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Jiz Empedokles navrhoval, ze rostliny asimiluji vzduch (CO,),
ale Aristoteles jej odmitl a nebral vazné....

az do roku 1727, kdy Stephen Hales (anglicky védec a
vynalezce) rostliny spalil a vycislil mnozstvi uvolnéného plynu
a popela.

V 18. stoleti Joseph Priestley nahodou zjistil, ze snitka maty
dokaze ,,vycistit“ vzduch, ktery byl drive znecistén dychanim
zvirete nebo horenim svicky v uzavrené nadobé.

i
41
:

Mél stésti, ze nasel vyvoj kysliku rostlinami...

Ale experiment byl nereprodukovatelny mozna proto, ze
nekontroloval svételné podminky ve své laboratori.

Théodore de Saussure (1804) kvantifikoval vztah mezi
fixaci CO, a vyvojem O, a dospél k zavéru, ze voda musi
byt prijimana, vérilo se, zZe rostliny ziskavaji C z humusu.

Hans Molisch (1916) pouzil list jako fotograficky papir.




Objev fotosyntézy a chloroplastu

» V 19. stoleti objeven zeleny pigment chlorofyl (chlorophyle) z rectiny

= ,zeleny list* a granule chlorofylu Chioroplasty ve svéracich

bunkdch Tradescantia.

Chloroplasty s
“grany”.

» Dalsi objevené granule = plastidy
» zelené plastidy, chloroplasty,
» oranzovo-zluté plastidy chromoplasty,

» ciré plastidy leukoplasty.

» V1950 letech elektronova mikroskopie
a ultramikrotom odhalily strukturu grana,

» slozeno z membran (7 az 9 nm)
pozdéji pojmenovanych jako
thylakoidy (z reckého slova
znamenajiciho ,,sacklike*).

Zea mays
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Robert Hill (1937) izolované chloroplas
byly schopny vyvinout O,, kdyz byl prid
umély akceptor e-, coz poskytuje dukaz!
Ze chloroplasty jsou mistem fotosyntézy.
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Organely ohranicené dvojitou membranou = obal
Membrany uvnitr chloroplastu = tylakoidy, tvori grana (10-20 tylakoidu)

Tekutinovy obsah obklopujici tylakoidy = stroma

Grana lamellae (stacked, PSIl) a stroma lamellae (not stacked, PSI)
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Pletivo se homogenizuje, prefiltruje a centrifuguje pri 6000-8000 g /90 s.

Dale oddéleni chloroplastli od mitochondrii a peroxisomd odstredénim v
gradientu hustoty Percollu pri 500 g /10 min.

Neporusené chloroplasty se nachazeji jako zeleny pas u dna zkumavky.

Vnéjsi a vnitrni membrany obalu a tylakoidy mohou byt také oddéleny.

Quter and inner
membranes

Stroma
lamellae
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Chloroplasty typicky elipsoidni, 2,5 um dlouhé

Buniky zapojené do fotosyntézy jsou
autotrofni ~ schopné vyrabét si vlastni
Ziviny z anorganickych molekul pomoci
zarivé energie slunecniho svétla.

Vétsina rostlin obsahuje také heterotrofh‘i
bunky (bezbarvé bunky korene, dren stonku,
epidermis listu...)



Slozeni chloroplastu

» Lipidy tvori 58 % suché hmotnosti chloroplastového obalu! V. vysoka

» Glycerolipidy tvori vétSinu rostlinnych lipidu, syntetizovanych v ER nebo',_
v samotném plastidu (na membranach obalu).

> Vne_]Sl obalova membrana - velmi propustné a obsahuje radu protemﬁ
véetné pdrového proteinu a permedzy, ktera usnadnuje transport llpldu
které jsou syntetizovany v ER do chloroplastu.

» Vnitfni membrana - odlisSné propustna a obsahuje radu proteinl pro
transport metabolitl, napr. transportéry pro substraty a produkty
fotosyntézy, aquaporiny (propustnost membrany pro CO,).

» Tylakoidni membrany - chudé na fosfolipidy, ale bohaté na galaktolipi
které se vyskytuji pouze v této organele, a lipidy obsahujici siru. |

» Sulfolipidy (SL) také v membranach sinic, coz poskytuje dikaz, ze tyto orga
mohou mit spolecného predka s chloroplasty!

» Tylakoidni membrany obsahuji mnoho proteint zapojenych do svetelny
reakci fotosyntezy.

» Vsechny enzymy nezbytné pro temne reakce fotosyntézy se nacha
stromatu.



Rostliny vyuzivaji slunecni energii k oxidaci vody, cimz uvolnuji Q,
a redukci CO,, tvori velké uhlikaté slouceniny (cukry).

