{4 Ustav experimentalni
g.g botaniky AV CR, v. v. .

Biodekontaminaéni technologie Il
Prijem latek

Petr Soudek




PRIJEM MINERALNICH
LATEK ROSTLINOU




PROC ROSTLINY PRIJIMAJI
TOXICKE KOVY ?
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»  Stimuluji vyvoj a rast rostlin

- Ugastni se biochemickych reakci (fotosyntéza, dychani)
» Soucast proteind, jejich aktivace

* Tvorba komplexu, strukturni funkce

relativni poéet atomu

chemicka koncentrace v vztazeno k poétu atomu

Prvek znacka susiné (%, ppm) molybdenu
ziskané z vody nebo CO,
Hydrogen H 6 60,000,000
Carbon = 45 40,000,000
Oxygen Q 45 30,000,000
ziskané z pudy — Makroprvky (%)
Nitrogen N 1.5 1,000,000
Potassium K 1.0 250,000
Calcium Ca 0.5 125,000
Magnesium Mg 0.2 80,000
Phosphorus P 0.2 60,000
Sulfur S 0.1 30,000
Silicon Si 0.1 30,000
ziskané z pdy — Mikroprvky (ppm)
Chlorine Cl 100 3,000
Iron Fe 100 2,000
Boron B 20 2,000
Manganese Mn 50 1,000
Sodium Na 10 400
Zinc Zn 20 300
Copper Cu 6 100
Nickel Ni 0.1 2
Molybdenum Mo 0.1 1
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BIOCHEMICKA FUNKCE

» Skupina 1- ¢asti organickych uhlikatych sloucenin
N- aminokyseliny, amidy, proteiny, nukleove kyseliny, nukleotidy, koenzymy, hexosaminy atd.
S — cystein, cystin, methionin-proteiny, mastné kyseliny, koenyzm A, thiamin, glutathion, biotin atd.

* Skupina 2- vyznamné pil ukladdni energle nebo ve strukturdini Integrité

P- fosfaty cukrl, aminokyseliny, nukleotidy, koenzymy, fosfolipidy. Kli¢ova uloha v reakcich
zahrnujicich ATP.

Si- amorfni kiemik v bunécné sténé-pevnost a elastiicta bunéénych stén.
B- manitol, manan-bunéc¢na sténa- prodluzovani bunék, metabolismus nukleovych kyselin

» Skupina 3- zustavajici v podobé iontu (volnych nebo vazanych
K- kofaktor vice nez 40 enzymu, zakladni kation udrzujici buné&gny turgor a buné&énou elektroneutralitu.

Ca- stfedni lamela buné&éné stény, kofaktor enzymu hydrolyzy ATP a fosfolipidd, druhy posel v
metabolicke regulaci.

Mg-chlorofyl, pfenos fosfatu

Cl- fotosynteticke reakce —vyvoj kysliku

Mn-aktivita dehydrogenaz, dekarboxylaz, kinaz, oxidaz a peroxidaz, vyvoj kysliku
Na- regenerace fosfoenol pyruvatu u C, a CAM rostlin

» Skuplna 4- u€astnici se redox- reakci- prenosu elekironu
Fe-cytochromy a nehemove proteiny pro fotosyntézu, dychani a fixaci N,
Zn-alkohol dehydrogenaza, karbon anhydraza atd

Cu- kofaktor dalSich enzymu, plastocyanin

Ni- ureaza

Mo- nitrogenaza, nitrat reduktaza atd. Podle Taiz and Zeiger 2002
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FOTOSYNTEZA
O

* Prijimaji diky fotosyntéze
o zdroj energie
o vznika podtlak v rostliné diky odparu vody listy

rovnice fotosyntézy

6CO,+6H,0+hv—CH, O +6on

126

glukosa

energie kyslik

H,0O

Svételné reakce
’7),6 'Z% QQ xq\
CO, ¢ ¥ 9

cukr




PRIJEM MINERALNICH ZIVIN ) e

« PFijem mozny celym povrchem téla
* Nejvice kofeny z pudy (zéna s kofenovymi vlasky)
» Prvky jako ionty — anionty, kationty z pudniho roztoku
* lonty v pudnim roztoku — difuze
- Puda: 4 slozky:
* mineralni Castice:
v' kameny a Stérk
v pisek (Castice o velikosti 2-0,05mm)
v prachové ¢astice (0,05-0,002mm)
v jilové ¢astice (méné nez 0,002mm)
= organické Castice
» voda
= vzduch

