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ABSTRAKT

V jehlicich smrku ztepilého byly #&ileny denni zrény patateini a celkové aktivity i obsahu
enzymu ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy/oxygena@ubisco) v podminkach normalni
(A = 350umol mol*) a zvySené (E = 700mol mol*) koncentrace CO Smrkové jehlice
byly odebirany 22. 6. 2010 ve dvouhodinovych indd#eh od 3:30 do 22:30. Aktivita
enzymu Rubisco byla stanovena spektrofotometrickysah enzymu Rubisco byl zjigt
metodou SDS-PAGE.

U veétSiny vzorki byly nangteny statisticky vyznamn nizSi hodnoty aktivit v normalni
koncentraci CQ@ nez ve zvySené koncentraci €Z grafi pro aktivitu lze také wist
negitomnost neniho inhibitoru CA1P. V daob 7:00-17:30 byla aktivita ffblizné¢ piimo
ameérna intenzi¢ fotosynteticky aktivni radiace.

Mnozstvi enzymu Rubisco bylo statisticky vyznanwwyssi @i normalni koncentraci C{nez
pii zvySené koncentraci GQcoZ dokazuje aklim@i depresi mnozstvi enzymu Rubisadd p
dlouhodobém fisobeni zvysSené koncentrace £0O

ABSTRACT

Diurnal changes of initial and total activity andbntent of ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase (Rubisco) under conditiongrobient (A = 35@mol moi*) and
elevated (E = 70Qmol mol?) concentration C®were measured in needles of Norway
spruce. Needles of Norway spruce were taken on 2A2thin two-hours from 3:30 a. m. till
10:30 p. m. The Rubisco activity was determinedspgctrophotometry, the Rubisco content
was detected by SDS-PAGE.

The Rubisco activity was in most samples statilyicaignificantly lower in needles

cutlivated under ambient carbon dioxide then indhe® cultivated under elevated carbon
dioxide. Diagrams of the Rubisco activity shows ez of night inhibitor CA1P. The

Rubisco activity was directly proportional to thatensity of photosynthetically active

radiation in time from 7:00 a. m. till 7:30 p. m.

The Rubisco content was statistically significantigher in needles of Norway spruce
cultivated under ambient carbon dioxide than indheecultivated under elevated ¢ @hich
shows acclimation of the Rubisco content duringgherm effect of elevated GO
concentration.
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1 UvOD

Enzym ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenddab({sco) je nejhojjSi protein na Zemi
a vytv&i jediné kvantitativl vyznamné spojeni mezi zdsobou anorganického aickgdno
uhliku v biosfée. Tento enzym katalyzuje karboxylaci D-ribulosa-thisfosfatu (RuBP)
v prvnim kroku Calvinova cyklu, pdp miZze dojit k oxygenaci RuBP, kter4 vede
k fotorespiraci. Katalyticka dinnost Rubisco je velmi slabé&§ = 2-12 &) a fotosyntetické
organismy obsahuji az 50 % z celkového mnoZstiepro, aby se udrzeldimtelna rychlost
fotosyntézy [63].

Rubisco je kkkovy enzym regulace fotosyntézy.ield samotnou katalyzou musi byt
reversibilré aktivovan pomoci C® a Md*. Nejdive se molekula CO navéZe uvnit
aktivniho mista na-aminoskupinu lysylového zbytku K201 a dojde k m®c karbamylace,
po kterém nasleduje rychlé navazani’fMdPro aktivaciin vivo je nutna pitomnost aktivasy
Rubisco [63].

Aktivita Rubisco zavisi na obsahu enzymu a ngeraktivace aktivniho mista. Obsah Rubisco
se néni bkéhem dne v zavislosti na obsahu specifickych sadghénag. glukosy a sacharosy).
Tzv. paateni aktivita Rubisco se #&ii ihned v extraktech, které byly rychlgigraveny

a hodnoty této peateini aktivity jsou mensi nez hodnoty aktivity celkokéera je nitena po
inkubaci s CQa Md’*. Porér mezi p&atesni a celkovou aktivitou Rubisco se nazyva stupe
aktivace a je mirou karbamylace enzymu. Inkuba@@Osa Mdf* nelze vytsnit z aktivnich
mist enzymu pewnvazané inhibitory (nap CA1P a XuBP). Rtomnost &chto slodenin

v aktivnich mistech enzymu snizuje celkovou akti\at naopak, kolisani celkové aktivity je
indikatorem inhibice enzymu Rubisamtito inhibitory [63].

Védei predpokladaji, Zze do roku 2100 by se¢lan koncentrace CO zvysSit aZz na
800pumol CQ, mol™. Lesni ekosystémy t¥b obrovskou zasobarnu uhliku, proto &m
vznikajici nasledkem zvySené koncentrace, @@hou zjsobit zn&né globalni prorny
v kolob¢hu uhliku.

Se zvysujici se koncentraci g@yznamr roste rychlost fotosyntézy a zardvelochazi
k poklesu aktivit fotosyntetického aparatu. OvSerfi glouhodobém fisobeni oxidu
uhlicitého na rostliny se rychlost fotosyntézy sniZujeéavislosti na vZrstu koncentrace
glukosy a fruktosy, coz Z#igobi represi exprese fotosyntetickych wem nasleda tzv.
aklimaci. Zarove dochazi k poklesu obsahu dusiku, rozpustnych \aitka obsahu enzymu
v listech.

V této diplomové praci byly steny denni zrny paiateni a celkové aktivity, i obsahu
enzymu Rubisco u smrku ztepilého v podminkach nbrivéddvojnasobné koncentrace oxidu
uhli¢itého. Vzorky jehlic byly odebirany v experimenian kultivatnim zd&izeni Centra
vyzkumu globalni zrny AV CR, v.v.i., které je podgeno projektem LM2010007 -
CzeCOS/ICOS - Narodni infrastruktura sledovanikwhli



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je nejdeZitéjSi d&j probihajici v Zivé firodé. Pro fotosyntézu je nepostradatelna
swtelna energie, kterd je rostlinami, sinicemictarymi bakteriemi peménovana na energii
chemickou. Je to sith endergonickd reakce pol#a slunénim z&enim, g které

z nejjednodussi slgeniny uhliku o nizké energii, oxidu uéitého, vznikaji sacharidy
s vysokou energii a zaravelochazi k produkci, pro nas nepostradatelnéhoupiako kysliku

[1,2]. Rovnice fotosyntézy je vyjéena:
6CO, +12H,0 O - C,H,,0, + 60, +6H,0.

U vySSich rostlin &s probih& fotosyntéza v chloroplastu (obr. 1)paakaryot, které nemaji
vyhraréené burcéné organely, jsou tytocasti buiky nazyvany chromatofory. Ret
chloroplast se v buice velmi lisi, nfize byt jeden, ale i 1 000 s rozmanitymi velikostmi
a tvary [2]. Nefastji je v buikach listi obsaZzeno asi 20 chloroplastlipsoidniho tvaru asi

5 um dlouhych. Chloroplasty se vyzhgi prostupnou v&Si obalovou membranou a naopak
neprostupnou vnibi membranou, které jsou adleny mezimembranovym prostorem. \fnit
vypln chloroplastu se nazyva stroma, cozZ je koncentpvantok enzym. Ve stromatu se
nachazifieti soustava membran tzv. thylakoidy. Thylakoidyujsia sebe naskladané ploché
v&ky vytvéiejici grana. Chloroplast imérné obsahuje asi 50 gran [1].

CHLOROPLAST

GRANUM
LIST

vrohni epidermis

e e =
e e ———r

J,.d—ukur—- =
: .

i
-l
—

spodni epidermis.

 thylakoidu

vnitrothylakoidovy
prostor

vnajsi. / voitini

membrana T membrana

mezimembranovy prostor

Obr. 1: Struktura chloroplastu. ¢vzato [3])



Fotosyntéza je roztena na d¥ na sebe navazujici faze €®inou a temnostni. Ve &elné
fazi dochazi k fotochemickémuwjgd pienené energie fotofi slune&niho zd&eni na energii
chemickou. Nejtive dochazi k femené energie z&eni na energii excitovanych elektign
kterd se pomoci oxidoreduktasimh na makroergické sléaniny — ATP (adenosintrifosfat,
zdroj chemické energie) a NADPH (nikotinamidademnéleotidfosfat, redusni ¢inidlo)

[1].

Swtelna reakce probiha diky fotosyntetickému apakiary se sklada zéitcasti:

1. fotoreceptory, které obsahuji pigmenty absorbuaj@eéni,

2. fotosyntetické reatni centrum, kde dochazi kegmené swtelné energie na energii
elektrickou (= excitace elektrérabsorbovanym zéanim),

3. fetzec oxidoreduktas, kde dochazi femené excitovanych elektran na energii
chemickou (vznik ATP a NADPH) [1].

Temnostni, nebo také temna faze, probih&asmi se s¥telnou fazi. Temnostni faze je
sloZena z &kolika enzymovych reakci vyuzivajici ATP a NADPHddukci CQ a HO na
sacharidy [1].

2.1.1 Reakce z4avislé na &tle

Hlavnim fotoreceptorem slutiei energie ve fotosyntéze je chlorofyl (obr. 2).tdeyklicky
tetrapyrrol podobny hemu, od kterého se |&atika znaky:

1. centralnim iontem neni Eenebo F&", ale ion M§*,

2. chlorofyl obsahuje cyklopentanonovy kruh&gre priléhajici k pyrrolovému kruhu I,

3. chlorofy a (Chl a) a chlorofyl b (Chl b) maji z¢asti redukovany pyrrolovy kruh 1V,
bakteriochlorofyla (BChl a) a bakteriochlorofyb (BChl b) maji z¢asti redukované kruhy II
alv,

4. u Chla, Chlb a BChlb je propionatovy postrantétzec na jate IV esterifikovan fytolem
a u BChla je u rekterych bakterii fytol a nebo geranylgeraniol [2].

R 1 R 2 R 2 R 4
ﬁH2 chlorofyl a —CH=CH, —CH, —CH,—CHj P
CH CH, ﬁ
chlorofyl b —CH=CH, —C—H —CH,—CHj, P
HJC 'CH T—CHE 8
bakteriochlorofyl a —C—CH; —CH; —CHz—CH; PorG
0
I
bakteriochlorofyl5s ~ —C—CH,  —CH,  =CH—CH, P
H,yC CH,

“ bez dvojué vazby mez polohami C(3) a C(4)

('JH2 (‘:Hz ¥ ~CHZ\/\/\)\/\/K/\/K
2

(|3H2 ?Hz
iy
i B sl \)\/\/l\/\)\/\/\
0 0 NA 7 4 %
chlorofyl protoporfyrin IX geranylgeranyl

Obr. 2: Strukturni vzorec chlorofylu ,,a“; ,, b* a b&teriochlorofylu ,a“; ,b“. (P revzato [2])



Chlorofyl spolu s doprovodnymi barvivy karoteny, n¥aofyly; fykoerythrobiliny

a fykocyanobiliny pohlcuje s¥io a penasSi ho do fotosyntetickych reakch center

tvofenych chlorofylema. Zde dochazi kignmené energie fotofi na elektrickou energii
pomoci pechodu wskterych elektron molekuly chlorofylu do hladiny o vysSi energii
(centrum ma niZsi energii excitovaného stavu netroknolekuly anténnich barviv) [1].

Po excitaci elektrony opusti molekuly chlorofylwvefotosyntéze prochazépdou penaseén

o stoupajicim redoxpotencialu a vrati se do zaklremstavu v molekule chlorofylu re&kiho
centra, kterd se tak stane schopnou znovu absdrfmoay. Bshem cestyadou genasSeéa se
cast energie excitovanych elektionpouzije kvyrol ATP a tento & nazyvame
fotofosforylace. Cyklicka fotofosforylace je procegansportu elektrah ktery z&ina a kodi

v molekule chlorofylu reatniho centra, ktery je s¢asré donorem i akceptorem elektrian

V cyklické fotofosforylaci dochazi kipmené swtelné energie na energii elektrickou a ta se
pozcji transformuje na energii chemickou [1].

V necyklickém toku elektrain se energie, ziskanaé&hem excitovanych elektrdn ulozi do
makroergické sloteniny — NADPH. Necyklickym tokem je nazyvan proke, se excitované
elektrony nevraci zfy do molekuly chlorofylu, ale jsou vyuzivany k réadu NADP®
a nasled& musi byt chlorofyl uveden daipodniho stavu elektrony z oxidac&jaké vhodné
sloweniny. Necyklicky tok je oxidoreduki proces, ve kterém dochazi ieposu dvou
atomi vodiku (2H + 2€) z redukovaného donoru na oxidovany akceptor NARPnorem
atomi vodiku je u vySSich rostlin voda) [1].

2.1.1.1 Propojeni fotosystému | a ll

Oxygenni fotosyntéza, ve které vznika kyslik, j@zsha ze dvou fotosystémnzapojenych za
sebou. Ve fotosystému | (PSI) vznikéa silné reduktdreré redukuje NADPa sodasre slabé
oxidans. Ve fotosystému Il (PSIl) vznika silné cid, které oxiduje ¥D a sodasre slabe
reduktans. Fotosystémy | a Il (obr. 3) jsou propgja tvdi dvoustupiovy proces, ve kterém
slabé reduktans redukuje slabé oxidans. Oxygenribsyotéza probiha natreth
transmembranovych bilkovinnych komplexech, ktemujspojeny pohyblivymi ignasei
elektroni. Jako prvni transmembranovy bilkovinny komplex RSII, dale komplex
cytochromii be/f a posledni PSI. Cesta elektronu £O0Hna NADP prochazi nejprve fes
plastochinon, ktery se redukuje na plastochinor@@uje PSII s komplexem cytochrém
be/f. Z komplexu cytochrorin jsou elektrony fenaseny pomoci pohyblivé bilkoviny
plastocyaninu [2].

