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CILE PRACE:

Vypracovat literarni reSersi shrnujici dostupné poznatky o enzymu arginase, jeji
uloze v metabolismu dusikatych latek u rostlin, se zaméfeni na funkci arginasy
v metabolismu polyamind béhem kliceni rostlin

Optimalizace spektrofotometrickych metod stanoveni aktivity arginasy

Studium zmén aktivity arginasy pii kli¢eni semen hrachu za normalnich a stresovych

podminek, caste¢na purifikace enzymu a charakterizace jeho enzymovych vlastnosti



1. UVOD

Polyaminy jsou molekuly s vice nez jednou aminoskupinou a maji nizkou molekulovou
hmotnost. Nalézaji se ve vSech zivych organismech (Cohen, 1998). V piirodé se vyskytuji
bud’ ve formé& volné, anebo se vazou na nizkomolekularni latky (proteiny, nukleové
kyseliny) ¢i na fenolické slouceniny. Mezi nejznaméjsi polyaminy patii diamin putrescin
(Put), triamin spermidin (Spd) nebo tetraamin spermin (Spm).

Hraji velmi dalezitou roli pfi rastu a vyvoji prokaryot i eukaryot. Jejich biologicka aktivita
je prisuzovana jejich kationtové povaze. Polyaminy jako takové stimuluji replikaci,
transkripci a translaci DNA. Dale se zapojuji do Sirokého spektra biologickych procest v
rastu a vyvoji rostlin, véetné

starnuti, environmentalni stresu a infekcemi houbami a viry. Nekteré z dulezitych
pozorovani naznacuji, Ze polyaminy mohou zpusobovat stabilizaci membrany, zachycuji
volné radikaly, ovliviiyji nukleové kyseliny a syntézu proteini, RNAsy, proteasy a dalsi
enzymove aktivity a interakce s hormony, fytochromy a biosyntézu ethylenu (prehled v
Slocum a kol., 1984; Galston a Tiburcio, 1991). Kvuli t€émto Cetnym biologickym interakcim
PA v rostlinnych systémech bylo obtizné urcit jejich pfesnou roli v rastu a vyvoji rostlin. V
poslednich letech v§ak vysetfovani do molekularni genetiky rostlinnych PA vedlo k izolaci
fady genu kodujicich enzymy biosyntézy PA a vyvoj protilatek proti nékterym gentim.
Strucny popis biosyntézy je popsan na Obrazku 1. Polyaminy jsou syntetizovany z argininu
a ornithinu arginasou, argininem dekarboxylasou (ADC) a ornitindekarboxylasou (ODC),
meziprodukt agmatin, jenz je syntetizovan z argininu, je pieménén na Put, ktery se dale
transformuje na Spd a Spm pomoci postupnych transporti aminopropylovych skupin z
dekarboxylovaného S-adenosylmethioninu (dSAM), ktery je katalyzovan specifickymi
synthasami Spd a Spm. Aminopropylové skupiny jsou odvozeny od methioninu, ktery se
nejprve premeénuje na S-adenosylmethionin (SAM) a poté je v reakci dekarboxylovan
pomoci SAM dekarboxylasy (SAMDC). Vysledny dekarboxylovany SAM se pouziva jako
aminopropylovy donor. SAM je spole¢nym predchidcem jak polyamint, tak ethylenu a
SAMDC reguluje ob¢ biosyntetické drahy, jak je také znazornéno na Obrazku 1.



Ornithine Arginine

ODC ADC

Methionine 1 DFMA
DEMO Agmatine
Y MGRBG Putrescine 4/

S - adenosylmethionine _|_> dSAM N Spdsynthase

Spermidine
SAMDC
ACC synthase Spmsynthase
AVG _‘_

ACC Spermine

l ACC oxidase
Ethylene

Obrazek 1 Biosyntéza polyaminii

Mnoho védct také zkouma inhibitory polyamint za Gcelem stanoveni jejich roli v riznych
rostlinnych procesech. Mezi Ctyfi bézné pouzivané inhibitory syntézy polyamind patii
Difluormethylornithin (DFMO), nevratny inhibitor ODC (prehled v Bey et al., 1987).
Druhym inhibitorem je Difluormethylarginin (DFMA), nevratny inhibitor ADC, dale
Methylglyoxyl-bisguanylhydrazon (MGBG), konkuren¢ni inhibitor S-adenosyl-methionin
dekarboxylasy (SAMDC) a c¢tvrtym je Cyklohexylamin (CHA), konkurencni inhibitor
spermidin synthasy. Mezi bézné oxidazy se fadi diaminoxidasa a polyaminoxidasa (PAO).

Bylo zjisténo, ze kazdy polyamin je katabolizovan specifickou oxidasou.
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2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Arginasa

L-arginasa (L-argininamidinohydroldza, ARGAH, EC 3.5.3.1, dale také jako ARG) je
enzym, ktery se nachazi v celém evolucnim spektru v rozmanitych organismech, jako jsou
bakterie, kvasinky, rostliny, bezobratli a obratlovci (Wu a Morris, 1998; Cederbaum et al.,
2004). Tento enzym premeénuje v hydrolytické reakci zavislé na manganu L-arginin na
neproteinovou aminokyselinu L-ornithin a mocovinu, kterd je naslednou hydrolyzou
preménéna na oxid uhli¢ity a amoniak. Tato reakce je zobrazena na Obrazku 2. Jsou zndmy
2 isoformy arginasy, arginasa I a arginasa II. Arginasa ma jako hlavni ukol mobilizovat
ulozeny arginin béhem kliCeni semen rostlin a poskytovat zdroje dusiku a uhliku pro syntézu
dalsich aminokyselin a polyaminti béhem vyvoje a zvladani stresu (Splittstoesser, 1969;
Kolloffel a van Dijke, 1975 de Ruiter a Kolloffel, 1983; Micallef a Shelp, 1989; King a Gif
ford, 1997; Winter a kol., 2015). Jak je jiz napsano v uvodu, je arginin v rostlinach
metabolizovan tfemi riznymi enzymy, mezi nimiz je praveé i popisovana ARG. ARG je
rozdélena do 4 skupin, a to diky sestaveni fylogenetického stromu ARG, ktery byl sestaven
pomoci srovnani aminokyselinovych sekvenci 85 amidinohydrolas z rtiznorodych
organismu (Chen et al., 2004). Prvni skupinou jsou rostlinné ARG, do druhé skupiny patii
ARG bakterii, hub a obratlovci. Agmatinasy a enzymy podobné agmatinase se fadi do tieti
skupiny a posledni skupina patii hypotetickym ARG, které jsou podobné proteinim z

eubakterii a archei.

OH NH, OH

O
L Arginasa
> _42
O)\/\/\NH NH+ H-,O =  HoN + OMNHQ
NH5

NH, NH,

Obrdazek 2 Reakce katalyzovand arginasou
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Obrazek 3 Fylogeneticky strom 85 amidinohydrolas, PAH — proklavaminatamidinohydrolasy. (Prepracovano podle Chen

et al., 2004)

2.2 Rostlinné arginasy vs. ZivociSné (nerostlinné) arginasy

Tento enzym je v piirod€ vSudypiitomny, piesto se jeho uloha u riznych organismu odlisuje.

U sav¢i ARG je hlavni roli eliminovat toxicky amoniakalni dusik, a to prostfednictvim cyklu

mocoviny (Visek, 1979; Caldwell et al., 2018). U rostlin je tomu jinak. Pomoci

kombinovaného ptuisobeni ARG a ureasy neprovadéji detoxikacni proces, ale misto toho si

dusik zachovavaji (Sirko a Brodzik, 1999; Shi a Chan, 2013 Zhang et al., 2014; Winter et

2015). Lokalizace enzymu je dal§im vyznamnym rozdilem mezi zivo€iSnou a rostlinnou

