Slozeni bunécné stény

Primarni sténa, sekundarni sténa, stfedni lamela

Primarni sténa a stfedni lamela vznika béhem bunécného déleni. Stredni lamela tvori
interface mezi primarnimi sténami bun¢k. Pfi diferenciaci vytvareji burka tzv.
sekundarni sténu, vytvaiejici komplexni strukturu. Obr. 2.3, 2.4 - S1-S3 - sekundarni
stény

Buné¢na sténa je tvofena komplexy polysacharidi, proteinti a aromatickych latek,
které vytvareji strukturu podobnou Zelezobetonu. Nékteré slozky tvoti vldkna, jiné
zase vypli mezi t€émito vldkny. Chemické slozeni a uspotadani jednotlivych
komponent se lis§i v zavislosti na druhu rostliny a typu buriky.

bunécné stény je D-glukosa a jeji epimery D-mannosa a D-galaktosa, které se mohou
vyskytovat ve své oxidované formé, kys. D-glukuronové, D-galakturonové a D-
mannuronové. D-xylosa, pentosa v pyranozni formé&, vznika dekarboxylaci kys. D-
glukuronové. Dalsi pentosou vyskytujici se prevazné v rostlinné fisi je L-arabinosa.
Bunécné stény rostlin obsahuji dale deoxysacharidy, které vznikaji redukci na uhliku
¢.6, a to L-rhamnosu (6-deoxy-L-mannosa) a L-fukosu (6-deoxy-L-galaktosa).

Obrazek struktur 2.9

Tyto sacharidy se vyskytuji v bunééné stén¢ v polymerni formé. Zakladni stavebni
jednotkou polysacharidové slozky je cellobiosa (B-D-glukosyl-(1-4)-D-glukosa), kde
jsou dv¢ glukosové jednotky vazany B-glykosidovou vazbou ptes uhlik ¢.4. Dalsi
alternativou je B-glykosidova vazba ptes uhlik ¢.3. Tento disacharid se nazyva
laminaribiosa (fasa Laminaria?). Monosacharidové jednotky mohou byt vzajemné
vazany prostifednictvim hydroxylovych skupin v riiznych polohach, a to a- nebo [3-
glukosidovou vazbou, takze vznika slozita rozveétvena sit’ polysacharidi.

Obr. 2.10

Zakladni slozky vlaknitych polysacharida

Celulosa je nejhojnéjsim vladknitym polysacharidem. Tvoii 15 - 30% hmotnosti
primérni bunééné stény a jesté vice je obsazena v sekundarni bunééné sténé.
Rigidnost struktury celulosového vlakna, na rozdil od vlakna amylosy (kdy jsou
glukosové jednotky vazané a-1,4-glykosidovymi vazbami) je pfitomnost vodikové
vazby mezi vodikovym atomem na uhliku ¢.3 a kyslikem pyranosniho kruhu
((Obr.2.11) Celulosa existuje ve form¢ mikrofibril (B-jednoducha mikrobfibrila), kde
jsou jednotlivé paralelni fetézce celulosy vazané vodikovymi vazbami. Mikrofibrily
rostlin obsahuji praimérné 36 celulosovych vlaken. Jednotlivé polysacharidové
fetézce, dlouhé 2 - 3 um, obsahuji n¢kolik tisic jednotek a jsou oproti sobé vzajemné
posunuty, takze celkova délka mikrofibily mize dosahovat n¢kolik stovek
mikrometrti.

Dalsim, vzacnéjSim polysacharidem je kalosa., kde jsou jednotlivé molekuly glukosy
vazéany B-1,3-glykosidovou vazbou. Sekundarni struktura kalosy vytvaii dvojitou
nebo trojitou nebo Sroubovici. Kalosa vznikd v buiice rostlin ve specifickych stadiich
vyvoje a je syntetizovana pii napadeni rostliny patogenem.



Dalsim strukturalnim sacharidem rostlin, ktery je vyskytuje pouze u fas jsou tzv.
xylany a mannany?

Matrixové polysacharidy.

Tyto glykany vytvaieji pficné vazby a vypliuji strukturu stény mezi celulosovymi
mikrofibilami, ke kterym se vdzou vodikovymi vazbami. Jejich roli 1ze pfirovnat k
roli betonové slozky v Zelezobetonu. Jsou tvofeny rozvétvenymi heteropolysacharidy.
Diky své vyssi rozpustnosti v alkalickém prosttedi byly diive nazyvany
"hemicelulosa", protoze byly mylné€ pokladany za prekurzory celulosy. Matrixové
slozky propojuji vlaknité polysacharidy a vytvaieji slozitou sit. Hlavnim typem téchto
rozvétvenych matrixovych polysacharidi jsou xyloglukany (XG) a
glukuronoarabinoxylany (GAX). Hlavni kostra téchto polysacharidi je tvofena D-
glukosou vazanou B-1,4-glykosidovymi vazbami. XG tvoii soucast bunécnych stén
vSech dvoudéloznych rostlin a poloviny jednodéloznych. Bunécna sténa
ananasovitych rostlin a palem obsahuje zejména GAX. Linearni fetézce XG jsou v
poloze ¢. 6 modifikovany a-D-xylosou. Nekteré z téchto xylos mohou byt navic
substituovany a-L-arabinosou nebo -D-galaktosou a a-L-fukosou. Substituce
zakladniho linedrniho fetézce XG se u jednotlivych rostlin mize lisit. VétSina
dvoud¢loznych a polovina jednod€loznych obsahuje fukosa-galaktosové substituenty,
avsak napf. lilkovité? rostliny mohou obsahovat navic L-arabinosu.

Obr. Typicka struktura xyloglukanu 2.12

Struktura glukoarabinoxylant je mnohem rozmanitéjsi. Tento polysacharid je v aspon
v malém mnozstvi obsazen v bunécnych sténach vsech krytosemenych rostlin. Poloha
substituce a jeji slozeni kolisa. Jedna se zejména o L-arabinosu a kys. D-
glukuronovou. U commelinoidnich? rostlin, kde je GAX hlavnim matrixovym
polymerem, je substituentem L-arabinosa vazana a-1,3 vazbou. U dvoud¢€loznych

rostlin je L-arabinosa vazana a-1,2 vazbou.

Obr. Typicka struktura glukoarabinoxylanu 2.12 CD

Ttetim nejhojnéjSim polysacharidem propojujici fibrilarni polysacharidy jsou 1,4-1,3-
glukany. Tento polysacharid najdeme u obilnin a trav. Jejich kostra je tvotfena z
cellotriosy a cellotetraosy, které jsou vzajemné propojeny [-1,3-glykosidovou
vazbou. Dlouhé¢ fetézce tohoto polysacharidu jsou vzajemné propojeny
oligosacharidem slozenym z 3-1,4 glukosy.

Obr. 2.14

Vsechny krytosemenné rostliny obsahuji v malém mnozstvi dalsi polysacharidy
propojujici mikrofibirily. Jsou to linearni polysacharidy, obsahujici na rozdil od
celulosy B-1,4-D-mannosu (mannany), kterd mizZe byt substituovana v poloze 6 o-D-
galaktosou (galaktomannany), anebo B-1,4-glukosu s D-mannosou (glukomannany).

Obr. 2.15

Pektiny

Pektiny jsou smés rozvétvenych heteropolysacharidi obsahujicich zejména kys. D-
galakturonovou, kterd byva velmi Casto esterifikovana methanolem. Z bunéénych stén
se snadno extrahuji Ca2+ chelatory, jako je oxalat amonny, EDTA nebo EGTA. Diky



pfitomnosti naboje hraji v bunécné sténé roli nejen strukturni, ale ovlivituji porozitu
stény, diky zapornému néboji ovliviiuji iontovou rovnovahu, reguluji adhezi bun¢k ke
sttedni lamele. Podileji se na rozpoznani pfitomnosti patogent ¢i symbiotickych
organismu. Existuji dva zakladni typy pektint. prvni z nich je homopolysacharid -
homogalakturonan, druhy typ je heteropolysacharid: rhamnogalakturonan.

Obr. Struktura homogalakturoinanu a rhamnoigalakturonanu.

Zakladni kostra homogalakturonanu je polymer sloZzeny z a-1,4-D-galakturonové
kyseliny (az 200 jednotek). Tato mize byt substituovana xylosou.Zakladni kostra
rhamnogalakturonanu I je sloZzena z opakujicich se disacharidovych jednotek a-1,2-L-
rhamnosa-a-1,4 D-kys. galakturonova.

Existuji dva zakladni typy modifikovaného homogalakturonanu. Prvni z nich je
zakladni kostra lehce modifikovana xylosou v poloze 3 (xylogalakturonan). Druhy typ
homogalakturonanu je vysoce rozvétveny polysacharid, kdy je zadkladni kostra
substituovand Sirokym spektrem méné béznych modifikovanych monosacharidi, jako
je apiosa, kys. acerova, 2-O-methylfukosa a dalSich. Nazev tohoto
homogalakturonanu je rhamnogalakturonan II, coZ je poné¢kud matouci s ohledem na
nazev rhamnogalakturonanu I. Navzdory nizkému obsahu u kvetoucich rostlin
napovida tato vysoce konzervovana struktura o velmi dilezité, doposud neobjasnéné
funkci téchto pektinti v bunééné sténe.

Struktura heteropolysacharidu rhamnogalakturonanu I je rovnéZ slozita. Zakladni
heteropolysacharidova kostra mize byt substituovana vétSinou neutralnimi sacharidy,
jako jsou arabinany, galaktany a arabinogalaktany, které jsou pfipojeny ke rhamnose
v poloze 4. Zhruba polovina rhamnosovych zbytk je takto modifikovana bo¢nimi
fetézci, tento pomér vSak znaéné kolisa v zavislosti na typu buiiky a jejich
fyziologickém stavu.

Pektiny hraji vyznamnou roli v potravinarském primyslu. Pti extrakci z rostlinnych
plodl vytvéareji diky svému zapornému naboji ve vod¢ koloidni roztoky. Jejich
pieména na formu gelu se docili okyselenim (odstranéni zdporného naboje) a
snizenou hydrataci odstranénim solvata¢niho obalu ptidavkem cukru. Z toho divodu
se pii vareni dzemt ptidava kys. citronova a cukr (konzervacni ucinky cukru navic).
Bohatéd methylace kys. galakturonové je pficinou pfitomnosti vy$siho obsahu
methanolu pfi vyrobé ovocnych vin. Polyuronaty vyrabéné z tas jsou Siroce
pouzivany v potravinaiském primyslu jako stabilni gely (alginaty a....) pfi vyrobé
jogurti a krémd.

Alginaty jsou polymery slozené z kys. D-mannuronové (3-1,4) + L-guluronové a-
14. ...

Strukturni proteiny bunécné stény

[ kdyz je bunécna sténa tvofena pievazné polysacharidy, obsahuje malé mnozZstvi
strukturalnich proteint. Jsou to glykoproteiny bohaté na hydroxyprolin (HRGP -
hydroxyprolin-rich-glykoproteins), proteiny bohaté na prolin - (PRP: prolin-rich-
proteins) a proteiny bohaté na glycin (GRP: glycin-rich-proteins). Vysoky obsah
téchto méné obvyklych aminokyselin napovida o jejich zvlastni sekundéarni a terciarni
struktute. Jejich obsah v butice zavisi na druhu rostliny a typu buriky. Protoze se
vyskytuji mimo buriky, jsou syntetizovany na ribosomech na hrubém



endoplasmatickém retikulu s pfisluSnou signalni sekvenci, kterd je predurcuje pro
sekreci mimo bunku.

Nejlépe prostudovanym HRGP je extensin, slozeny z opakujicich se sekvenci Ser-
(Hyp)4 a Tyr-Lys-Tyr. Diky opakujici se hydroxyprolinové sekvenci ma tento protein
ty¢inkovitou molekulu typu "polyprolin II". Extensin mlize byt v rizné mife
glykosylovan. Na obrazku je uvedena struktura extensinu z rajcete.

Druhy typ proteinu, PRP, mé pravdépodobné obdobnou sekundérni strukturu jako
HRGP. Na obrazku je uvedena struktura PRP ze s0ji.

Na druhé strané¢ GRP obsahuje aZ 70% glycinu a mé pravdépodobné strukturu f3-
skladaného listu.

Obr. 2.18

Tyto proteiny bunécné stény jsou kovalentné vazany do bunécné stény a je tudiz
obtizné je odtud extrahovat.

Poslednim typem proteinu bunécéné stény je proteoglykan - arabinogalaktanovy
protein (AGP), obsahujici az 90% sacharidi. Vyskytuje se nejen v bunécné sténé, ale
také v plasmatické membrané a Golgiho aparatu, coz je pravdépodobné misto
glykosidace, ktera zahrnuje pfipojeni bohaté rozvétvené sité galaktanii a pfipojeni
arabinosy. AGP je Casto vazan ve sténé pies tzv. GPI kotvu
(glykosylfosfatidylinositolovou kotvu) k ceramidové zbytku , ze které se miize uvolnit
prostfednictvim fosfolipasy? a slouzit jako signdlni molekula (viz...)

Obrazek: struktura HRGP, PRP, GRP, AGP 2.18, 2.20

Aromatické latky neligninového typu

Primarni st€éna commelinoidnich adl a dalSich rostlin fadu? Chenopodiacea (Spenat,
cukrova fepa) obsahuje velké mnozstvi derivati kys. hydroxyskoticové, kys. ferulové
a p-kumarové. Tyto latky jsou kovalentné vazany esterovou vazbou do polohy O-5
nékolika jednotek arabinosy v matrixovém glukuronoarabinoxylanu.

Struktura primarni bunééné stény

Bunécéna sténa je tvotena ze dvou az tii strukturné nezavislych komponent, které svou
vzajemnou interakci vytvareji slozitou sit’. Zakladni struktura je tvofena
mikrofibrilami celulosy, vzdjemné propojenymi rozvétvenymi glykany. Tato sit’ je
zanotena do druhé sité matrixovych pektinovych polysacharidu.. Tieti nezavisla sit’ je
tvofena strukturdlnimi proteiny nebo fenylpropanoidy ligninového typu.

Stény bunék krytosemennych rostlin maji dva zékladni typy architektury.

Sténa typu |

Vétsina dvoudéloznych a nekomeloidni jednodélozné rostliny obsahuji ve své sténé
zhruba stejné mnozstvi celulosy a xyloglukanu (stény typu I). Xyloglukany obklopuji
celulosové mikrofibrily a vzajemné je mezi sebou vazou. Tato sit’ je zanofena do
matrix tvoiené pektiny, zejména homogalakturonany (HGA). Tento pektin je
pfitomny ve vysoce methylované podobé¢ a Stépeni esterové vazby je katalyzované
pektin methylesterasou. Vznikajici zaporné ndboje pak vazou véapenaté ionty. Kazdy
véapenaty iont vaze dva protilehlé fetézce pektinu za vniku pficnych vazeb. Tato



porézni struktura je doplnéna fetézci rhamnogalakturonanu I. Nékteré z molekul
rhamnogalakturoananu a homogalakturonanu jsou vazany esterovymi vazbami k
dal$im polymertim bunécné stény. Tyto vazba lze pterusit pouze enzymove. Nékteré
typy bunécnych stén typu I obsahuji vétsi mnozstvi proteinti, zejména bazickych,
které interaguji s kyselymi skupinami pektinové sité.

Stény typu II, které nachazime u jednodé¢loznych rostlin comelinoidnich, obsahuji
celulosové mikrofibrily , av§ak hlavnim hemicelulosovych polysacharidem je
pievazné glukuronoarabinoxylan. Tento typ stény obsahuje pouze malé mnozstvi
pektinu. Zaporné naboje ovliviiujici porositu stény jsou zajistovany molekulami kys.
D-glukuronové glukuronoarabinoxylanu. Ve srovnani s dvoudéloznymi rostlinami a
zbytkem jednodéloznych obsahuje tato sténa malo strukturnich proteind, avSak na
druhé¢ stran¢ je schopna akumulovat vétsi mnozstvi fenylpropanoidnich latek, zejména
ve fazi konceni ristu.

Obrazek: Sténa typu I a Il obr. 2.23

Syntéza bunécné stény a polysacharidli

Celulosova slozka bunécné stény je syntetizovana na plasmatické membrané. Enzym
katalysujici tuto reakci je celulosa synthasa, substratem reakce jde UDP-glukosa, kdy
se celulosové zbytky postupné piipojuji na neredukujici konec templatu.
Necelulosové polysacharidy jsou syntetizovany v Golgiho aparatu a hrubém
endoplasmatickém retiskulu. Golgiho aparat je mistem pro syntézu, zpracovani a
cilené smérovani glykoproteind. Zde také probiha cilend konverze UDP-glukosy na
ostatni sacharidy. Enzymy, které tyto reakce katalyzuji (epimerasy, dehydratasy) jsou
zfejm¢ membranoveé vazané v komplexu ER-Golgiho aparatu. UDP-D-xylosa a UDP-
L-arabinosa vznikaji z UDP-D-glukuronatu. D-galaktosa vznika z D-glukossy
epimeraci.

Syntézu necelulosovych polysacharidli byla demonstrovana in vitro za pouziti smési
vesikll plasmatické membrany, Golgiho aparatu a endoplasmatického retikula. Za
pouziti substratu UDP-glukosa vznika jako hlavni produkt B-1,3-glukan, coZ je
kalosa. Predpoklada se, ze kalosa je hlavni produkt polymerizace pti poSkozeni
celulosa synthasy. Reakce je aktivovdna vapenatymi ionty. Opakujici se sekvence
zékladniho fetézce necelulosovych polysacharida jsou vytvareny koordinovanymi
transglykosidacnimi reakcemi.

Celulosa a kalosa jsou syntetizovany na vné&jsi stran¢ plasmatické membrany. Tato
reakce je katalyzovana multimernimi enzymy, které nachazime pfimo na rostoucim
konci celulosovych mikrofibril. Tyto mikrofibrily se tedy seskupuji na vnéjSim
povrchu buniky ptimo. Ackoli je této reakce znama jiz dlouho, pokusy o izolaci
enzymu selhavaji, protoze aktivita enzymu pii purifikaci velmi rychle mizi. Substrat
reakce, UDP-glukosa, vznika ze sacharosy a UDP enzymem sacharosa synthasou
(obracena reakce, nez je syntéza sacharosy).

Riist buiiky je spojen s extenzivnimi zmény hmotnosti a sloZzeni buné¢né stény.
Béhem expanze nebo prodluzovani buniky se musi architektura st€ény ménit a
inkorporovat novy material. Silou, kterd zajiSt'uje expanzi buriky je turgor fizeny
osmotickym potencidlem. Toto uvoliiovani bunécné stény je fizenym procesem, kdy
dochazi k oddélovani mikrofibril, a ukladani nové syntetizovaného polymeru.
Mechanismus, kterym se tyto procesy zajistuji a koordinuji jsou doposud spise
pfedmétem hypotéz. Vlivem osmotického potencidlu cytosolu a turgoru dochéazi k



postupnému oddélovani mikrofibril a prodluzovani délky glykani vytvatejicich
piicné vazby.

Obr. 2.36

Mechanismus tc¢inku auxinu (zptsobujiciho prodluzovéani bun€k) na strukturu
bunécné stény je dlouhou dobu predmétem dohadii a hypotéz. Je prokazano, ze vazba
auxinu na plasmatickou membranu zptisobuje stimulaci aktivity H-ATPasy a tudiz i
okyselovani vnéjsiho povrchu, tj.bunécné stény. Prepoklada se, ze snizeni pH ma za
nasledek aktivaci hydroldz obsazenych ve sténé a tudiz uvoliiovani pticnych vazeb
mezi celulosovymi mikrofilbrilami. Proti této hypotéze ptsobi fakt, Ze nebyly
nalezeny hydrolazy, které by katalyzovaly hydrolytické reakce prevazné pti pH 5. V
soucasnosti existuji dva kandidati z fady enzymt, které by mohly byt zodpovédné za
uvoliovani struktury bunécné stény. Prvnim z nich je enzym provadéjici
transglykosylaci xyloglukanu (XyG), kdy se glukosidova vazba $tépi a pfipojuje se k
jinému neredukujicimu konci xyloglukanového fetézce. Jedna se o enzym s pomérné
slozitym nazvem xyloglukanendotransglykosidasa (XET). Druhy enzym, ktery se
nazyva expansin (neplést s bilkovinou extensinem) katalyzuje prodluzovani bunécné
stény, a to bez detegovatelnych hydrolytickych a transglykosidacnich aktivit. Je to
jediny enzym, u kterého byla prokazana aktivita in vitro. Katalyzuje pravdépodobné
preruSeni vodikovych vazeb mezi celulosou a glykany ptficnych vazeb. Expansiny se
vyskytuji ve vSech rostlinnych pletivech.

Syntéza sekundarni bunécné stény

Primérni sténa je struktura, kterd se podili na ireverzibilni expanzi bunky.
Diferenciace buriky je spojena s tvorbou sekundarni stény. Jakmile se rast bunky
zastavi, jeji sténa se ustavi do konecné podoby vytvafenim pti¢nych vazeb.
Sekundarni sténa je slozena pievazné z celulosy, mtize vSak obsahovat dalsi
necelulosové polysacharidy, bilkoviny a aromatické latky (lignin). Jeji sloZeni zavisi
na druhu rostliny, typu buiky a jeji vyvojové etape. Epidermalni buiikky obsahuji
zna¢né mnozstvi suberinu a kutinu, které maji za ukol branit ztratdm vodu a
predstavuji bariéru proti priniku patogenti. Kutin je trojrozmérny polymer
polyhydroxylovanych a epoxidovanych mastnych kyselin C16, C18, vazanych
vzajemné esterovymi vazbami. Vznika tak relativné rigidni hydrofobni sit’. Nekteré
patogeny vylucuji kutinasy, které dokazou tento polymer hydrolyzovat. Tato struktura
je pak pokryta kutikularnim vosky, které brani odpatovani vody. Epidermalni bunky
kotfene obsahuji obdobny polymer zvany suberin Suberin obsahuje mastné kyseliny s
feté¢zcem delsim nez je C18, mastné alkoholy, dikarboxylové kyseliny a fenolické
latky (napf. kys. kumarovou). Tato vrstva, na rozdil od kutinu, ma spiSe hydrofobni
charakter.

Struktura a funkce ligninu

Lignin je po celulose nejhojnéjsi ptirodni latkou. Trojrozmérny polymer lignin se
vyskytuje takika vyluéné v sekundarni bunééné sténé. Je to komplex aromatickych
latek zvanych fenylpropanoidy. Jedna se zejména o alkoholy odvozené od kys. p-
hydroxyskoticové (p-kumaryl, koniferyl- a sinapyl-alkohol). Tyto aromatické
alkoholy vznikaji, obdobné jako dalsi fenolické latky, z aminokyseliny L-fenylalaninu
deaminaci katalyzovanou enzymem fenylalaninamoniaklysasou (PAL) za vzniku kys.
skoficové a p-kumarové. Hydroxylace jsou provadény pfevazné prostiednictvim
cytochromu P450 a NADPH. Vznik methoxyskupiny je katalyovan enzymem O-



methyltransferasou, ktery vyuziva S-adenosylmethionin jako kofaktor. Redukce
prislusné kyseliny pies aldehyd na alkohol probiha pies acyl-KoA, zdrojem
reduk¢énich ekvivalentt je NADPH.

Obr. Syntéza monolignoll z L-fenylalaninu
24.49a, 24.49b
24.52

Krytosemenné rostliny obsahuji lignin kde se vyskytuje pievazné koniferylalkohol a
sinapyl alkohol, zatimco nahosemenné rostliny pfevazné koniferylalkohol a malé
mnozstvi kumarylalkoholu. Tvorba a mechanismus syntézy ligninu je dodnes
pfedmétem spekulaci. Jisté je, ze se jednd a vice mén¢ spontdnni proces probihajici
radikalovou polymeraci. Inicia¢ni radikal vznika pravdépodobné enzymovou reakei.
Nejpravdépodobnéjsimi enzymy jsou peroxidasa (H202) nebo lakasa (enzym
oxidujici fenolické latky, substratem je kyslik). Vznikly radikal pak rozbéhne
polymeracni reakci , za vzniku C-C vazeb mezi alifatickymi anebo aromatickymi
uhliky nebo vazeb C-O. Tento proces probiha na rozdil od iniciace neenzymove.

Obrazek: Schéma polymerace ligninu 24.58
Obr. Struktura ligninu - folie

Tento proces lignofikace 1ze demonstrovat in vitro. Vznikaji tak polymery slozenim
obdobné ptirodnimu ligninu. Pfirodni polymer ligninu se vS§ak od tohoto ligninu lisi
zastoupenim jednotlivych typtli vazeb a velikosti makromolekuly. To znamena, ze v
buiice existuje urcity regulaéni mechanismus, ktery piedurcuje, které¢ vazby mezi
jednotkami jsou preferovany. Je mozné Ze tato polymerace probiha na proteinové
matrici. Pfed procesem lignofikace probihaji v buiice nevratné zmény, které vedou k
bunécné smrti a tvorbé vodivych pletiv a podplrnych struktur. Na pocatku biosyntézy
jsou aromatické alkoholy transportovany z cytosolu do bunééné stény. Biosyntéza
ligninu zacina ve specifickych mistech, jako je stfedni lamela nebo roh bunky.
Radioaktivni znaceni prokézalo, Ze jednotlivé monomery jsou ukladany fizené v
urcitém poméru. Syntéza ligninu je spojena se sekreci specifickych proteinti (zejména
prolich-rich proteiny) z Golgiho aparatu a jejich ukladanim v bunécné sténé. Je tedy
mozné, ze ligninovy polymer vznika na zéklad¢ bilkovinného templatu.

Struktura a funkce plasmatické membrany

Plasmatickd membrana tvoii aktivni funk¢ni bariéru mezi burikou a vnéj$im
prostfedim. Kontroluje transport latek ven a dovnitt buiiky a prostfednictvim
specifickych receptorti prenasi signaly z vnéjsiho prostiedi, tcastni se syntézy
komponent bunécné stény. Na rozdil od zivocisné buniky neni kazdé z rostlinnych
bunck oddelena od okoli separatni plasmatickou membranou. Buiiky mezi sebou
komunikuji prostfednictvim tzv. plasmodesmat, coz jsou otvory v bunééné sténé
(komunikace u zivoc¢isnych bun¢k mezi sebou je zajisténa prosttednictvim
proteinovych kanalt zvanych "gap junction").

Fig. 1.12



Dal8im podstatnym rozdilem oproti zivo€i$né burice je pfitomnost turgoru diky
rozdilnému osmotickému potencialu vnéj§iho prostiedi a buiiky. Zivo&i§né buiiky
existuji za isoosmotickych podminek vzhledem ke svému okoli.

SloZeni plasmatické membrany rostlinnych bunék je velmi podobné jako u bunék
zivociSnych, ovSem s n€kolika rozdily. Zatimco u Zivoc¢isnych buné¢k je hlavnim
sterolem cholesterol, u rostlinnych bunék je to skupina sterolt s ponékud odlisSnym
bo¢nim fetézcem: stigmasterol, sitosterol a kampesterol (viz vzorce).

Fig. 1.4

Membrana rostlin obsahuje pon¢kud vyssi procento glykosylovanych a
esterifikovanych sterolii. Zcela chybi sfingomyeliny, diilezita slozka zivoc¢iSnych
plasmatickych membran. Fosfolipidy rostlinnych bun¢k obsahuji kys. palmitovou,
linolovou a linolenovou, zatimco u zivo¢iSnych bun¢k kys. palmitovou, olejovou,
stearovou a arachidonovou.

Plasmaticka membrana obsahuje fadu proteinii. Jsou to jednak proteiny funk¢ni (jako
jsou enzymy celuloso synthasa a kalosa synthasa, membranové receptory, Dalsi
skupinou membréanovych bilkovin je AGP, vysoce glykosylovana bilkovina typu
proteoglykanu. Typické AGP jsou ukotveny do membrany pomoci tzv. GPI kotvy.

Obr. 1.10

Plasmatickd membrana je hlavnim mistem kontrolujicim aktivni transport do
rostlinné buniky. Hlavnim motorem tohoto procesu je plasmaticka H-ATPasa, ktera
okyseluje vnéjsi prostiedi a vytvarii transmembranovy potencial pozitivni vné.
Elektrochemicky potencial (to je jeho elektricka a koncentracni slozka) jsou pak
vyuzivany k sekundarnimu transportu dalSich latek.

Obr. 3.1.
Membranovy transport
Membranovy transport u rostlin zahrnuje nésledujici procesy

- Pfitomnost pevné stény umoziiuje u rostlin generovat znacny turgor. Tento turgor,
zajistovany vysokym osmotickym potencial je zajistén akumulaci soli, zejména
KCL

- Cerpani zivin, jako je amoniak, nitraty, fosfaty a sirany, véetn¢ stopovych prvki

- distribuce metabolitl: sacharosa a aminokyseliny vytvaiené v autotrofnich ¢astech
rostliny jsou distribuovany floemem

- kompartmentalizace metabolitii zvySuje metabolickou efektivnost. Napiiklad v
mitochondriich na rozdil od cytosolu je vysoka hladina ATP oproti ADP a NADH
oproti NAD. Existuje specificky transportni systém provadéjici export ATP a
NAD z mitochondrii.