6 CO, + 6 H,0 > C,H,,0, + 6 O,

Nejvice fotosyntetizujicim pletivem vyssich rostlin je listovy mezofyl
obsahujici chloroplasty a chlorofyly absorbujici svételnou energii.

The carbon reactions

The light reactions

CHLOROPLAST

Thylakoid NADP*

membranes

Light

| PSIl + PSI CALVIN-
CHLOROPHYLL [N BENSON CYCLE

Carbon reactions

Light-driven reactions (stroma)
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ATP je nejrozsirenejsi aktivovany prenasec en

» Hydrolyza ATP na ADP a anorganicky fosfat (Pi).
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Bioenergetika fotosyntézy

» Chloroplasty se specializuji na preménu energie zareni na chemickou
energii:
» volna molekularni energie nékterych fotosyntetickych procesu

» fotosyntéza zahrnuje absorpci svétla, Ci energie fotonu svétla (AE, J)
danou jeho frekvenci (v, s™') nebo vlnovou délkou (A, in m) a rychlosti |
svétla (c); h je Planckova konstanta

» AE = hv = hc/A, navrzeno Max Planckem v 1900

PHOTOSYNTHESIS CELLULAR RESPIRATION Fotos
' €O, + H,0 = 0, + SUGARS ' SUGARS + 0,— H,0 + CO,

co, co,
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Uhlikovy cyklus (the carbon cycle)

CO, IN ATMOSPHERE AND WATER

PHOTOSYNTHESIS

\
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SEDIMENTS AND
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ANIMALS

HUMUS AND DISSOLVED
ORGANIC MATTER
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Fixace C vyuziva ATP a NADPH na preménu COzl'na cuk
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High

Energy gradient

Svételné reakce fotosyntézy

» Probihaji na thylakoidech, coz je specializovany membranovy systém, ktery
obsahuje protein-pigmentové komplexy, fotosystémy (PS): ;

» komplexy sbirajicimi svétlo (light-harvesting antennas, LHC) (pigments)

» fotochemicka reakéni centra PS | a PS Il absorbuji svétlo

Grana lamellae (stacked, PSll)a

stroma lamellae (not stacked, PSI) *
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Carotenoids

Chlorophyll b

Antenna
complexes

» Presun excitacni energie z anténniho
systému (LHC) smérem k reak¢énimu
centru pomoci fluorescence
resonance energy transfer (FRET) v,
priznivém energetickém gradien

— Reaction » B-karoteny fungujijako antia
cRnter chrani fotosystémy pred pos




» 2 fotosystémy (integralni membranové komplexy, 10 nm) funguji v serii.

» Photosystem | (P700): reakcni centrum obsahuje chlorofylu a absorbujici

L (zig-zag) schéma fotosyntézy rostlin

Photosystem Il (P680): reakcni centrum obsahuje chlorofyl a absorbujici
red light (max 680 nm), antény a komplex oxidujici vodu (donor e?).

far-red light (> 680 nm), antény a komplex redukujici NADP~.

Redox potential

Reducing

Oxidizing

Strong —
reductant . &

1§ Weak—___
reductant @
Red light Light harvesting
complex | (LHCI)
Photosystem |
Stron
oxida?it Light harvesting
v complex Il (LHCII)

Photosystem Il




Energie je zachycena, kdyz excitovany chlorofyl redukuje molekulu akcep
Kazdé 4 fotony zachycené PS Il produkuji 0,: 2H,0 + 8hv > 4H* + 4e- '+ O,

Prenos e a H* v thylakoidni membrané je provadén ctyrmi proteinovymi kompl
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Carbon input

Ribulose 1,5-

> bisphosphate & CO, + H0

Asimilace anorganického
uhliku do organického
materialu (autotrophy).

Calvin-Benson cyklus
probiha ve 3 fazich:

3—Phospholycerate

karboxylace

redukce

regenerace

0 Triose phosphates _

Ve stromatu chloroplastu. (G.ycerﬁmeﬁyde 3-

. ) phosphate
U vsech rostlin a mnoha +

dihydroxyacetone A +® | NADP*

prokaryot... phosphate)

‘Fb Starch (chloroplasts)

Sucrose (cytosol)

|

Sucrose (phloem)——> Growth,
storage polysaccharides

Carbon output




Melvin Calvin pouzil “C s nové vyvinutou technikou papirové chromatografie k
identifikaci prvnich produktt fotosyntézy v roce 1947 (the Calvin cycle)

Fixace CO, do cukru vyzaduje 3 ATP a 2 NADPH podle nasledujici reakce:
2H* + CO, + 3ATP + 3H,0 + 2NADPH - CH,O + 3P, + 3ADP + 2NADP* + H,0

Glukoéza je vysoce reaktivni redukujici cukr a ve vysokych koncentracich by byla
pro bunku nebezpecna (jako cukrovka rostlin).

