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1 UVOD

Rostliny jsou béhem svého Zivota vystaveny velmi proménlivym podminkam
vnéj§iho prostfedi. Aby prezily, musi se t€émto podminkam neustdle pfizpisobovat.
V né&kterych ptipadech je okolni prostiedi natolik nepfiznivé, ze dochazi k poSkozeni
jednotlivych organti a v krajnim pfipad¢ nastava uhynuti.

Nepftiznivé vlivy vné&jsiho prostfedi ohroZujici rostlinu jsou oznaCovany jako
stresové faktory (stresory). Jako stres je oznafovan stav, ve kterém se rostlina nachazi
pod vlivem stresori. Vzdy se jedna o dynamickou rovnovahu mezi fadou
spolupusobicich faktord.

Rostliny jsou navic znevyhodnény svym piisedlym zpusobem Zivota. Nemohou
uniknout pfed plsobenim stresoru. Navic vykazuji mnohem vét§i mezidruhovou
variabilitu a heterogenitu vnitfniho prostiedi (butiky, pletiva, organy). Dusledkem toho
jsou zmeény biochemickych pochodii v rostlinnych buiikach 1 za fyziologickych
podminek. Hute se pak vymezuje stresové obdobi [1].

Stresové faktory délime do dvou skupin — abiotické a biotické. Nedostatek vody,
zvy$ené zasoleni okolniho prostfedi, vysoké a nizké teploty jsou hlavni abiotické
faktory [2]. Bioticky stres je hiife definovatelny a kvantifikovatelny. Kromé Zivo&ichu
ohrozuji rostliny i patogenni mikroorganismy (viry, bakterie, houby). Kazdy patogen si
vyvinul specificky zpisob, jak proniknout do rostliny. Ne&kteti za timto ucelem
syntetizuji enzymy degradujici bunéCnou sténu, popfipadé¢ mechanickym zpiisobem
podkozuji télo rostliny, ¢i vyuzivaji pfirozené otvory (priiduchy, lenticely). Dalsi
vstupuji v mistech, ktera byla jiz dfive poranéna a nebo ke svému pienosu vyuzivaji
hmyz.

Tento posledn€ jmenovany zplsob je charakteristicky pro viry. Nemaji zadny
mechanismus, ktery by jim umoziioval aktivné proniknout do rostlinné buiiky. Podafi- li
se jim vstoupit do buiiky, probiha replikace virového genomu v cytoplasmé s vyuzitim
translatniho aparatu hostitele. Transport virovych &astic mezi bufikami umozituji
plasmodesmata. Sifeni &astic také napomahaji specifické virem kodované transportni

proteiny. Do vétSich vzdalenosti se viry §ifi vodivymi pletivy. Rostlinné viry (na rozdil
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od zivotidnych) musi pfekonavat pevnou bunéénou sténu tvofenou kutikulou a vosky

[3].

1.1 Celed Potyvirydae

Spektrum hostiteli vétSiny potyvird je uzké. Avsak jejich vyznam je zna¢ny
vzhledem k tomu, Ze téméf pro vSechny znamé kulturni plodiny existuje né&jaky
patogenni potyvirus. Symptomy infek&niho onemocnéni jsou prosvétleni Zilek,
chlorézy, nekrozy, kadetavost, zakrslost, deformace plodu, semen a listu. DalSim
faktorem, zvySujicim $kody zpisobené potyviry, je jejich snadna prenosnost hmyzim
vektorem a poran€nimi.

Spole¢nym znakem potyvirové infekce je vznik jadernych, poptipadé
cytoplazmatickych inkluzi v bufikach infikované rostliny. Tvar inkluzi byva pro urdity
virus specificky (valcovity nebo amorfni).

Potyviridae lze jesté dale délit na rody: Potyvirus, Bymovirus, Rymovirus a
Ipomovirus.

Celed potyviri se vyznaluje nasledujicimi spoleénymi charakteristikami
uspofadani genomu. Virova Castice ma tvar pruzné tyCinky ¢&i vladkna s helikalni
symetrii, ktera je dlouha ptiblizn& 700 az 900 nm a ma 12 aZ 15 nm v priméru. Castice
je tvofena pfiblizn¢ 2000 kopiemi obalového proteinu (CP). Proteinovy obal chrani
potyvirovy genom tvofeny cca 9,6 kb dlouhou jednovldknovou pozitivni RNA. Na
3’konci genomu se nachazi polyA sekvence jako u b¢Znych mRNA. Kromé& CP a
genomové RNA virova partikule obsahuje jesté jednu kopii proteinu VPg. Tento protein
zieymé& slouzi misto CepiCky nutné pro transkripci mRNA v cytoplazmé. Vyjimku

z tohoto uspofadani pfedstavuje podskupina Bymoviru [4], [S].

1.1.1 Rod Potyvirus
Genom potyvird (viz. obr. 1.1.1) koduje jediny polyprotein, ktery se posléze
proteolyticky $t€pi na 8 az 10 protein.
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Obr.1.1.1 Struktura genomu Potyvirt

VPg (z angl. virus protein genome linked) protein slouzi jako aktivator pfi
replikaci. Protein P1 ma proteasovou funkci a vyskytuje se v cytoplazmatickych
inkluzich infikovanych bunék.

Proteasa He-Pro (helper component protease) je multifunkéni protein. Je
cysteinovou proteasou a provadi $t€peni na svém C-konci hrani¢icim s proteinem P3.
V nativhim funk&nim stavu je ve form¢ dimeru. Jeho variabilita mezi jednotlivymi
potyviry je pomérmné mala. Hc-Pro spolu s CP napomaha systémovému S$ifeni viru
vrostling (zvySuje propustnost plasmodesmat a je schopen vazat RNA). Také
zprostfedkuje vazbu mezi vektorem (msice) a virovou ¢astici.

Funkce proteinu P3 neni dosud piesn¢ znama. Protein byl prokazan
v cytoplazmatickych i v jadernych inkluzich a v blizkosti plasmodesmat. Protein CI je
hlavnim proteinem cytoplazmatickych inkluzi. Byl také detekovan v blizkosti
buné&nych stén. Vykazuje helikasovou a ATP-asovou aktivitu. Protein jadernych a
cytoplazmatickych inkluzi NIa je hlavni proteasou potyviru a jeji proteolyticka aktivita
je velmi specificka. Vystépuje vétSinu funkénich virovych proteini. Polymerasa NIb je
jednou z nejvice konzervovanych potyvirovych proteini. Vykazuje funkci RNA
dependentni RNA polymerasy. Vyskytuje se v jadernych inkluzich a v krystalickych
inkluzich v cytoplazmé.

CP (z angl. coat protein) podili se na prenosu potyviri vektorem. Je nezbytny pro
pohyb viru z buiiky do buriky a pro systémové Sifeni viru rostlinnymi pletivy. Tento
protein se vyuziva k dukazu pfitomnosti viru v rostliné na zakladé imunochemického

stanoveni. [4], [5]
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1.1.2 Y virus bramboru

Y virus bramboru je celosvétové rozdifeny. Poprvé byl popsan v roce 1931 na
ekonomicky nejrozsifenéj§i onemocnéni vyskytujici se u brambor.

Na zaklad¢ pfiznaki, které jednotlivé kmeny PVY vyvolavaji na bramborach a
indikatorovych rostlinach, byly tyto kmeny rozd€leny do tfi hlavnich kmenovych
skupin:

1. PVY® obecny kmen (ordinary)

2. PVY® virus prouzkovitosti bramboru

3. PVY" nekroticky kmen zpiisobujici nekrozy zilek tabaku

4. 1zolaty PVYN vyvolavajici také nekrotické zmé&ny na hlizach nékterych
odrid brambor byly zafazeny do skupiny nového kmene PVYN'™,

V ptirodé jsou pfirozenymi hostitelskymi rostlinami Solanum tuberosum,
Lycopersicon esculentum a né€které rostliny rodu Nicotiana a Capsicum. PVY je
ptenasen vektorem (m$ice). V laboratofich se pouzivaji rostliny Nicotiana glutinosa,
Nicotiana tabacum, Solanum tuberosum a Tinantia erecta. Ptenos se uskuteciiuje
mechanicky (poranénim rostliny). Dal8i mozné zplisoby pfenosu jsou roubovani a
vegetativni mnoZeni. Nepfena$i se semeny. Virovou ¢astici lze inaktivovat tepelné
(50 az 62 °C). Symptomy infekce Y virem bramboru pfetrvavaji po celou dobu infekce
a jsou do zna¢né miry zavislé na kmeni viru a odridé¢ rostliny. Vliv na pribéh choroby
maji i klimatické podminky. Obzvla3té zavainé ptiznaky vyvolavaji izolaty PVYN'™
[4], [5].

Patogeni si vyvinuli $iroké spektrum mechanismi pisobeni na hostitelské
organismy. Stejné tak rozmanité jsou i reakce rostlin sméfujici k potlateni nasledku
jejich ptsobeni. Dochazi k aktivaci opravnych procest na biochemické, fyziologické a
molekulamni urovni. K t¢mto procesim patfi zmény v mnoZstvi n€kterych proteini a
u nékterych tvorba de novo, dale tvorba fytohormont, aktivnich forem kysliku a
osmoregula¢nich latek [1]. Mize dochazet ke zvyS$eni aktivity n€kterych enzymu, které
katalyzuji anaplerotické reakce, napf. fosfoenolpyruvatkarboxylasa [2]; pyruvat,
fosfatdikinasa [6] a NADP-malatdehydrogenasa (oxalacetat dekarboxylaéni) [7].
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1.2 NADP - malatdehydrogenasa (oxalacetat dekarboxylacni)

/EC 1.1.1.40; dale jen NADP — ME/

systematicky nazev — (S)-malat : NADP oxidoreduktasa

NADP-ME je univerzalni oxidoreduktasa, katalyzujici pfeménu L-malatu na
pyruvat a oxid uhli¢ity (dale jen CO0,) za ucasti dvojmocnych kationtli (hofe¢naté a

manganaté) a NADP. Reakce je reverzibilni, in vivo ptevazuje dekarboxylace [8].

€00 ~

| (|:00
HO - CH NADP-
|+ NADP '+ H*L:ma C=0 + CO, + NADPH + H'
2 CH

| = _ 3

Co0

malat pyruvat

NADP-ME je hojné€ rozdifeny enzym. Vyskytuje se v eukaryotni, ale i prokaryotni
fisi1.
Nalézame ho v sav€ich jatrech a ve viech typech rostlin, kde se uplatiiuje pfi

katalyze rozli¢nych metabolickych pochodi [9].

1.2.1 Vyskyt

U rostlin se vyskytuje v listech, etiolovanych tkanich, kofenech a reproduk&nich
organech (plody a semena) [9]. Podle jeho umisténi v buiice rozliSujeme dvé formy —
cytosolovou a plastidovou [10]. Pritomnost obou forem se zda byt univerzalni pro
viechny rostliny (C3, C4 a CAM) [11]. Podle kofaktoru (NADP ¢&i NAD), ktery je
vyzadovan piti katalyze, rozliduje tfi enzymy: NAD-ME (EC 1.1.1.38), NADP-ME
(EC 1.1.1.40) a NAD(P)-ME (EC 1.1.1.39). V mitochondriich vSech rostlin je pfitomen
NAD-malatdehydrogenasa (dekarboxyla¢ni) EC 1.1.1.39 [12]

U savcii je NADP-ME pfitomen v cytosolu a mitochondriich [13], [14] .

1.2.2 Funkce
V sav¢ich jatrech pisobi jako hlavni enzym tvotici NADPH pro lipogenezi.
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Podle ugasti v rostlinnych metabolickych pochodech rozliSujeme dvé formy -
- fotosyntetickou a nefotosyntetickou. Na zaklad¢ rozdilné lokalizace a fyziologickych
funkci v bufice bylo klasifikovano sedm isoforem rostlinnych NADP-ME [15] .

1. C4(1)-NADP-ME jedna se o chloroplastovou fotosyntetickou isoformu
nékterych C4 rostlin a je z uvedenych nejlépe prostudovana.

2. C4(2)-NADP-ME je plastidova nefotosynteticka isoforma C4 rostlin.

3. C4(3)-NADP-ME je nefotosynteticka isoforma ptitomna v cytosolu C4 rostlin.

4. CAM(1)-NADP-ME je cytosolova fotosynteticka isoforma nékterych CAM
rostlin.

5. CAM(2)-NADP-ME je cytosolova nefotosynteticka isoforma n&€kterych CAM
rostlin.

6. C3(1)-NADP-ME je cytosolova nefotosyntetickd isoforma n&kterych C3
rostlin.

7. C3(2)-NADP-ME je plastidova nefotosynteticka isoforma n€kterych C3 rostlin.

Zde uvedené dvé fotosyntetické formy (C4(1)-NADP-ME a CAM(1)-NADP-
ME) se li§i svou lokalizaci v butice. U C4 rostlin je pfitomna v chloroplastech bunék
pochev cévnich svazku, kde katalyzuje dekarboxylaci malatu a tim uvolituje CO, pro
fixaci Calvinovym cyklem [16]. U CAM rostlin je pfitomna v cytosolu a jeji funkce je
obdobna jako u C4 rostlin. Primarni fixace CO, se uskuteCiiuje v noci, zatimco
dekarboxylace ve dne, kdy jsou uzavieny priuduchy. Vyskyt fotosyntetickych isoforem
v C4 a CAM rostlinach je dilezity pro sniZeni ztrat CO, zplsobenych fotorespiraci [17].
Je dikazem pfizpusobeni se nepfiznivym okolnim podminkam (Zivot v horkych a
suchych oblastech) [1].

Nefotosyntetické formy katalyzuji anaplerotické reakce. Plastidové isoformy
poskytuji redukéni ekvivalenty NADPH a pyruvat pro syntézu lipidi. Cytosolové
isoformy rovnéz poskytuji redukéni ekvivalenty NADPH na biosyntetické procesy
(zeyména ligninu, dale pak pro syntézu sacharidii a n€kterych aminokyselin) [7], [8],
[18]. Spolu s fosfoenolpyruvatkarboxylasou se uplatiiuji na regulaci vnitrobun&&ného
pH [11], [19]. Také se podili na otevirani a uzavirani priducha [11], [19], [20].

