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ABSTRAKT

Tato diplomovd priace se zabyvd vlivem obsahu listového dusiku a nestrukturnich
sacharidi na aktivitu a obsah enzymu Rubisco v podminkich normalni
(A =385 umolCO, mol'l) a zvySené (E = 700 pmolCO, mol'l) koncentrace oxidu uhlicitého
u smrku ztepilého (Picea abies L.). Aktivita Rubisco byla stanovena spektrofotometricky,
obsah Rubisco metodou SDS-PAGE, obsah nestrukturnich sacharidu anthronovou metodou
a celkovy dusik byl stanoven metodou dle Kjeldahla.

Aktivita Rubisco u smrku ztepilého nevykazovala aklimaci na zvySenou koncentraci oxidu
uhliCitého, ale naopak byla zvySenou koncentraci oxidu uhli¢itého v prubéhu vegetacni
sez6ny stimulovdna. U obsahu enzymu Rubisco byla prokdzdna aklimacni deprese, u jehlic
kultivovanych pfi zvySené koncentraci oxidu uhli¢itého byl obsah vyznamné nizsi.

U smrki kultivovanych pfi zvySené koncentraci oxidu uhlicitého byl statisticky vyznamneé
niz8$i obsah celkového dusiku nez u smrka rostoucich v normdlni atmosféfe. Naopak obsah
nestrukturnich sacharida byl u jehlic kultivovanych pfi zvySené koncentraci oxidu uhlicitého
vyznamné€ vySS§i neZ u varianty A. Sezonni prubéh obsahu Rubisco zavisel na obsahu
nestrukturnich sacharidd, se stoupajicim obsahem nestrukturnich sacharidd klesal obsah
Rubisco a naopak. Mezi sezonnimi zménami obsahu celkového dusiku a obsahem Rubisco
nebyla prokdzdna Zadnd z4vislost.

ABSTRACT

This diploma thesis examines influence of content of leaf nitrogen and non-structural
carbohydrates on Rubisco activity and its content under impact of ambient
(A =385 umolCO, mol'l) and elevated (E = 700 umolCO, mol'l) concentrations of carbon
dioxide in needles of Norway spruce (Picea abies L.). The Rubisco activity was determined
spectrophotometrically, the Rubisco content by using SDS-PAGE, the content of non-
structural carbohydrates by using the anthron method and total leaf nitrogen was determined
by using the Kjeldahl method.

The Rubisco activity in needles of Norway spruce did not show acclimation on elevated
concentration of carbon dioxide, but the activity was elevated concentration of carbon dioxide
stimulated during the growing season. The acclimation was proved by Rubisco content, its
content was significantly lower in needles cultivated under elevated carbon dioxide.

Content of total leaf nitrogen was statistically significantly lower in needles of Norway
spruce cultivated under elevated carbon dioxide then in needles cultivated under ambient
concentration of carbon dioxide. On the contrary, the content of non-structural carbohydrates
was significantly higher in needles cultivated under elevated concentration of carbon dioxide
then in variant A. Seasonal changes of Rubisco content depended on content of non-structural
carbohydrates, the Rubisco content decreased with increasing content of non-structural
carbohydrates. No dependence was detected between seasonal changes of the total leaf
content and the Rubisco content.

KLICOVA SLOVA

Smrk ztepily, aktivita a obsah Rubisco, nestrukturni sacharidy, listovy dusik, aklimace
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1 UVOD

Enzym ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa, neboli Rubisco mé kli€ovou roli
v kolobéhu oxidu uhli¢itého na Zemi. Katalyzuje vazbu molekuly CO, do organické molekuly
(karboxylaci) a predstavuje tak vstupni brdnu anorganického uhliku do biosféry. Kromé
karboxylace Rubisco katalyzuje také oxygenaci, neboli fixaci molekuly O, do té samé
organické molekuly. Schopnost enzymu Rubisco katalyzovat fixaci oxidu uhli¢itého nebo
kysliku na stejnou molekulu spocivd ve strukturni podobnosti téchto dvou molekul, které
spolu soutéZi o aktivni misto enzymu.

Vyznamnou vlastnosti Rubisco je jeho mald dc¢innost. Typicky enzym pfeméni az 1000
molekul substratu za sekundu, zatimco Rubisco necelé 3 molekuly substratu. Pravé kinetika
enzymu Rubisco je limitujicim faktorem fotosyntézy, proto se v rostlinich vyskytuje
ve velkém mnozstvi, aby byla zachovana jeji dostatecna rychlost. Z tohoto davodu je Rubisco
pfedmétem rozsahlého vyzkumu, ktery se zamétuje na jeho tc¢inng€jsi aktivaci a také na snahu
vytvorit efektivnéj$i Rubisco genovymi manipulacemi. Tim by se dosdhlo zvySeni rychlosti
fotosyntézy a nédsledné zvyseni vynosu hospodéiskych plodin.

Zvyseni produkce hospodéiskych plodin by také mohl =zajistit souCasny vzestup
koncentrace oxidu uhli¢itého. Podle studie Honische et al. [1] je za poslednich 2,1 milionu let
koncentrace oxidu uhli¢itého nejvyssi. Pramémné se koncentrace CO, za toto obdobi
pohybovala okolo 280 pmol mol™, zatimco v roce 2008 to bylo 385 umol mol™. Tento ndrdst
koncentrace zacal od poloviny 18. stoleti a je spojen s rozvojem prumyslu. Bylo vypocitano,
Ze pti zachovéni soucasného trendu zhruba kolem roku 2050 dosdhne koncentrace CO,
hodnoty 700 pmol mol™. Tento vyvoj muze zvysit vynos hospodarskych plodin az o 33 %, ale
zaroveni muZe mit negativni vliv na kvalitu potravin. SniZzeni kvality potravin souvisi se
snizenim obsahu a kvality lepku. Pisobenim zvysené koncentrace oxidu uhlicitého dochazi
k vys$si produkci nestrukturnich sacharidi a tim ke zfedéni bilkovin, tedy i lepku. Proto je
dilezité sledovat vliv zvySené koncentrace oxidu uhliitého na nase ekosystémy.

Vlivem zvySené koncentrace CO, na rostliny se u nds zabyvd Centrum vyzkumu globélni
zmény AV CR, v.v.i., které je podpofeno projektem LM2010007 CzeCOS/ICOS - Narodni
infrastruktura sledovani uhliku. V rdmci této diplomové prace bylo vyuZito experimentdlni
kultivacni zafizeni této instituce v Moravskoslezskych Beskydech na Bilém KiiZi. Na tomto
pracovisti byly vybudovany kultivaéni sféry s normdlni a zvySenou koncentraci CO,. Pravé
zvySenou koncentraci oxidu uhli€itého jsou modeloviny atmosférické podminky ocekdvané
v prubéhu nékolika pfistich desetileti.

V mnoha pracich bylo potvrzeno, Ze pii kriatkodobém zvySeni koncentrace CO, dojde
ke vzestupu rychlosti fotosyntézy, avsak pfi dlouhodobg&jsim pusobeni dojde k poklesu tohoto
piirtstku. Zaroven u mnoha rostlin dochéazi k poklesu obsahu Rubisco, celkového dusiku
arozpustnych bilkovin. Tento projev rostlin na zvySenou koncentraci CO, je popsdn jako
aklimace nebo aklima¢ni deprese. Priiny aklimace jsou neustilym piedmétem mnoha
vyzkumu a diskuzi. Pokles obsahu Rubisco pfisuzuji néktefi autofi zvySenému obsahu
nestrukturnich sacharidli, coZ vede k represi exprese genti pro Rubisco, jini autofi vidi pfi¢inu
v poklesu obsahu listového dusiku.

V piedloZené diplomové praci jsem se pokusila odpovédét na ndsledujici otdzky:
(1) Dochédzi u smrku ztepilého k aklimacni depresi obsahu a aktivity enzymu Rubisco
v podminkich zvySené koncentrace CO,?



(2) Je predpokladany pokles obsahu Rubisco usmrku ztepilého disledkem zvySené
koncentrace nestrukturnich sacharida v listech, nebo dusledkem poklesu obsahu listového
dusiku?



2 TEORETICKA CAST

2.1 Fotosyntéza

Vétsina rostlin na Zemi ziskdvd veSkerou energii pro své metabolické dé€je z primérniho
energetického zdroje — slunecniho zéteni a veSkery uhlik z anorganické slouceniny — oxidu
uhliCitého. Jedna se tedy o fotoautotrofni organismy. Diky témto schopnostem maji dulezité
postaveni v celé biosfére, protoze ostatni heterotrofni sloZky ekosystému, vcetné Cloveka,
vyuZzivaji energeticky bohaté organické slou€eniny vytvorené prave rostlinami.

Procesy, kterymi dochdzi k vazb& CO, do organickych sloucenin s vyuzitim radiacni
energie, se oznaCuji jako fotosyntetickd asimilace CO,, tedy fotosyntéza. Obecné ji lze
definovat jako souhrn procest spojenych s pfeménou energie fotont (kvant zafeni) do volné
chemické energie, kterd je dle vyuZita pfi biologickych syntézdch [3].

Rostliny a sinice shromazd’uji svételnou energii a uklddaji ji do chemickych vazeb pfi
pfeméné jednoduchych anorganickych sloucenin CO, a H>O na sacharidy. Vzniklé sacharidy
jsou pak vyuzivany nejen samotnymi rostlinami, ale i organismy, které se jimi zivi. Dulezitou
soucdsti fotosyntézy je i produkce kysliku, ktery je pro atmosféru nasi planety nezbytny.

Z fyzikdlniho hlediska fotosyntéza predstavuje preménu energie sluneCniho zafeni
na energii chemickou. Chemicky piedstavuje fotosyntéza pifevedeni uhliku z nejvice
oxidované formy o nizké energii, oxidu uhlicitého, na redukovany materidl o vysoké energii —
sacharidy. Potfebnd energie pro tento endergonicky dé&j je ziskdvdna z absorbovaného
elektromagnetického zafeni a elektrony potiebné pro redukci jsou nejCasteji ziskdvany
z vodiku vody [2]. Fotosyntéza, pfi které je donorem vodiku voda, se nazyvd oxygenni
a vystihuje ji souhrnnd rovnice

6 COz +12 HzO L C6H1206 +6 02 +6 HzO.

Tato rovnice vS§ak nevypovidd nic o energetice pfeméné ani o sloZitém mechanismu.
Fotosyntéza neprobiha v jediné reakci, ale v souboru dil¢ich déja, které zahrnuji:
o Fyzikdlni procesy, jez souviseji s absorbci zédfeni fotoreceptory a srezonaCnim
prenosem energie k reakénim centram.
o Primarni fotochemické a redoxni procesy, jeZ jsou spojeny s fotolyzou vody
a s pfenosem elektronti redoxnimi systémy, které slouZi k redukci NADP" a ke vzniku
ATP.
o Sekunddrni biochemické reakce, ve kterych dochdzi k navdzdni oxidu uhliCitého
k akceptoru ak jeho redukci vodikem, ktery vznikd pii fotolyze vody. Tento dgj
zahrnuje tvorbu vlastnich organickych sloucenin [3].

2.1.1 Chloroplasty

U eukaryot probihd fotosyntéza ve specializovanych plastidech zvanych chloroplasty. Tato
bunécnd organela je velmi bohatd na membrany, které umoznuji dokonalou souhru vSech
fotosyntetickych reakci. Jejich rozmanity tvar, velikost a pocet zdvisi na druhu rostlin.
Nejbéznéjsi chloroplasty maji elipsoidni tvar, jsou asi 5-10 wm dlouhé a jejich tloustka je asi
2—4 um [2].
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Obr. 2.1 Struktura chloroplastu. Prevzato z [75].

Chloroplasty jsou organely s dvojitou povrchovou membrdnou. Vné¢jSi membrina je
vysoce propustnd, vnitini membrdna je mnohem méné propustnd, semipermeabilni a jsou v ni
zanofeny memréanové transportni proteiny [3]. Mezi nimi je tizky mezimembrinovy prostor.
Uvnitf se nachdzi dalsi, vysoce specificky membranovy systém, oznaCovany jako tylakoidy.
Tylakoid je pravdépodobné jediny, mnohondsobné posklddany plochy véacek, ktery se vSak
jevi jako soustava terCovitych vacka poskladanych ve sloupce. Tyto utvary se nazyvaji grana
a jsou navzdjem propojené stromalnimi tylakoidy. Pramérny chloroplast obsahuje 10-100
gran [4].

Vnitin{ prostor chloroplastu je vyplnén koncentrovanym roztokem enzymil — stromatem,
vnémzZ jsou obsaZzeny i molekuly DNA, RNA a ribosomy, na kterych dochdzi k syntéze
chloroplastovych bilkovin. Dutina tylakoidid se nazyvd lumen a je vyplnéna vodou
s rozpuSténymi solemi.

2.1.2 Reakce zavislé na svétle

Veskeré reakce zdvislé na svétle (primdrni procesy) probihaji v tylakoidech, a to predevs$im
v jejich membrdndch. Tyto membriany maji velmi vysoky obsah bilkovin, tvoii 60—65 %
celkové hmotnosti. Na vétSinu z nich se vaze velké mnozstvi asimilacnich barviv — chlorofylt
a karotenoidu a vytvareji tzv. svétlosbérné antény, neboli LHC. Soucasti membran jsou také
latky s redukujicimi vlastnostmi, které slouzi jako prenasece elektronu [3].

2.1.2.1 Fotoreceptory
Existuji tfi typy fotosyntetickych fotoreceptoru:
o Chlorofyly — porfyriny
o Fykobiliny — porfyriny s otevienym tetrapyrrolovym fetézcem
o Karotenoidy — isoprenoidy
Chlorofyly jsou nejdulezitéjsimi fotosyntetickymi pigmenty, tvoii asi 1 % suSiny zelenych
¢asti rostlin [2]. Chemicky se jedna o tetrapyrroly spojené methinovymi mustky s centralnim
hofe€natym iontem (Mg2+). Za absorpci fotonu jsou odpoveédné pirevazné n-elektrony systému
konjugovanych dvojnych vazeb, které se v chlorofylu nachazeji. Hlavni postaveni ma
modrozeleny chlorofyl a, Zlutozeleny chlorofyl b ma pouze doplitkovou (akcesorickou)
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funkci. Lisi se od sebe substituci na jednom z pyrrolovych kruhti a posunutim absorpéniho
spektra, takze se vzdjemné doplniuji v pokryvani viditelné oblasti elektromagnetického zafeni.
Nejvétsi absorpci maji v modré oblasti (400 — 500 nm) a v ¢ervené oblasti (600 — 700 nm) [3].

HC=CH, O=CH

HC=CH, CHy

Ha—CHg HyC GHy—CHy

v I
=¢ * ‘o chiorofyl a ? chlorofyl b
¢

CHj CH, CHy CH,

R= /\/I\/\/K/\/\/\)\CH:! fytyl
Obr. 2.2 Molekula chlorofylu. Prevzato z [6].
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/ s \
/ \
\
\

400

Obr. 2.3 Absorpcni spektra fotosyntetickych pigmentii. Prevzato z [5].

2.1.2.2 Absorpce zdfeni

Prvnim stupném fotosyntézy je absorpce zafeni chlorofylovymi molekulami, které jsou
vétSinou vazany na molekuly specidlnich proteind. Ty je udrzuji optimalné nasmérované, aby
mohly navzdjem pifeddvat absorbovanou energii aZz na molekulu chlorofylu a v reakénim
centru.
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2.1.2.3 Fotosystem I a Il

Pti fotosyntéze spolupracuji dva fotosystémy. Prvni (fotosystém I, Py) vyrabi silné redukcni
¢inidlo, které redukuje NADP' na NADPH. Druhy (fotosystém II, Py;) produkuje z vody silné
oxidacni Cinidlo O,. Oba fotosystémy s piisluSnymi soubory oxidoreduktas jsou na kazdém
tylakoidu umistény oddé€lené a jsou propojeny fetézcem pienaSeCu elektront. Propojeni Py
a Py vytvaii elektronovou pumpu, pii které dochazi k pienosu elektrond z vody na NADPH.
Dochazi také ke zvySovani koncentrace protonu v tylakoidech, coz umoZiiuje pohon
enzymového komplexu ATP-syntasy pii produkci ATP z ADP [2,6].

Fotosystém I (P;) se nachazi na tylakoidnich membréandch, které pifimo komunikuji
se stromatem. Obsahuje pfevdzn€é molekuly chlorofylu a, jeho absorpéni maximum je asi
700 nm. Pfenosem fotonua ze sbéracovych chlorofylovych molekul dojde k uvolnéni elektrona
z molekuly chlorofylu v reakénim centru (oznaCovand jako P7p0) a kjejimu prechodu
do excitovaného stavu P"7g. Uvolnéné elektrony jsou pak pomoci oxidoreduktasy ferredoxin
pfeneseny na NADP" za vzniku NADPH. Potfebné protony pochdzeji z fotolyzy vody,
spfazené s fotosystémem II.