Pro vytvdeni jedné molekuly ©se musi oxidovat dvmolekuly vody, tak ziskametyrti
elektrony. Pro fenos jednoho elektronu @8 na NADP probshnou dva fotochemickésk.
V PSII komplexu jsou obsazenryii ionty manganu vazané na bilkovinu a dojde meaiini
k vytvoreni katalytického komplexu, tj. kyslik vyvijejiciokplex (OEC-oxygen-evolving
complex). OEC navaze &wmolekuly vody, ze kterych postupodebira elektrony a protony,
a v poslednim kroku dojde k uveim O,. OEC mezitim prochazi oxidactgs rekolik staw,
které nazyvame S-stavy a prapddobré predstavuji kombinaci iofit manganu otzném
mocenstvi MA", Mn**, Mn®*. Dojde k uvol@ni kysliku a zarove vymrsgni elektronu, ktery
prochazirettzcem pgenaseéu a zredukuje plastochinon na plastochinol. Tenadslredukuje
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komplex cytochrom bg/f a dochazi kienosu elektroh na plastocyanin. Pomoci
plastocyaninu vymr8hy elektron prochazetzcem genaseén a necyklickou cestou redukuje
posléze NADP na NADPH. V cyklickém penosu se elektron vrati &pna komplex
cytochronii bg/f a z(@&astni se fenosu protol pires membranu. &tSi ¢ast elektrofi putuje
necyklickou cestou, kterd &aa rozpustnym ferredoxinem. Dochéazi k redukci NADP
katalyzovanou ferredoxin-NADPreduktasou a vznikd NADPH. V cyklické draze dodhéaz
k prenosu protol pies thylakoidni membranu a e zde dojit ke zvySeni mnoZstvi
vzniklého ATP v poniru ke vznikajicimu NADPH [2].

a)

G stroma
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1/202+2 H+/

S =G H*
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3 H*
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foton <% e, ——— fotosystém |
' 8 ADP

m

____—syntaza ATP

3 H 3H*
P
ADP
b)
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2 foton
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S
e 2 e @PSSO
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f 2 Hlze :
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4 — .--rk
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Obr. 3: Fotosystém | a II: a)ienos energie a elektrénb) fotosynteticky tok elektrén
s redoxpotencidly. (fRevzato [5])
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2.1.2 Reakce nezavislé na &e

Temnostni faze je biosyntéza sacharidl CQ, za pomoci redukniho ¢inidla NADPH

a energie ATP. Tato faze probiha ve¢trdokud se nespibuji zasoby ATP a NADPH.
Biosyntéza sachanid je umiséna v kapalné ¢asti chloroplastu (stroma) a v cytosolu
a zahrnuje &kolik enzymovych reakci. Mezi nejznéjsi pati hexosafosfatovy —
pentosafosfatovy cyklus, tzv. Calimcyklus (obr. 4) [1].

HyG—0-F) H2(|3—O—(F‘)
(=0 3¢0, HC—0H
HE -—-OH o
HC—~OH \ o
H,C—0—(F) — =
: —_— 3-fosfoglycerat

ribulosa- 1,5-bisfosfat

Hal—0H ribulosa-hisfosfat- '

|

C=0 karboxylasaloxygenasa -ADP
HG—CH RuBisCO

|

HEli—OH fosforibulosa-kinasa
HyC—0—1P) M"‘*-. |1 3-fosfoglycerdt-kinasd Hzt’T‘—o—(P)
ribulosa-5-fosfat “"‘-... T HC—CH

glyceraldehyd-3-fosfat- 1,3-bisfosfoglycerat
dehydrogenasa

) a

-
O//

1286
glyceraldehyd-3-fosfat \"“& alyceraldehyd-3-fosfatl)

e produktem
fotosyntézy

syntéza cukrl,
bilkavin, Skrobu, ..

Obr. 4: Calviniv cyklus. (Pevzato [4])

Calvinav cyklus se rozéluje na dv¢ faze, a to na fazi prodoki a regenekai. V produkni
fazi reaguji ti molekuly CQ a #i molekuly ribulosa-5-fosfatu za vzniku Sesti malek
glyceraldehyd-3-fosfatu, zarovese spaebuje Sest molekul NADPH a dgvmolekul ATP.
Jedna molekula glyceraldehyd-3-fosfatu je poubiabiosyntézu glukosy a ostatniclt p
molekul je pouzito v druhé fazi cyklu. V regengrafazi, jak uz bylaeceno, tedy reagujecp
molekul glyceraldehyd-3-fosfatu, ze kterych postupnpreskupovanim vznikag molekul
ribulosa-5-fosfatu (touto sl@éeninou cyklus zé&nal). Tato druh& faze probiha jiz bez dodani
energie ATP nebo redutkich ekvivaleni NADPH [2].

VétSina reakci v Calvinay cyklu se vyskytuje i v jinych metabolickych drahacmap.

v glykolyze nebo pentosovém cyklu. Fosforibulokenasbulosabisfosfatkarboxylasa a sedo-
heptulosabisfosfatasa jsou enzymy, které nemaiéjpek v Ziva@isnych tkanich [2].
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Oxid uhlicity je prevadn z energeticky chudé a neaktivni molekuly na aki@nou
redukovatelnou formu tim, Ze reaguje s ribulosahbisfosfatem na 3-fosfoglycerat. Tuto

s

biosféry, a to ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylash [2

Calvinav cyklus je vyuZzivan rostlinami k fixaci GOtyto rostliny se nazyvaji £rostliny,
protoze prvnim produktem asimilace jéuhlikova slodenina, a to 3-fosfoglycerat. OvSem
n¢které, gevazre tropické rostliny jsou schopné fixovat €O jinym zpisobem. Jejich
meziproduktem je oxalacetat, ktery jéepenovan na malat nebo aspartat, jedna se tedy
o ¢tyfuhlikaté slodeniny, G-rostliny. Rostliny Zeledi tienolistych maji metabolismus CAM
(Crassulacean Acid Metabolism), ve kterém se spGilj C4-karboxyla&ni systémy [1].

2.1.2.1 Fotorespirace

V 60. letech minulého stoleti bylo zji#, Ze rostliny na stle spotebovavaji @ a vyvijeji
CO; jeSt jinou cestou krom oxidaini fosforylace. Pokud je ve vzduchu nizka koncestra
CO, a naopak vysoka koncentrace, @ize dojit k tomu, Ze fotorespiracdgeplada nad
fotosyntézou. Fotorespiraci (obr. 5) se rozumiighet Q a uvohovani CQ. Tento proces je
také nazyvan st¥elné dychéni a je umo&m druhou katalytickou aktivitou ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasy, kterd vede ke vzniku fosféghatu. Ten je v peroxisomech,
piengnovan &inkem G na glyoxylat. Vznikajici peroxid vodiku je rozlo¥datalasou na
H,O a Q. Cast glyoxalatu se oxiduje na oxalat a ze zbytkuoxgyéatu vznika glycin.
V mitochondriich d¥ molekuly glycinu zkondenzuji na serin a vznikat§e€0,. Takto
ziskany CQ je uvohovany g fotorespiraci. Serin se Vv peroxisomechempeni na
hydroxypyruvat a dale je redukovan na glycerat, rnkter cytosolu fosforyluje na
3-fosfoglycerat a takto se vraci do chloroplastzapojuje se do Calvinova cyklu.¢Bem
téchto sloZitych reakci dochazi ke st ATP a NADPH. Fotorespirace pro rostlinu
znamena ztratu, ale zardveravdpodobré slouzi k ochra# fotosyntetického aparatued
poSkozenim fotooxidamimi reakcemi. Bylo zji#ho, Zze CQ a O mezi sebou soéki jako
substrat pro ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasii. \Rsokém poriru CG/O, enzym p@sobi
jako karboxylasa aipnizkém pongru CQ,/O, jako oxygenasa. Nazev enzymu byl na zaklad
toho zjiSéni zménén na ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenagmostupg se pro gj
vzila zkratka Rubisco [2].
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Obr. 5: Fotorespirace. (Revzato [23])

2.2 Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa (Risco)

Enzym Rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasg@@nasa) je nejho§isi protein na Zemi.
Jako vstupni brana G@o biosféry, tvéi Rubisco zaklad pro Zivot na Zemi. Rubisco je velm
malo (&inny enzym pro karboxylaci. #e za to jeho velmi mala molekularni aktivita (peuz
nékolik molekul peménénych za sekundu), nizka afinita k atmosférickémuy, @Q@yuziti Q
jako alternativniho substratu pro fotorespiracitorakuténost je kompenzovana vysokym

obsahem enzymu Rubisco v rostlinach gkterych rostlin az 50 %) [19].
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Obr. 6: Enzym Rubisco ve Spenatu. Velké podjedigakyzobrazeny tméawa swtle modrou
barvou a malé podjednotkiervenou a oranzovou. Aktivni misto je vyzme Zlutou barvou.
(Prevzato [19])

2.2.1 Historie enzymu Rubisco

Jako prvni objevili enzym Rubisco Wildman a Bonf&jrv roce 1947 pomoci elektroforézy
v listech rostlin. Ner#li Zadné po#ti o jeho funkci a nazvali ho protein Frakce |. 8iatudie
dokazaly, Ze 3-fosfoglycerat, ktery byl oZea jako prvni produkt fotosyntézy, ukazuje na
existenci enzymu, ktery dok&Ze katalyzovat karbasiyl ribulosa-1,5-bisfosfatu na
dv¢ molekuly 3-fosfoglyceratu [7,8,9]. Enzymatickouigku objevil u Frakce | o &olik let
pozdtji Trown [6]. Bowes et al. [10], Andrews et al. [14 Lorimer et al. [12] objevili druhou
aktivitu enzymu, a to oxygenaci ribulosa-1,5-bightis na 2-fosfoglykolat a na 3-fosfo-
glycerat. Z pozorovani, které prowfidRutner a Lane [13], uili, Ze se Rubisco sklada ze
dvou odliSnych podjednotek a z dalSich studii [24,6,17] vyplynulo, Ze podjednotky jsou
zakodovany a syntetizovany tiznych¢astech biikky. Toto dale vedlo k objevu mechanismu
syntézy proteiti uvnitt chloroplastu [18].

2.2.2 Struktura a podjednotky enzymu Rubisco

Rubisco pai strukturre mezi nej¢tSi enzymy s celkovou molekulovou hmotnosti 560 .kDa
V piirod se vyskytuji d¢ vyznamejSi formy Rubisco. Forma |, ktera se nachazi veSigys
rostlinach, rasach, sinicich a v mnoha autotrofnich bakteriish, sklada z 8 velkych
L podjednotek (53 kDa) a 8 malych S podjednotekikR4). Tato forma vytvd hexadekamer
LsSg (obr. 6). Forma Il, ktera se wgwvazné ¥tSire nachazi u obkmek a wgkterych
autotrofnich bakterii, detné obligatnich anaerdh se skladda pouze z L podjednotek a viitva
dimer L, (obr. 7). Viasach a vysSich rostlinach se Rubisco vyskytuj@laraplastech.
L podjednotky jsou zakddované v genomu chloroplastsiyntetizovany na ribosomech
v chloroplastu. S podjednotky jsou kodovany nukigari genomy, syntetizovany jako
prekursory polypeptidl v cytosolu aimportovany do chloroplastu pomoci PAT
dependentnich reakci [2]. Posttrakeia reakci jsou malé dil podjednotky pdany
k chaperoim velkych podjednotek a dojde k vytemi holoenzymu [19].
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Obr. 7: Vlevo je zobrazena Forma |, vpravo ForrhdPrevzato [20,21])

2.2.3 Mechanismus katalyzy a aktivace

Aby enzym Rubisco vykazoval katalytickou aktivitmusi byt aktivovan. Katalytické
centrum (obr. 8) se aktivuje navazanim molekuly,Ckdera se liSi od molekuly substratu
oxidu uhliitého vazaného dmem karboxylace. Aktivani molekula CQ je kovalentg
pfipojena jako karbamat naaminoskupinu specifického lysylového zbytku K20Bsledr
musi dojit ke stabilizaci kovovymi ionty Mg aby mohlo dojit v aktivnim mistk premsng
ribulosa-1,5-bisfosfatu na produkty [6, 22]. Taldieace je katalyzovana enzymem aktivasa
Rubisco, pro jehoz funkci jeutezita hydrolyza ATP. Hydrolyzou ATP dojde k aktiva
aktivasy a pi nasledném navazani na enzym Rubisco i k jejvakti Po sko#eni reakce se
aktivasa stava a@p neaktivni.

Opanym zpisobem, tedy jako inhibitor,ugobi 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat (CA1P).
CA1P se navaZe na Rubisco a dochazi k blokaci rdktivmista a zaroviek zastaveni
katalyzy. CA1P fisobi fevazr za snizeného stla, jde gedevsim o nini inhibitor. Naproti
tomu aktivasa je enzym aktivujici sesdem, ktery vraci z§t aktivitu enzymu Rubisco [22].
Jako dalSi inhibitory mohouutpobit xylulosa-1,5-bisfosfat (XuBP) a 3-keto-aratuhl,5-
bisfosfat (3-KABP) [28].

Spravnou aktivitu enzymu ribulosa-1,5-bisfosfatkerydasy ovliviiuje hned #kolik faktoni:

» Je to pedevSim hodnota pH, kdy vykazuje své ostré optinpinmodnot 8,0. Po
oswtleni se hodnota pH zvySuje z 7,0 na 8iBlddkem penosu protod do dutiny
thylakoidi.

 P¥i oswtleni dochazi k odtoku iotitMg®* (haiesnaté ionty aktivitu enzymu stimulujf)
do thylakoidi, ktery je vyrovnavan odtokem iantlo stromatu.

» Allostericky aktivuje NADPH vytvéeny po os¥tleni v PSI.

* Ve tme dochazi k syntéze 2-karboxyarabinitol-1-fosfat\{®), ktery aktivitu velmi
inhibuje [2].
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Z&kladni strukturni usgé@dani aktivniho mista bylo zj&to pomoci krystalografickych
studii. Katalytické centrum enzymu je obsazeno el&éspodjednotce a je enzyntoaktivni

i pokud nejsou obsazeny malé podjednotky. Zda majé podjednotky regutai tlohu (jako
u jinych enzynd) se zatim nepodido prokazat, jejich funkce doposud neni znama [2].

N123

|
L k201 I
{
sa?;y%\\

Obr. 8: Strukturni uspt@dani aktivniho mista. @@vzato [19])

2.2.4 Karboxylace a oxygenace

Karboxylace (navazani GG z&atek Calvinova cyklu) i oxygenace (navazaniagicina
vzniku fotorespirace) jsou reakce, které jsou katalané enzymem Rubisco. V prvnim
kroku, ktery je pro ob reakce stejny, vznika endiolatii Fkarboxylaci (obr. 9) dochazi
k navazani C@a ke vzniku 3-keto-2-karboxyarabinitol, ktery j@stedr hydratovan.
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Obr. 9: Prav@podobné karboxykni reakce katalyzovand enzymem ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasou (Rbu-1,%)PV reakci vznika nejprve endiolovy meziprodukiterého
nasled@ vznika 2-oxokyselina a reakci s vodowlmvznika 3-fosfoglycerat (3-P-Gri).
(Prevzato [2])
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Z hydratované slaieniny 3-keto-2-karboxyarabinitolu vznika naslégmvni 3-fosfoglycerét
a nasledujici protonizace vede ke vzniku dalSi kutye3-fosfoglyceratu, ktery dale reaguje
v Calvinow cyklu popsaném v kapitole 2.1.2. [22]. Oxygenatir( 10), jako prvni spolay
produkt, vznika endiolat, ktery se po navazani @hydrataci femeni na fosfoglycerat
a fosfoglykolat, jimz z&na tzv. glykolatova cesta. ®bmolekuly jsou zapojeny v procesu
fotorespirace, ktery je jiz popsan v kapitole 2.1.2
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Obr. 10: Prav@podobna oxygenasova reakce katalyzovana enzymatogasl,5-
bisfosfatkarboxylasou. V reakci vznika nejprve elodly meziprodukt, z kterého nasledn
vznika 2-fosfoglykolat a 3-fosfoglycerat/¢vzato [2])

2.3 Vliv zvySené koncentrace C®na rostliny

2.3.1 Fimeé inky koncentrace CO;, na rostliny

Studium vlivu zvySené koncentrace £fa rostliny je dlezité gedevsim z hlediskacinki
budouci atmosféry na hospddié plodiny a celé ekosystémy. Neustdle se zvySujic
koncentrace C@©nebude hrat roli pouze ve sklenicichjiguastich, ale také v porostech
polnich plodin a zejména v lesi¢h sadech. Mezi fimé &inky zvySené koncentrace GO
pati zejména zrny v rychlosti fotosyntézy, fotorespirace, vodivgstiduchi a v posledni
doke se ukazuje i vliv na rychlost mitochondrialni rieape.

