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Abstrakt

Rostlinné polyaminy (PA) ptisobi jako regulaéni molekuly v mnoha zakladnich
bunéénych procesech. Klicovymi enzymy katabolismu PA jsou diaminoxidasy (DAO)
a aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH). DAO se podili na katabolickych reakcich
polyamini za vzniku odpovidajicich ®-aminoaldehydd. Tyto aldehydy jsou dale
metabolizovany pomoci NAD*-dependentnich AMADH za vzniku w-aminokyselin.

Ukolem bakalaiské prace bylo stanovit vliv zvysené koncentrace NO v dasledku
pouziti donoru NO (S-nitrosoglutathionu - GSNO) v rastovém médiu na aktivitu
AMADH a DAO. Soucasn¢ jsme se zamétily na stanoveni aktivity askorbatperoxidasy
(APX) a obecné peroxidas, které preménuji substrat guajakol na detekovatelny
barevny produkt (GPX). Studie byla realizovana na dvou kultivarech P. sativum
cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset vyznamné se liSicich odolnosti vii¢i nékterym
patogentim, tzn. schopnosti aktivovat obranné mechanismy. Vliv zvySené koncentrace
NO na aktivity studovanych enzymu v dusledku aplikace GSNO do rastového média
se projevil zejména u odolného kultivaru P.sativum cv. Twinset. Na zakladé zmén
enzymovych aktivit po aplikaci donoru NO (GSNO) do rustového média lze
predpokladat regulaci aktivaci zejména enzymu AMADH v kofenové ¢asti a GPX
Vv nadzemni casti kultivaru Twinset. V piipadé APX ziskané vysledky poukazuji na
mozny inhibi¢ni efekt zvysené koncentrace NO v kofeni, ale naopak vyrazny aktivacni
efekt NO na aktivitu APX v apikalni ¢asti kofene cv. Twinset.
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CILE PRACE

Cilem teoretické casti bakalarské prace bylo vypracovat literarni reSerS$i zaméfenou
na charakterizaci:
1. enzymli podilejicich se na katabolismu polyamini u hrachu setého
(aminoxidasa, aminoaldehyddehydrogenasa);
2. ulohy polyaminti v reakci rostlin na piisobeni stresovych faktort;,
3. tlohy reaktivnich forem dusiku v reakci rostlin na pusobeni stresovych

faktoru.

V experimentalni casti bylo cilem bakalaiské prace studium efektu sloucenin
ovliviiyjicich hladinu reaktivnich forem dusiku na modelovém systému dvou kultivart
Pisum sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset s odlisnou odolnosti na patogenni
organismy. Byl sledovan vliv donoru NO (GSNO) a lapace NO (PTIO) na:

1. rast a vyvoj kofenové a nadzemni ¢asti rostlin;

2. aktivitu aminoxidasy a aminoaldehyddehydrogenasy;

3. aktivitu askorbatperoxidasy a guajakolperoxidasy.



1 UVOD

Polyaminy (PA) jsou nizkomolekuladrni alifatické polykationty ptitomné ve vsech
zivych buiikdch prokaryotnich 1 eukaryotnich organismi. Vzhledem Kk jejich
pozitivnimu naboji mohou tyto slouceniny vazat rizné bunééné makromolekuly véetné
DNA, RNA, chromatinu a proteini elektrostatickymi vazbami, které mohou zptsobit
jejich stabilizaci ¢i destabilizaci.

Rostlinné PA maji vyznamnou roli v procesech riistu a vyvoje rostlin, v morfogenezi,
embryogenezi, vyvoji organu, senescenci listd, ale i v reakci rostlin na pusobeni
abiotickych a biotickych stresovych faktort. Nejbé€znéjSimi PA vyskytujicimi
se v rostlinach jsou putrescin, kadaverin, spermidin, spermin a thermospermin.

PA jsou oxidacné deaminovany aminoxidasami (AO) za soucasné produkce H,O,.
Na zakladé ptitomnosti rozdilného kofaktoru lze AO klasifikovat do dvou skupin:
diaminoxidasy obsahujici méd’ (DAO) a FAD-dependentni polyaminoxidasy (PAO).
DAO a PAO se lisi substratovou specifitou, mechanismem oxidace substratu
a subcelularni lokalizaci.

Aminoaldehyddehydrogenasy jsou enzymy, které se spole¢né s DAO a PAO podili
na katabolismu PA vrostlinach. Jak bylo prokazano, vznikajici aminoaldehydy
pusobenim enzymiiT DAO a PAO jsou diale metabolizovany pomoci
NAD"-dependentnich  aminoaldehyddehydrogenas,  které katalyzuji  pfeménu
o-aminoaldehydd na odpovidajici m-aminokyseliny v piitomnosti koenzymu NAD".

Reaktivni formy dusiku (RNS) zahrnuji slouc¢eniny odvozené od oxidu dusnatého
(NO). NO je klicova signalni molekula, ktera se Vrostlindich podili na ftad¢
fyziologickych funkci. Mezi tyto funkce patii rist a vyvoj, regulace vyvoje kofent,
podpora kli¢ivosti semen nebo snizeni poctu dormanti, gravitropismus, stomatalni

pohyby, senescence a reakce na abiotické a biotické stresové faktory.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY
2.1 Polyaminy

Polyaminy (PA) jsou nizkomolekularni alifatické polykationty pfitomné ve vSech
zivych buiikach prokaryotnich i eukaryotnich organismu. Vzhledem Kk jejich
pozitivnimu naboji mohou tyto slouceniny interagovat elektrostatickymi vazbami
s fadou bunéénych makromolekul, jako jsou DNA, RNA a proteiny a nasledné ovlivnit
jejich stabilizaci ¢i destabilizaci. PA jsou zapojeny v fadé zakladnich bunécnych
procesti vcetn¢ regulace genové exprese, translace, proliferace bunck, modulace
bunééné signalizace a stabilizace membrany. PA mohou také regulovat buné¢nou smrt,
zejména apoptozu (Tabor a Tabor, 1984; Kumar et al., 1997; Walden et al., 1997,
Malmberg et al., 1998; Igarashi a Kashiwagi, 2000; Liu et al., 2000; Thomas a Thomas,
2001; Seiler a Raul, 2005; Alcazar et al., 2006a; Groppa a Benavides, 2007; Kusano et
al., 2007). Rostlinné PA maji vyznamnou roli v procesech ristu a vyvoje rostlin,
v morfogenezi, embryogenezi, vyvoji organt, senescenci listd, ale i v reakci rostlin na
pusobeni abiotickych a biotickych stresovych faktorti (Wimalasekera et al., 2011; Fan et
al., 2013; Wimalasekera et al., 2015).

Nejbéznéjsimi PA vyskytujicimi se v rostlinich jsou putrescin (butan-1,4-diamin,
PUT), kadaverin (pentan-1,5-diamin, KAD), spermidin ([N-(3-aminopropyl)butan-1,4-
diamin], SPD), spermin  ([N,N’-bis(3-aminopropyl)butan-1,4-diamin], = SPM)
a thermospermin (N'-[3-(3-aminopropylamino)propyl]butan-1,4-diamin, tSPM)
(Obr. 1).
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Obr. 1 Strukturni vzorce putrescinu, kadaverinu, spermidinu, sperminu a thermosperminu.
Aminopropylové ¢asti (Cervené) se pridavaji ke Ctyfuhlikatému linearnimu fetézci putrescinu
(modfe) za vzniku spermidinu, sperminu a thermosperminu (pfevzato a upraveno podle Bitrian
et al., 2012).

VétSinou se PA v piirodé vyskytuji ve volné formé. Diky svému pozitivnhimu néboji
za fyziologického pH jsou schopny asociace s polyanionty napi. s DNA a RNA, ¢imz
stimuluji jejich biosyntézu a sbalovani. PA mohou existovat ve dvou raznych frakcich,
rozpustné a nerozpustné — ve vod€. Rozpustnd frakce zahrnuje volné PA a také PA
konjugované s organickymi kyselinami, zejména kyselinou hydroxyskoficovou
(Obr. 2). Nerozpustna frakce se naopak sklada zPA, které jsou vazany
na makromolekuly, jako jsou proteiny, polysacharidy bunéénych membran nebo
zaporn€ nabité fosfolipidové slozky na membranach, ¢imz dochazi ke zméné stability

téchto membran (Martin-Tanguy, 2001).
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Obr. 2 Strukturni vzorce hydroxyskoticovych kyselin (HCA, p-kumaroyl, kafeoyl,
dihydrokafeoyl, feruloyl, hydroxyferuloyl a sinapoyl), na které mohou byt N-acylaci vazany PA
za vzniku mono-, di- nebo tri-konjugovanych amidu kyseliny hydroxyskoticové (HCAA).
R: a R, oznacuji substituenty riznych HCA (pfevzato a upraveno dle Tiburcio et al., 2014).

2.1.1 Biosyntéza polyamini

Vychozi slou¢eninou pii biosyntéze putrescinu je aminokyselina arginin. Jedna z drah
biosyntézy putrescinu je zahijena pfeménou argininu za katalyzy enzymu arginasy
(EC 3.5.3.1) na ornithin. Putrescin je nasledné¢ syntetizovan dekarboxylaci
aminokyseliny ornithinu v reakci katalyzované ornithindekarboxylasou (ODC, EC
4.1.1.17) (Obr. 3), ktera se nachazi ptevazné v rostlinném cytosolu (Flemetakis et al.,
2004). Nekteré regula¢ni mechanismy, které se podili na regulaci aktivity ODC u savct,
jako je naptiklad ubiquitin-nezavislda proteasomova degradace ODC indukovana
proteinem nazyvanym "antizym", Se v rostlinich nenachazi (Murakami et al., 1992;
Kahana, 2007). Proto je pravdépodobné, ze draha ODC, stejné jako regulace aktivity
ODC, se v rostlindch vyvijela odli$n¢€ ve srovnani se savci, coz mohlo vést k ptipadné
ztraté této cesty u nékterych studovanych rostlinnych druht.

Biosyntéza putrescinu muze probihat i alternativnim zpusobem. Jedna se o drahu,
ktera pro jeho biosyntézu rovné€z vyuziva arginin jako substrat (Slocum et al., 1984).
V této draze probihda konverze argininu na putrescin ve tfech po sobé jdoucich
enzymovych reakcich (Obr. 3). Prvnim krokem je enzymova dekarboxylace argininu
pomoci arginindekarboxylasy (ADC, EC 4.1.1.19). Tento enzym se nachazi pfevazné
v chloroplastech fotosyntetickych bun¢k (Borrell et al., 1995; Bortolotti et al., 2004).

Produktem této enzymové reakce je agmatin, ktery slouzi jako substrat pro
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agmatiniminohydrolasu (AIH, EC, 3.4.3.12) za vzniku N-karbamoyl-putrescinu.
Koneénym krokem v ADC draze je hydrolyza N-karbamoylputrescinu na putrescin
za katalyzy N-karbamoylputrescinamidohydrolasou (CPA, EC 3.5.1.53) (Alcazar et al.
2005; piehledné shrnuto v Alcazar et al., 2010).

Diamin putrescin je vychozi sloueninou pro biosyntézu polyaminii sperminu
a spermidinu (Obr. 3). PA s vyssi molekulovou hmotnosti (SPM, SPD a tSPM) jsou
syntetizovany postupnym pridavanim aminopropylovych casti ke ¢tyfélennému skeletu
linearniho ftetézce putrescinu (Obr. 1) enzymovymi reakcemi katalyzovanymi
spermidinsynthasou (SPDS, EC 2.5.1.16) a sperminsynthasou (SPMS, EC 2.5.1.22)
(Obr. 3). Alternativn¢ thermosperminsynthasa (tSPMS, EC 2.5.1.79) tvofi
thermospermin pfidanim aminopropylové skupiny na opacny konec molekuly SPM.
Donorem aminopropylovych skupin je dekarboxylovany S-adenosylmethionin
(dcSAM), ktery je syntetizovan dekarboxylaci S-adenosyl-methioninu (SAM) pomoci
SAM-dekarboxylas (SAMDC, EC 4.1.1.50) (Obr. 3). Dostupnost dcSAM ovliviiuje
biosyntézu SPD a SPM (Hanfrey et al., 2001; Ge et al., 2006).

Biosyntéza dal§iho vyznamného biogenniho diaminu kadaverinu vychazi
z aminokyseliny lysinu. Ten vznikd jako vedlejsi produkt aspartatové drahy pti
biosyntéze methioninu. Dekarboxylaci lysinu, kterd je zavisld na pyridoxalfosfatu,
enzymem lysindekarbosylasou (LDC, EC 4.1.1.18) vznika diamin KAD (Gill-Amado
a Gomez-Jimenez, 2012) (Obr. 3).
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Obr. 3 Metabolismus polyaminti a interakce s jinymi metabolickymi drahami. Biosyntetické drahy pro polyaminy a piibuzné metabolity jsou oznaceny
kontinudlnimi liniemi. PferuSované ¢&ary ukazuji katabolické procesy. Cisla se tykaji nasledujicich enzymi: 1 glutamatsynthasa,
2 glutamatdekarboxylasa, 3arginindekarboxylasa, 4 agmatiniminohydrolasa, 5 N-karbamoylputrescinamidohydrolasa, 6 ornithindekarboxylasa,
7 SAM-synthetasa, 8 SAM-dekarboxylasa, 9 spermidinsynthasa, 10 sperminsynthasa, 11 thermosperminsynthasa, 12 diaminoxidasa,
13 polyaminoxidasa, 14 arginasa, 15 lysindekarboxylasa (ptevzato a upraveno dle Alcazar et al., 2010).
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2.1.2 Katabolismus polyaminii

Katabolismus polyamint je rozhodujici pro regulaci hladiny PA v bunkach. PA jsou
oxidaén¢ katabolizovany aminoxidasami. Prvni tfidou téchto enzymi jsou
diaminoxidasy (DAO, EC 1.4.3.22) (Wimalasekera et al., 2011; Wimalasekera et al.,
2015). DAO jsou homodimery obsahujici méd’ jako kofaktor (Zeller, 1938; Federico
a Angelini, 1991; Brazeau et al., 2004). Rostlinné DAO piednostné katalyzuji oxidaci
diaminu putrescinu na atomu uhliku sousedicim s primarni aminoskupinou, ¢imz vznika
4-aminobutanal a soucasné dochazi k uvoliovani NHs a H,O,. 4-aminobutanal je dale
preveden na A'-pyrrolin a kyselinu y-aminomaselnou (GABA) katalytickym G¢inkem
aminobutyraldehyddehydrogenasy (ABALDH, EC 1.2.1.19, synonyma:
1-pyrrolindehydrogenasa) Tato reakce je lokalizovana v peroxisomech (Obr. 4). GABA
po své transaminaci a oxidaci poskytuje kyselinu jantarovou, ktera vstupuje do
Krebsova cyklu. Tim je zajisténa recyklace uhliku a dusiku vznikajicich pti degradaci
putrescinu (Rea et al., 2004; Wimalasekera et al., 2015). Katabolismus diaminu
kadaverinu je rovné€Z realizovan pomoci diaminoxidas. Jeho oxidaci vznika
5-aminopentanal, amoniak a H,O, (ptehledné shrnuto v Cona et al., 2006; Bunsupa et
al., 2012b) (Obr.3).