Cytosolové 1 plastidové isoformy se podili na rostlinnych obrannych

mechanismech.
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1.2.3 NADP-ME a stres

Piasobenim nékterych chemikalii (herbicidy, pesticidy), zmé&nou fyzikalnich
podminek (horko, sucho, chlad), zvy$ené koncentrace nékterych soli v okoli rostliny
(kademnaté a zine¢naté sole, K,SO,) a vlivem celulas a houbovych elicitori dochazi ke
zvyseni aktivity NADP-ME [7], [19], [21]. Aktivita NADP-ME je také zvy$ena pfi
virové infekci [22]. To zfeyjm€ souvisi s krytim zvy$ené spotfeby NADPH pii
biosyntetickych procesech (napf. pro zaji§téni dostate¢ného mnozstvi prekursori pro
syntézu stavebnich latek — lignin, specifickych obranych latek — fytoalexiny) [7], [9].
NADPH je také koenzymem n&kterych antioxidaénich enzymu (glutathionreduktasy,
askorbatperoxidasy, katalasy a superoxiddismutasy) [23], [24].

1.2.4 Vlastnosti

Aktivita a mnoZstvi enzymu se méni s ontogenezi rostliny (u listii roste od baze
smérem k vrcholu) [8]. Veskeré rostlinné isoformy jsou kodovany malou genovou
rodinou. Exprese jednotlivych isoforem tzce souvisi s jejich specifickou ulohou
v jednotlivych organech a vyvojovych stadiich rostliny (n€které jsou exprimovany
konstitutivng, jiné pouze v ur¢itém organu ¢i fazi vyvoje) [11], [25].

U kukufice (modelovd C4 rostlina) byly popsany dv€ isoformy o rozdilné
molekulové hmotnosti jedné podjednotky (62 000 a 72 000) [17]. V kofenech byla
detekovana dalsi isoforma s molekulovou hmotnosti 66 000 [10]. Protein s molekulovou
hmotnosti 72 000 pfevlada v etiolovanych listech a kofenech. Byl také detekovan
v n&kterych rostlinaich rodu Flaveria a ve stoncich a kofenech pSenice. Jednd se
o agregat NADP-ME s heat shock proteinem (Hsp 70), proto byl dfive povazovan za
jednu isoformu [10], [17]. Isoforma s molekulovou hmotnosti 62 000 se vyskytuje
v zelenych listech a plni funkci fotosyntetickou.

NADP-ME se vyskytuje jako tetramer. V né€kterych rostlinach se vyskytuje i
dimer s niz$i aktivitou. Tato rovnovaha je ovlivnéna pH [26]. V n€kterych rostlinach
byly zjisté€ny i vy38i agregaty — hexamer ¢i oktamer [11].

Fotosyntetickd forma se vyznaluje rozdilnymi kinetickymi vlastnostmi oproti
ostatnim nefotosyntetickym formam. Ma vys8i katalytickou u€innost (vy3si aktivita),
vy$8i pH optimum, niz8i K, vi¢i substratim (NADP, malat) a je regulovana nadbytkem

malatu [15].
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1.2.5 Regulace

Fotosynteticka forma NADP-ME piitomna v chloroplastech bun¢k pochev
cévnich svazki je citlivé regulovana prostfednictvim zmény pH, ke které dochazi po
osvétleni. Pisobenim svétla dochazi k naristu mRNA trankriptu a NADP-ME proteinu
[9].

Chod dekarboxylace je zavisly na kontinudlnim odebirani CO, a NADPH ([8]. Pro
n€které isoformy jsou sukcinat, fumarat, koenzym A, acetyl-koenzym A a
palmitoyl- koenzym A aktivatory [27]. Zatimco u¢innymi inhibitory jsou malat, vysoky
pomér NADPH/NADP, fruktosa 1,6-bis-fosfat, organické fosfaty, ionty tézkych kovi
(kademnaté, zine¢naté a rtutnaté) a nékteré¢ produkty cyklu trikarboxylovych kyselin
[8].

1.3 Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (orthofosfat : oxaloacetat

karboxylasa)

/EC 4. 1. 1. 31 ; déle jen PEPC/

systematicky nazev — fosfat : oxalacetat karboxylasa (fosforyla¢ni)

Katalyzuje ireverzibilni p-karboxylaci fosfoenolpyruvatu v pfitomnosti
hydrogenuhli¢itanového aniontu a hofe¢natych ¢i manganatych kationti za vzniku

oxalacetatu a anorganického fosfatu [2], [28].

QOO" ?20
- PEPC — i
(— OPO,” + HCO — ¢H + HPO}
3 3 Mg ? 2
CH _
2 CO0O
fosfoenolpyruvat oxalacetat

1.3.1 Vyskyt
PEPC je hojné€ rozditeny cytosolovy enzym (homotetramer) [2]. Nalézame ho ve
viech fotosynteticky aktivnich organismech (vys$8i rostliny, fotosyntetické bakterie,

sinice, zelené fasy) a nefotosyntetickych bakteriich. U rostlin je zastoupen v listech C4 a
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CAM rostlin. V C3 rostlinach je rovnomémeé zastoupen ve viech organech. V Zivo€iné
fi$i nalezen nebyl [2], [28].
Podle vyskytu u vyssich rostlin mizeme PEPC rozdélit :

1 ) PEPC ptitomny v mezofylovych buiikach C4 rostlin

2 ) PEPC pfitomny v CAM rostlinach

3 ) PEPC ptitomny v nefotosyntetickych ¢astech C4 rostlin

4 ) PEPC ptitomny v C3 rostlinach.

PEPC vyskytujici se v mezofylovych burikach C4 rostlin je nejlépe prostudovan a
je kli¢ovym enzymem fixace CO, u téchto rostlin. Jeho pusobenim vznika oxalacetat,
jenz je redukovan na malat a nebo transaminovan na aspartat v zavislosti na rostlinném
typu. V mezofylovych buiikach kukufice vstupuje oxalacetat do chloroplastii, kde se
rychle redukuje na malat. Ten je transportovan do bun€k pochev cévnich svazku,
dekarboxylovan na pyruvat a uvolnény CO, je fixovan sledem reakci charakteristickych
pro C3 rostliny — Calvinovym cyklem [15].

PEPC pFitomny v CAM rostlinach pini obdobnou fotosyntetickou funkci jako
vy3e uvedeny u C4 rostlin. Rozdilem je, Ze fixace pomoci PEPC probiha pouze v noci.
Malat je transportovan do vakuol, ve dne je pfenesen zpét do cytosolu, dekarboxylovan
a uvolnény CO, je znovu fixovan Calvinovym cyklem [15], [16].

PEPC pritomny v C3 rostlinach a nefotosymtetickych castech C4 rostlin je méné
prozkouman. Plni fadu anaplerotickych funkci, jako je pfedev§im dodavani
Ctyfuhlikatého skeletu pro syntézu malatu a aspartatu, doplfiovani intermediatd cyklu
trikarboxylovych kyselin, udrZzovani pH cytoplasmy [2], [29]. Podili se také na zrani

plodu, tvorbé a klieni semen [30].

1.3.2 PEPC a stres

Bylo zjisténo, Zze vlivem nékterych stresorti (horko, chlad, sucho a zvy$ena
koncentrace soli) dochazi k naristu PEPC. Nedostatek fosforu vyvolal zvySeni obsahu
PEPC v tabaku [31]. Nutri¢ni stres v podob¢ nedostatku zeleza zvyS$il aktivitu PEPC
okurky [32]. Ozo6n zpisobil vyrazny nartst aktivity PEPC v jehlicich borovice [33].
Také pritomnost amonnych soli a glutaminu v okolnim prostfedi rostliny stimuluji

syntézu malatu prostfednictvim PEPC [2].
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1.3.3 Vlastnosti

PEPC je obvykle tvofen ¢tyfmi identickymi podjednotkami, jejichz molekulova
hmotnost se pohybuje vrozmezi 92 000 az 116 000. Primarni struktura PEPC
monomeru byla poprvé objasnéna u £. coli vroce 1984. Od t¢ doby byla primarni

struktura uréena u vice nez 75 rostlinnych a bakterialnich druhti [28], [29].

1.3.4 Regulace

Je citlivé regulovan prostfednictvim pH v cytoplasmé. Aktivitu PEPC ovliviluje
fada metaboliti glykolyzy. Glukosa-6-fosfat, fruktosa-1,6-bisfosfat, ale také glycin
pusobi jako aktivatory, aspartat, malat a dal$i organické kyseliny reakci katalyzovanou
PEPC inhibuji [7], [34]. PEPC je dale regulovan fosforylaci serinu blizko N-konce, tato
fosforylace je katalyzovana specifickou fosfoenolpyruvatkarboxylasou kinasou.
Fosforylaci se snizuje vnimavost k inhibi€énimu G¢inku malatem a zvy$uje se citlivost
vuci glukosa-6- fosfatu [7], [28], [29], [30].

1.4 Pyruvat, fosfatdikinasa

/EC 2.7.9.1; dale jen PPDK/,

systematicky nazev — ATP : pyruvat, fosfat fosfotranferasa

Katalyzuje reakci, v niz je pyruvat za pfitomnostt ATP a anorganického fosfatu
pfeménén na fosfoenolpyruvat, AMP a pyrofosfat. Vyzaduje pfitomnost hofe€natych
kationtd [6].

CcOoO CcO0
I 2-  PPDK I 2- 2- *
C=0 + ATP + HPO ————> C —OPO_+ AMP+ HP O _+2H
| 4 Mg " 3 2 2 7
CH CH
3 2

pyruvat fosfoenolpyruvat
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Pribéh reakce je zavisly na druhu organismu. PPDK bakterii katalyzuje zp&tnou
reakci za uCelem syntézy ATP z fosfoenolpyruvatu [6]. Naproti tomu rostlinna PPDK
katalyzuje reakci za uCelem tvorby fosfoenolpyruvatu. Dochazi tak k regeneraci

fosfoenolpyruvatu — primarniho akceptoru CO, v C4 a CAM fotosyntéze [35].

1.4.1 Vyskyt

V hojné mife se vyskytuje predev§im v listech C4 a CAM rostlin, kde je
odpovédna za produkci fosfoenolpyruvatu. U C4 rostlin je PPDK lokalizovana
v chloroplastech mezofylovych bun¢k [6], [36]. U kukutice (C4 rostlina) se vyskytuje
jesté druha isoforma — cytosolovd. PPDK se vyskytuje i u CAM a C3 rostlin. Vyssi
rostliny obsahuji cytosolovou isoformu PPDK. Vyskytuje se v nefotosyntetickych

organech a jeji funkce neni pfesné objasnéna.

1.4.2 Vlastnosti

V kofenech C3 rostlin ryze byla nalezena cytosolova PPDK s relativni
molekulovou hmotnosti jedné podjednotky 97 000 [6]. V C4 rostlinach (v kukutici) je
lokalizovana v chloroplastech mesofylovych bunék ve formé homotetrameru o relativni
molekulové hmotnosti jedné podjednotky 95 000. Tato isoforma je regulovana svétlem
pomoci mechanismu fosforylace/defosforylace .

U fakultativni CAM rostliny kosmatce kfistalového je PPDK ptitomna ve formé
homotetrameru s relativni molekulovou hmotnosti jedné podjednotky 95 000. Naproti
tomu u bakterii (Clostridium symbiosum) je PPDK v podob&€ homodimeru s relativni
molekulovou hmotnosti jedné podjednotky 96 000 [37] .

1.4.3 PPDK a stres

Bylo zjdténo, ze abioticky stres v podob¢ pusobeni polyethylenglykolu,
nedostatek kysliku a vody indukovaly expresi cytosolové isoformy PPDK u ryze, C3
rostliny[6]. PPDK plni ulohu v procesu adaptace rostlin vii¢i UV-B zafeni [38]

Horko ani kyselina abscisova nevyvolavaji indukci PPDK [6].
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1.5

1.

Cil prace

Zjistit aktivitu NADP - malatdehydrogenasy (oxalacetat dekarboxylaéni),
fosfoenolpyruvatkarboxylasy, pyruvat, fosfatdikinasy v riiznych €astech rostlin
Nicotiana tabacum a Nicotiana benthamiana.

Ovérit vliv virové infekce na aktivitu NADP — malatdehydrogenasy (oxalacetat
dekarboxyla¢ni),  fosfoenolpyruvatkarboxylasy, pyruvat, fosfatdikinasy
vrostlinach Nicotiana benthamiana a transgennich rostlinaich Nicotiana

benthamiana s vnesenym genem pro HC-Pro protein.
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Material

Rostlinny material:

- rostliny Nicotiana benthamiana a transgenni rostliny Nicotiana benthamiana
s vnesenym genem pro HC-Pro protein zA viru bramboru (PVA), poskytnuté
Dr. Savenkovem z Univerzity Uppsalla, Svédsko

- rostliny Nicotiana tabacum

Rostliny byly pé&stovany ve skleniku v Ustavu experimentalni botaniky AV CR

(UEB AV CR).

Virovy material:

- Y virus bramboru, kmen PVYN™ poskytnuté Dr. Noemi Cefovskou;
Ustav experimentélni botaniky AV CR

Protilatky:

a) krali¢i polyklonalni protilatka tfidy IgG pfipravené proti PVY

b) monoklonalni protilatka t¥idy IgG ptipravena proti PVY™™ konjugovana s alkalickou

fosfatasou.

2.2 Chemikalie

Akrylamid - Sigma, USA, p.a.

ATP - Sigma, USA; 98%

Bradfordovo ¢inidlo - Sigma, USA.

Coomassie Brilliant Blue R,G - Sigma, USA; p.a.
Dithiothreitol (DTT) - Sigma, USA; p.a.
Dodecylsulfat sodny (SDS) - Serva, Némecko; p.a.
Fast Violet B - Sigma, USA; p.a.
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Fosfoenolpyruvat sodny - Sigma, USA; p.a.

Kyselina oxaloctova - Sigma, USA; 98%

L-malat sodny - Sigma, USA; 99%

N,N,N’,N’-tetramethylenethylendiamin (TEMED) - Serva, Némecko; 99%
N,N’-methylenbisakrylamid - Serva, Némecko; p.a.

NADH - Sigma, Némecko; 98%

NADP - Sigma, Némecko; 96%

Nitroblue tetrazolium chlorid - Sigma, USA; p.a.

Phenazin methosulfat - Sigma, USA; p.a.

