experimentu zjiSténo zvySené mnozstvi fenolickych latek a flavonoidii (kapitola 4.6).
Antioxidacéni schopnosti byly zvySené nulty, druhy a tfeti den pisobeni stresu (obr. 39,
str. 55) Zajimalo nas, zda zvySena aktivita fenolickych latek a flavonoidi souvisi s
aktivitou antioxidacniho enzymu guajakolperoxidasy, kterd mtze flavonoidy vyuzit jako
donor elektroni a detoxifikovat tak zvySené mnozstvi peroxidu vodiku produkovaného za
podminek stresu. [109] To se vSak nepotvrdilo, aktivita guajakolperoxidasy v listech
rostlin okurky byla sniZzena (obr. 40, str. 56). Je mozné, ze se jedna o isoformu peroxidasy
vazanou v bunécné sténé, tudiz by byla potiebnd jeji u¢innéj$i extrakce s vyuzitim
detergentu, nebo ze se na obranné odpovédi tento enzym nepodili.

Z minoritnich enzymi byla v listech nejvice zvySena aktivita glycerol-2-
dehydrogenasy (az 4,8-krat oproti kontrolni rostliné péstované v pide€). Bakteridlni
isoforma tohoto enzymu se podili na transportu glycerolu [90]. ZvySeni aktivity NADP-
dependentnich enzymi v listech okurky bylo doprovazeno zvy$enym mnozstvim NADP" a

snizenim poméru NADPH/NADP" (tabulka 3A).
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Tabulka 3 Pomér NADPH/NADP" v listech (A) a kovenech (B) rostlin okurky v pritbéhu piisobeni
solného stresu 100 mM - stresované rostliny, 0 mM — rostliny v destilované vodé a kontrolni

rostliny.
A
den 100 mM | 0 mM | kontrola
0 0,5 3 11
1 6,4 5 8,5
2 1,7 4 9,4
3 0,7 1 7,1
B
den 100 mM | 0 mM | kontrola
0 37 2,4 0,89
1 1,6 5,5 0,91
2 0,34 0,56 0,92
3 12 15 1,0

Snizeni poméru NADPH/NADP" bylo dokumentovano u rostlin ryze v pozdg&jsi
fazi solného stresu, spolu se zvySenim aktivity GO6PDH. [80] V rostlinach olivovniku bylo
taktéz zjisténo, ze v podminkach solného stresu se neméni mnozstvi NADPH, zarovei
klesa pomér NADPH/NADP" spolu s rostouci aktivitou G6PDH, NADP-ICDH a NADP-
ME. [77] NADP-dependentni dehydrogenasy se tedy v listech nejspiSe podileji na
kompenzaci snizené dostupnosti NADPH v podminkach solného stresu. ZvysSenim aktivity
NADP-dependentnich enzymi je v ramci odpovédi vici solnému stresu pravdépodobné
poskytovano NADPH potiebné jak pro antioxidaéni cykly, tak pro rtizné biosyntézy, napft.
biosyntézu osmoticky aktivnich latek (prolinu, mannitolu), isoprenoidl a mastnych kyselin
pro opravy poskozenych membran, tak pro regulaéni systémy (napi. NADP-
thioredoxinovy systém). NADP™ se také miZe podilet na mechanismech regulace
transkripce pomoci poly-ADP-ribosylace a deacetylace. [57]

V kotfenech byla aktivita vétSiny NADP-dependentnich enzymil zvySena pouze
nulty den vystaveni solnému stresu, v tento den byl v kofenech vyrazné zvySen pomér
NADPH/NADP" (viz Tabulka 3B). Zvyseni aktivity NADP-dependentnich enzymu tedy
souvisi se zvySenym pomérem NADPH/NADP'. Snizeny pomér NADPH/NADP+
v listech stresovanych rostlin (tabulka 3A) by mohl souviset s uchovavanim NADPH
v kotenech, jejichZ zachovani rostlina pravdépodobné preferuje pfed zachovanim listi.

V pozdé¢jsi fazi solného stresu byly aktivity NADP-dependentnich enzymii v kotfenech

60



snizeny, mozna v dasledku inhibice zpiisobené vysokymi koncentracemi sodnych iontl v
kofenech (viz obr. 20AB, str.42). V kofenech daleko vyrazngji klesal pomér K'/Na
nejspiSe z davodu jejich pfimého kontaktu se stresorem. Zaroven v nefotosyntetickych
¢astech rostliny, jako jsou kotfeny, jsou NADP-enzymy odlisné regulovany. Napft. regulace
chloroplastové G6PDH zavisi na svétlem indukovaném mnozstvi thioredoxinu, stejn¢ jako
na poméru NADPH/NADP". [28]