2.3.1.1 Rychlost fotosyntézy

Se zvysujici se koncentraci oxidu @h&ho vyznama roste rychlost fotosyntézy, ktera je
dale ovliviovana intenzitou ozanosti. Rychlost fotosyntézy roste se zvySujicbzi#enosti.
Obr. 11 zobrazuje vliv oZé@nosti na rychlost fotosyntézyiptiznych koncentracich GO
Z grafa Ize vyist, Ze vySSi koncentrace g@uasobi vyrazna zvySeni rychlosti fotosyntézy
zejména fi vysSich ozéenostech. Vliv zvySeného GOe i prokazatelny § nizSich
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oz&enostech, které jsourgrevSim Bhem dne po rozedni a ged setminim. Nedostatek
oz&enosti u rostlin je hlavhdopoledne, odpoledne a také u spodnich paterdiuptyrost.
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Obr. 11. Vliv ozéenosti na rychlost fotosyntézy; Bbr. vlievo). Vpravo jedinnost ozéenosti
ve fotosyntéze vyjéené kvantovym \gidkeme, pri riuzné koncentraci CO (Prevzato [24])

Pti dlouhodokjSim pisobeni CQ na rostliny se rychlost fotosyntézy snizuje v po@nim
s rychlosti fotosyntézy rostlin, které bylygpované fi obvyklé koncentraci C® Pokles
rychlosti fotosyntézy # dlouhodobé kultivaci rostlin ve zvySené konceati@O, je nazyvan
aklimace. Fitom dochéazi k poklesu obsahu dusiku, rozpustnyiowin a Rubisco v listech.
DalSi znak rostlin spojeny se zvySenou koncent@©} je schopnost efektivnvyuzivat
zvySenou produkci susSiny. fiP zvySené koncentraci GOdochéazi k omezeni aktivit
fotosyntetického aparatu. fiRllouhodolgjSim pistovani rostlin v &nych podminkach aiip
okolni koncentraci C® odpovida rychlost tvorby asimitatkapaci¢ transportnich drah
I aktivité prislusnych sink. A naopak, fi zvySené koncentraci Giesahuje rychlost tvorby
asimilati moznosti jak jejich transportu, tak i vyuzZivansimku. A disledkem toho dochazi
k hroma@ni sacharosy v cytosolu, ktera je transportovanavakuoly a zde invertasou
rozS€pena na glukosu a fruktosu. Glukosa a fruktosa m®tné transportovana do cytosolu
a dochazi k nastu jejich koncentrace, cozZ gobuje represi exprese fotosyntetickychigen
[24,29,32]. To m& za nasledek pokles rychlostidgtmézy — tzv. aklimaci.

Problematika fizpusobeni rostlin P jejich dlouhodobé kultivaci ve zvySené koncenti@®,
neni dosud docela znama. Aklimace jefzapéna Fedevsim déma divody, a to Ze rostlina

neni schopna vyuzit nadbyt& asimilaty a ZeipvySSich koncentracich GGstai mensi
mnoZstvi enzymu Rubisco pro fotosyntézu [24].

DalSim dilezitym parametrem ovlijicim rychlost fotosyntézy a spojenym se zvySenou
koncentraci CQ je vliv teploty. S vySSi koncentraci Qe teplotni optimum ipsouva
k vySSim teplotam a toto optimum je potom men&i& (obr. 12).
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Obr. 12: Zavislost rychlosti fotosyntézy, Pa teplo# (°C) pri rizznych ozéenostech, jejichz

hodnoty jsou uvedeny v grafur/éRzato z [24])

DuleZitou veltinou popisujici enzym Rubisco je specifitni faktdtery udava powr
rychlosti karboxylace k rychlosti oxygenacéi stejnych koncentracich GOa Q. Se
zvySovanim teploty dochézi k silnému poklesu spadifo faktoru: s wtSim poklesem
rozpustnosti C@k O, a poklesu afinity rubisco k Gk afinité O,. U¢inek CQ se zvysuje
s rostouci teplotou, ktery je @goben poklesem specifitniho faktoru [24].

Z dosavadnich studii vyplyva, Ze interakceémgn koncentrace CPa zneny teploty ma
na rychlost fotosyntézy velmiaiznorody vliv. Ri zvySené koncentraci GQ&e podili natrstu
rostlin a jeji maximalni rychlosti fotosyntézy vip# vysSich teplotach neZimizkych.

Pomoci ®kolika studii byly odvozeny z&vy, které popisuji spoteé pisobeni zriny
teploty a koncentrace G@a rychlost fotosyntézy:
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zvySujici se koncentrace GQvySuje rychlost fotosyntézy viceriprysSich, nezli
pii nizSich teplotach,

posunuti optima rychlosti fotosyntézyi paturaci k vySSim teplotdm, e zvyseni
koncentrace Covyrazre zvysit rychlost fotosyntézy listurpvysSich teplotach,

pii zvySené koncentraci GOse teplotni optimum posouva k vysSim teplotdm jen
v podminkach teplého klimatu s vysokymi #edostmi, v oblastech nizkych
zemepisnych Sfek a khem slunnych dinve stednich zergpisnych Skach,

rychlost fotosyntézy celého porostu ugpbuje mensi interakci vlivu teploty
a koncentrace CQprotoze ¥tSina listi v porostu se nachazi v podminkéach relativn
nizSi oz&enosti,

pii nizSich oz&enostech nebo na stinnych lokalitdchiazatazené obloze ve vysSich
zenepisnych &ikach, zvysSuje vysSi koncentrace £iQychlost fotosyntézy, teplotni
optimum Zistava nizké [24].



2.3.1.2 Fotorespirdni rychlost

Inhibice fotorespirace je #gobena sniZzenim koncentrace; a 5% a méh
nebo dvojnasobnym az trojnasobnym zvySenim koraemtCQ. VysSi koncentrace GO
pusobi na list dvojim zjsobem, pedevsim zvySenim rychlosti karboxylace a zatiove
fotosyntézy a také se zvySuje pamkoncentraci C@O,, ktery inhibuje fotorespiraci a s tim
spojené ztraty CgJ24].

2.3.1.3 Priduchy a jejich vodivost

Zmeéna koncentrace COv atmosfée ovliviiuje miru otevenosti péduchi, kterd zase
modifikuje jejich vodivost. ZvySeni koncentrace £gpisobuje u ¥tSiny rostlin zmenseni
vodivosti phaduchi. Drake et al. [25] publikovali zéwy 41 pokug§ s 28 druhy rostlin
a zjistili, Zze pimérné snizeni vodivosti fiduchi pri zdvojnasobeni atmosférické koncentrace
CO; je asi 20 %. Pokles vodivosti vyvolany zvySeninméentrace C@kolem listu nemusi
veést k poklesu rychlostiisté fotosyntézy, protoZze zaravee zvySuje gradient koncentrace
CO, mezi atmosférou a mistem karboxylace, coz fot@yntstimuluje. Vyznamny je pak
pon¥r mezi znénou vodivosti a zrmou gradientu C@a také jestli dojde k poklesu nebo
zvySeni rychlostEisté fotosyntézy. Se sniZzenou rychlosti transpisgcenodifikuji jednotlivé
slozky energetické bilance lisa to se objevuje ve zZirk teploty. Prozatim nebylo potvrzeno,
Ze by dochazelo k aklimaci vodivostigoiuchi béhem dlouhodobé kultivace rostlintip
zvySené koncentraci G(24].

2.3.1.4 Dychani a jeho rychlost

Rychlost dychani je v po¥ru s rychlosticisté fotosyntézy relativhmala. Okamzité ztraty
uhliku dychanim se rovnaji obvykle né&mez 10 % zisku C paral@nprobihajici
fotosyntézou. Dychani je if@sto proces zcela zavisly na celkové bilanci uhlikostlirg.
Dychani rostlin se uskui#uje nejen v noci, kdy fotosyntéza neprobiha, giées den, kdy
rychlost denniho dychani jsou nizSi nez rychlosthdyni v noci. V obdobi vegetace se
obvykle zvySuje podil nefotosyntetizujicich struktiteré se €astni zejména na udrzovaci
sloZce dychani. Vlivem C{nha rychlost mitochondrialniho dychani Ize rozpazna
o ptimy vliv, pfi kterém dochazi ke sniZeni rychlosti dychéatii gxpozici zvysené
koncentrace C§&)
* nepimy vliv, ktery zmsobi aklimaci rostlin dlouhodébpéstovanych g zvySené
koncentraci CQ[24].

2.3.2 NefFimé inky koncentrace CGO;, na rostliny

Zkoumani vlivu zvySené koncentrace £4a rostliny by bylo mnohem jednodussi, kdyby se
dalo omezit pouze na vySe uvederémg pisobeni. Rostliny ovSem reaguji na dals¢j$n
podrety celouradou dalSich reakci a Zmou struktur.

2.3.2.1 Vliv teploty

Teplota znanym zpisobem ovliviuje pisobeni zvySené koncentrace £@ fotosyntézou
dale je& souvisi zvySené teplotni optimum. S teplotou sgugm hodnota kvantového
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vytéZzku fotosyntézy, tedy gtu moki CO, fixovaného absorpci jednoho molu fotorToto
zvySeni je ovliviovano teplotou. #kladem niize byt zmna koncentrace GCO

z 350pmol mol* na 650umol mol* pii 10 °C zvysi kvantovy vyek jen o 4 %, avsakiip
teplot 28 °C jiz 0 25 % [24]. S rostouci teplotouista | kompenz&ni oz&enost, tj. hodnota
oz&enosti, kdy pijem a vydej CQ v listu je v rovnovaze. i zvySené koncentraci GO
zvlase pii vySSich teplotach, se kompetina oz&enost snizuje. ZvySena koncentrace,CO
i zvySena teplota podporuji gisgh vyvoje, navozuji tivéjSi senescenci a zkracuji tak celé
veget&ni obdobi. Dochazi k rychlejSimu vyvoji mnoha plodiurychleny dst se tyka
predevsim lisk, odnoZi a ndsledrtaké kwta a plodi a tim se zarovevytvéi vice sinki. Fi
nizkych teplotach dochazi ke snizeastu, mize dojit k vyraznému poklesu fotosyntetické
produkce (aklimace), protoze se sniZzuje mnozstaektvita sinku, a to fevaz z now
diferencovanych a rostoucich orgda4,31].

Se zm&nou teploty a zvySenou koncentraci £/@ spojeno &kolik parametii. Dochazi ke
zmené energetické bilance listnebo porostu. ZvySena koncentrace,iZzuje vodivost
praduchi, tim klesa transpirace a dochazi ketmérnteploty rostliny. DalSim bodem je bilance
piijmu a vydeje CQ@rostlinou. Teplota ovliuje i rychlost dychani [24].

ZvySend koncentrace GQe podili na vlivu rychlosti fotosyntézy také dissa mineralnich
latek v rostlik. Velmi mimaadné zastoupeni v mineralnich latkach zaujima dusik
V rostlinach ma dusik nejtsi zastoupeni, jeffjomen ve vSech bilkovinach, tedy i enzymech.
Dusik ma dlezitou roli pro tvorbu a hroma&di organickych latek v rostlinach. Je mozné,
Ze @i kultivaci rostlin v podminkdch zvySené koncenga€(Q omezuje nedostatea
dostupnost N v ranych fazich samotné zvySeni proglskiSiny. Nize to dojit az k omezeni
rastu vynos [24].

Vv s

v listech. Se zvySenou koncentraci {f@chazi k poklesu dusiku v listech o 15 az 20 %4, [2
ktery by mohl byt zfisobeny neschopnosti iemi se vyrovnat se zvySenymi pozadavky
na @ijem dusiku. Dojde ke zvySenditinosti vyuziti dusiku rostlinami [24].

2.3.2.2 Rist a vyvoj rostlin

Zvysena koncentrace GOnuze prodluzovat nebo zkracovat délky jednotlivychi faistu
a vyvoje. Zavry potvrdily zrychleni individualniho vyvoje rostlidiouhodob péstovanych
pii zvySené koncentraci GONejsou znamyimo néjaké mechanismy, které by ouligvaly
rastové hormony, ale spiSe jde o Hape disledky zn&én v pongéru mezi produkci asimilét
ve zdrojich a jejich peebou pro sink. Vliv je i na celkovou délku vegetadgera
se [ zvySené teplati zvySené koncentraci GQkracuje [24].

2.3.2.3 Hospodisky vynos rostlin

VSeobect u vSech hospodskych plodin je v dsledku zvySené koncentrace £@ynos
zvySen o0 25 %. iRom existuje rozdil mezi C3 a C4 rostlinami. U @tlin ¢ini zvySeni
vynosu 23%, u C4 rostlin pouze 14 % [24]. Kimba] dale uvadi, Ze zdvojnasobeni
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koncentrace C@z tehdejsich 33pmol mol* na 660umol mol* miZe na nasi plangezvysit
vynos az o 33 %.

Béhem rekolika desitek let se potllb sesbirat velmi d@lezitd data o vlivu zvySené
koncentrace C®na vynos pedevsSim u obilnin. ZvySena koncentrace ,Qfdokazateld
zvySuje vynos, auto si zaroveé uwvédomuji velky vliv novych kultivak, aplikaci
pramyslovych hnojiv, ochrany proti pleveh, chorobam a sikicim nebo zavlah [24].

2.4 Vliv zvySené koncentrace C@na dieviny

Lesy jsou nenahraditelnym zdrojem surovin i energie piimysl, ale zarove tvori
vyznamnou satast krajiny. B provadnych pokusech seétsinou na lesni porosty dlouho
zapominalo, hlawh z toho divodu, Ze studie s nimi jsou mnohem nakkgsin Vyzkumy
zkoumajici vliv CQ na deviny s sebou ifindSeji i mnoha dalsi rizika. Dlouha délka Zivota
a vySka kmeth znesnatluje provadni pokus v jejich grirozeném prosedi. Délka niieni
musi odpovidat délce jejich Zivota a tedy prasrédstudie by rly byt dostaténé dlouhé.
Stromy nejsou homogenni skupinou rostlin a to ske jmiry také komplikuje vyzkum.

