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Abstrakt

Glutamin syntetdza je klicovy enzym pro asimilaci amonnych iontl a biosyntézu glutaminu
V rostlindch. Amonné ionty jsou dilezitym meziproduktem metabolismu dusiku, ve zvySené
koncentraci jsou vsak pro rostlinu toxické. Spravné fungovéani glutamin syntetazy je pro
rostlinu zivotné diilezité - glufosinat, specificky inhibitor glutamin syntetazy, u¢inkuje jako
totalni herbicid. Glutamin syntetdza se uplatituje v fad¢ vyznamnych metabolickych procesii:
pfi primarni asimilaci dusikatych zivin, pfi reasimilaci amonnych iontt béhem fotorespirace
¢i metabolismu fenylpropanoida a pti remobilizaci dusiku pfi tvorbé semen, béhem kli¢eni
nebo senescence. Podle lokalizace v bunice se glutamin syntetazy krytosemennych rostlin déli
na plastidovou (GS2), kterd je kddovana zpravidla jednim genem, a na cytosolickou (GS1),
kterou koduje rodina nékolika gent. Jednotlivé isoformy glutamin syntetdz maji rozdilnou
lokalizaci v ramci rostlinnych organt a pletiv, 1i§i se zpusobem regulace a tulohou

V metabolismu dusiku.

Kli¢ova slova:
plastidova a cytosolicka glutamin syntetaza, asimilace amonnych iontd, metabolismus dusiku,

fotorespirace



Abstract

Glutamine synthetase is a key enzyme for ammonium assimilation and glutamine biosynthesis
in plants. Ammonium ions are important intermediates in nitrogen metabolism, but their
elevated concentration is toxic to plants. Correct function of glutamine synthetase is essential
to plant life - glufosinate, a specific inhibitor of glutamine synthetase acts as a total herbicide.
Glutamine synthetase is involved in a number of important metabolic processes: primary
assimilation of nitrogen nutrients, in reassimilation of ammonium ions released during
photorespiration or metabolism of phenylpropanoids and in nitrogen remobilization in
developing seeds, during germination or senescence. According to localization in the cell
glutamine synthetases in angiosperms are divided into the plastid form (GS2), which is
typically encoded by a single gene, and the cytosolic form (GS1), which is encoded by a small
multigene family. The various isoforms of glutamine synthetases have different location

within plant organs and tissues, ways of regulation and role in nitrogen metabolism.
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Seznam pouzitych zkratek

AGT1 — alanin-glyoxylat aminotransferaza, ktera mize pouzit jako substrat misto alaninu i serin nebo
asparagin a namisto glyoxylatu pyruvat (Liepman a Olsen, 2001; Zhang et al., 2013)

AMT - z angl. ammonium transporter

AS — asparagin syntetaza

ASpAT - aspartat aminotransferaza

ASPG — asparaginaza

bar — z angl. bialaphos resistence — bialaphos je analogem fosfinotricinu, bar gen koduje fosfinotricin
acetyltransferazu

CK -z angl. carbamate kinase

CPS — z angl. carbamoyl phosphate synthetase

DURS3 — z angl. degradation of urea, transportér mo¢oviny

EC — z angl. enzyme commission, oznacuje ¢iselnou klasifikaci enzymu

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations

GDC -z angl. glycine decarboxylase complex

GDH — glutamat dehydrogenaza

GIn — oznaceni genu pro glutamin syntetazu

Glu — oznaéeni genu pro glutamat syntazu

GOGAT - glutamin-oxoglutarat aminotransferaza neboli glutamat syntaza

GS — glutamin syntetaza

GSr - isoforma cytosolické GS, historicky objevena jako specificka pro koteny

HATS — z angl. high affinity transport system

LATS - z angl. low affinity transport system

LjgIn2 — mutant v genu pro GS2 u $tirovniku (Lotus japonicus)

NiR — nitrit reduktdza

NR — nitrat reduktaza

NRT - z angl. nitrate transporter

MSO — methion sulfoximin, specificky inhibitor GS

OCT -z angl. ornithine carbamoyl transferase

PAL — z angl. phenylalanine ammonia lyase

pat — z angl. phosphinothricin acetyltransferase

PPT — phosphinothricin, specificky inhibitor GS

SHMT - serin hydroxymethyltransferaza

SLAC1/SLAH - z angl. slow anion channel-associated 1 / homolog 3 — nitratovy pienasec

V'SP — vegetative storage proteins



1. Uvod

Dusik je kli¢ovou zivinou rostlin, jejiz dostupnost byva Casto limitujicim faktorem pro
rast a vyvoj rostlin. Dusik je soucasti proteini, nukleovych kyselin a dalSich latek, které jsou
esencialni pro kazdou bunku i rostlinu jako celek. Obsah dusiku v bylinach se udava mezi 1,5
az 4,5 % suché hmotnosti. Z pohledu zeméd¢€lstvi se zaroven jedna o nejdrazsi zivinu (Betti et
al., 2012). Celosvétove se spotiebuje pres 100 miliont tun dusikatych hnojiv ro¢né (FAO,
2012). Kromé finan¢ni nakladnosti ma hnojeni samoziejmé vliv i na zivotni prostiedi.
Dlouhodobg se tedy usiluje o to, aby rostliny byly schopné 1épe vyuzivat dusik ze substratu.

Jednim z proteind, ktery je klicovy pro metabolismus dusiku a tedy i vhodnym
kandidatem pro cilené modifikace rostlin, je glutamin syntetaza (GS), ktera katalyzuje reakci
amonného iontu s glutamatem za vzniku glutaminu. Testovani transgennich topold se
zvySenym obsahem glutamin syntetazy ukazalo, ze tato modifikace pfinasi fadu vyhod, napf.
rychlej$i narast biomasy (Jing et al., 2004). GS a jeji spravné fungovani je pro rostliny
zivotné dulezité, o cemz sveédcCi i1 fakt, ze fosfinotricin neboli glufosinat, specificky inhibitor
GS, je uc¢innou slozkou hojné pouzZivaného totalniho herbicidu, ktery je dostupny pod
komercnimi nazvy Liberty nebo Basta. Geneticky modifikované rostliny nesouci rezistenci
ke zminovanému herbicidu se rovnéz komeréné pouzivaji - napt. bavinik, kukuiice (Tan et
al., 2006).

Z uvedeného je ziejmé, Ze glutamin syntetaza je dualezita nejen pro rostliny, ale i pro
zemédélské vyuziti. Neni proto piekvapivé, ze i 60 let po objeveni tohoto enzymu (Elliott,
1953) se glutamin syntetaze stale vénuje fada védeckych praci. Ugelem této bakalaiské prace
bylo shrnout dosavadni poznatky o Uloze glutamin syntetdzy v metabolismu dusiku, zejména
pak v nadzemnich castech rostlin vzhledem k vyznamné funkci GS b&hem fotorespirace.
Ptesto, v zajmu vytvofeni ucelené¢ho ptehledu, neslo zcela vynechat ani primarni asimilaci, 1
kdyZ probiha z vétsi Casti v kofenech. Pro komplexnéjsi ndhled jsou v praci popsany i
enzymy, které funkéné souvisi s GS nebo které by ji mohly za urcitych okolnosti zastoupit pfi

zpracovani amonnych iontd, které jsou ve zvySené koncentraci pro rostlinu toxické.



