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ABSTRAKT

V jehlicich smrku ztepilého byly méfeny denni zmény pocétecni a celkové aktivity i obsahu
enzymu ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy (Rubisco) v podminkdch normalni
(A = 350 pmol mol™) a zvySené (E = 700 pmol mol™) koncentrace CO,. Smrkové jehlice
byly odebirdny 22. 6. 2010 ve dvouhodinovych intervalech od 3:30 do 22:30. Aktivita
enzymu Rubisco byla stanovena spektrofotometricky, obsah enzymu Rubisco byl zjiStén
metodou SDS-PAGE.

U vétsiny vzorkii byly nameéfeny statisticky vyznamné€ niZ$i hodnoty aktivit v normalni
koncentraci CO;, nez ve zvySené koncentraci CO,. Z grafii pro aktivitu lze také vycist
nepfitomnost nocniho inhibitoru CA1P. V dobé 7:00-17:30 byla aktivita pfiblizn€ piimo
umeérnd intenzité fotosynteticky aktivni radiace.

Mnozstvi enzymu Rubisco bylo statisticky vyznamné vyS$i pti normdlni koncentraci CO, nez
pii zvySené koncentraci CO,, coZ dokazuje aklimacni depresi mnozstvi enzymu Rubisco pfi
dlouhodobém puisobeni zvysené koncentrace CO,.

ABSTRACT

Diurnal changes of initial and total activity and content of ribulose-1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase (Rubisco) under conditions of ambient (A = 350 umol mol™) and
elevated (E = 700 pumol mol'l) concentration CO, were measured in needles of Norway
spruce. Needles of Norway spruce were taken on 22th July in two-hours from 3:30 a. m. till
10:30 p. m. The Rubisco activity was determined by spectrophotometry, the Rubisco content
was detected by SDS-PAGE.

The Rubisco activity was in most samples statistically significantly lower in needles
cutlivated under ambient carbon dioxide then in needles cultivated under elevated carbon
dioxide. Diagrams of the Rubisco activity shows absence of night inhibitor CA1P. The
Rubisco activity was directly proportional to the intensity of photosynthetically active
radiation in time from 7:00 a. m. till 7:30 p. m.

The Rubisco content was statistically significantly higher in needles of Norway spruce
cultivated under ambient carbon dioxide than in needles cultivated under elevated CO,, which
shows acclimation of the Rubisco content during long-term effect of elevated CO,
concentration.
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aktivita Rubisco, obsah Rubisco, zvySend koncentrace CO,, smrk ztepily
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1 UVOD

Yev s

a vytvaii jediné kvantitativné vyznamné spojeni mezi zdsobou anorganického a organického
uhliku v biosféfe. Tento enzym katalyzuje karboxylaci D-ribulosa-1,5-bisfosfitu (RuBP)
v prvnim kroku Calvinova cyklu, popf. muZe dojit k oxygenaci RuBP, kterd vede
k fotorespiraci. Katalytickd Gcinnost Rubisco je velmi slabd (ke =2-12 s'l) a fotosyntetické
organismy obsahuji az 50 % z celkového mnozZstvi proteinu, aby se udrZela pfijatelné rychlost
fotosyntézy [63].

Rubisco je kliCovy enzym regulace fotosyntézy. Pfed samotnou katalyzou musi byt
reversibiln€ aktivovdn pomoci CO, a Mg2+. Nejdiive se molekula CO, navdZze uvnitf
aktivniho mista na e-aminoskupinu lysylového zbytku K201 a dojde k procesu karbamylace,
po kterém ndsleduje rychlé navazani Mg2+. Pro aktivaci in vivo je nutnd pfitomnost aktivasy
Rubisco [63].

Aktivita Rubisco zdvisi na obsahu enzymu a na mite aktivace aktivniho mista. Obsah Rubisco
se méni béhem dne v zavislosti na obsahu specifickych sacharida (napf. glukosy a sacharosy).
Tzv. pocatecni aktivita Rubisco se méfi ihned v extraktech, které byly rychle pfipraveny
a hodnoty této poc¢itecni aktivity jsou mensi nez hodnoty aktivity celkové, kterd je méfend po
inkubaci s CO; a Mg2+. Pomér mezi pocéitecni a celkovou aktivitou Rubisco se nazyvé stupeii
aktivace a je mirou karbamylace enzymu. Inkubaci s CO; a Mg2+ nelze vytésnit z aktivnich
mist enzymu pevné vazané inhibitory (napi. CA1P a XuBP). Pritomnost téchto sloucenin
v aktivnich mistech enzymu sniZuje celkovou aktivitu a naopak, kolisdni celkové aktivity je
indikdtorem inhibice enzymu Rubisco témito inhibitory [63].

Védci ptredpokldadaji, Zze do roku 2100 by se mela koncentrace CO, zvySit aZ na
800 pmol CO, mol™. Lesni ekosystémy tvofi obrovskou zdsobdrnu uhliku, proto zmény
vznikajici nasledkem zvysené koncentrace CO, mohou zplsobit znacné globalni promény
v kolobéhu uhliku.

Se zvySujici se koncentraci CO, vyznamné roste rychlost fotosyntézy a zarovenn dochdzi
k poklesu aktivit fotosyntetického aparatu. OvSem pii dlouhodobém pusobeni oxidu
uhlicitého na rostliny se rychlost fotosyntézy sniZuje v zdvislosti na vzrustu koncentrace
glukosy a fruktosy, coz zpusobi represi exprese fotosyntetickych genti a nasledné tzv.
aklimaci. Zéaroven dochdzi k poklesu obsahu dusiku, rozpustnych bilkovin a obsahu enzymu
v listech.

V této diplomové prici byly méfeny denni zmény pocitecni a celkové aktivity, i obsahu
enzymu Rubisco u smrku ztepilého v podminkach normalni a dvojnasobné koncentrace oxidu
uhlicitého. Vzorky jehlic byly odebirdny v experimentdlnim kultivacnim zafizeni Centra
vyzkumu globdlni zmény AV CR, v.v.i., které je podpofeno projektem LM2010007 -
CzeCOS/ICOS - Nérodni infrastruktura sledovani uhliku.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotosyntéza

Fotosyntéza je nejdulezité&jsi d&j probihajici v zZivé ptirode. Pro fotosyntézu je nepostradatelna
svételnd energie, kterd je rostlinami, sinicemi a nékterymi bakteriemi pfeménovand na energii
chemickou. Je to siln€¢ endergonickd reakce pohdn€nd sluneénim zéarenim, pifi které
z nejjednodussi slouc€eniny uhliku o nizké energii, oxidu uhli€itého, vznikaji sacharidy
s vysokou energii a zdroven dochdzi k produkci, pro nds nepostradatelného prvku, a to kysliku

[1,2]. Rovnice fotosyntézy je vyjadiena:
6CO, +12H,0—2~C,H ,0, + 60, + 6H 0.

U vysSich rostlin a fas probihd fotosyntéza v chloroplastu (obr. 1) a u prokaryot, které nemaji
vyhranéné bunéfné organely, jsou tyto Casti bufiky nazyvdny chromatofory. Pocet
chloroplastii se v burice velmi 1isi, miZe byt jeden, ale i 1 000 s rozmanitymi velikostmi
atvary [2]. NejCastéji je v burikach listd obsazeno asi 20 chloroplastt elipsoidniho tvaru asi
5 um dlouhych. Chloroplasty se vyznacuji prostupnou vné&j$i obalovou membranou a naopak
neprostupnou vnitini membranou, které jsou oddéleny mezimembranovym prostorem. Vnitini
vypln chloroplastu se nazyva stroma, coz je koncentrovany roztok enzymu. Ve stromatu se
nachdzi tfeti soustava membran tzv. thylakoidy. Thylakoidy jsou na sebe nasklddané ploché
vacky vytvarejici grana. Chloroplast prumérné obsahuje asi 50 gran [1].

CHLOROPLAST

GRANUM
LIST stroma
vrchni epidermis

.podni epidermi J~membrana”
spodni epidermis. /- Tnermnian; b
thylakoidu vnitrothylakoidovy

prostor

voitini
membrana membrana
mezimembranovy prostor

Obr. 1: Struktura chloroplastu. (Prevzato [3])



Fotosyntéza je rozdélena na dvé na sebe navazujici faze — svételnou a temnostni. Ve svételné
fazi dochazi k fotochemickému dé&ji, pfeméné energie fotonu slunec¢niho zafeni na energii
chemickou. Nejdiive dochdzi k pfeméné energie zafeni na energii excitovanych elektronu,
kterda se pomoci oxidoreduktas méni na makroergické sloueniny — ATP (adenosintrifosfat,
zdroj chemické energie) a NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfét, redukcni €inidlo)

[1].

Svételnd reakce probihd diky fotosyntetickému aparétu, ktery se skldda ze tii Casti:

1. fotoreceptory, které obsahuji pigmenty absorbujici zéfeni,

2. fotosyntetické reakcni centrum, kde dochdzi k pfeméné svételné energie na energii
elektrickou (= excitace elektront absorbovanym zatrenim),

3. fetézec oxidoreduktas, kde dochazi k pfeméné excitovanych elektrond na energii
chemickou (vznik ATP a NADPH) [1].

Temnostni, nebo také temnd fdze, probihd soucasné se svételnou fizi. Temnostni fize je
sloZzena z nékolika enzymovych reakci vyuzivajici ATP a NADPH k redukci CO, a H>O na
sacharidy [1].

2.1.1 Reakce zavislé na svétle

Hlavnim fotoreceptorem slune¢ni energie ve fotosyntéze je chlorofyl (obr. 2). Je to cyklicky
tetrapyrrol podobny hemu, od kterého se 1i$i nékolika znaky:

1. centralnim iontem neni Fe** nebo Fe**, ale ion Mg**,

2. chlorofyl obsahuje cyklopentanonovy kruh V tésné priléhajici k pyrrolovému kruhu III,

3. chlorofyl a (Chl a) a chlorofyl b (Chl b) maji z ¢4sti redukovany pyrrolovy kruh IV,
bakteriochlorofyl a (BChl a) a bakteriochlorofyl & (BChl b) maji z ¢4sti redukované kruhy II
alV,

4. u Chl a, Chl b a BChl b je propiondtovy postranni fetézec na jadre IV esterifikovén fytolem
a u BChl a je u nékterych bakterii fytol a nebo geranylgeraniol [2].

R, R, R, R,
ﬁHz chlorofyl a —CH=CH, —CH, —CH,~CH, P
CH CH, (l?
chlorofyl b —~CH=CH, —C—H ~—CH~CH, P
HC CH=CH, 0
bakteriochlorofyl a —C—CH, —CH; —CHQ—CHC;l PorG
0
I a a
bakteriochlorofyl b —C—CH; ~CH;, =CH—CH, P
HiC CH,

9 bez dvojué vazby mezi polohami C(J) a C(“)

('JH2 (‘ZHz be WCHZ\/\A)\/\M
~

»
T
i - sl \/1\/\)\/\/\/\/\
0 0 N z 4 &
chlorofyl protoporfyrin IX geranylgeranyl

Obr. 2: Strukturni vzorec chlorofylu ,,a*“; ,, b* a bakteriochlorofylu ,,a“; ,,b“. (Prevzato [2])



Chlorofyl spolu s doprovodnymi barvivy karoteny, xanthofyly; fykoerythrobiliny
a fykocyanobiliny pohlcuje svétlo a prendSi ho do fotosyntetickych reakénich center
tvofenych chlorofylem a. Zde dochazi k pfeméné energie fotont na elektrickou energii
pomoci prechodu nékterych elektronti molekuly chlorofylu do hladiny o vys$$i energii
(centrum ma niZsi energii excitovaného stavu nez okolni molekuly anténnich barviv) [1].

Po excitaci elektrony opusti molekuly chlorofylu a ve fotosyntéze prochazeji fadou prenasecu
o stoupajicim redoxpotencidlu a vrati se do zdkladniho stavu v molekule chlorofylu reakcniho
centra, kterd se tak stane schopnou znovu absorbovat fotony. Béhem cesty fadou pienasecu se
Cast energie excitovanych elektron pouZije k vyrobé ATP a tento déj nazyvame
fotofosforylace. Cyklicka fotofosforylace je proces transportu elektront, ktery zacina a kon¢i
v molekule chlorofylu reak¢niho centra, ktery je soucasné donorem i akceptorem elektrond.
V cyklické fotofosforylaci dochdzi k preméné svételné energie na energii elektrickou a ta se
pozdéji transformuje na energii chemickou [1].

V necyklickém toku elektroni se energie, ziskana svétlem excitovanych elektront, ulozi do
makroergické slouceniny — NADPH. Necyklickym tokem je nazyvan proto, Ze se excitované
elektrony nevraci zpét do molekuly chlorofylu, ale jsou vyuZzivany k redukci NADP*
a nasledné musi byt chlorofyl uveden do puvodniho stavu elektrony z oxidace né&jaké vhodné
slouceniny. Necyklicky tok je oxidoredukcni proces, ve kterém dochdzi k pfenosu dvou
atomd vodiku (2H" + 2¢") z redukovaného donoru na oxidovany akceptor NADP" (donorem
atomu vodiku je u vyssich rostlin voda) [1].

2.1.1.1 Propojeni fotosystéemu I a I1

Oxygenni fotosyntéza, ve které vznika kyslik, je sloZzena ze dvou fotosystému zapojenych za
sebou. Ve fotosystému I (PSI) vznik4 silné reduktans, které redukuje NADP" a soucasné slabé
oxidans. Ve fotosystému II (PSII) vzniké silné oxidans, které oxiduje H,O a soucasné slabé
reduktans. Fotosystémy I a II (obr. 3) jsou propojeny a tvoii dvoustupiiovy proces, ve kterém
slabé reduktans redukuje slabé oxidans. Oxygenni fotosyntéza probihd na tfech
transmembranovych bilkovinnych komplexech, které jsou spojeny pohyblivymi prenaSeci
elektroni. Jako prvni transmembranovy bilkovinny komplex je PSII, dile komplex
cytochromii be/f a posledni PSI. Cesta elektronu z H,O na NADP" prochézi nejprve pies
plastochinon, ktery se redukuje na plastochinol a propojuje PSII s komplexem cytochromu
be/f. Z komplexu cytochromt jsou elektrony pfendSeny pomoci pohyblivé bilkoviny
plastocyaninu [2].