ARG.ARG I se u zvifat nachazi v cytosolu, kdezto isoforma II je lokalizovana

v mitochondriich (Ratner, 1973; Miyanaka et al., 1998; Munder, 2009; Dzik, 2014). Nékteré

diivejsi vyzkumy naznacuji pfitomnost isoformy I i IT v mitochondriich (Kolloffel a van
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Dijke, 1975; Goldraij a Polacco, 2000; Flores et al., 2008). Ptitomnost mitochondrialniho
cilového peptidu na N-terminalnim konci proteinu byla odhalena pomoci fylogenetické
analyzy enzymi rodiny ARG (Goldraij a Polacco, 2000; Flores et al., 2008). V posledni
dobé She a jeho kolektiv provedl analyzu subcelularnich signala 43 geni ARG a dokazali
vyskyt mitochondrialni cilové signalni sekvence u vétSiny vybranych arginasovych sekvenci
(She et al., 2017). AvSak zhruba tfetina z vybranych rostlinnych ARG postradala
mitochondrialni cilové signaly, coz mohlo byt zapfiinéno netplnym N-koncem sekvence.
V rozporu s tim, Patel a jeho kolektiv nedavno dokazal ptitomnost ARGAH2 (jeden z gent
pro ARG) v chloroplastech (Tabulka 1). Na podporu tohoto vyzkumu prokazaly dalsi dvé
studie z Arabidopsis ptitomnost ARG v chloroplastech (Kleffmann et al., 2004; Helm et al.,
2014). Dalsi vyznamny rozdil je role rostlinné a zivo€i§né ARG pii syntéze putrescinu a
dalsich polyamind. U ZivoCisné ARG je biosyntéza polyaminl zavisla na draze ornithin
dekarboxylasy (ODC), kdy ARG katalyzuje reakci pfemény argininu na ornithin a
mocovinu. Ornithin je nasledné preménén na putrescin (Coleman et al., 2004; Hoyt a Davis,
2004; Pegg 2009, 2016; Vald es-Santiago a Ruiz-Herrera, 2014). Biosyntéza polyaming u
rostlin se ¢leni na dvé cesty, jmenovité cesta ADC a ODC (Martin-Tanguy, 2001; Jim enez
Bremont a kol., 2014; Liu a kol., 2015; Chen a kol., 2019). N¢které rostliny, napt. rajce
(Solanum lycopersicum) ,pouzivaji“ ob€ cesty k biosyntézy polyamind, avsak je zajimavé,
ze nekteré rostliny, jako napt. Arabidopsis thaliana, postradaji gen ODC a jsou zcela zavislé
na draze ADC pro biosyntézu (Hanfrey et al., 2001). Pfi biosyntéze pomoci ODC se
pfeménuje ornithin pfimo na putrescin. V pfipadé druhé cesty, prostfednictvim ADC,
probiha reakce, kdy ADC §tépi arginin na agmatin, ktery je dale metabolizovan na putrescin
diky dvéma riznym cestam. Prvni cesta obsahuje pfimou konverzi agmatinu na putrescin
dvoustupniovy proces za pritomnosti N-karbamoylputrescin hydrolasy (NCPH) a agmatin

iminohydrolasy (AIH) (Liu et al., 2015).
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Tabulka 1 Porovnani riznych viastnosti rostlinnych a Zivocisnych arginas (preloZeno a prepracovano podle Plant

Physiology and Biochemistry 156 (2020) 600—610, What we know about plant arginases?; Shiva Siddappa a, Gopal

Kedihithlu Marath);L- NOHA: Nw-hydroxy-arginin

Funkce

Rostlinné arginasy

Zivocisné arginasy

Pocet isoforem a jejich
subcelularni lokalizace

Dv¢ isoformy (I A II), obé
v mitochondriich, typ II
také v chloroplastech

Dvé isoformy (I A II), typ I
v cytosolu, typ I v
mitochondriich

Cesta biosyntézy polyamind

ODC a ADC cesta, mozna
také cesta pomoci
agmatinasy

Prevazne ODC cesta

Osud mocoviny

Recyklace

Vylucovani

Osud ornithinu

Pouziti pro syntézu prolinu,
glutamatu a polyamint

Pouziti pro syntézu prolinu,
glutamatu a polyamint

Velikost arginasy [kDa]

36-37 kDa a 50-60 kDa

Obvykle 34-38 kDa

Tetramer az dekamer, nikdy

Organizace podjednotek trimer Trimer
> 2+
Pozadavek Mn pro Ano Ano
katalyzu
Schopnost jinych 5 5
dvojmocnych kovovych Céastecné Castecné

iontd nahradit Mn?*

Typ inhibice L-NOHA

Konkurenéni inhibice

Konkurenéni inhibice
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2.3 Struktura rostlinnych arginas

Ve své struktuie vytvareji rostlinné ARG monofyleticky shluk, kterym se zfetelné rozlisuji
od zivocCisnych arginas a dalSich pfislusniki superrodiny arginas (Chen et al., 2004).
Monofyletismus obecné¢ znamena stav skupiny, ktery zahrnuje pfislusniky jedné
fylogenetické linie. Jednodélozné ARG jsou evoluéné konzervovangjs§i oproti
dvoudéloznym ARG (She et al., 2017). Jedna z fylogeneticky analyz odhalila, Ze rostlinné
sekvence ARG jsou vice piibuzné s agmatinasou nez s zivociSnymi ARG (Perozich et al.,
1998; Sekowska et al., 2000; Chen et al., 2004). Dalsi fylogeneticka analyza nastifiuje
nezavislou duplikaci geni ARGAH1 a ARGAH2 z Arabidopsis ARG z jinych rostlinnych
ARG (Obrazek 4) (Brownfield er al., 2008). V nedavné dobé se podafilo objasnit
krystalovou strukturu ARG ze dvou modelovych rostlin, Arabidopsis thaliana
(AtARGAHL1) a Medicago truncatula (MtARGAH) (Sekula, 2020). V krystalové struktute
se ukazalo, ze rostlinné ARG jako hexamery jsou tvoreny dvojici tii podjednotek (Sekula,
2020). Interakce podjednotky z prvniho tripletu probiha pouze s jednou z podjednotek
druhého tripletu. U rostlinné ARG je dal§im vyznamnym znakem pfitomnost vy¢nivajici
smycky, ktera tvoti aktivni misto pro vstup sousedni podjednotky v oligomeru. Ve smycce
ARGAH se vyskytuje odli§na oblast, ktera obsahuje zbytky aktivniho mista. Toto rozdilné
misto je zachovano mezi vSemi rostlinnymi ARG. Na Obrazku 5 jsou zobrazeny
aminokyselinové zbytky, které se ucastni budovani vazebného mista pro substrat, vazby

Mn?* a tvorby vodikovych vazeb se substratem mezi rostlinnymi ARG.

493: S.bicolor
g8 Sitalica
T aestivum
100 T.urartu

a3 — O.brachyantha
100 ——— O sativa

89  — R.communis
ssL— C arietinum

Athalianal

— S.ycopersicum1
ggl——s lycopersicum?

Athaliana2

a7

Obrazek 4 Fylogeneticky strom
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T.urartu RAMLEKGELLRAMGGVEKASATLLGVPLGHNSSFLOQGPAFAPPRIREAINCGS TNSSTEEGK 105
o
A.thalianal ELEDPRVLTOVGODVPWQE IRDCGVDODR LMNVISESVELVMEEEPLRPLVLGGDHS ISYFP 166
A.thaliana2 ELxOrRvL IFVQE T LMEVVESSVELVMESE FLARFLVIGGOMI IS YF 168
S.lycopersicumi ELDOFRILTDA VQEL LMSIISESVELVMEENPLRPLVLGGDHSISYF 162
S.lycopersicum? ILOOQAVL TOVGOLPVQELRDTGIDODODRLMSTVSE SVEKLVMDENPLARPLVLGGOMSISYFS 162
G.max1 o;:maxm!r«nmszmnwmswumtor'.ltru. ILGGOFSISYF 174
G .max2 DLEDL RIMVODVGDIP LMoY LVMEEDFLRFLILGGNMS IS YS 174
R.communis s;mmmxltocsvmmsssvxLumnrl.vn.mxssv 162
C.arfietinums DLQUARVL TOVGOVHF IQE IRDCGVDOMR LMNVIGE SVEKLVME ENPLARFLVLGGOMS ISFS® 162
S.bicolor ELNODPRVL TDOVGOVF IQE IRDCGVEDDR LMMVISE SVKTVMEEEPFLAPLVLGGDHS ISYF 164
O.brachyantha ELNODPFAVLTOVGOVF IQE IRDCGVEDDR LMNVVSE SVETVME EDPLRPLVLGGDMS ISYFP 164
O.sativa ELNOFAVL TOVGOVH IQE I RDCGVEDOR LMNVVIE SVETVME SOPFLAFLVLGGDMI IS YF 164
S.italica ELNDFRVLTDVGDVF IQE IRDCGVEDDRLMMVISESVETVMEEEFPLRPLVLGGDHS ISYF 164
T.aestivums ELNOFRVL TOVGDVF IQE IRDCGVEDDRLMMVISE SVETVMDEDFLRFPLVLGGDHS ISYF 164
T.urartu ELNOFARVL TOVGOVFIQE IRDCOVEDORLMMVISE SVETVMODEOFLAPLVLGGDMS IS Y, 165
- - -
A.thalianal mvs‘ll.m!LNL.DN."B!\'OC.F‘“VS“RSSFM!““VMRLLMI'S!N 226
A.thaliana2 VVRAVSEK LGGPVDILHLDAHPODIYDRFEGNYYSHASSFARIMEGGYARRLLQVGIRSIN 228