Glukoza tedy bud' nevznika béhem fotosyntézy, nebo se okamzité preméni na neredukujic
cukry (napr. sacharozu, rafindzu), cukerné alkoholy (napr. sorbitol) nebo skrob.

Rubisco (ribuldzabisfosfatkarboxylaza/oxygenaza)

20
first land plants
OXYGEN 1
LEVELS IN
ATMOSPHERE
o start of rapid O,
(%) 10 e
accumulation
TIME ‘

(BILLIONS —s

OF YEARS) 4 , 4 3 2 1 l
formation of | |_'_‘ ‘—[—‘ present day
oceans and

T — first | first water-splitting origin of eukaryotic first vertebrates
living | photosynthesis photosynthetic cells
formation cells | releases O,
of the Earth aerobic
first photosynthetic respiration first multicellular plants
cells becomes and animals

widespread



Fixace uhliku (CO,)

>

Melvin Calvin pouzil “C s nové vyvinutou technikou papirové chromatografie k
identifikaci prvnich produktt fotosyntézy v roce 1947 (the Calvin cycle)

Fixace CO, do cukru vyzaduje 3 ATP a 2 NADPH podle nasledujici reakce:
2H* + CO, + 3ATP + 3H,0 + 2NADPH - CH,0 + 3P; + 3ADP + 2NADP* + H,0

Glukéza je vysoce reaktivni redukujici cukr a ve vysokych koncentracich by byla '
pro bunku nebezpecna (jako cukrovka rostlin). -

» Glukoza tedy bud nevznika béhem fotosyntézy, nebo se okamzité preméni na neredul
cukry (napr. sacharozu, rafindzu), cukerné alkoholy (napr. sorbitol) nebo skrob.

Rubisco (ribulozabisfosfatkarboxylaza/oxygenaza)
katalyzuje vazbu CO, na ribuloza-1,5-bisfosfat,
» extrémné pomaly enzym, ale hojny (25%-75% listového a 50 % chloroplastovych protei
» nejhojnéjsi protein na Zemi!!! |
» velka podjednotka Rubisca kddovana chloroplastovym genomem, mala jadernym genomem
>

Jednim z diivod( neefektivnosti Rubisco je, Ze dosahlo svého soucasného stavu evoluce '
predtim, nez rostliny vnesly 02 do prostredi; vzhledem k soucasnym atmosférickym
koncentracim je 02 velmi ucinnym konkurentem pro vazebné misto CO2

Pokud Rubisco oxiduje ribul6éza-1,5-bisfosfat misto jeji karboxylace, ztrace
Castecné znovu zachycen ve fotorespiracni draze.

Nekteré rostliny si vyvinuly mechanismy, jak koncentrovat CO, kole

» Fixuji CO, fosfoenolpyruvat (PEP) karboxylazou, enzymem, ktery



CHLOROPLAST

2 POCH, — CO— (CHOH), —CH,0P
Ribulose 1,5-bisphosphate

.| Calvin-Benson cycle
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chlorop‘lastﬁ

Kineticke vlastnosti Rubisca, teplota a koncentrace atmosferického CO, a O,
kontroluji rovnovahu mezi Calvin-Benson cyclem a C, oxidacnim cyklem.

C, oxidacni cyklus je spojen s fotosyntetickym transportem elektrond.

Chloroplast

Light

Calvin-Benson cycle

e
<

o,
Ribulose 1,5-bisphosphate —¥> 3-Phosphoglycerate

202ﬂ

2-Phosphoglycolate Glycerate

Nltmgevr“ /
- cycle /

-~

o
-

Cyanobakterie maji “CO,”
pumpy, kterée prindsi
atomy C zpet do Calvin-
Benson cyklu.

CO,
Mitochondrion

Peroxisome



Fotorespirace

» a light-dependent respiratory pathway in plants

» dychaci cesta u rostlin zavisla na svétle...

Zahrnuje zachyceni kyseliny glykolové produkované v chloroplastu z kyseliny 2-
fosfoglykolové vytvorené, kdyz Rubisco katalyzuje pridani kysliku misto ox1du
uhlic¢itého do ribulosa bisfosfatu. =

» ,Warburglyv efekt“, coz je zjevna inhibice fotosyntézy kyslikem objevena Otto
Warburgem (1920).