Vzduch
20-30%

Mineraly
45 %

00SEY 1UPNd




IONTOVA VYMENNA KAPACITA oo Romebii o

« adsorpce kationtl na negativné nabity povrch padnich ¢astic

« dychani kofenu CO, —>H,CO;—>HCO; + H*

* HCOj; - vyména za anionty v puadnim roztoku na povrchu kofene
« H*-vyména za kationty na povrchu pudnich ¢astic

K+ |
Q Soil partlcle O <>
K+ \A / \ // =




KOREN e
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KORENOVE VLASKY
-

« vyrustky rhizodermalnich bunék (trichoblasta)

« pocet (kolem 100 na mm?), délka (200-300 a nékdy i pfes 1000 mm) a zivotnost (nékolik dni) dana genotypem i
vnéjSimi podminkami

« vliv fytohormonu (auxin a ethylen)

Vvznam

* zvétSeni povrchu kofene
» schopnost proniknout do malych pidnich poru
* UCinné&jSi pfijem zivin ze substratu (diky mensimu praméru)
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PRIJEM LATEK KORENY
-

« cesty: apoplast — symplast
* bariéra — plazmaticka membrana (Casparyho prouzky)

P . Casparyho
?‘ endodermis prouzek

symplastova
a transmembranova
cesta

apoplastova /) thizodermis

suberin — hydrofobni sitovity polymer
mastnych kyselin, alkohol( s dlouhym Fetézcem
a fenolickych latek
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Vnejsi faktory
zlepsuijici

prijem latek
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FAKTORY OVLIVNUJICI PRIJEM
|ONTO KORENEM L_g botaniky AV CR, v. v. i.

-
» Velikost a architektura kofenového systému

Morfologie kofene (primeér, kofenové viasky)

Kapacita pro pfijem zivin na jednotku délky nebo plochy kofene

Schopnost uvolnovani latek, které ovliviiuji chemickeé vlastnosti rhizosféry

Mykorhiza

Jednodélozné

Dvoudélozné




VLIV PRITOMNOSTI ZIVIN NA ,
TVORBU KORENOVEHO SYSTEMU
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001 mM NO.

jecnicn Murschner |995

Fig. 8.16 Schematic representation of the effect of increasing levels of nitrogen supply to the
roots during early growth stages on the root and shoot growth of cereal plants.
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KORENOVE EXUDATY
T

Exudace
o uvolnéni iontl z pldnich ¢astic

Cytosol Puda

ATP

Citrate

—@®— Malat
Volné vazané komplementarni ionty s Pevné vazané komplementarni ionty Oxalat
velkou zonou oscilace s malou zénou oscilace

Flavonoids

ofaiat  ofhiat




VLIV pH NA PRIJEM
MINERALNICH ZIVIN
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Nitrogen
Phosphorus
Potassium
Sulfur
Calcium
Magnesium
Iron
Manganese
Boron
Copper
Zinc
Molybdenum

| 1 1 1 1 ! ! 1 1

40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90
pH
<+ Acid Neutral Alkaline ——
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MYKORHIZA
-

* Mykorhiza
o symbidza rostlin a pudnich hub
o schopnost proniknout na vétsi vzdalenosti
o exsudace asimilatu kofeny

Schématické znazornéni raznych typt mykorrhizy. MS — provazce hyf, EH — vnéjSi houbovy plast, HN — Hartigova
sit, IHN — vnitrobunécna sit hyf, IHC — vnitrobunécné houbové utvary, V — vezikuly, A — arbuskuly, Sp — sp6

ANGIOSPERMS Ectomycorhiza

Basidiomycetes
Zygomycetes Ascomycetes
Zygomycetes
GYMNOSPERMS
ERICACEAE . ’. MONOTROPACEAE
Ascomycetes [ '_ Basidiomycetes
ARBUTACEAE
Basidiomycetes
Endomycorrhiza ORCHIDACEAE PYROLACEAE Ectendomycorrhiza

Basidiomycetes Basidiomycetes




ENDOMYKORHIZA O potaniky AV R, v.v.i.