Polyvinylpolypyrrolidon (PVP) - Sigma, USA; 99%

Pyruvat sodny - Sigma, USA; 99%

Standardni proteiny pro SDS elektroforézu o molekulové hmotnosti 36 000 az 205 000 -
Sigma, USA

Standardni proteiny pro nativni elektroforézu o molekulové hmotnosti 36 000 az
248 000 - Sigma, USA

Tris(hydroxymethyl)aminomethan - Serva, Némecko; 99%

Ostatni chemikalie- Lachema, CR; p.a.

2.3 Pristroje

Analytické vahy 100A - Denver Instrument Company, USA

Centrifuga - Hettich, Némecko

Elektroforeticka souprava - Biometra, Némecko

Mikrotitra¢ni inkubator - Dynatech, Anglie

pH metr - Denver Instrument, USA

Spektrofotometr Helios a - Thermo Spectronic, USA

Spektrofotometr Ultrospec 2 100 - Amersham Pharmacia Biotech, Anglie
Spektrofotometr MRX - Dynatech, Anglie

Vortex KMO - Labortechnik, Némecko
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24 Metody

2.4.1 Priprava rostlinného materialu

Veskery rostlinny material (rostliny Nicotiana benthamiana, transgenni rostliny
Nicotiana benthamiana s vnesnym genem pro nestrukturni virovy protein HC-Pro
A viru bramboru a rostliny Nicotiana tabacum, cv. Petit Havana SR 1) byly po celou
dobu experimentu pestovany ve skleniku, pfi pfirozeném osvétleni a teplotnim rezimu
(20 °C/18 °C, den/noc).

Ve stafi ¢tyf tydnd byly rostliny jednotlivé preneseny do kvétinaca obsahujicich
smés (substrat:pisek, 3:1). Zde byly ponechany do ukonceni pokusu. Pfi pokusech
s infikovanymi rostlinami byly (ve stafi osmi tydnt) nejprve rozdéleny na dveé stejné
pocetné skupiny (kontrolni a infikované). Skupina infikovanych rostlin byla o¢kovana
Y virem bramboru kmene NTN (PVY"™). O¢kovani bylo provedeno mechanickym
pienosem extraktu infek&niho materialu (infikované listy PVYN'™ homogenizované
v desetinasobném mnozstvi 0,057 M fosfatového pufru pH 8,0) na spodni list rostliny

poruseny karborundovym praskem.

2.4.2 Priprava vzorki

Pro pokus studium isoforem NADP-ME v ruznych &astech rostliny Nicotiana
tabacum (viz. 3.1) byly dvanact tydna staré rostliny vyjmuty =z kvétinacu.
Z jednotlivych ¢&asti rostlin (kvéty; nejvrchnéj$i, vrchni, stfedni, a dolni listy; vrchni a
dolni ¢asti stonku; kofeny) byly zhotoveny smésné vzorky, ty byly okamzit€¢ zmrazeny
v tekutém dusiku a skladovany pfi -80°C. Rozdéleni listd podle velikosti je naznateno
na obrazku (viz. obr. 2.4.1-A).

Pro pokus studium isoforem NADP-ME v riuznych ¢astech rostliny Nicotiana
benthamiana (viz. 3.2) byly smésné vzorky zhotoveny stejnym zpisobem jako
v pokuse riuzné casti rostliny Nicotiana tabacum pouze s tim rozdilem, Ze nebyly
odebrany kvéty a stafi rostlin bylo deset tydnu. Rozdéleni listi podle velikosti je

naznaceno na obrazku (viz. obr. 2.4.1-B).
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Obr. 2.4.1 Rozd¢leni rostliny na rizné Casti podle velikosti a umisténi listd. Zv1ast
odebrany nejvrchnéjsi (LNV), vrchni (LN), velké stfedni (LV) a dolni (LD) listy.

A — rostlina Nicotiana tabacum

B - rostlina Nicotiana benthamiana

Pro pokus vliv virové infekce na NADP-ME, PEPC a PPDK (viz. 3.3) byly ob¢
skupiny sledovanych rostlin (Nicotiana benthamiana a transgenni rostliny Nicotiana
benthamiana s vnesenym genem pro virovy nestrukturni protein HC-Pro) ve stafi osmi
tydnii rozd&leny na poloviny, znichz jedna byla inokulovana PVYN™ (viz 2.4.1).
V prub¢hu virové infekce (10. den) byly ve skupinach infikovanych i kontrolnich
rostlin oddélen¢ odebrany kvéty a dospelé (prvni pln€ vyvinuté) listy. V den ukonceni
pokusu (17. den) pak byly oddélené odebrany kvéty, pln€ vyvinuté listy, stonky a
kofeny. Ze viech odebranych ¢asti byly zhotoveny smésné vzorky.

Pro pokus studium NADP-ME, PEPC a PPDK v pribéhu virové infekce (viz. 3.4)
byly béhem virové infekce (tfikrat tydné) odebirany vzorky dospélych (prvnich plné
vyvinutych) listi v obou skupinach rostlin (kontrolni a infikované) a zhotoveny smésné
vzorky. V den ukonéeni pokusu (26. den) byly oddélen¢ odebrany kvéty, dospelé listy,

stonky a kofeny v obou skupinach, z nichz byly opét zhotoveny smésné vzorky.
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2.4.3 Priprava rostlinného extraktu

Pro stanoveni enzymové aktivity bylo odebrano ze smésnych vzorkii vzdy
piesné mnozstvi rostlinného materialu. Poté bylo homogenizovano s trojnasobnym
mnozstvim chlazeného extrakéniho pufru A obsahujiciho 100 mmol.I"' Tris-HCl pufr
(pH 7,8), 1 mmoll" DTT, 1 mmol.I" EDTA, 5 mmollI" MgCl, a 5% glycerol.
K homogenatum bylo pfidano PVP (0,02 g/1 ml) a nasledn¢ byly centrifugovany pii 15
000 RPM (16 600 x g) pfi 4 °C po dobu 15 minut. Supernatant byl pouzit jako extrakt
pro méteni enzymovych aktivit.

Pro nativni elektroforetické separace proteini bylo odebrano ze smésnych
vzorkl vzdy presné mnozstvi rostlinného materialu a homogenizovano s dvojnasobnym
mnoZstvim chlazeného extrakéniho pufru A (viz. ptiprava vzorkii pro stanoveni
enzymové aktivity). K homogenatum bylo ptfidano PVP (viz. pfiprava vzorkid pro
stanoveni enzymové aktivity) a poté byly centrifugovany (viz. pfiprava vzorkd pro
stanoveni enzymové aktivity). Extrakty byly smiSeny se sacharosou, vysledna
koncentrace byla 20 %.

Pro elektroforetickou separaci v prostiedi SDS byly extrakty zhotoveny
stejnym zpisobem jako u nativni elektroforézy. Extrakty byly smiSeny se vzorkovym
pufrem (v pomé&ru 1:1) obsahujicim 130 mmol.I"" Tris-HCI pufr (pH 6,8), 70 mmol.1"
SDS, 100 mmol.I"' DTT, 20% glycerol a 5.10°% bromfenolovou modt.

2.4.4 Stanoveni enzymové aktivity

Aktivita enzymi (PEPC, PPDK a NADP-ME) vextraktu byla stanovena
spektrofotometricky z rozdilu namétfenych hodnot absorbance ptfi 340 nm za dobu
5 minut pfi teploté 25 °C. Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu pro NADH pfi
340 nm je 6 200 cm™.mol”.dm®.

Meéfeni bylo provedeno na spektrofotometru - Helios a, délka kyvety 1 cm, objem
reakéni smési 1 ml. Vysledna hodnota aktivit enzymi je vzdy primérmou hodnotou ze
tfi stanoveni, byla pouzita pro vypocet specifické aktivity enzymu (aktivita sledovaného
enzymu vztaZzena na koncentraci rozpustnych proteinu v extraktu) a aktivity vztaZzené na
gram Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu.

Pro stanoveni aktivity enzymu PEPC, bylo vyuzito spfazené reakce, kdy

v prvnim kroku vznikd OAA, ktery je pomoci NAD-malatdehydrogenasy redukovan za
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spotiecby NADH na malat. NAD-malatdehydrogenasa je v extraktu pfitomna
v dostateCném mnoZzstvi.

Zaznamenavame pokles absorbance zpisobeny ubytkem NADH. Reak&ni smés
obsahovala vzdy 20 pl extraktu a 100 mmol.I" Tris-HCI pufr (pH 8,1); 5 mmol.1"
NaHCOs; 2 mmol.I"' MgCl,; 0,2 mmol.I"' NADH; 2 mmol.I" PEP.

Pro stanoveni aktivity enzymu PPDK, bylo vyuzito dvojit€ spfazené reakce,
kdy je v prvnim kroku vznikly PEP karboxylovan za katalyzy PEPC na OAA a ten je
dale NAD-malatdehydrogenasou redukovan na malat. Zaznamendvame pokles
absorbance zpusobeny Gibytkem NADH. Reakéni smés obsahovala vzdy 50 pl extraktu a
100 mmol.I" Tris-HCI pufr (pH 8,1); 5 mmoll’ NaHCO;; 10 mmoll" MgCl;;
2 mmol.I"! pyruvatu; 1 mmol.I" ATP; 2 mmol.I"" K,HPO;; 0,2 mmol.I"" NADH.

Pro stanoveni aktivity enzymu NADP-ME bylo vyuzZito reakce, v niZ je malat
za soucasné redukce NADP timto enzymem dekarboxylovan a vznika pyruvat, oxid
uhli¢ity a NADPH. Vznik redukovaného NADPH se projevi nartistem absorbance.
Reaké&ni sm&s obsahovala vzdy 50 pl extraktu a 100 mmol.I" Tris-HCI pufr (pH 7,4);
10 mmol.1"" L-malat; 2 mmol.l" MgCl,; 0,2 mmol.I"' NADP.

2.4.5 Elektroforeticka separace — nativni a v prostiedi SDS

Pro provedeni nativni elektroforézy a elektroforézy v SDS prostfedi byla pouzita
souprava pro elektroforézu firmy Biometra.

Nativni elektroforéza byla provedena v 3% zaostfovacim gelu obsahujicim
3% akrylamid a N,N’-methylen-bis(akrylamid); 126 mmol.I" Tris-HCI pufr pH 6.8;
0,1% glycerol; 0,1% peroxodisiran amonny a TEMED. A v 6% separacnim gelu
obsahujicim 6% akrylamid a N,N’-methylen-bis(akrylamid); 375 mmol.I" Tris-HCI
pufr pH 8.8; 0,1% glycerol; 0,1% peroxodisiran amonny a TEMED. Elektrodovy pufr
obsahoval 18,8 g glycinu; 3 g Tris a 10% glycerol v 1000 ml destilované vody (pH 8,3).

Do jamek gelu bylo nanaseno vzdy stejné mnozstvi (20ul) rostlinnych extraktd
v 20% sacharose. Déleni probihalo v chladové mistnosti pii teplot€¢ 4 °C. Po dosaZeni
rozhrani obou gelt bylo poc¢atecni napéti 70 V zvySeno na 140 V.

Elektroforéza v prostiedi SDS byla provedena metodou podle Laemmliho [39],
[40]. Byl pouzit 12% separa¢ni polyakrylamidovy gel a 5% zaostfovaci gel o shodném

slozeni jako u nativni elektroforézy pouze 3% a 6% akrylamid byl nahrazen 5% a 12%;
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glycerol byl nahrazen 0,1% SDS. Elektrodovy pufr navic obsahoval 0,1% SDS. Déleni
molekul probihalo pfi poCateCnim napéti 70 V. V okamziku dosaZeni hranice
separacniho gelu bylo zvy$eno na 140 V. Pro ur¢eni molekulové hmotnosti proteini

byly pouzity elektroforetické standardni proteiny (36 000 az 205 000).

2.4.6 Detekce proteinu a aktivity NADP-ME

Detekce NADP-ME: okamzit¢ po skonceni nativni elektroforézy byly gely
nékolik hodin inkubovany pfi laboratorni teplot€ v 10 az 20 ml reak¢éni smési obsahujici
100 mmol.1"' Tris-HCI pufr pH 7,4; 10 mmol.I"' L-malat; 10 mmol.I"" MgCl,; 2 mmol.I"!
NADP; 0,1 mg.ml™" nitroblue tetrazolium a 5 pg.ml™" phenazin methosulfat.

Detekce proteinii v gelu byla provedena barvenim gelu po nativni elektroforéze a
po elektroforéze v prostfedi SDS. Barveni probihalo 12 hodin v lazni obsahujici
2 g Coomassie Brilliant Blue R 250; 0,5 g Coomassie Brilliant Blue G 250; 425 ml
ethanol, 50 ml methanolu; 100 ml kyseliny octové a 425 ml redestilované vody.
Nasledné odbarveni gelu probihalo v nékolika laznich odbarvovaciho roztoku

piipravencho z ethanolu; kyseliny octové a destilované vody v poméru 25:10:65.

2.4.7 Detekce virové infekce

Pfitomnost virové infekce byla prokazina imunochemickou metodou
DAS-ELISA (z angl. Double Antibody Sandwich Enzyme Linked Imuno Sorbent
Assay). Jedna se o metodu zalozenou na reakci antigenu se specifickou protilatkou a
znacenou sekundarni protilatkou. Nejprve je primarni protilatka (krali¢i polyklonalni
protilatka tfidy IgG pfipravena proti PVY) zachycena na mikrotitra¢ni desti¢ce, v dalsi
fazi jsou pfidany extrakty pfipravené homogenizaci smésnych vzorka s konjuga¢nim
pufrem (antigenem jsou virové Castice pritomné v extraktech infikovanych rostlin).
Antigen se navaze na primarni protilatku. Dale se pfida zna¢ena sekundarni protilatka
(monoklonalni protilatka ttidy IgG piipravena proti PVY™™ konjugovana s alkalickou
fosfatasou). Nakonec se nanese substrat (p-nitrofenylfosfat).

Jsou-li v infikovanych rostlinach pfitomny virové ¢astice, vznikne Zluté
zabarveni, vyvolané preménou bezbarvého p-nitrofenylfosfatu na barevny p-nitrofenol.

Detekce se provadi spektrofotometricky pti 405 nm. Méfeno na spektrofotometru MRX.
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Pro stanoveni byly pouzity smésné vzorky odebiranych hornich dospélych listi
rostlin, kam byla infekce systémové rozSifena. Primarni protilatka byla nafedéna
potahovacim pufrem na vyslednou koncentraci 1pg.ml™ a v mnozstvi 100 ul nanesena
do jednotlivych jamek destiC¢ky. Zakryta desti¢ka byla inkubovdna v mikrotitratnim
inkubatoru tfi hodiny pfi teplote 37 °C.