2. Metabolismus amonnych ionti v rostlinach

Amonné ionty maji vysadni postaveni v metabolismu dusiku, jsou totiz jedinou
formou dusiku, ktera je pfimo zabudovdvana do aminokyselin a nasledné¢ do proteind.
Rostliny pfijimaji NH4" ze substratu nebo amonné ionty vznikaji pii redukci dusiénantl, resp.
dusitant (pfipadné vzdusného dusiku u rostlin se symbiotickymi fixatory dusiku). Amonné
ionty jsou také uvoliiovany bé&hem fotorespirace, pii degradaci proteini a pfeménach

aminokyselin ¢i biosyntéze ligninu (viz Obr. 1; Lam et al., 1996).
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Obr. 1 - Schéma popisujici metabolismus amonnych ionti a propojeni enzymatickych reakci popsanych v této
kapitole.
Primarné je schéma zaméfeno na ulohu asparaginu a asparagin syntetdzy v metabolismu dusiku. Nutno podotknout, ze

asparagin muze vstupovat do fotorespira¢niho cyklu jako alternativni substrat serin-glyoxylat aminotransferazy (AGT1, EC
2.6.1.45), jak bylo v nedavné dobé potvrzeno u Arabidopsis thaliana (Zhang et al., 2013). Je zanedbana stechiometrie reakci
a lokalizace v jednotlivych organelach. Pouzité zkratky: AS — asparagin syntetaza, AspAT — aspartat aminotransferaza,
CPSase — karbamoylfosfat syntetaza, GDH — glutamat dehydrogenaza, GOGAT — glutamat syntaza, GS — glutamin syntetaza,
NiR — nitrit reduktaza, NR- nitrat reduktaza, PEP — fosfoenolpyruvat, RuBP — ribuloza-1,5-bisfosfat. Schéma bylo pievzato z
Gaufichon et al., 2010.

Amonné ionty mohou byt pro rostlinu i toxické. Jejich hromadéni vede k omezeni
rastu, zakrnéni kofenového systému, chloroze listd a nasledné az K nekroze. I kdyz jsou
znamy nékteré komponenty téchto reakci i na molekularni Urovni (napf. omezeni kotfenové
elongace, naruSeni gravitropismu kofentl), detailni mechanismus toxicity amonnych ionti

neni objasnén - hlavné jeho regulace a signalni transdukce (Li et al., 2014).
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Usuzuje se, ze nékteré projevy jsou zpisobené nerovnovahou kationtd (K, ca**,
Mg®"). Vysoka koncentrace NH," v ptidé brani piijmu draselnych ionti (pfes vysokoafinitni
transportéry, HATS). Pokud je zvysena koncentrace K iontdl v substratu, dochazi k potlageni
toxicity NH;" a k pfijmu K pfes nizkoafinitni transportni systém (LATS). Amonné ionty
ovliviiuji distribuci draselnych iontd i uvnitf rostliny, brani transportu K' do prytu.
Molekularni mechanismus interakce obou iontl vSak neni znam (Szczerba et al., 2008; Li et
al., 2014).

Ke zmirnéni toxicity NH4" dochazi i v pfitomnosti NOs™ Vv substratu. Vysvétlujici
hypotézy jsou rizné. Je mozné, ze nitrat funguje jako signal pro nékteré biochemické procesy,
napt. zvySuje syntézu cytokinini nebo zabranuje zvysené acidifikaci v okoli kofent. Ptijem
amonnych iontdl je totiz spojen s transportem H* ven z buiiky, naopak nitrat je transportovan
do buiiky spolu s H" (Britto a Kronzucker, 2002). Na toxicitu amonnych iontfl se tedy da
nahliZet 1 jako na relativni nedostatek nitratu. U rostlin tabaku, péstovanych na substratu jen
s NH," tak, aby nebyly patrné zadné vizualni symptomy toxicity, doslo k omezeni ristu listd
jiz béhem 24 hod po aplikaci NH,", kdy hladina nitratu klesla na nulu. Pozdgji byly patrné
zmény v morfologii listd (mén€ bun€k i mensi bunky v listové pokoZce). Omezeni déleni a
prodluzovani bun¢k bylo spojené se snizenym transportem cytokinint do prytu (Walch-Liu et
al., 2000).

Mezi dalsi vysvétleni toxicity NH4" patfi energeticky naro¢na, ale marna snaha
transportovat prebytek amonnych ionti ven z cytoplazmy. Pii vysoké koncentraci NH,"
V substratu totiz dochazi k masivnimu pifjmu NH," pres konstitutivni vysokokapacitni
transportéry s nizkou afinitou (LATS), a tak ani nartistajici transport nadbyte¢ného NH;" ven
z bunky nevede k efektivnimu snizeni koncentrace amonnych iontd, jen ke spotiebé ATP.
U rostlin odolnych vai&i vyssi koncentraci NH;" (pf. ryZe) je naruseno popsané cyklovani
amonnych iontd pies plazmatickou membranu (Britto et al., 2001; Kronzucker et al., 2001).
Toxicita amonnych iontdl mize souviset i s vlivem NH,;" na hormonalni rovnovahu (ovliviiuje
transport auxinu, syntézu ethylenu) a na fotosyntézu (naruseni stavby chloroplastii, omezeni
fixace CO; aj.). Nutno dodat, Ze jednotlivé rostliny jsou rizné citlivé k amonnym iontim a

jinak se vyrovnavaji s projevy jejich toxicity (Britto a Kronzucker, 2002).



Za kliCové enzymy pro asimilaci amonnych iontl jsou povazovany glutamin syntetaza
(GS), jez katalyzuje reakci glutamatu a NH4" za vzniku glutaminu (viz Obr. 2, o GS je
detailn¢ pojednano v dalsich pasazich prace), a glutamat syntaza (neboli glutamin-oxoglutarat
aminotransferaza, GOGAT), ktera zajiStuje za pfitomnosti vhodného donoru elektront
(ferredoxin, NAD(P)H) ptenos amidové skupiny glutaminu na 2-oxoglutarat za vzniku dvou
molekul glutamatu (viz Obr. 3; Lea a Miflin, 1974).
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Obr. 2 - Reakce katalyzovana glutamin syntetazou (GS). Pfevzato z
http://plantcellbiology.masters.grkraj.org/html/Plant_Cell Biochemistry And_Metabolism4-Nitrogen Metabolism.htm

U rostlin se glutamat syntaza nachazi ve dvou isoformach lokalizovanych v plastidech,
Fd-GOGAT (EC 1.4.7.1) a NADH-GOGAT (EC 1.4.1.14). U vétSiny rostlin byl nalezen
pouze jeden gen pro Fd-GOGAT. U Arabidopsis byly vsak nalezeny dva geny, nazyvané
Glul a Glu2. Glul se vyskytuje hlavné ve fotosynteticky aktivnich pletivech. Exprese Glul je
regulovana svétlem a piitomnosti nitratu. Ulastni se zpracovani NH4" uvolnénych b&hem
primarni asimilace i fotorespirace. Exprese Glu2 je velmi nizka, avSak konstitutivni,
nereaguje na svétlo, ani sacharé6zu. NADH-GOGAT se tvofi hlavné v nefotosyntetickych
organech, jeji ilohou je priméarni asimilace NH,;" v kofenech (Lea a Miflin, 2003; Potel et al.,
2009).
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Obr. 3 - Reakce katalyzovana glutamat syntazou (GOGAT). Donorem elektrontt mize byt NAD(P)H nebo ferredoxin.
Prevzato z:
http://plantcellbiology.masters.grkraj.org/html/Plant_Cell Biochemistry And Metabolism4-Nitrogen Metabolism.htm

Vedle klicového GS/GOGAT cyklu jsou amonné ionty soucasti fady dalSich

vvvvv

katalyzované reakce jsou uvedeny v nasledujicim ptehledu.
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Do doby, nez byl objeven GS/GOGAT cyklus se soudilo, Ze asimilace NH;" probiha
ptes glutamat dehydrogendzu (GDH, EC 1.4.2.1), kterd se nachazi hlavn¢ v mitochondriich
(ve formé NADH-GDH), ale i v chloroplastech (NADPH-GDH). GDH katalyzuje v in vitro

podminkach tuto zvratnou reakci popsanou na Qbr. 4.
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Obr. 4- Schéma reakce katalyzované glutamat dehydrogenazou (GDH). Pievzato z
http://plantcellbiology.masters.grkraj.org/html/Plant_Cell_Biochemistry And_Metabolism4-Nitrogen Metabolism.htm

V rostlinach se tvoti GDH v pravodnich bunkach sitkovic. Exprese genti pro GDH je
zvy$ena za tmy, naopak reprimovéana svétlem a sacharézou. Uloha GDH v metabolismu
dusiku zistava kontroverzni (Dubois et al., 2003). Situaci komplikuje, ze GDH je hexamerni
enzym, tvofeny z podjednotek a a f. Mohou se vytvaret homohexamery i heterohexamery,
celkem tedy sedm isoenzymu. U Arabidopsis thaliana byl navic objeven tieti gen pro GDH —
podjednotka y se tvoii hlavné v kofenech a mize se kombinovat s ostatnimi podjednotkami.
V soucasnosti je piijimano, Ze in vivo probiha reakce ve sméru produkce NH,", hlavni funkci
GDH je tedy tvorba 2-oxoglutaratu pro Krebstuv cyklus pfi nedostatku uhlikatych sloucenin.
Za urcitych podminek mize vSak dochazet i k aminaci glutamatu - pfi odpovédi na vysokou
salinitu ¢i koncentraci NH4" v okoli a b&hem senescence (Tercé-Laforgue et al., 2013).