» V zelenych listech se enzymy podilejici se na fotorespiraci nachazeji v
peroxisomech v tésné blizkosti chloroplastt a mitochondrii (viz obr.)

» Potvrzeni fotorespirace bylo prvnim pouzitim Arabidopsis jako modelového systé
(experimenty provadéné na fotorespiracnich mutantech, kterym chybi normalni
enzymy).

» Fotorespiracni cesta je cilem pro zlepseni plodin pro zvyseni vynosu a biomasy. 4

» Fotorespiracni draha je obvykle povazovana za plytvavou, nicméné je prospesn
podpore asimilace dusi¢nanl a pri snizovani fotoinhibice fotosystému-ll.



C, photosynthesis

Malat a aspartat jsou
primarni produkty
karboxylace.

Zahrnuje pét po sobé
jdoucich fazi.

Ve dvou rozdilnych
kompartmentech:

1. PEP-carboxylase
(PEPCase) fixuje
CO,

2. C, produkty
uvolnuji CO, pro
fixaci Rubiscem
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Specialni anatomie C4 rostlin

Kranz anatomy

\\
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(B) Kranz anatomy
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Vétsina C4 rostlin
obsahuje mezofylove
bunky s enzymy |
zapojenymi do C4 dra
a bunky pochev cévnil
svazku obsahuji enzyn
zapojené do C3 drak

Mezi témito 2

bunécnymi typy e
mnoho plasmodes
pro usnadnéni pres
3-C a 4-C kyselin.

V nékterych rostlina
se vsak fotosynteticka
draha C4 vyskytuje v
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Crassulacean acid metabolism ~ vsestranny, citlivy, v suchém prostredi

Dark: Stomata opened

Atmospheric

CO,

Open stoma permits
the uptake of CO; and the
loss of H,O (transpiration)
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Geneticky systém plastidu

» Chloroplastova DNA je typicky kruhovita, slozena z 12-18x10° paru bazi, |
které koduji priblizné 50-200 genu, volné ulozena ve stromatu. |

» Hans Ris (1961) objevil DNA podobnou prokaryotické, ale spojenou s proteiny. '-
» Kompletni sekvence chloroplastovych genomu z Arabidopsis a dalSich.
» Chloroplastové geny obsahuji promotorové sekvence a lze je modifikovat

» Plastidova DNA koduje geny, které jsou segregovany nemendelovskym
zpusobem, materskou dédicnosti (maternal inheritance).

» Chloroplasty obsahuji vlastni DNA a RNA polymerazy, DNA gyrazu,
mechanismy opravy DNA a proteiny podobné histonum.

» Plastidovy genom nekéduje vsechny potrebné proteiny!

» Napf. velka podjednotka Rubisca je kddovana chloroplastovym genomem, mala |
jadernym genomem.

» Geny, kodujici chloroplastové proteiny, mohly byt preneseny z pavodniho
endosymbionta (ktery dal vzniknout chloroplastu) do jadra.

Stroma i tylakoidy obsahuji 70S ribozomy (prokaryoticke!).

Import proteinu prelozenych na cytosolickych ribozomech dg



Transport probiha post-translacné, vyuziva samostatné translokacni
komplexy v kazdé membrané a vyzaduje energii.

Napr. Tic-Toc translokon v chloroplastovém obalu

Chloroplasty maji elektrochemicky gradient H* na své tylakoidni membran
ale ne na své vnitrni membrané, a vyuzivaji hydrolyzy GTP a ATP.

Napr. ATP je nutny pro pusobeni chaperonint, které poskytuji hybnou silu pro
translokaci proteinu pres dvojitou membranu do stromatu. :

Importované polypeptidy zacilené
do lumenu thylakoidd musi
prochazet obalem a thylakoidni
membranou a musi mit 2 signalni

sekvence, typicky na N-konci:
;e I outer —
chloroplastova signalni membrane tylakoid
sekvence nm Sace
tylakoidni signalni sekvence mermorane thylakoid
intermembrane | Membrane
space
stroma

(matrix space)



Tic-Toc translokatorovy komplex

» Lokalizovan na kontaktnich mistech vnitfni a vnéjsi chloroplastové membrany
» Prvnim krokem je vazba proteinu na slozku Toc, import je regulovan fosforyla

» Po vstupu polypeptidu do stromatu, je tranzitni peptid odstépen proteazou.

thylakoid precursor
protein

TOC complex  chloroplast outer membrane

thylakoid
signal
sequence

chloroplast inner membrane

chloroplast
signal
sequence

TIC complex
st

GTP- EHATP—\
INTO :_ exposed thylakoid

signal sequence

receptor
protein
in TOC
complex

FOUR ROUTES TO TRANSLOCATE
THYLAKOID

thylakoid mature protein
membrane in thylakoid space




Chloroplasty (a mitochondrie) vynikaji délenim nezavisle na
déleni jadra, ale vyzaduji proteiny kodované v jadre.