Druhou tfidou enzymu, které Kkatabolizuji PA jsou polyaminoxidasy (PAO, EC
1.5.3.17), jejichz kofaktorem je flavinadenindinukleotid (FAD). PAO pfednostné
oxiduji spermidin a spermin na atomech uhliku sousedicich se sekundarni
aminoskupinou, a mohou byt rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina se podili na
oxidaci PA s vyuzitim molekularniho O, (donor elektroni) na kone¢né produkty
1,3-diaminopropan (DAP) a H,0,. V zavislosti na typu oxidovaného PA (SPD nebo
SPM) wvznika také 4-aminobutanal ptipadné N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal.

K témto reakcim dochazi v apoplastu bun¢k (Obr. 4).
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Obr. 4 Oxida¢ni drahy polyamini nachazejici se v cytosolu, apoplastu a peroxisomech. PA jsou
oxida¢né deaminovany pomoci DAO a PAO produkujicich odpovidajici aminoaldehydy a H,O».
Oxidaci prostfednictvim DAO vznika z PUT 4-aminobutanal, ze SPD 4-aza-8-aminooctanal
a ze SPM 4,9-diaza-dodekan-1,12-dialdehyd. PAO katalyzuji terminalni oxidaci SPD nebo SPM
produkujici 4-aminobutanal nebo N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal. Cervena hvézdicka
znazoriuje slouceninu N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal (pfevzato a upraveno dle Tiburcio et
al., 2014).

Druha skupina PAO katalyzuje zpétnou konverzi sperminu na spermidin
a spermidinu na putrescin. Zaroven dochazi k produkci 3-aminopropanalu a H,0; a tyto
reakce jsou lokalizovany v buné¢ném cytosolu (Obr. 4). (Bolkenius a Seiler, 1981;
Moschou et al., 2008; Fincato et al., 2011; Wimalasekera et al., 2015).
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2.1.2.1 Metabolismus kadaverinu

Diamin kadaverin se u rostlin podili pfedev§im na jejich ristu a vyvoji, bunééné
signalizaci, ptispiva ke stresové toleranci a obran¢ rostlin proti hmyzu. Metabolismus
kadaverinu je spojen s né¢kolika biochemickymi drahami (Obr. 5). Hlavnim
prekurzorem pii biosyntéze kadaverinu je aminokyselina lysin. Lysin je dekarboxylovan
primarn¢ pomoci lysindekarboxylasy (LDC), ktera se nachazi v chloroplastech (Schoofs
et al., 1983; Wink, 1992; Bunsupa et al., 2012a). U n¢kterych rostlin, jako je napf.
Lathyrus sativus, se predpoklada také syntéza kadaverinu z homoargininu
prostiednictvim homoagmatinu (ptehledné shrnuto v Bagni a Tassoni, 2001).

Kadaverin se vrostlinach podili na vzniku PA vysSich tfadu. Je znamo, Zze
S-adenosylmethionin (SAM) pienese N-aminopropylovou skupinu na kadaverin
za vzniku N-(3-aminopropyl)kadaverinu a N,N'-bis(3-aminopropyl)kadaverinu (lgarashi
et al., 1986). O funkci téchto odvozenych molekul je zatim znamo jen velmi malo.

Katabolismus kadaverinu je realizovan pomoci diaminoxidasy. Za ucasti kysliku
avody je kadaverin pfeménén na 5-aminopentanal, amoniak a peroxid vodiku
(ptehledné shrnuto v Cona et al., 2006; Bunsupa et al., 2012b). V nékterych rostlinnych
druzich, jako je napt. Leguminosae slouzi 5-aminopentanal jako kriticky substrat pro
syntézu sekundarnich metaboliti nazyvanych chinolizidinové alkaloidy, které se podili
na obran¢ rostlin proti hmyzu (Wink, 1992; Hirai et al., 2000; ptehledné shrnuto v Cona
et al., 2006; Bunsupa et al., 2012a, b). Tyto alkaloidy jsou syntetizovany
v chloroplastech, chrani rostliny proti herbivorim, a to bud’ odpuzenim hmyzu, nebo
jsou pro hmyz toxické v dasledku ovlivnéni biosyntézy bilkovin, stability membran
nebo procesti v DNA a RNA (Wink, 1992, 2010; Bunsupa et al., 2012a).
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Obr. 5 Metabolismus kadaverinu: lysin slouZi jako prekurzor kadaverinu a je rozhodujici pro metabolismus mastnych kyselin, cyklus kyseliny citronové
a syntézu aminokyselin. Kadaverin miize byt konjugovan s fenolickymi latkami nebo pouzit pro vznik polyaminti vyssich fadt. Kadaverin mize byt

oxidovan nebo pieveden na chinolizidinové alkaloidy. Vazany kadaverin mtize ovlivnit vlastnosti bunétné stény, stabilitu membran, genovou expresi
a stabilitu nukleovych kyselin (pfevzato a upraveno dle Jancewicz et al., 2016).
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2.1.2.2 Aminoxidasy
PA jsou oxida¢n¢ deaminovany aminoxidasami (AO) za soucasné produkce H,O,. Na
zaklad¢ pritomnosti rozdilného kofaktoru lze AO klasifikovat do dvou skupin:
diaminoxidasy obsahujici méd’” (DAO) a FAD-dependentni polyaminoxidasy (PAO).
DAO a PAO se lisi substratovou specifitou, mechanismem oxidace substratu
a subcelularni lokalizaci. Rostlinné DAO se vyskytuji ve vysokych koncentracich
u ¢eledi Fabaceae a volné se sdruzuji s bunéénymi sténami (piehledné shrnuto v Cona
et al., 2006).

DAO jsou homodimerni enzymy s vysokou afinitou pro oxidaci primarnich
aminoskupin PUT a CAD a niz$i afinitou ke SPM a SPD (ptehledné shrnuto v Moschou
et al., 2012). Oxida¢ni deaminaci primarniho aminu vznika aldehyd podle celkové

reakce

R-CHZNH3+ + O, + H)O — R-CHO + NH4+ + H,0,.

Aktivni misto viech doposud charakterizovanych DAO obsahuje Cu?* a organicky
kofaktor 2,4,5-trinydroxyfenylalanin chinon (TPQ). Katalytickd reakce probiha
ping-pongovym mechanismem, pfiCemz se TPQ stéida mezi oxidovanou formou
a dvéma elektrony redukovanym NHj,-substituovanym aminochinolem (TPQeq) podle

poloreakcei (piehledné shrnuto v Dove a Klinman, 2001)

R-CH,NH; + TPQ — R-CHO + TPQreq,
TPQreg + O2 + H O -TPW + NH3 + H,0..

Polyaminoxidasy jsou monomerni enzymy, které nesou nekovalentné¢ vazanou
molekulu FAD jako kofaktor. Katalyzuji oxidaci SPD a SPM (pfehledné shrnuto
v Tavladoraki et al., 2012). PAO se fadi do dvou skupin podle toho, zda terminalné
oxiduji PA, nebo zda katalyzuji jejich zp&tnou konverzi. Prvni skupina PAO se nachéazi
pouze V rostlinach a bakteriich. Tyto PAO oxiduji uhlik na vnitini strané N* SPD
a SPM, ¢imz vznika 1,3-diaminopropan a H,O,, a dale, podle typu oxidovaného
substratu, také 4-aminobutanal a N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal. PAO které

katalyzuji zp&tnou konverzi PA oxiduji uhlik na vn&jsi strané N* SPM a SPD. Jednim
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z produkti je u této skupiny 3-aminopropionaldehyd (APAL) (ptehledn¢ shrnuto
v Moschou et al., 2012).

DAO a PAO ovliviiyjici hladinu polyaminti v organismu se podileji témét na vSech
aspektech ristu a vyvoje rostlin, stejné jako maji vyznamnou roli v obrannych reakcich
rostlin na ptsobeni abiotickych i biotickych stresovych faktorti, jako je napt. sucho,
teplo, salinita, poranéni a invaze patogent. PAO jsou diferencované regulovany jako
odezva na kyselinu abscisovou (ABA), kyselinu jasmonovou a kyselinu salicylovou,

coz svéd¢i o vyznamu PAO pii stresovych reakcich (Wimalasekera et al., 2015).

2.1.2.3 Aminoaldehyddehydrogenasy
Aldehyddehydrogenasy (ALDH) jsou enzymy podilejici se na metabolismu
endogennich 1 exogennich aldehydld. Enzymy rodiny ALDH pouZivaji jako kofaktory
pro konverzi aldehydt na odpovidajici karboxylové kyseliny NAD" nebo NADP*
(pfehledné shrnuto v Bartels a Sunkar, 2005). Mezi zastupce téchto enzymi patii
aminobutyraldehyddehydrogenasa (ABALDH, EC 1.2.1.19),
guanidinobutyraldehyddehydrogenasa (GBALDH, EC 1.2.1.54). ABALDH i GBALDH
vykazuji zejména u rostlin velmi Sirokou substratovou specifi¢nost, coz je pti¢inou
jejich oznaceni za aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) (Sebela et al., 2000;
Tylichova et al., 2007). ALDH se nachazi ve vSech rostlinnych druzich. Rostlinné
ALDH jsou lokalizovany vV mnoha vnitrobunéénych kompartmentech vcetné cytosolu,
mitochondrii, plastidd chloroplastii, chromoplastii, leukoplastl, peroxisomu
a mikrosomu (Mitsuya et al., 2009; Missihoun et al., 2011).
Aminoaldehyddehydrogenasy jsou enzymy, které se spole¢né s DAO a PAO podili
na katabolismu PA v rostlinach. Jak bylo prokazano, vznikajici aminoaldehydy jsou
plsobenim enzymi DAO a PAO dile metabolizovany pomoci NAD"-dependentnich
aminoaldehyddehydrogenas (Sebela et al., 2000), které Kkatalyzuji pieménu
o-aminoaldehydt na odpovidajici -aminokyseliny v piitomnosti koenzymu NAD".
Koncovymi produkty katabolismu SPM a SPD pomoci rostlinnych PAO jsou
4-aminobutanal (ABAL) a N-(3-aminopropyl)-4-aminobutanal za souc¢asného vzniku
1,3- diaminopropanu (DAP) a H,O, (Sebela et al., 2000). ABAL je dale oxidovan na
kyselinu y-aminomdaselnou (GABA), kterd se Ucastni riiznych fyziologickych procest
(Duhazé et al., 2002; Shelp et al., 1999). DAP je dale konvertovan na
3-aminopropionaldehyd (APAL) (Duhazé et al., 2002). DAP patii k prekurzorim
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B-alaninu (prostfednictvim APAL). Tyto prekurzory mohou byt dale trimethylovany za
vzniku osmoprotektivniho B-alaninbetainu.

Za fyziologickych podminek AMADH obvykle existuje jako tetramer (4 x 57 kDa).
Kazda podjednotka obsahuje tii dulezité domény, Kkatalytickou, oligomeriza¢ni
a doménu vytvarejici kapsu, do niz je vazan koenzym. Z hlediska isoelektrického bodu,
jehoz hodnota se obvykle nachdzi mezi 5 a 6, jsou AMADH kyselymi proteiny
(Johansson et al., 1998, Tylichova et al., 2007). Hrachova AMADH sice neoxiduje
betainovy aldehyd, jeho N-koncova aminokyselinova sekvence se vSak podoba sekvenci
riznych rostlinnych betainaldehyddehydrogenas (BADH, EC 1.2.1.8) (Sebela et al.,
2000). BADH nachazejici se v rostlindch jsou intracelularni enzymy, které katalyzuji
tvorbu glycinbetainu vyuzivaného jako kompatibilni osmolyt v bunkach (Weretilnyk
a Hanson, 1990). Glycinbetain se u nékterych rostlinnych druhti (ne vSak u hrachu)
hromadi v bunkach jako reakce na zvySenou salinitu prostiedi (Nuccio et al., 1999).

Nejlépe prozkoumanymi AMADH jsou enzymy purifikované z hrachu setého (Pisum
sativum), které jsou oznacované jako PSAMADHI1 a 2. Oba isoenzymy obsahuji 503
aminokyselin, z nichz 81 % se u obou isoenzymi shoduje a 92 % aminokyselin
vykazuje podobnost (Brauner et al., 2003). Hrachova AMADH oxiduje rtzné
w-aminoaldehydy s délkou uhlikového fetézce v intervalu C3-C6 na odpovidajici
o-aminokyseliny (Sebela et al., 2000). Vzhledem Kk této skute¢nosti se mohou
AMADH1 a AMADH2 podilet na syntéze ruiznych osmoprotektantu jako je kyselina

y-aminomaselna a -alaninu (Brauner et al., 2003).

2.2 Uloha polyamini u rostlin

PA jsou malé organické baze nachazejici se ve vSech zivych organismech. PA se podili
napf. na ochran¢ makromolekul, udrzovani bunééného pH, odstrafiovani kyslikovych
radikald (Liu et al., 2007). PA hraji vyznamnou roli vregulaci rustu, vyvoje
a v reakcich na plsobeni abiotickych a biotickych stresovych faktorti. Ovliviiuji fadu
bunéénych procesd, jako je napf. bunétné déleni, diferenciace, apoptdza, syntéza
a funkce proteinli a nukleovych kyselin. Tato rozmanitost funkci pochazi castecné ze
schopnosti PA interagovat s negativné nabitymi ¢astmi molekul, jako jsou proteiny,
lipidy a nukleové kyseliny (ptehledné shrnuto v Masson et al., 2017). PA mohou také

pusobit jako zdroj reaktivnich forem kysliku (ROS), ale zaroven i jako jejich lapace
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a aktivatory klic¢ovych antioxida¢nich enzymi (ptehledné shrnuto v Pottosin a Shabala,
2014). Tyto vlastnosti shrnuje Obr. 6.
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Obr. 6 Metabolické drahy tulohy polyamini (PA) u rostlin. Je znazornéno propojeni mezi
biosyntézou polyamint, biosyntézou enthylenu, konjugaci PA za vzniku fenylpropanoidu,
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2.2.1 Uloha polyamint za fyziologickych podminek v riistu a vyvoji
rostlin

PA jsou pfitomny ve vSech kompartmentech rostlinnych bunék, coz svédéi o jejich
nepostradatelné povaze a roli v riznych bunéénych procesech. Rostlinné polyaminy
jsou detekovatelné zejména v aktivné rostoucich pletivech. Koncentrace se mize
vyrazné liit v zavislosti na druhu, orgénu a typu pletiva rostlin, stejn¢ jako na vyvojové
fazi (pfehledné shrnuto v Hussain et al., 2011).