Dalsi alternativni cesta asimilace NH," je pres asparagin syntetdzu (AS, EC 6.3.5.4),

jez primarné katalyzuje reakci uvedenou na Obr. 5.
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Obr. 5 - Reakce katalyzovana asparagin syntetazou (AS). Pievzato z http://themedicalbiochemistrypage.org/amino-acid-

metabolism.php#aspartate

Misto amidové skupiny glutaminu ale mize byt pouzit i volny amonny iont, i kdyz asi

s dvacetkrat mensi afinitou. Exprese genu pro AS je negativné regulovana svétlem a
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sachar6zou. Asparagin je dulezitou transportni a zasobni formou dusiku v rostlinach, je spojen
s klicenim semen a senescenci lista (Gaufichon et al., 2010).

Aspartat aminotransferazy (AspAT, EC 2.6.1.1) jsou skupinou rozli¢nych iSoenzymu,
které katalyzuji reakci popsanou na Obr. 6.
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I OH OH 0-C
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., Ch _asT |

CHZ 0=C (I:—NH: + QH?

?Hz [ (I.‘,H? CH,
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OH OH OH
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Obr. 6 - Reakce katalyzovana aspartat aminotransferazou (AST neboli AspAT).

Pievzato z http://themedicalbiochemistrypage.org/amino-acid-metabolism.php#aspartate

AsSpAT se nachazi v riznych pletivech i odlisnych bunéénych kompartmentech
(cytoplazma, mitochondrie, chloroplasty, peroxizomy). Rozdiln¢ reaguji na zmény okolniho
prostfedi nebo stav metabolismu. Jsou hlavnim producentem aspartatu v buiice. Maji
dulezitou ulohu pfi asimilaci amonnych iontt (navazuji na GS/GOGAT tim, ze od¢erpavaji
produkovany glutamat) a podili se na ptenosu CO, u nékterych typi C4 fotosyntézy
(Wadsworth, 1997).

Amonné ionty jsou uvolnovany i pii katabolismu asparaginu cytosolickym enzymem
asparaginazou (ASPG, EC 3.5.1.1), ktera katalyzuje reakci: asparagin + H,O - aspartat +
NH," (Ireland a Joy, 1983). Rostlinné asparaginazy jsou soucasti skupiny Ntn (N-terminal
nucleophile)-hydrolaz. Kromé asparaginazové aktivity maji vyraznou isoaspartyl
aminopeptidazovou aktivitu (viz Obr. 7). Asparaginazu nachazime v mistech, kde probiha

intenzivni proteosyntéza (v mladych listech, v semenech; Michalska a Jaskolski, 2006).

-NH;(aq)

Obr. 7 - Asparaginizova a isoaspartyl aminopeptidazova aktivita rostlinnych asparaginiz vedouci ke vzniku

aspartatu. Cervend vyznadena §tépena vazba, pevzato z Michalska a Jaskolski, 2006.
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Do asimilace amonnych iontii se mize zapojovat i karbamoylfosfat syntetaza (CPS,

EC 6.3.5.5) katalyzujici reakci uvedenou na Obr. 8.

2ADP +P;
4 Fd
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NH,® +
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Obr. 8 - Syntéza karbamoylfosfatu pomoci enzymu karbamoylfosfat syntetazy typu I (CPSI). Prevzato z
http://themedicalbiochemistrypage.org/cps-deficiency.php

Nasledné reakce vedou K biosyntéze argininu, vyznamné zasobni formé organického
dusiku (Potel et al., 2009). Arginin se hojné nachazi v semenech. U nékterych rostlin
(zejména u dfevin) je hlavni transportni formou asimilovaného dusiku. Arginin je degradovan
mitochondridlnim enzymem arginazou (EC 3.5.3.1) za vzniku mocoviny a ornithinu (viz
Obr. 9). Mocovina posléze podléha hydrolyze ureazou (EC 3.5.1.5) za vzniku CO; a NHs.
Uredza se nachazi v cytoplazmé a zda se, Ze je aktivni ve vSech rostlinnych pletivech.
Mocovina muze vznikat i pii katabolismu ureidd, které jsou hlavni transportni formou dusiku

u nékterych lusténin (Witte, 2011).
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Obr. 9 - Katabolismus argininu. Arginin je v mitochondriich hydrolyzovan arginazou na mocovinu a ornithin. Mo¢ovina
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2 glutamine

podléha hydrolyze ureazou v cytoplazmé, uvolnéné amonné ionty jsou zpracovany cytosolickou glutamin syntetazou (GS1).
V mitochondriich &-ornithin aminotransferaza (6-OAT, EC 2.6.1.13) ptfedava aminovou skupinu postranniho fetézce
ornithinu na 2-oxoglutarat za vzniku glutamatu a 1-pyrrolin-5-karboxylatu, ktery je nasledné oxidovan pyrrolin-5-karboxylat
dehydrogenazou (P5CDH, EC 1.5.1.12) za vzniku dal$i molekuly glutamatu. Glutamat miZze byt pouzit jako substrat pro
GS1. Pfevzato z Witte, 2011.
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Amonné ionty také vznikaji pfi asimilaci nitratu, probihajici pies nitrat reduktazu (NR,
EC 1.6.6.1-2, donorem elektront je NAD(P)H), kterd v cytoplazmé preménuje NO3 na NO;',
ktery je poté vyuzivan plastidovou nitrit reduktazu (NiR, EC 1.7.7.1, donorem elektront je
ferredoxin). Nitrat reduktaza je regulovana amonnymi ionty a moc¢ovinou, NiR pak nitratem.
Exprese geni pro NR a NiR je indukovana svétlem (Andrews et al., 2013).

Pii fotorespiraci jsou amonné ionty uvoliiovany V mitochondriich béhem premény
dvou molekul glycinu na serin. Glycin dekarboxylazovy komplex (GDC) oxiduje jednu
molekulu glycinu za vzniku CO,, NH," a N°,N*°-methylen-THF (tetrahydrofolatu). Poté serin
hydroxymethyltransferaza (SHMT, EC 2.1.2.1) pouzije N°,N**-methylen-THF jako donor C1
skupiny pro druhou molekulu glycinu za vzniku serinu. Komplex GDC je tvofen ¢tyimi
proteiny, vlastni glycin dekarboxylazovou aktivitu nese P protein, EC 1.4.4.2 (Bauwe a
Kolukisaoglu, 2003).

Amonné¢ ionty vznikaji i pii metabolismu fenylpropanoidii, resp. biosyntéze ligninu a
dalsich fenolickych latek. Prvnim krokem této metabolické drahy je deaminace fenylalaninu
nebo tyrosinu enzymem fenylalanin amonium lyazou (PAL, EC 4.3.1.5, viz Obr. 10) za
vzniku trans-skoficové kyseliny, resp. p-kumarové kyseliny. ZvySena aktivita PAL souvisi
s reakci na stres - poranéni, teplotni zmény, infekci, vysokou ozatenost aj. (Adamkova et al.,

2006).

