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ABSTRAKT

V této bakal#&ské praci byl sledovan obsah enzymu Rubisco u Hekniho Fagus
sylvaticg a smrku ztepiléhoRjcea abiey péstovanych v podminkach normalni (A),
350pumol-mol* a zvysené (E), tj. 700mol- mol* koncentrace oxidu ulsitého a dale obsah
Rubisco ve stinnych (sh) a slunnych (ex) listeelspr jehlicich. Obsah enzymu byl stanoven
metodou SDS-PAGE. Vyznamny pokles obsahu Rubistprokazan v podminkéch E proti
A u stinnych liskt buku. V ostatnich fjpadech nebyl pokles tak vyznamnyi Brovnani
slunnych a stinnych jehlic se také neprokézal gtekiy vyznamny rozdil, avSak ve stinnych
listech buku oproti slunnym byl obsah Rubisco vymn& nizsi a zvlast pak v podminkach
E.

ABSTRACT

In this bachelor’s thesis content of Rubisco indhe@agus sylvaticaand Norway spruce
(Picea abiey was studied. The plants were cultivated in coodg with ambient carbon
dioxide concentration (350mol-mol') and elevated carbon dioxide concentration
(700umol-mol*). The content of Rubisco in exposed and shadedesear needles was
compared. The content of Rubisco was determine®b$-PAGE method. A significant
decrease in Rubisco content was demonstrated iditcors E versus A in shaded beech
leaves. In other cases, the decrease was not sificgigt. A comparison of exposed and
shaded needles also did not show a statisticaliyifsiant difference, but in shaded beech
leaves against exposed leaves Rubisco content vwgasficantly lower, especially in
conditions E.

KLi COVA SLOVA

fotosyntéza, ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/@naga, SDS-PAGE, zvysSena
koncentrace oxidu ulitého, obsah Rubisco
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1 UVOD

Fotosyntéza je jednou z nejvyzna¥jsich metabolickych drah v Zivéfippdé. Pomoci
swtelné energie se zde oxid iy vazany ze vzduchuremenuje na sacharidy, které slouzi
jako zdroj energie praizné organismy. Nejdezit&jSi tlohou je vSak produkce kysliku, jenz
je neodmyslitelnou s@asti naSeho Zivota. Kyslik se uioje z molekuly vody $ oxidaci,
nikoli z molekuly CQ.

Klicovym enzymem fotosyntézy je ribulosa-1,5-bisfosd@itloxylasa/oxygenasa
(Rubisco). Tento enzym katalyzuje fixaci atmosfiétlto oxidu uhkiitého do organickych
slowenin a propojuje tak uhlik vdzany v anorganickydbud&ninach s biosférou. Je to
nejrozstergjSi protein na Zemi. V rostlinach jefippmen ve velkém mnozZstvi, vzhledem
k jeho nizké tinnosti — z hlediska afinity k substratu i rychliogteneny substratu. Krom
CO; je enzym schopen vazat i kyslik. Jeho dvoji funjeceana podobnou strukturou obou
molekul, diky niz se mohou vazat do aktivniho méstaymu.

Mnoho faktofi v sowasnosti zvySuje koncentraci oxidu uftiého v atmosfie. Ri vysSi
koncentraci C@dochazi ke zvyseni rychlosti fotosyntézy, ovSdimdfmuhodobém fisobeni
zvySené hladiny COse u mnoha druhrostlin rychlost sniZzuje a nastava aklitnadeprese.
Ve fotosyntetickych tkdnich se hromadi sacharidipehazi nejen ke sniZeni fotosyntézy, ale
i ke snizeni mnoZzstvi enzymu Rubisco, obsahu dusikzpustnych proteinv listech.

Tato bakaléska prace se zabyva stanovenim obsahu enzymu Rubidmku lesniho
a smrku ztepilého gstovanych v atmosfé se zvySenou a normalni koncentraci,CO
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu s SDS (SBSSE). Cilem bylo potvrdit nebo
zamitnout hypotézu o aklimaci obsahu Rubisco v gokécth zvySené koncentrace £0
u smrku ztepilého a buku lesniho a r&&nsledovat vliv typu asimitamiho aparatu
(slunny/stinny) na obsah Rubisco 2ahto podminek.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Fotosyntéza
2.1.1 Z&kladni princip fotosyntézy

Fotosyntéza je soubor biochemickych praécege kterém dochazi k@mené swtelné
energie na energii chemickou. Jednoduché anorgarskkkéeniny oxid uhléity a voda se
piitom méni na sacharidy a ty mohou byt vyuZivany jako zérggrgie samotnych rostlin, ale
také jinych organisiiy jez se fotosyntetickymi organismy Zivi. Schopnimbsyntézy maji
rostliny a sinice a kromnpremény CQO, a vody je s fotosyntézou Uzce spjata produkcekaysl
Veskery kyslik v atmosfé Zent vznikl praw fotosyntézou].

Fotosyntéza je reddhki proces. Uhlik v C® je voxidovaném stavu a viichu
fotosyntézy je pevadn na redukovany stav v sacharidechi®mté elektrony jsou odebirany
z molekul vody a $ oxidaci vody vznika kyslik. Cely proces Ize shubhmasledujici rovnici

[1]:
6CO, +12H,0 "~ C,H,,0, +6 0, +6 H,0 )
2.1.1.1 Chloroplasty

Chloroplast (Obr. 1) je mistem, kde cela fotosyat@robiha. Jde o b&mnou organelu

bohatou na membrany, ktera je rozmanita co do eslik tvaru (nejbzrejSim tvarem je
elipsoid) pJ.

membrdna .
vnejsi A

Obr. 1 Schéma struktury chloroplastu. 8z vysekem organely. (b) Misto styku dvou
thylakoidovych membran v granu se zakotvenym komplehlorofylovych sbaci swtla
vazanych na bilkoviny (LHC) (Light-Harvesting Coex)|[3].



Prostor obklopeny vrihi membranou obsahuje stroma, coZ je koncentrovamfok
enzymi, vrémz jsou molekuly DNA, RNA a ribosomy. Ve stromatel jilozena dalSi
soustava membran — thylakoidy. Thylakoid je mnolsob& poskladany, plochy ¥&k nebo
se také jevi jako soustava devitych vaka poskladanych do sloupc Tyto dtvary se
nazyvaji grana. Chloroplastitg obsahuje 10-100 gran. Reakce zavislé ridlesyprobihaji
praw v thylakoidni membréh Reakce nezavislé na &he probihaji u eukaryotnich
organisnii ve stromatu chloroplasjako cyklicky sled enzymovych reaké][

2.1.1.2 Fotosyntetické pigmenty

Existuji ti kategorie fotosyntetickych pigmentJsou to chlorofyly (porfyriny), fykobiliny
(porfyriny s otevenym tetrapyrrolovynietzcem) a karotenoidy (isoprenoidy) [

Mrivrw s

z&eni, jsou u eukaryot a sinic chlorofgl a chlorofylb (Obr. 2). Tyto latky pa&t mezi
pyrrolova barviva, jeZ v centru tetrapyrrolovéhalkn obsahuji h@énaty kation. Po absorpci
fotona elektromagnetického #ni jsou molekuly chlorofylu fievedeny do excitovaného
stavu. Mnoho konjugovanych dvojnych vazeb v molekpbsouva absotpi maximum
k vySSim vinovym délkam. Absofpi spektrum chlorofylu ma dvmaxima, avSak pro
fotosyntézu jsou vyznansj$i jen vinové délky ervené oblasti spektra (640-700 nrd). [
Komplementéarni barvou k absorbovanéteavenému z&ni je zelendl]].

HC=CH, CHg HC=CH, O=CH

CH,—CH,

| o chlorofyl a O:f 0 chlorofyl b
\
OR &, OR Ch
CH, CHs CH, CH,
Fytyl
R = o CH, yty

Obr. 2 Chlorofyl a a chlorofyl p1]

Univerzalni roz&eni chlorofylua u organism s oxygennim typem fotosyntézy ukéazalo,
Ze pouze chlorofyla je vlastnim transformatorem energie ve fotosyntéziery se
bezprostedre Ucastni primarniho fotochemickéhgjd (premena elektromagnetického ighi
na energii chemickou¥].

Ostatni pigmenty zastavaji pouze pomocnou funkach¥cuji dopadajici #éni a energii
excitovaného stavurenasi na chlorofya [4].



2.1.2 Swtelnéa faze
2.1.2.1 Pohlceni s¥tla
Elektromagnetické zéni se &i v kvantech (fotonech), jejichZz energie je danakem

hc
E=hv g (2)
kde h je Planckova konstanta, rychlost s¥tla, v frekvence zéeni ai jeho vinova délka.
Cervené sitlo (A = 700 nm) ma energii 171 kJ/mol fofon Molekuly maji mnoho
elektronovych kvantovych sty které se liSi energii. Rozdil energii mezi zakiau
a vybuzenym stavem elektronu mugége odpovidat energii pohlceného fotonu. MnoZstvi
pohlceného sitla je popsano Lambertovym-Beerovym zakon€mn [

Molarni absorpni koeficienty chlorofyh pii jejich maximalni absorpci ipsahuji
10° dmPmol*em® [2] a pati k nejvy3sim zndmym hodnotdm u organickych molekul
Vyznamné rozdily v absokpich spektrech chloroffl jsou zmisobeny malymi rozdily
Vv jejich struktite. To mé vyznam pro jejich funkci.