- premény energie probihaji v membran¢ mitochondrii a chloroplastt

- prenos signalu: od membrany do cytosolu a jadra bunky zprostfedkovany latkami
typu druhého posla

Transportni systémy, které pienédseji ionty nebo nenabité latky z jedné strany
membrany na druhou na ucet energie (hydrolyzy ATP) za vniku elektrochemického
potencidlu se nazyvaji pumpy. Transportni systémy, které propojuji transport jedné
latky po koncentra¢nim spadu s transportem jin¢ latky proti koncentraénimu gradientu



se nazyvaji pfenasece (symport nebo antiport). Dal$im typem membranového
transportu jsou kanaly, které svym otevienim zajist'uji transport iontli po sméru
koncentra¢niho gradientu.

H+-ATPasa plasmatické membrany

Plasmaticka H+-ATPasa se podstatné 1isi od multimerni ATP syntasy typu F
mitochondrii a chloroplasti, a to jak po strance evolucni, tak strukturni. Do skupiny
téchto ATPas, typu P, patii dal§i enzymy, jako je Na+/K+ ATPasa, Ca2+-ATPasa,
H+/K+ ATPasa, atd. V ptipadé plasmatické H+-ATPasy se jedna o monomer o mol.
hmotnosti zhruba 100 kDa. Energie hydrolyzy ATP je vyuzivana k transportu H+ z
jedné strany membrany na druhou.

Obr. 3.6,

Jeji role je nasledujici:

1) Tento enzym generuje protonmotivni silu vyuzivanou dalSimi mechanismy
sekundarniho transportu

2) Reguluje acidobazickou rovnovahu cytosolu, ktera se pohybuje v oblasti pH 7.3 -
7.5. pH optimum ATPasy se nachdzi v oblasti pH 6.6. Pokud poklesne pH cytosolu
vlivem dalSich metabolickych procesti na 6.6, zvySena aktivita enzymu zajisti
efektivni Cerpani H+ do extracelularniho prostoru

3) Aktivita H+-ATPasy je regulovana auxinem a elicitory vyvolavajicimi obrannou
reakci rostlin. Vazba auxinu na piislusny receptor ma za nasledek aktivaci enzymu a
acidifikaci apoplastu.

Reakéni mechanismus:

H+-ATPasa pumpuje jeden iont H+ pti hydrolyze 1 molekuly ATP. Béhem této
hydrolyzy je y-fosfat pochéazejici z ATP kovalentné vazan na aspartatovy zbytek
enzymu vytvarejice takto acyl-fostat, makroergicky intermediat. Hydrolyza této vazby
poskytuje energii pro transport protonu z jedné strany membrana na druhou

Obr. 3.5

Toto je zasadni rozdil oproti F-ATPase mitochondrialniho a plastidového typu, kdy
pii syntéze ATP makroergicky intermediat nevnika.VSechny ATPasy typu P jsou
inhibovany vanadatem (H,VOy), ktery blokuje vazbu fosfatu na enzym.

H+-ATPasa je u Arabidopsis kodovana multigenni rodinou, kde bylo identifikovano
nejméné 10 genti (AHA1 - 10), z nichz kazdy koduje jeden isoenzym ATPasy. Bylo
prokdzéano, ze exprese jednotlivych isoforem je pletivové specificka. Tyto isoenzymy
mohou mit rozdilné biochemické vlastnosti, jako je rozdilna velikost Michaelisovy
konstanty, rozdilna citlivost k vanadatu, apod.

Na obrazku je ukazana struktura H+-ATPasy. Enzym obsahuje 10
transmembranovych domén. Siroka hydrofilni oblast mezi doménou 4 a 5 obsahuje
vazebné misto pro ATP a aspartatovy zbytek (D), ktery je fosforylovan. Tato oblast je
vysoce konzervovana u mnoha protonovych pump. Vazebné misto pro H+ lezi
pravdépodobné mezi doménou 6 az 10. Karboxylovy konec proteinu obsahuje
autoinhibic¢ni doménu, kterd se zdsadnim zptsobem podili na regulaci enzymu. Jeji
odstranéni, napf. tryptickym $tépenim nebo genetickou modifikaci, zna¢né zvysuje
aktivitu enzymu. Aktivita enzymu se dale zvySuje ptidavkem fusicoccinu, toxinu
produkovaného houbou Fusicoccum amygdali. (Obr. 3.8) Tento toxin se vaze na
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specificky receptor mimo ATPasu, coz je signalni protein 14-3-3 typu.. Tyto proteiny
jsou typické tim, Ze se jako dimery vazZou na cilovy protein o definované konsensus
sekvenci, kterd zahrnuje fosforylaci serinového zbytku (lisi se od fosforylace
aspartatu v misté D!). Schéma regulace H+-APTasy pomoci proteinti 14-3-3 a
regulaci C konce je ukdzano na obrazku.

Obr. 3.9.

Enzym je aktivovan vazbou proteinti 14-3-3 typu, ktera je usnadiiovana jednak
fosforylaci serinu anebo fusiccocinem, ktery se vaze jak na protein, tak na enzym.

H+-pumpy vakuoly

Membrana vakuoly, tzv.tonoplastu obsahuje dalsi ATPasu, kterd katalyzuje
identickou reakci jako H+-ATPasa plasmatickd. Energie hydrolyzy ATP je vyuzivana
k transportu protonti do vakuoly. Tim se udrzuje velmi nizké pH vakuoly, 5.5, oproti
cytosolu. Tato H+ATPasa je V-typu, je podobn¢jsi F-ATPase mitochondridlni, avSak
pracuje zasadné ve sméru hydrolyzy ATP. Podobny typ ATPasy najdeme
pravdépodobné v endoplasmatickém retikulu a Golgiho aparatu. Stechiometrie
pfenosu je 2 protony na 1 molekulu ATP. Po strance struktury ma tato ATPasa
multimerni V1 jednotku obsahujici vazebné misto pro ATP a membranovy sektor Vo
zajiStujici transport H+ pfes membranu.Existuje urcitd homologie mezi
podjednotkami F1 a V1 a dale Vo a Fo, pfi srovnani F-ATPasy a V-.ATPasy. Zda se
vsak, ze H+-ATPasy V typu maji mnohem komplexnéjsi strukturu nez F-ATPasy.

Obr. 3.11 - V-ATPasa kvasinek

V-ATPasy jsou velmi siln€ a specificky inhibovany antibiotikem bafilomycinem
3.12), kter¢ je produkovano Streptomyces a interaguje se sektorem Vo.

Membrana vakuoly obsahuje dalsi unikatni H+-pumpu, a to H+-difosfatasu (H+-
PPasu). Tento systém provadi transport protonti na ucet hydrolyzy anorganického
difosfatu, ktery se nachazi v cytosolu v mikromolarnich mnoZstvich. Jedna se o
jednoduchou bilkovinu o mol. hmotnosti 80 kDa. Tato molekula obsahuje 16
transmembranovych domén. Funkéni jednotka H+-PPasy je ziejmé homodimer 160
kDa. Enzym je siln¢ inhibovan Ca2+. Dtuvod pfitomnosti dvou H+ pump v membrané
vakuoly neni zndm. Zd4 se pravdépodobné, ze H+-PPasa se uplatiiuje zejména v
nezralych pletivech, zatimco H+-ATPasa ve zralych ¢astech rostliny.

Transport vapniku

Transport vapniku proti sméru koncentraéniho gradientu je zajistovan Ca*"-ATPasou,
coz je ATPasa P typu. Obdobny enzym najdeme kromé plasmatické membrany také v
endoplasmatickém retikulu, vakuoldrni membrané a vnéj$i membran¢ chloroplasti.
Enzym Cerpa vapenaté ionty ven z cytosolu, takze jejich koncentrace je udrzovana na
hladin¢ zhruba 0.2 uM. Tato nizké koncentrace je velmi dilezita, protoze vapnik hraje
v burice roli druhého posla. Ackoli vSechny tyto ATPasy katalyzuji identickou reakci,
jejich struktura je variabilni. Nejlépe jsou tyto enzymy charakterizovanu u zivocichu.
Enzym z plasmatické membrany (PM) zivocichii ma mol.hmotnost 130 kDa a
obsahuje regula¢ni doménu na C-konci vazajici kalmodulin. Enzym z
endoplasmatického retikula (ER) neobsahuje kalmodulinovou doménu a jeho
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hmotnost je 110 kDa. U rostlin je situace méné piehledna. Enzym ER byl lokalizovan
v endoplasmatickém retikulu rostlin. Enzym PM typu byl lokalizovan v membrané
chloroplastii a ve vakuole. Existence PM-typu v plasmatické membran¢ nebyla zatim
prokédzéna. Vakuolarni enzym je regulovan kalmodulinem, ktery se vaze na rozdil od
zivociSného enzymu na N-konec. Transport vapniku je silné energeticky naroc¢ny,
protoze rozdil koncentraci vapniku na jedné a druhé stran¢ membrany dosahuje
nékolik adi a navic se odehrava proti kladnému potenciélu (elektrochemicky
potencial vapniku az -60 kJ/mol). Z toho diivodu miize byt energie hydrolyzy ATP
nedostatecna (-50 kJ/mol). V tomto piipad¢€ se uplatiiuje specificky pienasec, ktery
provadi vyménu Ca®"/H".

Dalsi dilezité systémy, které se podileji na transportu vapniku jsou vapenaté kanaly.
Hladina vapniku v cytosolu je udrzovana na velmi nizké hodnoté (0.1 uM). Tato
koncentrace je udrzovana pumpami a prenaseci. Tyto kandly jsou lokalizovéna takijka
na vSech membranach organel, jako je plasmatickd membrana, vakuola,
endoplasmatické retikulum, jadro, chloroplasty, atd. Hladina vapniku v cytosolu
predstavuje vyznamny regulacni prvek a vapnik zde hraje roli druhého posla, ktery se
nachdzi na poc¢atku kaskad ptenosu signdlii v bunice, kde jsou zahrnuty nejen vépenaté
kanaly, ale také bilkovina kalmodulin, proteinkinasy, fosfolipasy, atd. Vapenaté
kanaly, tak jako ostatni kanaly jsou fizeny bud’ napé&tim nebo ligandy. Jejich
selektivita je vétSinou dosti Sirokd, propoustéji dalsi ionty, jako je draslik, sodik, H+,
atd. Selektivita viici K+ se pohybuje v rozsahu 2:1 az 20:1. Kanaly ovladané
polarizaci membrany se mohou otevirat pti depolarizaci a nebo naopak pfi
hyperpolarizaci membrany.

Membrany organel (zejména vakuoly a ER) maji minimaln¢€ 4 zakladni typy
vapenatych kanala. Dva z téchto kanald se nachdzeji na membrané vakuoly a jsou
aktivovany ligandy: inositol-1,4,5-trisfosfatem (IP3) a c-ADP-ribosou (cADPR). Tyto
dva kandly se velmi podobaji svym protéjSkim, které nachdzime v membranach ER
zivocisnych bunék. (cADPR kanal je ovladan, tzv. ryanodinovym receptorem).
Selektivita téchto ligandovych kanala oproti drasliku je dosti vysokd. Kanaly ER
zivocisSnych bunék jsou vSak na rozdil od kanalii vakuol fizeny dal§im ligandem, coz
je cytosolovy vapnik samotny. Vzriist koncentrace vapniku v cytosolu vyvola
otevieni vapenatych kanalu ER, vytok vapniku z této organely a zesileni signalu (tzv.
calcium induced calcium release: CICR). U rostlin je tento efekt vyvolan spise
otevienim depolarizaci aktivovaného Ca2+, ktery je vSak navic siln¢ aktivovana
komplexem Ca2-+-kalmodulin..

Obrazek: 3.44 + CICR u rostlin

Transport draselnych ionti

mnoho desetileti, znalosti o tomto systému byly dlouho netplné. Cytosolova
koncentrace drasliku dosahuje 80 az 200 mM, transport draselnych iontt se tudiz
odehrava proti silného koncentra¢nimu spadu. Nejlépe prostudovéan je transport
draselnych iont do bun¢k kotene. Fyziologické studie svéd¢i o dvou systémech
transportu draselnych iontd: nizkoafinitnim a vysokoafinitnim. Cerpani draliku
kotenovymi buitkami bylo dlouho spojovano s vytokem protond, to znamena, Ze se
predpokladala existence antiportu K+/H+. Studia vysokoafinitniho transportu v
Arabidopsis vsak prokazala, ze draslik je ¢erpan v symportu H+-K+, a to pfi
stechiometrii 1:1. Tato funkce predpokladé roli H+-ATPasy, ktera vytvari nutny
elektrochemicky potencial protoni. Draselny pfenaSec¢ tudiz vyuziva gradient protonti
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vytvateny ATPasou a jeho ¢innosti se pfendsi 2 naboje na jeden iont drasliku.
Nizkoafinitni tranportni systémy drasliku obsahuji komponenty draselnych kanali.
Tyto kandly jsou dvojiho typu. Prvni typ, zvany "inward-rectifying" se otviraji pfi
hyperpolarizaci membrany a jejich otevieni zplisobi prinik draselnych iontti dovnitf,
tudiz Cerpani drasliku do buniky. Druhy typ kanalu, "outward-rectifying" se otviraji pfi
depolarizaci membrany: jejich otevienim se transportuji draselné buiiky ven z
membrany. Jejich role je tedy spiSe opacnd. Draselné ionty jsou vyuzivany ke zvyseni
(obnoveni) membranového potencidlu, snizovani osmotického potencialu bunky
vytokem drasliku, apod. Oba tyto typy kanald jsou inhibovany tetracthylamoniem.
Tyto kanaly vSak mohou byt regulovany nejen velikosti potencialu, ale také ligandy.
Naptiklad outward-rectifying kandly bunék praduchii jsou aktivovany malym
vzrastem pH vyvolanym kys. abscisovou. Inward-rectifying kanaly jsou modulovany
G-proteiny a jsou inhibovany cytosolovym vépnikem a regulovany defosforylaci
vyvolanou proteinfosfatasou.

Struktura K+ "inward-rectifying" kanalii je dobfe znama. Patii do super-rodiny tzv.
shaker kanalt, kam patii K+, Ca2+ a Na+ kanaly ovladané potencidlem. Na obrazku
je zndzornéna struktura K+-kanalu AKT1. Obsahuje 6 transmembranovych domén.
Ctvrty helix, zvany S4, obsahuje velké mnozstvi kladnych nabojt (Lys , Arg). Tato
oblast vytvafi tzv. voltaZovy senzor, ktery se Gcastni otvirani kanalu vlivem napéti
tak, Ze se vysune z membrany, coz zpusobi otevieni brany v P-oblasti.. Tento kanal
funguje jako tetramer, oblast pdru je lokalizovana mezi paty a Sesty helix kazdé z
podjednotek.

Obrazek 3.34, 3.36

Na druhé strané, outward-rectifying K+-kanal (KCO1) patii do skupiny
dvouporovych kanall, protoze kazda jednotka obsahuje dvé P-oblasti (Obr. ). Tento
enzym obsahuje pouze 4 transmembranové domény a C-konec obsahuje dvé Ca2+
vazebné domény (EF). Tento kanal je tedy citlivy ke koncentraci cytosolového
vapniku. Oteviranim kanalu, ke kterému dochézi snizenim potencialu a zvySenim
koncentrace cytosolového vapniku tedy vyvolé vytok draselnych iontii ven z buiiky.
Vnéjsi faktory, jako je ¢ervené svétlo, vazba Nod-faktorti nebo elicitorti obrannych
reakci ma za nasledek zvysSeni koncentrace vapniku v cytosolu a depolarizaci
membrany. Role téchto kanalli tedy spociva upraveni potencialu na piivodni hodnotu.
Dalsi typ kanalu zajist'ujici transport drasliku se nachdzi na membrané vakuoly a je
regulovan napétim. Vykazuje velmi malou selektivitu vii¢i monovalentnim kationtim
(K+, Nal, H+, Li+,, atd) (FV - fast vacuolar channels) a je inhibovan zvySenim
cytosolové koncentrace Ca2+. : na druhé strané jiny draselny kanal vakuoly je vysoce
selektivni viici K+ je aktivovan nizkou koncentraci cytosolového vapniku v rozsahu
nmol/l az 1 uM a je inhibovan alkalizaci cytosolu.

Obr. Outward kanal 3.38

Transport aniontil

Transport fosfatu. Diky své nizké rozpustnosti v pudé je fosfat hiife dostupny, nez
ostatni mineralni latky. Jeho koncentrace v piid€ je €asto niz8i nez 1 uM. Do
kotenovych bun¢k se transportuje ve formeé H,PO4 ™ a to proti sméru elektrického
potencialu, ktery je negativni oproti extracelularnimu prostoru. Koncentrace fosfatu v
cytosolu je fadoveé milimolarni. Tento transport jde na ucet hydrolyzy ATP anebo na
ucet elektrochemického potencialu generovaného H+-ATPasou. Predpoklada se, ze se
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fosfat transportuje kotransportem s protony H+- H2PO4-. Diikazy pro tuto hypotézu
jsou vSak zatim nedostate¢né. Geny kodujici prenasece fosfatu byly nedavné
klonovéany u Arabidospis a dalSich rostlin. VSechny pfenasece Pi maji podobnou
strukturu. Podobaji se pfenasSeciim, které byly zjistény u kvasinek. Pfedpokladana
struktura pfenasSece fosfatu rostlin obsahuje 6 transmembranovych domén z N-konce a
6 domén z C-konce, které jsou oddéleny rozsdhlym hydrofilnim usekem. Dalsi vysoce
konzervovany usek tohoto proteinu obsahuje sekvence identické pro fosforylacni
misto proteinkinasy C a kaseinkinasy II a dale N-glykosyla¢ni misto.

Transport amoniaku a nitratu

Rostlinné buiikky maji vysoce efektivni systém transportu NH4+. Fyziologické studie
naznacuji ptitomnost mnohocetnych transportnich systému s afinitou Km v rozsahu
10 az 70 uM NH4+. Geny pienaSecti NH4+ u rajcete nebo Arabidopsis jsou vysoce
homologni s geny pfenasect kvasinek.

Nitraty jsou efektivné Cerpany epidermalnimi a kortikalnimi buitkami? kotene.
Hlavnimi skladovacimi organelami jsou vakuoly, kde koncentrace dosahuje az 20
mM. Obdobné¢ jako u jinych ionti, byly objeveny dva transportni systémy:
nizkoafinitni a vysokoafinitni. Vysokoafinitni systém je typickym Km v oblasti 10 -
100 uM a mtze mit dvé komponenty: konstitutivni existuje v buiice i za
neptitomnosti nitratu v pade¢ a inducibilni komponenta se exprimuje po piidani
nitratu. Nizkoafinitni transportni systém je pozorovan pii koncentracich vyssich nez
0.5 mM a nema saturacni kinetiku.

Rostlinné buniky Cerpaji nitrat proti elektrochemickému potencidlu. Transport nitratu
je tizen protonovym gradientem pies plasmatickou membranu. Pivodné se
predpokladalo, ze se jednd o kotransport H+-NO3-, tedy o nabojové neutralni
transport. Experimentalné¢ se vSak prokdzalo, Ze pfidani nitratu zptsobi depolarizaci
membrany. Predpoklada se tedy, Ze se transportuji 2H+ spolu s jednim molem NO3-,
tudiz vysledkem je ptenos 1 kladného naboje dovnitf buitky. Molekularné biologické
studie prokazaly existenci dvou rodin s odliSnymi kinetickymi a regulacnimi
vlastnostmi. NRT2 rodina kdéduje pfenasece inducibilniho vysokoafinitniho
transportu. Exprese je inhibovédna dal$imi formami dusiku jako je amoniak nebo
glutamin. NRT1 rodina zahrnuje pfenasece s nizkou a vysokou afinitou. NRT1
protein u Arabidopsis je exprimovan u bun¢k vnéjsi vrstvy kotene. Je to hydrofobni
protein obsahuji 12 transmembranovych domén. Tento protein mé ziejmé dvoji
afinitu pro nitrat, a to Km zhruba 25 uM a nizkoafinitni Km 8 mM. Dalsi obdobny
gen typu NRT1 u Arabidopsis je zfejmé¢ komponentou nizkoafinitni a konstitutivni.

Druhym typem transportnich mechanismi aniontil jsou iontové kanaly. Jsou pfitomny
ve vSech bunkach. jejich hlavni roli je udrzovani koncetrace soli uvnitt buiiky a
(guard??) byly identifikovany 2 druhy téchto chloridovych kanali: tzv. rychlé a
pomalé (R-typ a S-typ): Oba typy jsou regulovany jednak membranovym potencidlem
a dale koncentraci vapenatych iontli. Protoze intracelularni koncentrace chloridu je
vys$$i, otevieni téchto kanali vede ke ztratdm chloridii a depolarizaci membranového
potencialu. Tato depolarizace pak vede ziejmé k aktivaci "outward rectifying"
draselnych kanali (viz vyse). Disledkem je ztrata KCI a pokles osmotického
potencialu buiiky. Druhou funkeci téchto aniontovych kandali je depolarizace
membrany, jakozto fenoménu, ktery pak vede a aktivaci dalSich komponent
signaliza¢ni kaskady.
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Transport vody

Permeabilita vody pfes membréanu je zna¢na. Ma dvé slozky. prvni z nich je volny
priachod molekul vody ptes fosfolipidy. Druhy mechanismus predpoklada specialni
kanaly - obsahujici bilkoviny akvaporiny

Obr. 3.50,
Obsahuji 6 helixii a konzerovanou Asn-Pro-Ala doménu

U rostlin existuji na PM a vakuole
Jsou regulovany fosforylaci a Ca2+.

METABOLISMUS SACHARIDU
Zasobnim sacharidem rostlin je zeyména Skrob, transportnim sacharidem se sacharosa.

Syntéza a degradace Skrobu

Skrob je slozen ze dvou zakladnich slozek: amylosy a amylopektinu. , pfi¢emz u
vetsiny rostlin obsahuje 30% amylosy. Pomér obsahu obou slozek je vyznamnym
faktorem v potravinaiském pramyslu. Amylopektinové molekuly tvoii vétSinou
amorfni strukturu, spiSe nez krystalickou, diky bohatému vétveni a vodikovym
vazbam.Textura potravin (pe€ivo), je totiZ neptizniveé ovliviilovana vys§im obsahem
amylosy, ktera v chladném stavu krystalizuje, ztraci vodu a produkt ztraci gelovitou
vlacnou strukturu. Obilniny s vysokym obsahem amylopektinu ("voskova" kukufice)
zajistuji stabilitu vyrobkl po dostateéné dlouhy ¢as. Mechanismus, ktery reguluje
degradaci obou polysacharidi, neni na rozdil obdobné drahy degradace glykogenu u
zivocichll objasnén. Odbouravani Skrobu probiha bud’ v plastidech, nebo semenech a
hlizach. Na degradaci se podileji dvé hlavni cesty: amylasy a fosforylasy. Degradaci
cestou fosforylasy vznika glukosa-1-fosfat, ktery se metabolizuje v procesu anaerobni
glykolysy nebo pentosafosfatovém cyklu. Aby mohlo dojit k uplné degradaci amylosy
a amylopektinu, potfebuje bunka navic dva enzymy. Vétvici enzym (provadéji stépeni
vazeb 1,6) a dale glukosyltransferasu.

Reakce, které tyto enzymy katalyzuji:

Fosforylasa:
o-glukan(n) + Pi — a-glukan (n-1) + glukosa-1-P

Eznym S$tépici vétveni (zvany také R-enzym):
rozvétveny (1—6)(1—>4)glukan — linearni (1—->4)glukan

Glukosyltranferasa (zvany D-enzym):
a-glukan(m) + a-glukan(n) < a-glukan (m+n-1) + glukosa

Obrazek

Fosforylasa §té€pi a-glukany od neredukujiciho konce, av§ak mize hydrolyzovat
pouze ty glukany, které maji minimaln¢ 4 glukosové jednotky od mista
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vétveni.Kontinualni odbouravani amylosy a amylopektinu je tedy mozné pouze diky
R-enzymu, ktery odstrani vétveni a diky transferase, ktera z kratkych $tépt vytvori
dlouhy glukanovy fetézec. Fosforylasa je pfitomna zejména v plastidech, v zelenych
castech rostliny, ale také v hlizach kotent. Fosforylasa (na rozdil od
glykogenfosforylasy zivocichi, kterd je regulovana proteinkinasu, cAMP a hormony)
neni zfejme regulovana obdobnym mechanismem. Nejvice prostudovéna je hydrolyza
Skrobu v kli¢icich semenech. Zde je Skrob s§tépen skupinou amylaz, endoamylas a
exoamylas (dfive zvanych a-amylasy a B-amylasy). Produktem reakce endoamylas
jsou nizkomolekularni glukany, produktem exoamylas je disacharid maltosa (tato je
§tépena a-glukosidasou na glukosu). Stépeni vazeb a-1—6 vyzaduje dal§i enzym.
Kli¢ici semeno neobsahuje endoamylasy, jejichZ syntéza de novo v aleuronové vrstvé
je regulovana gibereliny. Exoamylasa (-amylasa) je pfitomna v semenu ve formé
proenzymu, ktery je aktivovan béhem kliceni proteolysou, kdy se z C-konce odstépi
kratky peptid. Produktem $tépeni Skrobu témito enzymy je tedy glukosa, ktera se
preménuje hexokinasou na glukosa-6-fosfat a poté na sacharosu, aby mohla byt
transportovana do vyvijejiciho se embrya.

Startovni latkou syntézy Skrobu je aktivovana glukosa. V rostlinach existuji dveé
formy: ADP-glukosa a UDP-glukosa. UDP glukosa miiZze vznikat z glukosy v reakci
katalyzované¢ UDP-glukosapyrofosforylasou:

glukosa-1-P + UTP < UDP-glukosa + PPi

Tento enzym existuje pouze v cytosolu. Reakce je rovnovazna. Vznikajici UDP-
glukosa vSak neslouzi k syntéze Skrobu, nybrz sacharosy a glykosidi. Cytosol
neobsahuje pyrofosfatasu, takze hladina disfosfatu v cytosolu je pomérné vysoka, 0.3
mM.

Druhy analogicky enzym najdeme pouze v plastidech a katalyzuje reakci:

glukosa-1-P + ATP < ADP-glukosa + PPi

Plastidy, na rozdil o cytosolu, obsahuji pyrofosfatasu, takze disfosfat ne okamzité
St€pen na anorganicky fosfat. Protoze difosfat je obsahuje makroergickou vazbu,
reakce se tim posouva siln€ ve prospéch tvorby ADP-glukosy. ADP-glukosa je
vyuzita pro syntézu Skrobu. ADP-glukosapyrofosforylasa je hlavnim regula¢nim
enzymem syntézy Skrobu. Tento enzym je heterotetramer slozeny ze dvou malych a
dvou velkych jednotek. Je allostericky aktivovan 3-fosfoglyceratem vznikajicim pii
fotosyntéze a inhibovan fosfatem. Mezi plastidy a cytosolem existuje antiport, kdy se
triosafosfaty nebo glukosa-6-fosfat transportuji vymeénou za fosfat, takze vysoka
hladina fosfatu znamena nizkou koncentraci sacharida v plastidu.

Obr, 13.16 - upraveny??

Syntézu Skrobu zajist'uje enzym Skrob-synthasa, ktery piiklada glukosové jednotky k
neredukujicimu konci amylosové matrice. Vytvaieni vazeb a.-1—6 katalyzuje tzv.
vétvici enzym.

Tato synthasa existuje ve formé nékolika izoenzymiti. n¢které jsou vazany na
membranu plastidd a katalyzuji vznik linedrni amylosy. Jind forma, rozpustna,
nachdzejici se ve stroma chloroplastil, syntetizuje kratsi linearni fetézce, které jsou
preménovany vétvicim enzymem. VEtvici enzym je v podstaté transglukosidasa, ktera
Stépi a-1—4 vazby a redukujici konce pak ptendsi na C-6, zhruba o 20 glukosovych
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zbytkli smérem dolti od bodu §té€peni vazby. Existuji 2 hlavni formy tohoto vétviciho
enzymu. Ta prvni ma vysokou afinitu k nerozvétvenému fetézci amylosy, druha
preferuje rozvétveny amylopektin, takZe jeho ¢innosti vznikaji vysoce rozvétvené
formy amylopektinu. (Obr. 13.19??). Nékteré rosltiny obsahuji ve svych zasobnich
organech namisto skrobu polyfruktosany, coz jsou polymery fruktosy.

X

upravit byvalou prednasku

X

X

Metabolismu sacharosy

Sacharosa je hlavnim produktem fotosyntézy v zelenych listech. Slouzi jako
transportni sacharid a u nékterym rostlin (cukrova fepa, cukrova titina) je zasobnim
sacharidem. Sacharosa je syntetizovana v cytosolu. Existuji dvé mozné dréhy syntézy
sacharosy: cestou sacharosafosfat synthasy a sacharosasynthasy. V prvnim piipadé
vznika glykosidova vazba sacharosy ve dvou naslednych reakcich.

Sacharosa-fosfatsynthasa:

UDP-glukosa + fruktosa-P <> sacharosa-6-P + UDP
Sacharosa-P-fosfatasa:

Sacharosa-6-P + H,O <> sacharosa + Pi

Tvorba UDP-glukosy glukosa-1-P a UDP, obdobn¢ jako reakce katalyzovana
sacharosa-6-synthasou jsou reakce s mirné negativni AGo (-2.9 a -5.5 kJ/mol),
zatimco hydrolysa sacharosa-6-P ma AGo = -25 kJ/mol. Tim se stava syntéza
sacharosy prakticky ireverzibilni reakei.

