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Abstract

In this project the effect of viral infection on the metabolism of nitrogenous compounds
in tobacco plants (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana SR1) was studied. The
tobacco plants were infected with Potato virus Y, strain NTN, ELISA confirmed the
presence of the virus. Enzymes that participate in C4 plants in Hatch-Slack cycle
fosfoenolpyruvate carboxylase (EC 4.1.1.31, PEPC), NADP-dependent malic enzyme
(EC 1.1.1.40, NADP-ME), pyruvate, phosphate dikinase (EC 2.7.9.1, PPDK) are
present also in C3 plants and are related to plant responses to stress conditions. As a
result of viral infection, the activities of all these enzymes were increased. Infection
caused by PVYN™ decreased activity of nitrate reductase (EC 1.7.1.1, NR), an enzyme
catalyzing reduction of nitrates to nitrites. The activity of enzymes catalyzing the
synthesis of glutamine from glutamate and ammonium ions: glutamine synthetase (EC
6.3.2.1, GS) and glutamate synthase (EC 1.4.1.14, GOGAT) was enhanced. In addition
to this main route of nitrogen fixation the plant can still use glutamate dehydrogenase
(EC 1.4.1.2, GDH). This enzyme can also catalyze the opposite reaction, deamination of
glutamate. The direction of response depends on environmental conditions. In this case
a significant increase of oxidative-deaminating activity due to viral infection was found.
The last studied enzyme was phenylalanine ammonium lyase (EC 4.3.1.5, PAL), which
catalyzed deamination of phenylalanine to cinnamic acid. This compound is a precursor
of a number of secondary metabolites, including defense substances. Effect of viral
infection on this enzyme was more complex. At the begging of infection, the activity of
PAL was increased, in the later phase of infection the activity decreased.
In this work, the influence of high temperature on the course of viral infection was
studied. This experiment showed, that heat shock had a positive effect on plant defenses
against the virus. These findings corresponded to the activity of studied enzymes, which

were similar to that in control plants.

(In Czech)
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Abstrakt

V tomto projektu byl studovén vliv virové infekce na metabolismus dusikatych latek v
rostlinach tabaku (Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1). Skupina rostlin tabaku
byla infikovana Y virem bramboru, kmenem NTN. Pfitomnost viru byla potvrzena
metodou ELISA. Pro studium byla vybrana skupina enzymt, které jsou v C4 rostlinach
soucasti Hatchova-Slackova cyklu (fosfoenolpyruvatkarboxylasa (EC 4.1.1.31, PEPC),
NADP-malatdehydrogenasa (oxalacetat dekarboxyla¢ni) (EC 1.1.1.40, NADP-ME),
pyruvat, fosfatdikinasa (EC 2.7.9.1, PPDK). V Cjs rostlinach tyto enzymy souviseji s
odpovédi rostliny na stresové podminky. V disledku virové infekce doslo ke zvyseni

aktivity t&chto enzymi. Infekce PVYN™

zpusobila snizeni aktivity nitratreduktasy (EC
1.7.1.1, NR), enzymu fixace dusikatych latek redukujiciho dusi¢nany na dusitany. Déle
byly v této praci sledovany enzymy katalyzujici syntézu glutamatu a glutaminu z
amonnych iontd: glutaminsynthetasa (EC 6.3.2.1, GS) a glutamatsynthasa (EC 1.4.1.14,
GOGAT). U obou téchto enzymi doslo ke zvyseni jejich aktivity vlivem virové infekce.
Mimo tuto hlavni cestu fixace dusiku miZze jeSt¢ rostlina vyuZivat enzym
glutamatdehydrogenasu (EC 1.4.1.2, GDH). Enzym katalyzuje také opacnou reakci,
deaminaci glutamatu. Smér reakce zalezi predev§im na podminkach prosttedi. Také u
tohoto enzymu doslo k vyraznému zvySeni oxida¢né-deaminacni aktivity vlivem virové
infekce. Poslednim studovanym enzymem byla fenylalaninamoniumlyasa (EC 4.3.1.5,
PAL), kterd deaminuje fenylalanin za vzniku kyseliny skoficové. Tato latka je
prekurzorem fady sekundarnich metabolitl v€etné obrannych latek. Vliv virové infekce
na tento enzym byl komplexnéjSi. Nejprve doslo ke zvySeni aktivity PAL, poté jiz
aktivita PAL Klesala.

V této praci byl také studovan vliv zvysené teploty na priibéh virové infekce. Z
tohoto pokusu vyplyva, Ze zvySena teplota méla pozitivni vliv na obranyschopnost
rostliny proti viru. Tomu odpovidala 1 aktivita enzymt, ktera byla podobna aktivitdm

V kontrolnich rostlinach.

Kli¢ova slova: PEPC, metabolismus dusiku, Nicotiana tabacum L., PVY
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1 Uvod

Rostliny mohou byt béhem svého zivota vystaveny utokiim virti, bakterii, hub a
plisni. Kvili pfisedlému zplisobu zivota se vSak rostlina nemtze branit zménou stanoviste,

proto se u rostlin vyvinuly komplexni a slozité obranné mechanismy.

Virové choroby jsou hned po mykotickych chorobach druhé nejcastéjsi rostlinné

choroby. Nejvaznéjsi nasledky maji u vegetativné rozmnozovanych a u vytrvalych rostlin.

Virova infekce patii mezi nejcastéjsi priciny poklesu vynosu hospodaiskych plodin.
V naSich podminkach jsou viry pavodci asi 10% chorob a zptsobuji az 30% ztrat v

zemé&délstvi [1].

1.1 Viry

Viry jsou nitrobuné¢ni parazité, ktefi se mohou rozmnozovat pouze v hostitelské

bunce [1,2].

Virova c¢astice (virion) se sklada z virového genomu ve formé nukleové kyseliny
(DNA nebo RNA) a bilkovinného pouzdra nazyvaného kapsida. Nékteré viry obsahuji

jesté navic membranovy obal. Ten vznikd z bunééné membrany hostitelské bunky [3].

Viry lze délit podle dvou hlavni kritérii. Nejcastéji viry délime podle hostitele do Sesti

skupin:

o bakteriofagy - napadaji bakterie
. cyanofagy - napadaji sinice

o fytoviry - napadaji rostliny

o mykoviry- napadaji houby

o virofagy - napadaji jiné viry

o zooviry - napadaji zivoCichy

Dale viry mtizeme délit podle jejich genomu na RNA a DNA viry [1,3].



1.1.1 Rostlinné viry

Rostlinné viry se od zivo¢isnych viri zna¢né odlisuji a to hlavné zplisobem, jakym
infikuji hostitele. Rostlinnd bunikka ma na svém povrchu bunécnou sténu, ktera ji chrani
proti virim. Rostlinné viry tedy nemohou vyuzit povrchovych receptori pro vstup do
bunky, jako zivoci$né viry. Rostlinné viry potifebuji vektor, ptevazné savy hmyz, ktery
naru$i bunécnou sténu a tim jim umozni vstup do bunky. Virus také miize ke vstupu do
bunky vyuzit poskozeni integrity bunééné stény, napiiklad v disledku poranéni rostliny. V
napadané butice dojde k rozmnozeni viru. K dal§imu §ifeni hostitelskou rostlinou vyuziva
virus jednak plasmodezmata spojujici sousedni buiky, ale také vodiva pletiva. Toto $ifeni
infekce se oznacuje jako systémové. Virus také ve své genetické informaci obsahuji geny
koédujici specidlni proteiny. Kromé specifickych proteas to mohou byt represory
transkripce tzv. "gene silencing”, ale také tzv. "movement” proteiny (MP). Tyto proteiny
umoznuji Sifené viru z bunky do bunky ptes plasmodesmata. To se déje dvéma rozdilnymi
zpuisoby. V prvnim piipadé se MP véaze na virovou castici a interakci s plasmodesmaty
umoziuje pruchod virové ¢astice do zdravé buiky. Ve druhém piipad€ se MP vaZe na
plasmodesmata a zvysuje jejich propustnost, a tim umoznuje viru prichod do zdravé burniky
[3.4].

1.11.1 Potyviry

Potyviry jsou vyznamna skupina virti s pozitivni jednoietézcovou molekulou RNA
o délce 9500 nukleotidl. Potyviry se d€li do 6 rodi podle pienosového vektoru. Tato RNA
je ptekladana do jednoho velkého polypeptidu, ktery ma molekulovou hmotnost 340 - 380
kDa. Jednotlivé funkéni proteiny jsou z velkého polyproteinu vystépovany tfemi virovymi

proteasami (P1, HC-Pro, Nla) (Obr. 1, str. 6) [1,3].
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Obr. 1: Struktura genomu potyviru. P1- proteasa, HC-Pro - proteasa, P3 - kofaktor proteas,
CI- RNA helikasa, Nla - proteasa, NIb - RNA dependentni RNA polymerasa, CP - obalovy
protein [3]

Potyviry maji vlaknitou strukturu. Jejich délka je od 680 do 900 nm. V praméru
maji pouze od 11 do 20 nm [1].

Y virus bramboru (PVY) patii mezi nejvétsi skiidce hospodatskych plodin. PVY se
déli na &tyfi hlavni kmeny PVY®, PVYC, PVYN a PVYN™. PVYN™ zptisobuje vznik

nekrdz a je spojovan piedevsim s nekrotickou krouzkovitosti bramboru [1,3].

Infekce PVYN™ se projevuje vznikem typickych nekrotickych mist na
inokulovanych listech. Tato nekrotickd mista se vétSinou objevuji do sedmi dnl od
inokulace. Virus se dale §iii i do neinokulovanych listi. Typicky 10 dni od inokulace se
zacinaji projevovat ptiznaky, jako jsou povadlé listy a pozdéji 1 nekrotické tmavnuti

Zilnatiny [1,3].

1.2 Interakce mezi rostlinou a virem

Mezi rostlinami a viry se v prub&hu evoluce vytvofily velmi slozité vztahy. U virt
se vyvinuly dokonalejsi techniky, které vyuzivaji k S$ifeni rostlinou. Rostliny ziskaly
schopnost u¢inné obrany proti virim. Ackoliv rostliny nedisponuji specializovanymi
imunitnimi bunkami jako Zivo¢ichové, nejsou proti viru bezbranné a jsou schopny se
velice U€inng branit. VyuZivaji jednak mechanické bariéry (bunécnd sténa, kryci pletiva,
vosky), ale také indukované obranné mechanismy zahrnujici zmény metabolismu a genové

exprese. Vétsina obrannych reakci rostliny zavisi na aktivaci ptislusnych genu [1,3].



Latky vyvolavajici obranou reakci se oznacuji jako elicitory [3]. Tyto latky jsou
rozpoznavany specifickymi receptory. Prenos signalu od aktivovaného receptoru k DNA je
mozny vice systémy. Nejcastéji se vyuziva fosfoinositolovy systém, ktery aktivuje
proteinkinasy a nasledné i expresi gent [1,3]. Tyto drahy spousti syntézu stresovych
proteind, sekundarnich metabolitii, mezi které¢ patti fenylpropanoidy, alkaloidy, flavonoidy
a terpenoidy. Také dochazi k tvorbé reaktivnich forem kysliku, které jsou jednou z prvnich

forem odpovédi na ptitomnosti viru [5].

1.2.1 Hypersenzitivni reakce

Jedna se o proces tvorby reaktivnich forem kysliku (ROS). Reaktivni formy kysliku
hraji zésadni ulohu béhem patogeneze. Mohou omezit Sifeni patogenu zesilenim bunééné
stény nebo patogen zniCit pfimo. Maji také diilezitou roli v signalizaci. Reaktivni formy
kysliku jsou pro rostlinu toxické a vedou vétSinou k bunééné smrti. Sice dojde ke ztrate
nekolika bunék a poskozeni rostliny, ale je tim zabranéno dalSimu S§ifeni patogenu. K
minimalizovani Skod z oxidativniho poSkozeni, rostliny vyuzivaji enzymatického systému

k vychytavani ROS [6,7].

Akumulace ROS souvisi s expresi genu fenylalaninamoniumlyasy na biosyntézu
kyseliny salicylové (obr. 2, str. 8). Ta je dilezitou signalni molekulou a indukuje naptiklad

syntézu PR proteint [6,8].



Cell wall
cross-linking

Cellular
proteciants

(eg GSTs)

...... GSSG . activity
Systemic Cellular
signallin
& g redox status

PR
proteins

pal gene
expression

BAZH

Obr. 2: Schéma obranné odpovédi vyvolané ROS. SA, kyselina salicylova; pal gene, gen
pro fenylalaninamoniumlyasu; GSH/GSSG, redukovana a oxidovana forma glutathionu;
MAPK cascade, kaskdda mitogenem aktivované proteinkinazy; GSTSs, glutathion S-

transferasa [8].

1.2.2 PR proteiny

PR proteiny (z anglického oznaeni pathogenesis-related proteins) jsou velice
riznorod4 skupina proteintl, kterd se nevyskytuje ve zdravé rostliné. Naopak dochéazi k
akumulaci v infikované rostlin€. Plni obranou funkci béhem infekce virem, houbou nebo
bakterii. Nejsou specifické vici urCitému patogenu, nicméné jejich exprese je urcena
typem odpovédi rostliny. Po objeveni PR proteinti zacala intenzivni studie jejich funkce.
Jako prvni byla objevena chitinasové aktivita PR proteind tabdku. Ptes intenzivni vyzkum
zustava funkce nékterych PR proteinii neznamd. Z chemického hlediska se jedna se
proteiny o niz§i molekulové hmotnosti (6 - 43 kDa), stabilni pfi nizkém pH (< 3) a jsou

velmi odolné proteasam [9,10].