Vybuzend molekula je schopn&epenit excita&ni energii fiznymi zpsoby. Mezi
pieneny jde o gechod na kinetickou energii tedy tepldi fuorescenci excitovana molekula
vyz&i foton, aby peSla do zakladniho stavuidhos excitonu (rezonami prenos energie) se
uskuté&ni tehdy, jestlize vybuzena molekuladepasSi svou excitai energii na blizkou
molekulu s podobnymi elektronovymi vlastnostmi, rkteje v zakladnim stavu. i€hos
excitonu ma vyznam pro soisténi swtelné energie do fotosyntetickych réakch center.
D¢j, pfi némz se excitovana donorova molekula (chlorofyl) oygdprenesenim elektronu na
molekulu akceptoru a redukuje ho tim, se nazyvdoiitiace £J.

VétSina molekul chlorofylu pouze shromBije swtlo, tzn. funguji na principu
swtloskerné antény. Zde dochazi kemosu excitonu fedavani energie z jedné molekuly na
druhou) az do re&kiho centra, kde se energie zachyti. Chlorofylyk¢etno centra maji
0 néco niZSi energii excitovaného sta\).[Pri pienosu energie ve &losbirnych systémech
nedochazi k separaci naboj Reakni centrum obsahuje dvojici molekul chlorofylu
navazanych na protein, kterd se pgefi fotonu excituje. Pouze tato reakce je zavisté
swtle.

2.1.2.2 Pienos elektroi se déma reak’nimi centry

Rostliny a sinice pouZzivaji redtiki ekvivalenty, ziskané oxidaci vody k tvérNADPH.
Dil¢imi reakcemi tohoto procesu jsa?]:[

O,+4e +4H" - 2H,0 (3)
NADP" +H" + 2e” ~ NADPH (4)

Fotosyntetizujici bakterie pracuji s jednim fotdéggem, oxygenni typ fotosyntézy
obsahuje dva fotosystémy a tudiZ deakeni centra 4].
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Prvni vyrabi silné redusai ¢inidlo (ferredoxin), které redukuje NADPDruhy méa zase na
starosti produkci silnych oxydans @ vody. Oba fotosystémy jsou ungisy odctlen¢ a jsou
propojenyrettzcem transelektronas.

Ve fotosystému | (PSI) dochaztgmosem fotoin ze s¥étlosbirnych antén k redistribuci
elektroni molekuly chlorofylu reaéniho centra a k jeji excitaci. Excitované elektr@eypoté
piesunou na oxidoreduktasu ferredoxin, vazany naakioylovou membranu. Terignese
elektrony na rozpustny ferredoxin. Jeho redukoviaména pak peda elektrony na NADP
prostednictvim flavoproteinu. Vznika NADPHJ.

S transportem elektrén je spojen i penos protofi, které jsou penaseny nafx
membranou diky molekulam hydrofobnich plastochinoma spoludasti komplexu
cytochromii b a f [4]. Protony jsou ziskavany z oxidace vody zacssného uvokni O..
Vzniklé protony jsou vyuzity v PSI. Pokud je pgmNADPH k NADP vysoky a neniteba
vyrabket dalSi redukovadlo,ips thylakoidovou membranu vznika protonovy gradiktary je
zakladem pro vznik ATP. Nevznika tedy ani NADPHj aa neuvaiuje O,. Tyto procesy
jsou spjaty s fotosystémem 8][

2.1.2.3 Fotofosforylace

Rozdil pH ges thylakoidni membranutie byt az 3,5 jednotek a ma dgmy: uvolréni
4 protori do thylakoidni dutiny $ vzniku molekuly Q, komplex cytochror bg/f
transportuje 4 elektrony a s tim je spojerfenpistni 8 protori ze stromatu do thylakoidni
dutiny. Ctyti protony se ve stromatu vaZoii pedukci 2 molekul NADP na NADPH + H.
Dohromady se ze stromatu do thylakoidni dutitgnese 12 protdn Chloroplastova ATP-
synthasa vyt jednu molekulu ATP za kazdé 3 protony vynesetig/akoidni dutiny P].

2.1.3 Temnostni faze

Reakce fotosyntézy navazujici na fotochemické myattelné faze je mozné shrnout
jednoduchou rovnici]:

6 CO, O M AT - C,H,,0, (5)
nebo takég]:

6 CO, +18ATP +12 NADPH +12H"
! (6)
C4H,,0, +12NADP* +6 H,0+18 ADP +18P,
Temnostni faze zahrnujéadu enzymovych reakci, které vyZaduji ATP a koenzym
NADPH. Produktem je molekula sacharidu vznikla arganické sloteniny CQ. Tento d;

se nazyva fixace (asimilace) vzdusného oxiduc¢itBho. Z hlediska spigby ATP na jeden
mol vazaného Cge ze vSech cest fixace G@to nejnakladjsi [5].

Nazev temnostni faze je zavfidi, neb@ evokuje myslenku, Ze tatéast fotosyntézy
neprobihd na stle. Fixace oxidu uhtitého je vSak sled reakci probihajicich natlsvi ve
tme¢ tak dlouho, dokud je k dispozici dostatek ATP aNX z gemeény swtelné energie
prostednictvim fotosystémn[4].
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Metabolickou drahu, kterou rostlinggiv&eji CO, na sacharidy, objasnili v letech 1946—
1953 Melvin Calvin, James Bassham a Andrew Bengejich experiment byl zaloZzen na
pozorovani, ve kterych meziproduktech fotosyntézpastupis objevi radioaktivita z&*CO,

a vypracovali schéma celé drahy, jez je znama pasteam Calvidv cyklus (Obr. 3).

6 ADP (I:Hzopog'
B ()

6 H—C—OH

6 ATP H—C—OH
@ CH,0PO;
ribulosa-1,5-bisfosfat
clzoo'
c':HZOH 12 H—C—OH
(I:=O I 2.
g H-C—OH @ @ —t

| D-3-fosfogiycerat

H—C—OH
2.
CH,0PO4 12 ATP

ribulosa-5-fosfat

@ 12 ADP
O\

. 2] \oonc
/ CH,0PO} |

| @ 12 H—(I:—OH

12 ¢=0 0

' " CH,0POZ

I
y CHOH N ¢
. H—C— 1,3-bisfosfoglycerat
glukosa  dihydroxyacetonfostat 12 (I: OH 12 NADPH %

2-
CH,0P03 12 NADP*
glyceraldehyd-3-fosfat

Obr. 3 Calviniv cyklug 1]

Tento cyklicky &) se sklada zefiit ¢asti: fixace oxidu uhditého v organické forgh
redukce aktivovaného oxidu utitého a regenerace akceptoruG@].

V prvni ¢asti se aktivuje C@®jeho inkorporaci do ribulosa-1,5-bisfosfatu jakerboxyl za
rozpadu vzniklé nestalé skoeniny na d¢ triuhlikaté molekuly 3-fosfoglyceratu. Fixace
slouzi k gevedeni energeticky chudé, nereaktivni molekulyaki@vovanou redukovatelnou
formu. Neni to jednoduchyéf a k jeho uskuténéni je zapatebi zvlastni cukerny fosféat
(ribulosa-1,5-bisfosfat). Jeho molekula pdijgii oxidu uhlgitého pejde na nestabilni
Sestiuhlikaty meziprodukt, ktery se hne&pstna d¥ molekuly 3-fosfoglyceratud]. Reakce
je katalyzovana pomoci enzymu ribulosa-1,5-bisttsidoxylasy/oxygenasy, kterému se
vénuje dalSi kapitola.

3-fosfoglycerat se redukuje s NADPH za s$pby 2 ATP pes 1,3-bisfosfoglycerat na
glyceraldehyd-3-fosfat. Izomeraci tohoto meziprddugoté vznika dihydroxyacetonfosfat.
Cast trios pechazi vaijsi chloroplastovou membranou do cytosoldyua tam se aldolovou
kondenzaci, katalyzovanou aldolasouerpnuji na fruktosa-1,6-bisfosfat. Zho se pak
v poloze 1 od&pi fosforylové skupiny a izomeraci vznikne glukd@séoesfat. Tato reakce je
analogicka biosynthese hexos u heterdtré®ouze NADH je nahrazeno NADPH. Z glukosy
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vzniknou rezervni sacharidy, sacharosa a $krébt triosafosfatu se vyuZije na vyrobu lipid

a aminokyselin nezbytnych prdst rostlin. BEhem jednoho cyklu vznikne z pentosy hexosa
a vyuzije se jeden atom uhliku asimilovaného .Gy z molekul oxidu uhéitého vznikla
hexosa, musi cyklus prébnout Sestkrat.iPtom se regeneruje Sest molekul ribulo8)y [

Regenerace akceptoru je obracenou regénierf@zi pentosového cyklu. Dochazi k ni
procesem zahrnujicitfadu reakci vzajemnychigamen sacharid — transglykosidéni reakce.
Transketolasa katalysujegmos glykolaldehydu a glyceraldehydu pomoci thialfasfatu
jako kofaktoru z ketos na aldosy a transaldoladalkauje reakce dihydroxyacetonfosfatu
s fosforénymi estery aldos3].

e

V Calvinow cyklu je kazda reakce katalyzovana specifickymyarem. Nejdlezit¢jSim
enzymem je v tomto ifpac ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa, kiaatalyzuje
karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu oxidem witym.