COOH
COCH PAL —
—_— + NH
L-fenylalanin trans-skoricova kyselina

Obr. 10 - Reakce katalyzovana fenylalanin amonium lyazou (PAL). Pfevzato z Adamkova et al., 2006.

3. Obecné vlastnosti glutamin syntetazy — evoluce, struktura a regulace
Glutamin syntetaza (GS, EC 6.3.1.2) je kliCcovy enzym pro biosyntézu glutaminu a
asimilaci amonnych iontd. GS jsou jedny z nejstarSich enzymi. Jsou vSudypfitomné,
nalézame je ve vSech tiech doménach organismi.. GS se rozdéluji do tii zakladnich skupin:
GSI, GSllI a GSlII, lisicich se molekulovou hmotnosti a strukturou (Betti et al., 2012).
Dodekamerni GSI se nachazi hlavné u domén Eubacteria a Archaea (Bhatnagar et al.,
1986). Mohou se rozdélovat do dvou podskupin podle toho, jestli se pii jejich regulaci
uplatiuje adenylace na tyrosinovém zbytku (Pesole et al., 1995). Dvanact podjednotek GSI je
uspofadano ve dvou hexamernich kruzich (,,back-to-back®). Aktivni mista, kterd jsou

konzervovana u vsSech skupin GS, se nachazi na rozhrani sousednich podjednotek hexamert
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(tudiZ jich je celkem 12). Kazdé aktivni misto obsahuje dva dvoumocné kationty, Mg?* nebo
Mn®* (Almassy et al., 1986; Yamashita et al., 1989).

U rostlin se GSI nevyskytuji, avSak byly zde nalezeny tzv. GSI-like proteiny (téz
oznacované jako Nod-GSI proteiny). Jedna se o fizni proteiny, jejichz C-koncova ¢ast je asi
ze 40 % podobna GSI a N-koncova ¢ast sdili homologii s noduliny (Mathis et al., 2000). GSI-
like proteiny nevykazuji enzymatickou aktivitu GS. Jsou exprimovany piedev§im Vv kotenech.
Po snizeni jejich exprese pomoci RNA interference doslo k vyraznym fenotypovym projeviim
(zkréaceni hlavniho kofene, poskozeni kotfenové Cepicky aj.). Je mozné, ze se ucastni odpovedi
na bioticky stres a Ze interaguji s cytoskeletem. Jejich funkce v bunice vSak zistava nadale
problematicka (Doskocilova et al., 2011).

Dekamerni GSII se vyskytuji piedevSsim u eukaryot, i kdyz geny pro GSII byly
nalezeny i un&kterych bakterii (napf. Frankia, Rhizobium, Streptomyces), coz bylo
vysvétlovano horizontdlnim pfenosem genti mezi rostlinou a témito symbiotickymi bakteriemi
(Carlson a Chelm, 1986). Po objeveni GSII i u nesymbiotickych bakterii se ukazala
pravdépodobnéjsi hypotéza, ze geny pro GSI a GSII vznikly genovou duplikaci pred
oddélenim prokaryot a eukaryot (Kumada et al., 1993). Davné genové duplikaci by
nasvédCovala i piitomnost vySe popsanych GSl-like proteini rostlin. U zelené fasy
Chlamydomonas reinhardtii byly objeveny dva zastupci GSII — cytosolicka GS (GSlle -
eukaryoticka), ktera ma blize k eukaryotickym formam v cévnatych rostlinach, a plastidova
GS, ktera se vice podoba eubakterialnim proteinim (Chen a Silflow, 1996; Ghoshroy et al.,
2010). Eubakterialni typ GSII (tj. GSIIb) u Chloroplastid (neboli Viridiplantae) se nachazi jen
u nizsich vyvojovych skupin — u zelenych tas a bazalnich zastupct streptofyt az po vranecky
(Selaginella), u semennych rostlin se GSIIb nevyskytuje (Ghoshroy et al., 2010). Autofi se
priklangji k hypotéze, ze se GSlIb dostala z y-proteobakterii do Chloroplastid horizontalnim
genovym pirenosem.

Drivéjsi studie predpokladaly, ze se GSII sklada z osmi podjednotek, tvoticich dva
tetramerické kruhy (Llorca et al., 2006). Analyzy struktur GSII u rostlin, savct a kvasinek
vsak ukazaly, Ze se jedna o dekamericky enzym, nesouci 10 aktivnich mist (Betti et al., 2012).

GSIII se vyskytuje u Bacteroides, Butyvibrio a nékterych sinic, ale piekvapivé také
u neékterych eukaryot — napf. u rozsivek, obrnének, hlenek. U vétsiny eukaryotickych GSIII se
predpoklada, Ze jsou smérovany do mitochondrii (Ghoshroy a Robertson, 2012). GSIII je
podobné jako GSI tvofena 12 podjednotkami uspofadanymi ve dvou hexamernich kruzich.
Podjednotky jsou ale vyrazné vétsi nez u GSI, napi. 82,7 kDa GSIII u Bacteroides fragilis

vaci 51,6 kDa GSI u Salmonella typhimurium (van Rooyen et al., 2006). Dal$im rozdilem
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oproti GSI je uspofadani domén na rozhrani obou kruht, u GSIII je tvofeno N-koncovou
doménou, u GSI C-koncovou (van Rooyen et al., 2011).

Evoluce genti pro GS je slozitd a zdaleka neni vyfeSena - zvlast€¢ na eukaryotické
urovni, kde se navic uplatiiovaly pfenosy genti béhem endosymbidz (Ghoshroy a Robertson,
2012). | tak ale muze vzhledem k univerzalnimu rozsiteni GS poslouzit jako gen, u kterého se
da predpokladat clock-like evoluce (Pesole et al., 1991), pokud se vezmou Vv potaz zminované
horizontalni ptenosy gent.

Rostlinné GS (eukaryotického typu GSIle) se déli podle lokalizace v bunce
na chloroplastové (GS2) o velikosti kolem 45 kDa, které jsou kodovany zpravidla jednim
genem, a na skupinu cytosolickych GS1 (38-41 kDa), kdédovanych rodinou nékolika gend
(Tingey et al., 1988). Vyjimkou jsou dva geny pro GS2 u vojtésky (Medicago tranculata),
které vznikly duplikaci béhem vyvoje bobovitych (Seabra et al., 2010). U Arabidopsis patii
GS2 mezi dualné cilené proteiny, je smérovana jak do plastidd, tak do mitochondrii (Taira et
al., 2004). GS1 a GS2 vznikly genovou duplikaci ptivodni cytosolické GS, ke které doslo pted
rozdélenim nahosemennych a krytosemennych rostlin (Saez et al., 2000). GS2 se tvoii
ptedevsim ve fotosyntetickych pletivech (listovém a stonkovém chlorenchymu, v délohéach),
ale minoritné se vyskytuje 1 v kofenech. GS1 je lokalizovana hlavné Vv cévnich svazcich,
konkrétn¢ ve floému. Je dominantni isoformou v kofenech a dalSich nefotosyntetickych
organech (Edwards et al., 1990).

U nahosemennych byly objeveny jen cytosolické GS, vyjimkou je Ginkgo, u kterého
se naSla i plastidova GS2 (Garcia-Gutiérrez et al., 1998). U jehlicnani se nachazi dvé
pletivové a funkéné odlisné cytosolické GS. GSla se vyskytuje hlavné ve fotosyntetickych
pletivech. Funkci a regulaci se podoba chloroplastové GS2 u krytosemennych. GS1b se
nachazi v cévnich svazcich, je dominantni v kofenech, hypokotylu a v embryu v ¢asné fazi
kli¢eni (Avila et al., 2001).

