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ABSTRAKT

V této diplomové praci byl sledovan vliv stafi jehlic na obsah a aktivitu enzymu Rubisco
smrku ztepilého (Picea abies) v podminkach normalni, tj. 350 pmol CO, mol™ (A — ambient)
a zvysené, tj. 700 pmol CO, mol™ (E — elevated) koncentrace CO,. Vzorky byly odebirany
v prubéhu vegetacni sezony dvakrat, a to v poloviné Cervna a na konci zafi. Byla stanovena
pocatecni a celkova aktivita enzymu a to spektrofotometrickou metodou. Obsah Rubisco byl
stanoven metodou SDS-PAGE. Aktivity u 18 meésict starych jehlic byly v E vyssi nez v A.
Obsah Rubisco byl v zafi jak u mladych tak 1 u rok starych jehlic v A vy$si nez vE.
Vzhledem ktomu, ze tyto rozdily byly statisticky vyznamné, lze konstatovat existenci
aklimacni deprese na urovni obsahu Rubisco v podminkach zvysené koncentrace CO,. Zda se,
ze prubéehy aktivit a obsahu v zavislosti na stafi jehlic jsou antiparalelni, tzn. pokles obsahu je
doprovazen vzristem aktivity a naopak.

ABSTRACT

In this diploma work influence of needle age at Rubisco activity and content in Norway
spruce (Picea abies) was studied. The plants were cultivated in conditions with ambient (A)
CO, concentration (350 pmol CO, mol™) and elevated (E) CO, concentration (700 pmol CO,
mol™). Sampling was done two times during the growing season (in the middle of June and in
the end of September) were taken. Initial and total Rubisco activities were measured
spectrophotometrically. Rubisco content was determined by SDS-PAGE method. Rubisco
activity in 18-months-old needles was in E higher than in A. Rubisco contents in current-year
needles and one-year-old needles were in A higher than in E in September. These differences
were statistically significant that demonstrates the down-regulation of Rubisco content in
conditions of elevated CO, concentration. It seems the course of activities and content
depending on age of the needles are antiparallel, that means that decrease of content is
followed by increase of activity.
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1. UVOD

Fotosyntéza je jeden z nejstarSich a souCasné nejdulezitéSich dé&ja v zivé prirode. Jde
o biologicky proces premény svételné energie na chemickou. Pii fotosyntéze je uhlik
ve vysoce oxidovaném stavu v oxidu uhli¢itém pfevadén na redukovany stav v sacharidu.
Jedna se o endergonicky redukéni proces, kde energii poskytuje slunecni zafeni, zachycované
fotoreceptory (chlorofylem) a redukéni sila pochazi u vyssich zelenych rostlin z vodiku vody.
Vznikajici kyslik tedy nepochazi z oxidu uhlic¢itého, ale z oxidace vody.

Enzym ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa (Rubisco) je povazovan za nejroz-
Sitenéj§i protein na Zemi a je klicovym enzymem fotosyntézy. Katalyzuje fixaci
atmosférického CO, do organické slouceniny a tvofi jedinou vstupni branu anorganického
uhliku do biosféry. Je to enzym pozoruhodné neucinny (jeho Cislo obratu Cini necelé 3
molekuly substratu za sekundu, zatimco u typického enzymu je to asi 1000 molekul substratu
za sekundu). Proto musi byt Rubisco pfitomen ve velkém mnozstvi (az 50 % celkového
mnozstvi rozpustnych proteina v listech), aby se udrzela dostate¢na rychlost fotosyntézy.

Hlavnim limitujicim faktorem rychlosti fotosyntézy je enzym Rubisco. U enzymu Rubisco
neni aktivita odrazem jeho mnozstvi, protoZze enzym existuje v aktivované i neaktivované
formé. Pouze aktivovana forma vykazuje urcitou aktivitu, ktera se velmi rychle méni
v horizontu 5-20 minut v zavislosti na mnozstvi svétla, mnozstvi substratu, pfitomnosti
inhibitort a jinych faktorech.

V mnohych publikacich poslednich let je tento enzym piredmétem intenzivniho vyzkumu.
Vyzkum sméftuje k pripravé efektivnéjsiho enzymu za pomoci genovych manipulaci, a také
k poznani faktord, které by umoznily jeho Gcinngjsi aktivaci. Tercem diskusi se také stava,
zda pfi zvySené koncentraci CO, v atmosféfe muze dojit ke zvySeni vynosu plodin.

V Ceské republice se otazkou ucinkd zvysené koncentrace CO; na rostliny zabyva Ustav
systémové biologie a ekologie AV CR. Tato diplomova prace je soudasti grantového projektu
tohoto ustavu, na kterém dale spolupracuji Katedra fyziky Ostravské univerzity a UCHPBT
Fakulty chemické VUT v Brné. Cilem prace bylo srovnat aktivitu a obsah enzymu Rubisco
u mladych a rok starych jehlic v podminkach normalni a zvySené koncentrace CO, a potvrdit
¢i zamitnout existenci aklimacni deprese na urovni enzymu Rubisco, popf. popsat jeji prubéh.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Fotosyntéza
Fotosyntéza je jeden z nejstarSich a souCasné nejdulezitéSich dé&ja v zivé prirode. Jde
o biologicky proces premény svételné energie na chemickou. Fotosyntéza umoziuje existenci
chemotrofnich organisma:
1. Zachycuje slunecni energii a z nejjednodussi slouceniny uhliku, oxidu uhliditého,
vyrabi organickou hmotu pro vyzivu chemotrofi.
2. Je hlavnim producentem kysliku naSi planety, nepostradatelného pro existenci
aerobnich organismu.

Pii fotosyntéze je uhlik ve vysoce oxidovaném stavu v oxidu uhli¢itém pievadén na
redukovany stav v sacharidu. Jedna se o silné endergonicky redukéni proces, kde energii
poskytuje slunecni zafeni, zachycované fotoreceptory (chlorofylem) a redukcni sila pochazi
u vyssich zelenych rostlin z vodiku vody. Vznikajici kyslik tedy nepochazi z oxidu uhlicitého,
ale z oxidace vody. Souhrnné 1ze reakce fotosyntézy zaznamenat rovnici:

6 CO, + 12 H,0 —2 5 C¢H,06 + 6 O, + 6 H,O

Fotosyntéza probihda ve dvou oddélenych, ale na sebe navazujicich fazich — svétla faze
(primarni procesy) a temna faze (sekundarni procesy — Calvintv cyklus). [1, 2]

2.1.1 Svétla faze (primarni procesy)

Svétla faze je fotochemicky déj spocivajici v pfeméné fotona slunecniho zafeni na energii
chemickou. Energie zafeni se nejprve meéni na energii excitovanych elektronti, ktera se
pak pouziva na vyrobu makroergickych slou¢enin (ATP a NADPH). Svétlou fazi provadi
fotosyntetizujici aparat, ktery sestava ze tii soucasti:

1. Fotoreceptory jsou slouCeniny vazané na protein, které absorbuji pro fotosyntézu
potiebné svételné zafeni. Jsou to tetrapyrrolové slouceniny chlorofyl a a chlorofyl b, které
ve svém centru obsahuji hofecnaty kation (obr. 1).

He=cil, Sy

[ : L
11, _::'-—l.-llc
vff '
chiorodd u chloralyl s
o cl, CH, h-
e .---“x.?’;*mf“a,%f&__,elhwﬂu,—k sl

Ll

Obr. 1 Struktura chlorofyluaa b [2]
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2. Fotosyntetické reak¢ni centrum, pfemeénujici svételnou energii na energii elektrickou.
3. Retézec oxidoreduktas, premérnujici energii excitovanych elektrond na energii

chemickou.
u*
reduk&ni procesy ADP +P; ATP
A

Ay A <7 U= ATP-synthasa
<ll> QD

£ fotony L

VL e V%

stroma

membrana

Iumen

H.0

0,

Obr. 2 Enzymy svétlé faze v tylakoidni membrdané (OEC — komplex uvoliujici kyslik,
eyt bg/f — komplex cytochromu, PC — plastocyanin, F'D — ferredoxin, PSI — fotosystém 1,
PSII — fotosystém 11) [2]

Reakce svétlé faze fotosyntézy se odehravaji v membrané tylakoidi. Obr. 2 ukazuje
membranu tylakoidu, kterou prostupuji enzymy fotosystému I, cytochromd bg/f,
fotosystému I a ATP-synthasy. Prvnim stupném fotosyntézy je absorpce zafeni
chlorofylovymi molekulami, které jsou umistény v tylakoidech. Molekuly chlorofylu jsou
vazany na specialni bilkoviny, které je udrzuji optimalné¢ nasmérované, tak aby si mohly
predavat absorbovanou energii. Prostfednictvim téchto sbéraci je nashromazdéna energie
prenesena na molekulu chlorofylu a v tzv. reakénim centru.

Absorpci fotoni excitované elektrony opusti molekuly chlorofylu, projdou systémem
transelektronas o stoupajicim redoxpotencidlu a vrati se do zakladniho stavu v molekule
chlorofylu reak¢niho centra. Na cesté fetézcem transelektronas se Cast energie excitovanych
elektrond pouzije k vyrobé ATP, ve spfazeném dé&ji nazyvaném fotofosforylace. Systém
transportu elektronti, ktery zacina akon¢i v molekule chlorofylu reakcniho centra, aje
soucasné donorem i akceptorem elektront, se nazyva cyklicka fotofosforylace.

Energie svétlem excitovanych elektroni se muze ukladat idodalsi makroergické
slouCeniny, kterou je NADPH. Excitované elektrony se nevraceji zpét do molekuly
chlorofylu, ale vyuzivaji se k redukci NADP". Tento jev se nazyva necyklicka fotofosforylace
a je charakterizovana rovnici:

NADP +2H'+2¢ «—> NADPH+H"
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K regeneraci chlorofylu do ptivodniho stavu se musi pouzit elektrony z oxidace jiné
slouceniny, ktera slouzi jako donor elektront. Timto donorem je molekula vody, jejiz oxidace
vede ke vzniku O; podle rovnice:

2H,0 <> O, +4e +4H'

[1, 2]
-1 /-FI-::. .'"-._ -\-H"".
I/’ - T, o, A,
o,
-l:lla R ) .'.I X
- _ _.l‘;.
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o | I - i
| " ovklicks e .
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iE - B'f
= dEC
el b % e ~
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C.idp' i oL
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| CYh
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Obr. 3 Podrobné fotosyntetické schéma Z (OEC — komplex uvoliwujici kyslik, Pheo — feofytin,
PQu4, POp PQc — plastochinony, FeS — protein se Zelezem a sirou, PC — plastocyanin, Ay —
chlorofyl a, A; — fylochinon, X, A, B — ferredoxiny) [2]

Pti toku elektront se v oxidacné redukénich déjich méni redoxni potencial postupné se
uplatiiyjicich redoxnich systéma, jak ukazuje obr. 3. V reakénim centru fotosystému II je
obsazen chlorofyl Pggy (absorpéni maximum je 680 nm). Po absorpci fotonu preda excitovany
Peso elektron feofytinu a nasledné je elektron predan komplexu plastochinonu PQ, s Fe*".
Dva elektrony jsou zPQa pii dvou redukcich preneseny na PQg za vzniku PQg®. Tyto
plastochinony jsou pevné vazany k proteinium. Fotosystém II elektrony opoustéji navazany
na molekuly volné€ pohyblivych plastochinonti, kterych je v tylakoidni membrané vzdy
dostatek. Redukci se plastochinony méni na hydrochinony asméfuji k cytochromovym
komplextiim. Molekula chlorofylu Pggy se do svého ptvodniho stavu dostava tim, ze piijima
elektron pochazejici z vody. Avsak rozpadem jedné molekuly vody se uvoliuji dva elektrony.
Bylo ovSem zjisténo, ze se soucasné oxiduji dvé molekuly vody a tim se uvoliiuji celkem Ctyfi
elektrony. K redukci plastochinonu na hydrochinon jsou potiebné nejen dva elektrony, ale
také dva vodikové ionty, které vSak nepochézeji z fotolyzy vody. Jsou prebirany z vnéjsi
strany membrany (ze stromatu) a pii dalSich redoxnich zménéach (hydrochinonu na chinon) se
v membran€ uvoliiyji na jeji opacné stran¢€, tedy do lumen. Z toho vyplyva, ze oxidaci jedné
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molekuly vody anaslednym pienosem elektroni ve fotosystému II se lumen tylakoidu
obohatil o dva vodikové ionty.