2.2 Ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa (Rubisk

V roce 1947 Wildman a Bonne6][ objevili pti elektroforéze extraktu rostlinnych list
mohutré zastoupeny protein, ktery pojmenovali Protein ¢k Na jeho funkci §iSli o par
let pozdji Calvin a Massini 7], Quayle et al. §] a Weissbach et al9], kdyz zjistili, ze tento
protein katalyzuje karboxylaci ribulosa-1,5-bisfatsf, ¢imz vznikaji d¥ molekuly
3-fosfoglyceratu. Poté trvaloékolik dalSich let, neZz byla objevena druh& funkoboto
proteinu (Bowes et al.1p]; Andrews et al. 11]; Lorimer et al. L2]). Tou je oxygenace
ribulosa-1,5-bisfosfatu, kdy vznikd molekula fodig@latu a fosfoglyceratu. Enzym dostal
nazev ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygends&. 4.1.1.39) a postupnse pro &j
vzila zkratka Rubisco.

Rubisco je nejhojsi protein na zemi. Twbaz 16 % veskerych bilkovin v chloroplastech.
Fixuje asi 16'tun CQ roéng. Nevyhodou je jeho mald katalytick&itnost z hlediska
nasyceni substratem a to vyZaduje obrovskou irored mnoZstvi enzymu na podporu
prijatelné rychlosti fotosyntézyp].

2.2.1 Struktura

Existuji dw analogické formy Rubisco, které se liSi svou stridu. Forma | (Obr. 4) je
haxadekamer 4Sg. Vyskytuje se u vysSich rostlifas a cyanobakterii. Sklada se z osmi
velkych podjednotek (L), jez maji kazda relativrdlekulovou hmotnost 50-55 kDa, a z osmi
malych podjednotek (S) s relativni molekulovou hnosti 12—-18 kDal[3]. Kazda molekula
ma ve velkych podjednotkach osm vazebnych mistppotilatku a osm vazebnych mist pro
RuBP.
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Obr. 4 Hexadekamer s velkymi podjednotkami zobsamemode a zele# a s malymi
podjednotkami zobrazenymi #uSubstrat RuBP jéervere. [14]

Velké podjednotky jsou kodovany genomem chloroglastlimeruji ,hlavou k p&t. Jsou
syntetizovany na ribosomech chloroptadtlalé podjednotky jsou kbdovany genomem jadra
a syntetizuji se v cytosolu. Po translaci jseengseny do chloroplastu a za pomoci chageron
vytvori s podjednotkami L holoenzym §).

Forma Il je homodimer 4 tvoieny dv¥ma velkymi podjednotkami. Vyskytuje se
u anaerobnich purpurovych bakterii. Jeji relatimélekulovd hmotnost se pohybuje
vrozmezi 100-110 kDa. Tyto é&vvelké podjednotky jsou z 30 %2][ homologni
s podjednotkami vysSich rostlin.

U vysSich rostlin je vramci velké podjednotky sekee aminokyselin téf shodna.
Kazda velkd podjednotka obsahuje mensi N-termin@loinénu tvéenou gti Useky
sp-strukturou a d¥ma o-helixy, tzv. a-p tunely. Dale ma &Si C-terminalni doménu
soudkovitého tvaru, sloZzenou z osmicstioych struktur/p. Malad podjednotka se sklada ze
¢ty vlaknovych antiparalelnicp-struktur, které jsou z jedné strankekryté dema a-helixy
[13].

Velké podjednotky obsahuji aktivni a reginéa misto. Aktivni misto se nachazi meazi
N-terminéalni doménou jedné a C-terminalni doménaouhé podjednotky. Podjednotky
S zvysuji katalytickou aktivitu Rubisco.

2.2.2 Katalyza

Enzym Rubisco ma dvfunkce. BW’ mize katalyzovat karboxylaci, tedy navazani, O
nebo oxygenaci, kdy dochazi k vazanira ribulosa-1,5-bisfosfat (RuBP). Tato dvoji fuekc
je dana afinitou k abma molekulam. Karboxylace je s@sti Calvinova cyklu. K oxygenaci
dochézi p fotorespiraci (tzv. sételné dychani).
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Obr. 5 Sled katalytickych meziprodialdapojenych do karboxylace a oxygengise

Na zaatku obou reakci se musi RuBRemenit na endiolat a pak teprve dojde
k bimolekularni reakci endiolatu s oxidem défiffm nebo s kyslikem (Obr. 5)§].

Pii karboxylaci se fechodny meziprodukt 2-karboxyarabinitol-1,5-bis&tsétabilizuje
vlivem komplexu karbamatu s kovovym iontem ¥gNa dalsi meziprodukt se aduje voda,
Stpi se vazba mezi druhym #&tim uhlikem a vznik4 jedna molekula 3-fosfoglyterdak
dojde k protonaci karbaniontu za vzniku dalsi molgk 3-fosfoglyceratu. Z molekul
3-fosfoglyceratu nésled@nvznikaji molekuly glyceraldehyd-3-fosfatu a z nigh utvaen
sacharid p].

Oxygenace probiha za ré@pmnosti redox-aktivnich kdvnebo organickych kofaktér
Po z&lenéni molekuly kysliku pomoci Rubisco vznikd nestabilperoxoslotenina
2-peroxy-3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfat. Ve vodnéprostedi se uvolni 3-fosfoglycerat
a 2-fosfoglykolat. Z fosfoglykolatu se odpt fosfatova skupina a vznikne glykolat, ktery je
transportovan z chloroplastu do peroxispnkde se uskutéuji dalSi reakce. Postupnym
navazanim dvou molekul Ose uvolni molekula C£ Fotorespirace je energeticky
nevyhodna, protoZze dojde ke z&gednoho uhliku v podabCO, a spotebuje se jedna
molekula ATP. Timto zjisobem fotorespirace snizuje ¥¥€k fotosyntézy. Jeji rychlost je ale
za normalnich podminek 4 krat mensi nez rychlodideeylace 5]

Pomer rychlosti karboxylace ku rychlosti oxygenacei pstejnych rovnovaznych
koncentracich C@a G udava tzv. specifitni fakta®

q=YeglOd _Ve Ko -
v, |CO,] V, K,
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kde v. je rychlost karboxylacey, je rychlost oxygenace)V. je maximalni rychlost
karboxylace K. je rychlostni konstanta karboxylade, je rychlostni konstanta oxygenyce
aV, je maximalni rychlost oxygenace. Pokud se zvy&iighni tlak CQ, bude se f@dnostg
vazat na enzym Rubisco. Wisledku toho se poita fotorespirace a zvysi se rychlost
fotosyntézy 15].

2.2.3 Aktivace a inaktivace

2.2.3.1 Aktivni misto

Thr 63B
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Obr. 6 Aktivni misto enzymu Rubi$ad]

Aktivni misto enzymu Rubisco je zobrazeno na ObrN&erminalni doména je tvena
Glu48, Thr53, Asn53 a Asnlll, vSechny ostatni zpby#ou umistny vp/o — sta@ené
domeére priléhajici podjednotky. Na obrazku je také d&idnterpodjednotka solnéhotstku
mezi Glu48 a Lys329. &tSina zbytk aktivnich mist je iontovych a polarnich, jen Méd38
hydrofobni. Sotiasti aktivniho mista je h&naty ion, ktery je dlezity pri aktivaci a katalyze.
Je rozhodujici pro spravnou orientaci substratktivaim misg, protoze CABP se vaze
k neaktivovanému enzymu wgqvraceném tvaru. NejezitéjSi je Lysl191. Jeho
g-aminoskupina je karbamylovana oxidem dityim a vznikly karbamét se stabilizuje pomoci
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Mg®*. Na toto karbamylované aktivni misto se vaZe RaBfa jeho druhy uhlik se vaze
molekula vzdusného COV aktivnim mist jsou také fosfatové ligandy. Ligandy prq P
fosfat jsou polarni. Zahrnuji Gly370, Gly393, GI¥39hr53 a Asn54. Pfosfat je zakotven
v Arg288 a His321 I5]. Funkce ostatnich zbyik aktivniho mista nemusi byt demy
strukturou.

2.2.3.2 Aktivita Rubisco

Aktivita Rubisco zavisi na konverzi neaktivni forr(gf) na aktivni formu (ECM), vazéani
inhibitora CA1P a RuBP na ECM a E a na katalytické t¢arthibicnich cuki (bisfosfat)
z meziproduktu endiolatu. Ke karboxylaci RuBP daih@ouze senzymem ve foém
ECM-RuUBP. V rostlinach C3 seqrlpoklada powr mezi E a ECM asi 1:2, &hoz vyplyva
nizka afinita E formy pro C a Md* [17]. Za normélnich podminek f@dpoklad nasyceni
a velkého mnozstvi RuBP) bude rovnovaha ve stromasuinuta ve progph vysoké tvorby
ECM-RuBP.

2.2.3.3 Spontanni aktivace

inactive active
AL e
e N ' N

E ., E co, ~ EC Mg ECM
H H
. _k_:L H_ P —k—~ H. P roducts
E—NHg" E-NH; E-N-C{ E=N-CL ., 2. P
3 T » o O--Mg
H
co Mg?*
mapﬁ}— RUBP 2 9 HuBP‘ﬁlf— RuBP
E—NHs™-RuBP . H C,,O
ER n BN "0"-Mg?*- -RuBP
H O
ECMR E-N=C_ _ 5 COz0r Oz
+*  'O-Mg“*--RuBP

Obr. 7 Aktivace Rubisco karbamyldb]

Jak jsem zminila v kapitole o strukéuRubisco, enzym méa osm vazebnych mist. Pro jejich
schopnost katalyzy jedteZité, aby byl vytveen komplex s C®a iontem MG". Sowasti
celého procesu aktivace enzymu je tzv. karbamy{@dw. 7) b]. Pri tomto c&ji molekuly
CO, reaguji s-aminoskupinou lysinu 201 velké podjednotky. Molek €GO, Ucastnici se
aktivatniho procesu je jina nez molekula £Cktera slouzi jako substrat vazanyi p
karboxylaci. Hee¢naty ion dale reaguje s karbamatem koorthiharazbou, a tim karbamat
stabilizuje. Plati, Ze aktivni misto je schopnoarpwvat RuBP, pokud se karbamat stabilizuje
kovem. Karbamylace jegflpomaly a proto utuje rychlost celého procesu.