Pfi endomykorhize neboli endotrofni mykorhize pronikaji houbova vlakna dovnitf do kofenovych bunék rostliny.
* Zname nékolik druhu endomykorhizy.
* NejCastéjSi houbovi symbionti jsou z oddéleni Glomeromycota.

Arbuskularni mykorhiza (vezikulo - arbuskularni): v bunkach se hyfy vétvi do stromeckovitého utvaru -
arbuskulu. Je to nejCastéjsi druny endomykorhizy.
» Erikoidni mykorhiza (viesovcotvaré a Epacridaceae)
» Orchideoidni mykorhiza (orchideje), v€etné mykotrofie
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EKTOMYKORHIZA
-

* méné Casta (asi 2000 rostlinnych druha)

« vétSina ektomykorhiznich hub jsou vieckaté Ci stopkaté houby, tedy skupiny, k nimz patfi také hfib Ci
muchomurka, a dale zygomycety

* mezi rostliny, které jsou v ektomykorhiznim svazku, patfi napf. dub, borovice, eukalyptus, bfiza, Dipterocarpus
Ci oliva

« vytvari kolem kofene tzv. hyfovy plast, diky némuz se zvySuje sava plocha soustavy

« kofeny s timto typem mykorhizy vétSinou diky tomu zakriuji, vétvi se vidliCnaté a jsou ztlustlé.

« zmeénu ovliviiuji hormony produkované houbou, napfiklad auxiny

s

* nejsou na svych hostitelich tolik zavislé, jak tomu je u endomykorhiz




TRANSPORT LATEK
PRES MEMBRANU




CO PROJDE MEMBRANOU ,,.SAMO
OD SEBE” ?
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O2 NZ
CO, benzen

glycerol
ethanol

aminokyseliny
glukdéza
nukleotidy

VétsSi nenabité
polarni molekuly

H+

N Caz*
Nfl Cr-
K Mgz+

HCO,
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POHYB LATEK PRES MEMBRANU
-

* mnozstvi volné energie schopné konat praci = transportovat latku pfes membranu je dano:
v koncentraci dané latky
v tlakem
v" nabojem

* hodnota p; (chemicky potencial) integruje pusobeni téchto faktort

« Pohyb latek pfes membranu: hnaci silou je Ap; - rozdil chemického potencialu dané latky na opacCnych
stranach membrany

* Uiontu hraje dulezitou roli naboj ———> potencial elektrochemicky

vyjadfuje se jako napéti v mV nebo jako energie v kJ . mol?
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TRANSPORT MINERALNICH LATEK

semipermeabilni
membrana
chemicky potencial chemicky potencial
v kompartmentu A v kompartmentu B

Popis situace

Pasivni transport (difuze)
probiha
gradientu chemického potencialu

”jA > ij

UjB

UjA

Rovnovaha
pokud neprobiha aktivni transport
— stabilni stav

Aktivni transport probiha
B gradientu chemického
Hj potencialu

11
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TYPY PRiJMU 2

rychlost transportu

« kanaly prfenaseji 10 az 108 iontl za sekundu
« prenasece prenaseji 102 iontd za sekundu

* pumpy pfenaseji 102 iontd za sekundu

pasivni

» prosta difuse

« zprostfedkovany transport (kanaly, prenasece)
aktivni

« primarni aktivni transport (membranové pumpy)
« sekundarni aktivni transport (symport, antiport)

Transportované molekuly S’ymport Ant|p0rt
A OKOLI
O O © prenases 1 Pumpa BUNKYE (& @®
3 SRS/ membrana =0 1
q AN TR A = == ;
\ x )( \.}‘ @) f Nizky : 3 N Vysoky
A \ [ [ ) fede s ‘ ;
° ) “HN" B U
I | ‘, o \'*/'f-.,- = N
\ Y \ kjl I ‘ ‘?z ] ') ‘T‘sz
= \\" 7 N ‘ =g > 3 !
Nizky
- o 2 Gradient Vysoky Nizky
9 prosta difuze . p :l(?t‘;trl;zica'tl‘ﬁmmKEho @ @ @
— Primarni aktivni transport
Pasivni transport SeEu : CYTOPLASMA
(ve sméru gradientu {BIOR STnew gradients Gradient Gradient