Mezi komplexem cytochromi be/f a fotosystémem I prenasi elektrony plastocyanin, coz je
molekula proteinu pohybujici se v povrchové membrané dutiny tylakoidu. Tento protein
obsahuje koordinacné vazanou meéd’. Jakmile je svételnym kvantem ¢i rezonancnim pienosem
oxidovan aktivni chlorofyl P, chybgjici elektron je doplnén z plastocyaninu. Prvni akceptor
elektronu z Py je oznaCovan jako Ao, dalsi je oznaCovan jako A; a nasleduji tfi Fe-S
proteiny. VSechny jsou pfipojeny k integralnim proteinim reak¢niho centra. Potom dochazi
k prenosu elektronu na ferredoxin, ktery se nachazi na stromatalni stran¢ tylakoidni
membrany. Ferredoxin je dobfe rozpustny atudiz pohyblivy protein s obsahem zeleza.
Pfenasi elektrony ke kone&nému akceptoru v celém fetézci, k NADP', ktery je redukovan na
NADPH. Reakce je zprostiedkovana flavoproteinem ferredoxin-NADP reduktasou
a spotiebovavaji se pfi ni dva elektrony. [2, 3]

2.1.2 Temna faze (sekundarni procesy)

Temna faze fotosyntézy, neboli Calviniv cyklus (obr. 4), jiz neni zavisla na svétle.
Vyuziva se NADPH, ktery se nahromadi ve svétlé fazi a energie, ve formé ATP, k redukci
CO; nasacharidy. Biosyntéza sacharidi probiha v kapalné casti chloroplastu (stroma)
a v cytosolu a zahrnuje fadu enzymovych reakei. [1]

.
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':T“-.'IEC'H 12 H--C—=011
T (ee " ClH,DPOE
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Obr. 4 Calvinitv cyklus [2]
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Pti kazdé obratce Calvinova cyklu je zachycena jedna molekula atmosférického CO,
a zabudovana do organické slouceniny. K vytvoreni glukosy je tfeba 6 obratek Calvinova
cyklu. Dochéazi k napojeni CO, na pétiuhlikaty sacharid ribulosa-1,5-bisfosfat. Vznika
nestabilni Sestiuhlikaty meziprodukt, ktery se rozpadd na dvé molekuly 3-fosfoglyceratu.
Katalyzatorem reakce je ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa (Rubisco).

Ve vlastni produk¢ni fazi reaguji tit molekuly ribulosa-1,5-bisfosfatu se tfemi molekulami
CO,, coz vede ke vzniku Sesti molekul 3-fosfoglyceratu. Ten je fosforylovan pomoci ATP na
1,3-bisfosfoglycerat, ktery je nasledné redukovan pomoci NADPH na glyceraldehyd-3-fosfat.
Jedna molekula glyceraldehyd-3-fosfatu opousti Calviniv cyklus aje pouzita k syntéze
glukosy, zbylych pét molekul se ucastni regeneracni faze.

V regeneracni fazi je pét zbyvajicich molekul glyceraldehyd-3-fosfatu preménéno fadou
reakci na 3 molekuly ribulosa-5-fosfatu, s nimiz cyklus zacinal. Tato ¢ast Calvinova cyklu
probiha jiz bez dodani energie, ve formé& ATP, nebo redukcnich ekvivalentl, ve formé
NADPH. [2, 4]

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

V roce 1947 Wildman a Bonner [5] objevili pomoci elektroforézy v extraktu listd protein,
ktery u nékterych druhl tvofil az 50 % hmotnosti listd. Neméli o ném zadné informace
a nazvali ho Frakce 1. Teprve dalsi studie, které provedli Calvin a Massini [6], Quayle et al.
[7], Weissbach et al. [8] prokazaly, ze protein vykazuje enzymatickou aktivitu a katalyzuje
karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, za tvorby dvou molekul 3-fosfoglyceratu. Proto byl
enzym nazvan ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa. V dalSich letech Bowes et al. [9], Andrews
et al. [10], Lorimer et al. [11] objevili druhou katalytickou aktivitu enzymu, tj. oxygenaci
RuBP, ktera vede k tvorbé molekuly 3-fosfoglyceratu a molekuly fosfoglykolatu. Poté byl
nazev zménén na ribulosa-1,5-bisfosfat-karboxylasa/oxygenasa a postupné se pro né vzila
zkratka Rubisco.

Rubisco je povazovan za nejrozSifenéjsSi enzym na Zemi aje klicovym enzymem
fotosyntézy. Katalyzuje fixaci atmosférického CO, do organické hmoty atvoii jedinou
vstupni branu uhliku do biosféry. Ma velmi nizkou katalytickou uéinnost (ki = 2-12 s™).
Proto musi byt Rubisco pfitomen ve velkém mnozstvi, aby se udrzela dostate¢na rychlost
fotosyntézy. [12, 13]

2.2.1 Struktura

Rubisco je jeden z nejvétSich znamych enzymu. V pfirodé se vyskytuji dve strukturné
odli$né, ale analogické formy Rubisco. Prvni forma Rubisco je hexadekamer (obr. 5) aje
obsazen ve vysSich rostlinach, fasach a cyanobakteriich. Hexadekamer LgSg ma relativni
hmotnost 550 kDa, je slozeny z osmi velkych (L, 50-55 kDa) a osmi malych (S, 12-18 kDa)
podjednotek. Kazda molekula LgSg méa osm vazebnych mist pro protilatku a osm vazebnych
mist pro RuBP, ktera jsou lokalizovana ve velkych podjednotkach. Velkd podjednotka je
kédovana chloroplastovym genomem ajeji biosyntéza probiha na chloroplastovych
ribosomech, malou podjednotku koduje jaderny genom a je syntetizovana v cytosolu. [14]
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Obr. 5 Struktura enzymu Rubisco [15]

Druha forma Rubisco je homodimer a vyskytuje se unékterych purpurovych bakterii.
Homodimer L, mé relativni hmotnost 100-110 kDa, je slozeny ze dvou velkych podjednotek,
kazda o relativni hmotnosti 50-55 kDa. [16]

U vyssich rostlin je sekvence aminokyselin u velké podjednotky téméf shodna. Kazda
velkd podjednotka L se sklada z mensi N-terminalni domény, ktera je tvorena péti useky
s B-strukturou a dvéma o-helixy, tzv. a-B-tunely. Vétsi C-terminalni doména mé soudkovity
tvar aje slozena zosmi stoCenych struktur o/f. Mala podjednotka S se sklada ze
ctytvlaknovych antiparalelnich B-struktur, které jsou na jedné strané prekryty dvéma a-helixy.

[14]

Kazda L podjednotka obsahuje katalytické aregulacni misto a podjednotky S zvySuji

katalytickou aktivitu Rubisco. [15]

2.2.2 Aktivni misto a aktivace Rubisco

Aktivni misto (obr. 6) se nachazi v usti a-B-tunelu, kde k sobé& prtiléhaji dvé velké
podjednotky atvofi tak dimer L,. Ztoho plyne, ze homodimer L, je nejmensi funkcni
jednotkou Rubisco, protoze samotna velka podjednotka by nemohla vytvoftit aktivni misto
a nevykazovala by katalytickou aktivitu. [17]
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Obr. 6 Aktivni misto Rubisco s navazanym CABP [18]
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Calvinuv cyklus je regulovan tak, aby probihal pouze ve dne. Na aktivitu Rubisco maji vliv
Ctyti faktory zavislé na svétle:
e Rubisco ma ostré optimum u pH 8, pii osvétleni vzroste pH stromatu z hodnoty 7 na
hodnotu 8, nebot protony se ze stromatu od¢erpavaji do dutiny tylakoidu.
e Odgerpané protony jsou nahrazeny ionty Mg*", které jsou daleité k aktivaci Rubisco.
e NADPH je allostericky aktivovan ¢innosti fotosystému 1.
e Ve tmé je enzym Rubisco silné inhibovan 2-karboxyarabinitol-1-fosfatem. [4]

Aby bylo Rubisco katalyticky aktivni, musi byt aktivovano. Aktivace je zahajena vazbou
CO, na g-aminoskupinu Lys 201 za tvorby karbamatu. Na n&j se koordinaéné navaze Mg*",
Vazba Mg”* probiha pouze v alkalickém prostiedi a v nadbytku Mg*". [18]

Rubisco je plné aktivovano akarbamylovano pii vysoké okolni koncentraci CO;
a vysokém osvétleni. Pfi stanoveni in vifro ma schopnost karboxylace pouze aktivovana
enzymova forma. K aktivaci dochazi navazanim molekuly CO, a iontu Mg?", ktery stabilizuje
aktivni misto. RuBP se vaze do nekarbamylovaného mista mnohem pevnéji nez do mista
karbamylovaného a tim zabrafiuje piistupu Mg®". Proto musi byt pfitomna aktivasa Rubisco a
CO,, teprve potom je RuBP vyté€snén z aktivniho mista. Volny enzym potom muze byt

karbamylovan a vznikly komplex je nasledné stabilizovan opétovnym navazanim RuBP (obr.
7). [19]

irasvE Rive
M
) A, - .
{ \
E E oo EC Mg" ECM
H* H* .
' | 4 H O | H O .
E—hHy sEm== EebHg =,%-=f- E-—N—;D_ —‘—"'—-l,-— E_N_C‘:F-mgf' N y produsls
O " |
| 0 r-.-'l;h f i
RUBP—— FuBA fuap—d— Rugm Y f
F_F F, I'IlI
E—HH3* -BuBF W o A
MR E-N-C
ER = F-Mg®*- - SuRP
lj
1 P!
H O 1
ECME E—E:Q COporCe

" hg” " -RugF

Obr. 7 Aktivace enzymu Rubisco (E) karbamylaci aminokyselinového zbytku Lys 201 (vznikd
EC) nadsledovand navazdnim iontu Mg®" za vzniku ECM. Prestoze RuBP miize vézat
karbamylovanou (vznika ECMR) i nekarbamylovanou (vznikda ER) formu enzymu, pouze
karbamylovand forma je schopnd provadeét katalyzu. Pristup karbamatu k rezonancni formé
nesouct negativni naboj na obou kyslikovych atomech miize byt podstatny pro jeho
katalytickou funkci. [13]
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In vivo zprostiedkuje aktivaci aktivniho mista enzym aktivasa Rubisco. Aktivasa Rubisco
je chloroplastovy protein kodovany jadernym genomem, ktery usnadiuje aktivaci Rubisco pfi
fyziologickych koncentracich CO,. Aktivasa pifechazi zneaktivni formy do aktivni
hydrolyzou ATP a poté se navaze na Rubisco. Dojde k otevieni proteinové smycky a uvolnéni
RuBP. Aktivasa se deaktivuje a Rubisco pfijima CO,. Mnozstvi aktivni formy aktivasy zavisi
na poméru ATP/ADP ve stromatu aje jednim z faktord ovliviyjicich aktivitu Rubisco
v zavislosti na trovni aktivace. [19]

2.2.3 Fotorespirace

Rubisco katalyzuje dva druhy reakci — karboxylaci a oxygenaci RuBP. Pokud Rubisco
vyuziva jako substrat CO,, jedna se o karboxylaci (obr. 8), ktera je prvnim krokem
v Calvinové cyklu. Pokud Rubisco vyuziva jako substrat O,, tak se jednd o oxygenaci (obr.
9), a tato reakce je pric¢inou fotorespirace (svételné dychani). [2]
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Obr. 8 Karboxylace RuBP katalyzovand Rubisco [15]
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Obr. 9 Oxygenace RuBP katalyzovana Rubisco [15]

Fotorespirace zacina prenosem kysliku pomoci Rubisco na stejny substrat jako pfi
karboxylaci, tj. ribulosa-1,5-bisfosfat. Ribulosa-1,5-bisfosfat je nejprve pfeménén na enol
formu, a pomoci Rubisco dojde k zaclenéni O,, za vzniku nestabilni peroxoslouceniny. Tato
peroxosloucenina se ve vodném prostfedi rozpada na jednu molekulu 3-fosfoglyceratu a jednu
molekulu fosfoglykolatu. Z fosfoglykolatu se odstépuje fosfatova skupina a vznikly glykolat
se transportuje z chloroplastu do blizkych peroxisomu. Tam je oxidovan na glyoxylat a ten je
dale transaminovan na glycin. Natyto reakce v peroxisomu navazuji dal§i, tentokrat
v mitochondriich: tvorba jedné molekuly serinu ze dvou molekul glycinu — uvolfiuje se pii
tom pojedné molekule CO, aNH; Serin muze byt jednak vyuzivan v dusikovém
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metabolismu buriky (syntéza dalSich aminokyselin, bilkovin a jinych slozit&jSich latek), ale
muze byt také transportovan zpét do peroxisomu, kde po transaminaci a redukci (za spotieby
jedné molekuly NADH) vznika glycerat. Ten se v chloroplastech fosforyluje za ucasti jedné
molekuly ATP na 3-fosfoglycerat, ktery mize byt vyuzit k regeneraci pivodniho substratu,
ribulosa-1,5-bisfosfatu. Tim se cely cyklus uzavira (obr. 10). [3]
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Obr. 10 Pritbéh fotorespiracnich reakct [3]

Fotorespirace je energeticky nevyhodna reakce, dochazi ke ztraté jednoho atomu uhliku, ve
formé CO, ajedné molekuly ATP. Fotorespirace ovSem také poskytuje rostliné dulezité
metabolity, napf. glycin aserin. Rychlost fotorespirace je 4krat menSi nez rychlost
karboxylace za normélnich atmosférickych podminek pfi 25 °C. Fotorespirace, stejné jako
karboxylace, potiebuje Lys 201 v karbamatové forme. [15]

2.3 Vliv zvySené koncentrace CO; na rostliny

Utinky zvysené koncentrace CO, na rostliny se projevuji zejména zménou rychlosti
fotosyntézy, fotorespirace a také vodivosti praducht. Griffin et al. [20] zjistili velké rozdily
v nékterych parametrech rostlin péstovanych pii zménéné koncentraci CO, a to pouze béhem
svételné periody ve srovnani s trvale snizenou nebo zvySenou koncentraci. Z teoretické
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1 praktické stranky vyplyva, ze zvySeni koncentrace CO, zvySuje rychlost fotosyntézy. Avsak
pii dlouhodobém pusobeni vyssi koncentrace CO, se u vétSiny rostlin takto zvySena rychlost
pomalu snizuje. Toto snizeni miize probihat az na plivodni uroven a to tim, Ze se v listech
rostlin snizuje obsah enzymu Rubisco. Tento proces je pak nazyvan aklimace nebo aklimacni
deprese a jejim nejCast€jSim vysvétlenim je nahromadéni sacharida ve fotosyntetizujici tkani.
[21]

2.3.1 ZvySena rychlost fotosyntézy
Rychlost fotosyntézy jako funkce koncentrace CO; je kiivocara zavislost s nasycenim. Pro
jeji matematicky popis se pouziva nejcastéji rovnice Michaelise a Mentenové:

P

pP= max CC02

Ceo, - K

c

kde P je rychlost fotosyntézy, P,y je nejvyssi mozna hodnota rychlosti fotosyntézy a K. je
konstanta obdobna konstanté Ky, z rovnice Michaelise a Mentenové. [22]

Dietz [23] zistil, Ze zvySeni rychlosti fotosyntézy je vysledkem zmén rychlosti
karboxylace a inhibice fotorespirace zpusobenych zvySenou koncentraci CO, ve vzduchu
kolem fotosyntetickych organt rostlin. Mira tohoto zvySeni zavisi na mnoha faktorech,
zejména na ozarenosti rostlin (obr. 11).
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Obr. 11 Zavislost rychlosti fotosyntézy na ozdrenosti pri riizné koncentraci CO,, uddvajici
cisla u krivek [24]

Z obrazku je patrné, ze vyssi koncentrace CO, zpusobuje zvySeni rychlosti fotosyntézy,
a to zejmeéna pii vy$Sim ozareni. Toto zvySeni rychlosti fotosyntézy je ovSem také patrné pfi
nizSich hodnotach ozarenosti, coz ma pozitivni vliv zejména v dobé kratce po rozednéni
a pred setménim.

