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Seznam zkratek

ALA - kyselina a-aminolevulova

ATP - adenosintrifosfat

ATPasy - enzymy ze tiidy hydrolas vyuzivajici ATP jako zdroj energie

CDF - proteiny usnadnujici difusi kationtl (z angl. cation diffusion facilitator)
D1, D2 - proteiny PS2

DNA - deoxyribonukleova kyselina

HEPES - N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N *-(ethansulfonové kyselina)

HMW - vysokomolekuldrni litky (z angl. high molecular weight)

Hsp - proteiny teplotniho Soku (z angl. heat shock protein)

Chl - chlorofyl

IRT - proteiny tzv. ZIP rodiny pfenasejici zelezo

LHC - svétlosbérny komplex (z angl. light harvesting complex)

LMW - nizkomolekuldrni latky (z angl. low molecular weight)

NADPH - nikotinamidadenosindinukleotidfosfat

Nramp - z angl. Natural resistence associated macrophage proteins

OEC - komplex vyvijejici kyslik (z angl. ozygen evolving complex)

PAL - enzym katalyzujici vznik anthokyanu (z angl. phenylalanin ammonia lyasa)
PBG - porfobilinogen

PEPC - fosfoenolpyruvat karboxylasa

PHQ - feofytiniza¢ni koeficient

POR - protochlorofilid oxidoreduktasa

PS1 - fotosystém 1

PS2 - fotosystém 2

PsaC, PsaD, PsaF - proteiny PS1

RuBisCO - ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa

tRNA — transferova ribonukleova kyselina

ZIP - proteiny asociované v bunééné membrané (z angl. zeta-interacting protein)

ZRT - proteiny ZIP rodiny prenésejici zinek



Kapitola 1

Uvod

1.1 Kadmium

Kadmium je toxicky prvek II.B skupiny periodické tabulky. Je to stiibrné bily kujny
tézky kov bez zapachu (muze se vyskytovat i jako Sedobily prések). Je rozpustny v kyseliné
dusi¢né, v horké kyseliné sirové, acetonu, methanolu a nerozpustny ve vodé. Kadmium bylo
objeveno roku 1817, ale komer¢né se pouziva az od konce 19. stoleti. Zpocatku se pridavalo
do barviv, v malych mnozstvich také do zubnich amalgamu. Od druhé svétové valky naslo
své misto pirevazné pri vyrobé baterii, ve slitinach, natérech, elektrickém pokovovani, sta-
bilizaci plastu atd. V pfirodé se nevyskytuje ve své ¢isté podobé, ale prevazné jako sulfid
kademnaty (CdS). Vznik4 také jako vedlejsi produkt pfi zpracovani zinku (kolektiv autoru,
U.S. Dept. of Health and Human services, 2001). M4 neobvykle nizky bod varu (765 °C),
takze se velmi lehko vyparuje a dostava do ovzdusi. V pudeé se vaze na latky rozpusténé ve
vodé, ale slabéji nez jiné kovy, jako Cu, Pb nebo Hg. Tvoii velmi pevné komplexy s chlo-
ridy. V oblastech, které lidé neznecistili prumyslovou a jinou ¢innosti, nalézdme kadmium
jako pozustatek horotvornych procesu (Prasad, 1995). V poslednich letech je ziejmy jeho
Spatny dopad na zdravi zivych organismiu, mnohokrat zvySeny automobilovou dopravou,
pouzivanim umélych hnojiv atd. Proto je jeho vyroba a pouzivani regulovano. Zivo¢ichové
ziskdvaji asi 70 % kadmia z rostlin (Ouzounidou a kol., 1996), a bylo prokdzano, ze tento

prvek je pro né karcinogenni. Hromad{ se hlavné v ledvindch a jatrech (kolektiv autorq,



U.S. Dept. of Health and Human services, 2001). V rostlindch m4 negativni vliv na rist
a fotosyntetickou aktivitu. Pfijimano nemusi byt jenom kofeny ze znecisténé vody, ale
i listy ze zamoreného vzduchu. Uklddéano je prevazneé v listech (Ouzounidou a kol., 1996).
Rostliny jsou schopny tzv. fytoremediace, procesu, kdy ze zamoiené pudy nebo vody vy-
chytavaji a ukladaji v sobé toxické latky — tézké kovy, ale i nékteré toxické organické
latky. Existuji i rostliny schopné hyperakumulace kadmia. Patii mezi né napt. Thlaspi
caerulescens, Arabidopsis haleri, Solanum nigrum, hefmanek Matricaria recutita a dalsi

(Wei, Zhou, Koval, 2006; Pavlovi¢ a kol., 2006)

1.2 Transport kadmia v rostlinach

Kadmium muze byt v rostlindch transportovédno samostatné jako Cd?* nebo ve formé
konjugatu - s fytochelatiny a metalothioneiny. Transport kadmia probiha obdobné jako
transport jinych kovi, at uz esencialnich ¢i nikoliv. Kovy mohou byt v rostliné pfeniseny
mnoha zpusoby. Ty, které nevykazuji biologickou aktivitu, jsou skladovany ve vakuole
(u rostlin, které vakuolu maji). Tim se rostliny chréni pred jejich toxicitou. Bylo objeveno

nékolik skupin prenaseci:

e ZIP rodina — proteiny prendsejici prevazné zinek (ZRT) a zelezo (IRT). IRT je
syntetizovan, chybi-li rostliné zelezo. M4 §irokou vazebnou specificitu. ZRT jsou
odpovédné nejen za prijem zinku, ale i za uvoliiovéni zinku z vakuoly (Clemens,

2000).

e Nramp (z angl. Natural resistance associated macrophage proteins). Vyskytuji se
nejen u rostlin, ale i u bakterii, hub a ZzZivo¢ichu. Podileji se na stalé koncentraci

zeleza (Clemens, 2000).
e Antiportéry kationtd, vyménujici Nat a H* za Cd?* a Ca?*.

e ABC transportéry — transmembrénové proteiny, vyuzivajici k pfenosu ruznych latek

(produkty metabolismu, lipidy, steroly aj.) energii ve formé ATP.



e CDF (z angl. cation diffusion facilitators), proteiny usnadnujici difusi. Vaze se na né
Zn?*, Co?*, Mn?* a Cd?*. Nachdzeji se u bakterii, hub, rostlin a Zivo¢ichi. Dalsimi
latkami zprostfedkujicimi transport kovii mohou byt organické kyseliny a aminoky-
seliny. Kovy tvoii vazby s O, N a S v jejich fetézcich. Kupf. citrat, malat a oxalat
prenaseji kovy xylemem, uklddaji je do vakuol a napomaéahaji tak rostlindm pii to-

leranci k toxickym kovum (Mendoza-Cozatl a kol., 2005; Kréal’ova a kol., 2005).

