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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vlivem obsahu Mé&to dusiku a nestrukturnich
sacharid na aktivitu a obsah enzymu Rubisco v podminkach rmatmi
(A = 385 umolC@ molY) a zvysené (E = 700 pmolG@nol™*) koncentrace oxidu ulitého
u smrku ztepiléhoRicea abiesL.). Aktivita Rubisco byla stanovena spektrofotorioty,
obsah Rubisco metodou SDS-PAGE, obsah nestruktusgcharid anthronovou metodou
a celkovy dusik byl stanoven metodou dle Kjeldahla.

Aktivita Rubisco u smrku ztepilého nevykazovaldiralci na zvySenou koncentraci oxidu
uhlicitého, ale naopak byla zvySenou koncentraci oxitiliciteho v ptibéhu vegetani
sezony stimulovana. U obsahu enzymu Rubisco by&gazana akliméni deprese, u jehlic
kultivovanych gi zvySené koncentraci oxidu uéiiého byl obsah vyznammizsi.

U smrka kultivovanych i zvySené koncentraci oxidu udiiého byl statisticky vyznanin
nizSi obsah celkového dusiku nez u simriistoucich v normalni atmo$é Naopak obsah
nestrukturnich sachafidoyl u jehlic kultivovanych $ zvySené koncentraci oxidu utiého
vyznamrié vySSi neZz u varianty A. Sezoénniupgh obsahu Rubisco zavisel na obsahu
nestrukturnich sachafigd se stoupajicim obsahem nestrukturnich saahakldsal obsah
Rubisco a naopak. Mezi sezonnimié&rami obsahu celkového dusiku a obsahem Rubisco
nebyla prokazana zadna zavislost.

ABSTRACT

This diploma thesis examines influence of contehieaf nitrogen and non-structural
carbohydrates on Rubisco activity and its contemden impact of ambient
(A = 385 umolC@ mol?) and elevated (E = 700 pmolg@ol?) concentrations of carbon
dioxide in needles of Norway sprudei¢ea abied..). The Rubisco activity was determined
spectrophotometrically, the Rubisco content by aisBDS-PAGE, the content of non-
structural carbohydrates by using the anthron ntetmal total leaf nitrogen was determined
by using the Kjeldahl method.

The Rubisco activity in needles of Norway sprua bt show acclimation on elevated
concentration of carbon dioxide, but the activitgsaelevated concentration of carbon dioxide
stimulated during the growing season. The accliomatvas proved by Rubisco content, its
content was significantly lower in needles cultecatinder elevated carbon dioxide.

Content of total leaf nitrogen was statisticalignsficantly lower in needles of Norway
spruce cultivated under elevated carbon dioxide tineneedles cultivated under ambient
concentration of carbon dioxide. On the contrang, ¢content of non-structural carbohydrates
was significantly higher in needles cultivated undievated concentration of carbon dioxide
then in variant A. Seasonal changes of Rubiscoetdrtepended on content of non-structural
carbohydrates, the Rubisco content decreased witheasing content of non-structural
carbohydrates. No dependence was detected betvesmoral changes of the total leaf
content and the Rubisco content.
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1 UvOoD

Enzym ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenassboli Rubisco ma ldévou roli
v kolokehu oxidu uhléitého na Zemi. Katalyzuje vazbu molekuly €@ organické molekuly
(karboxylaci) a pedstavuje tak vstupni branu anorganického uhlikubisféry. Krong
karboxylace Rubisco katalyzuje také oxygenaci, fiefiwaci molekuly G, do té samé
organické molekuly. Schopnost enzymu Rubisco katedst fixaci oxidu uhliitého nebo
kysliku na stejnou molekulu sgiwad ve strukturni podobnostédhto dvou molekul, které
spolu soutZi o aktivni misto enzymu.

Vyznamnou vlastnosti Rubisco je jeho maténdost. Typicky enzym i@meéni az 1000
molekul substratu za sekundu, zatimco Rubisco ée2eholekuly substratu. Prékinetika
enzymu Rubisco je limitujicim faktorem fotosyntézgroto se v rostlinach vyskytuje
ve velkém mnoZstvi, aby byla zachovana jeji dostdteychlost. Z tohototid/odu je Rubisco
prednétem rozsahlého vyzkumu, ktery se zdiuje na jeho &nngjSi aktivaci a také na snahu
vytvorit efektivrejSi Rubisco genovymi manipulacemi. Tim by se das&wySeni rychlosti
fotosyntézy a nasledrzvySeni vynosu hospoitkych plodin.

ZvySeni produkce hospog&ych plodin by také mohl zajistit s&asny vzestup
koncentrace oxidu ulditého. Podle studie Honische et al. [1] je za pdisleh 2,1 milionu let
koncentrace oxidu uliitého nejvySSi. Rimérné se koncentrace GOza toto obdobi
pohybovala okolo 28Qmol mol*, zatimco v roce 2008 to bylo 3@8nol mol*. Tento naist
koncentrace z@l od poloviny 18. stoleti a je spojen s rozvojerinpysiu. Bylo vypg&itano,
Ze @i zachovani satasného trendu zhruba kolem roku 2050 dosahne kbacenCQ
hodnoty 70Qumol mol™*. Tento vyvoj niiZze zvysit vynos hospotkkych plodin aZ o 33 %, ale
zarovéh muze mit negativni vliv na kvalitu potravin. Snizdniality potravin souvisi se
snizenim obsahu a kvality lepkuig®benim zvySené koncentrace oxidu ditdho dochazi
k vySSi produkci nestrukturnich sachéria tim ke redini bilkovin, tedy i lepku. Proto je
dulezité sledovat vliv zvySené koncentrace oxidudit@ho na naSe ekosystemy.

Vlivem zvySené koncentrace G@a rostliny se u nas zabyva Centrum vyzkumu gtdbal
zmény AV CR, Vv.v.i., které je podpgeno projektem LM2010007 CzeCOS/ICOS - Narodni
infrastruktura sledovani uhliku. V ramci této diplové prace bylo vyuZito experimentalni
kultivaéni z&izeni této instituce v Moravskoslezskych BeskydealBilém KiZi. Na tomto
pracovisti byly vybudovany kultivai sféry s normalni a zvySenou koncentraci, CRYaw
zvySenou koncentraci oxidu uttého jsou modelovany atmosférické podminkglaavané
v pribéhu rekolika pristich desetileti.

V mnoha pracich bylo potvrzeno, Zé& fpratkodobém zvySeni koncentrace £@ojde
ke vzestupu rychlosti fotosyntézy, avsakglouhodoljSim pisobeni dojde k poklesu tohoto
piirastku. Zarové u mnoha rostlin dochazi k poklesu obsahu Rubisetkového dusiku
a rozpustnych bilkovin. Tento projev rostlin na egou koncentraci GQe popsan jako
aklimace nebo aklintmi deprese. #iny aklimace jsou neustalymigdnttem mnoha
vyzkumi a diskuzi. Pokles obsahu Rubisctispzuji rekteri autai zvySenému obsahu
nestrukturnich sachafigdcoz vede k represi exprese @gmo Rubisco, jini autdvidi pFicinu
v poklesu obsahu listového dusiku.

V piedlozené diplomové praci jsem se pokusila odgétv na nasledujici otazky:
(1) Dochazi u smrku ztepileho k aklitma depresi obsahu a aktivity enzymu Rubisco
v podminkéch zvySené koncentrace,CO



(2) Je pedpokladany pokles obsahu Rubisco usmrku ztepiléhsledkem zvySené
koncentrace nestrukturnich sacharidlistech, nebo ikledkem poklesu obsahu listového
dusiku?



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotosyntéza

VétSina rostlin na Zemi ziskava veSkerou energii gré metabolické &e z primarniho
energetického zdroje — slummgho z&eni a veSkery uhlik z anorganické sleniny — oxidu
uhli¢itého. Jedna se tedy o fotoautotrofni organismky@¥mto schopnostem majiikkzité
postaveni v celé biogi, protoZe ostatni heterotrofni slozky ekosystéwdeins cloveka,
vyuZzivaji energeticky bohaté organické sleniny vytvaené prag rostlinami.

Procesy, kterymi dochazi k vazlCO, do organickych slatenin s vyuzitim radiani
energie, se ozwkaji jako fotosynteticka asimilace GOtedy fotosyntéza. Obe&nji Ize
definovat jako souhrn proagspojenych signmenou energie fotain (kvant zdéeni) do volné
chemické energie, kterd je dale vyuzitaljpologickych syntézach [3].

Rostliny a sinice shromdhji swtelnou energii a ukladaji ji do chemickych vazeb p
pienené jednoduchych anorganickych stamin CQ a HO na sacharidy. Vzniklé sacharidy
jsou pak vyuzivany nejen samotnymi rostlinami,ialeganismy, které se jimi Zivi. iezitou
sourasti fotosyntézy je i produkce kysliku, ktery j@ mtmosféru naSi planety nezbytny.

Z fyzikalniho hlediska fotosyntézarqustavuje fenenu energie slur@iho zdeni
na energii chemickou. Chemickytqustavuje fotosyntéza igwedeni uhliku z nejvice
oxidované formy o nizké energii, oxidu ufiiého, na redukovany material o vysoké energii —
sacharidy. Paebna energie pro tento endergonick§j ¢e ziskavana z absorbovaného
elektromagnetického #éni a elektrony péebné pro redukci jsou rgsgji ziskavany
z vodiku vody [2]. Fotosyntéza,iipkteré je donorem vodiku voda, se nazyva oxygenni
a vystihuje ji souhrnna rovnice

6CO+12 HO Om- CeH1206 + 6 O+ 6 HO.

Tato rovnice vSak nevypovida nic o energetii@npne ani o sloZzitém mechanismu.

Fotosyntéza neprobiha v jediné reakci, ale v saubtiich &gja, které zahrnuiji:

o Fyzikalni procesy, jez souviseji s absorbciena fotoreceptory a s rezafmm
pienosem energie k reakim centim.

o Primarni fotochemické a redoxni procesy, jeZz jsqojeny s fotolyzou vody
a s fenosem elektranredoxnimi systémy, které slouzi k redukci NADPke vzniku
ATP.

o Sekundarni biochemické reakce, ve kterych dochazaviézani oxidu uhlitého
k akceptoru a k jeho redukci vodikem, ktery vznipid fotolyze vody. Tento g
zahrnuje tvorbu vlastnich organickych sienin [3].

2.1.1 Chloroplasty

U eukaryot probiha fotosyntéza ve specializovarpletidech zvanych chloroplasty. Tato
burg¢nd organela je velmi bohata na membrany, které ami#okonalou souhru vSech
fotosyntetickych reakci. Jejich rozmanity tvar, ikest a p@et zavisi na druhu rostlin.

NejbeZrejSi chloroplasty maji elipsoidni tvar, jsou asilB um dlouhé a jejich tlou¥a je asi
2—-4um [2].
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Obr. 2.1 Struktura chloroplastu./8vzato z [75].

Chloroplasty jsou organely s dvojitou povrchovolembranou. V&Si membrana je
vysoce propustnd, viiiti membrana je mnohem nm&propustna, semipermeabilni a jsou v ni
zandeny memranoveé transportni proteiny [3]. Mezi nimilzky mezimembranovy prostor.
Uvnitt se nachazi dalsi, vysoce specificky membranoviésysozngovany jako tylakoidy.
Tylakoid je pravdpodobré jediny, mnohonasolénposkladany plochy &k, ktery se vSak
jevi jako soustava téovitych va&ku poskladanych ve sloupce. Tyto Gtvary se nazyvajng
a jsou navzajem propojené stromalnimi tylakoidyankrny chloroplast obsahuje 10-100
gran [4].

Vnitini prostor chloroplastu je vypin koncentrovanym roztokem enzyira stromatem,
v némzZ jsou obsazeny i molekuly DNA, RNA a ribosomy, ktarych dochazi k syntéze
chloroplastovych bilkovin. Dutina tylakaid se nazyva lumen a je vygima vodou
S rozpu&tnymi solemi.

2.1.2 Reakce zavislé na siile

Veskereé reakce zavislé nasge (primarni procesy) probihaji v tylakoidechpgptedevsim
v jejich membranéach. Tyto membrany maji velmi vysadbsah bilkovin, tvii 60-65 %
celkové hmotnosti. Na&gtSinu z nich se vaze velké mnozstvi asitmiah barviv — chlorofyl
a karotenoid a vytv&eji tzv. s¥tloskeérné antény, neboli LHC. Soasti membran jsou také
latky s redukujicimi vlastnostmi, které slouzi jgkenasSeée elektror [3].

2.1.2.1Fotoreceptory

Existuji i typy fotosyntetickych fotoreceptior

0 Chlorofyly — porfyriny

o Fykobiliny — porfyriny s otekenym tetrapyrrolovyniet¢zcem

o Karotenoidy — isoprenoidy
¢asti rostlin [2]. Chemicky se jedna o tetrapyrrspojené methinovymi fistky s centralnim
hore¢natym iontem (M§"). Za absorpci fotoihjsou odpo¥dné frevazié n-elektrony systému
konjugovanych dvojnych vazeb, které se v chlorofylachazeji. Hlavni postaveni ma
modrozeleny chlorofyla, Zlutozeleny chlorofylb ma pouze dogikovou (akcesorickou)

11



funkci. LiSi se od sebe substituci na jednom zgdguych kruhi a posunutim absatpiho
spektra, takze se vzajesndophuji v pokryvani viditelné oblasti elektromagnetibkéz&eni.
NejvétsSi absorpci maji v modré oblasti (400 — 500 nm)arvené oblasti (600 — 700 nm) [3].

HC=CH, CHs HC=CH; o=cH

Hz—CH,

|
chlorofyl a ‘ ? chiorofyl »
C

Obr. 2.2 Molekula chlorofylu. fe@vzato z [6].

Ostatni pigmenty maji ve fotosyntéze pouze tkplou funkci. Dophuji a rozsiuji
spektrum fotosynteticky dinného zé&eni. Mezi pomocn& barviva patfykobiliny, které
rozSiuji fotosynteticky dinné zdéeni o modrou aervenou oblast, a karotenoidy, které
dophuji z&eni ve Zlutozelené&asti spektra (Obr. 2.3) [5].

nyg/

Obr. 2.3 Absorpni spektra fotosyntetickych pigm&nPirevzato z [5].

AN

2.1.2.2Absorpce zéeni

Prvnim stupdm fotosyntézy je absorpce teai chlorofylovymi molekulami, které jsou
vétSinou vazany na molekuly speciélnich proleify je udrZuji optimalé nasngrované, aby
mohly navzajem fedavat absorbovanou energii az na molekulu chlbaradyv reaknim
centru.

12



2.1.2.3Fotosystém | a ll

Pri fotosyntéze spolupracuji dva fotosystemy. Primtiosystém I, P vyrébi silné reduni
¢inidlo, které redukuje NADPna NADPH. Druhy (fotosystém I, produkuje z vody silné
oxidani ¢inidlo O,. Oba fotosystémy s{sluSnymi soubory oxidoreduktas jsou na kazdém
tylakoidu umistny oddctlené¢ a jsou propojenyetzcem penaseéu elektrori. Propojeni P
a Ry vytvéi elektronovou pumpu,ipkteré dochazi kignosu elektroi z vody na NADPH.
Dochazi také ke zvySovani koncentrace protontylakoidech, coZz umdikije pohon
enzymového komplexu ATP-syntask produkci ATP z ADP [2,6].

Fotosystém | (P se nachazi na tylakoidnich membranéach, ktatiéng komunikuji
se stromatem. Obsahujgepazr molekuly chlorofylua, jeho absorfni maximum je asi
700 nm. Penosem fotoi ze skéracovych chlorofylovych molekul dojde k uvalni elektrori
z molekuly chlorofylu v realnim centru (oznsovana jako R a kjejimu pechodu
do excitovaného stavu {3, Uvolnéné elektrony jsou pak pomoci oxidoreduktasy ferxéulo
pieneseny na NADPza vzniku NADPH. Pdebné protony pochazeji z fotolyzy vody,
sprazené s fotosystémem |l.