Na obr. 12 mizeme vidét, jak roste rychlost fotosyntézy v zavislosti na koncentraci CO,,
ozatenosti a teplote.
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Obr. 12 Zavislost rychlosti fotosyntézy na teploté pri riiznych tirovnich ozareni a koncentrace

CO, [22]

Na zvyseni rychlosti fotosyntézy maji kromé& zvySeni koncentrace CO, také vliv jeho
vzajemné interakce se zmeénou teploty. Naobr. 13 je zndzornén typicky vliv teploty
na rychlost fotosyntézy pii riznych koncentracich CO,. Z grafu je patrné, ze s vyssi
koncentraci CO, se teplotni optimum posouva k vyssim teplotdm a toto optimum se vyrazné

zuzuje.

Py, (umol (CO,) mol™' s™)

10 20 30 40

Teplota ("C)

Obr. 13 Zavislost rychlosti fotosyntézy na teploté pri ozdrenostech, jejichz hodnoty jsou

v grafu [24]

Cannell a Thornley [25] odvodili, Ze rychlost fotosyntézy se zvySuje vyraznéji pii vysSich
teplotach se spoluptisobenim vys$si koncentrace CO,. Tento proces se projevuje zejména
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v teplejSich oblastech. Pokud se zvysi teplota nad teplotni optimum muze to mit inhibicni
ucinek na fotosyntézu.

2.3.1.1 Aklimace na zvySenou koncentraci CO,

Aklimace je prizpusobeni rychlosti fyziologickych procesti na zménéné hodnoty nékterych
faktori vnéjSiho prostiedi. Timto rozumime zmeény, ke kterym dochazi pii dlouhodobém
péstovani rostlin pfi zménénych podminkach. Demmers-Derks et al. [26] sledovali pokles
rychlosti fotosyntézy, snizeni mnozstvi nebo aktivity Rubisco ¢i dalSich enzymia Calvinova
cyklu u rostlin dlouhodobé vystavenych vyssi koncentraci CO,. Nejnapadnéji se tato aklimace
projevuje postupnym poklesem rychlosti Cisté fotosyntézy.

Oosten a Besford [27] vysvétlili omezeni aktivit fotosyntetického aparatu pfi pestovani
ve zvySené koncentraci CO, nasledujicim zpisobem. Pfi kultivaci rostlin v béznych
podminkach a pfi okolni koncentraci CO, odpovida rychlost tvorby asimilati kapacité
transportnich drah. Za této situace je exprese fotosyntetickych gent fizena predevsim svétlem
a stupném vyvoje rostliny. Pfi kultivaci v podminkach zvysené koncentrace CO, presahuje
rychlost tvorby asimilati moznosti jejich transportu.

V zasad€ jsou dva divody pro aklimaci:

e Rostlina neni schopna vyuzit nadbyte¢né asimiléaty, proto reguluje pokles aktivity
jejich zdroja.
e Pro fotosyntézu pii vyssi koncentraci CO; je postacujici mensi mnozstvi Rubisco.

2.3.2 Rychlost fotorespirace

Metabolické zaklady fotosyntézy a fotorespirace spocivaji ve schopnosti enzymu Rubisco
navazat na stejny substrat, kterym je ribulosa-1,5-bisfosfat, jak CO, (karboxylace) tak 1 O,
(oxygenace). Navazanim molekuly O, na uvedeny substrat vznika fosfoglykolat, jimz zacina
tzv. glykolatova cesta, béhem niz se pfi postupném navazani dvou molekul O, uvolni jedna
molekula CO,. Fotorespirace je diky wvySsi koncentraci CO, inhibovana. SniZenim
koncentrace O, na méné jak 5 %, nebo zdvoj- az ztrojnasobenim koncentrace CO, dochazi
k uplné inhibici fotorespirace. [24]

2.3.3 Vodivost praduchu

Zvysena koncentrace CO,, vyvolava u vétSiny rostlin pfivieni pruducht. Drake et al. [28]
provedli 41 pokust s 28 druhy rostlin a zjistili, Ze primérné snizeni vodivosti pruduchd pfi
dvojnasobné koncentraci CO; ¢ini 20 %. Snizena rychlost transpirace modifikuje jednotlivé
slozky energetické bilance listu, coz se promita i ve zmén¢ jejich teploty. Idso et al. [29]
prokazali, ze zvySeni teploty listi zvySenou koncentraci CO, je pfimo umérné poklesu
vodivosti pruduchda.

Woodward a Kelly [30] shrnuji vysledky 122 praci zahrnujicich celkem 100 rostlinnych
druht (obr. 14). Z tohoto poctu byla aklimace prokazana u 74 % druht a primérné snizeni
frekvence pruducha Cinilo 14,3 %. Woodward a Kelly se domnivaji, Ze snizeni frekvence
pruducha je tim vétsi, ¢im je samotna hodnota frekvence pruduchi pii obvyklé atmosfére
VySSi.
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Obr. 14 Vliv zvySené koncentrace CO; na frekvenci priiduchii u rostlinnych druhu [30]

2.3.4 Rychlost dychani

Gonzalez-Meler et al. [31] prokazali pfimy vliv zvySené koncentrace CO, na dychani
rostlin. Doslo ke snizeni rychlosti respirace, pii zvySené koncentraci CO,. ZvySenou
koncentraci, prokazali inhibici externé dodaného sukcinatu nebo NADH k suspenzi
mitochondrii. Pfitom zjistili, Ze zvySenou koncentraci CO, je inhibovana aktivita
sukcinatdehydrogenasy 1 cytochrom-c-oxidasy. Zdvojnasobenim koncentrace CO, se snizila
rychlost pfijmu kysliku mitochondriemi o 10 az 15 %.

2.3.5 Teplota

Se stoupajici teplotou rychlost fotosyntézy roste, pii vyssich teplotach se vSak prirtstky
rychlosti zmenSuji, kiivka vytvofi maximum a nakonec zacne rychlost fotosyntézy klesat.
Tento pokles zaCind uz pti nizsich teplotach, které jesté fotosynteticky aparat neposkozuji.
Avsak pfi jesté vysSich teplotach je vyznamnou slozkou poklesu také naruSeni normalniho
usporadani fotosyntetického aparatu vcetné denaturace bilkovin. Pfi téchto teplotach se
rychlost fotosyntézy snizuje s Casem tou meérou, jak postupuje narusSeni fotosyntetického
aparatu. Tvar kiivky se méni s Casem, po n¢jz je fotosynteticka soustava vystavena vysoké
teploté (obr. 15). Vzestupné rameno teplotni kfivky je exponenciala. Velmi Casto se vSak
kiivka od tohoto pribéhu odchyluje jiz pii nizsich teplotach a vzdy se zacne odchylovat pfi
vysSich teplotach, kdyz vytvafi maximum. [22]
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Obr. 15 Zavislost rychlosti fotosyntézy na teploté pri riiznych urovnich ozdareni a koncentrace

CO, [22]

Acock et al. [32] zjistili, Ze zvySeni koncentrace CO, zvySuje teplotni optimum
fotosyntézy. To znamena, ze relativni pokles rychlosti fotosyntézy pii teplotach presahujicich
teplotni optimum rostlin péstovanych v okolni koncentraci CO, je kompenzovan pravé
posunutim tohoto optima. S teplotou také klesa kvantovy vytézek fotosyntézy, tj. pocet mola
CO, fixovaného absorpci jednoho molu fotont. ZvySeni tohoto vytézku zvySenim
koncentrace CO; je rovnéz umérné teplote.

2.3.6 Ozarenost

S rostouci ozafenosti se snizuje ucinnost pfemény pohlceného zafeni, tj. snizuje se podil
pohlcenych fotonu, jejichz energie se zachova v podobé rozdélenych naboju a zvysuje podil
téch, jejichz energie se preméni v teplo nebo ve fluorescenci. Rychlost pfemény zareni zavisi
na ozafenosti obdobné jako rychlost enzymatické reakce na koncentraci substratu: prirastky
rychlosti v odezvé na prirtstky ozafenosti se postupné zmensuji, az se dojde ke stavu, kdy
dal3i zvySovani ozafenosti jiz pochod prakticky neurychluje. Rika se, Ze rychlost pochodu je
nasycena zafenim. Pro matematicky popis této zavislosti muzeme pouzit shodné rovnice,
jakou pro enzymatické reakce navrhli Michaelis a Mentenova:

P

max

CI+K,

kde P je rychlost fotosyntézy, Pmay je nejvyssi mozna rychlost fotosyntetického pochodu, I je
ozarenost a K, je konstanta obdobna konstanté K, z rovnice Michaelise a Mentenové. [22]
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Obr. 16 Zavislost rychlosti fotosyntézy na riiznych urovnich ozdreni a teploté [22]

2.3.7 Utinky zvy$ené koncentrace CO; na di-eviny

Pro dfeviny je charakteristicka zejména tvorba jejich sekundarnich pletiv, ktera poskytuji
pevnost ipfi velkych vySkach kment. Jedna se o velkou investici zejména uhliku
do bunéénych stén. Tyto energetické a materialni naklady jsou kompenzovany dlouhou
zivotnosti téchto rostlin. Délka jejich zivota vSak zpusobuje problém pfi studiu vlivu zmény
klimatu na rast a produkci, protoze vyzaduje i adekvatné dlouhé doby méfeni. [24]

Zvyseni koncentrace CO, zvySuje rychlost vyvoje predevsim v pocatecnich fazich. To pak
¢ini problémy ve srovnani variant s riznou koncentraci CO,, protoze se ve stejném okamziku
srovnavaji vyvojove rozdilné rostliny. Hattenschwiller et al. [33] sledovali tloustku letokruht
a dubu cesminového, které rostly 30 let pobliz pfirozeného zdroje CO, v atmosféte obsahujici
650 pmol CO, mol™ vzduchu. Sitka letokruhl u t&chto stromd byla o 12 % vétsi ve srovnani
se stromy rostoucich pfi standardni koncentraci CO,. Tyto rozdily se projevily pouze
u mladych stromi, ke konci sledovaného obdobi (tj. u strom starych 25-30 let) se jiz rozdily
neprojevily. Hattenschwiller et al. odvozuji, ze v atmosféfe se zvySenou koncentraci CO,
muze dojit k rychlejsi regeneraci lesnich porosta.

Saxe et al. [34] odmitaji projev aklimace u devin. Provedli fadu pokusu, v nichz zvySena
rychlost fotosyntézy v dusledku zvySené koncentrace CO, zistava zachovana i pfi
nékolikaleté kultivaci stromt pfi této zvySené koncentraci CO,. Osborne et al. [35] vyvodili
ze svych pokust zcela odlisné zavéry. Po dobu témer 4 let sledovali vliv zvySené koncentrace
CO; najahodku indickou. Prokazali vyraznou aklimaci, ktera se projevila zejména poklesem
mnozstvi enzymu Rubisco.
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2.4 Aktivita a mnozstvi Rubisco

Aktivita predstavuje mnozstvi enzymu, které pfeméni za standardnich podminek za
1 sekundu 1 mol substratu. V piipadé Rubisco se aktivita vyjadiuje jako latkové mnozstvi
asimilovaného CO, za sekundu na jednotkovou plochu listu [umol (CO,)s™ m™]. Lze takeé
vyjadfit 1 specifickou aktivitu, tj. latkové mnozstvi asimilovaného CO, za sekundu na
jednotkovou hmotnost enzymu [pumol (CO,)s” g"']. Aktivita Rubisco je ve srovnani
s béznymi enzymy velice nizka. Zatimco bézné enzymy premeéni asi tisic molekul substratu
za sekundu, Rubisco pfeméni necelé tfi molekuly substratu za sekundu. Jeho pomalost je
kompenzovana jeho velkym mnozstvim.