Poté byly smé&sné vzorky kontrolnich a infikovanych rostlin rozetreny
v konjugacnim pufru v poméru 1:10 a naneseny na desti¢ku. Byly inkubovany 18 hodin
pti 4 °C.

Nasledn¢ byla aplikovana konjuga¢nim pufrem fedéna (v poméru 1:500)
sekundarni protilatka znaCend alkalickou fosfatasou a inkubovana ¢&tyfi hodiny pii
teplot¢ 37 °C. V poslednim kroku byl ptidan p-nitrofenylfosfat, fedény substratovym
pufrem na koncentraci 1 g.1" a prob&hla inkubace jednu hodinu pti teploté 37 °C.

Mezi nanesenim vzorki, sekundarni znafené protilatky a substratu byla desticka
¢tyfikrat promyvana 200 pl promyvaciho pufru.

Jeden extrakt byl vzdy nanesen do tfi jamek na mikrotitratni destiCce a vysledna
hodnota absorbance je prumérem téchto tfi aplikaci. Naneseny konjuga¢ni pufr (bez
extrakti) slouzil jako slepa kontrola, zatimco infek¢ni rostlinny material uzivany
k inokulaci rostlin byl pouzit jako pozitivni kontrola.

Potahovaci pufr (pH 9,6) obsahoval 15 mmol.I"! Na,COs; 35 mmol.I’ NaHCO; a
3 mmol.1" NaNj.

Konjugaéni pufr (pH 7,4) obsahoval 137 mmol.I"' NaCl; 8 mmol.I"' Na,HPO,.12 H,0;
15 mmol.I" KH,POy; 2,7 mmoll' KCI; 3 mmoll' NaNs; 0,05% Tween 20;
2% polyvinylpolypyrrolidon; 0,2% ovalbumin.

Substratovy pufr (pH 9,8) obsahoval destilovanou vodu a 10,8% diethanolamin.
Promyvaci pufr (pH 7,4) obsahoval 137 mmol.I"' NaCl; 8 mmol.I"' Na,HPO,.12 H,0;
15 mmol.1" KH,POy; 2,7 mmol.I" KCI; 3 mmol.1"' NaN3; 0,05% Tween 20.

2.4.8 Stanoveni koncentrace bilkovin

Mnozstvi bilkovin obsaZzenych ve vzorcich bylo uréeno metodou podle
Bradfordové [41]. Metoda je zaloZena na vzniku modrého komplexu barviva (Brilliant
Blue G) a proteini rozpusténych ve vzorku, coz zpisobi zménu absorpéniho maxima

z pivodnich 465 na 595 nm. Komplex detekujeme spektrofotometricky pii 595 nm.
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Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) v koncentranim rozsahu 0 az

1,4 mg.ml”.

2.4.9 Stanoveni relativnich molekulovych hmotnosti isoforem
NADP-ME
Stanoveni relativnich molekulovych hmotnosti isoforem NADP-ME bylo

provedeno nativni elektroforézou v Sesti riznych koncentracich akrylamidu
s naslednym vyhodnocenim podle Fergusona, Hedricka a Smitha [42], [43], [44].

Kalibrace byla provedena pomoci komer¢nich standardd (firmy Sigma; 14 200 az
248 000). Pro provedeni nativni elektroforézy byla pouzita souprava pro elektroforézu
firmy Biometra.

Nejprve byly standardni proteiny elektroforeticky separovany
v gelech o riznych koncentracich akrylamidu (podle navodu firmy Sigma).

Thned po skonceni elektroforézy byly nejprve gely inkubovany ve fixaéni ldzni
obsahujici 400 ml methanolu; 70 ml kyseliny octové a 530 ml vody. Nasledné byly
umistény po dobu 6 hodin do barvici lazné obsahujici 0,5 g Coomassie Brilliant
Blue R v 500 ml fixa¢ni lazn€. Poté 14 hodin inkubovany ve fixa¢ni lazni. Nakonec
byly gely uchovany v 7% kyselin¢ octové. Nasledné byly u jednotlivych standarda
odecteny relativni pohyblivosti v kazdém gelu (R¢ ; viz. obr. 2.4.2). Vynesenim
100 x [log (Rf x 100)] proti koncentraci polyakrylamidového gelu byl vytvoien
Kalibraéni graf I (viz. obr. 3.4.19, str. 54) a smérnice kazdé zavislosti byla oznafena
jako retardaéni koeficient (Kg). Pro kazdy standardni protein byl vypocitan individualni
Kgr. Vynesenim zaporné hodnoty Ky proti relativni molekulové hmotnosti standardniho
proteinu byl vytvofen Kalibraéni graf II (viz. obr. 3.4.20, str. 54), z kterého byly
urCeny relativni molekulové hmotnosti isoforem NADP-ME detekované v riznych

Castech rostliny Nicotiana benthamiana.

vzdalenost standardniho proteinu [cm]
R = vzdalenost cela barvy [cm]

Obr. 2.4.2 Definice relativni pohyblivosti (Ry).
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Standardni proteiny (a—laktalbumin; karboanhydrasa; vajecny albumin;
hovéziho sérového albumin; kukuticny NADP-ME) byly skladovany pfi — 20 °C. Pro
pouziti byly proteiny resuspendovany 1 ml roztoku obsahujici 50 mmol.I"" NaCl a
I mmol.I"" Na;PO, (pH 7.0).

Rostlinné extrakty (viz. 2.4.3) byly smiSeny se vzorkovym pufrem (v poméru
I:1) obsahujicim 50 mmol.I"" Tris-HCI pufr; TEMED; 10% glycerol a 0,25 pgl”
bromfenolova modi (pH 6,7). Vzdy 20 ul extraktu bylo aplikovano na ¢ty gely
ruznych koncentraci akrylamidu. Thned po skonéeni elektroforézy byly gely inkubovany
v lazni umoznujici specifickou detekci NADP-ME (viz. 2.4.6).

Nativni elektroforéza byla provedena v 3% zaostfovacim gelu obsahujicim
3% akrylamid a N,N'-methylen-bis(akrylamid); 126 mmol.I"" Tris-HCI pufr pH 6.8;
0,1% glycerol; 0,1% peroxodisiran amonny a TEMED. A v separacnich gelech
o ruznych koncentracich akrylamidu a N,N'-methylen-bis(akrylamidu). D¢leni
probihalo v chladové mistnosti pfi teplote 4 °C. Po dosazeni rozhrani mezi zaostfovacim
a separacnim gelem bylo pocate¢ni napéti 70 V zvySeno na 140 V. Elektrodovy pufr

obsahoval 18,8 g glycinu; 3 g Tris a 10% glycerol v 1000 ml destilované vody (pH 8,3).
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3 VYSLEDKY

3.1 Studium isoforem NADP-ME v riznych ¢astech rostliny

Nicotiana tabacum

Cilem tohoto pokusu bylo sledovat zastoupeni isoforem NADP-ME v rtiznych
¢astech rostliny Nicotiana tabacum a stanovit aktivitu zeyména NADP-ME, ale 1 PEPC
a PPDK v jednotlivych rostlinnych ¢astech.

Sest rostlin Nicotiuna tabacum kultivar Petit Havana SR1 bylo péstovano za
definovanych podminek (viz. 2.4.1). Ve stafi rostlin dvanact tydnt byl pokus ukoncen a
zruznych c¢asti rostlin — kvéty; nejvrchngjsi, vrchni, stfedni a dolni listy
(viz. obr. 2.4.1-A; str. 24); vrchni a dolni ¢asti stonka a koteny byly zhotoveny smésné
vzorky (viz. 2.4.2). Ty byly pouzity pro ptipravu extrakta (viz.2.4.3), ve kterych pak
byla stanovena aktivita enzymiu NADP-ME, PEPC a PPDK (viz. 2.4.4) a koncentrace
bilkovin (viz.2.4.8). Rostlinn¢ extrakty byly také pouzity pro elektroforetickou separaci

proteinl za nedenaturujicich i denaturujicich podminek (viz. 2.4.5).

3.1.1 Aktivita NADP-ME, PEPC a PPDK v riznych ¢astech rostliny

Nicotiana tabacum

Aktivita sledovanych enzymu byla stanovena (viz. 2.4.4) vextraktech a
vypocitana ze zmeén absorbance pii 340 nm. Aktivita je udana jako primeér tii méfeni.
Enzymova aktivita byla vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu a také na
mnozstvi bilkovin obsazenych ve vzorcich, tedy jako specificka aktivita.

Aktivita NADP-ME (viz. obr. 3.1.1) a PEPC (viz. obr. 3.1.2) klesa od
nejvrchngjSich lista ke kofenim, podobné ve stoncich. Zatimco aktivita PPDK
(viz obr. 3.1.3) klesa pouze od vrchnich c¢asti stonku ke kofentim, v listech je aktivita

PPDK vyssi, pomérné vysoka hodnota byla zjisténa 1 v dolnich listech.
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Obr. 3.1.1 Aktivita NADP-ME vztazena na gram Cerstvé hmotnosti v riiznych ¢astech
rostliny Nicotiana tabacum. O listy (LNV — nejvrchngjsi; LN — vrchni; LV - stfedni;
LD — dolni) [ Casti stonkit (SV — vrchni; SD - dolni) a [] kofeny.
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Obr. 3.1.2 Aktivita PEPC vztazena na gram cerstvé hmotnosti v riznych astech
rostliny Nicotiana tabacum. d listy (LNV — nejvrchné;jsi; LN — vrchni; LV - stiedni;
LD — dolni) [ c¢asti stonku (SV — vrchni; SD — dolni)a B kofeny.
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Obr. 3.1.3 Aktivita PPDK ﬁtazena na gram cerstvé hmotnosti v riznych ¢astech
rostliny Nicotiana tabacum. listy (LNV — nejvrchnéjsi; LN — vrchni; LV - stfedni;
LD - dolni) 7 casti stonkl (SV — vrchni; SD — dolni) a Il kofeny.

3.1.2 Vyskyt isoforem NADP-ME v ruznych ¢&astech rostliny
Nicotiana tabacum

Elektroforeticka separace proteinu (viz. 2.4.5) byla provedena za G¢elem nasledné
detekce isoforem NADP-ME v ruznych Castech rostliny Nicotiuna tabacum. Déleni
proteini v rostlinnych extraktech probihalo v 6% polyakrylamidovém gelu za
nedenaturyjicich podminek. thned po skonceni elektroforézy byly gely inkubovany
v lazni umoznujici detekci NADP-ME (viz. 2.4.6). Pro porovnani byly naneseny
extrakty zhotovené z listii kukurice.

Ve viech listech, stoncich a kofenech rostliny Nicotiana tabacum 1 listech
kukufice byl detekovan pouze jeden prouzek (viz. obr. 3.1.4) sv&€dcici pro vyskyt pouze
jedné isoformy NADP-ME. Tyto prouzky vykazuji ve vSech zminénych rostlinnych
¢astech shodnou elektroforetickou pohyblivost. Jedna se zfejmé o shodnou isoformu.
Zatimco v kvétech se vyskytuji zfeym¢e dvé isoformy (pfitomny dva prouzky). Isoforma
s vy8Si elektroforetickou pohyblivosti v kvétu vykazuje shodnou pohyblivost jako

1soforma pritomna v ostatnich ¢astech rostliny Nicotiana tabacum a listech kukufice.
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Obr. 3.1.4 Detekce NADP-ME po nativni elektroforéze v 6% polyakrylamidovém gelu
Aplikovany extrakty pripravené ze smésnych vzorka ruznych ¢asti rostlin Nicotiana
tabucum (draha 1 az 8) a lista kukufice.

Draha 1 - kvéty (39,9 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha 2 - nejvrchnéjsi listy (20,6 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha 3 - vrchni listy (6,9 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha 4 - sttedni listy (7,2 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha S - dolni ¢asti stonku (4,9 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha 6 - vrchni ¢asti stonkt (11,7 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),
Draha 7 - dolni ¢asti stonku (2,7 pg rozpustnych bitkovin rostlinného extraktu),

Draha 8 - kotfeny (30,5 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha 9 - listy kukufice (18,0 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu).

3.1.3 Obsah bilkovin v raznych ¢astech rostliny Nicotiana tabacum
Mnozstvi rozpustnych bilkovin ve vzorcich bylo stanoveno metodou podle
Bradfordové (viz. 2.4.8) a prepocitino na gram cerstvé hmotnosti jednotlivych
rostlinnych ¢asti.
Obsah rozpustnych bilkovin ve vzorcich a mnozstvi bilkovin vztazené na Cerstvou
hmotnost rostlinného materidlu (viz. tabulka 3.1.1) klesa od nejvrchnéjSich listh
k dolnim. Nejymensi mnozstvi proteini bylo stanoveno v kofenech, naopak nejvyssi

mnozstvi bilkovin je pfitomno ve vrchnich ¢astech stonki.
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Tabulka 3.1.1 Obsah rozpustnych bilkovin ve vzorcich ruznych ¢asti rostlin Nicotiuna
tabacum a mnozstvi bilkovin vztazenych na gram cerstvé hmotnosti rostlinného
matenalu.

obsah smérodatna obsah smérodatna
bilkovin odchylka bl’lklovin odchylka
« . mg.g Cerstvé
cast rostliny [mg.ml™"] [ hzr;n%)tnosti]

nejvrchné)si listy 0,8 0,2 2,5 0,5
vrchni listy 0,7 0,2 2,0 0,6
sttedni listy 03 0,1 1,0 0,2
dolni listy 0,2 0,0 0,6 0,1
vrchni ¢asti stonk 1,2 0.2 3,6 0,6
dolni ¢asti stonku 0,4 0,2 1,3 0,6
koreny 03 0,0 1,0 0,1

3.2 Studium isoforem NADP-ME v riznych castech rostliny

Nicotiana benthamiana

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, jak se lisi isoenzymové slozeni NADP-ME
v ruznych ¢astech rostliny Nicotiana benthamiana, zda a jakym zplUsobem se méni
aktivita enzymi NADP-ME a také PEPC 1 PPDK v zavislosti na ¢asti rostliny Nicotiana
benthamiuna.