PR proteiny se rozd€luji na kyselé, které se vyskytuji v mezibunécném prostoru a
bazické. Kyselé PR proteiny zabranuji Sifeni patogenu do bunky. Bazické PR proteiny se
vyskytuji ve vakuole a souvisi s rezistenci vii¢ci hmyzu. V soucasné dob¢ jsou rostlinné PR
proteiny rozdéleny do 14 tfid (tabulka 1). Aby mohl byt protein zatazen mezi PR proteiny,
musi splnovat dvé kritéria. Zaprvé nesmi byt ptitomen ve zdravé rostlin€. Zadruhé exprese
toho proteinu musi byt prokazana alespon ve dvou riznych kombinacich patogen-rostlina,
nebo exprese musi byt potvrzena dvéma nezavislymi laboratofemi [9,10,11]. U fady z nich

dosud neni jejich funkce zndma.

tiida funkce

PR-1 Neznama

PR-2 o 1,3-glukonasa

PR-3 Chitinasa

PR-4 Chitinasa

PR-5 Neznama (Thaumatin)
PR-6 Inhibitor proteas

PR-7 Endoproteasa

PR-8 Chitinasa

PR-9 Peroxidasa

PR-10 Ribonukleasa

PR-11 Chitinasa

PR-12 | Protein poskozujici bakteralni b. membranu

PR-13 Protein toxicky pro herbivory

PR-14 Lipidovy transportér
Tabulka 1: Ttidy PR proteint a jejich funkce [10]

1.2.3 Gene silencing

Tento termin popisuje formu transkripéni i post-transkripéni genové regulace, ktera
ma velky vyznam jako obranny mechanismus proti viraim [12,13]. Transkrip¢ni "gene
silencing” vyuziva modifikace histont tvorbou vnéj$iho heterochromatinu okolo genu. Tim
je zabranéno transkripci genu [13]. V ptipad¢€ post-transkripéniho "gene silencing" se jedna

o proces degradace RNA v rostliné. Tento proces vyuziva faktu, ze zivotni cyklus viru



zahrnuje fazi, kdy je pfitomna dvouSroubovice virové RNA, ktera je rozpoznana a §tépena
enzymem Dicer na kratké tseky RNA. Tato RNA pak tvofi ribonukleasovy komplex RISC
(RNA:I silencing complex), ktery je schopen specificky rozeznat virovou mRNA a rozstépit
ji. Tato mRNA je poté rozeznana jako poSkozena a degradovana. Viry vyvinuly

mechanismy vedouci k rezistenci vii¢i tomuto mechanismu [12,13].

1.2.4 Vliv virové infekce na metabolismus rostliny

Béhem virové infekce dochazi rovnéz k ovlivnéni mnoha metabolickych drah. Bylo
prokdzano, Ze klesa fotosyntéza a aktivita ribulosabisfostatkarboxylasy (RubisCO, EC
4.1.1.39) a ke zvySeni fotorespirace [14,15].

Béhem virové infekce je také ovlivnén metabolismu sacharidi a aminokyselin [16].
Bylo zjisténo, ze na zacatku infekce dochézi k akumulaci volnych sacharidi a poklesu
aktivity enzymu souvisejicich s katabolismem sacharidi. Naopak na vrcholu infekce je
koncentrace volnych sacharidi nizka a dochdzi ke zvySeni aktivity enzymi souvisejicich s

katabolismem sacharidd [17].

Bylo zjisténo, ze aktivita fosfoenolpyruvatkarboxylasy, kterd propojuje
metabolismus sacharidii a aminokyselin, je béhem virové infekce zvySena [14,18].

Avsak béhem virové infekce dochazi ke zvySenym ndarokiim na proteosytézu
vlivem syntézy virovych ¢astic, ale také pravdépodobné syntézy obranych proteini (PR

proteiny). Zda se tedy, zZe virus ovliviiuje rostlinny metabolismus mnohem komplexnéji.
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1.3 Prehled enzymii

1.3.1 Fosfoenolpyruvatkarboxylasa

1.31.1 Charakterizace fosfoenolpyruvatkarboxylasy

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa (EC 4.1.1.31, PEPC) katalyzuje nevratnou reakci
vzniku oxalacetatu z fosfoenolpyruvatu a hydrogenuhli¢itanového anionu [19]. Pro tuto
reakci je nezbytnd pfitomnost hofecnatého nebo manganatého kationtu jako kofaktoru.
Reakce se sklada z vice krokii. Nejprve dojde k navazani hotecnatého kationtu do
reakéniho centra enzymu. Poté dojde k navdzani PEP a nakonec i uhli¢itanového anionu

[19].

‘00Cc, O
oocC OPO,? S
S Me 2+ c
'ﬁ +  HCOy L - " 'I: +  HPO,?
2
CH, “coo
(PEP)

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa je enzym lokalizovany v cytosolu. Vyskytuje se ve vyssich
rostlinach, fasach a sinicich. Bylo zjisténo, Ze se jedna o homotetramer s molekulovou

hmotnosti jedné podjednotky piiblizné 90 az 110 kDa [19,20,21].
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Obr. 3: Model struktury PEPC kukufice ziskany rentgeno-strukturni analyzou [20].

V Cj rostlinach je hlavni funkci tohoto enzymu dopliovani meziproduktt
citritového cyklu. V tomto cyklu vznikd a-ketoglutarat, ktery je primarni akceptor
amonnych iontll v metabolismu aminokyselin. Dalsi funkci PEPC je, spole¢né s NADP-

ME, udrzovani pH cytoplasmy [20,22,23,24,25,26].

V C4 a CAM rostlinach plni PEPC funkci primarni fixace CO, pro fotosyntézu.
Proto také tento enzym v listech C4 a CAM rostlin vyskytuje ve velkém mnozstvi. V Cy4
rostlinaich je PEPC aktivni ve dne, v CAM v noci a aktivita PEPC tedy souvisi S
cirkadidlnim rytmem. Prefixace CO; u C4 rostlin poméha snizit ztraty vody vyparem a
snizuje nezadouci fotorespiraci. Rovnéz tak noc¢ni fixace CO, v CAM rostlinach umoziuje

rostliné minimalizovat ztraty vody. Tato adaptace je vyhodnéd ptfedevSim v horkych a

suchych oblastech [22,23,24,26,28].
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1.3.1.2 Regulace aktivity fosfoenolpyruvdtkarboxylasy

Aktivita je zavisla na teploté a pH. Optimalni pH pro tento enzym je 8,1 [27].

Fosfoenolpyruvatkarboxylasa je v bunice regulovana jednak dostupnosti substratu

PEP, ale také fosforylaci a pfitomnosti alosterickych efektort v cytoplazmé [27].

vvvvvv

D-glukosa-6-fosfat snizuje Km pro substrat PEP a tim zvySuje jeho afinitu PEPC. L-malat,
ktery vznikd z oxalacetatu (produktu reakce katalyzované PEPC) za katalyzy NAD-
malatdehydrogenasy (EC 1.1.1.37), funguje jako zpé&tnovazebny inhibitor PEPC
[28,29,30].

Daéle je PEPC regulovana reverzibilni fosforylaci serinu (u tabaku serin-11) v

blizkosti N-konce polypeptidu. Tuto fosforylaci zajistuje specificka PEPC kinasa [27].

1.3.2 Enzymy podilejici se na fixaci dusikatych latek

1.3.2.1 Propojeni metabolismu sacharidit a aminokyselin

Metabolismus sacharidd je velmi tésné propojen s asimilaci dusiku a metabolismem
aminokyselin. Béhem asimilace dusi¢nanti dochazi k poklesu aktivity syntetickych drah a
naopak ke zvyseni glykolyzy. Fosfoenolpyruvat, ktery je produktem glykolyzy a Calvinova

cyklu, ma dvé dulezité funkce béhem asimilace dusi¢nant [2,31].

Fosfoenolpyruvat mize byt PEPC pfeménén na oxalacetat, ktery vstupuje do
citratového cyklu, kde je sérii reakci katalyzovanych pyruvatdehydrogenasou (EC 1.2.4.1),
citratsynthasou (EC 2.3.3.1) a isocitratdehydrogenasou (EC 1.1.1.41) pieménén na o-
ketoglutarat. Ten je vyuzit enzymovy komplexem glutaminsynthetasa/glutamatsynthasa
jako akceptor amonného kationu vzniklého redukci dusi€nanli nitratreduktasou a

nitritreduktasou (Obr. 4) [2,31,32].

Dalsi dilezita funkce fosfoenolpyruvatu souvisi s regulaci pH. Fosfoenolpyruvat

muze byt za katalyzy PEPC a NAD-malatdehydrogenasy (EC 1.1.1.39) pfeménén na
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malat, ktery je v kofenech dekarboxylovdn na pyruvéat. Tim rostlina brani okyselovani

cytoplazmy, ke kterému dochézi béhem asimilace dusi¢nana [2,31].

Glukosa
it
_ H ) SIRIMATOVA DRAHA
co fosfoenolpyruvit =t =t et e fenylalanin
2y
bt
|
=y
& vat
e kys. skoficova
= co, | M co,
=
=
a 5] acetyl-CoA
A ‘
E: CO, L-glutamat
“ ] -
oxalacetat Citréa\- ’
isocitrat L-glutamin L—ghlltamét
" co, GOGAT
L-glutamat
fumarat - 2-oxoglutarat L-glutamat
"/( ; | GDH
sukeinat CO, NH,

e sukcinyl-CoA
Obr. 4: Propojeni  metabolismu  aminokyselin a  sacharidi. PEPC -
fosfoenolpyruvatkarboxylasa, GOGAT - glutamatsynthasa, GS - glutaminsynthetasa, GDH
- glutamatdehydrogenasa, NADP-ME - NADP-dependentni malatdehydrogenasa
(oxaloacetat  dekarboxyla¢ni), ~PPDK -  Pyruvat, fosfatdikinasa, @PAL -
fenylalaninamoniumlyasa [2].

1.3.2.2 Prijem a fixace dusiku

Dusik je vyznamny biogenni prvek, ktery je nezbytny pro syntézu aminokyselin,
nukleovych kyselin, ale i fady obrannych latek. Jako zdroj dusiku rostliné slouzi
dusi¢nanové nebo amonné ionty, které rostlina piima kotfeny specifickymi pienaSeci.
Dusi¢nanové ionty rostlina neni schopna metabolicky vyuzit. Proto musi byt nejprve
redukovany na amonné ionty. Redukce dusi¢nanti probiha jednak piimo v kotfenech, ale

také mohou byt dusi¢nanové anionty transportovany do listil, kde jsou redukovany na ionty
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amonné. To, zda jsou dusi¢nany redukovany v kotfenech nebo listech zavisi na n¢€kolika
faktorech. Je to jedna na stafi rostliny, ale také na teplot¢, dostupnosti uhliku a samotnych
dusi¢nanti. Velkou roli hraje také druhova specifita. Napiiklad bobovité rostliny redukuji

dusi¢nany témé&f vyhradné v kofenech [2,32].

1.3.2.3 Nitratreduktasa

Nitratreduktasa (NR, EC 1.7.1.1) je cytosolovy enzym katalyzujici pfeménu
dusi¢nanil na dusitany. Jedna se o prvni krok asimilace dusiku rostlinou. Jeho molekulova
hmotnost je ptiblizné¢ 200 kDa. Tento dimerni komplexni enzym obsahuje tii kofaktory -
flavinadenindinukleotid, hemové vazané Zelezo a molybdenovy kofaktor (MoCo) (obr. 5).

Tyto kofaktory tvoii redoxni centra pro pienos elektronii z NADH na dusi¢nan [33,34,35].

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

HingeIl Hingel

Obr. 5: Domény ptitomné v NR [2].

Aktivita nitratreduktasy je v rostliné vysoce regulovana. Je o jednak proto, ze
redukce dusi¢nanti na dusitany je energeticky ndro¢ny proces spotiebovavajici NAD(P)H.
Ale také proto, Ze dusitany, produkty NR, jsou pro rostlinu velmi toxické. Z téchto diivodii
musi byt aktivita NR citlivé regulovana. To je zajisténo hned né€kolika mechanismy
[33,34,35].

15



Regulace aktivity NR je hlavné umoznéna transkripci mRNA genu pro NR. K
syntéze mRNA nitratreduktasy dochazi pouze, pokud je v cytoplasmé dostate¢né mnozstvi
dusi¢nanovych iontii. Pokud je tato podminka splnéna, dochazi k syntéze mMRNA brzy rano
a svého vrcholu dosahuje v poledne. Tomu odpovida i aktivita nitratreduktasy, ktera roste
béhem prvni poloviny dne a maxima dosahuje v poledne. Po poledni jiz aktivita NR

pomalu klesa az do setméni. Regulace transkripci je ov§em velmi pomala [33,34].

V ptipad¢ potieby rychlé regulace aktivity NR vyuziva rostlina posttranslacni modifikace.
Pokud dojde ke snizeni fotosyntézy, reaguje na to rostlina fosforylaci NR na serinovém
zbytku Ca?*-dependentni proteinkinasou, nasledované Ca®* a Mg*" dependentni vazbou
proteinu 14-3-3 na fosforylovany serinovy zbytek (Obr. 6). Vazbou 14-3-3 proteinu dojde
k pferuseni pienosu elektront a tim i k inhibici aktivity NR [33,34]. Pro zachovani vazby
nitratreduktasy a proteinu 14-3-3 je nezbytna pfitomnosti kationtl Mg2+. Koncentrace
Mg®* je velmi nizkd bdhem dne a tim umoZiuje disociaci komplexu nitratreduktasy a
proteinu 14-3-3. Také aktivita Ca**-dependentni proteinkinasy je regulovana a to inhibici
fysiologickou koncentraci glukosa-6-fosfatu. Zptsob regulace aktivity NR znaci potiebu
koordinace metabolismu sacharidi a aminokyselin. Na rozdil od syntézy NR, nizka

koncentrace dusi¢nanti nema na fosforylaci nitratreduktasy zadny vliv [2,33,35].