Pfi stanoveni aktivity Rubisco in vifro se rozliSuje aktivita pocatecni a celkova. Pfi méfeni
pocatecni aktivity je extrakt do reakcni smési pridan az tésné pred méfenim. Proto se Rubisco
nemuze aktivovat vice, nez bylo aktivovano in vivo. Pfi méfeni celkové aktivity je extrakt
15 minut inkubovan s aktivaénimi roztoky, které obsahuji CO, a Mg*" ionty ve formé& KHCO;
a MgCl,. Timto dojde k aktivaci aktivnich center Rubisco, pokud vSak nejsou obsazena pevné
vazanymi inhibitory. Z tohoto davodu je pocateCni aktivita niz§i nez aktivita plné
aktivovaného, neinhibovaného enzymu. Z poméru pocatecni a celkové aktivity se stanovuje
stupenl aktivace v procentech. Aktivace a deaktivace in vivo je velmi pomalé. Pro aktivaci je
tfeba 4-5 minut a pro deaktivaci 20-25 minut. [13, 36]
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Obr. 17 Casovy pritbéh pocatecni aktivity, mnozstvi Rubisco a aktivace béhem stdrnuti listii
od zasazeni rostliny [37]
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Aktivni misto Rubisco muze byt blokované riznymi inhibitory, které neni mozné odstranit
aktivaci in vitro. V noci apifi malém ozafeni se na aktivni misto pevné vaze 2-
karboxyarabinitol-1-fosfat (CA1P), ktery se velmi podoba 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu.
Rubisco ve tmé neni nikdy kompletné inaktivovano a stupeni aktivace se pohybuje mezi
30-40 %, v zavislosti na druhu. Mezi denni inhibitory patii substratové analogy D-xylulosa-
1,5-bisfosfat (XuBP) a 3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfat (3-KABP). [38, 39]

Mnozstvi aktivované formy se méni v horizontu 5-20 minut v zavislosti na mnozstvi
svétla, substratu (RuBP), mnozstvi dostupného CO, a pfitomnosti inhibitora. Aktivita enzymu
Rubisco je veli¢ina hodné promeénliva a vyjadiuje pouze mnozstvi katalyticky aktivnich forem
Rubisco, proto se také stanovuje celkovy obsah enzymu.

2.5 Metody stanoveni aktivity

Pro stanoveni aktivity se vyuzivaji metody neptfimé (in vivo) a metody pifimé (in vitro).
Mezi neptfimé metody patfi napf. metoda gazometrickd, mezi metody pifimé patii napf.
metoda spektrofotometricka a radiometricka.

Vysledna aktivita Rubisco stanovena in vifro je niz§i nez pfi stanoveni in vivo. Rogers et al.
[40] tento rozdil zdtvodnili nedostate¢nou extrakci enzymu Rubisco pii stanoveni in vitro. Po
extrakci a centrifugaci prechazi do supernatantu pouze 33 % z celkového mnozstvi enzymu.

2.5.1 1Invivo

2.5.1.1 Gazometrické stanoveni

Gazometrické metody jsou zalozeny na principu méteni rychlosti spotieby CO, rostlinami.
Podle uspofadani méfici aparatury, zejména zapojeni infraCerveného analyzatoru plynu
(IRGA) do méficiho systému, rozliSujeme gazometrické metody: uzaviené a oteviené (obr.
18). Objekt je nutno vlozit do asimilaéni komory, ktera je vzduchotésnd, termostabilni
a s dokonalou cirkulaci vzduchu uvnitt komory. Pokles koncentrace CO, v okoli rostliny se
méii pomoci infracerveného analyzatoru plyna. [41, 42]

hmotovy

oumpa IRGA  pritokomér

EGM-3 Hastings

zvlhcovac

Obr. 18 Otevireny gazometricky systém [42]
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2.5.2 1Invitro

2.5.2.1 Spektrofotometrické stanoveni

Spektrofotometrické stanoveni aktivity je zalozeno na zméné absorbance pii oxidaci
NADH. K tomuto dochazi v systému sprazenych chemickych reakci, které predstavuji prvni
tf1 kroky Calvinova cyklu. Zmeéna absorbance se méfi pti 340 nm.

Soucasna spektrofotometricka stanoveni aktivity Rubisco vychazeji z metody, kterou
publikovali Lilley a Walker [43]. Jako zakladni pufr se pouziva N-2-hydroxyethylpiperazin-
N’-ethansulfonova kyselina (HEPES), tris(hydroxymethyl)aminiomethan (TRIS) nebo N N-
bis-2-hydroxyethylglycin (BICIN) o pH 7,7-8,2. Pro aktivaci Rubisco se do reakéni smési
nejéast&ji piidava 10 mmol dm™ KHCO; a 20 mmol dm™ MgCl,. Hydrogenuhlicitan draselny
soucasné poskytuje oxid uhlicity pro karboxylaci.

Mezi karboxylacni reakci a oxidaci NADH byla objevena Casova prodleva. OvSem tento
nezadouci efekt muze byt eliminovan pfidanim ATP do reak¢ni smési regenerujiciho systému.
Tento systém predstavuje fosfokreatin, ktery odstrafiuje ADP z reakcni smési. [43]

Extrakci enzymu lze provadét riznymi zpusoby, nesmi ovSem dochazet ke zménam
aktivity.

Besford [44], Du et al. [45], Gerard a Driscoll [46], Parry et al. [36], Li et al. [47] aj.
doporucuji vzorek ihned po odebrani ze stromu zvazit, zméfit jeho plochu a zmrazit
v kapalném dusiku. Pfed vlastnim stanovenim rozetfit vzorek v tfeci misce s mofskym piskem
a kapalnym dusikem a poté extrahovat Rubisco extrakénim pufrem (HEPES, TRIS nebo
BICIN) a po centrifugaci stanovit aktivitu enzymu v supernatantu.

Tissue et al. [48] preferuji jiny postup, ktery je vhodnéjsi pro jehli¢nany. Ty obsahuji velké
mnozstvi fenolickych latek a terpent, které pii zmrazeni kapalnym dusikem rozrusuji
strukturu Rubisco a tim snizuji jeho aktivitu. Proto navrhuji Cerstvé odstiizené jehlice ithned
homogenizovat pti 0°C ve 100 mmol dm™ HEPES, s piidavkem 5 mmol dm™ EDTA a2 %
polyvinylpyrrolidonu, extrakt zcentrifugovat a teprve kapalny supernatant zmrazit v kapalném
dusiku.

Pii spektrofotometrickém stanoveni aktivity enzymu Rubisco se rozliSuje pocatecni
a celkova aktivita. Pocatecni aktivita se stanovuje ihned po extrakci enzymu, kdy se Rubisco
nestaci aktivovat vice nez bylo aktivované in vivo (fyziologicky aktivované mnozstvi). Tato
aktivita je zavisla na podminkach, pfi kterych byl vzorek odebran. Celkovéa aktivita se méfi po
10-15 minutové inkubaci enzymu s CO, a ionty Mg”™". Pii této inkubaci dochazi k aktivaci
vSech aktivnich enter, ktera nejsou blokovana pevné€ vazanymi inhibitory (ribulosa-1,5-
bisfosfat a ribosa-5-fosfat). Po inkubaci je reakce iniciovana pridavkem substratu a méfena
absorbance. [40]

2.5.2.2 Radiometrické stanoveni

Radiometricka metoda je zaloZena na asimilaci radioaktivng znageného uhliku *C. Proto je
nutné pied stanovenim odstranit z reakéni smési veskery CO, aendogenni uhli¢itany. Do
reakéni smési se pfid4 znamé mnozstvi "*C ve formé NaHCOs a reakce se nastartuje znamym
mnozstvim RuBP nebo extraktem aktivovaného enzymu. Po 60 sekundach se zastavi
ptidavkem HCI. Volny CO, se ze smési kvantitativné odstrani a poté se zméfti radioaktivita
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produktd, ktera odpovid4a mnozstvi asimilovaného '*CO,. Radioaktivita se ur& pomoci
spektrometrie s kapalnym scintilatorem. [49]

2.6 Metody stanoveni obsahu

2.6.1 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patii mezi nejpraktictéjsi a nejvykonnéjsi metody pouzivané pro
déleni bilkovin. Pouziti poréznich gelt (agarosy nebo polyakrylamidového gelu) umoziuje
separaci molekul na principu sitového efektu azaroven nazakladé elektroforetické
pohyblivosti délenych latek.

Na ionty, pohybujici se konstantni rychlosti umérnou velikosti jejich naboju, puasobi
elektricka sila:

I, =qk

kde q je naboj iontu a E je sila elektrického pole. V opacném sméru pusobi na ionty odporova
sila:

F, =—6rxnrv
kde n je viskozita prosttedi, r je polomér Castice a v je rychlost ¢astice.

Bézné pouzivanym nosicem je polyakrylamidovy gel, ktery je inertni, mechanicky pevny,
pruhledny a dava moznost pfipravy nosie ruznych predem urCenych vlastnosti (hustota
zesitovani gelu, gradient hustoty gelu aj.). Polyakrylamidovy gel se pfipravuje kopolymeraci
dvou monomert, akrylamidu a N,N'-methylenbisakrylamidu. Kopolymerace probiha
v roztoku pufru za pfitomnosti iniciatoru peroxodisiranu amonného. Pisobenim svétla se
molekuly iniciatoru rozkladaji za vzniku volnych radikalt, které zahaji vlastni polymeracni
reakci. Jako stabilizator volnych radikald se pouziva N N,N’ /N’-tetramethylethylendiamin
(TEMED) nebo dimethylaminopropionitril (DMPN). Polyakrylamidovy gel ma strukturu
sestavajici se z otevienych pora urcité velikosti, obsahujicich kapalinu s pufrem. Chemickou
strukturu gelu zachycuje obr. 19. Je-li velikost téchto poérd srovnatelna s velikosti
bilkovinnych molekul, pak se tyto molekuly pfi prichodu gelem setkavaji s odporem, v jehoz
dusledku se pak rozdéli podle své velikosti.
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Obr. 19 Chemicka struktura polyakrylamidového gelu [50]

Castou variantou je elektroforéza v piitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS), ktery se
vaze na bilkoviny v poméru piiblizné¢ 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny a udili jim uniformni,
zaporny naboj, ktery prekryva vlastni naboj proteinu. Proteiny pokryté SDS maji tak shodné
poméry poctu naboji na jednotku hmoty a podobny, valcovity tvar. Nasledkem toho se pfi
SDS-PAGE bilkoviny déli pfedevsim na zdkladé rozdilnosti molekulovych hmotnosti.
Pisobenim SDS se porusi nekovalentni interakce mezi podjednotkami a pokud se pfida
2-merkaptoethanol, ktery redukuje disulfidové mustky, Ize stanovit molekulovou hmotnost
jednotlivych podjednotek.

Dalsi variantou je diskontinualni elektroforéza (obr. 20), ktera pouziva dva rizné gely. Pii
tomto postupu se mezi elektroforeticka skla naléva nejdiive separacni gel, ktery se po ztuhnuti
prekryje vrstvou zaostfovaciho gelu s velkymi pory. Zaostfovaci gel bilkoviny zkoncentruje
a v separatnim gelu pak dochazi k vlastni separaci bilkovin. Prouzky jednotlivych latek
vzniklé pfi elektroforetickém déleni se daji na gelu zviditelnit ponofenim gelu do roztoku
obsahujiciho alkohol a barvivo nazyvané Coomassie blue. Proteiny jsou v tomto roztoku
jednak denaturovany a tim i fixovany, jednak se vytvareji komplexy barvivo-protein.
Prebytek barviva se odstrani vymyvanim gelu kyselym roztokem nebo elektroforetickym
odbarvenim. Intenzita zbarveni je pfimo imérna koncentraci proteinu a vzdalenost od mista
naneseni je nepiimo umérna jeho molekulové hmotnosti. Ke kvantifikaci bilkovin se pouziva
software, ktery prevede jednotlivé zony na piky. Koncentrace urcitého proteinu se vypocita
porovnanim plochy piku stanovovaného proteinu s plochou piku standardu. [50]
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Obr. 20 Aparatura pro diskontinudlni polyakrylamidovou elektroforézu [50]

2.6.2 HPLC

Vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC) je druh kapalinové chromatografie, kde je
separace slozek analytu urychlena Cerpanim elu¢niho ¢inidla pod velkym tlakem (obr. 21).
Tato metoda je zalozena na vzniku slabych vazeb mezi slozkami mobilni faze, ktera obsahuje
vzorek a pevnou fazi, ktera tvoii napli kolony. Slozky analytu jsou k pevné fazi vazany rizné
velkou silou v zavislosti na riznych chemickych ¢i fyzikalnich vlastnostech této dvojice.
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Obr. 21 Schéma kapalinového chromatografu [51]

Metoda HPLC se pro stanoveni mnozstvi Rubisco pouziva v mensi mife v porovnanim
s ostatnimi metodami. Pfi stanoveni pomoci HPLC se pouziva gelova kolona, ktera déli
jednotlivé slozky podle velikosti Castic, ato tak, ze nejrychleji prochazeji velké molekuly
a nejvice zadrzovany jsou malé molekuly. [51]
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Antonov a Soshinsky [52] pouzili kolonu Sepharose CL6B (0,9%50 cm) ajako elu¢ni
roztok HEPES o koncentraci 15 mmol 1" apH 7,6, obsahujici EDTA (c=0,1 mmol ™)
a 2-merkaptoethanol (¢ = 10 mmol I™"). Objemovy pritok eluéniho roztoku byl 15 cm min™.