Tticet rostlin Nicotiuna benthamiana bylo péstovano za definovanych podminek
(viz. 2.4.1). Ve stafi rostlin deset tydnl byl pokus ukoncen a z rliznych c¢asti rostlin -
nejvrchné)si, vrchni, sttedni a dolni listy (viz. obr. 2.4.1-B; str. 24); vrchni a dolni ¢asti
stonkt a kofeny byly zhotoveny smésné vzorky (viz. 2.4.2). Ty byly pouzity pro
ptipravu extraktu (viz.2.4.3), ve kterych pak byla stanovena aktivita NADP-ME, PEPC
a PPDK (viz. 2.4.4) a obsah bilkovin (viz.2.4.8). Rostlinn¢ extrakty byly také pouzity
pro elektroforetickou separaci proteini za nedenaturujicich 1 denaturujicich podminek

(viz. 2.4.5).
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3.2.1 Aktivita NADP-ME, PEPC a PPDK v riznych ¢éastech rostliny

Nicotiana benthamiana

Aktivita enzymu byla stanovena (viz. 2.4.4) v extraktech a vypocitana ze zmén
absorbance pfi 340 nm. Uvedena hodnota je prumér tfi méfeni. Enzymova aktivita byla
vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materidlu a také na mnozstvi bilkovin
obsazenych ve vzorcich, tedy jako specificka aktivita.

Aktivita NADP-ME (viz. obr. 3.25), PEPC (viz. obr. 3.2.6) 1 PPDK
(viz. obr. 3.2.7) postupné v nadzemnich c¢astech klesa od nejvrchngjSich ke spodnim
listim, stejné tak od vrchnich ¢asti stonka ke spodnim. Zjisténa aktivita NADP-ME
1 PPDK v kofenech je pomérné vysoka, naopak aktivita PEPC je v kotenech Nicotiana

bhenthamiana nizka.
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Obr. 3.2.5 Aktivita NADP-ME vztazena na gram Cerstvé hmotnosti v riiznych castech
rostliny Nicotiuna benthamiana. U listy (LNV — nejvrchnéj$i; LN — vrchni; LV-
stiedni; LD - dolni) [J ¢asti stonkt (SV - vrchni; SD — dolni) a [ kofeny.
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Obr. 3.2.6 Aktivita PEPC vztazena na gram cerstvé hmotnosti v riiznych ¢astech
rostliny Nicotiana benthamiana. [ listy (LNV — nejvrchngj$i. LN — vrchni; LV -
sttedni: LD - dolni) (O ¢&asti stonka (SV — vrchni; SD — dolni) a koteny.
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Obr. 3.2.7 Aktivita PPDK vztazena na gram Cerstvé hmotnosti v riznych castech
rostliny Nicotiana benthamiana. J listy (LNV — nejvrchnéj8i; LN - vrchni; LV-
stredni; LD — dolni) 1 ¢asti stonkd (SV — vrchni; SD — dolni) a |l kofeny.
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3.2.2 Vyskyt isoforem NADP-ME v raznych ¢astech rostliny

Nicotiana benthamiana

Pro detekce isoenzymového slozeni NADP-ME v rtznych ¢astech rostliny
Nicotiana benthamiana byla provedena elektroforeticka separace proteinl rostlinnych
extraktl (viz. 2.4.5) v 6% polyakrylamidovém gelu za nedenaturujicich podminek.
Nasledovala inkubace geld v 1dzni umoznujici detekci NADP-ME (viz. 2.4.6).

Intenzita prouzkd je umérna aktivitt NADP-ME. Masivni prouzky odpovidaji
nejvysSi aktivite NADP-ME, ktera je nejvyssi v nejvrchngjSich a vrchnich listech
(viz. obr. 3.2.8). Ptitomnost pouze jednoho prouzku v nejvrchnéjsich a vrchnich listech,
ale 1 kofenech rostliny Nicotiana benthamiana svédei pro pkitomnost pouze jedné
isoformy v téchto rostlinnych ¢astech. Pro porovnani byly naneseny extrakty zhotovené
z listl rostliny Nicotiana tubacum a ze semen 1 listd kukufice. Také zde (listy kukufice a
rostliny Nicotiana tabacum) je patrny pouze jeden intenzivni prouzek stejné
elektroforetické pohyblivosti jako byl detekovan v kotenech rostliny Nicotiana
benthamiana. lsoforma ptitomna v nejvrchngjSich a vrchnich listech vykazuje nizsi
elektroforetickou pohyblivost.

Ve stiednich a dolnich listech, ale také ve stoncich jsou znatelné dva prouzky, coz

naznacuje pritomnost dvou isoforem tohoto enzymu.

A

Obr. 3.2.8 Detekce NADP-ME po nativni elektroforéze v 6% polyakrylamidovém
gelu. Aplikovany extrakty pripravené ze smésnych vzorkll rliznych ¢asti rostlin
Nicotiana benthamiana (draha 1 az 7), lista rostlin Nicotiana tabacum, listi a semen

kukurice.
Draha 1 — nejvrchné;si listy (15,8 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),
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Draha 2 - vrchni listy (7,6 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha 3 - stredni listy (6,5 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha 4 - dolni listy (2,7 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha S - vrchni ¢asti stonkl (10,1 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),
Draha 6 - dolni casti stonki (4,1 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),
Draha 7 - kofeny (6,7 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),

Draha 8 - listy kukufice (12,2 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),
Driaha 9 - semena kukurice (18,0 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu),
Draha 10 - listy Nicotiana tabacum (8,4 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu).
A - znadi isoformy s nizsi elektroforetickou pohyblivosti

B - znaci i1soformy s vys$si elektroforetickou pohyblivosti.

Sipky oznacuji jednotlivé isoformy se stejnou elektroforetickou pohyblivosti

ve stfednich a dolnich listech, vrchnich a dolnich ¢astech stonkt a kofenech rostliny
Nicotiana benthamiana.

3.2.3 Obsah bilkovin vraznych ¢astech rostliny Nicotiana

benthamiana

Mnozstvi rozpustnych bilkovin ve vzorcich bylo stanoveno metodou podle
Bradfordové (viz. 2.4.8) a pfepocitano na mnozstvi bilkovin vztazenych na gram erstvé
hmotnosti jednotlivych rostlinnych ¢asti.

Obsah rozpustnych bilkovin ve vzorcich a mnozstvi bilkovin vztazené na Cerstvou
hmotnost rostlinného materialu (viz. tabulka 3.2.2) klesa od nadzemnich ¢asti rostliny

ke kofeniim. V mladych vyvijejicich se listech je zastoupeni proteinti nejvyssi.

Tabulka 3.2.2 Obsah rozpustnych bilkovin ve vzorcich riznych c¢asti rostlin Nicotiana
benthamiana a mnozstvi bilkovin vztazenych na gram Cerstvé hmotnosti rostlinného

matenalu.

obsah smérodatna obsah smérodatna
bilkovin odchylka bl'll](ovin odchylka
" . mg.g— Cerstveé
Cast rostliny [mg.ml'] [ hi‘i)tnosti]
nejvrchng)si listy 6.6 1,4 10,7 0,7
vrchni listy 1,7 0.2 4.1 1,2
stiedni listy 1,7 0,1 3,7 0,5
dolni listy 09 0.3 1,8 0,7
vrchni ¢asti stonku 0,5 0.1 1.3 0,3
dolni ¢asti stonku 0.4 0,1 0,8 0,2

koteny 0,5 0,0 0,7 0,6
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3.3 Vliv virové infekce na NADP-ME, PEPC a PPDK

V tomto pokuse bylo pouzito 50 rostlin Nicotiana benthamiana a stejné mnoZzstvi
transgennich rostlin Nicotiauna benthamiana s vnesenym genem pro virovy nestrukturni
protein HC-Pro A viru bramboru (PVA). Ve stafi ¢ty tydnu byla polovina rostlin
infikovana Y virem bramboru kmene NTN (PVY™™) a druha byla pouzita jako
kontrolni (viz. 2.4.1). Rostliny Nicotiana benthamiana byly tedy rozdéleny na
25 kontrolnich rostlin a 25 infikovanych PVYN'™. Stejné tak tomu bylo i u transgennich
rostlin. Kontrolni rostliny nebyly infikovany zadnym virem a byly péstovany oddélené
od infikovanych.

Desaty den infekce byly ve vSech skupinach odebrany kvéty i prvni plné vyvinuté
listy a byly znich zhotoveny smé&sné vzorky (viz. 2.4.2). Sedmnacty den byl pokus
ukon¢en a byly odebrany vzorky z riznych ¢asti rostlin (kvéty, piné vyvinuté listy,
stonky a kofeny). Smésné vzorky byly pouzity pro zhotoveni rostlinnych extrakti
(viz. 2.4.3), v kterych byla stanovena aktivita NADP-ME, PEPC a PPDK (viz. 2.4.4)
1 mnozstvi proteind (viz. 2.4.8). Proteiny extrakti byly separovany elektroforézou za
nedenaturuyjicich 1 denaturujicich podminek (viz. 2.4.5).

Obsah virovych proteint v infikovanych rostlinach byl ovéfen imunochemicky

(metodou DAS-ELISA).

3.3.1 Relativni obsah viru v rostlinach Nicotiana benthamiana
Relativni obsah PVY™N'™ v infikovanych rostlinach byl stanoven imunochemickou
metodou DAS-ELISA pomoci protilatek proti virovému obalovému proteinu (viz.
2.4.7). Obsah viru byl stanoven ve smésnych vzorcich vrchnich listi rostlin.
Absorbance pfi 405 nm je pfimo umérna mnozstvi virovych ¢astic a konkrétni hodnoty
Jsou uvedeny v tabulce (viz. tabulka 3.3.3). V kontrolnich rostlinach nebyla detekovana
ptitomnost virovych castic. V infikovanych rostlinach se mnozstvi virovych ¢astic
zvySuje v zavislosti na dob€ po inokulaci, 17. den je vy$si nez 10. den infekce. Nebyl
zaznamenan vyrazny rozdil mezi obsahem viru v rostlinach Nicotiana benthamiana a

v transgennich rostlinach.
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Tabulka 3.3.3 Relativni obsah PVYN™ 10. a 17. den infekce u rostlin Nicotiuna
benthamiana a transgennich rostlin s vnesenym genem pro HC-Pro protein. Stanoveno
metodou DAS-ELISA. Ciselné hodnoty udavaji absorbanci pfi 405 nm.

kontrolni
rostliny 10.den infekce 17. den infekce
Nicotiana benthamiana 0,000 0014 0,089
Nicotiana benthamiana
(HC-Pro) 0,000 0,045 0,123

3.3.2 Vliv virové infekce na aktivitu NADP-ME v rostlinach Nicotiana
benthamiana

Aktivita NADP-ME byla stanovena (viz. 2.4.4) v extraktech pfipravenych ze
smésnych vzorku riznych ¢asti rostlin Nicotiana benthamiana a transgennich rostlin.

Vysledna hodnota aktivity NADP-ME byla vztazena na mnozstvi rozpustnych
bilkovin v rostlinnych extraktech, tedy jako specifickd aktivita a na gram cerstvé
hmotnosti rostlinného matenalu.

Aktivita NADP-ME v infikovanych rostlinach byla porovnana s aktivitou
NADP-ME v kontrolnich rostlinach (viz. obr. 3.3.9 — rostliny Nicotiana benthamianu;
obr. 3.3.10 — transgenni rostliny). Nejvys$si aktivita NADP-ME byla stanovena 10. den
infekce v kvétech obou sledovanych druht rostlin. V ostatnich rostlinnych ¢astech byla
zjisténa nizSi aktivita NADP-ME. V transgennich rostlinaich doslo 17. den virové
infekce k vyraznému narustu aktivity NADP-ME v kvétech a to az na 350 %
v porovnani s kontrolnimi rostlinami. V ostatnich rostlinnych c¢astech neni aktivita
NADP-ME pusobenim virové infekce vyrazné ovlivnéna (neni rozdil mezi kontrolnimi
a infikovanymi rostlinami). V rostlinach Nicotiana benthamiana byla 17. den infekce
zjisténa zvySena aktivita ve stoncich a kofenech. V kofenech transgennich rostlin

nebylo zvys$eni zaznamenano.
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Obr. 3.3.9 Aktivita NADP-ME vztazena na Cerstvou hmotnost v riiznych Castech
kontrolnich a infikovanych PVYN'™ rostlin Nicotiana benthamiana: kontrolni rostliny,
10.den a 17. den infekce: infikované pyvyN™ rostliny, 10. den a 17.den
infekce.
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Obr. 3.3.10 Aktivita NADP-ME vztazena na Cerstvou hmotnost v riznych ¢astech
kontrolnich a infikovanych PVYN'™ rostlin Nicotiana benthamiana s vhesenym genem
pro HC-Pro: kontrolni rostliny, 10.den a 17. den infekce; infikované PVYN'™
rostliny, 10. den  a 17.den infekce.
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3.3.3 Vliv virové infekce na vyskyt isoforem NADP-ME v rostlinach

Nicotiana benthamiana

Nativni elektroforetické separace v nedenaturujicim prostfedi umoziuji naslednou
detekci NADP-ME piimo v gelu. Detekce NADP-ME byla provedena inkubaci gelu ve
specifické barvici lazni (viz. 2.4.6). PoCet barevnych prouzku v dané draze odpovida
pritomnosti vice 1soforem NADP-ME v jedné rostlinné ¢asti. V souladu s vysledky
predchoziho pokusu (viz. 3.2.2) byly v listech i stoncich detekovany dva prouzky a
v kofenech pouze jeden. V tomto pokuse byly odebrany také kveéty, v kterych byly
detekovany tif1 prouzky. Nebyl zaznamenan rozdil v isoenzymovém slozeni mezi
rostlinami  Nicotiana  benthamiana a transgennimi rostlinami (viz. obr. 3.3.11 a

obr. 3.3.12). Podobn¢ 1 mezi skupinami infikovanych a kontrolnich rostlin.

KV I KV 1 ST KR KV L KV L ST KR

17

Obr. 3.3.11 Detekce NADP-ME po nativni elektroforéze smésnych vzorkl riznych
Casti rosthin Nicotiana benthamiana (kontrolnich a infikovanych) v 6%
polyakrylamidovém gelu.