Druhy enzym sacharosasynthasa katalyzuje vratnou reakci:

sacharosa + UDP < UDP-glukosa + fruktosa

Prepokladalo se, Ze tento enzym se podili jak na syntéze, tak na degradaci sacharosy.
Stanoveni koncentrace obou hlavnich enzymt metabolismu sacharosy ukazalo, ze
casti rostliny vyuzivajici a degradujici sacharosu (napt. semena nebo hlizy) obsahuji
vysokou koncentraci sacharosasynthasy, zatimco pletiva obsahujici vysoké hladiny
sacharosafosafatsynthasy se podileji na syntéze sacharosy. Sacharosafosfatsynthasa
(SPS) je regulacnim enzymem, ktery je regulovan jak allostericky, tak kovalentni
modifikaci ptislusnou kinasou (SPS kinasa), a to velmi zajimavym zptisobem. SPS
kinasovou reakci, kdy se SPS fosforyluje, vznikd méné aktivni forma. Tato se mize
defosforylovat na formu aktivni pfislusSnou SPSfosforylasou. Inhibitorem SPSkinasy
je glukosa-6-fosfat, inhibitorem fosfatasy je fosfat. Vysoka hladina glukosa-6-P a
nizka koncentrace fosfatu tudiz uptfednostituje vznik defosforylované, aktivni formy
SPS. Allosterickym aktivatorem samotné aktivni SPS je glukosa-6-fosfat a
inhibitorem anorganicky fosfat. Pomér glukosa-6-fostat/Pi tedy velkmi citliveé
reguluje syntézu sacharosy.

Obrazek 13.13 a 13.12
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Kromé téchto enzymi obsahuji rostliny enzym invertasu (ktery zndme z kvasinek),
jenz katalyzuje hydrolyzu sacharosy na dva monosacharidy. Tato reakce je
ireverzibilni a jeji vyznam je zatim pfedmétem spekulaci.

Sacharosa mtize byt zdrojem glukosa-1-P cestou sacharosasyntasy, nebo miize byt
vyuzivana piimo k syntéze glykosidové vazby.

Nékteré rostliny obsahuji zvlastni oligosacharidy namisto sacharosy, jako zasobi
latky.

rafinosa, verbaskosa, stachiosa

sacharopsa: glc(al B2)fru

rafinosa : gal (a1 6) glc (a1l B2) fru

stachiosa : gal (a1l 6) gal (al 6) glc (a1 B2) fru

Syntéza téchto latek probiha pies mysoinositol a galaktinol

UDPgal + myoinositol <> galaktinol + UDP

galaktinol + sacharosa < rafinosa + myoinositol
X

X
X
X

Anaerobni glykolyza a pentosafosfatovy cyklus

Glykolyza je metabolickou drahou pfeménujici glukosu na pyruvat za soucasné
produkce NADH a ATP. Enzymy tohoto procesu se u zivo¢isnych bun¢k nachazeji v
cytosolu a vétSina téchto reakei je vratna. Pti pentosafosfatovém cyklu se glukosa-6-
fosfat pfeménuje na pentosa-fosfaty a NADPH. Dalsi kroky pak zahrnuji regeneraci
hexos. Oba procesy jsou vzajemn¢ propojeny spolecnymi metabolity. Na rozdil od
zivocisnych bunék vsak musime u rostlin navic vzit do tvahy plastidy, kde se tyto
metabolity a enzymy rovnéz nachazeji. Oba procesy obsahuji vétSinou rovnovazné
reakce. Klicovym enzymem pentosafosfatové drahy je glukosa-6-fosfat
dehydrogenasa,vyuzivajici NADPH jako kofaktor. Enzym se nachézi jak v cytosolu,
tak v plastidech. Oba enzymy maji zhruba 75% homologii sekvence. Cytosolovy
enzym neni allostericky regulovan, je vsak siln¢ inhibovdan NADPH. Plastidovy
enzym podléhd komplexni regulaci. Enzym je kovalentné modifikovéan tvorbou
disulfidovych mustka katalyzovanym thioredoxinovym syst¢émem. Béhem
fotosyntézy je NADPH redukovano svétlem. Za téchto podminek je produkce
NADPH v pentosafosfatovém cyklu zbytecné a enzym je tudiz deaktivovan
fotoredukovanym thioredoxinem.

Obr

Anaerobni glykolyza Zivoc¢isnych bunck obsahuje dva kli¢ové regulované procesy.
Prvni z nich je pfeména fruktosa-6-fostatu na fruktosa-1,6-bisfosfat katalyzovana
ATP dependentni fosfofruktokinasou -PFK (zatimco obraceny proces defosforylace je



18

katalyzovany fruktosa-1,6-bisfosfatasou). Druhym kli¢ovym procesem je
pyruvatkinasova reakce. PFK je aktivovana fruktosa-2,6-bisfosfosfatem a hormony.
Produkt reakce, fruktosa-1,6-bisfosfat je aktivatorem pyruvatkinasy, druhého
regulacniho enzymu. U rostlin se PFK i fruktosa-1,6-bisfofatasa nachazeji jak v
cytosolu, tak v plastidech. Cytosol rostlin vSak obsahuje navic tieti enzym, difosfat
dependnentni fosfofruktokinasu. Tato reakce je na rozdil od pfedchozich rovnovazna.
Enzym je ziejm¢ heterotetramer. Fyziologicky vyznam tohoto enzymu nebyl doposud
objasnén.

Obr. Vztah mezi fruktosa-6-fosfatem a fruktosa-1,6-bisfosfatem u rostlin (13.32)

PFK je u rostlin regulovana jinak, nez u zivo¢ichti. Rostlinna bunika obsahuje
cytosolovy a plastidovy enzym. Oba jsou silné allostericky inhibovany
fosfoenolpyruvatem (zpétnd inhibice), na rozdil od bunky zivoc¢isné. Silnym
aktivatorem enzymu je naopak anorganicky fosfat. Tento ditvod 1ze pochopit. Pokud
je zdrojem triosafosfatli fotosyntéza, neni zapotiebi tyto latky vyrabét cestou
anaerobni glykolyzy. Jak je ukdzano dale (,,), triosafosfaty jsou transportovany pies
plasmatickou membranu nebo pfes membranu plastidu vymeénou za fosfaty. Vysoka
hladina fosfatu tedy znamené zvySeny transport triosafosfatu a tudiz potiebu doplnit
triosafosfatovy pool. PFK rostlin je tudiz regulovana pomérem
fosfoenolpyruvat/fostat. Enzym glukoneogenese, fruktosa-1,6-bisfosfatasa je o rostlin
pritomna jak v cytosolu, tak v plastidech. Cytosolovy enzym s epodili na vzajemné
pfeméné sacharosy a Skrobu v listech a je siln¢ allostericky inhibovan fruktosa-1,6-
bisfosfatem, na rozdil od enzymu plastidového.

Pyruivatkinasova reakce slouzi u zivo¢ichti k produkci ATP z fosfoenolpyruvéatu.
reakce je prakticky nevratna. Rostlinny enzym najdeme opét jak v cytosolu, tak v
plastidech. Zatimco Zivoci$na pyruvatkinasa podléha komplexni regulaci (kovalentni
modifikace fosforylaci), u rostlinného enzymu z cytosolu a plastidt takovou regulaci
nenajdeme.

Poslednim diilezitym enzymem anaerobni glykolyzy je glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasa (GPDH), ktera vyuziva energie oxidace glycerladehyd-3-fosfatu
na kyselinu za vzniku ATP. Reakce je prakticky rovnovazna a je ovliviiovana
pomérem NAD/NADH. Rostliny obsahuji 3 enzymy s touto aktivitou. Kromé
cytosolového, NAD dependentniho enzymu najdeme dale plastidovy enzym, ktery je
NADP dependentni, a ktery je soucasti Calvinova cyklu. Cytosol v§ak obsahuje navic
jeste treti enzym, nefosforylujici NADP dependentni, ktery generuje rovnou kys. 3-
fosfoglycerovou bez intermediatu kys. 1,3-bisfosfiglycerové. Enzym ziejmé zajistuje
tvorbu triosafosfatl i v pripad¢ velmi nizké koncentrace ADP.

Box 13.4.

Terminalnim produktem anaerobni glykolyzy je pyruvat, ktery se za anaerobnich
podminek o Zivocichi pfeménuje na laktat. U rostlin se na termindlnim procesu podili
soucasné enzym laktatdehydrogenasa i pyruvatdekarboxylasa, kdy po redukci vznika
ethanol. Tvorba laktatu ma vSak za nasledek pokles pH. LDH ma pH optimum v
neutralni oblasti, jeji aktivita tudiz tvorbou laktatu klesa. Naopak, pH optimum
pyruvatdekarboxylasy vsak lezi v kyselé oblasti, takze akumulace laktatu vede k
produkci acetaldehydu a ethanolu. Ethanol samotny pH cytosolu neovliviuje.
Tolerance k hypoxii je u riznych druhti rostlin rozdilna.
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Krebstv cyklus

Krebstiv cyklus je u rostlin, stejné jako u Zivoc¢ichti lokalizovan v matrix
mitochondrii. Pocet mitochondrii v burice je dosti 1isi, obecné vsak Ize tvrdit, Zze pocet
mitochondrii v rostlinnych bunikéch je nizsi nez v zivoc¢isnych. Prabéh cyklu a
struktura enzym je velmi podobna s pritbéhem cyklu u zivoc¢isnych bunék. Roli
Krebsova cyklu je degradace acetylKoA na CO2 a redoxni ekvivalenty (NADH,
FADH2) anebo produkce dikarboxylovych kyselin. Tyto latky hraji u rostlin velmi
podstatnou tlohu, jak napovida jejich koncentrace uvniti bun¢k. Pravdépodobny
vyznam tohoto zvyseného obsahuje je regulace osmotického tlaku. Tato skute¢nost
napovida, ze role Krebsova cyklu u rostlin jakozto cyklu syntezujiciho dikarboxylaty
je urostlin vyznaméjsi nez u zivocichu.

Obsah nékterych dikarboxylati v rostlinach je uveden v nasledujici tabulce.

Obsah (umol/g Cerstvé hmotnosti)

Kyselina Arum Kukutice  Kukufice  PSenice Bryophyl  Jatra

(koten) (koleopt)  (list) (list) krysi
Citrat 16.6 1.5 0.8 0.60 8.0 0.22
Isocitrat 0.11 - - - 60.0 0.01
Jantaran - 0.2 0.2 0.2 - 0.75
Fumaran 0.90 - - - - 0.08
Malat 21.6 7.5 2.7 1.7 19.0 0.39

Cyklus kyseliny citronové lokalizovany v mitochondriich ma u rostlin n¢které
zvlastni rysy. Tak naptiklad pii syntéze jantaranu vznikéa ptimo ATP a nikoliv GTP
vyznamem kyseliny jable¢né u rostlin. Oxidace malatu je jak zndmo energeticky
velmi nepfizniva (AGo = ) a musi byt stimulovana odstrailovanim vznikajiciho
oxalacetatu. Toho je docileno bud transaminaci za vzniku kys. L-asparagové anebo
kondenzaci s acetyl-Koa za vzniku kys. citronové. Rostlinné mitochondrie jsou
charakteristické vysokou aktivitou tzv. jableéného enzymu dekarboxylujiciho malat
na pyruvat:

HOOC-CH(OH)-CH,-COOH + NAD" — CH3COCOOH + CO, + NADH + H"

Tento enzym umoziiuje rostlinam alternativni drahu metabolizace PEP vznikajiciho v
procesu anaerobni glykolyzy. L-malat je syntezovan v cytosolu karboxylaci PEP a je
posléze transportovan do mitochondrii, kde vstupuje do Krebsova cyklu. Zde je pak
odbouravan jablenym enzymem na pyruvat. Role malatu je obzvlasté vyznamna u
takzvanych C4 rostlin. Tato alternativa umoziuje rostlindm uplnou oxidaci
organickych kyselin i za nepfitomnosti pyruvatu produkovaného v cytosolu, napt. pii
zpracovani malatu uskladnéného ve vakuole.
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Glukosa
Co, CYTOSOL
PEP-karboxyIaSj) PEP pyruvatkinasa
oxalacetat . ADP
NADH Pi
ATP Pyruvat
NAD )
malit\ CO,
malét > pyruvat
NAD NAD NADH NAD
pyruvatdehydrogenasa
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NADH NADH

TCA acetylKoA

citrat /

MITOCHONDRIE

Respiracni fetézec

Struktura a funkce respirac¢niho fetézce rostlinnych mitochondrii je v zasadé shodna
se strukturou a funkei mitochondrii Zivo¢isného piivodu. Pocet mitochondrii v
rostlinné bunce velmi kolisa a souvisi s metabolickou aktivitou. Odlisnosti prenasecii
respiraniho fetézce mitochondrii rostlinnych od Zivocisnych jsou nésledujici:

a) 1 kdyz respiracni fetézec obsahuje stejné typy cytochromt, jejich absorpéni maxima
jsou ponékud odli$na od absorpcnich maxim cytochromt zivoc¢isnych. Dlivodem je
jina bilkovinna ¢ast hemoproteinu.

b) pfitomnost ubichinonu Qg ;o

¢) pritomnost flavoproteini zodpovédnych za rotenon necitlivou oxidaci NADH

d) pfitomnost alternativni, kyanid necitlivé, respirace

Kromé komplext respira¢niho fetézce najdeme u rostlinnych mitochondrii NADH
dehydrogenasu, periferni bilkovinu, orientovanou do matrix. Tato dehydrogenasa je
necitliva k rotenonu, napojuje se na ubichinonony pool a tvoti tak obchvat komplexu
I. Jeji ¢innosti vSak nevznika ATP, protoze nekatalyzuje vznik elektrochemického
potencialu protonti. Dal$i obdobna dehydrogenasa oxiduje NADPH. Jeji role je
doposud nejasna. Poslednim vyjimec¢nou dehydrogenasou je NADH dehydrogenasa a
NADPH dehydrogenasa lokalizované na vnéjsi stran¢ vnitini mitochondridlni
membrany. Oba enzymy se napojuji na ubichinon a enzymy nekatalyzuji translokaci
protonil pfes membranu. Regulace obou enzymi nebyla prozatim objasnéna, jejich
pritomnost v§ak umoznuje oxidovat cytosolovy NADH a NADPH bez ptenosu obou
koenzymt do matrix mitochondrii. Podileji se zfejmé na regulaci redoxniho stavu
cytosolovych enzymii.

Obrazek respiracniho fetézce
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Alternativni kyanid necitliva oxidasa je nejlépe prostudovanym zvlastnim enzymem
rostlinného respiracniho fetézce. Tento enzym provadi oxidaci ubichinonu cestou
paralelni ke komplexu IV, akceptorem elektront je kyslik, pii oxidaci se opét
neptfendseji protony pres membranu, takze nevznikd ATP. Enzym je kédovan
jadernym genomem a Ize jej nalézt nejen u rostlin, ale také u fas a hub. Je necitlivy ke
vSem béZnym inhibitorim oblasti komplexu IV. Tato respirace tvoii nezanedbatelny
podil celkové respiracni

aktivity

Tabulka

Srovnani kyanid insenzitivni respirace rostlinné tkan¢ v ptitomnosti 0.2 mM KCN a
rozpojovace.

Resistence respirace na CN (%)

Druh

Gossypium  kotfen 36
Phaseolus kofen 61
Spinacea listy 40
Zea kofen 47
Pisum listy 39

Alternativni oxidasa je inhibovana kys. salicylhydroxamovou (SHAM) a n-
propylgalatem. Pravdépodobna struktura enzymu je ukdzan na obr. jedna se ziejme o
homodimer 2x32 kDa, ob¢ jednotky jsou propojeny disulfidickym mutstkem. Dvé
velké hydrofilni domény jsou vystaveny smérem do matrix. Aktivni misto enzymu
ziejme obsahuje kovy.

Role alternativni oxiddzy neni u vSech typt rostlin zfejma. Piivodni hypotéza, Ze se
jedna o ochranu respirace v ptipad¢ pritomnosti kyanidu v rostlinnych glykosidech se
nepotvrdila. Jasna je role enzymu pfi termogenezi nékterych kvéth liliovitych rostlin,
kdy vzniklé teplo zvysuje odpafovani olejovitych latek pfitahujicich hmyz. Tato drdha
byla dlouho povazovana za jakysi ventil, ktery umoznuje reoxidaci ¢asti vysoce
redukovaného ubichinonového poolu v pripadé vysoké hladiny NADH. Pokud je
redukce cytochromil blizkd nasyceni, tento alternativni pochod by mél umoziovat
jejich rychlou reoxidaci. Tato hypotéza byla v§ak postupn¢ modifikovana. Tato
oxidasa se uplatiiuje nejen pii vysokém redoxnim stavu respiracniho fetézce.
Alternativni oxidasa je regulovana dvéma faktory:hladinou uhlikatych metaboliti a
kovalentni modifikaci. Aktivita enzymu se siln€ zvySuje pfitomnosti ci-oxokyselin
(pyruvat, oxalacetat, glyoxylat, atd.). Aktivita enzymu je dale ovliviiovana tvorbou
disulfidového mistku homodimeru, zvysuje se 4-5krat po redukci mistku na -SH
skupiny. Tato redukce je indukovéna ptidavkem citratu a izocitratu, které zfejmé
cestou isocitrat dehydrogenasy zvysSuji hladinu NADH a NADPH v matrix. Redukce
difulfidového mistku alternativni oxidasy je zfejmé katalyzovana thioredoxinovym
systémem.

Obrazek: struktura alternativni oxidasy, vznik dimeru (14.35)
Obrazek: Role alternativni oxidasy, regulace: Obr. 14.33
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Hladina enzymu je regulovana na urovni exprese. Byly detegovany nejmén¢ dva
izoenzymy. Okolni podminky jako nizka teplota, sucho, tvorba aktivnich forem
kysliku, herbicidy, inhibitory respiracniho fetézce zvysuji koncentraci enzymu v
bunice. Rovnéz vysoka hladina citratu indukuje transkripci alternativni oxidasy.
Enzym se uplatituje, pokud tok uhlikatych latek prevySuje kapacitu respiracniho
fetézce. V ptipadée nizké aktivity respira¢niho fetézce roste hladina NADH v cytosolu
a tudiz dochdzi k inhibici Krebsova cyklu (regulace pomérem ATP/ADP a
koncentraci NAD). Nasledkem toho roste hladina pyruvatu v buiice a dochazi k
aktivaci alternativni oxidasy. Vyssi hladina citratu indukuje transkripci mRNA a
syntézu enzymu. Vysoka koncentrace NADPH katalyzuje kovalentni modifikaci
enzymu cestou thioredoxinu. Vysledkem je podstatné zvyseni aktivity alternativni
oxidasy. To umozni rostlin¢ udrZzovat dostate¢né¢ aktivni respiraci a zabranit
poskozeni diky vniku aktivnich forem kysliku a eventualné zabréanit poskozeni buiiky
fermentacnimi procesy, ke kterym by mohlo dochazet pti vyssi koncentraci NADH
(viz anaerobni glykolysa)..

Obrazek 14.36

Tento faktor je dllezity zejména i u jinych organismu, napt u dievokaznych hub,
které ziji na substratu obsahujicim velmi nizkou koncentraci dusiku oproti
polysacharidim. Spalenim celuldzy aZ na oxid uhli¢ity a vodu zapojenim alternativni
oxidasy se omezi tvorba produktt, které by mohly slouzit jako substrat pro
konkurenéni organismy a navic si timto houba zajist'uje dostatek vody nutny pro sviij

o

rust.
METABOLISMUS LIPIDU

Lipidy hraji v bunice roli strukturni, zdsobni i regulacni. Jsou hlavni soucésti
biomembran, obdobné¢ jako u Zivo¢ichli. Membrany chloroplastli obsahuji vysokou
koncentraci galaktolipidi, ostatni membrany jsou sloZeny pievazné z fosfolipidii.
Triacylglyceroly tvoii dilezitou energetickou zasobarnu buiiky. jejich metabolismus
je dulezity zejména u kli¢icich semen olejnatych rostlin. Dulezitymi signalnimi
molekulami jsou fosfolipidy, produkty jejich hydrolyzy fosfolipasami, zejména kys.
jasmonova: Rada latek lipidniho charakteru jsou hormony nebo sekundarni
metabolity.

Syntéza mastnych kyselin

Syntéza mastnych kyselin probiha u rostlin v plastidech a podobé se obdobnym
procestim u bakterii. Pribéh syntézy je zcela analogicky, jak jej zname z obecné
biochemie. Zdrojem NADPH, nutného pro redukéni reakce je fotosyntéza.
AcetylKoA, ktery je startovni latkou syntézy, vznika piimo v plastidech
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pyruvadetdehydrogesavym komplexem. Pyruvat transportovany do chloroplastii
vznika pii anaerobni glykolyze. Komplex syntasy mastnych kyselin v piirodé je
dvojiho typu. Type I nachdzime u zivocichii a kvasinek, a je to multifunkéni
enzymovy komplex . Kazda jednotka z tohoto komplexu je schopna katalyzovat
nékolik rtiznych reakci. Rostliny a bakterie obsahuji type 11, kdy kazdé jednotka
katalyzuje svoji oddélenou reakci. Tento komplex funguje tedy spise jako
metabolickd drdha. Kondenzaéni reakce, kdy se vytvaii nova C-C vazba je
katalyzovana 3-ketoacyl-ACPsynthasou (KAS). Obr. 10.15. Rostliny obsahuji tii typy
tohoto enzymu.

KAS I preferuje ptenos C4-C14 zbytka, KAS II pfenasi pouze dlouhé fetézce (C10-
C16) a KAS III pfenasi acetylovou skupinu, kterou vyuziva jak primer. Typicka
reakce konci syntézou mastnych kyselin 16:0 a 18:0. Nékteré rostliny, jako napf.
kokosova palma produkuji vétsi mnozstvi mastnych kyselin C10-C12. Posledni reakci
je hydrolyza thioesterové vazby, kdy se mastné kyselina uvolni, nebo pienos acylové
skupiny na glycerolipid anebo desaturace acyl-ACPdesaturoasou.

Tvorba kyseliny olejové (18:1) je katalyzovana desaturasou. Tuto reakci jsou schopny
provadét vSechny eukaryontni a nékteré prokaryontni organismy. U zivocichti probiha
tato reakce se substratem stearoyl-KoA, enzym se nachéazi na ER. U rostlin probiha
tato reakce na se substratem stearoyl-ACP. Enzym obsahuje nehemové zelezo ve
form¢ Fe-O-Fe, reakce probiha radikalovym mechanismem a donory reakce jsou
ferreoxin nebo cytochrom bb6.

Obr. 10.20
Vétsina rostlinnych desaturas je vazdna na membrany ER nebo chloroplasti.

Syntéza MK s dlouhym fetézcem

Rostliny obsahuji dalsi mastné kyseliny C26-C32, které jsou nutné pro syntézu voskd.
Také sfingomyeliny obsahuji mastné kyseliny C24 a C22. Rostliny stejné jako dalsi
eukaryontni organismy obsahuji tzv. elongasy, které jsou schopny dopliovat dalsi
douuhlikaté zbytky C16 a C18. Tento systém je obdobny syntase mastnych kyselin
popsany v piedchozi kapitole. Tento systém neni lokalizovany v plastidech nybrz v
cytosolu a neobsahuje ACP. Oleje n€kterych rostlin obsahuji dalsi MK, které

jako je kys. linolové a linolenova. Vznikaji postupnou desaturaci MK v lipidu
enzymovymi systémy.

Obr. Deaturace 10.26

Dalsi neobvyklé mastné kyseliny mohou obsahovat cis-dvojné vazby, hydroxylové
skupiny, epoxidov¢ kruhy, cyklopropylové kruhy apod. Tyto neobvyklé MK jsou
Casto taxonomicky typické. Napft. kys. chalmoogrova, ktera se dlouho pouzivala pro
1é¢eni lepry, se vyskytuje u rodiny Flacourtiaceae, kys. petroselinova u rodiny
Apiaceae (mrkev, petrzel), kysl laurova u vaviinovitych roslin a palem. Pfitomnost
téchto neobvyklych mastnych kyselin je velmi dulezita z potravinaiského hlediska,
protoze mohou zplisobovat zdvazné zdravotni problémy. Piikladem je kyselina
erukova (20:1'*) obsazena v fepkovém oleji, u které byla zjisténa souvislost mezi
vy$$i konzumaci a infarktem myokardu. Nekteré z téchto kyselin jsou silné toxické ,
jako napt. monoacetylenové kysliny a jsou proto vyuzivany rostlinami jako obranné
latky.
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Syntéza lipida
Obr. 10.25 10.27
Syntéza lipida

Syntéza glycerolipidli probihd u rostlin obdobné jako u Zivocicht tak, ze se na
glycerolfosfat prenasi postupné mastné kyseliny za vzniku kys. fosfatidové, ktera pak
bud hydrolyzuje na diacylglycerol, z kterého pak vznika triacylglycerol, nebo se z n¢j
syntetizuji fosfolipidy. Syntéza kys. fosfatidové se u rostlin realizuje dvéma zptlisoby:
bud’ v plastidech nebo v ER. Plastidova cesta (stejnd jako u prokaryontni) zahrnuje
pfenos acylu piimo z acyl-ACP na glycerolfosfat. V ptipadé druhé cesty (eukaryontni)
se acyl exportuje do cytosolu ve forme acylKoA, odkud se pienasi transferasami do
lipidi ER. Diky specifité platidové acyltransferasy obsahuji lipidy syntetizované v
plastidech MK vétsinou 16:0 v poloze sn-2 a 18:1 v poloze sn-1. Acyltransferasa v
ER produkuje kys. fosfatidovou obsahujici 18:0 nebo 18:1 v poloze sn-2. Mezi obéma
kompartmenty existuje ¢ild vyména. Kys. fosfatidova vznikajici v chloroplastech je
hydrolyzovana na DAG, ktery slouzi jako prekurzor pro syntézu galaktolipidl a
sulfolipidd, které jsou tvoii 16% glycerolipida chloroplastu. Kys. fosfatidova
vznikajici v ER slouZi pro syntézu fosfolipidii pro jiné membrany nez plastidy. Na
druhé¢ stran¢ DGA vznikajici v ER se vraci do chloroplastti, kde z n&j vznika;ji
glycerolipidy chloroplastu. Diky specifité transferas mastnych kyselin lze ze slozeni
MK odhadnout, kde dany glycerolipid vzniknul.

Obrazek 10.29, mozna 10.30

Transport ve vod¢ nerozpustnych mastnych kyselin a glycerolipidi mezi organelami
probihd pomoci tzv. LTP (lipid transfer proteintl). Tyto proteiny jsou malé hydrofilni
bilkoviny obsahujici uvniti své molekuly kavitu ve tvaru tunelu, ktera je schopna
vazat uvnitt molekulu mastné kyseliny.

Galaktolipidy a sulfolipidy vznika v plastidech z kyseliny fosfatidové, ktera je
hydrolyzovana specifickou fosfatasou. Vznikly DAG slouZi jako prekurzor syntézy
galaktolipidt reakci s UDP galakotsou, kdy vznikéd monogalaktosylDAG a
digalaktosylDAG (viz obr. 10.39). Sulfolipidy vznikaji cestou pfemény UDP-glukosy
na UDP-sulfochinovosu , ktera pak reaguje s DAG. Pritomnost galaktolipidi a
sulfoilipdi v chloroplastech ma pro rostlinu velky vyznam. Protoze fosfat je u rostlin
limitujici nutriéni prvek, vyuziti galaktoslipidl a sulfolipidd, které v membrané
nahrazuji fosfolipidy znamena pro rostlinu velkou usporu.

Obr. 10.39 a 10.40.

Syntéza acylglycerot

Tyto latky jsou hlavni zadsobni formou energie rostlinnych bunék. V roslin€ jsou
ptitomny ve formé olejovych télisek. Tato téliska jsou obklopena jednoduchou
membranou, kterd je oddéluje od cytosolu. Hydrofobni ¢ast této membrany je
orientovana do vody, zatimco fetézce mastnych kyselin jdou orientovany do stfedu
téliska. Membrana téchto télisek obsahuji znaéné mnozstvi bilkoviny, zvané oleosin.
Tato bilkovina o mol. hm. 10-25 kDa obsahuje sekvenci hydrofobnich aminokyselin.
N a C-konec bilkoviny tvoii doménu, kterd spoc¢iva na povrchu olejového téliska.
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Tyto oleosiny se nachdzeji v semenech nebo v pylu. Jejich role je ziejme stabilizovat
tato téliska pii nizké koncentraci vody a regulovat jejich velikost. Olejova téliska
semen obsahuji velmi ¢asto neobvyklé mastné kyseliny, zatimco membrany téchto
rosltin obsahuji pouze bézné mastné kyseliny. Pfitomnost téchto neobvyklych MK by
meénila vlastnosti membran nezadoucim zptisobem.