Glutamin syntetazy jsou regulované hlavné na urovni transkripce (reakce na svétlo,
pfitomnosti amonnych ionti), ale také podléhaji post-translacnim modifikacim, mezi které
patii fosforylace a vazba 14-3-3 proteinu, regulace thiolovych skupin, sumoylace a nitrace
tyrosinu (Betti et al., 2012). Exprese genu pro GS2 je indukovana svétlem pres fytochrom,
u GS1dochazi k indukci zprostfedkované pres sachardzu a dalsi uhlikaté slouceniny (Oliveira

a Coruzzi, 1999).
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4. Glutamin syntetazy a metabolismus dusiku

4.1 Primarni asimilace

Rostliny piijimaji dusik z pudy ve formé anorganické (nitrat, amonné ionty) nebo
organické (mocovina, aminokyseliny). Ptijem probiha pfimo kofeny nebo ptfes mykorhizni
sit. Navzdory energetické naro¢nosti asimilace nitratu jej vétSina rostlin preferuje jako zdroj
dusiku vzhledem Kk toxicit¢ amonnych iontd. Existuji vSak vyjimky — napf. ryze, rostouci na
zaplavovanych polich, vyuziva hlavné NH4'. Nitrat je piijiman transportnim systémem
s nizkou afinitou LATS nebo vysokou afinitou HATS (Andrews et al., 2013). Je znamo pét
genovych rodin pienasecii NOjz', pro pfijem kofeny jsou dulezité rodiny NRT1 a NRT2
(Nacry et al., 2013). Nitrat mize byt ulozen do vakuoly, redukovan V kofenech anebo
transportovan do prytu a teprve tam asimilovan za vyuziti redukéni sily z fotosyntézy. Jak
moc pievazuje asimilace nitratu v kofenech, nebo v prytu, zavisi na genotypu a na
podminkach prostfedi, predev§Sim na obsahu NOjz Vv pid¢. Transport nitrdtu se na delsi
vzdalenosti uskuteciiuje xylémem, i kdyZz byl nalezen nitratovy pienase¢ i do floému, ktery
ziejmé& slouzi k lokdlni redistribuci nitrdtu. Transport nitraitu do prytu uzce souvisi i
s transportem kationtd (hlavné K*). Je tieba zminit i Gilohu nitratu jako aniontového osmotika
pii zavirani priducht (ptes nitratové prenasece rodiny SLAC1/SLAH) a jeho vliv na vyvoj
lateralnich kotenti (Wang et al., 2012). Asimilace nitratu probiha ptes cytosolickou nitrat
reduktazu a plastidovou nitrit reduktazu (jak bylo zminéno v kapitole 2). Uvoliiované amonné
ionty jsou poté zpracovany GS/GOGAT cyklem. Nitrat reduktaza je regulovana amonnymi
ionty a mocovinou, NiR pak nitratem (Andrews et al., 2013). Asimilace nitratu je snizena
Vv atmosféte se zvySenou hladinou CO,. Vysvétlenim mliZze byt, Ze omezeni fotorespirace vede
1 ke sniZzeni redukovanych forem (NADH) v cytoplazmé¢, a tim utlumeni redukce nitratu na
NO, (Bloom et al., 2010). Vysoka koncentrace NOs, stejné jako amonnych iontl, inhibuje
rist. Projevem je chlor6za mezi zilkami listu, zplisobena nedostatkem zeleza, protoze vyssi
koncentrace, resp. ptijem NOj3 je spjat svyssim pH na povrchu kofenti a dochazi tak
k inhibici ptijmu zeleza (Andrews et al., 2013).

Pfijem amonnych iontli probiha hlavné pies vysokoafinitni pfenasece z rodiny AMT.
Amonné ionty jsou poté asimilovany v kotfenech cytosolickou GS a NADH-GOGAT. Pri
vysoké koncentraci NH,;" dochazi i ke xylémovému transportu do prytu (Andrews et al.,
2013).

Mocovina, nejpouzivané€j$i forma dusiku pii hnojeni, je pfijimana kofeny rostlin

(aktivnim transportérem s vysokou afinitou DUR3 nebo pasivné pies aquaporiny). Mocovina
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je hydrolyzovana ureazou za vzniku CO;, a amonnych iontt, které jsou nasledné asimilovany
GS/GOGAT systémem V cytoplazmé (Witte, 2011).

Primarni asimilace v kofenech se ucastni hlavné cytosolicka GS1, i kdyz nelze
opomenout ani minoritn¢ exprimovanou plastidovou GS2. Exprese genu pro GS2 se zvysuje
za pritomnosti NO3™ (Redinbaugh a Campbell, 1993). Jednotlivé isoformy GS1 maji odlisné
kinetické vlastnosti, jinou lokalizaci v kofeni a zpasob regulace. Napiiklad u Arabidopsis
nachazime nizkoafinitni GS1 nazyvané GLNI1.2 a GLNI1.3 a vysokoafinitni GLNI1.1 a
GLN1.4. Exprese GLN1.2 je zvySena za pfitomnosti amonnych iontii, u GLN1.1 dochazi
naopak k inhibici. Exprese GLN1.3 je snizena pii vysoké koncentraci glutamatu (Ishiyama et
al., 2004). Pti pokusech na pSenici péstované za piitomnosti riznych zdroji dusiku (NOs/,
NH,;*, modovina a vzajemné kombinace) byla pozorovana maximalni aktivita GS u rostlin
s dodanymi amonnymi ionty. Nartst aktivity GS se odehraval v kofenech. Pfi kombinaci
vSech tii zdroju dusiku doslo piekvapiveé k poklesu kofenové aktivity GS. Autofi navrhuji, ze
nitrat mize stimulovat asimilaci NH4" tim, Ze aktivuje alternativni drahy asimilace - pfes AS
nebo GDH (Garnica et al., 2010).

Piijem dusiku (jakoZto i dalSich zivin) je ovlivnén také symbiotickymi vztahy rostlin.
Ptitomnost arbuskularné mykorhizni houby ma vliv na expresi n€kterych gent pro piijem a
zpracovani amonnych iontli v kofenech rostlin, coz bylo prokdzano u ryze pro transportéry
AMT ¢i GOGAT?2 (Pérez-Tienda et al., 2014). Zvlastni situace je u rostlin se symbiotickymi
fixatory vzdu$ného dusiku (vétSina lusténin, cukrova titina, ryZe aj.). Bakteridlni enzym
nitrogenaza (EC 1.18.6.1) katalyzuje redukci vzdu$ného dusiku az na amonné ionty (Franche
et al., 2009). Tyto ionty jsou nasledné fixovany aktivitou GS - v hlizkach lusténin se tvofi
hlavné specificka isoforma GS1, ale 1 GS2, kterd se na celkové aktivit¢ GS v hlizkach podili
kolem 40 %. U mutantd v genu pro GS2 byl pozorovan negativni vliv fotorespirace na
nodulaci a fixaci dusiku, napt. ubytek skrobovych zrn, mensi hustota bakteroidd. Tyto projevy
se nedostavily v atmosféfe svys§im obsahem CO, (Garcia-Calderén et al., 2012).
Asimilovany dusik je transportovan do zbytku rostliny v podobé amidl (Gln, Asn) u lusténin

mirného pasu nebo ureidd (allantoin, kyselina alantova) u tropickych zastupct (Todd et al.,
2006).
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4.2 Reasimilace amonnych ionta

4.2.1 Fotorespirace

Fotorespirace zahrnuje soubor reakci vyvolanych oxygendzovou aktivitou enzymu
rubisco, kterymi se rostliny a dalSi fotosyntetizujici organismy snazi vyrovnat s jejimi
negativnimi disledky. Fotorespirace probiha v chloroplastech, peroxizémech, mitochondriich,
ale i v cytoplazmé. Zda se, ze na enzymatické Grovni se jedna o dobfe popsany proces,
soucasny vyzkum je zaméfen hlavné na hledani transportnich systému a na cilené modifikace
vedouci K potlaceni fotorespirace (Eisenhut et al., 2013). Pro studium fotorespirace byl
klicovy objev tzv. fotorespiracnich mutantli, ktefi jsou letdlni v normalni atmosféie, ale
prezivaji v atmosféie s vyssi koncentraci CO, (> 0,2 %) potlacujici fotorespiraci. Prvni
popsany fotorespira¢ni mutant mél poSkozeny gen pro fosfoglykolat fosfatazu (EC 3.1.3.18;
Somerville a Ogren, 1979).