T - elektrochemického potencialu)
elktrochemického potencialu)

elektrochemického

iotenciélu substratu A

elektrochemického
potencialu substratu B
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PUMPY

* vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP pro pohyb iontu a malych molekul pfes membrany proti chemickému
koncentracnimu gradientu nebo elektrickém potencialu
« aktivni transport

« transport iontu, udrzeni H* gradientu

CYTOPLASM

(A) ®) (© (D)
OUTSIDE OF CELL - = S
e YPe® ©
i EN = ]\MJ = — i Y ) )
2 " - - > n (MY >
W O ®w® @ ) o =W
— 7o L = A A A
@ ® @ G w @ ® @

LUMEN OF VACUOLE

CYTOPLASM
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PRENASECE

» pfi pfenosu méni konformaci

« pfenos aktivni nebo pasivni

Hypotetické schéma sekundarniho aktivniho transportu prenaseCem (symport)

(A) (8) © (D)
Z (T
@ ® &
N,

® ®®
HY \&J F
® ¥ 3
¥ @ o
HY @
=/

{
Plasma'

Concen.tration/ membrane
gradients
for Sand H* (s)
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® 06

—~" =
® 6

CYTOPLASM




Ustav experimentalni
k_g botaniky AV CR, v. v. i.

KANALY
-

« usnadnuji pasivni spontanni pfenos latek pfes membranu
» zUstavaji otevieny rizné dlouhou dobu, spontanné se zaviraji
* rlzna mira selektivity

» vlastni prfenos Iétki neni spojen se zménou konformace transportniho proteinu

(A) (B)

OUTSIDE OF CELL Voltage- Pare-forming
sensing region (P-domain
region or H3)

| |

Plasma
membrane

CYTOPLASM



PREHLED RUZNYCH

TRANSPORTNICH PROCESU

N
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Symporters
. Sucrose H+ Aming
H*Na / acid
“ I >
" \ﬁ\
PO43’ Antiporter
H+
H* CYTOSOL
: Na*
L5 pH7.2
AE =120 mV
Plasma
membrane Efflux
Antiporters r carrier
Sucrose —
- H* ATP Mg
cd2+ Hexose
ADP + P c
a2+ . ucrose
. ATP Ei A
H+ H ‘*agé_ IH* R
pumps< H* ATP
Na*. H* pH 5.5 i
ADP +P; HE AE = 00 mV s
ar ADP + P;
VACUOLE Anthocyanin > ABC
pH 5.5 H* 2 Gs transporters
pumps < 2H
ATP Tonoplast ABC ATP
ADP+P.
H+ & Anions,
- i i ADP +P;
ADP + P; PPIW cations +P; AP g2
2 |
- 2p, H* Car g pump
Fast vacuolar—" ADP + P Cal+
(FV) channel Slow vacuolar
Anions {rtpy (V) channel
(malate?,
CIm, NO3)
. iy B
Channels
OUTSIDE OF CELL
Inward K+ cr Inward
rectifying rectifying
+ Ca2+
K Outward Outward &
rectifying rectifying
S > J
Channels
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ROSTLINNE TRANSPORTERY KOVU ‘£ bowniyavcr v
-

« Kvdli svému naboji se ionty téZkych kovl nemohou volné pohybovat pfes membrany

« Proto je transport iontd kovu fizen membranovymi proteiny s transportnimi funkcemi

« Transmembranové prenaseCe se skladaji z extracelularni vazebné domeény a transmembranove struktury, ktera
spojuje intracelularni a extracelularni prostredi

« Vazebna doména je receptivni jen k ur€itym iontim, a je zodpovédna za specifitu pfenasecu

« Transmembranova struktura usnadnuje pfechod iontll z extracelularniho prostoru pfes hydrofobni prostfedi
membrany do bunky

* Proteiny, které exportuji kovy z cytoplazmy, maji vysokou specifitu, zatimco ty, které fidi influx se zdaji byt
méné specifické. To znamena, Ze import iontd je kontrolovan méné. V disledku toho jsou také snadnéji
absorbovany neesencialni prvky.