Byl prokazan pienos IRT1 a ZRT'1 transportéry a také AtNramp3 ze skupiny Nramp pro-
teinu. Kadmium je v rostlinach chelatovano fytochelatiny a metalothioneiny. Fytochelatiny
jsou polymerni derivaty glutathionu a maji jednoduchou strukturu: (y-Glu-Cys),-Gly,
kde n se pohybuje mezi 2 a 11. Kadmium, s nimz fytochelatiny tvoii komplexy, se na
né vdze pres siru. V cytosolu jsou tyto komplexy nizkomolekuldrni (LMW — z angl.
low molecular weight), dobtfe pohyblivé, ve vakuolach se zaclenénim vice sulfidickych
skupin méni na vysokomolekularni (HMW - z angl. high molecular weight) (Clemens,
2000). Fytochelatiny a metalothioneiny jsou spolu s pfenaSe¢i zodpovédné za schopnost
rostlin tolerovat urcité koncentrace kadmia. Syntézu fytochelatinu, ktera zacind od glu-
tathionu, katalyzuje enzym ~-glutamylcysteindipeptidyl transpeptidasa. Syntéza enzymu
je indukovéna piitomnosti tézkého kovu, enzym ma schopnost autoregulace. Bylo popséano,
ze se zafne syntetizovat asi 5 minut poté, kdy se rostlina setkd s kadmiem (pokud je Cd
v dostatecné vysoké koncentraci). Je tedy v podstaté regulovan kadmiem (Clemens, 2000).
Rostliny vyvinuly i fadu jinych mechanismu tolerance k tézkym kovim. Patfi k nim kupft.
uvoliiovdn{ ethylenu (ethylen patfi ke stresovym fytohormonim) a také stresovych pro-
teinu. Jsou to pfevazneé tzv. proteiny teplotniho Soku (hsp — z angl. heat shock proteins),
kterych je celd fada. V chloroplastech se pfi zamofeni kadmiem vylucuji tzv. malé pro-
teiny teplotniho Soku, které chrani fotosynteticky aparat nejen pred Cd, ale i pfed jinymi
tézkymi kovy (Heckathorn a kol., 2004). Pfi péstovani rajtete Lycopersicon peruvianum
v médiu s pomérné vysokym obsahem kadmia (1 mM) byl nalezen hsp 70. Tento protein
se vaze na plazmatickou a mitochondridlni membranu a také na membranu endoplaz-
matického retikula. M4 velkou afinitu k poskozenym proteinum (tedy také k tém, které

poskodilo kadmium a narusilo jejich strukturu) a je schopen je znovu slozit do ptuvodniho



stavu a vratit jim tak jejich funkénost (Sanita di Toppi a Gabrielli, 1998). Jako ochrana
funguje také imobilizace toxickych kovi v bunééné sténé, ktera je umoznéna jeji struk-
turou. Kadmium se zde vaze na vazebna mista pro pektiny a na histidinové zbytky.
Odlisna situace nastava u organismu, které nemaji vakuoly, jakymi jsou napriklad rasy
a sinice. Rasy uklddaji kadmium do chloroplastii nebo do jidra (sinice jakozto prokary-
otni organismy ani jadro ani chloroplasty nemaji). To je ale pfed jeho toxicitou nechrani,
naopak kadmium je pro né v téchto organelach velmi skodlivé (Mendoza-Cozatl a kol.,
2001). Transport do chloroplastu je obdobny transportu do vakuol. V chloroplastech
krasnoocka Fuglena gracilis byly zjistény dva zpusoby pfenosu Cd?*. Prvnim je proteinovy
prenase¢, druhym usnadnénd difuze. Usnadnénou difuzi zajistuji opét proteiny CDF a ZIP
rodiny nebo nespecificky transport, pravdépodobné Ca?* kandlem (Mendoza-Cozatl a kol.,
2005). V tomto krasnoocku byla také zjisténa pfitomnost thiolovych sloucenin, jako jsou
fytochelatiny, glutathion a cystein, zajistujicich ¢astecnou rezistenci ke kadmiu (Mendoza-

Cozatl a kol., 2001).

1.3 Faktory ovliviaujici dostupnost kadmia

Dostupnost kadmia neni pro vsechny rostliny a hlavné ve vsech typech pud stejna. Obecné
zavisi na pH, mnozstvi rozpusténych chloridu a organické hmoty, ale také na pritomnosti
nékterych jinych tézkych kovi. Kupf. vyssi koncentrace Ca?* v pidé snizuje dostupnost
kadmia, protoze s nim soupefi o vazebna mista na membranovych prenasec¢ich. Také nizké
pH snizuje schopnost kadmia pronikat do rostlin (pfestoze pfi nizkém pH se obvykle kovy
lépe rozpoustéji a uvolnuji do roztoku). Nizké pH odpovidd vysoké koncentraci H* iontu.
Ty s kadmiem soupeii podobné jako Ca?*. Velké mnozstvi rozpusténé organické hmoty
pusobi také negativné na pohyb kadmia z pudy do kofeni, jelikoz se kadmium na orga-
nickou hmotu véze, i kdyz slabéji nez jiné tézké kovy (Prasad, 1995). Dostupnost zdlezi
samoziejmeé také na koncentraci samotného kadmia a dobé, po kterou byly rostliny kadmiu
vystaveny. Koncentrace se pohybuji obvykle od 1 ¢ M az po 0,1 mM bez toho, zZe by byla

pozorovana néjaka saturace pienosu pies bunétné membrany (Mendoza-Cozatl a kol.,



2006). U prilis vysokych koncentraci je dostupnost saturovatelna, coz souvisi s mnozstvim

prenasecu v membrandch kotfenu rostlin.