Jak uz bylo zminéno v kapitole 2, béhem fotorespirace jsou amonné ionty uvoliiovany
glycin dekarboxylazovym komplexem (GDC). Asimilace uvolnénych NH;" ionti je
zajistovana GS2/Fd-GOGAT cyklem, coz je ziejmé z lokalizace isoforem piislusnych
enzymul V ramci pletiv a z charakterizace fotorespira¢nich mutantu.

V prytu rostlin se GS2, stejné jako Fd-GOGAT, tvoii hlavné ve fotosyntetickych
pletivech, zatimco cytosolickd GS1 a NADH-GOGAT se nachdzi v cévnich svazcich,
predevsim ve floému (Edwards et al., 1990; Potel et al., 2009). Obdobny zpusob lokalizace
najdeme i u jednodéloznych rostlin. Napiiklad u pSenice se GS2 tvofi v parenchymatickych
burikach mezofylu a pochvy cévnich svazkl. Cytosolicka isoforma GSr (GS roots, historicky
objevena jako specificka pro kofeny) se nachazi v sitkovicich a v parenchymatickych bunikéch
ptilehlych ke xylémovym bunkam. Dalsi cytosolicka isoforma GS1 se nalézd v pochvé
cévnich svazka (Bernard et al., 2008). U kukufice vSak byla nalezena cytosolicka GS1-3 i
v mezofylovych bunikach (Martin et al., 2006). Rozdilnou lokalizaci cytosolickych GS
najdeme i u jehlicnani — GSla je typicka pro fotosynteticka pletiva a zastava zde obdobnou
funkci jako plastidova GS2 u krytosemennych rostlin, GS1b se nachéazi v cévnich svazcich
(Avila et al., 2001).

Zatimco fotorespiratni mutanti s poskozenym genem pro Fd-GOGAT byli nalezeni
u riznych rostlinnych druhd (Arabidopsis, je¢men, hrach, tabak), pfekvapivé mutanti v GS2
byli popsani pouze u je¢mene a Stirovniku (Betti et al., 2012). Po mutagenezi azidem byli
U je¢mene ziskani fotorespira¢ni mutanti se snizenou aktivitou GS na 20-27 % v porovnani

S normalnimi rostlinami. Po vystaveni téchto fotorespiracnich mutantli béZzné atmosfére
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dochazelo béhem 2-3 dnt ke chlordze a bylo pozorovano zvySeni koncentrace amonnych
iontd v listech. Cytosolicka GS byla v listech pfitomna, jednalo se tedy o mutanty v GS2.
Aktivity Fd-GOGAT a GDH zistaly stejné jako u nemutovanych rostlin (Wallsgrove et al.,
1987). Obdobnym zptsobem byli ziskani mutanti v GS2 u S$tirovniku (Lotus japonicus)
s piiblizné 30% aktivitou GS v listech. Popsani mutanti se oznacuji Ljgln2-1 a Ljgln2-2.
Letalita téchto mutantii se projevila az po delSim vystaveni normalni atmosféte. U mutant
nebyla detekovana GS2 ani v kotenech (Orea et al., 2002).

Letalita za podminek vedoucich k fotorespiraci byla pozorovana i u rostlin tabaku,
které exprimovaly gen pro GS2 v antisense orientaci. Byly ziskdny tii transgenni linie —
aktivita GS2 v listech klesla na 45 %, 36 % a 56 % aktivity u kontrolnich rostlin. Po pfenosu
téchto transgennich rostlin do normalni atmosféry se dostavily projevy chlorézy a doslo
k pfed¢asnému kveteni, semena se vSak netvorila (Migge a Becker, 2000).

Pokusy najit fotorespira¢ni mutanty v GS2 u Arabidopsis byly neuspé&sné. Bylo
navrhovano né€kolik vysvétleni: 1. Screening nebyl dostatecné velky, i kdyz to se zda
nepravdépodobné vzhledem k izolovani 58 mutantii v genu pro Fd-GOGAT. 2. Cytosolicka
GS se tvofi i v mezofylovych burikach, coz bylo v rozporu s pozorovanim u tabaku a ryze. 3.
U Arabidopsis je dalsi gen pro GS2, coz jiz bylo popieno sekvenaci genomu. 4. Mutace v GS2
je letalni i pfi zvySené koncentraci oxidu uhli¢itého (Lam et al., 1996). Nejpravdépodobnéjsi
se zda byt vysvétleni 2 vzhledem k tomu, ze u kukufice se jedna z isoforem GS1 nachazi
v mezofylu (Martin et al., 2006).

Vyznam GS pro fotorespira¢ni cyklus je dokumentovéan i disledky jeji specifické
inhibice slouceninami fosfinotricinem (PPT; synonymum L-glufosindt) nebo methionin

sulfoximinem (MSO; viz Obr. 11; Evsigneeva et al., 2003).

ci ci

O=S=NH O=P=OH
ci ci
ci ci
CHNH, CHNH,
COOH COOH

Obr. 11 - Vzorce methionin sulfoximinu (MSO) a fosfinotricinu (PPT). Pfevzato z Evstigneeva et al., 2003.

Nutno vsak podotknout, ze témito latkami dochézi k inhibici jak plastidové, tak
cytosolické GS. Fosfinotricin je ucinnou slozkou bézné¢ pouzivanych komercnich herbicidi
Basta nebo Liberty. Po ptisobeni PPT dochézi béhem 3-5 dni k chlordze, ktera je nasledovana

nekrézou (béhem 1-2 tydnd). Usuzuje se, Ze prvotni pficinou neni akumulace toxickych
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amonnych iontd, nybrz nedostatek donorti aminoskupiny (viz Obr. 12), konkrétné glutamatu
pro transaminacni reakci glyoxylatu na glycin ve fotorespiracnim cyklu, coz vede k akumulaci

fosfoglykolatu, glykolatu a glyoxylatu, ktery inhibuje fotosyntézu (Hess, 2000).

RUBP
OXYGENASE

__________ . PHOTOSYNTHESIS
? LIGHT REACTION
' (PHOTORESPIRATION)
' RIBULOSE
i BISPHOSPHATE
RIBULOSE ! 0y

BISPHOSPHATE |
i
i

cOy

]
1
i
1
:
1
1
1
1
1
:
1
i RUBP
; CARBOXYLASE
:
1
:
:
:
i PHOSPHOGLYCOLATE
1 A
! 3-PHOSPHOGLYCERATE K%
1 AY
N
i s
! AY
i \ GLYCOLATE 1
1 \\
i . l
! .
' N
: N
: GLUTAMINE | 2-OXOGLUTARATE + GLYOXYLATE T
' (0-KETOGLUTARATE)
:
: . TRANS -
NFI, NF2 | AMINATION
3
ATE GLUTAMATE GLUTAMATE |
GLUFOSINATE
GLYCINE |

Obr. 12 - Schéma 1éinku fosfinotricinu (L-glufosinatu), specifického inhibitoru glutamin syntetazy (GS). Glufosinat se
nevratné vaze do vazebného mista pro glutamat. Nedochazi tak k syntéze glutaminu, nasledné ani k syntéze glutamatu, coz
vede k hromadéni glyoxylatu a glykolatu. Zvy$ena hladina glyoxylatu inhibuje enzym rubisco. Prevzato z Hess, 2000.

Geny zajistujici rezistenci k fosfinotricinu - bar nebo pat geny kodujici fosfinotricin
N-acetyltransferazu (EC 2.3.2.183), ktera pteménuje PPT na neaktivni N-acetylfosfinotricin -
byly vneseny do genomu nékterych kulturnich plodin (napi. kukufice, bavinik). Tyto
geneticky modifikované plodiny jsou komeréné vyuzivany (Tan et al., 2006).