Metodu gelové chromatografie pouzili také Luo et al. [53], kde byla pouzita kolona
TSKgel G3000SWxy, (0,78%30 cm). Jako eluéni roztok byl pouzit MOPS pufr o koncentraci
50 mmol I" apH 7,0, obsahujici Na,SO4 (c=0,2mmol 1"). Objemovy pritok elugniho
roztoku byl 0,5 ml min™. Celé stanoveni bylo provadéno pii teplot& 4 °C.

2.6.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je zalozena na rovnovaze elektrické a odporové sily pusobici na
elektricky nabitou Castici v elektrickém poli. Na Castice analytu pusobi také elektroosmoticky
tok (ve sméru pohybu castic) atreci sila (proti pohybu castic). Odporovou silu lze zvysit
pouzitim elektroforézy v sitovém prostredi, kde je kapilara naplnéna gelem nebo Castéji je
pouzit jako separa¢ni pufr roztok linearnich polymera. [54]

Kapilarni elektroforéza probiha ve velmi tenkych kapilarach zhotovenych z kiemene, skla
nebo plastu. Tyto tenké kapilary odvadéji teplo, takze mohou byt pouzita elektricka pole
s vysokym napétim, ¢imz se snizi Cas potiebny pro déleni vzorku na nékolik minut. [50]

Tuto metodu pouzil ke stanoveni Rubisco ve své praci Warren [55]. Stanoveni bylo
provedeno za pouziti kfemenné kapilary pokryté SDS (pramér 100 um, efektivni délka
11,2 cm). Jako separacni pufr byl pouzit SDS 14-200 gel (Beckman-Coulter) a analyza byla
provedena pii teploté 20 °C anapéti 9 kV. Po dokonceni analyzy byla kapilara 1 minutu
vymyvana HCI (c = 1 mol 1™") a nasledn& 2 minuty vymyvana separaénim pufrem.

Dal$i variantu uvadéji Warren et al. [S56] v praci, kde byla pouzita kiemenna nepotazena
kapilara (prameér 50 um, celkova délka 24 cm, efektivni délka 19,4 cm). Jako separacni pufr
byl pouzit CE-SDS proteinovy méfici pufr. Elektroforéza byla provedena pii teploté 20 °C
anapéti 15kV. Po kazdém méfeni byla kapilara 90 s vymyvana NaOH (c=0,1 mol 1™"),
60 s HCI (c = 0,1 mol I"") a 120 s CE-SDS proteinovym méficim pufrem.

2.6.4 Imunologické metody

2.6.4.1 ELISA

ELISA je analyticka metoda, ktera se pouziva ke kvantitativnimu stanoveni rtznych
antigeni. Metoda ma nékolik variant; vSechny jsou zalozeny na vysoce specifické interakci
antigenu a protilatky, pfiCemz najednoho z téchto partnert je kovalentné¢ navazan enzym.
Tento enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery je pfidan do reakéni smési, na
produkt. Pokud je wvysledny produkt barevny, stanovuje se spektrofotometricky, je-li
fluoreskujici, stanovuje se fluorimetricky. Koncentrace produktu je Umérna koncentraci
antigenu nebo protilatky ve vzorku. Dals§im spolecnym znakem metod ELISA je zakotveni
antigenu nebo protilatky na nerozpustny nosi¢, coz usnadiiuje separaci imunochemicky
navazanych molekul. [57]

Nassoury et al. [58] pouzili metodu ELISA pro stanoveni Rubisco. Protilatky byly
vypeéstovany uvniti zivych kralikl. Protilatka pro Rubisco byla pfipravena inzerci cDNA
kodujiciho Rubisco a piipravena DNA byla vlozena do pQE31 vektoru. Vektor byl vlozen do
bun¢k MI15, které byly kultivovany a ziskand protilatka Rubisco byla purifikovana afinitni
chromatografii. Rubisco bylo reakci s pfipravenou protilatkou za souCasné interakce

31



s peroxidasou oznacenym sekundarnim antigenem a substraitem 3,3°,5,5 -tetramethyl-
benzidinem stanoveno fotometricky pfi vinové délce 650 nm.

2.6.4.2 RadioimunosraZeci technika

Jedna se ometodu Casto vyuzivanou mnohymi autory ke stanoveni mnozstvi enzymu
Rubisco. Extrakt Rubisco je aktivovan inkubaci v pfitomnosti HCOs™ a Mg”". Dale je Rubisco
inkubovano v piitomnosti radioaktivng znadeného '*C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu
a protilatkového séra se specifickou afinitou k Rubisco. Vznikne srazenina komplexu
Rubisco-'*C  2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfat-protilatka, —ktera je  =zfiltrovana na
polysulfonovém filtru apromyta od nadbytku 'C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu.
Mnozstvi Rubisco je umérné urovni radiace vyzafované srazeninou. Metodu je nutné
kalibrovat na standard Rubisco. [59]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Vliv stafi jehlic na aktivitu a obsah enzymu Rubisco v podminkach normalni a zvySené
koncentrace CO, byl sledovan u smrku ztepilého (Picea abies). Stromky byly kultivovany
v minisférach na Experimentalnim ekologickém pracovisti Ustavu systémové biologie
a ekologie AV CR naBilém KiiZi v Moravskoslezskych Beskydech (obr. 22). V prvni
minisféfe je atmosféra s normalni koncentraci CO,, coz je asi 350 pmol CO, mol™, je
oznacovana A — ambient. V druhé minisféfe je atmosféra se zvySenou koncentraci CO,, coz je
700 pmol CO, mol™, je oznadovana E — elevated.

Vzorky jehlic byly odebirany ve dvou terminech. Dne 12. 6. 2008, v ase od 14:30 do
15:35 hod byly odebirany vzorky pro stanoveni aktivity a v ¢ase od 15:50 do 16:40 hod byly
odebirany vzorky pro stanoveni obsahu. Dne 29. 9. 2008, v ¢ase od 12:00 do 12:30 hod a od
12:50 do 13:20 hod byly odebirany vzorky pro stanoveni aktivity. A v Case od 12:30 do
12:50 hod a od 13:20 do 13:45 hod byly odebirany vzorky pro stanoveni obsahu.

Odbér vzorkl jehlic byl proveden odstfizenim jehlic z vétvicky tak, aby na ni zdstal asi
I mm zbytek. Pro stanoveni se pouzivaly jen zdravé jehlice. Jehlice byly odstfizeny
z nékolika stromka a byl vytvoren smésny vzorek, ze kterého bylo odvazeno asi 60 mg. Tyto
jehlice byly posléze naskenovany, pro pozd€jsi wvypocet jejich plochy, vlozeny
do mikrozkumavky Eppendorf a ponofeny do termosky s tekutym dusikem. Vzorky byly pfi
pfevozu uchovavany v termosce stekutym dusikem a poté az dosamotné analyzy
uchovéavany v mraznicce pii —20 °C.

Obr. 22 Minisféry experimentdlniho ekologického pracovisté USBE AV CR na Bilém Krizi
[60]
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3.2 Spektrofotometrické stanoveni pocatecni a celkové aktivity Rubisco

Stanoveni aktivity enzymu Rubisco vychazelo z metody Lilleyho a Walkera [43] s extrakci
podle Besforda [44]. Tento postup pro stanoveni aktivity Rubisco je zalozen na sptazeni tii
reakci Calvinova cyklu (reakce III-V). Metoda byla modifikovana pro stanoveni pocatecni
aktivity podle Heringové [61]. Jako substrat byl pouzit ribosa-5-fosfat, ktery se transformuje
pomoci enzymu obsazenymi v extraktu na ribulosa-1,5-bisfosfat (reakce I a II). Vyhodou
pouziti ribosa-5-fosfatu je jeho nizsi cena a stabilnéj§i rychlost reakce, protoze se substrat
uvolfiuje do smési postupné. Déle byl dosmési ptfidavan KHCOs;, ktery uvoliiuje CO,
a aktivuje enzym Rubisco. K aktivaci Rubisco jsou dilezité iionty Mg®" ve form& MgCl,.
Do reakéni smési byly rovnéz pifidany enzymy, které katalyzuji reakce (III) — (V), NADH
a ATP. Kone¢nym produktem reakce je glyceraldehyd-3-fosfat (reakce III-V). Aby se
zabranilo hromadéni ADP, ktery inhibuje enzym fosfoglyceratkinasu, je ADP fosforylovano
v reakci (VI). Aktivita Rubisco byla vypocCitdna podle Lambert-Beerova zakona z ubytku
absorbance pti oxidaci NADH (reakce V).

e ribosa-5-fosfat — o3 fostsomenssa_y - piyy] osa-5-fosfat )]

e ribulosa-5-fosfat + ATP —oulosa-3-fostitkiesa - 1iy] osa-1,5-bisfosfat + ADP + H'  (II)

e ribulosa-1,5-bisfosfat + CO, + H,O —R%° 5 2(3-fosfoglycerat) + 2H" (I1T)
o 3-fosfoglycerat + ATp —[ohebeaittimn_, 1 3 hisfosfoglycerat + ADP (IV)
e 1,3-bisfosfoglycerat + NADH + H' —gccrddvd 3 fosiddydogenans - oyceraldehyd-3-
fosfat + NAD" + HPO, V)
o 2-fosfokreatin + 2 ADP —Xreamnlosiokins_ 9 _kreatin + 2ATP (VD)

3.2.1 Pristroje

e Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO" CZ Hradec Kralové. Parametry:
kapacita 120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, atest CML.

e pH metr KNICK Portamess, typ 913pH

o Centrifuga MLW T52.1

e Absorp¢ni spektrofotometr Helios y od firmy Spectronic Unicam. Méfici rozsah 190—
1100 nm, spektralni Sitka pasu 2 nm.

3.2.2 Chemikalie

HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonova kyselina; Sigma ALDRICH
Na,EDTA - ethylendiamintetraoctan disodny; Sigma ALDRICH

KOH - hydroxid draselny; Penta

DTT - dithiothreitol; Sigma ALDRICH

MgCl, — chlorid hofe¢naty; Sigma ALDRICH

BSA —bovinni sérovy albumin; Sigma ALDRICH

KHCOs — hydrogenuhlic¢itan draselny; Sigma ALDRICH
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa; Sigma ALDRICH

Kreatinfosfokinasa; Sigma ALDRICH
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RSP - ribosa-5-fosfat; Sigma ALDRICH
3-Fosfoglyceratkinasa, Sigma ALDRICH

ATP — adenosin-5"-trifosfat; Sigma ALDRICH

NADH - B-nikotinamidadenindinukleotid; Sigma ALDRICH
Fosfokreatin; Sigma ALDRICH

Polyvinylpolypyrrolidon; Sigma ALDRICH

3.2.3 Priprava roztoki

3.2.3.1 Priprava zasobniho roztoku 50 mM HEPES-KOH, pH 7,8

V asi 800 ml vody bylo rozpusténo 11,92 ¢ HEPES a 0,372 g Na,EDTA. Po rozpusténi
bylo upraveno pH pomoci KOH (¢ =3 mol 1) na 7,8. Poté byl roztok pieveden do odmérné
bariky na 1000 ml a vodou doplnén po rysku.

Roztok je staly a uchovava se pfi laboratorni teploté. Pouziva se pro piipravu extrakéniho
roztoku.

3.2.3.2 Priprava zasobniho roztoku 50 mM HEPES-KOH, pH 8,0

V asi 800 ml vody bylo rozpusténo 11,92 g HEPES a 0,438 g Na,EDTA. Po rozpusténi
bylo upraveno pH pomoci KOH (¢ =3 mol 1™") na 8,0. Poté byl roztok preveden do odmémé
bariky na 1000 ml a vodou doplnén po rysku.

Roztok je staly a uchovava se pii laboratorni teploté. Pouziva se pro pfipravu pracovniho
a aktivacnich roztokda.

3.2.3.3 Priprava aktivacnich roztoki

V odmérmé barice na 50 ml bylo rozpusténo 0,2285 g MgCl, v HEPES-KOH, pH 8,0.

V odmérné barice na 50 ml bylo rozpusténo 0,3003 g KHCO; v HEPES-KOH, pH 8,0.
Roztoky jsou stalé a uchovavaji se pfi laboratorni teploté. Z téchto roztok se pipetuje

po 50 ul do optické kyvety, coz odpovida konecné koncentraci 20 mM MgCl, a 25 mM

KHCO; v aktivacnim roztoku.

3.2.3.4 Priprava extrakéniho roztoku

V odmérmé barice na 200 ml bylo rozpusténo 0,156 g DTT, 0,096 g MgCl, a 0,4 g BSA
v zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 7,8.

Roztok se uchovava pii teploté 4 °C. Takto pfipraveny 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 Priprava roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy
V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 6 mg enzymu.
Roztok se uchovava pii teploté —18 °C.

3.2.3.6 Priprava roztoku kreatinfosfokinasy

V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 byly rozpustény 2 mg enzymu.
Roztok se uchovava pii teploté —18 °C.
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3.2.3.7 Priprava roztoku R5P
V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 6,2 mg R5P.
Roztok se uchovava pii teploté —18 °C.