Vacuole Golgi

He
ABC-type
ZAT AMRP? CAX2?
HMT1 homol.?
5 / 7 ATP —2

CCHi-Cu Y
" ADP+

RAN1

ADP+P,
Zn;. Cdz-

ATP Cytosol

P

ZNT1 IRT1 COPT1 AtNramp1/3/4 LCT1




RODINA ZIP TRANSPORTNICH
PROTEINU

« Prfenos zeleza, zinku, manganu a médi
» Rudzna substratova specifita

* Rozdéleny do Ctyr podskupin podle aminokyselinové sekvence
« Schopny transportu kadmia

Dulezita role pfi absorpci kovu z pidy a v hyperakumulaci

Ustav experimentalni
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ZIP6 (At2g30030)

ZIP9 (At4g33020)

IRT3 (At1g60960) S1ps

ZIP4 (At1910970) (At5g59520)
ZIP12 (At5g62160)
ZIP11
ZIP1 (At3g12750) (At1g55910)
ZIPS (At1g05300)
2IP3 (AL2g32270) IRT1 (At4g19690)
ZIPa
IRT2 (At4g19680)
ZIPT  ZIP10 (At1g31260) b
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Cu TRANSPORTERY
-

* Podili se na pfijmu médi pfi jejim nedostatku
« Znamo pét druht transportért (identifikovany v Arabidopsis)

l / Xylem Phloem

Cu®*-complexes Qu’*-complexes
[©)
Cu?

B o
ol
}

H*/Cu?*
antiporters

21P2/4?

@ Cu®

Cu?* and
other divalent
cations




RODINA NRAMP TRANSPORTNICH ...\
P ROTE I N 0 .g botaniky AV CR, v. v. .

Nachazeji se v plasmatické membrané

Zapojeny do pfenosu iontl nejen u rostlin, ale i zvifat, baktérii a hub

Dvé tfidy transportért o celkem 5 ¢lenech

Zapojeny v pfijmu a homeostazi Zeleza a kadmia

Zfejmé maji SirSi substratovou specifitu nez je dosud potvrzeno

U kvasinek identifikovany tfi NRAMP transportéry (SMF1-3), které fidi pfijem Mn2*, Cu?*, Co?*, Cd?* a Fe?*

(e
Sco\a\\&
\J?2
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ATPASY: P .ATPasy
-

» P-typ ATPas - rozmanita rodina transportért, ¢erpaji fadu kationtl pfes bunééné membrany

« Patfi sem H*-ATPasy rostlin a hub, Na*/K*-ATPasy zvifat a Ca?*-ATPasy

« Spole¢ny enzymaticky mechanismus zahrnuijici tvorbu fosforylovaného meziproduktu —> P-typ

« P,gATPasy (CPx-ATPasy) — rodina transportéru fidici pfenos rdznych kova v€etné Zn?* a Cd?*

« Znamy z ryze (OsHMA) a Arabidopsis (AtHMA)

« OsHMAOQ lokalizovan v plazmatické membrané, odpovédny za transport a detoxifikaci Cu?*, Zn?*, Cd?* a Pb?*
« AtHMAGS a 8 prenasi Cut a Ag*, AtHMAL1-4 prenasi Co?*, Zn?*, Cd?* a Pb?*

« V T. caerulescens a A. halleri mohou transportéry HMAA4 prispivat k toleranci zinku a kadmia

Cu-Ca-Zn-Cd-Co
-ATPases

NtomHMAS



RODINA CDF TRANSPORTNICH P
PROTE'NO 7 botaniky AV CR, v, v. i.