Klasickou pfedstavu o fotorespiracnim cyklu naruSuje fakt, Ze minimalné
u Arabidopsis thaliana je GS2 smérovana jak do plastidi, tak i do mitochondrii, jak bylo
zjisténo pomoci fluorescenéniho znaceni (GLN2::GFP) i analyzou proteinil z purifikovanych
mitochondrii a plastidi. Naskyta se tak moznost, Ze amonné ionty jsou rovnou asimilovany
Vv mitochondriich. Produkty asimilace by mély byt transportovany do chloroplastl, kde se
nachazi Fd-GOGAT (Taira et al., 2004). Jsou navrhovany dvé transportni cesty: citrulin-
ornithinova a glutamat-glutaminova (Linka a Weber, 2005).

Citrulin-ornithinovou drahu zaéina karbamoylfosfat syntetaza (CPS), ktera vyuziva
glutamin, CO; a dvé ATP. Vznikly karbamoylfosfat je nasledné pfeménén ornithin

karbamoyltransferazou (OCT, EC 2.1.3.3) na citrulin, ktery je transportovan do chloroplastu.
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Tam dochazi k pfeméné zpatky na ornithin a karbamoylfosfat, ktery je karbamat kinazou (CK,
EC 2.7.2.2) rozlozen na NH;" a CO, (viz Obr. 13). Transportéry ornithinu a citrulinu byly
popsany u kvasinek a savct, avsak u rostlin nebyly zatim identifikovany konkrétni proteiny, i
kdyz podle pokust s izolovanymi mitochondriemi a chloroplasty se zda, Zze k transportu
dochazi. Popsana draha je dosti energeticky naro¢na. Vyhodou zistava, ze zahrnuje pifenos
CO; z mitochondrii do chloroplastii, kde muze byt znovu fixovan v Calvinové cyklu (Linka a

Weber, 2005).
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Obr. 13 — Schéma citrulin-ornithinové drahy.
CarbP — karbamoylfosfat Cit — citrulin, CK — karbamat kinaza, CPS — karbamoylfosfat syntetaza, Fd- ferredoxin, GOGAT —

glutamat syntaza, GS — glutamin syntetaza, Orn — ornithin, PEP — fosfoenolpyruvat, THF — tetrahydrofolat, 2-OG — 2-
oxoglutarat, vyznadené transportéry: 8 - mitochondrialni transportér glycinu, 9 a 10 — ornithin-citrulinovy translokator.
Pievzato z Linka a Weber, 2005.

U glutamat-glutaminové drahy by dochazelo pfimo k transportu GIn z mitochondrii do
chloroplastii (viz Obr. 14, str. 17). Na izolovanych chloroplastech byl nalezen GIn-Glu
antiportér, avsak jen velmi malo je znamo o mitochondrialnich pfenaseCich aminokyselin -
nevi se, jestli a jakym zptsobem je transportovan glutamin z mitochondrii. Tato méné
energeticky naro¢na draha popisuje jen transport amonnych iontd, pienos CO; by zavisel

pouze na prosté diftizi (Linka a Weber, 2005).
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Obr. 14 — Schéma navrhované glutamét-glutaminové drihy.

Fd- ferredoxin, GDC — glycin dekarboxylazovy komplex, Glt — glykolat, GOGAT — glutamat syntiza, Gox — glyoxylat, GS —
glutamin syntetaza, Orn — ornithin, Ru 1,5-BP — ribuléza-1,5-bisfosfat THF — tetrahydrofolat, 2-P-glt — 2-fosfogykolat, 2-OG
— 2-oxoglutarat, 3-PGA -3- fosfoglycerat. Pro zjednodus$eni je vynechana pfeména serinu na 3-fosfoglycerat. Cislicemi jsou
oznadeny jednotlivé druhy pienase¢l. Pievzato z Linka a Weber, 2005.

Do tvah o mitochondrialni asimilaci NH;" musime zahrnout zjisténi, ze FAd-GOGAT
se také asponi Casteéné nachazi v mitochondriich. FA-GOGAT Vv mitochondriich fyzicky
interaguje se serin hydroxymethyltransferazou (SHMT). Vzhledem K pfitomnosti
fotorespiratniho mutanta v genu pro Fd-GOGAT, ktery se projevuje snizenou aktivitou
SHMT, se zd4, ze ma Fd-GOGAT vliv na funkci SHMT béhem fotorespirace, i kdyz pro tuto
funkci asi nejsou podstatné vlastni katalytické vlastnosti Fd-GOGAT (Jamai et al., 2009).
Uloha Fd-GOGAT v mitochondriich tak zfistava ne zcela objasnéna.

Zvyseni exprese GS1 ve fotosynteticky aktivnich pletivech vede ke zvySeni biomasy,
obsahu proteint, chlorofylu. V pfipad¢ transgenniho topolu byly provedeny jiz polni zkousky
(Jing et al., 2004). Krom¢& zvySeného rastu a vyuzitelnosti dusiku bylo vSak pozorovano
v n¢kterych studiich i1 pfed¢asné kveteni a senescence. Rozporuplné vysledky v nékterych
ptipadech zvySeni exprese GS1 ukazuji, Ze zalezi na zvoleném rostlinném druhu, pouzitém
konstruktu a hlavné promotoru (Good et al., 2004).

Zvyseni exprese GS2 vsak paradoxné nevedlo k podobnym vysledkiim jako u GS1. |
kdyz byla zvysSena hladina transkriptu az osmnactkrat, doslo ke zvyseni GS aktivity v listech

pouze dvakrat, coz je vysvétlovano post-transkripéni kontrolou akumulace GS2 (Migge et al.,
2000).
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4.2.2 Metabolismus fenylpropanoidu

Metabolismus fenylpropanoidi se uplatiuje pii biosyntéze lignind, lignand,
subering, flavonoidd, tanind. Tyto fenolické latky vyznamné ovlivnily adaptaci rostlin na
suchozemsky zivot - zajistuji zpevnéni rostlinného téla, pigmentaci, ochranu pfi
abiotickém 1 biotickém stresu, jsou soucasti signalizanich drah. KliCovym enzymem
metabolismu fenylpropanoidu je fenylalanin amonium lyaza (PAL, viz kapitola 2), ktera
zajistuje deaminaci tyrosinu a fenylalaninu. Pfi biosyntéze ligninu jsou potieba i donory
methylové skupiny, jejichz hlavnim zdrojem je serin hydroxymethyltransferaza (SHMT),
ktera funkéné navazuje na glycin dekarboxyldzovy komplex. V obou piipadech se
uvoliiuji amonné ionty (Cantén et al., 2005). Je mozné, Zze pravé asimilace NH4  je
kontrolnim bodem v regulaci biosyntézy ligninu. Pfedpoklada se, ze dochazi k recyklaci
amonnych iontdi (viz Obr. 15) - po asimilaci NH;" GS/GOGAT cyklem je vznikly
glutamat pfeménén na arogenat, ktery je prekurzorem tyrosinu a fenylalaninu (van

Heerden et al., 1996).
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Obr. 15 - Schéma popisujici recyklovani amonnych ionti v metabolismu fenylpropanoidi.

L-AOPP — L-2-aminooxy-3-fenylpropionova kyselina AZA — azaserin (inhibitor GOGAT), GOGAT — glutamat syntaza, GS
— glutamin syntetaza, MSO — methionin sulfoximin (inhibitor GS), PAL — fenylalanin amonium lyaza. Pfevzato z Heerden et
al., 1996.