Metabolismus mastnych kyselin

Oxidace mastnych kyselin probiha u zivoc¢ichii v matrix mitochondrii. U rostlin
probiha tento proces v peroxisomech (v zelenych ¢astech rostliny) a glyoxisomech
(kli¢ici semena). Tyto organely maji u rostlin podobnou strukturu. Zatimco u
zivocicht je cilem tohoto procesu Uplna oxidace a ziskéani energie, u rostlin jsou lipidy
porekurzory sacharidu, naptiklad pfi kliceni semen. Jednotlivé kroky -oxidace které
probihaji v peroxisomech nebo glyoxisomech jsou totozné s procesem [-oxidace
probihajicim v mitochondriich. U Zivo¢isnych mitochondrii jsou tyto enzymy
lolalizovany v matrix a jedna se o Ctyfi samostatné enzymy. V peroxisomech a
glyoxisomech probiha tento proces na enzymovém komplexu. Mastné kyseliny jsou
uvoliovany z olejovitych télisek lipasami a aktivovany na acylKoA. Hlavni
metabolicky rozdil spoc¢iva v tom, Ze FADH?2 vznikajici pii oxidaci acylKoA se u
zivoc€ichi oxidovan v respira¢nim fetézci, zatimco u rostlin se oxiduje kyslikem za
vzniku H202. Velké mnozstvi peroxidu je rozkladano katalasou, ktera je u
peroxisomu a glyoxisomu obsazena ve velkém mnozstvi. Zvlast studovana byla
oxidace mastnych kyselin u semen olejnatych rostlin. AcylKOA je pfeménovan
cestou glyoxylatového cyklu, ktery je modifikaci Krebsova cyklu. Kli¢ovym
Sukcinat prechazi do mitochondrii, kde z néj vznika malét a ten ptechazi do cytosolu.
Glyoxylat vznikly §tépenim izocityratu kondeznuje dalsi molekulu acetlKoA za
vzniku malatu, ktery je poté oxidovan na oxalacetat. Tento proces umoziuje
zpracovani dvou molekul acetylKoA a pfitom pfitom se rostlina brani ztratdm uhliku
ve formé CO2,(ke kterému by dochédzelo v Krebsové cyklu). Malat je v cytosolu
ptevadén na sacharidy cesotu glukoneogeneze.

Sumarni rovnice glyoxylatového cyklu je nasledujici:

2 CH3COSKoA + NAD +2H20 - HOOC-CH2CH2COOH + NADH + H + 2HS-
KoA

Obr. Schéma glyoxylatového cyklu

Uprava oleji a jejich vlastnosti mutacemi??
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METABOLISMUS DUSIKATYCH LATEK

Dusik tvofi jeden z nejhojnéjSich prvkl v Zivych organismech. Vyskytuje se mnoha
podobach a mocenstvich.

Tab. 16.1

Vétsina dusiku obsazeného v Zivych organismech prochdzi recyklaci z dusikatych
latek, které byly predtim obsazeny nebo vylouceny jinym organismem.

Obr. 16.1??

Vétsina dusiku na Zemi je vSak pfitomna ve formé atmosférického dusiku, ktery je
pro vétsinu organismu nedostupny. Schopnost fixovat tuto formu dusiku maji pouze
prokaryontni organismy. Amoniak vznikly touto cestou je pak zabudovan do uhlikaté
kostry aminokyselin, nebo konvertovan nitrifikacnimi bakterie na NO2- a NO3-. Na
druhé strané nitraty jsou redukovany asimila¢ni nebo disimila¢ni cestou na nitrity a
pies dalsi metabolity az na amoniak nebo na dusik.

Fixace atmosférického dusiku
Dvojatomova molekula dusiku je zna¢né inertni latka. jeho pfeména redukei vodikem
chemickou cestou je exergonicka reakce

N2+ 3H2 - 2 NH3 (AGo = -46,1 kJ/mol)

Probiha pii vysoké teploté a tlaku za katalyzy Zelezem (Haber-Boschova syntéza) z
divoda vysoké aktivacni energie. Tuto reakci jsou schopny katalyzovat nékteré

prokaryontni organismy tzv. diazotrofy, z nichz nékteré ziji v symbiose s rostlinami.
Souhrnna rovnice této energeticky naro¢né reakce je nasledujici.

N2+ 16 ATP + 8e- + H+ > 2NH3 + H2 + 16 ADP + 16 Pi
Tabulka: Ptiklady diazotrofii

Tyto procesy byly studovany na voln¢ Zijicich organismech jako Clostridium,
Klebsiella, Azotobacter, atd. Tato reakce je katalyzovana nitrogenasovym
komplexem. Tento komplex byl izolovan z bakterii a byla stanovena jeho
trojrozmérnd struktura. Sklada se ze dvou proteinil: Fe proteinu a MoFe proteinu.
MoFe protein je heterotetramer (a232) o celkové hmotnosti 240 kDa.Je kdédovan
dvéma strukturnimi geny nifD a nifK. Fe protein je homodimer (y2) o celkové mol.
hmotnosti 128 kDa a je kodovén strukturnim genem nifH. Fe protein, jehoZ standardni
redox potencial je -400 mV piijima elektrony od ferredoxinu nebo flavodoxinu a
ptfenasi je na MoFe protein, kde probiha vlastni redukce dusiku. Oba dva proteiny, FE
protein a MoFe protein, obsahuji velmi neobvyklé typy Zelezosirnych klastert.

Cely tetramer MoFe proteinu obsahuje 4 FeS klastery dvojiho typu. Prvni z nich (P-
klaster) je 8Fe-7S klaster je kovalentné vazany k bilkovin€ zelezem pies cysteinové
zbytky. Jeho struktura je zndzornéna na obrazku. Sklada se za dvou polovin. prvni
cast se podoba Fe4S4 klasteru, druha polovina obsahuje pouze 7 atomti: Fe4S3. jeden
z atomu siry je vazan v oxidovaném stavu 4 vazbami, zatimco v redukovaném stavu 5
vazbami. Tato prosteticka skupina se v redukovaném stavu podoba dvéma klusteriim
typu Fe4S4, zatimco v oxidovaném stavu se dolni klaster otevie. Druhy typ klasteru
obsahuje molybden. Existuji 3 formy tohoto kofaktoru: FeMo-kluster, FeV-kluster,
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FeFe-kluster. Nejefektivnéjsi formou je FeMo-kluster. Tato forma existuje u
symbiotickych bakterii. Voln¢ zijici bakterie mohou v ptipad¢ molybdenové
deficience syntetizovat FeV-nebo FeFe-kluster. Tato forma je vdzand v nitrogenase
pies jediny cystein a histidinovy zbytek. Struktura FeMo-klasteru je ukdzana na
obrazku. Sklada se ze dvou polovin. Prvni polovina je 4Fe-3S klaster a druha
polovina je 1Mo-3Fe-3S. Tyto dva klastery jsou pfemostény tfemi atomy siry. Atom
molybdenu je vdzan na 3 atomy siry, na histidinovy zbytek a molekulu homocitratu.

Obr.16.8. 16.9

Fe-protein, prvni ¢ast nitrogenasového komplexu je homodimer , ktery vaze klastser
pouze jediny 4Fe-4S, coz je neobvyklé. Tento enzym je schopen vazat MgADP nebo
MgATP. Pfitom se velmi vyrazné méni jeho konformace. Pii vazbé ATP se FES
klaster Fe-proteinu posouva smérem doli smétem k P-klasteru MoFe-proteinu.

Mechanismus redukce

Substratem enzymu je nejen moleuldrni dusik, ale také dalsi latky jako je H+,
acetylén, kyanid, azid, oxid dusny a dalsi. Oxidovany Fe-protein je redukovan jednim
elektronem pochézejicim z ferredoxinu. Poté vaze 2 molekuly ATP. Po konformacni
zméné dojde k redukci FeMo-proteinu. Vazba ATP na Fe-protein totiz siln€ snizuje
redoxni potencidl jeho FeS klasteru. Poté se 2 molekuly ATP hydrolyzuji na ADP.
Oxidovany Fe-protein je opét redukovan 1 elektronem, vaze 2 molekuly ATP a
redukuje FeMo-protein. Pienos 2 elektronti tedy souvisi s vazbou 4 molekul ATP.
Ptenos reduk¢nich ekvivalent pies FeMo-protein jde nejdiiv pies P-klaster, kde se
elektrony akumuluji a poté se prenesou na FeMo-kofaktor. Na tento kofaktor se vaze
substrat, tedy N2. Vedlejsi produkt nitrogenasové reakce je H2. Mezi produktem
redukce dusiku je hydrazin: N2H2. Pro Gplnou redukci dusiku na NH3, je tedy
zapotiebi 6 elektronti a tudiz 12 ATP, zbyvajici 4 ATP se spotiebuji na redukci H2.
Ptesny molekularni mechanismus redukce N2 neni jesté zcela objasnén. Pomér mezi
vznikajicim H2 a NH3 vsak zavisi na dalSich faktorech, jako je napiiklad parcidlni
tlak dusiku. Navic, H2 mlze zpétnou inhibici blkovat syntézu NH3, protoze s e vaze
do aktivniho mista N2.

Obrazek, asi vlastni, cyklus redukce

Aktivita enzymu se mefi pomoci substratu acetylenu, ktery se redukuje na ethylen.
Koncentrace této latky se stanovuje pomoci plynové chromatografie. Nitrogenasa, a to
jeji Fe-protein je velmi citliva na kyslik, proto probiha u anaerobnich organismti.
Anaerobni glykolyza i anaerobni respirace vSak nejsou dostate¢nym zdrojem ATP. Z
tohoto diivodu musi anaerobni bakterie metabolizovat veliké mnozstvi substratu.
Aerobni organismy, napf. ty které Ziji v symbiose s rosltinami zajist'uji velké
mnozstvi ATP v respira¢nim fetézci. V tom piipadé, ale musi existovat mechanismus,
ktery ochrani nitrogenasu pied zhoubnym vlivem kysliku.

Funkce nitrogenazy vyzaduje striktn€ anaerobni podminky, na druhé strané je vSak
urcita koncentrace kysliku u aerobnich diazotrofii nutna pro zajsiténi ostatnich
zivotnich pochodu. Tyto dva neslucitelné pozadavky jsou feSeny rliznou strategii
ochrany nitrogendzy pted atmosferickym kyslikem, napft.:
a) fotosyntetizujici mikroorganismy neobsahuji fotosystém Il a nedochazi tedy

k produkci kysliku.
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b) respiraéni fetézec nékterych diazotrofii neslouzi ani tak k produkci ATP spise jako
k odstranéni kysliku. Donorem tohoto respira¢niho fetézce miize byt i vodik
produkovany v prubéhu nitrogenazové reakce.

c) symbiotické diazotrofy (vikvovité rostliny) jsou chranény leghemoglobinem
produkovanym rostlinou. Tento hemoprotein ma vysokou aktivitu ke kysliku,
chrani Rhizobium pied poskozenim a soucasné je zasobuje kyslikem nutnym pro
respiraci.

Symbioticka fixace dusiku rostlinami

Symbioticka fixace dusiku ma velky vyznam. Skoro 80% dusiku, ktery rostliny
vyuzivaji pochéazi ze symbiosy. Existuje nékolik typi této symbiosy. Prvni z nich se
ucastni Gram-negativni bakterie, rhizobia, které ziji v symbiose s lusténinami (soja,
cocka, fazole, hrach, vojtéska, apod.). Druhy nejrozsitenéjsi typ symbiosy je Gram-
pozitivnimi aktinomycetami (Frankia), které Ziji v symbiose se stromy a kefi. Tato
symbiosa je nesmirn¢ dilezita v lesnich ekosystémech. Nejlépe popsanym typem
symbiosy je interakce mezi Rhizobii a lusténinami. Evolu¢ni ptvod této symbiosy
neni zcela objasnén. Hostitelska rostlina dovoluje invaznimu organismu proniknout
do kotfenového systému. Proniknuti rhizobii do rostliny je charakterizovano tvorbou
nodult. Tyto noduly jsou tvofeny zcela rostlinnym materidlem. Po proniknuti do
buiiky vytvareji rhizobia bakteroidy, které jsou morfologicky odlisné od volnych
bakterii. V jadie rostliny jsou obsazeny série gend nutnych pro vyvoj noduli. Tyto
geny se obecné nazyvaji noduliny. Jednim z téchto genli kdédovanou rostlinou je gen
pro leghemoglobin, protein vazajici kyslik. Dalsi geny koduji nizkomolekuldrni latky
typu flavonoidd, které se podileji na expresi nodula¢nich genii bakteroidu. Geny
nachazejici se v bakterii a zodpovédné za syntézu nitrogenasy se nazyvaji nif geny.
Bakterialni geny zahrnuté do procesu nodulace se nazyvaji nod geny (A, B, C a D)
obsazené v plasmidu bakterie. Tyto geny nejsou exprimovany ve voln¢ Zijici bakterii,
s vyjimkou nodD, exprimovanym konstitutivné. NodD ma schopnost vazat specifické
flavonoidy vylucované koteny hostitelské rostliny. Po vazbé flavonoida se nodD
stava transkripénim aktivatorem ostatnich nod genti bakterie, které koduji enzymy
syntézy nodulacnich faktorti. NodD systém spolu s flavonoidy reguluje nejméné 20
operonti.

Struktura téchto flavonoidi, typickych pro jednotlivé lusténiny je ukdzana na obr.

Obr. Struktura flavonoida

Produktem nejdutlezitéjsich nod gent jsou tzv. Nod-faktory. Jedna se o
lipooligosacharidy, derivaty chitinového typu. Tato struktura (3-5 N-
acetylglukosaminovych zbytktl) je kddovana NodC a je modifikovana acylaci
neredukujiciho konce faktory NodA a NodB a dalsi modifikaci, naptiklad acetylaci
nebo vazbou fukosovych zbytkd.

Obr. Struktura nodulac¢nich faktort 16.24,

Tyto nodulacni faktory plisobi pouze na hostitelské rostliny. Nodulaéni faktory se
pravdépodobné vazou na specifické receptory na povrchu plasmatické membrany
hostitelské buiiky. Vazba téchto latek o koncentraci nizsi nez 10 M vyvolava béhem
n¢kolika minut depolarizaci membrany, coz je spojeno s vytokem chloridi a
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draselnych iont. Nodula¢ni geny vyvolavaji expresi gent hostitelské rostliny. Tyto
geny se nazyvaji noduliny. Tato detekce byla pozorovana 6 h po infekci. Vazba Nod
faktort vyvolava produkci obrannych proteinti rostliny (jako jsou prolin-rich proteiny,
peroxidasy, apod.). Déleni bun€k v misté invaze je pozorovano asi 18 - 30 po infekci.
Signaly, které koordinuji morfogenezi vSak nejsou objasnény. Je zajimavé, ze houby
obecné produkuji tzv. elicitory, které jsou chitooligosacharidy obsahujici 5-7 N-
acetylglukosaminovych jednotek. Tyto latky se od Nod-faktorti lisi neptitomnosti
mdofikujicich skupin, jako je napft. acylova skupina. Jejich interakce s rostlinou
vyvolava podobné reakce, jako u Nod-faktort, tzn. depolarizaci membrany, vytoky
ionta a syntézu obrannych latek, nedochéazi vsak k nodulaci. Nod-faktory a chitinové
elicitory se tudiz vazou na odlisné receptory a reguluji expresi odlisnych gend.

Uvnitf nodulu je generovano specifické mikroprostiedi, které umonuje zasobovani
bunky kyslikem za ucelem produkce ATP a soucasné brani nitrogenasu pied
zhoubnym vlivem kysliku.Toto je zajiSténo tim, ze ne¢které ¢asti parenchymu nodulu
tvofi nepermeabilni bariéru pro kyslik. Dal§im faktorem je leghemoglobin
produkovany rostlinou. Tento monomerni hempoprotein a je obsazen v cytoplasme.
Jedna molekula leghemoglobinu vaZe jednu molekulu kysliku. Tato latka koordinuje
pienos kysliku uvniti nodulu. Obdobn¢ jako hemoglobin je by mohla byt ovliviiovana
malymi molekulami, mechanismus vSak neni zndm. Koncentrace kysliku v nodulu je
dale regulovéna respira¢nim fetézcem. Cytochromoxidasa bakteroidu ma vysokou
afinitu ke kysliku (Km = 8 nM, zatimco Km rostlinného enzymu se pohybuje v oblasti
100 nM). Je zajimavé Ze Km enzymu ve volné Zijici bakterii je zhruba 50 nM. Kyslik
je spofebovavan bakterialni respiraci za vzniku ATP. Toto ATP je vyuzivano
nitrogenasou. Pokud koncentrace kysliku vzroste, dojde k inaktivaci nitrogenasy,
zastavi se spotieba ATP a vysoky pomér ATP/ADP inhibuje repiraci.

Obr. 16.30 Faktory regulujici zasobovani nodulu kyslikem.

Syntéza nitrogenasy je regulovana kyslikem na irovni exprese.

Produkty fotosyntézy syntetizované rostlinou vstupuji do nodulu jako sacharosa,
avSak bakteroidem jsou vyuzivany ve formé organickych kyselin, jako PEP,
oxalacetat nebo malat. Oxalacetat je cestou Krebsova cyklu preménovan na 2-
oxoglutarat, latku nutnou pro vazbu amoniaku vytvotfeného nitrogenasou.

Mén¢ podrobné je popsana symbidza mezi dvoudéloznymi dievinami a
aktinomycetou Frankia. I kdyz jejich interakce vede k tvorbé noduld, symbiont neni
obalen peribakteroidni membranou nybrz vrstvou polysacharidi pochazejicich

z rostliny. Je popsana ptitomnost latky podobné hemoglobinu majici stejnou tlohu
jako leghemoglobin u vikvovitych rostlin.

Asimilace nitratu a nitritu

Nitrat je dilezitym zdrojem dusiku pro rostlinu. Prvnim krokem asimilace je redukce
na nitrit, katalyzovand enzymem nitratreduktasou (NR)

NO3- + NAD(P)H + H+ — NO2- + NAD(P) + H20

Nitratreduktasa je metaloenzym tvotici homodimer nebo homotetramer.
Mol.hmotnost monomeru je 115 kDa. Tento enzym obsahuje 3 kofaktory:FAD,
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hemové Zelezo a molybdenovy kofaktor MoCo. V tomto kofaktoru je molybden vazan
ve form¢ komplexu s molybdopterinem (na rozdil od nitrogenasy)

Obr. 16.39.A
Sekvence prenosu elektront je od NADH, na hem a dale na MoCo smérem k nitratu
Obrazek, 16.38

NR monomer ma tii hlavni domény, vazajici FAD (C-konec enzymu), hem (uprostied
enzymu) a MoCo (pobliZ N-konce enzymu). Enzym obsahuje regulacni oblasti, které
jsou fosforylované kinasou a dale vazou 14-3-3 proteiny. Struktura FAD-vazajici
oblasti je vysoce homologni ferredoxin-NADP oxidoreduktase (fotosyntéza). Oblast
vazajici hem je velmi podobna hemoproteiniim typu cytochrom b5. Posledni oblast
obsahujici MoCo se podobd enzymtm typu xanthinoxidasy, sulfitoxidasy, a dalSim.
NR je lokalizovana v cytosolu bunék vegetativnich organt, jako jsou kofeny nebo
listy. Vysokou aktivitu najdeme v epidermalnich bunikach nebo buiikach kortexu
blizko povrchu kotfene. C4 rostliny obsahuji vysokou koncentraci NR v mesofylu,
ktery generuje vysokou hladinu NADPH pii fotosyntéze. Eznym je schopne
redukovat chlorecnan na chloritan, ktery je toxicky, coz je podstatou herbicidniho
ucinku chlore¢nanu.Vegetaticni orgdny obsahuji kromé NR soucasné€ nitrireduktasu, a
to v koncentraci mnohondsobné vyssi nez NR. Tim se zajisti efektivni odbourani
vznikajiciho nitritu. NR je regulovana n¢kolika faktory, jako je koncentraci nitratu a
dusikatych metaboliti (zejména glutaminu), dale uhlikatymi metabolity, hotmony
nebo svételm. Transkripce NR genu je velice efektivni. Koncentrace mRNA pro NR
vzroste v bufice po piidavku nitratu béhem nékolika minut.Je zajimavé, Ze v listech
vyzaduje exprese NR piitomnost funkénich chloroplastil, coz zajistuje ze vznikajici
nitrit bude odbouran. Pro maximalni idukci NR je vyzadovano svétlo a dostatek
uhlikatych metabolitl, napt. sacharosy. Nadbytek dusikatych latek tuto indukei
blokuje, regulacnim metabolitem je pravdépodobné glutamin.

Aktivita NR je posttranslacné regulovana kovalentni modifikaci ptislusné
proteinkinasy a v obraceném sméru pomoci proteinfosfatasy. Fosforylace na
serinovém zbytku zpiisobuje inaktivaci NR, k této inaktivaci v§ak dochazi az po
vazb¢ 14-3-3 proteinu. Faktorem vyvolavajicim tuto inaktivaci je nedostatek svétla
nebo nizké koncentrace CO?2.

Obrazek: 16.42 zjednoduSeny

Redukce nitritu

Navazujici reakei NR je redukce vznikajiciho nitritu Sesti elektrony pomoci
nitritreduktasy (NiR). Eznym je lokalizovan v plastidech. Zdrojem redukce je
ferredoxin, ktery ve fotosyntetizujicich organech je redukovana svétlem a v kotenech
enzymem ferredoxin-NADP reduktasou pomoci NADPH

NO2- + 6 Fdred + 8H+ — NH4+ + 6 Fdox + 2H20 NiR
NADPH + 2 Fdox - NADP+ + 2Fd red + H+ ferredoxin-NADP reduktasa

Vlastni NiR je monomerni enzym o mol. hmotnsoti 60 - 70 kDa, ktery ma dvé
funkéni domény a kofaktory. N-termindlni ¢ast vaze pravdépodobné ferredoxin, C-
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termindlni ¢ast obsahuje 4Fe-4S klaster a sirohem. Sirohem je hemoprotein obsahujici
tetrahydroporfyrin s osmi karboxylovymi skupinami v bo¢nim fetézci.

Obrazek: struktura sirohemu

Struktura NiR 16.43 (sehnat 3D strukturu NiR)

Struktura sirohem-Fe,S, centra

Nitrit vznikajici v cytosolu je transportovan do plastidd, kde je redukovan. NiR je
transkripcné regulovana soucasné s NR, a to svétlem a nitratem. Efektivni redukce
nitritu vyzaduje intenzivni svétlo, z tohoto diivodu obsahuje jarni zelenina pomérné
vysokou koncentraci nitratu.

Asimilace amoniaku

Amoniak se do rostliny dostdvd mnohymi cestami. Transportem NH4+ z vnéjsiho
prostiedi, fixaci vzdusného dusiku, nitratovou asimilaci anebo jako produkt
fotorespirace nebo deaminace aminokyselin. Primarnim enzymem, ktery inkorporuje
amoniak do uhlikaté kostry je u rostlin glutaminsyntetasa. Katalyzuje pfenos dusiku
do amidické skupiny L-glutaminu

HOOC-CH,-CH,-CH-COOH + ATP + < ADP + .CO-CH,-CH,-CH-COOH + Pi
NH, NH2

Meziproduktem reakce je glutamylfosfat, ktery je hydrolyzovan amoniakem.
Rostlinna GS je oktamer o mol. hmotnosti celkem 350 - 400 kDa. Glutaminsytetasa
(GS) se vyskytuje ve form¢ izoenzymu. V cytosolu se vyskytuje izoenzym GS1 av
plastidech izoenzym GS2. Oba dva enzymy jsou vysoce homologni, avSak jsou
produkty rozdilnych geni. [zoenzym GS2 je homooktamer kédovany jednim
jadernym genem. Izoenzym GS1 je heterooktamer, ktery se sklada ze dvou az Ctyt
typli podjednotek, které jsou opét kodovany jadernym genomem. U lusténin, které ziji
v symbiose s rhizobii produkuji noduly dalsi izoenzym GSn. Funkce izoenyzmu GS je
rozdilna. Izoenzym GS2 ptevlada v listech, kde asimiluje amoniak vznikajici napf.
nitratovou asimilaci nebo dusik vznikajici pti fotorespiraci. Geny pro GS2 jsou
exprimovany zejména v mezophylu. GS1 je obsazena v listech pouze v nizké
koncentraci, oproti kofentim. Jeho role je asimilace amoniaku, ktery se transportuje
nebo vznikd v kotfenech. Geny pro GS1 se exprimuji zejména ve floemu a GS1 tedy
zajistuje syntézu glutaminu, ktery je transportovan na delsi vzdalenosti. GS je velmi
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efektivni systém asimilace amoniaku. Jeji Km pro amoniak je fadové 3 - 5 uM.
Specifickymi inhibitory této reakce jsou glutamatové analogy methionin sulfoximin
nebo fosfinotricin. (viz obrazek).

Glutamatsyntasa

L.glutamin je redukéné deaminovan reakei s oxoglutardtem enzymem
glutamatsyntasou (GOGAT: glutamin:oxoglutarat aminotranferasa)

.CO-CH,-CH,-CH-COOH HOOC-CH,-CH,-CH-COOH
NH, +2H +2 < NH2
+
HOOC-CH,-CH,-CO-COOH HOOC-CH,-CH,-CH-COOH

Ve vysSich rostlinach existuji dvé skupiny GOGAT. Prvni z nich je ferredoxin
dependentni (Fd-GOGAT) a najdeme ji vyluéné ve fotosyntetizujicich organismech.
Druhy enzym NAD(P)H-dependentni GOGAT existuje v rostlinach a bakteriich. U
rostlin se oba typy enzymt vyskytuji v plastidech. Fd-GOGAT je Fe-S protein
skladajici se z jedné podjednotky 140-160 kDa. NADH dependentni glutamatsyntaza
je rovnéz monomer zhruba 200 kDa. Imunologické studie prokazuji, ze ptibuznost
ferredoxinového enzymu a NADH enzymu je velmi mald, jedna se tudiz o dva riizné
proteiny. Cyklus GS/GOGAT je u rostlin hlavni drahou asimilace amoniaku.

Obr. 8.6.

Zatimco u GS je rozdilna funkce izoenzymti GS1 a GS2 mimo pochybost, u GOGAT
neni role obou enzymi zcela objasnéna. Ferredoxinovy enzym najdeme v listech a je
zodpovédny za vice jak 95% aktivity. NADPH dependentni enzym je sice pfitomen v
nizkych koncentracich v listech, avSak tvofi dominantni izoenzym v nezelenych
organech jako jsou koteny. Fd-GOGAT se tedy ziejmée podili na asimilaci amoniaku
vznikajiciho pfi fotorespiraci, zatimco NADPH dependentni enzym asimiluje
amoniak vznikajici primarni cestou, napt. redukci nitratu. Mutanty deficientni na Fd-
GOGAT jsou poskozovany v ptipadé€, pokud u rostliny probihd fotorespirace, avSak
jsou schopny asimilovat amoniak vznikly primarni cestou. Nizka koncentrace
NADPH-dependentni GOGAT je zfejm¢ dostate¢na k asimilaci amoniaku.

Jinym enzymem, ktery se u bakterii podili na asimilaci amoniaku je
glutamatdehydrogenasa:

2-oxoglutarat + NAD(P)H + NH4+ < L-glutamat + NAD(P)

Reakce je posunuta ve prospéch syntézy glutamatu. U rostlin hraje tato cesta ziejmé
roli pouze v ptipadech silného nadbytku amoniaku, z divodu relativné vysoké
hodnoty Km = 10 -80 mM, ktera se v listech nevyskytuje. Piedpoklada se, ze by
hlavni roli enzymu byla spiSe deaminace glutamatu na amoniak.

Dusik pfeneseny na L-glutamat se t€astni transaminacnich rekci katalyzovanych
transaminasami, z nichZ nejdulezit¢jsi je aspartataminotransferasa. U C4 rostlin slouzi
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aspartat k transportu substrati z mezofylovych bun¢k do bun¢k pochev cévnich
svazkd.

Transportni a zasobni formy dusiku

Transportni a zdsobni formy dusiku jsou dusikaté latky obsahujici vysoky pomér N:C.
Tento transport je dulezity predevsim v kli¢icim semeni, starnuti rostliny, transport
asparaginu je 2:2, zatimco u glutamatu 1:5. Asparagin byl prvni aminokyselinou,
ktera byla izolovana zhruba pted 200 roky. Vyskytuje se ve vysokych koncentracich
ve floemu. Syntézu asparaginu katalyzuji dva enzymy: Glutamin-dependentni a
amoniak-dependentni asparaginsyntetasa. Tato reakce vyuziva ATP. Obecné plati, Ze
Km pro glutamin je niz8i nezZ Km pro amoniak. Naptiklad u s6ji je Km pro glutamin
0.18 mM, zatimco pro amoniak 3 mM.

Obr. 8.19

Syntéza asparaginu je u nékterych rostlin velmi vyrazné inhibovédna svétlem a
sacharosou. Lusténiny lze podle transportujici se formy dusiku rozdélit na ty, které
transportuji amidy (asparagin, glutamin), coz jsou zejména lusténiny mirného pasma
nebo ureidy v piipad¢ lusténin tropického ptivodu, jako je sdja.. Témito ureidy je
napf. allantoin nebo kys. allantoova.

Obrazek ureidu

Cesta syntézy ureidi je slozita. Vznikaji z purinové baze inosinmonofosfatu pies
xanthin a kys. mocovou. Pfes sloZitost je syntéza ureidii o 50% levné&jsi (ATP) nez
syntéza asparaginu. Cesta odbourani ureidil je rovné€Z slozitd a v principu se jednd o
postupné odbouravani allantoinu na allantoat, ze kterého se pak odstépuje mocovina
rozkladana uredzou na oxid uhli¢ity a amoniak.

Skladovaci formou dusiku u dievin je arginin.