Pro vytvoreni jedné molekuly O, se musi oxidovat dvé molekuly vody, tak ziskdme Ctyfi
elektrony. Pro pfenos jednoho elektronu z H,O na NADP" prob&hnou dva fotochemické dgje.
V PSII komplexu jsou obsaZeny Ctyfi ionty manganu vdzané na bilkovinu a dojde mezi nimi
k vytvofeni katalytického komplexu, tj. kyslik vyvijejici komplex (OEC-oxygen-evolving
complex). OEC navéze dvé molekuly vody, ze kterych postupné odebird elektrony a protony,
a v poslednim kroku dojde k uvolnéni O,. OEC mezitim prochdzi oxidaci pfes nékolik stavi,
které nazyvame S-stavy a pravdépodobné predstavuji kombinaci iontd manganu o rtizném
mocenstvi Mn**, Mn**, Mn™*. Dojde k uvolnéni kysliku a zdrovei vymriténi elektronu, ktery
prochazi fetézcem prenasecu a zredukuje plastochinon na plastochinol. Ten néasledné redukuje
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komplex cytochromt be/f a dochazi k pfenosu elektroni na plastocyanin. Pomoci
plastocyaninu vymrstény elektron prochézi fetézcem prenaseci a necyklickou cestou redukuje
posléze NADP' na NADPH. V cyklickém pienosu se elektron vrati zp&t na komplex
cytochromi bg/f a zicCastni se pfenosu protond pfes membranu. VEtsi ¢ast elektronti putuje
necyklickou cestou, kterd za¢ind rozpustnym ferredoxinem. Dochdzi k redukci NADP*
katalyzovanou ferredoxin-NADP"-reduktasou a vznikd NADPH. V cyklické drdze dochdzi
k pfenosu protonti pies thylakoidni membrianu a muZe zde dojit ke zvySeni mnoZstvi
vzniklého ATP v poméru ke vznikajicimu NADPH [2].
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Obr. 3: Fotosystém I a Il: a) prenos energie a elektronu, b) fotosynteticky tok elektronii
s redoxpotencidly. (Prevzato [5])
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2.1.2 Reakce nezavislé na svétle

Temnostni faze je biosyntéza sacharidi z CO, za pomoci redukcniho ¢inidla NADPH
a energie ATP. Tato fize probihd ve tme€, dokud se nespotiebuji zdsoby ATP a NADPH.
Biosyntéza sacharidi je umisténa v kapalné casti chloroplastu (stroma) a v cytosolu
a zahrnuje né€kolik enzymovych reakci. Mezi nejzndmé&j$i patii hexosafosfitovy —
pentosafosfatovy cyklus, tzv. Calvintv cyklus (obr. 4) [1].
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Obr. 4: Calvinitv cyklus. (Prevzato [4])

Calvinuv cyklus se rozdé€luje na dvé faze, a to na fazi produkcni a regeneracni. V produkéni
fazi reaguji tfi molekuly CO, a tfi molekuly ribulosa-5-fosfatu za vzniku Sesti molekul
glyceraldehyd-3-fosfatu, zaroveni se spotiebuje Sest molekul NADPH a devét molekul ATP.
Jedna molekula glyceraldehyd-3-fosfatu je pouZita na biosyntézu glukosy a ostatnich pét
molekul je pouZzito v druhé fazi cyklu. V regeneracni fazi, jak uz bylo fe€eno, tedy reaguje pet
molekul glyceraldehyd-3-fosfétu, ze kterych postupnym pieskupovdnim vznikd pét molekul
ribulosa-5-fosfatu (touto slouceninou cyklus zacinal). Tato druhd faze probiha jiZ bez dodani
energie ATP nebo reduk¢nich ekvivalentd NADPH [2].

Vétsina reakci v Calvinové cyklu se vyskytuje i v jinych metabolickych drahiach, napft.
v glykolyze nebo pentosovém cyklu. Fosforibulokinasa, ribulosabisfosfatkarboxylasa a sedo-
heptulosabisfosfatasa jsou enzymy, které nemaji protéjSek v ZivociSnych tkdnich [2].
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Oxid uhlicity je pfevadeén z energeticky chudé a neaktivni molekuly na aktivovanou
redukovatelnou formu tim, Ze reaguje s ribulosa-1,5-bisfosfitem na 3-fosfoglycerat. Tuto
reakci katalyzuje naprosto nepostradatelny, nejvyznamnéj$i a nejrozSitenéjSi enzym celé
biosféry, a to ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa [2].

Calviniv cyklus je vyuzivan rostlinami k fixaci CO,, tyto rostliny se nazyvaji Cs-rostliny,
protoZe prvnim produktem asimilace je tffuhlikova sloucenina, a to 3-fosfoglycerit. OvSem
nékteré, prevazné tropické rostliny jsou schopné fixovat CO, i jinym zpusobem. Jejich
meziproduktem je oxalacetdt, ktery je pfemeénovan na maldt nebo aspartit, jednd se tedy
o ¢tytuhlikaté slouceniny, Cs-rostliny. Rostliny z Celedi tu¢nolistych maji metabolismus CAM
(Crassulacean Acid Metabolism), ve kterém se spojuji C3 i C4-karboxylacni systémy [1].

2.1.2.1 Fotorespirace

V 60. letech minulého stoleti bylo zjiSténo, Ze rostliny na svétle spotifebovavaji O, a vyvijeji
CO, jesté jinou cestou kromé oxidacni fosforylace. Pokud je ve vzduchu nizkd koncentrace
CO; a naopak vysoka koncentrace O,, muze dojit k tomu, Ze fotorespirace prevlada nad
fotosyntézou. Fotorespiraci (obr. 5) se rozumi spotieba O, a uvolfiovani CO,. Tento proces je
také nazyvin svételné dychdni a je umoZnén druhou katalytickou aktivitou ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasy, kterd vede ke vzniku fosfoglykoldtu. Ten je v peroxisomech,
pfeménovan ufinkem O, na glyoxylat. Vznikajici peroxid vodiku je rozloZen katalasou na
H,0 a O,. Cist glyoxaldtu se oxiduje na oxaldt a ze zbytku glyoxaldtu vznikd glycin.
V mitochondriich dvé molekuly glycinu zkondenzuji na serin a vznikd jeSt¢ CO,. Takto
ziskany CO, je uvolilovany pifi fotorespiraci. Serin se v peroxisomech pfeméni na
hydroxypyruviat a dale je redukovdn na glycerdt, ktery v cytosolu fosforyluje na
3-fosfoglycerit a takto se vraci do chloroplastu a zapojuje se do Calvinova cyklu. Béhem
téchto slozitych reakci dochazi ke spotiebé ATP a NADPH. Fotorespirace pro rostlinu
znamend ztritu, ale zdroven pravdépodobné slouzi k ochrané fotosyntetického aparétu pred
poskozenim fotooxidanimi reakcemi. Bylo zjisté€no, Ze CO, a O, mezi sebou soutézi jako
substrat pro ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasu. Pii vysokém pomeéru CO,/O, enzym pusobi
jako karboxylasa a pfi nizkém pomeéru CO,/O, jako oxygenasa. Nazev enzymu byl na zdkladé
toho zjiSténi zménen na ribulosa-1,5-bisfosfitkarboxylasa/oxygenasa a postupné se pro n¢j
vzila zkratka Rubisco [2].
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Obr. 5: Fotorespirace. (Prevzato [23])

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

Enzym Rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa) je nejhojn€jsi protein na Zemi.
Jako vstupni brana CO, do biosféry, tvoii Rubisco zédklad pro Zivot na Zemi. Rubisco je velmi
malo ucinny enzym pro karboxylaci. Mlze za to jeho velmi mala molekularni aktivita (pouze
nekolik molekul pteménénych za sekundu), nizka afinita k atmosférickému CO; a vyuziti O,
jako alternativniho substratu pro fotorespiraci. Tato skute¢nost je kompenzovana vysokym

obsahem enzymu Rubisco v rostlindch (u nékterych rostlin az 50 %) [19].
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Obr. 6: Enzym Rubisco ve spendtu. Velké podjednotky jsou zobrazeny tmavé a svétle modrou
barvou a malé podjednotky Cervenou a oranZovou. Aktivni misto je vyznaceno Zlutou barvou.
(Prevzato [19])

2.2.1 Historie enzymu Rubisco

Jako prvni objevili enzym Rubisco Wildman a Bonner [6] v roce 1947 pomoci elektroforézy
v listech rostlin. Neméli zadné ponéti o jeho funkci a nazvali ho protein Frakce I. Dalsi studie
dokézaly, Ze 3-fosfoglycerdt, ktery byl oznacen jako prvni produkt fotosyntézy, ukazuje na
existenci enzymu, ktery dokdZe katalyzovat karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfitu na
dvé molekuly 3-fosfoglyceratu [7,8,9]. Enzymatickou aktivitu objevil u Frakce I o né€kolik let
pozdéji Trown [6]. Bowes et al. [10], Andrews et al. [11] a Lorimer et al. [12] objevili druhou
aktivitu enzymu, a to oxygenaci ribulosa-1,5-bisfosfatu na 2-fosfoglykoldt a na 3-fosfo-
glycerdt. Z pozorovani, které provadeli Rutner a Lane [13], ur€ili, Ze se Rubisco skladd ze
dvou odliSnych podjednotek a z dalSich studii [14,15,16,17] vyplynulo, Ze podjednotky jsou
zakédovany a syntetizovany v raznych ¢astech buriky. Toto déle vedlo k objevu mechanismu
syntézy proteinti uvnitt chloroplastu [18].

2.2.2 Struktura a podjednotky enzymu Rubisco

Rubisco patii strukturné mezi nejvétsi enzymy s celkovou molekulovou hmotnosti 560 kDa.
V piirod¢€ se vyskytuji dvé vyznamnéjsi formy Rubisco. Forma I, kterd se nachdzi ve vysSich
rostlindch, ftasich, sinicich a v mnoha autotrofnich bakteriich, se sklddd z 8 velkych
L podjednotek (53 kDa) a 8 malych S podjednotek (14 kDa). Tato forma vytvaii hexadekamer
LgSg (obr. 6). Forma II, kterd se v prevdzné vétSin€ nachdzi u obrnének a nékterych
autotrofnich bakterif, v€etné obligatnich anaerobt, se sklada pouze z L podjednotek a vytvari
dimer L, (obr. 7). V fasidch a vysSich rostlinich se Rubisco vyskytuje v chloroplastech.
L podjednotky jsou zakédované v genomu chloroplastu a syntetizovdny na ribosomech
v chloroplastu. S podjednotky jsou kédovany nukledrnimi genomy, syntetizovdny jako
prekursory polypeptidi v cytosolu aimportovany do chloroplastu pomoci ATP-
dependentnich reakci [2]. Posttranslacni reakci jsou malé diléi podjednotky pridany
k chaperonim velkych podjednotek a dojde k vytvoreni holoenzymu [19].
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Obr. 7: Vlevo je zobrazena Forma I, vpravo Forma Il. (Prevzato [20,21])

2.2.3 Mechanismus katalyzy a aktivace

Aby enzym Rubisco vykazoval katalytickou aktivitu, musi byt aktivovdn. Katalytické
centrum (obr. 8) se aktivuje navdzdnim molekuly CO,, kterd se li§i od molekuly substratu
oxidu uhli¢itého vizaného b&hem karboxylace. Aktiva¢ni molekula CO, je kovalentné
pfipojena jako karbamat na e-aminoskupinu specifického lysylového zbytku K201. Nasledné
musi dojit ke stabilizaci kovovymi ionty Mg2+, aby mohlo dojit v aktivnim misté k pfemené
ribulosa-1,5-bisfosfatu na produkty [6, 22]. Tato aktivace je katalyzovdna enzymem aktivasa
Rubisco, pro jehoz funkci je dileZitd hydrolyza ATP. Hydrolyzou ATP dojde k aktivaci
aktivasy a pfi ndsledném navédzini na enzym Rubisco i k jeji aktivaci. Po skonCeni reakce se
aktivasa stdva opé&t neaktivni.

Opacnym zpusobem, tedy jako inhibitor, ptusobi 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat (CAI1P).
CAI1P se navdZze na Rubisco a dochdzi k blokaci aktivniho mista a zdrovenl k zastaveni
katalyzy. CA1P pusobi prevazné za snizeného svétla, jde pfedev§im o no¢ni inhibitor. Naproti
tomu aktivasa je enzym aktivujici se svétlem, ktery vraci zpét aktivitu enzymu Rubisco [22].
Jako dal$i inhibitory mohou pusobit xylulosa-1,5-bisfosfat (XuBP) a 3-keto-arabinitol-1,5-
bisfosfat (3-KABP) [28].

Spravnou aktivitu enzymu ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy ovliviiuje hned nékolik faktora:

e Je to pfedevSim hodnota pH, kdy vykazuje své ostré optimum pii hodnoté 8,0. Po
osvétleni se hodnota pH zvySuje z 7,0 na 8,0 disledkem pfenosu protont do dutiny
thylakoidd.

e Pii osvétleni dochazi k odtoku iontt Mg2+ (hotecnaté ionty aktivitu enzymu stimuluji)
do thylakoidd, ktery je vyrovnavan odtokem iontd do stromatu.

¢ Allostericky aktivuje NADPH vytvoteny po osvétleni v PSL

e Ve tmé dochdzi k syntéze 2-karboxyarabinitol-1-fosfatu (CA1P), ktery aktivitu velmi
inhibuje [2].
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Zakladni strukturni uspofddani aktivniho mista bylo zjiSténo pomoci krystalografickych
studii. Katalytické centrum enzymu je obsazeno ve velké podjednotce a je enzymoveé aktivni
i pokud nejsou obsazeny malé podjednotky. Zda maji malé podjednotky regula¢ni dlohu (jako
u jinych enzymu) se zatim nepodafilo prokazat, jejich funkce doposud neni zndma [2].

f
L K201
sa?;y%\

Obr. 8: Strukturni uspordddni aktivniho mista. (Prevzato [19])

2.2.4 Karboxylace a oxygenace

Karboxylace (navdzani CO, a zacatek Calvinova cyklu) i oxygenace (navazani O, a pfiCina
vzniku fotorespirace) jsou reakce, které jsou katalyzované enzymem Rubisco. V prvnim
kroku, ktery je pro obé& reakce stejny, vznikd endiolat. Pfi karboxylaci (obr. 9) dochdzi
k navdzani CO; a ke vzniku 3-keto-2-karboxyarabinitol, ktery je ndsledné hydratovén.