Fotosystém Il (P je lokalizovan v granalnich membranach tylakoidekomunikuji tedy
piimo se stromatem. Obsahuje molekuly chlorofglu b, absorpgni maximum R je asi
680 nm. Molekula chlorofylu v regkim centru (oznsovana jako By piejde ozéenim do
excitovaného stavu R Elektrony se pakienaseji systémem oxidoreduktas (cytochromovy
komplex, plastochinony a plastocyany) deyedou excitovanou molekulu chlorofylu
v reakénim centru Py fotosystému | do zékladniho stavu. Uvaiim elektrofi z Pego
a jejich gechodem na &3, vznikne oxidovana forma chlorofylusdd, ktera oxiduje vodu za
uvolreni O,

H,O-2é+2H +0,5Q.

Elektrony, které se uvolnily ip fotolyze vody, redukuji §o a protony jsou pouzity
pii redukci NADP ve fotosystému |

NADP" + 2H" + 26 — NADPH + H'.

Pro elektrony pochazejici z excitovaného centraoRexistuje jedt druha alternativa -
cyklicka fotofosforylace. Je mnohem kratSi, nerdjepa s fotosystémem |l, s fotolyzou vody
a nevznika p ni NADPH. Excitované elektrony jsougvadny pres systém oxidoreduktas
fotosystému | zgt na molekulu chlorofylu do redkiho centra, ktera se tim regenerujétzp
do zakladniho stavu. Tato alternativa probiha, kgyponér NADPH k NADF v buice
vysoky, takZe neni pigba produkovat dalsi redukovadlo [3].

2.1.2.4Transport elektron a vyroba ATP

Pfi procesech, probihajicich ve fotosystému | a Ibchdhzi k nahromadi velkého
mnoZstvi vodikovych iofitv lumen tylakoidu. B probihajici fotosyntéze je koncentracé H
v lumen tisickrat vysSi nez ve stromatu [5]. Energihoto protonového gradientu je vyuZita
k tvorbé ATP pomoci ATP-syntetasy, cozZ je enzymovy kom@®Zeny ze dvou zékladnich
slozek Ck a Ck a je soudasti tylakoidni membrany. Tyiokanal pro prostup protdnpres
tylakoidni membranu.

ADP + Pi O -, ATP
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Obr. 2.4 Fotosyntéza — reakce zavislé ndlsvPrevzato z [7].

2.1.3 Reakce nezavislé na ste

Na vySe popsané procesy V tylakoidnich membramé@lazuje vlastni asimilace GO
do organickych slatenin. Resrji jde o biosyntézu sachafidz CQ, za pomoci redukniho
¢inidla NADPH a energie ATP. Ktomu slouzi cely kdep biochemickych reakci
probihajici tentokrat ve stromatu chloroplastu a cytosolu. Reakce jsou spojeny
do uzaveného cyklu, ktery se souhghoznauje hexosafosfatovy — pentosafosfatovy cyklus,
nebo také podle objevitele Caliwn cyklus. Tento proces negebuje s¥telnou energii
a probiha, dokud se naserpaji zasoby ATP a NADPH.

2.1.3.1Calvinav cyklus

Tento cyklicky d@j Ize rozdlit na ti etapy:

1. Karboxylace — fixace oxidu ukiteho v organické podeb

2. Redukce aktivovaného oxidu utitého

3. Regenerace akceptoru oxidu ghého

Fixace CQ slouzi k gevedeni nereaktivni, energeticky chudé molekuhydoxihlcitého
na aktivni redukovatelnou formu. Dojde k jeho napdjna cukerny fosfat ribulosa-1,5-
bisfosfat, ktery pejde na nestabilni Sestiuhlikaty meziprodukt. Rrvefalym produktem této
reakce jsou d¥ molekuly 3-fosfoglyceratu. Tatdast cyklu probiha bez dodani energie.
V této fazi hraje dlezitou roli enzym Rubisco, ktery katalyzuje inkoraci oxidu uhkitého
do ribulosa-1,5-bisfosfatu.

V druhé, reduéni fazi, se na 3-fosfoglycerat vaze dalSi fosfatskapina, pochazejici
z hydrolyzy ATP. Vznika tak 1,3-bisfosfoglyceratieky se pomoci NADPH redukuje
na glyceraldehyd-3-fosfat. Zho pak izomeraci vznika dihydroxyacetonfosfati #xaci
oxidu uhliitého vznikaji d¢ molekuly 3-fosfoglyceratu, na jejich redukci jstady poteba
dvé molekuly ATP a d¥ molekuly NADPH.

Cast vzniklych trios fechazi pes vigjsi chloroplastovou membranu do cytosolu, kde se
aldolovou kondenzacitemenuji na fruktosa-1,6-bisfosfat a po o&®tni fosforylové skupiny
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a izomeraci na glukosa-6-fosfat. Z glukosy pak kajiirezervni sacharidy, sacharosa a Skrob.
Cast triosafosfatu se vyuziva na tvorbu lipalaminokyselin nezbytnych prast rostlin.

Treti faze uzavira Calvitv cyklus. Dochazi zde k procesu regenerace ribtBeesfatu,
ktery zahrnuje fadu reakci vzajemnych fgmén cukifi — transglykosylénich reakci
zbyvajicich trios. Regenerace pentos v Calvinayklu je obracenym sledem reakci
probihajicich v regenetai fazi pentosoveho cyklu.

Béhem jednoho cyklu vznikd z pentosy hexosa a ispaje se jeden atom uhliku
asimilovatelného oxidu ufditého. Aby se z molekuly COvytvorila hexosa, musi cyklus
probhnout Sestkrat.#iPtom se regeneruje Sest molekul ribulosa-5-fosfatu

VySe popsany proces fixace oxidu ghého vyuziva ¥tSina rostlin aas. Oznauji se jako
Cs-rostliny, protoze prvnim stabilnim produktem asaoé je fiuhlikata slodenina
3-fosfoglycerat. Tropické a subtropické rostlinyoys schopné CoO fixovat odliSnym
zpisobem. Primérnim akceptorem oxidu titdéiho je fosfoenolpyruvat a prvnim stabilnim
meziproduktem jetyfuhlikata slodenina oxalacetat. Jedna se tedy poréstliny. Je znam
jese dalSi typ asimilace oztavany CAM. Ri tomto typu asimilace se upiatji C3 i Cy4-
karboxylani systémy. Mezi CAM-rostliny si&adi rostliny zeledi twnolistych [2,3].

Ribulose 5-phosphate

3 ATP
3 ADP
Xylulose
Ribose 5-phosphate 5-phosphate Ribulose 1,5-bisphosphate
N 13C0, |
GAP Sedoheptulose 7-phosphate
Pi
H,0 3-Phosphoglycerate
Sedoheptulose 1,7-bisphosphate 6 ATP
Xylulose
6 ADP

DHAP Erythrose 4-phosphate 5-phosphate

1,3-Bisphosphoglycerate

GAP [Fructose 6~phosphatej 6 NADPH
‘ P

H,0 > 6 NADP*
Fructose 1,6-bisphosphate 6 P,
A GAP
DHAP GA&_/

DHAP

Obr. 2.5 Schéma Calvinova cyklu.d@bcar v jednotlivych Sipkach udava, kolik molekul musi
v daném kroku reagovat, aby pebita jedna Uplna ot¢ka cyklu, kterd zerit molekul CQ
vytvoi jednu molekulu glyceraldehydfosfatu (GAP). Gladdehydfosfat fechazi izomeraci
na dihydroxyacetonfosfat (DHAP)./évzato z [8].

2.2 Ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa

Rubisco, neboli ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasgfenasa je nejdezitéjSi enzym
na Zemi. Katalyzuje prvni krok fotosyntetické adame oxidu uhliitého a fotorespirani
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oxidaci uhliku. Jako vstupni bod oxidu uitého do biosféry je Rubisco tistinim enzymem
pro zachovani zZivota na Zemi.

Enzym Rubisco je zndmy svou velmi nizkou katakgic rychlosti, nizkou afinitou
k atmosférickému C@a vyuzivanim kysliku jako alternativniho substrato kompetitivni
proces fotorespirace. Zdhto divodi je povaZzovan za jeden z nejmérinnych enzyni
fixujici CO, [9]. Jeho Kkatalytickd konstanta j&a = 2-128 [11]. Ne&innost je
pravdépodobré kompenzovana jeho vysokym obsahem v rostlinachoii tasi 50 %
rozpustnych proteinv zelenych listech [10].

2.2.1 Historie

Prvni zminky o enzymu Rubisco sahaji k roku 194ig, Wildman a Bonner [12] pomoci
elektroforetického stanoveni objevili v listovémtraktu protein, ktery u dkterych rostlin
tvoril az polovinu celkové hmotnosti list Pojmenovali jej Frakce I. Teprve dalSi studie
provedené pozgi prokazaly, Ze protein Frakce | vykazuje katallgtu aktivitu a katalyzuje
karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu za vzniku dvowolekul 3-fosfoglyceratu. Tyto studie
provedli Weissbach et al. [13], Calvin a Massid][2 Quayle et al. [15]. Protein Frakce | tak
ziskal néazev ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa. SDakatalyticka aktivita enzymu byla
objevena v Sedesatych letech ve studiich [16], ELT18]. Bylo zjis€no, Ze ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa katalyzuje nejen karboxylaoBR, ale také jeji oxygenaci, ktera vede
k tvorbé molekul fosfoglyceratu a fosfoglykolatu. Nazev bgtly znénén na dnesni podobu
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa.

2.2.2 Struktura

Obr. 2.6 Struktura Rubisco — forma | a forma lieRzato z [24].

Forma | (na obrazku vlevo) se sklada z osmi velkyotljednotek, zrn@nych oranzovou
acervenou barvou a z osmi malych podjednotek, damach motke a fialow. Forma I
(na obrazku vpravo) se sklada ze dvou podjednotek.

Forma | pedstavuje hexadekamer3s. Prevazi se vyskytuje u autotrofnich rostlin
(zelenétasy, vyssi rostliny). Jeho relativni molekulova hnost je piblizne 560 kDa, diky
niz seradi k nej¥tSim enzynim. Ma globularni strukturu a sklada se z osmi veltky osmi
malych podjednotek. Velka podjednotka (L, 55 kDa)kpdovana chloroplastovymbcL
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geny a je syntetizovandaimo v chloroplastu [9,4]. Obsahujedklavni domény — malou N-
terminalni doménu a velkou C-terminalni doménu. aidtkdoména je sloZzena #tpuseki
sp-strukturou a d¥ma Usekya-helix a vytv&i tzv. o-f tunely. Velka C-doména mé
soudkovity tvar a sklada se z osfifio. struktur [10]. Malad podjednotka (S, 15 kDa) je
kédovana jadernymibcS geny a je syntetizovana v cytosolu. Po posttréngth Upravach
obou podjednotek, které probihaji za pomoci chapggr¢gsou S-podjednotky dopraveny
z cytosolu do chloroplastu a s L-podjednotkami ggithholoenzym [4, 9].

Aktivni misto (Obr. 2.7) se nachazi na rozhrarteNninalni a C-terminalni domény dvou
velkych podjednotek. Z tohotairdodu nenize mit samotna podjednotka katalytickou aktivitu
[10].

Aktivni misto Fosfity

|
Oxdid uhlidity

\ /

8
s \ M2+ N-karhoxy
_ skupina
lysinu

Obr. 2.7 Aktivni misto enzymu Rubiscege\Rato z [25].
Fosfaty jsou satasti molekuly ribulosa-1,5-bisfosfatu, molekula Q@ G ribulosa-1,5-
bisfosfatu je substrat, molekula €@a saminoskupié lysinu ma funkci aktivatoru.

Forma Il je slozena z dimeru velkych podjednotek které jsou z 30% podobné
L podjednotkdm formy I. Tato forma se nachazi&kterych prokaryot a obimek a jeji
relativni molekulova hmotnost je 110 kDa [4, 10].

2.2.3 Aktivace

Aby mohl enzym Rubisco vykonavat svou funkci, tekbtalyzovat karboxylaci nebo
oxygenaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, je nutné aktatojeho katalytické misto. Aktivacete
probihat spontardmnebo pomoci aktivas.

2.2.3.1Spontanni aktivace

Souasti spontanni aktivace je reverzibilni karbamylate je zahajena vazbou oxidu
uhli¢itého nag-aminoskupinu lysinu 201, nachazejiciho se na ve@ladjednotce enzymu
Rubisco (Obr. 2.8). Na vznikly karbamat se vazer#dimacni vazbou bivalentni kovovy ion
Mg®*, ktery molekulu karbamatu stabilizuje. Aktivni neige schopno fenmnit molekulu
substratu na produkty pouze tehdy, je-li karbamébiszovan kovovym iontem.
Karbamylace je pomaly procescujici rychlost aktivace [20]. Navazany @i aktivaci je

17



odliSny od CQ, ktery je fixovan Bhem karboxylace [21]. Enzym Rubisco je zcela aktiro
za dostaténého osv¥tleni a vysSi koncetrace oxidu udiieho [11].

[nactive Active

@ co, @ Mg?*
! Rubisco
Rubisco Rubisco Rubisco L‘,E",___.
NH3* NH, |\IiH (5300
velom Mg?*

Obr. 2.8 Spontanni aktivace Rubiscee¥zato z [26].

2.2.3.2Aktivace pomoci aktivasy

Spontanni aktivace Rubisdn vivo neni mozna, protoZze koncentrace oxidu ditého
aionti Mg®* ve stromatu chloroplastneni dostaujici. Aby mohl byt Rubisco pkn
karbamylovanin vivo, je poteba, aby byl itomny dalSi protein. Tento protein byl poprvé
identifikovan u mutarit Arabidopsis thalinaa byl nazvan aktivasa Rubisco [10]. Aktivasa je
kodovana jadernym genomem aipdb skupiny chloroplastovych protéinJeji hlavni funkci
je usnadani aktivace Rubiscoipfyziologickych koncetracich oxidu ukiliého. Aby aktivasa
konala svou Ulohu, musitgjit z neaktivni formy na aktivni. To se&je pomoci hydrolyzy
ATP. Aktivovana aktivasa se poté navaze na Rubidofe ke zminé polohy fosfatovych
zbytki a Rubisco se stava aktivni (Obr. 2.9). Aktivasprgvedena na neaktivni formu a cely
d¢j se opakuje. Pro aktivasu je takéle¥ita gitomnost RuBP a 2-karboxy-D-arabinitol-1-
fosfatu, coz je néni inhibitor [10, 11].

ATP: ADP+@®, RuBP>
Mg?t, co,
RuBP> k j —RuBP
Rubisco + Rubisco |Activase Rubisco Rubisco
N we 2
COO™
M92+

Obr. 2.9 Aktivace pomoci aktivasy:elzato z [26].

2.2.3.3VIliv inhibitor i

Inhibitory mohou blokovat aktivni misto enzymu Rado a nelze je odstranit aktivaci
in vitro. Mezi tyto inhibitory pat 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat (CA1P), D-xylulasl,5-
bisfosfat (XuBP) a 3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfos(a-KABP).
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CALP pati mezi inhibitory vyskytujici seip malém ozé&eni a v noci. VdZe se nevratn
na karbamylované aktivni misto a tim dojde k zastawkatalyzy. Je velmi podobny 2-
karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu. LiSi se o nepritomnosti fosfatové skupiny na Ghliku.

XuBP a 3-KABP pdai mezi denni inhibitory a jsou to analogy ribuldsa-bisfosfatu
(RuBP). D-xylulosa-1,5-bisfosfat je epimer RuBP &eBo-D-arabinitol-1,5-bisfosfat je
ketoisomer. Oba se mohou fitoy listech za utitych podminek [17, 22, 23].

2.2.4 Karboxylace a oxygenace

Aktivovany enzym katalyzuje kil karboxylaci nebo oxygenaci ribulosa-1,5-bisfosfatu
Karboxylace probiha vgi krocich (Obr. 2.10). Nejdve dochazi k navazani ribulosa-1,5-
bisfosfatu na lysin enzymu (1) a dochazi k depratomolekuly RuBP za vzniku 2,3-endiolu
(2). Ktomuto meziproduktu vaze Rubisco oxid &iyi za vzniku Sestiuhlikatého
meziproduktu 3-keto-2-karboxyarabinitol-1,5-bisfatsf, ktery je nestabilni (3). Nagjnse
navaze OHz vody (4) a produkt se rozpada n& dwlekuly 3-fosfoglyceratu (5) [19, 27].