Fosforylovana nitratreduktasy muze byt opét defosforylovana a to proteinfosfatasou 2A.
Jako signal k reaktivaci NR slouzi asimilaty fotosyntézy (Obr. 6) [33,35].
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Obr. 6: Model regulace aktivity NR fosforylaci a vazbou proteinu 14-3-3. Aktivni NR je
fosforylovana NR kinasou (PK). Na fosforylovanou NR se navaze dimer proteinu 14-3-3 a
inaktivuje ji. Pokud dojde k vyvazani proteinu 14-3-3 od NR, dojde k defosforylaci NR
proteinfosfatasou 2A (PP) a enzym se vrati opét do své aktivni formy [33].

Dale nitratreduktasa katalyzuje produkci oxidu dusnatého. Prestoze tato reakce je
minoritni a vyuziva pouze jedno procento kapacity enzymu, je produkt této reakce velice
dilezitou latkou regulujici rostlinny metabolismus, pfedev§im za nefyziologickych
podminek [2,34]. Oxid dusnaty funguje jako signalni molekula, ktera indukuje transkripci
genti odpovédnych za obranu pied patogeny. Oxid dusnaty se také uCastni procest vedouci
k bunééné smrti. NO se vaze na hem v hemoproteinech a timto zplisobem inhibuje aktivitu
katalasy a askorbatperoxidasy, které detoxifikuji H2O,. Inhibici produkce oxidu dusného

dochazi k vyraznému zhorseni pribéhu infekce v rostling [2].
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1.3.2.4 Nitritreduktasa

Enzymem podilejicim se na asimilaci dusiku je nitritreduktasa (NiR, EC 1.7.7.1).
Dale redukuje dusitany produkované nitratreduktasou na amonné ionty. Jako zdroj

elektront slouzi tomuto enzymu redukovany ferredoxin (Fdx) [36,37].
NOZ- + Fered — NH4+ + FdXOX

Jedna se plastidovy monomerni protein o relativni molekulové hmotnosti ptiblizné

63 000. Jako prostetickou skupinu obsahuje FesS, a také jeden sirohem [36,37].

1.3.2.5 Glutaminsynthetasa

Glutaminsynthetasa (GS, EC 6.3.1.2) je klicovy enzym fixace amonnych iontl a
syntézy aminokyselin. Tento enzym se nachazi jak v cytoplasmé, tak plastidech.
Katalyzuje vznik glutaminu z glutamatu a amonnych iontd za spotieby ATP

[37,38,39,40,41,42].

HO HO
0 0
OH
HoN HN R
+ NHy + ATP =— + =0 + ADP
OH
o J—NH;
HO o

Jedna se o protein o relativni molekulové hmotnosti 350 000 az 400 000. V ptipadé
formy vyskytujici se v rostlinach obsahuje GS osm podjednotek. Vyznacuje se vysokou

afinitou k NH," [40,41].

Plastidova forma plni funkci fixace NH," wvzniklého redukci nitratd. V
chloroplastech fixuje NH4" vznikajici ve fotorespiraci a spole¢né s glutamatsynthasou

regeneruje glutamat spotiebovavany fotorespiraci. Cytosolova forma plni funkci fixace
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NH;" vzniklého redukci nitrat, piijatého kofeny a NH4 pochazejiciho z odbourdvani

aminokyselin [40].

Studiem vlivu infekce PVY na GS bylo zjisténo, mnozstvi mRNA cytosolové
formy GS se zvysilo. Naopak u plastidové formy GS byl zaznamendn pokles mnoZzstvi

mRNA v dusledku virové infekce [43].

1.3.2.6 Glutamadtsynthasa

Glutamatsynthasa (GOGAT, glutamat-2-oxoglutarat amino-transferasa) katalyzuje reakci,
ve které z glutaminu a 2-oxoglutaratu vznikaji dvé molekuly glutamatu. Jedna molekula
glutamatu je vyuzita GS jako akceptor NH4" pro regeneraci glutaminu. Druha molekula

glutamatu je vyuzita pfi transaminaénich reakcich béhem syntézy dalsi aminokyselin [40].

HO HO HO HO
o} —0 0 —0
H,N 0 NAD(P)H H,N HoN NAD(P)"
(Fdreq) + + (Fdyy)
y—NH2 CH, o —0
0 HO HO

Tento enzym se v rostliné vyskytuje ve dvou rozdilnych formach (obr. 7, str. 20)
[44].
Fdx-GOGAT (EC 1.4.7.1) je pritomny v chloroplastu a jako donor elektronti vyuziva
ferredoxin (Fdx). Redukovana forma ferredoxinu vznika béhem svételné faze fotosyntézy a
proto je aktivita FAX-GOGAT ptimo zavisla na fotosyntéze. Vyskytuje se ve vysSich
rostlinach, fasach a sinicich. Jedna se o monomerni Fe-S protein s relativni molekulovou

hmotnosti pfiblizné 150 000 [44].

Druhou formou je NADH-GOGAT (EC 1.4.1.14). Tato forma je pfitomna v plastidech
pievazné nefotosyntetickych bunck. Jako donor elektronti vyuziva NADH nebo NADPH.
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Jedna se taktéz o monomerni Fe-S protein, ovSem s relativni molekulovou hmotnosti

piiblizné 230 000 [44,45].

Roots, Cotyledons

Leaves
Amintf acids Amﬁut) acids
. [Clbme]
\ B A -
; Fdx-COGAT i ’

Q

A

Obr. 7: Chloroplastova forma glutamatsynthasy (FAX-GOGAT) spolu s plastidovou formou
glutaminsynthetasy (GS2) fixuji NH," vznikajici ve fotorespiraci. Nefotosynteticka forma
glutamatsynthasy (NADH-GOGAT) spolu s cytosolovou formou glutaminsynthetasy
(GS1) fixuji NH4" pochazejici z katabolismu aminokyselin [2].

1.3.2.7 Glutamatdehydrogenasa

Glutamatdehydrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2) katalyzuje reverzibilni oxidacné-
deaminac¢ni reakci kdy z glutamatu vznika 2-oxoglutarat. Tento mitochondrialni enzym
muze katalyzovat i obrdcenou aminacni reakci a podilet se tak na fixaci dusiku. AvSak
GDH ma k amonnym kationtim mnohem mensi afinitu nez GS a proto ma velmi malou

nebo zadnou roli v primarni fixaci dusiku v rostliné [40,46,47].
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Avsak za stresovych podminek, kdy neni komplex GS/GOGAT pln¢ funk¢ni, mize
zvySena aktivita GDH poskytovat glutamat pro biosyntézu protektivnich latek a mirnit

toxicky vliv vysoké koncentrace amonnych kationu [48].

Studiem vlivu infekce PVY na GDH bylo zjisténo, Ze aktivita GDH ve sméru
aminacni reakce se v disledku virové infekce zvySuje. Aktivita GDH v obriceném,

deaminac¢nim sméru nebyla virovou infekci ovlivnéna [49].

HO HO
0 0
HoN 0
+ NADP) 4 HO = = + NAD(P)H+H" + NH,
0 0
HO HO
1.3.2.8 Fenylanalinamoniumlyasa

Dal$im enzymem, ktery se podili na metabolismu dusikatych latek a produkci
obranych latek proti stresu je fenylalaninamoniumlyasa (PAL, EC 4.3.1.5). PAL je prvnim
a klicovym enzymem v syntetické draze fenylpropanoidi. Deaminuje fenylalanin z
Sikimatoveé drahy na trans-cinnamat, ktery je prekurzorem fady latek pattici do skupiny
fenylpropanoida. Tyto latky plni fadu esencialnich funkci, jako je naptiklad mechanicka
opora (lignin), protektivni latky proti abiotickému 1 biotickému stresu (antioxidanty) a

pigmenty (antokyanin) (obr. 8, str. 22) [8].

Studiem vlivu houbové infekce na ryzi bylo zjisténo, Ze jiz béhem 6 hodin od

zacatku infekce dochazi ke zvySené exprese PAL [49].

Pti studiu vlivu houbové infekce na plod jabloné bylo zaznamenéano zvyseni aktivity PAL

v dtsledku infekce [50].
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Obr. 8: Trans-cinnamat je prekurzor fady fenylpropanoidd. Tyto latky plni rozli¢né funkce.

Strukturni (lignin), pigmenty, protektivni latky proti biotickému stresu (fytolalexiny) [51].

Strukturné se jedna o homotetramer o molekulové hmotnosti 76,5 kDa pro PAL tabaku
[52].
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Obr. 9: Struktura PAL z Rhodosporidium toruloides. ziskana rentgeno-strukturni analyzou.
Na obrazku je tetramer PAL slozeny ze Ctyf identickych podjednotek (Cervena, Zlutd,

modra, zelend) [52].

1.3.3 Dalsi enzymy Hatchova-Slackova cyklu

NADP-dependentni malatdehydrogenasa (oxaloacetat dekarboxylac¢ni) a Pyruvat,
fosfatdikinasa jsou spojovany piedevsim s C, cestou fotosyntetické fixace CO,. Jedna se o
cyklus katalyzovany PEPC, NADP-dependentni malatdehydrogenasou (NADP-MDH, EC
1.1.1.82), NADP-ME a PPDK. NADP-ME pieménuje malat na pyruvat a CO,. Tim
zvySuje koncentraci CO; v blizkosti RuBisCo. PPDK regeneruje PEP pro dalsi fixaci CO;
PEPC [2].

Tyto enzymy jsou pfitomny i v Cj rostlinach, avSak v nizsich aktivitach a uplatiuji

predevsim za stresovych podminek [30].

1.33.1 NADP-dependentni maldtdehydrogenasa (oxaloacetat

dekarboxylacni)

NADP-dependentni malatdehydrogenasa (oxaloacetat dekarboxylacni) (NADH-
ME, EC 1.1.1.40) katalyzuje oxida¢ni dekarboxylaci malatu za vzniku pyruvatu, CO; a
NADPH. Pro reakei je potfeba koenzym NADP" a dvojmocny kation (nejéastgji Mn?* nebo
Mg®"). NADP-ME Kkatalyzuje také obracenou reakci, aviak vyraznd mensi rychlosti [53].
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L-malat + NADP" — pyruvat + NADPH + CO,

Tento enzym se nachazi v prokaryotickych i eukaryotickych mikroorganismech,
rostlindch a ZivociSich. U rostlin se vyskytuje ve form¢ tetrameru o relativni molekulove

hmotnosti jedné podjednotky ptiblizné 62 000 - 67 000 [53,54,55].

Obr. 10: Model struktury lidského NADP-ME ziskaného rentgeno-strukturni analyzou.
Jedna se o tetramer slozeny ze étyt stejnych podjednotek (ZIuta, modra, zelena, fialova)

[56].

NADP-ME plni fadu rozliénych funkci. Fotosyntetické formy u C4 a CAM rostlin
se podili na dekarboxylaci malatu a tim poskytuje CO, pro Calviniv cyklus.
Nefotosyntetické formy plni n¢kolik funkci. Je to jednak poskytovani NADPH pro syntézu
mastnych kyselin a sekundarnich metabolitii. Poskytovani NADPH jako koenzymu pro
antioxida¢ni enzymy. Spolu s PEPC se také podili na udrzovani stdlého pH cytoplasmy
[30,57].
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Aktivita NADP-ME je casto studovana v souvislosti se stresem. Zvyseni aktivity
NADP-ME bylo zjisténo v souvislosti solnym stresem i stresem suchem [58]. Také virova
infekce zpusobila zvyseni aktivity NADP-ME, ale pouze u cytosolové, nefotosyntetické
formy [59].

1.3.3.2 Pyruvat, fosfatdikinasa

Pyruvat, fosfatdikinasa (PPDK, EC 2.7.9.1) katalyzuje za pfitomnosti ATP a

anorganického fosfatu vznik fosfoenolpyruvatu z pyruvatu [60].

Reakce probiha ve tiech krocich:

V prvnim kroku reaguje PPDK (E) s ATP za vzniku slou¢eniny Enzym-difosfat a AMP
E-His + ATP — E-His-PP + AMP

V druhém kroku se odstépuje fosfat z enzymu a reakci s volnym fosfatem vznika

pyrofosfat
E-His-PP + Pi — E-His-P + PPi
V poslednim kroku reaguje fosforylovany enzym s pyruvatem za vzniku PEP

E-His-P + pyruvat — E-His + PEP

Jak jiz bylo zminéno vyse, tento rostlinny enzym se nachazi piedev§im v C,, kde se
podili na regeneraci PEP pro dalsi fixaci CO,. V Cs rostlinach se nachazi jen v malém
mnozstvi. Jeho hlavni funkci je regenerace PEP. Ten mlzZe byt vyuZit pro glukoneogenezi,
ale také v Sikimatové draze k syntéze fenylalaninu, prekurzoru sekundarnich metabolita.

Fotosynteticky isoforma PPDK se nachazi v chloroplastech, nefotosynteticka v cytosolu
[61,62,63].

Byla také zjiSténa souvislost mezi aktivitou PPDK a stresem a to jak abiotickym,

tak biotickym. Virova infekce zplsobila zvyseni aktivity PPDK v listech tabaku.