1.4 Jak kadmium skodi

Obecné je toxicita tézkych kovu zaptitinéna hlavné naruSenim vodnich pomeéru v rost-
liné, a tim i pfijmu zivin a drastickym zpomalenim rustu (Burzyriski a Klobus, 2004).
V zivych organismech se kadmium vaze pfevazné na thiolové skupiny proteinu, aminoky-
selin a jinych organickych latek. Kadmium brani kli¢eni semen (Ouzounidou a kol., 1996),
zpomaluje rust. Jedna cesta, jak muze branit ristu, je snizeni mnozstvi iontu Ca2*. Pokles
koncentrace vapenatych ionti se objevuje u rostlin vystavenych kadmiu. Ca2?* je nezbytny
pro rust bunécné stény a udrzovani soudrznosti membran (Ouzounidou a kol., 1996).
Kadmium také inhibuje mitézu, snizuje mnozstvi latek potfebnych ke stavbé bunécénych
membrén a nic¢i Golgiho apardt (Pavlovi¢ a kol., 2006). Nékteré prace nasvédcéuji tomu, Ze
ovliviiuje pfenos a zpracovani rustovych hormonu auxinu (Prasad, 1995)). Ve fotosynte-
tizujicich rostlinach zpusobuje utlum fotosyntézy, vaze se na chlorofyl a brzdi jeho syntézu.
(Mozna tak, ze brani transportu zeleza, které je pro tvorbu chlorofylu nezbytné (Burzynski
a Klobus, 2004). Nebo inhibuje enzym protochlorofylidreduktasa, ktery se ic¢astni syntézy
chlorofylu (Ouzounidou a kol., 1996).) Pfi nedostatku chlorofylu se objevuje chloréza. Cd
zpusobuje pokles piijmu vody a zivin, redukci hmoty kofent a jejich hnédnuti (Faller a kol.,
2004; Dai a kol., 2006; Otero a kol., 2006), krouceni a hnédnuti okraju listu, ¢ervenéni zil
a Fapiku listu (Ouzounidou a kol., 1996). Prokazan byl také vznik volnych kyslikovych
radikalu béhem vystaveni rostlin kadmiu a jinym tézkym kovim. Volné kyslikové radikaly
jsou velmi reaktivni a Skodlivé, mohou narusovat bunécné membrany, poskozovat pro-
teinové a DNA fetézce, narusovat funkce enzymu (Dai a kol., 2006; Otero a kol., 2006).
Oxidativni stres nemusi byt vyvolan jenom vznikem volnych kyslikovych radikald, kad-
mium také deaktivuje fadu antioxidativnich enzymu, mezi nimi superoxid dismutasy, kata-
lasy, askorbat peroxidasy a dalsi (Sanita di Toppi a Gabrielli, 1998). Kadmium také bran{

otvirani pruduchu a zna¢éné snizuje jejich mnozstvi. Tim, Ze soupef{ s Ca?* o vazebn4



mista na transportnich proteinech a Ca?* kanélech, zptisobuje zmény ve vodnich pomérech
a obsahu zivin v pruvodnich buiikach pruducht. Snizuje také dostupnost kyseliny abs-
cisové, dalsiho dulezitého fytohormonu, souvisejictho pravé se spravnou funkei priduchi
(Prasad, 1995). Omezené mnozstvi pruduchu souvisi s inhibici fotosyntézy (kvili ne-
dostatku CO;) a dychédni (kvili nedostatku Oq) (Otero a kol., 2006; Baryla a kol., 2000).
Na listech je¢mene bylo zjisténo, ze kadmium podporuje biosyntézu ethylenu, fytohor-
monu podilejiciho se na starnuti rostlin (Ouzounidou a kol., 1996). Pfi péstovani hefmanku
Matricaria recutita v pudé s vyssim obsahem kadmia zacal hefmanek kvést uz ve tfech
tydnech, pficemz obvykle kvete az mezi 8. a 12. tydnem (Pavlovi¢ a kol., 2006).
Vyzkumy na jednodussich organismech, fasdach a sinicich, ukazaly, ze kadmium zpo-
jsou schopny replikovat DNA, ale nerozmnozuji se. Cytosolické organely méni pod vlivem
Cd své usporadani, kupf. endosomy jsou fragmentovany, stejné tak i chloroplasty, ve
kterych je inhibovéna fotofosforylace a celd fotosyntéza (Mendoza-Cozatl a kol., 2001).
Pii vystaveni sinice Anabaena flos-aquae kadmiu byla také velmi narusena struktura thy-
lakoidu. Struktura thylakoidu hraje pfi fotosyntéze zdsadni roli a jeji naruseni vede k in-
hibici fotosyntézy. Proto naruseni vnitini struktury thylakoidi sinice Anabaena, které
pravdépodobné souvisi s nedostatkem zeleza, vedlo k poklesu fotosyntetické aktivity této
sinice (Surosz a Palinska, 2003; Ouzounidou a kol., 1996). Z nékterych praci také vyplyva,
ze s rostouci koncentraci kadmia klesd koncentrace chlorofylu (Surosz a Palinska, 2003;
Otero a kol., 2006; Svitekovd, 2006) a karotenoidii, koncentrace anthokyanu naopak stoupd.
Anthokyany jsou barviva odpovidajici v rostlinach za ¢ervenou, fialovou a modrou barvu.
Dulezit4 je i jejich tloha v ochrané rostlin — ptisobi jako antioxidanty. Bylo také zjisténo, ze
mohou tvofit komplexy s tézkymi kovy a tim snizovat jejich toxickou aktivitu. Stejné tak
byl pozorovén zvyseny obsah fenolickych latek, které téz pusobi jako antioxidanty a jejich
polymery mohou vazat kadmium a jiné tézké kovy. Pti velmi vysokych koncentracich kad-
mia ale obsah fenolickych latek a anthokyanu klesa. Ubytek je pravdépodobné zpiisoben
snizenim aktivity PAL (z angl. phenylalanin ammonia lyasa), enzymu katalyzujiciho vznik

anthokyanu (Dai a kol., 2006). Kadmium muze ovliviiovat i expresi nékterych geni.
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Nahrazuje zinek v tzv. zinkovych prstech, coz jsou struktury nékterych proteinti, které se
ucastni transkripce (Sanita di Toppi a Gabrielli, 1998). Obecné byva rozlisovano kratkodo-
bé a dlouhodobé pusobeni kadmia, jehoz nasledky jsou riuzné, protoze po delsi dobé si
rostliny za¢nou vytvaret ruzné ochranné mechanismy.