0

CH,OPO3 CH,OPOE | CH,OP02
' [ P
, | el
0=0C 0—0 ~  HO—=C—00;
& ‘ s 0~ N
Enz-B: H—C—0OH e 11:—1}—1-{ = — = C0=0
!
1€ —0H H—C—OI f H—C—0H
[ I [ ,
CT,0POE CH,OPO; | CH,OPOE
| .
Fbu-1,5-F, endialat | B-oxokyselina
H_—Ii}__ A
" ||
[|™~=n*
CH,OPOY - CH,0P03 Ik
! ) CH,0POL
HO—C—C0; ——= HO—C—00; |
| HO—0-C0,
H } |'-—’:"_\_
PGt + L= HO—C—0O
_ _ H—(—0H
O, =0 [
(i CH,OP03
H—C—0H
CH,OPOE
3-P-Gr

Obr. 9: Pravdépodobnd karboxylacni reakce katalyzovand enzymem ribulosa-1,5-
bisfosfdtkarboxylasou (Rbu-1,5-P3). V reakci vznikd nejprve endiolovy meziprodukt, z kterého
ndsledné vznikd 2-oxokyselina a reakci s vodou z ného vznikd 3-fosfoglycerdt (3-P-Gri).
(Prevzato [2])
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Z hydratované slouceniny 3-keto-2-karboxyarabinitolu vznikd nasledné prvni 3-fosfoglycerat
a nésledujici protonizace vede ke vzniku dal$i molekuly 3-fosfoglyceratu, ktery déle reaguje
v Calvinové cyklu popsaném v kapitole 2.1.2. [22]. Oxygenaci (obr. 10), jako prvni spolecny
produkt, vznikd endiolét, ktery se po navdzdni O, a hydrataci pfeméni na fosfoglycerat
a fosfoglykolat, jimz zaind tzv. glykoldtova cesta. Obé molekuly jsou zapojeny v procesu
fotorespirace, ktery je jiZ popsan v kapitole 2.1.2.1.
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Obr. 10: Pravdépodobnd oxygenasovd reakce katalyzovand enzymem ribulosa-1,5-
bisfosfdtkarboxylasou. V reakci vznikd nejprve endiolovy meziprodukt, 7 kterého ndsledné
vznikd 2-fosfoglykoldt a 3-fosfoglycerdt. (Prevzato [2])

2.3 Vliv zvySené koncentrace CO; na rostliny

2.3.1 Primé ucinky koncentrace CO; na rostliny

Studium vlivu zvySené koncentrace CO, na rostliny je daleZité predevsim z hlediska ucinka
budouci atmosféry na hospodafské plodiny a celé ekosystémy. Neustdle se zvySujici
koncentrace CO, nebude hrit roli pouze ve sklenicich, pafeniStich, ale také v porostech
polnich plodin a zejména v lesich ¢i sadech. Mezi pifimé ucinky zvySené koncentrace CO;
patii zejména zmény v rychlosti fotosyntézy, fotorespirace, vodivosti praduchti a v posledni
dobé se ukazuje i vliv na rychlost mitochondridlni respirace.

2.3.1.1 Rychlost fotosyntézy

Se zvySujici se koncentraci oxidu uhliitého vyznamné roste rychlost fotosyntézy, ktera je
dale ovliviiovdna intenzitou ozafenosti. Rychlost fotosyntézy roste se zvysujici se ozafenosti.
Obr. 11 zobrazuje vliv ozafenosti na rychlost fotosyntézy pfi riznych koncentracich COx.
Z graft 1ze vycist, ze vyssi koncentrace CO, pusobi vyrazna zvySeni rychlosti fotosyntézy
zejména pii vySSich ozafenostech. Vliv zvySeného CO, je 1 prokazatelny pfi nizSich
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ozafenostech, které jsou predev§im béhem dne po rozednéni a pred setmeénim. Nedostatek
ozartenosti u rostlin je hlavné dopoledne, odpoledne a také u spodnich pater hustych porostu.
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Obr. 11. Vliv ozdrenosti na rychlost fotosyntézy Py (obr. vlevo). Vpravo je ui¢innost ozdrenosti
ve fotosyntéze vyjddrené kvantovym vytézkem & pri ruzné koncentraci CO,. (Prevzato [24])

Pti dlouhodobéjsim pusobeni CO, na rostliny se rychlost fotosyntézy sniZuje v porovnanim
s rychlosti fotosyntézy rostlin, které byly péstované pii obvyklé koncentraci CO,. Pokles
rychlosti fotosyntézy pfi dlouhodobé kultivaci rostlin ve zvySené koncentraci CO; je nazyvan
aklimace. Pfitom dochdzi k poklesu obsahu dusiku, rozpustnych bilkovin a Rubisco v listech.
Dalsi znak rostlin spojeny se zvySenou koncentraci CO, je schopnost efektivné vyuZivat
zvySenou produkci suSiny. Pfi zvySené koncentraci CO, dochdzi k omezeni aktivit
fotosyntetického apardtu. Pti dlouhodobéjs$im péstovéni rostlin v béZnych podminkach a pfi
okolni koncentraci CO, odpovida rychlost tvorby asimilati kapacité transportnich drah
i aktivité piislusnych sinkd. A naopak, pfi zvySené koncentraci CO, piesahuje rychlost tvorby
asimilatd moznosti jak jejich transportu, tak i vyuzivani v sinku. A dasledkem toho dochazi
k hromadéni sacharosy v cytosolu, kterd je transportovdna do vakuoly a zde invertasou
rozStépena na glukosu a fruktosu. Glukosa a fruktosa jsou zpétné transportovédna do cytosolu
a dochazi k néartstu jejich koncentrace, coz zpusobuje represi exprese fotosyntetickych gent
[24,29,32]. To m4 za nasledek pokles rychlosti fotosyntézy — tzv. aklimaci.

Problematika pfizptsobeni rostlin pfi jejich dlouhodobé kultivaci ve zvySené koncentraci CO,
neni schopna vyuZit nadbyte€né asimildty a Ze pti vysSich koncentracich CO, sta¢i mensi
mnoZstvi enzymu Rubisco pro fotosyntézu [24].

Dal§im dulezitym parametrem ovliviiujicim rychlost fotosyntézy a spojenym se zvySenou

koncentraci CO,, je vliv teploty. S vyssi koncentraci CO, se teplotni optimum pifesouva
k vy$$im teplotdm a toto optimum je potom mensi a uzsi (obr. 12).
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Obr. 12: Zdvislost rychlosti fotosyntézy Py, na teploté (°C) pri riiznych ozdrenostech, jejich?
hodnoty jsou uvedeny v grafu. (Prevzato z [24])

Dulezitou veli¢inou popisujici enzym Rubisco je specifitni faktor, ktery uddva pomér
rychlosti karboxylace k rychlosti oxygenace pfi stejnych koncentracich CO, a O,. Se
zvySovanim teploty dochdzi k silnému poklesu specifitniho faktoru: s veétSim poklesem
rozpustnosti CO, k O, a poklesu afinity rubisco k CO, k afinité¢ O,. Uginek CO, se zvysuje
s rostouci teplotou, ktery je zpusoben poklesem specifitniho faktoru [24].

Z dosavadnich studii vyplyvé, Ze interakce zmény koncentrace CO, a zmeény teploty ma
na rychlost fotosyntézy velmi riznorody vliv. Pfi zvySené koncentraci CO, se podili na rastu
rostlin a jeji maximalni rychlosti fotosyntézy vice pii vySSich teplotach neZ pti nizkych.

Pomoci nékolika studii byly odvozeny zdveéry, které popisuji spolecné plsobeni zmeény
teploty a koncentrace CO; na rychlost fotosyntézy:
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zvySujici se koncentrace CO;, zvySuje rychlost fotosyntézy vice ptfi vysSich, neZzli
pfi niZSich teplotach,

posunuti optima rychlosti fotosyntézy pii saturaci k vy$§im teplotdim, muze zvySeni
koncentrace CO, vyrazné€ zvysit rychlost fotosyntézy listu pfi vysSich teplotach,

pfi zvySené koncentraci CO;, se teplotni optimum posouvd k vyS§im teplotdm jen
v podminkdch teplého klimatu s vysokymi ozdfenostmi, v oblastech nizkych
zemépisnych §ifek a béhem slunnych dnt ve stfednich zemépisnych $itkach,

rychlost fotosyntézy celého porostu zpusobuje menSi interakci vlivu teploty
a koncentrace CO,, protoze vétSina listd v porostu se nachdzi v podminkéch relativne
niZ$i ozarenosti,

pii nizsich ozafenostech nebo na stinnych lokalitdch a pfi zataZzené obloze ve vysSich

zemepisnych $itkdch, zvySuje vyss$i koncentrace CO; i rychlost fotosyntézy, teplotni
optimum zustava nizké [24].



2.3.1.2 Fotorespiracni rychlost

Inhibice fotorespirace je zplUsobena sniZenim koncentrace O, na 5% a méné
nebo dvojndsobnym aZ trojndsobnym zvySenim koncentrace CO,. VySsi koncentrace CO,
pusobi na list dvojim zpusobem, piedevSim zvySenim rychlosti karboxylace a zaroveni
fotosyntézy a také se zvySuje pomer koncentraci CO,/O,, ktery inhibuje fotorespiraci a s tim
spojené ztraty CO; [24].

2.3.1.3 Pruduchy a jejich vodivost

Zména koncentrace CO, v atmosféfe ovliviluje miru otevienosti praducht, kterd zase
modifikuje jejich vodivost. ZvySeni koncentrace CO, zpusobuje u vétSiny rostlin zmenseni
vodivosti praducht. Drake et al. [25] publikovali zavéry 41 pokust s28 druhy rostlin
a zjistili, Ze primérné sniZeni vodivosti praduchti pti zdvojndsobeni atmosférické koncentrace
CO, je asi 20 %. Pokles vodivosti vyvolany zvySenim koncentrace CO, kolem listu nemusi
vést k poklesu rychlosti Cisté fotosyntézy, protoZe zdroven se zvySuje gradient koncentrace
CO;, mezi atmosférou a mistem karboxylace, coZ fotosyntézu stimuluje. Vyznamny je pak
pomeér mezi zménou vodivosti a zménou gradientu CO, a také jestli dojde k poklesu nebo
zvySeni rychlosti Cisté fotosyntézy. Se sniZenou rychlosti transpirace se modifikuji jednotlivé
slozky energetické bilance listd a to se objevuje ve zméne¢ teploty. Prozatim nebylo potvrzeno,
Ze by dochéazelo k aklimaci vodivosti pruduchi béhem dlouhodobé kultivace rostlin pfi
zvySené koncentraci CO, [24].

2.3.1.4 Dychani a jeho rychlost

Rychlost dychédni je v poméru s rychlosti Cisté fotosyntézy relativné mald. OkamZité ztraty
uhliku dychanim se rovnaji obvykle méné nez 10 % zisku C paralelné¢ probihajici
fotosyntézou. Dychani je i presto proces zcela zavisly na celkové bilanci uhliku v rostliné.
Dychéni rostlin se uskuteciiuje nejen v noci, kdy fotosyntéza neprobihd, ale i ptes den, kdy
rychlost denniho dychdni jsou niZ§i neZ rychlost dychani v noci. V obdobi vegetace se
obvykle zvySuje podil nefotosyntetizujicich struktur, které se ticastni zejména na udrZovaci
sloZce dychani. Vlivem CO, na rychlost mitochondridlniho dychéni 1ze rozpoznat:
e piimy vliv, pii kterém dochdzi ke sniZeni rychlosti dychédni pfi expozici zvySené
koncentrace CO,,
e nepiimy vliv, ktery zpusobi aklimaci rostlin dlouhodobé péstovanych pfi zvySené
koncentraci CO, [24].

2.3.2 Neprimé ucinky koncentrace CO; na rostliny

Zkoumani vlivu zvySené koncentrace CO, na rostliny by bylo mnohem jednodussi, kdyby se
dalo omezit pouze na vySe uvedené piimé pusobeni. Rostliny ov§em reaguji na dalSi vnéjsi
podnéty celou fadou dalSich reakci a zménou struktur.

2.3.2.1 Vliv teploty

Teplota znacnym zpusobem ovliviiuje pusobeni zvySené koncentrace CO,. S fotosyntézou
dale jesSté souvisi zvySené teplotni optimum. S teplotou se sniZuje hodnota kvantového
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vytézku fotosyntézy, tedy poctu moli CO, fixovaného absorpci jednoho molu fotond. Toto
zvySeni je ovliviiovdno teplotou. Piikladem mize byt zména koncentrace CO;
z 350 umol mol™' na 650 wmol mol™ pii 10 °C zvysi kvantovy vytéZek jen o 4 %, aviak pii
teploté 28 °C jiz 0 25 % [24]. S rostouci teplotou narustd i kompenzacni ozarenost, tj. hodnota
ozdrenosti, kdy piijem a vydej CO, v listu je vrovnovaze. Pfi zvySené koncentraci CO,,

Vv,

zv14sté pii vySSich teplotdch, se kompenzacni ozarenost sniZuje. ZvySend koncentrace CO;
vegetaéni obdobi. Dochazi k rychlejSimu vyvoji mnoha plodin, urychleny rast se tyka
predevsim listl, odnoZi a nasledné také kvétu a plodu a tim se zaroven vytvaii vice sinku. Pfi
nizkych teplotach dochazi ke sniZeni ristu, muze dojit k vyraznému poklesu fotosyntetické
produkce (aklimace), protoZe se sniZuje mnoZstvi a aktivita sinku, a to prevdzn€ z nové
diferencovanych a rostoucich organa [24,31].

Se zménou teploty a zvySenou koncentraci CO, je spojeno né€kolik parametrd. Dochazi ke
zméné energetické bilance listi nebo porostu. ZvySend koncentrace CO; snizuje vodivost
pruducha, tim klesa transpirace a dochazi ke zmeéné teploty rostliny. Dal$im bodem je bilance
piijmu a vydeje CO, rostlinou. Teplota ovliviiuje i rychlost dychdani [24].

Zvysend koncentrace CO; se podili na vlivu rychlosti fotosyntézy také obsahem minerdlnich
latek v rostliné. Velmi mimofddné zastoupeni v minerdlnich latkdch zaujima dusik.
V rostlindch mé dusik nejvétsi zastoupent, je ptitomen ve vSech bilkovinéch, tedy i enzymech.
Dusik ma duleZitou roli pro tvorbu a hromadéni organickych latek v rostlinach. Je mozné,
ze pti kultivaci rostlin v podminkdch zvySené koncentrace CO, omezuje nedostatecna
dostupnost N v ranych fazich samotné zvySeni produkce suSiny. Muze to dojit az k omezeni
rastu vynosu [24].

Rubisco je nejrozsiten€jsi enzym na zemekouli. Tento enzym obsahuje podstatnou ¢ast dusiku
v listech. Se zvySenou koncentraci CO, dochdzi k poklesu dusiku v listech o 15 az 20 % [24],
ktery by mohl byt zptusobeny neschopnosti kofeni se vyrovnat se zvySenymi poZadavky
na pfijem dusiku. Dojde ke zvySeni iCinnosti vyuZiti dusiku rostlinami [24].

2.3.2.2 Rust a vyvoj rostlin

Zvysena koncentrace CO, muZe prodluZzovat nebo zkracovat délky jednotlivych fazi ristu
a vyvoje. Zaveéry potvrdily zrychleni individudlniho vyvoje rostlin dlouhodobé péstovanych
pii zvySené koncentraci CO,. Nejsou zndmy piimo n¢€jaké mechanismy, které by ovliviiovaly
rastové hormony, ale spiSe jde o nepiimé dusledky zmén v poméru mezi produkci asimilati
ve zdrojich a jejich potifebou pro sink. VIiv je 1 na celkovou délku vegetace, ktera
se pii zvySené teploté i zvySené koncentraci CO, zkracuje [24].

2.3.2.3 Hospoddrsky vynos rostlin

Vseobecné u vSech hospodaiskych plodin je v dasledku zvysené koncentrace CO, vynos
zvysSen o 25 %. Pritom existuje rozdil mezi C3 a C4 rostlinami. U C3 rostlin ¢ini zvySeni
vynosu 23%, u C4 rostlin pouze 14 % [24]. Kimball [26] ddle uvadi, Ze zdvojndsobeni
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koncentrace CO; z tehdejSich 330 umol mol™ na 660 pmol mol™ miiZe na nasi planeté zvysit
vynos az o 33 %.