Draha 1,7 - kvét, 10. den virové infekce (36,8 ug: 39.5 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 2, 8 - list, 10. den virové infekce (17,4ug; 10,7 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 3, 9 - kvét, 17. den virové infekce (20,9ug; 15,7 pg rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 4,10 - list, 17. den virové infekce (38 pg; 21,5 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha §, 11 - stonek,17. den virové infekce (15 pg; 16,4 pg rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).
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Draha 6, 12 - koten, 17. den virové infekce (4,2 ug: 5,7 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

A — oznacuje vyskyt tfi isoforem (ti prouzky) v kvétech

B - oznacuje vyskyt pouze jedné isoformy (jeden prouzek) v kofenech

Sipky oznacuji vyskyt dvou isoforem (dva prouzky) v listech a stoncich.

KONTROLY C o a ey
~10.den. ~  17.den 10.den ~ _17.den_

KV L KV L ST KR KV L KV L ST KR,

A
f7

Obr. 3.3.12 Detekce NADP-ME po nativni elektroforéze smeésnych vzorkl riznych
¢asti transgennich rostlin (kontrolni a infikovan€) Nicotiana benthamiana s vnesenym
genem pro HC-Pro protein v 6% polyakrylamidovém gelu.

Draha 1,7 - kvét, 10. den virové infekce (28,9 pg, 24,4 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 2, 8 - list, 10. den virové infekce (19,9 ug, 14,2 pg rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 3, 9 - kvét, 17. den virové infekce (23 pg, 25,3 pg rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 4,10 - list, 17. den virové infekce (25,7 ug, 22,4 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Dréaha 5, 11 - stonek,17. den virové infekce (9,3 pg, 8,6 pg rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 6, 12 - kofen, 17. den virové infekce (6,2 pg, 8,9 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

A — oznacuje vyskyt tfi isoforem (tfi prouzky) v kvétech

B — oznacCuje vyskyt pouze jedné isoformy (jeden prouzek) v kofenech

Sipky oznacuji vyskyt dvou isoforem (dva prouzky) v listech a stoncich.
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3.3.4 Vliv virové infekce na aktivitu PEPC v rostlinach Nicotiana

benthamiana

Aktivita PEPC byla stanovena (viz. 2.4.4) vextraktech zrostlin Nicotiana
benthamiana a 7 transgennich rostlin. Hodnota aktivity PEPC byla vztazena na
mnozstvi rozpustnych bilkovin v rostlinnych extraktech, tedy jako specificka aktivita a
na gram cerstvé hmotnosti rostlinného materialu. Aktivita PEPC v infikovanych
rostlinach byla porovnana s aktivitou PEPC v kontrolnich rostlinach (viz. obr. 3.3.13 —
rostliny Nicotiana benthamiana;, obr. 3.3.14 — transgenni rostliny).

Aktivita PEPC v infikovanych rostlinach Nicotiana benthamiana (i transgennich
rostlinach) se vyznamné nelisila od aktivity PEPC v kontrolnich rostlinach. 10. ani
17.den virové infekce, nebyl zjistén rozdil mezi aktivitami PEPC stanovenymi

v kvétech a listech rostlin Nicotiuna benthamiuna.

0,10

aktivita PEPC
o

[umol.mi’.g"]
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(@] o o o
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kvet list kvét list stonek koren
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cast rostliny

Obr. 3.3.13 Aktivita PEPC vztazena na cerstvou hmotnost v riiznych ¢astech
kontrolnich a infikovanych PVYN'™ rostlin Nicotiana benthamiana: kontrolni rostliny,
10.den a 17 den infekce: infikované PVYNN rostliny, 10. den a 17.den
infekce.
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Obr. 3.3.14 Aktivita PEPC vztazena na cerstvou hmotnost v ruznych c¢astech
kontrolnich a infikovanych PVYN'™ rostlin Nicotiana benthamiana s vnesenym genem
pro HC-Pro: kontrolni rostliny, 10.den a 17. den infekce; infikované¢ PVYN'™
rostliny, 10. den al7.den  infekce.

3.3.5 Vliv virové infekce na aktivitu PPDK v rostlinach Nicotiana
benthamiana

V rostlinnych extraktech byla stanovena aktivita PPDK (viz. 2.4.4). Enzymova
aktivita byla vztazena na mnozstvi rozpustnych proteinu v extraktu a na gram cerstvé
hmotnosti rostlinného materialu. Aktivita PPDK v infikovanych PVYN'™ rostlinach byla
porovnana s aktivitou PPDK v kontrolnich rostlinach (viz. obr. 3.3.15 - rostliny
Nicotiana benthamiana; obr. 3.3.16 — transgenni rostliny).

V infikovanych rostlinach Nicotiuna benthamiana neni aktivita PPDK piisobenim
virové infekce vyrazné ovlivnéna a to ve vSech rostlinnych ¢astech. Stanoveni 10. a
17. den virové infekce se také nelisi. V transgennich rostlinach doslo 17. den infekce
k narastu aktivity PPDK v kvétech infikovanych rostlin (na 350 % v porovnani

s kontrolnimi  rostlinami), v ostatnich rostlinnych ¢€astech nebyl vliv infekce

zaznamenan.
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Obr. 3.3.15 Aktivita PPDK vztaZzena na Cerstvou hmotnost v riiznych c¢astech
kontrolnich a infikovanych PVYN'™ rostlin Nicotiana benthamiana: kontrolni rostliny,

10.den a 17. den infekce; infikované PVY"™'™ rostliny, 10. den -+ a 17.den %
infekce.
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Obr. 3.3.16 Aktivita PPDK vztazena na cerstvou hmotnost v riznych castech
kontrolnich a infikovanych PVY™'™ rostlin Nicotiana benthamiana s vhnesenym genem
pro HC-Pro: kontrolni rostliny, 10.den a 17. den infekce; infikované PVYN'™
rostliny, 10. den al7.den  infekce.
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3.3.6 Vliv virové infekce na mnozstvi proteinu v rostlinach Nicotiana
benthamiana

Obsah proteind v riznych ¢astech rostlin (ve vSech sledovanych skupinach) byl
stanoven metodou podle Bradfordové (viz. 2.4.8). Mnozstvi rozpustnych bilkovin ve
vzorcich bylo pfepocitano na gram Cerstvé hmotnosti rostlinného materialu.

Jak vyplyva z hodnot uvedenych v tabulkach (tabulka 3.3.4 - rostliny Nicotiana
benthamiana, tabulka 3.3.5 — transgenni rostliny), mnozstvi proteini se snizuje od
hornich nadzemnich ¢asti smérem ke kofenum, maxima dosahuji v kvétech. Vlivem
infekce PVY™'™ se jejich obsah vyznamné neméni (v rostlinach Nicotiana benthamiana
1 transgennich rostlinach). Pouze 17.den infekce byla stanovena vy$$i mnozstvi proteinu

v kvétech infikovanych transgennich rostlin.

Tabulka 3.3.4 Mnozstvi rozpustnych bilkovin 10. a 17. den virové infekce vztazené na
gram Cerstvé hmotnosti v ruznych ¢astech rostliny Nicotiana benthamiana.

kontrolni rostliny : ‘ :

Nicotiana benthamiana

obsah smérodatna obsah smérodatna
¢ast rostliny bilkovin odchylka bilkovin odchylka
[mgg'] [mgg']
10. den
kvét 4.65 0,00 4,65 0,00
list 2,52 0,20 1,89 0,42
17. den
kvet 3,13 1,06 2,34 1,70
list 3,32 0,00 2,36 0,61
stonek 1,63 0,09 1,38 0,48
kofen 0,52 0,31 0,66 0,02
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Tabulka 3.3.5 Mnozstvi rozpustnych bilkovin 10. a 17.den virové infekce vztazené na
gram cerstvé hmotnosti v riznych ¢astech rostliny Nicotiana benthamiana s vnesenym
genem pro virovy nestrukturni protetn HC-Pro.

kontrolni rostliny

Nicotiana benthamiana (HC-Pro)

obsah smérodatna obsah smérodatna
¢ast rostliny bilkovin odchylka bilkovin odchylka
[mg.g'] [mg g
10. den
kvét 4,34 0,00 3,66 0,00
list 2.98 0,00 2,13 0,00
17. den
kvet 1,59 0,00 3,80 0,00
hist 3,85 0,00 3,37 0,00
stonek 1.40 0,21 1,30 045
koten 0,92 0,00 1,34 0,44

3.4 Studium NADP-ME, PEPC a PPDK v pribéhu virové

infekce

Cilem tohoto pokusu bylo podrobngj$i sledovani vlivu virové infekce na

sledovan¢ enzymy NADP-ME, PEPC a PPDK.

Pro tento experiment bylo pouzito 70 rostlin Nicotiana benthamiana a

60 transgennich rostlin Nicotiuna benthamiana s vnesenym genem pro nestrukturni

virovy HC-Pro protein. Rostliny byly pé€stovany za definovanych podminek (viz. 2.4.1)

ve skleniku. Ve stari sedmi tydna byla polovina rostlin infikovana pvyN™N (oznacené
) yla p

jako infikovan¢). Ve vsech skupindch rostlin byly v prubéhu virové infekce (0. az 26.

den) tfikrat tydn¢ odebirany prvni pIn€ vyvinuté listy. 26. den byl pokus ukoncen a byly

odebrany ruzné casti rostlin - kvéty, listy, stonky a koteny (viz. 2.4.2).
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3.4.1 Relativni obsah viru v priabéhu virové infekce v rostlinach

Nicotiana benthamiana

Relativni obsah virovych &astic PVY NN bitomnych v infikovanych rostlinach
Nicotiana benthamiana a transgennich rostlinach Nicotiana benthamiana s vnesenym
genem pro HC-Pro protein byl stanoven imunochemickou metodou DAS-ELISA
(viz. 2.4.7). Pro stanoveni byly pouzity smésné vzorky vrchnich listii rostlin. Hodnoty
absorbance pfi 405 nm jsou pfimo umémé mnozstvi virovych ¢astic a jsou uvedeny
v tabulce (viz. tabulka 3.4.6). V kontrolnich rostlinach nebyla detekovana ptitomnost
PVYN™ Mnozstvi virovych proteinii v infikovanych rostlinach roste v zavislosti na

dobe¢ po inokulaci virem.

Tabulka 3.4. Relativni obsah PVYN'™ v pribéhu infekce u rostlin Nicotiana
henthamiana a transgennich rostlin s vnesenym genem pro HC-Pro protein. Stanoveno
metodou DAS-ELISA. Ciselné hodnoty udavaji absorbanci pii 405 nm.

Doba po inokulaci virem PVY"™ [den]

kontrolni
rostliny 2 S 9 15 21

_Nicotiana benthamiana 0,000 0,004 0,007 0,010 0,075 0,140

kontrolni
_rostliny 2 5 9 19 26
Nicotiana benthamiana
(HC-Pro) 0,000 0,004 0,022 0,042 0,036 0,075

3.4.2 Sledovani aktivity NADP-ME v prabéhu virové infekce

Aktivita NADP-ME (viz. 2.4.4) byla stanovena v extraktech pfipravenych ze
smésnych vzorka prvnich piné vyvinutych listi odebiranych 0. az 26. den infekce.
Enzymova aktivita byla vztazena na mnozstvi proteini (specificka aktivita) a na
cerstvou hmotnost rostlinného materialu. 26. den infekce byly odebrany ruzné casti
rostlin - kvéty, listy, stonky a kofeny. Aktivita NADP-ME v infikovanych rostlinach
byla porovnana s aktivitou NADP-ME v kontrolnich rostlinach a byla procentualné

vyjadrena. 100 % je aktivita NADP-ME ve zdravych kontrolnich rostlinach.
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Pusobenim virové infekce nedochazi k vyznamnému ovlivnéni aktivity
NADP-ME v rostlinach  Nicotiana  benthamiana, ani v transgennich rosthinach
(viz. obr. 3.4.17). Neni rozdil v prub&éhu virové infekce v obou druzich sledovanych
rostlin.

26. den infekce dochdzi k mimému zvySeni aktivity NADP-ME ve vsech
rostlinnych castech, mimo lista rostlin Nicotiuna benthamiana a stonkl transgennich
rostlin (viz. obr. 3.4.18). Nejvyssi aktivita byla zaznamenana v kofenech obou typu
rostlin. V infikovanych PVY™N'™ rostlinach Nicotiana benthamiana do$lo k nartstu
aktivity NADP-ME v kotenech na 180 % oproti kontrolnim rostlinam a v transgennich

rostlinach na 215 %.

250
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150
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aktivita NADP-ME [%]
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Obr. 3.4.17 Aktivita NADP-ME vztazena na Cerstvou hmotnost vyjadrena v %

v rostlinach Nicotiana benthamiana a transgennich rostlinach s vnesenym
genem pro HC-Pro protein. Aktivita NADP-ME ve zdravych kontrolnich rostlinach je
rovna 100 %. Sledovano 0. az 26. den virové infekce.
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Obr. 3.4.18 Aktivita NADP-ME vztazena na cerstvou hmotnost vyjadiena v %

v riznych ¢astech rostlin Nicotiana benthamiana a transgennich rostlin

s vnesenym genem pro HC-Pro protein. Aktivita NADP-ME ve zdravych kontrolnich
rostlinach je rovna 100 %. Stanoveno 26. den virové infekce.

3.4.3 Stanoveni relativnich molekulovych hmotnosti jednotlivych
isoforem NADP-ME

Byla stanovena molekulova hmotnost isoforem NADP-ME vyskytujicich se
v riznych castech rostlin Nicotiana benthamiana a transgennich rostlin Nicotiana
benthamiana s vnesenym genem pro virovy protein HC-Pro. Proteiny rostlinnych
extrakta pfipravené ze smésnych vzorku (viz. 2.4.2) kvéta, listl, stonkd 1 kofeni
kontrolnich a infikovanych PVYN'™ rostlin byly elektroforeticky separovany
v nedenaturujicim prostiedi. Separace probihala v gelech o c¢tyfech rliznych
koncentracich akrylamidu. Thned po skonceni elektroforézy byly gely inkubovany
v barvici laznt pro detekci aktivity NADP-ME (viz. 2.4.6).

