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ANOTACE

Tato prace se zabyva doposud nezkoumanym fenoménem, a to vlivem cytokinind,
konktrétné benzylaminopurinu (BAP), na biosyntézu chlorofylu ve tmé& u smrku ztepilého
(Picea abies) a modiinu opadavého (Larix decidua). Cilem prace bylo pomoci
spektrofotometru zjistit koncentrace chlorofyla (chlorofyl a, b) a karotenoidti ve vzorcich
semendckil zminénych jehli¢nanii péstovanych o rizné koncentraci cytokininu na svétle ¢i
ve tm&. Vedle analyzy zmén koncentrace rostlinnych pigmentii byla také provedena analyza
Dale byl studovan a zkouman vyskyt a fungovani dvou klicovych enzymii, na svétle zavislé
NADPH:protochlorofylid oxidoreduktazy (POR) a na svétle nezavislé protochlorofylid
oxidoreduktazy (DPOR), které katalyzuji redukci Pchlide, klicovou reakci V prub&hu
biosyntézy chlorofylu. Dale byla analyzovana pfitomnost proteinii, na které se vazou
asimilacni pigmenty a piitomnost regulacnich enzymd, napf. glutamyl-tRNA reduktaza

(GIUTR).

V teoretické cCasti prace je Ctendf seznamen s principem biosyntézy chlorofylu
z biochemického a fylogenetického hlediska, svételné zavislou a nezavislou redukei Pchlide,
strukturou DPOR a principem fungovani cytokinind. Hlavni ¢ast prace predklada vysledky
ve formé grafl a obrazki, v zavéru jsou poté shrnuty vysledky a prodiskutovany jednotlivé

teze a mozné vyuziti prace v praxi.

Vysledkem prace je souhrn grafii a obrazkd dokazujicich pozitivni uc¢inek BAP na
akumulaci chlorofyléi u smrku a modiinu, predev§im pii koncentraci 10 mol-I™. Déle vsak
byly nalezeny markantni rozdily mezi schopnosti biosyntézy Chls ve tmé, jelikoz smrk si ve
tm¢ udrzoval stalé mnozstvi Chl, zatimco u modiinu dochézelo k etiolizaci. Bylo zjisténo, ze
tyto rozdily jsou zpisobeny predev§im nefunk¢nosti polypeptidu ChIB (ktery je soucasti
DPOR) a snizenim exprese enzymu GIuTR. Dale bylo zjisténo, ze hlavni regula¢ni funkci

u biosyntézy Chl ma pravé enzym GIuTR a jeho transkripéni a post-transla¢ni regulace.
Vsechna méteni probihala v CR Hand, Oddéleni biofyziky.

Klicova slova: Biosyntéza chlorofylu, Svételn¢ zavisla protochlorofylid oxidoreduktédza,
Svételné¢ nezavisld protochlorofylid oxidoreduktdza, Cytokininy, Benzylaminopurin,

Jehli¢nany.



ANNOTATION

This work deals with so far unstudied phenomenon, an effect of cytokinins, specifically
of benzylaminopurine (BAP) on chlorophyll biosynthesis in Norway spruce (Picea abies)
and European larch (Larix decidua) grown in the darkness. The aim of the work was
to determine chlorophylls (chlorophyll a,b) and carotenoids concetrations in samples,
grown in various concetrations of cytokinin in the light or in the dark, using
a spectrophotometer. In addition, the concentration of protochlorophyllide (Pchlide),
the most important precursor of chlorophyll, was also analyzed. The presence and
functioning of two key enzymes - light dependent NADPH:protochlorophyllide
oxidoreductase (POR) and light independent protochlorophyllide oxidoreductase (DPOR),
which catalyse the regulatory reduction of Pchlide, was also examined. Furthermore,
the presence of pigment-binding proteins and the presence of regulatory enzymes,

for. ex. glutamyl-tRNA reductase (GIUTR) was analysed.

The theoretical part includes the principle of chlorophyll biosynthesis from biochemical and
phylogenetic perspective, description of light dependent and independent Pchlide reduction,
DPOR structure and operating principle of cytokinins. The main part of the work presents
results in graphs and figures, in the end the results are summarized and individual theses and

possible use in practise is discussed.

The result is a summary of graphs and figures, which demonstrate the positive effect of BAP
on chlorophyll accumulation in spruce and larch, especially at a concentration
of 10° mol-I™". Furthemore, striking differences were found between the ability of Chls
biosynthesis in the dark, because in spruce, constant amount of Chls was kept, in contrast
to larch, which produced no Chls and was etiolated. It was found, that these differences are
primarily caused by malfunction of the ChlIB polypeptide (which is a part of DPOR) and
by reduction of expression of GIUTR enzyme. Furthemore, it was found that the main
regulatory enzyme in the Chl biosynthesis is particularly the GIUTR enzyme and

its transcriptional and post-translational regulation.
All measurements were performed in the Centre of the Region Hana, Department

of Biophysics.

Keywords: Chlorophyll  biosynthesis, Light dependent and light independent
protochlorophyllide  oxidoreductase, = Cytokinins,  Benzylaminopurine,  Conifers.
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Uvod

Chlorofyl v rostlinach patii mezi nejrozsifenéjsi organické molekuly na nasi planeté. Proto
se i studiu jeho biosyntézy vénuje velka pozornost. Chlorofyl se v rostlinach je syntetizovan
biosyntetickou drdhou, kterd je u krytosemennych rostlin zavisld na svétle, proto jsou
krytosemenné rostliny ve tmé tzv. etiolované, tj. neobsahuji chlorofyl. Nahosemenné a dalsi
niz8i rostliny maji vSak kromé svételné zavislé drahy, i svételné nezavislou drahu biosyntézy
chlorofylu. To znamend, Ze ve tm¢ nevykazuji typické zndmky etiolizace a obsahuji
chlorofyl. Kromé svétla ovliviiuje syntézu chlorofylu mnoho jinych faktort.. Jednim z nich
mohou byt rostlinné hormony ze skupiny cytokininti. Cytokininy se podileji na regulaci celé
fady Zivotnich procesii v rostlinné bunice, kromé& jiného maji stimula¢ni ulohu pti biosyntéze

chlorofylu svételné zavislou cestou.

Cilem této prace bylo testovat u¢inek cytokininti, konkrétné benzylaminopurinu (BAP), na
biosyntézu a akumulaci chlorofylu v kli¢nich d€lohach smrku ztepilého a modiinu
opadavého a testovat tak obecny vliv cytokinind na svételné nezavislou drahu biosyntézy
chlorofylu. Informace o akumulaci chlorofyli byly =ziskany na  zakladé
spektrofotometrickych méfeni u vzorka jehlicnanii rostoucich pfi riznych koncentracich
BAP jak na svétle, tak ve tmé. Sir$im cilem prace bylo poté uréit pfitomnost obou enzymi
katalyzujicich redukci protochlorofylidu (klicovou reakci v pribéhu biosyntézy chlorofylu),
a to NADP:Protochlorofylid oxidoreduktazy (LPOR) a ve-tmé-aktivni protochlorofylid
oxidoreduktazy (DPOR), spolu s analyzou dalSich proteini a enzyml spojenych
s biosyntézou chlorofylu. Informace o koncentraci proteini a enzymi byly ziskany
imunologicky, pomoci metody Western blotting. Nejvétsi pozornost byla vénovana rozdilim
v akumulaci pigmentli a mnoZstvi proteinti/enzymil mezi smrkem a modfinem, pozdé&ji

rozdilim mezi vzorky téhoz druhu rostoucimi v rozdilnych koncentracich cytokininu.



I. Teoreticka cast

1. Funkce a lokalizace chlorofylii a bakteriochlorofyli

-----

pigmentl, jejichz biosyntéza je vyznamnou metabolickou cinnosti ekosféry. Tyto
makrocyklické Mg-tetrapyrroly absorbuji svételnou energii a podileji se na nabojové
separaci Vv biologickych membranach. Oba tyto procesy jsou kliGové pro anaerobni
fotosyntézu u anoxygennich fotosyntetickych bakterii (obsahujicich bakteriochlorofyly)
a pro oxygenni fotosyntézu u sinic, prochlorobakterii, fas a rostlin (obsahujicich chlorofyly).
In vivo, Chls a Bchls se vyskytuji jako nekovalentné¢ vazané chromofory pigment-
proteinovych komplexi, jako svétlo-sbérné antény ¢i reakcni centra fotosystémil 1 a II
Vv tylakoidni membrané. Chls a Bchls predstavuji dvé skupiny strukturné piibuznych
pigmentt, jejichz pfednimi ptedstaviteli jsou chlorofyl a (Chl a), chlorofyl b (Chl b)

a bakteriochlorofyl a ],

Obr. 1: Chlorofyl a [A]



2. Obecné schéma syntézy chlorofylii a bakteriochlorofyli

Jako univerzalni prekurzor Cs makrocyklickych tetrapyrrold  slouzi  Kyselina
5-aminolevulova (jinak také (5-)ALA, J-ALA). Spole¢né meziprodukty biosyntézy vSech
tetrapyrroltt (hotc¢ik-obsahujici Chls a Bchls, nikl-obsahujici koenzym Fy30, kobalt-
obsahujici vitamin Bi,, Zelezo-obsahujici hemy a sirohemy, linearni tetrapyrroly...) jsou
sestaveny diky komplexni sérii biochemickych reakci vyzadujicich stromaln€ i membranové
vazané enzymy. Délicim bodem syntézy Chls/Bchls a hemu je tetrapyrrol protoporfyrin IX,
vznikly kondenzaci osmi molekul 5-ALA. Vétveni syntézy se odviji od enzymatického
vstupu iontu Mg®* (Chl/Bchl) nebo Fe?* (hem).

Nasledujici reakce pfeménujici Mg-protoporfyrin 1X na Chl ¢i Bcehl, jsou specifické pro
kazdy fotosynteticky organismus. Pro vlastni praci a celou jeji teoretickou cast je
nejdulezitéjsim mezipruktem syntézy Chl/Bchl protochlorofylid (Pchlide), odvozeny od Mg-
obsahujiciho protoporfyrinu IX (obr. 2). Tento pigment se in vivo vyskytuje jako smés forem
nesoucich jak 3,8 divinylové, tak i 3-vinyl-8-ethylové fetézce, jejichz vyskyt se rizni mezi
organismy a je zavisly na prostiedi [,

Stereospecifickou trans-redukci dvojné vazby mezi C-17 a C-18 v D-pyrrolovém kruhu
v Pchlide vznika chlorofylid a (Chlide). Tato trans-redukce je katalyzovana dvéma druhy
enzymu, z nichz jeden vyzaduje svétlo jako kofaktor, druhy vSak nikoliv (viz sekci 2.1).
Chlide a je poté nasledné esterifikovan na fetézci propionové kyseliny (vazané na C-17
v cyklu D) isoprenoidnim postrannim fetézcem. Jako esterifikacni substraty, diky kterym
vznikd Chl a mohou slouzit fytyl pyrofosfat ¢i geranylgeranyl pyrofosfat, v kone¢né fazi
doprovdzené¢ redukci tfi  vnitfnich  dvojnych  vazeb v postrannim  fetézci.
Chl b pravdépodobné vznika z prekurzoru pro Chl a, a to oxidaci 7-methylové skupiny.
U anoxygennich fotosyntetickych bakterii existuje vice moznych variant konecnych fazi
biosyntézy Bchl a. Jednou znejpravdépodobnéjsich se vSak jevi syntéza
bakteriochlorofylidu a (Bchl a) z Chlide a redukci dvojné vazby mezi C-7 a C-8,
katalyzovanou enzymem Chlide oxidoreduktaza (COR) a naslednou hydrataci a oxidaci

3-vinylové boc¢ni skupiny [1ifele],



Na svétle nezdvisla redukce
Pchlide:

Anoxygenni fotosyntetické
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Obr. 2 Pozdni faze syntézy chlorofylli a bakteriochlorofyld. U Pchlide je pouzito ¢iselné schéma
pro atomy uhliku v makrocyklické tetrapyrrolové kostie. Nomenklatura pyrrolovych cykla je
uvedena velkymi pismeny kurzivou. Zvyraznéna je dvojna vazba v cyklu D u Pchlide (redukovana
jak enzymem DPOR, tak POR) a dvojna vazba v cyklu B u Chlide (redukovana enzymem COR).
Boéni fetézec Ry oznacuje vinylovou &i ethylovou skupinu, fetézec R, reprezentuje vinylovou,
hydroxyethylovou ¢i acetylovou skupinu. V rdmeccich jsou vypsany organismy, u nichz byla
zjisténa ptitomnost gentl kodujicich POR, DPOR nebo COR [B].