S.lycopersicuml VVRAVSEKLGGP IDILHLDAHPOIYHAF EGNEYSHASSFARIMEGGYARRLLOQVGIRSIN 222
S.lycopersicum? VVRAVSEKLGGPVDILHLDAHPDIYDAFEGNKYSHASSFARIMEGGYARRLLOQVGIRSIN 222

G.maxi VVRAISEXLGGPVDVLHFDAMPDLYDEFEGNY YSHASSFARIMEGGYARRLLQVGIRSIN 234
G.max2 VVRAISEKLGGP VDVLHFDAHPDL YDEF EGNY Y SHAS SFARIMEGGYARRLLOQVGIRS IN 234
R.communis VVRAVSEKLGGPVDILHLDAMNPDI YHAFEGNEK YSHASSFARIMEGGYARRLLOQVGIRSIT 222
C.arietinum VIRAVSEKLGGP VDVLHLDAHPDNYDAF EGNI Y SHAS SFARVMEGD YVRRLLQVGIRSIT 222
S.bicolor VVRAVSEK LGGP VDI LHLDAHPDI YDCF EGNT Y SHASSFARIMEGG YARRLLQVGLRSIT 224
O.brachyantha VVRAVSEK LGGP VDI LHLDAMPODI YDAF EGNIYSHASSFARIMEGGYARRLLQVGIRSIT 224
O.sativa VVRAVSEKLGGP VDI LHLDAMPDI YDAF EGNIYSHASSFARIMEGGYARRLLOQVGIRSIT 224
S.italica VVRAVSEK LGGP VDI LHLDANPDI YDCF EGNNYSHAS SFARIMEGGYARRLLOVGLRS IT
T.aestivum VVRAVSEKLGGP VDI LHLDAMPOI YOCF EGNT Y SHAS SFARIMEGG YARRLLQVGLRS IT
T.urartu VVRAVSEKLGGPVDILHLDANPOI YDCF EGNT Y SHAS SFARIME GG YARRLLOVGLRS IT

-
A.thalianal QEGREQGKRFGVEQYEMRTFS ML ENL KL GVY IS IOVDCLOPAFAPGVSHIE
A.thaliana2 KEGREQIXRF FVEQY EMRTF SKDROML ENL KLEESV IV Y IS IDOVOCLOPGEANSVSHEE
S.lycopersicuml KEGREQGKAFGVEQYEMRTFSQORQF LENLKLGEGVEGVY ISVDVDCMOPAF APGVSHI

S.lycopersicuml LEGREQGKRFGVEQYEMRYFSRORQF L‘&KL“CWM!SWW”W‘

G.max1 KEGREQAKKFOVEQF EMRMFSKORFPFLENLNLGEGAXGVY IS IDVDCLOPG YAVGVISHYE
6.“!2 KEG ®FGVEQF s FLENLNLGEGAXGVY IS IDVDCLDPGYAVGVSHYE

Ommunis KEG.EW‘VWm?‘SmGL‘MK&G‘G\’KM!S!D\DCLD’”MX‘

rietinum TEGRAQAKKFGVEQYEMRTFSRDRMFLENLELGEGVREGVY IS IDVDCLOPAFAPGVSHIE
S bicolor KEGREQGKRFGVEQYEMARTFSKDREKLENLELGEGVEGVYVSVDVDCLDPAFAPGVSHIE
O.brachyantha KEGREQGK RFGVEQYEMR T FSKDREKLESLELGEGVREGVY ISVDVDCLDPAFAPGVSHIE
O.sativa :mmafwsmvsumexLes;memxsvo'vocm”msuxe
S.italica KEGRDQGK RFGVEQYEMRTFSKDREKLENLEKLGEGVEGVYVSVDVDCLDPAFAPGVSHIE
T.aestivum KEGREQGKRFGVEQYEMRTFSRDREKLENLELGEGVEGVYVEVDVDCLDPAFAPGVSHIE
T.urartu KEGREQGK AFGVEQYEMATFSRADREKLENLELGEGVREGVYVEVDVDCLDPAFAPGVSHIE

-

A.thalianal PGGLSFROVLNILHNLOQADVVGADVVE FNPOQRD TVDGMT AMVAAKLVRE LAAK ISK
A.Thalianaz FOGLSFROVLNILMNLQOGDLVGADVVE YNFQRD TADODMT AMVAAKF VR E LAANKMS K

S.lycopersicuml FOGLSFROVLNILHNLQADVVGADVVE FNFQROD TVDGMT AMUVAAKL VRE L TAK ITSK
S.lycopersicum2 SGGLSFROVILNILHNLQGD IVGADVVE YNPFQRD TADGMT AMVAAK L VRE LAAKMSK
SGGLS FROVMAMMLONL KGO IVGGODVVE YNFQRE FFrORMT AMVAAK F VR E LAAK MSK
SGOGLSFROVMIMLONLEGD IVGGOVVE YNPFQRD TRORMT AMVAAKF VRE LAAKMIK
FPGGLSFROVLNILHNLQADVVAADVVE FNFOQRD TVDGMT AMVAAKL VRELTAK XSK
PGGLS FRDVINI LHNLQGDVVAADVVE FNFQRD TVDGMT AMVAAK L VR E LAAK TAMK

S .bicolor FPOGLSFROVLNI LQNLQGDVVAADVVE FNFQRD TVDGMT AMVAAKL VRE L T AK ISK
O.brachyantha POGGLSFRODVINI LHNLQGDVVAADVVE FNFQRD TVDGMT AMYAAK L VIRE LT AK IS
O.sative PGGLSFRDVINI LMNLOGDVVAGDVVE FNPQRD TVDGMT AMVAAKL VRELTAK ISK
S.italica FPOGLSFROVINI LONLQGOVVAADVVE FNFORD TVDGMT AMVAAKLVRELTAK ISK
T .oaestivum PGGLS FRODOVLNI LONLQGDVVAGDVVE FNFOQRD TVDGMT AMVAAK L VRE LS AN IS
s .u".l"t“ mus-muzuggmwvmmwwgwsthu P

Obrazek 5 Cervené hvézdy oznacuji zbytky, které se podileji jak na konstrukci vazebného mista substrdtu, tak na interakcich
vodikovych vazeb se substrdtem. Modrda hvézda oznacuje zbytky, které vytvdreji vazebné misto substratu. Cervené krouzky
oznacuji zbytky, které se podileji jak na tvorbé vodikové vazby se substratem, tak na koordinaci Mn**. Modré krouzky

zndzoriuji zbytky, které se vicastni pouze koordinace Mn?*. (Prevzato od Sidsappa et al., 2020)

24 Rostlinné arginasy

2.4.1 Porovnani struktur

Arginasy z ruznych rostlin se vyznacuji odliSnymi velikostmi monomert a homooligomert.
ARG ze zenSenu (Panax ginseng) (Hwang et al., 2001), s podjednotkovou molekulovou
hmotnosti 34,5 kDa, ma tvar dekameru. ARG vyskytujici se v s6jovych bobech (Glycine
max) (Kang a Cho, 1990) je homotetramer a molekulova hmotnost podjednotek je 60 kDa.
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Homotetramer je také strukturalnim tvarem u borovice loblolly (Pinus taeda) (Todd et al.,
2001(a)) a vigny (Vigna catjang) (Dabir et al., 2005). Poslednim ptikladem je ARG z cibuli

kosatce (Iris hollandica), ktera je homohexamer (Boutin, 1982).

24.2 Geny

Arginasy jsou bud’ tvofeny z homooligomert nebo z heterooligomeri (Winter et al., 2015).
Diky nedavnym studiim o expresi genu ARG bylo ziskano vice informaci ohledné tvorby
heterooligomertd. Navazujici studie dokazala indukci genu ARGAH2 po 1écbé
methyljasmonatem, coz znamena, ze tyto geny — paralogy (vzniklé zdvojenim genu v ramci
jednoho genomu) jsou funkéné odlisné.