Béhem nékolika desitek let se podafilo sesbirat velmi dulezitd data o vlivu zvySené
koncentrace CO; na vynos pfedev§im u obilnin. ZvySend koncentrace CO, prokazatelné
zvySuje vynos, autoii si zdroven uvédomuji velky vliv novych kultivara, aplikaci
pramyslovych hnojiv, ochrany proti plevelim, chorobdm a $kiidcim nebo zavlah [24].

2.4 Vliv zvySené koncentrace CO; na dreviny

Lesy jsou nenahraditelnym zdrojem surovin i energie pro prumysl, ale zdroven tvofi
vyznamnou soucdst krajiny. Pfi provddénych pokusech se vétSinou na lesni porosty dlouho
zapominalo, hlavné z toho divodu, Ze studie s nimi jsou mnohem ndkladné&jsi. Vyzkumy
zkoumajici vliv CO; na dfeviny s sebou piindSeji i mnohd dalsi rizika. Dlouha délka Zivota
a vySka kment znesnadriuje provadéni pokusu v jejich pfirozeném prostiedi. Délka méfeni
musi odpovidat délce jejich Zivota a tedy provddeéné studie by mély byt dostateCné dlouhé.
Stromy nejsou homogenni skupinou rostlin a to do jisté miry také komplikuje vyzkum.

Pro jednotlivd méfeni se nejcastéji uplatiuji kyvety ¢i vaky, oteviené komory, uzaviené
komory s cirkulaci vzduchu a systém FACE (Free Air CO, Enrichment). Syst¢ém FACE se
ukdzal jako nejlepSi metoda k minimalizaci mikroklimatu. Ov§em zanedbatelné nejsou také
nevyhody, kterymi jsou napf. technicky narocné parcely a ekonomickd stranka [24].

Zakladnim problémem, ktery je stfedem zkoumdani pro vétSinu dlouhodobych studif
s dfevinami, spoCivd v tom, zdali lesni ekosystémy budou pfi zvySujici se koncentraci CO,
zvySovat také mnoZstvi uklddaného uhliku. Je otdzkou, do jaké miry je suchozemskéa vegetace
sinkem ¢i zdrojem CO,;. V oblastech mirného padsma se v lesnich spoleCenstvech ukldda vice
CO,, nez kolik je z nich uvoliovano zpatky do atmosféry. Nartust akumulovaného uhliku
v lesnich porostech muzZe byt také zpusoben pfirozenou depozici dusikatych sloucenin, jejiz
mnoZstvi se v poslednich letech zvySuje.

Zvysend koncentrace CO;, zvyS$i rychlost fotosyntézy az o 50 % az 60 %, ovSem nejsou k
dispozici jednozna¢né hodnoty o moznych rozdilech mezi listnatymi a jehli¢natymi stromy.
Z divodu sezonnich zmén obsahu nestrukturnich polysacharidd neni vhodné pro odhad
produkce biomasy meéfeni rychlosti fotosyntézy. Piedpoklad je takovy, Ze zvySeni
koncentrace CO, zvysi ucinnost fotosyntézy zejména sniZenim rychlosti fotorespirace, a to
1 pfi mensi spotiebé dusiku vyvolané poklesem obsahu Rubisco [24]. ZvySena koncentrace
CO; ovliviiuje rychlost fotosyntézy pouze v pocate¢nich fazich rastu dfevin. Touto
problematikou, kterd se obtiZzn€ srovndva s dal§Simi studiemi, se napf. zabyvali Prasad et al.
[30]. Tito autofi uvadeji ve své studii vliv zvySeného CO; na Cirok a tvrdi, Ze mladsi (10-35
dni po seti) listy byly vétsi az o 37 % nez star$i (13-50 dni po seti), které byly vetsi pouze
023 %.

U drevin ve studii Saxe et al. [27] nebyla aklimace potvrzena, zvySend rychlost fotosyntézy
v disledku zvysené koncentrace CO, zustavala stejnda i pii ne€kolikaleté kultivaci stromu.
V nékterych studiich, kde byla aklimace dokdzdna, mohla byt zplsobena nedostateCnym
objemem kotenového substrdtu nebo nedostatkem minerélnich Zivin [24].
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2.5 Metody stanoveni aktivity Rubisco

Aktivita enzymu Rubisco se stanovuje metodou piimou nebo nepifimou. Mezi nejzndméjsi
metody piimé patii spektrofotometrickd a radiometrickd a mezi metody nepifimé
gazometrickd. Dals$i metodou je napt. chemiluminiscence, kterou ve své studii na stanoveni
enzymu Rubisco u Symbiodinium sp. uvadi Lilley et al. [33].

Obecn¢ aktivita je uddvana jako rychlost katalyzované reakce. Zakladni jednotkou je 1 katal
[kat], ktery uddva takové mnoZstvi enzymu, jeZ pfeméni I mol substrdtu za 1 sekundu za
standardnich podminek. Aktivita Rubisco je zavisld na svétle, a proto v mnoha rostlindch je
pii nizké ozarfenosti velmi nizk4, ale zvySenim svételného zareni aktivita stoupd [34].

Jak popisuji ve své studii Gerard et al. [35], stanoveni aktivity Rubisco je velmi ndrocné.
Aktivita Rubisco je regulovatelnd a potlacend rtznorodosti sloucenin a zaroven tim, Ze se
vyskytuje ve vice forméch. Prili§ nizké hodnoty aktivity Rubisco namétené in vitro jsou
pfisuzoviany neudplné extrakci, inhibici polyfenoly, polysacharidy, protedzami nebo
substratem.

Stanoveni aktivity enzymu Rubisco se dad vyjadrit nespecifickou a specifickou aktivitou.
Nespecificka aktivita udava latkové mnoZstvi asimilovaného oxidu uhlicitého za sekundu na
jednotkovou plochu listu [umol CO, s m?] nebo litkové mnozstvi asimilovaného oxidu
uhlicitého za minutu na jednotkovou hmotnost listu [pumol CO, min” g'l] . Specifickéd aktivita
vyjadiuje latkové mnozstvi asimilovaného oxidu uhli¢itého za minutu na jednotkovou
hmotnost enzymu Rubisco [umol CO, min” g'l].

2.5.1 Primé stanoveni aktivity Rubisco (in vitro)

2.5.1.1 Spektrofotometrickda metoda

Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu Rubisco je zaloZeno na spraZeni prvnich ti{
reakci Calvinova cyklu. Pfitom dochdzi k fixaci CO, na ribulosa-1,6-bisfosfat (RuBP) za
vzniku 3-fosfoglycerdtu a k ndsledné redukci této sloueniny NADH na glyceraldehyd-3-
fosfat. Oxidace NADH na NAD" je doprovédzena zménou absorbance pii 340 nm. Soucasnd
metoda stanoveni aktivity vychdzi ze studie Lilleyho et al. [36]. Jako zdkladni pufry se mohou
pouzivat  N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonovd  kyselina ~ (HEPES), tris
(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) a N,N-bis-2-hydroxyethylglycin (BICIN) o pH 7,7-
8,2. Aktivace enzymu Rubisco probihd pomoci 10 mmol dm™ KHCO;3 a 20 mmol dm™
MgCl,. Spektrofotometrickd metoda je nenaroCnd, ale mensi komplikaci muze byt Casova
prodleva mezi karboxylaéni reakci a oxidaci NADH, kterd je kompenzovana pfiddnim ATP
do systému, ktery regeneruje reakéni smeés. ATP regenerujici systém tvoii fosfokreatin,
pomoci kterého dochdzi k odstranéni ADP v reak¢ni smési [37].

Pro méfeni aktivity enzymu Rubisco je dulezité zméfeni pocCateCni a celkové aktivity.

Pocatecni aktivita se ziskd ihned po extrakci enzymu, je to aktivita, kterd byla pfitomnd
v zivém organismu. Jeji hodnota se znan€ odviji od podminek, ve kterych byl vzorek
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odebiran. Celkova aktivita se nasledn€ méii po 10—15 minutach a s dileZitym piidavkem CO;
a Mg®* iontd. Po piidini CO, a Mg”* iontd dojde k aktivaci nékterych aktivnich mist
a nésledné je reakce iniciovdna pfidavkem substritu a méfena absorbance.

Gerard et al. [35] srovnavaji metodu spektrofotometrickou s radiometrickou a uvadi jejich
vyhody anevyhody. Aktivita Rubisco stanovend spektrofotometrickou metodou dava
v hrubych extraktech vyssi vysledky neZ pfi radiometrickém stanoveni. Autofi uvadéji, Ze tyto
rozdily jsou nejspiSe zpusobeny metodologickymi rozdily v aktivaci, dobou trvani zkousky
a zatiZzenim extraktu. Kdyby tyto proménné byly stejné, spektrofotometrie a radiometrie by
mély vykazovat porovnatelné vysledky. Gerard et al. [35] také wuvadéji vyhody
spektrofotometrie, coZz jsou kratkd doba trvani a nendro¢né vybaveni laboratofe.
Spektrofotometrie poskytuje okamzité vysledky a zahrnuje relativné jednoduché kalkulace.

Hlavni nevyhodou metody je nizka citlivost ve srovnani s radiometrickou metodou [35].

2.5.1.2 Radiometrickd metoda

Radiometrickd metoda je zaloZena na asimilaci radioaktivné oznaCené molekuly uhliku
C0,, pridané ve form& NaH'*CO;, na molekulu ribulosa-1,5-bisfosfatu. Pred ptidanim
radioaktivné znaGené molekuly '*CO,, musi byt ze smési odstranén veskery CO, a endogenni
uhlicitany. Poté se do reakce pfidd zndmé mnozZstvi ribulosa-1,5-bisfosfitu nebo extrakt
aktivovaného enzymu. Tim dojde k nastartovani reakce, kterd se pfiblizné€ po 1 minuté zastavi
pfidavkem HCI. Volny a oznaCeny CO, se ze smeési kvantitativné odstrani a pomoci
spektrometrie s kapalnym scintildtorem se zméfi radioaktivita produkti odpovidajici mnozZstvi
asimilovaného *C0O, [35,38,39].

2.5.2 Neprimé stanoveni aktivity Rubisco (in vivo)

2.5.2.1 Gazometrickd metoda

Gazometrické metody se pomérné ve velké mife pouZzivaji ke stanoveni fotosyntetické
aktivity rostlin. Vyhodou této metody, pii pouziti modernich komer¢nich pfistroju, je rychlé
nedestruktivni méfeni, které umoznuje méfeni celkové bilance uhliku v rostlin€. Je zaloZena
na stanoveni vymény CO, a vodni pary mezi asimilacnim apardtem rostlin a jeji okolni
atmosférou. Princip metody spociva v absorpci CO; a vodni péary v infraervené oblasti, mefi
se pokles koncentrace CO, v okoli rostliny vyvolany fotosyntetickou fixaci molekul CO,.
Piifjem resp. vydej CO; asimilujicim pletivem se zobrazi zmeénou koncentrace CO,
v atmosféfe obklopujici meéfeny objekt. Zmeéna koncentrace je méfena infraCervenym
analyzatorem (IRGA). Pro stanoveni této zmény je dulezité, aby byl asimilujici objekt
umistény do asimila¢ni komory neboli listové kyvety. Kyveta je vzduchotésné a elektronicky
propojena s IRGA a na kyvetu se pfilozi zdroj fotosynteticky aktivni radiace. Podle zapojeni
infracerveného analyzatoru plyni (IRGA) se déli méfici aparatura na:

e Uzavieny (cirkulacni typ)

e Otevieny (prutocny typ) [40,41].
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2.6 Metody stanoveni obsahu Rubisco

2.6.1 Gelova elektroforéza

Princip elektromigracnich (elektroforetickych) metod je zaloZen v migraci elektricky nabitych
Castic ve stejnosmémém elektrickém poli, které vznikd vkldddnim Kkonstantniho
stejnosmeérného napéti mezi elektrody. Vzorek je nadavkovén a kationty migruji k zdpornému
polu, anionty naopak ke kladnému pélu a neutrdlné€ nabité Castice se nepohybuji. Na zdkladé
odlisn€ rychlosti migrace slozek vzorku se v prubéhu separace tvoii oddélené zony

jednotlivych slozZek.

Zékladni vlastnosti nabité ¢éstice je elektroforetickd pohyblivost u, kterd udava rychlost jejiho
pohybu v elektrickém poli o jednotkové intenzit€. Rychleji se oddé€luji Céastice s vySsi
elektroforetickou pohyblivosti a s mensi pohyblivosti se opozd’uji. Rychlost, kterou se ion
v elektrickém poli pohybuje, miZe byt vyjadiena vztahem:

V=u-E
v...rychlost iontu
u...elektroforetickd pohyblivost
E...intenzita elektrického pole

Na castice pfi prichodu okolnim médiem pusobi sily vnitiniho tfeni. A vysledny pohyb je
rovnovahou mezi silou pasobici na ionty v elektrickém poli a silou vnitiniho tfeni:

Fy,=q E
Fvntf.tf. = —67l'f7rl)
u=sila elektrického pole F(E)

F(F)...sila vnitrniho treni
...rychlost iontu
n...viskozita roztoku
r...polomér iontu
q...ndboj iontu

I~

Béhem elektroforézy se ustdli rovnovdha, kterd se da vyjadfit rovnovdhou mezi silou
elektrického pole a silou vnitfniho tfeni. Pfi rovnovéze se obé¢ sily rovnaji, ale maji opacny
smér. Mobilitu iontu pak nisledn€ vyjadiujeme vztahem:

_ 4
# 67xnr

Z ptedchozi rovnice lze vycist, Ze malé Castice s velkym ndbojem maji velkou mobilitu,
zatimco velké Castice s malym ndbojem maji mobilitu malou. Efektivni elektroforetickd
pohyblivost, tedy mobilita, kterou skutecné pfi elektroforéze namétime, byvd mensi nez
teoretickd mobilita a je zdvisld na pH a pouZitém pufru. Dobrou separaci latek docilime tehdy,
pokud budou mit separované latky dostate¢né odliSné efektivni elektroforetické pohyblivosti
[42,43].