Neékteré vyzkumy ukézaly, ze kadmium nemusi pusobit jen skodlivé, naopak v nizkych
koncentracich muze ruzné funkce stimulovat. To ale neni vyjimka ani u jinych stresovych
faktoru (Pavlovd, 2006). Podobné je tomu u hliniku, jenz v nizkych koncentracich urychluje
rust rostlin. Péstujeme-li rostlinu v prostiedi s kadmiem o koncentraci 0,1 uM, pozorujeme
mirny narust biomasy a obsahu chlorofylu a zvétseni listové plochy oproti kontrole. Tento
jev neni zatim dostatecné objasnén. Patrné se tyka vétsi rozpustnosti a lepsi dostupnosti
zeleza (v rostlindch rostoucich na vépenatych pudach), které je chrani pfed toxicitou fos-
foru a vycerpanim zasob vapniku (Dong a kol., 2005; Wu a kol., 2002). Jiny pozitivni
ucinek muze byt zapfi¢inén ochrannymi mechanismy, které si rostlina po vystaveni kad-
miu vytvari. Prikladem poslouzi proteiny, které chrani rostlinu pred kadmiem a zaroven

pred urcitym virem. To bylo pozorovano na tufinu, jedna se o tzv. ’turnip-vein-clearing

virus (Sanita di Toppi a Gabrielli, 1998).

1.5 Kadmium a fotosyntéza

1.5.1 Fotosynteticky aparat sinic

Podstatou fotosyntézy je pfeména svételné energie na energii chemickou, ktera je dale
vyuzitelna na biosyntézu organickych latek. Pfeména energie fotonii je nazyvana primérni
(nebo svételnou) fazi fotosyntézy, fixace uhliku do organickych sloucenin fazi sekundarni,
neboli temnostni. Primarni faze fotosyntézy probihd u organismi, které pii fotosyntéze
rozkladaji vodu za uvolnéni kysliku, na specialni, thylakoidni membréné. Ta je tvofena
dvojvrstvou lipidu. Na rozdil od jinych membréan bunék, slozenych prevazné z fosfolipidi,
jsou ale v thylakoidni membrané ptitomny pfevédzné galaktolipidy, tedy tuky vézajici cu-
kerné slozky. Na proteiny se potom vazou fotosyntetické pigmenty. U prokaryotickych sinic

vznikd thylakoidni membrana vchlipenim plazmatické membrany a lezi volné v buiice.
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Vyssi rostliny obsahuji specidlni organely, plastidy (puvodem pravdépodobné endosymbi-
otické sinice), jejichz thylakoidni membrény vznikaji vchlipovanim vnitini obalové membréa-
ny plastidu. Slozkami thylakoidni membrany jsou dva typy pigmentoproteinovych kom-
plexu, fotosystém 1 (PS1) a fotosystém 2 (PS2), cytochromovy komplex b fg a tzv. ATP syn-
tasa. Prvni tfi komplexy pfendseji elektron pres membranu (nepropustnou pro ionty H')
za vzniku protonového gradientu a tvorby ATP. PS2 tvoii proteiny D; a Dy, Psbl, he-
terodimerni cytochrom bssg, OEC (ozygen evolving complex) a dalsi proteiny. Na pro-
teinech D; a Dy je reakéni centrum s Sesti molekulami chlorofylu a, dvéma molekulami
feofytinu, molekulou S-karotenu a dvéma molekulami plastochinonu (Eijckelhoff a Dekker,
1995). Nékde mezi nimi se pravdépodobné nachdzi atom Zeleza, jehoz funkce neni jesté
docela jasnd, ale je pro prenos elektronu nezbytna (Xiong a kol., 1996). Na lumendalni
strané PS2 se také nachazi OEC, ktery rozklada vodu za vzniku kysliku jako vedlejsiho
produktu, a poskytnuti elektronu pro redukei oxidované molekuly chlorofylu a (Rutherford
a Faller, 2001). OEC se sklada ze ti{ proteinu, které chrani manganovy klastr na proteinu
D;. Manganovy klastr je pfichycen dvéma tyrosinovymi zbytky, 1 — 2 ionty C1~ a iontem
Ca?*, ktery funguje jako kofaktor (Xiong a kol., 1996).

Reakéni centrum PS1 tvoii hydrofobni proteiny PsaC a PsaD, které vazou dvé molekuly
chlorofylu a, tzv. specificky par, absorbujici svételné zareni o vlnové délce 700 nm. Protein
PsaD je navic v interakci s ferredoxinem na stromaini strané membrany. Na lumendlni
strané je dalsi protein, PsaF, ktery interaguje s pohyblivym plastocyaninem, pfenaSejicim
elektron (pro redukci oxidované molekuly chlorofylu @) na centrum s typickou 4Fe-4S
strukturou.

Energii ze slune¢nich paprskové pro reakéni centra zajistuji tzv. anténni komplexy
(LHC - z angl. light harvesting complex), proteiny obsahujici molekuly chlorofylu a a b
a karotenoidy. Ty zachycuji energii ve formé fotonu a predavaji ji molekulam chlorofylu a
v reakénim centru. Mezi karotenoidy patii i latky zvané xanthofyly. Jsou to kyslikaté
karotenoidy, které chrani chlorofyl pted tzv. tripletni excitaci (tato excitace souvisi se
zménou spinu daného elektronu). Chlorofyl v tripletnim stavu mé velmi dlouhou zivotnost,

kterd zvysuje pravdépodobnost nahodné srazky této molekuly napf. s molekulou kysliku.
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Tripletni chlorofyl ptevadi kyslik do tzv. singletniho stavu, v némz je kyslik jednim z nej-
agresivnéjsich oxidacnich ¢inidel a mtze velice poskodit fotosynteticky aparat (Setlik).
Prokaryotické sinice a eukaryotické ruduchy nemaji LHC, ale tzv. fykobilisomy. Fyko-
bilisomy jsou struktury umisténé na stromalnim povrchu thylakoidi. Obsahuji ruzné fyko-
biliproteiny s odlisSnymi absorpénimi spektry usporadané tak, aby zachytily maximéalni
mnozstvi svételné energie a predaly ji do reakéniho centra. Uvniti fykobilisomi je velké
mnozstvi molekul chlorofylu a (sinice obsahuji pouze chlorofyl a) (Setlik; 35). Chlorofyl
ma tedy dveé funkce. V anténnich komplexech zachycuje spolu s ostatnimi barvivy energii
svételného zafeni a predava ji reakénimu centru. Chlorofyl a v reakénim centru se icastni

vlastniho pfenosu elektronu.