Pro vypocet relativnich molekulovych hmotnosti jednotlivych isoforem
NADP-ME bylo vyuzito komer¢nich standardil firmy Sigma pro nativni elektroforézu
v ruzné¢ koncentrovanych akrylamidovych gelech (viz. 2.4.9) Kalibracni graf I
(viz. 3.4.19) byl sestrojen na zakladé namétrenych relativnich pohyblivosti jednotlivych

standardul (Ry; viz. obr. 2.4.2, str. 29) v gelech o rizné koncentraci akrylamidu. Vzniklé
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body byly prolozeny primkovou zavislosti. Smérnice kazdé zavislosti byla oznacena
jako retardacni koeficient (Kg, viz. 2.4.9). Zaporna hodnota Ky byla vynesena proti
relativni molekulové hmotnosti standardniho proteinu - Kalibracni graf II (viz. 3.4.20),
z kter¢ho byly urCeny pftiblizné relativni molekulové hmotnosti isoforem NADP-ME
detekované v ruznych castech rostliny Nicotiana benthamiana.

Pocet prouzkii odpovida zfeymé pocétu isoforem NADP-ME ptitomnych
v jednotlivych ¢astech rostlin.V kofenech obou typu sledovanych rostlin byl detekovan
pouze jeden prouzek (viz. obr. 3421 - rostliny Nicotiana benthamiana a
obr. 3.4.22 — transgenni rostliny). Tato isoforma se vyskytuje ve vSech sledovanych
rostlinnych C¢astech, nebot” ve vSech rostlinnych ¢astech byl detekovan prouzek se
stejnou elektroforetickou pohyblivosti. Je ptitomna 1 v listech kukufice, které byly
aplikovany do gelu pro porovnani. Dva prouzky jsou patrné v dospélych listech a
stoncich. Druhy prouzck (s nizsi elektroforetickou pohyblivosti nez ptedesly) se
vyskytuje 1 v kvétech, kde byla navic detekovana tieti isoforma. V transgennich
rostlinach byly vysledky detekce shodné.

Nebyl zaznamenan rozdil mezi zdravymi a kontrolnimi rostlinami. Z obrazkl
(viz. obr. 3.4.21 a obr. 3.4.22) je patrné, ze se nelisi poCet prouzki ani jejich intenzita.
Priblizné hodnoty relativnich molekulovych hmotnosti  jednotlivych isoforem
v nativnim stavu jsou uvedeny v tabulce (viz. tabulka 3.4.7). Cisla v zavorkach udavaji

velikost jedné podjednotky (v pripadé tetrameru).

Tabulka 3.4.7 Pritomnost isoforem NADP-ME v kvétech, listech, stoncich a kofenech
rostlin Nicotiana benthamiana a transgennich rostlin s vnesenym genem pro HC-Pro
protein Cislo udava ptibliznou relativni molekulovou hmotnost nativniho proteinu,
v zavorce je uvedena M, monomeru v ptipadé, Ze se jedna o tetramer. + / - znaci
pfitomnost / nepfitomnost jednotlivych isoforem.

Relativni molekulova hmotnost (M,)

272 000 248 000 136 000

¢ast rostliny (68 000) (62 000) (34 000)
kvét + + +
list + + -
stonek + + -
kofen - + -
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Obr. 3.4.19 Kalibraéni graf I pouzity pro vypocet relativnich molekulovych hmotnosti
isoforem NADP-ME v riznych c¢astech rostliny Nicotiuna benthamiana.a transgenni
rostliny Sestrojen na zakladé rozdilné relativni pohyblivosti (Rf) komer¢nich standardu
pro nativni elektroforézu v ruzné koncentrovanych polyakrylamidovych gelech.

Osay - 100 x [log (R x 100)]; osa x — koncentrace akrylamidu v gelu.

O - vajec¢ny albumin

A - hovézi sérovy albumin (monomer)
A - hovézi sérovy albumin (dimer)

® _ karboanhydrasa

¢ - o—laktalbumin

0 50 100 150
M, (x 10°)
y = 0,0549x + 4,0464; R? = 0,9366
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Obr. 3.4.20 Kalibraéni graf II pouzity pro vypocet relativnich molekulovych
hmotnosti (M;) 1soforem NADP-ME detekovanych v riznych ¢astech rostliny Nicotiana
benthamiana a transgenni rostliny.

Osa y - zaporna hodnota retarda¢niho koeficientu (Kg); osa x — relativni molekulova
hmotnost (M,.10%). R? — koeficient determinace.

NTH

KONTROLY . IMEECOVANE RUY
KV L ST KR||KV L sT KR[ K

Obr. 3.4.21 Detekce NADP-ME po nativni elektroforéze smésnych vzorki ruznych
¢asti rostlin Nicotiana benthamiana (kontrolnich a infikovanych) a listd kukufice v 6%
polyakrylamidovém gelu. Stanoveno 26. den virové infekce.

Draha 1 a § — kvét kontrolni a infikovany (35,3 ug; 34,0 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 2 a 6 — list kontrolni a infikovany (25,3 ug; 23,7 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 3 a 7 — stonek kontrolni a infikovany (17,1 pg; 19,3 pg rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 6 a 8 - koten kontrolni a infikovany (13,9 pg; 14,5 pg rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 9 — list kukufice (26,7 pg rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu)

A - oznacuje vyskyt tfi isoforem (tfi prouzky) v kvétech

B — oznaluje vyskyt pouze jedné isoformy (jeden prouzek) v kotenech

Sipky oznacuji vyskyt dvou isoforem (dva prouzky) v listech a stoncich.
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Obr. 3.4.22 Detekce NADP-ME po nativni elektroforéze smésnych vzorki riznych
casti transgenni rostliny Nicotiana benthamiana s vnesenym genem pro HC-Pro protein
(kontrolnich a infikovanych) a listii kukufice v 6% polyakrylamidovém gelu. Stanoveno
26. den virové infekce.

Draha 1 a § - kvét kontrolni a infikovany (39,4 pg: 31,5 pg rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 2 a 6 — list kontrolni a infikovany (27,3 pg; 29,7 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 3 a 7 - stonek kontrolni a infikovany (21,8 pg: 22.2 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 6 a 8 — kofen kontrolni a infikovany (8,9 pg; 13,3 ug rozpustnych bilkovin
rostlinného extraktu).

Draha 9 - list kukuftice (31,8 ug rozpustnych bilkovin rostlinného extraktu)

A — oznacuje vyskyt tfi isoforem (tfi prouzky) v kvétech

B - oznacuje vyskyt pouze jedné isoformy (jeden prouzek) v kotenech

Sipky oznaduji vyskyt dvou isoforem (dva prouzky) v listech a stoncich

3.4.4 Sledovani aktivity PEPC v pribéhu virové infekce
Aktivita PEPC byla stanovena (viz. 2.4.4) v extraktech ptipravenych z pokusnych
rostlin. V den ukonc¢eni pokusu (26. den infekce) byly odebrany rtizné ¢asti rostlin

(kvéty, histy, stonky a kofeny). Aktivita PEPC v infikovanych rostlinach byla porovnana
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s aktivitou PEPC v kontrolnich rostlinach a byla vyjadiena v procentech. 100 % je
aktivita PEPC ve zdravych kontrolnich rostlinach.

U infikovanych rostlin nebyly pozorovany prikazné zmény aktivity PEPC
v dospélych listech v porovnani s Kontrolnim rostlinam. Transgenni rostliny
nevykazovaly vyrazné rozdily ve zménach aktivity PEPC v porovnani s rostlinami
Nicotiuna benthamiana a to ani posledni den pokusu (viz. obr. 3.4.23). 26. den byla
vlivem virové infekce zaznamenana zvySena aktivita PEPC v kotenech obou druhi
sledovanych rostlin Nicotiana benthamiana (viz. obr. 3.4.24). Aktivita PEPC byla

zvySena na 200 % oproti kontrolnim rostlinam.

250

N
o
o
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aktivita PEPC [%]

N
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doba po inokulaci virem PVY "N [denj

Obr. 3.4.23 Aktivita PEPC vztazena na Cerstvou hmotnost vyjadiena v % v rostlinach
Nicotiana benthamiana  a transgennich rostlinach s vnesenym genem pro HC-Pro
protein. Aktivita PEPC ve zdravych kontrolnich rostlinach je rovna 100 %. Sledovano
0. az 26. den virove infekce.
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Obr. 3.4.24 Aktivita PEPC vztazena na Cerstvou hmotnost vyjadiend v % v riiznych
¢astech rostlin Nicotiauna benthamiana  a transgennich rostlin s vnesenym genem
pro HC-Pro protein. Aktivita PEPC ve zdravych kontrolnich rostlinach je rovna 100 %.
Stanoveno 26. den virové infekce.

3.4.5 Sledovani aktivity PPDK v pribéhu virové infekce

V extraktech zhotovenych ze smésnych vzorku dospélych lista byla stanovena
aktivita PPDK (viz. 2.4.4). Listy byly odebirany tfikrat tydn¢ v prib¢hu 0. az 26. den
infekce. 26. den byl pokus ukoncen a byly odebrany riizné ¢asti rostlin. Aktivita PPDK
byla vztazena na mnozstvi proteini (specificka aktivita) a na cerstvou hmotnost
rostlinného matenialu. Aktivita PPDK v infikovanych rostlindich byla porovnana
s aktivitou PPDK v kontrolnich rostlinach a byla procentualné vyjadfena. 100 % je
aktivita PPDK ve zdravych kontrolnich rostlinach.

Virova infckce nezpusobuje zasadni zmeny aktivity PPDK v dospélych listech
rosthin Nicotiuna benthamiana a transgennich rostlin (viz. obr. 3.4.25). Ob¢ skupiny
rostlin vykazuji podobny charakter zmén, a to jak v pribéhu virové infekce, tak
1 kone¢ny den. V obou skupinach dochazi 26. den k naristu aktivity PPDK v kotenech
(viz. 3.4.26). V transgennich infikovanych rostlinach je aktivita PPDK zvy3ena na

320 % oproti kontrolnim rostlinam a v rostlinach Nicotiuna benthamiana na 270 %.



VYSLEDKY 59

aktivita PPDK  [%]

o 2 5 7 9 12 15 19 21 23 26

doba po inokulaci viremPVY "™ [den]

Obr. 3.4.25 Aktivita PPDK vztazena na Cerstvou hmotnost vyjadiena v % v rostlinach
Nicotiuna benthamiana <+ a transgennich - rostlinach s vnesenym genem pro HC-Pro
protein. Aktivita PPDK ve zdravych kontrolnich rostlinach je rovna 100 %. Sledovano
0. az 26. den virove infekce.
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Obr. 3.4.26 Aktivita PPDK vztazena na Cerstvou hmotnost vyjadiena v % v ruznych
¢astech rosthin Nicotiuna benthamiana’,; a transgennich - - rostlin s vnesenym genem
pro HC-Pro protein. Aktivita PPDK ve zdravych kontrolnich rostlinach je rovna 100 %.
Stanoveno 26. den virové infekce.
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3.4.6 Sledovani mnozstvi bilkovin v pribéhu virové infekce

Obsah rozpustnych proteini v extraktech zdravych kontrolnich a infikovanych
rostlin byl stanoven metodou podle Bradfordové (viz. 2.4.8). Mnozstvi bilkovin bylo
prepocitano na gram cerstvé hmotnosti a vyjadieno v procentech. 100 % je mnozstvi
bilkovin v kontrolnich rostlinach.

Obsah proteint v prubéhu virové infekce v infikovanych rostlinach Nicotiana
benthamiana (1 v transgennich rostlinach) se vyrazné¢ neliSi od obsahu proteini
v kontrolnich rostlinach. Presné hodnoty jsou uvedeny v tabulce (rostliny Nicotiana
benthamiana viz. tabulka 3.4.8 a transgenni rostliny viz. tabulka. 3.4.9). Z téchto
infekce.

26.den (ukonc¢eni pokusu) bylo také sledovano mnozstvi proteind v riiznych
¢astech kontrolnich 1 infikovanych rostlin (kvéty, pIn€ vyvinuté listy, stonky a kofeny).
Konkrétni hodnoty jsou uvedeny v souhrnné tabulce (viz. tabulka 3.4.10). Souhlasné
s pokusem 3.2 (viz. 3.2.3) obsah proteini klesa od hornich ¢asti rostliny — kvéty, ke
spodnim - kofeny. Ve vSech c¢astech infikovanych rostlin Nicotiana benthamiana
dochazi ke zvySeni obsahu proteini v porovnani s kontrolnimi rostlinami.
V transgennich rostlin Nicotiana benthamiana s vliozenym genem pro HC-Pro protein je
narGst v mnozstvi proteint pouze v kvétech a kofenech. Nejvy$si mnozstvi bilkovin je

v listech obou skupin rostlin.
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Tabulka 3.4.8 Mnozstvi rozpustnych bilkovin v pribéhu virové infekce vztazené na
gram ¢erstvé hmotnosti v rostlindch Nicotiana benthamiana.
kontrolni rostliny

Nicotiana benthamiana

doba po
inokulaci obsah smérodatna obsah smérodatna
virem bilkovin odchylka bilkovin odchylka
[den] [mg.g ] [mg.g ]
0 5,04 0,23 5,04 0,23
11,86 0,39 11,89 2,16
5 12,79 1,51 8,55 0,11
7 10,21 2.87 10,92 1,92
9 10,46 0,88 9,90 0,12
12 11,75 1,40 11,38 1,70
15 14,58 0,76 11,97 0,68
19 9,31 1,94 822 0,42
21 11,25 0,33 10,87 10,23
23 10,86 0,19 10,44 0,30
26 5,30 0,43 6,30 0,27

Tabulka 3.4.9 Mnozstvi rozpustnych bilkovin v pribehu virové infekce vztazené na
gram Cerstvé hmotnosti v rostlinach Nicotiana benthamiana s vnesenym genem pro
virovy nestrukturni protein HC-Pro.
kontrolni rostliny
Nicotiana benthamiana

(HC-Pro)
doba po
inokulaci obsah smérodatna obsah smérodatna
virem bilkovin odchylka bilkovin odchylka
[den] [mg.g ] [mg.g ]
5,04 0,23 5,04 0,23
2 10,33 0,42 11,93 1,79
5 12,43 0,52 11,12 1,16
7 10,06 1,29 10,70 1,56
9 9,69 439 10,84 0,95
12 10,80 4.20 9,03 2,40
15 13,70 2.00 12,03 0,17
19 11,70 0,67 11,16 0,56
21 12,11 2,00 10,95 4,05
23 11,90 0,51 9.49 0,38

26 6,29 0,60 5,87 1,01
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Tabulka 3.4.10 Mnozstvi rozpustnych bilkovin vztazené na gram cerstvé hmotnosti
v ruznych ¢astech rostlin Nicotiana benthamiana a transgennich rostlin Nicotiana
benthamiana s vnesenym genem pro virovy protein HC-Pro. Stanoveno 26. den virové

infekce.

kontrolni rostliny

Nicotiana benthamiana

obsah smérodatna obsah smérodatna
¢ast rostliny bilkovin odchylka bilkovin odchylka
(mg.g ] [mg.g ]
kvét 4,39 0,29 5,87 0,05
list 53 0,43 6,3 0,27
stonek 1,88 0,29 3,07 0,60
koren 1,28 0,07 1,83 0,04
kontrolni rostliny ‘ T T
Nicotiana benthamiana (HC-Pro) RN
kvét 4,83 1,01 5,15 0,68
list 6,29 0,60 5,87 1,01
stonek 1,97 0,35 1,74 0,67
kofen 0,91 0,36 1,38 0,39
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4 DISKUSE

Rostliny jsou béhem svého zivota vystaveny nepfiznivym podminkam, kterym
¢eli zménami metabolismu, popripadé zménou vyuziti jednotlivych metabolickych drah.
Piizpusobenim se vysokym svételnym intenzitam, vysoké teploté a nedostatku vody se
vyvinul C4 a Crassulacean acid metabolism (CAM) typ fixace oxidu uhli¢itého [45]
Klicovou roli v téchto metabolickych drahach hraje fosfoenolpyruvatkarboxylasa, ktera
katalyzuje ~ primarni  fixaci  oxidu uhli¢it¢tho, NADP-malatdehydrogenasa
(dekarboxylacni), ktera katalyzuje dekarboxylaci a pyruvat, fosfatdikinasa, ktera
katalyzuje regeneraci fosfoenolpyruvatu, aby tento cyklus mohl probihat [16], [46].
Tyto enzymy se vyskytuji 1 v C3 rostlinach a nefotosyntetickych ¢astech C4 a CAM
rostlin, kde katalyzuji anaplerotické reakce, kter¢ mohou spojovat jednotlivé
metabolické drahy [7], [15], [25].