26



2.6.2 Metoda SDS-PAGE

Metoda v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti SDS je nejCastéji pouZivanou
elektroforetickou technikou. Polyakrylamidovy gel se sklddd ze zdkladniho monomeru
akrylamidu (AA) a zesitovactho Cinidla N,N'-methylen-bis-akrylamidu (BIS). Polymerace
fetézce probihd pfimo v roztoku obsahujicim monomery radikdlovym mechanismem. Do
reakce se pfiddva iniciaCni Cinidlo, nejCastéji peroxodisiran amonny a také katalyzator N,N -
tetramethylendiamin (TEMED) (obr. 13). Kyslik maze pusobit jako inhibitor reakce, Casto se
tedy z polymerac¢ni smési odstrani kyslik kratkodobou sonifikaci. Polymerace patii mezi
exotermni procesy a pii pouziti silnym geli (nad 2 mm) je tfeba aparaturu chladit, aby se
zabranilo vzniku bublinek a deformaci gelu [43].

i
C—NH, 0 0
CH, = CH + CH,=CH—C—NH—CH, —NH—C— CH=CH,
Akeylamid ) N,N’"-methylen-bis-akrylamid
| s

S T ST
c‘:—NH2 C-NH, OC-NH C—NH,
‘ | 1
CH,—CH— CH,—CH—CH,—CH—CH,— CH—CH,—CH—CH,—CH

0=C-NH 0—C-NH
cH, o 0 0 oH,
0—c|: IlIH (u, ‘NH, (||‘|J—NH2 C|NH2 o—(|j I‘\IH
—CH,—CH—CH,—CH—CH,—CH— CH,—CH—CH,—CH—CH,— CH—
(|J NH
O‘ |

Obr. 13: Zesitovdni gelu pro elektroforézu v polyakrylamidovém gelu. (Prevzato [47])

Mechanické a separacni vlastnosti polyakrylamidového gelu se odviji od koncentrace
monomeru a poméru AA a BIS. Nejcastéji je pomér AA:BIS = 40:1. Pfi nizké koncentraci
monomerd (pod 5 %) se gel vyznaCuje nizkou mechanickou pevnosti. Celkovy pomér
AA:BIS ovliviiuje hustotu polymernich vldken v gelu a tim i mechanickou pevnost. Se
vzrustajici hustotou polymernich vldken se zaroveni sniZzuje pohyb bilkovin v gelu [43].

Metoda muzZe probihat v horizontdlni nebo ve vertikdlni poloze. Dnes uZ se skoro vyhradné
pouzivaji plosné gely, které polymeruji mezi dvéma sklenénymi plotnami ve vhodné
aparatufe. Vodivé prostifedi mezi elektrodami je vytvdfeno tlumivym roztokem. Po vloZeni
napéti na gel mezi elektrodami vznik4 elektrické pole [43].

Kazda molekula bilkovin md velké mnozstvi kladnych i zdpornych naboja, jejichz pocet
i celkovy soucet zavisi na pH prostiedi, ve kterém se nachézeji. Z toho vyplyva, Ze volba pH
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pufru je velmi dulezitd pro celkovy vysledek déleni. Pfednosti je vytvaret takové pH, které
udrZi nejvetsi rozdily ve specifickém ndboji délenych sloZek bilkovinné smési [43].

Yev s

SDS (SDS-PAGE). Zékladem metody je schopnost bilkovin vizat dodecylsulfiat sodny (SDS)
v mnozstvi asi 1,4 mg na 1 gram bilkoviny. Pfitomnost SDS udéava proteinim uniformni
zaporny naboj a disledkem toho dojde k pohybu proteinti k anod€, ktery se odviji od jejich
velikosti. Metoda SDS-PAGE je vyuZivdna ke stanoveni relativni molekulové hmotnosti
neznamé bilkoviny. Nejrychleji gelem budou putovat molekuly s nejniz§i molekulovou
hmotnosti a jako posledni budou oddé€leny molekuly s nejvyssi M; (viz obr. 14) [43].

Pro dokonceni stanoveni je nutné, aby se rozd€lené bilkoviny detekovaly (vizualizovaly). Pro
vizualizaci se pouZivaji barviva, kterd se vdzi na molekuly bilkovin, napf. Amidoceri 10B,
Coomassie Brilliand Blue R-250, Ponceau S. Poté musi dojit k odbarveni nespecificky

vazaného prebytecného barviva. Nasledné je gel vyhodnocen [43].

Pro stanoveni obsahu enzymu Rubisco je SDS-PAGE nej€astéji vyuZivanou metodou. Ve své
studii ji pouZil napt. Besford [45] nebo Ferreira et al [46].

(B)
i T ? , | Bmés
@ o | makromolelnl
Sl -
- Elektroforéza 3
Sinet > S0
eleltrofiorézy e
_FPordzni gel
_____,-"'-'F- 5 + ‘]-.J J
. -
L o ]

Obr. 14: Metoda PAGE-SDS. (Prevzato [44])

2.6.3 Kapilarni elektroforéza

Zékladem kapilarni elektroforézy je princip popsany v kapitole 2.6.2. Nezbytnou soucasti je
kapilara, kterou vede proud. Kapildry jsou vyrobeny z taveného kiemene a na povrchu maji
polyamidovy povlak. Nejcastéji je 25-100 cm dlouha o vnitinim priméru 50 a 75 um. Konce
kapilar jsou ndsledné ponofeny do zasobnikii s platinovymi elektrodami, mezi které je
absorpce ultrafialového zdfeni. Z elektroforegramu je mozZné odecist kvalitu urCovanou
polohou piku a kvantitu ur€ovanou vyskou pika [42].

Elektroosmoticky tok vznikd na zdklade toho, Ze stény kapilar obsahuji silanolové skupiny,

které se v kontaktu s roztoky o vy$§im pH disociuji. Disociaci vznikd zdporny néboj na stén€,
ke které je pritazena vrstva kovovych ionti zakladniho elektrolytu a vznika dvojvrstva, tzv.
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Sternova vrstva. Kladné€ nabité ionty, které jsou bliZe stfedu kapildry vytvaii difdzni vrstvu.
Po zavedeni napéti dochazi k pohybu téchto kationtd ke katodé. Kationty byvaji silné
hydratovdny a dohromady s asociovanymi molekulami vody dochézi k toku celého roztoku
k detektoru umisténého pted katodou. Tento jev je oznacovan jako elektroosmdza a tok jako
elektroosmoticky tok (EOF — ElectroOsmotic Flow). Elektroosmoticky tok neundSi pouze
kationty, ale i anionty. Nejrychleji ke katod€ putuji kationty, o néco pomaleji anionty
v zévislosti na jejich elektroforetické pohyblivosti a stejnou rychlosti jako EOF se pohybuji
neutralni castice [42].

Kapilédrni elektroforézu pouZili se své praci napi. Komudini et al. [48] pro stanoveni obsahu
enzymu Rubisco ve Spenatu. Podle téchto autort je tato metoda lepsi pro stanoveni obsahu,
nez nejcasteji pouzivand konvencni metoda SDS-PAGE. Jako nevyhody metody SDS-PAGE
uvadi Casové ndroky, dpravu vzorka i pomérné nedostate¢né kvantitativni stanoveni Rubisco
a jeho soulasti. Naopak, vyhodou kapilarni gelové elektroforézy je predevSim rychlejsi
separace, rychlejs$i analyza diky real-time detektoru, mensi mnoZstvi vzorku a rozpoustédla,
vysoké rozliSeni, pfesnd kvantifikace a moZnost detekce menSich necistot. Kapildrni
elektroforézy pouzili rovnéz Warren et al. [49] napf. pro stanoveni Rubisco v blahovicniku.

2.6.4 HPLC

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromato-
graphy) je metoda k dé€leni velkého mnozZstvi organickych sloucenin. Na kolon¢ se staciondrni
fazi dochdzi k separaci sloZitych smési litek, které je urychleno Cerpdnim elucniho Cinidla
pod vysokym tlakem. Mobilni fazi v HPLC je kapalina, jejichZ prutok je zajistovan vysokym
tlakem (jednotky az desitky 10° Pa). K déleni dochazi na zéklad& vzniku slabych vazeb mezi
slozkami mobilni fize (vzorek) a staciondrni fazi (kolona). Vzorek se davkuje ve velmi
malych mnozstvich (10°1) a k detekci je potieba velmi citlivych detektort, které umozZni
kontinudlni monitorovani litek na vystupu zkolony. Signdl z detektoru je nésledné
vyhodnocen pocitaCem [50,51].

Mezi velké vyhody HPLC se tadi predev§im velkd oblast pouZitelnosti pres ionty, latky
polarni i nepoldrni, médlo tekavé, tepeln€ nestabilni i vysokomolekuldrni (az 80 % vSech
znamych latek lze analyzovat HPLC). Dalsi vyhodou je ovliviiovani déleni latek pomoci
razného slozeni mobilni faze. Nevyhodou byva oznaCovana naroCné&jsi instrumentace a ve
srovnéni napf. s plynovou chromatografii i sloZit&j$i mechanismus separace latek [50,51]. Pro
stanoveni obsahu Rubisco neni metoda HPLC Casto pouZivana.

2.6.5 Imunochemické metody

Tyto metody jsou zaloZeny na vyuZiti reakce protildtky jako specifickych vazebnych Cinidel
a antigenu.

2.6.5.1 RadioimunosrdZeci metoda

Radioimunosrdzeci metody patii mezi pomérné Casto pouZzivané pro stanoveni obsahu
. . , . . . e 142 - 2 2 R 2
Rubisco. Ziskany enzym Rubisco se aktivuje piiddinim HCO3; a Mg~* a nasledné je inkubovén
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Hc 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfitem a protildkovym sérem se specifickou afinitou
k enzymu Rubisco. Vznikajici srazenina Rubisco-'*C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfét-
protilatka se zachyti na polysulfonovy filtr a promyta od ptebytku Hc 2-karboxyarabinitol-
1,5-bisfosfatu. Mnozstvi Rubisco je pfimo imémé drovni radiace vyzafené srazeninou. Pro
vyhodnoceni metody je nutné ji kalibrovat na standard Rubisco [52]. Jiang et al. [64] pouZili
tuto metodu pro stanoveni obsahu Rubisco v ryzi.

2.6.5.2 Elisa

ELISA - enzymové sptfazené imunochemické stanoveni (enzyme linked immunosorbent
assay) je velmi dulezitd imunoanalyza. Detekce je zaloZend na pfeméné chromogenniho
substratu urcitym enzymem, ktery je ve formé& konjugitu s antigenem nebo protildtkou.
Komplex protilatky s antigenem je navdzdn na pevny povrch, nejCastéji to byva plastova
mikrotitra¢ni desticka. Po navdzani na inertni pevny nosi¢ se pfid4 roztok se stanovovanym
proteinem. Vznikly komplex protein-protildtka se oznaci dalSi protilatkou, kterd je specificka
pro dany protein, k némuZ je kovalentné navdzdn néjaky enzym, ktery se lehce stanovi.
Odmytim nenavizané protilatky s enzymem se urci aktivita navdzaného enzymu v komplexu
protildtka-protein-protilatka-enzym, kterd je umérnd mnoZstvi pfitomného stanovovaného
proteinu. Podle zpusobu provedeni se ELISA dé€li na metodu piimou, nepiimou, kompetitivni,
sendvicovou [53,54].

Pro detekci antigenu (napf. virus, bakterie; rekombinantni peptid, protein; jiny antigen) se
pouzivd piimd ELISA. Protildtka je pro detekci znaCena a po promyti nadbytku protilatky se
pfidd chromogenni substrit pro vytvofeni zbarveni a nebo se zméii fluorescence. U nepiimé
metody dochdzi k imobilizaci antigenu, ktery se nejprve inkubuje s primarn{ protildtkou a jeji
nadbytek je vymyt. Sekundérni protildtka se vdZe na primérni protildtku a nadbytek je opét
odstranén vymytim. Pozitivni reakce probéhne, pokud je ve vzorku pfitomna primarni
protilitka. Podminkou u této metody je, Ze sekunddrni protilitka nevdze imobilizovany
antigen a ani nezustane na sténach mikrotitracni desticky [53].

U sendvicového stanoveni se vyskytuji dvé moznosti provedeni, a to se zdchytem antigenu
nebo se zichytem protildtky. Pfi zachytu antigenu je protildtka imobilizovdna. Nasledné se
pfida antigen a dochdzi k vymyti jeho nadbytku. V poslednim kroku dojde k pfidani znacené
protilatky, kterd se vdZe na zachyceny antigen. Podminky provedeni jsou stejné jako
u nepitimého stanoveni, kdy znacena protilatka nesmi reagovat s imobilizovanou protilatkou.
U varianty se zachytem protilatky dochazi k imobilizaci protilatky, kterd vdze protilatky ze
vzorku. Po vymyti dochdzi k pfidani specifického antigenu a anti-antigenu, ktery vytvari
signal. ZnaCena protilitka muZe reagovat s protilitkou pouze v piitomnosti antigenu
a zdroven nesmi vznikat nespecifickd vazba s pevnou fazi. U kompetitivni ELISA se méfené
sérum inkubuje dohromady se znaCenym anti-antigenem. Antigen je navdzin na nosi€ a plati,
Ze ¢im vice protilatky je v séru, tim vznika siln€j$i zbarveni. U této metody je nutné provadet
standardizaci [53].
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Obr. 15: Sendvicovd ELISA. (Prevzato [55])

Ve své studii pouzil ke stanoveni obsahu enzymu Rubisco v riznych odridich je¢mene
metodu ELISA Metodiev et al. [56]. Imunochemickd metoda ELISA poskytuje pomérné
rychlé, pfesné a snadné stanoveni mnoZstvi Rubisco v listech rostlin a zdroven se fadi mezi

Yev s

nejcitlivéjsi metody.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Vzorky jehlic smrku ztepilého (Picea abies L.) pro stanoveni denniho chodu obsahu
a aktivity enzymu Rubisco v podminkdch normdlni a zvySené koncentrace CO, byly
odebirdny na experimentalnim ekologickém pracovisti Centra vyzkumu globalni zmény AV
CR, v..ina Bilém KiiZi v Moravskoslezskych Beskydech (obr.16). Pracoviitd je
vybudované v nadmoiské vysce 908 m. Smrky jsou kultivovdny ve dvou minisférach. V prvni
minisféfe je normélni koncentrace CO, 350 pmol mol™ a je oznaCovéna jako A (ambient). Ve
druhé minisféfe je koncentrace CO, zdvojndsobend, tedy 700 umol mol” a je znacena E
(elevated). V kazdé kultivacni sféfe je vysazeno 56 smrkd, rocni spotieba CO,, ktery je
skladovén v kapalné form& v zasobniku, &inf asi 10° kg.

Obr. 16: Experimentdlni ekologické pracovisté na Bilém KriZi. (Prevzato [57])

Smrkové jehlice byly odebirdny 22. 6. 2010 v ¢ase od 3:30 do 22:30 po dvouhodinovych
intervalech. Z kazdé minisféry byly v dany Cas odebrany dvé sady vzorku. Jedna sada vzorka
po péti (n=135) pro spektrofotometrické stanoveni enzymu Rubisco a druhd sada po tfech
vzorcich (n =3), ve kterych byl stanoven obsah enzymu. Pfi odbéru vzorku byly jednoleté
jehlice odstfizeny pomoci nuzek, vytvofen smésny vzorek a navazeno piiblizné¢ 60-80 mg.
Nasledné byly jehlice vloZzeny do mikrozkumavky Eppendorf a vloZzeny do termosky
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s kapalnym dusikem. Po pfevozu byly vzorky uchovavany do zpracovani v hlubokomrazicim
boxu pfi teploté -70 °C na Fakulté chemické v Brné¢.