Funk¢ni diverzitu mezi isoformami potvrdila nedavnéd studie, kdy She a jeho kolektiv
dokazal u psenice (Triticum aestivum) indukci riznych isoforem ARG pfi raznorodém
zatizeni (She et al., 2017). Po infekci plisni a suchem byly indukovany ob¢ isoformy ARG,
Ta-ARG-2BS a Ta-ARG-2DS. Zatimco stresové podminky zpusobené soli zpusobily
indukci pouze Ta-ARG-2BS. Dalsim ptikladem, kdy byl posilen koncept tvorby smisenych
oligomert, byla studie isoforem ARG rajCete (Solanum lycopersicum). Slabsi exprese
LeARG1 a LeARG2 se vyskytovala v malych zelenych plodech, nezralych kvétnich
poupatech a v zralych otevienych kvétech rajCete. Silna exprese téchto gent byla
pozorovana pouze ve zralych otevienych kvétech rajcete. Nasledkem poranéni a oSetfent
methyljasmonatem probiha exprimace LeARGI prioritné v kofenech, zatimco LeARG?2
exprimuje v listech, coz ukazuje na rozdilné funkce dvou ARG (Chen et al., 2004).
Methyljasmonat je tékava organicka sloucenina, kterou rostliny vylucuji v obranném
mechanismu pfi biotickém ¢i abiotickém stresu. Dale byla provedena fylogeneticka analyza
mezi geny ARG exprimovanymi v jednodéloznych a dvoudé€loznych rostlinach. Oproti
jednodéloznym ARG byla u dvoudéloznych ARG dokézana piitomnost 3 kladi' a 6
podrodin, coz dokazuje, ze geny dvoudé€loznych rostlin se vice rozsifily a maji riznorodé
funkce (She et al., 2017).

Diky témto riznym interakcim obou isoforem byla potvrzena tvorba homo a
heterooligomert, a pravé proto jsou nutné pro odhaleni funkci genti pro ARG dalsi hlubsi
vyzkumy. Je mozné, ze riizné usporadani homo — a hetetooligomerti ARG a jejich interakce
s proteiny by mohly mit vyznam v nové moznosti regulace aktivity ARG v reakci na rizné

zmény v prostiedi.

! Skupina organismu (genil), kterd zahrnuje spole¢ného piedka
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2.4.3 Sekvencni zarovnani rostlinnych arginas

Sekvencni zarovnani je v bioinformatice metodou, ktera identifikuje oblast v DNA (RNA i
proteinu), ze které mohou vyplyvat funkéni, strukturdlni nebo evolucni vztahy mezi
sekvencemi.

Mezi rostlinnymi arginasami sekvenCni zarovnani naznacuje po celé délce polypeptidu
vysoky stupeni identity aminokyselinové sekvence. Nejvétsi sekvencni rozmanitost mezi
rostlinnymi arginasami se objevuje u N-konce, ktery je slozen z mitochondrialniho
tranzitniho peptidu (Chen et al., 2004; She et al., 2017). Déle byly provedeny analyzy
mitochondrialni presekvence s prostiednictvim Target P. Tato metoda predpovida
subcelularni umisténi eukaryotickych proteina. UrCeni polohy je zalozeno na predpokladané
ptitomnosti kterékoli z N-koncovych presekvenci. She a spol. dokazali v této analyze
pfitomnost a vysvétlili vyznam tfi konzervovanych aminokyselinovych zbytkl na pozicich
16-18 (R, L a S). Tyto zbytky jsou u jednodé€loznych arginas vice uchované nez u
dvoudéloznych arginas. I tento poznatek naznacuje funkcni rozmanitost proteini ARGAH
(She et al.,2017). U dvou arginasovych geni — ARGAH1 a ARGAH?2 sekven¢ni homologie
ma 86 % sekvencni diverzitu 1 véetné mitochondrialniho tranzitniho peptidu, zatimco vétsi
rozdily byly zaznamenany u N-konct aminokyselin mitochondrialnich tranzitnich peptida —
jen 39 % sekvencni identita. Arabidopsis Al a A2 maji spolecnych pouze 13 ze 33 N-koncti
aminokyselin. Podobna situace nastava 1 u ARG zraj¢at (Solanum lycopersium), kdy
LEARGI1 a LEARG?2 jsou identické na 89 % (Chen et al., 2004).

Dostupné rostlinné arginasy a jejich sekvence (Obrazek 4) byly zarovnany prostfednictvim

Crustal W. Fylogeneticky strom je sestaven pomoci softwaru Mega — X.

2.5 Biochemické vlastnosti rostlinnych arginas

Drivéjsi studie uvadeji, ze nékteré arginasy nejsou stabilni. K odivodnéni (ne)stability u
arginas jsou nutné dalsi vyzkumy. Jedna z nestabilnich arginas se nachazi u kiwi (Actinidia
deliciosa), ktera ztraci 25 % své aktivity jen béhem jedné noci a dokonce béhem 6 dni
60 % (Hale et al., 1997). Mezi dalsi nestabilni arginasy se fadi arginasa z cibule duhovky
(Iris hollandica) a hlizy jeruzalémského artyCoku (Helianthus tuberosus) (Wright et al.,
1981; Boutin, 1982). Stabilni arginasy jsou pfitomny u borovice lalocnaté (Pinus taeda)
(Todd et al., 2001(a)), zenSenu (Panax ginseng) (Hwang et al., 2001) a koriandru
(Coriandrum sativum) (Siddappa et al., 2018).
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2.5.1 Vlivdvoumocnych kationtu na biochemické vlastnosti

Dilezitou roli hraje molekula Mn?*, na které jsou vSechny arginasy zavislé (Winter et al.,
2015). Castenou aktivitu vykazuji nékteré rostlinné ARG za pfitomnosti dalSich
dvojmocnych kationtl (napf. vapnik, zinek, nikl, hoicik, kadmium, kobalt). Po kationtu
Mn?* byla nejvyssi aktivita ARG naméfena v piitomnosti kationtu Co®*. Dal§i vyzkum
aktivity ARG v pfitomnosti kationtem Co** je velmi diilezity, protoze kation Co**je schopen
do ur¢ité miry zachovat danou aktivitu ARG za nedostatku kationtu Mn?*. Avsak u ARG z
kiwi (Actinidia deliciosa) byla naméfena vyssi aktivita s kationtem Ni’** nez Co** (Hale et
al., 1997). Souhrn dvoumocnych kationti a aktivita ARG v jejich pfitomnosti je shrnuta
v Tabulce 2.

Tabulka 2 Souhrn dvojmocnych kationtit a jejich schopnost nahradit Mn®* (aktivita s Mn** se bere jako 100 %. ND tzn.

nezjisténo a ,, - tzn. neurceno). (Prepracovdno podle Sidsappa et al., 2020)

kovovy iont (aktivita ARG v %)

rostlinny zdroj

Mn2+ C02+ Ni2+ Mg2+ Caz+ Cd2+ Fe2+ Zn2+ Cu2+

séjové boby (Glycine

100% | 26% | - 6% | - -l 1% | 4% | 3%
max)
kiwi (Actinidia 100% | 90% | 130% | - ; - | no | - ;
deliciosa)
zensen (Panax 100% | 67% | - 1% | ND | - | 3% | - ;
ginseng)

vigna (Vigna catjang) | 100% | 66% | 55% | 61% | 35% | 11% | 52% | 38 % -

koriandr (Coriandrum

) 100% | 43% | 15% ND ND ND 0% ND ND
sativum)
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2.5.2 Arginin jako prekurzor

Arginin, jehoz pfemeéna je katalyzovana arginasou, je prekurzorem pro polyaminy (Liu et
al., 2015; Winter et al., 2015). Pravé z tohoto divodu byly zkoumany inhibi¢ni a stimulacni
ucinky polyamint. Stimulac¢ni u¢inky byly dokazany u putrescinu, sperminu a spermidinu
na ARG u zenSenu (Panax ginseng) (Hwang et al., 2001) a sdjovych bobu (Glycine max)
(Kang a Cho, 1990). Tyto polyaminy maji jak stimula¢ni, tak inhibicni u€inky na ARG
z koriandru (Coriandrum sativum) (Siddappa et al., 2018).