Aktivni forma PPDK je tetramer slozeny ze ¢tyf identickych podjednotek o
relativni molekulové hmotnosti 94 000 - 97 000 (obr. 11) [61,62,64].
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Obr. 11: Model struktury PPDK kukufice ziskana rentgeno-strukturni analyzou. Dimer
PPDK s navazanym substratem, zluté: centralni doména, zelen¢: doména vézajici

nukleotid, modie: doména vazajici pyruvat/PEP [65].

PPDK je regulovana reverzibilni fosforylaci threonylového zbytku regulacnim
proteinem PPDK, ktery katalyzuje mimo inaktivace PPDK fosforylaci, ale také aktivaci

defosforylaci. Tato fosforylace je indukovana tmou [64].
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2 Cil prace

o Zjistit vliv virové infekce na aktivitu enzymu souvisejicich s ptijmem, fixaci dusiku
a syntézou aminokyselin (NR, GS, GOGAT),

o Zjistit vliv virové infekce na aktivitu enzymi souvisejicich s pfeménou a degradaci
aminokyselin (PAL, GDH)

o Zjistit vliv virové infekce na aktivitu enzymi Hatchova-Slackova cyklu (PEPC,
NADP-ME, PPDK)

o Zjistit, zda je v podminkach biotického stresu zvySena proteosyntéza umoznéna
zvySenym piijmem dusiku ¢i jeho recyklaci z vlastnich proteint hostitelské rostliny

o Zjistit vliv teplotniho Soku na pribéh virové infekce v rostlinach tabaku

3 Material

3.1 Pristroje a pomucky

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

Spektrofotometr Helios a Thermo Spectronic, USA
Spektrofotometr Ultrospec 2 100 Amersham Pharmacia Biotech, Anglie
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3.2 Chemikalie

Akrylamid

ATP

Bis

Bradfordovo ¢inidlo
Bromfenolova modf
BSA

Coomassie Brilliant Blue R 250, G 250
Dodecylsiran sodny
DTT

EDTA

Ethanol

Fenolové ¢inidlo
Fenylalanin
Fosfoenolpyruvat
Glukosa-6-fosfat
Glutamat sodny
Glutamin

Glycerol

Glycin

HCI

KCI

K2CO3

KH,PO,

K2HPO,

Kyselina octova
Kyselina skoficova
Kyselina trichloroctova
L-malat

Methanol

MgCl,

Na,COs

Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA

Serva, Némecko

Sigma, USA
Sigma, USA
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Penta, CR
Degussa, CR
Penta, CR
Penta, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Lachema, CR
Sigma, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Lachema, CR
Sigma, USA
Lachema, CR
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NADH Sigma, USA

NADPH Sigma, USA
NAD* Sigma, USA
NaOH Lachema, CR
NNEDD Sigma, USA
N,N’-methylen-bis(akrylamid) Sigma, USA
Nitroblue tetrazolium Sigma, USA
lodonitrotetrazolium chlorid Sigma, USA
Oxalacetat sodny Sigma, USA
Phenazin methosulfat Sigma, USA
Protilatka anti-HSP 70 Thermo Fisher Scientific, USA
Protilatka anti-rabbit 1gG Sigma, USA
PVP Sigma, USA
Pyruvat sodny Sigma, USA
Sacharosa Lachema, CR
Sulfanilamid Sigma, USA
TEMED Serva, Némecko
Tris Sigma, USA
Vinan sodny Lachema, CR

3.3 Rostlinny material

Rostliny Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 byly laskavé poskytnuty doc.
RNDr. Noemi Cefovskou, CSc., Ustav experimentalni botaniky AV CR.

3.4 Rostlinné viry

NTN
Y

Y virus bramboru, kmen PV (izolat Lebanon) byly laskavé poskytnuty doc.

RNDr. Noemi Cefovskou, CSc., Ustav experimentalni botaniky AV CR.
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3.5 Protilatky

Protilatka proti obalovému proteinu Y viru bramboru byly laskavé poskytnuty doc.

RNDr. Noemi Cefovskou, CSc., Ustav experimentalni botaniky AV CR.

Protilatka proti HSP 70 byla dodana firmou Thermo Fisher Scientific, USA.

4 Metody

4.1 Priprava vzorku z rostlinného materialu

41.1 Péstovani rostlin tabaku

Pro studium vlivu virové infekce na metabolismus rostlin tabaku byly pouzity 30
dnt staré rostliny Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 vypéstované v zeming.
Rostliny byly rozdéleny do dvou skupin po 15 rostlinach. Prvni skupina byla infikovana Y
virem bramboru, kmenem NTN. Druhd skupina infikovana nebyla a slouzila jako

kontrolni.

Pro prvni pokus byly rostliny péstovany ve skleniku. Ve druhém pokusu byly
rostliny péstovany v komote s umélym osvétlenim (cyklus 14 hodin svétla, 10 hodin tmy),

stalou teplotou 20°C a relativni vlhkosti 75%.

Také pro studium vliv teplotniho Soku na prubé¢h virové infekce byly pouzity 30
dnt staré rostliny Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 péstované v zeming.
Rostliny byly rozdéleny do 5 skupin po 15 rostlinach na rostliny neinfikované, kontrolni;

rostliny neinfikované, vystavené teplotni Soku; rostliny tabaku infikované PVYN'™ ;
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NTN a nasledn& vystavené teplotnimu $oku; rostliny

NTN

rostliny tabaku infikované PVY
tabdku vystavené teplotnimu Soku a nasledné infikované PVY" ~. Teplotni Sok byl

proveden umisténim rostlin do 40°C po dobu 2 hodin.

Inokulace byla provedena potfenim dolniho listu rostliny smési homogenizatu listu
infikovaného Y virem Dbramboru v pienosovém roztoku (0,057M K;HPO,) a

karborundového prasku.

Obr. 12.: Rostlina Nicotiana tabacum L., cv. Petit Havana SR1 A) kontrolni B) infikovana
PVYN™ (16. den od inokulace)

Z rostlin byly v pravidelnych intervalech odebirany vzorky hornich, systémové
infikovanych vzorki. Z kazdé skupiny byly pfipraveny smésné vzorky. Kazdy smésny
vzorek obsahoval rostlinny material ze tfi rostlin. Vzorky byly ithned zmrazeny v tekutém

dusiku a skladovany pti — 80 °C.
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4.1.2 Priprava rostlinného extraktu pro stanoveni aktivity

enzymu

Listy tabdku byly homogenizovany v tfeci misce s trojndsobnym mnozstvim
extrakéniho pufru A (100 mM Tris-HCI (pH 7,8), 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 mM
MgCl,, 5% glycerol). K homogenatu bylo pfidano 0,05 g PVP na 1 ml homogenatu, ktery
byl nasledné centrifugovan pti 16 600 g a teplot¢ 4°C po dobu 15 minut. Ziskany

supernatant byl pouzit jako extrakt pro stanoveni aktivity enzymu.

4.2 Meéreni aktivity enzymu

4.2.1 Méreni aktivity PEPC

Pro méteni aktivity fosfoenolpyruvatkarboxylasy bylo vyuZito sptazené reakce, kdy
v prvnim kroku z fosfoenolpyruvatu vznikal OAA, jenz byl néasledné za spotfeby NADH
redukovan pomoci NAD-dependentni malatdehydrogenasy na malat. Ubytek NADH byl
meten spektrofotometricky jako pokles absorbance pii 340 nm po dobu 5 minut. Méteni
bylo provedeno na piistroji Helios o, V kyveté s optickou délkou 1 cm. Reakce byla
provedena v 1 ml reakéni smési, ktera obsahovala 100mM Tris-HCI pufr (pH 8,1); 5mM
NaHCOs; 2 mM MgCly; 0,2 mM NADH; 2 mM PEP.

Reakce byla startovana piidanim 100 ul extraktu [66]. Aktivita byla vztaZzena na

¢erstvou hmotnost rostlinného materialu.

4.2.2 Méreni aktivity NADP-ME

Pro méfeni aktivity NADP-ME bylo vyuzito reakce, kdy byl malat za spotieby
NADP oxidovan oxalacetat. Ptiristek NADPH byl méfen spektrofotometricky jako naruast

absorbance pii 340 nm po dobu 5 minut. Méfeni bylo provedeno na pfistroji Helios a,
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Vv kyveté s optickou délkou 1 cm. Reakce byla provedena v 1 ml reakéni smési, ktera
obsahovala 100 mM Tris-HCI pH 7,4; 10 mM malat; 2 mM MgCly; 0,2 mM NADP

Reakce byla startovana ptidanim 100 ul extraktu [66]. Aktivita byla vztazena na Cerstvou

hmotnost rostlinného materialu.

4.2.3 Méreni aktivity PPDK

Pro meéfeni aktivity PPDK bylo vyuzito spiazené reakce, kdy v prvnim kroku z
pyruvatu vznikal fosfoenolpyruvat. V druhém kroku pomoci PEPC z fosfoenolpyruvatu
vznikal OAA, jenz byl nasledné za spotiecby NADH redukovan pomoci NAD-dependentni
malatdehydrogenasy na malat. Ubytek NADH byl méfen spektrofotometricky jako pokles
absorbance pifi 340 nm po dobu 5 minut. Méfeni bylo provedeno na pristroji Helios a,
Vv kyveté s optickou délkou 1 cm. Reakce byla provedena v 1 ml reakéni smési, ktera
obsahovala: 100 M Tris-HCI pH 8,1; 10 mM MgCl;; 5 mM NaHCOs; 2 mM pyruvat; 1
mM ATP; 2 mM K;HPQO,4; 0,2 mM NADH

Reakce byla startovana piidanim 200 ul extraktu [66]. Aktivita byla vztazena na Cerstvou

hmotnost rostlinného materialu.

4.2.4 Méreni aktivity GS

Pro méfeni aktivity GS bylo vyuzito modifikované metody podle Manchenko [67].
Ubytek NADH byl méfen spektrofotometricky jako pokles absorbance p¥i 340 nm po dobu
5 minut oproti slepému vzorku, ktery obsahoval 100 mM Tris-HCI a 0,3 mM NADH.
Meéfieni bylo provedeno na ptistroji Helios a, V kyveté s optickou délkou 1 cm. Reakce byla
provedena v 1 ml reak¢éni smési, ktera obsahovala: 100 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM KCI; 5
mM MgCl,; 10 mM L-glutamat; 2,5 mM ATP; 10 mM NH4CI; 0,3 mM NADH; 1 mM
PEPa6,6 UPKal35ULDH.

33



GS katalyzuje reakce, ve které vznika ADP, substrat pro PK. Tento enzym poskytuje
pyruvat, ktery vyuzivdi LDH k syntéze laktatu. Vznikajici NAD® bylo méfeno
spektrofotometricky a odpovida aktivité GS.

Reakce byla startovana pfidanim 100 pl extraktu. Aktivita byla vztazena na Gerstvou

hmotnost rostlinného materialu.

4.2.5 Méreni aktivity GOGAT

Pro méteni aktivity GOGAT bylo vyuzito reakce, kdy z glutaminu a 2-oxoglutaratu
vznikaji transaminaci dvé molekuly glutamatu za spotfeby NADH. Ubytek NADH byl
meéfen spektrofotometricky jako pokles absorbance pti 340 nm po dobu 5 minut. Méteni
bylo provedeno na pfistroji Helios a, Vkyveté s optickou délkou 1 cm. Reakce byla
provedena v 1 ml reak¢éni smési, ktera obsahovala 100 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM a-
ketoglutarat; 5 mM L-glutamin; 0,3 mM NADH

Reakce byla startovana ptidanim 100 pl extraktu [67]. Aktivita byla vztazena na Cerstvou

hmotnost rostlinného materialu.

4.2.6 Méreni aktivity GDH

Pro méfeni aktivity GDH bylo vyuzito toho, Ze tento enzym z 2-oxoglutaratu
poskytuje glutamat za vzniku NADH, které reaguje S jodonitrotetrazoliovou violeti a N-
methylfenazonium methylsulfatem za vzniku fenazinového barviva. Aktivita GDH byla
stanovena jako zména absorbance pti 500 nm za 30 minut. Pro vypocet aktivity GDH byla
pouzita kalibrac¢ni piimka (Obr. 25, str. 50) sestrojend pro latkové mnozstvi 0 az 300 nmol
NADH. M¢teni bylo provedeno na pfistroji Ultrospec 2100, v kyveté s optickou délkou 1
cm. Reakce byla provedena v 1 ml reak¢ni smési, ktera obsahovala: 100 mM Tris-HCI pH
7,6; 5 mM o-ketoglutarat; 5 mM L-glutamin; 0,3 mM NADH; 5 mg/ml

jodonitrotetrazoliové violeti; 5 pg/ml N-methylfenazonium methylsulfatu.
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Reakce byla startovana ptidanim 200 pl extraktu [67]. Aktivita je vztaZzena na Cerstvou

hmotnost rostlinného materialu.

4.2.7 Méreni aktivity NR

Stanoveni aktivity nitratreduktasy katalyzujici pfeménu dusi¢nanu na dusitan je
zalozeno na reakci dusitanu se sulfanilamidem, ktera poskytuje diazoniovou sul. Ta reakci
se slouceninou NNEDD tvofi fialové azobarvivo, jehoz intenzita se stanovuje

spektrofotometricky pii 540 nm.

Reakéni smés obsahovala 100 mM K,HPO./KH,PO,; 10 mM EDTA; 0,15 mM
NADH; 0,1 M KNOs. Reakce byla startovana ptidanim 100 pl extraktu a probihala 30
minut pfi teploté 26 °C. Poté byl do reakéni smési pfidan 5,8 mM sulfanilamid a 0,8 mM
NNEDD. Referentni vzorek neobsahoval NADH a KNOj;. Méfeni bylo provedeno na
spektrofotometru Ultrospec 2100 v kyveté s optickou délkou 1 cm v reakénim objemu 1 ml

[68]. Aktivita byla vztazena na Cerstvou hmotnost rostlinného materialu.