Metabolismus siry

Sira je vyskytuje v bunice bud’ v redukované formé, SH-skupiny, je soucasti vitamint.
Jako sulfatovy ester je soucasti polysacharidi. Nejdtlezitéjsi latkou obsahujici siru je
peptid glutathion. Hlavni formou, ktera se transportuje do rostliny je siran. Siran se
ptes plasmatickou membranu transportuje kotransportem s protony, stechiometrie
prenosu je 3H+/SO42-, transport je tedy elektrogenni. Ukazuje se vSak, ze rostliny
obsahuji n¢kolik transportnich systému pro sirany. Transportni systém pienasejici
sirany do vakuoly je ziejmé uniport fizeny velikosti transmembranového potencialu,
ktery je kladny uvnitf.

Obr. Transport siranu 16.56, do vakuoly??

Redukce siranu probiha v chloroplastech, sirany tvoii soucast obsahu vakuoly.
Redukce siranu probiha v nékolika stupnich, vysledkem redukce je sulfid.

SO42- + ATP + 8e + HH+ — S2- +4H20 + AMP + PPi
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Tato reakce je energeticky naro¢na (AGo= 732 kJ/mol). Energie je kryta jednak
pomoci ATP a déle reduktanty pochazejicimi z fotosyntézy (u nezelenych ¢asti
rostliny zfejmé pomoci NADPH redukovaného v pentosafosfatovém cyklu).

Prvnim krokem reakce je aktivace sulfatu na adenosin-5"-fosfosulfat (APS) enzymem
ATP-sulfurylasou.

S042- + ATP < PPi + APS
strukturni rovnice

APS obsahuje makroergickou vazbu mezi fosfatem a siranem a reakce je silné
posunuta doleva (AGo = +42 kJ/mol). Vznikajici difosfat je hydrolyzovan
pyrofosfatasou, ¢imz se reakce posouva vice doprava. Enzym je lokalizovan zejména
v chloroplastech, minoritni podil izoenzymt obsahuje cytosol.. Enzym je tetramer o
mol. hmotnosti 4x 50 kDa.

Pribéh redukce APS na sulfid neni zcela objasnén. S nejvétsi pravdépodobnosti se
siran redukuje na sifi¢itan. Enzym redukujici sifi¢itan na sulfid je v rostlin¢ dobie
znam. Jedna z hypotéz piedpoklada, ze APS se fosforyluje pomoci ATP na
fosfoadenosinfosfosulfonat (PAPS)

rovnice

a ten se pak redukuje PAPS reduktasou na sifi¢itan. Zdrojem redoxnich ekvivalentt je
thioredoxin (tato cesta existuje u mikroorganismu a cyanobakterii). PAPS reduktasa
vSak u rostlin zatim nebyla popséna. Druhou moznosti je ptimo redukce APS pomoci
APS reduktasy. Zdrojem redukce je redukovany glutathion. Tento enzym byl popsan
u Arabidopsis.

obr. 16.61
Sulfitreduktasa katalyzuje redukci sifi¢itanu na sirnik.
SO;* + 6 ferredoxin(red) + 6H+ < S* + 3H20

V nezelenych ¢astech rostliny probiha redukce pomoci NADPH. Struktura enzymu
pfipomind nitritreduktasu a je s ni siln¢ homologni. Enzym obsahuje sirohem jako
kofaktor a klaster 4Fe-4S. Je sloZen ze 2 - 4 podjednotek (64 - 70 kDa). Sekvenéni
analyza prokazala, Ze oba enzymy patii do jedné superrodiny anionreduktas.
Sulfitreduktasa ze Spenatu je schopna redukovat nitrit, i kdyZz afinita enzymu pro nitrit
je mnohem nizsi.

Sirnik vznikajici redukci sulfitu je inkorporovan do molekuly cysteinu sledem dvou
reakci. Prvni reakce tvorba O-acetylserinu ze serinu a acetyl-Koa. Druhé reakce je
thiolysou.

Obrazek 16.64

Ackoli redukce siran u vyzaduje redukovany ferredoxin, nezda se byt regulovana
svétlem, na rozdil od enzymii redukce nitratu. Enzymy jsou vysoce aktivni ve
vyvijejici se rostling, zatimco v dosp€lé rostling aktivita silné klesa. Pii nedostatku
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siry v rostling aktivita enzymil rovnéz siln¢ vzrista (opacné je tomu u nitratu, kdy
enzymy jsou exprimovany v piitomnosti nitratu).

Asimilace CO, - fotosyntéza

Fotosyntéza je oxidoredukcni proces, kdy se CO, redukuje na cukerné latky (CH,0).
Redukujici latkou H,X je nejcastéji voda, vznikajici oxidovanou latkou X je pak
kyslik. Tato redukce je siln¢ endergonicka. Zména volné energie po tvorbu jedné
hexosy je AGo = +2840 kJ/mol, tato energie je kryta elektromagnetickym zarenim.

CO, +2H, X — (CHzo) +2X + H,O

U eukaryontnich organismu je tento proces lokalizovany ve specidlnich plastidech -
chloroplastech. Pfedpoklada se, ze tato organela vznikla endosymbiosou
protoeukaryontni buniky a fotosyntetizujici bakterie. Chloroplast obsahuje vnitini
membranovy systém zvany thylakoidy. Vnittek chloroplastu se nezyva stroma.
Membrana thylakoidu odd€luje lumen thylakoidu od stroma chloroplastt. Nékteré
thylakoidy jsou stohovany a pod mikroskopem se jevi ve formé tzv. gran.

Obrazek chloroplastu 12.1
Granalni thylakoidy a thylakoidy stromatu

= Stroma-
Cranal

envelope Stroma exposed
thylakoids

(B) thylakoids

Fotosyntéza zahrnuje dvé faze, svételnou (tzv. Hillovu reakci) a temnou (tzv.
Calvintv cyklus). Prvni z nich produkuje ATP, NADPH a eventuelné O,, které jsou
pak vyuzivany pii temné fazi, tj. redukci oxidu uhli¢itého. Tyto reakce jsou
lokalizovéany v rozdilnych ¢astech chloroplastu: svételné faze probihé na thylakoidni
membrang, temna faze ve stroma chloroplastu.

Svételna faze fotosyntézy

Pti Hillové reakci se vyuziva energie svétla k oxidoredukéni reakei, kdy se NADP+
redukuje na NADPH a voda se oxiduje na kyslik. Tento typ fotosyntézy se nazyva
oxygenni.
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H,0 — 1/20,+2H" + 2¢ Eo=+081V
NADP + 2¢ + H" — NADPH Eo=-032V
AEo=-1,14V

AGo = +220 kJ/mol

Standardni volna energie této reakce je tedy AG = +220 kJ/mol.

Ptenos elektroni ptes fotosyntetické komplexy je spojen s produkei
elektrochemického potencialu protont, ktery je vyuzit k syntéze ATP enzymem ATP-
synthasou.

ADP +Pi — ATP AGo =+ 30 kJ/mol

Existuje vSak typ fotosyntézy, kdy nedochazi k uvoliovani kysliku, tzv. fotosyntéza
anoxygenni, napf. kdy nedochazi k oxidaci vody, nybrz H,S, takze produktem reakce
je sira, nebo v ptipad¢ tzv. cyklického transportu elektronti, kdy je energie svétla
vyuzivéana pouze k produkci ATP

Tato reakce je umoznéna diky specidlnim barviviim zvanym chlorofyly. Svételné
kvantum je absorbovano elektronovym systémem téchto chlorofyll, ktery se pfitom
excituje do tzv. excitovaného singletového stavu (nazyvany proto, ze se spin
elektronu se pii excitaci neméni). Mnozstvi pohlcené energie AE je pfitom nepiimo
umérné vinové délce svétla.

AE = hc/A

Tento stav trva velmi kratkou dobu (fadové 10™s). Béhem tohoto stavu se miZe spin
elektronu obratit a molekula piejde do tripletového stavu, jehoz doba Zivota je
nesrovnatelné delsi (fadove az sekundy). Navrat elektronu do zdkladniho stavu muze
probéhnout tzv. relaxaci, kdy se energie vyzati ve formée tepla, nebo fluorescenci, kdy
je energie vyzarena ve formé fluorescencniho zatreni. Tieti moznosti je tzv. transfer
energie, kdy se energie prenese postupné na dalsi molekuly, které se nachdzeji v tésné
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naboje, kdy se elektron pfenese na akceptor, ktery se timto redukuje.
Obrazek elektronovych piechodt

hv
chlorofyl — chlorofyl*
chlorofyl* + A — chlorofyl” + A

Energie 1 fotonu o vinové délce 700 nm je 2,83 .10 J. Tato energie je absorbovana
pii excitaci molekuly chlorofylu ze zékladni hladiny na hladinu excitovanou. 1 mol
chlorofylu (6,02 .10% molekul) pohlti tedy 170 kJ. Pro redukci 1 molekuly NADP je
tedy zapotiebi teoreticky 1-2 fotony. Prakticka hodnota je vSak 4 fotony (viz nize).
Svételna energie mize byt rovnéz vyuzita k tvorbé protonmotivni sily pfes membranu
thylakoidt a tudiz k syntéze ATP prostfednictvim ATP-synthasy.



Struktura a funkce fotosyntetickych pigmentt
Vétsina fotosyntetizujicich organismt obsahuje chlorofyl (rostliny, fasy a

cyanobakterie), nékteré anaerobni bakterie obsahuji bakteriochlorofyl.
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Nékteré bakterie obsahuji dalsi pigmenty absorbujici zelené svétlo, tzv. fykobiliny.

Soucasti fotosyntetickych systémi jsou navic karoteny.

Vsechny fotosyntetizujici organismy produkujici kyslik obsahuji chlorofyl a a
karoteny. Rostliny a zelené fasy obsahuji navic chlorofyl b. Nektere eukaryontni
oragnismy obsahuji namisto chlorofylu b jiné chlorofyl b, c, nebo d.Cervené tasy a

cyanobakterie obsahuji kromé chlorofylu a fykobiliny.

g & el 1 3 I L 1 2
HO,C  COgH

Phycoerythrobilin

Struktura chlorofyld se podoba hemu, s nasledujicimi nejpodstatnéjSimi rozdily:
chlorofyly maji atom chelatovaného Mg”*" namisto Zeleza, obsahuji dlouhy hydrofobni
fetézec Cy, zvany fytol a obsahuji kromé Ctyt pyrrolovych jader navic paty kruh.
Synteticka draha chlorofyli do stadia protoporfyrinu IX je totozna s hemem. Od
tohoto bodu se ob¢ drahy vétvi. Enzymem magnesiumchelatasou se do molekuly
inkorporuje Mg2+, poté dochéazi k methylaci fetézce na kruhu III a vytvofeni cyklu V.
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Po redukci vinylové skupiny na kruhu II se redukuje kruh IV. Po pfipojeni fytylového
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zbytku vznika chlorofyl a. Chlorofyl b vznika oxidaci methylové skupiny na
formylovou na kruhu II.

: B= : It ..\'_" ps . _:\._n? ‘_'..:'_

LR
A's

Chlorofyly maji dv€ hlavni absorpéni maxima. Prvni v oblasti kolem 430 nm
(absorpce modrého svétla), druhé maximum kolem 650 (??) nm (Cervené svétlo).
Chlorofyly b, ¢ d ???

Syntéza chlorofylu 12.5

Dalsi skupinou t¢astnici se fotosyntézy jsou tetraterpeny karoteny. Cesta jejich
syntézy vede od geranylgeranyldifosfatu, ptes fytoen k lykopenu, které se 1isi poctem
dvojnych vazeb. Enzymy, které katalyzuji tuto oxidaci se nazyvaji desaturasy.
Prostfednictvim cyklasy pak vznika bud’ B-karoten nebo o-karoten, které se 1isi
polohou jedné dvojné vazby na levém kruhu. Z a-karoteinu pak hydroxylaci vznika
lutein. Z B-karotenu hydroxylaci a epoxidaci vznikaji zeaxanthin a violoxanthin (tyto
latky nazyvame xanthofyly). Karoteinoidni pigmenty absorbuji v oblasti 400 - 500
nm, jsou tedy zluté a oranzov¢. Hraji roli jako pomocné latky pii zachytu svétla a
prenosu na chlorofylovou molekulu, dale maji dilezitou strukturni roli v LHC (light
chlorofylu mize vést k tvorbé tripletového stavu (a tudiz k jejich zablokovani) nebo
ke vzniku singletového kysliku, ktery mé destruktivni u¢inek. Mutace, ktera blokuje
syntézu karotenoidt, je pro rostliny vystavené svétlu letalni.
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schéma ucinku karoteni tripletovy kyslik

Schéma syntézy karotenoidl, upravené 12.7

Cervené fasy a cyanobakterie obsahuji dalsi fotosyntetické pigmenty zvané
fykobiliny. Tato barviva jsou tetrapyrrolové linearni struktury neobsahujici atom
kovu. Jsou hydrofilni diky neptitomnosti lipidniho fetézce. Na bilkovinu jsou vazany
prostfednictvim thioéterovych mustki.Existuji dva zakladni typy téchto barviv:
fykocyanobiliny a fykoerythrobiliny.

Obrazek 12.9

Tato barviva absorbuji svétlo v oblasti 500 - 650 nm.
Obrazek XY ukazuje absorpéni maxima vSech barviv, které se podileji na fotosyntéze.
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(A) Chlorophylls
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(B) Other photosynthetic pigments
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Obrazek spekter 12.6

Struktura fotosyntetického reak¢éniho centra
Fotosynteticka reakéni centra realizuji reakci pfenosu naboje z excitovaného
chlorofylu na akceptor.
hv
chlorofyl — chlorofyl*
chlorofyl* + A — chlorofyl” + A"

Struktura téchto center je postupné objasiiovana u mnoha fotosyntetizujich organismd.
Prvni etapa téchto rozsahlych studii byla provadéna na Rhodobacter sphaeroides.
Tento relativné jednoduchy komplex obsahuje zvlastni pigment P865, coz je dimer
bakteriochlorofylu, nazvany podle svého absorpéniho maxima. U rostlin byly
nalezeny analogické pigmenty P680 a P700. Krom¢ tohoto pigmentu obsahuje reakcni
centrum jesté bakteriopheophytin (chlorofyl neobsahujici hot¢ik), lipidni chinony a
atom zeleza. Sérii reakci prenosti naboje se elektrony z excitovaného chlorofylu
postupné na dalsi slozky reakéniho centra. Tyto pfenosy probihaji fadoveé v Case 1 ps,
200 ps a 100 - 200 ps.

Struktura a pfenos elektronti z P865 je ukazana na obrazku. Tento pfenos probiha
pouze jednou cestou v jedné poloviné komplexu.
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Vsechny oxygenni fotosyntetizujici organismy, bakterie, fasy a rostliny obsahuji dva
typy reakénich center: FSI a FSII. Struktury téchto center nebyly jesté urceny.

Jejich sloZeni je uvedeno v tabulce:

FSI

P700

chlorofyl a
fylochinon
Fe-S centra

FSII

P680

feofytin
plastochinon (Qa)
plastochinon (Qb)

FSI obsahuje komponenty velmi podobné reakénimu centru R. sphaeroides nebo R.
viridis. Pfedpokladana struktura FSII u rostlin je uvedena na obrazku. Elektron se
prenaseji z excitovaného P690 postupné na feofytin a ob¢ plastochinononé molekuly.
Obdobny model pro FSI byl stanoven na zaklad¢ studii komplexu FSI cyanobakterii.
Elektrony se pienaseji z P700 na molekuly chlorofylu a, na fylochinon a poté ptes tfi
Fe-S centra aZ na akceptor, kterym je ferredoxin.

Stroma

1]

Lumen
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Obrazek 12.12 a zjednoduseny 12.13 + 12.15

~®

Stroma

Lumen
LH)H
=

Krom¢ téchto chlorofylii reakénich center obsahuje membréna thylakoidi dalsi
molekuly chlorofylu a ve form¢ tzv. antén, a to zhruba 250 molekul chlorofylu a na 1
reakcéni centrum. Tyto molekuly absorbuji pti kratSich vinovych délkach, nez barviva
P680 a P700. Energie svétla absorbovaného témito anténami se postupné pienasi az
na pigmenty P680 a P700 pomoci tzv. "rezonan¢niho transferu energie". Tento
prechod (bez vyzareni a absorpce svétla) vyzaduje tésnou blizkost donoru a akceptoru
a blizkost energetickych hladin jejich excitovanych singletovych stavi.

frv

Transport elektront fotosyntetickym systémem

Thylakoidova membrana chloroplastii obsahuje FSI, FSII a dalsi slozky, které pfti tzv.
necyklickém transportu produkuji O2, NADPH a ATP. Témito slozkami ucastnicimi
se elektronového transportu jsou predevsim plastochinon, transmembranovy
proteinovy komplex cytochrom bgf, plastocyanin, ferredoxin, ferredoxin-NADP
oxidoreduktasa a ATP-synthasa.

FSII je integralni membranovy proteinovy komplex. Jeho struktura u rostlin neni
pfesn¢ znama. Obsahuje vice nez 20 proteint. Proteiny D1 a D2 (32 a 34 kDa) jsou
hlavnimi bilkovinami vazajicimi chlorofyly, feofytiny a chinony. Dalsi bilkoviny
CP43 (51 kDa) a CP47 (43 kDa) vazou chlorofyly a anténniho systému. Soucésti
celého systému jsou dale hydrofilni proteiny 33, 23 a 17 kDa, které se podileji na
oxidaci vody. VétSina téchto bilkovin je kddovana genomem chloroplastu, nékteré
jadernym genomem.

Absorpci svétla se redoxni potencidl fotosystému posouva do zapornych hodnot, tzn.
zvysuji se jejich redukeni schopnosti. Tyto elektrony se poté pfendseji na komponenty
s elektropozitivnéjSim potencidlem. Akceptorem elektronti v systému FSII je
molekula plastochinonu, kdy se uc¢inkem dvou fotonii molekula Qb postupné méni na
semichinon a poté na dianion Q,>". Poté se tento dianion asociuje s dvéma protony ze
stroma. Vznikly QpH;, oddisociuje od FSII do membrany thylakoidu. Oxidovany
P680, ktery je silnym oxidovadlem, doplni chybéjici elektrony z vody (D).

hv
P680.Pheo.Q,Qp — P680* . Pheo.Q,Qy—> P680+.Pheo'.QaQb—> P680+.Pheo.Qa'Qb—>
D hv

P680".Phe0.Q.Q,” — P680.Pheo.Q.Q, — P680* Pheo.Q,Qy, — P680".Pheo”.Q.Qy —
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D
P680".Pheo.Q, Q,” — P680".Pheo.Q.Qn> — P680.Phe0.Q,Qp>

Obrazek - ptenos elektrond 12.22 A,B

FSII funguje jako voda-plastochinon oxidoreduktasa, ktera je dependentni na
svétlo.Plastochinon je oxidovan na strané lumen komplexem cytochromu bef, oba
protony ptitom acidifikuji prostor lumen. Tento komplex se svoji strukturou a funkei
podoba komplexu III respira¢niho fetézce (cytochrom bel). Je slozen z cytochromu f
(typ cytochromu c, 32 kDa), zelezo-sirného proteinu 2Fe-2S (19 kDa) a cytochromu
b6 (se dvéma typy hemu b, 24 kDa). Posledni slozkou je protein vazajici chinon (17
kDa).

(B)

Stroma

Lumen

Obrazek 12.25

Tyto proteiny jsou kédovany chloroplastovym a jadernym genomem. Cytochrom b6f
je integralni membranovy protein, oxidoreduktasa, oxidujici plastochinon a redukujici
platocyanin. Tato oxidace je spojena s ptenosem 4H+/2e ze stroma do lumen.

PQH2 + 2PCox + 2H+ (stroma) — PQ + 2PCred + 2H+ (lumen)

Dva protony pfitom pochazeji z oxidace PQH2. Obdobn¢ jako u cytochromu bc;
probiha tato translokace pravdépodobné pies Q cyklus, pfimé diikazy zatim chybi.
Plastocyanin je maly protein (11 kDa) vdzany na stran¢ lumen a obsahujici méd’.
Tento protein redukuje FSI oxidovany pfenosem naboje vyvolanym absorpci fotonu.
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Str 2
PetG Stroma PetM

Lumen

FSI 1ze chéapat analogicky jako FSII jako plastocyanin-ferredoxin oxidoreduktasu
zavislou na svétle. Tento integralni membranovy komplex obsahuje zhruba 15
proteint, z toho dva hydrofobni proteiny (80 kDa), které vazou elektronové pienasece
jako je P700, chlorofyl a, fylochinon a jeden Zelezo-sirny klaster. Dalsi maly
zelezosirny protein (9 kDa) obsahuje dv¢ zelezo-sirné akceptorova centra Fa a Fb.
Vazba plastocyaninu na strané lumen a ferredoxinu na strané stroma je zajiSténa
dvéma hydrofilnimi proteiny 17 a 18 kDa. Funkce dalSich komponent neni doposud
znama. Proteiny komplexu FSI jsou kédovany jadernym a chloroplastovym
genomem. Ferredoxin lokalizovasny na strané stroma ma standardni redox potencial -
0.42 V, je tedy schopen redukovat NADP prostiednictvim enzymu ferredoxin-NADP-
oxidoreduktasy. Enzym obsahuje FAD jako kofaktor a redukce probiha ptes stadium
semichinonu. Ferredoxin miiZe slouzit jako redukéni substrat dal§ich enzymd, jako je
glutamatsynthasa, nitritreduktasa, sulfitreduktasa, apod.

A 4
i )
P700
25
-0.8- TN AFy
AF,/Fg
Pheo T
= -04- D
5 1 @
g %\ NADP
. N Q
= .uil[i
0.4 o
P700
PSI
0.8-H,0 b R )
; 4 ) T
12 _ PSII ”“
o
Obrazek

Oxidace vody komplexem FSII
Pti necyklické fotosyntéze se oxidovany komplex FSII opét redukuje, prostfednictvim
vody.

2 H,0 = O, +4H" + 4e

Tento proces vyZaduje piedani 4 elektrontll. Standardni redoxni potencial paru O/H20
je +0.82 mV, to znamena ze par P680/P680+ musi byt mnohem elektropozitivnéjsi (1-
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1,2 V). Bylo prokézano, ze oxidaci vody katalyzuje protein obsahujici ¢tyfi
manganaté ionty. Deficience manganu u fas zpiisobuje poruchy pii vyvoji kysliku.
Zda se pravdépodobné, ze tyto manganaté ionty plisobi jako akumulator elektrond a
pritom se oxiduji na Mn3+. Manganat¢ ionty pfitom nejsou piimym donorem pro
P680. Pomoci bodové mutageneze se prokazalo, Ze timto mezi¢lankem je Tyr-160
pod%' +ednotky D1 systému FSII, kdy vznika tyrosinovy radikal (Z+) schopny oxidovat
Mn~".

Mn?"-Z-P680 — Mn*"-Z-P680" —> Mn*"-Z"-P680 — Mn>"-Z-P680

Cyklicky transport elektront pii fotosyntéze.

Chloroplasty jsou schopny provadét cyklicky transport elektroni, na kterém se podili
pouze FSI. Nedochazi pii ném k vyvoji vody (tedy bez ucasti FSII) a produktem neni
NADPH. Funkce fetézce aptsobuje prenos prtotontl ze stromatu do lumen thylakoidi.
Tento gradient je pak vyuzit k syntéze ATP pfenosem H+ z lumen thylakoidi zpét do
stromatu. Jedinym produktem je ATP.

Donorem elektronti pro FSI je cytochrom b6f, ktery sam je cyklicky redukovan
ferredoxinem. Zpusob pienosu elektronti na ferredoxin neni zcela objasnén.
Predpoklada se, ze ferredoxin je oxidovany plastochinonem pii reakci katalyzované
Fdx-PQ oxidoreduktasou. Transport elektrontli pies cytochrom bsf generuje
elektrochemicky potencial H" v Q cyklu. Tento gradient je pak vyuzivéan pii syntéze
ATP.
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I kdyz existence Fdx-PQ-oxidoreduktasy je zatim hypotetickd, pouZiti inhibitor
elektronového transportu u chloroplasti tento model potvrzuje.

Obrazek 12.34

Pouziti specifickych inhibitortt napomohlo ovéteni spravnosti sekvence jednotlivych
¢lanku elektronového transportu pii fotosyntéze. Tyto inhibitory byvaji ¢asto
Diuronu, derivaty N-alkylmocoviny, nebo herbicid atrazin. Tyto latky pisobi na
urovni FSII, a to tak, Ze inhibuji pfenos elektront mezi chinony Qa a Qb. Blokuji
tudiz vyvoj kysliku. Energie excitovaného P680 se pak vyzatuje ve forme
fluorescence, kterou lze métit. Druhym typem inhibitord jsou derrivaty plastochinonu
(DBMIB), které blokuji vazbu PQ na cytochrom b6f. Z toho plyne, ze DBMIB, na
rozdil od diuronu blokuje cyklicky transport elektronti. Poslednim typem inhibitoru ja
paraquat (znamy také pod ndzvem methylviologen), ktery funguje jako akceptor
elektront ve FSI, na trovni zelezosirnych center. Blokuje tudiz redukci ferredoxinu.
Ptitom se paraquat oxiduje kyslikem za tvorby vysoce aktivniho superoxidového
radikalu, ktery poskozuje fotosynteticky aparat. Na tom je zaloZen jeho herbicidni
efekt, ktery se projevi pouze na svétle.

{Parnquat =05 —=—=H,0,

"4
¥

DBMIB

= pQ -~I-+®+ P700 —» Fy — F o /Fg1— —» NADP'

DCMU
H,O — [P680 —= Q, —-I—
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DCMU, an inhibitor of PSII
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DBMIB, an inhibitor of the Cyt b, f complex

Paraquat (methyl viologen), an inhibitor of PSI

Obrazek 12.33

Syntéza ATP:
Protonmotivni sila:

ApH+ = ApH + Ay

U chloroplastti je hlavni soucasti Ap slozka koncentraéni ApH.

ATPsyntasa: orientovana hlavou do stromatalni ¢asti thylakoidli. Enzym je analogicky
mitochondridlnimu: CFo + CF1. Eznym obsahuje 9 rtilznych podjednotek. Koédovany
jadernym i chloroplastovym genomem. CF1 - o333 (6x 50 kDa) + 7,0, €

v-kobttroluje ziejme tok H+ ptes enzym, o ptipojuje CF1 k CFo, ¢ je regulacni
jendotka, blokuje hydrolyzu ATP v temnu. y a 6 jsou kodovany jadernym genomem.
CFo slozena ze 4 typt podjedotek. Hlavni je podjednotka I11, ktera zajistuje
translokaci protonil . je nejmensi (8 kDa) a je pfitomna jako dodekamer.

Obr. 12.35
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Organizace PSI a PSII

Chlorofyl a se nachazi pouze v reakénich centrech, zatimco chlorofyl b je obsazen v
anténnich komplexech. Chlorofyl v membran¢ je asociovan se specifickymi proteiny,
vSechny jsou kodovany jadernym genomem. Jejich interakce s chlorofyly méni jejich
absorp¢ni maximum. Dalsi pigmenry jsou karotenoidy (chlorofyl:karoteny =
0.5)Energie 400 - 500 nm je takto pfedavana na chlorofyly. Chlorofyly hraji roli
pienasSece anergie - radiationless tranfer (nezafivy prenos enerfgie)

Hlavnim centrem je LHC II (Ligh harvesting center II). Je ho obsazeno zhruba 50%
totalniho proteiny thylkakoidové membrany.

Photosystem I Photosystem II
Jeho struktura: 3 transmembranové helixy, 12 mol chl a a b, 2 molekuly karotenu

Obr. 12.16 (chla temné¢ zeleny, chlb svétle zeleny, karoten zluty)

Organizace thylakodiu. Komplexy PSI a PSII nejsou rozlozeny rozvnomérné. PSI
zejména stormatové thylakoidy, PSII zejména stohované a granalni thylakoidy.
ATPsynthasa a ostatni komlexy nerovnomérné. ATPsyntaha vylucne stromatélnich
thylakoidech. Pomér mezi FSI a FSII neni rovnoémrny.FSII/FSI je u volné zijicich
bakterii 0,5, u rosltin je vy$si nez 1 a zavisi na sloZzeni vlnové délky svétla (1,2 - 2,3).
Obr. 12.19



Regulace LHC-II

Tento komplex vylucne lokalizovany v granalnich thylakoidech. Funkce tohoto
systému apodiva v regulaci piitoku fotontl. Cast LHCII podstupauje fosforylaci. Po
této fosforyoaci s eméni naboj a LHC s epfesouva do méné hydrofobni stromatalni
oblaasti.
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Obr. 12.20

Temna faze fotosyntézy

Vétsina rostlin produkuje sacharidy tzv. C3 cestou pted glycerladehyd-3-fosfat.
Enzymy tohoto Calvinova cyklu se nachazeji ve stroma chloroplastii. Klicovym
enzymem této reakce je Ribulosa-bisfosfat-karboxylasa oxygenasa (Rubisco). Enzym
katalyzuje vazbu CO2 na substrat (ribulosa-1,5-bisfosfat) ve forme endiolového
intermediatu.

CH,OP
CH,OP GROF CH,OP :
OH
4] OH co, HO Coo- H.0
T = 2
OH ~—— OH o a — CO0-
oH OH OH COo0-
CH,OP GHOP CH,OP -» OH
CH,0P

Ribulosa-1,5-hisfosfat

Rubisco rotlinného pivodu se sklada z osmi velkych podjednotek L (56 kDa) a osmi
malych podjednotek S (14 kDa) L8SS8. Katalytickou aktivitu ma podjednotka L, role
podjednotky S neni jesté objasnéna. Podjednotka L je koédovana chloroplastovym a
podjednotka S jadernym genomem. N¢ekteré fotosyntetické bakterie obsahuji pouze
podjednotku L.