Pro jednotliva nsieni se nejastji uplatiuji kyvety ¢i vaky, otewené komory, uzaené
komory s cirkulaci vzduchu a systém FACE (Free @@, Enrichment). Systém FACE se
ukazal jako nejlepSi metoda k minimalizaci mikrakditu. OvSem zanedbatelné nejsou take
nevyhody, kterymi jsou naptechnicky naréné parcely a ekonomicka stranka [24].

Zakladnim problémem, ktery je fetlem zkoumani pro ésinu dlouhodobych studii

s drevinami, spoéiva v tom, zdali lesni ekosystémy budaiti pvySujici se koncentraci GO
zvySovat také mnozstvi ukladaného uhliku. Je otéz#to jaké miry je suchozemska vegetace
sinkemc¢i zdrojem CQ. V oblastech mirného pasma se v lesnich gpoltvech uklada vice
CO,, nez kolik je z nich uvdlovano zpatky do atmosféry. Nat akumulovaného uhliku
v lesnich porostech e byt také zfisoben pirozenou depozici dusikatych st@nin, jejiz
mnoZstvi se v poslednich letech zvySuje.

ZvySend koncentrace GQvysi rychlost fotosyntézy az o 50 % az 60 %, ov3ejsou k
dispozici jednoznané hodnoty o moznych rozdilech mezi listnatymi laig@atymi stromy.
Z davodu sezénnich zénm obsahu nestrukturnich polysacharideni vhodné pro odhad
produkce biomasy #ieni rychlosti fotosyntézy. iBdpoklad je takovy, Ze zvySeni
koncentrace C@zvysi &innost fotosyntézy zejména sniZzenim rychlosti fegpirace, a to
i ptfi menSi spdaek: dusiku vyvolané poklesem obsahu Rubisco [24]. @wgSkoncentrace
CO, ovliviuje rychlost fotosyntézy pouze vdaenich fazich #stu devin. Touto
problematikou, kterd se obti&isrovnava s dalSimi studiemi, se hapabyvali Prasad et al.
[30]. Tito autdi uvadsji ve své studii vliv zvySeného G@acirok a tvrdi, Ze mladsi (10-35
dni po seti) listy byly $Si az o 37 % nez starSi (13-50 dni po seti), Kighg vétSi pouze
0 23 %.

U devin ve studii Saxe et al. [27] nebyla aklimacevmdna, zvySend rychlost fotosyntézy
v disledku zvySené koncentrace £@hstavala stejna iip n¢kolikaleté kultivaci strom.

V nekterych studiich, kde byla aklimace doka&zana, mdhja zpisobena nedostateym
objemem kéenového substratu nebo nedostatkem mineralnich adi.
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2.5 Metody stanoveni aktivity Rubisco

Aktivita enzymu Rubisco se stanovuje metoddimpu nebo nefmou. Mezi nejznagjsi
metody pimé pati spektrofotometricka a radiometricka a mezi metodg@imeé
gazometricka. DalSi metodou je maphemiluminiscence, kterou ve své studii na stanov
enzymu Rubisco @ymbiodiniunsp. uvadi Lilley et al. [33].

Obecr aktivita je udavana jako rychlost katalyzovanéoea Zakladni jednotkou je 1 katal
[kat], ktery udava takové mnozstvi enzymu, jééngni 1 mol substratu za 1 sekundu za
standardnich podminek. Aktivita Rubisco je zavisgas¥tle, a proto v mnoha rostlinach je
pii nizké ozéenosti velmi nizka, ale zvySenimeéseiného zéeni aktivita stoupa [34].

Jak popisuji ve své studii Gerard et al. [35], stami aktivity Rubisco je velmi natné.
Aktivita Rubisco je regulovatelnd a pattad fiznorodosti slokenin a zarowve tim, Ze se
vyskytuje ve vice formach.ifS nizké hodnoty aktivity Rubisco na&enéin vitro jsou
pfisuzovany neuplné extrakci, inhibici polyfenoly, lysacharidy, protedzami nebo
substratem.

Stanoveni aktivity enzymu Rubisco se da viifadespecifickou a specifickou aktivitou.
Nespecificka aktivita udava latkové mnozstvi asavainého oxidu uhlitého za sekundu na
jednotkovou plochu listumol CO, s m?] nebo latkové mnoZstvi asimilovaného oxidu
uhli¢itého za minutu na jednotkovou hmotnost ligtmpl CO, min™ g*] . Specificka aktivita
vyjadiuje latkové mnozstvi asimilovaného oxidu diého za minutu na jednotkovou
hmotnost enzymu Rubiscarhol CO, mint g].

2.5.1 Rimé stanoveni aktivity Rubisco if vitro)

2.5.1.1 Spektrofotometricka metoda

Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu Rabige zaloZzeno na sgZeni prvnichit
reakci Calvinova cyklu. itom dochazi k fixaci C® na ribulosa-1,6-bisfosfat (RuBP) za
vzniku 3-fosfoglyceratu a k nasledné redukci tétmuceniny NADH na glyceraldehyd-3-
fosfat. Oxidace NADH na NADje doprovazena zénou absorbancerip340 nm. Sotasna
metoda stanoveni aktivity vychazi ze studie Lillewt al. [36]. Jako zakladni pufry se mohou
pouzivat  N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfodov kyselina  (HEPES), tris
(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) a N,N-bis-2-hyxlyethylglycin (BICIN) o pH 7,7—
8,2. Aktivace enzymu Rubisco probihd pomoci 10 munef KHCO; a 20 mmol drit
MgCl,. Spektrofotometrickd metoda je nen#r@, ale mensi komplikaci the byt casova
prodleva mezi karboxytmi reakci a oxidaci NADH, ktera je kompenzovatidgnim ATP
do systému, ktery regeneruje réak snes. ATP regenerujici systém tvofosfokreatin,
pomoci kterého dochézi k odstéan ADP v reakni smnesi [37].

Pro mefeni aktivity enzymu Rubisco jeuldzité zngieni pa@ateini a celkové aktivity.

Patateini aktivita se ziska ihned po extrakci enzymu, geaktivita, ktera byla iitomna
v Zivém organismu. Jeji hodnota se &waodviji od podminek, ve kterych byl vzorek
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odebiran. Celkova aktivita se nasléanti po 10-15 minutach a sileézitym pidavkem CQ
a Md" ionti. Po gidani CQ a Mg ionti dojde k aktivaci #kterych aktivnich mist
a nasleda je reakce iniciovanarfavkem substratu adfena absorbance.

Gerard et al. [35] srovnavaji metodu spektrofotaitkedu s radiometrickou a uvadi jejich
vyhody a nevyhody. Aktivita Rubisco stanovena spdktometrickou metodou dava
v hrubych extraktech vysSi vysledky néZ radiometrickém stanoveni. Autauvadji, Ze tyto
rozdily jsou nejspiSe Apobeny metodologickymi rozdily v aktivaci, dobouami zkouSky

a zatizenim extraktu. Kdyby tyto prémmé byly stejné, spektrofotometrie a radiometrie by
mely vykazovat porovnatelné vysledky. Gerard et aB5][ také uvadi vyhody
spektrofotometrie, coZz jsou kratkd doba trvani anan€&né vybaveni laborate.
Spektrofotometrie poskytuje okamzité vysledky armaje relativie jednoduché kalkulace.
Hlavni nevyhodou metody je nizka citlivost ve srénihs radiometrickou metodou [35].

2.5.1.2 Radiometrickd metoda

Radiometrickd metoda je zaloZena na asimilaci eddiené ozna&ené molekuly uhliku
“co,, pridané ve formt NaH“COs;, na molekulu ribulosa-1,5-bisfosfatuiell gidanim

radioaktivré znasené molekuly*"CO,, musi byt ze sisi odstrasn veskery C@a endogenni
uhlicitany. Poté se do reakceigh znamé mnozstvi ribulosa-1,5-bisfosfatu nebaadkt
aktivovaného enzymu. Tim dojde k nastartovani regkiera sefiblizné po 1 minu¢ zastavi
piidavkem HCI. Volny a ozri@ny CQ se ze swsi kvantitativié odstrani a pomoci
spektrometrie s kapalnym scintilatorem sesfimadioaktivita produkt odpovidajici mnozstvi
asimilovanéhd*C0,[35,38,39].

2.5.2 Nefimé stanoveni aktivity Rubisco if vivo)

2.5.2.1 Gazometrickd metoda

Gazometrické metody se péme¢ ve velké mie pouZivaji ke stanoveni fotosyntetické
aktivity rostlin. Vyhodou této metody fippouZziti modernich komeénich gistroja, je rychlé
nedestruktivni réreni, které umatuje meteni celkové bilance uhliku v rostinJe zaloZzena
na stanoveni vydmy CQG, a vodni pary mezi asimiaim aparatem rostlin a jeji okolni
atmosférou. Princip metody sfiea v absorpci C@®a vodni pary v infréervené oblasti, i
se pokles koncentrace @@ okoli rostliny vyvolany fotosyntetickou fixaci atekul CQ.
Piijem resp. vydej C@ asimilujicim pletivem se zobrazi 2mou koncentrace CO
v atmosfée obklopujici ndfeny objekt. Zmina koncentrace je d&fena infr&ervenym
analyzatorem (IRGA). Pro stanoveni tétoémm je dilezité, aby byl asimilujici objekt
umiseny do asimiléni komory neboli listové kyvety. Kyveta je vzducts® a elektronicky
propojena s IRGA a na kyvetu s@l@zi zdroj fotosynteticky aktivni radiace. Podlepojeni
infracerveného analyzatoru plgrfIRGA) se @li métici aparatura na:

» Uzaweny (cirkul&ni typ)

» Otewveny (pfito¢ny typ) [40,41].
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2.6 Metody stanoveni obsahu Rubisco

2.6.1 Gelova elektroforéza

Princip elektromigrénich (elektroforetickych) metod je zaloZzen v migmektricky nabitych
castic ve stejnostmném elektrickém poli, které vznikd vkladanim kamghiho
stejnosmirného napti mezi elektrody. Vzorek je nadavkovan a katiomigruji k zapornému
polu, anionty naopak ke kladnému pdélu a neu¥ralabitécastice se nepohybuji. Na zakdad
odliSré rychlosti migrace sloZzek vzorku se wip&hu separace t¥d oddclené zony
jednotlivych slozek.

Z&kladni vlastnosti nabité&stice je elektroforetickd pohyblivastktera udava rychlost jejiho
pohybu v elektrickém poli o jednotkové interzitRychleji se odéluji castice s vySSi
elektroforetickou pohyblivosti a s mensSi pohyblivase opo#’'uji. Rychlost, kterou se ion
v elektrickém poli pohybuje, tize byt vyjadena vztahem:

v=UulE
v...rychlost iontu
u...elektroforeticka pohyblivost
E...intenzita elektrického pole

Na c¢astice pi praichodu okolnim médiemugobi sily vnitniho teni. A vysledny pohyb je
rovnovahou mezi silouggobici na ionty v elektrickém poli a silou \mitho teni:

Fep. =dLlE
Foney = 067N U
u=sila elektrického pole F(E)
F(F)...sila vnitniho teni
v...rychlost iontu
n...viskozita roztoku
r...poloner iontu
g...né&boj iontu

Beéhem elektroforézy se ustali rovnovaha, kterd sevyadit rovnovahou mezi silou
elektrického pole a silou viiitiho ¥eni. Ri rovnovaze se absily rovnaji, ale maji ogay
smeér. Mobilitu iontu pak naslednvyjadiujeme vztahem:

-9
y6777r

Z predchozi rovnice lze wst, Ze malécastice s velkym nabojem maji velkou mobilitu,
zatimco velkécastice s malym nabojem maji mobilitu malou. Efekiielektroforeticka
pohyblivost, tedy mobilita, kterou skdt& pii elektroforéze nagtime, byva mensi nez
teoreticka mobilita a je zavisla na pH a pouzitarfryp Dobrou separaci latek docilime tehdy,
pokud budou mit separované latky dostateodliSné efektivni elektroforetické pohyblivosti
[42,43].
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2.6.2 Metoda SDS-PAGE

Metoda v polyakrylamidovém gelu ¥ippmnosti SDS je neéastji pouzivanou
elektroforetickou technikou. Polyakrylamidovy ge¢ skladad ze zakladniho monomeru
akrylamidu (AA) a zespbvaciho¢inidla N,N'-methylen-bis-akrylamidu (BIS). Polymees
fettzce probihd Pmo v roztoku obsahujicim monomery radikalovym nagcbmem. Do
reakce se ifidava inici&ni ¢inidlo, negasgji peroxodisiran amonny a také katalyzator N,N’-
tetramethylendiamin (TEMED) (obr. 13). Kyslikage pisobit jako inhibitor reakce&asto se
tedy z polymeréni snesi odstrani kyslik kratkodobou sonifikaci. Polynorapati mezi
exotermni procesy atippouziti silnym gel (nad 2 mm) jeieba aparaturu chladit, aby se
zabranilo vzniku bublinek a deformaci gelu [43].

i
C—NH, 0 0
. \
CH,= CH 3 CH,=CH—C—NH—CH,NH—C— CH=CH,
Akeglamid N,N"-methylen-bis-akryvlamid
50"

S S
(%*NHQ C-NH, CNH C—NH,
‘ \
CH,—CH— CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH— CH,—CH—CH,—CH

0=C-NH 0—C-NH
cH, o 0 0 cH,
of(|1 IlIH (”: ‘NH, (||*|,NH2 C|--NH2 o—(|j NH
—CH,—CH— CH,—CH—CH,—CH— CH,— CH—CH,—CH—CH,— CH—
(': NH
(\) |

Obr. 13: Zegiovani gelu pro elektroforézu v polyakrylamidovénu g@ievzato [47])

Mechanické a sepafai vlastnosti polyakrylamidového gelu se odviji &dncentrace
monomeiti a pongéru AA a BIS. Negastji je pomer AA:BIS = 40:1. Ri nizké koncentraci
monomet (pod 5 %) se gel vyzkaje nizkou mechanickou pevnosti. Celkovy gom
AA:BIS ovliviiuje hustotu polymernich vlaken v gelu a tim i metbleou pevnost. Se
vzrastajici hustotou polymernich vlaken se zatpsweiZzuje pohyb bilkovin v gelu [43].

Metoda niize probihat v horizontalni nebo ve vertikalni peloBnes uz se skoro vyhradn
pouZzivaji ploSné gely, které polymeruji mezi¢oha sklegnymi plotnami ve vhodné
aparatie. Vodivé progedi mezi elektrodami je vyty@no tlumivym roztokem. Po vlozZeni
napsti na gel mezi elektrodami vznika elektrické paté][

Kazda molekula bilkovin méa velké mnozstvi kladnyickdpornych nabdj jejichz pa@et
i celkovy souet zavisi na pH prostdi, ve kterém se nachazeji. Z toho vyplyva, Zzba/@H
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pufru je velmi dilezith pro celkovy vysledekéteni. Rednosti je vytviget takové pH, které
udrzi nej@tsi rozdily ve specifickém nabojélenych slozek bilkovinné s¥ai [43].