3.2 Spektrofotometricka metoda pro stanoveni aktivity enzymu Rubisco

Aktivita enzymu Rubisco byla stanovena metodou Lilleyho a Walkera [36] s extrakci podle
Besforda [58]. Pro stanoveni pocdtecni aktivity bylo vyuzZito metody podle Heringové [59].
Jako substrat byl pouzit ribosa-5-fosfat, ktery byl pfeménén pomoci enzymu obsazenych
v extraktu na ribulosa-1,5-bisfosfat “'. Dale byl do reakce ptimichan KHCO3 uvoliiujici CO,
a zdroven aktivujici enzym Rubisco. Pro aktivaci enzymu Rubisco byly rovné€Z nutné ionty
Mg2+, které jsou pfidany ve formé MgCl,. Jako kone¢ny produkt vznikd glyceraldehyd-3-
fosfat . Aby nedochdzelo k inhibici enzymu fosfoglyceratkinasy, musel byt piebytek ADP
fosforylovan na ATP. Hodnota pocitecni a celkové aktivity Rubisco byla zjiSténa podle
Lambertova-Beerova zdkona z ibytku absorbance pfi oxidaci NADH ™, Nésledujici reakce
zobrazuji postup stanoveni aktivity Rubisco zaloZené na tfech reakcich Calvinova cyklu.

I. ribosa-5-fosfat —rbosaS-Josfitisomerasa o pipyy]gsa-5-fosfat

II. ribulosa-5-fosfdat + ATP —ruesaS-josfdtkinasa o ipyilosa-1,5-bisfosfat + ADP + HY
IMI. ribulosa-1,5-bisfosfit + CO, + HoO —245¢ 5 2(3-fosfoglycerat) + 2H*

IV. 3-fosfoglycerdt + ATP —ffsbeeritinase o 1 3_hisfosfoglycerdt + ADP

V. 13-bisfosfoglycerit + NADH 4 H* —gheerddend 3 joyiudelydrogenase o] yceraldehyd-3-
fosfat + NAD" + HPO4

VI. 2-fosfokreatin + 2 ADP —kreatinf osfokinasa 5 raqtin + 2ATP

3.2.1 Pristroje

Analytické vahy - BBL32 firmy BOECO Germany, max. 120 g, nejmensi dilek 0,1 mg.
pH metr - HI 221, Hanna Instruments.

Centrifuga— MLW T52.1.

Absorp¢ni spektrofotometr - Hélios y firmy Spectronic Unicam, rozsah 190—-1100 nm.

3.2.2 Chemikalie

3-fosfoglycerdtkinasa (Sigma-Aldrich)

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

BSA — bovinn{ sérovy albumin (Sigma-Aldrich)

DTT - dithiothreitol (Sigma-Aldrich)

Fosfokreatin (Sigma-Aldrich)
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa (Sigma-Aldrich)
HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonové kyselina (Sigma-Aldrich)
KHCOj; — hydrogenuhli€itan draselny (Sigma-Aldrich)
KOH - hydroxid draselny (Penta)

Kreatinfosfokinasa (Sigma-Aldrich)
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MgCl, - chlorid hotec¢naty (Sigma-Aldrich)

Na,EDTA - ethylendiamintetraoctan disodny (Sigma-Aldrich)
NADH - B-nikotinamidadenindinukleotid (Sigma-Aldrich)
Polyvinylpolypyrrolidon (Sigma-Aldrich)

R5P - ribosa-5-fosfat (Sigma-Aldrich)

3.2.3 Priprava roztoku

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

V pfiblizné¢ 800 ml vody bylo rozpusténo 11,92 ¢ HEPES a 0,372 g Na,EDTA. Po rozpuSténi
vSech latek bylo upraveno pH pomoci KOH (¢ = 3 mol 1) na 7,8. Nésledné byl roztok
pfeveden do odmérné bariky na 1000 ml a vodou doplnén po rysku. Roztok zustava staly,
uchovdva se pfii laboratorni teploté a byl pouZit pro pfipravu extrakcniho roztoku.

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

V pfiblizné¢ 800 ml vody bylo rozpusténo 11,92 ¢ HEPES a 0,438 g Na,EDTA. Po rozpusténi
vSech latek bylo upraveno pH pomoci KOH (¢ = 3 mol 1) na 8,0. Nésledné byl roztok
pfeveden do odmérné bariky na 1000 ml a vodou doplnén po rysku. Roztok zustava staly,
uchovdvd se pfi laboratorni teplot€ a byl pouZit pro ptfipravu pracovniho a aktivacniho
roztoku.

3.2.3.3 Aktivacni roztok

V 50 ml odmé&rné bartice bylo rozpusténo 0,2285 g MgCl, v HEPES-KOH, pH 8,0.
V 50 ml odmé&rné barice bylo rozpusténo 0,3003 g KHCO3; v HEPES-KOH, pH 8,0.
Oba roztoky jsou stdlé a uchovavaji se pfi laboratorni teplote.

3.2.3.4 Extrakéni roztok

V200 ml odmémé barice bylo rozpusténo 0,156 ¢ DTT, 0,096 g MgCl, a 0,4 g BSA
v zdsobnim roztoku HEPES-KOH, pH 7.8. Roztok je nutné uchovdvat pii teploté¢ 4 °C.
Ziskany roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 7,8, 1 mM Na;EDTA, 5 mM DTT, 5 mM
MgCl, a 0,2 % BSA.

3.2.3.5 Roztok glyceraldehyd-3-fosfdatdehydrogenasy

V I ml zdsobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 6 mg glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy. Roztok se uchovéva pti teploté —18 °C.

3.2.3.6 Roztok kreatinfosfokinasy

V 1 ml zdsobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 byly rozpustény 2 mg kreatinfosfokinasy.
Roztok se uchovava pfi teploté —18 °C.
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3.2.3.7 Roztok R5P

V 1 ml zdsobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 6,2 mg glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy. Roztok se uchovéva pti teploté —18 °C.

3.2.3.8 Roztok 3-fosfoglycerdtkinasy
K méfeni byl pouZit komercné vyrabény roztok 3-fosfoglycerdtkinasy. Roztok je nutné
uchovdvat pfi teploté 4 °C.

3.2.3.9 Pracovni roztok

V 25 ml odmérné barice bylo rozpusténo v zdsobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0:

0,005 g NADH

0,02 g DTT

0,0325 g fosfokreatinu

0,0475 g ATP

47,5 ul 3-fosfoglyceratkinasy

250 wl roztoku kreatinfosfokinasy

250 pl roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy.

Ziskany roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 8,0, 1 mM Na,EDTA, 0,25 mM NADH,
SmM DTT, 5mM fosfokreatinu, 3,5 mM ATP, 80 nkat 3-fosfoglycerdtkinasy, 80 nkat
kreatinfosfokinasy a 80 nkat glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy. Roztok se uchovava pfti
laboratorni teploté a zastava staly maximalné 6 hodin.

3.2.4 Extrakce enzymu

Priblizné 60-80 mg smrkovych jehlic bylo spolu s mofskym piskem rozdrceno v tfeci misce.
Po pridani 5 ml extrak¢niho roztoku a asi pul 1zicky polyvinylpolypyrrolidonu byla smés 30 s
homogenizovina. Vyslednd suspenze byla nalita do centrifugacni zkumavky a po 1 minuté
odsttedovani byl ziskdn extrakt. Tento extrakt byl ndsledné pouZit k uréeni pocatecni
a celkové aktivity. Extrakt rychle starne, a proto bylo nutné ho zpracovat co nejrychle;ji.

3.2.5 Méreni aktivity

3.2.5.1 Poédtecni aktivita

PocateCni aktivita byla promeéfovdna v optické kyveté, do které bylo pifidino 50 pl
aktivacniho roztoku MgCl, a 50 pl aktivacniho roztoku KHCOj;. Déle bylo napipetovdno
20 ul extraktu, 850 ul pracovniho roztoku a 30 pul RSP roztoku. Roztok byl promichan
a méten pokles absorbance v 30 s intervalech po dobu 6 minut pfi vinové délce 340 nm.

3.2.5.2 Celkovd aktivita

Celkova aktivita byla proméfovana v optické kyveté, do které bylo pfidano 50 ul aktivaniho
roztoku MgCl, a 50 ul aktivacniho roztoku KHCOs3 a 20 pl extraktu. Takto pfipraveny roztok
byl promichdn a 15 minut inkubovin pfi laboratorni teploté. Po uplynuti 15 minut bylo
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napipetovdno 850 pl pracovniho roztoku a 30 pl ribosa-5-fosfatu. Roztok byl promichédn
a méten pokles absorbance v 30 s intervalech po dobu 6 minut pfi vinové délce 340 nm.

3.2.6 Vypocet aktivity enzymu Rubisco

Celkem bylo zméfeno pro stanoveni aktivity 50 vzorkt, vZdy 5 pro dany ¢as. Z naméfenych
hodnot absorbance byly ziskdny hodnoty A, ze kterych byl vypocitdn tbytek absorbance za
30 s (AA). Nésledné pomoci Lambert-Beerova zdkona byla vypocitdna aktivita enzymu.

AA Ac
— =] —
At At

kde A je absorbance, t je Cas [s], € je molarni absorpcni koeficient [cm? mmol ], 1 je délka
optické drdhy [cm], c je koncentrace [mol 1'1].

Aktivita enzymu byla zjiSténa z rychlosti dbytku substratu (CO,):

AV
2-€-1

An

kde V je objem vzorku [pl]. Pro dany vypocet byla hodnota € pro NADH 6300 cm” mmol™
a optickd draha kyvety byla 1 cm.

Priklad vypoctu pro pocdtecni aktivitu:

Tab. 1 Stanoveni pocdtecni 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
[umol CO, min™-g™] 1,5231
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Aktivita v 20 ul extraktu (pro pfevod ze 30 sekundového intervalu na minuty, byla primérna
absorbance vyndsobena dvéma):

_AA-V2-0,0038-1000

An = =
2-€-1 2-6300-1

=6,0317-10~* umol CO, - min™

Aktivita v celém objemu extraktu (5 ml):

5.6,0317-107

=1,5079-107" [ CO, -min™
0.02 Hmot &z

Aktivita Rubisco vztaZzend na jednotkovou hmotnost jehlic:

1,5079-10™" T
An=—"———=1,5231 umol CO, min""-
0,099 fmon &2, Tl 8
Stanoveni specifické aktivity enzymu Rubisco
Specifickd aktivita byla ziskdna z poméru aktivity a mnoZstvi enzymu Rubisco.

1

_ An[umol CO, min~ g7

-1
mg 1= mmg-g~']

1

nspec. [,Lm’lOl COZ mjn_

Priklad vypocCtu pocdtecni specifické aktivity v case 3:30 pro vzorek A (1):

1,3833
n? ec. =
K 33,75

-1000 = 41,00 gmol CO, min~"- g™

Stanoveni stupné aktivace
Stuperi aktivace byl ziskdn z poméru pocitecni a celkové aktivity.

a .
Stupen aktivace [%] = —=-100

acelk.
Priklad vypocCtu stupné aktivace v case 3:30 pro vzorek A :

s.a.= I,Si 100 = 89,08 %

2

3.3 SDS-PAGE metoda pro stanoveni obsahu enzymu Rubisco

Pro stanoveni obsahu enzymu Rubisco bylo vyuZito metody Damervalové et al. [60]
a Rogerse et al. [61], kterd byla upravena Hlavackem [62].
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3.3.1 Pristroje

Analytické vahy - BBL32 firmy BOECO Germany, max. 120 g, nejmensi dilek 0,1 mg.
Centrifuga — MLW T52.1.

Vortex — Stuart SA8

Termoblok — BIO TDB-100 firmy BIOSAN

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

Ttfepacka - LT2 Kavalier a. s.

3.3.2 Chemikalie

Akrylamid (Sigma-Aldrich)

N,N’ -methylenbisakrylamid (Serva)

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

SDS - dodecylsulfit sodny (Sigma-Aldrich)

Peroxodisiran amonny (Serva)

Bromfenolova modf Na sul (Serva)

TEMED — N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin (Sigma-Aldrich)
Glycin (Serva)

DTT - dithiothreitol (Sigma-Aldrich)

Glycerol (Sigma-Aldrich)

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich)

Methanol (Penta)

Brilantni modi G 250 — Coomassie (Serva)

Kyselina octova (Lach-Ner)

Ethanol (Lachema)

Butanol (Lachema)

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

3.3.3 Priprava roztoku

3.3.3.1 Roztoky pro pripravu geli

Roztok A:

Ve 100 ml odmeérné barice bylo rozpusténo 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu. Roztok je
nutné uchovavat pii teplote 4 °C.

Roztok B:

V 50 ml vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, déle bylo pomoci koncentrované HCI upraveno
pH na 8,8 a roztok byl doplnén vodou na 100 ml. Roztok je nutné uchovdvat pri teploté 4 °C.
Roztok C:

V 50 ml vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, déle bylo pomoci koncentrované HCI upraveno
pH na 6,8 a roztok byl doplnén vodou na 100 ml. Roztok je nutné uchovdvat pri teploté 4 °C.
Roztok D:

Ve 100 ml odmeérné barice bylo rozpusténo 10 g SDS. Roztok je nutné uchovavat v temnu.
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Roztok E:

V 1 ml vody bylo rozpusténo 0,1 g peroxodisiranu amonného. Roztok se pfipravuje pro kazdé
meéfeni Cerstvy.

Roztok F:

V 1 ml vody bylo rozpusténo 10 mg bromfenolové modii. Roztok je nutné uchovavat pii
teploté 4 °C.

TEMED:

Komer¢né doddvany roztok.

3.3.3.2 Pufry

Elektrodovy pufr:

Ve 1000 ml odmérné barice bylo rozpusténo 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu. Roztok je
nutné uchovavat pfi teploté 4 °C a tento roztok je mozno vyuzivat opakovang.

TRIS pufr:

Ve 450 ml vody bylo rozpusténo 3,76 g TRIS, 10 g SDS, 5,02 g DTT a 50 ml glycerolu. Déle
bylo pH upraveno pomoci koncentrované HCI na pH 6,8 a roztok se uchovava pfi laboratorni
teplote.

Vzorkovy pufr:

Byl ptipraven smichanim 4,8 ml roztoku C, 4 ml roztoku D, 0,2 ml roztoku F, 6 ml glycerolu,
4,8 ml vody a 1 ml merkaptoethanolu. Roztok je nutné uchovévat pfi teploté 4 °C.

3.3.3.3 Roztoky k vizualizaci bilkovin

Stabilizacni roztok:

Byl ptipraven smichdnim 100 ml methanolu a 400 ml vody.

Barvici roztok:

Byl pfipraven smichdnim 0,5 g Coomassie Blue, 450 ml methanolu, 100 ml koncentrované
kyseliny octové a 450 ml vody.

Odbarvovacti roztok:

Byl pfipraven smichdnim 250 ml methanolu, 100 ml koncentrované kyseliny octové a 650 ml
vody.

3.3.4 Priprava gelu

Skla pouzitd na elektroforézu byla ocCiSténa vodou a odmastovacim prostredkem. Déle byla
omyta destilovanou vodou a vyleSténa ethanolem. Elektroforetickd skla byla pfipravena do
stojanu tak, aby silngj$i sklo bylo vzadu. Spodni okraje skel byly na gumové podlozce
a ptimaCknutim skel do podlozky bylo zabranéno pifipadnému proteceni gelu. K méteni byl
piipraven 8 % separani gel a 5 % zaostfovaci gel. Gely bylo nutné pfipravovat v rukavicich,
protoZe akrylamid je vysoce toxicky.