Obr. 12.39, 12.40
cervené smal, vidét jsou jen 4. Modré a zelené — large

reakce katalyzovand Rubisco
regenerace pentos

Calvintiv cyklus zahrnuje tfi faze: karboxylaci, redukci vzniklé kys. 3-fosfoglycerové
a regeneraci ribulosabisfosfatu. Pfi téchto reakcich jsou spotfebovany ATP a NADPH
nasyntetizované ve svételné fazi. Mnoho enzymu této drahy je v plastidech soucasti
jak Calvinova cyklu, tak obraceného procesu, hexosamonofosfatové drahy.
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Obr. 12.38

ve stromatu chloroplastli. Hot¢ik se vaze ve formé karbamatového komplexu na
lysinovou skupinu (Lys-120) v aktivnim misté¢ Rubisco a zplsobi tak jeho aktivaci.
Fotonteticky proces vyvolava alkalizaci stromatu (pfenos protont ze stromatu do
lumen). Pokles pH zptisobi deionizaci NH3+- skupiny lysinu kde se navaze CO2 ve
form¢ karbamatu a poté se vytvori jeho komplex s Mg2+. Pii transportu H+ do
prostoru lumen ve svételné fazi je transport kladného naboje kompenzovan
transportem Mg2+ do stroma, pii¢emz jeho koncentrace vzroste zhruba tiikrat.

Inactive Active

2 l Rubisco

Rubisco
NH
o
NHg* NH, NH Leo
| i
coo™ Mg+

Ls

Rubisco Rubisco

Obr. 12.42

Rada enzymi temné faze fotosyntézy je regulovana tvorbou disulfidovych mistk.
Tento mechanismu byl nalezen u NADP-glyceraldehydfosfat-oxidoreduktasy,
n¢kterych enzymi regenerace pentos a dokonce i u ATP-synthasy. Tyto enzymy jsou
modifikovany pies ferredoxin-thioredoxinovy systém, napojeny na FSI. (Obr. 12.43).
Timto zpisobem, to je redukci disulfidovych miistkii mtize svétlo zvySovat aktivitu
enzymu temn¢ faze fotosyntézy.

o %
Photosystem |

=T e e T T
¢~ Ferredoxin ™ ¢~ Ferredoxin ™
\_ oxidized ‘. reduced

-l-l""'—‘

“¥— Ferredoxin—
thioredoxin
P reductase

P—

Thioredoxin Thioredoxin
reduced oxidized

| | ]
arget enzyme et e
oxidized ar%educeg >

s—s§ YHS SH

Enzym RUBISCO je jedinecny svou schopnosti katalyzovat jesté druhou enzymovou
drahu, a to oxidaci ribulosa-1,5-bisfosfatu. Produkty jsou 3-fosfoglycerladehyd a 2-
fosfoglykolat. Tomuto pochodu se fika fotorespirace, protoze pii ném dochdzi ke
spotteb¢ kysliku vyvolané svétlem. Oba substraty, kyslik a oxid uhli¢ity si kompetuji.
I kdyz katalyticka konstanta karboxylace je zhruba tfikrat vyssi, vzhledem k vysoké
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koncentraci kysliku v atmosféte je proces fotorespirace u vétSiny rostlin srovnatelny s
karoxylaci, ¢imz se snizuje vytézek fotosyntézy.

Obr. 12.38
cHo®
C.
o0 g ——— Photonspiration
Phosphoglycolate
cHO0 B Clﬂao e 0|H.~0 ®
(|:=0 rﬁ—o- Ho—cl—oo- coo-
0,
HC —OH C—OH i (i:=o Htl‘.—OH
|
”°| — \ HE—0H ™ Grygenation ”‘”I —FH cHo®
1
CH.0 B o cHO0® CHO @ 3-Phosphoglycerate
Ribulose 1,5 Enediolate Hydroperoxide BEGal
bisphosphate intermediate intermediate
|CH,0 ® cHOo®
HO—C —CO00" HO—C — GO0~
|
CO;— C=0 HO—C—OH

. ryr r s
Carboxylation a0 HC —OH

|
cHO @ cHO®

2'-Carboxy-3-keto- Hydrated
p-arabinitol- intermediate

1,5-bisphosphate
intermediate

H0

CHO®
|

HO —C—C00" ——= 3.0GA

Carbanion

&

Asimilace cestou C4

Nékteré jednodélozné rostliny jako kukufice, cukrova titina, i n€které dvoudelozné
fixuji oxid uhli€ity cestou nikoli pfes Rubisco, nybrz za vzniku ¢tyiuhlikatych
sloucenin. Listy téchto rostlin maji zvlastni anatomii: obsahuji dva typy bun¢k s
chloroplasty - mesofylové buiiky a buiiky pochev cévnich svazkii.

1’ v .. I.‘ =
Mesophyll cell —=X §

Bundle sheath cell

Obr. 12.45

C4 rostliny maji uc¢innéjsi systém fixace CO2, zejména pii vyssi teploté a
ptedpokladanych ztratach vody. Pti vyssich teplotach klesa totiz vyrazné karboxylaéni
aktivita Rubisco a vzristd oxygenacni aktivita. Stejné tak pii vyssich teplotach
vzristaji ztraty vody. Cesta C4 je zaloZena na interakci mezi obéma typy bunék.
Fixace CO2 probihd v mezofylovych bunkach, akceptorem je fosfoenolpyruvat
(enzym PEP-karboxylasa). Vlastnim susbtratem enzymu je hydrogenuhli¢itan, jehoz
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koncentrace v cytosolu je vyssi, nikoli CO2. Kromé tohoto, Km pro HCO3- je
mnohem nizsi (?) nez Km CO2 pro Rubisco. Produktem reakce je oxalacetat. Tento
produkt prochazi po redukci nebo transaminaci ve formé malatu nebo aspartatu z
mezofylovych bun¢k do bunék pochev cévnich svaki, kde se z néj vznika zpét CO2
(ktery se v Calvinové cyklu méni na glukosu) a pyruvat, ktery se vraci do mezofylu
recykluje se.

CO, (air)

Mesophyll
cell
H.0

HCO4~

Phosphoenolpyruvate
'_C.:rb(:x_\.'lali:}n

Regeneration

C; acid |
C; acid

C, acid

| Decarboxylation

C; acid

Bundle sheath
cell

Obr. 12.46

Efektivnost tohoto mechanismu spoc¢iva ve zvlaStnim sloZeni chloroplastli buné¢k
pochev cévnich svazk, se snizenym obsahem FSII. Produktem fotosyntézy tudiz neni
kyslik, ¢imz se blokuje fotorespirace. Buiiky mezofylu obsahuji chloroplasty s FSI a
FSII. produkce kysliku zde nevadi, protoze PEP karboxylasa neni ovliviiovana
kyslikem. Jednotlivé typy C4 rostlin se odliSuji podle cyklujiciho metabolitu mezi
spolupracujicimi buikami. MtiZe to byt malat nebo aspartat.
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(A) Mesophyll cell Bundle sheath cell

NADP"-malic enzyme type

NADPH = NADP"
Oxaloacetate l\h / Malate Malate
(2] NaDP*
®I
o © |\ . jADPH
CO; —— HCOy -
Phosphoetol- { 2
:\\':u‘\'.\:v o Pyruvate Pyruvate -\
L

cycle
AMP + BB, ATP + (B, yee

(B)

NADF-malic enzyme type

(5] '
Oxaloacetate Aspartate Asp .mm/ Oxaloacetate NADPH
+
® ( a-Keto- g NADP

Glutamate glutarate Malate

a-Keto- NJ‘\D*

glutarate Ll |I Al |u

) NADH
?

Alanin Alanine

Alz o Alz Pyruvate !.ll\'m:
o cycle

CO; =—— HCOy

Phosphoenol- @)

pyruvate Pyruvate

AMP +®®, ATP+@®,

(€)
Phosphoenolpyruvate carboxykinase type
Oxaloacetate Aspartate Aspartate Onaloacetate
® ( /
(1] Glutamate }‘I‘u:“: .; — = (ADP
CO, —= HCO4 AMP ATP a-Keto-
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1. PEP carboxylase 5. Aspartate aminotransferase
2 NADP'-malate dehydrogenase 6. NAD'-malic enzyme
3. NADP-malic enzyme 7. Alanine aminotransferase

4 J'\-rm.-.\lr-<nrrllnph;\q]\h.\h- dikinase (PPDK) B. PEP carboxykinase Obr 12 48

Mezofylové buitky musi obsahovat vysokou koncemtraci PEP. Tento vznik4 ve
zvlastni reakci katalyzované enzymem pyruvat-fosfat-dikinasou.

CH3COCOOH + Pi + ATP — CH2COP-COOH + AMP + PPi

reakce je posouvana doleva enzymem pyrofosfatasou. Fixace CO2 tedy vyzaduje 2
makroergické vazby. Ac¢koli tato cesta je energeticky narocnéjsi nez C3 cesta, diky
neptitomnosti fotorespirace je energeticky vyhodnéjsi.

Regulace enzymi

Souhra mezi metabolismem probihajicim v mezofylu a bunikach pochev cévnich
svazkl vyzaduje dokonalou regulaci. Klicové enzymy této drahy, PEP-karboxylasa,
pyruvat-fosfat-dikinasa a NADP-malatdehydrogenasa jsou regulovany svétlem.
Regulace NADP-malatdehydrogenasy probiha cestou tvorby disulfidovych mustkd,
ptes ferredoxin-thioredoxinovy systém. Zbyvajici dva enzymy jsou regulovany
ptislusnymi kinasami klasickym mechanismem. PEP-karboxylasa fosforylovana
kinasou: Enzym PEP-karboxylasa-kinasa je regulovan svétlem. Aktivni forma
stimulovana svétlem provadi fosforylaci serinového zbytku pomoci ATP. Temna
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forma (defosforylovand) je inhibovana jiz nizkymi koncentracemi malatu a ma nizkou
afinitu k substratu, PEP. Fosforylovana forma (svételna) neni inhibovana malatem.
Tento mechanismus zajiSt'uje, aby fixace CO2 probihala na svétle pies rostouci
koncentraci malatu v burice.

Less active

PEP carboxylase
kinase

Light ( ) Dark

More active

ATP ADP

PEP carboxylase

kinase

OH o®
PEP - PEP:
carboxylase & carboxylase GeD

Less active Mare active

(Dark) >—< (Light)

@ H,0
Obr. 12.49

Eznym pyruvat fosfat dikinasa syntetizujici fosfoenolpyruvat je regulovan rovnéz
stimulovand aktivni forma je vSak desfosforylovana, fosforylovanéa forma vznikajici
pfislusnou kinasou je inaktivni.

CAM, varianta C4 metabolismu.

Tato varianta (crassulacean acid metabolimu) existuje u rostlin zijicich v extrémné
suchych podminkach (napft. sukulenty jako kaktusy, anebo ananasovité rostliny).
metabolimus velmi pfipomina typickou C4 cestu avSak procesy jsou zde oddéleny
nikoli lokaln¢, ale Casové. Vysoka intenzita svételného zareni je zde komplikovana
vysokou teplotou a tim vysokym odparem vody. Proces fixace CO2 na PEP za vniku
oxalacetatu tedy probihd pouze v noci, kdy se pruduchy bunék oteviou za podminek
relativné nizsi teploty a vyssi vlhkosti. Vznikajici malat je ve vysokych koncentracich
skladovén ve vakuole. Po dobu svételné a horké periody se priduchy uzaviraji, malat
opousti vakuolu a je dekarboxylovan. Vznikajici CO2 je asimilovan Calvinovym
cyklem, pottebné ATP a NADPH vznika ve fotosyntéze. Vysoké koncentrace PEP
potfebné béhem noc¢ni periody nemohou vznikat pomoci ATP. PEP tedy vznika
cestou anaerobni glykolyzy.
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Obr. 12.51

Klicovy enzym této drahy, PEP-karboxylasa existuje v aktivni nocni formé, a
neaktivni denni formé€. Regulace probiha opét cestou kinasy, fosforylaci. Na rozdil od
typického C4 metabolismu se v tomto piipadé nejedna ziejme o regulaci piimo
svétlem, ale circardidnskym rytmem.

Nékteré rysy C3, C4 a CAM rostlin jsou pro srovnani uvedeny v nasledujici tabulce:

C3 C4 CAM
Typicky ptedstavitel | pSenice, ryze, kukufice, cukrova ananas
brambory titina
Fotorespirace az 40% fotosyntézy | nd nd
Intracelularni obsah | 200 100 10000
CO2 (ul/1)
Efektivnost vyuziti 1-3 2-5 10 - 40
vody (g CO2/kg
vody)
Max. riistova 5-20 40 - 50 0,2
rychlost (g/m2.d)

Vysoka efektivnost fotosyntézy u C4 rostlin je zajimava z technologického hlediska.
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Fotorespirace je svétlem stimulovana spotieba kysliku a vydej CO2. Jiz ve dvacatych
letech minulého stoleti byla zjiSténa souvislost tohoto procesu s fotosyntézou. Pokud
byla zvySena koncentrace kysliku na dvojnasobnou hodnotu obvyklé koncentrace,
rychlost fixace CO2 vyrazné klesala. Obracen¢ byl pozorovan intenzivni vzrust
asimilace pii poklesu koncentrace kysliku pod hodnotu 2%. Po ukonceni osvétlovaci
periody byl navic pozorovan pulz vydeje CO2. Byla zjisténa kompetice mezi
kyslikem a CO2 pfi fotosyntéze. Tento proces je intenzivni zejména u rostlin typu C3.
Pti¢inou fotorespirace je dvoji susbtratova specifita enzymu Rubisco. Tento enzym
katalyzuje bud’ karboxylaci ribulosa-5-fosfatu na dvé molekuly kys. 3-fosfoglycerové
anebo jeho oxygenaci, kdy vzniké jedna molekula kys. 3-fosfoglycerové a kys-
fosfoglykolova.
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Pomér rychlosti karboxylace vc a rychlosti oxygenace vo v zavislosti na koncentraci

plyni je definovan vztahem

ve/vo = ( Ve/Ke)(Ko/Vo) ([CO2]/[02])
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kde Vc a Vo jsou limitni rychlosti, Kc a Ko Michaelisovy konstanty. Pfi ekvimolarni
koncentraci plynt je pomér vc/vo roven 100. Vzhledem k aktualni koncentraci CO2
(8 uM) a O2 (250 uM) v atmosféte je vSak tento pomér roven zhruba 3.2.

Produkt fotorespirace, kys. fosfoglykolova je pak metabolizovana ve dvou
organelach: peroxisomech a mitochondriich. Cilem procesu je regenerace

trojuhlikatého metabolitu.

Fosfoglykolat je defosforylovéan a vznikajici glykolat je transportovan do peroxisomil.
Tam je oxidovan enzymem glykolatoxidasou na glyoxylat a peroxid vodiku.
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Glyoxylat je transaminovan na glycin. Tento je transportovan do mitochondrii. Glycin
je metabolizovan komplikovanym mechanismem. Enzymovy komplex glycin
dekarboxylasa s kofaktorem kysl. folovou, lipodtem, pyridoxalfosfatem a FAD
rozklada glycin na CO2, NH3, NADH a methylentetrahydrofolat.
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Glycin se vaze na pyridoxalfosfat a po jeho dekarboxylaci se methylenaminova
skupina pfenese na lipoat. Po deaminaci pfechazi methylenova skupina na folat.
Methylenova skupina je pak z methylentetrahydrofolatu ptenesena na dalsi molekulu
glycinu za vzniku serinu. Reakci katalyzuje enzym serinhydroxymethyltransferasa.
Serin se prenasi zpét do peroxisomu, kde se deaminuje na hydroxypyruvat a redukuje
na glycerat. Tento je pak vyuzit v chloroplastech v Calvinové cyklu.

Obr. 12.48, zjednodusit

Produkt fotorespirace NH3, je toxicky. Amoniak je pak asimilovan v chloroplastech
cestou glutaminsynthetasy a glutamatsynthasy. Kofaktorem glutamatsynthasy je
svétel redukovany ferredoxin (viz asimilace amoniaku).

Role enzymu Rubisco a selekéni tlak fotorespirace se postupné uplatiioval od pocatku
vyvoje Zemé, kdy koncentrace kysliku dosahovala minimalnich hodnot. Postupné jak
koncentrace kysliku v atmosféie nartistala a klesal obsah CO2, klesal vytézek
karboxylacni reakce.Za téchto podminek se cesta C4 rostlin ukazal byt malo efektivni
Selektivnost reakce CO2 oproti O2 zavisi velmi podstatné na teploté. S teplotou klesa
vice rozpustnost CO2 nez O2 ve vodé. Z tohoto ditvodu je maximum efektivnosti
karboxylacni reakce u C3 rostlin mezi 25 - 35 °C, u C4 rostli mezi 30 - 40°C.
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Molekularni mechanismus signalizace rostlinnych bunék

Po dobu svého vyvoje vyvinuly rostliny dokonaly systém signaliza¢nich drah, které
umoziuji reagovat rostlin€ na podnéty fyzikalniho a latkového typu. Fyzikalnimi
podnéty jsou svétlo, teplota, mechanicky stres, zranéni, ultrafialové zareni, zemska
tize, membranovy potencial, apod. Stimuly chemického typu jsou koncentrace plynii,
vlhkost a koncentrace mineréalnich latek a dale pfitomnost latek, které se k rostling
dostavaji jako produkty metabolismu jejich vlastnich bun¢k (napt. hormony) nebo
okolnich organismu (alleopatické latky, elicitory obrannych reakci). VSechny tyto
signaly jsou rostlinou rozpoznany, zesileny a modulovany a poté se projevi jako
zmény v koncentraci elektrolytli, enzymovych aktivit anebo jako regulace exprese
prislusnych gent. Tyto procesy se odehravaji na dvou urovnich. Bud'to s eprojevi
jakozto kratkodobé efekty fadove vtetiny az minuty od aplikace signélu, anebo jako
zmény dlouhodobé, fadove hodiny az dny. Naptiklad regulace aktivity urcitého
enzymu muze byt témito signaly vyvolana v podobé kovalentni modifikace, jako
naptiklad fosforylace (kratkodoba zména) anebo ve formé aktivace transkripce
ptislusného genu (dlouhodoby proces)
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Hormones —se Sl ~+— Wall fragments
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Obr. 18.1, 18.2

Studium téchto signaliza¢nich drah si bere jako zaklad analogické pochody, které jsou
detailné prozkoumany na Zivoc¢iSnych, bakterialnich ¢i kvasni€nych bunkach. Ukazuje
se, Ze v podstat¢ je tato signalizace velmi analogicka, v detailech vSak casto dosti
odli$na.

Receptory

Stejné jako u zivocichu, existuji u rostlinnych bunék dva typy receptord, s ohledem na
lokalizaci. Prvni jsou lokalizovany na povrchu cytoplasmatické membrany, druhy typ
receptort se nachazi v cytoplasmé.Tyto receptory jsou schopny reagovat na chemické
signaly, to je na pfitomnost latek jako jsou napt. hormony nebo elicitory obrannych
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reakci. Kromé téchto receptorii jsou vSak buniky schopny vnimat i elektrické signaly 1
svétlo, a to pomoci tzv. iontovych kanalti, schopnych otevirat se nebo uzavirat v
zavislosti na sméeru a velikosti elektrického signalu.

Obr. Funkce receptoru membranového, cytosolového, kanalu Obr. 8.11
(A) G-protein-linked receptor

Signal molecule

@/ Signal molecule
5 ®
~ ﬂ I ﬂ
.. SGTP GTP f
/
G-protein /
I .
Enzyme Activated Activated
G-protein enzyme
(B) Enzyme-linked receptor (C) Ion channel-linked receptor
By cions ® Signal
C‘F—’\ 2:}"1:_1: L ® = ® molecule
|
: @ o o Q

Inactive catalytic Active catalytic
domain domain

Receptor je obvykle monomerni nebo oligomerni integralni protein, majici vétSinou
tfi funkéni ¢asti. Prvni z nich se nachdzi na vné&j$im povrchu cytoplasmatické
membrany (nejcastéji N-termindlni ¢ast) a obsahuje domény schopné selektivné
interagovat s ligandem. Druhou ¢ésti receptoru jsou transmembranové hydrofobni
domény. Tieti ¢ast receptoru se nachazi na cytosolové ¢asti proteinu a je zodpovédna
za pfenos signalu na dalsi ¢asti signaliza¢ni kaskady (nejcastéji C-terminalni cast).
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Z hlediska mechanismu pienosu signalu rozliSujeme u zivoc¢ichll a prokaryott tfi
zékladni druhy receptort. Predpoklada se, ze existuji i u rostlin. Prvni typ receptoru
jsou iontové kandly ovladdané ligandem. Ptikladem takového receptoru je receptor na
IP3 (inositoltrisfosfat) nachazejici se na membran¢ vakuoly. Vazba IP3 vyvola
otevieni vapenatého kandlu. U rostlin byl prokézan rovnéz iontovy kandl regulovany

cADPR,

Cytosol Inositol 1,4,5-
triphosphate

Vacuole
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Druhy typ receptoru je receptor spojeny s G-proteiny.

Ligand-receptor complex

Activated
enzyme

Treti typ receptoru je receptor s enzymovou aktivitou, nejcastéji proteinkinasovou.
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Proteinkinasy katalyzuji fosforylaci serinovych/threoninovych, histidinovych anebo
tyrosylovych zbytkil. Proteinkinasy tyrosinového typu jsou vSak u rostlin pomérné
vzacné. Zvlastnim druhem receptoru jsou tzv. protein kinasy receptorového typu -
RLK (receptor-like protein kinases). Vazba ligandu zde zptsobuje dimerizaci
receptoru, ¢imz se do blizkosti dostavaji cytosolové Casti receptoru. Nasledujici
fosforylace pak stabilizuje aktivovany komplex. Nejcastéji zde dochdzi k modifikaci
serinovych nebo threoninovych zbytkii Tento stabilizovany komplex pak miize
reagovat s dal§imi membranovymi nebo solubilnimi proteiny, jako jsou G-proteiny
nebo Ras.

(A) Ligand

Ligand-binding
domain

ATP: ‘ADP

L% 4

®~1r‘1n~afur

—w Gene regulation

Histidine

kinase

domain

Signaling to
——= other regulatory
proteins

Histidine
kinase
domain

Response
regulator

Obr. 18.11 + RLK

U rostlin, obdobné¢ jako u bakterii byl prokdzéan tzv. dvoukomponentni receptorovy
systém. Prvni ¢asti systému je receptorova bilkovina, nej¢astéji homodimer. Po vazbé
ligandu dochazi k autofosforylaci v obou C-terminalnich ¢astech, nejcastéji na
histidinovém zbytku. Druhou komponentou je regulacni protein, ktery je aktivovan
pienosem fosfatového zbytku z receptorového histidinu na aspartat. Aktivovany
regulatorovy protein pak aktivuje transkripci nebo jiné signalni proteiny.
Regulérotorvy protein mize tvofit hybrid s receptorem . Pikladem je znamy receptor
na ethylen (viz.)

Obrazek : dvoukompomentni a hybridni systém receptord  18.18

Z hlediska specifity mohou byt receptory pfisné specifické, to znamena Ze reaguji
pouze s jednim typem ligandu, napt. auxinem. Jiné receptory jsou susbtratove Siroce
specifické. Prikladem je receptor, interagujici s oligoglukany (viz obranné reakce
rostlin). Vazba ligandu je obvykle velmi pevnd, s nizkou Kd a je reverzibilni.
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G-proteiny

Tyto bilkoviny vézajici GTP s autokatalytickou aktivitou reguluji aktivity mnoha
systémil v zivocisSnych bunkach. Aktivni forma vézajici GTP se po hydrolyze GTP na
GDP stava inaktivni. RozliSujeme dva zékladni typy téchto bilkovin. Heterotrimerni
G-proteiny se skladaji z podjednotek o, a y. Druhy typ G-proteiny jsou tzv. malé
monomerni a u Zivo¢ichl zahrnuji bilkoviny typu Ras, Rap, Rho a dalsi. Existence G-
proteinu u rostlin byla prokazana imunochemicky a molekularné biologickymi
metodami, a to jak heterotrimert, tak monomert (Rho proteiny). Jejich role pii
bunécné regulaci vSak neni zcela objasnéna. Predpoklada se, ze by mohly regulovat
aktivitu fosfolipas C a fosfolipas A2.

Obrazek- funkce G-proteinti 18.31

Fosfolipasy a proteinkinasy jako soucasti signalizacnich kaskad
Fosfolipasy katalyzuji hydrolyzu esterovych vazeb fosoflipidu. podle mista zadsahu se
rozd€luji na fosfolipasy Al, A2, CaD.

Phospholipase A, fo)

” Enzyme | Products of phosphatidylcholine cleavage

PLA Free fatty acid and lysophospholipid

3CH2 B - :
: Phospholipase A, |
' PLC DAG and phosphocholine

o)
Phospholipase C |"---¢-- | PLD Phosphatidic acid and choline

O=P=—0— GH,— CH,— N(CHy)s

o]

| Phospholipase I)I

Obréazek - fosfolipasy 18.35

Fosfolipasa C je typickym piiklad regula¢niho enzymu. Enzym byl piecistén a
charakterizovan z nékolika rostlin. Substratem enzymu PI-PLC je fosfatidylinositol-
4,5-bisfosfat (PIP2). Produktem je inositol-1,4,5-trisfosfat (IP3) a diacylglycerol
(DAG). Ob¢ dve latky jsou druzi poslové. IP3 difunduje do cytosolu a vaze se na
receptor lokalizovany na vakuolarni membrané. DAG zGstava vazan v
cytoplasmatické membranég. Signalni molekula IP3 je degradovédna fosfatasami az na
myo-inositol. Tvorba a regenerace PIP2 je katalyzovana sérii reakci ptes PI, PIP a
nakonec PIP2.Inhibitorem fosfatas jsou Li+ ionty.
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Endoplasmic reticulum or vacuole

Ca®* a2+

Fosfolipasy A degraduji fosfolipidy na lysofosfolipidy a mastné kyseliny.Mastné
kyseliny a lysofosfolipidy jsou regulétory mnoha membrélnovych enzymﬁ napf H-
regulovana G-proteiny. Tento enzym uvoliiuje mastne kyseliny a lysofosoflipidy.
Tyto latky silné stimuluji aktivitu H-ATPasy. Dulezitym produktem reakce tohoto
enzymu je uvoliiovana kys. linolenova, ktera je prekurzorem kys. jasmonové (viz),
dualezitou latkou hrajici roli pii signalizaci rostlin. . V posledni dob¢ se poukazuje na
regulacni roli fosfolipasy D. tento enzym uvoliuje kys. fosfatidovou a ptislusnou
bazi, napt. cholin. Kys. fosfatidova hraje rovnéz roli druhého posla a uplatiuje s epti
starnuti rostlin a dozravani plodt. Predpoklada se, ze dalsi jeji role spociva v
transportu vapenatych iontli pfes membranu jakozto ionofor. Na druhé strané, kys.
fosfatidova mtize vznikat fosforylaci diacylglycerolu (vuoliiovaného pomoci
fosfoltiipasy C) ptisluSnou kinasou.

vixz obrazek: kombinace PLC, PLD a DAG kinasy.
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Proteinkinasy

Proteinkinasy fosforyluji serinového, theroninové, tyrosinové nebo histidinové zbytky
bilkovin, zejména enzymii. Ucastni se pochodii jako je odpovéd’ na hormony, ataky
patogent, reakci na svétlo, stres, zranéni, apod. Podileji se tak vyznamnou mérou na
regulaci jejich aktivity. Protienkinasa C je u Zivo¢ichl regulovana nejcastéji DAG a
vapenatymi ionty. Dalsi varianty této protienkinasy jsou Ca2+ necitlivé. Homologické
proteinkinasy C nebyly doposud u rostlin zjistény, avSak vysledky za pouziti
specifickych inhibitort a aktivator nasvédcuji, ze mnohé regulaéni drahy u rostlin
probihaji cestou proteinkinasy C.
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Obr. 18.34

Co se ty¢e mechanismu propojeni s receptorem, byly u rostlin nalezeny proteinkinasy
nékolika skupin. Prvni z nich jsou tzv. RLK (receptor-like kinases). Tyto prenaseji
signal pfimo od ligandu pfes membranu. Interakce s ligandem vyvolé tvorbu
homodimeru spojenou s fosforylaci cytosolové domény receptoru (viz receptory).
Vazebné misto néktery RLK obsahuje doménu LRR (leucin rich repeat), ktera je
zifejmée zodpoveédna za protein-proteinovou interakci. Druhou skupinou jsou
Ca2+/kalmodulin dependentni proteinkinasy. Tyto proteinkinasy, na rozdil ode vSech
ostatnich obsahuji na C-termindlni ¢asti ¢ast vazajici specificky véapnik, coz je
sekvence homologni kalmodulinu. Tyto kalcium dependentni proteinikinasy (CDPK)
byvaji casto vadzany na cytoplasmatickou membranu. Jedna z téchto proteinkinas
(CpCK1) obsahuje na N-konci myristoylacni ¢ast, ktera piipojuje enzym reverzibilné
k membrané. Vapenaté ionty méni konformaci enzymu, zptisobuji myristoylaci a
aktivuji enzym.