4.2.8 Méreni aktivity PAL

Pro méfeni aktivity PAL bylo vyuZito reakce, kdy z fenylalaninu vznika kyselina
skoficova. Kyselina skoficovd, na rozdil od fenylalaninu, silné¢ absorbuje pro 280 nm.
Aktivita PAL se projevi na nariist absorbance pro 280 nm. Reakce byla startovdna
pfidinim 100 pl extraktu a probihala 30 minut. Mé&feni bylo provedeno na
spektrofotometru Ultrospec 2100, v kyveté s optickou délkou 0,5 cm. Reakce byla
provedena v 1 ml reakéni smési, kterd obsahovala: 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 5 mM

fenylalanin [67]. Aktivita byla vztazena na ¢erstvou hmotnost rostlinného materialu.
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4.2.9 Stanoveni aktivity proteas

Aktivita proteas byla stanovena spektrofotometricky pomoci azokaseinu [69].
Princip metody spociva ve Stépeni azokaseinu (bilkoviny s aminokyselinami
substituovanymi azobarvivem) na polypeptidové §tépy, které se nesrazi v prostredi 5 %
kyseliny trichloroctové. Reakéni smér o objemu 1 ml obsahovala: 100 pl rostlinného
extraktu, 100 mM Tris-HCI pH 8,1, azokasein (5 mg/1). Reakce probihala 30 minut. Poté
byl do reakéni smési pfidan 1 ml 5% kyseliny trichloroctové. Nasledné byla reakéni smés
centrifugovéna pii 16 600 g a teploté 4°C po dobu 15 minut. V supernatantu byla zmétena
absorbance pti 440 nm oproti slepému pokusu, ktery obsahoval misto rostlinného extraktu

destilovanou vodu [69].

4.3 Stanoveni bilkovin metodou dle Bradfordové

Tato metoda je =zaloZzena na interakci Coomassie brilliant blue G 250
s aromatickymi a bazickymi aminokyselinami v bilkoving¢. Po vytvofeni komplexu s
proteinem dochazi ke zméné absorpéniho maxima Coomassie brilliant blue G 250 z 465
nm na 595 nm [70].

K 10 pl rostlinného extraktu bylo ptfidano 23,3 ul destilované vody a 1 ml Bradfordova
¢inidla. Po dikladném promichani se smés inkubovala po dobu 20 min. Poté byla zmétfena
absorbance pifi 595 nm proti referencnimu vzorku obsahujicimu 33,3 pul destilované vody a

1 ml Bradfordova ¢inidla [70].

Hodnota absorbance pii 595 nm byla pomoci kalibra¢ni pfimky pfepoftena na mnoZstvi
bilkovin. Jako standard byl pouzit hovézi sérovy albumin (BSA) o koncentraci 0,25 — 1,4

mg.ml™.
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4.4 Elektroforetické separace proteint

4.4.1 Elektroforeticka separace proteinii v prostiedi SDS

Elektroforetické separace proteinti v prostifedi dodecylsiranu sodného byla
provedena metodou dle Laemmliho [71]. Na za¢atku separace bylo napéti nastaveno na 70

V. Poté, co vzorek opustil zaostrovaci gel, bylo napéti zvySeno na 140 V.

Pro lepsi rozdéleni proteini byl pouzit polyakrylamidovy gel s gradientem
koncentrace akrylamidu 10 - 15 %. Koncentrace zaostfovaciho gelu byla 5%. Gradient

koncentrace akrylamidu byl vytvofen pomoci misic¢e gradientu.

10% separacni gel o celkovém objemu 5 ml obsahoval 1,9 ml destilované vody; 1,7
ml 30% smési akrylamid/BIS; 1,3 ml 1,5M Tris-HCI pufru, pH 8,8; 50 ul 10% SDS; 2 ul
TEMED; 50 ul 10 % peroxodisiranu amonného.

15% separacni gel o celkovém objemu 5 ml obsahoval 1,1 ml destilované vody; 2,5
ml 30% smési akrylamid/BIS; 1,3ml 1,5M Tris-HCI pufru, pH 8,8; 50 ul 10% SDS; 2 ul
TEMED a 50 pl 10 % peroxodisiranu amonného.

5% zaostfovaci gel o celkovém objemu 6 ml obsahoval 4,1 ml destilované vody; 1
ml 30% smési akrylamid/BIS; 750 pl 1,0M Tris-HCI pufru, pH 6,8; 60 ul 10% SDS; 6 ul
TEMED a 60ul 10 % peroxodisiranu amonného.

Elektrodovy pufr obsahoval 18,8 g glycinu, 3 g Trisa 1 g SDS v 1 1 destilované
vody.

Vzorky pro separaci byly pfipraveny z rostlinného extraktu ptipraveného podle
4.1.2, ktery byl smichan se vzorkovym pufrem v poméru 1:1. Vzorkovy pufr obsahoval:
0,1542 ¢ DTT, 0,5 ml 0,1% bromfenolové modte, 2 ml glycerolu, 2 ml 10% SDS, 2,6 ml
0,5 M Tris-HCl (pH 6,8) a 2,9 ml destilované vody. Smés byla poté zahiata k varu.

Takto ptipraveny vzorek byl po zchladnuti aplikovan do jamek v gelu po 20 pl.
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441.1 Detekce proteinii v gelu

Gel byl po separaci umistén do barvici lazn€, ktera obsahovala v 1 litru 2 g
Coomassie Briliant Blue R 250, 0,5 g Coomassie Briliant Blue G 250, 425 ml ethanolu, 50
ml methanolu, 100 ml kyseliny octové a 425 ml destilované vody. Po obarveni byl gel
umistén do odbarvovaci lazné, ktera obsahovala kyselinu octovou, ethanol a destilovanou

vodu v poméru 2:5:13.

4.4.2 Elektroforeticka separace proteini v nedenaturujicim

prostredi

Elektroforeticka separace proteini v nedenaturujicim byla provedena metodou dle
Lee a Lee [72]. Byl pouzit separa¢ni gel o koncentraci akrylamidu 6%. Koncentrace
zaostfovaciho gelu byla 5%. Na zafatku separace bylo napéti nastaveno na 70 V. Poté, co

vzorek opustil zaostfovaci gel, bylo napéti zvySeno na 140 V.

6% separaéni polyakrylamidovy gel o celkovém objemu 10 ml obsahujici 5,2 ml
destilované vody; 2 ml 30% smési akrylamid/BIS; 2,6 ml 1,5 M Tris-HCI pufru, pH 8,8;
100 pl 10% glycerolu; 8 ul TEMED; 100 pl 10 % peroxodisiranu amonného.

3% zaostifovaci polyakrylamidovy gel o celkovém objemu 4 ml obsahujici 3 ml
destilované vody; 400 ul 30% smési akrylamid/BIS; 500 ul 1,0 M Tris-HCI pufru, pH 6,8;
40 pl 10% glycerolu; 8 pl TEMED; 40 pl 10 % peroxodisiranu amonného.

Vzorky pro separaci byly piipraveny z rostlinného extraktu piipraveného podle
4.1.2. K nim byla pfidana sacharosa tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 20 %. Takto

pfipravené vzorky byly poté aplikovany do jamek v gelu v mnozstvi 20 pl.
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4421 Detekce aktivity GDH v polyakrylamidovém gelu

Po elektroforetické separaci proteinti byla provedena detekce aktivity GDH v gelu.
Gel byl umistén do reakéni smési obsahujici 100 mM Tris-HCI pH 7,1, 10 mM L-glutamat,
0,2 mM NAD"; 0,1 mg/ml nitroblue tetrazolium a 5 pg/ml phenazin methosulfate V této
reak¢ni smési byl ponechan 12 hodin [67].

4.5 Imunochemicka detekce pritomnosti viru

Ptitomnost virové infekce byla zjisténa imunochemickou metodou nepiimé ELISA
[73]. Vzorky systémové infikovanych listd tabaku byly homogenizovany v desetinasobném
mnozstvi potahovaciho pufru (1,59 g Na,COs3, 2,93 g NaHCO3, 0,2 g NaN3 v 1 litru H,0) a
ptefiltrovany. Do reakéni jamky v jamkové desti¢ce pro ELISA bylo pipetovano 100 pl
vzorku. Desticka se poté nechala inkubovat pfes noc. Kazda z jamek byla 4x promyta
promyvacim roztokem (8 g NaCl, 2,9 g Na,HPOy, 0,2 g KH,POy,, 0,2 g KCI, 0,2 g NaNs,
0,05 % Tween 20 v jednom litru H,0). Nasledn¢ bylo do kazdé jamky pfidano 100 pl
primarni krali¢i protilatky proti obalovému proteinu PVY o koncentraci Sul/ml
konjugac¢niho pufru (20 g PVP, 2 ¢ BSA v 1 litru promyvaciho roztoku). Desticka byla
inkubovana pti 37°C po dobu 3 hodin. Kazda z jamek byla poté opét promyta promyvacim
roztokem. Navazané protilatky byly vizualizovany ptidanim 100 pl kozi protilatky proti
krali¢i protilatce o koncentraci 1 pl/30 ml konjuga¢niho pufru. Desti¢ka byla inkubovéana 4
hodiny pti 37°C. Nasledné byly jamky promyty promyvacim roztokem. Kozi protilatka je
konjugovana s alkalickou fosfatasou, cozZ umoziuje po pfidani 100 ul p-nitrofenylfosfat (1
mg/ml, pH 9,8), ktery je substratem alkalické fosfatasy, detekovat pfitomnost obalového

proteinu viru jako zméfeny absorbance pii 405 nm za 30 minut [74].
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4.6 Imunochemicka detekce pritomnosti HSP 70

Pfitomnost HSP 70 byla imunochemicky detekovana metodou ELISA. Byl pouzit

YN™N (kapitola 4.5) s tim, Ze jako primarni protilatka

modifikovany postup pro detekci PV
byla misto protilatky proti PVY pouzita krali¢i protilatka proti HSP 70 v fedéni 0,5 pl/ml

konjugacniho pufru.
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5 Vysledky

5.1 Vliv infekce zptisobené PVY"™ na metabolismus

rostlin tabaku

Byly provedeny dva pokusy vlivu infekce Y viru bramboru na metabolismus rostlin
tabaku. V prvnim pokusu (oznacen A) byly rostliny péstovany ve skleniku v pidé. Ve
druhém pokusu (oznacen B) byly rostliny péstovany v ptidé v komote o konstantni teploté

20°C, 75% vlhkosti a s umélym osvétlenim (cyklus: 14 hodin svétla, 10 hodin tmy).

V obou pokusech byly rostliny rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina byla
infikovana Y virem bramboru, kmenem NTN. Druha skupina infikovana nebyla a slouzila

jako kontrolni.

5.1.1 Kvantifikace PVY metodou neprimé ELISA

Ovéfeni, ze infekce PVY"N™ v pokusnych rostlinach skute¢nd probshla, bylo
provedeno imunochemicky pomoci nepiimé ELISA metody. Tato metoda umoznuje zjistit

pfitomnost obalového proteinu Y viru bramboru.

V prvnim (A) 1 druhém (B) pokusu byla zjisténa pritomnost obalového proteinu Y viru
bramboru. Infekce tedy probéhla v obou piipadech (obr. 13, str. 42).
V prvnim pokusu (A) byla pfitomnost PVY"'™ detekovana 11. den od inokulace.

Maximum infekce bylo 19. den. V druhém pokusu (B) byla pfitomnost PVY detekovéna 7.
den od inokulace. Maximum infekce bylo 11. den (obr. 13, str. 42).
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Obr. 13: Detekce Y viru bramboru metodou ELISA v listech rostlin tabaku infikovanych
PVY"™ (m) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m). Na ose y je vynesena absorbance

p-nitrofenolu.

5.1.2 Aktivita PEPC v rostlinach tabaku

V rostlinach infikovanych PVY"™ stejnd jako v rostlinach kontrolnich,
neinfikovanych byla sledovana aktivita PEPC a to jak v prvnim (A), tak i druhém (B)
pokusu (obr. 14, str. 43).

V prvnim pokusu (A) byla ve vSech sledovanych dnech zaznamenéna mirné vyssi
aktivita PEPC v rostlinach infikovanych PVYN™ (obr.14A, str. 43). Nejvétsi rozdil 20%
byl zaznamenan 19. den, tedy stejny den, kdy byla pfitomnost viru nejvyssi.

V druhém pokusu (B) aktivita PEPC v kontrolnich rostlinach do 11. dne mirné

klesala. Naopak u rostlin infikovanych PVYN™

aktivita PEPC v pribéhu pokusu stoupala
a nejvyssi byla 11. a 14. den od inokulace. Poté jiz klesala. V rostlinach infikovanych
PVYN™ byla mimo 4. dne zjisténa vy3si aktivita PEPC neZ v kontrolnich, neinfikovanych

rostlinach (obr.14B, str. 43).
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Obr. 14: Aktivita PEPC vztazena na ¢erstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych Y
virem bramboru (m) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m) pro prvni (A) a druhy (B)

pokus. M¢teni bylo provedeno pti optimalnim pH 8,1 a satura¢ni koncentraci PEP.

5.1.3 Aktivita NADP-ME v rostlinach tabaku

Na obrazku 15 na str. 44 je znazornéna aktivita NADP-ME jak v rostlinach
infikovanych PVYN™ tak v kontrolnich, neinfikovanych rostlinach v prvnim (A) i druhém

(B) pokusu.

Nejvyrazngjsi zvyseni aktivity v rostlinach infikovanych PVYN™ oproti kontrolnim
rostlinam bylo v prvnim pokusu (A) zaznamenano 19. den od inokulace, kde ¢inilo 160%.