« Pfenos dvojmocnych iontl - Co?*, Zn?*, Cd?*, Ni?*, Fe?* a Mn?*

* Vrostlinach poprvé nalezeny v Arabidopsis

* Produkovany v celé rostliné a indukovany zinkem

« Zapojen ve vezikularni/vakuolarni sekvestraci zinku a v toleranci a homeostazi

« ZTP1 nalezen v hyperakumulatoru T. caerulescens v listech, ale i v kofenech

« Nejvice v rostlinach rostoucich na pudach s Cd, Pb a Zn

« MTP1 nalezen v hyperakumulatorech T. goesingense a Stylosanthes hamata

» Predpoklada se podil na akumulaci kovu ve vakuolach v nadzemnich ¢astech rostlin

« Patfi sem také CzcD (Ralstonia eutropha) fidici eflux Zn?* iontl a COT1 a ZRC1 (kvasinka) umoznujici
toleranci kobaltu a zinek/kadmium

Arabidopsis Oryza Hyper
thaliana safiva accumulators
(@ h @ h @ M
[ Vacuole S~ | Vacuole (" Vacuole S~ )
Zé E . a4,
Zn™ Zn’
i -
:Mn’ / 4’71”" ]f ) ot MTP8
"“T\P“k';,"" /TGN J‘C Dron | “(\ﬁ Dron
s r 7

E@ Golgi E@ Golgi E@ Golgi
Nucleus Nucleus Nucleus
e — o= - e
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KATIONT/H* ANTIPORTERY
L

» Lokalizace pfevazné v tonoplastu vakuoly

» V Arabidopsis nalezeny dva antiportéry (CAX1 a CAX2)

« Potvrzeno, ze CAX2 je schopen vakuolarniho ransportu Mn2*
« Predpoklada se, ze to plati i pro Cd?*

Apoplast Cytosol
pH 5-6

Vacuole
pH 3-5

Biological
responses




RODINA ABC TRANSPORTNICH
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« Pravdépodobné zodpovédné za pienos fytochelatin a komplexd s kovy do vakuoly
« VeétsSina znamych lokalizovana ve vakuolarni membrané

* Pravdépodobné zodpovédné za sekvestraci cytokinin(
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DALSI PRENASECE TEZKYCH KOVU
I

« NtCBP4 (tabak) vykazuje zvySenou toleranci na Ni?* a hypersenzivitu k Pb?*

« AtMHX (Arabidopsis) - lokalizovan ve vakuolarni membrané, zprostfedkovava vyménu H* za Zn?* nebo Mg?*
« AtMGT1 (Arabidopsis) — v plazmatické membrané, afinita k Mg?*, ale i Ni**, Ca?*, Fe?*, Mn?* a Cu?*

« LCT1 (pSenice) — pfijem Ca?* a Cd?*

* YCF1 (kvasinka) — vakuolarni transportér, exprese zvysuje pfijem Cd?*




TRANSPORT LATEK
V ROSTLINE
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TRANSPORT IONTU SYMPLASTEM

Transport prostfednictvim plasmodesmu (kontinuum cytoplasmy a membran)

* Moznost uzavirat plasmodesmy v reakci na vnéjSi podminky (deficience zivin, kysliku)
« Vyskyt plasmodesmu v rostliné nerovhomérny
* Primarni a sekundarni plasmodesmy

~~"Cytoplasmic
".. sleeve"
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TRANSPORT LATEK DO XYLEMU
-

« Dochazi ke koncentrovani iontd v xylému, za nimi vstupuje voda a zvysSuje se tlak, hlavni hnaci silou transportu
latek v xylému je ale rozdil vodnich potenciall v systému plda, rostlina, atmosféra
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Fig. 2.35 Model for symplasmic (1) and apoplasmic (2) pathways of radial transport of ions
across the root into the xylem. Key: ©», active transport; «—, resorption. (Modified from
Léuchli, 1976a.)
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TRANSPORT LATEK XYLEMEM
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PRECHOD VODY DO ATMOSFERY
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MECHANISMUS DETOXIFIKACE
TEZKYCH KOVU
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» Adsorpce
« Konjugace
Sequestrace

(e) Trafficking and sequestration
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JAK ROSTLINY PRIJIMAJI TOXICKE
KOVY ?