CH,0PO -
HO-C—H
CH,0PO,* CH,OPO* CH,0PO CH,0PO,* v coo-
l|3:o F—OH C.OZ Ho—(lz—coo- qu Ho—nl:—coo- -
H-C-OH —  C-OH S c=0 — > HO-C-OH ——» H
H—C—OH H—(:D—OH H* H-C—OH H—t:J—OH ““x\‘
CH,0P0_2- CH,0PO.- CH,0PO > CH,0PO_*- )
COO
H—¢ OH
CH,0PO
(1) (2) 3) (4) )

Obr. 2.10 Pfibeh karboxylace ribulosa-1,5-bisfosfatw:d®zato z [27].

Rubisco niZe vazat na stejny substrat, tj. ribulosa-1,5-Bisf i kyslik (Obr. 2.11). Tento
proces se nazyva fotorespirace a jehtatek je stejny jako u karboxylace. N#j& dojde
k deprotonaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, vznika etlolimeziprodukt (2) a na ten vaze Rubisco
molekulu kysliku. Vznika 3-keto-2-peroxyarabinitbs-bisfosfat (3) a po hydrolyze (4)
vznika fosfoglykolat a fosfoglycerat (5). Dale stgfoglykolatu od&fpuje fosfatova skupina
a vznika glykolat, ktery je transportovan z chidegpu do peroxisoin Tam dochazi k jeho
oxidaci na glyoxylat a procesem transaminace \&nilycin. Tento & probiha
v peroxisomu. Na tyto reakce pak navazujeds mitochondriich — ze dvou molekul glycinu
vznika jedna molekula serinu.fiPtéto reakci se uvolni jedna molekula oxidu titdého
a amoniaku. Serin potétbe byt vyuzivan k syntéze dalSich aminokyselinlkolin, a nebo
muze byt transportovan #pdo peroxisom, kde transaminaci a redukci vznika glycerat. Ten
se pak v chloroplastech pomoci jedné molekuly A®Bfdryluje na 3-fosfoglycerat, ktery
muze byt vyuZit k regeneracitpodniho substratu, ribulosa-1,5-bisfosfatu. Timugavira
cely cyklus [19].
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(|3H20P033‘
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Obr. 2.11 Oxygenace ribulosa-1,5-bisfosfatie\Rato z [27].

Schopnost enzymu Rubiscéepaset C@i O, na tentyZ substrat, ma obvykle za nasledek
vyznamné sniZzeni fotosyntetické fixace oxidu ¢&itdho. Pomdr mezi oxygen&ni
a karboxyl&ni aktivitou enzymu zavisiipdevsSim na po#nu mezi koncentraci obou plin
v atmosfée. Za normalniho sloZzeni atmosféry (tj. 21 % obja®,035 % obj. C¢) je porer
rychlosti karboxylace a oxygenace 2 : 1 az 3 : fardena to tedy, Ze jedndvrtina
primarniho substratu vyuzitelného v Calvidoeyklu podléha fotorespitaim procegém
a tedy i ztratam uhliku a energie.

Pri zvySovani teploty listu dochézi k poklesu poinCO, a O, v chloroplastech, protoze
oxid uhli¢ity je ve vod za vysSich teplot ménrozpustny nez kyslik. sledkem mensi
rozpustnosti C@je pak zvySeni oxygenace a tim i fotorespifah ztrat.

| kdyZz méa oxygenace ribulosa-1,5-bisfosfatu negdtvliv na celkovou efektivitu fixace
CO,, pro celkovy metabolismus je tento proces velfileZity. Fotorespirace je prosna
pii odvadni prebytki ATP a redukniho potencialu b silném z&eni a nedostatku G take
se touto cestou se syntetizuje nejvice glycinuias¢3].
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Obr. 2.12 Zn&zoréni fotorespir@nho cyklu. Reakce probihaji veeth organelach
fotosyntetizujici btky. Prevzato z [27].

2.3 Vliv zvySené koncentrace CQ

ZvysSena koncentrace GOv atmosfée se projevuje z#mami rychlosti fotosyntézy,
fotorespirace, vodivosti pduchi a mitochondrialni respirace. Kr@ntéchto gimych &inka
pusobi zvySend koncentrace £@a rostliny také nagmo tim, Ze zvySuje teplotu, &mi
dostupnost mineralnich latek a vody.

Vyznamné jsou také interakce mezi uvedenymi mycNagiklad snizeni obsahu dusiku
vede ke zran¢ dychani. Pokles vodivosti jmfuchi zlepSuje vodni bilanci rostlin atbe
oddalit nebo zabranit vznik vodni nedostatesti v polednich hodinach. Pokles rychlosti
transpirace rostlin a zvySen&innost vyuziti vody mini jeji obsah v@dé. Meéni se
i energeticka bilance list- snizuje se vydej energie transpiraci a naopakvyg8uje vydej
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tepla vedenim do okolniho vzduchu, coiza byt @icinou vziistu teploty nad kontinenty
[28].

Velké rozdily v iznych parametrech rostlin, které byl§spvany pi odliSné koncentraci
CO, popsali ve své préaci Griffin et al. [29].

2.3.1 Rychlost fotosyntézy

Pri kratkodobé kultivaci rostlin ip zvySené koncentraci oxidu uéitiého dojde ke virstu
rychlosti fotosyntézy. Po dlouhodobé kultivaci \tejisych podminkach se vSak veltiasto
rychlost fotosyntézy snizi a dojde i k poklesu nsteiZza aktivity enzymu Rubisco. Tento jev,
ktery se oznéuje jako aklimace, Ize pozorovat i u dalSich engy@alvinova cylu. Obechlze
aklimaci definovat jako soubor fyziologickych #mvznikajicich pi dlouhodobé kultivaci
rostlin @i zvySené koncentraci GO Nejnapaddji se aklimace projevuje postupnym
poklesem rychlosticisté fotosyntézy. Tento jev byl mnohokrat pozorovarpopsan.
Demmers-Derks et al. [30] pozorovali pokles ryctildstosyntézy u rostlin kultivovanych
ve zvySené koncentraci GAPopsali také pokles obsahu a aktivity Rubiscaléich enzyn.
Marek et al. [31] prokazali, Zze porgchodném zvySeni rychlosti fotosyntézy dochazi
po dlouhodobé kultivaci v podminkadch zvySené kotreee CQ, k poklesu rychlosti
fotosyntézy a obsahu chlorotyl
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Obr. 2.13 Zavislost fotosyntézy na koncentraci wxidlicitého. Bevzato z [27].

Redukci aktivity fotosyntetického aparatu vyl ve své praci Oosten a Besford [32] tak,
Ze i kultivaci rostlin v normalni atmosifé CGQ rychlost tvorby asimildit odpovida kapaait
transportnich drah, kdeztaripkultivaci ve zvySené koncentraci oxidu uitého rychlost
tvorby asimilah prevySuje schopnost jejich transportu. To vede K ladimi sacharosy
v cytosolu, ktera je po transportu do vakuoly in&eou roz&pena na hexosy glukosu
a fruktosu. Ty jsou pak Zmé transportovany do cytosolu, kde se jejich kon@a@rzvysuje
a zpisobuji represi exprese fotosyntetickych e dvojnasobném zvySeni stavajici
koncentrace COstai pouze 65 % Rubisco pro zachovatisjusné rychlosti karboxylace
[28, 33].
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2.3.2 Rychlost fotorespirace

Fotorespirace je zcela inhibovana snizenim kongeatQ na 5 % a méf a nebo dvoj- az
trojndsobnym zvySenim koncetrace L£QvySena koncentrace oxidu ufiiého pisobi
dvojim zpisobem:

0 zvysuje rychlost karboxylace, a tedy fotosyntézy,

0 zvySuje hodnotu po#nu koncentraci C&0,, a tim sniZuje fotorespiraci, tedy ztraty

CO,, coz vede oft ke zvySeni rychlosti fotosyntézy [28].

2.3.3 Vodivost priaduchua

Zmeéna koncentrace CQOv okoli listu ovliiuje miru otevenosti ptduchi, ktera zase
piizptisobuje jejich vodivost. Reakcetpiuchi na znény koncentrace COnejsou vsak zcela
prokéazany.

Obecr Izefici, Ze zvySena koncentrace €@yvolava u ¥tsiny rostlin givieni paduchi.
Tuto skuténost prokazali Drake et al. [33] ve své préci. tjisZze primérné snizZeni
vodivosti paduchi pri zdvojnasobeni atmosférické koncentraicg 20 %.

Pokles vodivosti zjsobeny zvySenim koncentrace £®@okoli listi vSak nemusi vést
ke snizeni rychlosti fotosyntézy. S@asre se totiz zvySuje gradient koncentrace oxidu
uhli¢itého mezi okolni atmosférou a mistem karboxylaog,fotosyntézu stimuluje.

Se snizenim vodivosti fuchi je spojen pokles rychlosti transpirace. Tim dochaz
k modifikaci jednotlivych sloZzek energetické bilankistu, coz se projevi i ve zme jejich
teploty. Idso et al. [34] zjistili, Ze vzestup tefy listu je gimo un€rny poklesu vodivosti
praduchi.

Aklimace vodivosti piduchi béhem dlouhodobé kultivace rostlitii gvySené koncentraci
CO, v8ak nebyla prokdzana. Je ji pouzésyzovan pokles hustoty jmuchi na listech.

S timto projevem se iieme setkat v praci Knappa et al. [35]. Woodwakatlly [36] shrnuli
vysledky 122 praci a zjistili, Zze aklimace byla kdwand u 74 % rostlinnych dniuh

a pimérné sniZzeni hustoty fduchi bylo 14,3 %. Domnivaji se, Ze snizeni frekvence
priduchi je tim WtSi, ¢im je samotna hodnota frekvencdiguchi pri obvyklé koncentraci
oxidu uhliitého vyssi.

2.3.4 Rychlost dychani

Vliv oxidu uhli¢itého na rychlost mitochondrialniho dychanitize byt bd’ piimy,
pii kratkodobé expozici zvySené koncentraci ® nebo nefmy, @i dlouhodobé kultivaci
rostlin. Rimy vliv se projevuje poklesem rychlosti dychandekto nefimy vliv neni zcela
jednoznéné prokazan.

Dosavadni publikace nejsou v ndzoru na vliv zvgSdwncentrace oxidu uliliého
na rychlost dychani jednotné. NejrBi publikace se kloni kipswdceni, Ze dychani je
vyS8Simi koncentracemi oxidu utiého inhibovano. Tuto skuteost prokézali Drake et al.,
kdy pii zdvojnasobeni koncentrace €@oSlo k poklesu rychlosti dychani o 15 % az 18 %
[33]. V podobném smyslu vyznivaji i pokusy McDoveedt al. [37], Kohen et al. [38] a Idsoa
a Kimballa [39]. Naproti tomu den Hertog et al. J4D Amthor [41] zjistili pozitivni vliv
na rychlost dychani.

Jednu z mala praci prokazujiciciinpy vliv zvySené koncentrace G@a dychani rostlin
uveejnili Gonzéles-Meler et al. [42]. Ti prokazali, zglvojndsobeni koncentrace oxidu
uhli¢itého snizilo rychlostisjmu kysliku mitochondriemi o 10 % az 15 %.
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2.3.5 Teplota

Pri sowasné zminé teploty ma jsobeni koncentrace oxidu ufitého v metabolismu
rostliny rekolik sty¢nych bod.

o Meéni se energeticka bilance listu nebo porostu. Zv§3eoncentrace COsniZuje
vodivost pfiduchi, tim klesa rychlost transpirace a zvySuje se taplostliny.
Pokud paraleld dochézi ke viistu teploty v okoli, je timto qsobenim ginek
zvySené koncentrace GQesilen, nebo naopaki paralelnim poklesu teploty e
byt (inek oxidu uhl¢éitého anulovan.

o Je ovlivrena bilance Hjmu a vydeje CQ rostlinou. Se zvysujici se teplotou
rychlost fotosyntézy stoupa. AvSaki pySSich teplotach jsou tytofipistky malé,
vytvoii se maximum a nakonec e rychlost fotosyntézy klesat. Rychlost
fotosyntézy se sniZuje fip teplotach, kdy je$t nedochazi k poskozeni
fotosyntetického aparatu. Na rychlost fotosyntézg také vliv doba expozice
vysoké teploty a koncentrace €@br. 2.14).

o Teplota ma silny vliv na rychlost dychani. Jeji éma byva podstatnvetSi nez
zmena rychlosti fotosyntézy vifsluSném teplotnim rozmezi. Se zvySenim teploty
klesa pondr rychlosti fotosyntézy k rychlosti dychani [28].
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Obr. 2.14 Zavislost rychlosti fotosyntézy na teploi riizném ozéeni a tizné koncentraci
CO,. Prezato z [27].

2.3.6 Mineralni vyziva
Mineralni Ziviny tvdi nezbytnou satast fotosyntetickych struktur a enz§na existuje
vzajemny vztah mezi nimi a fotosyntézou. Rychlastb$yntézy podniuje v ukité mire
piijem mineralnich Zivin a dostupnost mineralnichirzimaopak rozhoduje o jeji rychlosti.
Urcity vztah Ize pozorovat i mezi mineralnimi Zivinamrostliné a zvySenou koncentraci
CO,. Prae dostupnost mineralnich zivin ma vliv na velikosispbeni zvySené koncentrace

CO, na fotosyntézu a produkci rostlin a naopékék zvySené koncentrace oxidu whiho
ovliviiuje obsah Zivin.
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2.3.6.1Dusik

Mimofradné postaveni mezi biogennimi Zivinami zaujimaildude pitomen ve vSech
bilkovinach, tedy i enzymech a vyskytuje se v inatth ze vSech mineralnich Zivin
v nejwtsim mnozstvi (1,5 % az 6 % susiny) [28].

Pri kultivaci rostlin v podminkadch zvySené koncenga€Q omezuje nedostateé
mnoZstvi dusiku produkci susiny aibe vést k urychlenému rozkladu enZyraejména pak
enzymu Rubisco. Tento enzyniepstavuje negtSi podil ze vSech enzymachazejicich se
v listech a je v #m obsaZena podstattast veSkereho listového dusiku. ZvySeni koncentrace
CO,, které umotiuje vySsi rychlost fixace GO bude vyZzadovat menSi mnozstvi enzymu
Rubisco, a tedy i mensi mnozstvi dusikdindost jeho vyuziti mze byt definovana dwna
zpasoby. Bul’ jako rychlost fotosyntézy vztazena na obsah dugilkstech, nebo jako obsah
susiny rostliny vztazené na celkovy obsah dusikyS&ni koncentrace GQrede k poklesu
obsahu dusiku v listech o0 15 az 20 %, coz je daktepem obsahu fotosyntetickych bilkovin
[28, 43].

2.3.7 SlozZeni susiny

Jeden z charakteristickycligledka péstovani rostlin fi zvySené koncentraci GQe vysSi
hodnota poriru C/N jejich suSiny. Rozdil ve slozeni suSiny je vSak mnohem vice. V této
souvislosti jsou tlezité vysledky Poortera et al. [44], ktsledovali chemické slozZeni rostlin
péstovanych fi okolni a zvySené koncentraci oxidu uitkho. Nej¢tSi vyvolana zréna
spaivala ve zvySeni obsahu celkovych nestrukturniathaadi. K malému poklesu doslo
u obsahu organickych sléenin dusiku a mineralnich latek, bezeémm zistaly strukturni
sacharidy, lignin a lipidy (tab. 1) [28].

Tabulka 1. Obsah [mggsusiny] latek rostlin gstovanych @ obvyklé a zvy$ené koncentraci
CGO, uvedené Poorterem et al. [44]7/évzato z [28].

Latka Koncentrace [umolCO, mol™]
350 700
Nestrukturni sacharid 137 211
Lignin 40 40
Lipidy 57 53
Organické kyseliny 74 68
Strukturni sacharidy 142 132
Mineralni latky 91 75
Proteiny 270 219
Nerozpustné cukry 104 161
Rozpustné cukry 31 46
Celkovy obsah C 432 434
Obsah N& 18 14
Celkovy obsah N 48 38
Poner C/N 9,2 11,8
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2.3.8 Vliv zvySené koncentrace CQna direviny

Pres velké mnozstvi provédych pokus sledujicich vliv zvySeni koncentrace €0
na polni plodiny dlouho chyly obdobné udaje pro lesni porosty. Tento fakt fygylsoben
naranosti ngieni. Jestlize &kolikamésiéni mefeni u bylin postihlo celou jejich dobu
vegetace, tak proésinu stroni by odpovidajici pokus trval desetileti. S techgink
rozvojem nejizrejSich neficich systém se vSak situace zmila a z&alo pribyvat dat
I u drevin.