~0~



2.1 Evoluéni rozsitfeni svételné zavislé a nezavislé biosyntézy chlorofylu

Na zakladé toho, zda enzymaticka redukce Pchlide na Chlide vyZzaduje svétlo jako esencialni
kofaktor, ¢i ne, byly popsany dvé rtizné cesty produkce chlorofylu. U organismi, kde
redukce Pchlide probiha pouze pii osvétleni, je syntéza Chl a timto i zelenani nazyvano jako
svételné zavislé. Pokud vSak muze byt Pchlide redukovén i ve tmé a zelendni probiha i bez
pfistupu svétla, pak je syntéza Chl nazyvana jako svételné nezavisla. Mnoho
fotosyntetizujicich organismt je schopno jak svételn¢ zavislé, tak nezavislé biosyntézy
chlorofylu, ¢imz vyuziva obou typu redukce Pchlide k akumulaci normalni hladiny
chlorofylu.

Svételné zavisla biosyntéza Chl je povazovana za univerzalni schopnost oxygennich
fotosyntetickych organismi, které zahrnuji nasledujici: krytosemenné, nahosemenné
(jehli¢nany, cykasy, ginko, Gnetophyta), kaprad’orosty, kapradiny, pieslicky, plavuné,
mechorosty, mechy, hleviky, jatrovky, fasy (Chrysophyta, Pyrrophyta, Euglenophyta,
Cyanophyta, Chlorophyta — =zelené ftasy, Phaeophyta, Rhodophyta) a oxygenni
fotosyntetické eubakterie (Eubacteriophyta).

Ve vétsin€ vySe zminénych skupin organismil spolu svételné nezavisla a zavisla biosyntéza
Chl koexistuji. Etiolované krytosemenné rostliny vsak tplné postradaji svételné nezavislou
cestu. U jehli¢nand a niz§ich rostlin se vétSiné piipadi svételné nezavisla cesta vyskytuje,
avsak existuji vyjimky, které nedokazi akumulovat Chl pfi ristu ve tmé (napt. Ginko biloba,
Gnetum ula, Euglena gracilis, Cyanidium caldarium). Na druhou stranu, nejstar$i skupiny
fotosyntetickych organismt, anoxygenni fotosyntetické bakterie (Eubacteriophyta)
produkuji Bechl vyhradné svételné nezavislou cestou.

U organismu zelenajicich ve tmé se objevuji kvantitativni zmény v jejich schopnosti
akumulovat Chl. Prudkad, svételné nezéavisla biosyntéza Chl vedouci k zelenani je ve vétSiné
piipadi omezena na délozni listky (lodyhy) nahosemennych rostlin. OvSem pro toto
pravidlo je zde rostouci pocet vyjimek, napf. sekundarni jehlice druhu Metasequoia
glyptostrodoboides a primarni jehlice borovice Pinus pinea si udrzuji schopnost zelenani ve
tmé. Na druhou stranu, ve tmé péstované délozni listky (lodyhy) modfinu, jako napt. Larix

decidua, produkuji velmi malé mnozstvi Chl a proto ve tmé zelenaji velmi malo M1,

....10.....



3. Svételné zavisla biosyntéza Chl: stru¢ny piehled

Svétlem katalyzovanou redukci Pchlide na Chlide zprostfedkovava jadrem kodovany
a Vv plastidech lokalizovany enzym NADPH:Pchlide oxidoreduktdza (POR). Tato redukce
reprezentuje klicovy regulacni krok ve svételné zavislé biogenezi chloroplasti
krytosemennych rostlin, jelikoz Chl a a Chl b jsou potiebné pro stabilni akumulaci na
chlorofyl-navazanych proteint (kddovanych v jadie i v plastidech) ve fotosystémech I a Il
na vnitinich plastidovych tylakoidnich membréanach. Navic k tomu, svételn¢ zavisla redukce
Pchlide je signifikantnim mechanismem produkce Chl, =zajiStujici normalni vyvoj
chloroplasti i u ecukaryot schopnych zelenani ve tmé. V posledni dobé byly
u krytosemennych rostlin (Arabidopsis thaliana a jeCmen) a také u nékterych druha
nahosemennych identifikovany dva rozdilné POR-geny, kodujici rozdilné regulované
POR-enzymy, nazvané PORA a PORB. AvSak u sinic a zelené fasy Chlamydomonas
reinhardtii se vyskytuje pouze jeden POR-gen a stejna data nejsou pro kapradiny,
mechorosty ani prochlorobakterie k dispozici ™.

4. Svételné nezavisla biosyntéza Chl
4.1 Prvni evidence dvou odlisSnych cest redukce Pchlide

V prubéhu studii riznych druhii zelenych tas v 50. letech byl ziskan prvni dikaz existence
vice nez jednoho biologického mechanismu redukce Pchlide. Vedle organismil, které
typicky postradaji schopnost zelenat ve tmé, byli diky klasické genetické analyze
identifikovani mutanti fas, ktefi vykazovali tzv. ve tm¢ Zluté (yellow-in-the-dark) fenotypy,
dale oznacované jako (y). Ve vétsing€ pripadi u téchto mutantt fas rostoucich ve tmé& dochazi
ke zméné pigmentace z divodu akumulace malého mnozstvi Pchlide, absence Chl
a zachovéni Zlutych karotenoidl, primarné odpovédnych za barvu fenotypu. Avsak bylo
zjisténo, ze tito y-mutanti jsou stale schopni zelenani pii osvétleni. Mutanti vykazujici zluté
fenotypy byli nalezeni u druhu Chlamydomonas reinhardtii a u nékterych kultur rodu
Chlorella a Scenedesmus. U C. reinhardtii bylo identifikovano sedm rGznych v jadie
koédovanych y-lokust spojenych se zminénym fenotypem, avSak odpovidajici produkty gent
piimo neparticipuji na svételné nezavislé redukci Pchlide. Spojenim faktu, ze y-mutanti fas
si zachovavaji schopnost zelenat na svétle, a Ze toto svétlem indukované zelenani miize byt
odbourano odlisnou jadernou mutaci, byl poskytnut diikaz, Ze geneticky odd¢lené cesty pro

svételnd nezavislou a svételng zavislou biosyntézu Chl musi koexistovat [®114,

~11 ~



4.2 Vyzkum svételné nezavislé biosyntézy Chl u riznych skupin

4.2.1 Analyza genu frxC

Velkym pokrokem V poznavani svételné nezavislé biosyntézy Chl bylo porovnani sekvenci
DNA a srovnavaci analyza plastidového genomu mechorostu Marchantia polymorpha
a dvou krytosemennych, tabaku (Nicotiana tabacum) a ryze (Oryza sativa). VétSina
sekvenovanych plastidovych genti a otevienych ¢tecich ramcu (ORF) byla nalezena
a zakonzervovana ve vSech tiech zkoumanych genomech. Jeden z otevienych ¢tecich ramc,
zpocatku nazyvany frxC (kvuli strukturni podobnosti pfedpokladaného genového produktu
s eubakterialnimi ferredoxiny) byl poprvé nalezen u druhu Marchantia polymorpha a navic
byla nalezena strukturni homologie mezi proteinovym produktem tohoto genu a proteinové
subjednotky NifH Fe-eubakterialniho enzymu nitrogenazy. Plastidové kodovany frxC gen
druhu M. polymorpha pfedstavoval paradox, jelikoz eukarota, na rozdil od né&kterych
prokaryot nejsou schopna piimé fixace molekuldrniho dusiku. Nésledn¢ byl také gen frxC
izolovan z druhu Plectonema boranyum, vlaknité sinice, a bylo dokazana jeho represe pii
podminkach umoznujici fixaci dusiku. Jak je popsano dale (v sekci 5), pozdéji bylo zjisténo,
ze gen frxC neni pfimo zapojen do fixace dusiku, ale je spiSe jednim z determinantt svételné

nezavislé redukce Pchlide M.

4.2.2 Svételné nezavisla cesta u anoxygennich fotosyntetickych bakterii

Velky pokrok byl u¢inén diky studiu biosyntézy fotopigmentd u mutantt rodu Rhodobacter.
Tyto fialové anoxygenni bakterie produkuji BChl a a fotosyntetizuji v prostiedi bez kysliku.
Vsechen vyprodukovany BChl vychazi ze svételné nezavislé redukce Pchlide, jelikoz
anoxygenni bakterie postradaji enzym POR. R. capsulatus, fakultativni fototrop, byl
podroben dikladné genetické analyze, scilem najit mutanty deficientni v nckterych
aspektech fotosyntézy. Celkem u né&j bylo nalezeno 43 genl spjatych s fotosyntetickou
funkci, které koduji  vSechny genetické informace potiebné k produkci BChl
z protoporfyrinu 1X. Poté bylo zjisténo, ze u druhd R. capsulatus a R. sphareoides existuji tii
genové lokusy, znamé jako bchB, bchN a bchL, potiebné ke svételné nezavislé redukci
Pchlide. Tti nalezené geny byly poté i molekularné charakterizovany, doslo k nalezeni jejich
prokaryotickych 1 eukaryotickych homologii. Poslednim krokem bylo zjisténi, ze
polypeptidy BchB, BchN a BchL odpovidajici 3 zmintiovanym geniim tvoii dohromady
multi-subjednotkovou svételné nezavislou (ve tmé aktivni) Pchlide oxidoreduktazu (DPOR)

u anoxygennich fotosyntetickych bakterii [,
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4.2.3 Svételné nezavisla cesta u eukaryot

Dalsim dulezitym pokrokem byla identifikace novych y-mutantd druhu C. reinhardtii.
Zatimco predchozi y-mutace, vedouci ke striktné svételné zavislému zelenani, byla
zmapovana na jaderném genomu, nové charakterizovani mutanti vznikli z deleci v rdmci
plastidové DNA. Postupné byly diky genetickym analyzdm a porovnavani gent spojenych
s biosyntézou Chl u druhu C. reinhardtii a P. boranyum nalezeny také tii geny, oznacené
jako chlB, chIN a chlL, spojené se svételné nezavislou redukci Pchlide u eukaryot.