Aktivity sledovanych enzymt byly vztaZzeny na Cerstvou hmotnost, 1 kdyz se
hmotnost listu vlivem solného stresu méni (viz RWC), avSak specifickou aktivitu
vztazenou na mnozstvi bilkovin ovliviiuje mnoho faktord. Nekteré proteiny jsou stresem
poskozeny a jsou sméfovany k degradaci, jejich mnozstvi tedy klesa, u jinych proteini
naopak vlivem stresu dochazi pomoci signalizacnich drah ke zvySené expresi. V rostlinach
okurky bylo mnozstvi rozpustnych proteint zvySené (obr. 15AB, str. 38). Tento narust je
pravdépodobné zplsoben zvysenou expresi obrannych proteinti, indukovanou solnym
stresem. Abiotickym stresem mize byt indukovan i molekularni chaperon Hsp70, protein
podilejici se nejen na opravé posSkozenych proteintll, syntéze de novo, ale i na transportu
proteind a na ochran¢ fotosystému II pfed fotoinhibici. Ve spolupréci s Hsp90 participuje
na signalizaci ABA a uzavirdni praducha. [52] Cytoplazmatickd koncentrace sodnych
iontlh mize v prubéhu solného stresu zpusobit chyby ve sbalovani proteinti nebo jejich
poskozeni; funkce Hsp70 je tedy pro buniku v téchto podminkéch prospésna. V rostlinach
okurky byla ptitomnost Hsp70 sledovéna (obr. 18, str. 40), k nejvyznamnéjSimu zvySeni
mnozstvi tohoto proteinu doslo tfeti den plisobeni solného stresu. ZvySeni mnozstvi Hsp70
ve stresovanych rostlindch pravdépodobné ukazuje jeho roli v obrannych reakcich vici
solnému stresu v rostlinach okurky. Zvysena exprese Hsp70 byla zjisténa u rostlin ¢iroku
dvoubarevného (Sorghum bicolor, L.) vystavenych solnému stresu. [110]

Se stresem také dochazi ke zvySeni koncentrace PR proteind (pathogenesis related
protein(l), mezi které patfi napt. peroxidasy a glukanasy a které se mohou zvySovat nejen
pii patogenezi, ale i plisobenim abiotickych stresorti a LEA proteinti (late embryogenesis
abundant proteins). [111] Naopak jiné proteiny jsou pisobenim stresu degradovany.
Enzymem velice citlivym vii¢i neptiznivym podminkam je Rubisco, sniZzeni jeho mnoZstvi
bylo zjisténo 1 v listech rostlin okurky (obr. 16, str. 39). Z tohoto divodu nejsou aktivity
NADP-dependentnich enzymt vztazeny na mnozstvi bilkovin.

Dalsi otazkou bylo, jak provést kontrolni pokusy. Nejprve se nabizela moznost

nahradit roztok 100 mM NacCl destilovanou vodou. Tyto rostliny vSak podle vSeho byly
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také vystaveny silnému osmotickému stresu. Dochéazelo u nich k poklesu RWC, mirnému
zvySeni flavonoida a fenolickych latek a antioxidacnich schopnosti. V kotenech dochazelo
v pocateCni fazi stresu k narastu aktivity NADP-ME, v listech NP-GAPDH. Jedna
z moznosti pro kontrolni skupinu bylo vyuziti Zivného média, ale i vyjmuti kofenii z pidy
ptedstavuje stres, proto jako kontrolni rostliny byly pouzity rostliny péstované v pude¢.
Vystaveni rostlin okurky pisobeni 100 mM NaCl indukovalo silny solny stres a

vyvolalo obranné reakce na trovni metabolickych zmén.
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6 Zavér

Solny stres (100 mM NaCl) indukoval v rostlinach okurky seté¢ (Cucumis sativa L.
convar. Jogger FI) reakce v podob¢ zvySeni aktivity hlavnich NADP-dependentnich
enzymt (pfedevSim: glukosa-6-fosfatdehydrogenasy, NADP-isocitratdehydrogenasy,
NADP-dependentni  malatdehydrogenasy  (oxalacetat  dekarboxylacni),  Sikimat
dehydrogenasy a  nefosforylacni  glyceraldehydfosfatdehydrogenasy) v listech
experimentalnich rostlin, zejména tfeti den vystaveni podminkdm zasoleni. Stejné tak
v ranych fazich solného stresu doslo ke zvySeni aktivity méné zastoupenych NADP-
dependentnich enzymut (glukosa-1-dehydrogenasy, glukonat-2-dehydrogenasy, ribosa-1-
dehydrogenasy, galaktosa-1-dehydrogenasy a glycerol-2-dehydrogenasy) v listech i
v kofenech stresovanych rostlin. V listech byl oproti kofenlim zaznamenan snizeny pomér
NADPH/NADP".

Déle bylo ve stresovanych rostlindch zjisténo zvySené mnoZzstvi Hsp70, nartst
koncentrace antioxidacnich latek (fenolickych latek, flavonoidi) a antioxidacnich
schopnosti, snizeni relativniho obsahu vody a mnozstvi enzymu Rubisco v listech a snizeni

v + + . . v v r1r ’ . . r r
poméru K'/Na' v listech 1 kofenech, coz doklada vystaveni rostlin silnému solnému stresu.
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