Fotosystém II (Py) je lokalizovan v grandlnich membrandch tylakoidd, nekomunikuji tedy
piimo se stromatem. Obsahuje molekuly chlorofylu a i b, absorpéni maximum Py je asi
680 nm. Molekula chlorofylu v reakénim centru (oznacovana jako Pego) piejde ozdrenim do
excitovaného stavu Pgg. Elektrony se pak prenaseji systémem oxidoreduktas (cytochromovy
komplex, plastochinony a plastocyany) a pfevedou excitovanou molekulu chlorofylu
v reakénim centru Py fotosystému I do zdkladniho stavu. Uvolnénim elektrona ZP*630
a jejich prechodem na P7gp vznikne oxidovand forma chlorofylu Pggo, kterd oxiduje vodu za
uvolnéni O,

H,0-2¢ < 2H"+0,50,.

Elektrony, které se uvolnily pfi fotolyze vody, redukuji Pggp a protony jsou pouZzity
pii redukci NADP" ve fotosystému I

NADP" + 2H" + 2¢” — NADPH + H".

Pro elektrony pochézejici z excitovaného centra P'7y existuje jesté druhd alternativa -
cyklickéd fotofosforylace. Je mnohem kratsi, neni spojend s fotosystémem II, s fotolyzou vody
a nevznikd pfi ni NADPH. Excitované elektrony jsou pfevadény pies systém oxidoreduktas
fotosystému I zpét na molekulu chlorofylu do reakéniho centra, kterd se tim regeneruje zpét
do zakladniho stavu. Tato alternativa probihd, kdyz je pomér NADPH k NADP" v burice
vysoky, takZe neni potieba produkovat dalsi redukovadlo [3].

2.1.2.4 Transport elektronii a vyroba ATP

Pii procesech, probihajicich ve fotosystému I a II, dochdzi k nahromadéni velkého
mnozstvi vodikovych iontd v lumen tylakoidu. Pfi probihajici fotosyntéze je koncentrace H"
v lumen tisickrat vyS$$i nez ve stromatu [5]. Energie tohoto protonového gradientu je vyuZita
k tvorbé ATP pomoci ATP-syntetasy, coZ je enzymovy komplex sloZzeny ze dvou zékladnich
slozek CF; a CFj a je soucasti tylakoidni membrany. Tvofi kandl pro prostup protont pies
tylakoidni membrénu.

ADP + Pi — 5 ATP
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Obr. 2.4 Fotosyntéza — reakce zdvislé na svétle. Prevzato z [7].

2.1.3 Reakce nezavislé na svétle

Na vySe popsané procesy v tylakoidnich membrandch navazuje vlastni asimilace CO;
do organickych sloucenin. Pfesnéji jde o biosyntézu sacharidi z CO, za pomoci redukéniho
Cinidla NADPH a energie ATP. Ktomu slouzi cely komplex biochemickych reakci
probihajici tentokrdt ve stromatu chloroplastu a v cytosolu. Reakce jsou spojeny
do uzavieného cyklu, ktery se souhrnné oznacuje hexosafosfatovy — pentosafosfatovy cyklus,
nebo také podle objevitele Calviniv cyklus. Tento proces nepotiebuje svételnou energii
a probihd, dokud se nevycerpaji zdisoby ATP a NADPH.

2.1.3.1 Calvinuy cyklus

Tento cyklicky dé&j 1ze rozdé€lit na tfi etapy:

1. Karboxylace — fixace oxidu uhli¢itého v organické podobé¢

2. Redukce aktivovaného oxidu uhlic¢itého

3. Regenerace akceptoru oxidu uhlic¢itého

Fixace CO; slouZzi k pfevedeni nereaktivni, energeticky chudé molekuly oxidu uhli¢itého
na aktivni redukovatelnou formu. Dojde k jeho napojeni na cukerny fosfat ribulosa-1,5-
bisfosfat, ktery prejde na nestabilni Sestiuhlikaty meziprodukt. Prvnim stalym produktem této
reakce jsou dvé molekuly 3-fosfoglycerdtu. Tato Cast cyklu probihd bez doddni energie.
V této fazi hraje dulezitou roli enzym Rubisco, ktery katalyzuje inkorporaci oxidu uhli¢itého
do ribulosa-1,5-bisfosfatu.

V druhé, redukéni fazi, se na 3-fosfoglycerdt vaze dalSi fosfatovd skupina, pochazejici
z hydrolyzy ATP. Vznikd tak 1,3-bisfosfoglycerat, ktery se pomoci NADPH redukuje
na glyceraldehyd-3-fosfat. Z ného pak izomeraci vznikd dihydroxyacetonfosfat. Pfi fixaci
oxidu uhli¢itého vznikaji dvé molekuly 3-fosfoglycerdtu, na jejich redukci jsou tedy potieba
dvé molekuly ATP a dvé molekuly NADPH.

Cést vzniklych trios piechdzi pies vn&jsi chloroplastovou membrénu do cytosolu, kde se
aldolovou kondenzaci preménuji na fruktosa-1,6-bisfosfit a po odStépeni fosforylové skupiny
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a izomeraci na glukosa-6-fosfat. Z glukosy pak vznikaji rezervni sacharidy, sacharosa a Skrob.
Cést triosafosfitu se vyuZivd na tvorbu lipida a aminokyselin nezbytnych pro réist rostlin.

Treti faze uzavird Calviniv cyklus. Dochéazi zde k procesu regenerace ribulosa-5-fosfatu,
ktery zahrnuje fadu reakci vzdjemnych premén cukri — transglykosylacnich reakci
zbyvajicich trios. Regenerace pentos v Calvinové cyklu je obricenym sledem reakci
probihajicich v regeneracni fazi pentosového cyklu.

Béhem jednoho cyklu vznikd z pentosy hexosa a spotfebuje se jeden atom uhliku
asimilovatelného oxidu uhli¢itého. Aby se z molekuly CO, vytvorila hexosa, musi cyklus
probéhnout Sestkrat. Pfi tom se regeneruje Sest molekul ribulosa-5-fosfatu.

Vyse popsany proces fixace oxidu uhli€itého vyuziva vétSina rostlin a fas. Oznacuji se jako
Cs-rostliny, protoZe prvnim stabilnim produktem asimilace je tffuhlikatd sloucenina
3-fosfoglycerdt. Tropické a subtropické rostliny jsou schopné CO, fixovat odliSnym
zpusobem. Primarnim akceptorem oxidu uhli¢itého je fosfoenolpyruvat a prvnim stabilnim
meziproduktem je Ctyfuhlikatd sloucCenina oxalacetdt. Jednd se tedy o Cj rostliny. Je zndm
jeste dalsi typ asimilace oznaCovany CAM. Pii tomto typu asimilace se uplatiuji Cz i Cy4-
karboxylacni systémy. Mezi CAM-rostliny se fadi rostliny z Celedi tucnolistych [2,3].

Ribulose 5-phosphate

3 ATP
3 ADP
Xylulose
Ribose 5-phosphate 5-phosphate Ribulose 1,5-bisphosphate
' 13 €O, |
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

Pi
H,0 > 6 NADP*
Fructose 1,6-bisphosphate 6 P,
A GAP
DHAP GAyPK—/

DHAP

Obr. 2.5 Schéma Calvinova cyklu. Pocet Car v jednotlivych Sipkdch uddvd, kolik molekul musi
v daném kroku reagovat, aby probéhla jedna tiplnd otocka cyklu, kterd ze tri molekul CO>
vytvori jednu molekulu glyceraldehydfosfdtu (GAP). Glyceraldehydfosfdt prFechdzi izomeraci
na dihydroxyacetonfosfdt (DHAP). Prevzato z [8].

2.2 Ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa

Rubisco, neboli ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa je nejdilezitéjsi enzym
na Zemi. Katalyzuje prvni krok fotosyntetické asimilace oxidu uhliCitého a fotorespiracni
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oxidaci uhliku. Jako vstupni bod oxidu uhli¢itého do biosféry je Rubisco tstfednim enzymem
pro zachovéni Zivota na Zemi.

Enzym Rubisco je zndmy svou velmi nizkou katalytickou rychlosti, nizkou afinitou
k atmosférickému CO, a vyuZzivanim kysliku jako alternativniho substratu pro kompetitivni
proces fotorespirace. Z téchto divodu je povazovan za jeden z nejméné ucinnych enzymu
fixujici CO, [9]. Jeho katalytickd konstanta je ki, = 2125t [11]. Nedudcinnost je
pravdépodobné kompenzovdna jeho vysokym obsahem v rostlindch, tvoii asi 50 %
rozpustnych proteinti v zelenych listech [10].

2.2.1 Historie

Prvni zminky o enzymu Rubisco sahaji k roku 1947, kdy Wildman a Bonner [12] pomoci
elektroforetického stanoveni objevili v listovém extraktu protein, ktery u nékterych rostlin
tvoril az polovinu celkové hmotnosti listd. Pojmenovali jej Frakce I. Teprve dalsi studie
provedené pozdé&ji prokdzaly, Ze protein Frakce I vykazuje katalytickou aktivitu a katalyzuje
karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu za vzniku dvou molekul 3-fosfoglycerdtu. Tyto studie
provedli Weissbach et al. [13], Calvin a Massini [14] a Quayle et al. [15]. Protein Frakce I tak
ziskal ndzev ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa. Dals§i katalytickd aktivita enzymu byla
objevena v Sedesatych letech ve studiich [16], [17] a [18]. Bylo zjiSténo, Ze ribulosa-1,5-
bisfosfatkarboxylasa katalyzuje nejen karboxylaci RuBP, ale také jeji oxygenaci, kterd vede
k tvorbé molekul fosfoglyceratu a fosfoglykoldtu. Nézev byl tedy zménén na dnes$ni podobu
ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa.

2.2.2 Struktura

Obr. 2.6 Struktura Rubisco — forma I a forma Il. Prevzato z [24].

Forma I (na obrdzku vlevo) se sklddd z osmi velkych podjednotek, znacenych oranZovou
a Cervenou barvou a z osmi malych podjednotek, oznacenych modre a fialové. Forma Il
(na obrdzku vpravo) se sklddd ze dvou podjednotek.

Forma I ptfedstavuje hexadekamer LgSg. Prevdzné se vyskytuje u autotrofnich rostlin
(zelené tasy, vySS$i rostliny). Jeho relativni molekulovd hmotnost je ptiblizné 560 kDa, diky
niz se fadi k nejveétsim enzymtm. Ma globularni strukturu a skladd se z osmi velkych a osmi
malych podjednotek. Velkd podjednotka (L, 55 kDa) je kédovédna chloroplastovymi rbcL
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geny a je syntetizovdna piimo v chloroplastu [9,4]. Obsahuje dvé hlavni domény — malou N-
termindlni doménu a velkou C-termindlni doménu. Mald N-doména je slozena z péti dsekua
s B-strukturou a dvéma useky o-helix a vytvaii tzv. a-f tunely. Velkd C-doména ma
soudkovity tvar a skldda se zosmi B/o struktur [10]. Mald podjednotka (S, 15 kDa) je
kédovand jadernymi rbcS geny a je syntetizovdna v cytosolu. Po posttranslacnich dpravich
obou podjednotek, které probihaji za pomoci chaperond, jsou S-podjednotky dopraveny
z cytosolu do chloroplastu a s L-podjednotkami vytvaii holoenzym [4, 9].

Aktivni misto (Obr. 2.7) se nachdzi na rozhrani N-termindlni a C-termindlni domény dvou
velkych podjednotek. Z tohoto divodu nemiiZze mit samotnd podjednotka katalytickou aktivitu
[10].

Aktivni misto

Oxid uhlidity

- skupina
lysinu

Obr. 2.7 Aktivni misto enzymu Rubisco. Prevzato 7 [25].
Fosfdaty jsou soucdsti molekuly ribulosa-1,5-bisfosfdtu, molekula CO; na C, ribulosa-1,5-
bisfosfdtu je substrdt, molekula CO;, na &aminoskupiné lysinu md funkci aktivdtoru.

Forma II je sloZzena z dimeru velkych podjednotek L,, které jsou z30% podobné
L podjednotkdm formy I. Tato forma se nachdzi u nékterych prokaryot a obrnének a jeji
relativni molekulovd hmotnost je 110 kDa [4, 10].

2.2.3 Aktivace

Aby mohl enzym Rubisco vykondvat svou funkci, tedy katalyzovat karboxylaci nebo
oxygenaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, je nutné aktivovat jeho katalytické misto. Aktivace muze
probihat spontdnné nebo pomoci aktivas.

2.2.3.1 Spontdnni aktivace

Soucésti spontdnni aktivace je reverzibilni karbamylace. Ta je zahdjena vazbou oxidu
uhli¢itého na e-aminoskupinu lysinu 201, nachédzejiciho se na velké podjednotce enzymu
Rubisco (Obr. 2.8). Na vznikly karbamat se vdZe koordinacni vazbou bivalentni kovovy ion
Mg, ktery molekulu karbamdtu stabilizuje. Aktivni misto je schopno pfeménit molekulu
substrdtu na produkty pouze tehdy, je-li karbamat stabilizovdn kovovym iontem.
Karbamylace je pomaly proces urcujici rychlost aktivace [20]. Navdzany CO; pfi aktivaci je
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odli$ny od COa, ktery je fixovan béhem karboxylace [21]. Enzym Rubisco je zcela aktivovin
za dostate€ného osvétleni a vyssi koncetrace oxidu uhlicitého [11].

[nactive Active

@ co, ®@" Mg
! Rubisco
Rubisco Rubisco Rubisco L{_-.--
Lys Lys I?IH _
NHz* NH5 |\IIH (::OO
celom Mg?*

Obr. 2.8 Spontdnni aktivace Rubisco. Prevzato z [26].

2.2.3.2 Aktivace pomoci aktivasy

Spontdnni aktivace Rubisco in vivo neni mozZnd, protoZe koncentrace oxidu uhlicitého
a iontd Mg2+ ve stromatu chloroplasti neni dostaCujici. Aby mohl byt Rubisco plné
karbamylovén in vivo, je potieba, aby byl pfitomny dal$i protein. Tento protein byl poprvé
identifikovan u mutant Arabidopsis thalina a byl nazvan aktivasa Rubisco [10]. Aktivasa je
kédovana jadernym genomem a patii do skupiny chloroplastovych proteind. Jeji hlavni funkci
je usnadnéni aktivace Rubisco pfi fyziologickych koncetracich oxidu uhliitého. Aby aktivasa
konala svou tlohu, musi pfejit z neaktivni formy na aktivni. To se d€je pomoci hydrolyzy
ATP. Aktivovand aktivasa se poté navdze na Rubisco, dojde ke zmeéné polohy fosfatovych
zbytkt a Rubisco se stava aktivni (Obr. 2.9). Aktivasa je pfevedena na neaktivni formu a cely
déj se opakuje. Pro aktivasu je také dulezitd piitomnost RuBP a 2-karboxy-D-arabinitol-1-
fosfatu, cozZ je no¢ni inhibitor [10, 11].

ATP: ADP+@®, RuBP>
Mg?t, 002
RuBP> k j —RuBP
Rubisco + Rubisco |Activase Rubisco Rubisco
N we 2
COO™
M92+

Obr. 2.9 Aktivace pomoci aktivasy. Prevzato 7 [26].

2.2.3.3 Vliv inhibitoru

Inhibitory mohou blokovat aktivni misto enzymu Rubisco a nelze je odstranit aktivaci
in vitro. Mezi tyto inhibitory patii 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat (CA1P), D-xylulosa-1,5-
bisfosfat (XuBP) a 3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfat (3-KABP).
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CA1P patii mezi inhibitory vyskytujici se pfi malém ozédreni a v noci. VdZe se nevratné
na karbamylované aktivni misto a tim dojde k zastaveni katalyzy. Je velmi podobny 2-
karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu. Lisi se od n&j nepiitomnosti fosfatové skupiny na Cs uhliku.

XuBP a 3-KABP patfi mezi denni inhibitory a jsou to analogy ribulosa-1,5-bisfosfatu
(RuBP). D-xylulosa-1,5-bisfosfdt je epimer RuBP a 3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfat je
ketoisomer. Oba se mohou tvofit v listech za ur€itych podminek [17, 22, 23].