Navic k molekularni charakterizaci zminénych genii, byla nalezena analogie mezi DPOR
(jejimi subjednotkami) a nitrogenazou u n¢kterych eubakterii. V prubéhu dal§iho vyzkumu
byly zminéné geny chlB, chIN a chlL identifikovany i napf. u druht Marchantia polymorpha
a Chlamydomonas moewusii a nyni jsou povazovany za vzor pro vSechny strukturni
subjednotky DPOR u kyslik-vytvatejicich prokaryot a eukaryot. Funkce jadrem kodovanych
y-geni a jejich produkti, které by mohly regulovat svételné nezavislou redukci Pchlide musi

byt jesté prozkouména o151,

4.2.4 Zelenani ve tmé a evolu¢ni distribuce genu chlB, chIN a chlL

Vzhledem k faktu, Zze vétSina nahosemennych, kaprad’orostti a fas produkujicich Chl ve
tm¢, byla evolu¢ni distribuce gent chiB, chIN a chlL objektem zna¢ného zajmu. Tento
fenomén byl zkouman ptes PCR, DNA-DNA hybridizaci a kompletni analyzu nukleotidové
sekvence vybranych plastidovych genomi. Jak bude prodiskutovano dale, schopnost
vétSiny organismu redukovat Pchlide pii absenci svétla je sice spojena s pfitomnosti gent
chlB, chIN a chlL, avsak ne vzdy plati, Ze pfitomnost genli nutné poskytuje schopnost
syntetizovat chlorofyl ve tmé. Zatim zanalyzované sekvence plastidovych genomu v celé
své velikosti obsahovaly bud’ vSechny tfi, nebo ani jeden ze zminovanych gent. Navic k jiZ
diive zminénym druhim byly tyto geny nalezeny v plastidovych genomech fasy
Cyanophora paradoxa (obsahuje cyanely), cervené tasy Porphyra purpurea a zelené fasy
Chlorella wvulgaris. Na rozdil od vySe zminénych, v plastidovych genomech
krytosemennych, jako napi. u tabaku (Nicotiana tabacum), ryze (Oryza sativa) a kukufice
(Zea mays) nebyly nalezeny Zadné homology genu chlB, chIN a chIL. VSechna DNA
izolovana z organizmu zelenajicich ve tmé obsahovala nukleotidové sekvence, hybridizujici
se sondou na chlL a chlB geny. Je vsak zajimavé, ze néktefi zastupci menSiny
nahosemennych a kapradin nesyntetizujicich Chl ve tmé, maji zachované neporusené geny
chiB a chiL nebo jejich pifbuzné pseudogeny .
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Ginko kupiikladu obsahuje DNA sekvence, které hybridizuji se sondou na chlL gen
a dokonce neporuseny chlB gen, na rozdil od kapradiny P. nudum a lianovce Gnetum
gnemon, u nichz doslo k evidentni deleci vétSiny odpovidajici genové sekvence a ani jeden
ze tii vySe uvedenych zéastupcli nema schopnost zelenani ve tmé. Genom modiinu vSak
obsahuje homology nejen chlL, ale i obou dalSich genti spojenych se svételné nezavislou
syntézou Chl, a piesto je jeho syntéza chlorofylu ve tmé nevyrazna. Tyto vysledky
zdaraziuji opatrnost, se kterou by mély byt vytvareny zavéry zalozené pouze na detekci
genovych sekvenci DNA-DNA hybridizaci. V souhrnu bylo potvrzeno, Ze krytosemenné
rostliny a nékteré eukaryotické organismy nezelenajici ve tm¢ ztratily v prib&hu evoluce
geny chiB, chIN a chIL nebo doslo k jejich potladeni na zakladé mutaci a staly se z nich
pseudogeny ™.

5. Svételné nezavisla protochlorofylid oxidoreduktiaza (DPOR)
5.1 Regulace exprese DPOR

Zatim zlomkové informace o regulaci exprese gend chlB, chIN a chlL u oxygennich
fotosyntetickych organismi ukazuji, Ze model akumulace jednotlivych mRNA kodujicich
subjednotky DPOR je specificky pro kazdy organismus. Zajimavym faktem je, ze svétlo
zvySuje akumulaci mRNA pro nékteré¢ geny u urcitych organismi, coz pozdvihuje pfedtim
ptehliZenou hypotézu pozitivni svételné regulace na redukéni kapacitu DPOR.

U sinic (P. boranyum) bylo zjisténo, ze pro expresi genu chlL je potfebné inhibovat fixaci
dusiku, tedy je vyzadovana ptitomnost kombinovanych zdrojti dusiku a/nebo molekularniho
kysliku. U eukaryot, napt. druhu C. reinhardtii je mRNA pro chlB akumulovana
v mnohonasobné vétsim mnozstvi u stale osvétlenych kultur, ve srovnani s kulturami
rostoucimi ve tmé. Za pouziti bunécnych kultur mechorostu Marchantia paleacea (jatrovky)
mohla byt akumulace mRNA pro chlIB, chIN a chlL demonstrovana v bunééné linii, ktera
zelenala stejné dobie ve tmé¢, jako na svétle. U bunécné linie, kterd rostla pouze na svétle,
dochdzelo ke vétsi akumulaci vSech ttech mRNA, coZ ukazalo ptimou souvislost mezi silou
exprese a schopnosti zelenat ve tm¢€. U nahosemennych (Pinus sylvestris) je zakladni
exprese genu chiB, chIN a chiL stejna u lodyh vystavenych svétlu i u lodyh rostoucich ve
tm¢, avSak nardst akumulace odpovidajicich mRNA v lodyhach je indukovany svétlem.
U modiinu Larix kaempferi probiha exprese genti chIN a chiL lodyh vystavenych svétlu tak
jako u lodyh rostoucich ve tmé, avsak neucinna exprese genu ChIN ve spojeni s produkci
nefunkéniho polypeptidu ChIB (z divodu neuplné post-transkripéni edice genu chiB) vede
[21[4]
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5.2 Struktura a mechanismus DPOR, podobnost s nitrogenazou

Struktura subjednotek DPOR byla vysoce konzervovana Vv pribéhu miliard let evoluce od
anoxygennich fotosyntetickych bakterii az po nahosemenné rostliny. Subjednotky BchN,
BchB a BchL enzymu DPOR jsou u bakterie Rhodobacter capsulatus asi z 30-60 %
identické s polypeptidy ChIN, ChIB a ChIL tohoto enzymu u sinic, fas, mechorosti,
kapradin a nahosemennych. V ramci oxygennich fotosyntetickych organismi se
mezidruhova konzervace sekvenci polypeptidi ChIN, ChlB a ChIL pohybuje okolo
60-90 %. Srovnani aminokyselinovych sekvenci také ukazalo, Ze polypeptid BchL/ChlL je
ze vSech tfi nejvice strukturné zakonzervovan.

V pocatcich byla struktura a funkce jednotlivych polypeptida tvoricich DPOR odvozena na
zaklad¢ jiz dfive zminéné podobnosti s eubakteridlnim enzymem nitrogenazou, jehoz
vlastnosti jsou zde nyni strué¢né shrnuty. Nitrogenaza, na kyslik citlivy enzymovy komplex,
se sklada z elektron-donorujiciho dimeru NifH Fe (tzv. komponent II, ¢i dinitrogendzni
reduktaza) a katalytického tetrameru proteinovych jednotek NifD Mo-Fe a NiFK Mo-Fe
(tzv. komponent ., ¢i dinitrogendza). Dimer proteinu NifK obsahuje dvé vazebna centra pro
Mg-ATP a sdilené redoxni centrum 4Fe-4S, jehoZ sulfidové ligandy jsou poskytnuty dvéma
zakonzervovanymi cysteinovymi zbytky pro kazdy NifH monomer. Ve spojeni s hydrolyzou
Mg-ATP, jsou z redukovaného ferredoxinu transportované elektrony pies redoxni centrum
NifH do Mo-, Fe- a S- obsahujicich redoxnich center v katalytickém tetrameru NifD a NifK,
kde probiha prvni krok fixace dusiku, tedy jeho redukce na amoniak.

Funkéni analyzy ve spojeni s dostupnymi biochemickymi informacemi ukéazaly dvé zasadni
informace. Zaprvé, ze konecnym akceptorem vSech redukénich ekvivalentli je Pchlide
a zadruhé Ze musi existovat urcité Pchlide-vazajici katalytické subjednotky, pozdé&ji
identifikované jako BchB/ChIB — BchN/ChIN tetramer. Strukturni konzervace spojena
s vysokou podobnosti dvou biochemickych konverzi u R. capsulatus (svételné nezavislé
enzymy DPOR a COR) vedly k pfesvéd¢ivé domnénce, ze tyto dvé rozdilné, avsak
enzymové piibuzné aktivity vznikly genovou duplikaci toho samého genu a Ze timto
zptisobem mohly vzniknout i dvé rozdilné biochemické dréhy: fixace dusiku a svételné

nezavisla biosyntéza chlorofylu MR,
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Svételné nezavisla Protochlorofylid oxidoreduktaza

Obr. 3 Srovnani molekularni struktury nitrogenazy (vlevo) a svételné nezavislé Pchlide
oxidoreduktazy (vpravo). Model DPOR je zaloZzen na podobnosti sekvenci s nitrogenazou
a charakteristickym vlastnostem sledovanym in vitro [C].

5.3 Dostupné biochemické vlastnosti DPOR

Az do roku 2000, ve kterém Fujita et al. (2000) jako prvni zrekonstruovali DPOR in vitro
(z purifikovanych polypeptidovych subjednotek), neexistovaly zadné biochemické dikazy
o predpokladaném fungovani DPOR. AvSak tato rekonstrukce zietelné¢ potvrdila
pfedpokladanou strukturu DPOR, sloZzenou (tak jako nitrogendza) ze dvou oddélenych
komponenti — proteinu  BChl (tvoifi dimer) a komplexu proteini BchN-BchB
(tvofi tetramer). Dale bylo zjisténo, Ze aktivita DPOR je in vitro zavisla na ATP, na
regeneraci ATP a na reduktantu dithioninu. Akcoliv in vivo reduktant DPOR zatim nebyl
geneticky popsan, nejvétsim kandidatem je ferredoxin (zaroven s dithionitem), vzhledem
k velké strukturni podobnosti BchL a NifH, které ziskava elektrony z ferredoxinu a
dithionitu. Na zakladé¢ imunologickych a biochemickych metod bylo také zjisténo, ze ke
spravné aktivit¢ DPOR jsou potiebné jak rozpust€né polypeptidové subjednotky, tak
membranové frakce snavazanymi proteiny. 1 prestoze diky rekonstrukci a prvni
biochemicko-imunologické analyze bylo ziskano mnoho informaci o DPOR, stale zustavaji
nekteré dilezité otdzky neobjasnény, napi. stechiometrie hydrolyzy ATP a pfisunu elektront
DPOR nebo piedvidana schopnost DPOR redukovat nasobné vazby i u jinych substratii, nez
je Pchlide FIPIEL
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6. Vznik vice moZnych mechanismii syntézy Chl v evoluci

Vétsina fotosyntetickych organismil od sinic az po nahosemenné syntetizuje Chl jak pomoci
svételn€ zavislého enzymu POR, tak pomoci svételné nezavislého enzymu DPOR. Proto
byla polozena otazka, zda ptitomnost obou paralelnich mechanismti redukce Pchldie miize
za urcitych environmentdlnich podminek pfinést selektivni vyhodu ¢i ne. Zatim nebyla
nalezena pfima funkce pravdépodobné energeticky narocné produkce Chl pouze ve tme
(a tedy pfi absenci fotosyntézy). AvSak pokud si vezmeme jako piiklad semendcky
jehli¢nand, mtZzeme spekulovat o schopnosti akumulovat Chl a zapocit vyvoj chloroplastt
jesté pied svételnou expozici (na rozdil od krytosemennych, které to nedokazou) jako
o rustové vyhodé v pribéhu ranych fazi vyvoje. Relativni dualezitost svételné zavislé
a nezavislé biosyntézy Chl byla zjiStovana méfenim akumulace Chl u fotosyntetickych

b o 4 4 W v A 4 4 ~ b . M M4 o 1
organismil rostoucich na svétle & ve tmé, pfedeviim u zelenych fas, sinic a jehli¢nang M,

6.1 Akumulace Chl u jehli¢nani rostoucich ve tmé a na svétle

Jehli¢nany, jak uz bylo zminéno vySe, maji unikatni schopnost fizené akumulace Chls a na
Chl-vazajicich se proteini. Byla potvrzena pozitivni korelace mezi tGrovni exprese
podjednotek ChIBNL DPOR a uG¢innosti syntézy Chl ve tmé, pficemz nejefektivng)si
biosyntéza Chls byla vysledovana v dé€lohach semenackid. Obecné je biosyntéza Chl
doprovazena akumulaci proteinii pro oba fotosystémy (PSI a PSII).