PA jsou vV rostlinach zapojeny do fady fyziologickych procest, jako je napf.
embryogeneze, organogeneze, iniciace a vyvoj kvétu, dozravani ovoce a senescence
listd (Gupta et al., 2013). Rozmanitost funkci polyamin vyplyva z jejich schopnosti
interagovat stadou makromolekul, jako jsou napf. proteiny, nukleové kyseliny
a fenolické slouceniny. Tvorba téchto sloucenin zaroven chrani makromolekuly pied
degradaci a ptipadnou modifikaci (pfehledné shrnuto v Masson et al., 2017). N¢které
prace ukazuji, ze PA konjugaty jsou ve srovnani s puvodnimi slou¢eninami u¢innéjsi

a vykazuji silnéjs$i ochrannou antioxidaéni aktivitu (Edreva et al., 2007).

2.2.1.1 Uloha polyamini v senescenci listii

PA se podileji na tvorbé signaliza¢nich molekul a metabolitti, které pfimo souviseji
s odpovédi bunék na senescenci. Jedna se zejména o ethylen, kyselinu y-aminomaselnou
(GABA), aminokyseliny (glutamin, glutamat), arginin, ornithin, H,O,, NO a transla¢ni
faktor (prekurzor eiF5A) (Sobieszczuk-Nowicka et al., 2016).

koneénym krokem v jejich rustu a rozvoji (pfehledné¢ shrnuto ve Woo et al., 2013).
Na zacatku procesu senescence je pozorovan rychly narGst hladiny volnych PA,
jmenovit¢ PUT, SPD a SPM, coz je zplsobeno soucasnou up-regulaci souboru genti
kodujicich proteiny zapojené v biosyntéze PA (Obr. 7). Zaroven dochazi ke tvorbé PUT
konjugatl, které se ve vysokych koncentracich hromadi v senescentnich listech.
V pozdéjsich fazich procesu senescence dochazi ke zvyseni aktivit PA katabolickych
enzymu a hladiny PA za¢nou Klesat. Katabolismus PA dale pokracuje zpé&tnou
konverzi PUT na SPD a SPM, které jsou transportovany do apoplastu, kde produkuji
H,O, a DAP. Ob¢ tyto latky se poté mohou podilet na degradacnich procesech

doprovazejicich senescenci.
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PA prispivaji ke stresové reakci souvisejici se senescenci inhibici fotosyntézy a smrti
bunék, konverzi chloroplastu na gerontoplast a bunéénou dezintegraci. Tuto skute¢nost
naznaCuji posttranslacni modifikace plastidovych proteini pomoci PA (proteiny
konjugované s PA) pies transglutaminasy (TGasy) béhem senescence (Sobieszczuk-
Nowicka et al., 2016; piehledné shrnuto v Sobieszczuk-Nowicka 2017).
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Obr. 7 Uloha PA v senescenci listi. ADC arginindekarboxylasa, AIH agmatiniminohydrolasa,
CPA N-karbamoylputrescinamidohydrolasa, oDC ornithindekarboxylasa, SAM
S-adenosylmethionin, SAMS SAM-synthetasa, SAMDC SAM-dekarboxylasa, SPDS
spermidinsynthasa, SPMS sperminsynthasa, PAO polyaminoxidasa, PAObc polyaminoxidasa
zpétné konverze, DAO diaminoxidasa (pfevzato a upraveno dle Sobieszczuk-Nowicka, 2017).
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2.2.2 Uloha polyaminii v reakci rostlin na stres

Rostliny vystavené stresovym podminkdm reaguji na tyto podnéty zvySenou akumulaci
PA v bunkach. PA jsou zapojeny Vv obrannych mechanismech rostlin aktivovanych
v disledku ptisobeni tfady biotickych a abiotickych stresovych faktord, napt. sucho,
salinita, oxidaéni stres, toxicita tézkych kovi, vysokda/nizka teplota, hypoxie, UV-B
zateni, ozon, osmoticky stres, mechanické poranéni, patogeny a herbicidy. Vysoké
hladiny PA v bunce koreluji s toleranci rostlin na Sirokou $kalu environmentalnich
strest. Zmény hladiny PA se projevuji zejména zménami na Grovni biosyntézy PA,
jejich oxidaci a/nebo interakci s jinymi cestami v reakci na stres (pfehledné shrnuto
v Hussain et al., 2011; Rangan et al., 2014 a Tiburcio et al., 2014).

2.2.2.1 Mechanismus zapojeni polyaminu v reakci rostlin na stres

Pro ziskani odpovédi na zakladni biologické otazky tykajici se ulohy a mechanismu
plusobeni zvySené koncentrace PA u rostlin v disledku vlivu stresovych faktorii bylo
vyuzito nékolika klasickych ptistupti, jako je napt. studium vlivu exogenni aplikace PA,
mutaci ovlivilujicich biosyntézu PA a pouziti inhibitori enzyml zapojenych do
biosyntetické drahy PA. O vyznamné uloze PA v reakcich rostlin na plsobeni
stresovych faktorti hovoii Ctyfi typy studii: (1) zvySena regulace biosyntézy PA
Vv rostlinach pomoci transgenni exprese obecné zvySuje toleranci rostlin Kk riznym
stresim, (2) zvySena akumulace PA v rostlindch béhem stresovych podminek je
doprovazena zvySenou aktivitou enzymua biosyntézy PA a expresi jejich gent, (3)
mutace genil spojenych s negativnim ovlivnénim biosyntézy PA vedou obecné k mensi
toleranci rostliny vic¢i abiotickému stresu a (4) zatimco exogenni dodavka PA ¢ini
rostliny odolnéjsi vici stresu, inhibice jejich biosyntézy je ¢ini k poskozeni stresem
nachylnéjsi (Borrell et al., 1996; Watson et al., 1998; Velikova et al., 2000; Hoth et al.,
2002; Navakouidis et al., 2003; Urano et al., 2003; Urano et al., 2004; Alcazar et al.,
2006a; Rodriguez-Kessler et al., 2006; Wang et al, 2006).

Bylo prokazano, ze exogenni aplikace PA muize v riizné mitfe (1) zachovat integritu
membran rostlinnych buné€k, (2) minimalizovat inhibici ristu zpsobenou stresem, (3)
zmirnit expresi osmoticky citlivych gentl, (4) redukovat obsah superoxidovych radikalt
a H,0,, (5) redukovat akumulaci Na* a CI iontfi v rliznych organech a (6) zvySovat
aktivitu antioxida¢nich enzyma (Ali, 2000; Igbal a Ashraf, 2005; Tang a Newton, 2005;
Ndayiragiji a Lutts, 2006; Afzal et al., 2009; Yiu et al., 2009; Zhang et al., 2009).
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Utinnost jednotlivych PA se miize vyznamné li§it, coz miize byt zplsobeno rozdily
Vv absorpci, transportu a schopnosti vyuziti jednotlivymi druhy rostlin (pfehledné

shrnuto v Hussain et al., 2011).

PA — signalni molekula v reakci na stres
Zména hladiny PA muze mit signalni funkci aktivujici procesy vedouci K aktivaci
obrannych mechanismil rostliny. Je zndmo, ze zménéné koncentrace endogennich PA

se podili na tvorb¢ komplexii polyamin-RNA.

PA - regulace iontovych kanali a homeostazy Ca*

V reakci na vnéj$i podnéty miize mit zménéna koncentrace PA vliv na iontové kanaly.
Pii fyziologickych hodnotach pH jsou PA kladné nabité molekuly a v dusledku toho
mohou interagovat s negativné nabitymi molekulami proteind v¢etné iontovych kanald.
PA jsou také silnymi blokatory rychlych a pomalych vakuolarnich kanald, vEetné
vapenatych kanali (Briiggemann et al., 1999; Dobrovinskaya et al., 1999a, b).
Na ptimou blokaci kanalli pomoci PA poukazuje 1 fakt, ze vliv PA na iontové kanaly
je tmérny velikosti jejich naboje (SPM**>SPD*>PUT?") jak na Grovni celé buiiky, tak
jednoho kanalu (Briiggemann et al., 1998). Garufi et al. (2007) naznacuje, ze PA
mohou rovnéZ regulovat aktivitu mnoha iontovych kanali nepiimo tak, Ze ovlivni
potencial cytoplazmatické membrany aktivaci H'-ATPasy prostfednictvim zvysené

interakce s proteiny 14-3-3 (Obr. 8).
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Obr. 8 Prehled efektii reaktivnich forem kysliku (ROS) a polyamina (PA) na kanaly a pumpy
rostlinné cytoplazmatické membrany. Pro vysvétleni influxu Ca®* indukovaného ROS je
zahrnuta regulace cytosolickym Ca”. Zleva doprava: P-typ H" a Ca** ATPasy; NSCC
(neselektivni kationovy kanal) na napéti nezavisly (VICC) a aktivovany depolarizaci (DACC);
hyperpolarizaci aktivovana NSCC (HACC); ROS-zavislé slabé napéti zavislé na vodivosti
(ROSIC); vnitini (KIRC) a vn&jsi (KORC) rektifika¢ni K* selektivni kanaly, a pomalu (SLAC)
a rychle (R-typ) aktivované aniontové kanaly (pievzato a upraveno dle Pottosin et al., 2014).

w7

PA — kompatibilni slouc¢eniny vysSich rostlin

Rostliny se proti abiotickému stresu chrani aktivaci fady obrannych mechanismu. Mezi
zékladni strategie ochrany a pteziti patii akumulace kompatibilnich sloucenin.
Kompatibilni rozpustné latky jsou netoxické molekuly, které slouzi k udrzovani turgoru
a za neptiznivych podminek stabilizuji makromolekuldrni struktury. PA indukované
stresem jsou Casto povazovany za lepsi stabilizatory nez jiné (napi. prolin), jelikoz Iépe
chrani biomolekuly a za stresovych podminek zabraniuji denaturaci membran (ptehledné
shrnuto v Hussain et al., 2011).

Kromé¢ reakci na vnéjsi stimuly, na které reaguji PA zménou koncentrace, mohou
také ménit iontové kanaly, stimulovat specidlni druh syntézy bilkovin, sestaveni 30S
podjednotek ribozomt a tvorbu Ile-tRNA. ZvySeni tolerance viici toxicité tézkych kovl
bylo popsano pomoci zmény titrt PA v kombinaci s epibrassinolidy, aktivni formou
brassinosteroidu, které reguluji drahy kyseliny abscisové (ABA) a kyseliny indol-3-
octové (IAA). Kromé toho, Ze samotné téZké kovy jsou pro rostliny toxické, navic
stimuluji oxidaéni stres. Kombinace PA s brassinosteroidy moduluje kromé drahy ABA
a IAA a jejich kaskddovych uU€inkli na toleranci k tézZkym kovim také hladiny
antioxidantti jako jsou kyselina askorbova, glutathion apod. a dale antioxida¢nich
enzymu jako je glutathionreduktasa (GR), superoxiddismutasa (SOD), katalasa (KAT),
peroxidasa (POX) atd. (Obr. 9) (ptehledn¢ shrnuto v Rangan et al., 2014).
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Obr. 9 Tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS) a nasledné detoxika¢ni/antioxidaéni reakce
v apoplastu. Za produkci H,0, jsou zodpovédné enzymy jako je NADPH oxidasa,
superoxiddismutasa (SOD), peroxidasa (POX), aminoxidasa (AO) a oxalatoxidasa (OXO). POX
bunééné stény mohou také katalyzovat tvorbu 02~ a OH" nebo naopak detoxikaci H,O,. Mezi
antioxidacni enzymy pfitomné v apoplastu patii askorbatperoxidasa (APX), kterd se ucastni
askorbat-glutathionového  cyklu, glutathionperoxidasa (GPC) a katalasa (KAT).
V apoplastickych tekutinach je rozpustny neenzymovy antioxidant redukovany askorbat (AsA)
a glutathion (GSH), prolin (Pro), fenolické slouceniny (PhC) a polyaminy (PA). V pfitomnosti
kovovych kofaktorti (M) nebo oxidu dusnatého (NO) mohou také vznikat neenzymové zdroje
ROS. Aktivita lipoxygenasy (LOX) mutize vytvaret produkty peroxidace lipidi (polynenasycené
mastné kyseliny, PUFA), které se mohou pfipadné také podilet na tvorbé ROS (pfevzato
a upraveno dle Podgorska et al., 2017).

2.2.2.2 Uloha polyaminii v reakci rostlin na abioticky stres

Je znamo, ze u rostlin vykazujicich zvySenou toleranci viic¢i abiotickému stresu, dochazi
Vv reakci na pusobeni stresovych faktort ke zvysSeni koncentrace PA (PUT, SPM a SPD)
v burikach (Ahmad et al., 2012). Indukce vétSiny geni odpovidajicich proteind
zapojenych v biosyntéze PA b&hem pulsobeni abiotickych stresi naznacuje
pravdépodobny funkéni vztah mezi metabolismem PA, jejich zapojeni v obrannych

mechanismech rostlin a abiotickymi stresovymi faktory (Obr. 10) (Shi et al., 2013).
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Obr. 10 Interakce mezi polyaminy (PA) a abiotickou stresovou odpovédi v rostlinach. Obrazek také ukazuje centralni tilohu ornithinu (Orn) v metabolické
interakci PA s glutamatem (Glu), prolinem (Pro), argininem (Arg) a y-aminomaselnou kyselinou (GABA). Vice Sipek naznacuje vice kroku; pierusované
Sipky oznacuji zvySenou regulacni roli; Siroké svislé Sipky naznacuji zvySeni koncentraci nebo tcinku (pievzato a upraveno dle Minocha et al., 2014).
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2.2.2.3 Uloha polyaminii v reakci rostlin na bioticky stres

Ackoliv je veénovana velkd pozornost tady védeckych pracovist tloze a stim

korelujicim metabolismem PA u rostlin vystavenych ptisobeni abiotického stresu, studie

zaméfené na pochopeni Glohy PA v reakci rostlin na patogenni organismy jsou omezené

(ptehledné shrnuto v Hussain et al., 2011).