1.5.2 Pisobeni kadmia na fotosyntézu

Bylo zjisténo, ze kadmium inhibuje pfevazné aktivitu PS2. Nepiimo pusobi i na PSI.
Snizuje mnozstvi dostupného zeleza a brani tak elektronovému toku v PS1 (Novékova
a kol., 2004). Mechanismus toxicity Cd** viuéi PS2 spoc¢ivd pravdépodobné v obsazeni
vazebného mista pro Ca*" na OEC (v manganovém klastru), ¢imz branf fotoaktivaci PS2.
Proteiny PS2 museji projit jistou konformaé¢ni zménou, aby se PS2 stal funkénim a mohl
prendset elektron (Faller a kol., 2004; Kral’ovd a kol., 2005). Pro tuto zménu potiebuji
ionty Ca?t a svétlo. Nékteré prace ukazaly, ze toto vazebné misto pro Ca?* je mnohem
méné selektivni ve chvili, kdy pravé probiha fotoaktivace PS2. Podle nékterych vyzkumu
muze kadmium uz pfi velmi nizkych koncentracich (mikromolarnich) inhibovat fotosyntézu
a uvoliiovani kysliku, ale pouze je-li pfiddvéno k PS2 v jeho nefaktivni forme. Poté, co
PS2 projde fotoaktivaci a stane se plné funkénim, musime ptidat fadové vice kadmia
nez prve (Faller a kol., 2004). Zhou a kol. (2006) zkoumali sinici Microcystis aeruginosa
a jeji odpovédi na stres zpusobeny ruznymi koncentracemi kadmia. I pfi jeho vysokych
koncentracich pozorovali pozitivni efekt na PS1. Dosli k zavéru, ze kadmium inhibuje
ferredoxin-NADP* oxidoreduktasu. Tento enzym se ticastni pfenosu elektronu z reduko-
vaného ferredoxinu na NADP* a redukuje jej. Fotosyntéza ale nenf zdvisld jen na tomto

kroku, elektron muze byt cyklicky prendsen z ferredoxinu zpét na cytochromovy komplex.

13



Pfi téchto reakcich nevznika sice NADPH, ale tvori se ATP. Aktivita PS1 (vzhledem ke
tvorbé ATP) se tedy zvysuje, pravé diky nutnosti cyklického pienosu elektronu. TakZze kad-
mium neovliviiuje samotné komplexy PS1 a PS2, ale konec elektronového transportniho

retézce.

1.6 Pisobeni kadmia na fotosyntetické pigmenty

Bylo prokazano, ze kadmium ma negativni vliv na obsah fotosyntetickych barviv v ro-
stlindch (Surosz a Palinska, 2003; Dai a kol., 2006; Ouzounidou a kol., 1996; Wu a kol.,
2002; Novakova a kol., 2004; Sanita di Toppi a kol., 2005). Jak jsem uvedla vyse (1.5.1),
kadmium zpusobuje nejen pokles mnozstvi chlorofylu, ale i karotenoidu. Chlorofyly jsou
tetrapyroly s uzavienym fetézcem, uzavirajicim ve svém stfedu atom hoi¢iku. Karotenoidy
jsou tetraterpenoidy s fetézcem otevienym. Jedno z moznych vysvétlen{ dbytku chloro-
fylu je snizovani mnozZstvi karotenoidi. Ty chrani chlorofyl pted fotooxidaci, takze jejich
nedostatek muze nepfimo zapfi¢init ubytek chlorofylu (Dai a kol., 2006).

Kadmium ma také inhibi¢ni uc¢inky na mnoho enzymu, mezi né patii i enzymy ka-
talyzujici syntézu chlorofylu. Biosyntéza chlorofylu je odvozena od kyseliny a-aminolevulo-
vé (ALA), ktera vznik4 z glutamatu aktivovaného tRNA. Dvé molekuly ALA kondenzuji za
vzniku porfobilinogenu (PBG), reakce je katalyzovéna reduktasou ALA. Ctyfi PBG nako-
nec tvoii protoporfyrin IX. Dalsi krok katalyzuje enzym magnesium chelatasa, ktery navaze
do stfedu molekuly atom hot¢iku. Protochlorofylid vznika z protoporfyrinu za ucasti en-
zymu protochlorofylid oxidoreduktasy (POR). POR pracuje pouze na svétle a je NADPH
dependentni. (Existuji i fotosyntetické bakterie, které uméji syntetizovat bakteriochlorofyl
bez pritomnosti svétla, ale ty vyuzivaji jiné enzymy. Tyto bakterie neuvoliiuji pii foto-
syntéze kyslik. Nékteré sinice, fasy a nizsi rostliny vyuzivaji k tvorbé chlorofylu obé cesty.)
Enzym chlorofyl synthasa nakonec pripoji na tetrapyrolové jadro fytolovy zbytek a vznika
chlorofyl. Syntéza chlorofylu probiha v chloroplastech. Kadmium inhibuje funkci enzymu
hydratasy ALA a POR (Dai kol., 2006; Ouzounidou a kol., 1996). Také bylo zjisténo,

ze u nékterych rostlin naopak stimuluje funkci enzymu lipoxygenasy, ktery odpovida za
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degradaci chlorofylu (Pavlovi¢ a kol., 2006).

Jiny mechanismus snizeni mnozstvi chlorofylu je degradace jiz existujictho chlorofylu.
Tento jev je lépe popsan pro jiné kovy nez pro Cd. Napiiklad v liSejniku Cladonia con-
vulata byla pozorovana preména chlorofylu a v chlorofyl b za pfitomnosti atomi Cu.
Koncentrace chlorofylu a totiz klesala po vystaveni tohoto lisejniku meédi, ale celkové
mnozstvi chl a a chl b se prakticky nezménilo. Chl a se tedy pravdépodobné premeénil
v chl b oxidaci methylové skupiny na druhém kruhu tetrapyrolového jadra. Naproti tomu
se po vystaveni jiného lisejniku, Xanthoria parietina, kadmiu zmeénilo celkové mnozstvi
chl a a chl b i pomeér chl a/chl b. Z toho plyne, Ze chl a se neméni v chl b. Autofi
proto zkoumali, jestli se chl @ neméni na feofytin (Sanita di Toppi a kol., 2005). Feofytin
je barvivo nachézejici se vedle molekul chlorofylu a v reakénim centru PS2 (Eijckelhoff
a Dekker, 1997) a prirozené vznika degradaci chlorofylu. Neobsahuje v centru své molekuly
atom hot¢iku. Mnozstvi chlorofylu preménéného na feofytin vyjadiuje tzv. feofytinizacni
koeficient (PHQ). U lisejniku se PHQ pouzivéa jako jeden z ukazatelu jejich zdravotniho
stavu. Nicméné PHQ se po ptidani kadmia k lisejniku Xanthoria nezménil oproti péstovani
bez kadmia. (betek chlorofylu byl pravdépodobné zpisoben narusenim nékterého kroku
v biosyntéze chlorofylu (Sanita di Toppi a kol., 2005). Repka olejka péstovana pii vyssich
koncentracich kadmia také ztratila velké mnozstvi chlorofylu. U ni ale nebylo zpozorovano
zadné hromadéni protochlorofylidu, takze enzym POR fungoval nejspis normélné. Neza-
znamenali ani poruchy v aktivitach jinych enzymu souvisejicich s biosyntézou chlorofylu,
ani zmény v absorpénim spektru chlorofylu a, napovidajici, ze by se chlorofyl ménil sub-
stituei centralniho atomu hoiféiku na néjakou jinou latku. Ubytek chlorofylu vysvétluji
tim, Ze kadmium branilo rozmnozovani chloroplastu. V jednotlivych chloroplastech bylo
chlorofylu stejné mnozstvi jako ve srovnavacich rostlinach, ale celkovy pocet chloroplastl
a tedy i chlorofylu se rapidné snizil (Baryla a kol., 2000). Také Zhou a kol. (2006) uvedli,