17



2.2.3.4 Aktivace pomoci aktivasy

Uplna samovolna aktivace nenivivo moznd. BEi¢inou je nedostatma koncentrace GO
a hdecnatych iont ve stromatu chloroplast Aktivaci enzymu f fyziologickych
koncentracich C@usnaduje aktivasa Rubisco, coz je protein kddovany wgahloroplast
[15]. Pati do skupiny AAA proteif (tfj. ATPasy spojené siznymi burg¢nymi aktivitami).
Jde o oligomer skladajici se ze di4l6 podjednotek, které sponténasociuji.Cim wtsi je
stupdi asociace, tim je vysSi jeji enzymova aktivita. fejofunkci je dilezita hydrolyza ATP,
RuBP a néni inhibitor 2-korboxy-D-arabinitol-1-fosfat. PodRortise 17] je hydrolyza ATP
Rubisco aktivasou nutna &V obnoveni aktivity inhibovanych forem Rubisco. ¢réace
zmenami v pondru ATP:ADP je pak proseédkem, jimZz miZe byt rychle signalizovano
enzymu Rubisco omezeni sinku, a poklggdée k poklesu po&nu ATP:ADP v chloroplastu,
ktery sniZuje aktivitu Rubisco aktivasy. Na aktiamou aktivasu se paktre vazat Rubisco

a specifickym pesunutim fosfatovych zbyikse Rubisco aktivuje. Aktivasa se gasire vraci
do neaktivni formy%].

Pri oswtleni je aktivasa aktivovan&tsim mnoZzstvim ATP a z aktivniho mista se tu@
RuBP. Enzym poté fize projit procesem karbamylace. Vznikly komplexpa& stabilizuje
vazbou RuBP. Pokud jeipomen RuBP a je dostatekétha, probiha rychla aktivace Rubisco
prostednictvim aktivasy. Pokud je vSak tma, aktivasavakt enzymu neovlituje [15].

2.2.3.5 Inaktivace

Rada firozert se vyskytujicich cukernych fosté(Obr. 8), které se vazou pevnou vazbou
na Rubisco, zjsobuje, Ze aktivni misto karbamylovaného nebo delkaylovaného Rubisco
zaujima uzakenou konformaci]8], a ma dopad na regulaci Rubisco.

cHo®  CHOP@) cH,0P CH,0 (B) CH,0 @) CH,0 ()
HO—C—CO, C=0 H!;‘OH é =0 Ic =0 HO—C—CO;,
HCOH CHOH iﬂ =0 HO(';H Ic =0 HCOH
HCOH HC‘OH HiOH HC|ZOH H(I:OH CH0 (P)
CH,OH CH,0(P) LEJHIO ® CH,0(P) CH,0 (P) CTBP
CA1P RuBP KABP XuBP PDBP

Obr. 8 Struktury firozere se vyskytujicich inhibitgrenyzmu Rubisco (CA1P —
2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat, RuBP — ribulosabihisfosfat, KABP —
3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfat, XuBP — D-xylulos@&-bisfosfat, PDBP —

D-glycero-2,3-pentodiulosa-1,5-bisfosfat, CTBP kaZboxytetritol-1,4-bisfosfaf)L8]

DalSi cukerné fosfaty ackteré anorganické anionty také interaguji s kaitztytm mistem
in vitro a ovliviuji karbamylaci. To jsou efektory, které maji pySSich koncentracich ve
vztahu k RuBP charakter kompetitivnich inhibitoBud’” zvysSuji (kladné efektory, nép
6-fosfoglukonaf, NADPH a anorganické orthofostarany), nebo snizuji (negativni efektory,
nagt. ribosa-5-fosfat a fruktosa-6-fosfat) rozsah karpace i koncentraci C@a Md¢* pod
bodem nasyceni.

Komplikaci rovnovahy jednoduché karbamylace je fale kazda zerit hlavnich forem
enzymu je pedmetem inaktivace vazanim cukerného fosfatu. Poriig jhazyva tyto fti

18



formy inhibice katalyticka inaktivace, vazani CAl&o aktivované formy Rubisco
a inaktivace pomoci RuBP. VSechny procesy reguédeity enzymu jsou zobrazeny na
obr. 9.

CA1P

Obr. 9 (A) Principy regulace aktivity Rubisco. [E]Jdekarbamylovany enzym Rubisco;
[E.l] — dekarbamylovany enzym se substratem (Ru@Bd produktem XuBP vazanym
v aktivnim migtenzymu, oba jsou inhibitory (1); [E.GMg**] — ternarni komplex s aktivnim
mistem; [E.COMg**.I] —karbamylovany enzym Rubisco s inhibitorem pesgzanym
v aktivnim migt (CA1P, PDBP, KABP). (B) Vratna inhibice préetinictvim CA1P —
odstrareni zavislé na sitle a defosforylace, zprostdkované Rubisco aktivasou a CA1P
fosfatasou, CA e byt znovu fosforylovan na CA1P v nasledujicidobbtmy{18].

Prvni inaktiv&ni proces probihachem katalytické reakce a f@sto nazyvéan ,fallover*
(hromadni produktu se odchyluje odcekavaného linearnihdasového pibehu, kdyz je
RuBP gidan do plg aktivovaného enzymu — EMC in vitro). Podle studii je tvorba XuBP
a KABP zodpow¥dna za akumulaci neaktivniho enzymu. XuBEejfn¢ i KABP) se pevn
vaze na Rubisco a pomala disociace po jeho vznikltivnim mist muze zpisobovat
pomalou ztratu katalytické aktivity bez poklesubdanylace. Parry et all§] uvadiji, ze se
XuBP nejen pewvh vaze na dekarbamylovany enzym Rubisco, ale takéuwssiuje
z katalytického mista adpobi jako substrat (i kdyz Spatny). Je pomalu keylowan za
vzniku 3-fosfoglyceratu karbamylovanym Rubisco. KABrav@podobrE vznika rozdlenim
nestabilniho peroxidového meziproduktu z oxygenaeakce. Katalyticka inaktivace, ktera je
charakteristicka pro Rubisco vysSich rostlin, jetkaualni proces, jenZz se musi eliminovat,
aby byla rychlost katalyzy maximalni.

Druhy inaktiv&ni proces zahrnuje vytveni a pevné vazani CA1P do ECM formy
Rubisco (Obr. 9) 17]. Regulace ze strany inaktivace pieshictvim CALP je ale obvykle
omezena svym rozsahem. Mnoho drubstlin (nap. Spenat, pSenice) obsahuje tak mélo
CA1P, Ze nerize hrat vyznamnou roli. Naopakékolik druhi (nejvice studovany je
Phaseolus vulgar)sobsahuje tolik CA1P, Ze na uUsvitu t&nvSechen enzym existuje jako
ECM-CALP. Inaktivaci prosédnictvim CAL1P mZeme nejsnaze pozorovat peékalika
hodinach tmy a néslednpii limitujici intenzitt swtla pred polednem 17]. V kratkych
casovych intervalech je jeha@iaek v regulaci sporny.
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Posledni inaktivéni proces je znazon na Obr. 9 A vlevo. Zde se RuBP vaze na E formu
Rubisco, ke kterému ma mnohenitdi afinitu nez k ECM. Tento proces ma vyznam pro
regulaci za nasledujicich podminek. Vestenza nefitomnosti CAL1P ¥tSina Rubisco neni
karbamylovana a existuje v podoB kvili hodnotdm pH, C@a Mdf* pod hodnotou optima.
Pri prechodu na sitlo se RuBP rychle hromadi. Vaze se na E, Wti#aR a blokuje jinak
rychlou konverzi E na ECM1[/]. Tento typ inaktivace se dale uglaje bshem gFechod:
mezi iznymi intenzitami sétla. Po jeho rychlém poklesu né&jke RuBP klesne na limitujici
koncentraci kuli snizené rychlosti regenerace. Pak sétqmmalu vraci z§ ve shod
s dekarbamylaci enzymu. Za ustalenych podminek? ledy neréni intenzita swtla, paet
neaktivnich mist koreluje s mnozstvim RuBP vazan&hprotein (E-R). Koncentrace RuBP,
ktera dostéuje pro vazbu na E, je nedostaté pro navazani na ECMrimedostatku RuBP
proto dochazi k rychléipmené ECM i ECM-R na E-R a vigsledku toho po snizeni intenzity
swtla poklesne karbamylace a aktivita.