Béhem interakce rostlina-patogen dochazi ke zménam metabolismu PA (Greenland

a Lewis, 1984). Role PA u rostlin v ramci reakce na patogen je komplexni. Je to dano

skutecnosti, Ze PA jsou nejen nezbytné pro udrzeni zivotaschopnosti buné€k, ale fungu;ji

zérovenl jako signalizacni molekuly regulujici fadu reakci, které rostliné pomahaji
vyrovnat se s biotickym stresem. Tento efekt je dan pasobenim piimo — PA, nebo
zprostiedkované v diasledku jejich katabolismu. Modulace metabolismu PA, tzn.
hladina PA, je natolik dulezita pro vysledek interakci rostlina-patogen, Ze nejen rostlina
reaguje zménou koncentrace PA v reakci na patogeny, ale nékteré mikroorganismy
disponuji mechanismy pro vyvolani zmény hladin PA vV hostitelskych pletivech
(Walters a Wylie, 1986; Coghlan a Walters, 1990; Stes et al., 2011; Kim et al., 2013).
Soucasny vyzkum ukazuje, ze PA se aktivné¢ ucastni interakci mezi rostlinami

a patogeny. Bylo prokazano, ze béhem mikrobialni kolonizace dochazi v infikovanych

tkénich k nartstu koncentrace PA a aktivity metabolickych enzyma PA. Zda se, Ze toto

zjisténi plati nezédvisle na povaze patogenu, tj. at’ uz je to biotrof nebo nekrotrof.
Dosud provedené experimentalni prace jasné¢ naznacuji, Ze pfi vytvareni interakci
rostlina-mikrob vykazuji PA dilezité biologické aktivity:

1) Po rozpoznani mikrobu dochazi ke zménam hladiny rostlinnych PA; béhem tohoto
procesu je obvykle aktivovana biosyntéza PA, ktera vede k akumulaci volnych
a konjugovanych forem PA. Casovd osa akumulace, stejné jako povaha
akumulovanych PA, zavisi na typu interakce rostlina-mikrob.

2) Vysledna tloha PA v interakcich mezi rostlinami a mikroby mize byt dana na
zaklad¢ riznych mechanismi, tj. interakce PA s makromolekulami, regulace
genové exprese, Stability proteinu a indukce obranné signaliza¢ni drahy.
S akumulaci PA ¢asto souvisi i indukce oxidace PA. Katabolismus PA je pro
aktivaci obrannych reakci rostlin nezbytny, zejména pokud se jednd o PA

v apoplastu.
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3) Nedavné studie naznaCuji, ze jak rostliny, tak mikroorganismy vyvinuly
mechanismy pro modulaci PA ve sviij vlastni prospéch (piehledné¢ shrnuto
v Jiménez-Bremont et al., 2014).

Souhrn interakci mezi rostlinami a patogeny je znazornén na Obr. 11.
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Obr. 11 Metabolismus polyamini v interakcich mezi rostlinami a mikroorganismy. (1)
Pfitomnost mikroorganismt je vnimana specifickymi rostlinnymi receptory, které aktivuji drahy
signalni transdukce. Kinasy, které se ucastni téchto drah, stimuluji expresi obrannych gent
a biosyntézu PA. Tento proces vede k akumulaci volnych a konjugovanych PA. (2) Nékteré
konjugované PA maji antimikrobialni u¢inek. (3) Volné PA mohou naopak ptispét k aktivaci
genové exprese, a to bud’ pfimo, nebo prostiednictvim jejich katabolismu. (4) Oxidace PA
pomoci DAO a PAO se odehrava v peroxisomu a apoplastu, a produkty reakci jsou H,0,, DAP
a aminoaldehydy. (5) H,O; piisobi jako signalni molekula a stimuluje expresi obrannych gend.
Kromé toho ovliviiuje tato molekula riist patogenti, vyvolava zesileni bunécné stény, stomatalni
uzavér a aktivuje hypersensitivni reakci (HR). Jiné produkty oxidace PA mohou hrat obrannou
roli. Napf. aminoaldehydy jsou prekurzory pro biosyntézu GABA (v cytosolu a peroxisomu),
ktera se ucastni ochrany rostlin a komunikace mezi rostlinnami a bakteriemi. DAP je substrat
pro syntézu mén¢ Castych PA a B-alaninu, sloucenin, které se zdaji mit dtlezitou roli v pribehu
rostlinného biotického stresu. (6) Fytohormony, jako je kyselina jasmonova (JA), pfispivaji
k obrannym reakcim stimulovanim PA biosyntézy a konjugace. Uloha kyseliny salicylové (SA)
a ethylenu (ET) v metabolismu PA je méné jasna (pievzato a upraveno dle Jiménez-Bremont et
al., 2014).
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2.3 Uloha reaktivnich forem dusiku v regulaci metabolickych drah

2.3.1 Zakladni charakteristika reaktivnich forem dusiku

Reaktivni formy dusiku (RNS) zahrnuji slou¢eniny odvozené od oxidu dusnatého (NO).
NO je klicova signalni molekula, kterd se podili na fadé fyziologickych funkci
Vv rostlinach. Mezi tyto funkce patfi rist a vyvoj, regulace vyvoje kotfenll, podpora
kli¢ivosti semen nebo snizeni poctu dormantl, gravitropismus, stomatdlni pohyby,
senescence a reakce na abiotické a biotické stresové faktory. Kromé NO patti do této
skupiny radikalové molekuly jako peroxydusitan (ONOO), radikal oxidu dusic¢itého
(NO7), S-nitrosoglutathion (GSNO), oxid dusity (N203), dimer oxidu dusi¢itého
(N204), nitroso kation (NO™) a anion oxidu dusnatého (NO) (Durner et al., 1998;
Beligni a Lamattina, 2000; Di Stasi et al., 2002; Pagnussat et al., 2002; Corpas et al.,
2004; Feechan et al., 2005; Bethke et al., 2006; Libourel et al., 2006; Kolbert et al.,
2008; Begara-Morales et al., 2013).

2.3.2 Produkce a degradace reaktivnich forem dusiku

Na produkci NO v rostlinach se podili enzym nitratreduktasa (NR, EC 1.7.1.1). Jedna se
o cytosolarni protein, ktery hraje kli¢ovou roli v asimilaci dusi¢nant. Katalyzuje
redukci dusi¢nani na dusitany za pouziti NAD(P)H jako donoru elektroni (Lea, 1999).
In vivo iin vitro analyzy rovnéz prokazaly, ze NR vytvaii NO i z dusitanti (Yamasaki
a Sakihama, 2000; Rockel et al., 2002). NR tedy redukuje dusi¢nany a dusitany
v listech a kofenech az na NO (Shi a Li, 2008).

Druhd mozna draha syntézy NO v rostlindich predpokladd tvorbu NO zavislou na
argininu, podobné¢ jako je tomu v zivo¢iSnych bunkich. Zde se jedna
0 NADPH-dependentni oxidaci L-argininu na L-citrulin a NO za ucasti tii isoforem
NO-synthasy (NOS). Tento ptedpoklad potvrzuje zejména skutecnost, Ze tvorba NO
Vv rostlinach je blokovéana inhibitory zivocisné NOS. Jasny homolog k Zivo¢isné NOS
v8ak doposud nebyl zrostlin extrahovan (Rasul et al., 2012; ptehledné shrnuto
v Glyan'ko, 2013).

Kromé NR a predpokladaného enzymu podobnému zivocisné NOS bylo prokéazano,
ze NO je produkovan také z PA pomoci doposud necharakterizovaného mechanismu.
NO mize byt tvofen také neenzymové z dusitanu, zejména v mitochondriich, kde

pisobi dusitan jako akceptor elektront v elektron-transportnim fetézci za snizeného
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ptistupu kysliku (Bethke et al., 2004; Vanin et al., 2004; Gupta et al., 2005; Tun et al.,
2006; Horchani et al., 2011).

2.3.3 Zapojeni reaktivnich forem dusiku v regulaci metabolickych

drah
O metabolismu RNS v rostlinnych bufikach je zatim znamo jen velmi malo. RNS
mohou zprostiedkovavat posttranslaéni modifikace proteintt (PTM) zahrnujici procesy
jako vazbu na centralni atomy kovul, S-nitrosylaci thiolovych a aminovych skupin
a nitraci tyrosinu a dal$ich aminokyselin (Obr. 12). Pfi nitraci tyrosinu dochazi k ptidani
nitro (-NO;) skupiny k jednomu ze dvou ekvivalentnich ortho uhlikii aromatického
kruhu tyrosinového zbytku za vzniku 3-nitrotyrosinu. Tato reakce mize zménit funkci
proteinu z divodu zaclenéni velkych skupin do aromatického kruhu, které snizuje pKa
fenolické skupiny a zpiisobuje sterické i elektronové poruchy ovliviiujici funkéni
schopnost tyrosinu Vv elektron-transportnich reakcich a schopnost udrzeni spravné
proteinové konformace. Nitrace proteind je ovlivnéna fadou faktoru jako je kvarterni
struktura proteinu, prostfedi, ve kterém se dany protein nachdzi, a samotny
mechanismus nitrace. Vlivem téchto kovalentnich modifikaci mize dojit ke ztraté nebo
naopak zisku proteinové funkce, nebo nedochazi k zadnym zménam (Begara-Morales et
al., 2013; Begara-Morales et al., 2014; Begara-Morales et al., 2015).

Pfi S-nitrosylaci dochazi k vazbé NO skupiny na cysteinovy zbytek proteinu vedouci
ke vzniku S-nitrosothioli (RSNO), coz mize mit vliv na fadu proteini (Obr. 12).
Hlavnim nizkomolekularnim S-nitrosothiolem je S-nitrosoglutathion (GSNO). Vznika
S-nitrosylaci antioxidantu glutathionu (GSH). Ptredpokldda se, ze GSNO slouzi
v bunkéch jako hlavni zasobnik NO. GSNO muze dale zprostiedkovat transnitrosylacni
reakce, pii nichz dochazi k tvorbé nového S-nitrosothiolu pienosem NO skupiny
z GSNO na thiolovou skupinu cysteinu jiného peptidu nebo proteinu za vzniku RSNO.
S-nitrosylace je reverzibilni proces. RSNO mohou byt rozloZeny za katalyzy enzymu
pomoci thioredoxinti, nebo neenzymovou cestou pomoci antioxidantt, jako napf.
askorbatu nebo glutathionu. GSNO mulze byt degradovan za Kkatalyzy
S-nitrosoglutathionreduktasou (GSNOR), ktera tak nepiimo reguluje hladiny RSNO
(Begara-Morales et al., 2013; Begara-Morales et al., 2014; Begara-Morales et al., 2015;
Benhar et al., 2008; Feechan et al., 2005; Kneeshaw et al., 2014; Liu et al., 2001).
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Obr. 12 Oxid dusnaty (NO) zprostfedkovava posttranslatni modifikace proteini (NO-PTM).
Obrazek ukazuje endogenné produkovany NO a molekuly odvozené od NO (vzniklé
(ne)enzymove), které jsou indukované konformacnimi zmeénami aktivity/funkce proteind
cilenych proti stresu pomoci posttranslacnich modifikaci (PTM). Tti hlavni PTM
zprostiedkované pomoci NO jsou (a) S-nitrosylace, (b) nitrace tyrosinu, (c) nitrosylace kovu.
Proteinové funkce modifikované pomoci NO vedou k pfeprogramovani genové exprese
a prispivaji k vytvareni adaptivnich reakci proti abiotickému stresu, vcetné stresu tézkymi kovy
Vv rostlinach (pfevzato a upraveno dle Sahay a Gupta, 2017).

Pomoci proteomické analyzy bylo nalezeno mnozstvi potencidlnich rostlinnych
proteinli schopnych nitrace a S-nitrosylace. Patfi zde proteiny cytoskeletu, metabolické,
redoxni, stresové a signdlni/regulacni proteiny. Doposud bylo studovano pouze
omezené mnoZzstvi proteind s cilem zjistit, jak jsou tyto posttranslacni modifikace

regulovany na molekularni urovni (Begara-Morales et al., 2013; Begara-Morales et al.,
2014; Begara-Morales et al., 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Biologicky material

V této praci byla pouzita semena hrachu setého (Pisum sativum cv. Kudrndc, P. sativum
cv. Twinset). Hrach sety kultivar Twinset je rezistentni k padli, fusariovému vadnuti
i k viru PSbMV (Pea Seed-borne Mosaic Virus). Hrach sety kultivar Kudrnac je naopak

Kk témto chorobam citlivy.

3.1.2 Pouzité chemikalie

- 1-amino-3,3-diethoxypropan (APAL) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
- 2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxy-3-oxid (PTI1O) (Sigma-Aldrich Chemie,
Némecko)

- 2-methoxyfenol (guajakol) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromid (MTT) (Carl Roth GmbH
+ Co, Némecko)

- 4-chloro-1-naftol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- aceton (Lach-Ner, CR)

- agar (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- akrylamid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- brilliant blue G (CBB G — 250) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- bromfenolova modf (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- diethylether (Honeywell, Rumunsko)

- dihydrat disodné soli ethylendiamintetraoctové (EDTA) (Fluka, Svycarsko)
- dihydrogenfosfore¢nan draselny (Ing. Petr Svec - PENTA, CR)

- dihydrochlorid putrescinu (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- dimethylsuofoxid (DMSO) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- dithiotreitol (DTT) (DUCHEFA BIOCHEMIE B.V., Nizozemsko)

- dusik kapalny (Messer, CR)

- dusitan sodny (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- fenazin methosulfat (PMS) (Acros Organics, USA)

- glutathion (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- glycerol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
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- glycin (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- hydrogenfosforeénan draselny (Lach-Ner, CR)

- kirenova peroxidasa (Serva, Némecko)

- kyselina chlorovodikové (Lach-Ner, CR)

- kyselina L-askorbova (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- MES hydrat (hydrat kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové) (Sigma-Aldrich
Chemie, Némecko)

- methanol (Lach-Ner, CR)

- Murashige&Skoog médium s vitaminy (DUCHEFA BIOCHEMIE B.V., Nizozemsko)
- N,N'-methylenbisakrylamid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- N,N,N’,N'-tetramethylethylendiamin (TEMED) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)
- n-butanol (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- nikotinamidadenindinukleotid (NAD") (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- nitrotetrazoliova modi (NBT) (Carl Roth GmbH + Co, Némecko)

- o-fenylendiamin dihydrochlorid (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- pefabloc ® SC (Fluka, Svycarsko)

- peroxid vodiku (Ing. Petr Svec - PENTA, CR)

- persiran amonny (Serva, Némecko)

- poly(vinylpolypyrrolidon) (PVPP) (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko

- sacharosa (Sigma-Aldrich Chemie, Némecko)

- SAVO (Unilever, CR)

- tris-(hydroxymethyl)-aminoethan (Sigma- Aldrich Chemie, Némecko)

3.1.3 Pristroje

- analytické predvazky (Radwag, Polsko)

- analytické vahy (Denver instrument, USA)

- autoklav 2540 EKA (Tuttnauer, Némecko)

- centrifuga 5418 R (Eppendorf, Némecko)

- detekéni zafizeni BIO-RAD Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad, USA)
- digitalni pH metr (Multical WTW, Némecko)

- digitalni predvazky 440-47 (KERN, Némecko)

- elektroforeticka komurka (Bio-Rad, USA)

- laminarni box (Angelantoni Life Science, Italie)
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- magnetickd michacka (IKA, Némecko)

- mikrovInna trouba (Tescoma, CR)

- minitfepacka (BioSan, LotySsko)

- mrazici box (Electrolux, Svédsko)

- mrazici box (SANYO, Japonsko)

- pipety 5000, 1000, 200, 100, 20, 10, 5 ul (Eppendorf, Némecko)
- spektrofotometr Synergy H1 (BioTek, USA)

- termostat (BioSan, LotySsko)

- tfepacka (BioSan, LotySsko)

- zdroj pro elektroforézu (Bio-Rad, USA)

3.1.4 Priprava rostlinného materialu

Semena hrachu setého byla sterilizovana 2 minuty v 70% ethanolu a poté 30 minut
na tiepacce Vv 100% roztoku SAVO. Nasledné byla semena 3X promyta sterilni
destilovanou vodou a dana bobtnat do nasledujiciho dne v 50 ml plastové zkumavce
napinéné sterilni vodou. Po 24 h byla semena pienesena do sterilnich ¢tvercovych
Petriho misek na sterilni filtra¢ni papir navlhéeny sterilni destilovanou vodou a byla
ponechana 2 dny klicit ve tm¢é pii 25°C. Po 48 h byla nakli¢ena semena vysazena do
¢tvercovych sterilnich Petriho misek obsahujicich 60 ml 0,5 x MS média (Tab. 1)
snebo bez piidavku testovanych sloucenin GSNO (S-nitrosoglutathion) a PTIO
(2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxy-3-oxid) (Tab. 2). MS médium obsahuje
makro- i mikroprvky a organické latky dle prace Murashige a Skoog (1962) a vitaminy
podle prace Gamborg et al. (1968). Semena byla péstovana 7 dni ve fytotronu za
podminek svételného rezimu 12 h svétlo/12 h tma a teploty 25°C. Poté byly misky se
semenacky vyfoceny pro vyhodnoceni délky nadzemni Casti a kofene (pouzit software
ImageJ). Nadzemni ¢ast a koten byly zvlast zvazeny a ihned zamrazeny zvlast
nadzemni ¢ast, kofen a apikalni ¢ast kotene. Vzorky byly dale pouzity pro stanoveni

enzymovych aktivit a nativni elektroforézu.