Arginin je také prekurzorovou molekulou pro syntézu nékterych aminokyselin. Prolin
inhibuje ARG z vigny (Vigna catjang), a to v nizsi koncentraci - 10 mM, zatimco u dalSich
testovanych aminokyselin jako napf. ornithin, lysin, leucin, isoleucin nebyla pfi této
koncentraci prokazana zadna inhibice. (Dabir et al., 2006). U ARG z koriandru (Coriandrum
sativum) byla dokéazana inhibice leucinem, isoleucinem, ornithinem, lysinem, avSak
prolinem ne (Siddappa et al., 2018). Rostlinné ARG maji schopnost rozpoznat i jiné analogy
argininu, patii mezi né: L-homoarginin, L-canavanin a L.-agmatin jako substraty spolu s L-
argininem. Mezi vyjimku se fadi ARG z koriandru (Coriandrum sativum), ktera hydrolyzuje
pouze L-arginin (Siddappa et al., 2018). Je pravdépodobné, ze odlisné vlastnosti jsou
zpusobeny strukturni rozmanitosti. V Tabulce 3 jsou uvedeny vySe zminéné rostlinné ARG

a jejich substratova specifita.

Tabulka 3 Arginasa a jeji substrdatova specifita. (Prepracovéano podle Sidsappa et al., 2020)

Substratové analogy (aktivita ARG zobrazena v %)
rostlinny zdroj o . ) . D-
L-arginin L-homoarginin  L-canavanin L-agmatin arginin

rajce (Solanum lycopersicum) Al 100% 14% 0% 50% 2%
rajce (Solanum lycopersicum) A2 100% 13% 0% 1% 4%
Zzensen (Panax ginseng) 100% 6% ND ND -
Vigna (Vigna catjang) 100% ND 13% 16% ND
fazole (Canavalia ensiformis) 100% - 22% - 16%
kosatec (Iris holandica) 100% 6% 1% - ND
hrachor sety (Lathyrus sativus) 100% 5% - -
koriandr (Coriandrum sativum) ND ND ND
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2.5.3 Dalsi vlastnosti rostlinnych arginas

Hodnota pl je hodnota pH roztoku, kdy se amfion? nepohybuje v elektrickém poli, tzn. ze
jeho volny naboj je nulovy. Hodnota pI u ARG hlizy jeruzalemského artycoku (Helianthus
tuberosus) je 5,3 au ARG kosatce (Iris hollandica) je 5,6. Z toho vyplyva, ze rostlinna
ARG je spiSe kyselym proteinem (Wright ez al., 1981; Boutin, 1982).

Maximalni aktivita rostlinnych ARG se nachézi v alkalickych podminkach, pH 8 az 10.
Dalsim dilezitym faktorem je Michaelisova konstanta (Km). Tato konstanta definuje
takovou latkovou koncentraci substratu, pfi které rychlost enzymové reakce je (v) polovinou
rychlosti maximalni (Vimax). Km se u riznych rostlinnych ARG rozlisuje. Rozmezi je od 7,85
mM do 145 mM. Kazda rostlina mé potfebuje jinou teplotu, u ARG se rozmezi pohybuje
mezi 37 az 60 °C.

Tyto popsané vlastnosti jsou shrnuty v Tabulce 4.

Tabulka 4 Chemické viastnosti arginas u riiznych rostlinnych zdrojii. (PFepracovano podle Sidsappa et al., 2020)

Vlastnosti Molekulova Po,dj ednotkov l?ocet Optimalni pH Optimaln plhodnota mproARG [V Zdroje
hmotnost [kD] a molekul.  podjednotek teplota[°C]
Rostlinny zdroj
alémsky artycok (Helianthus tuber 140 - - - - 53 145 Wright et o
(1981)
Cibulky kosatce (Iris hollandica ) 191 36,5 6 9 - 5,6 - Boutin (1982)
S6jové boby (Glycine max) 240 60 4 95 - - 83 Kang a Cho
(1990)
Kiwi (Actinidia deliciosa) . . . 88 . . 785 Hale et .
(1997)
Borovice kadidlova (Pinus taeda ) 140 37 4 Toddetal,
2001 (a)
Zensen (Panax ginseng ) 352 345 10 95 60 - gp7 | Mwengeta
(2001)
Dabir et al.
Vigna (Vigna catjan 210 52 4 10 37 - 42
igna (Vigna catjang ) (2005)
. . Chenetal.
Rajce (Solanum lycopersicum) - 37 - 9,5 - - 32 (3384;7
Rajce (Solanum lycopersicum) - 36,8 - 9,5 - - 29 Siddappa et
. . . o al. (2018)
Koriandr (Coriandrum sativum) 160 49-60 nejspise 3 7581 40-60 - 29,5

2 slougenina, kterd ma ve své molekule centra kladného i zaporného elektrického naboje navzijem prostoroveé
oddélend, takze ma charakter dipolu
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2.6 Obranny mechanismus rostlin

Jako lidé, tak 1 rostliny ve svém zivote bojuji se stresem a nezadoucimi vlivy. Rostlinny stres
rozdélujeme na bioticky a abioticky. Bioticky stres souvisi se zivymi organismy, napf. stres
vyvolany raznymi houbovymi nebo virovymi chorobami, patogenem ¢i hmyzem. Naopak
abioticky stres nesouvisi s zivymi organismy. Mezi tento typ patii napf. stres vyvolany
z nedostatku/ nadbytku svétla, nedostatku vody ¢i kysliku, nizkou/ vysokou teplotou atd.
Aby mohly celit t€émto zménam prostiedi, vyvinuly rostliny n€kolik zpusobu, jak se
adaptovat (kratkodobé/dlouhodobé€) na takové zmeény prostiedi se schopnosti vratit se do
puvodniho metabolického stavu (Jones a Dangl, 2006; Andolfo a Ercolano, 2015; Miller et
al., 2017; Nejat a Mantri, 2017; Saijo a Loo, 2020).

I rostliny maji jako lidé svij rozmanity imunitni systém, diky kterému se chrani pied
nastrahami okoli. Tento systém velmi slozity a je slozen ze tfi urovni. Rozpoznavaci vrstva,
kde dochézi k rozpoznani efektoru. Druhou vrstvou je vrstva integrace signalu, ktera piijima
signaly zrozpoznéavaci vrstvy a posledni vrstvou je obranno-akéni vrstva, ktera pfijima
usporadané sady signali. V téchto procesech dochazi k fosforylaci cilového proteinu,
uvolnéni specifickych chemickych signald, jako napf. reaktivni formy kysliku, lipidové
derivaty a rostlinné hormony (Tyler, 2017; Wu et al., 2018; Wang et al., 2019). Pri
signalizaci (a)biotickych podminek a ve vyvojovych procesech rostlin predstavuji kli¢ovou
roli rostlinné hormony. Obranny systém rostlin reguluji hlavné tyto rostlinné hormony:
kyselina salicylové, kyselina jasmonova, kyselina abcsisova a ethylen (Bari a Jones, 2009).
Tento systém rostlin se déli na vytvorené a vyvolané (Mithofer a Boland, 2012). Pfi vyvolané
obrané rostlin dochazi k aktivaci obrannych gent, programované bunécné smrti a anti-
nutri¢nich proteint. Dale dochazi napt. k produkci antimikrobialnich slou¢enin. Pii poranéni
nebo pfi infekci patogenem ¢i jinych skiidcem dochazi k syntéze kyseliny jasmonové, ktera
vznikd diky aktivaci sérii naslednych signalizacnich udalosti (Li e al., 2002). Kyselina
jasmonova indukuje specialni proteiny, které maji antiherbivoralni ucinky. Tyto specialni
proteiny indukované kyselinou jasmonovou maji zkratku JIP.

Pravé arginasou katalyzovany L — arginin ma pii stresovych podminkéch velké vyuziti. Jak
jiz bylo zminéno v Givodu, arginin se zabudovava do proteint a slouzi jako prekurzor pro

polyaminy, oxid dusnaty a také prolin.
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2.6.1 Oxid dusnaty
Pro lepsi pochopeni zapojeni arginasy do obranného mechanismu rostlin je nutno znéat
dilezitou slouCeninu, oxid dusnaty, dale jako NO. NO fadime mezi velmi reaktivni,
bezbarvou molekulu. Vysoka reaktivita je zptisobena jednim neparovym elektronem v jeho
valen¢ni vrstvé. Diky interakcim s mastnymi kyselinami, DNA a proteiny zpusobuje NO:

e zménu ve funkcich a ve struktufe danych molekul

e aktivaci signalnich drah

e zmeénu exprese genu
Produkce NO u rostlin je§t€¢ neni pfesné objasnéna a je stile predmétem mnoha
biochemickych vyzkuma. NO mize byt produkovan bud’ neenzymové nebo naopak cestou
ptes enzymy. VSechny znamé cesty jsou vyobrazeny na Obrazku 6. Jak jiz bylo feCeno, NO
je jednou z nejdulezitéjsich sloucenin pii vyvojovych a fyziologickych déjich v rostlinach a
také pfi obranném mechanismu pfi boji s patogeny (Trapet et al., 2015). Reguluje:

e dobu kveteni

e otevirani priducht

e rust pylovych vacku

e dormanci semen

e maturaci

e senesenci

e kliCeni semen

e vyvoj kofent

e zelenani diky svétlu

(Alemayehu et al., 2015; Arc et al., 2013, Corpas et al., 2015, He et al., 2004, Hu et al.,