Zvysena koncentrace oxidu ufilého ma nej¥tsi vliv na vyvoj gedevsim v péatenich
fazich Gstu. Napiklad Hattenschwiller et al. [45] sledovali tlaks letokruhu dubu
rostouciho v atmosfé oxidu uhléitého o koncentraci 650molCO, molt. Sika letokruti
byla u gchto stronii o 12 % ¥tSi ve srovnani se stromy rostouci ve standardn¢édwatraci
CQO,. Tato skuteénost vSak byla prokdzana jen u mladych strom stroni ve stéi 25-30
roka se rozdily neprojevily.

Co se tyka vodivosti fduchi, stromy na zvySenou koncentraci oxidu &ikdho reaguji
mnohem mé& nez byliny. U stromu je pgmérny pokles vodivosti giduchi pri
zdvojnasobeni koncentrace odhadovan na 20 %, zatintylin @iblizné na 40 % (Saxe et
al. [46]). Relativie malé sniZzeni vodivosti fduchi totiz mize byt pl& nahrazeno rozvojem
vétSi listové plochy, takZze vydej vody transpiraébgc nemusi byt zvySenou koncentraci
CGO;, ovlivnen.

Specifickou otazkou je aklimace rostlin na zvy3enkoncentraci oxidu uhiitého
postupnym poklesem rychlosti fotosyntézy. Saxel.ef4é] tento projev aklimace ureévin
jednoznané odmitaji. Radou pokus dokazuji, Zze zvy3ena rychlost fotosyntézystava
zachovana i fd viceleté kultivaci strorn v atmosfée s vySSi koncentraci oxidu utitého.
Naproti tomu existuj¢ada praci, které aklimaci prokazuji (Roden et4rl],[ Osborne et al.
[48], Marek et al. [49]).

2.4 Metody stanoveni aktivity Rubisco

Metody vyuZivané ke stanoveni aktivity enzymu Raobi se di na pimé (n vivo)
anegimé (n vitro). Mezi nepimé metody seadi gazometrické stanoveni, mezinpe
metody pati stanoveni radiometrické a spektrofotometrickédmtiy aktivit in vivo jsou
vySSi nezli hodnoty stanoverng vitro. Tento rozdil je podle Rogerse et al. [50] dany
nedostaténou extrakci enzymu Rubisco u stanovienvitro (autdi uvadji, Ze po extrakci
a nasledné centrifugaci do supernatattacipazi pouze 33 % z celkového mnoZzstvi Rubisco).

Aktivitu rozliSujeme na specifickou a nespecifickoNespecificka aktivita vyjddje
latkové mnozstvi feménéného CQ za minutu na jednotkovou hmotnost nebo plochugehl
a udava se wmol CO, min* g'] nebo pmol CQ, s* m?. Specifickou aktivitou se rozumi
latkové mnozstvi asimilovaného oxidu uitého za minutu na jednotkovou hmotnost enzymu
Rubisco. TaktéZ se udavapniol CO, min™ g] [11].

2.4.1 Gazometrické stanoveniifi vivo)

Gazometrické metody se vyuZivaji pnéieni rychlosti fotosyntézy. Zeleristi rostliny
muzou podléhat ddma reakcim. Bdi fotosyntetické reakci, kdy dochazi k fixaci €O
a uvolreni O,, nebo fotorespiraci, kdy se uviafje oxid uhlEity a spotebovava se kyslik.
Rychlost fotosyntézy se tedy stanovuje na zakhagmény CO,, O, a nebo obou plyin
sowasrt mezi okolni atmosférou a zelenaiasti rostliny. Gazometrické metody jsou
zaloZeny na principu #&ieni rychlosti spageby CQ/O; rostlinami i fotosyntetické reakci.
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Obr. 2.15 Otekeny a uzakeny systém gazometrické metody. a — IRGA, b —lagimi
komora, ¢ — pepinaci trojcestny ventil, d — vstup vzduchu dodegme — odbr vzduchu
z okoli, f — vystup vzduchu z IRG&e¥zato z [55].

Princip n¥feni je znazorn na obrazku 2.15 nafe Fotosyntetizujictast rostliny je
umiseéna do asimiléni komory (b), ktera je vzduchng, termostabilni a je v ni zafiso
prouckni vzduchu. Pokles koncentrace £®Dokoli rostliny se réi pomoci infrgéerveného
analyzéatoru plya (a).

Podle zapojeni inft@rveného analyzatoru pl§r{IRGA) do n¥ticiho systému rozliSujeme
gazometrické metody uzgané (cirkul&ni typ) a otevené (ptitocny typ) (Obr. 2.15) [51, 52,
53, 54].

2.4.2 Radiometrické stanoveni in vitro)

Principem radiometrické metody je asimilace molgkdCO, do molekuly ribulosa-1,5-
bisfosfatu. V reaéni snesi nesmi byt fitomen oxid uhliity a dalSi uhkitany. Do reakni
smssi se pida dané mnozZstvi radioaktigrznaseného Naff'CO; a reakce se spusti znamym
mnoZstvim aktivovaného enzymu. Po 1 ménse reakce ukai inaktivaci Rubisco pomoci
piidavku HCI a uvolény *CO, se kvantitativd odstrani. Znsfena radioaktivita produit
odpovida mnoZstvi asimilovanéitc O, [56].

2.4.3 Spektrofotometrické stanoveni in vitro)

Spektrofotometrické stanoveni aktivity Rubiscazf@ozeno na &feni znény absorbance
pii 340 nm, ke které dochaziipxidaci NADH v prvnich itech krocich Calvinova cyklu
[57]. Vreakni snesi jsou obsazeny enzymy a substraty, které 3-fbgfecat gemeni
na glyceraldehyd-3-fosfat. V poslednim kroku doéhdzoxidaci NADH, ¢imz dojde
k poklesu absorbance.

Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu Rgbi vychazi z metody Lilleyho
a Walkera [58] s extrakci podle Besforda [59]. Dertpisob extrakce a nasledného
spektrofotometrického stanoveni aktivity enzymu Rob je podrob&i popsan v kapitole
3.2.1.

DalSi typ extrakce popisuje ve své praci Tissual.€f60]. Tento zpsob je vhod§si pro
jehlicnany, protoZe obsahujét&i mnozstvi terpena fenolickych latek. Tyto latky mohouip
zmrazeni v kapalném dusiku narusit strukturu enzyobisco, a tim snizit jeho aktivitu.
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Podstatou jejich extrakce je okamzita homogenizatmrst® uskizenych jehlic
ve 100 mmol drif HEPES, 5 mmol dim EDTA s gidavkem polyvinylpolypyrrolidinu §
0 °C. Nasled#& se extrakt centrifuguje a supernatant zamrazpalk&m dusiku.

2.5 Metody stanoveni obsahu Rubisco

2.5.1 SDS-PAGE

K nejpouzivagjSim metodam pro stanoveni obsahu enzymu Rubisdé pelova
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE)fisigvkem dodecylsiranu sodného
(SDS). Metoda séadi mezi elektromigkai (elektroforetické) metody, jejichZz podstatou je
pohyb ionizovanycliastic v elektrickém poli.

Pri této metod dochazi k navazani SDS na bilkovigimz ji je udlen uniformni zaporny
naboj acast€nou denaturaci se narovna jggi¢zec. Velikost naboje je (dma hmotnosti
bilkoviny. Na takto vzniklé iontysobi elektrick& sil&g a odporova sil&:

Fc =qlE
F,=-3rpld Ly,

kde g je ndboj iontuE je sila elektrického pole; je viskozita prosedi,d je ptamér ¢astic
av je rychlostéastic. Vysledkem je rychlé ustaveni rovnovahy noé¥ma silami a vysledna
rychlost pohybwastic je zavisla na velikosti molekuly, a tim daghié separaci jednotlivych
bilkovin.

SDS, ktery se vaze na bilkoviny v pé&non 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny, udava molekulam
i podobny valcovity tvar. #danim SDS a 2-merkaptoethanolu ke ¢smse narusi
nekovalentni interakce a disulfidickéistky mezi podjednotkami a Ize stanovit molekulovou
hmotnost jednotlivych podjednotek [61].

Polyakrylamidovy gel se fipravuje kopolymeraci monomerakrylamidu a N,N’-
methylenbisakrylamidu. Iniciatorem zésvani je peroxodisiran amonny. Jeho molekuly se
vlivem swtla rozkladaji na volné radikaly, které zahdji tdgpolymeraci monomér Jako
stabilizator volnych radikédl se do smsi pidava TEMED  (N,N,N",N’-
tetramethylethylendiamin). Stanoveni obsahu enzyRuobisco vySe uvedenou metodou je
podrobrEji popsano v kapitole 3.2.2.
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Obr. 2.16 Struktura polyakrylamidového gelwefzato z [62].

Metoda SDS-PAGE pro stanoveni obsahu Rubiscopgmyita nap v pracich Ferreiry et
al. [63], Besforda [64], Nieho et al. [65] a Hrst&iyal. [66].

2.5.2 Kapilarni elektroforéza

Podstatou kapilarni elektroforézy je podélgko u SDS-PAGE ustaveni rovnovahy mezi
odporovou a elektrickou silouipobici na nabitodastici v elektrickém poli. U této metody
ma na slozky analyzovaného materialu vliv i eledsmoticky tok, fsobici ve srru pohybu
castic ateci sila, fisobici proti sréru pohybucastic.

Elektroforéza probiha v tenkych skéaych, Kemennych nebo plastovych kapilarach,
které jsou napkny elektrolytem a jejich konce jsou pdeay do zasobniks elektrolytem.
Diky dobrému odvodu tepla ide byt @i stanoveni pouZzito elektrické pole s vysokym
napstim, ¢imz se zkrati dobagteni [61, 67].

Tento zfisob stanoveni pouZzil ve své praci Warren [68].

2.5.3 HPLC

HPLC, neboli vysokotlaka kapalinova chromatografeetyp chromatografie, kde dochazi
k déleni slozek analytu dikyerpani eldniho ¢inidla pod vysokym tlakem. Podstatou
stanoveni pomoci HPLC je vznik slabych vazebnydhrakci mezi slozkami mobilni faze
(MF), kterd obsahuje vzorek, a pevnou fazi (SFptitv naph kolony. V zavislosti
na fyzikalnich a chemickych vlastnostech dvojice MF SF jsou jednotlivé slozky
analyzovaného vzorku k pevné fazi vazaagné velkymi silami. Kolonou tedy prochazeji
diive ty slozky analytu, které jsou poutany ke sta&rai fazi mensimi silami. Naopak nejdéle
jsou v kolor zadrZzovany ty slozky, které se stacionarni faagug za vzniku pewjSich
vazeb. Separované slozky analytu poté putuji dekdtu, ktery poskytuje kvantifikovanou
odezvu na charakteristickou vlastnost dané slo@kiezva je fimo Unerna mnoZzstvi analytu
v uréitém rozsahu koncentraci. Vysledkem detekce jethyoth sloZzek analytu je soubor
chromatografickych pik neboli chromatogram.
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Kvalitativni charakteristika latky je poloha pikna ¢asové ose chromatogramu,
kvantitativni charakteristika je dana plochou pgad Kivkou a u symetrickych zon i vySkou
piku [69].

Pro stanoveni enzymu Rubisco se metoda HPLC paumér casto nez ostatni uvedeneé
metody. PouZiva se gelovéa kolona, kde dochézidndcastic v zavislosti na jejich velikosti.
Malé molekuly analytu pronikaji hlogfd do pér gelu, proto jsou v kolahzadrzovany déle,
naproti tomu velké molekuly prochazeji kolonou kedrzeni [70].

2.5.4 Radioimunosrazeci metoda

Podstatou metody je inkubace enzymu Rubiscéiterpnosti aktivatar Mg** a HCQ,
radioaktivre znaeného 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu a prokiédteho séra, které ma
specifickou afinitu k enzymu. Vysledkem je sraZenirkomplexu RubiscdiC 2-
karboxyarabinitol-1,5-bisfosfat-protilatka, ktea ¢dstrasna filtraci ges polysulfonovy filtr
a zbavena nadbyteého®“C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu promytim. Miso# enzymu
je pak gimo ungrné radiaci, kterou srazenina vyage. Je nutnd kalibrace na standard
Rubisco [71]. Tato metoda je héjmyuzivana [72, 73, 74].

2.5.5 ELISA

Enzyme-Linked Imunno Sorbent Assay (ELISA)ipatezi analytické metody vyuzivané
ke kvantitativnimu stanoveniiznych antigefi, a to i ve velmi malych koncentracich
protilatky a antigenu, které j&Shevytvdeji precipitat. ELISA, dkdy ozn&ované jako EIA
(enzymova imunoanalyza - Enzym Imunoassay), jeZzealéd na specifické interakci antigenu
a protilatky, gicemz na jednu zthto latek je kovalentnvazana vhodna ztika. Ke znéeni
se vyuzivaji enzymy, n&gstji alkalicka fosfatasa a peroxidasa, které katglyghemickou
piemenu substratu ifitomného v reatni snesi. Kong&ny produkt enzymové reakce je du
barevny a stanovuje se spektrofotometricky nebordéiskuje a stanovuje se fluorimetricky.
Koncentrace produktu je wmé koncentraci antigenu nebo protilatky v analyem
vzorku. Toto zn&ni umoiuje jednoduché a citlivé stanoveni [61].

Tento zfisob stanoveni mnozstvi pouzili ve své praci Nassetral. [76] a Metodiev
a Demirevska-Kepova [77].

2.6 Metody stanoveni nestrukturnich sachariah

Sacharidy se stanovujitadou fyzikalnich, chemickych, fyzik&rchemickych
a biochemickych metod.

2.6.1 Polarimetrie

Polarimetrie je fyzikdlni metoda, kterd je zalogema m&ieni st@eni lineérw
polarizovaného sitla pri prachodu opticky aktivni latkou. Sacharidy diky obsatmiralnich
atomi jsou opticky aktivni latky a maji tedy schopno&kst rovinu polarizovaného &tia
dopravaci doleva. Uhel stéeni polarizovaného stla zavisi nejen na charakteru latky, na
vinové délce sitla a na tepl@, ale i na mnozstvi opticky aktivnich latek, seritei se
paprsek polarizovanéhoiehi setka.

a=kd,
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kde a je Uhel stéeni polarizovaného stla, k je konstanta asrnosti,| tlou&’ka vrstvy ac je
koncentrace.

Stanoveni se provadi na polarimetrech, které &elajk ze zdroje monochromatického
z&eni, polarizatoru, kyvety se vzorkem a analyzafd8, 79].

2.6.2 Anthronova metoda

Tato metoda je zaloZena na reakci sackiasidnthronem za vzniku barevného komplexu.
Skrob je extrahovan ze vzorku chloralhydratem, dedpvan koncentrovanou kyselinou
sirovou za vzniku konden&aich derival s reaknim ¢inidlem — anthronem. Vzniklé zelené
kondenzani produkty furfural-anthrony se stanovuji spekitometricky. Intenzita zbarveni
je umegrna koncentraci zkoumaného sacharidu. Anthron je¢hoyuzivan jako tinné ¢inidlo
pro kolorimetricka stanoveni. Tato metoda stanovessitrukturnich sachaftide podrobgji
popsana v kapitole 3.2.3.

Tato metoda byla poprvé pouzita Dreywoodem [8@]kterého poté navazalada autat,

z nichz nejznargsi jsou Viles a Silverman [81], Yemm a Willis [82] Grospietsch [83].
Jejich stanoveni se vSak tykalo pouze Skrobu. $&mni stanoveni obsahu nestrukturnich
sacharid a Skrobu pomoci anthronové metody bylo provedesgiovou et al. [84].

2.6.3 HPLC

Zakladni princip vysokotlaké kapalinové chromasdgr byl popsan v kapitole 2.5.3.
Dulezitym krokem pi stanoveni sacharidpomoci HPLC je fiprava roztoku a extraktu
vzorku, ktery pak Ize davkovat na kolonu kapalifav&hromatografu. Je geba z roztoku
odstranit vSechny slozky snizujictignost kolony a ruSici stanoveni. K tomu se pouzela
fada pedkolonek a fedfiltrd, které jsou zapojeny mezi davkaéva vlastni chromatografickou
kolonu [85].