Byly publikovany prace, kde bylo zjisténo zvySeni aktivity téchto enzymu
v souvislosti s rostlinnym stresem. Vlivem patogennich mikroorganismd, horka, sucha a
chladu dochazi ke zvys$eni aktivity NADP-ME a PEPC [2], [7]. Pasobenim celulas
(enzymy rozrudujici rostlinou buné¢nou sténu) doslo k dvojnasobnému zvySeni aktivity
NADP-ME v kofenech kukufice. Naopak hypoxie vyvolala pouze rychly a kratkodoby
narust, a pot¢ aktivita NADP-ME klesla na polovinu ve srovnani s kontrolnimi
rostlinami [7]. Také vlivem UV-B zafeni je aktivita NADP-ME stimulovana [45]
Pusobeni polyethylenglykolu, hypoxie a nedostatek vody indukuji u ryze exprest PPDK
[6]. V nasi laboratoti bylo zjisténo, ze v rostlinach tabaku Nicotiana tabacum dochazi
vlivem virové infekce ke zvySeni aktivity fosfoenolpyruvatkarboxylasy,
NADP-malatdehydrogenysy (dekarboxylacni) 1 pyruvat, fosfatdikinasy [22], [47], [48].
V piibuzné rostliné Nicotiana benthamiana byly zjistény jiné vysledky [49], proto bylo
cilem této prace podrobngjsi studium distribuce PEPC, NADP-ME a PPDK, v¢etné
isoenzymoveho slozeni v riznych ¢astech rostliny Nicotiana benthamiana a sledovani

téchto enzymu v prubéhu virové infekce
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4.1 NADP-malatdehydrogenasa (dekarboxyla¢ni) v riznych

castech rostlin

NADP-ME katalyzuje oxidativni dekarboxylaci malatu za vzniku pyruvatu a
soucasne redukce NADP. Pyruvat a NADPH se muze vyuzit pro katabolické d¢je
(respirace) nebo anabolické déje (syntéza tukl, glukoneogeneze) [8], [11], [25]
V zivocisSném organismu se vyskytuje v mitochondriich a v cytoplasmé bunck
predev§im jaternich a tukovych. U c¢lovéka se vyskytuje v mitochondriich bunék
s nizkou délici schopnosti (srdce, svaly, mozek). Jako cytosolovy je ptitomen v adipozni
tkani a jatrech, kde produkuje reduk¢ni ekvivalenty NADPH na syntézu mastnych
kyselin. Jeho zvyS$ena aktivita byla zaznamenana pii dieté bohaté na sacharidy a také
v tumorovych bunkach, kde propojuje metabolismus dusikatych sloucenin a
organickych kyselin [50]. Deficience ¢i nepfitomnost cytosolové isoformy znaci
malignitu v lymfoidni tkani [18].

Vrostlinach je NADP-ME ptitomen vedle cytoplasmy 1 v chloroplastech,
NADP-ME je kodovano malou genovou rodinou, v jedné rostliné se vyskytuje vice
isoforem tohoto enzymu. Pritomnost jednotlivych isoforem je nejlépe prozkoumana u
rostlin se znamym genomem: Arabidopsis a ryze [11], [25]. V obou rostlinach byly
nalezeny tfi isoformy cytoplazmatické a jedna chloroplastovd, nékteré jsou
exprimovany konstitutivné, nékteré jen v souvislosti s ontogenetickym vyvojem nebo
s vn¢)Simi podminkami[25], [26], [51].

V rostlinach tabaku Nicotiana tabacum byla zjisténa pouze jedna isoforma
ptitomna v chloroplastech (viz. obr. 3.1.4, str. 34). Aktivita NADP-ME v cytoplasm¢ je
bud’ velmi nizka v porovnani s NADP-ME v chloroplastech nebo jsou jeji vlastnosti
velmi podobné chloroplastove isoformé, takze neni odliditelna pii elektoforetickych
separacich. Nejvyssi aktivita byla zjisténa v nejvrchngjSich listech (viz. obr. 3.1.1,
str. 32), coz mlze souviset s nutnosti syntézy velkého mnozstvi tukd pro vystavbu
bunécnych, zeyména chloroplastovych membran. Aktivita v dalSich ¢astech rostliny se
snizuje, v kotfenech je pomérné nizka; neprobiha tam pravdépodobné ve velké mite

glukoneogeneze a ukladani Skrobu. Pritomnost NADP-ME v bunkach kolem cévnich
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svazki znamena dekarboxylaci transportovaného malatu a nefotosyntetickou fixaci
uvolnéného CO, ve stoncich [11].

V rostlinach Nicotiuna benthamiana bylo zji$téno vice isoforem (viz. obr. 3.2.8,
str. 38; obr. 3.3.11, str. 43; obr. 3.4.21, str. 55): ve stfedni ¢asti rostliny (listy, stonek) se
vyskytuji dvé formy. Nizsi elektroforetické pohyblivosti odpoviddé molekulova
hmotnost 272 000 a vyssi 248 000. Ve vrchnich listech je pfitomna pouze isoforma
272 000, v kotenech pouze 248 000. Jedna se pravdépodobné o tetramer, jejichz
molekulova hmotnost podjednotek je 68 000 a 62 000.

Z literatury je znamo, zZe velikost fotosyntetické formy NADP-ME kukutice je
62 000, nefotosynteticke formy 66 000 popiipadé 72 000, podobné hodnoty plati pro
NADP-ME 1 zjinych zdroja [51], [52], [53]. Isoforma 72 000 vSak byla detekovana
pouze pomoci protilatek. Pozdéji se zjistilo, ze se jedna o Hsp 70 (heat shock protein),
ktery interaguje s NADP-ME a byl mylné povazovan za jednu isoformu [10].

Studium isoforem NADP-ME v této praci bylo zalozeno na detekci enzymové
aktivity, k zaméné proteinu Hsp 70 s isoformou NADP-ME tedy nedoSlo. Je zajimave,
ze se vrostlinach Nicotiana benthamiuna vyskytuje enzym s podjednotkou 62 000,
nebot’ se doposud piedpokladalo, ze se vyskytuje pouze v C4 rostlinach.

NADP-ME se v rostlinach nevyskytuje pouze ve formé tetrameru, ale 1 dimeru
nebo naopak vy3$Sich agregatech- hexameru nebo oktameru [8], [11], [26]. V rostlinach
tabaku 1 Nicotiana benthamiana byla zjisténa isoforma o molekulové hmotnosti 136 000
v kvetech. Zieyme jde o dimer. Vyssi agregaty byly detekovany pouze v listech kukufice
(viz. obr. 3.1.4, str. 34 a obr. 3421, str. 55), kterd byla pouzita pro porovnani

s odebranymi vzorky.

4.2 Vliv virové infekce na NADP-ME v rostlinach Nicotiana

benthamiana

V dalsi casti této prace byl sledovan vliv biotického stresu na sledované enzymy
v rostlinach Nicotiana benthamiana. V listech rostlin Nicotiana tabacum pisobi virova
infekce zvySeni aktivity PEPC, NADP-ME i PPDK. Nejvyssi rozdil v aktivit¢ mezi
kontrolnimi a infikovanymi rostlinami vykazovala NADP-ME [22], [47], [48]. V listech
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rosthin Nicotiana benthamiana Kk prukaznému zvyseni aktivity studovanych enzymiu
nedochazi. Infekce P.\/YNTN se v rostlin¢ Sifi mezi burikami 1 vodivymi pletivy, proto
byla sledovana aktivita PEPC, NADP-ME, PPDK 1 v jinych ¢astech rostliny. Zjistilo se,
ze ke zvySeni aktivity dochazi v kofenech infikovanych rostlin. Aktivita NADP-ME
vzrostla na 180 % oproti kontrolnim rostlinam (viz. obr.3.4.18, str. 52), aktivita PEPC
na 200 % (viz. obr. 3424, str. 58) a aktivita PPDK byla zvySena na 270 %
(viz. obr. 3.4.26, str. 59).

Zvysené aktivity téchto enzymu byly nalezeny i v kofenech infikovanych rostlin
tabaku, avsak mén¢ nez v listech [48]. Divodem je pravdépodobné nizsi obsah virovych
¢astic v kotenech nez v nadzemnich ¢astech.

Vzhledem k pfitomnostt dvou isoforem NADP-ME v rostlinach Nicotiana
henthamiana je mozné, ze na stres odpovida pouze isoforma s vétsi pohyblivosti, ktera
Je nejvice zastoupena praveé v korenech. Pro stanoveni aktivity NADP-ME v listech byly
odebirany vzorky z hornich pln¢ vyvinutych listl, kde je majoritné zastoupena isoforma
s mensi pohyblivosti.

Vsechna mereni byla provadéna i na transgennich rostlinach Nicotiana
benthamiana s vnesenym genem pro potyvirovou proteasu HC-Pro. Vlozeni genu pro
virové proteiny do rostlinného genomu muze znamenat zvySeni odolnosti proti
prislusnému viru. Proteasa HC-Pro je nositelem patogenicity viru, mize naopak
znamenat vyssi citlivost vuci této infekci. V této praci nebyl nalezen podstatny rozdil
mezi obéma rostlinami, to se tyka zjisténi obsahu viru pomoci metody DAS-ELISA
(viz. tabulka 3.4.6, str. 50), enzymovych aktivit (NADP-ME wviz. obr. 3.4.17, str. 51,
PEPC viz. obr. 3.4.23, str. 57; PPDK viz. obr. 3.4. 25, str.59) i pfritomnost isoforem
NADP-ME (viz. obr. 3.4.21 a obr. 3.4.22, str. 55 a 56).

Zvyseni aktivity NADP-ME za stresovych podminek pravdépodobné souvisi
stvorbou reduk¢nich ekvivalentit NADPH. NADPH je vbunce dulezité pro
biosyntetické Gely: syntéza ligninu (zesileni bun&ené stény proti vnikajicimu
patogenu), syntéza fytoalexini a dalSich obrannych latek [3]. NADPH je také
koenzymem antioxida¢nich enzymu (glutathionreduktasy, askorbatperoxidasy, katalasy

a superoxiddismutasy) [23], [24].
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Enzymy PEPC, NAD-MDH, NADP-ME a PPDK spolu mohou vytvofit cyklus
(viz. obr. 42.1), ktery produkuje NADPH na dkor NADH a spotfeby ATP, coz mize

byt za ur¢itych podminek pro rostlinu vyhodné.

NADH + H'
OXALACETAT NAD-MDH
NAD"
FOSFOENOLPYRUVAT MALAT
AMP + PP .
NADP
PYRUVAT
ATP
NADPH + H"

Obr. 4.2.1 Produkce NADPH za ucasti enzymi fosfoenolpyruvatkarboxylasy - PEPC;
NAD-malatdehydrogenasy - NAD-MDH; NADP-malatdehydrogenasy (oxalacetat
dekarboxyla¢ni) - NADP-ME a pyruvat, fosfatdikinasy - PPDK.
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5 ZAVER

[

(8]

Byla sledovana aktivita NADP-ME, PEPC a PPDK v riznych ¢astech rostlin
Nicotiana tabacum a Nicotiana benthamiana. Nejvyssi aktivity byly nalezeny
v hornich neymladsich listech. Smérem doli se aktivity vSech tfi enzymu snizuji.
Bylo sledovano zastoupeni isoforem NADP-ME v ruznych castech rostlin.
V listech, stoncich a kofenech rostlin Nicotiana tabacum byla ptitomna pouze
jedna isoforma NADP-ME. Pouze v kvétech byla detekovana dalsi isoforma
s menSi pohyblivosti. V listech a stoncich rostliny Nicotiana benthamiana jsou
ptitomny dvé isoformy, jejichz relativni molekulové hmotnosti jsou 248 000 a
272 000. V kotenech byla zjiSténa pfitomnost pouze jedné isoformy s relativni
molekulovou hmotnosti 248 000. V kvétech byl prokazan i1 dimer s relativni
molekulovou hmotnosti 136 000.

Virova infekce zpGsobena PVYN'™ nema prokazatelny vliv na aktivitu
sledovanych enzymu v listech rostlin Nicotiana benthamiana, avsak v kotenech

dochazi ke zvyseni aktivity NADP-ME, PEPC a PPDK na 180, 200 a 270 %

oproti kontrolni rostlinam.
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