Tab. 1 Pfiprava MS média

Slozka Navazka v g na pFipravu 1 1 média
MS médium s vitaminy 2,2

Agar 8

Sacharosa 5

MES hydrat 0,0975
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Tab. 2 Ptiprava média pro péstovani rostlin — koncentrace testovanych latek

Sloucenina Koncentrace Objem zasobniho roztoku Finalni koncentrace
zasobniho roztoku pridany do 60 ml MS média v MS médiu

GSNO 100 mmol.I™* 60 pl 0,1 mmol.I™

PTIO 250 mmol.I"* 24 pl 0,1 mmol.I™

3.1.5 Zpracovani rostlinného materialu

Z jednotlivych ¢asti semenackli hrachu byly pfipraveny smésné vzorky homogenizaci
v tekutém dusiku v tfeci misce na jemny prasek, které byly poté rozdéleny po malych
alikvotech do mikrozkumavek a uchovany v mrazicim boxu pii -80°C pro dalsi praci.
Extrakce vzorkil byla provedena ptidanim 100 mmol.I" K-fosfatového pufru (pH 7),
ktery obsahoval 1% PVPP, 2 mmol.I* DTT, 0,5 mmol.I"* pefabloc a 2 mmol.I* EDTA,
k zamrazenému zhomogenizovanému smésnému vzorku v poméru 1:2 (w/v). Suspenze
byla ponechana 20 minut na ledu za ob¢asného promichani na vortexu a poté byla
centrifugovana 20 minut pii 16 000 g a teploté 4°C. Supernatant byl odebran do Cistych

mikrozkumavek a ihned pouzit pro stanoveni aktivity enzymu a koncentrace proteind.

3.1.6 Stanoveni proteint

Pro stanoveni koncentrace proteinii byla zvolena metoda podle Bradforda vyuzivajici
barvivo Coomassie Brilliant Blue G-250. Barvivo se vaze v kyselém prostiedi na
molekulu proteinu za vzniku modrého zbarveni. Barevnd zména je imérnd mnoZzstvi
proteint ve vzorku (Bradford, 1976).

Nejprve byla piipravena kalibra¢ni fada standardi hovéziho sérového albuminu
(BSA) v koncentracich 0,2 -04-06-08-10-12-14 mg.ml’l. Zasobni roztok
Bradfordova ¢inidla byl pfipraven smichanim 50 mg Coomassie Brilliant Blue G-250,
25 ml methanolu, 50 ml 85% kyseliny fosforecné a doplnénim na objem 100 mi
destilovanou vodou.

Koncentrace proteinii byla stanovena spektrofotometricky na mikrodestickovém
readeru Synergy HT. Do jamek mikrotitracni destiCky bylo pipetovano 45 pl
destilované H,0, 5 ul H,O/standard/vzorek a 200 pl Bradfordova ¢inidla, které bylo
pifipraveno ze zasobniho roztoku fedénim destilovanou vodou v poméru 1:4. Reak¢ni
smés byla inkubovana 5 minut pii laboratorni teploté. Po uplynuti doby inkubace byla

zméfena absorbance pii vlnové délce 595 nm.
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3.1.7 Stanoveni aktivity enzymu
Aktivita enzymu je definovana jako narist koncentrace produkti nebo ubytek
koncentrace substratu za urCity casovy interval enzymem katalyzované reakce.
Jednotkou aktivity je katal. 1 katal udavd mnozstvi enzymu, které preméni 1 mol
substratu na produkt za 1 sekundu. V ptipadé pouziti spektrofotometrickych metod lze
vyuzit Lambert-Beertiv zakon

A= excx*l
A — absorbance, & — molarni absorpéni koeficient (L.mol™.cm™), | — délka optické drahy
(cm).

Aktivitu enzymu lze pak vypocitat z nasledujiciho vztahu:

AA V
— %
At ex1

a= [kat]

kde 44 je zména absorbance, At je doba po kterou reakce probiha (s), V udava celkovy

objem reak¢ni smési v jamce (ml).

3.1.7.1 Stanoveni aktivity aminoaldehyddehydrogenasy

Pfi katabolismu diaminu putrescinu pomoci diaminoxidas dochazi ke vzniku
3-aminopropionaldehydu (APAL), ktery muze byt dale metabolizovan pomoci
NAD"-dependentni aminoaldehyddehydrogenasy. Pii této reakci dochazi k oxidaci
APALu na B-alanin za soudasné redukce NAD" na NADH. Tvorbu NADH lIze méfit
spektrofotometricky jako narGst absorbance pii 340 nm. Hodnota molarniho
absorpéniho koeficientu je 6220 l.mol™.cm™ (Sebela et al., 2000).

Aktivita AMADH byla stanovena spektrofotometricky na mikrodestickovém readeru
Synergy HT na zakladé¢ zmény absorbance pii 340 nm za ¢asovou jednotku. Do jamek
byl dle rozpisu v Tab. 3 nejprve pipetovan Tris-HCI pufr (pH 9), poté NAD", nefedény
rostlinny extrakt, destilovana H,O a reakce byla zahajena piidavkem 20 mmol.I"*

APALu. Nartst absorbance pii 340 nm byl méten po dobu 10 minut pii 30°C.
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Tab. 3 Slozky reakéni smési pro stanoveni aktivity AMADH

Pouzité roztoky Koncentrace zasobniho Pipetovany objem
roztoku ()

Tris-HCI pufr (pH 9) 150 mmol.I* 155

NAD* 20 mmol.I* 10

Rostlinny extrakt - 15

H,O - 15

APAL v 0,2 mol.I'' HCI 20 mmol.I"* 10

3.1.7.2 Stanoveni aktivity diaminoxidasy

V reakci katalyzované diaminoxidasou (DAO) vznika vedle aminoaldehydu jako druhy
produkt peroxid vodiku. Ten ve spiazené reakci vyuziva peroxidasa k oxidaci guajakolu
za vzniku 3,3’-dimethoxyfenyl-4,4’-bifenochinonu. Pfi reakci vznikd zlutohnédé
zbarveni, které lze spektrofotometricky méfit pfi 436 nm. Hodnota molarniho
absorpéniho koeficientu je 4500 L.mol™*.cm™ (Frébort a Adachi, 1995; Doerge et al.,
1997).

Aktivita DAO byla stanovena spektrofotometricky na mikrodestickovém readeru
Synergy HT na zaklad¢ zmény absorbance pii 436 nm za ¢asovou jednotku. Reakéni
smés byla sloZena z 15 ml 100 mmol.I"* K-fosfatového pufru (pH 7), 250 pl 35 mmol.I*
guajakolu a 250 ul 0,01% kienové peroxidasy. Do jamek byla dle rozpisu v Tab. 4
nejprve pipetovana reakéni smes, poté nefedény rostlinny extrakt a reakce byla zahajena
pridavkem 87,5 mmol.I"* putrescinu. Narist absorbance pii 436 nm byl m&fen po dobu

5 minut pii 30°C.

Tab. 4 Slozky reakéni smési pro stanoveni aktivity DAO

Pouzité roztoky Koncentrace zasobniho Pipetovany objem
roztoku (ub)
Reakéni smés - 155
Rostlinny extrakt - 15
Putrescin 87,5 mmol.I* 5
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3.1.7.3 Stanoveni aktivity guajakolperoxidasy

Pii reakci katalyzované guajakolperoxidasou (GPX, EC. 1.11.1.7) dochazi k oxidaci
guajakolu (o-methoxyfenolu) za wvzniku 3,3’-dimethoxyfenyl-4,4’-bifenochinonu.
Pti reakci vznika zlutohnédé zbarveni, které Ize spektrofotometricky métit pii 436 nm.
Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu je 4500 l.mol™.cm™ (Frébort a Adachi,
1995; Doerge et al., 1997).

Aktivita GPX byla stanovena spektrofotometricky na mikrodestickovém readeru
Synergy HT na zaklad¢ zmény absorbance pii 436 nm za ¢asovou jednotku. Reakéni
smés byla slozena z 9,86 ml 121 mmol.I"* K-fosfatového pufru (pH 6) a 141 pl 8 mol.I™
guajakolu. Do jamek byla dle rozpisu v Tab. 5 nejprve pipetovana reakéni smés, poté
rostlinny extrakt fedény 200x v destilované vodé a reakce byla zahijena piidavkem

2 mol.I" H,0,. Narist absorbance pii 436 nm byl mé&Fen po dobu 30 sekund pii 30°C.

Tab. 5 Slozky reakéni smési pro stanoveni aktivity GPX

PouZzité roztoky Koncentrace zasobniho Pipetovany objem
roztoku (b

Reakéni smés - 155

Rostlinny extrakt - 15

(200x tedény)

H.0, 2 mol.I™ 10
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3.1.7.4 Stanoveni aktivity askorbatperoxidasy

V reakci katalyzované askorbatperoxidasou (APX, EC. 1.11.1.11) dochazi k redukci
H,O, na vodu za soucasné oxidace askorbatu (AsA) na monodehydroaskorbat
(MDAsA). Tvorbu MDAsA/Ubytek AsA lze méfit spektrofotometricky jako pokles
absorbance pifi 290 nm. Hodnota molarniho absorpéniho koeficientu je
2800 I.mol™.cm™ (Nakano a Asada, 1981).

Aktivita APX byla stanovena spektrofotometricky na mikrodestickovém readeru
Synergy HT na zéakladé zmény absorbance pii 290 nm za ¢asovou jednotku. Do jamek
byl dle rozpisu v Tab. 6 nejprve pipetovan K-fosfatovy pufr (pH 6), poté roztok
kyseliny askorbové, rostlinny extrakt fedény 5x do K-fosfatového pufru (pH 6) a reakce
byla zahajena piidavkem 10 mmol.I"* H,0,. Pokles absorbance pii 290 nm byl mé&fen
po dobu 4 minut pii 30°C.

Tab. 6 Slozky reakéni Smési pro stanoveni aktivity APX

PouZzité roztoky Koncentrace zasobniho Pipetovany objem
roztoku ((10)]

K-fosfatovy pufr (pH 6) 100 mmol.I"* 125

Kyselina L-askorbova 3,5 mmol.I* 72

Rostlinny extrakt - 15

(5x fedény)

H.0, 10 mmol.I" 38
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3.1.8 Priprava pevného S-nitrosoglutathionu

Pevny S-nitrosoglutathion (GSNO) byl ptipraven metodou dle Moore a Mani (2002).
Navazka 614 mg glutathionu (GSH) byla rozpusténa ve 3 ml 1 mol.I'* HCI a vychlazena
na ledové lazni. Navazka 138 mg NaNO; byla za stalého michani pfidana k roztoku
GSH. Reakéni smés byla ponechdna 40 minut na ledové lazni, aby doslo ke vzniku
cervené srazeniny. Srazenina byla odsata pres filtraéni papir na Biichnerové nalevce. Po
odsati byla srazenina promyta 2 x 10 ml ledové vychlazené destilované vody, 2 x 10 ml
ledové vychlazeného acetonu a 2 x 10 ml ledové vychlazené¢ho diethyletheru. Odsata
srazenina byla seSkrabdna z filtratniho papiru na hlinikovou folii a lehce zabalena
(ochrana pted svétlem) byla ponechana v exsikatoru do nasledujiciho dne na dosuSeni.

Poté byla ptenesena do plastové mikrozkumavky a byla uchovavana pii -30°C.

3.1.9 Nativni elektroforéza (PAGE)

Gelova elektroforéza je metoda, kterd se pouziva pro déleni biologickych latek pomoci
elektrického proudu. Separace molekul je zaloZena na elektroforetické pohyblivosti
délenych latek a velikosti molekul. Bézné pouzivanym nosi¢em je polyakrylamidovy
gel vznikajici polymeraci akrylamidu (AA) a N,N'-methylenbisakrylamidu (BIS), ktera
je zahajena volnymi radikaly, které vznikaji pti rozkladu persiranu amonného (APS).
Pro stabilizaci volnych radikaldi se do smési piidava N, N, N’, N’-
tetramethylethylendiamin (TEMED).

Elektroforéza probihala v 1 mm silnych polyakrylamidovych  gelech
v diskontinudlnim uspotfadani. D¢lici a zaostiovaci gely, ve kterych byla po
elektroforetické separaci detekovana aktivita POX, AMADH a DAOQO, byly pfipraveny
dle Tab. 7. Gely pro detekci APX byly ptipraveny dle Tab. 8.