Chelatace

Organickeé kyseliny (citrénova, malonova, maleinova)
Aminokyseliny (cystein, histidin, methionin atd.)
Fytochelatiny (kratké polypeptidy, (Glu-Cys)n-Gly, n =2 — 11)
Metalothioneiny (genové kddované polypeptides)
Metallochaperony (proteiny)

,Heat shock” proteiny

Ustav experimentalni
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FYTOCHELATINY
e —

o (y-Glu-Cys),Gly
o PC synthaza - tetramer o celkové molekularni hmotnosti 95 kDa (hmotnost podjednotky je 25 kDa),
aktivovana pfitomnosti tézkych kovu

v

o PC synthaza detekovana jako odpovéd na pfitomnost iontd Pb?*, Zn?*, Sb3*, Ag*, Ni**, Hg?*, AsO,*,
Cu?*, Sn?*, Se0,%, Au*, Bi%*, Te** a W6+

o PC synthaza neindukovana témito ionty: K*, Na*, Cs*, Ca?*, Mg?*, Al**, Cr3*, MoO,%>, Mn?*, Fe?*, Co?*,
VO?* nebo UO,?*

o Dal$i typy PC s jinymi koncovymi aminokyselinami: -Ala, Ser, Glu, GIn a Gly-deficietni

Glutamate Glycine cd”
)
\ \ (65H) (PCn) F
Cysteine » TElu-Cys » TElU-Cys-6ly__ _ (y6lu-Cys)n-Ely
n=2-11
EC synthetase &5SH synthetase PC s:.rn‘rhusel
11'\'0]_/

(&5HI, CADZ geres) (&5HZ gene) (CADI, PCS1, PCS2 genes)




METALOTHIONEINY
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O O 0O o0 O O O

Intracelularni, nizkomolekularni, na Cys velmi bohaty peptid (6-10 kDa)

Sklada se ze dvou vazebnych domén — a a B — konformace ve tvaru €inky
N-terminalni Cast peptidu — B-doména — tfi vazebna mista pro dvojmocné kovy
C-terminalni ¢ast peptidu — a-doména — Ctyfi vazebna mista pro dvojmocné kovy
NejCastéjSi repetice Cys-Ser-Cys

Ctyfi typy

Genové kodovany




METALOCHAPERONY
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O O O O O O

Nepatfi mezi detoxifikacni proteiny

Za cil prepravit a ochranit kovové ionty a usnadnit jejich navazani na vhodné misto (metaloenzymy)
Koncepce chaperon je relativné nova, pred rokem 1997 nebyly znamy

Dosud nejsou znamy jiné chaperony nez pro méd

Identifikovan kandidat na dodavku zeleza — IscA proteinova rodina

Popsany prokariotické proteiny vazajici nikl (soucast ureasy) a kobalt (soucast dehydrogenasy)

s s
Active CCS Apo SOD

g2 2
2
o
(2]

Apo CCS Active SOD




»HEAT SHOCK" PROTEINY
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©)

,Heat shock® proteiny (HSPS) - stresové bilkoviny hrajici kliCovou roli pfi udrzovani proteinové
homeostazy za vnitfnich a/nebo vnéjSich stresovych podminek.

Plsobi také jako molekularni chaperony, které pomahaji pfi spravném skladani, premisténi a degradaci
proteins(

,Heat shock” proteiny jsou obecné klasifikovany jako HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 a rodina
malych HSP, podle jejich molekularni hmotnosti

HSP70 — uc€astni se ochrany membrany pfed poskozenim Cd nebo Cu

Obecné zahrnuje mechanismus tolerance zvySeni odolnosti plazmatické membrany a zdokonalené
mechanismy oprav

o Malé HSP — zviéenl’ exprese Vv reakci na stres téikimi kovy

Pathophysiological State
Environmental Stress Hypoxia/ischemia, hypertrophy,
Heat shock, metal toxicity, ROS, aging/apoptosis, inflammation,
amino acid analogues, toxins viral/bacterial infection,
tissue injury

Cytoplasm 8~

HsPs0 Cellular
@%: protectlon

HSPZ?
s HSP90
/ : r
A \

Nucleus
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FAZE BIOTRANSFORMACE )
ORGANICKYCH LATEK botaniky AV CR, v. v. .

Konverze - nesyntetické reakce

Konjugace
Kompartmentace - uskladnéni

¥
Sequestration C?
®

Adsorption

Enzymatic
J degradation

Enzymatic Conjugation @

modification




Ustav experimentalni
L_g botaniky AV CR, v. v. i.