NejbeznejSim detektorem vyuZzivanymiipchromatografii sacharid je refraktometricky
detektor. Pracuje jako diferencialni¢ii¢ zmeny indexu lomu mobilni faze. &fi rozdil
indexu lomu mobilni faze, kterd je uzema v referetni cele a eluentem vychazejicim
z kolony [69]. Vyhodou d&chto detektal je jejich univerzalnost, ale nejsou selektivngus
malo citlivé a nedaji se vyuzitiggradientové eluci. Mobilni faze musi dyt dokonabavena
rozpusénych plyni, které zcela ruSi detekci [85]. Aby bylo dosaZzeaprodukovatelnych
vysledki, musi byt refraktometrické detektory temperovgmmgioze index lomu je zavisly na
teplog [69].

S metodou HPLC s refaktometrickou detekci se setka Steinbachové-VojtiSkové et al.
[86], Lipavskeé et al. [87], Konradové et al. [88Jabalkové et al.[89] a Svobodové et al. [90].

2.7 Stanoveni listového dusiku

Dusik ma v rostlinach mintddné postaveni diky jehdifpmnosti ve vSech bilkovinach,
tedy i enzymech [28]. K jeho stanoveni se poufada metod, z nichZ nejvyznadgi jsou
metoda podle Kjeldahla, podle Dumase a spektrofetnoké stanoveni Nesslerovym
¢inidlem.

2.7.1 Metoda podle Kjeldahla

Tato metoda byla poprvé pouzita Kjeldahlem v r&883 @i studovani zrény proteinu
u obili. Od jeho prvni publikace proSla metoda mmameénami. Jedna se o mineralizaci
vzorku v koncentrované kyseéirsirové v pitomnosti Weiningerova katalyzatoru. Dusikaté
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latky jsou grevedeny na siran amonny, ¢hoz se za ifidavku hydroxidu sodného uvolni
amoniak. Vznikly amoniak se pakeulestiluje s vodni parou do standardizovaného kazto
kyseliny sirové a jeji igbytek se pak stanovi alkalimetricky. Podrgbie tato metoda
popsana v kapitole 3.2.4.

Stanoveni probih& podle reakce

protein+ mH, SQO PP (1, CO+( NH), S@ Si[91, 92].

Stanoveni dusiku podle Kjeldahla se provadi vildésfim pistroji podle Parnase-
Wagnera (Obr. 2.17).

Obr. 2.17 Destiléni aparatura podle Parnase-Wagnera. A — vyvijary, B — kondenzai
baiika, C — nalevka, D — destilai baika, E — chladf. Prevzato z [92].

Moderni z&zeni na stanoveni dusiku Kjeldahlovou metodou aeywaji Kjelte¢"
Systems. Tyto ifistroje zajisuji presné, spolehlivé a bezjme analyzy.

2.7.2 Spektrofotometrické stanoveni dusiku Nesslerovyrinidlem
Tato metoda igvazrk navazuje na Kjeldahlovo stanoveni. Po mineralizanbrku
s kyselinou sirovou jsou dusikaté <gleminy gevedeny na amonnouuls ktera se
spektrofotometricky stanovi po reakci s Nesslerowynidlem. Amonné slo&eniny reaguji
v alkalickém prosedi s KkHgl, za vzniku Zluté az‘ervenohgdé komplexni sloteniny
Hg.OINH,. Intenzita zabarveni se pakinspektrofotometricky { vinové délce 450 nm.
Stanoveni probih& podle reakce:

NH, +2K,Hgl, + 3KOH — Hg,OINH,+ 7KI+ 2H,0 [91, 94].

Stanoveni dusiku pomoci Nesslergiradla bylo popsano ve studii Williamse [93].
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2.7.3 Metoda podle Dumase

V klasické Dumasay metod, ktera byla poprvé popsana v roce 1831, je organiatka
smichana s praskovym oxidemédimatym a je umisha do spalovaci trubice, ktera je
naplréna dratkovym CuO a Cu. Trubice se daé v proudu kysliku. Zkoumany vzorek se
rozklada na elementarni uhlik, oxid uiftly, vodu, elementarni dusik a oxidy dusiku.
Na vrst¥ rozZhavené gdi se redukuji oxidy dusiku na elementérni dusié. selektivni
absorbci ostatnich produkpyrolyzy je dusik stanoven tepémodivostnim detektorem.

Dumasova metoda Faimezi stanoveniifime, tedy bez nutnosti mineralizace, coz je jeji
vyhoda. Ke stanoveni se pouZivaji analyzatory fittB{O. [91, 95].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Na experimentalnim pracovisti Ustavu systémovdobgie a ekologie AVCR na Bilém
Ki#izi v Moravskoslezskych Beskydech byl sledovan wJlistového dusiku na aktivitu
a mnozstvi enzymu Rubisco. Osmileté sazenice smatkpilého Picea abiesL.) byly
kultivovany ve sklednych kopulich s nastavitelnymi okny [96] v podmiakas normalni
(A = 385 umolCQ@ molY) a zvySenou koncentraci oxidu witého (E = 700 umolCOmol™)
(Obr. 3.1). Sazenice byly vySe definovanym podmimkgstavenyii veget&ni obdobi.

Slunné jehlice vyrostlé v roce 2010 byly odebiraeytyiech terminech, a to 22. 6. 2010,
22. 7. 2010, 26. 8. 2010 a 29. 9. 2010. Jehlicg psdmichany a z tohoto sisného vzorku
byly navaZzovany analytické vzorky o hmotnosti 703-Tig pro stanoveni aktivity a obsahu
Rubisco i obsahu nestrukturnich sacharidazda navazka byla viozena do mikrozkumavky
Eppendorf a zmrazena v tekutém dusiku. Do samotradyzy byly vzorky uchovavany
v hlubokomrazicim boxuipteplo& -70 °C. Pro stanoveni obsahu dusiku byl odebrafh gs
jehlic. Odebrané jehlice smrku ztepilého bylggsuSeny ib teplo& 80 °C po dobu 1 hodiny
z divodu inaktivace enzytn Poté byly vzorky dosuSeny v suSarmii téze teplat
na konstantni hmotnost (asi 48 hodin).

Obr. 3.1 Kultivani sféry Experimentalniho ekologického praceviS86BE AVCR na Bilém
Krizi (Ceskéa republika, 49°30'N 18°32'E, 908 m n.Rievzato z [97].

3.2 Metody

3.2.1 Spektrofotometrické stanoveni pdateéni a celkove aktivity enzymu Rubisco

Aktivita enzymu Rubisco byla stanovena podle hitle a Walkera [58] s extrakci podle
Besforda [59]. Substrat pgebny k prokhnuti reakce byl ribosa-5-fosfat, ktery séhém
reakce pemenuje pisobenim enzyin obsaZzenych v extraktu a dodaného ATP na ribulosa-
1,5-bisfosfat (reakce 1, 1l). Dale byl do reak sntsi pidavan KHCQ a MgChb. Oxid
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uhligity, uvolnény z KHCQ;, slouzi jako druhy substrat reakce adsmm s Mt aktivuje
enzym Rubisco. Do redhi sntsi byly rovréz pridany enzymy, které katalyzuji reakce 11l -
V, a dale NADH. Konénym produktem reakci Ill — V je glyceraldehyd-3fas V reakni
smesi dochazi k hromai ADP, ktery inhibuje enzym fosfoglyceratkinasurot® se
do reakni snesi pridava enzym kreatinfosfokinasa, jeZ regeneruje ABRATP (reakce VI).

0 ribosa-5-fosfat] PPLITEPTEF, ribulosa-5-fosfat .

o0 ribulosa-5-fosfat + ATPO MHSFET' PRI, ribulosa-1,5-bisfosfat + ADP +H |I.

o ribulosa-1,5-bisfosfat + COr H,O 0O ts°_, 2(3-fosfoglycerat) + 2H 1.

o 3-fosfoglycerat + ATPO PYeyef' P, 1,3-bisfosfoglycerat + ADP V.

o0 1,3-bisfosfoglycerat + NADH + H O $et9erri-feyqdemoestre,  glyceraldehyd-3-
fosfat + NAD" + HPQ, V.

o 2-fosfokreatin + 2 ADPO fMf¥ AP . 2-kreatin + 2ATP VI.

Aktivita Rubisco byla péitAna z ubytku absorbancé pxidaci NADH podle Lambertova-
Beerova zakona.

3.2.1.1P¥istroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGOVZ Hradec Kralové. Parametry: nejmensi
dilek 0,0001 g, kapacita 120 g, at€siL

Centrifuga MLW T52.1

pH metr HI 221

Spektrofotometr HELIOS

3.2.1.2Chemikalie

3-Fosfoglyceratkinasa; Sigma ALDRICH

ATP — adenosin-5-trifosfat; Sigma ALDRICH

BSA — bovinni sérovy albumin; Sigma ALDRICH

DTT — dithiothreitol; Sigma ALDRICH

Fosfokreatin; Sigma ALDRICH
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa; Sigma ALDRICH
HEPES — N-2-hydroxyethylpiperazin-N-ethansulfon&yaelina; Sigma ALDRICH
Hydrogenuhkitan draselny; Sigma ALDRICH

Hydroxid draselny; Penta

Kreatinfosfokinasa; Sigma ALDRICH

Chlorid haecnaty; Sigma ALDRICH

NaEDTA — ethylendiamintetraoctan disodny; Sigma ALDRI
NADH - B-nikotinamidadenindinukleotid; Sigma ALDRICH
Polyvinylpolypyrrolidon — Sigma ALDRICH

R5P - ribosa-5-fosfat; Sigma ALDRICH
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3.2.1.3PFiprava roztoli

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

Ve 400 ml vody bylo rozpu&io 5,96 g HEPES a 0,186 g JE®TA a upraveno pH
pomoci 3M KOH na 7,8. Poté byl roztokepeden do od#mné baiky o objemu 500 ml
a vodou doplan po rysku.

Roztok je staly a uchovava sié laboratorni teplat

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

Ve 400 ml vody bylo rozpu&io 5,96 g HEPES a 0,219 g JE®DTA a upraveno pH
pomoci 3M KOH na 8,0. Poté byl roztokepeden do od#mné baiky o objemu 500 ml
a vodou doplan po rysku.

Roztok je staly a uchovava sié laboratorni teplat

Extrakéeni roztok

V zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 7,8 bylo rozpnét0,4 g BSA, 0,156 g DTT
a 0,096 g MgCl Roztok byl peveden do odené baiky o objemu 200 ml.

Takto gipraveny roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 7,801 NaEDTA, 0,2%
BSA,5mM DTT a 5 mM MgGl

Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C.

Aktiva¢ni roztoky

V zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpnst0,2285 g MgGl Roztok byl
pieveden do odsmné baiky o objemu 50 ml.

V zasobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpnét0,3003 g KHC@ Roztok byl
pieveden do odsmné baiky o objemu 50 ml.

Roztoky jsou stélé a uchovavaiji gelpboratorni teplat

Roztok glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy

V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylapaStno 6 mg glyceraldehyd-3-
fosfatdehydrogenasy.
Roztok se uchovavé&igeplot -18 °C.

Roztok kreatinfosfokinasy

V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylppastno 2 mg kreatinfosfokinasy
Roztok se uchovavé&igeplot -18 °C.

Roztok R5P

V 1 ml zasobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylzmes¢no 6,2 mg ribulosa-5-
fosfatu.
Roztok se uchovavé&igeplot -18 °C.

Roztok 2-fosfoglyceratkinasy
Byl pouzit komegn¢ vyrakeny roztok.
Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C.
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Pracovni roztok

V odnerné baice o objemu 25 ml bylo v zasobnim roztoku HEPES-KQ#i 8,0

rozpustno:

0,0475 g ATP

0,0325 g fosfokreatinu

0,02gDTT

0,005 g NADH

47,5ul 3-fosfoglyceratkinasy

250yl roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy
250l roztoku kreatinfosfokinasy.

Pripraveny pracovni roztok pofigani 50 ul aktivatnich roztok obsahoval 50 mM
HEPES-KOH, pH 8,0, 20 mM Mggl 25 mM KHCQ, 3,5 mM ATP, 0,25 mM NADH,
5 mM fosfokreatinu, 1 mM N&DTA, 5 mM DTT, 80 nkat 3-fosfoglyceratkinasy, 8Ran
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy a 80 nkat krieesfokinasy.

Pracovni roztok se uchovavé laboratorni teplat a je staly maximak5 hodin.

3.2.1.4Extrakce enzymu

Navazka smrkovych jehlic byla roteha viteci misce s mgkym piskem. Byl fidan
polyvinylpolypyrrolidon a 5 ml extralniho roztoku. Vzorek byl asi 30 sekund
homogenizovan, poté byla supenzeelippa do centrifugéni zkumavky a asi 1 minutu
odsted’ovana pi 3000 ot&kach/min. U ziskaného supernatantu obsahujicihgnerzubisco
byla méfena pdateni a celkova aktivita. Bylo nutné pracovat co nepgji z divodu
rychlého starnuti extraktu.

3.2.1.5Méreni aktivity

Pocate’ni aktivita

Pii méreni paateini aktivity bylo do optické kyvety o objemu 1 mlpipetovano 5Qul
aktivatniho roztoku MgCJ, 50 ul aktivatniho roztoku KHCQ, 20 ul extraktu, 850ul
pracovniho roztoku a 3@l roztoku R5P. Roztok byl promichan a ihned byl&iena
absorbanceipvinové délce 340 nm v 30 s intervalech.

Celkova aktivita

Pfi méreni celkové aktivity bylo do optické kyvety o objemd ml napipetovano 50l
aktivatniho roztoku MgCJ, 50 ul aktivatniho roztoku KHCQ@ a 20ul extraktu. Roztok byl
promichan a inkubovan 15 minut. Poté bylo do kywaigano 850ul pracovniho roztoku
a 30 ul roztoku R5P. Po promichani byla¢fana absorbanceiipvinové délce 340 nm
v 30 sekundovych intervalech.

3.2.1.6Vypcaet aktivity

Celkem bylo u kazdého o&tu mereno 5 vzork (n = 5), z toho kazdy vzorek byl dren
po dobu 5 minut a 30 sekund. U kazdého vzorku laygkano celkem dvanact hodnot
absorbance A. Zthto hodnot byl vypé&tan Ubytek absorbance za 30 sekadd
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Tabulka 2. Mreni p@iatecni aktivity ve vzorku A2 — ambient, 22. 7 .2010

t[s] AA
0 0,0000*
30 0,0010*
60 0,0030
90 0,0030
120 0,0030
150 0,0040
180 0,0030
210 0,0040
240 0,0030
270 0,0040
300 0,0040
330 0,0040
Pramér AA 0,0035

*vytazené chybné hodnoty avbdu projevu tzv. lag faze

Po vyazeni chybnych hodnot byla ze @mabsorbance vyg@ana aktivita enzymu
Rubisco z Lambert-Beerova zakona:

%:‘9[“#

c
At At
kde A je absorbance, t j@s [s],¢ je molarni absokmi koeficient [cmd mmol?], | je délka

optické drahy [cm] a ¢ je koncentrace vzorku [moi .

Aktivita enzymu byla vypéitana z rychlosti Ubytku substratu €0
_AALV

An =
200

kde AA je primérny Gbytek absorbance po fageni chybnych hodnot [nifh V je objem

reakeni snesi v kyvet [ul], ¢ je molarni absomi koeficient [cmi mmol’] a | je délka

optické drahy [cm]. Hodnota je pro NADH je 6300 ccnmmol™* a délka optické kyvety je
1cm.

Aktivita v kyvete, coz odpovida 2Ql extraktu:

2[AALYV _210,003511000

An= =5,55567110'umol CO, min'*
200 2163001

Aktivita v celém objemu extraktu (5 ml):
An = 5[5,5(3)532]10“ =0,1389umolCO, min™*
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Aktivita enzymu vztazena na 19 jehlic:

An= 0'13819= 1,714FmolCO, min* g*

3.2.1.7Vypcacet specifické aktivity
Specifick& aktivita je aktivita vztazena na 1 gyenu Rubisco. Byla vypitana jako podil
aktivity enzymu Rubisco a obsahu enzymu Rubisco.