2.2.4 Karboxylace a oxygenace

Aktivovany enzym katalyzuje bud karboxylaci nebo oxygenaci ribulosa-1,5-bisfosfatu.
Karboxylace probiha v péti krocich (Obr. 2.10). Nejdiive dochdzi k navédzani ribulosa-1,5-
bisfosfatu na lysin enzymu (1) a dochdzi k deprotonaci molekuly RuBP za vzniku 2,3-endiolu
(2). Ktomuto meziproduktu vaze Rubisco oxid uhliity za vzniku Sestiuhlikatého
meziproduktu 3-keto-2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu, ktery je nestabilni (3). Na n¢&j se
navdze OH™ z vody (4) a produkt se rozpada na dvé molekuly 3-fosfoglycerétu (5) [19, 27].

CH,0PO -
HO-C—H
CH,0PO CH,0PO,* CH,0PO* CH,O0PO.* coo-
c=0 C—OH co, HO-C—COO" H,0 HO~C—Co0" Pl
, i
H—C-OH ——»  C—OH AN c=0 — M p HO—C—OH ——» H
| | v | | ]
H—C—OH H—C—OH H*  H—C—OH H=C—OH ™
CH,OPO 2 CH,0PO CH,0PQ > cHoPOZ
3 ,OPO, 3 27 coo-
H—C—OH
CH,0PO,>
2 /
(1 (2) (3) 4 (5)

Obr. 2.10 Pritbéh karboxylace ribulosa-1,5-bisfosfdtu. Prevzato z [27].

Rubisco mize vazat na stejny substrat, tj. ribulosa-1,5-bisfosfat, i kyslik (Obr. 2.11). Tento
proces se nazyva fotorespirace a jeho zacatek je stejny jako u karboxylace. Nejdiive dojde
k deprotonaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, vznikd enolicky meziprodukt (2) a na ten vdze Rubisco
molekulu kysliku. Vznikd 3-keto-2-peroxyarabinitol-1,5-bisfosfat (3) a po hydrolyze (4)
vznikd fosfoglykoldt a fosfoglycerat (5). Dale se z fosfoglykolatu odstépuje fosfatova skupina
a vznika glykolat, ktery je transportovan z chloroplastu do peroxisomi. Tam dochézi k jeho
oxidaci na glyoxyldt a procesem transaminace vznikd glycin. Tento d¢&j probiha
v peroxisomu. Na tyto reakce pak navazuji déje v mitochondriich — ze dvou molekul glycinu
vznikd jedna molekula serinu. Pfi této reakci se uvolni jedna molekula oxidu uhlicitého
a amoniaku. Serin poté muzZe byt vyuzivan k syntéze dalSich aminokyselin a bilkovin, a nebo
muZe byt transportovan zpét do peroxisomdu, kde transaminaci a redukci vznika glycerat. Ten
se pak v chloroplastech pomoci jedné molekuly ATP fosforyluje na 3-fosfoglycerat, ktery
muZe byt vyuzit k regeneraci ptivodniho substratu, ribulosa-1,5-bisfosfatu. Tim se uzavira
cely cyklus [19].
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Obr. 2.11 Oxygenace ribulosa-1,5-bisfosfdtu. Prevzato z [27].

Schopnost enzymu Rubisco prendset CO; i O, na tentyZ substrit, md obvykle za nésledek
vyznamné sniZeni fotosyntetické fixace oxidu uhli¢it¢tho. Pomér mezi oxygenacni
a karboxylacni aktivitou enzymu zavisi pfedev$im na poméru mezi koncentraci obou plyna
v atmosfére. Za normalniho sloZeni atmosféry (tj. 21 % obj. Oz a 0,035 % obj. CO,) je pomér
rychlosti karboxylace a oxygenace 2 : 1 aZz 3 : 1. Znamend to tedy, Ze jedna Ctvrtina
primarniho substratu vyuzitelného v Calvinové cyklu podléhd fotorespiratnim procesim
a tedy i ztratdm uhliku a energie.

Pfi zvySovani teploty listu dochdzi k poklesu poméru CO, a O, v chloroplastech, protoze
oxid uhli¢ity je ve vode za vySSich teplot méné rozpustny nez kyslik. Dusledkem mensi
rozpustnosti CO; je pak zvySeni oxygenace a tim i fotorespiracnich ztrat.

I kdyZ ma oxygenace ribulosa-1,5-bisfosfatu negativni vliv na celkovou efektivitu fixace
CO,, pro celkovy metabolismus je tento proces velmi dileZity. Fotorespirace je prospeésna
pfi odvadéni prebytktit ATP a reduk¢niho potencidlu pfi silném zafeni a nedostatku CO, a také
se touto cestou se syntetizuje nejvice glycinu a serinu [3].
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Obr. 2.12 Zndzornéni fotorespiracnho cyklu. Reakce probihaji ve trech organeldch
fotosyntetizujici bunky. Prevzato z [27].

2.3 Vliv zvySené koncentrace CO,

Zvysend koncentrace CO, v atmosféfe se projevuje zmeénami rychlosti fotosyntézy,
fotorespirace, vodivosti priduchti a mitochondrialni respirace. Kromé téchto piimych tac¢inku
pusobi zvysend koncentrace CO; na rostliny také nepiimo tim, Ze zvySuje teplotu, méni
dostupnost minerdlnich latek a vody.

Vyznamné jsou také interakce mezi uvedenymi procesy. Napiiklad sniZeni obsahu dusiku
vede ke zméné dychani. Pokles vodivosti priducht zlepSuje vodni bilanci rostlin a muze
oddalit nebo zabréanit vznik vodni nedostatecnosti v polednich hodindch. Pokles rychlosti
transpirace rostlin a zvySend ucinnost vyuZiti vody méni jeji obsah v pudé. Méni se
i energetickd bilance listd - sniZuje se vydej energie transpiraci a naopak se zvySuje vydej
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tepla vedenim do okolniho vzduchu, coZ mize byt pfiCinou vzristu teploty nad kontinenty
[28].

Velké rozdily v riznych parametrech rostlin, které byly péstovany pii odlisné koncentraci
CO; popsali ve své praci Griffin et al. [29].

2.3.1 Rychlost fotosyntézy

P1i kratkodobé kultivaci rostlin pfi zvySené koncentraci oxidu uhli¢itého dojde ke vzristu
rychlosti fotosyntézy. Po dlouhodobé kultivaci ve stejnych podminkach se vSak velmi Casto
rychlost fotosyntézy sniZi a dojde i k poklesu mnozZstvi a aktivity enzymu Rubisco. Tento jev,
ktery se oznacuje jako aklimace, 1ze pozorovat i u dalSich enzymu Calvinova cylu. Obecné 1ze
aklimaci definovat jako soubor fyziologickych zmén vznikajicich pfi dlouhodobé kultivaci
rostlin pfi zvySené koncentraci CO,. Nejndpadné€ji se aklimace projevuje postupnym
poklesem rychlosti Cisté fotosyntézy. Tento jev byl mnohokrit pozorovdn a popsdn.
Demmers-Derks et al. [30] pozorovali pokles rychlosti fotosyntézy u rostlin kultivovanych
ve zvySené koncentraci CO,. Popsali také pokles obsahu a aktivity Rubisco a dalSich enzymi.
Marek et al. [31] prokdzali, Ze po prechodném zvySeni rychlosti fotosyntézy dochdzi
po dlouhodobé kultivaci v podminkdch zvySené koncentrace CO,, k poklesu rychlosti
fotosyntézy a obsahu chlorofyla.
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Obr. 2.13 Zavislost fotosyntézy na koncentraci oxidu uhlicitého. Prevzato z [27].

Redukci aktivity fotosyntetického aparatu vysvétlili ve své praci Oosten a Besford [32] tak,
Ze pii kultivaci rostlin v normalni atmosfére CO; rychlost tvorby asimilati odpovida kapacité
transportnich drah, kdeZto pfi kultivaci ve zvySené koncentraci oxidu uhlicitého rychlost
tvorby asimilatd prevySuje schopnost jejich transportu. To vede k hromadéni sacharosy
v cytosolu, kterd je po transportu do vakuoly invertdzou rozStépena na hexosy glukosu
a fruktosu. Ty jsou pak zpétné transportovdny do cytosolu, kde se jejich koncentrace zvySuje
a zpusobuji represi exprese fotosyntetickych gent. Pfi dvojndsobném zvySeni stavajici
koncentrace CO; staci pouze 65 % Rubisco pro zachovédni piisluSné rychlosti karboxylace
[28, 33].
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2.3.2 Rychlost fotorespirace

Fotorespirace je zcela inhibovéna sniZzenim koncentrace O, na 5 % a méné¢, a nebo dvoj- az
trojndsobnym zvySenim koncetrace CO,. ZvySena koncentrace oxidu uhli¢itého pusobi
dvojim zptisobem:

o zvySuje rychlost karboxylace, a tedy fotosyntézy,
o zvySuje hodnotu poméru koncentraci CO,/O,, a tim sniZuje fotorespiraci, tedy ztrity
CO,, coz vede opét ke zvySeni rychlosti fotosyntézy [28].

2.3.3 Vodivost pruduchu

Zména koncentrace CO; v okoli listu ovliviiuje miru otevienosti praducht, kterd zase
ptizpusobuje jejich vodivost. Reakce priduchti na zmény koncentrace CO; nejsou vsak zcela
prokdzany.

Obecné lze fici, Ze zvySena koncentrace CO, vyvolava u vétsSiny rostlin pfivieni praduchda.
Tuto skuteCnost prokazali Drake et al. [33] ve své praci. Zjistili, Ze pramérné sniZeni
vodivosti pruducht pti zdvojndasobeni atmosférické koncentrace ¢ini 20 %.

Pokles vodivosti zpuasobeny zvySenim koncentrace CO, v okoli listi vSak nemusi vést
ke snizeni rychlosti fotosyntézy. Souasn€ se totiz zvySuje gradient koncentrace oxidu
uhlicitého mezi okolni atmosférou a mistem karboxylace, coZ fotosyntézu stimuluje.

Se snizenim vodivosti priduchi je spojen pokles rychlosti transpirace. Tim dochazi
k modifikaci jednotlivych slozek energetické bilance listu, coZ se projevi i ve zmén¢ jejich
teploty. Idso et al. [34] zjistili, Ze vzestup teploty listu je pfimo imeérny poklesu vodivosti
pruducha.

Aklimace vodivosti priduchti béhem dlouhodobé kultivace rostlin pfi zvySené koncentraci
CO; vsak nebyla prokazana. Je ji pouze pfisuzovan pokles hustoty praduchi na listech.
S timto projevem se muzeme setkat v praci Knappa et al. [35]. Woodward a Kelly [36] shrnuli
vysledky 122 praci a zjistili, ze aklimace byla prokdzand u 74 % rostlinnych druha
a primérné sniZzeni hustoty pruducht bylo 14,3 %. Domnivaji se, Ze sniZeni frekvence
pruducht je tim vétsi, ¢im je samotnd hodnota frekvence pruducht pii obvyklé koncentraci

Vv

oxidu uhlicitého vyssi.

2.3.4 Rychlost dychani

Vliv oxidu uhli¢ittho na rychlost mitochondridlniho dychani muize byt bud pfimy,
pii kratkodobé expozici zvySené koncentraci CO,, a nebo nepiimy, pti dlouhodobé kultivaci
rostlin. Pfimy vliv se projevuje poklesem rychlosti dychani, kdeZto nepfimy vliv neni zcela
jednoznaéné prokdzan.

Dosavadni publikace nejsou v ndzoru na vliv zvySené koncentrace oxidu uhlicitého
na rychlost dychédni jednotné. Nejnovéjsi publikace se kloni k presvédCeni, Ze dychdni je
vyS§imi koncentracemi oxidu uhli¢itého inhibovédno. Tuto skutecnost prokdzali Drake et al.,
kdy pfii zdvojnasobeni koncentrace CO, doSlo k poklesu rychlosti dychdni o 15 % az 18 %
[33]. V podobném smyslu vyznivaji i pokusy McDowella et al. [37], Kohen et al. [38] a Idsoa
a Kimballa [39]. Naproti tomu den Hertog et al. [40] a Amthor [41] zjistili pozitivni vliv
na rychlost dychéni.

Jednu z méla praci prokazujicich ptimy vliv zvySené koncentrace CO, na dychdani rostlin
uvetejnili Gonzales-Meler et al. [42]. Ti prokdzali, Ze zdvojndsobeni koncentrace oxidu
uhlicitého sniZilo rychlost pfijmu kysliku mitochondriemi o 10 % az 15 %.
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2.3.5 Teplota

Pii soucCasné zméné teploty ma pusobeni koncentrace oxidu uhliCitého v metabolismu
rostliny nékolik styénych bodda.

Rychlost vymény plvnu [rel. jedn.]

@)

Meéni se energetickd bilance listu nebo porostu. Zvysend koncentrace CO, sniZuje
vodivost pruduchii, tim klesd rychlost transpirace a zvySuje se teplota rostliny.
Pokud paralelné dochdzi ke vzrastu teploty v okoli, je timto pusobenim ucinek
zvySené koncentrace CO, zesilen, nebo naopak pfi paralelnim poklesu teploty muze
byt ucinek oxidu uhli¢itého anulovan.

Je ovlivnénd bilance piijmu a vydeje CO, rostlinou. Se zvySujici se teplotou
rychlost fotosyntézy stoupa. Avsak pii vysSich teplotach jsou tyto piirastky malé,
vytvoii se maximum a nakonec zacne rychlost fotosyntézy klesat. Rychlost
fotosyntézy se snizuje pii teplotich, kdy jeSt€¢ nedochdzi k poSkozeni
fotosyntetického apardtu. Na rychlost fotosyntézy mé také vliv doba expozice
vysoké teploty a koncentrace CO, (Obr. 2.14).

Teplota mé silny vliv na rychlost dychani. Jeji zména byvd podstatn€ vetsi nez
zmena rychlosti fotosyntézy v pfisluSném teplotnim rozmezi. Se zvySenim teploty
klesa pomeér rychlosti fotosyntézy k rychlosti dychani [28].
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Obr. 2.14 Zdvislost rychlosti fotosyntézy na teploté pri riizném ozdreni a riizné koncentraci
CO,. Prezato 7 [27].

2.3.6 Mineralni vyziva

Mineralni Ziviny tvofi nezbytnou soucast fotosyntetickych struktur a enzymu a existuje
vzdjemny vztah mezi nimi a fotosyntézou. Rychlost fotosyntézy podmifiuje v urcité mite
pfijem minerdlnich Zivin a dostupnost minerdlnich Zivin naopak rozhoduje o jeji rychlosti.
Urcity vztah lze pozorovat i mezi minerdlnimi Zivinami v rostlin€ a zvySenou koncentraci
CO,. Praveé dostupnost minerdlnich Zivin ma vliv na velikost pasobeni zvySené koncentrace

CO; na fotosyntézu a produkci rostlin a naopak tcinek zvysené koncentrace oxidu uhli€itého
ovliviiuje obsah Zivin.
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2.3.6.1 Dusik

Mimotéadné postaveni mezi biogennimi Zivinami zaujima dusik. Je pfitomen ve vSech
bilkovindch, tedy i enzymech a vyskytuje se v rostlinich ze vSech minerdlnich Zivin
v nejvetsim mnozstvi (1,5 % az 6 % suSiny) [28].

Pfi kultivaci rostlin v podminkdch zvySené koncentrace CO, omezuje nedostatecné
mnozstvi dusiku produkci susiny a mize vést k urychlenému rozkladu enzymu, zejména pak
enzymu Rubisco. Tento enzym predstavuje nejvetsi podil ze vSech enzymut nachéazejicich se
v listech a je v ném obsazena podstatnd €ast veSkerého listového dusiku. ZvySeni koncentrace
CO,, které umoziuje vyssi rychlost fixace CO,, bude vyZadovat menSi mnoZstvi enzymu
Rubisco, a tedy i men§i mnozstvi dusiku. Uginnost jeho vyuZiti miize byt definovani dvéma
zpusoby. Bud’ jako rychlost fotosyntézy vztazend na obsah dusiku v listech, nebo jako obsah
suSiny rostliny vztaZené na celkovy obsah dusiku. ZvysSeni koncentrace CO; vede k poklesu
obsahu dusiku v listech o 15 aZ 20 %, coz je ddno poklesem obsahu fotosyntetickych bilkovin
[28, 43].

2.3.7 SlozZeni suSiny

Jeden z charakteristickych dusledki péstovani rostlin pfi zvySené koncentraci CO; je vySsi
hodnota poméru C/N jejich suSiny. Rozdili ve sloZzeni suSiny je vSak mnohem vice. V této
souvislosti jsou dilezité vysledky Poortera et al. [44], ktefi sledovali chemické sloZen{ rostlin
péstovanych pfi okolni a zvySené koncentraci oxidu uhli¢itého. Nejvétsi vyvoland zmeéna
spocivala ve zvySeni obsahu celkovych nestrukturnich sacharidd. K malému poklesu doslo
u obsahu organickych sloucenin dusiku a mineralnich latek, beze zmény zustaly strukturn{
sacharidy, lignin a lipidy (tab. 1) [28].