Ur¢ité druhy borovice byly studovany v zéavislosti na ptinosech svételn¢ zavislé a nezavislé
biosyntézy chlorofylu k jeho celkové akumulaci pfi riznych podminkach. Bylo zjisténo, ze
délohy 14- az 21-dennich semenackt akumulovaly mnohem vice Chl nez hypokotyly, navic
k tomu ve tmé rostouci délohy a hypokotyly akumulovaly 20-25 % a 12 % obsahu Chl
nalezeného ve stejnych orgdnech rostoucich na svétle.

V rdmci jehli¢nanii existuje vSak 1 mezidruhova diverzita v u¢innosti syntézy Chl pii rastu
ve tmé¢, ale napt. Larix decidua vykazuje pouze nizkou schopnost syntetizovat Chl, zatimco
Picea abies akumuluje nejvyssi mnozstvi Chl zcelé celedi borovicovitych (Pinaceae).
Syntéza chlorofylu zavisi na rtiznych environmentalnich faktorech. Demko et al. (2009)
napf. studovali regula¢ni mechanismy ovliviiyjici temnostni syntézu Chl pravé u P. abies
a L. decidua, se zaméfenim na syntetickou kapacitu ALA a redukci Pchlide spolu

s vykonnosti exprese chILNB genii a akumulaci subjednotek DPOR 3],
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Demko et al. pouzili k analyze 7- a 14- denni semenacky rostouci jak ve tmé, tak ve
stitidavém rezimu den/noc a dale také 14-denni semenacky rostouci ve tmé po 24 hodinovém
osvétleni. Bylo zjisténo, Ze u temnostné rostoucich semenacku P. abies probiha nepietrzita
syntéza Chl v pribéhu celého vyvoje, u 14-dennich semenackt byl také pozorovan nepatrny
narust syntetické kapacity ALA a celkového obsahu Chl ve srovnani se 7-dennimi. Po
osvétleni 7- i 14- dennich semenackid doslo k nardstu Chl a zaroven k poklesu poméru Chl
a/b a poklesu hladiny Pchlide na nedetekovatelné mnozstvi. Na rozdil od P. abies se vyvoj
plastidi u L. decidua ve tmé& podstatné lisil. Semenacky syntetizovaly Chl pouze v prvnich
fazich vyvoje a dale uz vykazovaly pouze pokles obsahu Chl (podle poméru Chl a/b byl
pokles u obou pigmenti stejnomérny), u 1l4-dennich doslo také k poklesu koncentrace
Pchlide a syntetické kapacity ALA ve srovnani se 7-dennimi.

Koncentrace polypeptidi ChIB a ChlIL se u P. abies neménily v pribéhu temnostniho vyvoje
ani po iluminaci, zatimco hladina polypetidu ChIB u L. decidua byla maximalni u 7-dennich

semenackii a poté uz vykazovala pouze pokles, dokonce i1 po osvétleni 2,

N\

Obr. 4 Semenacky P. abies a L. decidua ve dvou vyvojovych stadiich. a 7-denni ve tmé rostouci P. abies.
b 14-denni ve tmé& rostouci P. abies. d 7-denni ve tm¢ rostouci L. decidua. e 14-denni ve tmé rostouci L.
decidua. U kazdého semenacku je v pravém dolnim rohu méritko = 1cm [D].
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7. Cytokininy a jejich mechanismus i¢inku na syntézu Chl

Cytokininy jsou fytohormony, které hraji dualezitou funkci v mnoha metabolickych
a vyvojovych procesech rostlin. Cytokininy byly objeveny v 50. letech 20. stoleti, po
pfedchozim nalezu latek z cytokininovou aktivitou Vv kokosovém mléce. Prvni Cisty
cytokinin kinetin byl izolovan v roce 1955. Cytokininy byly objeveny primarné pro svou
schopnost stimulovat bunécné déleni, avSak po jejich nalezeni bylo zjisténo, ze ovliviuji
i mnohé dalsi procesy jako je listova senescence, apikalni dominance, formace a aktivita
apikdlnich meristéma, vyvoj kvétd, kliceni semen atd. Cytokininy vSak také ovliviuji
svételné regulovany vyvoj, zahrnujici autotrofni metabolismus, rist listl a kli¢nich déloh.
V pribéhu objevovani a analyzy cytokinini bylo zjisténo, ze cytokininova aktivita je
podminéna pfitomnosti aminopurinu. Hormondlni cytokininy se vyskytuji jako volné
molekuly  (pfirodné nejrozsifenéj$im je  zeatin), avSak také jako vazané
,hypermodifikované‘‘ baze v tRNA, které se aktivuji do podoby volné baze pii hydrolyze
tRNA.

Mechanismus Gc¢inku cytokininli je pomérné slozity a spociva ve zméné genové exprese.
Cytokininové receptory CRE jsou vadzany na plazmatickou membranu, po navazani
cytokininu na receptor dojde k dimerizaci a nasledné ke vzajemné fosforylaci dimerovych
podjednotek na aminokyselin¢ histidinu. Vznikly fosfat je poté pfeveden na aspartat
(konjugovana baze kys. asparagové) a z aspartatu se dale prenese na histidin proteinu HPT
(histidin fosfotransfer), ktery prochazi do jadra, kde ovlivni genovou expresi.

Utinky cytokinini na vyvoj chloroplastii a syntézu Chl byly jiz dfive sledovany, avsak
pouze ve spojeni se svétlem. Bylo zjisténo, Ze etiolované listy oSetfené cytokininy tvoii
chloroplasty s extenzivnéj$imi grana a syntetizuji vétSi mnozstvi fotosyntetickych barviv

a enzymdi po osvétleni L7181,

= HO
5o o
X
N
HN H " i hllk/Kl/:\>
N/| p XN Z N
N / N N

NN LA H

Obr. 5 Tti vybrani zastupci cytokinind, zleva: kinetin, zeatin, benzylaminopurin [E].
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8. Metodika

8.1 Rostlinny material a podminky riistu

Semena smrku (Picea abies) a modiinu (Larix decidua) ziskana ze Semenolesu Liptovsky
Hradek (Slovensko) byla na 6 h namocena a poté zaseta do dostate¢né navlhéeného perlitu.
Kli¢eni probihalo pii riznych podminkach prosttedi, pro experimenty na dikaz DPOR a na
zjisténi koncentrace Pchlide byly rostliny péstovany 16 dni v Gplné tmé pti 25°C. Nésledné
pro experimenty, ve kterych figurovalo svétlo, byly rostliny péstovany 14 dni pfi intenzité
svétla 100 umol m? s PAR a cirkadialnim rytmu (12h/12h svétlo/tma) Veskera manipulace
se semenacky rostoucimi ve tmé a nasledné se svétlo-citlivymi extrakty byla provadéna pti
tlumeném zeleném svétle, jehoZz bezpecnost byla pfedtim ovéfena na etiolovanych listech
je¢mene.

V kazdém experimentu figuruji ¢tyfi rizné vzorky, od obou analyzovanych jehli¢nant, a to
podle vzristajici koncentrace benzylaminopurinu (BAP) v roztoku: kontrola, 107, 10°
a 10° mol-dm™. BAP byl vybran z divodu snadné dostupnosti a také proto, ze jeho
cytokininova aktivita jesté nebyla sledovana u rostlin péstovanych na svétle, ¢i dokonce ve
tm¢. JelikoZ se BAP nerozpousti ve vod¢, byl rozpustén v ¢istém roztoku dimethylsulfoxidu
(DMSO) a nasledné ziedén na vyslednou koncentraci 0,5 % DMSO. Kontrolni rostliny
obdrzely pouze roztok o 0,5% koncentraci DMSO.
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8.2 Analyza pigmenti

a) Zjistovani koncentrace chlorofyli a karotenoidu

Vzorky (50 mg kliénich déloh) byly pomoci tlou¢ku v temné mistnosti (s tlumenym
zelenym svétlem) rozdrceny ve tfeci misce a zhomogenizovany v 80% vychlazeném
acetonu s pridavkem pisku a MgCO; Kk zamezeni degradace pigmentd (acidifikace
a feofytinizace). Poté byl vznikly extrakt pigmenti kvantitativné pfeveden do 15ml Falcon
zkumavky, doplnén acetonem na objem 10 ml a 10 minut centrifugovan v centrifuze
SIGMA 3-30 K Sartorius pfi rychlosti 100009 a teploté 4°C. Po centrifugaci (v piipadé
nutnosti byla provedena i druha centrifugace supernatantu) byl extrakt spektrofotometricky
kvantifikovan za pouziti dvoukomorového spektrofotometru UV 500 Visible spectro.
Jednotlivé extrakty byly vzdy piepipetovany do kyvety a vlozeny do detekéni Casti
spektrofluorometru. Absorbance jednotlivych pigmenti byly méfeny V nasledujicich
vlnovych délkach: Chl a v663,2 nm, Chl b v646,8 nm a karotenoidy ve 470 nm
(v udanych vlnovych délkach se nachazi maximalni absorpce svétla zminénych pigmentu
a absorbance je tedy nejvyssi), nasledné byla koncentrace pigmentd vypocitdna podle

Lichtenthalera (1987) a pfepoc¢itana na nmol/g ¢erstvé hmoty.

Pigment (rozpustény v 80% acetonu) Vypocet (ug/g Cerstvé hm.)
Chla 11.75 A gg32 - 2.350 A gass
Chlb 18.61 A 6465 - 3.960 A 6632
Karotenoidy (1000 A 470 - 2.270 Chl a - 81.4 Chl b)/227

Tab. 1 Vypocet koncentrace jednotlivych pigmentii na zaklad¢ absorbance acetonového extraktu.
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b) Zjistovani koncentrace Pchlide

Jelikoz zjistovani koncentrace Pchlide je velice citlivy experiment, bylo nutno dikladné
denaturovat vzorky a az do homogenizace pracovat ve tmé pii co nejvice tlumeném
zeleném svétle. Od kazdého vzorku bylo navazeno opét pfiblizné 100 mg rostlinného
materidlu (klicnich d€loh), ktery byl poté 2 minuty denaturovan nad vrouci vodni parou.
Poté byl material pfeveden do tfeci misky, kde byl homogenizovan v 3 ml alkalizovaného
90% acetonu (100% aceton s ptidavkem 0,1 M NH4OH v poméru 9:1) s piskem a MgCOs.
Ziskany extrakt byl poté pfeveden do Falcon zkumavky. Vzhledem Kk nizkému obsahu
Pchlide ve vzorku a nizké molarni absorptivité¢ vzhledem k Chl bylo nutné provést fazovou
separaci pigmentl ze vzorkd. Proto byly pfidany do vSech vzorkd 3 ml hexanu, roztok byl
dukladné protiepan a po del§im stani se v ném odd¢lily dvé frakce: hexanova (obsahujici
esterifikované tetrapyrroly — Chls a karotenoidy) a acetonova (obsahujici Pchlide).
Hexanova frakce byla odpipetovana a cely vzorek byl jesté¢ dvakrat promyt, nejdiive 2 ml
a poté 1 ml hexanu. Po tietim promyti byla jiz acetonova frakce pfipravena k determinaci
obsahu Pchlide. Prvnim krokem kurCeni obsahu Pchlide ve vzorku bylo méfeni
fluorescence pomoci spektrofluorometru v excitaéni vinové délce 450 nm a emisni 635 nm
(3ifka excita¢ni §térbiny 10 nm, $ifka emisni §térbiny 5 nm) (obr. 6). U vsech vzorku byl

takto zjisténa intenzita fluorescence v dané vinové délce.