Meristematické bunky obsahuji proplastidy, kulovité organely
(A, eoplasty) neobsahuji témeér zadné vnitrni membrany a
pouze malé mnozstvi DNA, RNA, ribozomu a rozpustnych
protein(; zadny chlorofyl a potfebné enzymy.

Eeoplast prechazi do faze amyloplastu (B), kde akumuluje
skrob. Poté prochazi améboidnim stadiem (C) a vstupuje do
pregranalni faze (D). Na svétle se vyvinou chloroplasty (E).

Pokud jsou uchovavany ve tmé, vyvinou se v etioplasty:
mensi nez chloroplasty

obsahuji semikrystalicka prolameldrni téliska misto membran
a protochlorofyl (zlutozeleny prekurzor)

Pro-
lame-
larni
Wi téliska

Pokud jsou vystaveny svétlu, mohou vytvaret grana.

Existuji tenké tubularni spoje a tubularni rozsireni
mezi plastidy (stromatubules nebo stromules),
kterymi se mezi nimi mohou pohybovat proteiny (?).

Chloroplasty zanikaji starnutim jako gerontoplasty.

V dasledku poskozeni UV zarenim, stresem mohou byt
degradovany a recyklovany v procesu chlorofdgie.

Dva fluoré%cenéne” oznac
chloroplasty a stromule



Ostatni plastidy

>
>

Vsechny plastidy jsou tvoreny z proplastidd a obvykle maji stejny genom.
Proplastidy dozravaji ve specializované plastidy v rtiznych rostlinnych pletivech.

Chromoplasty ~ plastidy v mnoha kvétech a plodech postradaji chlorofyl, ale
hromadi obrovské mnozstvi karotenoidnich pigmentu (pfitahuji hmyz) chloroplasty
lze preménit na chromoplasty (zluté listi na podzim, dozravajici ovoce). |

Leukoplasty ~ nepigmentované plastidy v nefotosyntetickych tkanich zﬁsté\laji
ciré a funguji pri ukladani makromolekul, véetné protein( (proteinoplasty), lip
(elaioplasty) nebo skrobu (amyloplasty); v nektaru (silny zapach). '

Tonoplast Grana stack

Etioplast

\Light
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\

adaptace

Rostliny musi vyvazit skodlivé ucinky svétla (photodamage) s prospesnymi
ucinky svétla fotosyntézou; intracelularni fototaktické pohyby.

(A) Darkness (B) Weak blue light

(Q Strong blue light

Pohyb chloroplastt ~ aktomyosinovy systém

chloroplasty rostlin se neustale presouvaji,
napr. do zaostreného svétla v epidermis
Adaptace na zmény v kvalité svetla.

(stin vétsi podil tmavé cerveného svétla)

Stacked
1 1 1 1 ] Migrati f phosphorylated
Snaha vyrovnat distribuci energie S Of PhowACE e
mezi PSI a PSIl a max. ucinnost Excoss axcitation A repulsion
fotosyntézy. Thylakoid w C
— i i membranes
Umozneno fosforylaci a pohybem Excess
excitation
LHCII. FeIlERCH o of PS|
Na plném slunci (vysoka aktivita
. , . . Phosphorylati f LHCII
PSIl) je LHCII fosforylovan, migruje il s gt o —
do nenaskladanych oblasti ® Dophosphorytaton
. o ’ .o 0
tylakoidu a preda svou energii PSI. B

Absorpce prilis velkého mnozstvi
svétla maze vést k fotoinhibici!




Redukce dusicnanu a aktivace sulfatu v chloroplastech

Snadno dostupna energie v
chloroplastu z néj déla idealni misto
pro redukci jinych molekul kromé CO,

Rostliny prijimaji sulfat z pldy, tato
inertni forma siry musi byt bunkou
aktivovana pomoci ATP sulfurylazy
za vzniku adenosinfosfosulfatu (APS) a
pyrofosfatu, poté mdze byt prenesena
do mnoha molekul. napr. syntéza
methioninu.

Dusi¢nany prijimané rostlinami musi
byt redukovany, nez mohou byt
metabolizovany.

» dvoustupnovy proces: redukce
dusicnanu na dusitany pote
redukce dusitanu na amoniak

»  prvni krok probiha v cytosolu,
druha v plastidech

= N03—

Leaf

APS— PAPSD

Vacuole

H \Low-afﬁnity
n = sulfate permease
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