Tabulka 1. Obsah [mg g'] susiny] ldtek rostlin péstovanych pri obvyklé a zvysené koncentraci
CO; uvedené Poorterem et al. [44]. Prevzato z [28].

Latka Koncentrace [pmolCO, mol'l]
350 700
Nestrukturni sacharidy 137 211
Lignin 40 40
Lipidy 57 53
Organické kyseliny 74 68
Strukturni sacharidy 142 132
Minerélni latky 91 75
Proteiny 270 219
Nerozpustné cukry 104 161
Rozpustné cukry 31 46
Celkovy obsah C 432 434
Obsah NO™ 18 14
Celkovy obsah N 48 38
Pomeér C/N 9,2 11,8
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2.3.8 Vliv zvySené koncentrace CO; na dreviny

Pres velké mnoZstvi provadénych pokust sledujicich vliv zvySeni koncentrace CO;
na polni plodiny dlouho chybély obdobné ddaje pro lesni porosty. Tento fakt byl zptisoben
naroCnosti méfeni. Jestlize nékolikamési€ni meéreni u bylin postihlo celou jejich dobu
vegetace, tak pro vétSinu stromu by odpovidajici pokus trval desetileti. S technickym
rozvojem nejruznéjsich méficich systémua se vSak situace zménila a zaCalo pribyvat dat
iu dfevin.

Zvysend koncentrace oxidu uhli¢itého ma nejvétsi vliv na vyvoj pfedev§im v pocateCnich
fazich rustu. Napiiklad Hattenschwiller et al. [45] sledovali tloustku letokruhu dubu
rostouciho v atmosféie oxidu uhli¢itého o koncentraci 650 umolCO, mol™. Sitka letokruhd
byla u téchto stromt o 12 % vétsi ve srovnani se stromy rostouci ve standardni koncentraci
CO,. Tato skuteCnost vSak byla prokazana jen u mladych stromd, u stromud ve stafi 25-30
rokd se rozdily neprojevily.

Co se tyka vodivosti praduchd, stromy na zvySenou koncentraci oxidu uhli¢itého reaguji
mnohem méné neZ byliny. U stromu je pramérny pokles vodivosti praducht pfi
zdvojndsobeni koncentrace odhadovan na 20 %, zatimco u bylin pfiblizné na 40 % (Saxe et
al. [46]). Relativné malé snizeni vodivosti priducht totiZz mize byt plné nahrazeno rozvojem
vetsi listové plochy, takze vydej vody transpiraci vibec nemusi byt zvySenou koncentraci
CO; ovlivnén.

Specifickou otdzkou je aklimace rostlin na zvySenou koncentraci oxidu uhlicitého
postupnym poklesem rychlosti fotosyntézy. Saxe et al. [46] tento projev aklimace u dfevin
jednoznatné odmitaji. Radou pokust dokazuji, Ze zvySend rychlost fotosyntézy zlstdvé
zachovéna i pfi viceleté kultivaci stromt v atmosfére s vyssi koncentraci oxidu uhlicitého.
Naproti tomu existuje fada praci, které aklimaci prokazuji (Roden et al. [47], Osborne et al.
[48], Marek et al. [49]).

2.4 Metody stanoveni aktivity Rubisco

Metody vyuzivané ke stanoveni aktivity enzymu Rubisco se d€li na piimé (in vivo)
anepiimé (in vitro). Mezi nepiimé metody se fadi gazometrické stanoveni, mezi piimé
metody patii stanoveni radiometrické a spektrofotometrické. Hodnoty aktivit in vivo jsou
vys$§i nezli hodnoty stanovené in vitro. Tento rozdil je podle Rogerse et al. [S0] dany
nedostateCnou extrakci enzymu Rubisco u stanoveni in vitro (autofi uvadéji, Ze po extrakci
a néasledné centrifugaci do supernatantu prechazi pouze 33 % z celkového mnozZstvi Rubisco).

Aktivitu rozliSujeme na specifickou a nespecifickou. Nespecifickd aktivita vyjadiuje
latkové mnozstvi preménéného CO; za minutu na jednotkovou hmotnost nebo plochu jehlic
a udava se v [umol CO, min” g'l] nebo [umol CO, st m?. Specifickou aktivitou se rozumi
latkové mnozstvi asimilovaného oxidu uhliCitého za minutu na jednotkovou hmotnost enzymu
Rubisco. TaktéZ se uddvd v [pmol CO, min™' g '] [11].

2.4.1 Gazometrické stanoveni (in vivo)

Gazometrické metody se vyuZivaji pfi mefeni rychlosti fotosyntézy. Zelené Casti rostliny
muzou podléhat dvéma reakcim. Bud fotosyntetické reakci, kdy dochazi k fixaci CO,
a uvolnéni O,, nebo fotorespiraci, kdy se uvoliluje oxid uhliity a spotfebovava se kyslik.
Rychlost fotosyntézy se tedy stanovuje na zdkladé vymény CO,, O, a nebo obou plynid
souCasné¢ mezi okolni atmosférou a zelenou Casti rostliny. Gazometrické metody jsou
zaloZeny na principu méfeni rychlosti spotieby CO,/O; rostlinami pfi fotosyntetické reakci.
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Obr. 2.15 Otevieny a uzavieny systém gazometrické metody. a — IRGA, b — asimilacni
komora, ¢ — prepinaci trojcestny ventil, d — vstup vzduchu do komory, e — odbér vzduchu
z okoli, f — vystup vzduchu z IRGA. Prevzato 7 [55].

Princip méfeni je zndzornén na obrdzku 2.15 nahofe. Fotosyntetizujici €ast rostliny je
umisténa do asimilacni komory (b), kterd je vzduchot&snd, termostabilni a je v ni zajiSténo
proudéni vzduchu. Pokles koncentrace CO, v okoli rostliny se méfi pomoci infracerveného
analyzatoru plyna (a).

Podle zapojeni infraerveného analyzatoru plynt (IRGA) do méficiho systému rozliSujeme
gazometrické metody uzaviené (cirkulacni typ) a oteviené (pruto¢ny typ) (Obr. 2.15) [51, 52,
53, 54].

2.4.2 Radiometrické stanoveni (in vitro)

Principem radiometrické metody je asimilace molekuly "*CO, do molekuly ribulosa-1,5-
bisfosfatu. V reakéni smési nesmi byt pfitomen oxid uhlicity a dal$i uhli¢itany. Do reakéni
smési se piidd dané mnoZstvi radioaktivné znadeného NaH'"CO3 a reakce se spusti znamym
mnozZstvim aktivovaného enzymu. Po 1 minuté se reakce ukonci inaktivaci Rubisco pomoci
ptidavku HCI a uvoln&ny '*CO, se kvantitativné odstrani. Zméfend radioaktivita produktd
odpovidd mnoZstvi asimilovaného "*CO, [56].

2.4.3 Spektrofotometrické stanoveni (in vitro)

Spektrofotometrické stanoveni aktivity Rubisco je zaloZzeno na méfeni zmény absorbance
pfi 340 nm, ke které dochézi pti oxidaci NADH v prvnich tfech krocich Calvinova cyklu
[57]. V reak¢ni smeési jsou obsaZeny enzymy a substrity, které 3-fosfoglycerat pfeméni
na glyceraldehyd-3-fosfat. V poslednim kroku dochdzi k oxidaci NADH, ¢imZz dojde
k poklesu absorbance.

Spektrofotometrické stanoveni aktivity enzymu Rubisco vychdzi z metody Lilleyho
a Walkera [58] s extrakci podle Besforda [59]. Tento zpusob extrakce a nasledného
spektrofotometrického stanoveni aktivity enzymu Rubisco je podrobné&ji popsan v kapitole
3.2.1.

Dalsi typ extrakce popisuje ve své praci Tissue et al. [60]. Tento zpusob je vhodné&jsi pro
jehli¢nany, protoze obsahuji vétsi mnoZstvi terpent a fenolickych latek. Tyto latky mohou pfi
zmrazeni v kapalném dusiku naruSit strukturu enzymu Rubisco, a tim sniZit jeho aktivitu.
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Podstatou jejich extrakce je okamZitd homogenizace Cerstvé ustfizenych jehlic
ve 100 mmol dm™ HEPES, 5 mmol dm™ EDTA s pfidavkem polyvinylpolypyrrolidinu pfi
0 °C. Nésledn¢ se extrakt centrifuguje a supernatant zamrazi v kapalném dusiku.

2.5 Metody stanoveni obsahu Rubisco

2.5.1 SDS-PAGE

K nejpouzivan€jSim metoddm pro stanoveni obsahu enzymu Rubisco patii gelova
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAGE) s pfidavkem dodecylsiranu sodného
(SDS). Metoda se fadi mezi elektromigracni (elektroforetické) metody, jejichZ podstatou je
pohyb ionizovanych €astic v elektrickém poli.

Pfi této metod€ dochdzi k navdzani SDS na bilkovinu, ¢imz ji je ud€len uniformni zédporny
naboj a CasteCnou denaturaci se narovnd jeji fetézec. Velikost ndboje je imérnd hmotnosti
bilkoviny. Na takto vzniklé ionty pasobi elektricka sila Fg a odporova sila F;

F,=q FE
F‘t :—3.”’.77.6{.‘},

kde ¢ je ndboj iontu, E je sila elektrického pole, 7 je viskozita prostiedi, d je pramér ¢astic
a v je rychlost Castic. Vysledkem je rychlé ustaveni rovnovdhy mezi obéma silami a vyslednd
rychlost pohybu éstic je zdvisld na velikosti molekuly, a tim dochdzi k separaci jednotlivych
bilkovin.

SDS, ktery se vdze na bilkoviny v poméru 1,4 g SDS na 1 g bilkoviny, uddvd molekuldm
i podobny valcovity tvar. Pfiddnim SDS a 2-merkaptoethanolu ke smeési se narusi
nekovalentni interakce a disulfidické mustky mezi podjednotkami a lze stanovit molekulovou
hmotnost jednotlivych podjednotek [61].

Polyakrylamidovy gel se pfipravuje kopolymeraci monomert akrylamidu a N,N’-
methylenbisakrylamidu. Inicidtorem zesitovani je peroxodisiran amonny. Jeho molekuly se
vlivem svétla rozkladaji na volné radikdly, které zahdji vlastni polymeraci monomert. Jako
stabilizator ~ volnych  radikdli se do smési prfidivdi TEMED  (N,N,N"N"-
tetramethylethylendiamin). Stanoveni obsahu enzymu Rubisco vySe uvedenou metodou je
podrobnéji popsdno v kapitole 3.2.2.
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Obr. 2.16 Struktura polyakrylamidového gelu. Prevzato 7 [62].

Metoda SDS-PAGE pro stanoveni obsahu Rubisco byla pouZzita napf. v pracich Ferreiry et
al. [63], Besforda [64], Nieho et al. [65] a Hrstky et al. [66].

2.5.2 Kapilarni elektroforéza

Podstatou kapilarni elektroforézy je podobné jako u SDS-PAGE ustaveni rovnovidhy mezi
odporovou a elektrickou silou ptisobici na nabitou Castici v elektrickém poli. U této metody
ma na sloZky analyzovaného materialu vliv i elektroosmoticky tok, ptsobici ve sméru pohybu
Castic a tfeci sila, pusobici proti sméru pohybu ¢astic.

Elektroforéza probihd v tenkych sklenénych, kfemennych nebo plastovych kapildrach,
které jsou naplnény elektrolytem a jejich konce jsou ponofeny do zdsobnikl s elektrolytem.
Diky dobrému odvodu tepla muZe byt pfi stanoveni pouzito elektrické pole s vysokym
napétim, ¢imzZ se zkrati doba déleni [61, 67].

Tento zpasob stanoveni pouZil ve své praci Warren [68].

2.5.3 HPLC

HPLC, neboli vysokotlakd kapalinova chromatografie, je typ chromatografie, kde dochazi
k déleni slozek analytu diky cerpani elu¢niho ¢inidla pod vysokym tlakem. Podstatou
stanoveni pomoci HPLC je vznik slabych vazebnych interakci mezi slozkami mobilni fize
(MF), ktera obsahuje vzorek, a pevnou fazi (SF), tvofici ndpli kolony. V zavislosti
na fyzikalnich a chemickych vlastnostech dvojice MF — SF jsou jednotlivé slozky
analyzovaného vzorku k pevné fazi vazany rtizné€ velkymi silami. Kolonou tedy prochézeji
drive ty sloZky analytu, které jsou poutdny ke staciondrni fazi menSimi silami. Naopak nejdéle
jsou v koloné€ zadrZovany ty sloZky, které se staciondrni fazi reaguji za vzniku pevnéjSich
vazeb. Separované slozky analytu poté putuji do detektoru, ktery poskytuje kvantifikovanou
odezvu na charakteristickou vlastnost dané slozky. Odezva je pfimo imérnd mnoZstvi analytu
v urCitém rozsahu koncentraci. Vysledkem detekce jednotlivych sloZek analytu je soubor
chromatografickych pikd, neboli chromatogram.
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Kvalitativni charakteristika latky je poloha piku na casové ose chromatogramu,
kvantitativni charakteristika je dand plochou piku pod kfivkou a u symetrickych z6n i vyskou
piku [69].

Pro stanoveni enzymu Rubisco se metoda HPLC pouzivd méné Casto neZ ostatni uvedené
metody. Pouziva se gelovd kolona, kde dochdzi k dé€leni Castic v zavislosti na jejich velikosti.
Malé molekuly analytu pronikaji hloubé&ji do péru gelu, proto jsou v koloné€ zadrZzovany déle,
naproti tomu velké molekuly prochdzeji kolonou bez zadrZeni [70].

2.5.4 RadioimunosrazZeci metoda

Podstatou metody je inkubace enzymu Rubisco v pfitomnosti aktivatort Mg2+ a HCO3/,
radioaktivné znaCeného 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfatu a protildtkového séra, které ma
specifickou afinitu k enzymu. Vysledkem je sraZenina komplexu Rubisco-''C  2-
karboxyarabinitol-1,5-bisfosfat-protildtka, kterd je odstranéna filtraci ptes polysulfonovy filtr
a zbavena nadbyte&ného '*C 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosftu promytim. MnoZstvi enzymu
je pak pfimo umeérné radiaci, kterou srazenina vyzafuje. Je nutnd kalibrace na standard
Rubisco [71]. Tato metoda je hojn€ vyuZzivand [72, 73, 74].

25.5 ELISA

Enzyme-Linked Imunno Sorbent Assay (ELISA) patii mezi analytické metody vyuZivané
ke kvantitativnimu stanoveni riznych antigen, a to i ve velmi malych koncentracich
protilatky a antigenu, které jesté nevytvareji precipitiat. ELISA, nékdy oznaCovand jako EIA
(enzymova imunoanalyza - Enzym Imunoassay), je zaloZend na specifické interakci antigenu
a protilatky, pfi¢emz na jednu z téchto latek je kovalentn€ vdzand vhodna znacka. Ke znaceni
se vyuzivaji enzymy, nejCastéji alkalickd fosfatasa a peroxidasa, které katalyzuji chemickou
pfeménu substratu pritomného v reak¢ni smési. Kone¢ny produkt enzymové reakce je bud
barevny a stanovuje se spektrofotometricky nebo fluoreskuje a stanovuje se fluorimetricky.
Koncentrace produktu je umérnd koncentraci antigenu nebo protildtky v analyzovaném
vzorku. Toto znaCeni umoziiuje jednoduché a citlivé stanoveni [61].

Tento zpusob stanoveni mnoZstvi pouZili ve své praci Nassoury et al. [76] a Metodiev
a Demirevska-Kepova [77].

2.6 Metody stanoveni nestrukturnich sacharidu

Sacharidy se stanovuji fadou fyzikdlnich, chemickych, fyzikdlné-chemickych
a biochemickych metod.

2.6.1 Polarimetrie

Polarimetrie je fyzikdlni metoda, kterd je zaloZend na méfeni stoCeni linedrné
polarizovaného svétla pfi prachodu opticky aktivni latkou. Sacharidy diky obsahu chirdlnich
atomu jsou opticky aktivni latky a maji tedy schopnost sticet rovinu polarizovaného svétla
doprava &i doleva. Uhel stoeni polarizovaného svétla zavisi nejen na charakteru litky, na
vinové délce svétla a na teploté, ale i na mnoZstvi opticky aktivnich latek, se kterymi se
paprsek polarizovaného zafeni setk4.

a=k-l-c,
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kde a je uhel stoceni polarizovaného svétla, k je konstanta imérnosti, / tloustka vrstvy a c je
koncentrace.

Stanoveni se provadi na polarimetrech, které se sklddaji ze zdroje monochromatického
zéfeni, polarizdtoru, kyvety se vzorkem a analyzétoru [78, 79].