Tab. 7 SloZeni a objemy roztokd pro délici a zaostiovaci gely POX, AMADH a DAO

Slozky Délici gel (10%) Zaostiovaci gel (4%0)
AA/BIS (30% T, 2,67% C) 16 ml 32ml
Destilovana voda 10 ml 14,8 mi

1,5 mol.I" Tris/HCI (pH 8,8) 12,5 ml -

0,5 mol.I"* Tris/HCI (pH 6,8) - 6,25 ml
TEMED 50 pl 50 ul

APS 750 ul 500 ul
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Tab. 8 Slozeni a objemy roztoki pro délici a zaostiovaci gely APX

Slozky Délici gel (14%) Zaostiovaci gel (5%)
AA/BIS (30% T, 2,67% C) 9ml 1,6 ml
Destilovana voda 5,4 mi 5,6 ml

1,5 mol.I™* Tris/HCI (pH 8,8) 5ml -

0,5 mol.I"* Tris/HCI (pH 6,8) - 2,5ml
TEMED 20 pl 20 pl

APS 300 pl 200 pl

Vzorky extraktli pro nativni elektroforézu byly pfipraveny stejnym zptisobem jako
vzorky pro méfeni aktivity enzymid (viz. Kkapitola 3.1.5 Zpracovani rostlinného
materialu). Pro detekci AMADH byla pouzita extrakce 2:1; v piipadé POX, DAO
a APX pak extrakce 1:1. Vzniklé extrakty byly smichany s 60% glycerolem v poméru
3:1. 25 pl vzorku bylo napipetovano do jamek gelu. Do krajnich jamek bylo jako
kontrola napipetovano 20 pl roztoku bromfenolové modii v glycerolu (1 mg
bromfenolové modii byl rozpustén v 5 ml destilované vody a k tomuto roztoku bylo
ptidano 2,5 ml 60% glycerolu), ktery béhem elektroforetického déleni indikoval pohyb
cela délicich se latek.

Jako elektrodovy pufr byl pouzit Tris-glycinovy pufr (0,025 mmol.I* Tris, 0,192
mol.I'* glycin) pH 8,3 (Laemmli, 1970). V piipadé gelit pro AMADH, DAO a POX
probihala elektroforéza piti 4°C pii konstantnim napéti 100 V, dokud zona
bromfenolové modii nadoputovala na rozhrani déliciho a zaostfovaciho gelu. Poté bylo
napéti zvySeno na 180 V a elektroforéza pokracovala, dokud celo dé€licich se latek
nadosahlo trovné spodniho okraje skla.

V piipadé geli pro APX byl pouzit upraveny protokol dle Mittler a Zilinskas (1993).
Eelektrodovy pufr obsahoval 2 mmol.I* kyselinu askorbovou. Elektroforéza probihala
30 minut pfi 100 V s prazdnymi gely, aby doSlo k absorpci kyseliny askorbové do gelt.
Po aplikaci vzorki do jamek ptipraven¢ho gelu probihala elektroforéza pii 4°C pti
napéti 100 V, dokud zéna bromfenolové modii nedoputovala na rozhrani déliciho
a zaostfovaciho gelu. Poté bylo zvySeno napéti na 120 V a elektroforéza pokracovala,
dokud ¢elo délicich se latek nedosahlo trovné spodniho okraje skla. Po ukonceni
elektroforézy byly gely inkubovany nejprve 3 x 10 minut v roztoku 50 mmol.I"
K-fosfatového pufru (pH 6) s2 mmol.I* kyselinou askorbovou. Poté byly gely
inkubovany 20 minut v roztoku 50 mmol.I"* K-fosfatového pufru (pH 6) obsahujiciho

4 mmol.I" kyselinu askorbovou a 2 mmol.I™ peroxid vodiku.
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Po ukonceni elektroforézy byly ziskané gely barveny na aktivitu AMADH, POX, DAO
a APX.
Barvici smés pro AMADH (dle Veverkova, 2016):
150 mmol.I"* Tris/HCI (pH 8,5),
20 mmol.I* NAD",
- 5mmol.I" APAL,
- 18 mg.mI* MTT,
- 1mg.ml* PMS.

Gely byly inkubovany ve tmé pii laboratorni teploté po dobu 30 minut.

Barvici smés pro POX (dle Angelini a Federico, 1989):
- 1,49 mmol.I"* 4-chloro-1-naftol,
- 24,66 mol.I'* methanol (ledové vychlazeny),
- 100 mmol.I"* Tris/HCI (pH 7),
30% H,0,.

1. Barvici smés pro DAO (upraveno dle Houen a Leonardsen, 1992):

2.8 mmol.I"! 4-chloro-1-naftol,

24,66 mol.I"" methanol (ledov& vychlazeny),
100 mmol.I* K-fosfatovy pufr (pH 7),

6,21 mmol.I"* dihydrochlorid putrescinu,

- 0,1% kienova peroxidasa.

2. Barvici smés pro DAO (upraveno dle Calinescu et al., 2010):
- 100 mmol.I* K-fosfatovy pufr (pH 7),
- 30 mmol.I"* dihydrochlorid putrescinu,
- 0,1% kienova peroxidasa,

- 17 mmol.I'* OPDA.

Gely byly inkubovany ve tmé pfi laboratorni teploté po dobu 1 hodiny.
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Barvici smés pro APX (upraveno dle Mittler a Zilinskas, 1993):
- 50 mmol.I" K-fosfatovy pufr (pH 7,8),
- 28 mmol.I" TEMED,
- 2,45 mmol.I" NBT.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Experimentalni ¢ast predlozené bakalarské prace je soucasti projektu zamefeného na
studium ulohy NO vregulaci hladiny polyamint. Cilem projektu je prozkoumat
moznosti regulace aktivity klicovych enzymut katabolismu polyaminti, diaminoxidasy
a aminoaldehyddehydrogenasy, S-nitrosylaci. Bioinformaticka analyza predikce
S-nitrosylovanych mist pomoci programu GPS-SNO1.0 (Xue et al., 2010; Kovacs
a Lindermayr, 2013), odhalila, Ze u proteinu PSAMADH1 jsou mozna dvé mista
S-nitrosylace Cys100 a Cys 348. Naopak u PsDAOL nebylo predikovano zZadné misto
(nepublikované vysledky T. Tichd). Ukolem bakalaiské prace bylo stanovit vliv
zvysené koncentrace NO v duisledku pouziti donoru NO GSNO v ristovém médiu na
aktivitu aminoaldehyddehydrogenasy a aminoxidasy. Soucasné jsme se zaméfily na
stanoveni aktivity askorbatperoxidasy a obecné peroxidas, které preméinuji substrat
guajakol na detekovatelny barevny produkt. Studie byla realizovdna na dvou kultivarech
P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset vyznamné se liSicich odolnosti vaci

nékterym patogenim, tzn. schopnosti aktivovat obranné mechanismy.

4.1 Stanoveni proteini

Pro stanoveni koncentrace proteini byla pouzita kalibratni fada standardi BSA
vrozsahu 0,2 — 1,4 mg.ml™. Z namé&fenych hodnot byl sestrojen kalibracni graf
zévislosti absorbance na rostouci koncentraci standardd BSA (Obr. 13). Rostlinné
extrakty byly pro stanoveni proteini fedény 5x. Koncentrace proteinii ve vzorcich je

vypoctena z rovnice kalibra¢ni ptimky.

15
y = 0,8307x + 0,1863
R2=10,9917 /
1 /
0,5

/

O T T T T T
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Koncentrace BSA (mg/ml)

Absorbance 595 nm

Obr. 13 Kalibrac¢ni piimka pro stanoveni koncentrace proteini ve vzorcich; rovnice kalibrac¢ni
ptimky pro vypocet koncentrace proteinii: y = 0,8307x + 0,1863.
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4.2 Vliv modulatori hladiny NO na rust hrachu setého

Jednim z dil¢ich cili predlozené bakalaiské prace bylo studium vlivu modulatort
hladiny oxidu dusnatého na rust a vyvoj hrachu setého. Jako modulator koncentrace NO
byl pouzit S-nitrosoglutahion (GSNO) a 2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxy-3-
oxid (PTIO) ve vysledné koncentraci 0,1 mmoll®. GSNO je zasobarnou NO
Vv rostlinnych burnikach a je povazovan za potencialni fyziologicky donor NO (Liu et al.,
2007; Zandonadi et al., 2010; Semchuk et al., 2011, Fernandez-Marcos et al. 2012).
GSNO vznikd S-nitrosylaci glutathionu (GSH), slouzi jako donor oxidu dusnatého
a mize dale zprostfedkovat transnitrosylacni reakce, pii nichz dochazi k tvorbé nového
S-nitrosothiolu pfenosem NO skupiny z GSNO na thiolovou skupinu cysteinu jiného
peptidu nebo proteinu. PTIO a jeho karboxy derivat (cPTIO) byly v mnoha studiich
pouzity jako pravdépodobné ucinné lapace NO (Pagnussat et al., 2002; Correa-
Aragunde et al., 2004; Fernandez-Marcos et al., 2011, 2012).

Hrach je u nas jednou z nejoblibenéjsich zelenin. Jedna se o jednoletou lusténinu se
sbihavymi, prorostlymi listy zakoncenymi uponky, pochazejici z vychodniho
Sttedomofi. Péstuje se kvili chutnym plodim. Déli se do ¢tyf skupin: hrach polni,
obecny, dietiovy a cukrovy. Studie byla realizovana na dvou kultivarech hrachu setého
dieniového pouzivanych v zemédélstvi, které se vyznamné li§i svou odolnosti vici
patogenum. P. sativum cv. Kudrnaé¢ je bezlisty typ, polopozdni, velkozrnny, dorista
60 - 70 cm vysky, listy jsou pfeménény v uUponky, lusk je dlouhy, prohnuty, ostie
zakonCeny. Druhym kultivarem hrachu, ktery byl pouzivan ve studii je nové
vySlechtény kultivar P. sativum cv. Twinset. Jedna se o Kultivar rezistentni k viru
PSbMV (Pea Seed-borne Mosaic Virus), dale je rezistentni k padli i k fusariovému
vadnuti a dosahuje Spi¢kovych vynost. Hrach zahradni Twinset je stiedné pozdni
Kultivar s vét§im zrnem a del$im, tupym luskem. Diky dlouhému a rovnému lusku je
Twinset idealnim kultivarem pro ru¢ni sklizen (katalog vyrobki Neoseeds, 2018).

Pti péstovani rostlin hrachu pro nasledné experimenty zamétfené na stanoveni zmén
aktivit enzymi podilejicich se na katabolismu polyamini (AMADH, DAO) a enzymu
degradujicich peroxid vodiku (GPX, APX), byl vyhodnocen vliv modulatori hladiny
NO na rust rostlin. U sedmidennich semenacktl byla stanovena délka a hmotnost kotfene
a nadzemni ¢asti. P. sativum cv. Kudrna¢ vykazoval celkové rychlejsi rist v porovnani
s P. sativum cv. Twinset (Obr. 15). Rozdil v délce nadzemni ¢asti, resp. kofene mezi

kultivary Kudrna¢ a Twinset byl cca 20, resp. 30 %. Rozdil v hmotnosti nadzemnich
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casti byl pomérné maly cca 5 %. V piipadé porovnani hmotnosti kofene byl naopak
zaznamenan az cca 30% rozdil.

Vliv modulatord NO na rust semenackt nebyl vyrazny (Obr. 14,15). Ziskana data
jsou zatizena pomérné¢ velkou statistickou chybou, zejména pii hodnoceni hmotnosti
kofenové a nadzemni Casti rostlin. Pfi interpretaci vysledkt je nutné k tomu piihlédnout.
Lze konstatovat pouze to, Ze zvySena koncentrace NO v dusledku aplikace GSNO do
ristového média miize mit spiSe mirny negativni efekt na vyvoj hrachu kultivar Twinset
na rozdil od efektu pozorovaného u kultivaru Kudrna¢ v porovnani s kontrolnimi
rostlinami (Obr. 14). Efekt lapace NO PTIO je u obou Kkultivara shodny. Jak
Vv kofenové, tak vnadzemni ¢asti rostlin Ize v pfitomnosti PTIO pozorovat mirné
zpomaleni vyvoje (Obr. 14). Maly a statisticky nepriikazny detekovany efekt donoru
NO na vyvoj hrachu potvrzuji i vysledky prace Tripathi et al. (2017), kde nebyl
prokazan vliv donoru NO 0,1 mmol.I"* nitroprusidu sodného (SNP) na délku a hmotnost
kofenové a nadzemni ¢asti u 15 dennich rostlin Pisum sativum L. cv. Azad P-1. Naopak
u 5 dennich rostlin psenice SNP testovany v koncentraci 0,01 a 0,1 mmol.I"* vyrazn&
potlacil rust. Fernandez-Marcos et al. (2012) pouzil rizné donory NO (SNAP, SNP,
GSNO) aby potvrdil, ze vysoké hladiny NO maji inhibi¢ni G€inky na rist primarnich
kotenli Arabidopsis, a Ze rozsah inhibice je zavisly na pouzitych koncentracich donoru
NO. Ve srovnani s ostatnimi testovanymi donory NO méla koncentrace 1 mmol.I*
nejslabsi inhibi¢ni ucinek.

Zobr. 14 je ziejmy efekt zvySené koncentrace NO na vyvoj a rust postrannich
kofent u rostlin péstovanych na médiu s GSNO v porovnani s kontrolnimi rostlinami.
Naopak u rostlin péstovanych na médiu s PTIO (lapa¢ NO) byl vyvoj postrannich
kofent potlacen. V praci Correa-Aragunde et al. (2004) byl studovan vliv exogenniho
donoru NO (SNP) a lapace NO (karboxy derivat PTIO, cPTIO) na rist a vyvoj
lateralnich kotfenil u rajcat. V této praci byl rovné€z pozorovan narlst poctu postrannich

kotfenil po pridavku exogenniho NO a naopak sniZzeny pocet po piidavku lapace NO.
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Pisum sativum cv. Kudrnac Pisum sativum cv. Twinset

148 PP

Kontrola GSNO PTIO Kontrola GSNO PTIO

Obr. 14 Fotografie sedmidennich semenackd hrachu setého péstovanych na médiu s piidavkem
GSNO a PTIO. A) Pisum sativum cv. Kudrnaé, B) Pisum sativum cv. Twinset. Koncentrace
GSNO a PTIO 0,1 mmol.I™.
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Obr. 15 Vliv modulatori NO na rust nadzemni ¢asti a kofene u hrachu setého. A) Porovnani

délky nadzemni ¢asti a kotfene, B) porovnani hmotnosti nadzemni ¢asti a kofene. Koncentrace
GSNO aPTIO 0,1 mmol.I™.
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4.3 Porovnani aktivity vybranych enzymi u dvou kultivara Pisum

sativum

Rostlinné polyaminy plsobi jako regulacni molekuly v mnoha zdkladnich bunéénych
procesech (ptehledné¢ shrnuto v Alcazar et al., 2010). Mezi tyto procesy fadime
Vv rostlinach napt. bunééné déleni, diferenciaci a proliferaci, syntézu DNA a proteind,
expresi gend ¢i programovanou bunéénou smrt. Polyaminy jsou zapojeny do tady
fyziologickych procesti jako je rist kofenti, rist pylu, vyvoj kvéti a plodu,
organogeneze, embryogeneze, senescence listll, stabilizace membran a bunéénych stén
(Kushad a Dumbroff, 1991; Slocum, 1991; piehledné shrnuto v Tiburcio et al., 2014).