Jak uz bylofeceno nejpouzivaiSi upravou PAGE metody je elektroforézafitgmnosti
SDS (SDS-PAGE). Zakladem metody je schopnost bhiitkeaizat dodecylsulfat sodny (SDS)
v mnozstvi asi 1,4 mg na 1 gram bilkovinyitBmnost SDS udava protém uniformni
zaporny naboj aigledkem toho dojde k pohybu protéik anod, ktery se odviji od jejich
velikosti. Metoda SDS-PAGE je vyuZivana ke standveshativni molekulové hmotnosti

e

hmotnosti a jako posledni budou ¢lshy molekuly s nejvySsi Mviz obr. 14) [43].

Pro dokoeni stanoveni je nutné, aby se rdedé bilkoviny detekovaly (vizualizovaly). Pro
vizualizaci se pouzivaji barviva, kterd se vazirmalekuly bilkovin, nap Amidocen 10B,
Coomassie Brilliand Blue R-250, Ponceau S. Potéindogit k odbarveni nespecificky
vazaného febyt&ného barviva. Nasledre gel vyhodnocen [43].

Pro stanoveni obsahu enzymu Rubisco je SDS-PAGHSstgj vyuzivanou metodou. Ve své
studii ji pouzil nap. Besford [45] nebo Ferreira et al [46].

(B)

s asaS 5| Smes

24 0 s | makromolekl

v .
Sk Elekt.ru:ufnreza; :_," 5/
eleltrofiorézy wrls
_Pordzni gel
..-f’"'f -

Obr. 14: Metoda PAGE-SDS. f€vzato [44])

2.6.3 Kapilarni elektroforéza

Zakladem kapilarni elektroforézy je princip popsankapitole 2.6.2. Nezbytnou s&asti je
kapilara, kterou vede proud. Kapilary jsou vyrobenyaveného iemene a na povrchu maji
polyamidovy povlak. N&gstji je 25-100 cm dlouha o viiitim piiméru 50 a 75um. Konce
kapilar jsou nasledn pondeny do zésobnik s platinovymi elektrodami, mezi které je
aplikovano nagti 10-30 kV. NejastjSi je spektrofotometricky detektor, kdy se sleduje
absorpce ultrafialového #ni. Z elektroforegramu je mozné od# kvalitu utovanou
polohou piku a kvantitu govanou vyskou pik[42].

Elektroosmoticky tok vznika na zakkadoho, Ze stny kapilar obsahuji silanolové skupiny,

které se v kontaktu s roztoky o vysSim pH disociDjsociaci vznika zaporny naboj narst,
ke které je fitazena vrstva kovovych iaintzakladniho elektrolytu a vznika dvojvrstva, tzv.
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Sternova vrstva. Kladgnnabité ionty, které jsou bliZzetstlu kapilary vytvé difazni vrstvu.
Po zavedeni n&f dochazi k pohybuéthto kationt ke katod. Kationty byvaji silg
hydratovany a dohromady s asociovanymi molekulaotlyvdochézi k toku celého roztoku
k detektoru umighého ped katodou. Tento jev je oztwvan jako elektroosmoza a tok jako
elektroosmoticky tok (EOF — ElectroOsmotic Flow)elgroosmoticky tok neundsi pouze
kationty, ale i anionty. Nejrychleji ke kat®dputuji kationty, o #&co pomaleji anionty
v zavislosti na jejich elektroforetické pohyblivbat stejnou rychlosti jako EOF se pohybuji
neutralnicastice [42].

Kapilarni elektroforézu pouzili se své praci hagomudini et al. [48] pro stanoveni obsahu
enzymu Rubisco ve Spenatu. Podiehto autol je tato metoda lepSi pro stanoveni obsahu,
nez nejastji pouzivana konvemi metoda SDS-PAGE. Jako nevyhody metody SDS-PAGE
uvadicasoveé naroky, Upravu vzark ponmerné nedostaténé kvantitativni stanoveni Rubisco

a jeho sowiasti. Naopak, vyhodou kapilarni gelové elektrofgrgg predevSim rychlejSi
separace, rychlejsi analyza diky real-time detektorenSi mnozstvi vzorku a rozpaidia,
vysoké rozliSeni, if@sna kvantifikace a moznost detekce menSicbistoe. Kapilarni
elektroforézy pouZili rové¥ Warren et al. [49] n&ppro stanoveni Rubisco v blahdwiku.

2.6.4 HPLC

Vysokoinna kapalinova chromatografie (HPLC — High Perfante Liquid Chromato-
graphy) je metoda kéteni velkého mnozstvi organickych st@min. Na kolog se stacionarni
fazi dochéazi k separaci slozitych &nlatek, které je urychlengerpanim eltniho cinidla
pod vysokym tlakem. Mobilni fazi v HPLC je kapalipgjichz pfitok je zaji¥ovan vysokym
tlakem (jednotky aZ desitky 1@a). K dleni dochazi na zaklad/zniku slabych vazeb mezi
slozkami mobilni faze (vzorek) a stacionarni fazélgna). Vzorek se davkuje ve velmi
malych mnoZzstvich (I9I) a k detekci je pdeba velmi citlivych detektdr které umozni
kontinualni monitorovani latek na vystupu z kolon8ignél z detektoru je nasletn
vyhodnocen pétacem [50,51].

Mezi velké vyhody HPLC seéadi gedevSim velkd oblast pouZitelnostiep ionty, latky
polarni i nepolarni, malockavé, tepeld nestabilni i vysokomolekularni (az 80 % vSech
znamych latek Ize analyzovat HPLC). DalSi vyhodeuoyliviiovani dleni latek pomoci

viv s

srovnani nap s plynovou chromatografii i sloZj§i mechanismus separace latek [50,51]. Pro
stanoveni obsahu Rubisco neni metoda HP4sTo pouzivana.

2.6.5 Imunochemické metody

Tyto metody jsou zaloZeny na vyuZiti reakce pratilgako specifickych vazebnyatinidel
a antigenu.

2.6.5.1 Radioimunosrazeci metoda

RadioimunosrdZzeci metody piatmezi pongrné ¢asto pouzivané pro stanoveni obsahu
Rubisco. Ziskany enzym Rubisco se aktivijednim HCQ a Mdf* a nasledaje inkubovan
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14c  2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatem a protilakavysérem se specifickou afinitou
k enzymu Rubisco. Vznikajici sraZenina Rubis®®- 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfat-
protilatka se zachyti na polysulfonovy filtr a prgia od frebytku *“C 2-karboxyarabinitol-
1,5-bisfosfatu. Mnozstvi Rubisco jeéimo ungrné urovni radiace vyzéné srazeninou. Pro
vyhodnoceni metody je nutné ji kalibrovat na staddRubisco [52]. Jiang et al. [64] pouZzili
tuto metodu pro stanoveni obsahu Rubisco v ryzi.

2.6.5.2 Elisa

ELISA — enzymo¥ spazené imunochemické stanoveni (enzyme linked imsunbent
assay) je velmi d@lezita imunoanalyza. Detekce je zaloZena menpné chromogenniho
substratu uitym enzymem, ktery je ve fornkonjugatu s antigenem nebo protilatkou.
Komplex protilatky s antigenem je navazan na pepaoyrch, nejasgji to byva plastova
mikrotitracni desttka. Po navazani na inertni pevny kose ffida roztok se stanovovanym
proteinem. Vznikly komplex protein-protilatka senaZ dalSi protilatkou, ktera je specificka
pro dany protein, k dmuz je kovalent& navazan &aky enzym, ktery se lehce stanovi.
Odmytim nenavazané protilatky s enzymem ¢ aktivita navazaného enzymu v komplexu
protilatka-protein-protilatka-enzym, ktera je &ma mnoZzstvi fitomného stanovovaného
proteinu. Podle zisobu provedeni se ELISAd na metodu fimou, nepimou, kompetitivni,
sendvéovou [53,54].

Pro detekci antigenu (n&pvirus, bakterie; rekombinantni peptid, proteimyjantigen) se
pouziva pima ELISA. Protilatka je pro detekci zZiema a po promyti nadbytku protilatky se
piida chromogenni substrat pro vyteai zbarveni a nebo se &fluorescence. U némeé
metody dochazi k imobilizaci antigenu, ktery sepngg inkubuje s primarni protilatkou a jeji
nadbytek je vymyt. Sekundarni protilatka se vazegmaarni protilatku a nadbytek je &p
odstragn vymytim. Pozitivni reakce prébne, pokud je ve vzorkufipomna primarni
protilatka. Podminkou u této metody je, Ze sekumid@rotilatka nevaze imobilizovany
antigen a ani néstane na ghach mikrotitréni destéky [53].

U sendvtového stanoveni se vyskytuji @dmoZznosti provedeni, a to se zachytem antigenu
nebo se zachytem protilatkytfiRzachytu antigenu je protilatka imobilizovana. Nase se
piida antigen a dochazi k vymyti jeho nadbytku. Vigdsim kroku dojde kifdani zngené
protilatky, kterd se vaze na zachyceny antigen.nPokly provedeni jsou stejné jako
u neimého stanoveni, kdy zéena protilatka nesmi reagovat s imobilizovanouildtibu.

U varianty se zachytem protilatky dochazi k imaaiti protilatky, ktera vaze protilatky ze
vzorku. Po vymyti dochézi Kidani specifického antigenu a anti-antigenu, kteyfwari
signal. Znd&ena protilatka rze reagovat s protilatkou pouze #tpmnosti antigenu
a zarové nesmi vznikat nespecifickd vazba s pevnou faZokipetitivni ELISA se réené
sérum inkubuje dohromady se Zeaym anti-antigenem. Antigen je navazan namhaglati,
Ze¢im vice protilatky je v séru, tim vznika sijai zbarveni. U této metody je nutné prodtad
standardizaci [53].
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Obr. 15: Sendviova ELISA. (Pevzato [55])

Ve své studii pouzil ke stanoveni obsahu enzymuidRobv fiznych odédach jémene
metodu ELISA Metodiev et al. [56]. Imunochemickatoua ELISA poskytuje po#mné

rychlé, gesné a snadné stanoveni mnoZzstvi Rubisco v listethn a zarovié seiadi mezi
nejcitlivéjSi metody.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Vzorky jehlic smrku ztepiléhoRicea abiesL.) pro stanoveni denniho chodu obsahu
a aktivity enzymu Rubisco v podminkach normalni \aSené koncentrace GObyly
odebirany na experimentalnim ekologickém praco@stintra vyzkumu globalni zimy AV
CR, v.v.i.na Bilém Kizi v Moravskoslezskych Beskydech (obr.16). Pra&wv je
vybudované v nadnieké vysce 908 m. Smrky jsou kultivovany ve dvouisiérach. V prvni
minisf&e je normalni koncentrace GB50umol mol* a je ozndovana jako A (ambient). Ve
druhé minisfée je koncentrace GOzdvojnasobend, tedy 7@@nol mol' a je znaena E
(elevated). V kazdé kultivai sfée je vysazeno 56 smik rocni spoteba CQ, ktery je
skladovan v kapalné forirv zasobnikugini asi 16 kg.

"-:w-’_‘.l.' MITTTN LI Y .”H'_

Obr. 16: Experimentéalni ekologické pracovisa Bilem Kizi. (Prevzato [57])

Smrkové jehlice byly odebirany 22. 6. 201@ase od 3:30 do 22:30 po dvouhodinovych
intervalech. Z kazdé minisféry byly v datgs odebrany dvsady vzork. Jedna sada vzark
po Eti (n =5) pro spektrofotometrické stanoveni enzyRwbisco a druha sada piech
vzorcich (n = 3), ve kterych byl stanoven obsahyenz Ri odbéru vzorki byly jednoleté
jehlice odstizeny pomoci fizek, vytvden smésny vzorek a navazendilplizn¢ 60-80 mg.
Nasled® byly jehlice vioZzeny do mikrozkumavky Eppendorf vdoZzeny do termosky
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s kapalnym dusikem. Pdgqvozu byly vzorky uchovavany do zpracovani v hiubukazicim
boxu fi teplo€ -70 °C na Faku#tchemickée v Bra.

3.2 Spektrofotometricka metoda pro stanoveni aktity enzymu Rubisco

Aktivita enzymu Rubisco byla stanovena metodouelitio a Walkera [36] s extrakci podle
Besforda [58]. Pro stanoveni g&eni aktivity bylo vyuZito metody podle Heringové [59
Jako substrat byl pouzit ribosa-5-fosfat, ktery pignmenén pomoci enzyrin obsazenych
v extraktu na ribulosa-1,5-bisfosfat”. Dale byl do reakceifmichan KHCQ uvoliujici COp

a zarové aktivujici enzym Rubisco. Pro aktivaci enzymu Rgbi byly rovez nutné ionty
Mg®*, které jsou fidany ve forn¥ MgCl,. Jako konény produkt vznika glyceraldehyd-3-
fosfat ). Aby nedochéazelo k inhibici enzymu fosfoglyceratisy, musel bytiebytek ADP
fosforylovan na ATP. Hodnota pateini a celkové aktivity Rubisco byla zj#ia podle
Lambertova-Beerova zakona z Ubytku absorbaticexidaci NADH ). Nasledujici reakce
zobrazuji postup stanoveni aktivity Rubisco zal@zea tech reakcich Calvinova cyklu.

. ribosa-5-fosfatd] BPPICPT P~ ribulosa-5-fosfat
Il. ribulosa-5-fosfat + ATPO ™I P41 - ribulosa-1,5-bisfosfat + ADP +H
lIl. ribulosa-1,5-bisfosfat + COF H,O O T°P°. 2(3-fosfoglycerat) + 2H
IV. 3-fosfoglycerat + ATPO [P TP¥  1,3-bisfosfoglycerat + ADP
V. 1,3-bisfosfoglycerat + NADH + H O M {Preerireerre.  glyceraldehyd-3-
fosfat + NAD + HPQy
V1. 2-fosfokreatin + 2 ADPO 9 PF T, 2-kreatin + 2ATP

3.2.1 Histroje

Analytické vahy - BBL32 firmy BOECO Germany, maxXQlg, nejmensi dilek 0,1 mg.
pH metr - HI 221, Hanna Instruments.

Centrifuga — MLW T52.1.

Absorgni spektrofotometr - Héliogfirmy Spectronic Unicam, rozsah 190-1100 nm.

3.2.2 Chemikalie

3-fosfoglyceratkinasa (Sigma-Aldrich)

ATP — adenosin-5"-trifosfat (Sigma-Aldrich)

BSA — bovinni sérovy albumin (Sigma-Aldrich)

DTT — dithiothreitol (Sigma-Aldrich)

Fosfokreatin (Sigma-Aldrich)
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (Sigma-Aldrich)
HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfon&yéelina (Sigma-Aldrich)
KHCO; — hydrogenuhéiitan draselny (Sigma-Aldrich)
KOH — hydroxid draselny (Penta)

Kreatinfosfokinasa (Sigma-Aldrich)
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MgCl, — chlorid h@e¢naty (Sigma-Aldrich)

NaEDTA — ethylendiamintetraoctan disodny (Sigma-Adtji
NADH - B-nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich)
Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma-Aldrich)

R5P — ribosa-5-fosfat (Sigma-Aldrich)

3.2.3 Kiprava roztoki

3.2.3.1 Zasobni roztok 50 mM HEPES-KOH, pH 7,8

V piiblizn¢ 800 ml vody bylo rozpusho 11,92 g HEPES a 0,372 gJR®TA. Po rozpu&ni
vSech latek bylo upraveno pH pomoci KOH (c = 3 iifdlna 7,8. Naslednbyl roztok
pieveden do od#mné baky na 1000 ml a vodou dopin po rysku. Roztok istava staly,
uchovava seiplaboratorni teplat a byl pouZzit pro fipravu extrakniho roztoku.