2.6.2 Anthronova metoda

Tato metoda je zaloZena na reakci sacharidi s anthronem za vzniku barevného komplexu.
Skrob je extrahovdn ze vzorku chloralhydritem, dehydratovan koncentrovanou kyselinou
sirovou za vzniku kondenzacnich derivatt s reakénim Cinidlem — anthronem. Vzniklé zelené
kondenzacni produkty furfural-anthrony se stanovuji spektrofotometricky. Intenzita zbarveni
je umerna koncentraci zkoumaného sacharidu. Anthron je hojné vyuZivan jako uc€inné Cinidlo
pro kolorimetrickd stanoveni. Tato metoda stanoveni nestrukturnich sacharidd je podrobné&ji
popsédna v kapitole 3.2.3.

Tato metoda byla poprvé pouzita Dreywoodem [80], na kterého poté navazala fada autorq,
Jejich stanoveni se vSak tykalo pouze Skrobu. Simultinni stanoveni obsahu nestrukturnich
sacharidu a Skrobu pomoci anthronové metody bylo provedeno Teslovou et al. [84].

2.6.3 HPLC

Zékladni princip vysokotlaké kapalinové chromatografie byl popsdn v kapitole 2.5.3.
Dulezitym krokem pfi stanoveni sacharidi pomoci HPLC je pfiprava roztoku a extraktu
vzorku, ktery pak 1ze ddvkovat na kolonu kapalinového chromatografu. Je potieba z roztoku
odstranit vSechny slozky snizujici Gi¢innost kolony a rusici stanoveni. K tomu se pouZivé cela
fada predkolonek a predfiltri, které jsou zapojeny mezi ddvkovac a vlastni chromatografickou
kolonu [85].

Nejbéznéjsim detektorem vyuZivanym pifi chromatografii sacharidi je refraktometricky
detektor. Pracuje jako diferencidlni méfi¢ zmény indexu lomu mobilni faze. Mé&fi rozdil
indexu lomu mobilni faze, kterd je uzaviend v referenCni cele a eluentem vychdzejicim
z kolony [69]. Vyhodou téchto detektora je jejich univerzalnost, ale nejsou selektivni, jsou
mdlo citlivé a nedaji se vyuZit pii gradientové eluci. Mobilni fdze musi dyt dokonale zbavena
rozpuSténych plyna, které zcela rusi detekci [85]. Aby bylo dosazeno reprodukovatelnych
vysledkd, musi byt refraktometrické detektory temperovany, protoZe index lomu je zavisly na
teploté [69].

S metodou HPLC s refaktometrickou detekci se setkdme u Steinbachové-Vojtiskové et al.
[86], Lipavské et al. [87], Konrddové et al. [88], Cabélkové et al.[89] a Svobodové et al. [90].

2.7 Stanoveni listového dusiku
Dusik ma v rostlinich mimofadné postaveni diky jeho pfitomnosti ve vSech bilkovinach,

metoda podle Kjeldahla, podle Dumase a spektrofotometrické stanoveni Nesslerovym
Cinidlem.
2.7.1 Metoda podle Kjeldahla

Tato metoda byla poprvé pouzita Kjeldahlem v roce 1883 pfi studovdni zmé&ny proteinu
uobili. Od jeho prvni publikace proSla metoda mnoha zménami. Jednd se o mineralizaci
vzorku v koncentrované kyselin€ sirové v pfitomnosti Weiningerova katalyzatoru. Dusikaté
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latky jsou prevedeny na siran amonny, z néhoZz se za piidavku hydroxidu sodného uvolni
amoniak. Vznikly amoniak se pak pfedestiluje s vodni parou do standardizovaného roztoku
kyseliny sirové a jeji pfebytek se pak stanovi alkalimetricky. Podrobnéji je tato metoda
popséana v kapitole 3.2.4.

Stanoveni probiha podle reakce

protein+mH,SO, MCO2 +(NH,),S50, + S0, [91, 92].

Stanoveni dusiku podle Kjeldahla se provadi v destilaénim pfistroji podle Parnase-
Wagnera (Obr. 2.17).

Obr. 2.17 Destilacni aparatura podle Parnase-Wagnera. A — vyvije¢ pdry, B — kondenzacni
barnka, C — ndlevka, D — destilacni banka, E — chladic. Prevzato z [92].

Moderni zafizeni na stanoveni dusiku Kjeldahlovou metodou se nazyvaji Kjeltec'™
Systems. Tyto pfistroje zajiSt'uji presné, spolehlivé a bezpecné analyzy.

2.7.2 Spektrofotometrické stanoveni dusiku Nesslerovym ¢inidlem

Tato metoda pifevdZzné navazuje na Kjeldahlovo stanoveni. Po mineralizaci vzorku
s kyselinou sfrovou jsou dusikaté slouCeniny pievedeny na amonnou sul, kterd se
spektrofotometricky stanovi po reakci s Nesslerovym c¢inidlem. Amonné slouceniny reaguji
v alkalickém prostiedi s KoHgls za vzniku Zluté az Cervenohnédé komplexni slouceniny
Hg,OINH,. Intenzita zabarveni se pak méfi spektrofotometricky pfi vinové délce 450 nm.
Stanoveni probihd podle reakce:

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

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

V klasické Dumasové metod¢, kterd byla poprvé popsdna v roce 1831, je organickd latka
smichdna s praSkovym oxidem meédnatym a je umisténa do spalovaci trubice, kterd je
naplnéna dritkovym CuO a Cu. Trubice se zahiivd v proudu kysliku. Zkoumany vzorek se
rozkladd na elementdrni uhlik, oxid uhlility, vodu, elementdrni dusik a oxidy dusiku.
Na vrstvé rozzhavené médi se redukuji oxidy dusiku na elementdrni dusik. Po selektivni
absorbci ostatnich produkti pyrolyzy je dusik stanoven tepelné vodivostnim detektorem.

Dumasova metoda patii mezi stanoveni piimé, tedy bez nutnosti mineralizace, coZ je jeji
vyhoda. Ke stanoveni se pouzivaji analyzatory firmy LECO. [91, 95].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

Na experimentdlnim pracovi§ti Ustavu systémové biologie a ekologie AV CR na Bilém
Kiizi v Moravskoslezskych Beskydech byl sledovdn vliv listového dusiku na aktivitu
amnozstvi enzymu Rubisco. Osmileté sazenice smrku ztepilého (Picea abies L.) byly
kultivovény ve sklenénych kopulich s nastavitelnymi okny [96] v podminkdch s normdlni
(A =385 umolCO, mol'l) a zvySenou koncentraci oxidu uhli€itého (E = 700 umolCO, mol'l)
(Obr. 3.1). Sazenice byly vySe definovanym podminkdm vystaveny tii vegetacni obdobi.

Slunné jehlice vyrostlé v roce 2010 byly odebirdny ve Ctyfech terminech, a to 22. 6. 2010,
22.7. 2010, 26. 8. 2010 a 29. 9. 2010. Jehlice byly promichdny a z tohoto smésného vzorku
byly navazovany analytické vzorky o hmotnosti 70-110 mg pro stanoveni aktivity a obsahu
Rubisco i obsahu nestrukturnich sacharidi. Kazda navazka byla vloZena do mikrozkumavky
Eppendorf a zmraZena v tekutém dusiku. Do samotné analyzy byly vzorky uchovidviny
v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -70 °C. Pro stanoveni obsahu dusiku byl odebrdn asi 1 g
jehlic. Odebrané jehlice smrku ztepilého byly pfedsusSeny pii teploté 80 °C po dobu 1 hodiny
z divodu inaktivace enzymu. Poté byly vzorky dosuSeny v suSarné pii téze teploté
na konstantni hmotnost (asi 48 hodin).

Obr. 3.1 Kultivacni sféry Experimentdlniho ekologického pracovisté USBE AV CR na Bilém
Krizi (Ceskd republika, 49°30'N 18°32'E, 908 m n.m). Prevzato z [97].

3.2 Metody

3.2.1 Spektrofotometrické stanoveni pocatecni a celkové aktivity enzymu Rubisco
Aktivita enzymu Rubisco byla stanovena podle Lilleyho a Walkera [58] s extrakci podle
Besforda [59]. Substrdt potfebny k probéhnuti reakce byl ribosa-5-fosfat, ktery se béhem
reakce pfeménuje pusobenim enzymu obsaZenych v extraktu a dodaného ATP na ribulosa-
1,5-bisfosfat (reakce I, II). Ddle byl do reak¢ni smeési pridivin KHCO; a MgCl,. Oxid
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uhlicity, uvolnény z KHCOs3, slouZi jako druhy substrdt reakce a soucasné s Mg2+ aktivuje

enzym Rubisco. Do reakéni smeési byly rovnéz pridany enzymy, které katalyzuji reakce III -

V, a dile NADH. Kone¢nym produktem reakci III — V je glyceraldehyd-3-fosfét. V reakéni

smési dochdzi k hromadéni ADP, ktery inhibuje enzym fosfoglycerdtkinasu. Proto se

do reak¢ni smési priddva enzym kreatinfosfokinasa, jeZ regeneruje ADP na ATP (reakce VI).
o ribosa-5-fosft —Pt=REBMES y piby|o5a-5-fosfat L.

o ribulosa-5-fosfat + ATP —fuesad-fostitkinasa o ik osa-1,5-bisfosfat + ADP + H 11

o ribulosa-1,5-bisfosfat + CO, + HyO —X° 5 2(3-fosfoglycerat) + 2H* 1.
o 3-fosfoglycerdt + ATP —eeheedinn 1 3 hisfosfoglycerdt + ADP Iv.
o 1,3-bisfosfoglycerdt + NADH + H* —gheerldehyd 3 fostidehydrogenasa_ - oy ceraldehyd-3-
fosfat + NAD* + HPO, V.
o 2-fosfokreatin + 2 ADp —Xinfosiokiims o 5 kreatin + 2ATP VL

Aktivita Rubisco byla pocitdna z dbytku absorbance pfi oxidaci NADH podle Lambertova-
Beerova zdkona.

3.2.1.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO® VZ Hradec Krélové. Parametry: nejmensi
dilek 0,0001 g, kapacita 120 g, atest CML

Centrifuga MLW T52.1

pH metr HI 221

Spektrofotometr HELIOS

3.2.1.2 Chemikalie

3-Fosfoglyceratkinasa; Sigma ALDRICH

ATP — adenosin-5-trifosfat; Sigma ALDRICH

BSA - bovinn{ sérovy albumin; Sigma ALDRICH

DTT - dithiothreitol; Sigma ALDRICH

Fosfokreatin; Sigma ALDRICH
Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa; Sigma ALDRICH
HEPES - N-2-hydroxyethylpiperazin-N-ethansulfonova kyselina; Sigma ALDRICH
Hydrogenuhlicitan draselny; Sigma ALDRICH

Hydroxid draselny; Penta

Kreatinfosfokinasa; Sigma ALDRICH

Chlorid hofecnaty; Sigma ALDRICH

Na,EDTA - ethylendiamintetraoctan disodny; Sigma ALDRICH
NADH - B-nikotinamidadenindinukleotid; Sigma ALDRICH
Polyvinylpolypyrrolidon — Sigma ALDRICH

RSP — ribosa-5-fosfét; Sigma ALDRICH
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3.2.1.3 Priprava roztoku

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

Ve 400 ml vody bylo rozpusténo 5,96 g HEPES a 0,186 g Na,EDTA a upraveno pH
pomoci 3M KOH na 7,8. Poté byl roztok pfeveden do odmérné bariky o objemu 500 ml
a vodou doplnén po rysku.

Roztok je stily a uchovava se pfi laboratorni teplote.

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

Ve 400 ml vody bylo rozpusténo 5,96 g HEPES a 0,219 g Na,EDTA a upraveno pH
pomoci 3M KOH na 8,0. Poté byl roztok pfeveden do odmérné bariky o objemu 500 ml
a vodou doplnén po rysku.

Roztok je stily a uchovava se pfi laboratorni teplote.

Extrakcni roztok

V zdsobnim roztoku HEPES-KOH, pH 7,8 bylo rozpusténo 0,4 g BSA, 0,156 g DTT
a 0,096 g MgCl,. Roztok byl pifeveden do odmeérné bariky o objemu 200 ml.

Takto pfipraveny roztok obsahuje 50 mM HEPES-KOH, pH 7.8, 1 mM Na,EDTA, 0,2%
BSA, 5 mM DTT a 5 mM MgCl..

Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.

Aktivacni roztoky

V zdsobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 0,2285 g MgCl,. Roztok byl
pieveden do odmeérné bariky o objemu 50 ml.

V zdsobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 0,3003 g KHCOs. Roztok byl
pieveden do odmeérné bariky o objemu 50 ml.

Roztoky jsou stdlé a uchovavaji se pfi laboratorni teploté.

Roztok glyceraldehyd-3-fosfdtdehydrogenasy

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

Roztok kreatinfosfokinasy

V 1 ml zdsobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 2 mg kreatinfosfokinasy
Roztok se uchovava pfi teploté -18 °C.

Roztok R5P

V1 ml zédsobniho roztoku HEPES-KOH, pH 8,0 bylo rozpusténo 6,2 mg ribulosa-5-
fosfatu.
Roztok se uchovava pfi teploté -18 °C.

Roztok 2-fosfoglycerdtkinasy
Byl pouzit komeréné vyrabény roztok.
Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
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Pracovni roztok

V odmérmé barice o objemu 25 ml bylo v zdsobnim roztoku HEPES-KOH, pH 8,0

rozpusténo:

0,0475 g ATP

0,0325 g fosfokreatinu

0,02 g DTT

0,005 g NADH

47,5 ul 3-fosfoglyceratkinasy

250 pl roztoku glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy
250 pl roztoku kreatinfosfokinasy.

Pripraveny pracovni roztok po pfidani 50 pl aktivacnich roztokl obsahoval 50 mM
HEPES-KOH, pH 8,0, 20 mM MgCl,, 25 mM KHCOs3;, 3,5 mM ATP, 0,25 mM NADH,
5 mM fosfokreatinu, | mM Na,EDTA, 5 mM DTT, 80 nkat 3-fosfoglycerdtkinasy, 80 nkat
glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasy a 80 nkat kreatinfosfokinasy.

Pracovni roztok se uchovava pfi laboratorni teploté a je stdly maximéln€ 5 hodin.

3.2.1.4 Extrakce enzymu

Navdzka smrkovych jehlic byla rozetfena v tfeci misce s mofskym piskem. Byl pfiddn
polyvinylpolypyrrolidon a 5 ml extrakéniho roztoku. Vzorek byl asi 30 sekund
homogenizovin, poté byla supenze prelita do centrifugaéni zkumavky a asi 1 minutu
odstfed’'ovana pti 3000 otackach/min. U ziskaného supernatantu obsahujiciho enzym Rubisco
byla méfena pocateéni a celkovad aktivita. Bylo nutné pracovat co nejrychleji z divodu
rychlého starnuti extraktu.

3.2.1.5 Méreni aktivity

Pocadtecni aktivita

Pfi méfeni pocatecni aktivity bylo do optické kyvety o objemu 1 ml napipetovdno 50 pl
aktivaéniho roztoku MgCl,, 50 pl aktivacniho roztoku KHCOs3, 20 upl extraktu, 850 pl
pracovniho roztoku a 30 pl roztoku R5P. Roztok byl promichdn a ihned byla métena
absorbance pfti vinové délce 340 nm v 30 s intervalech.

Celkova aktivita

Pfi méfeni celkové aktivity bylo do optické kyvety o objemu 1 ml napipetovdno 50 ul
aktivacniho roztoku MgCl,, 50 pl aktiva¢niho roztoku KHCOs3 a 20 pl extraktu. Roztok byl
promichdn a inkubovan 15 minut. Poté bylo do kyvety ptfiddno 850 pl pracovniho roztoku
a 30 pl roztoku R5P. Po promichdni byla méfena absorbance pifi vinové délce 340 nm
v 30 sekundovych intervalech.

3.2.1.6 Vypocet aktivity

Celkem bylo u kazdého odbéru méfeno 5 vzorkl (n = 5), z toho kazdy vzorek byl méten
po dobu 5 minut a 30 sekund. U kazdého vzorku bylo ziskdno celkem dvanict hodnot
absorbance A. Z téchto hodnot byl vypocitan ibytek absorbance za 30 sekund AA.
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Tabulka 2. Méreni pocdtecni 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
Prumér AA 0,0035

*yytazené chybné hodnoty z divodu projevu tzv. lag faze

Po vyfazeni chybnych hodnot byla ze zmén absorbance vypocitdna aktivita enzymu

Rubisco z Lambert-Beerova zakona:

AA Ac
el =
At At

kde A je absorbance, t je Cas [s], € je moldrni absorpcni koeficient [cm® mmol™], 1 je délka
optické drdhy [cm] a c je koncentrace vzorku [mol dm™].