Emisni krivka Pchlide ve vzorku
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Obr. 6 Emisni kiivka Pchlide, zméfena u vybraného vzorku pomoci spektrofluorometru, s maximalni
fluorescenci (emise) ve vinové délce 635 nm.
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Aby vsak ve vzorcich mohl byt Pchlide kvantifikovan, musel byt pfipraven Pchlide-
standard, pomoci n¢hoz byly poté zméfeny hodnoty intenzity fluorescence pii znamych
koncentracich, byla vytvorena kalibracni kiivka a nakonec vypocitana koncentrace Pchlide
ve vzorcich. Pchlide-standard byl pfipraven z etiolovanych d€loh je¢mene, rostoucich asi
10 dni ve tmé. Bylo odebrano asi 5 g déloh, které byly nasledn¢ denaturovany 2 minuty
nad vrouci vodni parou. Poté byl material zhomogenizovan ve tfeci misce s ptidavkem
pisku a MgCO; v alkalizovaném acetonu (9 dilt 100% acetonu: 1 dil 0,1 N NH4OH).
Ziskany extrakt byl pfeveden do Falcon zkumavky a centrifugovan 5 minut v centrifuze
SIGMA 3-30 K Sartorius pii rychlosti 5000 g. Supernatant byl pfeveden do nové
zkumavky a karotenoidy byly tfikrat vymyty pfidanim stejného objemu 100% hexanu.

V ramci zvySeni stability Pchlide byl extrakt pieveden do etheru. K acetonu bylo ptidano
5 ml diethyl-etheru, 2 ml nasyceného roztoku KH,PO4 a 2ml nasyceného roztoku NaCl,
smés byla dikkladné protfepana a po rozdéleni byla etherova faze odpipetovana do nové
zkumavky. Zbytky acetonu byly poté jesté z etheru vymyty vodou a etherova faze byla
prevedena znovu do Cisté, sklenéné zkumavky (jelikoz ether interaguje s plastem). Poté
byla koncentrace Pchlide v extraktu uréena spektrofotometricky, zméfenim absorbance
V 623 nm a za pouziti vztahu A = ¢ - 1 - e, vychazejiciho z Lambert-Beerova zakonu, kde
A = absorbance, ¢ = molarni koncentrace, 1 = tloustka vrstvy roztoku (vyska kyvety),
e = moléarni extink¢éni (absorpcni) koeficient, ktery se pro Pchlide v diethyletheru rovna

3,56 - 10* M cm™ (Dawnson et. al 1986).

Absorpcni kiivka Pchlide ve standardu

0,16
N\
0,14
0,12 / \
o1 [\
0,08 / \

0,06 / \

0:04 ,""/ \

0,02 \

0 . \\""’W"'""“—

600 620 640 660 680

ViInova délka (nm)

Absorbance (relativni jednotky)

Obr. 7 Absorpéni kitivka Pchlide, zméfena spektrofotometrem pii piipravé standardu, s peakem ve vinové
délce 623 nm.
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Poslednim krokem k zjis§téni koncentrace Pchlide v primarnich vzorcich bylo vytvofeni
kalibracni kfivky a nasledny piepocet. Kalibra¢ni kiivka je linedrni zavislosti intenzity
fluorescence na koncentraci Pchlide. Pro jeji zméfeni je potieba si vytvofit cca 5 roztokid
standardu o zndmé koncentraci a zméfit intenzitu fluorescence pfi stejnych parametrech jako
u primarnich vzorkd. V naSem piipadé to bylo 25, 50, 75, 100, 125 a 150 pul
Pchlide-standardu doplnéno 90% acetonem s0,1M NH;OH na objem 1 ml a u kazdého
z téchto roztokli byla zméfena intenzita fluorescence v excitacni vlnové délce 450 nm
a emisni 635 nm (Sitka excitaéni §térbiny 10nm, Sitka emisni §t€rbiny 5nm). Ze ziskanych

hodnot jiz byla vytvofena kalibra¢ni kiivka (obr. 8).

Kalibracni krivka Pchlide
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Obr. 8 Kalibra¢ni kiivka — zavislost intenzity fluorescence méfené spektrofluorometrem na koncentraci
Pchlide ve vzorku.

Nakonec jiZ mohla byt pomoci kalibra¢ni kiivky zpétné dopocitana koncentrace Pchlide
Vv primarnich vzorcich, u nichz jsme na zacatku zjistili intenzitu fluorescence. Koncentrace
Pchlide byla poté pfepocitdna na nmol/g Cerstvé hmoty, tak jako u koncentrace Chls

a karotenoidu.
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8.3 Analyza proteint a enzymovych subjednotek — Western blotting

Western blot (v literatuie oznacovany jako imunoblot) je analytickd metoda pouzivana
k detekci specifického proteinu ve smési s dal§imi proteiny v biologickém vzorku. Vyuziva
gelovou elektroforézu k separaci proteint podle jejich molekulové velikosti, nasledné jsou
proteiny pieneseny (,,pieblotovany“) z gelu na povrch membrany, kde jsou detekovany

specifickymi protilatkami.

Cerstvé etiolované rostlinné vzorky (50 mg) byly zamrazeny v tekutém dusiku a uskladnény
pii -70°C. Poté byly vzorky zhomogeizovany v tekutém dusiku v tfecich miskach na jemny
prasek. Prasek byl pienesen do 1,5 ml mikrozkumavek, do kterych bylo nasledné
napipetovano 700 pul DTE extrakéniho roztoku a zkumavky byly 10 minut protfepavany na
ttepacce Multivortex V-32.

DTE extrakéni roztok: 28 mM DTT (dithiotreitol), 28 mM Na,COgs, 175 mM sacharézy,
5% SDS (dodecylsiran sodny), 10 mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova),

1 tabletka antiprotedz na 50 ml.

Po protfepani vzorkii byly tyto denaturovany 30 minut pii 70°C v termoblocich. Po
denaturaci byly vzorky zcentrifugovany 10 minut v centrifuze SIGMA 3-30 K Sartorius pfi
rychlosti 19150g. Po centrifugaci byl supernatant odpipetovan do novych mikrozkumavek,

ze kterych byly vytvotfeny 50 pl alikvoty, které byly zamrazeny.

Nasledné bylo potieba stanovit koncentraci proteinti, coz bylo provedeno s pomoci BCA
kitu. Od kazdého vzorku bylo odpipetovano 50 ul do 500 pl 10% TCA (kyselina
trichloroctova, kterd srdzi proteiny) a zcentrifugovano 10 min pifi rychlosti 15000g.
Supernatan byl vylit a pelet vysuSen (v otevienych mikrozkumavkach, v termobloku na
40°C). Po vysuseni byl supernatant rozpustén ve 50 pl 0,1 M NaOH. Zaroven bylo odebrano
50ul z 9 kalibrovanych vzorku, které obsahuji pfesné znamé koncentrace proteind (tab. 2).
V piipadé mé prace je stanoveni koncentrace proteinti zalozeno na BCA (bicinchoninic
acid) testu. Zasobni roztok BCA obsahuje bicinchoninovou kyselinu, uhli¢itan
a hydrogenuhli¢itan sodny a vinan sodny, reakéni roztok pentahydrat siranu sodného.
Vyvijeci roztok vznika po smiseni zasobniho a reakéniho v poméru 50:1. Do vSech vzorkl
a kalibracky byl napipetovan 1 ml vyvijejiciho roztoku a zkumavky byly inkubovany
30 minut pii 37°C.
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Zkumavka | 0,2M NaOH BSA (2000 pg/ml) vysledna konc.BSA
A 0 ul 300 pl 2000pg/ml

B 125 wl 375 ul 1500 pg/ml

C 325 ul 325 ul 1000 pg/ml

D 175 wl 175 wl ze zkumavky B 750 pg/ml

E 325 ul 325 ul ze zkumavky C 500 pg/ml

F 325 ul 325 pl ze zkumavky E 250 pg/ml

G 325l 325 pl ze zkumavky F 125 pg/ml

H 400 pl 100 pl ze zkumavky G 25 pg/ml

I 400 wl 0wl 0 pg/ml

Tab. 2 BCA kit — navod na vytvofeni kalibraénich roztokll pouzivanych k vytvoteni kalibra¢ni kiivky na
zaklad¢ kolorimetrické absorbance méfené spektrofotometrem, za icelem zjisténi koncentrace proteinl ve
vlastnich vzorcich.

Po inkubaci proteint byla jejich koncentrace stanovena kolorimetricky, méfenim absorbance
v 562 nm spektrofluorometrem UV 500 Visible spectro. Jako slepy vzorek byla pouzita
destilovand voda, absorbance byla méfena od zkumavky | — A, az poté vzorky.
Hodnota I byla odectena od vSech vysledkd. Nasledné byla sestrojena kalibra¢ni kiivka
zavislosti absorbance na koncentraci proteinu (BSA) (tab. 2) Pomoci kiivky byly zpétné
dopocitany koncentrace proteinti ve vzorcich a byly uréeny objemy vzorkl pro nanaseni do

jamek pfi elektroforéze, tak aby hmotnost obsazenych proteinti byla u vech vzorku stejna.

Kalibracni krivka proteint (BSA)
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Obr. 9 Kalibraéni kiivka proteinii — zavislost absorbance na koncentraci proteint ve vzorku.
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Dalsim krokem byla uz diive zminovana elektroforéza, konkrétné¢ SDS-PAGE elektroforéza
(polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostfedi dodecylsulfatu sodného), na kterou bylo

nejprve potieba si pfipravit polyakrylamidové gely.

15% separaéni gel (objemy na namichani 2 geld): 25 ml 1,5 M Tris-HCI
(tris(hydroxymethyl)aminomethan protonovany HCI) pufru (pH = 8,8), 3,5 ml destilované
H,0, 4 ml 30% akrylamidu/ bis-akrylamidu, 100 pl 10% SDS (dodecylsiran sodny), 100 pl
10% persiranu amonného, 10 ul TEMEDu (tetramethylethylendiamid)

5% startovaci gel (objemy na namichani 2 geld): 1,25ml 0,5M Tris-HCI pufru,
3,05 ml destilované H,O, 650ul 30% akrylamidu/ bis-akrylamidu, 50 pl 10% SDS, 50ul
10% persiranu amonného, 6 pl TEMEDu

Pravidlem pfi ptipravé gelu je, ze pouzivame rukavice a gel neprotfepavame, pouze parkrat
pfepipetujeme. Persiran amonny vzdy pfipravujeme Cerstvy a rovnéZ s nim netfepeme.
Nejdiive byla ptipravena skla na PAGE-elektroforézu, a to pftilozenim silného skla
s vybrouSenym prostorem na tenké ploché sklo tak, ze po pfilozeni mezi skly vznikne asi
1 mm mezera. Takto pfilozena skla byla upevnéna do drzaku a do prostoru mezi nimi byl
napipetovan 15% separacni gel, asi 0,5 cm pod vyznaceny zeleny okraj. Gel byl pfevrstven
isopropanolem a byl nechan ztuhnout (v ramci jedné hodiny). Po ztuhnuti byl isopropanol
vylit a jeho zbytek odsat filtracnim papirem. Byl pfipraven startovaci gel, ktery byl dolit az
po okraj skel. Nasledné byl mezi skla do startovaciho gelu vsunut tzv. hieben a znovu byl
gel nechan ztuhnout. Skla se ztuhlymi gely byla vyjmuta z drzaku a pfipevnéna na boky
elektroforetick¢ aparatury. Bloky byly poté vsunuty do drazek hlavni nadoby

elektroforetické aparatury

Mezitim byly pfipraveny elektrolyty pro elektroforézu, tzv. Upper buffer (vnitini tlumivy
roztok) a Lower buffer (vngjsi tlumivy roztok).