Pt. Vypocet specifické peateEni aktivity u varianty Aerven
_ AN cerven) _1,4943:molCQ, min* g*
Coacerven) 16,1347mgd

A

sp

[1000= 92,6014molCO, min™* g*

3.2.2 Elektroforetické stanoveni obsahu Rubisco

Stanoveni obsahu enzymu Rubisco vychazelo z nigémdervalové [98] a Rogerse et al.
[50], postup byl dale upraven Florianem [99] a Hidem [100].

3.2.2.1P¥istroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGOVZ Hradec Kralové. Parametry: nejmensi
dilek 0,0001 g, kapacita 120 g, at€sfL

Centrifuga MLW T52,1

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga (LotySsko)

Trepaka — LT2 Kavalier a.s.

Vortex — Stuart SA8

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

3.2.2.2Chemikalie

2-Merkaptoethanol; Sigma ALDRICH

Akrylamid; SERVA

Brilantni mod G 250 — Coomasie; SERVA

Bromfenolovd motiNa €il; SERVA

Butanol; Lachema

D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa — standard Redni Sigma ALDRICH
DTT — dithiothreitol; Sigma ALDRICH

Ethanol; Lachema

Glycerol; Sigma ALDRICH

Glycin; SERVA

Kyselina chlorovodikova; Penta

Methanol, PENTA

N,N"-Methylenbisakrylamid; SERVA

Peroxodisiran amonny; SERVA

Octova kyselina; Lachema

SDS - dodesylsulfat sodny; Sigma ALDRICH

TEMED — N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin; Sigm&BRICH
TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan; Sigma ALDRIC
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3.2.2.3PFiprava roztoli

Roztoky na pipravu geli

Roztok A
30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo rozgnétve 100 ml vody.
Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C.
Roztok B
18,16 g TRIS bylo rozpu&to v 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci koncerdred
HCI na pH 8,8. Poté byl roztok dogimna 100 ml.
Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C.
Roztok C
18,16 g TRIS bylo rozpu&to v 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci koncerdred
HCI na pH 6,8. Poté byl roztok dogimna 100 ml.
Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C.
Roztok D
10 g SDS bylo rozpu&to ve 100 ml vody.
Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C.
Roztok E
0,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozgudtv 1 ml vody.
Roztok je nutno fipravit pro kazdé stanovedérstvy.
Roztok F
10 mg bromfenolové mdaidbylo rozpuséno v 1 ml vody.
Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C.
TEMED
Komekn¢ dodavany roztok.

Pomocné roztoky

Elektrodovy pufr

6 g TRIS, 18,8 g glycinu a 2 g SDS bylo rozgnstv 1000 ml vody.

Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C. PouZziva se opakovan
TRIS pufr

3,76 g TRIS, 10 g SDS, 5,02 g DTT a 50 ml glycerdoylo rozpustno ve 450 ml vody,
pH bylo upraveno na 6,8 pomoci koncentrované HCI.

Roztok se uchovavé&idaboratorni teplat
Vzorkovy pufr

4,8 ml roztoku C, 4 ml roztoku D, 0,2 ml roztoku&ml glycerolu, 4,8 ml vody a 1 ml
merkaptoethanolu.

Roztok se uchovavé&igeplot 4 °C.

Roztoky pro vizualizaci bilkovin

Stabiliza’ni roztok

100 ml methanolu se smicha se 400 ml vody.

Roztok se uchovavé&idaboratorni teplat
Barvici roztok

0,5 g Coomasie Blue R 250 se smicha se 450 mlamelin, 100 ml koncentrované
kyseliny octové a 450 ml vody.
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Roztok se uchovavé&idaboratorni teplat

Odbarvovaci roztok
250 ml methanolu se smicha se 100 ml koncentrokgseiny octové a 650 ml vody.
Roztok se uchovavé&idaboratorni teplat

3.2.2.4P¥iprava geli

Elektroforeticka skla byla omyta, odm&st, oplachnuta destilovanou vodou a vyeét
buniinou namd@enou v ethanolu. Skla byla upe&wma do stojanu menSim sklem degu,
spodni hrany skel lezely na gumové podloZzce a hakbora byla zaji8ha proti vytéeni
gelu. Ke stanoveni byl pouzit 8% sepaniaa 5% zaosbvaci gel. B piipraw gel bylo nutné
pracovat v rukavicich zisdbodu vysokeé toxicity akrylamidu.

8% separéni gel
Pomoci automatickych pipet byly do kadinky napawény roztoky podle tabulky 3.

Tabulka 3. Objemy rozték priprave separaniho gelu (10 ml)

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 4,60
A 2,70
B 2,50
C —
D 0,10
E 0,14
TEMED 0,006

Roztok E a roztok TEMED byly do roztokuigény €sné pred nalitim roztoku mezi
elektroforeticka skla. Poté byl roztok delpromichan a nalit mezi skla asi 2 cm od horniho
okraje. Zbyly roztok byl ponechan v kadince jakakola tuhnuti gelu. Roztok mezi skly byl
pievrstven butanolem pro vyrovnani hladiny a jakoranh proti vyp#ovani vody.

5% zaostovaci gel
Pomoci automatickych pipet byly do k&dinky napipény roztoky podle tabulky 4.

Tabulka 4. Objemy roztdk priprave zaostovaciho gelu (3 ml)

Roztok Objem [ml]
Destilovana voda 2,10
A 1,00
B —_—
C 0,38
D 0,03
E 0,03
TEMED 0,003




Po zatuhnuti sepamiho gelu byl odstram butanol a gel byl &kolikrat vymyt
destilovanou vodou. Porigani roztoku E a roztoku TEMED byl zatstaci gel dobe
promichan a nalit na vrstvu separéno gelu térs po okraj. Do prostoru mezi skla byl
nasazen elektroforetickyrébinek, ktery byl odstr&n aZz ged nanaSenim vzaik Zbyly
roztok byl ponechan v kadince jako kontrola ztuhgetu. Hotovy gel bylo mozné uchovavat
v lednici, ale nejdéle dor$tiho dne.

3.2.2.5PFiprava vzorli

Navazka jehlic byla roz&gna veiteci misce s mgkym piskem. Byly pdany 2 ml TRIS
pufru a vzorek byl asi 30 i@ homogenizovan. Vznikla suspenze byl&elpa
do centrifugani zkumavky a 1 minutu odstfovana pi 3000 oté&kach/min. Do
mikrozkumavky Eppendorf bylo napipetovano 0,5 mtraktu a 0,5 ml vzorkového pufru.
Smes byla promichana na vortexu a 5 minuteve v termobloku. Vzorky uchovavany
v mraznéce [ teplog -18 °C.

3.2.2.6Elektroforéza

Elektroforeticka skla sipravenym gelem byla vytazena ze stojantiSténa od zbytk
gelu a byl opatr& odstragn elektroforeticky kebinek. Skla byla upe¥na do stojanu
pro elektroforézu mensim sklem &m@am dovnit. Stojan s upewimymi skly byl viozen
do elektroforetické naddoby a vimf prostor byl az po okraj nagm elektrodovym pufrem.
Pomoci automatické pipety s dlouhouc&pu bylo do prvnich dvou pozic napipetovanoul 0
standardu Rubisco (0,5000 mg v 1 ml vzorkovacihioupa do dalSich pozic 10l vzorku.
VnéjSi prostor byl zapkn asi do poloviny nadoby. Aparatura bylé@ippjena ke zdroji
o konstantnim nagi 80 V. V piibchu analyzy bylo nutné kontrolovat hladinu elektroéloo
pufru ve vnitnim prostoru a pdfpad ho bylo nutné doplinit. Elektroforéza probihalakuwid
¢elo vzorku nedostoupilo asi 2 cm od spodniho okyaja.

3.2.2.7Zviditelnéni bilkovin

Po ukorteni elektroforézy byla skla s gelem vyjmuta ze astoj a poniena do misky
s destilovanou vodou mensim sklemiddPomoci unslohmotné Spachtle byla skla od sebe
odklena a doslo kuvobmi gelu. Destilovana voda byla vylita, gel bykeprstven
stabiliza&nim roztokem a 5 minut stabilizovan n#gepace. Stabilizani roztok byl slit
do zasobni lahve a poté byl gel gepavan s barvicim roztokem. Po 30 minutach byl gel
promyt pouzitym odbarvovacim roztokem a nasteddD minut protepavan sistym
odbarvovacim roztokem. Po odbarveni byl geltqmomyt destilovanou vodou, poloZzen na
elektroforetické sklo a zabalen do potraveké folie zabraujici jeho vysychani. S gelem
bylo nutné pracovat v rukavicich awbdu vysoké toxicity akrylamidu. Hotové gely byly
uchovavéany v ledniciipteplot 4 °C.

3.2.2.8Vyhodnoceni

Hotové gely byly naskenovany a kvantifikace vepadjednotky enzymu Rubisco byla
provedena programem pro obrazovou analyzu FUJIF&dwence Lab 2006, Multi Gauge,
verze 3.1. Zony velkych podjednotek bylyepedeny na piky a integraci byla vyfiédna
jejich plocha. Velikost plochy piku vzorku byla ponana s plochou standardu Rubisco.
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3.2.2.9Vypadet mnozstvi
Tabulka 5. Vyp¢et mnoZzstvi Rubisco

vzorek hmotnost | plocha zény
[a]

standard 115850,90

standard 114257,60

0,095 88172,10

Al ¢erven 0,095 89512,09

0,095 90510,51

Obsahu enzymu v 1 ml extraktu:
__blocha piku vzorku o o ondarduy — 01 /2h 05 03832 mgh — 2x  Zedny
plocha piku standardu 115054,3

roztok

Nez'ediny roztok:
m=0,383212= 0,7664mgv1lr

Prepaet na cely objem extraktu:
2[0,7664= 1,5328 mg ve 21

MnoZstvi Rubisco fepaiitané na jednotkovou hmotndsrstvé tkaa (g):

c=1.5328mg_ 16,1347 mgd
0,095g

3.2.3 Stanoveni nestrukturnich sacharidi anthronovou metodou

Skrob byl stanoven antronovou metodou podle [21,88, 101]. Tato metoda je zaloZzena
na extrakci nestrukturnich sachdrid chloralhydratem ve spojeni s naslednym
kolorimetrickym stanovenim pomoci anthronu. Podstaje tvorba barevného komplexu
furfural-antron v progedi koncentrované kyseliny sirové. Intenzita zbairve mifena
spektrofotometricky a je Uémna koncentraci glukosy.

3.2.3.1P¥istroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGDVZ Hradec Kralové. Parametry: nejmensi
dilek 0,0001 g, kapacita 120 g, at€ésfL

Centrifuga MLW T52,1

Spektrofotometr HELIOS

Vati¢

3.2.3.2Chemikalie

Anthron; Sigma ALDRICH
Chloralhydrat; Sigma ALDRICH
D-Glukosa; Lachema

H.SO, - Kyselina sirova 98%
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3.2.3.3PFiprava roztoli

Roztok anthronu

V 50 ml koncentrované kyseliny sirové bylo rozgoét 0,2 g anthronu. Roztok byl
pieveden do 100 ml od¥mé baiky.
Roztok anthronu se uchovavi laboratorni teplat a je staly maximath24 hodin.

Roztok 1M chloralhydratu - rozpouétlo

Ve 30 ml vody bylo rozpudho 8,27 g chloralhydratu. Roztok bytgveden do 50 ml
odmerné baky.
Roztok je staly a uchovava sé plot 4°C.

Kalibra¢ni roztoky glukosy

Ve 100 ml vody bylo rozpu&o 0,100 g glukosy. Roztok byligveden do 200 mi
odnerné baiky. Z pripraveného kalibrniho roztoku o koncentraci 0,5 mg/ml byly
piipraveny postupnymedinim kalibra&ni roztoky o koncentracich 0 mg/ml — 0,4 mg/ml.

Roztoky jsou stélé a uchovavaiji gelpboratorni teplat

3.2.3.4Extrakce nestrukturnich sacharid

Asi 80-100 mg smrkovych jehlic bylo rozemo v teci misce s miskym piskem a 5 ml
chloralhydratu. Suspenze byla inkubovana 15 mireutvrouci vodni 14zni. Nasledrbyla
suspenze centrifugovana 5 minuti 000-3000 ot&ach/min. Docisté zkumavky bylo
napipetovano 0,2 ml supernatantu a objem Bdén vodou v poréru 1 : 9.

3.2.3.5 Méfeni obsahu nestrukturnich sacharid

Do cistych zkumavek byly napipetovany 3 ml anthronovébzioku. Anthron byl opaten
prevrstven 1 ml n@dného supernatantu a zkumavka byla gena do studené vody.
Pod proudem studené vody bylyédidze rychlym praepanim smiseny. Promichané vzorky
byly 5 minut inkubovany ve vrouci lazni, kde do#wytvoreni barevného komplexu. Po
vyjmuti byly vzorky ochlazeny na laboratorni tepl@ byla znitena absorbanceipr/inove
délce 625 nm [83].

3.2.3.6Vypaéet obsahu nestrukturnich sacharid

Celkem byly u kazdého odlu nefeny 3 vzorky = 3). Obsah nestrukturnich sachéarid
byl vypcgitan z rovnice lineérni regrese kalitmakiivky glukosy (Obr. 3.2).
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1,4+
1,2+
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0,6 1
0,41
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c [mg mr']
Obr. 3.2 Kalibraini kiivka glukosy (R= 0,9971)

Rovnice linearni regrese:
y=12,10%- 0,021

L= Y+0,0211
12,109

kdex predstavuje koncentraci nestrukturnich sacligiiiclg mr] ay znasi absorbanci
jednotlivych vzork méfenou @i A = 625 nm.

Tabulka 6. M7 eni mnozZstvi nestrukturnich sacharice vzorku Al-3erven

Vzorek ¢&. | m[Q] A
1 0,099 | 0,297
2 0,102 | 0,354
3 0,100 | 0,355

Koncentrace nestrukturnich sachénd10x Zedném roztoku
C, = A +0,0211: 0,29% 0,021% 0,02627 mg mt
12,109 12,109

Koncentrace v néedném roztoku:
C, = C,,x10= 0,02627116& 0,2627 mg I

Hmotnost nestrukturnich sacharid 5 ml extraktu:
Myes = 0,2627 mgmt O05mE 1,3135n

Koncentrace nestrukturnich sachanatazena na 1gerstvé hmotnosti jehlic:

c=Muss - 1318515 5677 mg g

45



3.2.4 Stanoveni listového dusiku podle Kjeldahla

Celkovy dusik byl stanoven metodou dle Kjeldahtalp [94]. Tato metoda je zaloZzena
na gevedeni dusikatych latek na siran amonny pomociemnaizace v koncentrované
kyselins sirové v pitomnosti Weiningerova katalyzatoru a naslednéming&d amoniaku
v zasaditém progdi. Vznikly amoniak je poté fpdestilovan svodni parou
do standardizovaného roztoku kyseliny sirové a pegbytek je stanoven alkalimetrickou
titraci.

3.2.4.1Chemikéalie

Fenolftalein

NaOH — hydroxid sodny, Lach:ner

H,SO, - Kyselina sirova 98%; Lach:ner

(COOH)-H,O — kyselina g&avelova dihydrat, Lach:ner

Tashifiv indikator

Weiningenv katalyzator (90 g siranu sodného, 7 g siraningi¢ho, 1,5 g siranuddinatého
a 1,5 g selenu)

3.2.4.2PFistroje

Destilani pristroj pro destilaci s vodni parou
Mineralizatni z&izeni

3.2.4.3PFiprava roztoli

Roztok 0,05 M HSO,

3 ml 98 % kyseliny sirové bylo smichano s 500 odw Roztok byl peveden do 1000 mi
odmerné baky a byl dopl&n vodou po rysku.
Roztok se uchovavé&idaboratorni teplat v zasobni lahvi.

Roztok 33 % NaOH

V 50 ml vody bylo rozpugho 33 g hydroxidu sodného, Roztok byepeden do odamneé
baiky o objemu 100 ml a dopin po rysku.
Roztok se uchovavé&idaboratorni teplat v zasobni lahvi.

Odn¥rny roztok 0,1 mol drif NaOH

V 500 ml vody bylo rozpu8ho 3,9988 g hydroxidu sodného. Roztok byeyeden
do 1000 ml odrérné baiky a byl doplgn vodou po rysku.
Roztok se uchovavéa&idaboratorni teplat v zasobni lahvi.