3.3.4.1 Separacni gel
Automatickymi pipetami byly pfipraveny do kadinky nasledujici objemy roztoku podle tab. 2.
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Tab. 2 MnoZstvi roztokit potrebné k pripravé 8 % separacniho 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 kddinky az jako posledni pfed samotnym nalitim
mezi skla. Roztok byl nalit tak, aby zGstalo asi 2 cm od horniho okraje volné pro zaostfovaci
gel. Na roztok mezi skly byl nalit butanol, ktery vyrovna hladinu gelu a zdroven bréani
odpafovani vody.

3.3.4.2 Zaostrovaci gel
Automatickymi pipetami byly pfipraveny do kadinky nasledujici objemy roztoku podle tab. 3.

Tab. 3 MnoZstvi roztoku potrebné k pripravé 5 % zaostrovaciho gelu

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

Zaostrovaci gel byl pfiddn aZ po ztuhnuti gelu, sliti butanolu a nékolikanidsobném promyti
gelu destilovanou vodou. Roztok E a TEMED byly opét napipetovan az jako posledni pred
samotnym nalitim gelu mezi skla. Gel byl navrstven na separacni gel az po okraj a ihned do
n¢j byl dan elektroforeticky hfebinek. Hrebinek byl z gelu vynddn aZ pfed samotnym
nanasenim vzorkii a bylo mozné mit gel pfipraveny maximdlné den dopfedu uchovavany
v lednicce.

3.3.5 Priprava standardu

Pro pfipravu standardu bylo nutné v mikrozkumavce Eppendorf smichat 0,5 mg D-ribulosa-
1,5-bisfosfitkarboxylasy a 1 ml vzorkového pufru (0,5 mg ml™"). Smés byla dukladné
promichdna a na 5 minut vloZzena do termobloku pfi teplot€¢ 100 °C. Po vychladnuti byl
standard uchovavan v mraznicce pfi teploté —18 °C do dalS§iho méteni.
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3.3.6. Priprava vzorku

Kazdy vzorek byl postupné rozdrcen v tfeci misce spolu s moiskym piskem. Do rozdrceného
vzorku jehlic byly pfidany 2 ml TRIS pufru. Vzorek byl diikladné homogenizovan a suspenze
byla ndsledné vloZzena do centrifugy a pfiblizné asi 1 minutu odstfed’ovana. Z piipraveného
extraktu bylo odebrdno 0,5 ml a spolu s 0,5 ml vzorkového pufru déno do zkumavky
Eppendorf. Ddle bylo pokracovano jako pfi piipravé standardu. Smés byla dukladné
promichdna a na 5 minut vloZena do termobloku pfi teploté¢ 100 °C. Po vychladnuti byly
vzorky uchovavany v mraznicce pfti teploté —18 °C do stanoveni hmotnosti enzymu Rubisco.

3.3.7 Elektroforéza

Elektroforetickd skla s gelem byla vyjmuta ze stojanu, odstranény zbytky gelt ze skel
a opatrn€ byl vytazen hiebinek. Takto pfipraveny gel byl vloZen do stojanu na elektroforézu,
siln€j$§im sklem ven a dukladné upevnén. Do prostoru mezi skly byl nalit elektrodovy pufr
a zjiSténo zda protékd nebo ne. Stojan se skly byl vloZen do elektroforetické nadoby, kterd
byla néasledné zpoloviny naplnéna elektrodovym pufrem. Automatickymi pipetami
s dlouhymi Spi¢kami byly ddvkovany vzorky a standard. VZdy byl naddvkovan do prvni
jamky standard (10 pl) a nésledné tfikrat jeden vzorek (10 pl). Pripravend aparatura byla
ptipojena ke zdroji o napéti 80 V. V prubéhu probihajici elektroforézy bylo nutné kontrolovat
zda je dostatecné mnozZstvi elektrodového pufru ve vnitinim prostoru mezi skly, pokud ne, byl
dolit. Samotna elektroforéza trvala ptiblizné 2 hodiny.

3.3.8 Vizualizace bilkovin

Po probéhnuti elektroforézy byla skla vyjmuta ze stojanu a vloZena do misky s destilovanou
vodou tak, aby siln&jsi sklo smé&fovalo smérem nahoru. Spachtli byla skla od sebe oddélena
aopatrné vytaZzena z misky, aby nedoSlo kroztrzeni gelu. Destilovand voda byla slita
a nasledné na gel byl nalit stabilizacni roztok a 5 minut stabilizovédn na tfepacce. Stabilizacni
roztok byl slit a gel byl pfevrstven barvicim roztokem, ktery byl ponechdn na tfepacce
30 minut. Po obarveni gelu byl roztok znovu slit a nejprve promyt pouzitym odbarvovacim
roztokem. Nakonec byl na gel pouZit Cisty odbarvovaci roztok, ktery byl ponechdn 90 minut
na tfepacce. Po odstranéni odbarvovaciho roztoku byl gel n€kolikrat promyt destilovanou
vodou, vloZen na silné elektroforetické sklo a obalen potravindiskou folii, kterd ho chrani
pied odpafovanim vody a vysychanim. Hotové gely byly vloZeny do lednice a skladovany do
samotného vyhodnoceni pii teplot¢ 4 °C. Vizualizaci bilkovin bylo nutné provadét
v rukavicich, protoze akrylamid je vysoce toxicky.

3.3.9 Vyhodnoceni geli

Pripravené gely byly neskenovany a vypocitina hmotnost enzymu Rubisco programem
pocitaCovym programem Science Lab 2006 Multi Gauge, ver3.1, fy FUJIFILM. Pro vypocet
byly z6ény velkych podjednotek ptevedeny na piky a integraci byly zjiSténa jejich plocha.
Mnozstvi enzymu Rubisco bylo odvozeno porovnanim plochy zény jednotlivych vzorka
a plochy zény standardu (obr. 17). Aby bylo mozZno dobfe vypocitat mnoZstvi enzymu
a eliminovat rizné faktory nepfesnosti, byl standard Rubisco nanasen na kazdy gel.
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Velka podjednotka
Rubisco

—-__“_-"“4_
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F 16:00 A16:00 Standard

Obr. 17 Pripraveny gel pro vyhodnoceni programem Science Lab 2006 Multi Gauge, ver3.1.

3.3.10 Vypocet obsahu enzymu Rubisco

Obsah enzymu Rubisco byl vypocten z poméru plochy stanovovaného vzorku, plochy
standardu Rubisco (o zndmé koncentraci) a hmotnosti vzorku.

Priklad vypoctu pro stanoveni obsahu enzymu Rubisco:

Tab. 4 Stanoveni obsahu enzymu Rubisco ve vzorku 3:30 A (3)

Vzorek Plocha [m2] Hmotnost [g] ¢ [mg g'l]

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 pouZzit roztok D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa 0,5 mg ml™.
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Hmotnost enzymu v 1 ml 2x zfedéného extraktu (0,5 ml extraktu a 0,5 ml vzorkového pufru):

_ 64008,47

m=———>-0,5=0,31mg
101961,71

Hmotnost enzymu v 1 ml nefedéného extraktu:
m=2-0,31=0,62 mg

Hmotnost enzymu v celém objemu extraktu (2 ml):
m=2-0,62=124 mg

Obsah enzymu v 1 g Cerstvého vzorku:

1,24
0,073

C =

=1699 mg-g™

Obecny vzorec pro vypocet standardu enzymu Rubisco:

c= Pvzorku 'C” 4 ng.g—l
Pst ’ mjeh[iv
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1Vysledky

Tab. 5 Hodnoty pocdtecni aktivity, celkové aktivity a aktivace enzymu Rubisco v podminkdch
normdlni (A) a zvysené koncentrace (E) CO; jehlic smrku ztepilého odebirané 22. 6. 2010.

An poc. An celk. aktivace
Vzorky [rumol CO, min'1°g'1] [umol CO, min!- g'l] [%]
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 66,97 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
. 0,89 1,29 1,33 1,50 66,31 78,21
hodnota

Tab. 6 Hodnoty specifické pocdtecni aktivity, specifické celkové aktivity a obsahu enzymu
Rubisco v podminkdch normdlni a zvysené koncentrace CO; jehlic smrku ztepilého odebirané
22. 6. 2010.

Angpec, poc. Angpec, celk. obsah
Vzorky | _[umol CO, min"-g"] [pmol CO; min-g"] [mg-g]
A E A E A E

3:30 92,02 140,35 106,22 161,19 16,87 13,22

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 dne 22. 6. 2010.

Cas [hod] | Radiace [pmol 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

Pocatecni aktivita enzymu Rubisco
25 - -+ 1200

o 2 -~ 1000
- | - —
'c T e A - 800 %
1 1,5 - L 1 “i\ o
< " 7
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% L L Ll 400 &
c 0,5 200

0 — — -0

0:00 3:30 7:00 10:30 14:00 17:30 21:00

[hod]
A—=a—E radiace |

Obr. 18 Pocdtecni aktivita enzymu Rubisco vztaZend na jednotkovou hmotnost jehlic smrku
ztepilého v podminkdch normdlni koncentrace CO; (A) a zvySené koncentrace CO; (E)
v zavislosti na zméné ozdrenosti béhem dne.
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Celkova aktivita enzymu Rubisco
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Obr. 19 Celkovd aktivita enzymu Rubisco vztaZend na jednotkovou hmotnost jehlic smrku
ztepilého v podminkdch normdlni koncentrace CO; (A) a zvysené koncentrace CO; (E)

v zdvislosti na zmeéné ozdrenosti behem dne.

Z obr. 18 a 19 je zfejmé, Ze u vétsSiny vzorki varianty E byly naméfeny statisticky vyznamné
vyS§i hodnoty aktivity Rubisco neZli u varianty A. V cCase 10:00 byla pociteCni aktivita
u obou variant vyznamné vyS$i nez v 8:00 (0 41,4 % v A a o 24,4 % v E). Pro celkovou
aktivitu doslo v ¢ase mezi 8:00-10:00 ke zvySeni 0 27,7 % v A a0 13,6 % v E. V dob¢ 8:00—
16:00 kopirovala poc¢atecni a celkova aktivita u obou variant pfibliZzn€ zmény ozarenosti.

Obsah enzymu Rubisco
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Obr. 20 Obsah enzymu Rubisco jehlic smrku ztepilého v podminkdch normdlni koncentrace
CO; (A) a zvySené koncentrace CO; (E) v zdvislosti na zméné ozdrenosti béhem dne.

46



Zobr. 20 ukazuje, Ze obsah enzymu Rubisco v jehlicich smrku ztepilého byl vySsi pfii
normdlni koncentraci CO; neZ pii zvySené koncentraci CO, a v§echny rozdily béhem denniho
chodu byly statisticky vyznamné. Nejveétsi rozdil byl naméfen v Case 12:00, kdy obsah
Rubisco v A byl o 38,3 % vyssi nez v E. Tyto vysledky dokazuji aklimac¢ni depresi obsahu
enzymu Rubisco pii dlouhodobém puasobeni zvysené koncentrace CO,.

Pocateéni specificka aktivita
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Obr. 21 Pocdtecni specifickd aktivita enzymu Rubisco vztaZend na jednotkovou hmotnost
jehlic smrku ztepilého v podminkdch normdlni koncentrace CO; (A) a zvysené koncentrace
CO; (E) v zdvislosti na zméné ozdrenosti béhem dne.
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Obr. 22 Celkova specifickd aktivita enzymu Rubisco vztaZend na jednotkovou hmotnost jehlic
smrku ztepilého v podminkdch normdlni koncentrace CO; (A) a zvysené koncentrace CO; (E)
v zdvislosti na zméné ozdrenosti béhem dne.
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Zobr. 21 a 22 lze vycist, ze u vSech vzorku jehlic byly naméfeny statisticky vyznamné
rozdily mezi dennim chodem pocitecni i celkové specifické aktivity u smrku ztepilého
v normélni koncentraci CO; a zvySené koncentraci CO;. V €ase od 3:30 do 8:00 dochdzi
k mirnému nartstu specifické aktivity a od 8:00 maji kiivky pro A i E klesajici tendenci.
Nejveétsi statisticky vyznamny rozdil byl naméfen v Case 8:00, kdy v A byla pocatecni
specifickd aktivita 0 55 % a celkova specificka aktivita o 44 % nizsi nez v E.

Stupen aktivace
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Obr. 23 Stuperi aktivace enzymu Rubisco jehlic smrku ztepilého v podminkdch normdlni
koncentrace CO; (A) a zvysené koncentrace CO; (E) v zdavislosti na zméné ozdrenosti béhem
dne .

Na obr. 23 je vidét stupeni aktivace enzymu Rubisco v jehlicich u smrku ztepilého v norméalni
koncentraci CO, a zvySené koncentraci CO,. Stupeni aktivace byl v normalni koncentraci CO,
niz8§i nez ve zvySené koncentraci CO,. Béhem denniho chodu pfi zvySené koncentraci CO,
dochézelo do 12:00 k mirnému nértstu, od této hodiny do 18:00 méla kiivka naopak klesajici
tendenci a od 18:00 do konce méfeni dosSlo opét ke zvySeni. Pfi normdlni koncentraci CO,
ktivka do 8:00 klesala, do 12:00 je viditelny zna¢ny nartst a od 12:00 doslo znovu k poklesu
az do konce meéfeni. Graf stupné aktivace ukazuje znaCny vliv ozifenosti, kterd je nejvice
zfejmd v Case od 8:00-16:00.
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Prabéh ozarenosti 22. 6. 2010
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Obr. 24 Pritbéh ozdrenosti béhem 22. 6. 2010 pri odbéru vzorkit jehlic smrku ztepilého pro
stanoveni aktivity a obsahu enzymu Rubisco.

Pii odbéru vzorku jehlic smrku ztepilého dne 22. 6. 2010 nebylo slune¢né pocasi, ale pouze
difdzni slunce. Obloha byla zatazend, spiSe oblacnd s obCasnymi piehdiikami. Toto je patrné
také z nameérenych hodnot ozéfenosti, které vykazuji niz§i hodnoty nez pti jasné€ slunném dni.
P1i jasném a slunecném dni vykazuje kiivka také vétSinou jedno maximum ve 12:00. Do této
doby ma kiivka vétSinou pomérné velky nartust a od 12:00 dochazi opét k poklesu hodnot
ozafenosti. Z obr. 18-23 je ziejmé pfiblizné kopirovani kiivky ozafenosti jak pro pocatecni
aktivitu, celkovou aktivitu a stupei aktivace v dob& mezi 8:00-16:00 hod.
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4.2 Diskuze

Aktivita Rubisco zdvisi na obsahu tohoto enzymu, obsahu pevné vazanych inhibitorti a na
karbamylaci aktivniho mista. Aktivita enzymu se méni v ¢ase v zdvislosti na teplot€, ozéirent,
koncentraci CO,, obsahu fosforeCnanu a pritomnosti inhibitora v aktivnim misté. Inhibitory
enzymu Rubisco znacné snizuji aktivitu tim, Ze se vdZzi na karbamylované Rubisco a brani
katalyze. Vazba substrdtu RuBP do nekarbamylovaného enzymu zamezi karbamylaci
lysylového zbytku podstatného pro aktivaci [63]. Celkova aktivita se méni béhem dne kvali
pusobeni inhibitorti a ziskd se po kompletni aktivaci CO; a Mg2+. Rozdil mezi pocatecni

a celkovou aktivitou Rubisco je mirou karbamylace.