U jehli¢nant je s biosyntézou ligninu spjata cytosolicka GS1b. Promotor genu pro
GS1b obsahuje tti AC elementy, které jsou pritomné i u promotort pro PAL a dalsi enzymy,
které se nachdzi v cévnich svazcich a Ucastni se biosyntézy fenylpropanoidi (Gomez-
Maldonado et al., 2004). Vzhledem k tomu, ze Fd-GOGAT se tvofi v kmeni a kofenech

borovice jen v malém mnozstvi, predpokladd se, Ze asimilace NH,;" se Vv lignifikujicich
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bunikach ucastni NADH-GOGAT. Nelze vyloucit 1 zapojeni enzymiit AS a GDH (Cantén et
al., 2005).

4.3 Remobilizace dusiku

Jednim z ptikladi remobilizace dusiku je tvorba zasobni proteinii semen a jejich
nasledné Stépeni a zpracovani béhem kli¢eni. Pro transport dusiku do semen je podstatna
cytosolicka GS1 (geny GInl), zpravidla jeji urcita isoforma. U kukufice byli zkoumani
mutanti gIn1-4 a gIn1-3. Isoforma GIn1-3, ktera se tvoii v mezofylovych buiikach, ma vliv na
pocet zrn. U mutanta v genu pro GInl-4, ktery je exprimovan specificky v listové pochve¢,
doslo ke zmenseni zrn. U obou mutantl i dvojitého mutanta byl pozorovan pokles hladiny
aminokyselin (kromé glutamatu) ve floémovém toku. Pii zvySeni exprese GInl-3 se zvysil
vynos zrn az o 30 % v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Martin et al., 2006). U vojtésky
(Medicago tranculata) se tucastni pii plnéni semen, na rozdil od vétSiny ostatnich druht
rostlin, jeden ze dvou paralogii plastidové GS2 (oznaovany MtGS2b), ktery vznikl pii
relativné nedavné duplikaci (Seabra et al., 2010).

U jehli¢nanti jsou zéasobni proteiny v semenech bohaté na arginin, aminokyselinu,
ktera ma relativn€ nejvyssi obsah dusiku a slouzi béhem klic¢eni jako zdroj dusiku pro syntézu
aminokyselin a proteind. Ve vyvijejicich se déloh4dch se vyrazné tvofi argindza, ktera Sté€pi
arginin za vzniku ornithinu a mocoviny, kterou nasledné odbourava uredza (viz kapitola 2).
Uvolnéné amonné ionty jsou v pocatecni fazi kliCeni asimilovany GS1b, ktera se tvofi
v bunkach prokambia v hypokotylu, v mistech budoucich cévnich svazkt (Cantén et al.,
2005). Exprese genu pro GS1b je regulovana gibereliny - promotor GS1b u borovice totiz
obsahuje element inducibilni ke kyselin¢ giberelové (Gomez-Maldonado et al., 2004).

Pro viceleté rostliny je velmi dalezité hospodateni s dusikem v zavislosti na sezénnich
zménach. U mnoha stromd dochazi na podzim k remobilizaci dusiku a uhliku z listi a k jejich
uloZeni v podob& VSP (vegetative storage proteins) v trvalych pletivech, odkud miiZou byt
znovu vyuzity na jafe. K tvorbé VSP dochazi vSak i u jehliénand (Canton et al., 2005).

Senescence je komplexnim procesem, pii kterém dochazi k fizené degradaci
makromolekul v ur¢itém organu a naslednému zpracovani a ulozeni komponent do jinych
¢asti rostliny. Béhem degradace chlorofylu, proteinii a dalSich latek dochéazi k uvoliovani
amonnych iontl, které jsou zpracovany GS a dal§imi enzymy na transportni formy dusiku -
hlavné glutamin a asparagin (Buchanan-Wollaston, 1997). Béhem senescence listi dochazi
k poklesu hladiny GS2, tedy i celkové aktivity GS. Naopak se za¢ne v mezofylovych burikach

hromadit GS1, zpravidla isoforma typickd pravé pro remobilizaci. Vysokd hladina GS1
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zustava 1 v cévnich svazcich, zaroven nartsta 1 exprese genii pro AS nebo NADH-GDH.
Vytvateny glutamin a asparagin jsou transportovany floémem (Brugiére et al., 2000).

Projevy senescence mohou byt vyvolané nejen stafim, ale i plisobenim stresu. Jednou
z kli¢ovych molekul odpovédi na stres je prolin, ktery se tvoii a hromadi v reakci na sucho,
salinitu, vysokou ozafenost, UV zafeni, piitomnost t€zkych kovl (napt. kadmium) v substratu
nebo bioticky stres (Szabados a Savouré, 2010). Vyraznou tlohu mé prolin pfi detoxifikaci
kyslikovych radikali, i kdyz samotna molekula prolinu je zifejmé nezachycuje (Signorelli et
al., 2013). Vrostlinach je prolin syntetizovan zejména z glutamatu, alternativné pak
Z ornithinu. Prolin se tvoii i nezavisle na stresu, najdeme ho ptedevsim v rychle se dé¢licich
pletivech (napft. kofenova $picka, kvétni meristém), vyrazné je zastoupen i v semenech a pylu
(Lehmann et al., 2010).

Vyznam floémové specifické GS1 v produkci prolinu (v reakci na vysokou salinitu)
byl prokazan u tabaku se snizenou expresi piislusného genu (GInl-5) pomoci antisense RNA
(Brugiére et al., 1999). Zvyseni exprese GS1 naopak zvySuje odolnost k suchu. I pfi
dlouhodobém pulisobeni sucha zlstavala v listech topolu vysokd koncentrace chlorofylu,
proteinu rubisco a dalSich proteini. Navzdory zavienym praduchim nedoslo k poskozeni
fotorespiracniho apardtu — zvySend hladina GS1 navySovala kapacitu fotorespirace, ktera
odcerpava nadbytecné elektrony a chrani pred fotooxidaci (El-Khatib et al., 2004).

U plastidové GS2 je situace komplikovangjsi. U mutanta Stirovniku LjgIn2-2 se pfi
suchu tvofilo méné prolinu a doslo k vaznéjSimu oxidativnimu poskozeni. Usuzuje se, Ze
biosyntéza prolinu v plastidech se podili kolem 40 % na akumulaci prolinu béhem stresu,
zbytek syntézy se odehrava v cytoplazmé. Dokonce je navrhovano, ze pravé v plastidech
probiha biosyntéza prolinu indukovana stresem (Diaz et al., 2010). Pti zvySeni exprese GS2
u tabaku byla pozorovéna vétsi tolerance k fotooxidaci béhem vysoké ozarenosti diky zvySeni
kapacity fotorespirace (Kozaki a Takeba, 1996). Obdobny vliv ma zvySeni exprese GS2
na ochranu fotosystémt pred oxidativnim poSkozenim v pfipadé vysoké salinity. Autofi
navrhuji, Ze overexprese GS2 vede mozna i ke zvySeni tolerance k chladu (Hoshida et al.,
2000).
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5. Zavér

V piedchazejicich odstavcich jsem se pokusila podat uceleny nahled na ulohu
glutamin syntetdzy vramci metabolismu dusiku v rostlindch. Na prvni pohled se tato
problematika jevi jako pomérné dobfe probadand, avSak v n€kterych oblastech zlstava fada
nejasnosti. Mezi nevyjasnéné otdzky patii napf. Uloha GS2 v mitochondrii béhem
fotorespirace u Arabidopsis a neni uspokojivé vyfeSena ani moznost zpracovani amonnych
ionta glutamat dehydrogendzou, tedy nahraditelnost funkce GS. Zarazejici je 1 skuteCnost, ze
u Arabidopsis nebyli dosud nalezeni fotorespiratni mutanti v genu pro GS2. Nelze proto
vyloucit, ze funkci GS2 pfi fotorespiraci mohou pievzit i cytosolické GS1, i1 kdyz se v listech
tvoii vétsinou jen v cévnich svazcich. Re$eni této otazky bych se rada dotkla i ve své
diplomové praci zaméfené primarné na zkoumani indukované letalnosti rostlin vyvolané

inaktivaci genid pro GS pomoci RNA interference.
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