Aktivita enzymu byla vypocitana z rychlosti ubytku substratu CO,:
AA -V

An =
2-¢-1

kde AA je primérny ubytek absorbance po vyfazeni chybnych hodnot [min™], V je objem
reakéni smési v kyveté [ul], € je moldrni absorpéni koeficient [cm® mmol™] a I je délka
optické drdhy [cm]. Hodnota € je pro NADH je 6300 cm” mmol ™ a délka optické kyvety je
I cm.

Aktivita v kyvete€, coZ odpovida 20 ul extraktu:
An = 2-AA-V _ 2-0,0035-1000 _ 5,5556~10_4um01C02 min-!
2-¢-1 2-6300-1

Aktivita v celém objemu extraktu (5 ml):
—4
An = % =0,1389 umol CO, min™'
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Aktivita enzymu vztazend na 1g jehlic:
0,1389
An =
0,081

=1,7147 pmolCO, min"' g

3.2.1.7 Vypocet specifické aktivity

Specifickd aktivita je aktivita vztaZzend na 1 g enzymu Rubisco. Byla vypocitana jako podil
aktivity enzymu Rubisco a obsahu enzymu Rubisco.

Pt. Vypocet specifické pocatecni aktivity u varianty Agerven:
A = An(Aéerven) _ 1, 4941 HmOICOZ min_l g_l
sp C 16,1347mgg_1

(A Cerven)

-1000 =92,6014 pmolCO, min~' g'

3.2.2 Elektroforetické stanoveni obsahu Rubisco

Stanoveni obsahu enzymu Rubisco vychdzelo z metod Damervalové [98] a Rogerse et al.
[50], postup byl dile upraven Floridnem [99] a Hlavackem [100].

3.2.2.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO® VZ Hradec Krélové. Parametry: nejmensi
dilek 0,0001 g, kapacita 120 g, atest CML

Centrifuga MLW T52,1

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga (LotySsko)

Tiepacka — LT2 Kavalier a.s.

Vortex — Stuart SA8

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

3.2.2.2 Chemikalie

2-Merkaptoethanol; Sigma ALDRICH

Akrylamid; SERVA

Brilantni modr G 250 — Coomasie; SERVA

Bromfenolova modi Na sul; SERVA

Butanol; Lachema

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

Ethanol; Lachema

Glycerol; Sigma ALDRICH

Glycin; SERVA

Kyselina chlorovodikov4; Penta

Methanol, PENTA

N,N’-Methylenbisakrylamid; SERVA

Peroxodisiran amonny; SERVA

Octové kyselina; Lachema

SDS — dodesylsulfét sodny; Sigma ALDRICH

TEMED - N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin; Sigma ALDRICH
TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan; Sigma ALDRICH
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3.2.2.3 Priprava roztoku

Roztoky na pripravu geli

Roztok A
30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu bylo rozpusténo ve 100 ml vody.
Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
Roztok B
18,16 g TRIS bylo rozpusténo v 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci koncentrované
HCl na pH 8,8. Poté byl roztok doplnén na 100 ml.
Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
Roztok C
18,16 g TRIS bylo rozpusténo v 50 ml vody, pH bylo upraveno pomoci koncentrované
HCl na pH 6,8. Poté byl roztok doplnén na 100 ml.
Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
Roztok D
10 g SDS bylo rozpusténo ve 100 ml vody.
Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
Roztok E
0,1 g peroxodisiranu amonného bylo rozpusténo v 1 ml vody.
Roztok je nutno pripravit pro kaZzdé stanoveni Cerstvy.
Roztok F
10 mg bromfenolové modfi bylo rozpusténo v 1 ml vody.
Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
TEMED
Komer¢né doddvany roztok.

Pomocné roztoky

Elektrodovy pufr

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

Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C. PouZiva se opakovang.
TRIS pufr

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

Roztok se uchovava pfi laboratorni teplote.
Vzorkovy pufr

4,8 ml roztoku C, 4 ml roztoku D, 0,2 ml roztoku F, 6 ml glycerolu, 4,8 ml vody a 1 ml
merkaptoethanolu.

Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.

Roztoky pro vizualizaci bilkovin

Stabilizacni roztok

100 ml methanolu se smichd se 400 ml vody.

Roztok se uchovava pfi laboratorni teplote.
Barvici roztok

0,5 g Coomasie Blue R 250 se smichd se 450 ml methanolu, 100 ml koncentrované
kyseliny octové a 450 ml vody.

40



Roztok se uchovava pfi laboratorni teplote.

Odbarvovact roztok
250 ml methanolu se smichd se 100 ml koncentrované kyseliny octové a 650 ml vody.
Roztok se uchovava pfi laboratorni teplotg.

3.2.2.4 Priprava gelii

Elektroforetickd skla byla omyta, odmasténa, oplachnuta destilovanou vodou a vyleSténa
buni¢inou namocenou v ethanolu. Skla byla upevnéna do stojanu mensim sklem dopfedu,
spodni hrany skel leZely na gumové podloZce a tlakem shora byla zajiSté€na proti vytecCeni
gelu. Ke stanoveni byl pouzit 8% separacni a 5% zaosttovaci gel. Pti pripravé gelt bylo nutné
pracovat v rukavicich z divodu vysoké toxicity akrylamidu.

8% separacni gel
Pomoci automatickych pipet byly do kddinky napipetoviny roztoky podle tabulky 3.

Tabulka 3. Objemy roztokii k pripravé separacniho 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 roztoku pfiddany tésn€ pfed nalitim roztoku mezi
elektroforetickd skla. Poté byl roztok dobfe promichdn a nalit mezi skla asi 2 cm od horniho
okraje. Zbyly roztok byl ponechdn v kddince jako kontrola tuhnuti gelu. Roztok mezi skly byl
pfevrstven butanolem pro vyrovndni hladiny a jako ochrana proti vypafovani vody.

5% zaostrovaci gel
Pomoci automatickych pipet byly do kddinky napipetoviny roztoky podle tabulky 4.

Tabulka 4. Objemy roztokii k pripravé zaostrovaciho 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
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Po zatuhnuti separacniho gelu byl odstranén butanol a gel byl né&kolikrdt vymyt
destilovanou vodou. Po pfidani roztoku E a roztoku TEMED byl zaostfovaci gel dobie
promichdn a nalit na vrstvu separacniho gelu témeétf po okraj. Do prostoru mezi skla byl
nasazen elektroforeticky hiebinek, ktery byl odstranén az pfed nanaSenim vzorkd. Zbyly
roztok byl ponechédn v kddince jako kontrola ztuhnuti gelu. Hotovy gel bylo moZzné uchovévat
v lednici, ale nejdéle do pftistiho dne.

3.2.2.5 Priprava vzorku

Navdzka jehlic byla rozetfena ve tfeci misce s mofskym piskem. Byly pfiddny 2 ml TRIS
pufru a vzorek byl asi 30 vtefin homogenizovdn. Vznikld suspenze byla prelita
do centrifuga¢ni zkumavky a 1 minutu odstfedovdana pifi 3000 otidckdch/min. Do
mikrozkumavky Eppendorf bylo napipetovdno 0,5 ml extraktu a 0,5 ml vzorkového pufru.
Smeés byla promichdna na vortexu a 5 minut vafena v termobloku. Vzorky uchovavéiny
v mraznicce pii teploté -18 °C.

3.2.2.6 Elektroforéza

Elektroforetickd skla s pfipravenym gelem byla vytaZena ze stojanu, oCiSténa od zbytku
gelu a byl opatrné odstranén elektroforeticky hiebinek. Skla byla upevnéna do stojanu
pro elektroforézu menSim sklem smérem dovnitf. Stojan s upevnénymi skly byl vloZen
do elektroforetické nadoby a vnitini prostor byl aZ po okraj naplnén elektrodovym pufrem.
Pomoci automatické pipety s dlouhou $pickou bylo do prvnich dvou pozic napipetovéino 10 pl
standardu Rubisco (0,5000 mg v 1 ml vzorkovaciho pufru) a do dalSich pozic 10 ul vzorku.
Vnéjs$i prostor byl zaplnén asi do poloviny nddoby. Aparatura byla pfipojena ke zdroji
o konstantnim napéti 80 V. V prubéhu analyzy bylo nutné kontrolovat hladinu elektrodového
pufru ve vnitfnim prostoru a poptipad€ ho bylo nutné doplnit. Elektroforéza probihala, dokud
Celo vzorku nedostoupilo asi 2 cm od spodniho okraje gelu.

3.2.2.7 Zviditelnéni bilkovin

Po ukonceni elektroforézy byla skla s gelem vyjmuta ze stojanu a ponofena do misky
s destilovanou vodou mens$im sklem dolii. Pomoci umélohmotné Spachtle byla skla od sebe
oddelena a doSlo kuvolnéni gelu. Destilovand voda byla vylita, gel byl pfevrstven
stabilizacnim roztokem a 5 minut stabilizovdn na tfepacce. Stabilizacni roztok byl slit
do zédsobni 1dhve a poté byl gel protfepavan s barvicim roztokem. Po 30 minutidch byl gel
promyt pouzitym odbarvovacim roztokem a ndsledné¢ 90 minut protfepdvdn s Cistym
odbarvovacim roztokem. Po odbarveni byl gel opét promyt destilovanou vodou, poloZen na
elektroforetické sklo a zabalen do potravindiské folie zabrafujici jeho vysychédni. S gelem
bylo nutné pracovat v rukavicich z diivodu vysoké toxicity akrylamidu. Hotové gely byly
uchovdvény v lednici pfi teploté 4 °C.

3.2.2.8 Vyhodnoceni

Hotové gely byly naskenovédny a kvantifikace velké podjednotky enzymu Rubisco byla
provedena programem pro obrazovou analyzu FUJIFILM Science Lab 2006, Multi Gauge,
verze 3.1. Zony velkych podjednotek byly ptfevedeny na piky a integraci byla vypocitina
jejich plocha. Velikost plochy piku vzorku byla porovnédna s plochou standardu Rubisco.
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3.2.2.9 Vypocet mnoZstvi
Tabulka 5. Vypocet mnoZstvi Rubisco

Vzorek hmotnost | plocha zény
[g]
standard 115850,90
standard 114257,60
0,095 88172,10
Al Cerven 0,095 89512,09
0,095 90510,51
Obsahu enzymu v 1 ml extraktu:
_ _plocha piku vzorku -c(standardu) = MO,S =0,3832mgml”" — 2x zfedény
plocha piku standardu 115054,3
roztok

Neztedény roztok:
m=0,3832-2=0,7664 mg v1ml

Prepocet na cely objem extraktu:
2-0,7664 =1,5328 mg ve 2 ml

MnozZstvi Rubisco prepocitané na jednotkovou hmotnost Cerstvé tkané (g):

c= 1,5328mg =16,1347mgg™"
0,095¢g

3.2.3 Stanoveni nestrukturnich sacharidu anthronovou metodou

Skrob byl stanoven antronovou metodou podle [81, 82, 83, 101]. Tato metoda je zaloZend
na extrakci nestrukturnich sacharidi chloralhydratem ve spojeni s naslednym
kolorimetrickym stanovenim pomoci anthronu. Podstatou je tvorba barevného komplexu
furfural-antron v prostfedi koncentrované kyseliny sirové. Intenzita zbarveni je méfena
spektrofotometricky a je imernd koncentraci glukosy.

3.2.3.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO® VZ Hradec Krélové. Parametry: nejmensi
dilek 0,0001 g, kapacita 120 g, atest CML

Centrifuga MLW T52,1

Spektrofotometr HELIOS

Vaftic

3.2.3.2 Chemikdlie

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

H,SO, - Kyselina sirovd 98%
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3.2.3.3 Priprava roztoku

Roztok anthronu

V 50 ml koncentrované kyseliny sirové bylo rozpusSténo 0,2 g anthronu. Roztok byl
pieveden do 100 ml odmérné barnky.
Roztok anthronu se uchovava pfi laboratorni teploté a je stdly maximélné 24 hodin.

Roztok IM chloralhydradtu - rozpoustédlo

Ve 30 ml vody bylo rozpusténo 8,27 g chloralhydritu. Roztok byl preveden do 50 ml
odmeérné barky.
Roztok je stily a uchovava se pfi teploté 4°C.

Kalibracni roztoky glukosy

Ve 100 ml vody bylo rozpusténo 0,100 g glukosy. Roztok byl pfeveden do 200 ml
odmeérmné banky. Z pfipraveného kalibracniho roztoku o koncentraci 0,5 mg/ml byly
pfipraveny postupnym fedénim kalibracni roztoky o koncentracich 0 mg/ml — 0,4 mg/ml.

Roztoky jsou stdlé a uchovavaji se pfi laboratorni teploté.

3.2.3.4 Extrakce nestrukturnich sacharidu

Asi 80-100 mg smrkovych jehlic bylo rozetfeno v tfeci misce s mofskym piskem a 5 ml
chloralhydratu. Suspenze byla inkubovdna 15 minut ve vrouci vodni 14zni. Nésledné byla
suspenze centrifugovdna 5 minut pii 2000-3000 otdckich/min. Do ¢Cisté zkumavky bylo
napipetovano 0,2 ml supernatantu a objem byl zfedén vodou v poméru 1 : 9.

3.2.3.5 M¢éieni obsahu nestrukturnich sacharidi

Do cistych zkumavek byly napipetovany 3 ml anthronového roztoku. Anthron byl opatrné
pfevrstven 1 ml nafedéného supernatantu a zkumavka byla ponofena do studené vody.
Pod proudem studené vody byly ob¢ faze rychlym protfepanim smiseny. Promichané vzorky
byly 5 minut inkubovadny ve vrouci lazni, kde doSlo k vytvofeni barevného komplexu. Po
vyjmuti byly vzorky ochlazeny na laboratorni teplotu a byla zméfena absorbance pfi vlnové
délce 625 nm [83].

3.2.3.6 Vypocet obsahu nestrukturnich sacharidu

Celkem byly u kazdého odbéru meéfeny 3 vzorky (n = 3). Obsah nestrukturnich sacharida
byl vypocitin z rovnice linedrni regrese kalibra¢ni kfivky glukosy (Obr. 3.2).
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Obr. 3.2 Kalibracni krivka glukosy (R =0,9971)

Rovnice linedrni regrese:

y=12,109x-0,0211

=2 +0,0211
12,109

b

kde x ptedstavuje koncentraci nestrukturnich sacharidi [mg ml'] a y znag&i absorbanci
jednotlivych vzorkd méfenou pfi A = 625 nm.

Tabulka 6. Méreni mnoZstvi nestrukturnich sacharidit ve vzorku Al-3 cCerven

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

Koncentrace nestrukturnich sacharidu v 10x zfedéném roztoku
_A+0,0211 _0,297+0,0211

Ciop = =0,02627 mg ml™'
12,109 12,109

Koncentrace v nezfedéném roztoku:
¢, =€, X10=0,02627-10=0,2627 mg ml"'

Hmotnost nestrukturnich sacharida v 5 ml extraktu:
m =0,2627mgml™ -5ml =1,3135 mg

Koncentrace nestrukturnich sacharida vztazend na 1g Cerstvé hmotnosti jehlic:
o= Mnss _ 1,3135

~13,2677 mg o~
m 0,099 8

45



3.24 Stanoveni listového dusiku podle Kjeldahla

Celkovy dusik byl stanoven metodou dle Kjeldahla podle [94]. Tato metoda je zaloZend
na prevedeni dusikatych litek na siran amonny pomoci mineralizace v koncentrované
kyseling sirové v pfitomnosti Weiningerova katalyzdtoru a ndsledném uvolnéni amoniaku
v zésaditém  prostiedi. Vznikly amoniak je poté predestilovin s vodni pérou
do standardizovaného roztoku kyseliny sirové a jeji pfebytek je stanoven alkalimetrickou
titraci.

3.2.4.1 Chemikalie

Fenolftalein

NaOH - hydroxid sodny, Lach:ner

H,SO4 - Kyselina sirovd 98%; Lach:ner

(COOH),-H,0 - kyselina §tavelova dihydrat, Lach:ner

Tashirav indikator

Weiningeruv katalyzator (90 g siranu sodného, 7 g siranu rtutnatého, 1,5 g siranu méd’natého
a 1,5 g selenu)

3.2.4.2 Pristroje

Destila¢ni pfistroj pro destilaci s vodni parou
Mineraliza¢ni zafizeni

3.2.4.3 Priprava roztoku

Roztok 0,05 M H,S0

3 ml 98 % kyseliny sirové bylo smichdno s 500 ml vody. Roztok byl prfeveden do 1000 ml
odmeérné bariky a byl doplnén vodou po rysku.
Roztok se uchovava pfti laboratorni teploté v zdsobni lahvi.