2.2.4 Obsah Rubisco
2.2.4.1 Vyziva dusikem

VétSina dusiku v listech je vazana ve fotosyntetibkgtozkach chloroplast V rostlinach
se ffiblizné 25 % dusiku investuje do samotného enzymu RuljBicé&seneweera et allf]
uvadtji rozmezi 15-35 %. Dusik j@asto vzacnou komoditou, a proto obsah Rubiscaecls
kles4q se stém listl, kdyZ je dusik uvalovan do mladych rozvijejicich se fistV mnoha
studiich byly zkoumany zémy rychlosti asimilace COse stém listi. Obsah Rubisco
v listech se s rozvijenim listzvySuje, a pak klesa, jak listy starndi]. [Zde je obvykle silna
korelace mezi rychlosti asimilace €@ aktivitou nebo obsahem Rubisco a jinych
fotosyntetickych sloZek. Nakano et aRQ] uvadi, Ze aklimace fotosyntézy v listechi p
zvySeném parcialnim tlaku GQ@e spojena s nespecifikovanym snizenim konceniaséu
v listu. Vztah mezi enzymem Rubisco a dusikem tedis je obvykle linearni a liSi se mezi
jednotlivymi druhy p]. Nicmérgé mechanismus, kterym dostupnost dusikisgbi na obsah
proteinu Rubisco, je do z&i@ miry neznamy. Seneweera et 40 [piSou, Ze roz#leni
dusiku do bu&né expanze a zony dozravani (dospivani)zenbyt kltem k syntéze
fotosyntetickych proteiin a k aklimaci fotosyntézy v listechiipzvySeném parcialnim tlaku
CO..

2.2.4.2 St&i lista

Podle Seneweery et all9g je koncentrace Rubisco ¢epelich lish také utena
rovnovahou mezi syntézou proteinu a jeho degraddeia se réni bthem vyvoje list.
Napriklad v ryzi se koncentrace rychle zvySuje gxpanzi list a dosahuje maxima, kdyz je
list pln¢ rozvinuty. Zmény v koncentraci Rubisco vigiehu faze vyvoje list jsou dolse
synchronizované s mnozstvirncL arbcSmRNA. V ryzi je velmi mala syntéza Rubisco po
plném vyvinuti listovychc¢epeli a koncentrace postupklesa, jak listy starnou. Stéle v3ak
neni znamo, zda syntéza Rubisco a jeho degradagedir pii aklimaci fotosyntézy v listech
za zvySeného parcialniho tlaku €0

2.2.4.3 Vliv ozaeni

Rostliny rostouci ve Spatnych&glnych podminkach maji také nizSi obsah Rubisdd ne
rostliny pestované fi vysokém oswtleni. Chloroplasty zasténych rostlin vykazujiradu
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adaptivnich zrén, jako je zvySeny vyvin thylakoid a zvySené rozdeni thylakoidnich
bilkovin do s¥tlo zachycujicich slozek mimo dosah elektronovéhodportu meziproduikt
jako b/f komplex cytochromu a ATPaz&][ Seemann et al.2[l] zjistili, Ze vztah mezi
dusikem v listech a obsahem Rubisco je nezavislyn@éstu intenzity z#geni u rod
Phaseolusa Alocasia Nicmérgé kapacita elektronového transportu, ktera je¢skarelovana
s obsahem cytochronhf, také obvykle souvisi s kapacitou Rubisco & jgbu snizeny téui
paralel pii nizké intenzi& oswtleni [5]. |1 kdyz mnoho druf rostlin sniZzuje mnoZstvi
Rubisco pi nizkém os¥tleni, WtSina druli pii nizkém os¥tleni nesnizuje obsah Rubisco
dostateéne pro optimalni rozéleni dusiku v listech.

Mechanismy, které ovliwji mnozstvi Rubisco, zahrnuji 2mu rychlosti genové
transkripce, translaci mRNA, post-transiaregulaci mRNA a fluktuaci protein]f

2.2.4.4 ZvysSena koncentrace CO

ZvySeni parcialniho tlaku atmosférického oxidu &itdho mize posilit fotosyntézu
v listech C3 rostlin a to fiZe vést ke zvySenémuistu rostlin a vynosu zrn. Pateni
stimulace fotosyntézy vSak neni obvykle udrzovdpaltb a klesa, dokud se neustali na nizsi
rychlosti. Tento proces znamy jako aklimace fotééyy na zvySeny parcialni tlak G@e
v literature ¢asto zmhovan b, 18, 19. Aklimace na zvySenou koncentraci €@ z velké
casti gipisovana snizené koncentraci dusiku a Rubiscstedh [L9].

Nekdy je proces snizeni rychlosti asimilace spojepgldesem mnozstvi fotosyntetickych
bilkovin nazyvan tzv. ,down-regulation®. Jednim yswtleni tohoto jevu je, Ze Zma vazba
regulace fotosyntézy #pobuje akumulaci sachatidve fotosyntetickych pletivech. To
vyplyva zrady dikazi [5]:

» Sacharidy se&asto hromadi v listech rostlinigtovanych fi zvySené koncentraci
CO,, coz nazneuje, Ze schopnost pletiv sibkvyuzivat nadbyi@né produkty
fotosyntézy je, fnejmensim u &kterych druli, omezena.

* Manipulace s pogrem zdroj/sink bd odstragnim plodi, nebo zvySenim sily
sinku odstraénim listi méni rychlost fotosyntézy a mnozstvi enzymu Rubisco.
Experimenty s odstr&nim plodi u sgji identifikovaly nerozpustnou formu
Rubisco o vysoké molekulové hmotnosti, ktera jgepm s aklimaci fotosyntézy.

* Omezeni transportu sacharia listi podvazanim storik nebo snizeni aktivity
transportu sacharosy ve floému vtransgennich boedch zgsobily
fotosyntetickou ,down-regulation“detné snizeni mnozstvi proteinu Rubisco.

« Podobna fotosyntetickd aklimace nastane po zvySemmcentrace cukr
v jednotlivych listech (feeding experimenty), coZyvela represi exprese
fotosyntetickych gein

2.3 Vliv zvySené koncentrace C@na C3 rostliny
2.3.1 ZvySovani koncentrace CQ

V poslednich staletich byla koncentrace oxidu ditélno v atmosfée pongrné stala.
Béhem pfimyslové revoluce v 18. a 19. stoleti vSak mnoz€@% znan¢ vzrostlo. Dalsim
faktorem ovliwaujicim koncentraci C@je likvidace lef, ¢imZ dochazi k ruSeni ekosyst&m
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které pohlcuji C@ A v neposledniadt ke zvySovani hladiny COtaké gispiva i nafst

populace aj. Slozeni atmosféry seé&nintak rychle, Ze rostliny nejsou schopninpient
zareagovatifizpusobenim svych vlastnosti.

Piimé &inky zvySené koncentrace GGe projevuji zrgnami rychlosti fotosyntézy,
fotorespirace a vodivosti pduchi [22]. OvSem vedle fmych &inka zvySené koncentrace
dochazi jedtk vyznamnym interakcim mezi danymi procesy.

2.3.2 Rychlost fotosyntézy

Zvyseni rychlosti fotosyntézy jeudledkem zmin rychlosti karboxylace a inhibice
fotorespirace zjsobenych zvySenou koncentraci £Ove vzduchu obklopujicim

fotosyntetické organy2@3]. Tyto procesy ovlisiuje zejména dostupnostiz& energie, coz
ukazuje obrazek niZ®©br. 10:
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Obr. 10 Zavislost rychlosti fotosyntézy na/@résti i riizné koncentraci
CO, (umol mol*), kterou udavajtisla u jednotlivych #vek.[22]

Kvantitativire nejvyznamuijSi je pisobeni na enzym Rubisco, kdy dojde ke zvySeni
rychlosti karboxylace, protozefipstandardni koncentraci GOnejsou C3 rostliny timto
substratem saturovany, a k inhibici oxygenasovévigktenzymu (fotorespirace), kterd za

standardni koncentrace snizuje rychlosti fotosynt@220-50 % 24]. CO, je kompetitivni
inhibitor oxygenasoveé aktivity.

RozcEleni rostlin na typ C3 a C2%] je zaloZeno na chemické strukguprvniho stabilniho
produktu karboxylaceipfotosyntetické fixaci C@ U rostlin C3 vznika fosfoglycerat, jenz je
slozen ze i atomu uhliku, na rozdil od rostlin C4, u kterych vznik&jdiiv oxalacetat
obsahujicicétyti atomy uhliku v molekule. Jeden ze zakladnich tidzohezi typem C3 a C4
vyplyva z grafu (Obr. 11). Rostliny C4 jsoui pstavajici koncentraci COsubstratem

nasyceny, ale naopak rostliny C3 jsou schopny nestgoa dalSi zvySeni koncentrace
zvySenim rychlosti fotosyntézy.
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Obr. 11 Charakteristika zavislosti rychlosisté fotosyntézy na koncentraci £@rostlin
C3 a C427

Podle ndzoru Theobalda et a25[ je pii zvySené koncentraci GOmaximalni rychlost
karboxylace urrna obsahu enzymu Rubisco & pasyceni sitlem je ungrna k obsahu
tylakoidni ATP-syntasy.

Na rychlost fotosyntézy ma takeé vliv interakce axighli¢citého se zrénou teploty. Tento
jev je znazorén na obr. 12. Z grafu lze vist, Ze s vySSi koncentraci €@Be teplotni
optimum posouva k vysSim teplotdm a toto optimunzms&né zuzuje. Ke zvySeni teploty
dochéazi bd’ kvili zvySené absorpci dlouhovinnéhoiedi vyvolané zvySenou koncentraci

sklenikovych plyd v atmosfée, nebo kuli poklesu vodivosti piduchi s naslednym
poklesem rychlosti transpirac2d].
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Obr. 12 Zavislost rychlosti fotosyntézy na tepwi oz&enostech, jejichz hodnoty pro
jednotlivé Kivky jsou uvedeny v graf@2]

2.3.2.1 Aklimace na zvySenou koncentraci GO

Aklimace je gizptsobeni rychlosti fyziologickych proaesia znénéné hodnoty dkterého
faktoru vrgjSiho prostedi [22]. Timto jsou mysSleny zemy, ke kterym dochazi ip
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dlouhodobém gstovani rostlin i zménénych podminkdch. Ne&pseji jde o zvySeni
koncentrace C® To znamena, Ze fotosynteticka charakteristiké, listeré se vyvinuly uz
v podminkach zvySené koncentrace ;C€e liSi od charakteristiky listrostlin, které byly
piedtim gstovany pi bézné koncentraci CO[24]. Nejnapadiji se aklimace projevuje
postupnym poklesem rychlosiisté fotosyntézy. Dale se sniZuje i obsah dusiémpustnych
bilkovin a Rubisco v listech.