Upper buffer: 6,05 g Tris baze (Cisty tris(hydroxymethyl)aminomethan rozpustény ve
100 ml destilované H,O, s pH upravenym na 6,8; 0,4 g SDS

Lower buffer: 36,4 g Tris baze ve 100 ml destilované H,O, s pH upravenym na 8,8;
0,8 g SDS

Tésnost skel a spravné upevnéni v bloku bylo ovéfeno nalitim vniténiho tlumivého roztoku
dovnitt bloku, asi do poloviny. Jelikoz roztok nikde neprotékal, bylo mozno vytdhnout

hieben z prostoru mezi skly a dolit tlumivy roztok po okraj.
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V této fazi bylo jize vSe pfipraveno k nanaSeni vzorkti do jamek vzniklych po vytazeni
hiebene. Pfedem rozmrazené alikvoty jednotlivych vzorki, které byly v pribéhu piipravy
skel a geli 10 minut inkubovany v termoblocich na 70°C, byly smiseny s bromfenolovou
modii (s pfidavkem glycerolu) v poméru 5dilti vzorku: 1dil barvy a dikladné protiepany.
Poté byly jiz pfesné objemy jednotlivych vzorka (zjisténé diky kalibraci) nandseny do
jamek, do prvni jamky byl vzdy nanesen tzv. Zebiik, coz je marker molekulové hmotnosti
uréeny pro gelovou elektroforézu. Jednd se o smés proteinovych standardii, kterd se pfi
elektroforéze separuje stejn¢ jako proteiny ve vzorku a tak pomdahd urcit molekularni
hmotnost (velikost) analyzovanych proteint (obr. 10). Po naneseni vzorku a Zebtiku byl do
hlavni nadoby dolit vnéjsi tlumivy roztok az po rysku, naddoba byla uzaviena vikem
s elektrickymi kontakty a pfipojena ke zdroji (200V). Poté byla elektroforéza spusténa (asi

na 1,5 hodiny) a zastavena byla ve stavu, kdy barva dosahovala asi 0,5 cm od dna.
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Obr. 10 Rozseparovany Zebiik po probéhlé elektroforéze. Smés markerti vytvoii charakteristicky ,,Zeb¥ik®,
diky kterému je poté mozno uréit molekulovou hmotnost specifického proteinu [F].
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Principem PAGE-elektroforézy je rozdilna schopnost pohybu malych a velkych molekul
proteinti skrz prostory polyakrylamidového gelu v elektrickém poli. Malé proteiny (s nizkou
molek. hmotnosti) se snaze pohybuji, proto se v gelu dostavaji dale od jamek, tedy nize.
Velké proteiny (s vysokou molek. hmotnosti) musi piekonavat velky odpor, proto zlstavaji
V horni casti. Bromfenolovd modf s glycerolem je do vzorkd pfidavana proto, ze gelem
protéka pomérné snadno jako pfedvoj samotného vzorku a proto muize indikovat pribch
elektroforézy a také stav, kdy je uz tteba elektroforézu ukoncit. PAGE-elektroforéza nam
umoznuje separovat jednotlivé proteiny ze vzorku na zéklad€ jejich velikosti a poté je

specificky analyzovat.

Po ukonceni elektroforézy byly tlumivé roztoky vylity a skla obsahujici gel byla opatrné
z blokd vyjmuta. Skla byla opatrné oddélena a z gelti byly opatrné ofezany horni jamkové
casti. Dalsim krokem kimunodetekci proteinti je pteneseni (,,pteblotovani‘)
elektroforeticky separovanych proteinii na membranu, v naSem piipad¢ na nitrocelul6zovou.
K pfeneseni proteini na membranu potiebujeme blotter (blotovaci zafizeni), blotovaci

roztok a transferovy roztok.

Blotovaci roztok (10x konc.): 15,1 g Tris-baze, 72 g glycinu a 0,01g SDS doplnit do
1000 ml destilované H,O
Transferovy roztok (1x): 700 ml destilované¢ H,O, 100 ml 10x blotovaciho roztoku, 200 ml

methanolu

Na blotovaci zafizeni byly umistény v blotovacim roztoku navlhéené poduSky (savé
blotovaci papiry) a nitrocelul6zové membrany. Na kazdou nitrocelul6zovou membranu byl
opatrné pienesen gel s elektroforeticky separovanymi proteiny. Gel byl pfikryt dalsi
poduskou, ktera byla pokapana transferovym roztokem a vyvalena sklenénym valeckem, aby
byly odstranény vzduchové bubliny. Podusky byly jest¢ jednou pokapany transferovym
roztokem, piekryty druhou ¢asti blotovaciho zafizeni a bloter byl poté uzavien krytem

a pripojen ke zdroji. Blotovani probihalo 1 hodinu pii 200 mA (1membrana = 50 mA).

K ptenosu proteint dochazi plisobenim elektrického proudu, jelikoz bloter je realizovén jako
soustava anody (spodni dil) a katody (horni dil) a zaporné€ nabité proteiny obalené SDS jsou

unaseny smérem doli, tedy z gelu na membranu.

Po ukonceni blotovani byly membrany obarveny v roztoku Ponceau S (0,1 g Ponceau S
a 100 ml 5% kyseliny octové), ¢imz byla ovéfena spravnost pfenosu proteinii na membranu

(proteiny se obarvi).

~29 ~



Obr. 11 Nitrocelul6zovd membrana s nanesenymi proteiny po blotovani, obarvena Ponceau S. Dva vyrazné
pruhy reprezentuji velkou (51-58 kDa) a malou (12-15 kDa) podjednotku RuBisCo.

Membrany byly poté odbarveny v 1x TBST (Tris-pufrovany roztok soli s Tweenem 20)
dvakradt po péti minutach, aby byla dikladné vymyta barva a poté byly membriny

inkubovany ptes noc v blokovacim roztoku.

TBS (Tris-pufrovany roztok soli, 10x konc., pH= 7,4): 7,5 g Tris-baze a 44g NaCl doplnit
do 500 ml destilovanou H,0, pH upravit konc. HCI.

1x TBS = 100 ml 10x TBS + 900 ml destilované H,O

TBST (Tris — pufrovany roztok soli + Tween 20): 100 ml 10xTBS a 1 ml Tween
20 (detergent) dolit do 1000 ml destilovanou H,O

Blokovaci roztok: 100 ml TBST, 5 g suSeného odtu¢néného mléka nebo BSA (hovézi

sérovy albumin)

Membrana je inkubovana v blokovacim roztoku, protoze je tieba jeji povrch tzv. zablokovat.
V normalnim stavu se na jeji povrch vazi jak antigeny, tak i protilatky, tedy jakékoliv
proteiny. Proteiny mlééného kaseinu se pfi inkubaci navazi na mista, kam se dosud
nenavazaly proteiny pii pfenosu a po piidani protilatky jsou jiz molekuly imunoglobulina
nuceny vazat se na svilj specificky epitop na pieblotovanych antigenech (proteinech ze
vzorku). Blokovani vyrazné snizuje Sum a eliminuje falesné vysledky.

Po inkubaci v blokovacim roztoku pfes noc byly membrany vymyvany asi 10 minut v 1X
TBS. Membrany byly poté inkubovany ve specifickych primarnich protilatkach

(o adekvatnim fedéni) asi hodinu na tfepacce.
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Byly pouzity nésledujici primarni protilatky:

anti D1 - protilatka proti proteinu D1, ktery se nachazi v reakénim centru fotosystému II,
kde se na n&j vazou chlorofyly. Redéni: 1:30000.

anti Lhcb 2, 4, 5 — protilatky proti svétlo-sbérnym komplextim (Light-harvesting complex)
fotosystému II, které vazou chlorofyly a karotenoidy. Redéni: 1:3000.

anti LPOR - protilatka proti jednotlivym proteinovym subjednotkam svételné zavislé
protochlorofylid oxidoreduktazy. Redéni: 1:2000.

anti GIUTR — protilatka proti enzymu GIuTR (glutamyl-tRNA reduktaza), ktery se ucastni
syntézy ALA na zatatku biosyntetické drahy chlorofylii. Redéni: 1:50.

anti ChIiB — protilatka proti proteinové subjednotce ChlB, sou¢asti DPOR — na svétle
nezavislé protochlorofylid oxidoreduktazy. Redéni: 1:250.

Priméarni i sekundéarni protilatky se tedi v TBS s5% odtuénénym mlékem, primarni
protilatky jsou uchovavany v mrazdku a mohou se pouzivat opakované. Sekundarni

protilatka je vZdy vytvofena Cerstva a je jen na jedno pouZiti.

Primarni protilatky se v pribéhu inkubace membrany specificky navazou na své epitopy,
které se nachézeji na proteinech, ke kterym jsou protilatky urceny.

Po inkubaci byly membrany vymyvéany hodinu na tfepacce (aby se vymyly nenavazané
protilatky), s tim ze vymyvaci roztok byl kazdych 10 min vyménén. Promyvani probihalo 5x
v TBST a nakonec jednou v 1x v TBS. Po vymyti primarni protilatky byly membrany
inkubovany v sekundarni protilatce. Sekundarni protilatka je komeréné dodédvana a urena
proti Siroké Skale primarnich protilatek. Sekundédrni protilatky se vaZou na primarni
protilatky a jsou konjugovany s ur¢itym reportérovym enzymem, v nasem piipadé€ se jedna
o kienovou peroxidazu (HRP, z angl. horseradish peroxidase), fedénou 1:10000.

Inkubace sekundarni protilatky probiha taktéz jednu hodinu na tfepacce a nasledné je
membrana od sekundarni protilatky vymyvana hodinu 5x v TBST a naposledy jednou

v 1x TBS. Poté jiz byly membrany piipraveny k detekci (vyvolani vysledki).

....31.....



Vyvolani vzorkli probéhlo ve fotokomote, v pfipadé mé prace pomoci Immobilon-
chemiluminiscen¢éniho substratu. Vymytd membrana byla polozena na podlozni desku
a prelita 1 ml Immobilon substratu (miché se pted detekci kazdé membrany, 500 pl roztoku
peroxidu vodiku a 500 pl roztoku luminolu). Poté se nechal substrat pusobit a deska byla
vloZzena do c¢teciho zafizeni. Reportérovy enzym (peroxiddza) pieméiuje substrat na
nestabilni produkt, ktery se stabilizuje vyzafenim kvanta svétla. Mnozstvi svétla je poté
pfimo imérné mnozstvi peroxidazy, které je pfimo umérné mnozstvi detekovaného proteinu.

Uvolnované svétlo bylo detekovano CCD-kamerami ve foto-scanneru Li-COR C-DiGit.
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Il. Vysledky

1. Analyza pigmenti

Jelikoz bylo nashromdzdéno velké mnozstvi dat, méfeni bylo cilené a byly zajistény
konstantni podminky, jsou vysledky této prace smérodatné a mohou byt zékladem pro dalsi
zkoumani tohoto typu.

Pro lepsi ptehlednost a porozuméni jsou ziskané vysledky zpracovany ve formé grafa, které

Jjsou segmentovany podle typu experimentu.

Ve vSech grafech v této sekci je zobrazena zavislost koncentrace urcité skupiny pigmentt
(Chls, karotenoidy, Pchlide) na koncentraci cytokininu BAP v roztoku (znagena v mol-17),
v némz byly jehli¢nany kultivovany. V kazdém grafu figuruji ¢tyfi koncentrace BAP a to:
Kontrola (0), 107, 10° a 10™ mol-1™. Pro lepsi piehlednost a moZnost porovnavani byly
vSechny koncentrace pigmentll piepocitany na nmol/g (Cerstvé hmotnosti rostlinného

vzorku).