2005, Chaki et al., 2015, Puppo et al., 2013, Shi et al., 2015a, Shi et al., 2015b, Sirova

etal., 2011, Wang et al., 2015). Pfevzato od BP Jakuba Foldyna.
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Obrazek 6 Schéma drah produkce NO; NR — nitratreduktasa; XOR — xanthinreduktasa; mit. ETC — mitochondridlni

elektronovy retézec; NOS — synthasa oxidu dusnatého. (Prepracovano podle Mirza Hasanuzzaman et al., 2018)
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V praci Mirza Hasanuzzaman et al., 2018 byl také vytvoren hypoteticky model (Obrazek 7),

ktery zobrazuje, jak mtze byt NO zapojen do systému na odpovéd’ pii abiotickém stresu.
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semen a
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Zmény ve
kvétech a ve
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(A)bioticke
reakee na stres
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Produkce
energie

mitochondriemi

Zrani ovoce

Obrazek 7 NO a jeho zapojeni v reakci na abioticky stres (prepracovano podle Mirza Hasanuzzaman et al., 2018)
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2.6.2 Uloha arginasy pfi abiotickém stresu

V poslednich vyzkumech byly jako modelové rostliny pfi téchto stresovych podminkach
pouzity Arabidospis thaliana a rajce (Solanum lycopersicum).

Pfi abiotickym stresu dochazi k snizeni akumulace reaktivnich forem kysliku (ROS)
v ARGAH mutantech v Arabidopsis. To signalizuje, ze inhibice exprese Arabidopsis
ARGAH muze zvysit toleranci vici vysokému obsahu soli, dehydrataci ¢i jinému
z abiotickych stresti. Naopak nadmérna exprese geni ARG ukazuje opacné nasledky.
V jednom z vyzkumi, konkrétne v praci Shi e al. 2013 bylo dokazano, ze negativni regulace
ARGAH u Arabidopsis je zalozena na regulact ARG na metabolismu argininu a akumulaci
ROS. Také bylo dokazano, ze manipulovani s expresi téchto geni ARG muze mit za
nasledek zménu aktivit i u odliSnych antioxidacnich enzymu, jako napt. CAT, POD
v raznych stresovych situaci. Plisefi Seda (Botrytis cinere) zpusobuje indukci exprese
ARGAH?2 a pravé zvysena exprese ARGAH2 zplisobuje zvySenou rezistenci proti plisni
(Brauc et al., 2012; Brownfield et al., 2008b). V jedné starsi studii bylo dokazano, ze pokud
dojde k vytazeni gend pro ARG Arabidopsis, dochazi k akumulaci NO. Naopak zvySena
exprese genu ARGAH?2 posiluje vyvoj kalusu pii infekci kofent brukvovitych rostlin. Kalus,
jinak také nazyvany zaval, je vrstva ochranného pletiva, kterd chrani ranu rostliny pii
poskozeni. Jak jiz bylo zminéno dfive, pii poranéni u rajcat je aktivovan pouze gen LeARG?2
(Chen et al., 2004). ARG tedy mize diky regulaci drah argininu a polyaminu riizné reagovat
na abiotické stresy (Shi et al., 2013).
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2.6.3 Uloha arginasy p¥i biotickém stresu

ARG hraje dalezitou roli v odpovédich rostlin na bioticky stres, zejména pii interakci s
herbivornim hmyzem. V pfipad¢, Ze rostliny jsou pozirany herbivornim hmyzem, je ARG
exprimovana v rostlinnych pletivech a prochazi travicim traktem hmyzu. ARG je odolna
vuci proteolyze a rozklada L-arginin, ktery je pro hmyz daleZitou aminokyselinou.

V jedné studii byly vyuzity transgenni rostliny rajCat, které byly geneticky upraveny k
nadexprimaci ARG. Tyto rostliny vykazaly vyssi rezistenci vici larvam motyla lisaje
tabakového (Manduca sexta). To naznaCuje, ze ARG muze hrat dalezitou roli pii obrané
rostlin proti herbivornimu stresu. V jiné studii byl zkouman vliv manipulace exprese genu
AtARGAH2 na aktivitu ARG pfi infekci plisni Sedou (Botrytis cinerea) u rostliny A.
thaliana. Ve wild-type rostlindch dochazelo ke zvySené exprese AtARGAH2, zejména pfi
12 hodinach po infekci, coz naznacuje, ze AtARGAH2 muze hrat roli v ranych stresovych
odpovédich rostlin. Transgenni linie s nadexprimovanym AtARGAH2 vykézaly snizenou
citlivost na B. cinerea, zatimco linie s umlenym genem pro AtARGAH2 byly stejné
nachylné k infekci jako wild-type rostliny. Tyto studie naznacuji, ze ARG a AtARGAH2
mohou hrat dulezitou roli v stresovych odpovédich rostlin na bioticky stres, jako je naptiklad

pozirani herbivornim hmyzem nebo infekce plisni.

2.7 Arginasa a vyvoj rostlin

Studie z prelomu tisicileti zaméfené na aktivity ARG v post-germinalnim vyvoji rostlin
pfinaseji dulezité poznatky o tom, jak se rostliny vyvijeji po kli¢eni semen. Tyto studie se
zaméfuji na genové exprese a regulaci ARG béhem procesu jako je tvorba kofenového
systému, rust stonku a vétvi, tvorba listi a kvéta, dozravani plodu a dalsi. Diky nim jsme
schopni lépe porozumét molekularnim mechanismim a regulaci téchto procest v rostlinach
a jejich odpovédi na rizné vnitini 1 vnéjsi podnéty. Tyto poznatky maji Siroké uplatnéni v
zemedelstvi, vyvoji novych odrid rostlin s lepsimi vlastnostmi a také v ochrané rostlin pred
abiotickymi a biotickymi stresy.

V ptipadé€ ryze bylo zji§téno zvySeni aktivity arginazy v semenaccich, zejména na zacatku
kofene a béhem prvnich dvou dn kliceni vyhonku. Toto zvySeni aktivity arginazy odpovida
zvySenému obratu Arg, avSak nebyly zaznamenany zadné dalsi dikazy o akumulaci

mocoviny (Cao et al., 2010).
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Podle studie vedené Chenem et al. (2004) byla u rajcat pozorovana nejvyssi mira exprese
ARG v rozmnozovacich pletivech. Autofi vyvodili hypotézu, ze ARG ma roli v tvorbé
polyamint, které se podileji na vyvoji plodid u rajcat.

Vyzkum provedeny Toddem er al. (2001) ukazal, ze u kadidlovych borovic (Pinus taeda) je
pozorovana nizka troven transkripti geni ARG jak ve zralych, tak nezralych embryich.
Nicméné po vykliCeni semen se exprese téchto gentu zvySuje. Tento vysledek muze
naznacovat, ze ARG geny maji dilezitou roli béhem kliCeni semen a ristu semenackt u
borovic kadidlovych.

Vyzkum, ktery provedl She a kolegové v roce 2017, ukazal, ze ARG gen ma nejvySssi uroveni

exprese v nadzemnich Castech pSenice béhem vyvoje kvétenstvi a plnéni zrn.

2.8 Arginasa a jeji vliv na vynos rostlin

Tt1 nasledujici studie se zamétuji na vyuziti genu kodujiciho arginas (ARG) pro zlepSeni
vlastnosti rostlin. Na zaklad¢ téchto studii bylo zjisténo, ze nadexpresi tohoto genu dochazi
k zvySeni vynosu a dalSich pozadovanych vlastnosti rostlin.

Prace Ma et al. (2013) provedla analyzu mutace genu OsARG u ryze. Bylo zjis§téno, ze ryze
s nefunkénim genem OsARG ma snizenou vysku, mens$i panikly a mensi zrna. Naopak,
nadexpresi tohoto genu bylo dosazeno zvySeni poctu zrn pii omezeném mnozstvi dusiku.
Prace Meng et al. (2015) vyuzila poznatky z pfedchozi studie a aplikovala je na bavlnik.
Transgenni linie bavlniku s nadexpresi genu OsARG vykazovaly v pruméru delsi vlakna o
délce 0 2 mm.