ENZYMY |. FAZE
-

» Peroxidasy

» Nitroreduktasy

» Esterasy

» Cytochromy P450

Stovky isoforem

Mezidruhove rozdily
Konstitutivni x indukovatelné
Rada indukénich mechanismu

YV VY

» RHIZOSPHERE

.
ki S 4
\$ \
%
\ +* Laccase — degradation of

Respiration-
affects soil pH,
redox reactions,

{ CO, — »

0, +—— "

contaminants =
bioavailability etc. . ‘
) [
/ & ) . .
<, FY \ * various aromatic
o ‘B’n". {0\ \{ Q.o compounds
o \B Y .
o \ A
\nu&;bpn H* B \
acid/base . g A
o ‘ Nitrilase - clcaves cyanide
Yol I groups from aromatic and
L ,&‘ S aliphatic nitriles
woe
=
W\ /e
% ‘ Phos
\ . osphatase - cleaves

phosphate groups from
organophosphates (e.g.
pesticides)

/ |
Oxidases and hydrolases- |
degradation of organic'%
contaminants
Cytochrome P450s-
Hydroxylation of aromatic and
aliphatic hydrocarbons,
herbicides etc,

Nitroreductase — reduces nitro
£roups on nitro aromatic compounds
(c.g. 2, 4, 6,-trinitrotoluenc);
removes N from ring structures)

Microbial enzy! me\/ %
affect plant growth/physiology 4

» Mu robial chelators- Bacterial ACC deaminase
d:-lner |1I ant nutrients regulates ethylene levels in
s plunu
Mlcroorgamsms
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ENZYMY Il. FAZE
-

*  Glutathion-S-transferasy

Multifunkéni enzymy

Rada isoforem

Cytosolické

Konstitutivni i indukovatelné

Geneticky polymorfismus

Vyznamna role v sensitivité vuci herbicidliim

« Glukosyltransferasy a malonyltransferasy
v" Odpovida zivocisné glukuronosyltransferase
v" Konjugace -OH, -NH,, -COOH xenobiotika s glukosou nebo kys. malonovou
v" N- nebo O- glukosylace nebo malonylace

SH

ASE NN NENEN

OOH + Xenobiotic (X)

OOH

Glutathione

0

GST - LINFglucsirmnnayl m—'q "
=y transferases (UGTS) “‘a'o ko -L—d
O ‘L\Q“ o
Z e { V.
S.X \Ph

NH . - NH COOH
NH T

COOH 0

Glutathione-S-Conjugate



ENZYMY Ill. FAZE
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* Misto uskladnéni:

s Vakuoly

« Bunécna sténa
+ Duvod:

% Nestabilita konjugatu

% Inhibice konjugaénich enzymu produktem
* Transport:

s Velmi rychly

3 ATP-deiendentnl'iFenaéeée

Membrane protein R=remainder

which recognizes and Noplasyy, of molecule
transports the GSH T vacyoy,
coniugate HOCH2
g

modification CH-CH,=0-CH;
N GLU
l B C-CH$-CYS
deposition IS Gly

CHz'CH]

R R

H'-CH_CHz—é R=remainder H=CH—CH;—(5
of molecule

HOCH2
OCH;
ch—o QH <



PRIJEM ZAVIS| NA MNOHA
FAKTORECH
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Molekula — log Kqyy, MW

Slozeni pudy (jil, oxidy Zeleza, organicka hmota)
Typy a mnozstvi lipidu v kofenovych burikach
Rychlost transpirace

Kofenové exsudaty

Snizeni rastu

. Enzimatické vi' bava
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VSTUP A TRANSPORT
ORGANICKYCH LATEK V KORENI
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» Apoplastické toky nebo vazby

« Degradace v zralych kortikalnich burikach

« Zadny antracén/fenantrén ve vodivych pletivech

« Zadny antracén/fenantrén v kofenové 3picce

Zadny vstup latek do aktivné délicich bunék (zadny pFijem vody)

|
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TRANSPORT METABOLITU Z Y —
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4-chloroaniline
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