V grafech jsou pouZity chybové tsecky se standardni chybou méfeni a pohybliva spojnice
trendu. U dat pro vSechny grafy byl proveden statisticky test, a to dvouvybérovy t-test
s nerovnosti rozptylt, ve kterém byly vzdy srovnany jednotlivé koncentrace BAP
s kontrolou. Statisticky test urcuje signifikanci rozdild mezi kontrolou a vzorky, sloupce
oznacené (*) jsou od kontroly signifikantné rozdilné na hlading 0,05 (vyznamna rozdilnost),

sloupce oznacené (**) poté na hladin€ 0,01 (vysoce vyznamna rozdilnost).
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1.1 Koncentrace chlorofyli u jehlicnant rostoucich na svétle
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Obr. 12 Graf zavislosti koncentrace Chls na vzristajici koncentraci BAP ve vzorcich smrku rostoucich na
svétle.
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Obr. 13 Graf zavislosti koncentrace Chls na vzristajici koncentraci BAP ve vzorcich modfinu rostoucich
na svétle.
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U obou jehli¢nanti maji grafy zavislosti koncentrace chlorofylii na koncentraci BAP stejny
pribéh a trend. U koncentrace 10”7 mol-I* dochazi k nariistu koncentrace Chls, u modiinu
signifikantng. Koncentrace 10°° vykazuje nejvyssi akumulaci Chls ze viech vzorkd, tedy tato
koncentrace ma nejvétsi pozitivni G¢inek na nartst koncentrace Chls u zkoumanych rostlin
a také vykazuje vyznamnou (smrk) a vysoce vyznamnou (modiin) rozdilnost ve srovnani
s kontrolou. Koncentrace 10° viak uz vykazuje pokles koncentrace Chls i vzhledem ke
kontrole, tento pokles je zpiisoben podstatnou inhibici ristu (viz. obr). Dulezitym
parametrem vySe uvedenych grafii je také samotnd koncentrace Chls, ktera je u smrku
podstatné vyssi (2400-3600 nmol/g) nez u modiinu (1300-2000 nmol/g).

Obr. 14 Vizualni srovnani semenackt smrku (nahote) a modfinu (dole) rostoucich na svétle pii jednotlivych
koncentracich BAP. V pravém dolnim rohu je méfitko 1 cm.
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1.2 Koncentrace chlorofylii u jehli¢nanii rostoucich ve tmé
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Obr. 15 Graf zavislosti koncentrace Chls na vzristajici koncentraci BAP ve vzorcich smrku rostoucich ve
tmé.
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Obr. 16 Graf zavislosti koncentrace Chls na vzristajici koncentraci BAP ve vzorcich modiinu rostoucich
ve tmé.
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Grafy zavislosti koncentrace Chls na koncentraci BAP u jehli¢nanl rostoucich v tmé mayji
stejny prubéh a trend jako grafy u jehlicnant rostoucich na svétle, uvedené vyse. Taktéz
dochézi u obou druht pii koncentraci 107 k naristu, nejvyssi koncentrace Chls dosahuji
vzorky pii koncentraci BAP 10 a u koncentrace 10™ dochazi taktéZ k poklesu. Oviem
samotna koncentrace Chl se u smrku a modfinu v pfipadé ristu ve tmé razantné lisi, zatimco
u smrku je to 800-1100 nmol/g, u modiinu pouze 60-130 nmol/g.

Pokud srovname koncentraci Chls u vzorkil rostoucich na svétle a ve tmé (procentudlnim
podilem), pak u smrku je v praméru 68,2 % pokles v koncentraci Chls, u modfinu v praiméru
94,4 % pokles, coz dokazuje také obr. 17.

Obr. 17 Vizualni srovnani semena¢ka smrku (nahote) a modtinu (dole) rostoucich ve tmé pii jednotlivych
koncentracich BAP. V pravém dolnim rohu je méfitko 1 cm.
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1.3 Koncentrace karotenoidii u jehli¢nanii rostoucich na svétle a ve tmé
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Obr. 18 Grafy zavislosti koncentrace karotenoidt na vzriistajici koncentraci BAP ve vzorcich smrku
(vpravo) a modfinu (vlevo) rostoucich na svétle.
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Obr. 19 Grafy zavislosti koncentrace karotenoidd na vzristajici koncentraci BAP ve vzorcich smrku
(vpravo) a modfinu (vlevo) rostoucich ve tmé.

Grafy zavislosti koncentrace karotenoidi na koncentraci BAP u jehli¢nant rostoucich na
svétle maji stejny trend a prubéh jako vySe uvedené grafy u koncentraci Chls na svétle 1 ve
tme. Avsak rozdil vidime v grafech zavislosti koncentrace karotenoidd na koncentraci BAP
u jehlicnanti rostoucich ve tmé, kde je trend piesné opacny. Jak u modfinu, tak i u smrku je
koncentrace karotenoidii ve tmé pomérné vyrovnana ale smérem od kontroly ke koncentraci
107 dochazi k poklesu, minimum akumulovanych karotenoidi odpovida koncentraci 10°
a u koncentrace 10 dochazi opét k nartstu. Jehli¢nany rostouci ve tmé akumulovaly mensi
mnozstvi karotenoidli ve srovnani se vzorky rostoucimi na svétle, procentudlni pokles ze
svétla na tmu byl u smrku 78,5 % a u modfinu 77,2 %. Obecné je vSak koncentrace

karotenoidu vyrovnanéjsi, nez koncentrace Chls.
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1.4 Koncentrace Pchlide u jehliénanii rostoucich ve tmé
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Obr. 20 Graf zavislosti koncentrace Pchlide na vzristajici koncentraci BAP ve vzorcich smrku rostoucich
ve tmé.
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Obr. 21 Graf zavislosti koncentrace Pchlide na vzristajici koncentraci BAP ve vzorcich modiinu
rostoucich ve tmé.
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Grafy zavislosti koncentrace Pchlide na koncentraci BAP u vzorki jehli¢nanii rostoucich ve
tm¢e maji podobny prib¢h a trend jako vétSina vySe uvedenych grafii, s jiz charakteristickym
nartistem pii koncentraci 107 a dosaZenim maxima kumulovaného pigmentu p¥i koncentraci
10°. U Pchlide dochazi poté u koncentrace 10”° k mirnému poklesu, avsak pokles neni tak
rapidni jako u Chls a karotenoidli a koncentrace Pchlide u 10” podstatng pievysuje kontrolu.
Jelikoz je Pchlide pouze prekurzorem Chls, jeho koncentrace je vzhledem ke koncentraci
chlorofyll velmi malé. Rozdily v koncentraci Pchlide mezi smrkem a modfinem nejsou tak

markantni jako u koncentrace Chls na svétle 1 ve tmé.

Obr. 22 Vzhled etiolovanych déloh je¢mene pouzitych k vytvoteni Pchlide-standardu.
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2. Analyza proteint a enzymovych subjednotek — Western blotting

Vsechny obrazky vtéto sekci jsou snimky vytvoiené pomoci chemiluminiscencniho
fotoscanneru. Primarnim cilem této sekce vysledk je potvrdit ¢i vyvratit pfitomnost
urcitého proteinu ¢i enzymu. Jelikoz byla nandsena stejnd mnozstvi proteinli ze vzorkil je
tato metoda 1 semikvantitativni, avSak vysledky je nutné brat s rezervou, jelikoz u Western

blottingu se asi odchylka do 15 % v intenzit¢ chemiluminiscence nebere za smérodatnou.

Smrk Modrin
D1

Kont. 107 10 105 [Kont. 107 190% 105

Obr. 23 Chemiluminiscenéni snimek membrany po Western blottingu a vyvolani pro protein D1 u smrku a
modiinu péstovanych ve tmé se vzristajici koncentraci BAP.

Pti imunologické analyze proteinu D1 nachazejiciho se ve fotosystému II byla potvrzena
jeho ptitomnost jak u smrku, tak i u modfinu (obr. 23), pfibliznd molekulovd hmotnost
tohoto proteinu byla 30 kDa. U smrku se nachdzelo v priméru asi trojnasobné vétsi
mnozstvi tohoto proteinu, nez u modfinu. V rdmci smrku je mnozsvi proteinu D1 1 pii
zménach koncentrace BAP vyrovnané, v ramci modfinu je toto mnoZstvi také vyrovnané, az

na koncentraci 10, kde doslo k vyrazn&jsimu poklesu.

mrk Modrin
S GIluTR od

Kont. 107 10°¢ 10° |Kont. 107 10° 1073

Obr. 24 Chemiluminiscenéni snimek membrany po Western blottingu a vyvolani pro enzym GIuTR u smrku a
modfinu péstovanych ve tmé se vzristajici koncentraci BAP.
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Pfi imunologické analyze enzymu GIuTR, regulujiciho klic¢ovou reakci vedouci ke tvorbé

ALA, byla jeho ptitomnost ve velkém mnozstvi potvrzena u smrku, av§ak u modfinu se

nachazel v témer nedetekovatelném mnozstvi, coz ukazuje, ze u modiinu nedochdzi ve tmé

k expresi gent pro tvorbu tohoto enzymu podobné jako u etiolovanych krytosemennych

rostlin (obr. 24). Pfiblizna molekulova hmotnost tohoto enzymu byla 58 kDa. Odchylky

mezi mnozstvim enzymu GIUTR pfi riznych koncentracich jsou u smrku zanedbatelné,

pouze u koncentrace 10 doslo k vyrazng&jsimu poklesu.
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Obr. 25 Chemiluminiscenéni snimek membrany po Western blottingu a vyvolani pro enzym (L)POR u smrku

a modfinu péstovanych ve tmé se vzristajici koncentraci BAP.

Pfi imunologické analyze enzymu (L)POR, ktery katalyzuje svételné zavislou redukci

Pchlide, byla jeho pfitomnost potvrzena jak u smrku, tak i u modfinu. Pfibliznd molekulova

hmotnost tohoto enzymu byla 36 kDa. V pfipadé tohoto enzymu bylo mnozstvi u obou

zkoumanych jehlicnanii srovnatelné, u smrku byly odchylky v mnozstvi enzymu pii riiznych

koncentracich zanedbatelné, u modiinu také, opét az na vyrazngjs$i pokles u koncentrace

107°.
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Obr. 26 Chemiluminiscen¢ni snimek membrany po Western blottingu a vyvolani pro svétlosbérné proteinové
komplexy Lheb 2, 4, 5 u smrku a modiinu péstovanych ve tmé se vzrustajici koncentraci BAP.
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Pfi imunologické analyze svétlosbérnych proteinovych komplexti Lheb 2, 4, 5 byla jejich
pfitomnost potvrzena jak u smrku, tak i u modfinu (Obr. 26). U smrku se vsak tyto
komplexy vyskytovaly v priméru asi ve trikrat vét§sim mnozstvi, nez tomu bylo u modfinu.
Molekulova hmotnost téchto komplexti byla v priméru 25 kDa. Mnozstvi téchto
proteinovych komplexti v ramci jednotlivych jehlicnani jsou vyrovnana i pii raznych
koncentracich BAP, pouze tak jako u ostatnich dochazi k mirnému poklesu u koncentrace

10° u modiinu.

Smrk 1
ChIB Modrin

Kont. 107 10° 10°|Kont. 107 10° 103

Obr. 27 Chemiluminiscen¢ni snimek membrany po Western blottingu a vyvolani pro proteinovou subjednotku
ChiB (sou¢ast DPOR) u smrku a modfinu péstovanych ve tmé se vzrustajici koncentraci BAP.