3.2.3.2 Zasobni roztok 50 mM HEPES-KOH, pH 8,0

V priblizn¢ 800 ml vody bylo rozpusho 11,92 g HEPES a 0,438 gJE®TA. Po rozpu&ni
vSech latek bylo upraveno pH pomoci KOH (c = 3 fiplna 8,0. Naslednbyl roztok
pieveden do od#mné baiky na 1000 ml a vodou dogn po rysku. Roztok istava staly,
uchovava se ip laboratorni teplat a byl pouzit pro fipravu pracovniho a aktivaiho
roztoku.

3.2.3.3 Aktiva@ni roztok

V 50 ml odn&rné baice bylo rozpugno 0,2285 g MgGlv HEPES-KOH, pH 8,0.
V 50 ml odngrné baice bylo rozpugno 0,3003 g KHC@v HEPES-KOH, pH 8,0.
Oba roztoky jsou stélé a uchovavaji gdaboratorni teplat.

3.2.3.4 Extrakni roztok

V 200 ml odmérné bdice bylo rozpu&no 0,156 g DTT, 0,096 g Mg&la 0,4 g BSA
v zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 7,8. Roztok jendutichovavat ip teplog 4 °C.
Ziskany roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 7,&iM N&EDTA, 5 mM DTT, 5 mM
MgCl, a 0,2 % BSA.

3.2.3.5 Roztok glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy

V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylopaztno 6 mg glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy. Roztok se uchovavdgplot —18 °C.

3.2.3.6 Roztok kreatinfosfokinasy

V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylypoztny 2 mg kreatinfosfokinasy.
Roztok se uchovavé&ipgeplo —18 °C.
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3.2.3.7 Roztok R5P

V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylopa&tno 6,2 mg glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy. Roztok se uchovawagplot —18 °C.

3.2.3.8 Roztok 3-fosfoglyceratkinasy
K méteni byl pouzit komeiné vyrakeny roztok 3-fosfoglyceratkinasy. Roztok je nutné
uchovavat fi teplo€ 4 °C.

3.2.3.9 Pracovni roztok

V 25 ml odn&rné baice bylo rozpu&no v zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0:

0,005 g NADH

0,02gDTT

0,0325 g fosfokreatinu

0,0475 g ATP

47,5ul 3-fosfoglyceratkinasy

250ul roztoku kreatinfosfokinasy

250l roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy.

Ziskany roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 8,qM N&EDTA, 0,25 mM NADH,
5mM DTT, 5mM fosfokreatinu, 3,5 mM ATP, 80 nkatf@&foglyceratkinasy, 80 nkat
kreatinfosfokinasy a 80 nkat glyceraldehyd-3-fodédtydrogenasy. Roztok se uchovava p
laboratorni teplata Zistava staly maximaén6 hodin.

3.2.4 Extrakce enzymu

Priblizn¢ 60-80 mg smrkovych jehlic bylo spolu siskym piskem rozdrceno Yeci misce.
Po gidani 5 ml extraé&niho roztoku a asitp 1Zicky polyvinylpolypyrrolidonu byla si&s 30 s
homogenizovana. Vysledna suspenze byla nalita duitgaéni zkumavky a po 1 minét
odstedovani byl ziskdn extrakt. Tento extrakt byl nastedrouzit k uteni pacateni
a celkoveé aktivity. Extrakt rychle starne, a prbydo nutné ho zpracovat co nejrychleji.

3.2.5 MEéreni aktivity

3.2.5.1 Pdéatedni aktivita

Potateni aktivita byla promstovdna v optické kyvét do které bylo fidano 50ul
aktivatniho roztoku MgCGl a 50ul aktivacniho roztoku KHCQ. Déale bylo napipetovano
20l extraktu, 85Qul pracovniho roztoku a 31 R5P roztoku. Roztok byl promichan
a meren pokles absorbance v 30 s intervalech po dobinétmyi vinové délce 340 nm.

3.2.5.2 Celkova aktivita

Celkova aktivita byla progtovana v optické kyvét do které bylo pdano 50ul aktivacniho
roztoku MgC} a 50ul aktivacniho roztoku KHCQ a 20ul extraktu. Takto fipraveny roztok
byl promichan a 15 minut inkubovarii gaboratorni teplat Po uplynuti 15 minut bylo
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napipetovano 850l pracovniho roztoku a 3@ ribosa-5-fosfatu. Roztok byl promichan
a meten pokles absorbance v 30 s intervalech po dobinétmyi vinové délce 340 nm.

3.2.6 Vypdiet aktivity enzymu Rubisco

Celkem bylo zmteno pro stanoveni aktivity 50 vzdrkvzdy 5 pro dangas. Z namtenych
hodnot absorbance byly ziskany hodnoty A, ze ktetyd vypaitan ubytek absorbance za
30 s AA). Nasledr pomoci Lambert-Beerova zakona byla Wjipéna aktivita enzymu.

A _ e

At At

kde A je absorbance, t j@s [s],e je molarni absofmi koeficient [cm mmolY], | je délka
optické drahy [cm], ¢ je koncentrace [md].|

Aktivita enzymu byla zji&na z rychlosti tbytku substratu (€O

An:AA[V
200

kde V je objem vzorkupl]. Pro dany vypéet byla hodnota pro NADH 6300 crimmol*
a opticka draha kyvety byla 1 cm.

Priklad vyp@tu pro pa@ate’ni aktivitu:

Tab. 1 Stanoveni pate’ni aktivity enzymu Rubisco ve vzorku A 3:30 (4)

t [s] AA
0
30 0,0040
60 0,0040
90 0,0040
120 0,0030
150 0,0030
180 0,0040
210 0,0040
240 0,0040
270 0,0040
300 0,0040
330 0,0040
Pramér AA [min™] 0,0038
Aktivita

[pmol CO, min™t-g?] 1,5231
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Aktivita v 20 pl extraktu (pro pevod ze 30 sekundového intervalu na minuty, bylenprna
absorbance vynasobenaitha):

_AAIV _ 2[0,00381000 _

An = = =6,031710™* gmol CO, [nin™
200 2[630C1

Aktivita v celém objemu extraktu (5 ml):

_506,0317010™
002

An =1507910™" tmol CO, [min™*

Aktivita Rubisco vztaZzena na jednotkovou hmotnektig:

-1
An = 15079110

=152311mol CO, min*[g™*
0099 . A 2 0

Stanoveni specifické aktivity enzymu Rubisco
Specifick& aktivita byla ziskdna z pdm aktivity a mnozstvi enzymu Rubisco.

An[gmol CO, min~'[g™]
m[mgy™]

Ngpee [#Mol CO, min~™ing™] =

Priklad vyp@tu paatecni specifické aktivity ¥ase 3:30 pro vzorek A (1):

13833 L
n... =>>>>°r1000= 4100 zmol CO, min
spec 3375 1' Hm 2 [g

Stanoveni stupr aktivace
Stupe aktivace byl zisk&n z pafru paiateini a celkové aktivity.

a x
P 1100

Stupé aktivacg%] =

celk.
Priklad vyp@tu stup@ aktivace wase 3:30 pro vzorek A :

sa. = 15 (100= 8908%
174

3.3 SDS-PAGE metoda pro stanoveni obsahu enzymu Rabo

Pro stanoveni obsahu enzymu Rubisco bylo vyuZitdodye Damervalové et al. [60]
a Rogerse et al. [61], ktera byla upravena Hikeén [62].
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3.3.1 Fistroje

Analytické vahy - BBL32 firmy BOECO Germany, maxQlg, nejmensi dilek 0,1 mg.
Centrifuga — MLW T52.1.

Vortex — Stuart SA8

Termoblok — BIO TDB-100 firmy BIOSAN

Pristroj pro elektroforézu — POWER PAC HC, BIO-RAD.

Trepaka - LT2 Kavalier a. s.

3.3.2 Chemikalie

Akrylamid (Sigma-Aldrich)

N,N"-methylenbisakrylamid (Serva)

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldiic
HCI — kyselina chlorovodikova (Lach-Ner)

SDS - dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich)
Peroxodisiran amonny (Serva)

Bromfenolova motiNa €il (Serva)

TEMED — N,N,N’,N"-tetramethylethylendiamin (Sigmad#ich)
Glycin (Serva)

DTT — dithiothreitol (Sigma-Aldrich)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

Methanol (Penta)

Brilantni mod G 250 — Coomassie (Serva)

Kyselina octova (Lach-Ner)

Ethanol (Lachema)

Butanol (Lachema)
D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa (Sigma-Aldrich)

3.3.3 Kiprava roztoki

3.3.3.1 Roztoky proijjpravu geli

Roztok A:

Ve 100 ml odmdrné baice bylo rozpu$ho 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu. Roztok je
nutné uchovavatipteplot 4 °C.

Roztok B:

V 50 ml vody bylo rozpugho 18,16 g TRIS, dale bylo pomoci koncentrované tfZaveno
pH na 8,8 a roztok byl dopin vodou na 100 ml. Roztok je nutné uchovavatgplo 4 °C.
Roztok C:

V 50 ml vody bylo rozpugho 18,16 g TRIS, dale bylo pomoci koncentrované tfthveno
pH na 6,8 a roztok byl dopin vodou na 100 ml. Roztok je nutné uchovavatgplot 4 °C.
Roztok D:

Ve 100 ml odmirné baice bylo rozpugno 10 g SDS. Roztok je nutné uchovavat v temnu.
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Roztok E:

V 1 ml vody bylo rozpugho 0,1 g peroxodisiranu amonného. Roztokigeavuje pro kazdé
métenicerstvy.

Roztok F:

V 1 ml vody bylo rozpugho 10 mg bromfenolové méd Roztok je nutné uchovavatip
teplot 4 °C.

TEMED.

Komern¢ dodavany roztok.

3.3.3.2 Pufry

Elektrodovy pufr:

Ve 1000 ml odrérné baice bylo rozpusho 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu. Roztok je
nutné uchovavatipteplot 4 °C a tento roztok je mozno vyuzivat opakavan

TRIS pufr:

Ve 450 ml vody bylo rozpu&ho 3,76 g TRIS, 10 g SDS, 5,02 g DTT a 50 ml glgkerDale
bylo pH upraveno pomoci koncentrované HCI na pHabr8ztok se uchovavaipaboratorni
teplot.

Vzorkovy pufr:

Byl ptipraven smichanim 4,8 ml roztoku C, 4 ml roztokwO[2, ml roztoku F, 6 ml glycerolu,
4,8 ml vody a 1 ml merkaptoethanolu. Roztok je Butnhovavat b teplot 4 °C.

3.3.3.3 Roztoky k vizualizaci bilkovin

Stabiliza’ni roztok:

Byl piipraven smichanim 100 ml methanolu a 400 ml vody.

Barvici roztok:

Byl piipraven smichanim 0,5 g Coomassie Blue, 450 ml ametln, 100 ml koncentrované
kyseliny octové a 450 ml vody.

Odbarvovaci roztok:

Byl piipraven smichanim 250 ml methanolu, 100 ml konceaimé kyseliny octové a 650 ml
vody.

3.3.4 Kiprava geli

Skla pouzitd na elektroforézu byl&igt¢na vodou a odmé8&vacim prosedkem. Dale byla
omyta destilovanou vodou a vylésa ethanolem. Elektroforeticka skla byl&ippavena do
stojanu tak, aby silijSi sklo bylo vzadu. Spodni okraje skel byly na gugé podloZce
a primé&knutim skel do podlozky bylo zabr&o pipadnému proteni gelu. K ndieni byl

piipraven 8 % sepatai gel a 5 % zaogivaci gel. Gely bylo nutnéfipravovat v rukavicich,
protoze akrylamid je vysoce toxicky.

3.3.4.1 Separéni gel
Automatickymi pipetami byly fppraveny do kadinky nasledujici objemy rozigdodle tab. 2.
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Tab. 2 MnoZstvi roztdkpotebné k piprave 8 % separaniho gelu

Roztok Objem [ml]
H,O 4,6
A 2,7
B 2,5
D 0,1
E 0,14
TEMED 0,006

Roztok E a TEMED byly napipetovany do kadinky aojgosledni ped samotnym nalitim
mezi skla. Roztok byl nalit tak, abyistalo asi 2 cm od horniho okraje volné pro Zavsici
gel. Na roztok mezi skly byl nalit butanol, kteryrevna hladinu gelu a zaroiebrani
odpd&ovani vody.

3.3.4.2 Zaosbvaci gel
Automatickymi pipetami byly fppraveny do kadinky nasledujici objemy rozigdodle tab. 3.

Tab. 3 MnozZstvi roztdkpotrebné k piprave 5 % zaosiovaciho gelu

Roztok Objem [ml]
H.,O 2,1
A 1,0
C 0,38
D 0,03
E 0,03
TEMED 0,003

Zaostovaci gel byl pdan az po ztuhnuti gelu, sliti butanolu &aolikanasobném promyti
gelu destilovanou vodou. Roztok E a TEMED bylytopapipetovan az jako poslednied
samotnym nalitim gelu mezi skla. Gel byl navrstw@nseparéni gel az po okraj a ihned do
néj byl dan elektroforeticky iebinek. Hebinek byl z gelu vyndan aziqu samotnym

nanasenim vzotka bylo mozné mit gelfpraveny maximalé den dopedu uchovavany
v lednicce.

3.3.5 Riprava standardu

Pro gipravu standardu bylo nutné v mikrozkumavce Eppdgnsimichat 0,5 mg D-ribulosa-
1,5-bisfosfatkarboxylasy a 1 ml vzorkového pufru5(thg miY). Snis byla dikladns
promichana a na 5 minut vioZzena do termoblokutgplo€ 100 °C. Po vychladnuti byl
standard uchovavan v mrazee @i teplo€ —18 °C do dalSiho &teni.
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3.3.6. Fiprava vzorki

Kazdy vzorek byl postugnrozdrcen viteci misce spolu s nigkym piskem. Do rozdrceného
vzorku jehlic byly gidany 2 ml TRIS pufru. Vzorek bylkdladné homogenizovan a suspenze
byla nasled# vloZzena do centrifugy afplizné asi 1 minutu odséd’ovana. Z pipraveného
extraktu bylo odebrano 0,5ml a spolu s 0,5 ml kaeého pufru dano do zkumavky
Eppendorf. Dale bylo pok&avano jako f piipraw standardu. S#s byla dikladng
promichana a na 5 minut vioZzena do termoblokiutgplo& 100 °C. Po vychladnuti byly
vzorky uchovavany v mraztige i teplot —18 °C do stanoveni hmotnosti enzymu Rubisco.