Nameétené hodnoty pocatecni aktivity v jehlicich smrku ztepilého b&éhem dne byly v rozmezi
0,89-1,72 umol CO, min™ g u varianty A a 1,29-1,86 umol CO, min™ g u varianty E.
Hodnoty celkové aktivity byly v rozmezi 1,33-1,89 umol CO, min” g'1 pro variantu A
a 1,50-2,13 umol CO, min” g'1 pro variantu E.

Kfivka pro pocatecni aktivitu v normélni koncentraci CO;, (A) i pro zvySenou koncentraci
CO; (E) vykazuje dvé maxima a kfivky pfiblizné kopiruji svaj tvar. Pocate¢ni aktivita je v A
statisticky vyznamné niz$i nez v E. Nejprve od 3:30 do 8:00 dosSlo ke zna¢nému poklesu
aktivity, od 8:00 do 12:00 nasledoval zna¢ny nartst a v 12:00 prvni maximum (v E prvni
maximum jizZ 10:00). Od 12:00 (resp. v E od 10:00) doslo k poklesu (poledni deprese) a od
16:00 do 18:00 maji kfivky opét stoupajici charakter. V 18:00 maji obé& kfivky druhé
maximum a od této doby az do konce meéfeni dochazi spise k poklesu hodnot. Stejny prubéh
se dvéma maximy v Case 9:00 a 17:00 naméfili Hrstka et al. [63]. Autofi uvade€ji velmi nizkou
pocatecni aktivitu pred vychodem slunce v 6:00 a stupen aktivace byl v této dob& pouze 62 %.
Se stoupajici ozafenosti se zvySovala i pocitecni i celkovd aktivita. Od 9:00 az do 13:00 doslo
v jejich experimentu ke sniZeni aktivity (poledni deprese). Dalsi autofi zmifiujici z pocatku
dne pokles aktivity a poledni depresi jsou napi. Jiang et al. [64], ktefi sledovali denni chod
aktivity Rubisco u ryze. Peréz et al. [65] zmifiuji studii u jarni pSenice a uvadi, Ze pocatecni
aktivita je niz$i beéhem dne nez celkova aktivita kvili deaktivaci Rubisco. Celkova aktivita
byla zvySend na pocatku dne pfedevSim v zdvislosti na koncentraci CO,.

Ve studii [66] uvadi Sinha et al., Ze poledni deprese vznikd sniZenim intenzity fotosyntézy
i vodivosti priaduchti a je spojovdana s vysokym deficitem tlaku par, vysokou teplotou
aznaénym ozdfenim. I pfes vySe zminéné piiCiny, neni poledni deprese presné zcela
objasnéna. Sinha et al. [66] zminuji, Ze v n€kolika pfipadech je i patrné sniZeni Ucinnosti
karboxylace, pfestoZe vnitini koncentrace CO, zastane konstantni. Na druhé strané muze
nepravidelné uzavirani praducht béhem dne sniZit lokalné€ vnitini koncentraci CO; a nasledné
inhibovat fotosyntézu. Pons et al. [69] zkoumali ve své praci poledni depresi v tropickém
deStném pralese u stromu Eperua grandiflora. Autofi se své praci uvadi, Ze zvySenim teploty
listu dochdzi ke zvySeni rozdilu tlaku par mezi listem a vzduchem, tim dojde ke sniZeni
vodivosti priaduchti a snizeni dostupnosti CO, v chloroplastech. Toto oznacuji jako hlavni
nepiimy faktor zvySené teploty pfispivajici k poledni depresi. Jako pifimy negativni faktor
zvySené teploty a vzniku poledni deprese uddvaji sniZeni karboxylacni aktivity Rubisco.
SniZzenim karboxylacni aktivity Rubisco vztaZzené k oxygenaci a sniZeni afinity k CO, pfi
zvySené teploté je kompenzovano Castecné zvySenim karboxylacni kapacity [69]. SniZena
vodivost pruduchti maze vést ke snizeni pocatecni aktivity in vitro. V naSem experimentu
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jsme vSak naméfili snizeni po€ateCni i celkové aktivity, coZ sveéd¢i o tom, Ze poledni deprese
byla vyvoldna pfitomnosti dennich pevné vazanych inhibitord (napf. XuBP) na aktivnich
mistech Rubisco.

U rostlin s CA1P (napt. Phaseolus vulgaris) je vSechen CA1P pfi svitdni navdzan na aktivni
misto enzymu a celkova aktivita je proto velmi nizkd. V pfirozenych podminkich je CA1P
degradovano se stoupajici ozarenosti a zmizi pfiblizn€ po 10 min pisobeni radiace. S klesajici
ozafenosti vecer a v noci mnoZzstvi CA1P naopak stoupd, coZz se projevi poklesem celkové
aktivity. Nizké hodnoty celkové aktivity vnoci a pii svitdni u nékterych rostlin tedy
signalizuji vliv CA1P. Z naméfenych vysledka je patrné, Ze u smrku nema nocni inhibitor
CAI1P vyznamny vliv [67].

Obsah enzymu Rubisco se méni béhem dne mnohem pomaleji, neZli jeho aktivita, a to se
zpozdénim 5-7 hodin za déletrvajici zménou radiace. Po celou dobu bylo u naméfenych
vzorkl statisticky vyznamné vys§i mnoZstvi Rubisco v A nez v E. Ze ziskanych vysledku je
patrny pokles obsahu Rubisco v Case od 3:30-8:00 jak u normdlni koncentrace CO,, tak
u zvySené koncentrace CO,. Od 8:00 dochézi ke znacnému narastu kfivky u obou koncentraci
a udrZeni ptiblizn€ stejnych hodnot obsahu az do konce meéfeni. Podobné vysledky uvadi
Wang et al. [68], ktery provadél méfeni v ryZi a zmifiuje poCatecni zvySeni obsahu Rubisco
v dobé od 6:00-8:00 a opét priblizné stejné hodnoty obsahu az do konce méteni.

Specifickd aktivita byla ziskdna z poméru aktivity a mnozstvi enzymu. Pro celkovou
i pocate¢ni specifickou aktivitu mély kfivky podobny pribéh a po celou dobu byly staticky
niz$i hodnoty béhem normadlni koncentrace CO, neZ u dvojndsobné koncentrace CO; a to jak
pro pocatecni, tak i celkovou specifickou aktivitu. Od pocatku méteni do 8:00 je ur€ity narust,
nasledné kifivka ma klesajici tendenci a od 20:00 do konce méfeni je u vétSiny kiivek
zaznamenam dal$i mirny narust. I Peréz et al. [65] uvadi zvySeni specifické aktivity koncem
noci a rdno. V prici je také zminéno zvySeni specifické aktivity na konci dne u rostlin
vzrostlych v normdlni koncentraci CO,, kterd je zpusobend jen pomalym uvolfiovanim

inhibitoru z aktivnich mist Rubisco.

Aktivace enzymu Rubisco byla vypoctena jako pomér pocitecni aktivity k celkové aktivite
a odpovida rozsahu karbamylace aktivniho mista. V experimentu byly naméfeny pomeérné
vysoké aktivace v rozmezi 66-97 %. Béhem denniho chodu kfivky stupfiti aktivace u variant
A a E pfiblizné kopirovaly svaj prubéh. K nejvétsimu poklesu doslo v 8:00 a v 22:30,
obdobny pokles aktivace uvadi napf. Peréz et al. [65]. Pokles aktivace béhem poledne, ktery
byl zaznamendn i v naSem meéfeni, objevili také Sinha et al. [66] a udavaji, Ze vyplyva
z dekarbamylace enzymu. V prici Sinha et al. [66] je také uveden vzestup aktivace po 16:00.
Autofi rovnéZz zminuji, Ze napf. ve Spendtu se karbamylace Rubisco zvySuje se zvySenim
radiace a naopak, ke konci dne dojde i ke sniZeni karbamylace.

V zobrazenych grafech je uveden také vliv ozdrenosti na pocatecni aktivitu, celkovou aktivitu,
pocatecni specifickou aktivitu, celkovou specifickou aktivitu, aktivaci a obsahu enzymu
Rubisco. Aktivita enzymu Rubisco zdvisi na ozéfenosti s jistym zpozdénim. Pokud tedy
v naSem experimentu byla v 10:10 hodnota ozéfenosti 1011,20 pmol'm™s™ a v 10:20 tato
hodnota klesla skoro na polovinu, tedy na 594,51 umol'm'z's'l, je pravdépodobné, Ze aktivita
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Rubisco bude v 10:20 relativné vysokd. Jak bylo popsdno v praci Servaites et al. [70], se
zvySujici se ozarenosti vzrasta pocatecni aktivita, stav aktivace, fotosyntéza. Servaites et al.
popisuji narist pocate¢ni aktivity v dopolednich hodinach se zvysSujici se ozarenosti a ustaleni
hodnot poditeéni aktivity pfi hodnoté ozafeni nad 1,2 mmolm™s". P poklesu hodnoty
ozafenosti pod tuto droven doSlo zdroven ke snizeni poCateCni aktivity. U celkové aktivity se
hodnoty také zvySovaly, ale po zbytek dne zistaly priblizne stejné. Nizsi hodnota celkové
aktivity byla ovlivnénd kvili menSimu mnozstvi Rubisco. Také u aktivace byl nalezen
podobny vliv ozdfenosti. ZvySujici se hodnoty ozdfenosti také ovliviiuje noc¢ni inhibitor
CAIP, jehoz mnoZstvi se po rozednéni minimalizuje. Uroven poklesu CAIP se odviji od
stoupajici radiace a obracen€, pokud dojde k poklesu radiace, zvysi se CA1P. Z naméfenych
vysledkll vyplyvd, Ze ozdfenost znacnym zpusobem ovliviiuje aktivitu enzymu. Od 8:00-
10:00, kdy byl nejvétsi narist ozarenosti, doslo také k nejvétsimu narlstu aktivity, a od této
doby pfiblizn€ do 16:00 nastdvd opéet pokles aktivity v zdvislosti na ozdrenosti. MnoZstvi
enzymu nebylo tak ovlivnéno ozafenosti, obsah enzymu Rubisco, v porovndni s aktivitou,
nedokdze odpovidat tak rychle zménou hodnot na velké rozdily v ozatfenosti béhem dne.
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SZAVER

Cilem diplomové priace bylo urCit zmény aktivity, obsahu a aktivace enzymu Rubisco
v prubéhu dne u smrku ztepilého v podminkdch normélni a zvySené koncentrace oxidu
uhli¢itého. Z pruabéhu pocatecni aktivity, celkové aktivity a obsahu Rubisco odvodit
mechanismus regulace aktivity tohoto enzymu.

Vzorky jehlic pro stanoveni denniho chodu obsahu a aktivity enzymu Rubisco v podminkéich
normdlni a zvySené koncentrace CO, byly odebirdny na experimentdlnim ekologickém
pracovisti Bily Kiiz Centra vyzkumu globdlni zmény AV CR v Moravskoslezskych
Beskydech. Stromy zde rostou ve dvou minisférach. V prvni minisféfe je normaélni
koncentrace CO; 350 umol mol™ a je oznacovdna jako A (ambient). Ve druhé minisféfe je
koncentrace CO, zdvojndsobend, tedy 700 pumol mol” a je znacena E (elevated). Smrkové
jehlice byly odebirdny 22. 6. 2010 ve dvouhodinovych intervalech od 3:30 do 22:30 hod.

Aktivita enzymu Rubisco byla zjiSt€éna metodou Lilleyho a Walkera [36] s extrakci podle
Besforda [58]. Pro stanoveni pocatecni aktivity bylo vyuZito metody podle Heringové [59].
Obsah enzymu Rubisco byl zméfen metodou podle Damervalové et al. [60], Rogerse et al.
[61] a Hlavacka [62].

Hodnoty pocatecni a celkové aktivity u vétSiny vzorka kultivovanych pfi zvySené koncentraci
CO; byly vyznamné vysS8i neZ u vzorkd rostoucich v normalni koncentraci CO,. Zda se tedy,
ze zvySend koncentrace oxidu uhlicitého stimuluje aktivitu Rubisco. Behem dne doSlo ke
sniZzeni aktivit (poledni deprese), pficemz u varianty E nastala poledni deprese diive nez
u varianty A. U vSech vzorku jehlic, které byly proméfovany, byla pocatecni i celkova
specifickd aktivita statisticky vyznamné niz§i v normélni koncentraci CO,, nez ve zvySené
koncentraci CO».

Obsah enzymu Rubisco byl pfi zvySené koncentraci CO, statisticky vyznamné& nizZ8i neZ pfi
normdlni koncentraci (aklimaéni deprese). Denni chod obsahu Rubisco vykazoval zpoZdéni

5-7 hodin na trvalej$i zmény radiace.

Stupeni aktivace uddva rozsah karbamylace aktivniho mista. V normdlni koncentraci CO, byl
nizsi nez ve zvySené koncentraci CO, a kfivky pfiblizné kopirovaly svuj tvar.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

3-KABP

3-P-Gri

A (ambient)

AA

ADP

ATP

BChl a, b

BICIN

BIS

BSA

CAI1P

CAM (Crassulacean Acid Metabolism)
DTT

E (elevated)
ELISA (enzyme
assay)

EOF (Electroosmotic Flow)

FACE (free Air CO, Enrichment)

linked immunosorbent

HEPES

HPLC (high Performance Liquid
Chromatography)

Chla, b

IRGA

Na,EDTA

NAD', NADH

NADP*, NADPH

OEC (oxygen-evolving complex)
PAGE

PSI

PSII

R5P
Rbu—l,S—Pz
RuBP

SDS
TEMED
TRIS
XuBP
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3-keto-arabinitol-1,5-bisfosfat
3-fosfoglycerat

normdlni koncentrace CO,
akrylamid

adenosindifosfét
adenosintrifosfat
bakteriochlorofyl a, b
N,N-bis-2-hydroxyethylglycin
N,N"-methylen-bis-akrylamid
bovinni sérovy albumin
2-karboxyarabinitol-1-fosfat

dithiothreitol

zvySend koncentrace CO,

enzymove sprazené imunochemické
stanoveni

elektroosmoticky tok

obohaceni  volného  vzduchu oxidem
uhli¢itym

N-2-hydroxyethylpiperazin-N -
ethansulfonovd kyselina
vysokou¢innd kapalinovd chromatografie

chlorofyl a, b

infracerveny analyzétor
ethylendiamintetraoctan disodny
B-nikotinamidadenindinukleotid  a
redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfdit a jeho
redukovana forma

kyslik vyvijejici komplex

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
fotosystém |

fotosystém II

ribosa-5-fosfét
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa
D-ribulosa-1,5-bisfosfat

dodecylsulfat sodny
N,N"-tetramethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
xylulosa-1,5-bisfosfat

jeho