Roztok 33 % NaOH

V 50 ml vody bylo rozpusténo 33 g hydroxidu sodného, Roztok byl pfeveden do odmérné
bariky o objemu 100 ml a doplnén po rysku.
Roztok se uchovava pfi laboratorni teploté v zasobni lahvi.

Odmérny roztok 0,1 mol dm™> NaOH

V500 ml vody bylo rozpusSténo 3,9988 g hydroxidu sodného. Roztok byl preveden
do 1000 ml odmeérné baiiky a byl doplnén vodou po rysku.
Roztok se uchovava pfti laboratorni teploté v zdsobni lahvi.

Odmérny roztok 0,05 mol dm™ (COOH),

0,6303 g kyseliny Stavelové bylo rozpusténo v 50 ml vody. Roztok byl preveden
do 100 ml odmérné bariky a byl doplnén po rysku.
Roztok se uchovava pfi laboratorni teplote.

3.2.4.4 Standardizace odmérného roztoku 0,1 mol dm™ hydroxidu sodného

Do titra¢ni bariky bylo napipetovdno 10 ml odmérného roztoku 0,05 M kyseliny Stavelové,
bylo pfiddno pér kapek indikdtoru fenolftalein a smés byla titrovdna odmérnym roztokem
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0,1 M NaOH do prvniho trvalého raZzového zabarveni. Titrace byla provedena tfikrat
az primérné spotieby byla vypocitana presnd koncentrace odmérného roztoku hydroxidu
sodného.

3.2.4.5 Standardizace odmérného roztoku kyseliny sirové

Do titraéni barlky bylo napipetovdno 10 ml roztoku kyseliny sirové o koncentraci
0,05 mol dm™, byly pfidiny tfi kapky Tashirova indikdtoru a smeés byla titrovdna
standardizovanym roztokem 0,1 mol dm™ hydroxidu sodného do prvniho trvalého Zlutého
zabarveni. Titrace byla provedena tfikrdt a z primérné spotieby byla vypocitdna presna
koncentrace roztoku kyseliny sirové.

3.2.4.6 Priprava vzorku

Odebrané jehlice smrku ztepilého byly suSeny pfi teploté 80 °C po dobu 1 hodiny z davodu
inaktivace enzymu. Poté byly vzorky dosuSeny v suSarné€ pii téze teploté na konstantni
hmotnost (asi 48 hodin).

3.2.4.7 Mineralizace

Do mineralizacni trubice byla nasypdna navdzka smrkovych jehlic, bylo k ni pfiddano 2 ml
koncentrované kyseliny sirové a 0,2 g Weiningerova katalyzitoru. Trubice byla vloZena
do mineraliza¢niho bloku a nechdna mineralizovat po dobu 24 hodin. Mineralizace byla
ukoncena az byl vzorek Ciry.

3.2.4.8 Vlastni stanoveni obsahu dusiku

Mineralizat smrkovych jehlic byl kvantitativné preveden do destilacni baiiky, bylo k nému
pfidano par kapek fenolftaleinu a barika byla pfipojena k destilaénimu pfistroji. Pomoci dé€lici
ndlevky byl ke smési pfidan 33% hydroxid sodny do rizového zabarveni fenolftaleinu.
Uvolnény amoniak byl pfedestilovdn vodni pdrou do predlohy s25 ml standardizované
kyseliny sirové. Konec chladiCe musel sahat az ke dnu ptedlohy a destilace musela byt
regulovdna tak, aby se vyvijeny amoniak stacil kvantitativné véizat v piedloze.
Po 25 minutidch destilace byla pfedloha sniZena tak, aby konec chladi¢e nezasahoval do
roztoku. Po dalSich 5 minutdch byla destilace ukonena. K destildtu v ptedloze byly pfidany 3
kapky Tashirova indikdtoru a smeés byla titrovdna standardizovanym roztokem do prvniho
trvalého Zlutého zabarveni.

3.2.4.9 Vypocet obsahu listového dusiku

Celkem byly u kazdého odbéru méfeny dva vzorky (n = 2). Obsah listového dusiku byl
vypocitan ze spotieby standardizovaného odmérného rozotku NaOH.

Tabulka 1 Standardizace NaOH a H>SO4

Standardizace NaOH | Standardizace H,SO4
. 0,0092 0,0101
Spotreba 3NaOH 0.0092 0.0100
[dm’]

0,0092 0,0100

Pramér [dm?] 0,0092 0,0100
Koncentrace

[mol dm3] 0,1087 0,0545
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Standardizace odmérného roztoku hydroxidu sodného
- reakce probihd podle rovnice: (COOH), -2 H,O + 2 NaOH — (COONa), +4 H,O
n 2

NaOH _ <

I coom), 1

2-c -V,
_ _ (COOH), ~ Y (COOH),
CNaoH 'VNaOH =2 € coom, 'V(COOH)2 = Cnaon = V

NaOH

oo = 200899001 o er i
: 0,0092

Standardizace kyseliny sirové
- reakce probihd podle rovnice: H,SO, + 2 NaOH — Na,SO, + 2 H,0

N Naon :2
Nyso, 1
Cruon * Vna
Craon Vauon =2 Cus0, Viso, = Cigo, = a0t
H,S0,
1 -0,01
Cu,s0, = 0. 05700(;? 00 =0,0545 mol dm™

Vypocet obsahu celkového listového dusiku

Tabulka 2 Méreni mnoZstvi listového dusiku v jehlicich EI1-2 Cerven

Navazka Spotireba NaOH Mnozstvi dusiku
lg] [dm’] [%]
0,1165 0,0238 1,67
0,1069 0,0242 1,26
Prumér 1,47
9. (CH2504 ) VH2504 )_[CNaOH '2VNa0H j:l . MN
Wy = —
navazka
2-1(0,0545-0,025) —(0’1087 : 0’0238)}14,01
Wy =— 2 =0,0167 = 1,67 %

0,1165
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4 VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Vysledky

4.1.1 Aktivita enzymu Rubisco

Pocatecni a celkova aktivita Rubisco byla méfena pomoci metody popsané v kapitole
3.2.1.
Vzorky byly odebirdny ve Ctyfech terminech, a to 22. 6. 2011, 22. 7. 2011, 26. 8. 2011
a29.9.2011. Pfi kazdém odbéru bylo ziskano celkem 10 vzorkd. Ztoho 5 vzorku bylo
ze stromka kultivovanych pfi normdlni koncentraci CO, (A) a 5 vzorki ze stromku
kultivovanych pfi zvySené koncentrace CO; (E). Z kazdych 5 vzorku byla ziskdna pramérna
hodnota (n = 5).

Tabulka 9. Hodnoty pocdtecni a celkové aktivity u vzorkii odebiranych 22. 6. 2011

Vzorek Pocateéni aktivita Celkova aktivita
[umolCO, min' g?] | [umolCO, min™! g?]
Ambient 1,49 1.84
Elevated 1,64 2.06
2,60 -
— 2,20 7
T
— '|' J_
£
s 180 -
S I J. O Ambient
8 T - O El d
= 1,40 - J_ evate
£
=
= 1,00 -
0,60
pocatecni celkovi

Obr. 4.1 Pocdtecni a celkovad aktivita enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepilého A a E ze dne
22.6.2011.

Z obrazku 4.1 je zfejmé, Ze pifi Cervnovém odbéru nebyly zjiStény statisticky vyznamné
rozdily v pocate¢ni ani celkové aktivité Rubisco mezi variantami A a E.
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Tabulka 10. Hodnoty pocdtecni a celkové aktivity u vzorkiu odebiranych 22. 7. 2011

Vzorek Pocatecni aktivita Celkova aktivita
[pmolCO, min™ g?] | [pumolCO; min™ g?]
Ambient 1,50 1,83
Elevated 1,31 1,91
2,60
o) 2,20 N
oo [
. T
=
S 1.80 - -
S '[ l O Ambient
O O
S 140 J_ . Elevated
g I
= 1,00 -
0,60
pocatecni celkova

Obr. 4.2 Pocdtecni a celkovd aktivita enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepilého A a E ze dne
22.7.2011.

Stejn€ jako v Cervnu, ani pii Cervencovém odbéru nebyly zjiStény statisticky vyznamné
rozdily v poCate¢ni a celkové aktivité mezi variantami A a E (Obr. 4.2).

Tabulka 11. Hodnoty pocdtecni a celkové aktivity u vzorkiu odebiranych 26. 8. 2011
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Vzorek Pocatecni aktijitfl2 Celkova aktis_flita_2
[tmolCO; min™ g”] | [umolCO, min™ g™]
Ambient 0,88 1,47
Elevated 1,57 2,03
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Obr. 4.3 Pocdtecni a celkovd aktivita enzymu Rubisco u jehlic A a E ze dne 26. 8. 201 1.

Z obrazku 4.3 vyplyva, Ze pocatecni aktivita u jehlic kultivovanych pfi vysSi koncentraci
oxidu uhli¢itého byla v srpnu statisticky vyznamné€ vyS$i neZ u jehlic kultivovanych
pii normdlni koncentraci CO», a to o 44 %. Naproti tomu celkova aktivita nebyla u jehlic E
statisticky vyznamné vyssi neZli u jehlic A.

Tabulka 12. Hodnoty pocdtecni a celkové aktivity u vzorkiu odebiranych 29. 9. 2011

Vzorek Pocate¢ni aktijitfl2 Celkova aktis_flita_2
[pmolCO; min™ g?] | [umolCO, min™ g?]
Ambient 0,84 1,27
Elevated 1,42 1,73

2,60
— 220"
=)
'
S 180~ |
= 0 Ambient
S |
&) T O Elevated
= 1,40 - T
g
2 |
= 1,00 - -l-

pocatecni celkovd

Obr. 4.4 Pocdtecni a celkovd aktivita enzymu Rubisco u jehlic A a E ze dne 29. 9. 201 1.
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Na obrazku 4.4 lze pozorovat podobny pribéh jako na obrazku 4.3. Pocate¢ni aktivita
u jehlic E byla v z4ffi statisticky vyznamné vySsi neZ u jehlic A, a to o0 41 %, avSak u celkové
aktivity nebyl mezi variantami A a E prokazan statisticky vyznamny rozdil.

2,60
— 2,20 -
"op
TE 1,80 -
e O Ambient
S [ pe
& T O Elevated
g L
=
= 1,00 '|' -|-
0,60
cerven cervenec srpen zari

Obr. 4.5 Srovndni pocdtecni aktivity enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepilého A a E v Cervnu,
Cervenci, srpnu a Zdri.

Na obrdzku 4.5 1ze vidét, ndpadny pokles poCatecni aktivity u varianty A od Cervna do zari
(0 56 %). Naproti tomu u varianty E nevykazovala poc¢atecni aktivita v prubéhu vegetacni
sezOny statisticky vyznamny pokles.

2,60
— 2,20 -
"op —} .
= T 3
g 180 -
8 l -|- 0 Ambient
' O
% 1.40 - _ J_ T Elevated
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2 |
= 1,00
0,60
cerven cervenec srpen Zat{

Obr. 4.6 Srovndni celkové aktivity enzymu Rubisco u jehlic A a E v cervnu, Cervenci, srpnu
a zdri.
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Celkova aktivita Rubisco u varianty A byla v zaf{ statisticky vyznamné niZsi neZ v cervnu,
kdeZto u varianty E nedoSlo v pribéhu vegetacni sezény k vyznamnému poklesu celkové
aktivity (Obr. 4.6).

Tabulka 13. Hodnoty specifické pocdtecni aktivity Rubisco u jehlic smrku ztepilého

ol

odebiranych v cervnu, Cervenci, srpnu a Zdri.

Vaorek |As [pmolCO, min~' mg']
Ambient Elevated
Cerven 91,86 134,69
Cervenec 158,20 183,98
Srpen 70,39 193,56
Zavi 39,96 80,76

320,00 -
280,00 -
88 240,00 -

—_—

D

(=}

S

S
1

’ O Elevated

200,00 -
‘}_I_ 0 Ambient

120,00 -
80,00 -

Asp [umolCO2 min

40,00 -

0,00
cerven cervenec srpen z4f

Obr. 4.7 Srovndni specifické pocdtecni aktivity enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepilého A a E
v Cervnu, Cervenci, Sypnu a Zdri.

Na obrazku 4.7 lze vidét, Ze rozdil pocatecni specifické aktivity mezi jehlicemi A a E
nebyl v Cervenci statisticky vyznamny. V ostatnich meésicich byla specifickd aktivita
u varianty E statisticky vyznamné& vyS$si nez u varianty A (v ¢ervnu o 32 %, v srpnu o 64 %
av zaii 0 51 %). V prabéhu sezény doslo u jehlic A k vyznamnému nartstu, o 42 %, a poté
k vyraznému poklesu. V zafi u varianty A byla specifickd poCateCni aktivita o 57 % niZsi nez
v ervnu. Co se tykd jehlic E, tak na zaCatku sezény byla situace podobna jako u jehlic A. Byl
zaznamenan vyznamny narust, o 27 %, ale k vyraznému poklesu doslo mezi srpnem a zafi.
U varianty E byla specifickd aktivita v zati o 40 % niZ8i nezZ v Cervnu.
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Tabulka 14. Hodnoty specifické celkové aktivity Rubisco u jehlic smrku ztepilého odebiranych
v Cervnu, Cervenci, Sypnu a Zdri.

e 1 -1
Vzorek Agp [ufnolCOZ 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 - I
88 240,00 -
=
g 200,00 - T
o~ D .
8 160,00 - 1 Ambient
= O Elevated
g 120,00 -
=
a 80,00 -
<«
40,00 -
0,00
cerven cervenec srpen z4f

Obr. 4.8 Srovndni specifické celkové aktivity enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepilého A a E
v Cervnu, Cervenci, Sypnu a Zdri.

Celkova specifickd aktivita u jehlic E byla ve vSech odebiranych meésicich statisticky
vyznamné vys§i nez u jehlic A. V Cervnu byl narust o 34 %, v Cervenci o 29 %, v srpnu
053 % a vzaii o 38 %. Zhlediska sezénniho prabéhu doslo v Cervenci u obou variant
k narastu specifické celkové aktivity vzhledem k Cervnu (u jehlic A o 41 % a u jehlic E
037 %) a pak nasledovalo sniZzeni. U varianty A byla v zafi specifickd aktivita o 46 % nizsi
nez v ervnu a u varianty E 0 42 % (Obr. 4.8).

4.1.2 Obsah enzymu Rubisco

Obsah enzymu Rubisco byl stanoven metodou SDS-PAGE, jak bylo podrobné popsano
v kapitole 3.2.2. Vzorky byly odebirdny soucasné se vzorky pro stanoveni aktivity Rubisco.
Ke kazdému datu bylo odebrano celkem 6 vzorkl. Z toho 3 vzorky byly odebrany z jehlic
kultivovanych pfi normélni koncentraci CO, (A) a 3 z jehlic kultivovanych pfi dvojndsobné
koncentraci oxidu uhlic¢itého (E). S kazdym vzorkem bylo provedeno jedno stanoveni, takZze
u kazdé varianty byly ziskdny 3 hodnoty (n = 3), vypocitdna primérnd hodnota, smérodatna
odchylka a interval spolehlivosti.
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Tabulka 15. Hodnoty mnoZstvi enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepilého odebiranych
v Cervnu, Cervenci, Sypnu a Zdri.

- 1
Vzorek Ol?sah mgg |
Ambient | Elevated

Cerven 16,26 12,14
Cervenec 9,46 7,09
Srpen 12,52 8,09

Zari 20,89 17,52

O Ambient
O Elevated

~/

cerven cervenec srpen zar{

Obr. 4.9 Srovndni obsahu enzymu Rubisco u jehlic smrku ztepilého A a E v Cervnu, Cervenci,
srpnu a zdri.

Obsah enzymu Rubisco u jehlic E byl ve vSech odebiranych mésicich statisticky vyznamné
niz$i nez u jehlic A (v ¢ervnu o 25 %, v Cervenci 0 25 %, v srpnu 0 35 % a v zaii o 16 %).
Z hlediska sezénniho prabéhu doslo k velkému poklesu obsahu Rubisco v ¢ervenci vzhledem
k ervnu (0 42 % u varianty A, o 41 % u varianty E), a pak nasledoval postupny vzrust. V zari
byly naméfené hodnoty obsahu Rubisco vzhledem k Cervnu o 22 % vySSi u varianty A a o

31 % vyssi u varianty E (Obr. 4.9).