3.3.7 Elektroforéza

Elektroforetickd skla s gelem byla vyjmuta ze stojaodstragny zbytky geli ze skel

a opatrg byl vytazen kebinek. Takto fipraveny gel byl vioZzen do stojanu na elektroforézu
silngjSim sklem ven aukladne upevrén. Do prostoru mezi skly byl nalit elektrodovy pufr
a zjiSéno zda protéka nebo ne. Stojan se skly byl vlozereldktroforetické nadoby, ktera
byla nasled& z poloviny naplina elektrodovym pufrem. Automatickymi pipetami
s dlouhymi Spikami byly davkovany vzorky a standard. Vzdy byl aabvan do prvni
jamky standard (1Ql) a nasleda tiikrat jeden vzorek (1Ql). Pripravend aparatura byla
piipojena ke zdroji o napi 80 V. V piibéhu probihajici elektroforézy bylo nutné kontrolovat
zda je dostatmé mnoZstvi elektrodového pufru ve wnitn prostoru mezi skly, pokud ne, byl
dolit. Samotna elektroforéza trvalétgizné 2 hodiny.

3.3.8 Vizualizace bilkovin

Po prokhnuti elektroforézy byla skla vyjmuta ze stojanul@ena do misky s destilovanou
vodou tak, aby sikjsi sklo sndiovalo smérem nahoru. Spachtli byla skla od sebedtetth

a opatrg vytazena z misky, aby nedoSlo kroztrzeni gelustii®vana voda byla slita
a nasled& na gel byl nalit stabilizani roztok a 5 minut stabilizovan n&epace. Stabilizani
roztok byl slit a gel byl fevrstven barvicim roztokem, ktery byl ponechan iegpdce
30 minut. Po obarveni gelu byl roztok znovu slitegprve promyt pouzitym odbarvovacim
roztokem. Nakonec byl na gel pouzisty odbarvovaci roztok, ktery byl ponechan 90 nhinu
na tepace. Po odstrami odbarvovaciho roztoku byl gekkolikrat promyt destilovanou
vodou, vloZzen na silné elektroforetické sklo a ehapotravinégskou folii, kterd ho chrani
pied odp#ovanim vody a vysychanim. Hotové gely byly vloZelwylednice a skladovany do
samotného vyhodnocenitipteplo€ 4 °C. Vizualizaci bilkovin bylo nutné provéd
v rukavicich, protoZe akrylamid je vysoce toxicky.

3.3.9 Vyhodnoceni ga&

Pripravené gely byly neskenovany a vyfidna hmotnost enzymu Rubisco programem
pacitatovym programem Science Lab 2006 Multi Gauge, verfy. FUJIFILM. Pro vypdéet
byly zény velkych podjednoteki@vedeny na piky a integraci byly z§isa jejich plocha.
Mnozstvi enzymu Rubisco bylo odvozeno porovnanimchy zony jednotlivych vzortk

a plochy zoény standardu (obr. 17). Aby bylo mozZrabid vypcitat mnoZstvi enzymu
a eliminovat tizné faktory nefesnosti, byl standard Rubisco nanaSen na kazdy gel.
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Obr. 17 Ripraveny gel pro vyhodnoceni programé&aience Lab 2006 Multi Gauge, ver3.1

3.3.10 Vypaet obsahu enzymu Rubisco
Obsah enzymu Rubisco byl vyfien z pondru plochy stanovovaného vzorku, plochy

standardu Rubisco (0 znamé koncentraci) a hmotupstku.

Priklad vyp@tu pro stanoveni obsahu enzymu Rubisco:

Tab. 4 Stanoveni obsahu enzymu Rubisco ve vzA@BRuA3(3)

Vzorek Plocha [nf] Hmotnost [g] ¢ [mg ¢']

Standard 101961,71 - -
3:30 64008,47 0,073 16,99
3:30 64823,48 0,073 17,53
3:30 63488,09 0,073 16,99

Jako standard byl pouZit roztok D-ribulosa-1,5-dmshtkarboxylasa 0,5 mg thi
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Hmotnost enzymu v 1 ml 2¥edného extraktu (0,5 ml extraktu a 0,5 ml vzorkovéhéru):

- 6400847

= [(05=031m
10196171 simg

Hmotnost enzymu v 1 ml kedného extraktu:

m=2[031= 062mg

Hmotnost enzymu v celém objemu extraktu (2 ml):

m=2[062=124mg

Obsah enzymu v 1 gerstvého vzorku:

124 a4
=——=1699
0073 699 mgLg

Obecny vzorec pro vyget standardu enzymu Rubisco:

— Ivzorku |]"st Dl —_ -1
c=X S —=-m g
P, 0m J

st jehlic
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1Vysledky

Tab. 5 Hodnoty pfate’ni aktivity, celkové aktivity a aktivace enzymu iBedov podminkach
normalni (A) a zvySené koncentrace (E).@Dlic smrku ztepilého odebirané 22. 6. 2010.

An pog. An celk. aktivace
vzorky | [pmol CO, mint-g] [umol CO, min™t-g?] [%]
A E A E A E
3:30 1,55 1,86 1,75 2,13 88,96 87,07
6:00 1,10 1,55 1,51 1,88 73,12 82,20
8:00 0,89 1,36 1,33 1,65 66,07 82,58
10:00 1,52 1,80 1,84 1,91 82,63 94,07
12:00 1,72 1,65 1,89 1,70 91,31 97,07
14:00 1,26 1,52 1,62 1,65 77,76 91,67
16:00 1,10 1,29 1,39 1,50 78,65 86,13
18:00 1,31 1,46 1,77 1,87 73,81 78,21
20:00 1,08 1,35 1,37 1,58 78,65 85,84
22:30 1,03 1,53 1,55 1,61 66,31 94,80
max. 1,72 1,86 1,89 2,13 91,31 97,07
hodnota
min. 0,89 1,29 1,33 1,50 66,31 78,21
hodnota

Tab. 6 Hodnoty specifické ¢atecni aktivity, specifické celkové aktivity a obsamzyenu
Rubisco v podminkach normalni a zvySené koncen@éggehlic smrku ztepilého odebirané

22. 6. 2010.
ANgpec. POL. ANgpec.celk. obsah
vzorky | [umol CO, mint-g] [umol CO, min™t-g?] Img-g!]
A E A E A E
3:30 92,02 140,35 106,22 161,19 16,87 13,27
8:00 81,16 179,78 121,19 217,70 10,95 7,58
12:00 96,80 150,58 106,01 155,12 17,79 10,98
16:00 59,05 87,63 75,08 101,74 18,56 14,71
20:00 48,75 89,96 61,99 104,80 22,06 15,04
22:30 56,80 110,80 85,67 116,88 18,07 13,81
max. 96,80 179,78 121,19 217,70 22,06 15,04
hodnota
min. 48,75 87,63 61,99 101,74 10,95 7,58
hodnota
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Tab. 7 Hodnoty fotosynteticky aktivni radiace d@e& 2010.

Cas [hod] | Radiace imol m?s?]
3:30 0
6:00 67,40
8:00 330,87
10:00 1011,20
12:00 717,76
14:00 612,63
16:00 511,48
18:00 132,61
20:00 0
22:30 0

max. hodnota 1048,55
min. hodnota 0

Poé&ateéni aktivita enzymu Rubisco
2,5 + 1200
= 5 -+ 1000
2 i -
= T T\L A +800
] \ W 4 =
S T g ¥ = T E
s 1 [ 7 | i g
S 3 Llta00 5
=
=05 - + 200
O . T T T T . — O
0:00 3:30 7:00 10:30 14:00 17:30 21:00
[hod]
A —=a—E radiace ‘

Obr. 18 P@atecni aktivita enzymu Rubisco vztazena na jednotkbwmatnost jehlic smrku
ztepilého v podminkach normalni koncentrace (X) a zvySené koncentrace £@)
v zavislosti na zemé ozgenosti lkhem dne.
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n [umolCO 2.min*.g™]

Celkova aktivita enzymu Rubisco

2,5 - —+ 1200
5 ] + 1000
= -+ 800
1,5 1 T
i L + 600
1 _
+ 400
0.5 - 1 200
0 . T T T T B . O
0:00 3:30 7:00 10:30 14:00 17:30 21:00
[hod]
A —a—E radiace ‘

[umol.m 2.s7]

Obr. 19 Celkové aktivita enzymu Rubisco vztaZzenadrotkovou hmotnost jehlic smrku
ztepilého v podminkach normalni koncentrace (X) a zvySené koncentrace £@)
v zavislosti na zemé ozgenosti lkhem dne.

Z obr. 18 a 19 jeiejmé, Ze u #Siny vzorki varianty E byly na&eny statisticky vyznamn
vyS8Si hodnoty aktivity Rubisco nezZli u varianty X. ¢ase 10:00 byla g@tesni aktivita
u obou variant vyznamnvyssi nez v 8:00 (o 41,4% v A a o 24,4% v Ep Belkovou
aktivitu doslo véase mezi 8:00-10:00 ke zvySeni 0 27,7 % v A a 6 Wy E. V dok 8:00-
16:00 kopirovala pateini a celkova aktivita u obou varianilgizné zmeny oz&enosti.

Obsah enzymu Rubisco
25 T+ 1200
20 | ) = 1 1000
F.'; 15 | R 3 ; /I_———‘\!_ 800 ::
% ol I\ 3L S + 600 é
[ -+ 400 e
5 + 200
0 : ‘ ‘ ‘ ‘ : L0
0:00 3:30 7:00 10:30 14:00 17:30 21:00
[hod]
A —s—E radiace‘

Obr. 20 Obsah enzymu Rubisco jehlic smrku ztepNgmadminkach normalni koncentrace
CO; (A) a zvySené koncentrace £@) v zavislosti na zéné oz&enosti lFhem dne.
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Z obr. 20 ukazuje, Ze obsah enzymu Rubisco v jehliemrku ztepilého byl vysSitip
normalni koncentraci Cnez g zvySené koncentraci G@ vSechny rozdilydhem denniho
chodu byly statisticky vyznamné. Néfgi rozdil byl namen vcéase 12:00, kdy obsah

Rubisco v A byl o 38,3 % vySSi nez v E. Tyto vy&iedlokazuji aklimani depresi obsahu
enzymu Rubiscoipdlouhodobém fisobeni zvySené koncentrace £O

Poc¢atecéni specifick& aktivita
250 - -+ 1200
o -+ 1000
o 200 -
gl \ + 800
£ 150 | e o
- AN
< ~ + 600 E
8 N 3
Q 100 - + - = £
£ = I T400 =
._.:' - * T T
= 50 T L+ 200
0 . T T T T . 77 0
0:00 3:30 7:00 10:30 14:00 17:30 21:00
[hod]
A —s—E radiace ‘

Obr. 21 P@atecni specificka aktivita enzymu Rubisco vztazen&diagtkovou hmotnost
jehlic smrku ztepilého v podmink&ch normalni kotreee CQ (A) a zvySené koncentrace
CO; (E) v zavislosti na zéne ozaenosti them dne.

Celkova specificka aktivita
300 — 1200
— 250 - + 1000
o B
< 200 1 + 800
c ~
é ™~ e o
S 150 = 760 E
O — - ___./i =}
2 100 ¥ ; S - L1400 5
E! T B
— 50 - + 200
0 . T T T T . K 0
0:00 3:30 7:00 10:30 14:00 17:30 21:00
[hod]
A —s—E radiace ‘

Obr. 22 Celkova specificka aktivita enzymu Rubisatazena na jednotkovou hmotnost jehlic
smrku ztepilého v podminkach normalni koncentrddg(B8) a zvysené koncentrace £@)
v zavislosti na zemé ozgenosti lkhem dne.
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Zobr. 21 a 22 lze Wst, Ze u vSech vzoikjehlic byly nangteny statisticky vyznamné
rozdily mezi dennim chodem fmeni i celkové specifické aktivity u smrku ztepilého
v normalni koncentraci COa zvySené koncentraci GOV ¢ase od 3:30 do 8:00 dochazi
k mirnému naistu specifické aktivity a od 8:00 majfikky pro A i E klesajici tendenci.
NejvetSi statisticky vyznamny rozdil byl n&ben véase 8:00, kdy v A byla gatesni
specificka aktivita o 55 % a celkova specificka\atd o 44 % nizSi nez v E.

Stupe i aktivace
120 - T+ 1200
100 7 "—;\\.\-\-\././. | 1000
80 w‘ \\_‘—_‘\‘/‘\’ 800 ".‘(/2
S 60 - +600 E
g
40 - 7400 5
20 + 200
O v T T T T v I O
0:00 3:30 7:00 10:30 14:00 17:30 21:00
[hod]
‘ —o—A = E radiace ‘

Obr. 23 Stupe aktivace enzymu Rubisco jehlic smrku ztepiléhodwpnkdch normalni
koncentrace C®(A) a zvysené koncentrace £@) v zavislosti na zéné ozdenosti khem
dne .

Na obr. 23 je vigt stupaé aktivace enzymu Rubisco v jehlicich u smrku ztspil v normalni
koncentraci C@a zvySené koncentraci GCstupé aktivace byl v normalni koncentraci €O
nizsi nez ve zvySené koncentraci £B8&éhem denniho chodutipzvySené koncentraci GO
dochéazelo do 12:00 k mirnému @igtu, od této hodiny do 18:00¢ha kiivka naopak klesajici
tendenci a od 18:00 do konceiimni doslo ot ke zvySeni. B normalni koncentraci CO
kiivka do 8:00 klesala, do 12:00 je viditelny Zng naist a od 12:00 dosSlo znovu k poklesu
az do konce ®@teni. Graf stup® aktivace ukazuje zgay vliv oz&enosti, ktera je nejvice
ziejma véase od 8:00-16:00.
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Pribéh ozarenosti 22. 6. 2010

1200

1000 +

800 ~

600 -

400 -

radiace [ pmol.m'z.s'l]

200 ~

0 R T T
3:30 6:00 8:30 11:00 13:30 16:00 18:30 21:00

[hod]

Obr. 24 Piibéeh oz&enosti khem 22. 6. 2010/podkéru vzorki jehlic smrku ztepilého pro
stanoveni aktivity a obsahu enzymu Rubisco.