Poté jiz aktivita NADP-ME Klesala (obr.15A, str. 44).

Také v druhém pokusu (B) byla aktivita NADP-ME v rostlinach infikovanych
PVYN™ zvysena v pribehu celého pokusu oproti kontrolnim rostlindm. Rozdil v aktivité
je patrny od 7. dne. Nejvyssi rozdil v aktivité byl 11. den, kde je aktivita NADP-ME v
rostlinach infikovanych PVYN™ 3x vyssi neZ v rostlinach kontrolnich (obr.15B, str. 44).
Tak pti detekci viru metodou ELISA bylo maximum 11. den (obr. 13B, str. 42).

V prvnim (A) i druhém (B) pokusu odpovidal pribéh aktivity NADP-ME priabéhu infekce
zjisténé metodou ELISA (obr. 13, str. 42).
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Obr. 15: Aktivita NADP-ME vztazena na cerstvou hmotnost v rostlindch tabaku
infikovanych Y virem bramboru (m) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m) pro prvni

(A) a druhy (B) pokus.

5.1.4 Aktivita PPDK v rostlinach tabaku

V této studii byla sledovana aktivita PPDK v rostlinach infikovanych PVY"N™ a v

kontrolnich, neinfikovanych rostlinach, a to jak v prvnim (A) tak i druhém (B) pokusu.

Studiem aktivity PPDK bylo zjisténo, ze v prvnim pokusu (A) bylo zaznamenano
zvySeni aktivity PPDK v rostlinach kontrolnich 4. a 22. den. Aktivita PPDK v rostlinach
infikovanych PVY"™ se mimo 19. den drZela na stejné Grovni, kdy se zvysila o 25%
oproti 15. dni (obr.16A, str. 45). Aktivita PPDK byla v rostlinach infikovanych PVY"™ ve
vSech sledovanych dnech vyS§i nez v rostlinach kontrolnich. Nejvyssi rozdil byl

zaznamenan 19. den, kdy byl 2,5x vys§i nez v rostlinach kontrolnich (obr.16A, str. 45).

Také v druhém pokusu (B) bylo zaznamenéano zvyseni aktivity PPDK v rostlinach
infikovanych PVYN™ ve viech sledovanych dnech mimo 3. dne. Rozdil v aktivité byl
patrny od 7. dne. Nejvyssi rozdil v aktivité je 11. a 14. den, kde byla aktivita PPDK v
rostlinach infikovanych PVYN™ 2x vys§i neZ v rostlinach kontrolnich (obr.16B, str. 45).

44



Nejvyssi aktivita PPDK v rostlinach infikovanych PVYN™ byla zaznamenana 11. den. Ve

stejny den byla také zaznamenana nejvyssi pritomnost viru (obr. 13B, str. 42).
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Obr. 16: Aktivita PPDK vztazena na ¢erstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych Y
virem bramboru (m) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m) pro prvni (A) a druhy (B)

pokus.

5.1.5 Aktivita GS v rostlinach tabaku

NTN
Y

V rostlindch infikovanych PV a v kontrolnich, neinfikovanych rostlinach byla

sledovana aktivita GS v prvnim (A) i druhém (B) pokusu.

V prvnim pokusu (A) bylo zaznamenano vyrazné kolisani aktivity GS a to jak v

rostlinach infikovanych PVYN™ tak v kontrolnich rostlinach (obr.17A, str. 46). Ve viech

YNTN

dnech mimo 4. bylo zaznamenano aktivity v rostlinach infikovanych PV oproti

rostlindm kontrolnim. Nejvyssi rozdil v aktivité byl zaznamenan 11. den, kde byla aktivita

NTN02

v rostlinach infikovanych PVY 5% vys$i nez v rostlinach kontrolnich.

V druhém pokusu (B) bylo v prubéhu celého pokusu zaznamenano zvyseni aktivity

YNTN

GS v rostlinach infikovanych PV oproti kontrolnim, neinfikovanym rostlinam.
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Nejvyssi rozdil v aktivit¢ GS byl zaznamenan 11. den. Poté jiz aktivita GS v rostlinach

infikovanych PVYN™ klesala (obr.17B).
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Obr. 17: Aktivita GS vztazena na Cerstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych Y
virem bramboru (m) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m) pro prvni (A) a druhy (B)

pokus.

5.1.6 Aktivita GOGAT v rostlinach tabaku

Na obrazku 18 na str. 47 je zndzornéna aktivita GOGAT jak v rostlinach
infikovanych PVYN™ tak v kontrolnich, neinfikovanych rostlinach v prvnim (A) i druhém

(B) pokusu.

V kontrolnich rostlinach aktivita GOGAT mirn¢ stoupala. Vyjimkou byl 15. den,
kdy doslo k poklesu aktivity GOGAT. Ke stejnému poklesu aktivity v tento den doslo
rovnéz v druhé skuping rostlin infikovanych PVYN™. Aktivita GOGAT byla v rostlinach
infikovanych PVY"N™ v pribshu celého pokusu vys$i nez v rostlinach kontrolnich.

YNTN oproti kontrolnim

Nejvyraznéjsi zvySeni aktivity v rostlinach infikovanych PV
rostlinam bylo zaznamenano 19. den od inokulace, kde ¢inilo 200% (obr.18A, str. 47).
Maximum infekce bylo rovnéz 19. den (obr. 13, str. 42A). Poté jiz aktivita GOGAT

klesala.
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Také v druhém pokusu (B) byla sledovana aktivita GOGAT. Stejné jako v prvnim
pokusu i zde bylo zaznamenano zvySeni aktivity GOGAT v rostlinach infikovanych
PVYN™ oproti kontrolam. Rozdil v aktivité je patrny od 7. dne. Nejvyssi rozdil v aktivité
je 11. den, kde je aktivita GOGAT v rostlinach infikovanych PVYN™ 0 60% vyssi nez v
rostlinach kontrolnich (obr.18B). Poté jiz aktivita GOGAT klesala a 18. den byla obdobna
jako v rostlinach kontrolnich. Maximum aktivity GOGAT odpovidd maximu infekce

zjisténé metodou ELISA (obr. 13B, str. 42).
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Obr. 18: Aktivita GOGAT vztazena na ¢erstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych
Y virem bramboru (=) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m) pro prvni (A) a druhy
(B) pokus.

5.1.7 Aktivita GDH v rostlinach tabaku

V rostlinach tabaku infikovanych PVY"™ a v kontrolnich, neinfikovanych
rostlinach byla sledovana aktivita GDH v prvnim (A) i druhém (B) pokusu. Stanoveni
GDH je zaloZeno na sledovani zmény absorbance pti 500 nm, ke které dochazi reakci
vznikajiciho NADH s jodonitrotetrazoliové violeti a N-methylfenazonium methylsulfatem
ke vzniku fenazinového barviva. Pro vypocet aktivity GDH byla pouzita kalibra¢ni piimka

(Obr. 19, str. 48) sestrojena pro koncentraci 0 az 300 umol/l NADH.
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Obr. 19: Kalibra¢ni pifimka zavislosti absorbance fenazinového barviva vznikajiciho reakci
NADH s jodonitrotetrazoliovou violeti a N-methylfenazonium methylsulfatem na

koncentraci NADH.

V prvnim pokusu (A) bylo zjisténo, Ze aktivita GDH v rostlindch infikovanych
PVYN™ v pribshu pokusu mirné stoupala az do 19. dne, kde se nachazelo maximum.
Posledni 22. den aktivita GDH jiz mirné klesla. V rostlindch kontrolnich doslo 11. den k
poklesu aktivity GDH, poté jiz aktivita tohoto enzymu stoupala. V priib&éhu celého pokusu
byla aktivita GDH v rostlinach infikovanych pvyN™ vys$i nez v rostlinach kontrolnich.
Nejvyssi rozdil byl zaznamenan 11. den, kdy byla aktivita GDH v rostlinach infikovanych
PVYN™ 2x vyssi oproti kontrole (obr.20A, str. 49).

V druhém pokusu (B) bylo zaznamenéano v prib¢hu celého pokusu zvyseni aktivity
GDH v rostlinach infikovanych pPvYNT™N oproti kontrolnim, neinfikovanym rostlinam.
Rozdil v aktivit¢ GDH byl nejvyssi 11. den, tedy v maximu virové infekce. V tento den
byla aktivita GDH v rostlinach infikovanych PVYN™ vice neZ 3x vyssi nez v kontrolnich
rostlinach (obr.20B, str. 49).
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Obr. 20: Aktivita glutamatdehydrogenasy vztazena na Cerstvou hmotnost v rostlinach

tabaku infikovanych Y virem bramboru (m) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m)

pro prvni (A) a druhy (B) pokus.

U druhé studie byla provedena nativni elektroforetickd separace proteint
Z rostlinného extraktu a nasledna detekce aktivity NAD" glutaméatdehydrogenasy v gelu.
Na obr. X je detekovéana aktivita GDH ve formé& jednoho prouzku, a to jak pro rostliny
tabaku infikovanych PVYN™ (Y), tak neinfikovanych rostlin (K). Na tomto obrazku je

patrny rozdil v intenzité prouzkli mezi obéma skupinami rostlin. U vzorku z rostlin

infikovanych PVYN™ (Y) je prouzek vyrazng intenzivn&jsi barvy (obr. 21).

b e

K Y

Obr. 21: Detekce aktivity GDH po elektroforetické separaci proteint v nedenaturujicim
prostiedi v rostlinach tabaku infikovanych Y virem bramboru (Y) a neinfikovanych,
kontrolnich rostlinach (K).
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5.1.8 Aktivita NR v rostlinach tabaku

V druhém pokusu byla v rostlinach tabaku infikovanych PVYN™ a v kontrolnich,
neinfikovanych rostlinach sledovana aktivita NR. Stanoveni NR je zaloZeno na sledovani
zmény absorbance pii 540 nm, ke které dochazi reakci dusitanového iontu (produktu
reakce katalyzované NR) se sulfanilamidem a NNEDD za vzniku azobarviva. Pro vypocet
aktivity NR byla pouzita kalibracni pfimka (Obr. 22) sestrojena pro koncentraci 0 az 25
umol KNO,.
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Obr. 22: Kalibra¢ni piimka zavislosti absorbance azobarviva vznikajiciho reakci

dusitanového iontu se sulfanilamidem a NNEDD na koncentraci dusitanovych aniond.

Pii studiu aktivity NR bylo zjisténo, Ze v kontrolnich rostlinach doslo 14. den ke
zvyseni aktivity NR oproti ostatnim sledovanym dntim. V rostlinach infikovanych pvyN™
doSlo od 14. dne ke zvySeni aktivity NR. Aktivita dale stoupala i 18. den, kdy byla

nejvyssi. V kontrolnich rostlindch byla zjiSténa mirné vyssi aktivita NR ve vSech
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sledovanych dnech (mimo 18. dne) neZ v rostlinach infikovanych PVYN™, V 18. den byla

aktivita NR v rostlinach infikovanych PVYN™ téméF 3x vyssi (obr. 23).

7,0
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doba po inokulaci PVYN™N (den)

Obr. 23: Aktivita nitratreduktasy vztazena na Cerstvou hmotnost v rostlinach tabaku

infikovanych Y virem bramboru (m) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m).

5.1.9 Aktivita PAL v rostlinach tabaku

V druhém pokusu byla rovnéz sledovéna aktivita PAL v rostlindich tabiku
infikovanych PVY"™ a v kontrolnich, neinfikovanych rostlinach. Stanoveni PAL je
zalozeno na sledovani zmény absorbance pii 280 nm, kdy z fenylalaninu vznika kyselina
skoficova, ktera absorbuje pii 280 nm. Pro vypocet aktivity byla vyuzita kalibra¢ni piimka

(obr. 24, str. 52).
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Obr. 24: Kalibra¢ni pfimka zavislosti absorbance kyseliny skoficové na jeji koncentraci.

V druhém pokusu byla v rostlindch infikovanych PV

YNTN

a v kontrolnich,

neinfikovanych rostlinich sledovéna aktivita PAL. V rostlinach infikovanych PVY"\™

aktivita PAL v pribéhu pokusu vyrazné klesala. Nejvyssi byla 3. den od inokulace, kdy

byla vice nez 2x vyssi nez u kontrolnich rostlin. Naopak od 14. dne od inokulace nebyla

téme&f zadna aktivita zaznamenana (obr. 25, str. 53).
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Obr. 25: Aktivita fenylalaninamoniumlyasy vztazena na ¢erstvou hmotnost v rostlinach
tabaku infikovanych Y virem bramboru (m) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m).

5.1.10 Stanoveni mnozstvi bilkovin v rostlinach tabaku

V druhé studii bylo zjisténo, ze rostliny vystavené virové infekci obsahuji vice
bilkovin nez kontrolni, neinfikované rostliny. Tento rozdil byl ov§em velmi maly, pfiblizné
0 20%. V rostlinach infikovanych PVYN™ i v kontrolnich rostlinach se ve vsech

odbérovych dnech nachazelo pfiblizné stejné mnozstvi bilkovin (obr. 26, str. 54).
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Obr. 26: Mnozstvi bilkovin v rostlindch tabaku infikovanych Y virem bramboru (m) a v
neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m).