V bakalaiské praci jsem se zamétila na studium enzymi zapojenych v katabolismu
polyaminit DAO a AMADH a enzymil podilejicich se na degradaci toxického H,O».
Experimenty byly realizovany na dvou kultivarech hrachu vyznamné se liSicich
odolnosti k patogennim organismiim. Jednim z dil¢ich cilt pfedloZzené bakalaiské prace
bylo porovnani aktivity studovanych enzymi (AMADH, DAO, GPX, APX) u obou
kultivari za fyziologickych podminek. Enzymové aktivity byly stanovovany
Vv nadzemni ¢asti, V kofeni a v apikalni ¢asti kotene.

Nejvyssi aktivita AMADH byla detekovana v nadzemni casti hrachovych
uobou kultivari ve stonku a apikalni ¢asti kofene byla srovnatelna. Pouze pii
vyhodnoceni aktivity AMADH vztaZené na Cerstvou vahu byly naméfené hodnoty vyssi
V nadzemni ¢asti u kultivaru hrachu Twinset. Vyznamné nizsi aktivita AMADH byla
detekovana v kofenové c¢asti kultivaru Twinset v porovnani s kultivarem Kudrnaé¢
(Obr. 16). V praci Pettivalsky et al. (2007) byla u 7 dennich rostlin P. sativum cv.
Lantra péstovanych v perlitu (ve vod€) za standardnich svételnych podminek
detekovana nejvyssi AMADH aktivita v apikélni ¢asti kofene a nejmensi vV nadzemni
¢asti. Podobné vysledky byly publikovany v praci Piterkova et al. (2012) u 14 dennich
rostlin P. sativum cv. Lantra péstovanych rovnéz v perlitu (ve vod¢) za standardnich
svételnych podminek. Hodnoty stanovenych enzymovych aktivit AMADH uvedené ve
vyse citovanych publikacich byly srovnatelné, tj. v jednotkach nkat.g™ FW s aktivitami
AMADH zmétfenymi V bakalaiské praci. Rozdilné vysledky pfi porovnani aktivity
AMADH v nadzemni a kotenové ¢asti v predloZzené praci a vyse uvedenych publikacich
mohou byt dany ristovymi podminkami, kdy naSe experimenty byly realizovany na

0,5 x MS médiu s vitaminy na agaru za sterilnich podminek. Zatimco v ptipadé vyse
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uvedenych publikaci byly rostliny péstovany pouze ve vodé a v perlitu. VIiv mize mit
I pouzity typ kultivaru hrachu. V nasledujicich experimentech by bylo vhodné ovéfit
vliv rastovych podminek na aktivitu AMADH v kofeni a nadzemni casti rostlin

P.sativum cv. Lantra, Kudrna¢ a Twinset.

A) B)

B Pisum sativum cv. Kudrndc B Pisum sativum cv. Kudrnac
= 0,5 O Pisum sativum cv. Twinset 3 O Pisum sativum cv. Twinset
o
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=03 B2 o
[@)] +—
£ g
s 0,2 =
z 2 T
< o . <o . .
< Stonek  Kofen  Kofen Stonek  Kofen  Kofen

Rostlinny organ (apex) Rostlinny organ (apex)

Obr. 16 Porovnani aktivity enzymu AMADH u dvou kultivarta Pisum sativum cv. Twinset a cv.
Kudrna¢ v nadzemni &asti, kofeni a apikalni Casti kofene. A) Specificka aktivita AMADH
v jednotkach nkat.mg™ proteinu, B) aktivita AMADH v jednotkach nkat.g? FW. M&feni bylo
realizovano minimalné ve tfech nezavislych experimentech.
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Podobné jako u AMADH, nejvyssi aktivita DAO byla detekovdna v nadzemni ¢asti
sedmidennich semenackt hrachu. Specificka aktivita i aktivita vztazend na g FW
enzymu DAO byla vyrazn¢ vyssi v nadzemni ¢asti kultivaru Twinset v porovnani
S hodnotami detekovanymi u kultivaru Kudrna¢. Naopak v apikalni ¢asti kotfene byla
aktivita DAO vyssi u kultivaru Kudrna¢. Aktivita enzymu DAO vztazena na g FW
u obou kultivart v kofeni byla srovnatelna (Obr. 17). Nase vysledky koresponduji s daty
publikovanymi v praci Petiivalsky et al. (2007), kdy byla u 7 dennich rostlin P. sativum
cv. Lantra péstovanych v perlitu (ve vod€) za standardnich svételnych podminek
detekovana nejvyssi aktivita DAO v nadzemni ¢asti a nejmensi v apikalni ¢asti kotene.
Hodnoty stanovenych enzymovych aktivit DAO v praci Petfivalsky et al. (2007), byly
srovnatelné, tj. v jednotkach az desitkach nkat.g™ FW s aktivitami DAO zméfenymi

Vv bakalaiské praci.
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Obr. 17 Porovnani aktivity enzymu DAO u kultivart Pisum sativum cv. Twinset a cv. Kudrna¢
v nadzemni ¢asti, kofeni a apikalni ¢asti kotene. A) Specificka aktivita DAO V jednotkach
nkat.mg™ proteinu, B) aktivita DAO V jednotkich nkat.g' FW. Mé&eni bylo realizovano
minimalné ve tfech nezavislych experimentech.
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V piipad¢€ stanoveni aktivity GPX byly detekovany vyrazné rozdily v apikalni ¢asti
kofene mezi studovanymi kultivary hrachu: u kultivaru Twinset byla aktivita GPX
nékolikandsobné vyssi v porovnani s kultivarem Kudrnaé€. V kofeni u obou kultivart
byla stanovena vyssi GPX aktivita v porovnani s nadzemni ¢asti podobné jako v praci
Petfivalsky et al (2007). Specificka aktivita enzymu GPX u obou kultivard ve stonku
byla srovnatelna. Pti vyhodnoceni specifické aktivity v kofeni byly namétené hodnoty

vyssi u kultivaru hrachu Kudrna¢ (Obr. 18).
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Obr. 18 Porovnani aktivity enzymu GPX u kultivari Pisum sativum cv. Twinset a cv. Kudrna¢
v nadzemni ¢asti, kofeni a apikalni asti kofene. A) Specificka aktivita GPX Vv jednotkach
ukat.mg™ proteinu, B) aktivita GPX Vv jednotkich pkat.g® FW. Méfeni bylo realizovano
minimalné ve tfech nezavislych experimentech.
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Nejvyssi specificka aktivita APX byla detekovana v kofeni hrachovych semenackd.
Specificka aktivita u obou kultivar Vv kofeni byla srovnatelna. Hodnoty specifické
aktivity ve stonku a apikdlni ¢asti kotene byly u jednotlivych kultivari témét totozné.
Pii vyhodnoceni aktivity APX vztazené na Cerstvou vahu byla v kofeni kultivaru
Twinset naméfena vys$§i hodnota v porovnani s kultivarem Kudrnac. Rozdily vSak

vzhledem k smérodatnym odchylkam nejsou pfili§ vyznamné (Obr. 19).
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Obr. 19 Porovnani aktivity enzymu APX u kultivari Pisum sativum cv. Twinset a cv. Kudrna¢
Vv nadzemni ¢asti, kofeni a apikalni ¢asti koifene. A) Specificka aktivita APX V jednotkach
nkat.mg™ proteinu, B) aktivita APX Vv jednotkich nkat.g? FW. Mgfeni bylo realizovano
minimalné ve tfech nezavislych experimentech.
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4.4 Vliv modulatori hladiny oxidu dusnatého na aktivitu vybranych

enzymi u dvou Kkultivard Pisum sativum

V bakalaiské praci jsem se dale zaméfila na studium moznosti ovlivnéni aktivity
enzymu zapojenych v katabolismu polyaminiit DAO a AMADH a enzymtt APX a GPX
podilejicich se na degradaci HyO, zménou hladiny NO. V soucasné dob¢ byla v fadé
praci potvrzena vyznamna regulacni uloha NO prostiednictvim S-nitrosylace piipadné
nitrace vyznamnych enzymi v prubéhu fyziologického vyvoje rostlin a zejména
v reakci rostlin na stresové faktory (Begara-Morales et al., 2013; Begara-Morales et al.,
2014; Begara-Morales et al., 2015).

Mezi enzymy, u kterych byla prokazana negativni regulace jejich enzymové aktivity
S-nitrosylaci patii napt. peroxiredoxin (Prx) Il E, PrxIl F a katalasa (Clark et al., 2000;
Romero-Puertas et al., 2007; Ortega-Galisteo et al., 2012; Camejo et al., 2015). Dalsim
enzymem, ktery byl identifikovan jako cil posttranslaénich modifikaci pomoci
S-nitrosylace je APX. V praci Begara-Morales et al. (2014) byla prokazana aktivace
APX S-nitrosylaci. Aktivita cytosolarni hrachové APX byla vtomto ptipadé
stimulovana in vitro a in vivo. Vyhodou této prace bylo, Ze sekvence hrachové APX
obsahuje pouze jeden cysteinovy zbytek (Cys32), takze tento zbytek je jedinym
kandidatem, ktery mize byt S-nitrosylovan a je tedy zodpovédny za zvySeni aktivity
APX (Begara-Morales et al., 2014; Yang et al., 2015).

U P. sativum cv. Twinset byl detekovan po ptidavku GSNO do média vyznamny
nartst specifické aktivity AMADH v kofeni a apikadlni ¢asti kofene. U Kultivaru
Kudrna¢ doslo v kofeni k mirnému poklesu specifické aktivity AMADH. Ve stonku
obou kultivari nebyla zaznamenana po aplikaci GSNO do média zadna zména
specifické aktivity tohoto enzymu. Po ptidavku latky PTIO do média byl detekovan
nartst specifické aktivity v apikalni ¢asti obou kultivari a také v kofeni kultivaru
Twinset. V kofeni Kkultivaru Kudrna¢ byla specificka aktivita AMADH vyznamné
snizena (Obr. 20 A). Pfi porovnani aktivity AMADH vztazené na g FW u hrachu
péstovaného na médiu s GSNO piipadné PTIO s kontrolnimi vzorky byly zaznamenany
podobné vysledky jako v piipadé specifické aktivity (tj. aktivity vztazené na
mg proteinu). LiSily se pouze hodnoty po ptidavku GSNO v nadzemni ¢asti, kde doslo
u kultivaru Twinset k poklesu aktivity (nkat.g” FW) vi¢i kontrole; a hodnoty apikalni
¢asti kofene, kdy nebyla detekovana zména AMADH aktivity v porovnani s kontrolou
(Obr. 20 B).
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Obr. 20 Vliv aplikace GSNO a PTIO do ristového média na aktivitu AMADH. Uvedeny zmény
(nasobky). A) specifické aktivity AMADH, B) AMADH aktivity v nkat.g? FW po vztazeni na
kontrolni vzorky.
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V piipadé¢ enzymu DAO doslo po ptidavku GSNO do média k mirnému nartistu
specifické aktivity tohoto enzymu v nadzemni c¢asti, kofeni i apikalni ¢asti kofene
u P. sativum kultivar Kudrna¢. V nadzemni ¢asti a v kofeni kultivaru Twinset byla
naopak naméfena mirn¢ snizend aktivita DAO oproti kontrole. Po ptidavku latky PTIO
do média byl detekovan v nadzemni ¢asti obou kultivart pokles specifické aktivity
DAO. Snizena specificka aktivita DAO byla zaznamenana i v apikdlni ¢asti kotene
kultivaru Kudrna¢ (Obr. 21 A). Pti porovnani aktivity DAO vztazené na g FW u hrachu
péstovaného na médiu s GSNO piipadné PTIO s kontrolnimi vzorky byly zaznamenany
podobné vysledky jako v ptipadé vyhodnoceni specifické aktivity (tj. aktivity vztazené
na mg proteinu). Pouze v pfipadé vyhodnoceni aktivit vztazenych na g FW nebyl
pozorovan Vliv GSNO na aktivitu DAO v kofeni a v apikalni ¢asti kofene byl detekovan
naopak pokles aktivity DAO u kultivaru Twinset. Dale po ptidavku latky PTIO byl

Vv kofeni kultivaru Twinset zaznamenan mirny narust aktivity vaci kontrole (Obr. 21 B).
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Obr. 21 Vliv aplikace GSNO a PTIO do ristového média na aktivitu DAO. Uvedeny zmény
(ndsobky). A) specifické aktivity DAO, B) DAQ aktivity v nkat.g™ FW po vztaZeni na kontrolni
vzorky.

57



Aplikace GSNO méla pozitivni vliv na specifickou aktivitu GPX u obou kultivart
hrachu. Nejvyraznéjsi navyseni specifické aktivity GPX bylo detekovano v nadzemni
casti kultivaru Twinset. Po pfidavku latky PTIO byla u kultivaru Kudrna¢ namérena
zvySena specifickd aktivita GPX, a to nékolikanasobn¢ v apikalni casti kotene.
U kultivaru Twinset doslo v apikalni casti kotfene naopak k poklesu aktivity GPX
(Obr. 22 A). Pii porovnani aktivity GPX vztazené na g FW u hrachu péstovaného na
médiu s GSNO ptipadné¢ PTIO s kontrolnimi vzorky byly zaznamenany podobné
vysledky jako v ptipadée specifické aktivity (tj. aktivity vztazené na mg proteinu). Pouze
navysSeni aktivity GPX (po vyhodnoceni na g FW) v nadzemni ¢asti kultivaru Twinset

nebylo tak vyznamné jako v piipadé specifické aktivity (Obr. 22 B).
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Obr. 22 Vliv aplikace GSNO a PTIO do rastového média na aktivitu GPX. Uvedeny zmény
(nasobky). A) specifické aktivity GPX, B) GPX aktivity v nkat.g™ FW po vztazeni na kontrolni
vzorky.
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V piipadé enzymu APX byl po pfidavku GSNO do média zaznamenan pokles
aktivity u obou kultivard, s vyjimkou apikalni ¢asti kofene kultivaru Twinset, kde byla
naopak detekovana vyznamné zvySena aktivita APX. Po ptidavku latky PTIO do média
doslo naopak témef ve vSech vzorcich k nartstu aktivity APX vici kontrole, pouze
vV nadzemni ¢ésti kultivaru Twinset nebyla zaznamenana zadné zména aktivity. Nejvetsi
nartst aktivity byl pozorovan v apikalni casti kofene obou kultivard (Obr. 23 A).
Pfi porovnani aktivity APX vztazené na g FW u hrachu péstovaného na médiu s GSNO
ptipadné¢ PTIO s kontrolnimi vzorky byly zaznamendny podobné vysledky jako
v piipadé vyhodnoceni specifické aktivity (tj. aktivity vztazené na mg proteinu). Pouze
v ptipad¢ stanoveni vlivu GSNO a PTIO byly pozorovany rozdily pii porovnani

specifické aktivity nebo aktivity vztazené na g FW u nadzemni ¢asti rostlin (Obr. 23 B).
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Obr. 23 Vliv aplikace GSNO a PTIO do ristového média na aktivitu APX. Uvedeny zmény
(nasobky). A) specifické aktivity APX, B) APX aktivity v nkat.g™ FW po vztazeni na kontrolni
vzorky.
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NO, popt. GSNO, se miize Gcastnit procesu S-nitrosylace, ktery reguluje aktivitu
enzymu, napt. APX (aktivace S-nitrosylaci, inhibice nitraci) (Begara-Morales et al.,
2015; Yang et al., 2015). APX byla identifikovana jako potencialni cil S-nitrosylace
(Fares et al., 2011). Inhibice aktivity APX byla diive popsana jako dusledek zvySeni
koncentrace GSNO v extraktech tabakovych listi (Clark et al., 2000). Nedavné studie
nicmén¢ prokazaly opak, rizné isoenzymy APX v kotfenovych nodech s6ji osetiené
donorem NO vykazovaly zvysenou aktivitu (Keyster et al., 2011). Begara-Morales et al.
(2014) prokézali, e GSNO (o koncentracich 0,5 mmol.I" a 2 mmol.I'") zvysuje aktivitu
hrachové APX.