Pri odkeru vzorki jehlic smrku ztepilého dne 22. 6. 2010 nebylo elngé p&asi, ale pouze
difuzni slunce. Obloha byla zataZzend, spiSecoldla obasnymi gehdkami. Toto je patrné
také z nardrenych hodnot ozénosti, které vykazuji nizsi hodnoty ne% jasre slunném dni.
Pti jasném a slur@mém dni vykazuje ivka také ¥tSinou jedno maximum ve 12:00. Do této
doby ma kivka vétSinou pondrné velky nafist a od 12:00 dochazi &pk poklesu hodnot
oz&enosti. Z obr. 18-23 jefgimé giblizné kopirovani kvky oz&enosti jak pro péateni
aktivitu, celkovou aktivitu a stupieaktivace v dob mezi 8:00-16:00 hod.
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4.2 Diskuze

Aktivita Rubisco zavisi na obsahu tohoto enzymuwsabiln pevé vazanych inhibitar a na
karbamylaci aktivniho mista. Aktivita enzymu séninv ¢ase v zavislosti na teptgtozaeni,
koncentraci CQ@ obsahu fosfomanu a pitomnosti inhibitoé v aktivnim mist. Inhibitory
enzymu Rubisco zia¢ sniZuji aktivitu tim, Ze se vazi na karbamylovdgbisco a brani
katalyze. Vazba substratu RuBP do nekarbamylovangéhoymu zamezi karbamylaci
lysylového zbytku podstatného pro aktivaci [63]IKoga aktivita se rni beéhem dne kuli
pasobeni inhibitoll a ziska se po kompletni aktivaci £@ Md*. Rozdil mezi p&ateni

a celkovou aktivitou Rubisco je mirou karbamylace.

Naméiené hodnoty ptateni aktivity v jehlicich smrku ztepiléhochem dne byly v rozmezi
0,89-1,72umol CO, min* g* u varianty A a 1,29-1,86mol CQ, min® g* u varianty E.

Hodnoty celkové aktivity byly v rozmezi 1,33-1,880l CO, mintg* pro variantu A

a 1,50-2,13umol CO, min™ g* pro variantu E.

Kiivka pro p&ateni aktivitu v normalni koncentraci GQA) i pro zvySenou koncentraci
CO; (E) vykazuje d¥¢ maxima a kivky priblizné kopiruji svij tvar. P@ateini aktivita je v A
statisticky vyznam& nizsi nez v E. Nejprve od 3:30 do 8:00 doSlo kecmému poklesu
aktivity, od 8:00 do 12:00 nasledoval Zng néhst a v 12:00 prvni maximum (v E prvni
maximum jiz 10:00). Od 12:00 (resp. v E od 10:00%Id k poklesu (poledni deprese) a od
16:00 do 18:00 maji ilvky opét stoupajici charakter. V 18:00 maiji colitivky druhé
maximum a od této doby az do konceéremi dochazi spiSe k poklesu hodnot. Stejrigpdir

se d¥ma maximy Wase 9:00 a 17:00 na#ili Hrstka et al. [63]. Autéi uvackji velmi nizkou
pocateEni aktivitu pred vychodem slunce v 6:00 a stidktivace byl v této dabpouze 62 %.
Se stoupajici oxénosti se zvySovala i patesni i celkova aktivita. Od 9:00 az do 13:00 doslo
v jejich experimentu ke snizeni aktivity (poledr@pdese). DalSi autiozminujici z pa&atku
dne pokles aktivity a poledni depresi jsouinagiang et al. [64], k€ sledovali denni chod
aktivity Rubisco u ryZe. Peréz et al. [65] Aogi studii u jarni pSenice a uvadi, Zecamni
aktivita je nizSi Bhem dne neZ celkova aktivita i deaktivaci Rubisco. Celkova aktivita
byla zvySena na gatku dne pedevsim v zavislosti na koncentraci £0

Ve studii [66] uvadi Sinha et al., Ze poledni deprgznika sniZzenim intenzity fotosyntézy
i vodivosti piiduchi a je spojovana s vysokym deficitem tlaku par, %gso teplotou

a zn&nym ozdenim. | es vySe zmigné giciny, neni poledni depresergsré zcela
objasréna. Sinha et al. [66] znniji, Ze v rRkolika pfipadech je i patrné sniZzenéiinosti
karboxylace, festoze vniini koncentrace COzustane konstantni. Na druhé stfamiZe
nepravidelné uzaviranijmuchi béchem dne snizit lokatnvnitini koncentraci C@a nasledé
inhibovat fotosyntézu. Pons et al. [69] zkoumali sx& préaci poledni depresi v tropickém
deStném pralese u stroriperua grandiflora Autori se své praci uvadi, Ze zvysSenim teploty
listu dochazi ke zvySeni rozdilu tlaku par mezelis a vzduchem, tim dojde ke sniZeni
vodivosti paduchi a snizeni dostupnosti GQ chloroplastech. Toto ozt jako hlavni
ne@imy faktor zvySené teplotyfigpivajici k poledni depresi. Jakdimpy negativni faktor
zvySené teploty a vzniku poledni deprese udavdgesin karboxylani aktivity Rubisco.
SniZzenim karboxytmi aktivity Rubisco vztazené k oxygenaci a snizZaimity k CO, pfi
zvySené tepldt je kompenzovan@asténé zvySenim karboxykmi kapacity [69]. Snizena
vodivost paiduchi miZze vést ke sniZzeni pétesni aktivity in vitro. V naSem experimentu
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jsme vSak nawfili snizeni pgateini i celkové aktivity, coZz dci o tom, Ze poledni deprese
byla vyvolana ptomnosti dennich pegnvazanych inhibitar (nag. XuBP) na aktivnich
mistech Rubisco.

U rostlin s CA1P (nap Phaseolus vulgar)sie vSechen CA1Pipsvitani navazan na aktivni
misto enzymu a celkova aktivita je proto velmi @izk grirozenych podminkach je CA1P
degradovano se stoupajici tadosti a zmiziifblizné po 10 min fisobeni radiace. S klesajici
oz&enosti véer a v noci mnozstvi CAL1P naopak stoupa, coz sgevirpoklesem celkové
aktivity. Nizké hodnoty celkové aktivity v noci afipsvitani u gkterych rostlin tedy
signalizuji vliv CA1P. Z naré¥enych vysledi je patrné, Ze u smrku nemacno inhibitor
CAL1P vyznamny vliv [67].

Obsah enzymu Rubisco sesmh bhem dne mnohem pomaleji, nezli jeho aktivita, as¢o
zpozdnim 5-7 hodin za déletrvajici 2Zmou radiace. Po celou dobu bylo u réemych
vzorki statisticky vyznam& vySSi mnozstvi Rubisco v A nez v E. Ze ziskanygsledii je
patrny pokles obsahu Rubiscatase od 3:30-8:00 jak u normalni koncentrace, Gk

u zvysené koncentrace @QDd 8:00 dochazi ke z&r@@mu naiistu Kivky u obou koncentraci
a udrzeni fblizn¢ stejnych hodnot obsahu az do konceéfeni. Podobné vysledky uvadi
Wang et al. [68], ktery prové&timéieni v ryZi a zmiuje pa&ateini zvySeni obsahu Rubisco
v dobk od 6:00-8:00 a ap priblizn¢ stejné hodnoty obsahu az do koncgeni.

Specificka aktivita byla ziskana z pém aktivity a mnozstvi enzymu. Pro celkovou
i pocateni specifickou aktivitu rly kiivky podobny piéibéh a po celou dobu byly staticky
nizsi hodnoty Bhem normalni koncentrace @@ez u dvojnasobné koncentrace o jak
pro paateini, tak i celkovou specifickou aktivitu. Od ¢gku nereni do 8:00 je wity nanist,
nasledg kiivka ma klesajici tendenci a od 20:00 do konc&emi je u ¥tSiny kivek
zaznamenam dalSi mirny dat. | Peréz et al. [65] uvadi zvySeni specifickévitly koncem
noci a rano. V praci je také zndmo zvySeni specifické aktivity na konci dne u rostl
vzrostlych v normalni koncentraci GOktera je zpsobena jen pomalym uvavanim
inhibitoru z aktivnich mist Rubisco.

Aktivace enzymu Rubisco byla vyftena jako porér pocateini aktivity k celkové aktivid

a odpovida rozsahu karbamylace aktivnhiho mistaxpéementu byly nagieny pongrné
vysoké aktivace v rozmezi 66—-97 %&h@m denniho chodurikky stupit aktivace u variant

A a E giblizné¢ kopirovaly swj pribéh. K nejwtSimu poklesu doSlo v 8:00 a v 22:30,
obdobny pokles aktivace uvadi maperéz et al. [65]. Pokles aktivacghbm poledne, ktery
byl zaznamenan i v naSeméfani, objevili také Sinha et al. [66] a udavaji, Agplyva

z dekarbamylace enzymu. V praci Sinha et al. [68hké uveden vzestup aktivace po 16:00.
Autofi rovnéZz zmiiuji, Zze nap. ve Spenatu se karbamylace Rubisco zvySuje seemims
radiace a naopak, ke konci dne dojde i ke sniZantiamylace.

V zobrazenych grafech je uveden také vliviendsti na p&atesni aktivitu, celkovou aktivitu,
pocateini specifickou aktivitu, celkovou specifickou aktiy aktivaci a obsahu enzymu
Rubisco. Aktivita enzymu Rubisco zavisi na i@rsti s jistym zpozohim. Pokud tedy
v naSem experimentu byla v 10:10 hodnotarezésti 1011,2@molrm?s* a v 10:20 tato
hodnota klesla skoro na polovinu, tedy na 594y®bl-m?s?, je pravépodobné, Ze aktivita
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Rubisco bude v 10:20 relati¥rvysoka. Jak bylo popsano v praci Servaites ef78l, se
zvysujici se oz#@nosti vziista p@ateni aktivita, stav aktivace, fotosyntéza. Servaéesl.
popisuji naiist paiateni aktivity v dopolednich hodinach se zvySujicogé&enosti a ustaleni
hodnot péateini aktivity pi hodnot oz&eni nad 1,2 mmol ths®. Fi poklesu hodnoty
oz&enosti pod tuto UrovedoSlo zarovie ke sniZzeni p&ateini aktivity. U celkové aktivity se
hodnoty také zvySovaly, ale po zbytek dnisstaly @iblizné stejné. NizSi hodnota celkové
aktivity byla ovliviend kvali menSimu mnozZstvi Rubisco. Také u aktivace bylezen
podobny vliv ozé&enosti. ZvySujici se hodnoty defosti také ovlisiuje nani inhibitor
CA1P, jehoz mnozstvi se po rozédh minimalizuje. Urové poklesu CA1P se odviji od
stoupajici radiace a obragemokud dojde k poklesu radiace, zvySi se CAlPa&benych
vysledii vyplyva, Ze ozéenost zn&nym zpisobem ovliviuje aktivitu enzymu. Od 8:00—
10:00, kdy byl nejutsi nafist ozdenosti, doslo také k nejisimu naiistu aktivity, a od této
doby giblizné do 16:00 nastava ép pokles aktivity v zavislosti na oEnosti. MnoZstvi
enzymu nebylo tak ovlivmo ozd&enosti, obsah enzymu Rubisco, v porovnani s adtiyit
nedokaze odpovidat tak rychle smou hodnot na velké rozdily v aghosti Bhem dne.

52



5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo &t zmény aktivity, obsahu a aktivace enzymu Rubisco
v pribéhu dne u smrku ztepilého v podminkdch normélni gSené koncentrace oxidu
uhlicitého. Z pfibehu paéateni aktivity, celkové aktivity a obsahu Rubisco odito
mechanismus regulace aktivity tohoto enzymu.

Vzorky jehlic pro stanoveni denniho chodu obsahutavity enzymu Rubisco v podminkach
normalni a zvySené koncentrace L£Oyly odebirany na experimentalnim ekologickém
pracovidti Bily Kiz Centra vyzkumu globaini zmy AV CR v Moravskoslezskych
Beskydech. Stromy zde rostou ve dvou minisférachprwii minisfée je normalni
koncentrace CO350umol mol* a je ozn&ovana jako A (ambient). Ve druhé minisfée
koncentrace COzdvojnasobena, tedy 7@@nol mol' a je znaena E (elevated). Smrkové
jehlice byly odebirany 22. 6. 2010 ve dvouhodindvirdervalech od 3:30 do 22:30 hod.

Aktivita enzymu Rubisco byla zj&ta metodou Lilleyho a Walkera [36] s extrakci podle
Besforda [58]. Pro stanoveni q@&eni aktivity bylo vyuzito metody podle Heringove [59
Obsah enzymu Rubisco byl #fen metodou podle Damervalové et al. [60], Rogetsa.e
[61] a Hlav&ka [62].

Hodnoty p@ateini a celkové aktivity u &Siny vzorki kultivovanych i zvySené koncentraci
CO; byly vyzname vySSi nez u vzorkrostoucich v normalni koncentraci @@da se tedy,
Ze zvySena koncentrace oxidu dhého stimuluje aktivitu Rubisco. 8em dne doslo ke
sniZzeni aktivit (poledni deprese}igg@mzZ u varianty E nastala poledni depretigednez

u varianty A. U vSech vzotk jehlic, které byly prorfovany, byla poateni i celkova

specificka aktivita statisticky vyznamamizsi v normalni koncentraci GOnez ve zvySené
koncentraci CQ

Obsah enzymu Rubisco bytizvySené koncentraci GGstatisticky vyznam nizsi nez fi
normalni koncentraci (aklintai deprese). Denni chod obsahu Rubisco vykazowatdpi
5-7 hodin na trvalejSi z&¢ny radiace.

Stupe aktivace udava rozsah karbamylace aktivniho mistaormalni koncentraci C{oyl
nizsi nez ve zvySené koncentraci £OKivKy piiblizné kopirovaly swj tvar.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

3-KABP 3-keto-arabinitol-1,5-bisfosfat

3-P-Gri 3-fosfoglycerat

A (ambient) normalni koncentrace €O

AA akrylamid

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

BChla, b bakteriochlorofyla, b

BICIN N,N-bis-2-hydroxyethylglycin

BIS N,N"-methylen-bis-akrylamid

BSA bovinni sérovy albumin

CA1P 2-karboxyarabinitol-1-fosfat

CAM (Crassulacean Acid Metabolism)

DTT dithiothreitol

E (elevated) zvySena koncentrace,CO

ELISA (enzyme linked immunosorbenenzymow sprazené imunochemické

assay) stanoveni

EOF (Electroosmotic Flow) elektroosmoticky tok

FACE (free Air CQ Enrichment) obc_)vh_a,ceni volného  vzduchu oxidem
uhlicitym

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N’-

ethansulfonova kyselina
HPLC (high Performance Liquidvysoko&inna kapalinova chromatografie

Chromatography)

Chla, b chlorofyla, b

IRGA infraterveny analyzator

NaoEDTA ethylendiamintetraoctan disodny

NAD®, NADH B-nikotinamidadenindinukleotid a  jeho

redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat a jeho

NADP*, NADPH ,
redukovana forma

OEC (oxygen-evolving complex) kyslik vyvijejici kplex

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
PSI fotosystém |

PSII fotosystém Il

R5P ribosa-5-fosfat

Rbu-1,5-B ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa
RuBP D-ribulosa-1,5-bisfosfat

SDS dodecylsulfat sodny

TEMED N,N’-tetramethylendiamin

TRIS tris(hydroxymethyl)aminomethan
XuBP xylulosa-1,5-bisfosfat

60