5.1.11 Aktivita proteas v rostlinach tabaku

V rostlinach infikovanych PVYN™ a v kontrolnich, neinfikovanych rostlinach byla
sledovana aktivita proteas. Stanoveni je zalozeno na sledovani absorbance asokaseinovych
polypeptid vzniklych §tépenim proteasami. Tyto polypeptidy se, na rozdil od azokaseinu
samotného, nesrazeji v prostiedi 5% kyseliny trichlorocrové. Aktivita proteas se v pribéhu
pokusu v kontrolnich rostlinach neménila. v rostlinach infikovanych PVY"N™ byla aktivita
proteas do 7. dne stejna s kontrolnimi rostlina. Od 11. dne doslo ke zvySeni aktivity
proteas. Tato aktivita byla nejvyssi 14. den, kdy byla piiblizn¢ 6x vyssi nez u kontrolnich
rostlin. Pot¢ jiz aktivita proteas klesala (obr. 27, str. 55).
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Obr. 27: Aktivita proteas v rostlinach tabaku infikovanych Y virem bramboru (=) a
neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (m).

5.1.12 Elektroforeticka separace proteinii v pritomnosti SDS

Pomoci elektroforetické separace proteini v pfitomnosti SDS bylo porovnavano
zastoupeni proteini v extraktech rostlin infikovanych PVY"™ a  kontrolnich,
neinfikovanych rostlin. Obrazek 27 dokumentuje, Ze mezi obéma skupinami byl zji§tén
kvalitativni rozdil v zastoupeni proteini. U vzorku Y4 je prouzek s relativni molekulovou
hmotnosti pfiblizn¢ 56 000 vyrazné slabsi nez u ostatni vzorkid. Pravdépodobné se jedna o
velkou podjednotku Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasu. U vzorki Y3 a Y4 se objevuje
vyrazny prouzek. Nejspis se jedna o obalovy protein virové &astice PVYN' (obr. 28, str.
56).
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Obr. 28: Elektroforeticka separace proteinii v prostiedi SDS v gradientu 10 - 15 %
polyakrylamidového gelu. Do kazdé jamky bylo aplikovano 25 pl vzorku. ST - standard,

BSA - hovézi sérovy albumin.

5.2 Studium vlivu teplotniho Soku na pribéh virové

infekce v rostlinach tabaku

V této praci byly provedeny pokus vlivu teplotni Soku na infekci PVYN™ v

rostlinach tabaku.

Rostliny péstované v pudé byly rozdéleny do 5 skupin na rostliny neinfikované,
kontrolni (=), rostliny neinfikované, vystavené teplotni Soku (m), rostliny tabaku
infikované PVY"™ (m), rostliny tabaku infikované PVYN™ a néslednd vystavené
teplotnimu Soku (m), rostliny tabaku vystavené teplotnimu Soku a nasledné infikované
PVY"™ (m). Kazda skupina obsahovala 15 rostlin. Teplotni $ok byl proveden umistdnim

rostlin do 40°C po dobu 2 hodin.
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5.2.1 Kvantifikace PVY"™ metodou nep¥imé ELISA

Pro potvrzeni, ze v inokulovanych rostlinach doslo k infekci, byla provedena

metoda nepiimé ELISA umoziujici detekci obalového proteinu PVYN™. vV rostlinach

YNTN

infikovanych PV (m) bylo zaznamenano zvySeni mnoZstvi obalového virového

proteinu. Pfitomnost viru bylo prokazatelnd 13. den a nejvyssi byla 16. den. V rostlinach

NTN

tabaku vystavenych teplotnimu $oku a nasledné infikovanych PVY"™ " (m) byla pfitomnost

viru prokazatelna az 16. den. V ostatnich skupinach nebyla pfitomnost viru zaznamenana
(obr. 29).
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Obr. 29: Detekce pfitomnosti obalového proteinu PVYN™ v rostlinach tabaku

infikovanych PVYN™ (m), v rostlinach tabaku infikovanych PVYN™ a nasledné
vystavenych teplotnimu Soku (m), v rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu Soku a
nasledng infikovanych PVYN™ (m), v neinfikovanych, kontrolnich rostlinach () a v
neinfikovanych, kontrolnich rostlinach vystavenych teplotni Soku (m). Na ose y je
vynesena absorbance p-nitrofenolu.
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5.2.2 Kvantifikace HSP 70 metodou nepiimé ELISA

Pro ovéteni pritomnosti HSP 70 v rostlindch vystavenych teplotnimu Soku byla
provedena metoda nepiimé ELISA umoziujici detekci vybraného HSP 70. V rostlinach
tabaku vystavenych teplotnimu Soku a nasledné€ infikovanych pPvYNTN (m) a v rostlinach
tabaku infikovanych PVYN™ a nasledng vystavenych teplotnimu Soku (m) byl detekovan
HSP 70. V neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) i v rostlinach tabaku infikovanych

PVYN™ (m) bylo zjisténo vyraznd mensi mnozstvi HSP 70 (obr. 30).
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Obr. 30: Ptitomnosti HSP 70 v rostlinach tabaku infikovanych PVY"™" (m), v rostlinach
tabaku infikovanych PVYN™ a nasledn& vystavenych teplotnimu $oku (m), v rostlinich
tabdku vystavenych teplotnimu Soku a naslednd infikovanych PVYN™ (m), v
neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=). Na ose y je vynesena absorbance p-nitrofenolu.

58



5.2.3 Aktivita PEPC v rostlinach tabaku

Ve vSech skupinich rostlin byla sledovdna aktivita PEPC. V rostlinach
infikovanych pvyN™ (m) byla zjisténa 16. den zvySena aktivita PEPC oproti ostatnim
skupindm. V ostatnich sledovanych skupindch rostlin nebyly zjistény vyraznéj$i zmény v

aktivité PEPC (obr. 31).
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Obr. 31: Aktivita PEPC vztazena na Cerstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych
PVY"™ (m), v rostlinach tabaku infikovanych PVY"™ a nasledng vystavenych teplotnimu
Soku (m), rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu $oku a nasledn infikovanych PVYN™
(m), neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach
vystavenych teplotni Soku (m). Méfeni bylo provedeno pii optimalnim pH 8,1 satura¢ni
koncentraci PEP.

5.2.4 Aktivita NADP-ME v rostlinach tabaku

V 5 zkoumanych skupinach rostlin byla sledovana aktivita NADP-ME. Ve vSech

skupinach rostlin tabaku bylo 10. den bylo zjisténo zvySeni aktivity NADP-ME. V

NTN

rostlinach infikovanych PVY" '™ (m) bylo zaznamenéno zvySeni aktivity NADP-ME oproti
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ostatnim skupinam rostlin. Rozdil v aktivit¢ byl patrny od 13. dne. Nejvyssi rozdil v
aktivit¢ byl 16. den, kdy byla aktivita NADP-ME o 52% vys$i nez v neinfikovanych,
kontrolnich rostlinach (=). Tento probéh odpovida pribéhu virové infekce zjisténé
metodou ELISA (obr. 29, str. 57). V ostatnich skupinach nebyl zaznamenan relevantni
rozdil v aktivit¢ NADP-ME (obr. 32).
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Obr. 32: Aktivita NADP-ME vztazena na Cerstvou hmotnost v rostlinach tabaku
infikovanych PVYN™ (m), v rostlinach tabéku infikovanych PVY"™ a nasledné
vystavenych teplotnimu Soku (m), rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu Soku a
nasledng infikovanych PVY"'" (m), neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) a
neinfikovanych, kontrolnich rostlinach vystavenych teplotni Soku (m).

5.2.5 Aktivita PPDK v rostlinach tabaku

Na obrazku 33 na str. 61 je znazornéna aktivita PPDK ve vSech 5 sledovanych
skupinach rostlin tabaku. Ve skupiné¢ kontrolnich, neinfikovanych rostlin (=) bylo

zaznamenano 10. den zvySeni aktivity PPDK oproti ostatnim skupindm. ZvySena aktivita
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PPDK byla rovn&z zaznamenana v rostlinach infikovanych PVY"N™

(m). Toto zvyseni
aktivity je patrné od 13. dne. Nejvyssi rozdil v aktivité je 16. den, kdy je aktivita PPDK
téméf 3x vetsi nez v ostatnich skupinach (obr. 33). To odpovida vysledkiim kvantifikace

viru metodou ELISA (obr. 29, str. 57).
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Obr. 33: Aktivita PPDK vztazena na Cerstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych
PVY"™ (m), v rostlinach tabaku infikovanych PVY"™ a nasledng vystavenych teplotnimu
Soku (m), rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu $oku a nasledn infikovanych PVYN™
(m), neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach
vystavenych teplotni Soku (m).

5.2.6 Aktivita GS v rostlinach tabaku

Ve vSech skupinach rostlin byla sledovana aktivita GS. Ve vSech sledovanych
skupinach doslo 10. den k vyraznému poklesu aktivity GS v rostlinach tabaku. V rostlinach

infikovanych PVYN™ (m) bylo zaznamenino zvyseni aktivity GS oproti ostatnim
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skupinam rostlin. Rozdil v aktivité je patrny az 16. den. V ostatnich skupinach nebyl

zaznamenan relevantni rozdil v aktivité¢ GS (obr. 34).

0,25

o
N
o

0,15

0,10 +—

Aktivita GS [umol.min-1.g]

o
o
(93]

i

0,00 -

3 7 10 13 16
doba po inokulaci PVYN™N (den)

Obr. 34: Aktivita GS vztazena na Cerstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych
PVY"™ (m), v rostlinach tabaku infikovanych PVY"™ a nasledng vystavenych teplotnimu
Soku (m), rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu $oku a nasledné infikovanych PVY"N™
(m), neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach
vystavenych teplotni Soku (m).

5.2.7 Aktivita GOGAT v rostlinach tabaku

V kazdé z péti skupin rostlin byla sledovana aktivita GOGAT a vysledky zaneseny

do grafu (obr. 35, str. 63). Pouze v rostlinach infikovanych PVYN™

(m) bylo zaznamenano
zvySeni aktivity GOGAT oproti ostatnim skupinam rostlin. Tento rozdil v aktivit¢ GOGAT

je patrny od 13. dne. Nejvyssi rozdil v aktivité je 16. den, kdy je aktivita PPDK 0 75%
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vys$i nez v neinfikovanych, kontrolnich rostlinaich (=). Naopak v rostlinach tabaku
infikovanych PVYN™ a nasledng vystavenych teplotnimu $oku (m) bylo zaznamenéano 13.

a 16. den snizeni aktivity GOGAT oproti ostatnim skupinam. (obr. 35).
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Obr. 35: Aktivita GOGAT vztazena na ¢erstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych
PVY"™ (m), v rostlinach tabéku infikovanych PVY"™ a nasledng vystavenych teplotnimu
Soku (m), v rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu Soku a nasledné infikovanych
PVYN™ (m), neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) a neinfikovanych, kontrolnich
rostlinach vystavenych teplotni Soku (m).

5.2.8 Aktivita GDH v rostlinach tabaku

Ve vSech skupinach rostlin byla sledovana aktivita GDH. Stanoveni GDH je
zalozeno na sledovani zmény absorbance pti 500 nm, ke které dochazi reakci vznikajiciho
NADH s jodonitrotetrazoliové violeti a N-methylfenazonium methylsulfaitem ke vzniku
barviva. Pro vypocet aktivity GDH byla pouzita kalibra¢ni ptimka (Obr. 19, str. 48)

sestrojend pro latkové mnozstvi 0 az 300 nmol NADH.
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V rostlinach infikovanych PVYN™ bramboru (m) bylo zaznamenano zvy3eni
aktivity GDH oproti ostatnim skupinam rostlin. Rozdil v aktivit¢ je patrny od 13. dne.
Nejvyssi rozdil v aktivité je 16. den. Zde rozdil ¢inil 80% oproti aktivité v neinfikovanych,
kontrolnich rostlinach (=). V ostatnich skupinach nebyly zaznamenany vyraznéjsi zmény v

aktivit¢ GDH (obr. 36).
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Obr. 36: Aktivita GDH vztazena na ¢erstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych
PVY"™ (m), v rostlinach tabaku infikovanych PVY"™ a nasledng vystavenych teplotnimu
Soku (m), rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu $oku a nasledn infikovanych PVYN™
(m), neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach
vystavenych teplotni Soku (m).

5.2.9 Aktivita NR v rostlinach tabaku

Ve vsech skupinéch rostlin byla sledovéna aktivita NR. Pro vypocet aktivity NR
byla pouzita kalibra¢ni ptimka (Obr. 22, str. 50) sestrojend pro latkové mnozstvi 0 az 25

nmol KNO,.
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V pribéhu pokusu doslo 10. den k poklesu aktivity NR ve vSech sledovanych

skupinach rostlin. V rostlinach infikovanych PVYN™

(m) bylo v prubéhu pokusu
zaznamenano snizeni aktivity NR oproti ostatnim skupindm rostlin, kdyZz na zacatku
pokusu byla aktivita NR mirné vyssi nez v ostatnich skupinach a poté v prub&éhu celého
pokusu Kklesala. Nejvyraznéjsi pokles aktivity NR byl zaznamenan 16. den, kdyz ¢inil 32%
oproti aktivité NR v neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=). Také ve skupinach rostlin

YNTN

vystavenych teplotnimu Soku a infikovanych PV (m,m) byla na zacatku pokusu

zaznamenana zvysSend aktivita NR oproti rostlindm kontrolnim (=). Stejné jako v piipade

rostlin infikovanych PVY"N™

(m) i zde aktivita NR klesala v porovnani s aktivitou v
neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=). Posledni sledovany den byla aktivita NR jiz

niz$i nez v neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) (obr. 37).
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Obr. 37: Aktivita NR vztazena na Cerstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych
PVY"™ (m), v rostlinach tabaku infikovanych PVY"™ a nasledng vystavenych teplotnimu
Soku (m), rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu Soku a nasledné infikovanych pvy "™
(m), neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach
vystavenych teplotni Soku (m).
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5.2.10 Aktivita PAL v rostlinach tabaku

Ve vSech skupinach rostlin byla sledovana aktivita PAL. Pomoci kalibrac¢ni pfimky
(obr. 24. str. 50) byla vypo&itana aktivita PAL. V rostlinach infikovanych PVY"™ (m) bylo
zaznamenano zvyseni aktivity PAL oproti ostatnim skupindm rostlin ve vSech sledovanych
dnech. Nejvyssi rozdil v aktivité je 13. den. Poté jiz aktivita PAL klesala. V rostlinach
tabaku vystavenych teplotnimu Soku a nasledng infikovanych PVYN™ (m) byla 10. a 16.
den zaznamenana zvySena aktivita PAL oproti ostatnim skupinam (=,m,m), mimo rostlin
infikovanych PVY"N™ (m), kde byla aktivita PAL vyrazn& vys§i. Ve skupinach rostlin
vystavenych teplotnimu $oku a infikovanych PVYN™ (m,m) bylo od 3. do 10. dne
zaznamenano zvySeni aktivity PAL oproti neinfikovanym, kontrolnim rostlindm
vystavenym teplotni Soku (m). V rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu Soku a nasledné
infikovanych PVY"™ (m) bylo zvyseni aktivity PAL zaznamenano rovn&z 16. den (obr.