Podle Oostena a Besfordz26] je mozné vysttlit omezeni aktivit fotosyntetického aparatu
pii péstovani ve zvySené koncentraci £0n, Ze pi kultivaci rostlin v @Znych podminkach
odpovida rychlost tvorby asimitatkapacit transportnich drah a aktiwifrislusnych sink.

Pii péstovani za zvySené koncentrace ;C© rychlost tvorby asimilét vysSi nez jejich
transport a vyuziti v sinku. V cytosolu pak doch&d zvySovani koncentrace hexos.
Signalem pro pokles exprese fotosyntetickych tigemohou byt penaSe&i hexos nebo
hexokinasy fosforylujici hexosy.

Pro aklimaci jsou dva twody. Rostlina neni schopna vyuzit nadbgte asimilaty
a v disledku toho reguluje pokles aktivity jejich zdrojDruhym divodem je dostaijici
mensSi mnozstvi enzymu Rubisco pro fotosyntézwyssi koncentraci CE[22].

2.3.3 Rychlost fotorespirace

Zakladem fotosyntézy a fotorespirace je schopnogiyrau Rubisco navazat na jeden
substrat (ribulosa-1,5-bisfosfat) @i karboxylaci i Q pii oxygenaci. Navazanim
molekuly G vznikne fosfoglykolat, coz je gatkem tzv. glykoladtové cesty.éBem ni se
navazou d¥ molekuly Q a uvolni se jedna molekula GOV normalni atmosi@ je u C3
rostlin pongr fixace CQ:0, asi 3:1.

Fotorespirace je zpomalena sniZzenim koncentragen® 5% a meéh nebo také
dvojnasobnym az trojnasobnym zvySenim koncentra@g[22]. Tato znéna zmisobuje dva
jevy. S vysSi koncentraci GQe zaprvé zvysuje rychlost karboxylace a timé ¢etosyntézy.
Zadruhé se zvysuje pamkoncentrace C&0,. Tim se snizuje fotorespirace.

2.3.4 Vodivost priaduchua

Vodivost phaduchi je dana mirou jejich otégnosti, ktera je také oviwvana zminou
koncentrace C® obklopujici list. U ¥tSiny rostlin vyvolava zvySeni koncentrace £O
privieni paduchi. Podle pokus Drakeho et al. 4] ¢ini pramérné sniZeni vodivosti
praduchi pii zdvojnasobené koncentraci 20 %.

Pokles vodivosti vSak neznamena automatické sni¥ehlosti fotosyntézy. S@asré se
totiz zvySuje gradient koncentrace £@nezi atmosférou a mistem karboxylace, a to
fotosyntézu podporuje.

DalSim faktorem ovlisiujicim vodivost piiduchi je snizena rychlost transpirace (vydej
vody povrchem rostlin), kterd modifikuje jednotligfoZzky energetické bilance listu. To se
pak promita ve zimé teploty listu. Podle Idsoa et aR7] je zvySeni teploty list zvySenou
koncentraci C@piimo umérné poklesu vodivosti fduchi.
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Aklimace vodivosti piiduchi béhem dlouhodobé kultivace rostliti gvySené koncentraci
CO, zatim nebyla prokdzan2d]. Na druhou stranu se sniZuje hustotadpichi na listech
rostlin dlouhodob pestovanych fi vySsi koncentraci CO

2.3.5 Rychlost dychani

Gonzélez-Meler et al.2B] jako jedni z mala prokazalifpmy vliv zvySené koncentrace
CO, na dychani rostlin. ZvySenou koncentraci ;G@hibovali oxidaci exter&s dodaného
sukcinatu nebo NADH k suspenzi izolovanych mitoahdn Presrji byla inhibovana
aktivita sukcinatdehydrogenasy a cytochrom-c-oxidakim zjistili, Ze ¢ast inhibéniho
cinku CG, na dychani je lokalizovanaii;mo v mitochondriich, protoze zdvojnasobeni
koncentrace snizilo rychlostipnu O, mitochondriemi o 10-15 %.

2.3.6 U¢inky zvy3ené koncentrace C@na dieviny

Pro deviny je charakteristicka zejména tvorba jejichuselarnich pletiv, ktera poskytuje
dostaténou pevnost i f) velkych vyskach kmehn Jde o velkou investicifpdevSim uhliku do
burg¢nych sén. Tyto energetické a materidlni naklady jsou komzp&any dlouhou dobou
Zivota €chto rostlin. To vede k enormni adaptabititouhowkych rostlin.

Zvysena koncentrace GOna vliv na produkci biomasy, ale rychlost vyvog avySuje
zejména v peatenich fazich. Kwli tomu je pak obtizné srovnani variant agmou
koncentraci CQ protoZe jsou ve stejnéase srovhavany vyvojéwozdilné rostliny 22].

Na zaklad sledovani tlouXky letokruhi u dubu cesminového, které rostly 30 let pobliz
piirozeného zdroje C£) ve srovnani se stromy rostoucimi ve standardmiosfige
Hattenschwiller et al.Z9] odvodili, Ze v atmosf@ se zvySenou koncentraci £@uze dojit
k rychlejSi regeneraci lesnich porinst

Saxe et al.30] na zaklad rady pokus tvrdi, Ze zvySena rychlost fotosyntézytskedku
zvySené koncentrace GQ@istava stejnd iip nékolikaleté kultivaci strom. Na druhou stranu
vSak byla v Bkterych pokusech aklimace prokazana. fildad Osborne et al3[l] sledovali
po dobu ¢tyi let jahodku indickou ib zvySené koncentraci GOa prokazali vyraznou
aklimaci, ktera se projevilarpdevsim snizenym mnoZzstvim enzymu Rubisco.

2.4 Metody stanoveni obsahu Rubisco
2.4.1 SDS-PAGE

SDS-PAGE je jednou z elektromigrdch metod. Zakladnim principeréchto technik je,
Ze latky rozpushé v elektrolytu a umi&hé v elektrickém poli, které nesou naboj, se
pohybuji konstantni rychlosti tmou velikosti jejich ndbdj, anionty k anoé kationty ke
katock. Rychlost zavisi na nabagjastic a intenzét elektrického pole32):

Fe =qE (8)
Opané pusobi brzdici sila vnihiho ¥eni dana Stokesovym zékonem:

F. =—-6mmprv 9)
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kden je viskozita roztoku a je polongr iontu.

Gelova elektroforéza pé@t mezi nejpraktit¢jSi a nejvykongjSi metody dleni
makromolekul. Porézni gely (v tomtaipadct polyakrylamidovy gel) funguji na principu
sitového efektu a na zaklaelektroforetické pohyblivosti. Polyakrylamidovylge inertni,
mechanicky pevny, ghledny a je moznéfpravit jej s fedem ukenymi vliastnostmi, jako je
hustota zesbvani gelu nebo gradient hustoty geluipRavuje se ze dvou mononier
kopolymeraci (akrylamid a N,N"-methylen-bis(akryidi) za gFitomnosti iniciatoru
peroxodisiranu amonného (Obr. 13). Reakce probileateku pufru. Iniciator se rozklada na
radikaly a ty zahaji polymetni reakci. Stabilizatorem volnych radikgje tzv. TEMED
(tetramethylethylendiamin). Vznika struktura tena otevenymi pory uéité velikosti, v niz
je kapalina s pufrem. Gel je umiistmezi deéma sklegnymi deskami. B prichodu bilkovin
gelem se molekuly zachycuji &chto pérech a pak se€ldpodle své velikosti.

v ] f
CI,‘—NH2 + CHy= CH—C—NH—CH,~NH—C—CH = CH,
CH,=CH
akrylamid N,N -methylen-bis(akrylamid)

l SO4*
0 o}
I

I

_CHZ_(l:H —CHy—CH— CHZ_ CH— CH2— CH _CHZ_ CH —Cl—lz*-(i:H =
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O=C— I;]H O0=C— [qu
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—NH, (I;,—IIJH (—NHp  G—NH,
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Obr. 13 Vznik polyakrylamidB2]

Velmi ostré zony lze ziskatiipdiskontinualni elektroforéze, kde se pouzivajaayely —
dolni clici gel a horni zaosbvaci gel. V zaogbvacim gelu je nejpohybl§sSi chloridovy
aniont, poté nasleduji zény bilkovin podle elektretickych pohyblivosti a posledni zonou je
glycin. Vytvé&i se oste ohraniené €srg za sebou nasledujici zény iard vznika stupovity
gradient potencialu. Samozaiagici efekt znamena, Ze pokud sgaky iont zpozdi za svou
zbénou, vySsi potencial ho dost&ie urychli, aby se aft pripojil ke své zén. V délicim gelu
je vysSi pH a rni se pohyblivost iofit a dochazi k rozdeni zoén od sebe. Pohyela
indikuje nizkomolekularni barvivo bromfenolova niiod
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Obr. 14 Aparatura pro SDS-PAGBZ]

Zkratkou SDS se rozumi elektroforézaritgmnosti dodecylsiranu sodného, ktery udili
bilkovindm uniformni nabojigkryvajici jejich vlastni naboj. Diky tomu se pdkbviny déli
pouze na zakladrozdilnych molekulovych hmotnosti¢hkteré bilkoviny maji navic vice nez
jeden polypeptidovyiettzec a pomoci SDS se poruSi nekovalentni interak@zi m
podjednotkami.