3.2.3.8 Roztok 3-fosfoglycerdtkinasy
Ke stanoveni byl pouzit komeréné dodavany roztok.
Roztok se uchovava pii teploté 4 °C.

3.2.3.9 Priprava pracovniho roztoku

V odmérné barice na 10 ml bylo rozpusténo v zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0:

0,002 g NADH

0,008 g DTT

0,013 g fosfokreatinu

0,019 g ATP

19 pul 3-fosfoglyceratkinasy

100 pl roztoku kreatinfosfokinasy

100 pl roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy

Takto ptipraveny pracovni roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 8,0, 1 mM NA,EDTA,
0,25mM NADH, 5mM DTT, 5mM fosfokreatinu, 3,5 mM ATP, 80 nkat 3-fosfo-
glyceratkinasy, 80 nkat kreatinfosfokinasy a 80 nkat glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy.
Pracovni roztok je staly maximalné 6 hodin a uchovava se pii laboratorni teploté.

3.2.4 Extrakce enzymu

Vzorek jehlic, pfiblizn€¢ 60 mg, byl rozdrcen v tfeci misce spolu s moifskym piskem.
Nasledne bylo pfidano 5 ml extrakéniho roztoku a ptl 1zicky polyvinylpolypyrrolidonu. Takto
byl vzorek asi 30 sekund homogenizovan. Vysledna suspenze byla pfelita do centrifugacni
zkumavky a1l minutu odstfedovana. Ziskany extrakt byl pouzit ke stanoveni pocatecni
a celkové aktivity. Tento extrakt rychle starne, a proto bylo nutné ho zpracovavat co
nejrychleji.

3.2.5 Meéreni aktivity

3.2.5.1 Pocadtecni aktivita

Pro méfeni pocate¢ni aktivity bylo do optické kyvety napipetovano 50 pl aktivacniho
roztoku MgCl, a 50 pl aktivacniho roztoku KHCOs. Déle bylo pfidano 20 pl extraktu, 850 pl
pracovniho roztoku a 30 pl roztoku R5P. Po promichani byl ithned méten pokles absorbance
v 30s intervalech pii vinové délce 340 nm.

3.2.5.2 Celkova aktivita

Pro méfeni celkové aktivity bylo do optické kyvety napipetovano 50 ul aktivacniho
roztoku MgCl, a 50 pl aktiva¢niho roztoku KHCO;3 a 20 pl extraktu. Roztok byl promichan
a 15 minut inkubovan pfi laboratorni teploté. Po inkubaci bylo do kyvety ptfidano 850 pl
pracovniho roztoku a 30 pl roztoku R5P. Po promichani byl méfen pokles absorbance v 30s
intervalech pfi vinové délce 340 nm.
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3.2.6 Vypocet aktivity enzymu Rubisco

Métenim absorbanci v 30s intervalech byly ziskany hodnoty A. Z téchto hodnot byl
vypocitan ubytek absorbance za 0,5 minuty (AA). Ze zmén absorbance v ¢ase se z Lambert-
Beerova zakona vypocita aktivita enzymu.

AA4 Ac
22 e 22
Al Al

kde A je absorbance, t je &as [s], € je molarni absorpéni koeficient [cm* mmol™], 1 je délka
optické drahy [cm], ¢ je koncentrace [mol 1™'].

Aktivita enzymu je pocitana z rychlosti ibytku substratu (CO,):

Ao 2 AV
2-¢-1

Hodnota € je pro NADH 6300 cm” mmol™, opticka draha kyvety je 1 cm.
Vzorovy priklad vypoctu aktivity:
Aktivita je pocitana z linearni Casti naméfenych dat. Primérna absorbance je uvadéna za

30s, proto ji pfevedeme na minuty, vynasobenim dvéma.

Tab. 1 Stanoveni pocatecni aktivity enzymu Rubisco v extraktu vzorku Ba EC 1 (zdri)

Pocatecéni aktivita Ba EC 1 (zari)
t(s) A AA
0 0.161 0,002
30 0.159 0,002
60 0,157 0,002
90 0.155 0,001
120 0,154 0,002
150 0,152 0,002
180 0.150 0,002
210 0,148 0,001
240 0,147 0,002
270 0.145 0,002
300 0.143 0,002
330 0,141
Prumér AA 0,0018
Aktivita v kyveté:

_ M[min "] vlem’] 000361
- 2-5lcm2 mmol_lj-l[cm] ©2.6300-1

An =2,89-10"" mmol CO, min ™
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Po prevedeni na sekundy:

~2,89-107-1000
60

An =481-10"° umol CO, s~

Aktivita v 5 ml extraktu:

5.481-107°
An=""—"_=120-10" pmol CO, s
0,02 H ?

Aktivita Rubisco vztazena na jednotkovou plochu jehlice (S = 0,000263 m?):

-3
An = 1:1,20-10° _ 45722 umol CO, s™ m™
0,000263

3.3 Stanoveni obsahu Rubisco metodou SDS-PAGE
Toto stanoveni vychazelo z metod Damervalové et al. [62] a Rogerse et al. [40] a metoda
byla dale upravena Florianem [63] a Zachovou [64].

3.3.1 Pristroje

e Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO" CZ Hradec Kralové. Parametry:
kapacita 120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, atest CML

Centrifuga MLW T52.1

Vortex — stuart firmy MERCI s.r.0.

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga (LotySsko)

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN 3 od firmy BIO-RAD (USA)

Zdroj Power Pac 300 od firmy BIO-RAD (USA)

Trepacka LT2

3.3.2 Chemikalie

Akrylamid; SERVA

N,N’-methylenbisakrylamid; SERVA

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan; Sigma ALDRICH
Kyselina chlorovodikovéa; Penta

SDS — dodecylsulfat sodny; Sigma ALDRICH
Peroxodisiran amonny; SERVA

Bromfenolova modi Na sul; SERVA

TEMED — N,N,N’ N'-tetramethylethylendiamin, SERVA
Glycin; SERVA

DTT - dithiothreitol; Sigma ALDRICH

Glycerol; Sigma ALDRICH

2-merkaptoethanol; Sigma ALDRICH

Methanol, LACH-NER

Brilantni modfi G 250 — Coomasie; SERVA

Kyselina octova, LACH-NER
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Ethanol; Lachema

Butanol; Lachema

D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa izolovana ze §penatu — standard Rubisco; Sigma
ALDRICH

3.3.3 Priprava roztoki

3.3.3.1 Roztoky pro pripravu geli

Roztok A:

Ve 100 ml vody bylo rozpusténo 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu. Roztok se uchovava
pfi teploté 4 °C.

Roztok B:

V 50ml vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, po rozpusténi bylo upraveno pH pomoci
koncentrované HCl na pH 8.8, nasledné byl roztok doplnén vodou na 100 ml. Roztok se
uchovava pii teploté 4 °C.

Roztok C:

V 50ml vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, po rozpusténi bylo upraveno pH pomoci
koncentrované HCl na pH 6,8, nasledné byl roztok doplnén vodou na 100 ml. Roztok se
uchovava pii teploté 4 °C.

Roztok D:

Ve 100 ml vody bylo rozpusténo 10 g SDS. Roztok se uchovava v temnu.

Roztok E:

V 1 ml vody bylo rozpusténo 0,1 g peroxodisiranu amonného. Roztok je nutné pfripravit pro
kazdé stanoveni Cerstvy.

Roztok F:

V 1 ml vody bylo rozpusténo 10 mg bromfenolové modii. Roztok se uchovava pii teploté
4 °C.

TEMED - komer¢né dodavany roztok

3.3.3.2 Roztoky pufri

Elektrodovy pufr:

V 1000 ml bylo rozpusténo 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu. Roztok se uchovava pfi
teploté 4 °C. Tento roztok se pouziva opakované.

TRIS pufr:

Ve 450 ml vody bylo rozpusténo 3,76 g TRIS, 10 g SDS, 5,02 g DTT a 50 ml glycerolu. Po
rozpusténi bylo upraveno pH pomoci koncentrované HCI na pH 6,8. Roztok se uchovava pii
laboratorni teplotg.

Vzorkovy pufr:

Bylo smichano 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 se uchovava pii teploté 4 °C.

3.3.3.3 Roztoky k vizualizaci bilkovin

Stabilizacni roztok:
Bylo smichéno 100 ml metanolu a 400 ml vody.
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Barvici roztok:

Bylo smichano 0,5 g Coomasie Blue G 250, 450 ml methanolu, 100 ml koncentrované
CH3;COOH a 450 ml vody.

Odbarvovaci roztok:

Bylo smichéno 250 ml methanolu, 100 ml koncentrované CH;COOH a 650 ml vody.

3.3.4 Priprava gelu

Elektroforeticka skla byla nejdfive omyta vodou apoté odmastovacim prostredkem.
Nasledné byla oplachnuta destilovanou vodou a vylesténa buni¢inou namocenou v ethanolu.
Skla byla upevnéna do stojanu tak, ze vétsi sklo bylo vzadu. Spodni hrany skel lezely
na gumové podlozce atlakem svrchu byla zaji§téna proti vyteCeni gelu. Ke stanoveni byly
pouzity 5% zaostfovaci gel a 10% separacni gel.

3.3.4.1 Separacni gel
Pomoci automatickych pipet byly do kadinky napipetovany objemy roztokt podle tab. 2.

Tab. 2 Objemy roztokit k pripravé 10% separacniho gelu

Roztok Objem [ml]
destilovana voda 4,0
A 3.3
B 2.5
D 0,1
E 0,14
TEMED 0,004

Roztok E a TEMED byl pfidéan tésné pied nalitim roztoku mezi skla. Roztok byl nalit mezi
skla asi 2 cm od horniho okraje, aby bylo mozné nalit zaostfovaci gel. Roztok mezi skly byl
prevrstven butanolem, aby se vyrovnala hladina a také jako ochrana proti odpafovani vody.

3.3.4.2 Zaostiovaci gel
Pomoci automatickych pipet byly do kadinky napipetovany objemy roztokt podle tab. 3.

Tab. 3 Objemy roztokit k pripravé 5% zaostrovaciho gelu

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

Po ztuhnuti separa¢niho gelu byl slit butanol a gel byl promyt destilovanou vodou. Roztok
E a TEMED byl opét pfidavan az pred nalitim. Roztok byl nalit na vrstvu separacniho gelu az
po okraj aihned byl do prostoru mezi skla vlozen elektroforeticky hrebinek. Hiebinek se
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odstrafiuje az pred nanasenim vzorkil a samotném stanovenim. Takto pfipraveny gel se muze
uchovéavat v lednici, ale pouze do druhého dne.

3.3.5 Priprava standardu

V mikrozkumavce Ependorf bylo rozpusténo 0,2 mg D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy
v 1 ml vzorkového pufru (standard 0,2 mg ml™). Smés byla promichana na Vortexu a 5 minut
vafena v termobloku. Po zchladnuti byl standard uchovavan v mraznicce pfi teploté —18 °C.
Stejné byl piipraven i standard 1 mgml™, pouze navazka byla v tomto piipadé 1 mg D-
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy. Priprava standarda probihala stejné jako pfiprava vzorku,
coz je dulezité pro vypocet.

3.3.6 Priprava vzorku

Vzorek jehlic, pfiblizn€¢ 60 mg, byl rozdrcen v tfeci misce spolu s moifskym piskem.
Nasledné byly pfidany 2 ml TRIS pufru. Takto byl vzorek asi 30 sekund homogenizovan.
Vysledna suspenze byla prelita do centrifuga¢ni zkumavky a 1 minutu odstfedovana. Ze
ziskaného extraktu bylo odpipetovano 0,5 ml supernatantu do mikrozkumavky Eppendorf
a bylo pfidano 0,5 ml vzorkového pufru. Tato smés byla promichana na Vortexu a 5 minut
vafena v termobloku. Po zchladnuti byly vzorky uchovany v mraznicce pfi teploté —18 °C.

3.3.7 Elektroforéza

Skla s pripravenym ztuhlym gelem byla vytazena ze stojanu a oCisténa od zbytk( gelu.
Opatrné byl odstranén hiebinek a skla byla vlozena do stojanu pro elektroforézu a to tak, aby
vétsi sklo bylo smérem ven. Do vnitiniho prostoru stojanu byl nalit elektrodovy pufr
a pockalo se, jestli pufr neprotéka. Stojan byl umistén do elektroforetické nadoby a vnéjsi
prostor byl naplnén asi do poloviny elektrodovym pufrem. Pomoci automatické pipety
s dlouhou $pickou bylo do prvni jamky naneseno 10 pl standardu Rubisco. U Cervnovych
vzork® byl pouzit standard 0,2 mg ml™ au vzorkd v zaii byl pouzit standard 1 mg ml™. Do
nasledujicich jamek byly naneseny jednotlivé vzorky oobjemu 10 ul. Takto pfipravena
aparatura byla pfipojena ke zdroji, kde bylo nastaveno konstantni napéti 140 V. V prabéhu
analyzy bylo nutné sledovat, zda pufr nevytéka z vnitiniho prostoru, pfipadné jej doplnit.
Elektroforéza probihala asi 45-60 minut, az Celo vzorku dostoupilo asi 2 cm od spodniho
okraje gelu.