Myristylation site Junction Variable

NTCV : Calmodulin-
(MGNTCVG...) Kinase catalytic like domain
| domain

('__\

Variable EF hands

Obr. 18 62 - Proteinkinasa clamodulinmoveho typu

Vyznamnou soucasti signalizacni kaskad jsou tzv. mitogen-activated protein kinases,
MAP-kinasy (MAPK). Tyto kinasy jsou zodpovédné za aktivaci transkripcnich
faktort, a to prostfednictvim dalSich MAP- kinas (MAPKK). U Zivo€ichi jsou tyto
enzymy aktivovany malymi GTP-vazebnymi proteiny (Ras, Rap, Rho,atd.).

Obr. 18.63, zjednoduseny

MAP-kinasy se Ucastni pfenosu mechanickych signalt jako je dotek, zranéni, vitr, ale
také prenaseji signaly vedouci k aktivaci transkripcnich faktorti po interakcei s
rustovymi faktory (gibbereliny, auxin, ethylen, houbov¢ elicitory, apod.). Aktivace
transkrip¢nich faktorti znamena jejich fosforylaci, protoze fada téchto bilkovin je
schopna vazat se na DNA teprve po své fosforylaci.

Proteinfosfatasy tvoii komplementarni enzymy k ¢innosti proteinkinas. provadéji
hydrolyzu fosfatovych skupin vazanych esterovou vazbou na cilovém enzymu.
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Analogicky s Zivo¢iSnymi buiikami byly u rostlin identifikovany dvé skupiny fosfatas:
1 a 2A. Tyto enzymy jsou blokovany nékolika antibiotiky, jako je calyculin, kys.
okadaova a microcystin. Timto zptisobem byla npt. prokézano, ze hormon kys.
abscisova aktivuje signaliza¢ni drahu zahrnujici proteinfosfatasu.

Signal 1 : : Signal 2 Signal 3
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ROSTLINNE HORMONY

Hormony jsou latky, které jsou syntetizovany zivymi organismy, jsou distribuovany
do jinych ¢asti za ucelem regulace metabolismu. Pivodni, nejdéle znama skupina
rostlinnych hormonil zahrnovala auxiny gibbereliny, cytokininy, kys. abscisovou a
ethylen. V posledni dob¢ k nim ptibyly dalsi latky, jsou polyaminy a brassinosteroidy,
jejichz role je rovnéz hormondlni. Fyziologické Ui¢inky nékterych hormonti jsou
znamy vic jak sto let. Postupné byla odhalovana jejich struktura, cesty jejich syntézy a
degradace. Molekuldrni mechanismus jejichz G€inku , receptory a signaliza¢ni drahy,
které jsou jimi aktivovany vSak doposud nebyly zcela objasnény. Podobné jako
zivo€isné hormony maji rostlinné hormony obdobny zplisob interakce s buiikou.
Receptory se nachazeji bud’ na povrchu cytoplasmatické membrany (v tom ptipad¢ se
jedné o odpovéd’ rychlou) anebo v cytoplasmé. Nékteré receptory se nachazeji na
membrandch organel, jiné v cytosolu. Vazba hormonu na receptor ma za nasledek
aktivaci transkripce genti.
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Vétsina hormonu ma vsak

ziejme receptory obojiho typu. navic se velmi Casto jedna synergické plisobeni vice

hormonti, kdy plati Ze, Ze efekty prvni a druhého hormonu izolované jsou zcela
odlis$né od ucinku obou hormont dohromady (naptiklad auxin a cytokinin).

Obr. 17.1
Gibbereliny

Gibbereliny byly poprvé izolovany v roce 1926 jako metabolity houby Gibberela

fujikuroi. jejich Gcinky jsou popsany v ucebnicich rostlinné fyziologie. Gibbereliny
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(GA) jsou tetracyklické diterpenoidy. V soucasnosti jich existuje zhruba kolem 125.

Dvanéct z nich 1ze nalézt ve vySe uvedené houbé, 100 derivatl je syntetizovano

samotnymi rostlinami. Obsahuji bud’ 20 nebo 19 uhlikovych atomii (C19 nebo C20).

Druhé skupina nese navic y-laktonovy kruh. Gibereliny jsou klasifikovany ¢iselné

GA.125.

< H \ 15
18 I(;OOH (_;OOH

Cyp-gibberellin

Cyg-gibberellin
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Obr. 17.3.

Vétsina rostlin syntetizuje minimalné 10 derivatt. Fyziologické uc¢inky gibberelinii
jsou velmi pestré. Klasickym fyziologickym efektem gibberelint je prodluzovani
stonku trpasli¢ich mutantti, potlaceni chladové nebo svételné periody pro vyvoj kvétl,
zpomaluje starnuti listi a plodii. Vyraznym efektem na Girovni genové exprese je
stimulace exprese a.amylasy v kli¢icim zrnu.

Syntéza gibberelinl probiha izoprenoidni cestou pies geranylgeranyldifosfat.
Produktem cyklizace geranylgeranyldifosfatju je ent-kauren.

Geranylgeranyl Copalyl diphosphate ent-Kaurene
diphosphate

22
= @®
CHO@® J j

ent-Kaurene
synthase (KS)

:(_'npni_vi diphosphate
| synthase (CPS)

“H

Obr 17.9a17.10

Enzymy této cyklizace jsou piitomny v plastidech. Dalsi syntéza pokracuje oxidaci na
GA12 aldehyd a Je katalyzovana cytochromem P450 na endoplasmatickém retikulu.
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" H oxidase lH
CH,OH CHO
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Obr. 17.12

Dalsi cesta syntézy pokracuje pies GA, pres postupné hydroxylace na a
dekarboxylaci, kdy vznikaji C19-GA.

Zjednodusit obr. 17.13 77

Deaktivace gibberelinli mize probihat naptiklad dalsi hydroxylaci, oxidaci nebo
glykosidaci. Signalni draha gibberelinti zahrnuje aktivaci tanskripénich faktora.

Obr. 18.68
Modifik. obr. 17.16 7?

Doplnit??
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Kyselina abscisova

Kys. abscisova byla objevena jiz v roce 1950 jako latka inhibujici prodluzovéni
koleoptilu ovsa. Postupné byla struktura této latky ztotoZznéna s dal$imi aktivnimi
latkami urychlujicimi opadavani listd a faktor nabuzujici dormanci. V roce 1965 byla
urcena struktura této latky, nazvané kys. abscisova. Jedné se o chiralni latku a pouze
jeden jeji enantiomer je aktivni (S-enantiomer, 2 cis, 4 trans). Pozd¢ji se zjistilo, ze
latkou, ktera vyvolava opadavani listi neni kys. abscisova, ale spiSe ethylen.

6
8. A7 s 3 ..
5 A2 -7 =
"OH OH
COOH COOH
o} ¥ 2T 1 e}

(S)-ABA (R)-ABA

WCOOH ,,v\/\\\/com
"OH ~OH
o] o

(S)-2-trans-ABA (R)-2-trans-ABA

Obr. 17.21

ABa je dulezitou latkou, kterd hraje roli pfi adaptaci rostliny na stres. Jeji role je
regulace dozravani semen (zejména blokovani viviparie) a zejména regulace otevirani
praduchd.

17.23

Tento hormon mé pomérné jednoduchou strukturu, jeho syntéza vSak byla dlouhou
dobu pfedmétem spekulaci. Podle nejnovéjsich poznatki je hlavni cestou syntézy
Stépeni karotenoidl. Hlavni produkt syntéza karotenoidu, B-karoten oxidovan a
hydroxylovan na all-trans-volaxanthin a tento je izomerovan na 9-cis-violaxanthin.
Dvojna vazba v poloze 11 je Stépena kyslikem, produktem je xanthoxin. Tento je
postupné hydroxylovan a oxidovéan aZ na kys. abscisovou. Syntéza ABA na tGrovni
transkripce se zvysSuje, pokud se rostlina nachazi ve stresu (napf. teplotnim nebo
solném).
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Nejpravdépodobnéjsi cesta degradace je oxidace na kys. 8 -hydroxy-ABA, kys.
phaseovou, dihydrophaseovou a konjugace na glykosid. Nékteré pathogenni houby
(Cercospora) jsou schopny syntetizovat velké mnozstvi ABA a tim likvidovat
rostlinu.

Obr. syntéza kys. abscisové 17.24

Kys. abscisova se vaze na specifické receptory. Tyto receptory se nachazeji uvnitt
buiiky a také na cytoplasmatické membrané. Receptory na cytoplasmatické membrané
jsou pravdépodobné vapenaté kandly. Véapenaté ionty pronikajici dovnitf buiiky
aktivuji protein ABI1. Tento protein ma vysoce homologni sekvenci se Ser/Thr
proteinfosfatasami. Protein ABI1 katalyzuje odstépeni fosfatu z regula¢niho proteinu.

Jeho modifikaci se aktivuje genova exprese.
Ca2+ Abscisic acid (ABA)

Cell wall

®\ Regulatory
! protein

®

Q Active

Regulation of
gene expression
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Obr. 18.27

Plisobeni kys. abscisové na regulaci otevirani pruduchti predpoklada aktivaci G-
proteinil. Plisobeni ABA na buiiky zvySuje pH cytosolu. Je pravdépodobné, ze
mobilizace vapniku indukovand ABA aktivuje tvorbu c-ADPR, ktery indukuje vytok
vapenatych iontii z vakuol. Vysoka koncentrace vapniku aktivuje draselné kanaly.
Vytok drasliku ma za nasledek ztratu turgoru a uzavieni praduchi.

ogk)j:>

O/()f o)
OH OH
OH

OH

Dale schéma?? viz prednaska?
Cytokininy

Cytokininy jsou N-derivaty adeninu. Jejich ucinek byl poprvé popsan v roce 1950,
kdy bylo zjisténo, ze kokosové mléku stimuluje déleni bunék. Podobny efekt
vykazoval produkt autoklavovani DNA, ktery jak se pozdé¢ji ukazalo, obsahoval
artefakt, | N6-furfuryladenin. Prvni pfirozeny cytokinin, zeatin, byl izolovan v roce
1963 z kukuti¢nych semen. Cytokininy obsahuji adenin substituovany v poloze N6
napf. izopentenylovym fetézcem. . Synteticky derivat, N6-benzyladenin (nebo
benzylaminopurin - BAP) ma stejné ucinky. Fyziologické ucinky téchto latek jsou
velmi pestré. Indukuji otevirani priiduchii, potlacuji apikélni dominanci vyvolanou
auxiny, inhibuji starnuti listu. Ve spojeni s auxiny indukuji bunééné déleni a
diferenciaci. Ekvimoldrni koncentrace auxinu a cytokininu stimuluji proliferaci
nediferencovanych kalust.

(A) /_@ (B) s Q)
5 . . _OH
HN - HN /“\%\/ HN /_Q
6
Adenine N Z > 1N = |5 N\§ N = >
8
2&“\ T~N9
N H

Kinetin Zeatin NP- Benzyladenine

Obr. 17.30 A - artefakt, B-pfirozeny, C umély
Cytokininy jsou syntetizovany z AMP a dimethyalallyldifosfatu. N6-izopentenyl-
AMP je hydroxylovén, poté je odstépen fosfat a ribosa.

Schéma zjednoduSené 17.32a
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Nékteré patogenni bakterie j _]sou schopny syntetlzovat cytokininy (Napf.
Agorbakterium tumefaciens). Geny pro syntézu hormonu jsou lokalizovany na
plasmidu, ktery se integruje do genomu rostliny. Nadprodukce hormonu vyvola
tvorbu nadoru.

Neékteré tRNA rostlin, zivo¢ichli a mikroorganismil obsahuji baze, které byly
modifikovany za vzniku cytokininti, napt. N6-isopentenyladenosin nebo jeho
zeatinovy analog. Mnozstvi téchto modifikovanych tRNA obsahujicich cytokininovou
strukturu je zfejmé mnohem niz$i nez cytokininti syntetizovanych de novo.

Pro biologickou aktivitu cytokininti je esencialni pfitomnost bo¢niho fetézce. Tento
fetézec je odstépovan cytokininoxidasou, ktera ziejmée hraje vyznamnou roli pii
regulaci. Produktem oxidace izopentenyladeninu je adenin a 3-methyl-butenal.

HN/\)\

NH,
N N

A\ N/lj:\ 0

H> — K\N | H> ’ H/k)\

N°®-(A%-Isopentenyl)adenine Adenine 3-Methyl-2-butenal
(iP)

Obr. 17.39a

Dalsi cestou regulace aktivity cytokinind je jejich O-glykosidace. Vzniklé O-f3-
glykosidy jsou sice biologicky inaktivni, mohou se vSak snadno hydrolyzovat
glykosidasami na aktivni hormon. Druhou skupinou konjugatt jsou 3-, 7-, nebo 9 N-
B-glykosidy, které jsou ziejme ireverzibilni cestou jejich deaktivace.
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O-Glucosylated cytokinins

= 0]
HN/\)\/ o yoH
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N | \> OH \HH
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O-B-Glucosylzeatin
(0G)Z*

, Obr. 17.40 a,b

N-Glucosylated cytokinins

HN/\)\

N
N | > o’ yoH
K\ N/ )
N H  OH oy
7-B-Glucosyl-N°-
(A%-isopentenyl)adenine [7GJiP
Cytokininy se vdZou na receptory, jejichz Gcast pii signalizaci neni jeSté objasnéna.
Jednim z nich je zfejmé protein CKI1, o sekven¢ni homologii blizké hybridnim
dvoukomponentnim kinasam.

Auxiny

Auxin byl jednim z prvnich objevenych rostlinnych hormont. jeho G¢inky,
fototropismus a geotropismus byly studovéany jiz v 19. stoleti Darwinem. Struktura
auxinu, jako kys. indolyl-3-octové byla ziskéna v roce 1926. Postupné byly objeveny
dalsi derivaty majici auxinovy efekt, nekteré z nich zcela syntetické. Typické
fyziologické u¢inky auxinu jsou apikalni dominance, tropismy, prodluzovani bun¢k.
Syntetické auxiny jsou ve vys§ich koncentracich pouZivany jako G€inné herbicidy.

ci
COOH CU/\/\COOH i:D/\COOH
N N
H H

Indole-3-acetic acid Indole-3-butyric acid 4-Chloroindole-3-acetic acid
CH,COOH CH,COOH
Phenylacetic acid 2,4-Dichlorophenoxyacetic acid Naphthalene-1-acetic acid

Obr. Syntetické a pfirozené derivaty auxinu

Prekurzorem syntézy auxinu de novo je L-tryptofan. Mistem syntézy je apikalni
meristém a mlad¢ listy, odkud se transportuje smérem ke koteniim. Kys. indolyl-3-
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octova muze vznikat z tryptofanu dvéma cestami. Prvni zahrnuje transaminaci na
indolyl-3-pyruvat, dekarboxylaci na aldehyd a poté oxidaci na kyselinu. Druha cesta
dekarboxylaci pies tryptamin je méné pravdépodobna. Existuji vSak i mén¢ Casté
cesty syntézy, napt. u brukvovitych rostlin, pfes acetonitril. U nekterych rostlin byl
nalezen dalsi auxin, kys. indol-5-méselna, ktera vznika z kys. indol-3.octové

piipojenim acetatu.
COOH
m\]/ i
NH,
N
H

L-Tryptophan

Iryptophan
aminotransferase

F : COOH
WD R

Tryptophan
decarboxylase

COo;

Tryptamine Indole-3-pyruvic acid
[Indole-3 J-pyruvic
Lacid decarboxylase
-
0
N
H
Indole-3-
ethanol oxidase Indole-3-acetaldehyde
[Indole-3-acetaldehyde
redbciase Indole-3-acetaldeh
Loxidase
W CU/\COOH

Indole-3-ethanol Indole-3-acetic acid
1

Degradacni cesty auxinu jsou pomérné pestré. Mohou probihat dekarboxylaci a
naslednou oxidaci peroxidasou, na aromatickém jadfe nebo bo¢nim fetézci.

Obr. Modifikované schéma 17.45

Cast auxinu je metabolizovana konjugaci a je mozné, Ze tyto derivaty jsou skladovany
ve vakuole a pouzity pro zpétnou syntézu auxinu. Na nize uvedeném obrazku je
zachycen derivat auxinu a kys. asparagové (ireverzivbilni cesta konjugace) a -
glykosid auxinu (reverzibilni cesta).

Lycopersicon esculentum

— COOH
o
N
H
/ Indole-3-acetic acid \\

H c-0
N COOH @U/\g
m \E ¥ HO
N COOH o

H

N-{Indole-3-acetyl)-L-aspartic acid HO
OH

1-0-{Indole-3-acetyl)-B-glucose
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N COOH : =
Reversible deactivation pathway
N Y Y
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17.46b

Nékteré bakterie jsou schopny syntetizovat auxin, stejné jako cytokininy (A.
tumefaciens). Geny pro syntézu se nachazeji v plasmidu, ktery se integruje do
genomu rostliny. Je zajimavé, ze syntéza auxinu mize byt ovliviiovana jinymi
rostlinnymi hormony. Napftiklad gibbereliny mohou vyrazné zvySovat obsah auxinu ,
naopak cytokininy obsah auxinu snizuji. mechanismus této regulace neni znam.
Uginek auxinu na celou rostlinu je velmi komplexni. Molekularni mechanismus
ucinku v bunce je pfedmétem intenzivniho studia.

Fototropismus je zprostiedkovan flavoproteinem zvanym fototropin.Nejucinnéjsi ¢ast
svételného spektra je v oblasti flavoproteind. Auxin je tranpsortovan z rastového
vrcholu do zastinéné ¢asti stonku, kde zptisobuje prodluzovani. Rovnéz
gravitropismus. Auxin je transportovan z rastového vrcholu na spodni stranu koiene,
kde inhibuje rst.

Polérnia transport: trensoirt dovnitt vkivem pH gradientu (alkalicky cytosol), dale
asymtericka distribuce pfenasece (pfernsec se pienasi z Golgiho aparatu).
Molekularni mechanismus ucinku je dvoji. Kratkodoby efekt auxinu zptisobuje zmény
v transportu iontd (okyselovani apoplastu). Turgor buiiky ptsobici na zmékcenou
bunécnou sténu zptsobuje prodluzovani bunék. Tyto zmény jsou iniciovany vazbou
auxinu na receptor, pravdépodobn¢ transmembranovy protein ABP1 (auxin binding
protein). Vazba auxinu zptusobuje konformacni zmény v C-termindlni oblasti
proteinu. Signalni drdha zahrnuje pravdépodobné fosfolipasu A2. Uvolnéné lipidy
pravdépodobné aktivuji H+-ATPasu cestou fosforylace. ZvySena kyselost apoplastu
muze zpisobit prodluzovani bunééné stény . Dlouhodoby tc¢inek auxinu je zpisoben
zmeénami v transkripei gend. Auxin se dostava do buiiky cestou aktivniho transportu
ptes cytoplasmatickou membranu. Vaze na specificky protein ARF1 (auxin response
factor). Tato bilkovina je transkripénim faktorem. Vaze se v jadfe na sekvenci
TGTCTC. Tato sekvence je soucasti promotorti gentl, které reaguji na auxin.

Ethylen

Fyziologické ucinky ethylenu byly pozorovény jiz koncem 19. stoleti, kdy se zjistilo,
ze plyn pouzivany ke sviceni ovliviiuje vyraznym zptisobem rist kli¢icich
etiolovanym semen hrachu. Pomoci sérii klasickych chemickych reakci se podatilo
prokazat, ze plynnou slozkou zodpovédnou za tyto efekty je ethylen. Teprve kolem
roku 1930 se podaftilo prokazat, ze ethylen je syntetizovan samotnou rostlinou.
Studium jeho syntézy a role jakoZto rostlinného hormonu byla omezena metodami
jeho stanoveni, coz je dnes plynova chromatografie,

Jakozto hormon ovliviiyje kli¢eni semen, rist stonkt a kofent, stimuluje opadavani
listdl a zrani plodii. Uastni se rovnéz obrannych reakci proti patogentim.

Cesta jeho syntézy byla velmi intenzivné studovana. Hlavnim prekurzorem je S-
adenosylmethionin (aktivni methionin - SAM), kterd je v béZném metabolismu
donorem methylové skupiny. V piipad¢ syntézy ethylenu vSak vznika 1-
aminocyklopropan-1-karboxylova kyselina (ACC) a 5’-methylthioadenosin.
Cyklicky derivat se pak oxiduje za vnaiku ethylenu, CO2, a kyanovodiku. 5'-
methylthioadenosin se pak regeneruje na methionin.

Klicovym enzymem syntézy ethylenu je ACC synthasa. Kofaktorem enzymu je
pyridoxalfosfat. Je tedy citlivy na ptislusné inhibitory, jako je kyselina
aminoxyoctova. Druhy enzym, ACC oxidasa vyuziva jako koenzymu kys.
askorbovou.
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Syntéza ethylenu je regulovana hladinou ostatnich hormont, zejména auxinu. Auxin
zvySuje hladinu ACC synthasy v buice a transkripci nékterych izoforem mRNA. Pti

napadeni rostliny patogenem se hladina ethylenu rovnéz prechodné zvysuje.
Ethylen se vaze na specificky receptor, ktery byl jako jeden z prvnich rostlinnych
receptori klonovan. Jedna s eo protein ETR1 (79 kDa), jehoz C-terminélni ¢ast je
homologni s dvoukomponentni kinasou. ETR1, jakozto jeden z téchto receptortl,
existuje v membrané jako dimer. Po vazb¢ ethylenu dochézi k dimerizaci obou

monomeru, autofosforylaci a ptenosu fosfatu na aspartatovy zbytek. Exiostuje velmi
tésna korelace mezi syntézou ACC synthasy a a hladinou celulasy, ktera by s emohla

podilet na dozravani plodd a opadévani lista.

Brassinosteroidy

Steroidni struktura, hormony byly poprvé izolovany z pylu fepky (Brassica), dale z

kastanu.
Dva typy brassinolid, castasteron.

Obr. 17 57
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Castasterone

Vyskytuji se v fasach liSejnicich nahosemenné rostliny, krytosemenné rostliny. C27,
C28, C29, celkem izolovano asi 40.

Fyziologické tc¢inky: rist stonkd, inhibice ristu kofend, aktivace protonové pumpy,
reorientace celulosovych mikrofibril, rast pylovych zrn, syntéza ethylenu.

Syntéza brassinolidi:
zdroje je campesterol - hydroxylace -

Obr. 17.62a, zjednodusené schéma pies castasteron jako ptiklad
Cesta deaktivace: obr. 17.65

mechanismus funkce — receptor, odlisSny od sterodiniho receptoru zivoicicht
brassinost., receptor rosltin zfejme RLK napojenou na MAPK

Polyaminy

Existence v rostlinach zjisténa jiz davno, jejich hormonélni role objevena nedavno.
Role: bunééné déleni, syntéza DNA, RNA a proteind. Koncentrace v buiikdch
pomérné vysoka

asociovany s kyselymi slozkami, DNA, RNA, fosfolipidy a kyselymi proteiny
bunécné de€leni, tvorba, hliz, tvorba kotenil, embryogeneze, rozvoj kvétl, zrani ploda

putrescinmn, spermidin a spermin

schéma syntézy: 17.68
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pozoruhodna role donoru propylaminu: S-adenosylmethioninu a dekarboxylasy

cesty ,katabolismu:

diaminoxidasa - substraty putrescin, kadaverin (mén¢ sprmidin a spermin), tvorba

aminoaldehyda

ppolyaminoxidasa - substraty spermidin a spermin
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Kyselina jasmonova

Strukturné podobnd prostaglandiniim, vcetné cesty jeji syntézy. Plivodné byla
objevena jako latka inhibujici rist (1971), teprv epozdéji byla zjiSténa role pii obrané
rostlin. Oba typy latek se syntetizuji z mastnych kyselin.. V roce 1980 byl jasmonat a
methyljasmonat objeveny jako latky zpomalujici riist a urychlujici starnuti. Existuje
mnoho derivatd, stereoisomery.

Obr. 17.72, derivaty jasmonatu

Pfirozenymi a nejcastéjSimi derivaty jsou (-)-JA a (-)-methyljasmonat,. Methylester je
tékavy.

0] 0]
8 1
i W e TN
i 9 10 12
‘ | COOH COOCH,
y .‘\2/] \/
(0)-Jasmonic acid Methyl (-)-jasmonate
0 0]
- CooH - CO0CHs

(+)-7-Isojasmonic acid Methyl (+)-7-isojasmonate

Fyziologické efekty: inghinbice riistu ryze, pSenice, zpomaleni rilstu kotent,
urychlovani zrani plodt, roel pfi torbé kvéta a plodt.. Hormadi se pii zranéni rostliny,
pfi kontaktu s elicitory (oligosacharidy) a systeminem. Moduluje expresi ¢etnych
geni. Aktivuje syntézu fytoalexind.

Syntéza kys. jasmonové: zdrojem kysl. linolenova

Obr. 17.73

Klicové enzymy: lipoxygenasa, allen oxid synthasa a cyklasa. Allenoxid synthasa je
klicovy enzym, obsahuje P450, nevyzaduje vSak kyslik, ani NADPH. Transkripce
enzymu je indukovana zranénim.

Degradace, hydroxylaci a glukosidaci.

Mechanismus — kys. Jasmonova se indukuje pfi zrenéni rostliny neboi po napadeni
herbivornim hmyzem
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Salicylat

Salicylat je pfitomen konstitu¢né v mnoha rostlinach. Je znam efekt zpomaluje
starnuti kvét, prodluzuje kveteni (ptidavek do vazy s kvétinami). Podobnou roli hraje
methylester, ktery je t€kavy.

Znama je role pii termogenezi v kvétu aronovitych roslin (aktivace CN necitlivé
repirace). Latka vyvolavajici termogenezi byla identifikovana v roce 1987 jako
salicylat. 0.12 pg/g. SA hraje vyznamnou roli pfi obrané rostlin indukci PR proteinti.
Ptidavek SA vyvolava indukci PR proteint (B-1,3 glukanasy, chitinasy). Je SA
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latkou, kterd zpiisobuje systémovou rezitenci, prenos signalu? Toto se neprokézalo,

signal ktery se $ifi teprve vyvoléd syntézu SA v misté obrany.

Syntéza SA:
COOH
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Salicylic acid

Salicylic acid-2-O-B-glucoside

ptes PAL, cinnamoylKOA, odbourani -oxidaci na benzoat., hydroxylaci na salicylat,
dale konjugace na glykosid.

COOH OH
@i
—_—
OH OH

Salicylic acid Catechol

Obr. 17.82
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SEKUNDARNI METABOLITY

Terpenoidy
Alkaloidy
Fenylproanoidy
Flavonoidy
Ligniny

Neucastni se piimo rlstu a vyvoje, metabolismu. Jejich role — pti ekologické
interakci, alleopatie. Obranna funkce proti patogentim. Syntetizovany bud’
konstitué¢né nebo indukovany.

Allelopatie: Véda, kterai struduje oricesy zahrnujici sekundarni metabolity
produkované roslktinami, fasami, bakteriemi, houbami, které ovliviiuji rast a vyvoj
zemedelskych a biologickych systémii

Obsah sekundéarnich metabolitl v rosltin€ je souctem syntézyt aodbouravani. Zasici
na rastopvé period¢, ¢asti rosltiny, dennim obdobi, svétle, apopd. Tyto latkse de okoli
$ifi: te¢kanim (terpenoidy). Lohovanim a smyvanm z listii (ve vod¢€ rozpustné litku,
dést rosa), louhovanim z kotenii a semen do ptdy, pfi rozklady zbytku rosltin.
Efekty: potkla¢ni riistu, kliceni (dlouhodobé efekty — az 3 roky). Péstovani
monokultur — zvySovani obsaju latek.

Terpenoidy

Zakladni jednotka izopren (C5). Velmi pestra skupina, stejna draha jako syntéza
cetnych hormont, steroidi, karotend, apod.

Monoterpeny —C10 — vonné a t€kavé latky rosltin

Seskviterpeny — C15 — fytoalexiny, ak. absicova

Diterpeny C20, napt. fytol, gibbereliny, atd.

Zakladni synteticka draha : pfes HMG-CoA — k mevalonatu k isopenteyl DiP

Obr. 24.4.

Syntéza bud’ v ER nebo v plastidech.
Dalsi syntéza ptikladanim IPP

Obr. 24.7.

Enzymem je prenyltransferasa — karbokationicky indtermediat
Obr. 24.8. pouze 1. ¢ast
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Allylic diphosphate ester (1 carbons) Allylic diphosphate ester (1 + 5 carbons)

o A divalent metal cation promotes o The cation is added to IPP, generating oUeprUtonalinn of the enzyme-bound
the ionization of an allylic diphosphate a tertiary carbocation that corresponds intermediate yields an allylic (prenyl)
substrate, yielding a charge-delocalized to the next Cs isoprenolog. diphosphate five carbons longer than
cation that probably remains paired with the starting substrate,

the pyrophosphate anion.