Prace Di et al. (2016) se soustiedila na kukufici a vyuziti genu ZmARG. Transgenni rostliny
kukufice s nadexpresi tohoto genu vykazovaly vyssi hmotnost klast a semen. VSechny tyto
studie ukazuji perspektivu a potencial vyuziti nadexprese geni ARG pro zlepSeni vynost a
dalSich pozadovanych vlastnosti rostlin, jako je délka zrna, délka vlaken nebo hmotnost
semen. Tato technika miaze byt v budoucnu vyuzita pro Slechténi plodin s vy$simi vynosy a

lep§imi agronomickymi vlastnostmi.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Seznam pristroju a pomucek
e Analytické vahy (Denver instrument, USA)
e Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)
e Centrifuga 5425 R (Eppendorf, Némecko)
e Homogenizator (neznamy ptuvod)
e Chladici/ zahfivaci termostat (Biosan, Litva)
e Chlazena centrifuga Rotanta 460R (Hettich zentrifugen, Nemécko)
e Chlazena stolni centrifuga Megafure 8R (Thermo Scientific, USA)
e Mikrodestickovy spektrofotometr PowerWaveXS (Biotek Instruments, USA)
e Mikrodesti¢ky Testplate 96F (TPP, Svycarsko)

e pH metr (XS Instruments, Italie)

3.2 Seznam chemikalii
e Chlorid manganaty (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Kyselina fosfore¢na (Lach-Ner, Ceska republika)
e Kyselina sirova (Lach-Ner, Ceska republika)
e L-arginin (Acros Organics, USA)
e D — Mannitol (Penta, Ceska republika)
e MES (Sigma Aldrich, Némecko)
e Triton X-100 (Acros Organics, USA)
e 0 — isonitropropiofenon (Sigma Aldrich, Némecko)
e L-prolin (Acros Organics, USA)
e Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

3.3 Biologicky material
e Hrach sety (Pisum sativum cv. Abarth)
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3.3.1 Zpracovani materialu pro izolaci mitochondrialniho podilu

Zpocatku se semena namocila ve vod¢€, coz jim umoznilo absorbovat vlhkost a nabobtnat.
Po 24 hodinach se voda slila a semena se presunula na navlhceny filtrani papir. Kliceni
probihalo mezi dvéma vrstvami papiru, ktery zajisStoval vlhké prostfedi pro semena.
Dulezité bylo, aby semena byla umisténa ve tme, protoze je to pfirozena podminka pro
kliceni. Takto byl hrasek ponechan po dobu 2 dnd.

Pfi dal§im méteni jsem byl pouzit hrasek, ktery byl umistén taktéz ve tmé, ale filtracni papir
byl namoc¢en misto vody bud’ do roztoku 100 mM NaCl ¢i do 200 mM NaCl. Dalsi odlisnosti
byla doba, po kterou byl hrasek ve tmé. V tomto ptipadé se jednalo o 4 dny. Rozdil ve kli¢eni
téchto 2 hrasku s rozdilnymi roztoky NaCl je uveden na Obrazku 8 a 9. Obrazek 10 zobrazuje
kontrolu, tzn. kli¢ici semena hrasku namotena do vody. Oproti kontrolnim sementim a
semenum namocenych ve 100 mM NaCl, semena klic¢ici v pfitomnosti 200 mM nevyklicila

tolik, a navic byla semena vyrazné napadena plisni.

Obrazek 8 Kliceni semen hrachu pri pritomnosti roztoku 100 mM Nacl
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Obrazek 10 Kontrolni kliceni semen hrasku
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3.3.2 Izolace mitochondrialni frakce

Metoda izolace mitochondrialni frakce dle Kolloffel a Dijke (1975) s modifikacemi zacala
klicenim semen hrachu, kterd byla nasledné rozdélena na kotyledony. Kotyledony byly
homogenizovany v chlazené tfeci misce s moiskym piskem a extrakénim pufrem
obsahujicim 50 mM MES (pH 7,4) a 400 mM D-mannitolu.

Homogenat byl piecezen pres nylonovou tkaninu a nasledné byl homogenizovan
v laboratornim homogenizatoru (za pifitomnosti extrakéniho pufru). Po homogenizaci byl
pouzit pouze supernatant, ktery byl nasledné centrifugovan 10 min pti 40.000 xg, za stalého
chlazeni (10 °C). Po této centrifugaci byl odebran supernatant a nasledné se centrifugoval
pouze pelet za stejnych podminek jako pfi prvni centrifugaci. Odebrany supernatant i pelet

byly pouzity pro nasledné méfeni aktivity arginasy.

3.4 Stanoveni aktivity arginasy

Metoda pro stanoveni aktivity ARG v mitochondrialni frakci, kterd je popsana v ¢lanku
Kollofel a Dijke, 1975, se opira o detekci moCoviny reagujici s a-isonitrosopropiofenonem
v kyselém prostiedi a vytvarejici razovy produkt s maximalni absorbanci pii 540 nm.
Nejdiive byla provedena aktivaci enzymu, kdy do mikrozkumavky bylo napipetovano
0,9 ml enzymového extraktu, 0,1 ml 20 mM MnCl; a 10% Triton X-100 a nasledovala
inkubace 10 min pti 37 °C.

Poté byla pfipravena reakéni smes, kdy do mikrozkumavky bylo napipetovano 400 pl
250 mM L-argininu a 50 pl 20 mM MnCl,. Reakce byla nastartovana ptidavkem 50 pl
aktivovaného enzymu a probé&hla inkubace 30 min pifi 37 °C. Reakce byla ukoncena
ptidavkem 0,5 ml 15 % HClOs. Vysrazené proteiny byly odstranény centrifugaci pii 15 000
xg a dob¢ 10 min.

Dale byly odebrany 100 ul alikvoty supernatantu do Cistych mikrozkumavek a bylo pfidano
ke kazdému alikvotu 50 pl ¢inidla B (3 % a-isonitrosopropiofenonu v 95 % EtOH) a 1,5 ml
¢inidla A (9 % H3POs, 27 % H2SO4) pro stanoveni mocoviny. Reakéni smés byla zahtivana
60 min na 90 °C ve tmé a néasledné ochlazena na laboratorni teplotu.

Reakéni smés byla pipetovana v triplikatu po 300 pl do mikrodesti¢ek a byla méfena

absorbance pii 540 nm.
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Byla tedy méfena absorbance vychoziho extraktu, supernatantu a peletu po centrifugaci.
Také byl zméfen slepy vzorek, do kterého bylo pipetovano stejné mnozstvi vsSech
komponent, ale misto 50 pl aktivovaného enzymu bylo napipetovano 50 pl extrakéniho
pufru.

Vypocet aktivity ARG byl zalozen na sestaveni kalibracni kiivky z rdznych standarda
mocoviny o koncentracich 0,05; 0,1; 0,5; 1; 2; 3,5; 5; 7,5 a 10 mM. Aktivita byla vyjadfena

v nanomolech vytvorené mocoviny za sekundu (nkatal).

3.4.1 Stanoveni aktivity arginasy za stresovych podminek

3.4.1.1 Inhibice L-prolinem

Jak jiz bylo zminéno dfive, L-prolin inhibuje aktivitu ARG, a proto bylo provedeno dalsi
meéfeni.

Postup pro stanoveni aktivity ARG je totozny jako v kapitole 3.5 pouze s rozdilem, ze misto
400 pl 250 mM L-argininu bylo napipetovano pouze 200 pl 250 mM L-argininu a dale bylo
napipetovano 200 pl 100 mM L-prolinu. Dal$i postup (centrifugace, inkubace atd.) byl jiz
totozny.

3.4.1.2 Sul jako abioticky stresor

Ptilisna koncentrace soli muze negativné ovlivnit schopnost rostlin pfijimat vodu a ziviny.
Rostliny jsou vysoce zavislé na spravném osmotickém potencialu, coz je vyvazeni vody
mezi rostlinou a ptdou. Pii vysoké koncentraci soli v pudé se zvySuje osmoticky potencial
pudy a rostliny maji problém udrzet vodu ve svych bunikach. To vede k dehydrataci rostlin
a naruseni ristu.

Jak je popsano v kapitole 3.3.1, semena hrachu byla ponechana ve filtranim papiru
namocenym ve 100 mM NaCl, 200 mM NaCl a také byla provedena kontrola (semena ve
filtracnim papiru namoc¢en¢ho v ddH>O — Obrazek 8, 9 a 10.