3.3.8 Vizualizace bilkovin

Po skonceni elektroforézy byla skla vyjmuta ze stojanu a ponofena do misky s destilovanou
vodou, mensim sklem smérem dolt. Pomoci Spachtle bylo sejmuto horni sklo a nasledné bylo
vyjmuto 1 sklo spodni. Voda z misky byla vylita a gel byl pfevrstven stabilizacnim roztokem
a 5 minut stabilizovan na tfepacce. Nasledné byl roztok slit a prevrstven barvicim roztokem,
kterym byl barven 30 minut na tfepacce. Po uplynuti této doby byl roztok slit a gel byl promyt
pouzitym odbarvovacim roztokem. Poté byl roztok odbarvovan cCistym odbarvovacim
roztokem 90 minut na tfepacce. Po sliti odbarvovaciho roztoku byl gel promyt destilovanou
vodou, polozen na elektroforetické sklo a zabalen do potravinarské folie, ktera ho chrani pred
vyschnutim. Hotové gely byly skladovany v lednici pfi teploté¢ 4 °C. Celd prace byla
provadéna v ochrannych gumovych rukavicich, z divodu vysoké toxicity akrylamidu.
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3.3.9 Vyhodnoceni gelu

Hotové gely byly naskenovany, kvantifikace velké podjednotky byla provedena pomoci HP
Scanjet programem AIDA (Advanced Image Data Analyser, verze 3.23.001, Raytest,
Germany). Zony velkych podjednotek byly pfevedeny na piky aintegraci byla vypocitana
jejich plocha (obr. 23). Obsah enzymu Rubisco ve vzorcich byl vypocitan porovnanim plochy
zo6ny jednotlivych vzorka a plochy zony standardu. Protoze pomér velikosti plochy a obsahu
je ovlivnén mnoha faktory, bylo nutné nanést standard Rubisco na kazdy gel.

Bm EC
[l
B i B Bl b 1-5
L]
- — — —— — velkd podjednotka
n Rubisco
ﬂ
{ ==
e — | — | e—
vzorky 5—1 standard

Obr. 23 Hotovy a vyhodnoceny gel vzorkit Bm EC _1-5 (Cerven)
Vzorovy priklad vypoctu obsahu:

Tab. 4 Stanoveni obsahu Rubisco u vzorkit Bm EC 1-5 (Cerven)

vzorek plocha [mz] plocha zény clg m'z]
standard 102305,9
Bm EC 1 0,000244 1081199 3,4650
Bm EC 2 0,000249 99506,2 3,1249
Bm EC 3 0,000230 953331 3,2412
Bm EC 4 0,000254 851921 2,6227
Bm EC 5 0,000220 64646,7 2,2978

Pro stanoveni byl pouZit standard o koncentraci 0,2 mg ml™.

Obsah Rubisco v 1 ml extraktu:

. _1081199-02-2

= 0,42 mg ml™
102305,9

Hmotnost Rubisco ve 2 ml extraktu (celkovy objem):

m=0,42-2=0,85 mg
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Obsah Rubisco vztazeny na jednotkovou plochu jehlice (S = 0,000244 m?):

0,85

c= =3,4650 g m™
0,000244-1000

3.4 Stanoveni specifické aktivity Rubisco

Specificka aktivita se vypocita z podilu aktivity a obsahu Rubisco.
Vzorovy vypocet pro vzorek EC 1 (¢erven):

Pocatedni aktivita: 6,52 pmol CO, s m™

Obsah: 3,47 g m™

6,52
3,47

2

a

=1,88 umol CO, s g™
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4. VYSLEDKY A DISKUSE
4.1 Vysledky

Tab. 5 Vysledky aktivity a obsahu Rubisco u smrku ztepilého u mladych a rok starych jehlic
v podminkdach normalni azvySené koncentrace CO, AC — mladé jehlice, normalni
koncentrace CO,, EC — mladé jehlice, zvySend koncentrace CO, AC-1 — rok staré jehlice,
normdlni koncentrace CO,, FEC-1 — rok staré jehlice, zvySena koncentrace CO, (n = 10).

odbér 12. 6. 2008 odbér 29. 9. 2008
AC EC | AC-1 | EC-1 | AC EC | AC-1 | EC-1

vzorky

pocatecni aktivita
[umol CO, s™ m?]
celkova aktivita
[umol CO, s™ m?]
obsah
[gm”]
specificka
pocate¢ni aktivita | 3,99 | 3,11 | 2,18 | 267 | 0,62 | 0,89 | 0,60 | 1,72
[umol CO, s g
specificka celkova
aktivita 443 | 382 | 259 | 333 | 0,76 | 1,13 | 0,86 | 2,11
[umol CO, s g

12,15 | 8,58 | 9,65 | 11,40 | 847 | 830 | 5,09 | 10,85

2

13,41 | 10,77 | 11,70 | 14,17 | 10,36 | 10,52 | 7,19 | 13,27

2

3,02 | 261 4,70 | 4,37 | 15,21 | 9,61 8,70 | 6,31

2 2 2 2 2

Aktivita C

18,0

15,0

——

12,0

——

OAC
DEC

9,0

——
——

6,0

aktivita (umolCO y/s*m?)

3,0 -

0,0
pocatecni celkova

Obr. 24 Pocatecni a celkova aktivita Rubisco u mladych jehlic smrku ztepilého v normdlni
a zvySené koncentraci CO,, odbér 12. 6. 2008 (n = 10)

Pocatecni aktivita Rubisco mladych jehlic byla v A 042 % vyssi nez v E, a celkova aktivita
Rubisco byla v A 025 % vys§i nez v E (obr. 24). Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.

44



Aktivita C-1
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Obr. 25 Pocatecni a celkovad aktivita Rubisco u rok starych jehlic smrku ztepilého v normalni
a zvySené koncentraci CO,, odbér 12. 6. 2008 (n = 10)

Pocatecni aktivita Rubisco rok starych jehlic byla v A 015 % nizsi nez v E, a celkova
aktivita Rubisco byla v A 017 % niz8i nez v E (obr. 25). Tento rozdil nebyl statisticky
vyznamny.

Aktivita A

18,0
E 150 -
X
K
o 12,0 -
% 90 oAC
E mAC-1
s 60
=
£ 30-
©

0,0

pocatecni celkova

Obr. 26 Pocatecni a celkovd aktivita Rubisco u mladych a rok starych jehlic smrku ztepilého
v normalni koncentraci CO,, odbér 12. 6. 2008 (n = 10)

Pocatecni aktivita Rubisco byla v AC 026 % vys§i nez v AC-1 a celkova aktivita Rubisco
bylav AC o 15 % vys§i nez v AC-1 (obr. 26). Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.
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Aktivita E
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Obr. 27 Pocatecni a celkovd aktivita Rubisco u mladych a rok starych jehlic smrku ztepilého
ve zvySené koncentraci CO,, odbeér 12. 6. 2008 (n = 10)

Pocatecni aktivita Rubisco byla v EC 025 % nizsi nez v EC-1 a celkova aktivita Rubisco
byla v EC 0 24 % niz8i nez v EC-1 (obr. 27). Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.

Aktivita C

18,0
€ 150
X
o
o 120~ oAC
% mEC
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=
8 6,0 -
=
£ 30
©

0,0 [

pocatecni celkova

Obr. 28 Pocatecni a celkova aktivita Rubisco u mladych jehlic smrku ztepilého v normdlni
a zvySené koncentraci CO,, odbér 29. 9. 2008 (n = 10)

Pocatecni aktivita Rubisco mladych jehlic byla v A 0 2 % vyssi nez v E, a celkova aktivita
Rubisco byla v A 02 % nizsi nez v E (obr. 28). Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny,
vzorky byly téméf totozné.
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Obr. 29 Pocatecni a celkovad aktivita Rubisco u rok starych jehlic smrku ztepilého v normalni
a zvySené koncentraci CO,, odbér 29. 9. 2008 (n = 10)

U zafijovych vzork byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v pocatecni i celkové
aktivité Rubisco mezi A a E u rok starych jehlic. Poc¢atecni aktivita Rubisco rok starych jehlic
bylav A 053 % nizsi nezv E, a celkova aktivita Rubisco byla v A 0 46 % nizsi nez v E (obr.
29).

Aktivita A

18,0
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Obr. 30 Pocatecni a celkovd aktivita Rubisco u mladych a rok starych jehlic smrku ztepilého
v normalni koncentraci CO,, odbér 29. 9. 2008 (n = 10)

Celkova aktivita Rubisco byla v AC 044 % vys§i nez v AC-1. Tento rozdil nebyl
statisticky vyznamny. Byl vS§ak zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v pocatecni aktivité
Rubisco mezi mladymi arok starymi jehlicemi v normalni koncentraci CO,. Pocatecni
aktivita Rubisco byla v AC o 66 % vyssi nez v AC-1 (obr. 30).
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Aktivita E
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Obr. 31 Pocatecni a celkovd aktivita Rubisco u mladych a rok starych jehlic smrku ztepilého
ve zvySené koncentraci CO,, odbér 29. 9. 2008 (n = 10)

Pocatecni aktivita Rubisco byla v EC 023 % nizsi nez v EC-1 a celkova aktivita Rubisco
byla v EC 0 21 % niz§i nez v EC-1 (obr. 31). Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.

Obsah

oC
mC-1

obsah g/m?
w

Obr. 32 Obsah Rubisco u mladych a rok starych jehlic smrku ztepilého v normdlni a zvySené
koncentraci CO,, odbeér 12. 6. 2008 (n = 10)

U Cervnovych vzorkt byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v obsahu Rubisco mezi
mladymi a rok starymi jehlicemi v A 1 E. Obsah Rubisco byl v jehlicich AC-1 0 56 % vyssi
nez v jehlicich AC a obsah Rubisco v jehlicich EC-1 byl o 68 % vyssi nez v jehlicich EC (obr.
32).
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Obr. 33 Obsah Rubisco u mladych a rok starych jehlic smrku ztepilého v normdlni a zvySené
koncentraci CO,, odbeér 12. 6. 2008 (n = 10)

Obsah Rubisco byl umladych jehlic vE o 14 % nizsi nez ujehlic v A a obsah Rubisco

urok starych jehlic byl vE 07 % niz8i nez ujehlic v A (obr. 33). Tento rozdil nebyl
statisticky vyznamny.
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Obr. 34 Obsah Rubisco u mladych a rok starych jehlic smrku ztepilého v normdlni a zvysSené
koncentraci CO,, odbér 29. 9. 2008 (n = 10)

U zafijovych vzorka byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v obsahu Rubisco mezi
mladymi a rok starymi jehlicemi v A i E. Obsah Rubisco byl v jehlicich AC-1 043 % nizsi

nez v jehlicich AC a obsah Rubisco v jehlicich EC-1 byl o0 34 % niz§i nez v jehlicich EC (obr.
34).
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Obr. 35 Obsah Rubisco u mladych a rok starych jehlic smrku ztepilého v normdlni a zvysSené
koncentraci CO,, odbér 29. 9. 2008 (n = 10)

U zafijovych vzorkt byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v obsahu Rubisco mezi
A aE umladych arok starych jehlic. Obsah Rubisco byl u mladych jehlic v E 037 % nizsi
nez u jehlic v A, a obsah Rubisco u rok starych jehlic byl v E o 27 % nizsi nez u jehlic v A
(obr. 35).

Poc¢atecni aktivita
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15,0 -|
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stafi jehlic

Obr. 36 Pocatecni aktivita Rubisco u smrku ztepilého v normalni a zvysené koncentraci CO;
v zavislosti na stdri jehlic (n = 10)

S rostoucim stafim jehlic se zvySuje pocateéni aktivita v E ve srovnani s A (obr. 36).
Kromé 18 mésicu starych jehlic nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky.
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Celkova aktivita
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Obr. 37 Celkova aktivita Rubisco u smrku ztepilého v normalni a zvysené koncentraci CO;
v zavislosti na stdri jehlic (n = 10)

Obdobn¢ jako u pocatecni aktivity se s rostoucim stafim jehlic zvySuje 1 celkova aktivita
v E ve srovnani s A (obr. 37). Kromé¢ 18 meésica starych jehlic nebyly zjistény statisticky
vyznamné rozdily mezi vzorky.
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Obr. 38 Obsah Rubisco u smrku ztepilého v normdlni a zvySené koncentraci CO, v zavislosti
na stari jehlic (n = 10)

Ve vzorcich z 29. 9. 2008 byl u jehlic starych 6 mésicii naméfen nejvyssi obsah Rubisco.
Obsah Rubisco v jehlicich AC byl v zafi 5x vySsi nez v Cervnu av jehlicich EC byl v zafi
3,7x vys§i nez v Cervnu. Obsah Rubisco v jehlicich AC-1 byl v zafi asi 1,9x vysSi nez
v Cervnu a v jehlicich EC-1 byl v zafi asi 1,4x vys§i nez v ¢ervnu (obr. 38). Rozdily byly
statisticky vyznamné.