ze kadmium nici fykobilisomy sinic.
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1.7 Cil prace

Vyhledat v literatute dostupné informace o vlivu kadmia na fotosyntetizujci organismy,
o jeho pusobeni na fotosynteticky aparat a predvsim fotosyntetické pigmenty rostlin a sinic.

Pozorovat ptimé pusobeni kadmia na chlorofyl a sinice Synechococcus elongatus.
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Kapitola 2

Material a metody

2.1 Priprava thylakoidnich membran

Termofilni sinice Synechococcus elongatus Nageli, byly dlouhodobé péstovany v Mikro-
biologickém tstavu AV CR v Tieboni. J4 jsem méla k dispozici suspenzi sféroplastii,
uchovavanou v chladicim boxu pfi teploté —70 °C. Sféroplasty byly ziskany suspendaci
a dvouhodinovym protfepanim bunék sinice v pufru MHM (viz tab. 3.1), ktery obsahoval
asi 0,2 % lysozymu. Suspenzi sféroplasti jsem promyla hypotonickym pufrem MH (viz
tab. 4.1) a ziskala jsem tak thylakoidni membrény. Roztok jsem odstfedila na centrifuze
MPW-300 (5 min), supernatant s rozpusténymi modrymi fykobiliproteiny jsem odstranila.

Promyti pufrem MH jsem opakovala nékolikrat.

2.2 Inkubace s kadmiem

Chlorofyl jsem rozpoustéla v methanolu. Diky tomu, ze CdCl, je rozpustny v methanolu

(i kdyz velice spatné), méla jsem dvé moznosti, jak kadmium k chlorofylu ptriddvat.

(a) CdCl, jsem rozpustila v pufru MH, aby jeho koncentrace byla 250 mM. Ke 3 pul sus-
penze thylakoidnich membrén (koncentrace chlorofylu byla 1,022 mg/1) jsem pfidala
vzdy 1 ml roztoku CdCl, v pufru MH. (250 mM roztok CdCl; jsem kombinovala

s ¢istym MH pufrem tak, abych ziskala ruzné vysledné koncentrace kadmia, viz
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tab. 3.2) Membrany jsem s kadmiem inkubovala 45 min v lednici. Pak jsem je opét
trikrat promyla pufrem MH, abych se zbavila kademnatych ionti. Po odstfedéni na
centrifuze MPW-300 (5 min) jsem supernatant vzdy slila a promyvala znova. Po
poslednim promyti jsem pelet suspendovala v nékolika mikrolitrech pufru MH. Tuto
suspenzi jsem extrahovala 1 ml methanolu. Roztok jsem promichala a odstfedila.
Absorbanci supernatantu (rozpustény chlorofyl a karotenoidy) jsem meéfila na spe-

ktrofotometru Helios «, proméfovala jsem spektrum od 350 do 750 nm.

(b) CdCl, (mnozstvi viz tab. 3.3) jsem rozpustila v 1 ml methanolu a pak jsem timto
roztokem extrahovala opét 3 ul suspenze thylakoidnich membrén. Méfeni absorbance

jsem provedla stejné jako v bodé (a).

2.3 Feofytinizace chlorofylu

Feofytin jsem pripravovala okyselenim thylakoidnich membran podle Eijckelhoffa a Dekkera
(1997). 3 ul suspenze thylakoidnich membran jsem suspendovala v 1 ml 0,75M kyseliny
chlorovodikové v purfu MH. Kyselinu jsem nechala pusobit asi 30 min, roztok jsem poté
odstiedila na centrifuze, supernatant slila a pelet rozpustila v 1 ml methanolu. Absorpé¢ni

spektrum feofytinu jsem méfila v rozmezi 350-750 nm.

Tabulka 2.1: Slozeni pufri MHM a MH

pufr slozeni koncentrace (mM) | hmotnost (g) | pH | objem (1)
MgCl, 5 1,0167
MHM HEPES 20 4,776 6,9 1
D - manitol 500 91,09
MH MgCl, ) 0,5084 6,9 0,5
HEPES 20 2,383
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Tabulka 2.2: Koncentrace kademnatych iontu v roztocich pfipravenych metodou (a) (viz kap.3.2)

¢. | objem 250 mM CdCl, (ml) | objem é&istého pufru MH (ml) | koncentrace Cd** (M)
1 0 1 0

2 0,1 0,9 0,025

3 0,4 0,6 0,100

4 0,6 0,4 0,150

5 0,9 0,1 0,225

Tabulka 2.3: Koncentrace kademnatych iontu v roztocich piipravenych metodou (b) (viz kap.3.2)

hmotnost (g)

koncentrace Cd*™ (M)

0,0565 0,025
0,0114 0,050
0,0228 nasyceny roztok
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Kapitola 3

Vysledky

Ziskana absorp¢ni spektra jsem zpracovala graficky. Vsechny grafy predstavuji zévislost .
2ororpua’ o o o
absex:ban(/:)e pigmentového extraktu ze suspenze thylakoidnich membrén sinice Synechococ-

cus elongatus na koncentraci pfidanych kademnatych iontu.
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Obrazek 3.1: Absorpéni spektra pigmentového extraktu inkubovaného 45 min v lednici s riznymi koncen-

tracemi Cd?*: m; - OM: my - 0,0225M: m3 — 0,1M; m4 — 0,15M; mg — 0,225M roztok Cd%+

Byly ziskany i jiné hodnoty nez ty, které uvadim v grafech. Pfi inkubaci thylakoidnich
membran s kademnatymi ionty se v nameéfenych spektrech ob¢as objevoval posun ab-

sorpcniho spektra chlorofylu a smérem k feofytinu. Tento posun vSak nevykazoval zddnou
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Obréazek 3.2: Normalizace pfedchoziho grafu na vysku levého vrcholu mj, tedy pigmenti (chlorofylu a
a karotenoidu) inkubovanych s OM roztokem kademnatych ionta; mo*, ma*, my*, ms* pfedstavuji stejné

koncentrace kadmia jako v pfedchozim grafu, jejich absorbance jsou pfepocitany podle m;.

zavislost na koncentraci pridaného kadmia. Nékdy doslo k uplné, jindy pouze k ¢astecné

feofytinizaci.