Z nasich vysledkd vyplyva, ze aplikace 0,1 mmol.I"* koncentrace GSNO s vyjimkou
apikalni ¢asti u kultivaru Twinset neméla zaddny nebo méla negativni efekt na aktivitu
APX na rozdil od vysledki publikovanych v praci Begara-Morales et al. (2014). V této
praci pouzili 5x a 20x vétsi koncentrace GSNO. Lze predpokladat, ze podobné jako na
rist, ina zménu aktivity bude mit vliv typ a koncentrace donoru NO pouzité
v experimentech (Fernandez-Marcos et al. 2012). Je zajimavé, ze v na$i studii ma
aplikace PTIO pozitivni efekt na aktivitu APX a to zejména v apikdlni ¢asti kotene
obou kultivart hrachu. Méfeni enzymovych aktivit v apikalni ¢asti kofene je zatizeno
pomérn¢ velkou statistickou chybou. Vzhledem k malému mnoZstvi rostlinného
materidlu (apikalni cast kofene) bylo méfeni provedeno pouze ve 3 replikatech na rozdil

od stanoveni enzymovych aktivit v kofeni a nadzemni ¢asti hrachu (5-8 replikatt).
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4.5 Nativni elektroforéza — vliv modulatoru hladiny oxidu dusnatého
Vliv donoru NO (GSNO) a lapace NO (PTIO) na enzymy s AMADH, DAO, GPX
a APX aktivitou byl dale sledovan s vyuzitim metody nativni elektroforézy. Vysledky
jsou pouze orienta¢ni, nebyly potvrzeny opakovanim experimentu.

Pro detekci AMADH v gelech po nativni elektroforéze bylo vybrano barveni s MTT
(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium  bromid) a PMS (fenazin
methosulfat) (Obr. 24). Vliv GSNO a PTIO na AMADH aktivitu v pfipadé kultivaru
Kudrna¢  detekovany  nativni  elektroforézou je  srovnatelny s vysledky
spektrofotometrického stanoveni aktivity AMADH (Obr 25, Obr. 20). V ptipadé
detekce AMADH po extrakci ze vzorkt kultivaru Twinset byly detekované intenzity
bandii pomérné slabé a stanoveni jejich intenzity je velmi nepfesné a vysledky

nekoreluji s daty ze spektrofotometrického méteni.

A) B)

Obr. 24 Nativni elektroforéza - barveni na aktivitu AMADH. A) AMADH u P. sativum cv.
Kudrnaé, B) AMADH u P. sativum cv. Twinset. 1 — kofen KONTROLA, 2 — koifen GSNO,
3 - koten PTIO, 4 — stonek KONTROLA, 5 — stonek GSNO, 6 — stonek PT10. Extrakce vzorkid
v poméru 2:1; do jamek pipetovano 25ul vzorku.
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Obr. 25 Vyhodnoceni intenzity bandi po nativni elektroforéze. Barveni na aktivitu AMADH.
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Pro detekci DAO v gelech po nativni elektroforéze byly vybrany dva zpisoby
barveni. V prvnim piipadé byla pouzita barvici smés s 4-chloro-1-naftolem. Ve vzorcich
kofene byla detekovana jedna isoforma tohoto enzymu, ve vzorcich nadzemni ¢asti pak
isoformy dvé, a to jak u kultivaru Kudrna¢ (Obr. 26 Al), tak u kultivaru Twinset
(Obr. 26 B1). Druhy zptisob barveni zahrnoval pouziti o-fenylendiaminem v barvici
smési. Ziskané vysledky jsou srovnatelné a zejména v piipadé¢ vyhodnoceni intenzity
bandl po barveni pomoci 4-chloro-1-naftolu koresponduji ve vétsing pripadu s vysledky
ze spektrofotometrického stanoveni aktivity DAO (Obr. 27).
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Obr. 26 Nativni elektroforéza - barveni na aktivitu DAO. Barveni 1) DAO s 4-chloro-1-
naftolem, 2) s o-fenylendiaminem. A) P. sativum cv. Kudrnaé, B) P. sativum cv. Twinset.
1 - kofen KONTROLA, 2 — kofen GSNO, 3 — kotfen PTIO, 4 — stonek KONTROLA, 5 — stonek
GSNO, 6 —stonek PT10. Extrakce vzorkti v poméru 1:1; do jamek pipetovano 25ul vzorku.
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Obr. 27 Vyhodnoceni intenzity bandi po nativni elektroforéze. Barveni na aktivitu DAO
A) s 4-chloro-1-naftolem, B) s o-fenylendiaminem.
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Pro detekci POX vgelech po nativni elektroforéze bylo vybrano barveni
s 4-chloro-1-naftolem. U P. sativum cv. Kudrna¢ i cv. Twinset byly v kofeni
detekovany Ctyfi isoformy hrachovych peroxidas. V nadzemni ¢asti vzorkid s GSNO
a PTIO pak byly detekovany tfi isoformy a ve vzorku kontrolnim pouze dvé (Obr. 28).
Intenzita bandi byla vyhodnocena pro POX1 (Obr. 29). Ziskané vysledky vyhodnoceni
intenzity bandi ve vétSiné pripadi koreluji s vysledky ze spektrofotometrického

stanoveni aktivity GPX.
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Obr. 28 Nativni elektroforéza - barveni na aktivitu POX. A) POX u P. sativum cv. Kudrnaé, B)
POX u P. sativum cv. Twinset. 1 — kofen KONTROLA, 2 — kofen GSNO, 3 — koien PTIO,
4 - stonek KONTROLA, 5 — stonek GSNO, 6 — stonek PTIO. Extrakce vzorki v poméru 1:1; do
jamek pipetovano 25ul vzorku.
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Obr. 29 Vyhodnoceni intenzity bandl po nativni elektroforéze. Barveni na aktivitu POX
s 4-chloro-1-naftolem.
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Pro detekci APX v gelech po nativni elektroforéze bylo vybrano barveni s NBT
(nitrotetrazoliova modr). U P. sativum kultivar Kudrna¢ byly detekovany celkem Ctyti
isoformy tohoto enzymu v nadzemni ¢&asti i Vkofeni semenacki (Obr. 30 A).
U kultivaru Twinset byly v obou hrachovych ¢astech detekovany pouze 3 isoformy
APX (Obr. 30 B). Intenzita bandt byla vyhodnocena pro APX2. Vliv PTIO na aktivitu
APX u obou kultivar detekovany nativni elektroforézou je srovnatelny s vysledky
spektrofotometrického stanoveni aktivity APX. V ptfipadé GSNO ziskané vysledky
nekoresponduji s vysledky ze spektrofotometrického stanoveni aktivity APX (Obr. 31).

)

1 2 3 4 5 6

B

Obr. 30 Nativni elektroforéza - barveni na aktivitu APX. A) APX u P. sativum cv. Kudrnaé, B)
APX u P. sativum cv. Twinset. 1 — kofen KONTROLA, 2 — kofen GSNO, 3 — kotfen PTIO,
4 - stonek KONTROLA, 5 — stonek GSNO, 6 — stonek PTIO. Extrakce vzorki v poméru 1:1;
do jamek pipetovano 25ul vzorku.
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Obr. 31 Vyhodnoceni intenzity bandi po nativni elektroforéze. Barveni na aktivitu APX.
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5 ZAVER

V teoretické casti predlozené bakalarské prace byla vypracovéna literarni resSerSe
zaméfend na charakterizaci, biosyntézu a katabolismus rostlinnych polyamint. Byly
shrnuty poznatky tykajici se tlohy polyamint u rostlin za fyziologickych podminek
ataké jejich role vreakcich rostlin na stres. Dale byla popsana funkce enzymu
aminoxidas a aminoaldehyddehydrogenas v katabolismu polyamint. Nasledné byla
vypracovana stru¢na charakteristika reaktivnich forem dusiku, jejich produkce,
degradace a zapojeni v regulaci metabolickych drah.

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byl studovan vliv modulatord koncentrace
NO na aktivitu dvou kliCovych enzymli metabolismu polyaminti — diaminoxidasy
(DAO) a aminoaldehyddehydrogenasy (AMADH) a enzymi podilejicich se na
degradaci H,0, guajakolperoxidasy (GPX) a askorbatperoxidasy (APX) u dvou
kultivart P. sativum cv. Kudrna¢ a P. sativum cv. Twinset liSicich se citlivosti na
nékteré patogenni organismy.

Z provedenych experimentt lze vyvodit nasledujici zavéry:

1) P. sativum cv. Kudrna¢ vykazoval rychlejsi rdst a vyvoj v porovnani

s cv. Twinset.

2) Aktivity studovanych enzymi u kultivari hrachu Twinset a Kudrna¢ se vétsinou
v ramci smérodatnych odchylek vyznamné neliSily. Rozdily byly detekovany
pouze Vv kofenové Casti pii stanoveni AMADH aktivity, ve stonku a apikalni
casti kotfene pii detekci DAO aktivity a zejména v apikalni Casti kofene pii
stanoveni GPX aktivity.

3) Na aplikaci donoru NO reagovaly jednotlivé Kkultivary P. sativum odlisné.
U cv. Kudrna¢ doslo k prodlouZzeni hlavniho kofene, u cv. Twinset naopak
Kk jeho zkraceni. V obou pfipadech byl zaznamenan pozitivni vliv donoru NO na
rust lateralnich kotfenti. Po aplikaci lapace NO doslo u obou kultivara ke kraceni
délky hlavniho kofene a byl zaznamenan negativni vliv na rust lateralnich
kotenil.

4) Vliv zvySené koncentrace NO na aktivity studovanych enzymi v disledku
aplikace GSNO do rlstového média se projevil zejména u odolného kultivaru
P.sativum. cv. Twinset.

5) Na zékladé zmén enzymovych aktivit po aplikaci donoru NO (GSNO) do

rastového média lze predpokladat regulaci aktivaci zejména enzymi AMADH
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6)

7)

8)

V kotenové ¢asti a GPX v nadzemni ¢asti kultivaru Twinset. V piipadé APX
ziskané vysledky poukazuji na mozny inhibi¢ni efekt zvySené koncentrace NO
Vv kofeni, ale naopak vyrazny aktivacéni efekt NO na aktivitu APX v apikalni
casti kotfene cv. Twinset.

Slouc¢enina PTIO se v tad¢ studii pouziva jako lapa¢ NO. Reaguje s NO za
vzniku NO;. PTIO vychytava NO radikal a mélo by inhibovat drahy, kde
vystupuje jako signdlni molekula vlastni NO. Z celkového pohledu na RNS to
neni tak jednoznacné, protoze naopak v disledku premény NO na NO; se muze
zvySovat tzv. nitracni reakce.

Zvysena aktivita APX u obou kultivard hrachu setého péstovanych na médiu
s pfidavkem lapace NO PTIO poukazuje na mozny regulacni efekt NO.
Posttranslaéni modifikace S-nitrosylace APX aktivitu obvykle zvySuje naopak
nitrace tyrosinu aktivitu APX snizuje, jak bylo publikovano v Begara-Morales
et al. (2015).

V nasledujici studii je nutné se zaméfit, zda jsou detekované zmény v aktivitach
enzymu ovlivnény posttranslaénimi modifikacemi enzymii (S-nitrosylace nebo

nitrace) nebo napf. zmeénou intenzity exprese odpovidajicich gent.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ABA Kyselina abscisova

ABAL 4-aminobutanal

ABALDH  Aminobutyraldehyddehydrogenasa
ADC Arginindekarboxylasa

AlH Agmatiniminohydrolasa

ALDH Aldehyddehydrogenasa
AMADH Aminoaldehyddehydrogenasa
AO Aminoxidasa

APAL 3-aminopropionaldehyd

APX Askorbatperoxidasa

BADH Betainaldehyddehydrogenasa
BSA Hovézi sérovy albumin

CPA N-karbamoyl-Put-amidohydrolasa
cPTIO Karboxy derivat PTIO

DAO Diaminoxidasy

DAP 1,3-diaminopropan

dcSAM Dekarboxylovany S-adenosylmethionin
ET Ethylen

FAD Flavinadenindinukleotid

GABA Kyselina y-aminomaselna

GPC Glutathionperoxidasa

GPX Guajakolperoxidasa

GR Glutathionreduktasa

GSH Glutathion

GSNO S-nitrosoglutathion

GSNOR S-nitrosoglutathionreduktasa

HR Hypersenzitivni reakce

IAA Kyselina indol-3-octova

JA Kyselina jasmonova

KAD Kadaverin

KAT Katalasa

LDC Lysindekarboxylasa

NOS NO-synthasa

NR Nitratreduktasa

oDC Ornithindekarboxylasa

OXO Oxalatoxidasa

PA Polyaminy

PAO Polyaminoxidasy

POX Peroxidasa

Prx Peroxiredoxin

PTIO 2-fenyl-4,4,5,5-tetramethylimidazolin-1-oxy-3-oxid
PTM Posttranslacni modifikace

PUFA Polynenasycené mastné kyseliny
PUT Putrescin

RNS Reaktivni formy dusiku

ROS Reaktivni formy kysliku

RSNO S-nitrosothioly

SA Kyselina salicylova
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SAM
SAMDC
SNP
SOD
SPD
SPDS
SPM
SPMS
TCA
TGasa
TPQ
tSPM
tSPMS

S-adenosyl-methionin
SAM-dekarboxylasy
Nitroprusid sodny
Superoxiddismutasa
Spermidin
Spermidinsynthasa
Spermin
Sperminsynthasa
Trikarboxylové kyseliny
Transglutaminasa
2,4,5-trihydroxyfenylalanin chinon
Thermospermin
Thermosperminsynthasa
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