Po provedeni samotné elektroforézy nasleduji delSéebe navazujici kroky. Nejprve je
nutna fixace a detekce podoby proteinovych proa gelu pomoci roztoku Coomassie Blue.
Poté se odbarvuje obarvené pozadiigelotové gely vyhodnocuje specialni software, jenz
pievede jednotlivé zony na piky. Vzorky se pak poéwaji s plochou pikstandard.

SDS-PAGE je nejpouzivéjsi metodou pro zjighi obsahu enzymu Rubisc®].
2.4.2 ELISA

Zkratka ELISA pochazi z anglického ,enzyme-linkethiuno-sorbent assay“. Je to citlivd
neprecipiténi imunochemickd metoda, ktera je schopna detekawvaké koncentrace
antigenu a protilatky32]. Pro lepsi citlivost stanoveni imunokomplexu geti-protilatka se
na jeden z imunoreaktantvaze vhodna zr&a. V heterogennich imunoanalyzach jsou to
negasgji enzymy, které umailji bezpéné, citlivé a porérné jednoduché stanoveni. Mezi
negasgji pouzivané enzymy paétperoxidasa a alkalicka fosfatasa. Ty katalyzugngnu
substratu na barevny nebo fluoreskujici produktdz se odviji spektrofotometrické nebo
fluorimetrické stanoveni. Koncentrace produktu jména koncentraci antigenu nebo
protilatky [34].

Jako pevny nos&ise nejastji pouzivaji sény jamek mikrotitrénich destiek z tvrzeného
polystyrenu. Jsou vhodné pro analyzitsiho souboru vzork nikoli pro ojedirélé analyzy.
Nejcitlivgjsi provedeni umaitiji stanovit mnoZzstvi analytu 16— 10° g [32).

Tuto metodu Ize proveést jako kompetitivni a nekotitipei. Pii nekompetitivni enzymové
imunoalalyze(Obr. 19 nejdive reaguje protilatka vazana na pevny éiagsantigenem ve
vzorku. AZ se ustavi rovnovahy, systém se promyjeaachyceny antigen se vaze dalSi
protilatka ozn&ena enzymem. Po promyti se &menzymova aktivita zachycené na pevnou
fazi.
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Obr. 15 Nekompetitivni enzymova imunoana[\3zh

Kompetitivni ELISA ma pimé a nefimé provedeni. i piimé kompetitivni enzymové
imunoanalyze (Obr. 16) protilatka vazand na pevoginreaguje zaroves antigenem ze
vzorku a s ozngenym antigenem, které séai o omezeny peet vazebnych mist protilatky.
Po ustaveni rovnovahy se systém promyje &'izee enzymova aktivita zachycena na pevné
fazi. Cim vice antigenu je ve vzorku, tim nizsi je zji%t enzymova aktivita. U n&mé
kompetitivni enzymové imunoanalyzy (Obr. 17) je rmgr&ast kompetitivni a dalSi je
nekompetitivni. Antigen vazany na pevny @osbutzi s antigenem ve vzorku o omezeny
potet vazebnych mist protilatky, ktera se do systéttidépa v roztokuCim vice antigenu
obsahuje vzorek, tim ménprotilatky se navaze na zakotveny antigen. Kdyzustavi
rovnovaha a systém se promyje, mnozstvi navazaotdagky se zji§uje v nekompetitivni
fazi. Proti navazané protilatce se pouzije @éena protilatka. Vyhodou oprotiiimmé metod
je univerzalnost pouziti ozt@né protilatky.
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Obr. 16 Fima kompetitivni enzymova imunoanalf@3
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Obr. 17 Nepima kompetitivnhi enzymova imunoanalf23

Metodiev et al. 35 tuto metodu pouzili pro stanoveni obsahu Rubiggecmene.
Protilatky vytvdili prostrednictvim Zivych krélik a pro ozné&eni antigenu byla pouzita
peroxidasa. Absorbance byl&iana i vinové délce 492 nm.

2.4.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je elektromigra metoda, kterd probiha v tenkych kapilarach
naplréenych nosnym elektrolytem a pafemych olma konci do elektrodovych nadobek.
Kapilary mizou byt z kemene, skla nebo z plastu. Krorelektroforetického principu se zde
uplatiuje elektroosmoticky tok34] (spontanni tok kapaliny v kapiié v disledku ndboje na
stené kapilary).

Tenké kapilary dole odvadi teplo, a proto ke byt pouZito vysoké nap
(100-300 V/cm) B2). Tim se zkracuj€as, kdy dochazi k&keni vzorku. Kapilary mohou byt
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naplrény pufrem nebo polymernim gelem. Malyup@r kapilar napoméaha tomu, aby
nedochazelo krozastvani zén. R pouziti gelu se latky mohou separovat stejako

u SDS-PAGE. Metoda ma vysokou citlivost, protatstaala mnoZzstvi vzorku, a pouziva se
zarizeni s automatickym davkovanim vzorku a vyhodnéodm.

Warren et al. 33] pouzili tuto metodu pro stanoveni obsahu Rubisc&ucalyptus
diversicolor Extrakt z lisk byl srazen kyselinou trichloroctovou a poté bylovedena
kapilarni elektroforéza pomoci systému Bio-Rad 3@xparanim pufrem byl CE-SDS pufr.
Kiemenna kapilara &a primér 50um, celkovou délku 24 cm a efektivni délku 19,4 cm.
M¢éteni probihalo P teplog 20 °C a konstantnim nép 15 kV. Detektor byl nastaven na
220 nm. B vyhodnoceni je pak plocha piku funkci jgdsu migrace, tak koncentrace.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

Vzorky listi buku lesniho a jehlic smrku ztepilého byly odebyrana Experimentalni
ekologické stanici Ustavu systémové biologie a efi@d AVCR Bily Kiiz nachazejici se
v Moravskoslezskych Beskydech. Stanice je poloAenadmdské vySce cca 908 m n. m.
V roce 1997 zde byly vybudovany @wminisféry (Obr. 18) pro sledovani vlivu zvySené
koncentrace oxidu uliditého na rostliny. V jedné minisfé byly rostliny gstovany pi
koncentraci C@350umol-mol* (ambient — A) a ve druhé minig&byla koncentrace GO
udrzovana na 70@mol-mol* (elevated — E). V préci byl srovnavan obsah enzfgubisco
ve slunnych (ex) a stinnych (sh) jehlicich smrkap#tho Picea abie¥ a v listech buku
lesniho Fagus sylvaticaa dale obsah Rubisco v jehlicich resp. listedtaucich v A a E.
Jehlice smrku ztepilého byly odebrany 24. 7. 2@il®y paralelé ex a sh, A a E. Jehlice byly
odstizeny od tvicek, zvazeny (100-130 mg), vioZzeny do mikrozkumaypendorf
a umistény do kapalného dusiku. Do analyzy byly uchovavamubokomrazicim boxuip
teplog —68 °C. Odbr listi buku lesniho se uskutal 25. 7. 2012, oft paralelg ex a sh, A
a E. Zsepele listu byla vystzenacast odpovidajici plose 10-20 gntato ¢ast byla zvaZzena
a jeji presna plocha byla zena na areametru Licor. DalSi postup byl stejny jakiehlic
smrku.

Obr. 18 Minisféry Experimentalni ekologické stamidedemie &d CR Bily Kz
v Moravskoslezskych Beskyd¢sg]
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3.2 Stanoveni obsahu Rubisco metodou SDS-PAGE

Stanoveni bylo provedeno podle metod Damervalovél.ef37] a Rogerse et al.3B]
s Upravou podle Florian89] a Zachove4Q].

3.2.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGOCZ Hradec Kralové. Parametry: kapacita
120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, at€ddl.

Centrifuga MLW T52.1

Vortex — stuart firmy MERCI s.r.o.

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN 3 od firByO-RAD

Zdroj Power Pac 300 od firmy BIO-RAD

Trepaka LT2

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid (SERVA)

N, N"-methylenbisakrylamid (SERVA)

TRIS — tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma ALDRIC
Kyselina chlorovodikova (Penta)

SDS - dodecylsulfat sodny (Sigma ALDRICH)
Peroxodisiran amonny (SERVA)

Bromfenolova motiNa gil (SERVA)

TEMED - N,N,N",N’-tetramethylethylendiamin (SERVA)
Glycin (SERVA)

DTT — dithiothreitol (Sigma ALDRICH)

Glycerol (Sigma ALDRICH)

2-merkaptoethanol (Sigma ALDRICH)

Methanol (Lach-Ner)

Brilantni mod G 250 — Coomasie Blue (SERVA)

Kyselina octova (Lachema)

Ethanol (Lachema)

Butanol (Lachema)

D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa izolovana zeergju — standard Rubisco (Sigma
ALDRICH)

3.2.3 Priprava roztoki
3.2.3.1 Roztoky pro pipravu geli

Roztok A Ve 100 ml vody bylo rozpu&to 30 g akrylamidu a 0,8 g bisakrylamidu.
Roztok se uchovavé&ipeplot 4 °C.