‘T'abulka 3.1: Koncentrace feofytinu ziskaného: rozpousténim chl a v nasyceném roztoku Cd%* v methanolu

(feol); okyselenim thylakoidnich membran 0,75M HCI (feo2).

pigment | absorbance pfi 666nm | koncentrace pigmentu (mM) | konc. pigmentu (%)
chl a 0,2580 2,735 100
feo 1 0,1110 1,118 40,9
feo 2 0,1053 0,112 40,7
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Obrazek 3.3: Absorpéni spektrum pigmentového extraktu rozpusténého v roztoku methanolu s riznymi
koncentracemi Cd?*: a — OM: b — 0.0225M; ¢ — 0,05M; d - nasyceny roztok Cd%**; e — feofytin (ziskany

okyselenim suspenze thylakoidnich membran 0,75M HCI)
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Obrazek 3.4: Normalizace pfedchoziho grafu na vysku levého vrcholu kiivky a (methanolového extraktu
pigmentii s OM koncentraci Cd?*); b*, ¢*, d*, e* piedstavuji stejné koncentrace Cd** jako v ptedchozim

grafu, jen pfepocitané pro normalizaci.
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Kapitola 4

Diskuze

Moje prace navazovala na diplomovou préci Lucie Svitekové (Svitekovd, 2006). Svitekova
sledovala vliv kademnatych iontu na aktivitu PS2 sinice Synechococcus elongatus a zjistila,
ze po inkubaci s kadmiem klesa 4 v thylakoidnich membranach koncentrace chlorofylu a.
Mnozstvi chlorofylu a se pii méfeni aktivit fotosystému pouziva jako ukazatel mnozstvi
samotného vzorku (PS2), protoze chlorofyl a je soucdst fotosystému. Zjistime-li tedy nizsi
koncentraci chlorofylu a, predpokladame, Ze je ve studovaném roztoku nizsi koncentrace
vzorku. Pokud by ale kadmium néjakym zpiisobem chlorofyl poskozovalo, byly by vysledky
zkreslené. Stacilo by, aby pouze meénilo jeho absorpéni spektrum, vzhledem k tomu, Ze se
absorbance méi{ pfi jediné vlnové délce 666 nm (pravy vrchol absorpéniho spektra chlo-
rofylu a). Cilem mé prace bylo proto zjistit, jak se méni absorpéni spektrum chlorofylu a
(presnéji celkového pigmentového extraktu ze sinice Synechococcus elongatus) pti ruznych
koncentracich kademnatych iontu, a pokud mozno najit zavislost této zmény na koncen-
traci kademnatych iontu.

Svitekova mefila absorbance pii vinové délce 666 nm, kde ma chlorofyl a jeden ze dvou
absorp¢nich vrcholu. Ja jsem prométovala celd absorpéni spektra celkového pigmentového
extraktu (karotenoidy a chlorofyl a rozpusténé v methanolu), zvlastni pozornost jsem ale
vénovala pravému vrcholu (kolem 660 nm). Z grafu (viz kap. 4) je patrno, ze okolo vlnové

délky 660 nm dochazi ke dvéma zménam. Po pfidani kadmia se:
(a) tvar absorpéniho spektra chlorofylu nemeéni, pouze se zvysuje absorbance se zvysujici
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se koncentraci kademnatych iontu (viz obr. 4.1 a 4.2).

(b) absorpé¢ni spektrum chlorofylu posunuje smérem k absorpénimu spektru feofytinu
(viz obr. 4.3 a 4.4). Levy vrchol chlorofylu a se posouva doleva a vyrazné roste se

zvysujici se koncentraci kademnatych iont1, pravy klesd.

Pro srovnani jsem si piipravila také feofytin, okyselenim thylakoidnich membréan 0,75 M
HCI (Riemann, 1997). Z normalizace absorbanci vzorku s riznymi koncentracemi kadmia,
jejichz spektrum se vyrazné meénilo, na hodnotu absorbance chlorofylu a pfi 666 nm je
ziejmé, Ze absorpéni spektra jsou az na vysku vrcholu shodnd s absorpénim spektrem
feofytinu (viz obr. 4.4). Vyjimku tvofi oblast vpravo od levého vrcholu (kolem 470 nm),
kde absorbuji karotenoidy. Po okyseleni 0,75M HCI absorpéni vrcholy karotenoidii mizi.
Riemann (1978) popisuje zmény v absorpénich spektrech karotenoidu (konkrétné fukoxan-
thinu), chlorofylu a a celkového pigmentového extraktu z ptirozenych populaci fytoplan-
Fktonu po okyseleni kyselinou chlorovodikovou. Chlorofyl a se méni na feofytin a. V tomto
spektru zdanlivé mizi karotenoidy. Riemann vsak ukazuje, ze okyseleni fukoxanthinu, ktery
ma jeden vrchol kolem 450 nm, 0,1M HCI, zpusobi posun v absorpénim spektru z modré
oblasti do ¢ervené (kolem 700 nm), takze vrchol pfi 450 nm mizi. V literatufe jsem nenasla
zminku o tom, jak na absorpéni spektrum karotenoidi pusobi kadmium. Znam je pouze
fakt, ze koncentrace karotenoidu v rostlinach péstovanych v kultufe s kademnatymi ionty
klesa se zvysujici se koncentraci kadmia (Surosz a Palinska, 2003; Dai a kol., 2006; Otero
a kol., 2006). Nicméné podle mych vysledku se zdd, ze kadmium neposunuje absorpéni
spektra karotenoidu stejné jako kyselé prostiedi, protoze absorpéni spektra thylakoidnich
membran inkubovanych s kadmiem maji dva nizké vrcholy v modré oblasti.