38).
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Obr. 38: Aktivita PAL vztazena na ¢erstvou hmotnost v rostlinach tabaku infikovanych
pPvYN™N (m), v rostlinach tabaku infikovanych PVYN™ a nasledns vystavenych teplotnimu
Soku (m), rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu $oku a nasledné infikovanych PVY"N™
(m), neinfikovanych, kontrolnich rostlinach (=) a neinfikovanych, kontrolnich rostlinach
vystavenych teplotni Soku (m).
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6 Diskuze

Rostliny béhem svého zivota musi velmi Casto Celit stresovym podminkdm. Cilem

NTN
Y

této diplomové prace bylo zjistit, jakym zptisobem ovlivni infekce PV metabolismus

dusikatych latek v rostlinach tabaku.

C4 rostliny vyuzivaji piidatné metabolické drahy, které jim umoznuji Iépe snaset
horké a suché podnebi s vysokymi slune¢nimi intenzitami nez Cs rostliny. Enzymy, které
jsou soucasti Hatchova-Slackova cyklu, jsou pfitomny i v Cj3 rostlinach, i kdyz v nizsi
aktivité. Bylo zjisténo, Ze tyto enzymy mohou byt vyznamné pro Cj rostliny za stresovych
podminek [30,75]. V této praci byla sledovana aktivita enzymu, které jsou v Cy4 rostlinach

soucasti Hatchova-Slackova cyklu (PEPC, NADP-ME a PPDK).

Studium biotického stresu je slozité predevsim z diivodu kvantifikace tohoto stresu.
Na prab¢h infekce ma vliv mnoho faktorti. Jednad se predevSim o stafi rostlin a okolni

teplotu. Pfipadné vliv jiného patogenu.

Pro zjisténi pfitomnosti viru v rostlinach tabaku, byla provedena imunochemicka
detekce obalového proteinu PVY (ELISA), coz je pouze semikvantitativni metoda. Z obr.
13 na str. 42 vyplyva, Ze infekce v prvnim pokusu probihajicim ve skleniku byla mirné&jsi, s
maximem 19. den od inokulace a infekce v druhém pokusu byla silnéjsi, s maximem 11.
den. To patrné souvisi s tim, Ze rostliny byly v pribéhu druhého pokusu péstovany ve
stabilnich vné&jSich podminkdch. Prabéh virové infekce odpovidal jinym studiim
provadénym v nasi laboratofi [18,76]. Pozorované zmény ve sledovanych enzymovych

aktivitach se v jednotlivych pokusech ¢astecné liSily praveé s ohledem na rozsah infekce.

V této praci byl sledovan vliv virové infekce na PEPC.

PEPC byla v prvnim pokusu v infikovanych rostlindch zvySena jen velmi mirné€, zatimco
ve druhém pokusu byla 11. den 2x vyS§i oproti kontrolnim rostlinam (obr. 14, str. 43).
Tento vysledek odpovidéa dalSim studiim, které se zabyvaly vlivem virové infekce na PEPC

NTN

[14,18]. V téchto studiich bylo rovnéz zjisténo, ze PVY" " ovlivnil aktivitu PEPC vic nez

PVA.
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Dalsim enzymem Ccasto spojovanym se stresem je NADP-ME, ktery poskytuje
NADPH pro biosyntézu mnoha latek a sekundarnich metabolitu.

V obou pokusech (obr. 15, str. 44) bylo zjisténo zvyseni aktivity NADP-ME v
rostlinach infikovanych PVYN™. Pribeh aktivity NADP-ME odpovida pribéhu infekce
zjisténé metodou ELISA (obr. 13, str. 42). Z téchto dat se zd4, Ze existuje zavislost mezi
mnozstvim viru a aktivitou NADP-ME. Ke stejnému zjisténi dosly i studie zabyvajici se

vlivem virové infekce na aktivitu NADP-ME [76].

Aktivita PPDK m¢la obdobny charakter jako v ptipadé NADP-ME. A to jak v prvni
¢asti, tak druhé ¢asti diplomové prace. To potvrzuji i studie zabyvajici se vlivem virové
infekce na aktivitu PPDK [15,59]. Na aktivitu PEPC, NADP-ME a PPDK mél vliv i stres
suchem. Doslo ke zvySeni aktivity téchto enzymu a to az ¢tyfnasobné [57]. Zda se tedy, Ze
enzymy PEPC, NADP-ME a PPDK maji za stresovych podminek pro rostliny velky

vyznam.

Zdroj dusiku hraje dtlezitou roli béhem zivota rostlin, ale i v prabéhu virové
infekce. Rostlina potiebuje dusikaté latky pro syntézu PR proteini a obrannych latek.

Rovnéz replikace a syntéza virovych proteini klade vysoké naroky na zdroje dusiku.

V této praci byly také sledovany enzymy podilejici se na fixaci dusikatych latek do
aminokyselin. Rostliny pfijimaji z pidy dusik pfedevS§im ve formé& dusi¢nant, které jsou
redukovany na dusitany za katalyzy NR. Jedn4 se o vysoce regulovany enzym, jehoz
aktivita je fizena jednak jeho expresi, ale také fosforylaci a ndslednou inaktivaci
regulacnim proteinem. Studiem vlivu sucha na aktivitu NR bylo zjisténo, Ze aktivita NR se
vlivem sucha prudce snizuje a po zaliti opét aktivita stoupa [77]. Studiem vlivu X viru
bramboru na NR bylo zjisténo, ze virus zabranuje transkripci genu 14-3-3 proteinu. Tento
protein je mimo jiné¢ odpoveédny za inhibici NR a umoznuje jeji degradaci [78]. Vyzkum
také naznacuje, rostlina mize v napadené Casti rostliny snizit metabolismus dusikatych
latek a pfesmérovat ho do zdravych casti [79].

V této praci bylo zjisténo, ze aktivita NR byla v druhém pokusu (obr. 23, str. 51) v

rostlinach infikovanych PVYN'™

niz§i nez v kontrolnich rostlinach. Pouze posledni
sledovany den byla 3x vys$i. To miize souviset s energetickou naro¢nosti procesu fixace

dusiku, kdy rostlina tuto drahu utlumuje ve prospéch degradace vlastnich bilkovin jako
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zdroje dusiku. Po ustupu infekce rostlina tuto drahu naopak aktivuje, aby doplnila deficit
dusikatych latek. Tuto hypotézu podporuji i vysledky ze stanoveni aktivity proteas (obr.
27, str. 55). Aktivita proteas byla v rostlinch infikovanych PVY"'™ a7 6x vys$si neZ v

rostlinach kontrolnich.

Enzymy, které katalyzuji syntézu glutaminu a glutamatu z amonnych ionti, GS a
GOGAT byly v této praci rovnéz sledovany. Studiem metabolismu rostlin péstovanych v
médiu s nedostatkem dusiku nebo fosfatu bylo zaznamenano snizeni aktivity obou téchto
enzymu [80]. U cytosolové formy GS bylo navic zjisténo zvySeni aktivity v disledku

virové infekce [43]. Ke zvyseni aktivity GS doslo rovnéz pii stresu zasolenim pudy [81].

Ve druhém pokusu (obr. 17, str. 46, obr. 18, str. 47) bylo zaznamenano zvyseni
aktivity GS i GOGAT v rostlinach infikovanych PVYN™. Je tedy mozné, Ze aktivita GS a
GOGAT je v rostlinach infikovanych PVY"N™ zvysena v dasledku zvysenych naroki na
proteosyntézu a syntézy virovych &astic, ale také PR proteinti, av§ak NH4" pochazi spise z
metabolismu (zvySena fotorespirace, proteolyza a degradace aminokyselin), nez zvySenym
pfijmem dusi¢nant z pudy.

Dal$im sledovanym enzymem byla GDH. Tento enzym je spojovan ptfedevSim s
degradaci aminokyselin. AvSak za stresovych podminek ma GDH dilezitou ulohu i v
syntéze aminokyselin. Studiem vlivu infekce PVY na GDH bylo zjisténo, ze aktivita GDH
ve sméru aminacni reakce se v disledku virové infekce zvySuje. Aktivita GDH v
obraceném, deamina¢nim sméru nebyla virovou infekci ovlivnéna [43].

V této praci bylo ve druhém pokusu zaznamenéano vyrazné zvySeni aktivity GDH v

rostlinach infikovanych PVYN™

(obr. 20, str. 49). Zvysena aktivita GDH muize mit dvoji
divod. Jednak se miize GDH podilet na deaminaci aminokyselin a poskytovani uhlikatych
skeletli pro energeticky metabolismus. Mize se ale také podilet spolu GS/GOGAT na

fixaci amonnych iontt, které jsou pro rostliny ve vyssi koncentraci toxickeé.

Poslednim enzymem, ktery se podili na metabolismu dusikatych latek a zaroven na
produkci obranych latek proti stresu je PAL. Studiem vliv houbové infekce na ryzi bylo
zjisténo, ze jiz béhem 6 hodin od zacatku infekce dochazi ke zvySené expresy genu PAL
[49].
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Pti studiu vlivu houbové infekce na plod jabloné bylo zaznamenano zvyseni aktivity PAL

v disledku infekce [50].

Také v této praci bylo zaznamenano zvyseni aktivity PAL v duasledku virové
infekce (obr. 25, str. 53). Nejvétsi rozdil byl zaznamenan hned prvni méfeny den a poté jiz
aktivita PAL Kklesala.

Z vysledkl se zda, ze vliv virové infekce na metabolismus rostliny zavisi
predevSim na intenzit¢ infekce. ZvySend aktivita PAL na zaCatku infekce naznacuje
syntézu obranych latek z fad sekundarnich metabolitl. Vzhledem ke sniZzeni aktivity NR a
naopak zvySeni aktivity proteas v prib¢hu infekce se zdd, ze zvySené naroky na
proteosyntézu v disledku syntézy virovych castic a PR proteini jsou umoznény spise

degradaci vlastnich bilkovin nez zvySenym piijmem dusiku koteny.

Tato prace se zabyvala také vlivem zvysSené teploty na pribéh virové infekce.
Béhem teplotniho Soku rostlina tvoti tzv. HSP. Jedna se molekularni chaperony ucastnici
se opravy poskozenych proteint vlivem zvySené teploty. Nedavné studie zjistily, ze tyto
proteiny mohou interagovat s virovym obalovym proteinem a podporovat Sifeni viru
rostlinou [82,83]. Naopak v pokusu provedeném v ramci této diplomové prace mél teplotni
Sok pozitivni vliv na obranyschopnost rostliny proti viru. V rostlinach tabaku infikovanych
PVYN™ a nasledn& vystavenych teplotnimu $oku nebyla prokézana piitomnost viru a ani
zadny ze sledovanych enzymil nevykazoval zménu aktivity oproti kontrolni skupiné
rostlin. V rostlinach tabaku vystavenych teplotnimu Soku a nasledn¢ infikovanych PVY jiz
byl virus detekovan, ale pozd¢ji a ve vyrazné menSim mnozstvi. Tomu odpovidaly 1
aktivity sledovanych enzymu. V obou skupinach rostlin bylo zaznamenano i zvysené

mnozstvi HSP 70 (obr. 30, str. 58).

Z tohoto pokusu rovnéz vyplyva, Ze teplota 40°C aplikovana po dobu dvou hodin
na rostliny tabaku neméla vliv na aktivitu sledovanych enzymi, zmény v enzymovych

aktivitach korelovaly s relativnim mnozstvim virovych proteinti v rostlinach.

K ovéteni vlivu zvySené teploty na pribéh virové infekce bude tieba provést dalsi

experimenty.
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Infekce PVYN™ zpusobila zvySeni aktivity GS a GOGAT Vv systémové
infikovanych listech rostlin tabaku. Zvyseni aktivity odpovida maximu infekce.
Infekce PVYN™ zpisobila snizeni aktivity NR v listech rostlin tabaku. Naopak
posledni odbérovy den doslo k vyraznému zvyseni aktivity NR.

Infekce PVYN™ zpuisobila zvyseni aktivity enzymt Hatchova-Slackova cyklu
(PEPC, NADP-ME, PPDK) v systémov¢ infikovanych listech rostlin tabaku.
Aktivita enzymu souvisejicich s pfeménou a degradaci aminokyselin (PAL, GDH)

a proteas byla vlivem infekce PVYN™

zvysena.
Vystaveni rostlin tabaku teploté 40°C po dobu 2 hodin zplisobilo zmény v pribchu

virové infekce.
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