Syntéza monoterpent — z geranyldifosfatu

Obr. 24.9.
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Geranyl diphosphate

lME-
e®

(35)-Linalyl diphosphate
(transoid rotamer)

l o@®

(35)-Linalyl diphosphate
(cisoid rotamer)

l M2+

0‘“i

u-Terpinyl cation

=

Ay

(=)-Limonene

Dalsi ptiklady monoterpenti —

Obr. 24.10.
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s

Myrcene o-Pinene
i‘OH E 3
Linalool Limonene
o §
p-Pinene 1,8-Cineole
COOR
oe®
\/
Bornvl diphosphate Pyrethrin 1

Seskciterpeny — syntezovany z farnesyldiP

OH

Capsidiol

T

=

epi-Aristolochene

T epi-Aristolochene
synthase

&-Cadinene Vetispiradiene
synthase o@® synthase
Y / FPP \ 4
8-Cadinene Vetispiradiene
CHO OH l OH CHO l
HO oH HO
90we® "
HO OH
Gossypol Lubimin
(Sesquiterpene dimer) Obr. 24.13

capsidiol — fytoalexin, gossypol — obranna latka baviniku,
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ALKALOIDY

Alkaloidy —obsahuji pfevazzen bazicky heterocyklicky dusik (alakoidy prave),
pseudoalkaloidy nebosahuji heterocyklicky dusik. Piivodné rostlinného ptivodu
(monou byt i zivoCisné)

Alkaloidy se tovii v zelenych ¢asseych tosltiny. Transpoortuji se do celé rostliny,
Nevyssi obsah alkaloid byva v semenech. Tyto latky mohou byt metabolizovany a
pouzity jako zdroj dusiku. Maja ptevevsi, allelopatickou funci. Inhibice rtstu a kl¢eni
inhibice bakterii, jedovaté latky pro bylozravcim.

piiklady

koniin- bolehlav - paralyza motoriciych nerva
obr. 24.19

(A)

Conitm maculatum

Tropanov¢ alkaloidy
Atropin - Hyoscyamus, Atropa belladona - anticholinergni alkaloid
Obr. 24.20

Hyoscyamus niger Atropine

Isochinolinové alkaloidy

)Kodein, morfin, heroin
Obr. 24.21, 24.23

(A)

Papaver somuniferum Codeine Morphine



Indolové alkaloidy

Cinchona officinalis HO

CH;0

Pyridinivé a piperidinov¢ alkaloidy
Nikotin 24,25

CHq

Nicotiana tabacum Nicotine

Kokain 24.24 - tropanovy alkaloid

CH,
/ COOCH,4
N

= H

Cocaine

Erythroxylon coca
Kofein 24.26

90
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3

g
GHa,\N N
)@ 8
0 N
ey

4

\

Coffea arabica Caffeine
Steroidni alkaloidy
OH OH
CH
HO (o] (o]
HO 9
OH o] h —
A\ Solanidine
Z7A) o
HO
HO
HO
Solamum tuberosum a-Solanine

Senecionin 24.28

Senecio jacabaea Senecionine

Pouziti sekundarnich metabolitii

v mediciné - tabulka 24.1.

Syntetizovany jako kosntitutivni obrana, avsak lze je indukovat elicitory

Napf. nikotin je kosntitutivni, po zranéni vznikd N-acetylnikotin (tento je toxicky pro
Clenovce, zatimco vlasnti nikotin ne).

Syntézy:
Tryptaminova cesta
24.33, avSak pouze syntéza streictosidinu (secologanin je terpen)



H
wO-Glucosyl

+
NH,
N
H
Tryptamine Secologanin
}'_Strirlusidim» synthase |
Glucosidases
1 and II
H -
wO-Glucosyl
1 Glucose

Strictosidine / L Aglycone -

dale obr. 24.34

=y
|
\/\\
e
£ N R=CHy RA=CHO
b ﬁ Vinblastine Vinceisting
- W Catharanthus rosens
weoe™ | ™7
OH  CH.CH,
Vincamine Yohimbine
Vimeis winr Corguantie johimbe

SalS)-Strictosidine

/ \

Strychnine Ajmaline
Strychinos mr-conros Rawivolfia serpentiun

Tyraminova cesta - obr. 24.37, pouze do stadia reticulinu
dale 24.38
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Phenol
oxidase
HO NH 0y Cu?* ‘.
Tyramine HO
——
Tyrosine Co. |Dopa decarboxylase | NH HO
| decarboxylase HO

[Phenol | cogH oy  DoMmbe
| |~ CO,
_aCOO0H | oxidase HO .
- NH (5)-Norcoclaurine
N, OxC¥ o ) synthase
HO
1-Tyrosine L-Dopa 5] HO
{5)-Norcoclaurine
H
H SAM
p-Hydroxyphenyl- SAl ——
COOH co. acetaldehyde Norcoclaurine

m N 6-C-methyl-
Tran-.lmin.!s_u_-l HO e T SAH

transferase

(5)-N-methyl-
coclaurine NCH,4 Coclaurine
| 3"-hydroxylase HO : N-methyltransferase HO

7 SAH SAM HO
methylcoclaurine (S)1-N-Methylcoclaurine (8)-Coclaurine

(S)-3"-Hydroxy-N- H.0 I 0, HO

SAM 3'-Hydroxy-N-
methylcoclaurine
4'-0-methyltrans-
SAH ferase
Berberine Scoulerine
H,CO bridge 9-0-methyl- | HiCO
enzyme transferase
HO 7‘T HO HO2
OH OH
0,
: SAM SAH

(S)-Tetrahydrocolumbamine

Codeine Morphine Protopine
Papaver somniferum Paparver somrifernnn Fumaria officinalis

(S)-Reticuline

Noscapine Sanguinarine
Papawer sonmiferum Sanguinaria canadensis

HiCO N <° ‘ HLCO
Hico ‘ N o Hico = M
O, s TOLL
Papaverine Dut Berberine - Corydaline OCH,
Papaver sommniferum Berberis vulgaris Corydalis cava

Fenolaty

Nejrozsahlejsi skupina, skoro 40% biomasy (viz lignin). - vznikaji
fenylpropanoidnim metabolismem (lignin, lignany, taniny, flavonoidy, kumariny,
stilbeny...)
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Zaklandi cesta je PAL
Obr. 24.49 pouze leva cast

Dalsi reakce: aromatické hydroxylace, O-methylace, CoA ligace a NADPH redukce
1. aromatické hydroxylace: cinnamoylhydroxylasa, P450, mikrosomalni enzym

2. O- methylace , kofaktor S-adenosylMet
3. vazba CoA, dale reukce kysleiny na ldehyd a Lakohol - NADPH

NHz
gcmﬂ

Phenylalanine

[ =
Phenylalanine
ammonia lyase

trans-Cinnamic acid

j C-4 hydroxylase

COOH

p-Coumaric acid

j C-3 hydroxylase

; > — COOH
HO J
HO

Caffeic acid

; > — COOH
HO 4

CH,0

Ferulic acid

O-Methyltransferase

Ferulate-5-hydroxylase
HO
COOH
HO Y

CH,0

5-Hydroxyferulic acid

j' O-Methyltransferase

CH,0

COOH
HO /

CH;0
Sinapic acid

Lignany - dimery phenylpropanu, dimarizace 8-8', miize byt i dimarizace 8-6'1 jiné
pinoresinol vznika dimarizaci koniferylalkoholu
24.55



Forsythia intermedia

> -

OCH,

(+)-Pinoresinol

taniny - hydrolyzovatelné: kopolymer cukr , kysu gallové a kys. elagové, obranna
reakce, vyvkytuji s eu nékterych dvoudeloznych

HO

obr. 24.47

nehydrolyzoivatelné taniny kondenzované taniny

- vyskytuji s eu vSech rosltin, strukturou proanthokyanidiny, polymery az 50
flavonoida

Lékaftstvi, ¢aj, vino. Tvofti ¢erné slouceniny s Fe - inkoust
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Proanthocyanidin (1 = 1-30)

Flavonoidy
Barevna soucast kvétl, signalizacni latky,
Obr. 24.66
HO OH
OH OH OH
© © ©
o) o) o
HO N HO 1 HO . N 5
2 oH Z oH ZoH
OH OH OH
Pelargonidin Cyanidin Delphinidin

-

Pelargonium
(Geranium)

Delphinium
(Larkspur)

Apigenin, luetolin. sibgnaliza¢ni latky pfi interakci s Rhizobii (obr. 24.69
obranna latka- medikarpin



Alfalfa

(-)-Medicarpin

OH

oH ©
R=H Apigenin
R=0H Luteolin

Chalkonsaytnthasa, kondenzace 3 acetylKoA + kumarylKoA -
viz stary vyklad

9 0
H, -MH, [ oH SkoA
. CODH |
\l/ R
NH,
i I, 1 8
H,C™ TSKeA | SKeA o ek
- |
SKoA” S0
0

HyC ™ T SkoA

0O OH o0 2 0
R — O — LD
O HO oH ] 0 sKoa 1l 9

Kumariny - vétSinou role ochrany proti UV, inhibitory kliceni
(A)

X
fo) o]}
Coumarin
(B)
OH e
LU
(o] o

Warfarin
(synthetic coumarin)

viz obr. 24.73 psolaren — furokumariny
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interkalace do DNA, reakce s pyrimidinem, aktivace UV svételem. Néktetia motyli
detoxikuji furokumariny

8 o o
= w
\ T

psolaréne

Détoxication

0 7 o o HO—__~= B2
| A _» HOOC \/T

\ S = " -
psolaréne psolaréne

NH2 NH2

—MNH =HNH
"l“ H NH
o CH2

/
COOH NH2 COOH

NH2

L-arginine

L-canavanine

e \
0~ So o
OCHj,4
Heracleum 8-Methoxypsoralen

(a furanocoumarin)

syntéza - obr. 24.75, pouze prvni ¢ast
stilbeny a pyrony - tvoii soucést pasivni a aktivni ochrany rosltin, antibakterialni a

fungicidni vlastnosti, ochrana proti pozirani
resveratrol- protirakovinna latka ve viné

Flavonoidni viné - viz box 24.6



Coffee beans 0. (o] COOH Cloves
[ ]
¢ " Ho oH
OH
R
& OH
OH
4 -

R=H Chavicol
Chlorogenic acid R =0CH; Eugenol
Cinnamon bark
CHO o =
p S
R
R=H Safrole

R=0CH; Myristicin

Cinnamaldehyde

Ginger rhizome (o] (CHz),CHy Orchid
. OH
] CHyCH,OH
n=4,6,5 .
OCH,
OH g

Phenylethyl alcohol

Gingerols

Red and black peppers

le]

HyCO
g . rlq)J\H
H
HO
R /\/\* ; I “ CHO

Nordihydrocapsaicin

R= /\/\/Y
Capsaicin

OCH,
(o]
OH
<° AN N Vanillin
o Piperine
R
Green tea
OH
HO 0
OH
“OH
OH

R=H  (-)-Epicatechin

R=0H (-)-Epigallocatechin

Vyuzii sekundarnich metabolitti

Pyrethrum
Produkce Tanacetum cinerariaefolium, chrysantéma. Cinsky prasek. Slozeni: 6 esterd
pyrethriny. Rozkldda se snadno v prostiedi. Neni karcinogenni, neskodi Zivocichim.

Vyrébi se 100 tis. tun ro¢né
Uceink, blokovani Na\kanalu hmyzu.
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DDT (dichloro-diphényl-trichloréthane) Lindane
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COOCH, 0
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Deltaméthrine

Taxol

Boj proti rakoving. Taxol 1960. Vysledek screeningu. Objevena latka v kite tisu.
Plivodné se myslelo, Ze taxol destabilizuje mikrotubuly. Zjisténo, ze naopak indukuje

pfeménu tubulinu na mokrotubuly.

Problémm byla nutnost velkého mnozsrvi materidlu. Strom pomalu roste. Objevena

latka baccatin, izolovana z jehli¢i Taxus

bnaccata. Z ni syntetizovan taxol. Relativné

nejedovaty. Klinickyu zkousen proti nékterym druhim rakoviny. (vajecniky)
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PRCONH O
Fh

1

H

Castanospermin — latka pro HIV
Izolovan z australského ofechu Castanospermum australe. Inhibuje tvorbu proteinu
gp120. Virové ¢astice jsou neschopné se vazat na CD4 receptor,

0
| il
| H 7 CHy
| | If
| OH
| HOH,C ; PH
AP HOW St
" 4 N
N, HO
Azidothymidine ou AZT Castanospermine
= Zidovudine”
OH
OH
3 y 1 B ¢
\ | OH HO H
L (5
N /OH T
~ i CH,OH

Swainsonine Désoxynojinmycine

Artemisin

ABSTRACT: Jedna z nejvétSich metel lidstva. Mechansmus malarie....Diky
rezistenci jsou latkyt chininového typu u€inné — rezistence

W

Velmo ucinny se zda artemisin, Artimisia annua (pelyn¢k), tradi¢ni 1ék v Ciné. .
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= ACH;);,CH,
1 , CaHy HOL M o
e s W =7 (CH4)3CH4
| C5Hy Cl
Cl Ny s o
CF;
Méfloguine (Lariant’)
i, Gl
N [ || HN
| HNT ~“NH
HyN "7 ™ ! oy S
N NH
H
Pyriméthamine (Fansidar”, Malocide”) Proguanil {Paludrine”)
gl
i N [ iy
— a0 | - 7 |
o X A R St S A
N du 0 7
O A4 13 4 0.~ 0 A
W i H,C | i
0 i o
Acide artémisinique &
Artémisinine 11,13-dihydro : Arteannuine B prdésoxy-arteannuine B

acide dihydroartémisinique

Although the

Syntetizovano mnoho derivatl. Plivodni latka je velmo Spatné rospustnd ve vod¢.
(Artesunate, dihydroxyartemisinin, artemether, arteether, artelinic acid jsou

rozpustné)

Vyhody: artemisin a jeho derivaty jsou velmi malo toxické.
Ucinek: Parazit — Plasmodium rozklada hemoglobin, uvoliluje volny hem. Zelezo
redukuje peroxid artemisinu, produkce peroxidovych radikila.

INTERAKCE ROSLTIN S PATOGENY

Patogeny: houby, bakterie, viry, ¢lenovci
Obrana rosltin: konstitutivni (kutikula, pfitomnost sekundarnich metabolittr). Tyto
latky toxické povahy jsou ptitomny casto ev vakuole a uvlonuji s epo ataku. piiklady-

sekundarni metabolity.
Ptiklad
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avenacin - k ofenech ovsa. Velmi t¢innyc proti nékterym parazitim houbam. Datsi

houby jsou schopny detoxivoat avenacin §té€poeni vazeb 1-2 a 1-4 glukosy.

glukosinolaty (stavaji s eaktivni teprve po myrosinase, po ataku):

(A)

.
/O
0, O HNCHg
! ~
f—o—glu (1—=2 H
a-L-ara (= )0~
f-o-glu (14
( ) Avenacin A-1
(B) /S~{i-n-glu
Preformed R—C
glucosinolates \\
NOSO4;~
HzO Myrosinase | -— Wounding increases
myrosinase activity
SH
Unstable /
aglycone R—C +  p-glucose
intermediate \\ &
NOSO;3~

I

R—N=C=8 R—N=C R— S—C=N
Isothiocyanate Nitrile Thiocyanate

Various bioactive toxic compounds released

obr.21.17

Obrana indukovana pfitomnosti patogenu
zpusoby infekce: nejcastéji kofeny nebo listy

Pronikani: stomata, enzymy (hydsorlyza kutikuly, celulosy, bunécné stény), zranéni

nekrotrofie: patogeny zabiji hostitele a vyuziva odumielou hmotu, obvykle Siroka

specifita
pohyb virti: pies plasmodesmata a floemem (nejsou enzymy)

biotrofie: hostitel ziistdva nazivu. obvykle velmi tizk4 specifita hostitele

hemibiotrofie: hostitel nazivu, ale je zabijen pozd¢ji (Phytophthora infestans

patogen - obecny termin, virulentni: patogen zptisobujici nemoc
pouzita strategie patogenu: enzymy hydorlyzujici bunéénou sténu, toxiny

Vysledky interakce patogne-rosltina:
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1. po interakci neposkytuje rosltina vhodné podminky - nehostitelska - nekompatibilni
interakce

2. rosltina ma vytvorenou bariéru /kutikula, metabolity), ubrani se rezistence
nehostitelska, interkace nekompoatibilni

2, patogen napadne rosltinu, ta jej rozpozna, startuje obrannou reakci, invaze je pouze
lokalni, inkompatibilita

4. Roztlina nerozpoznd patogen ,je hpostitelskd, infekce, komaptibilni interakce
(zvlasti forma je symbiosa)

Hypersenzitivni reakce a programovana bunécna smrt:

Rozpoznani patogenu ma za nasledek aktivaci obrannych mechanismu. Proces
omezen na bunky v okoli ataku: latky vyvolavajici obrannou reakci: elicitory
(exogenni a endogenni - pochdzejici z rosltiny). Nasledkem je smrk bun¢k v okoli

v v

ataku, brani se dalSimu $ifeni patogenu.

Geny avirulence a geny rezistence

Vysvétluji por¢ nékteré kultivary roisltiny jsou odolné vici ataku (geneticky diivod).
Model gen vs. gen

Obrana se aktivuje, jestlize rosltina vlastni gen reiztence R, ktery je komplementarni
ke genu avirulence patogenu (Avr). Modle palti pro biotrofni patogeny. Gen
resistence je obvykle receptor.

Porduktem genu avirulace je bud’ latka (bilkovina, nzikomolekularni latka,
oligosacharid).

Viz Obr. 21.18

Pathogen Host plant genotype

genotype

Avrl

R1
_%
Avrl Rl protein

No disease

(Plant and pathogen
are incompatible.)

¢=20

Avrl rl protein
Disease

(Plant and pathogen
are compatible.)

avrl

e

avrl RI protein
Disease

(Plant and pathogen
are compatible.)

avrl  rl protein

Disease

(Plant and pathogen
are compatible.)

Jiny model zahrnuje interakci toxin (patogen) a detoxikujici enzym (rosltina)
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Pnthugen Host plant genotype
genotype RR or Rr o=
Enzymatic No enzymatic
detoxification detoxification
N
- 0
S
Tox %i‘ or G -
Insensitive target Sensitive target
protein protein
No disease Disease
N
%
No No Vi
tox toxin ; toxin @
No disease No disease
Obr. 21.21

PtikladyBakterie Psedomonas. Porudktem genu avirulence avrD bakterie je
syringolid, ktery vyvolava rezietnci u soji, nesouci gen rezietnce Rpg4.

Geny avirulance u hub. piiklad PHytophthora, gen avirulance - gen sysntetizujici
elicitiny, v pfipadé genu reizstence R u tabaku (receptor).

Identifikace genii rezistence R

Vétsinou molekularné biologické metody. Metoda spociva v identifikaci sekvence
geni pii porovnani rezistentnich a nerezistentnich kultivari rostlin a poté v
identifikaci této sekvence vlozenim pohyblkivého useku - transposonu, ktery vede ke
zniceni tohoto genu. Bylo idnetifikovano jen malo téchto R genti. Tyto geny byly
klonovany. Ukazalo se, Ze tyto geny maji zCasto sloe¢né motivy, podobsji s evelice
receptoriim u zivocCichi:

LRR - leucin rich repeat, NBD - nucleotide binding site, TIR (Toll-interlekin1
resistence domain

LRR - opakujici se sekvence xxLxLxx, kdy xx jsou AK vystavené do slovnetu a
urcujici variabilitu a specifitu interakci

NBS - obvykle vaZze ATP nebo GTP, ale nema kinasovou aktivitu

TIR - struktiurni a funkéni podobnost proteinu Toll z Drosophily, vyskutyju se u
savcl jakozto homolog Toll proteinu, dale podobnost receptoru na interleukin 1.
Dalsi recepeotry rosltin obsahuji proteinkinasy anebo jsou to receptory spojené s G-
proteiny. Receptory mohou byt bud’ cytoplasmatické nebo transmembranové

Obr. 21.26
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- 7 Plants Plants Drosophil, M 1
Protein domains and
HERS Ser/Thr Mammals
Leucine-rich Q TR,
repeat -
-~ Cf-9, Cf-4 CLAVATAL, Toll and Toll
IR LZ Cf-2, Cf-5 Xa21 ERECTA homologs IL-1R
Toll/inter- Leucine ) i
leukin-1/ zipper
resistance
domain
) NBS ™
=~ Nucleotide- Membrane-
binding site spanning
domain
N, L6, M, RPS2, Pto
RPP5 RPM1
TIR LZ
\BS| | \BS| Signal Signal Signal
transduction transduction  transduction
; Meristem size  Dorsal-ventral ~ Immunity
v and organ polarity (in and defense
shape Drosophila)
DIbu‘lEvL resistance and defense
and defense (in both)

Rceptor ma dvé hlavni funkce: rozpoznani produkru avr genu a dale vytvoireni a
prenos signalu.

Mechanismus vzniku rezitenmce nebo naopak kompatibility

Mutaci avr genil, kterd je mnohem castéj$i nez mutace R gent u rosltin.

Geny R mohou existovat v n¢kolika allelach. VétSina R genti v rosltinach je soucaasti
multigenni rodiny a existuji v rosltiné ve skupin€ homolognich gent (napt. gen Cf-9
na rajéeti - 5 homolognich gnett). Tyto geny jsou sdruzeny do klasterti. Jinou
moznosti je existence pouze jediného genu, avSak uvniti jednoho rosltinného druhu
existuje ve form¢ mnoha allel. Nékteré geny R existuji pouze v minimalni diverzité
allel.

Obr. 21.32

Nov¢ varianty mohou vzmnikat bodovou muatci (napf v oblasti LRR) nebo typicky
genetikym postupem,
Obr. 21.33

Mechanismus obranné reakce:

Po kontaktu elicitoru s receptorem (patogenu v buiikou) pozorujeme

Rychla odpoved™:

syntéza AOS, otevieni iontovych kanalli, depolarizace memvrany, syntéza NO,
aktivace proteinkinas, hypersenzitivni reakce

syntéza fytioalexind, modifikace sekunddrniho a primarniho metabolismu, syntéza
PR-proteint,
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akumulace signalnich melekul (kys. salicylovam ethylen, k. jasmonova), zesileni
bunécné stény (kalosa, lignin, HPRP)
systémova rezistence

Hyperznsitivni reakce

vnzika tek, ze se bud aktivuje apotptoza anebo jsou buiiky likvodovany aktivnimi
formami kysliku, ukazuje se, Ze hraje roli i syntéza NO. Je mozna i likvidace bun¢k
toxickymi produkty patogenu. HR neni vzdy nuntym priivodnim jevem interakce
nebo vzniku rezistence.

Syntéza aktivnich forme kysliku.

Superoxidovy radikal a H202. TYto latky vznikaji aktivaci NADPOH oxidasy.
NADPH + 202 — NADP + H+ + 202-

Superoxidovy raidkal se dale rozklada uperoxiddismutasou na H202

2 02- +2H+ - H202 + 02

Tento enzym je velmi podobny (nikoli vSak totozny - s analogickym enzymem
neutrofili, imunologicky podobny). Na rozdil od tohoto enzymu je to monomer.
(Arabidopsis). 6 transmembranovych domén, FAD a NADP vazebné misto. V
cytosolu je EF doména vazajici vapnik (aktivace enzymu, u savcl chybi)).
TRojuhelniky oznacuji lokalizaci dovu hemt. U neutrofilti aktivace kumlaci nékolika
jendotek z cytosolu.

Obr. 21.36

Extracellular

EF domain >
NAD(P)H-binding
domain C

Cytosol

Role H202 - zabajeni patogenu? nebo Fentonove reakcae (H202 + Fe2+ - vznik OH
radikélu). Substrat syntézi ligninu, peroxidas. askorbat peroxidasa, glutathion
peroxidasa. H202 je rovnéz signadlni molekula , samotny peroxid indukuje torbu kys.
salicylové

Syntéza NO
Tato latka hraje signalni roli u savcl a bakterii, imunitni, nervové, cévni systém.
Rzopana patogenu je rpovazeno u rosltin syntézou NO. HR neni samotna zpiisobena
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pouze H202, na to je zapiotiebi i NO. Mozna je jejeho role v inhibici peroxidasy a

vvvvvv

Modifikace bunécné stény

Ukladani kalosy, syntéza ligninu

Extracelularni HRGP - hydroxyprolin rich glykoport. - jiz pfedtim pfitomny vaze se
pies cross link do stény pies tyrosin (PPPPY) prostiednictvim H202. Dalsi HRGP de
novo aktivuje syntézu ligninu

inhibitor polygalakturonasy - extracelularni, inhibuje enzym patogenu PGs
(polygalakturonasu), vysledek ziejmé vede k nartstu konc oligogalakturonidu -
aktivace obranné rekace =elicitory

Salicylaat a benzoat

Aktivace phenylpropanoidové drahy interakci s patogenem - transgenni rosltiny s
genem nahG (salicylathydroxylasa), konveruje SA na katechol - siln€ se snizuje
rezistence tabaku proti TMV

Obr. 21.41

Syntéza JA - navySuje po ataku patogenu nebo hmyzu. Transgenni rosltiny bez JA
drahy syntézy JA - snizuje se rezistence proti nektrotrofnim parazitim ale nikoli
biotrofnim (proc?). Stejné tak se zvySuje syntéza ethylenu. Zjisitlo se, Ze pro expresi
obranné reakce neni ethylen enzbytny, avSak pti kompatibilnich intgerakcich syntéza
ethylenu zvySuje uc¢inky HR.

PR - proteiny
Tabulka 21.4

Family Type member Properties

FE-1 Tohacco PR-1a unknown

FE.-2 Tohacco PR-2 A-15-glucanase

FE-3 Tohacco P, O chitinase type I, I1
IV, vV, VI, VII

FPE.-4 Tohacco “R° chitinage type I, 11

FR-5 Tohacco S thaumatin-like

FE-6 Tomato Inhibitor 1 proteinase-inhibitor

FE-7 Tomato Py, endoproteinase

FE.-f Ciucumber chitinase chitinage type 111

FE-9 Tobacco “ligninforming peroxidase” peroxidase

PE-10 Parslev * PR’ ‘ribonuclease-like "

FR-11 Tohacco class V chitinase chitinase, type 1

PR-12 Radish Rs-AFP3 defansin

FE-13 Arabidopsis THIZ2. 1 thionin

FE-14 Barley LTP4 lipid-transfer protein

nékolik minut az hodin po infekci se zvySuje koncentrace transkripti néskterych genti.
Tyto PR proteiny jsou chtinasy, glukanasy a enzymy degradujici sténu hub. Bylo
zjisténo, Ze transkripce nékterych geni je zpotiedkovana pies SA a ethylen.

Mezi dal$i obranné rpoteiny patii lipoxygenasy -stimulace syntézy JA.

Defensiny - proteiny 7 kDa bohaté na Cys, signal jd eptes JA a ethylen ale nikoli SA.
Homologie s defensiny hmyzu, ptakl a savci
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Obr. 21.44 A

Fytoalexiny
Ltaky nizkomolekularni produkované po ataku aptogenem. nékolik skupin:
terpenoidy, flavonoidy a stilbeny.

Ziejme nutna aktivace vSech anymut dané drahy. Enzymy syntézy flavonoidi (PAL,
4CL a C4H) jsou regulovany jak na urovni trasnkripoce, tak translace. Mechnismus
ucinku fady phytoalexinii neni znam. , ptiklady znamych
resveratrol - stilbenyantibskteidlni €inky, fungicidy, inhibice ristu konkuren¢nich
rosltin
camalexin

proteinase inhibitory - inmdukuji s epo ataku hmyzem, inhibice serinovych,
cysteinovyvh a aspartadtovych proteinas v travicim traktu.
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Systémova ziskana rezistence (SAR - systemic acquired resistence)

Vity, bkaterie, houby. Lokalni nekrosa mv mist¢ ataku, spojend s akumulaci SA a
vznik signalu, ktery se $iii floemem. V dusledku toho se ve vzdalenych mistech
zvySuje koncentrace SA a methylsalicylatu. Odpovidajici nartst koncentrace PR
proteintl. Tato rezistence je nespecificka, chrani proti Sirokému spoektru dalSich
patogeni.
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Obr. 21.49

Jejich ptidavek vSak nevyvolava nartst SA, tudiz signaly jdou drahou, ktera je pod
signalizaci SA.
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Salicylic acid Dichloroisonicotinic acid Benzo-(1,2,3)-thiodiazole-
(SA) (INA) 7-carbothionic acid
S-methylester
(BTH)

Odpovéd’ na atak hmyzem: Hmyz, housenky, zranéni vyvolavaji narast ethylenu a
JA, tekavy methylJA se §ifi (systemin) , aktivuji odpoved, nariistd koncentrace
protinasovych inhibitorti (PI) ve vzdalenych mistech

Insect Induction of
proteinase
systemin |— JA inhibitor (Pin2)
l A and SWRP
: gene expression

Ethylene

Celkové schéma
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Nékteré latky jsopu schopny vyvolat SAR,



Pathogen

Cell wall

Interplay of
signals

Halliwell-
Asada cycle
activated
(ascorbate/
glutathione)

[soD]

O-— ™ Hy0p ——= of cell wall

Cross-linking of
cell wall proteins,
lignification

4
Cross-linkin,

pmrun'».
+Fe2+  lignification

Redox
status
altered | Salicylic acni

,
fon fluxes

P'hyhoalemrl
accumulation

Pathogen ) or wounding

s | Interplay <t—- (Pathogen)

of signals Ca2+

Calcium
lnnjluxcs 5 el

7

Activation of

/ \ stress-response
» CoHy class of MAP
Hyp i kinase, e.g.,
3 Ki l’he'nollc
cell death AR | SR WIPK, SIPK
Transcription factors ndivntui
Apoptosis Defense gene activation Signal Protectant gene
gene -PAL - PRs - Thionin amplification activation
activation - CHS - Glucanase - Lipoxyge - ACC oxid - GST
-HMGR - Chitinases - Proteinase -EFE -GP
inhibitors - Peroxidases

- Epoxide hydrolase

111