Postup pro méfeni aktivity ARG za téchto stresovych podminek je totozny jako je popsano

v kapitole 3.5.
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4. VYSLEDKY

4.1 Stanoveni aktivity arginasy

V provedeném experimentu byla méfena aktivita ARG v extraktu ze semen hrachu.
Vyrazngjsi aktivita ARG byla zméfena v peletu obsahujici mitochondrialni proteiny,
zatimco v supernatantu a celkovém vzorku byla nizsi. Aktivita v supernatantu a v celkovém
extraktu byla vyssi nez ve slepém vzorku. Tyto vysledky odpovidaji ocekavani, protoze dle
diivéjsich vyzkumu a poznatka se nejvyssi podil ARG nachazi v mitochondriich rostlinnych
bunék.

V Tabulce 5 je uvedena vysledna kalibrace pro spektrofotometrické stanoveni mocoviny.

Tabulka 5 Kalibrace pro spektrofotometrické stanoveni mocoviny

oy .y pramér vypocitané
. primér z namérenych Wy
koncentrace mocoviny , koncetrace z kalibracni
absorbanci o
pfimky [mg/ml]

0,05 0,038 0,759
0,1 0,037 0,667
0,5 0,038 0,759
1 0,038 0,759
2 0,043 1,222
3,5 0,062 2,981
5 0,075 4,185
7,5 0,113 7,704
10 0,144 10,574
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Z Tabulky 5 byla nasledné sestrojena kalibrac¢ni pfimka pro spektrofotometrické stanoveni
mocoviny, coz je zobrazeno na Grafu 1.Z této pfimky mohla byt vypocitana finalni aktivita
ARG v extraktu semen hrachu. V Tabulce 6 jsou shrnuty vysledky z méfeni pro stanoveni

aktivity ARG.
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Absorbance 540 nm

koncentrace [mM]

Graf 1 Kalibracni primka spektrofotometrického stanoveni mocoviny

Tabulka 6 Stanoveni aktivity arginasy v extraktu semen hrachu — dilci vypocty

ey celkova aktivita
o v mnozstvi mocoviny .
Vzorek priimérna absorbance arginasy ve vzorku
[mM]
[nkat/ml]

slepy vzorek 0,04 0,944 0,524
celkovy extrakt 0,044 1,315 0,731
supernatant 0,044 1,315 0,731
pelet 0,056 2,426 1,348
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Pro lepsi piedstavu v rozdilu aktivit byl sestaven Graf 2.
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Extrakty ze semene hrachu

Graf 2 Aktivity arginas v jednotlivych frakcich semen hrachu
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4.2 Stanoveni aktivity arginasy za stresovych podminek
4.2.1 Inhibice L-prolinem

V provedeném experimentu byla aktivita arginasy stanovena stejnym zpusobem jako je
popsano v kapitole 4.1.

I po nékolika pokusech se bohuzel nepodarilo stanovit aktivitu ARG, protoze
spektrofotometické meéfeni neposkytlo zadné rozdily v absorbancich mezi vzorky
s L — prolinem a kontrolou. Mohlo to byt zpisobeno Spatnym pipetovanim, nepiesnymi
objemy ¢i nevhodnou dobou inkubace.

4.2.2 Sul jako abioticky stresor

I v tomto experimentu byl postup stanoveni totozny jako je popsano v kapitole 4.1.

Tentokrat byla méfena aktivita enzymu ve slepém vzorku, ve vzorku se 100 mM NaCl

a 200 mM NaCl.
Vysledky ukazaly, ze mezi slepym vzorkem a vzorkem 100 mM NaCl téméf neni zadny
rozdil. Za to u vzorku s 200 mM NaCl se aktivita enzymu ARG jiz vyrazné zvysila.

Graf 3 znazortiuje rozdily mezi jednotlivymi vzorky.
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vzorky z extraktu semen hrachu

Graf 3 Vysledky z mérveni aktivity arginasy pri stresovych podminkdch
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4.2.3 Porovnani vysledka z prvniho a druhého experimentu

Bylo mozné si vSimnout, ze vysledna aktivita ARG slepého vzorku z druhého méteni
(stresové podminky) a aktivita ARG z prvniho meéfeni se odliSuje. Tento rozdil je
pravdépodobné zpusoben rozdilnou dobou kliCeni semen ve tmé, Prvni experiment byl
proveden na semenech hrachu 2 dny po vyklic¢eni, zatimco druhy experiment byl proveden

na semenech hrachu az 4 dny po vykliceni.
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S. DISKUSE

Tato bakalarska prace navazuje na diplomovou praci Jakuba Foldyny a zabyva se studiem
arginasy, coz je manganoenzym, ktery ma schopnost katalyzovat hydrolyticky rozklad L-
argininu na ornithin a mocovinu.

Drivéjsi studie se zaméfovaly na tlohu arginasy ve vyvoji rostlin, ktera mize byt riazna v
zavislosti na druhu rostliny. U rajcat se predpoklada, ze ARG hraje dilezitou roli v tvorbé
polyaminu, které podporuji vyvoj ploda. U semen (kotyledonil) bobti, dyné a hrachu byla
zaznamenana vyrazné zvySena aktivita arginasy béhem kliceni, zatimco u kli¢icich semen
bavlny byla aktivita ARG zvySena nepatrné. Tyto vysledky byly publikovany v riznych
studiich (Alabadi et al., 1996; Chen et al., 2004; Splittstoesser, 1969; Kolloffel a van Dijke,
1975; Dilworth a Dure, 1978; de Ruiter a Kolloffel, 1982).

V souladu s diivéjsimi vyzkumy bylo potvrzeno, Ze nejvétsi podil arginasy je obsazeno
v mitochondriich rostlinnych bunék.

Nejen v rostlinné biochemii je velmi dualezité pochopit obranny mechanismus rostlin viici
riznym stresovym podminkam. Diivejsi vyzkumy dokazaly, ze pii (a)biotickém stresu u
rostlin dochazi k indukci exprese ARG, a to na Urovni transkripce (Chen et al.,2004; Shi et
al., 2013).

V experimentu této bakalarské prace byla zmeéfena aktivita arginasy a to konkrétné pfi
zasoleni biologického materialu.

Dle starSich vyzkumi byla potvrzena hypotéza, ze stresové podminky vyrazné zvysuji
aktivitu tohoto enzymu.

Jeden z cilGi prace, a to Castecna purifikace enzymu a charakterizace jeho enzymovych

vlastnosti bohuzel nemohla byt splnéna z Casovych diavodu.
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6. ZAVER
Teoreticka ¢ast obsahuje zpracovanou literarni reSersi, ktera shrnuje tyto témata:
1. Stru¢ny prehled o polyaminech a obranném mechanismu rostlin
2. Prtehled o rostlinnych arginasach — geny, struktura, enzymové vlastnosti, lokalizace,
vyznam v metabolismu
3. Specifické funkce arginas pfi kliceni semen rostlin
4. Specifické funkce arginas pii odpovédi rostlin na (a)biotické stresy
Z praktické casti této prace se mohou odvodit tyto zavéry:
1. Potvrzeni dfiv€jSich hypotéz (dfivejSich vyzkuml a diplomové prace Jakuba
Foldyny)

2. Velky vyznam tohoto enzymu pro mnoho odvétvi, a proto nutnost dalSich vyzkumu.
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8. ZRATKY

ACC
ADC
ARG
AtARGAHI1
AtARGAH2
AVG
DFMO
DFMA
ETC
FAD
LeARGI1
LeARG2
MES
MGBC
NO
NOHA
NOS
NOS-like
NR

ODC
OsARG
PA

PUT
SAMDC
SPD
SPM
XOR
ZmARG

Acetyl-CoAkarboxylasa
Arginindekarboxylasa

Arginasa

Isoenzym I arginasy z A. thaliana
Isoenzym II arginasy z A. thaliana
Aminoethoxyvinylglycin
Difluoromethylornithin
Dimethylforamid

Elektrontransportni fetézec
Flavinadenindinukleotid

Isoenzym I arginasy z rajCete

Isoenzym II arginasy z rajCete
Kyselina 2-(N-morfolino)ehtansulfonova
Methylglyoxal-bis-butyl-amidinohydrazon
Oxid dusnaty

Nw-hydroxy-arginin

Synthasa oxidu dusnatého

enzym podobny NO synthase
Nitratreduktasa

Ornithindekarboxylasa

Arginasa z ryze

Polyaminy

Putrescin

S-Adenosyl-L-Methionine Decarboxylase
Spermidin

Spermin

Xanthinoxidoreduktasa

Arginasa z kukufice
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