Odmerny roztok 0,05 mol dii (COOH),

0,6303 g kyseliny tavelové bylo rozpudho v50 ml vody. Roztok byl ipveden
do 100 ml odnsrné baiky a byl doplin po rysku.
Roztok se uchovavé&idaboratorni teplat

3.2.4.4Standardizace od#rného roztoku 0,1 mol dii hydroxidu sodného

Do titratni baiky bylo napipetovano 10 ml odimého roztoku 0,05 M kyseliny'dvelové,
bylo piidano par kapek indikatoru fenolftalein a &ambyla titrovana odgrnym roztokem
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0,1 M NaOH do prvniho trvaléhoizového zabarveni. Titrace byla provedediikrat
a z pimérné spoteby byla vypditana gesna koncentrace odmeho roztoku hydroxidu
sodného.

3.2.4.5Standardizace odérného roztoku kyseliny sirové

Do titratni baiky bylo napipetovano 10 ml roztoku kyseliny sirowé koncentraci
0,05 mol dn?, byly piidany # kapky Tashirova indikatoru a s byla titrovana
standardizovanym roztokem 0,1 mol drhydroxidu sodného do prvniho trvalého Zlutého
zabarveni. Titrace byla provedenidkiat a z pamérné spoteby byla vypeditana gesna
koncentrace roztoku kyseliny sirové.

3.2.4.6PFiprava vzorli

Odebrané jehlice smrku ztepilého byly suSefiygplot 80 °C po dobu 1 hodiny Zidodu
inaktivace enzyrn. Poté byly vzorky dosuSeny v suSarpii téZze teplot na konstantni
hmotnost (asi 48 hodin).

3.2.4.7Mineralizace

Do mineralizéni trubice byla nasypana navazka smrkovych jeblto k ni gidano 2 ml
koncentrované kyseliny sirové a 0,2 g Weininger&atalyzatoru. Trubice byla vioZzena
do mineralizaniho bloku a nechana mineralizovat po dobu 24 hoMmeralizace byla
ukortena az byl vzorekiry.

3.2.4.8Vlastni stanoveni obsahu dusiku

Mineralizat smrkovych jehlic byl kvantitati¢mieveden do destiéai baiky, bylo k rmu
piidano par kapek fenolftaleinu ata byla ipojena k destilenimu gistroji. Pomoci dlici
nalevky byl ke srmsi pridan 33% hydroxid sodny doizového zabarveni fenolftaleinu.
Uvolnény amoniak byl pedestilovan vodni pérou dorgulohy s 25 ml standardizované
kyseliny sirové. Konec chlath musel sahat az ke dnueglohy a destilace musela byt
regulovana tak, aby se vyvijeny amoniak ¢istakvantitativne véazat v pedloze.
Po 25 minutach destilace bylaeploha snizena tak, aby konec chiadnezasahoval do
roztoku. Po dalSich 5 minutach byla destilace dkoa. K destilatu vigdloze byly pidany 3
kapky Tashirova indikatoru a €9 byla titrovana standardizovanym roztokem do groni
trvalého Zlutého zabarveni.

3.2.4.9Vypaiet obsahu listového dusiku

Celkem byly u kazdého odiu meéteny dva vzorky (n = 2). Obsah listového dusiku byl
vypacitan ze spdeby standardizovaného odmého rozotku NaOH.

Tabulka 1 Standardizace NaOH aS$O,

Standardizace NaOH| Standardizace HSO,4

. 0,0092 0,0101

SpotrebasNaOH 0,0092 0.0100
[dm"]

0,0092 0,0100

Pramér [dm 7] 0,0092 0,0100

Koncentrace 0.1087 0,0545

[mol dm?]
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Standardizace od¥mého roztoku hydroxidu sodného
- reakce probiha podle rovnic€COOH), [2 H,O + 2 NaOH- (COONa) + 4.H

Myaon  — Z

1

N(coon),

2 E:(coon-|)2 D‘/(COOH}

CNaOH |3/NaOH = 2 []:(COOHQ lj‘/(COOI-Q =C NaOH: V
NaOH

Craont = 2D,049910,01 0,1087 moldn?
0,0092

Standardizace kyseliny sirove
- reakce probiha podle rovnice,SO, + 2 NaOH- Na SQ +2H

Myaon — Z

1

Ny,s0,

D/ — CNaOH |]/N.’:IOH

CNaOHwNaOHZZB:n-gsq Bse— Cysep™ 20V
H,SO,

Ch,s0, = 0’1028[75%’10100: 0,0545 mol dn

Vypocet obsahu celkového listového dusiku

Tabulka 2 M7eni mnoZstvi listového dusiku v jehlicich Ee&en

Navéazka | Spotieba NaOH | MnoZstvi dusiku
[0] [dm°] [%]
0,1165 0,0238 1,67
0,1069 0,0242 1,26
Pramér 1,47
200 ((:'_'2504 D‘/sto4) _(CNaOH ZB/NaOHjj| M,
W, =—
§ mnavéika
2()(0,054570, 02}5—(0’1087250’ ozsﬂ 014,01
W, =— =0,0167= 1,679

0,1165
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Vysledky

4.1.1 Aktivita enzymu Rubisco
Patateni a celkova aktivita Rubisco bylaéhena pomoci metody popsané v kapitole

3.2.1.
Vzorky byly odebirany vetyrech terminech, a to 22. 6. 2011, 22. 7. 2011, 2@081

a29.9. 2011. i kazdém odbru bylo ziskano celkem 10 vzdarkZ toho 5 vzork bylo
ze stromk kultivovanych pi normalni koncentraci CO(A) a 5 vzorki ze stromk
kultivovanych pi zvySené koncentrace GQE). Z kazdych 5 vzorkbyla ziskdna gmeérna
hodnota (n = 5).

Tabulka 9. Hodnoty p@terni a celkové aktivity u vzattodebiranych 22. 6. 2011

Vzorek Pogateéni aktivita Celkova aktivita
[pmoICO, min™ g7 | [umolCO, min™ g7
Ambient 1,49 184
Elevated 1,64 2.06
2,60
— 2,201
a7 T
F.'@ -" .L
= 1,80
% | - l O Ambient
8 T L O Elevated
S 1,40- l evate
=
=
< 1,00
0,60
pocateini celkova

Obr. 4.1 P@étecni a celkova aktivita enzymu Rubisco u jehlic snatepilého A a E ze dne
22. 6. 2011.

Z obrazku 4.1 jeiejmeé, Ze @ cervnovém odbru nebyly zjiSény statisticky vyznamné
rozdily v pa&ateini ani celkové aktivit Rubisco mezi variantami A a E.
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Tabulka 10. Hodnoty @gaterni a celkové aktivity u vzailodebiranych 22. 7. 2011

n [umolCOz2min* g

Vzorek Pokateéni aktivita Celkova aktivita
[pmolCO, min™ g? | [pmolCO, min™ g7
Ambient 1,50 1,83
Elevated 1,31 1,91
2,60
2,20+
| 2
1,80
T l O Ambient
O
140- l - Elevated
L
1,00+
0,60
pocateni celkova

Obr. 4.2 P@aterni a celkova aktivita enzymu Rubisco u jehlic snatiepilého A a E ze dne

22.7.2011.

Stejreé jako vcervnu, ani pi ¢ervencovém odisu nebyly zjisény statisticky vyznamné

rozdily v pa&ateini a celkové aktivit mezi variantami A a E (Obr. 4.2).

Tabulka 11. Hodnoty @gate’ni a celkoveé aktivity u vzatlodebiranych 26. 8. 2011

vzorek Pocateéni all<ti_\{ita_12 Celkova ak'ti\_/lita_2
[pmolCO, min™ g“] | [umolCO, min™" g°]

Ambient 0,88 1,47

Elevated 1,57 2,03
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2,60
— 2,20
1,80+

1,40

n [umolCOz2min™ g

T

[

——

O Ambient
O Elevated

pocateni

celkova

Obr. 4.3 P@aterni a celkova aktivita enzymu Rubisco u jehlic Azekine 26. 8. 2011.

Z obrazku 4.3 vyplyva, Ze pateni aktivita u jehlic kultivovanych i vy3Si koncentraci
oxidu uhlgitého byla v srpnu statisticky vyznagmrvySSi nez u jehlic kultivovanych
pii normalni koncentraci CQa to o 44 %. Naproti tomu celkova aktivita nebylgehlic E

statisticky vyznamévyssi nezli u jehlic A.

Tabulka 12. Hodnoty @gate’ni a celkoveé aktivity u vzatlodebiranych 29. 9. 2011

Vzorek Pogateéni aktivita Celkova aktivita
[pmoICO, min™ g% | [pumoICO, min™* g
Ambient 0,84 1.27
Elevated 1,42 173
2,60
— 2,20
fe))
£ 1,80 I |
o l O Ambient
s I O Elevated
o 1,40+ T
S
< |
< 1,00 T
0,60
pocateni celkova

Obr. 4.4 P@aterni a celkova aktivita enzymu Rubisco u jehlic Azekine 29. 9. 2011.
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Na obrazku 4.4 Ize pozorovat podobnyilgh jako na obrazku 4.3. Pateini aktivita
u jehlic E byla v z# statisticky vyznam&vyssi nez u jehlic A, a to o0 41 %, avSak u celkové
aktivity nebyl mezi variantami A a E prokazan statky vyznamny rozdil.

1,80 )
O Ambient

_} O Elevated

gerven gervenec srpen b4:)

=
N~
o
|
——
HH
—1—
}—

n [umolCOz min* g*

‘!_\

o

o
L

——

0,60

Obr. 4.5 Srovnani pte’ni aktivity enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepil&ha E vcervnu,
cervenci, srpnu a zé

Na obrazku 4.5 Ize vid, napadny pokles géateeni aktivity u varianty A odervna do z&
(0 56 %). Naproti tomu u varianty E nevykazovala&giani aktivita v pfibéhu vegetani

sezony statisticky vyznamny pokles.

1,80 T _
O Ambient

T - @ Elevate
| "

L
N
o

L

n [umolCOz2 min™ g’

.!A
o
o

L

cerven cervenec srpen 42}

Obr. 4.6 Srovnani celkoveé aktivity enzymu Rubisgehlic A a E wervnu, cervenci, srpnu
a z&i.
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Celkové aktivita Rubisco u varianty A byla wizétatisticky vyznam& nizSi nez \ervnu,
kdezto u varianty E nedoSlo vitehu vegetani sezény k vyznamnému poklesu celkove
aktivity (Obr. 4.6).

Tabulka 13. Hodnoty specifické da@ecni aktivity Rubisco u jehlic smrku ztepilého
odebiranych vervnu,cervenci, srpnu a z&

1 T
vzorek Asp[umoICOZ min~ mg ]
Ambient Elevated
Cerven 91,86 134,69
Cervenec| 158,20 183,98
Srpen 70,39 193,56
Zari 39,96 80,76
320,00+
280,00+
D 240,00
<
£ 200,00 T
8 160,001 _} Ambient
g I O Elevated
£ 120,00-
=
a2 80,00
<
40,00+
0,00
¢erven ¢ervenec srpen ¥é

Obr. 4.7 Srovnani specificke ¢aecni aktivity enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepil&reo E
Vv cervnu,cervenci, srpnu a z4a

Na obrazku 4.7 Ize vid, Ze rozdil poateni specifické aktivity mezi jehlicemi A a E
nebyl v ¢ervenci statisticky vyznamny. V ostatnichésitich byla specificka aktivita
u varianty E statisticky vyznamrvy3Si nez u varianty A (¥ervnu o 32 %, v srpnu 0 64 %
av z&i o 51 %). V piibéhu sezény doslo u jehlic A k vyznamnémutsén, o 42 %, a poté
k vyraznému poklesu. V Hau varianty A byla specificka gate:ni aktivita o 57 % nizSi nez
v ¢ervnu. Co se tyka jehlic E, tak natatku sezony byla situace podobna jako u jehlic @. B
zaznamenan vyznamny at, o 27 %, ale k vyraznému poklesu doSlo mezierpa z#.

U varianty E byla specificka aktivita viza 40 % niZSi nez ¥ervnu.
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Tabulka 14. Hodnoty specifické celkové aktivityiBzdu jehlic smrku ztepilého odebiranych
v éervnu,cervenci, srpnu a zé

1 T
vzorek Asp[umolcoz min™ mg ]
Ambient Elevated
Cerven 113,13 170,00
Cervenec| 192,88 269,77
Srpen 117,51 250,89
Zari 60,83 98,48
320,00-
_ 280,00, s
D 240,00
<
g 200,00+ T
8 160,00- - Ambient
g O Elevated
£ 120,00-
=
= 80,00
<
40,00+
0,00
cerven cervenec srpen e

Obr. 4.8 Srovnani specifické celkové aktivity enzfRuabisco u jehlic smrku ztepilého A a E
Vv cervnu,cervenci, srpnu a z4a

Celkova specificka aktivita u jehlic E byla ve gBeodebiranych #sicich statisticky
vyznammé vySSi nez u jehlic A. \¥ervnu byl naiist o 34 %, \Wervenci 0 29 %, v srpnu
053% a vz o 38 %. Z hlediska sezonnihoipéhu doslo Wervenci u obou variant
k naristu specifické celkové aktivity vzhledemcérvnu (u jehlic A o0 41 % a u jehlic E
0 37 %) a pak nasledovalo sniZeni. U varianty Aalwk&i specifickd aktivita o 46 % niZSi
nez véervnu a u varianty E o 42 % (Obr. 4.8).

4.1.2 Obsah enzymu Rubisco

Obsah enzymu Rubisco byl stanoven metodou SDS-RA&kEbylo podrob#é popsano
v kapitole 3.2.2. Vzorky byly odebirany s@sré se vzorky pro stanoveni aktivity Rubisco.
Ke kazdému datu bylo odebrano celkem 6 vioiktoho 3 vzorky byly odebrany z jehlic
kultivovanych @i normalni koncentraci C(A) a 3 z jehlic kultivovanych ip dvojnasobné
koncentraci oxidu uhditého (E). S kazdym vzorkem bylo provedeno jedramateni, takZze
u kazdé varianty byly ziskany 3 hodnoty (n = 3)pagitana ptimérna hodnota, semodatna
odchylka a interval spolehlivosti.
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Tabulka 15. Hodnoty mnoZstvi enzymu Rubisco ucjedrirku ztepilého odebiranych
v éervnu,cervenci, srpnu a zé

Obsah [mg g']
Ambient | Elevated
Cerven 16,26 12,14

Vzorek

Cervenec| 9,46 7,09
Srpen 12,52 8,09
Zari 20,89 17,52
25,00
20,00- ]
==
< 15,00+
g O Ambient
£ & ] B Elevated
= 10,001 evate
5,00
0,00 \ \
gerven  ¢ervenec srpen 2]

Obr. 4.9 Srovnani obsahu enzymu Rubisco u jehliksatepilého A a E servnu,cervenci,
srpnu a zéi.

Obsah enzymu Rubisco u jehlic E byl ve vSech adaljth ngsicich statisticky vyznandn
nizsi nez u jehlic A (¢ervnu o 25 %, ¥ervenci 0 25 %, v srpnu 0 35 % a \iza 16 %).
Z hlediska sezonniho {sehu doSlo k velkému poklesu obsahu Rubis@@mwenci vzhledem
k ¢ervnu (0 42 % u varianty A, 0 41 % u varianty Epak nasledoval postupny vist. V z&i
byly naneétrené hodnoty obsahu Rubisco vzhledekeilnu o 22 % vySSi u varianty A a o
31 % vysSSi u varianty E (Obr. 4.9).