Pfi imunologické analyze polypeptidu ChIB, tvoficiho ¢ast DPOR, byla jeho pfitomnost
potvrzena u smrku i u modfinu, ve srovnatelném mnozstvi. Molekulova hmotnost tohoto
polypeptidu byla piiblizné 57 kDa. Odchylky v mnozstvi polypeptidu byly v ramci

jednotlivych jehli¢nanti zanedbatelné, opét pouze u koncentrace 10° byl vyrazné;si pokles.
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Zavér a diskuze

V této praci byl sledovan vliv koncentrace benzylaminopurinu, cytokininového derivatu, na
biosyntézu chlorofylu u smrku ztepilého (Picea abies) a modiinu opadavého (Larix
decidua). Podobnou problematikou, a to regulaci biosyntézy u jehli¢nanti se zabyvali
Demko et al. (2009) . Vlivem kinetinu (jeden z cytokininil) na brzké faze syntézy
tetrapyrroltl v krytosemennych rostlinach se zabyvali napt. Yaronskaya et al. (2006) 1 viiv
cytokininti na biosyntézu chlorofylu ve tm¢ prakticky nebyl znam, az na omezené udaje
v praci (Drazi¢ a Bohdanovié, 2000) 31, Diky téméf minimalnim odchylkdm tato prace
dokonale potvrzuje, Ze kli¢ni rostliny oSetiené cytokininy, konkrétné testovanym
benzylaminopurinem akumuluji vétsi mnozstvi chlorofylii nez neoSetfené rostliny. Nejvetsi
pozitivni G¢inek na biosyntézu chlorofyld byl vysledovéan u koncentrace BAP 10 mol-1?,
u vzorkll rostoucich na svétle. Dale byly nalezeny markantni rozdily mezi schopnosti
syntézy chlorofylu u smrku a modfinu rostoucich ve tmé. Zatimco u smrku doslo pouze
k ¢asteénému poklesu koncentrace Chls (ve srovnani s rostlinami rostoucimi na svétle)
a semenacky smrku byly schopné syntetizovat Chl i ve tmé, u modifinu se ve tmé
vyskytovalo pouze stopové mnozstvi Chls a semenacky modiinu vykazovaly typické znaky
etiolizace. I pfesto byly u rostlin rostoucich ve tmé ziskdny ty samé vysledky, a to ze
u koncentrace BAP 10 byla koncentrace akumulovanych chlorofylii nejvyssi. Dale bylo
také zjisténo, Ze koncentrace BAP 10° jiz nema pozitivni G¢inek, spise ucinkuje pleiotropné,
zasadné¢ méni morfologii semenackid a zpomaluje jejich rist. Primarnim vystupem této
analyzy je tedy odhaleni, Ze schopnost syntetizovat Chl se mezi smrkem a modiinem lisi,
a to predevsim pii rastu ve tme. Tyto rozdily jsou zplisobené pravdépodobné souhrou vice
faktori, predev§im u modfinu jsou sice zachovany geny chIB, chIN a chiL, ale vznikly
polypeptid ChIB je z divodu nespravné post-transkripéni edice nefunkéni a dale exprese

gentl pro tvorbu enzymu GIluTR je u modiinu ve tm¢ vyrazn¢ inhibovana.

Ziskana data, konkrétné koncentrace Chl u kontrolnich (neosetfenych BAP) vzorkii smrku
a modfinu rostoucich na svétle a ve tmé se shoduji s daty Demka et al. (2009). Koncentrace
Chls u vzorki oSetieny BAP je poté signifikantné vysSi nez koncentrace Chls

u neosetfenych vzorki.
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Analyzou vlivu koncentrace BAP na koncentraci karotenoidii bylo u vzorka rostoucich na
svétle dosazeno podobnych vysledkli se stejnym trendem jako u koncentrace Chls ve
vzorcich rostoucich jak na svétle, tak ve tmé (tedy maximalni koncentrace pigmentu pii
kocnentraci BAP 10°® mol-1? ), &imz byl dokazan vieobecny pozitivni G&inek na biosyntézu
fotosyntetickych pigmenti. JelikoZz koncentrace karotenoidii méiend rostlin rostoucich ve
tmé se podstatné liSila (smérem od kontroly dochazelo k poklesu, ne k nardstu), bude nutné

provést jesté detailngjs$i vyzkum zaméfeny na koncentraci karotenoidi.

K vystopovani regula¢niho bodu v prubéhu syntézy Chls byla pozd¢ji analyzovéana také
zavislost koncentrace Pchlide, (kliCového prekurzoru chlorofyli) na koncentraci BAP
v zivném roztoku. Pfi analyze koncentrace Pchlide bylo dosaZeno opét stejnych vysledkl
s totoznym trendem jako u Chls ve tmé i na svétle a u karotenoid na svétle a také byl
potvrzen pozitivni vliv cytokinind na vzrast koncentrace Pchlide, pfedevsim u koncentrace

BAP 10°°.

Zjisténi ze u BAP-oSetfenych semendCki ma koncentrace Pchlide stejny trend jako
koncentrace Chls ukézalo, Ze nariist koncentrace Pchlide u koncentrace BAP 10° je
zpusoben pravdépodobné zvysenym metabolickym tokem tetrapyrrolt, a podnitilo dalsi
analyzu, s cilem najit hlavni regula¢ni krok v biosyntéze chlorofylii. Proto byl proveden
Western blotting s cilem analyzovat vliv koncentrace BAP na mnozstvi fotosyntetickych
proteint a také enzymu regulujicich biosyntézu chlorofylu. U dvou hlavnich analyzovanych
enzymli (DPOR a (L)POR) nebyly nalezeny Zadné signifikantni zmény pii rozdilné
koncentraci BAP, jen pokles pii nejvyssi koncentraci u modiinu. Pfi analyze enzymu
GIuTR, ktery se ucastni ran¢ faze biosyntetické drahy pro syntézu Chls (konkrétné predchazi
syntéze ALA) byl nalezen markantni rozdil v mnozstvi tohoto enzymu mezi smrkem
a modfinem. Tento poznatek také potvrzuje hypotézu z prace od Yaronskaya et. al (2006),

a to ze primarni regulace biosyntézy Chls je zajisténa enzymem GIluTR.

Pokud shrneme poznatky ziskané pigmentovou analyzou a Westen blottingem, miizeme fict,
7ze byly nalezeny vyznamné zmény na turovni produktd (Chls), avSak ne na trovni
fotosyntetickych enzymt ¢i proteinti. Vzhledem k neménné koncentraci proteinu D1, na
ktery se vazou Chls ve fotosystému II je mozné tvrdit, Ze nabytecné¢ Chls vytvoiené na

zakladée ptisobeni BAP se akumuluji bud’ ve fotosystému I nebo zlstavaji volné.

....45.....



Déle je také dulezité zminit, Ze pokles v mnozstvi fotosyntetickych proteinti a enzymi
u koncentrace BAP 10° koreluje spoklesem koncentrace pigmentdi a je zpisoben

pleiotropiim efektem jiz pfili§ vysoké koncentrace BAP a zpomalenim rustu.

Vysledky imunologické analyzy ukazaly, ze DPOR a (L)POR jsou sice kli¢ovymi enzymy
v biosyntéze Chls, avSak nejsou limitujicim faktorem, nemohou tedy regulovat tuto
biologickou cestu, jelikoz pokud napt. zvySime koncentraci piedchozich prekurzort, zvysi
se tim koncentrace vSech nasledujicich metabolitl, to znamena, Ze tyto enzymy nepracuji pti
saturacni koncentraci svych substrati. Dale bylo demonstrovano, ze nartist koncentrace Chls
nemusi nutné znamenat zvySeni koncentrace enzymil, které se Ui€astni jejich biosyntetické

cesty (DPOR, (L) POR), ale je spise projevem zmé&ny exprese regulaéniho enzymu GIuTR.

Regulacni enzym GIuTR fidi vstup prekurzorli do biosyntetické drahy a tim reguluje
mnozstvi kone¢nych, nové vytvofenych Chls. Je regulovan cirkadialnimi cykly a chrani
rostliny pred oxidativnim poskozenim z nadmérného mnozstvi Chls. GluTR je dulezity
regulacni enzym, jehoz aktivita je v krytosemennych rostlinach regulovana transkripéné
a post-translacné. Transkripéni aktivace spociva v indukci piepisu tohoto genu pii odpovédi
na svétlo, které rostlina vnima ptes fytochromy. Fakt, ze tento enzym byl v mé praci
detekovan i ve smrku rostoucim ve tm¢ indikuje, ze u organismi vlastnicich DPOR neni
enzym GIUTR vyhradné regulovany svétlem. Navic je GIuTR regulovany i post-transla¢né,
coz se Casto projevuje pii stiidani dne a noci. Pii nahlém vypnuti svétla klesa tvorba ALA
nasledkem hromadéni Pchlide u krytosemennych rostlin, které ho nejsou schopné redukovat
na Chlide. Pchlide interaguje s regula¢nim proteinem FLU, ktery dale interaguje s GIUTR
a tento enzym vypina, piicemz koncentrace enzymu Vv bufice zistava zachovana. Fakt, ze
narGst koncentrace chlorofylu vlivem BAP nebyl doprovazeny nardstem koncentrace
GIUTR, naznacuje moznou post-translacni regulaci v BAP-stimulované syntéze chlorofyld,
coz bere do uvahy vysledky, ze doslo také ke zméné koncentrace regulacni molekuly
Pchlide. Jakym zptsobem Pchlide reguluje GIUTR v krytosemennych rostlinach neni znamo,
protoze i navzdory jeho vysoké koncentraci ve tmé&, neni enzym GIUTR celkové inhibovany
a syntéza ALA a chlorofylli ¢aste¢né probihd. Bylo zjiSténo, Zze ¢im vétsi je schopnost
syntetizovat chlorofyly ve tm¢, tim vétsi je koncentrace Pchlide (naptiklad porovnani smrku
a modfinu v mé praci). Vztah mezi akumulaci Pchlide a jeho interakci s GIuTR a tim padem
i regulace syntézy chlorofyli v nahosemennych rostlinach ve tmé vyzaduje jesté dalsi

vyzkum.
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Obecn¢ se da fici, ze méfenim koncentrace fotosyntetickych pigmenti miizeme zjistit
momentalni fyziologii rostliny a fungovani jejiho fotosyntetického aparatu. Diky poznatkiim
zjiSténym pfi analyzach v této praci mizeme efektivnéji regulovat biosyntézu Chl pii dal$im
vyzkumu a zaroven mohou byt nové ziskané informace pouzity napt. v zemédélstvi ¢i
genovém inzenyrstvi. Jelikoz byl dokazan pozitivni vliv  BAP na biosyntézu Chl,
V budoucnu bude mozné pouzit BAP jako dalsi mozny ristovy regulator pouzitelny ke
zvysSeni vynosi zemédélskych plodin a kompenzaci negativnich environmentalnich faktort

figurujicich v zeméd¢lské vyrobé.

Sirsi vyuziti poznatkii této prace by bylo mozné i v lesnictvi, predeviim k zjistovani rozdili
v akumulaci Chls u ekotypové rtiznych zastupcti jehli¢nant, k porovnavani narokt na svétlo
a prizpusobeni se svételnym podminkdm. Tato prace muze také slouzit jako zaklad analyzy

vystavby sekundarnich jehlic v zavislosti na hladin€ chlorofylt u jehli¢nand.

Pokud spojime informace ziskané z genetickych a imunologickych analyz, bylo mozné

vyzkousSet vytvofit rostlinné mutanty krytosemennych rostlin, schopné zelenat ve tmé.
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Seznam pouzitych zkratek

(5)ALA
BAP
BCA
Bchl(s)
BSA
DMSO
DNA
DTE
DTT
DPOR
EDTA
GIUTR
HRP
Chl (a,b)
Chls
Chlide
Lhcb (1,2,3,4,5..)
NADPH
ORF
PAGE
PAR
PCR
POR (LPOR)
Pchlide
PSI 1l
SDS
TBS
TBST
TCA
TEMED
Tris (-HCI, -baze)

Kyselina aminolevulova

Benzylaminopurin

Kyselina bicinchoninova
Bakteriochlorofyl(y)

Hovézi sérovy albumin

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonukleové kyselina
Dithioerythritol

Dithiothreitol

Svételn€ nezavisla protochlorofylid oxidoreduktaza
Ethylendiamintetraoctova kyselina
Glutamyl-tRNA reduktaza

Kienova peroxidaza

Chlorofyl (a,b)

Chlorofyly

Chlorofylid

Svétlosbérny komplex (anténa) (1,2,3,4,5..)
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
Otevieny Cteci ramec

Polyakryalmidova gelova elektroforéza
Fotosynteticky aktivni zafeni
Polymerazova fetézova reakce

Na svétle zavisla protochlorofylid oxidoreduktaza
Protochlorofylid

Fotosystém I, 11

Dodecylsiran sodny

Roztok Tris-baze

Roztok Tris-baze s ptidavkem Tweenu 20
Kyselina trichloroctova
Tetramethylethylendiamid
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (s HCI, ¢isty)
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