Antolikova (2007) meérila ve své diplomové praci absorpcni spektra fotosyntetickych
pigmentu z thylakoidnich membran $penatu inkubovanych s kademnatymi ionty. Tvar
spekter chlorofylu inkubovaného s kadmiem se také neménil, absorbance se zvySovala se
zvysujicim se obsahem kadmia (stejné jako pfi mych inkubacich), respektive se neménila
vlivem kadmia, ale u kontroly se snizovala. Antolikova usoudila, Zze kadmium je v thy-
lakoidnich membranédch pricinou pevnéjsich interakci mezi proteiny, coz vede k tomu, ze

se napft. chlorofyl z membran méné odmyva. Po inkubaci s kadmiem jsou totiz thylakoidni
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membrany promyvany pufrem, aby byly z roztoku odstranény kademnaté ionty. Pfi tomto
promyvani se patrné také ztraci urcité mnozstvi chlorofylu. Proto se koncentrace chlorofylu
po inkubaci s kadmiem snizuje s klesajici koncentraci kademnatych ionti v membrandch.
(Nejmensi absorbanci jsem naméfila pro nulovou koncentraci kademnatych ionti). Jed-
nou z moznosti, pro¢ kadmium nezpusobuje pfi inkubaci s thylakoidnimi mambranami
degradaci chlorofylu, muze byt zadrzeni kademnatych ionti membranovymi proteiny. Kad-
mium se pak k chlorofylu nedostane. Jinym divodem muze byt to, Zze podminky pro reakci
mezi kadmiem a chlorofylem jsou vhodnéjsi v prostfedi organického rozpoustédla (v nasem
ptipadé v methanolu) nez ve vodném roztoku thylakoidnich membran.

Jind situace nastava, pridame-li se kadmium jiz k rozpusténému chlorofylu. V tomto
pripadé zpusobuje degradaci chlorofylu na feofytin. Z uvedenych grafi je ztejmé, Ze jiz nej-
nizsi koncentrace Cd** (0,0225M) vede k 1plné feofytinizaci, nen{ vidét plynuly piechod
od chlorofylu k feofytinu (viz obr. 4.4). Takze pravdépodobné uz velmi malé mnozstvi
kadmia staci k tomu, aby se veskery chlorofyl premeénil na feofytin. Pti vinové délce 666
nm, pii které se obvykle méti absorbance (a z té pocita koncentrace) chlorofylu a, kleslo
zdanlivé mnozstvi pigmentu az na 41% puvodnifho mnozstvi chlorofylu (viz tab. 4.1). Po-
sun v absorpénim spektru chlorofylu smérem k feofytinu (pfestoze tieba jen ¢dstecny)
jsem vsak zaznamenala i u pigmentového extraktu ze suspenze thylakoidnich membran
inkubovanych s kadmiem. K tomu mohlo dojit nedokonalym odmytim kademnatych iont1,
jejichz stopové mmnozstvi jsem ndsledné i se suspenzi thylakoidnich membrén rozpustila
v methanolu. Kademnaté ionty, pfestoze ve velmi nizké koncentraci, pak pravdépodobné
zpusobily degradaci ur¢itého mnozstvi chlorofylu na feofytin.

Otazkou zustdva, jakym mechanismem feofytinizace zpusobena kademnatami ionty
probih4. O zménach v absorpénim spektru chlorofylu a v souvislosti s Cd?* literatura
nic neuvadi. Mnoho ¢lanku popisuje ubytek chlorofylu a po péstovani rostlin s kadmiem,
vétsina ho ale vysvétluje poskozenim nékterého z kroku biosyntézy chlorofylu (Surosz
a Palinska, 2003; Dai a kol., 2006; Ouzounidou a kol., 1996; Wu a kol., 2002; Novakova
a kol., 2004; Sanita di Toppi a kol., 2005). Nékteré vyzkumy (na lisejniku Xanthoria pari-

etina) vylucuji, ze by v dusledku ptitomnosti kadmia mohlo dochézet k feofytinizaci chlo-
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rofylu, protoze PHQ (feofytiniza¢ni koeficient) se v prubéhu pokust neméni. To potvrzuje
hypotézu, ze je-li chlorofyl vazan v membrané, kadmium se k nému nedostane. Fykobion-
tem v tomto lisejniku je ale Fasa, nikoliv sinice (Sanita di Toppi a kol., 2005). Degradace
chlorofylu je 1épe popsana pro jiné tézké kovy. Pii péstovani lisejniku Cladonia convu-
lata s méd'natymi kationty byl také pozorovan pokles koncentrace chlorofylu a (tento
lisejnik obsahuje chlorofyl a i b) pfimo Gmérny zvysujici se koncentraci médi. Také se
zmensil pomeér chlorofylu a/b, celkové mnozstvi chlorofylu (a + b) se ale v prubéhu pokusu
nezménilo. Z toho autoii usoudili, Zze chlorofyl a se pravdépodobné méni na chlorofyl b
oxidaci methylové skupiny na druhém kruhu tetrapyrolového jadra (Sanita di Toppi a kol.,
2005). Podobné pusobeni kadmia na fotosyntetické pigmenty sinice Synechococcus elonga-
tus mohu vyloucit. Za prvé neobsahuje tato sinice na rozdil od lisejniku Cladonia convulata
chlorofyl b. Za druhé levy vrchol v absorpénim spektru chlorofylu b lezi napravo od levého
vrcholu chlorofylu a. Levy vrchol v absorpénich spektrech mych vzorki se posouval na
druhou stranu (viz vysledky).

Feofytinizace chlorofylu zpisobend tézkym kovem byla pozorovana u niklu. Po sedmi
dnech pusobeni ImM Ni?* na krasnoot¢ko Euglena gracilis zbylo jen 17 % z celkového
puvodniho mnozstvi chlorofylu (a + b), pfibylo velké mnozstvi feofytinu a zelend krasnooc-
ka zhnédla. Autofi prace se ale domnivaji, ze za feofytinizaci chlorofylu neni nikl zod-
povédny piimo. Nikl, podobné jako ostatni tézké kovy — i kadmium (Astolfi, Zucchi,
Passera, 2004), mén{ permeabilitu bunéénych membrén, coz vede k okyseleni intraceluldrni-
ho prostoru. Je znamo, ze chlorofyl v prostfedi s nizkym pH degraduje na feofytin (Eijckel-

hoff a Dekker, 1997; Riemann, 1977).
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