4.1.3 Obsah nestrukturnich sacharidi

Nestrukturni sacharidy byly stanoveny anthrononeiodou (viz kap. 3.2.3). Vzorky byly
odebirany sotasré se vzorky pro aktivitu a mnoZzstvi enzymu Rubiske. kazdému datu
bylo odebrano celkem 6 vzark Ztoho 3 vzorky byly odebrany z jehlic kutlivovarn
pii normalni koncentraci CO(A) a 3 z jehlic kultivovanych i dvojnasobné koncentraci
oxidu uhlgitého (E). Z kazdych 3 vzotkbyla ziskana gmeérna hodnota (n = 3), vygdana
smérodatnd odchylka a interval spolehlivosti.
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Tabulka 16. Hodnoty obsahu nestrukturnich sachiand jehlic smrku ztepilého A a E
odebiranych vervnu,cervenci, srpnu a z&

Obsah [mg ¢']
Ambient | Elevated
Cerven 14,66 54,00
Cervenec| 18,45 55,73
Srpen 23,40 67,07

Zaki 13,31 23,63

Vzorek

70,00+
B3

60,00

50,00+

“o 40,00 -
o O Ambient

E.30,00- O Elevated
(&)

20,00+

10,00 |_E
0,00

cerven cervenec srpen 42}

Obr. 4.10 Srovnani obsahu nestrukturnich sachatdehlic smrku ztepilého A a Ecervnu,
cervenci, srpnu a zé

Na obrazku 4.10 je vid velky nanhst obsahu nestrukturnich sacharid jehlic
kultivovanych i zvySené koncentraci GO Tento naist je prokazatelny ve vSech
odebiranych @sicich a je statisticky vyznamny.dérvnu byl naiist nestrukturnich sachaiid
v jehlicich E 72 %, ervenci 67 %, v srpnu 65 % a Wwzé4 % vzhledem k A. V fiibéhu
veget&niho obdobi doslo u jehlic A i E nejprve ke zvySebsahu nestrukturnich sacharid
a poté ke snizeni. Toto sniZeni na konci végéta obdobi bylo u jehlic E vyrazné.

4.1.4 Obsah celkového dusiku

Celkovy dusik byl stanoven metodou dle Kjeldahkapitola 3.2.4). Vzorky byly
odebirany sotasré se vzorky pro aktivitu, mnozstvi Rubisco a neduuki sacharidy.
Ke kazdému datu byly odebrany celkem 4 vzorky. libtalva vzorky byly odebrany ze
stromki kultivovanych @i normalni koncentraci oxidu ukilitého a 2 ze stromik
kultivovanych pi dvojnasobné koncentraci GOZ kazdych dvou vzofk byla ziskana
praimérnd hodnota (n = 2) a interval spolehlivosti.
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Tabulka 17. Hodnoty celkového dusiku u jehlic snatkepilého A a E odebiranychigrvnu,
cervenci, srpnu a zé

MnoZstvi celkového
Vzorek dusiku [%]
Ambient | Elevated
Cerven -* 1,61
Cervenec| 1,91 1,68
Srpen 2,22 1,89
Zari 2,31 1,96

* hodnota Aenenbyla vfazena z dvodu chyby pi mineralizaci

3,00+

N
o
o
L
H

i

O Ambient
O Elevated

HH
i

cerven cervenec srpen |

Obr. 4.11 Srovnani obsahu celkového listového dusikjehlic smrku ztepilého A a E
Vv cervnu,cervenci, srpnu a z4a

U jehlic kultivovanych @i zvySené koncentraci GOdoSlo k poklesu obsahu listového
dusiku oproti jehlicim, které byly kultivovan&imormalni koncentraci oxidu ukitého.
Tento pokles byl f vSech odbrech statisticky vyznamny (Obr. 4.11). Rozdil mezi
variantami A a Einil v ¢ervenci 12 %, v srpnu a vizdl5 %. Hodnota obsahu dusiku pro
jehlice A odebirané ¥ervnu chybi z dvodu chyby pi mineralizaci.

57



4.1.5 Vliv nestrukturnich sacharidd na obsah Rubisco

70,00

60,00

50,00

40,00

30,00
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20,00

10,00+

0,00

[] Nestrukturni
sacharidy

B Obsah Rubisco

1hal

cerven

cervenec

srpen

Obr. 4.12 Srovnani obsahu nestrukturnich sachagdobsahu Rubisco u jehlic Acgervnu,

cervenci, sprnu a zé

Na obrazku 4.12 lze vt Ze se vZistem obsahu nestrukturnich sachapdklesne obsah
Rubisco a naopak.
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Obr. 4.13 Srovnani obsahu nestrukturnich sachagdobsahu Rubisco u jehlic Ecervnu,

cervenci, sprnu a zé

Na obrazku 4.13 je vid, Ze se zvysujici se koncentraci nestrukturniciharadi, klesa

koncentrace Rubisco a naopak.
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4.1.6 Vliv celkového listového dusiku na obsah Rubisco

3,00 — 30,00

2,50 - 25,00

2,00+ 20,00

"o

¥ 1,50 - 15,00 g’ @ Obsah dusiku
= S B Obsah Rubisco

1,00 —10,00

01507 [ 5,00

0,00+ — 0,00

gerven  &ervenec srpen )

Obr. 4.14 Srovnani obsahu listového dusiku a obsataymu Rubisco u jehlic Acervnu,
cervenci, srpnu a zé

3,00 ~ 30,00
2,50~ - 25,00
2,00 ~ 20,00
S 1,50 15,00 = [ Obsah dusiku
= £ W Obsah Rubisco
1,00~ -10,00 ©
0,50 - 5,00
0,00 0,00

cerven  gervenec srpen bz |

Obr. 4.15 Srovnani obsahu listového dusiku a obsataymu Rubisco u jehlic Ecervnu,
cervenci, srpnu a zé&

Zavislost obsahu enzymu Rubisco na obsahu celkoligfvého dusiku nebyla prokazéana
ani u jehlic kultivovanych i normalni koncentraci C£ ani u jehlic kultivovanych
pii dvojnasobné koncentraci GOV obou gipadech obsah dusiku neustéle rostl, ale obsah
Rubisco nevykazoval vistajici nebo klesajici tendenci (Obr. 4.14, 4.15).
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4.2 Diskuze

V piedlozené praci jsem studovala, zda: (1) V podmimkaeySené koncentrace @O
dochéazi u smrku ztepilého k aklidm depresi obsahu a aktivity enzymu Rubisco. (Xld¢%
obsahu Rubisco jeudledkem zvySené koncentrace nestrukturnich sac¢haridtech nebo
poklesu obsahu listového dusiku.

Experiment byl provath u smrk kultivovanych pi norméalni (A = 385 umol mdj)

a zvySenou koncentraci oxidu ufitého (E = 700 pmol md). V pribshu experimentu byly
¢tytikrat (v cervnu, ¢ervenci, srpnu a ¥ odebrany vzorky jehlic a zteny paateni

a celkové aktivity Rubisco, obsah tohoto enzymusabblistového dusiku a nestrukturnich
sacharid.

Od c¢ervna do z#& nastal statisticky vyznamny pokles celkové, adgmena poateni
aktivity Rubisco u varianty A. Naproti tomu ve stén obdobi nebyl zji§h vyznamny
pokles aktivit u varianty E. Obdobné vysledky ser6no phabehu aktivit uvadi
Boskovéa [101] uPicea abiesz téZe lokality. Tyto vysledky nas optayi tvrdit, Ze u smrku
ztepilého nedochazi k akliia depresi aktivity enzymu Rubisco vlivem zvySené
koncentrace Cg nybrz Ze aktivita Rubisco je naopak vysSi koneamitCQ stimulovana.

K podobnému z&ru doSli Tissue et al. [60], Myers et al. [103]. p¥ati tomu
Turnbull et al. [104] a Griffin et al. [72] u borme montereyskéRinus radiatd, Rogers
a Ellsworth [50] u borovice kadidlovédPihus taeda uvadji, Ze doSlo k akliméni depresi
aktivity Rubisco. Podle Drakea et al. [33] jeip&rné snizeni aktivity enzymu Rubisco o 15
a 24 %.

Obsah Rubisco byl u vSech a@dib vyznamri nizsi (o 16—-35 %) u varianty E vzhledem
k variang A. Tato skuténost ukazuje na vyraznou aklitmi depresi obsahu Rubisco u smrku
ztepilého vlivem zvySené koncentrace £RQedukce obsahu Rubisco v podminkach zvySené
koncentrace C®byla prokazana i jinymi autory, na@Boskovou [101] WPicea abiexz téze
lokality. Tissue et al. [74] prokazali aklifri depresi u borovicesztké Pinus ponderosa
Turnbull et al. [104] u borovice montereyskeir(us radiatd. Moore et al. [110] povaZzuji
shizeni obsahu enzymu Rubisco za jeden z nejvyz$aitim projevi fotosyntetické aklimace
pii zvySené koncentraci oxidu utiiého. Drake et al. [33] zjistili, Ze pmérné sniZzeni obsahu
Rubisco je 15 % az 24 %, coz je ve shedaSimi vysledky.

NejnizSi hodnoty obsahu Rubisco byly ngeny u obou variant ¥ervenci a v srpnu,
nejvyssi hodnoty v z& Pokles obsahu Rubisco v letnichégitich mohl byt zfisoben
suchym poasim, kdy dochazi k uzgani pfduchi, snizeni obsahu GOv listech a tim
ke sniZeni intenzity fotosyntézy [65, 105]. PorawAa sezonni zrany obsahu Rubisco
usmrku ztepilého a buku lesnihd-agus sylvaticp ktery byl gednttem studia mé
bakal&ské prace [19], mohu konstatovat, Ze u buku bywyssi obsah enzymu na qa&iku
veget&ni sezény (wervnu), kdy jsou listy v plném rozvinuti a vizdyl naopak vyrazh
nizsi. U smrku tomu bylo naopak. Tento jev je ddtiSmou strategii budovani asimifdho
aparatu u opadavychralin a jehlénam. U jehlicnatych strom se fotosynteticky aparat
vytvéii na reékolik let, kdezto u listnatych stroinse buduje pouze na jeden rok [105].

Na zéklad nasSich ndteni Ize konstatovat, Zeippasobeni zvySené koncentrace L&
snizi obsah enzymu Rubisco, ale zvySi se jeho itktifyto dva jevy se tedy zdaji byt
antiparalelni.

Obsah nestrukturnich sachdridi jehlic E se pohyboval v rozmezi 23,63 — 67,0y gh
a byl tak vyraztt vy3&i nez u vzork A, kde se obsah pohyboval mezi 13,31 — 23,40 thg g
NaSe vysledky jsou v souladu simnim Cabalkové et al. [89] a Teslové et al. [84&rik
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prezentovali zvy3eni obsahu nestrukturnich sachapid dlouhodolgjSi kultivaci smrku
ztepilého Picea abie¥ pii vysSSi koncentraci CO Také Poorter et al. [44] ve své praci
popsali, Zze H dvojnasobném zvySeni koncentrace oxidu ditého se tér& dvojnasobi
zvySi obsah nestrukturnich sacharidke stejnému zavu dosli i Wurth et al. [106]
u tropickych druby strom.

Jestlize v srpnu byl obsah Rubisco u obou vangmhamr nizSi nez Wervnu, obsah
nestrukturnich sachafidv listech byl naopak vyznaminvyssi. V zéi byla naproti tomu
nantiena nizka hodnota obsahu nestrukturnich sadhaate vysokd hodnota obsahu
Rubisco. Na zaklad naSich mdeni Ize tedytici, Zze sezénni jibéh obsahu Rubisco je
antiparalelni k pibéhu obsahu nestrukturnich sachéri¢oz podporuje teorii, Ze zvysSeny
obsah nestrukturnich sachdrids podminkdch zvySené koncentrace ,C@de Kk represi
exprese gehpro Rubisco a tim dojde k poklesu jeho obsahu.[11]

Obsah listového dusiku byl u vSech &dibu varianty E vyznanthnizsi (o 12 — 15 %) nez
u varianty A, coz je dalsi vyznamny projev aklimarerku ztepilého na vysSi koncentraci
CO,. NaSe vysledky potvrzuji Luo et al. [43], Kteuvadji pokles listového dusiku
v podminkach zvysSené koncentrace ,C® 15 — 20 %. NizSi obsah listového dusiku
pii zvySené koncentraci GQee vys\étlit jednak niZzSim obsahem enzymu Rubisco, alerddav
zied'ovacim efektem visledku vysSiho obsahu nestrukturnich sachard pribéhu
veget&ni sezony obsah listového dusiku u obou variamiémnizristal a nevykazoval Zadnou
korelaci s obsahem Rubisco. Obsah listového dusékatl tedy podle naSich #ieni vliv na
obsah enzymu Rubisco.

Jina situace nastavdi medostateném zasobeni dusikem. Stitt a Krapp [107] prezetitov
Ze @i nedostattném zasobeni dusikem dojde k redukci obsahu Rubidedino [108]

a Frak et al. [109] zase popsali Uzkou zavislostinsbsahem Rubisco a obsahem dusiku
pii pasobeni zvySené koncentrace oxidu &itého.
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo srovnat aktivitu a dbswzymu Rubisco v jehlicich smrku
ztepilého v podminkach normalni a zvySené konceetQ, potvrdit¢i zamitnout existenci
aklimaini deprese na arovni enzymu Rubisco,ippppsat jeji pibéh a zjistit vliv celkoveho
dusiku a nestrukturnich sachdrita pfibch obsahu a aktivity Rubisco.

Vzorky jehlic byly odebirany ze smrku ztepiléh®igea abiesL.) kultivovaného
pfi normalni (A = 38%umol mol') a zvy$ené (E = 70@mol mol') koncentraci oxidu
uhlicitého. Minisféry zajisujici podminky odliSnych koncentraci €Ose nachazeji
na Experimentalnim ekologickém pracovisti AAR na Bilém kiZi v Moravskoslezskych
Beskydech. Odiry probihaly v ptib¢hu vegetaniho obdobi, a to 22.6.2010, 22.7.2010,
26.8.2010 a 29.9.2010.

U ziskanych vzonk byla stanovena gateini a celkova aktivita enzymu Rubisco
spektrofotometricky, obsah Rubisco metodou SDS-PAGHSah nestrukturnich sachdrid
anthronovou metodou a obsah listového dusiku matpddle Kjeldahla.

Rozdil mezi aktivitami Rubisco v A a E bykervnu a wervenci statisticky nevyznamny.
Zatimco u varianty A aktivita enzymu viihu sezény postugnklesala, u varianty E
nedoslo k vyznamnému poklesu, takZze v srpnu a&ivigda aktivita u varianty E vyznamin
vySSi nez u varianty A. Aktivita Rubisco u smrkegtého tedy v naSem experimentu
nevykazovala aklimaci na zvySenou koncentrach,Gle naopak byla zvySenou koncentraci
oxidu uhliitého v pfibéhu vegetani sezony stimulovana.

Obsah enzymu Rubisco byl vipghu celého vegetaiho obdobi u jehlic E statisticky
vyznammé nizSi nez u jehlic A, byla tedy prokdzana akkmadeprese obsahu Rubisco
v podminkéch zvySené koncentrace,CO

Obsah nestrukturnich sacharidyl v pribéhu celé vegetai sezony vyznamin vyssi
u varianty E neZ u varianty A. Se ugtajicim obsahem nestrukturnich sachakigsal obsah
enzymu Rubisco a naopak, coZz podporuje teorii, ddeg obsahu Rubisco je igoben
hromadnim asimilali, hlavre sacharid, které zfisobuji represi exprese gepro Rubisco
a tim i pokles jeho obsahu.

Obsah listového dusiku byl ve vSech &dich u jehlic E vyznamnnizsi nez u jehlic A.
V prabéhu vegetaniho obdobi obsah dusiku mirmzristal a nevykazoval zadnou korelaci
s obsahem enzymu Rubisco.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U

3-KABP
ADP
ATP
BSA
CAl1P
CAM
Chk, CH
DHAP
DNA
DTT
EIA
ELISA
GAP
HEPES
HPLC
IRGA
LHC
MF
NADH
NADPH
NaoEDTA
PAGE
Pi

P

R5P
Rubisco
RuBP

SDS
SDS-PAGE
SF

TEMED
TRIS

XuBP
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3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfat
adenosindifosféat
adenosintrifosfat

bovinni sérovy albumin
2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat
crassulacean acid metabolism
podjednotky ATP-synthasa
dihydroxyacetonfosfat
deoxyribonukleova kyselina
dithiothreitol
enzym imunoassay
enzyme-linked immunosorbent assay
glyceraldehydfosfat
N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonoy&dlina
vysokotlaka kapalinova chromatografie
infracerveny analyzator plyn
light harvesting complex
mobilni faze
nikotinamidadenidinukleotid
nikotinamidadenidinukleotidfosfat
ethylendiamintetraoctan disodny
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
anorganicky fosfat
fotosystém |,
ribonukleova kyselina

ribosa-5-fosfat
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
ribulosa-1,5-bisfosfat

dodecylsulfat sodny

elektroforéza na polyakrylamidovém geluzé SDS
stacionarni faze

N,N,N" N’-tetramethylethylendiamin
tris(hydroxymethyl)aminomethan
D-xylulosa-1,5-bisfosfat