4.1.3 Obsah nestrukturnich sacharidu

Nestrukturni sacharidy byly stanoveny anthronovou metodou (viz kap. 3.2.3). Vzorky byly
odebirdny soucasné se vzorky pro aktivitu a mnoZstvi enzymu Rubisco. Ke kazdému datu
bylo odebrdno celkem 6 vzorkii. Ztoho 3 vzorky byly odebrany z jehlic kutlivovanych
pii normdlni koncentraci CO, (A) a 3 zjehlic kultivovanych pfi dvojndsobné koncentraci
oxidu uhlicitého (E). Z kazdych 3 vzorkt byla ziskdna primérna hodnota (n = 3), vypocitana
smérodatnd odchylka a interval spolehlivosti.
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Tabulka 16. Hodnoty obsahu nestrukturnich sacharidit u jehlic smrku ztepilécho A a E
odebiranych v cervnu, Cervenci, srpnu a Zdri.

Obsah [mg g'l]
Ambient | Elevated
Cerven 14,66 54,00
Cervenec | 1845 55,73

Srpen 23,40 67,07
Zavi 13,31 23,63

Vzorek

70,00 -
B

60,00 -
50,00 -

b 40,00 - O Ambient

= 30,00 - O Elevated

[lami
(5}

20,00 -

10,00 -

0,00

cerven cervenec srpen Z4f1

Obr. 4.10 Srovndni obsahu nestrukturnich sacharidut u jehlic smrku ztepilého A a E v Cervnu,
Cervenci, srpnu a Zdri.

Na obrazku 4.10 je vidét velky nartst obsahu nestrukturnich sacharidd u jehlic
kultivovanych pfi zvySené koncentraci CO,. Tento narust je prokazatelny ve vSech
odebiranych mésicich a je statisticky vyznamny. V Cervnu byl narast nestrukturnich sacharida
v jehlicich E 72 %, v Cervenci 67 %, v srpnu 65 % a v zaii 44 % vzhledem k A. V prabéhu
vegeta¢niho obdobi doslo u jehlic A i E nejprve ke zvySeni obsahu nestrukturnich sacharida
a poté ke sniZeni. Toto sniZeni na konci vegetaCniho obdobi bylo u jehlic E vyrazné.

4.1.4 Obsah celkového dusiku

Celkovy dusik byl stanoven metodou dle Kjeldahla (kapitola 3.2.4). Vzorky byly
odebirdny soucCasné se vzorky pro aktivitu, mnoZstvi Rubisco a nestrukturni sacharidy.
Ke kazdému datu byly odebrany celkem 4 vzorky. Ztoho dva vzorky byly odebriny ze
stromkd kultivovanych pfi normdlni koncentraci oxidu uhli¢itétho a 2 ze stromku
kultivovanych pfi dvojnasobné koncentraci CO,. Zkazdych dvou vzorkd byla ziskdna
pramérna hodnota (n = 2) a interval spolehlivosti.
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Tabulka 17. Hodnoty celkového dusiku u jehlic smrku ztepilého A a E odebiranych v Cervnu,

Cervenci, srpnu a Zdri.

* hodnota Agerven byla vyfazena z divodu chyby pfi mineralizaci

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

H

H

H

cerven

¢ervenec

srpen

zari

0 Ambient
O Elevated

Obr. 4.11 Srovndni obsahu celkového listového dusiku u jehlic smrku ztepilého A a E
v Cervnu, Cervenci, Sypnu a Zdri.

U jehlic kultivovanych pfi zvySené koncentraci CO, doSlo k poklesu obsahu listového
dusiku oproti jehlicim, které byly kultivované pfi normdlni koncentraci oxidu uhlicitého.
Tento pokles byl pfi vSech odbérech statisticky vyznamny (Obr. 4.11). Rozdil mezi
variantami A a E Cinil v ¢ervenci 12 %, v srpnu a v zafi 15 %. Hodnota obsahu dusiku pro

jehlice A odebirané v Cervnu chybi z dGvodu chyby pfi mineralizaci.
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4.1.5 Vliv nestrukturnich sacharidu na obsah Rubisco
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Obr. 4.12 Srovndni obsahu nestrukturnich sacharidit a obsahu Rubisco u jehlic A v Cervnu,
Cervenci, sprnu a zdri.

Na obrazku 4.12 lze vidét, Ze se vzrustem obsahu nestrukturnich sacharida poklesne obsah
Rubisco a naopak.
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20,00

10,00 - i
0,00 .

I T I
c¢erven  cervenec srpen 74t {

Obr. 4.13 Srovndni obsahu nestrukturnich sacharidit a obsahu Rubisco u jehlic E v Cervnu,
Cervenci, sprnu a zdri.

Na obrazku 4.13 je vidét, Ze se zvySujici se koncentraci nestrukturnich sacharidi, 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
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S > B Obsah Rubisco
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0,00 - - 0,00

cerven cervenec srpen Z4r{

Obr. 4.14 Srovndni obsahu listového dusiku a obsahu enzymu Rubisco u jehlic A v Cervnu,
Cervenci, srpnu a Zdri.
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Obr. 4.15 Srovndni obsahu listového dusiku a obsahu enzymu Rubisco u jehlic E v Cervnu,
Cervenci, srpnu a Zdri.

Zavislost obsahu enzymu Rubisco na obsahu celkového listvého dusiku nebyla prokdzéna
ani u jehlic kultivovanych pii normdlni koncentraci CO,, ani u jehlic kultivovanych
pii dvojndsobné koncentraci CO,. V obou piipadech obsah dusiku neustéle rostl, ale obsah
Rubisco nevykazoval vzrustajici nebo klesajici tendenci (Obr. 4.14, 4.15).
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4.2 Diskuze

V ptedloZzené prici jsem studovala, zda: (1) V podminkdch zvySené koncentrace CO,
dochézi u smrku ztepilého k aklimacni depresi obsahu a aktivity enzymu Rubisco. (2) Pokles
obsahu Rubisco je disledkem zvysSené koncentrace nestrukturnich sacharidi v listech nebo
poklesu obsahu listového dusiku.

Experiment byl provadén u smrku kultivovanych pii normélni (A = 385 pumol mol ™)
a zvysenou koncentraci oxidu uhligitého (E = 700 pmol mol™). V priibdhu experimentu byly
ctytikrat (v Cervnu, Cervenci, srpnu a zafi) odebrdny vzorky jehlic a zméfeny pocatecni
a celkové aktivity Rubisco, obsah tohoto enzymu, obsah listového dusiku a nestrukturnich
sacharidd.

Od cervna do zafi nastal statisticky vyznamny pokles celkové, ale zejména pocatecni
aktivity Rubisco u varianty A. Naproti tomu ve stejném obdobi nebyl zjiStén vyznamny
pokles aktivit u varianty E. Obdobné vysledky sezonniho prubéhu aktivit uvadi
Boskova [101] u Picea abies z téze lokality. Tyto vysledky nds opraviiuji tvrdit, Ze u smrku
ztepilého nedochdzi k aklimacni depresi aktivity enzymu Rubisco vlivem zvySené
koncentrace CO,, nybrZz Ze aktivita Rubisco je naopak vyssi koncentraci CO, stimulovéna.
K podobnému zédveéru dosli Tissue et al. [60], Myers et al. [103]. Naproti tomu
Turnbull et al. [104] a Griffin et al. [72] u borovice montereyské (Pinus radiata), Rogers
a Ellsworth [50] u borovice kadidlové (Pinus taeda) uvadéji, Ze doSlo k aklimacni depresi
aktivity Rubisco. Podle Drakea et al. [33] je primérné sniZeni aktivity enzymu Rubisco o 15
a24 %.

Obsah Rubisco byl u vSech odbérid vyznamné nizsi (o 16-35 %) u varianty E vzhledem
k varianté A. Tato skute¢nost ukazuje na vyraznou aklimacni depresi obsahu Rubisco u smrku
ztepilého vlivem zvySené koncentrace CO,. Redukce obsahu Rubisco v podminkach zvySené
koncentrace CO; byla prokdzdna i jinymi autory, napt. BoSkovou [101] u Picea abies z téze
lokality. Tissue et al. [74] prokdzali aklima¢ni depresi u borovice t€Zké (Pinus ponderosa),
Turnbull et al. [104] u borovice montereyské (Pinus radiata). Moore et al. [110] povaZuji
snizeni obsahu enzymu Rubisco za jeden z nejvyznamnéjsich projeva fotosyntetické aklimace
pfi zvySené koncentraci oxidu uhlicitého. Drake et al. [33] zjistili, Ze primérné sniZeni obsahu
Rubisco je 15 % az 24 %, coZz je ve shodé& s naSimi vysledky.

cvv s

Nejnizsi hodnoty obsahu Rubisco byly naméfeny u obou variant v ¢ervenci a v srpnu,
nejvyssi hodnoty v zafi. Pokles obsahu Rubisco v letnich mésicich mohl byt zptsoben
suchym pocasim, kdy dochézi k uzavieni pruducht, snizeni obsahu CO, v listech a tim
ke sniZeni intenzity fotosyntézy [65, 105]. Porovnam-li sezénni zmeény obsahu Rubisco
usmrku ztepilého a buku lesnitho (Fagus sylvatica), ktery byl pfedmétem studia mé
bakaldfské prace [19], mohu konstatovat, Ze u buku byl nejvyssi obsah enzymu na pocétku
vegetacni sezény (v Cervnu), kdy jsou listy v plném rozvinuti a v zafi byl naopak vyrazné
niz8§i. U smrku tomu bylo naopak. Tento jev je ddn odliSnou strategii budovéni asimilacniho
aparatu u opadavych dfevin a jehlicnant. U jehli¢natych stromu se fotosynteticky aparat
vytvaii na nékolik let, kdeZto u listnatych stromt se buduje pouze na jeden rok [105].

Na zdkladé naSich méfeni lze konstatovat, ze pii pusobeni zvySené koncentrace CO; se
snizi obsah enzymu Rubisco, ale zvysi se jeho aktivita. Tyto dva jevy se tedy zdaji byt
antiparalelni.

Obsah nestrukturnich sacharidd, u jehlic E se pohyboval v rozmezi 23,63 — 67,07 mg g
a byl tak vyrazné vyssi nez u vzorka A, kde se obsah pohyboval mezi 13,31 — 23,40 mg g'l.

NaSe vysledky jsou v souladu s méfenim Cabdlkové et al. [89] a Teslové et al. [84], ktefi
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prezentovali zvySeni obsahu nestrukturnich sacharidd pii dlouhodobéjsi kultivaci smrku
ztepilého (Picea abies) pti vyssi koncentraci CO,. Také Poorter et al. [44] ve své préci
popsali, Ze pfi dvojndsobném zvySeni koncentrace oxidu uhliitého se téméf dvojndsobné
zvys§i obsah nestrukturnich sacharidd. Ke stejnému zavéru dosli i Wiirth et al. [106]
u tropickych druht stromd.

Jestlize v srpnu byl obsah Rubisco u obou variant vyznamné nizsi nez v Cervnu, obsah
nestrukturnich sacharidt v listech byl naopak vyznamné vys$i. V zafi byla naproti tomu
naméfena nizkd hodnota obsahu nestrukturnich sacharidi, ale vysokda hodnota obsahu
Rubisco. Na zdkladé naSich méfeni lze tedy fici, Ze sezonni prabéh obsahu Rubisco je
antiparalelni k prubéhu obsahu nestrukturnich sacharidl, coz podporuje teorii, Ze zvySeny
obsah nestrukturnich sacharidi v podminkach zvySené koncentrace CO, vede k represi
exprese genu pro Rubisco a tim dojde k poklesu jeho obsahu [11].

Obsah listového dusiku byl u vSech odbért u varianty E vyznamneé nizsi (o 12 — 15 %) nez
u varianty A, coZ je dal$i vyznamny projev aklimace smrku ztepilého na vyssi koncentraci
CO,. NaSe vysledky potvrzuji Luo et al. [43], ktefi uvadé&ji pokles listového dusiku
v podminkdch zvySené koncentrace CO, o 15 — 20 %. Niz§i obsah listového dusiku
pii zvySené koncentraci CO; lze vysvétlit jednak niZ§im obsahem enzymu Rubisco, ale hlavné
zfedovacim efektem v disledku vyssitho obsahu nestrukturnich sacharidd. V  prabéhu
vegetacni sezony obsah listového dusiku u obou variant mirné vzrustal a nevykazoval Zadnou
korelaci s obsahem Rubisco. Obsah listového dusiku nemél tedy podle naSich méfeni vliv na
obsah enzymu Rubisco.

Jind situace nastavd pii nedostatecném zasobeni dusikem. Stitt a Krapp [107] prezentovali,
7Ze pfi nedostatecném zdsobeni dusikem dojde k redukci obsahu Rubisco. Makino [108]
a Frak et al. [109] zase popsali tzkou zdvislost mezi obsahem Rubisco a obsahem dusiku
pfi pasobeni zvySené koncentrace oxidu uhlicitého.
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5 ZAVER

Cilem diplomové priace bylo srovnat aktivitu a obsah enzymu Rubisco v jehlicich smrku
ztepilého v podminkach normalni a zvySené koncentrace CO,, potvrdit ¢i zamitnout existenci
aklimac¢ni deprese na trovni enzymu Rubisco, popf. popsat jeji prubéh a zjistit vliv celkového
dusiku a nestrukturnich sacharidii na prabéh obsahu a aktivity Rubisco.

Vzorky jehlic byly odebirdny ze smrku ztepilého (Picea abies L.) kultivovaného
pti normalni (A = 385 pmol mol™) a zvysené (E = 700 umol mol™) koncentraci oxidu
uhli¢itého. Minisféry zajistujici podminky odliSnych koncentraci CO, se nachdzeji
na Experimentdlnim ekologickém pracovi§ti AV CR na Bilém kifzi v Moravskoslezskych
Beskydech. Odbéry probihaly v pribéhu vegetaéniho obdobi, a to 22.6.2010, 22.7.2010,
26.8.2010 a2 29.9.2010.

U ziskanych vzorki byla stanovena pocatecni a celkovd aktivita enzymu Rubisco
spektrofotometricky, obsah Rubisco metodou SDS-PAGE, obsah nestrukturnich sacharida
anthronovou metodou a obsah listového dusiku metodou podle Kjeldahla.

Rozdil mezi aktivitami Rubisco v A a E byl v €ervnu a v Cervenci statisticky nevyznamny.
Zatimco u varianty A aktivita enzymu v pribéhu sezény postupné klesala, u varianty E
nedoslo k vyznamnému poklesu, takZe v srpnu a v zafi byla aktivita u varianty E vyznamné
vys$§i nez u varianty A. Aktivita Rubisco u smrku ztepilého tedy v naSem experimentu
nevykazovala aklimaci na zvySenou koncentraci CO,, ale naopak byla zvySenou koncentraci
oxidu uhli¢itého v prubéhu vegetacni sezény stimulovana.

Obsah enzymu Rubisco byl v priabéhu celého vegetacniho obdobi u jehlic E statisticky
vyznamné niz$i neZ u jehlic A, byla tedy prokdzdna aklimacni deprese obsahu Rubisco
v podminkich zvysSené koncentrace COs,.

Obsah nestrukturnich sacharidi byl v pribéhu celé vegetacni sezény vyznamné vyssi
u varianty E neZ u varianty A. Se vzrustajicim obsahem nestrukturnich sacharidu klesal obsah
enzymu Rubisco a naopak, coZ podporuje teorii, Ze pokles obsahu Rubisco je zpusoben
hromadénim asimilatd, hlavné sacharidu, které zpusobuji represi exprese genu pro Rubisco
a tim i1 pokles jeho obsahu.

Obsah listového dusiku byl ve vSech odbérech u jehlic E vyznamné niZ§i neZ u jehlic A.
V prabéhu vegeta¢niho obdobi obsah dusiku mirné vzristal a nevykazoval zadnou korelaci
s obsahem enzymu Rubisco.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

3-KABP
ADP
ATP
BSA
CAIP
CAM
CF,, CF,
DHAP
DNA
DTT
EIA
ELISA
GAP
HEPES
HPLC
IRGA
LHC
MF
NADH
NADPH
Na,EDTA
PAGE
Pi

Pru
RNA
R5P
Rubisco
RuBP
SDS
SDS-PAGE
SF
TEMED
TRIS
XuBP
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3-keto-D-arabinitol-1,5-bisfosfat
adenosindifosfat

adenosintrifosfat

bovinni sérovy albumin
2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat
crassulacean acid metabolism
podjednotky ATP-synthasa
dihydroxyacetonfosfat
deoxyribonukleovd kyselina
dithiothreitol

enzym imunoassay

enzyme-linked immunosorbent assay
glyceraldehydfosfat
N-2-hydroxyethylpiperazin-N"-ethansulfonova kyselina
vysokotlakd kapalinovéd chromatografie
infraerveny analyzator plynt

light harvesting complex

mobilni faze
nikotinamidadenidinukleotid
nikotinamidadenidinukleotidfosfat
ethylendiamintetraoctan disodny
elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
anorganicky fosfat

fotosystém I, II

ribonukleova kyselina

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

dodecylsulfat sodny

elektroforéza na polyakrylamidovém gelu za uziti SDS
staciondrni faze

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