Na zakladé srovnani obr. 36, 37 a 38 vyplyva, Ze s délkou pusobeni CO; (pfes zimu se CO,
nesyti) klesa obsah Rubisco v E vzhledem k A, zato aktivita v E je , vybi¢ovana“ vysoko, aby
vyhovéla vysoké nabidce COs.
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Specificka pocateéni aktivita
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Obr. 39 Specifickd pocatecni aktivita Rubisco u smrku ztepilého v normdlni a zvySené
koncentraci CO; v zavislosti na stdri jehlic (n = 10)

S rostoucim stafim jehlic se zvySuje specificka pocatecni aktivita v E ve srovnani s A (obr.
39). Kromé 18 mésict starych jehlic nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi
vzorky.
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Obr. 40 Specifickd celkova aktivita Rubisco u smrku ztepilého v normdini a zvySené
koncentraci CO; v zavislosti na stdri jehlic (n = 10)

Obdobn¢ jako u specifické pocCateCni aktivity se srostoucim stafim jehlic zvySuje i

specificka celkova aktivita v E ve srovnani s A (obr. 40). Kromé& 18 meésicti starych jehlic
nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky.
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4.2 Diskuse

Aktivita a obsah enzymu Rubisco byly méfeny v prubéhu vegetacni sezony dvakrat, a to v
polovin€ Cervna a na konci zafi. Hodnoty aktivit byly stanoveny v rozmezi 8,3—13,4 pmol
CO; s m? pro mladé jehlice a pro rok staré jehlice v rozmezi 5,1-14,2 pmol CO, s m™.
Aktivity u vzork mladych jehlic v ¢ervnu byly v A vyssi nez v E, kdeZto u zafijovych vzorka
byly aktivity témét shodné. Aktivity u rok starych jehlic byly jak v Cervnu tak v zati v E vyssi
nez v A. V Cervnu byl rozdil mezi vzorky A a E kolem 15 %, v zafi uz byl rozdil kolem 50 %.
U rok starych jehlic byla aktivita v E vyssi nez v A. Pokles aktivity u zafijovych vzorkd byl
vyrazngj$i u vzorka A.

Aktivita Rubisco zavisi ovSem na mnoha faktorech, které se méni v zavislosti na Case
odbéru a na druhu rostliny. Proto je velmi obtizné srovnat aktivity jednotlivych autord. Tissue
et al. [48] prezentovali aktivitu u borovice kadidlové (Pinus taeda) v rozmezi 1,3-9,8 pmol
CO, s' m™. Zatimco Myers et al. [65] uvedli aktivitu u stejného druhu mezi 10,1-22,2 umol
CO, s m™. Turnbull et al. [66] uvedli aktivitu u borovice montereyské (Pinus radiata)
v rozmezi 4,7-10,1 pmol CO; s™ m? a Griffin et al. [67] prezentovali aktivitu u stejného
druhu v rozmezi 15,8-22,5 umol CO, s m™. Tissue et al. [68] uvedli aktivitu u borovice
t&zké (Pinus ponderosa) v rozmezi 9,5-15,3 umol CO, s™ m™, Hrstka et al. [69] nam&fili u
smrku ztepilého (Picea abies) hodnoty aktivit v rozmezi 1,0-3,1 pmol CO, s m™ a Urban a
Marek [70] prezentovali aktivity mé&fené in vivo v rozmezi 4,0-7,2 pmol CO, s™ m™ u vzorkl
odebiranych ve stejné lokalité jako Hrstka et al. [69].

Rozdilnost letnich a podzimnich aktivit mize byt zpusobena také odliSnou dobou odbéru,
protoze se aktivita velmi rychle méni v horizontu 5-20 minut. Pfi zafijovém odbéru se vzorky
odebiraly kolem poledne a pokles mohl byt zpisoben tzv. poledni depresi, ktera mize mit
nékolik moznych pficin. Napt. pfi vysoké radiaci dochazi ke zvySeni excitace, ale soucasné
dochazi ke snizeni poCtu otevienych reakcnich center, v nichz muze byt excitace u¢inné
pfeménéna. Proto se s rostouci ozafenosti snizuje ucinnost premeény pohlceného zafeni, tj.
snizuje se podil pohlcenych fotond, jejichz energie se zachova v podobé rozdélenych naboji a
zvySuje se podil téch, jejichz energie se pfeméni v teplo nebo ve fluorescenci [22]. Prudké
(poledni) slunecni svétlo obsahuje velké mnozstvi kratkovinnych modrych paprski
pohlcovanych PS II. Fotosystém II tudiz pohlcuje vice svétla a vznikajici elektrony nestaci
byt odebirany fotosystémem 1. Nadbytecné elektrony pak redukuji plastochinon na
plastochinol a ten aktivuje kinasu. Kinasa katalyzuje fosforylaci zbytk(i threoninu
v bilkovinn¢ svétlosbérného komplexu (LHC). Fosforylovany LHC ptechazi do nevrstevnych
thylakoidu, kde se pfipoji kPS 1, kam soustiedi vice svétla. Dojde-li k pretizeni tohoto
mechanismu nadmérnym svételnym tokem, hrozi vznik kyslikovych radikald, které pak
mohou poskodit PS II. Rostliny proto autoproteolyticky rozlozi bilkovinu D1 a také se uvolni
skupina iontd Mn?* v OEC, které nemohou dale vytvaiet kyslik. PH poklesu ozafeni je
bilkovina D1 velmi rychle syntetizovana a zabudovana do komplexu neposkozenych bilkovin.

[4]

Rogers a Ellsworth [71] potvrdili aklimacni depresi na urovni aktivity Rubisco u rok
starych jehlic borovice kadidlové, u mladych jehlic toto tvrzeni nepotvrdili. Ke stejnému
zaveéru dospéli také Turnbull et al. [66] a Griffin et al. [67], ovSem u jehlic borovice
montereyské.
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Podle naSich méfeni nejenze aktivita Rubisco nevykazuje aklimacni depresi na zvySenou
koncentraci CO,, ale naopak dlouhodobé pusobeni zvysené koncentrace CO, vede ke zvyseni
pocatecni, celkové a specifické aktivity vzhledem k A.

Hodnoty obsahu byly stanoveny v rozmezi 2,6-15,2 g m™ pro mladé jehlice a 4,4-8,7 gm™
pro rok staré jehlice. Obsah Rubisco byl jak u mladych tak i u rok starych vzorka jehlic v A
vy$8i nez v E a to jak v ¢ervnu tak i v zafi. V Cervnu byl rozdil mezi vzorky A a E kolem
10 %, v zafi uz byl rozdil kolem 30 %. Vzhledem k tomu, ze tyto rozdily byly statisticky
vyznamné, lze konstatovat existenci aklimacni deprese na urovni obsahu Rubisco
v podminkach zvysSené koncentrace CO,. Obsah enzymu u zafijovych vzorkd byl mnohem
vyssi nez u Cervnovych vzorku.

Rogers a Ellsworth [71] uvadéji, ze obsah Rubisco se beéhem sezony snizuje. Je to opak
nasich méfeni, kdy u zafijovych vzorkl byl obsah Rubisco mnohem vyssi nez u ¢ervnovych.
Tissue et al. [48] prezentovali obsah Rubisco u borovice kadidlové (Pinus taeda) v rozmezi
0,03-0,22 g m™. Turnbull et al. [66] uvedli obsah Rubisco u borovice montereyské (Pinus
radiata) v rozmezi 1,2-14 g m™. Zatimco Griffin et al. [67] uvedli obsah Rubisco u stejného
druhu v rozmezi 0,37-0,52 g m™. Tissue et al. [68] uvedli obsah Rubisco u borovice t&zké
(Pinus ponderosa) v rozmezi 0,2-0,4 g m™. Hrstka et al. [72] prezentovali obsah Rubisco u
smrku ztepilého (Picea abies) v rozmezi 1,4-3,1 gm™.

Turnbull et al. [66] potvrdili aklimacni depresi na urovni obsahu Rubisco u rok starych
jehlic borovice montereyské, u mladych jehlic toto tvrzeni nepotvrdili.

Na zakladé vysledka se zda, ze prabéhy aktivit a obsahu v zavislosti na stafi jehlic jsou
antiparalelni, tzn. pokles obsahu je doprovazen vzristem aktivity a naopak.

Dlouhodobé pusobeni zvysené koncentrace CO; vede u smrku ztepilého ke snizeni obsahu
enzymu Rubisco (aklimace) a naopak ke zvySeni pocatecni, celkové a specifické aktivity.

Obsah Rubisco u smrku ztepilého ve srovnani s obsahem u buku lesniho (Fagus sylvatica)
je odlisny. Zatimco u buku byl obsah v Cervnu vyrazné€ vyssi nez v zafi (Gstni sdé€leni), u
smrku je to naopak. To ukazuje na odlisné budovani asimila¢niho aparatu. U opadavych
stromu je asimilacni aparat budovan pouze na 1 rok, proto je obsah nejvyssi v Cervnu (v dobé
plného rozviti listll) a potom postupné klesa [73]. U jehlicnant se asimilacni aparat buduje na
nékolik let, proto také dochazi k jinému pribéhu zmén obsahu Rubisco.
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5. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo srovnat aktivitu a obsah enzymu Rubisco u mladych a jeden
rok starych jehlic v podminkach normalni a zvySené koncentrace CO, a potvrdit ¢i zamitnout
existenci aklimacni deprese na urovni enzymu Rubisco, popf. popsat jeji prubéh.

Stromky smrku ztepilého byly kultivovany v minisférach na Experimentalnim ekologickém
pracovidti Ustavu systémové biologie a ekologie AV CR na Bilém Kiizi
v Moravskoslezskych Beskydech. V jedné minisféfe byla atmosféra s normalni koncentraci
CO,, coz je asi 350 umol CO, mol™, je oznatovana A — ambient. Ve druhé minisféfe byla
atmosféra se zvysenou koncentraci CO,, coz je 700 umol CO, mol™, je oznatovana E —
elevated.

Vzorky jehlic byly odebirany ve dvou terminech. Dne 12. 6. 2008, v ¢ase od 14:30 do
15:35 hod byly odebirany vzorky pro stanoveni aktivity a v ¢ase od 15:50 do 16:40 hod byly
odebirany vzorky pro stanoveni obsahu. Dne 29. 9. 2008, v ¢ase od 12:00 do 12:30 hod a od
12:50 do 13:20 hod byly odebirany vzorky pro stanoveni aktivity. A v ¢ase od 12:30 do
12:50 hod a od 13:20 do 13:45 hod byly odebirany vzorky pro stanoveni obsahu.

U vSech vzorklh byly stanoveny pocateéni a celkové aktivity Rubisco pomoci
spektrofotometrické metody, ktera vychazela z metody Lilleyho a Walkera [43] s extrakci
podle Besforda [44]. Tato metoda byla dale upravena pro stanoveni pocateCni aktivity
Heringovou [61]. U vSech vzorka byl stanoven také obsah Rubisco metodou SDS-PAGE.
Elektroforetické stanoveni vychazelo z metod Damervalové et al. [62] a Rogerse et al. [40]
a metoda byla dale upravena Florianem [63] a Zachovou [64].

V aktivité jehlic kultivovanych v A a E nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily,
s vyjimkou 18 mésica starych jehlic, u kterych byla aktivita v E vyssi nez v A. Na zakladé
naSich méfeni je tedy nutno zamitnout hypotézu o vzniku aklimacni deprese aktivity Rubisco
v podminkéach dlouhodobé kultivace smrku ztepilého pii zvySené koncentraci CO,.

V zafi, u jehlic starych 6 mésicli a 18 mésict, vSak byla zjisténa vyrazna aklimacni deprese
obsahu Rubisco u jehlic kultivovanych pii zvySené koncentraci oxidu uhlicitého.

Zda se, ze prub&hy aktivit a obsahu v zavislosti na stafi jehlic jsou antiparalelni, tzn. pokles
obsahu je doprovazen vzriistem aktivity a naopak.

Dlouhodobé ptsobeni zvysené koncentrace CO, vede u smrku ztepilého ke snizeni obsahu
enzymu Rubisco (aklimace) a naopak ke zvySeni pocatecni, celkové a specifické aktivity.

U jehlicnant je budovani asimila¢niho aparatu znac¢né€ odlisné od budovani u opadavych
stromt. U opadavych stromu se asimilacni aparat buduje na 1 rok, kdezto u jehlicnand je to na
nekolik let.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

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

ADP adenosindifosfat

AIDA Advanced Image Data Analyser

ATP adenosintrifosfat

BICIN N,N’-bis-2-hydroxyethylglycin

BSA bovinni sérovy albumin

CA1P 2-karboxyarabinitol-1-fosfat

CABP 2-karboxy-D-arabinitol-1,5-bisfosfat
cDNA komplementarni DNA

CE-SDS kapilarni elektroforéza za pouziti SDS
DMPN dimethylaminopropionitril

DNA kyselina deoxyribonukleova

DTT dithiothreitol

EDTA kyselina ethylendiaminotetraoctova
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay
HEPES kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethynsulfonova
HPLC vysokotlaka kapalinova chromatografie
IRGA infraCerveny analyzator plynt

LHC svétlosbérny komplex

Lys 201 Lysin 201

MOPS kyselina morfolinopropansulfonova
NADH nikotinamidadeninnukleotid

NADPH nikotinadeninnukleotidfosfat
Na,EDTA ethylendiamintetraoctan disodny

OEC kyslik vyvijejici komplex

PQa plastochinon A

PQs plastochinon B

PST fotosystém I

PSTI fotosystém 11

RSP ribosa-5-fosfat

Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
RuBP ribulosa-1,5-bisfosfat

SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylovém gelu za pouziti SDS
TEMED N,N,N’-N’-tetramethylethylendiamin
TRIS Tris(hydroxymethyl )aminomethan
XuBP xylulosa-1,5-bisfosfat
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