Roztok B V 50 ml vody bylo rozpusho 18,16 g TRIS, po rozpuést bylo upraveno pH
pomoci koncentrované HCI na pH 8,8, nasteldyl roztok dopldn vodou na
100 ml. Roztok se uchovavéi peplot 4 °C.
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Roztok C V 50 ml vody bylo rozpusho 18,16 g TRIS, po rozpést bylo upraveno pH
pomoci koncentrované HCI na pH 6,8, nastelddyl roztok dopl&n vodou na
100 ml. Roztok se uchovavéi peplot 4 °C.

Roztok D Ve 100 ml vody bylo rozpu&to 10 g SDS. Roztok se uchovava v temnu.

Roztok E V 1 ml vody bylo rozpugho 0,1 g peroxodisiranu amonného. Roztok je nutné
piipravit pro kazdé stanovedérstvy.

Roztok F V 1 ml vody bylo rozpugho 10 mg bromfenolové méd Roztok se uchovava
pii teplog 4 °C.

TEMED: kometné dodavany roztok
3.2.3.2 Roztoky pufi

Elektrodovy pufrV 1000 ml bylo rozpugho 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu. Roztok se
uchovava i teplog 4 °C. Tento roztok se pouziva opako¥an

TRIS pufr Ve 450 ml vody bylo rozpu&to 3,76 g TRIS, 10 g SDS, 5,029 DTT a 50 ml
glycerolu. Po rozpushi bylo upraveno pH pomoci koncentrované HCI nagpBi Roztok se
uchovava fi laboratorni teplat

Vzorkovy pufr Bylo smichano 4,8 ml roztoku C, 4 ml roztoku Q2 énl roztoku F, 6 ml
glycerolu, 4,8 ml vody a 1 ml merkaptoethanolu. ®kzse uchovavaipteplot 4 °C.

3.2.3.3 Roztoky k vizualizaci bilkovin
Stabiliza’ni roztok Bylo smichano 100 ml methanolu a 400 ml vody.

Barvici roztok Bylo smichano 0,59 Coomasie Blue G 250, 450 rethanolu, 100 ml
koncentrované kyseliny octové a 450 ml vody.

Odbarvovaci roztak Bylo smichano 250 ml methanolu, 100 ml koncerdr@s kyseliny
octové a 650 ml vody.

3.2.4 Priprava geli

Elektroforetickd skla byla nejife omyta vodou a poté odnta®acim prosedkem.
Nasledr byla oplachnuta destilovanou vodou a vyeatbuntinou nam@enou v ethanolu.
Skla byla upevéna do stojanu tak, zetéi sklo bylo vzadu. Spodni hrany skel lezely na
gumové podloZzce a tlakem svrchu byla zajiat proti vytéeni gelu. Ke stanoveni byly
pouzity 5% zaosgbvaci gel a 8% sepatai gel.

3.2.4.1 Separahni gel

Pomoci automatickych pipet byly do kadinky napipétoy objemy roztok podle
tabulky 1.
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Tabulka 1 Objemy roztdék pAiprave 8% separéniho gelu

Roztok V [ml]
destilovana voda 4,6

A 2,7

B 1,5

D 0,1

E 0,1
TEMED 0,006

Roztok E a TEMED byl fidan €sr¢ pre nalitim roztoku mezi skla. Roztok byl nalit mezi
skla asi 2 cm od horniho okraje, aby bylo moZnét zalostovaci gel. Roztok mezi skly byl
pievrstven butanolem, aby se vyrovnala hladina ajet@ochrana proti odpavani vody.

3.2.4.2 Zaosftovaci gel

Pomoci automatickych pipet byly do kadinky napipétoy objemy roztok podle
tabulky 2.

Tabulka 2 Objemy roztdkk priprave 5% zaostovaciho gelu

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

Po ztuhnuti sepataiho gelu byl slit butanol a gel byl promyt destdmou vodou. Roztok
E a TEMED byl opt pridavan az fed nalitim. Roztok byl nalit na vrstvu separéno gelu az
po okraj a ihned byl do prostoru mezi skla vioZzdekmforeticky hebinek. Hebinek se
odstraiuje az ped nanasSenim vzaika samotnym stanovenim. Taktipgpaveny gel se hire
uchovavat v lednici, ale pouze do druhého dne.

3.2.5 Pr¥iprava standardu

V mikrozkumavce Eppendorf bylo rozp&so 0,5 mg D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy
v 1 ml vzorkového pufru (standard 0,5 mg*niSms byla promichana na Vortexu a 5 minut
varena Vtermobloku. Standard byl uchovan v mr&ani i teplog —18 °C. PRiprava
standardu probihala stéjjako piprava vzork, coz je dlezité pro vypdet.

3.2.6 Pr¥iprava vzorki

Vzorek jehlicgi listat 100-150 mg byl roz&gn v teci misce s mskym piskem. Poté byly
piidany 2 ml TRIS pufru. Vzorek byl asi 30 sekund log@anizovan. Vysledna suspenze byla
pievedena do centrifugai zkumavky a asi 2 minuty odeffovana. Ze ziskaného extraktu
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bylo odpipetovano 0,5 ml supernatantu do mikrozkekweEppendorf a bylo fidano 0,5 mli
vzorkového pufru. Tato st byla promichana na Vortexu a 5 minutera v termobloku. Po
vychladnuti byly vzorky uchovany v mrazoe i teplot —18 °C.

3.2.7 Elektroforéza

Skla s pipravenym ztuhlym gelem byla vytaZzena ze stojamtigténa od zbytk gelu.
Opatrré byl odstragn hitebinek a skla byla vioZzena do stojanu pro elektézio a to tak, aby
vétSi sklo bylo smirem ven. Do vnihiho prostoru stojanu byl nalit elektrodovy pufr
a pakalo se, jestli pufr neprotéka. Stojan byl uriistio elektroforetické nadoby a &&i
prostor byl naplén asi do poloviny elektrodovym pufrem. Pomoci awdtioké pipety
s dlouho Sgikou bylo do prvnich dvou jamek naneseno ppl Standardu Rubisco. Do
nasledujicich jamek byly naneseny jednotlivé vzorkyobjemu Hul. Takto gipravena
aparatura byla ipojena ke zdroji, kde bylo nastaveno konstantrgétia80 V. V piibéhu
analyzy bylo nutné sledovat, zda pufr nevytékd igtniho prostoru, Pipadré jej doplnit.
Elektroforéza probihala asi 90-120 minut,¢afo vzorku dostoupilo asi 1 cm od spodniho
okraje gelu. Kazdy vzorek byl analyzovdikitat (n = 3).

3.2.8 Vizualizace bilkovin

Po skokeni elekroforézy byla skla vyjmuta ze stojanu agsena do misky s destilovanou
vodou, mensim sklem smem dofi. Pomoci Spachtle bylo sejmuto horni sklo a naslégio
vyjmuto i sklo spodni. Voda z misky byla vylita aldyl prevrstven stabilizénim roztokem
a 5 minut stabilizovan nardpace. Poté byl roztok slit a gel bylfgvrstven barvicim
roztokem, kterym byl barven 30 minut fegace. Po uplynuti této doby byl roztok slit a gel
byl promyt pouzitym odbarvovacim roztokem. Naskedryl gel jeS¥ odbarvovancistym
odbarvovacim roztokem 90 minut rfregace. Po sliti odbarvovaciho roztoku byl gel promyt
destilovanou vodou, poloZen na elektroforetické sklzabalen do potravifské folie, které
ho chrani ped vyschnutim. Hotové gely byly skladovany v ledmpti teplot 4 °C. Cela
prace byla provasha v ochrannych vinylovych rukavicichiivvysoké toxici¢ akrylamidu.

3.2.9 Vyhodnoceni gei

Hotové gely byly naskenovany. Kvantifikace velkédmanotky enzymu Rubisco byla
provedena programem FUJIFILM, Science Lab 2006 tiM&duge, verze 3.X. Zoény velkych
podjednotek byly fevedeny na piky a integraci byla vyftédna jejich plocha. Obsah enzymu
Rubisco ve vzorcich byl vyg@an porovnanim plochy zény jednotlivych vzork plochy
zony standardu. ProtoZze pénvelikosti plochy a obsahu je ovligen mnoha faktory, bylo
nutné nanést standard Rubisco na kazdy gel.

3.2.10 Priklad vypoétu obsahu enzymu Rubisco
Pro stanoveni byl pouZit standard o koncentrach@gsml®.
Obsah Rubisco v celkovém objemu extraktu:

c= 9093557[10,5(8

= 705mgml™
5162031
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Obsah Rubisco vztazeny na jednotkovou plochu jehlic

705

c= = 263gm?
0,0026821000

Obsah Rubisco vztazeny na jednotkovou hmotnost list

o= 7,02[51_000: 2742 Mgy, ™
{

3.2.11 Statistické zpracovani vysledk

Ze fi stanovenych hodnot daného vzorku byl Wtea pamer, ktery nésleda slouZil
pro vypaet obsahu Rubisco.

Pro statistické vyhodnoceni bylo nutné vyivdezv. chybové Uskky. Z primérné hodnoty
obsahu Rubisco jednotlivych vzdrknag. slunnych list buku lesniho gstovaného v E byla
v programu Microsoft Excel pomoci funkce ,SMODCHYpotena standardni odchylka
(SD). Poté byla standardni odchylka rée8a pro interval spolehlivosti (IS) 95 % pomoci
funkce ,CONFIDENCE". Tyto hodnoty byly dosazovany chybovych Useek.
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4 VYSLEDKY

SMRK(24.7.2012) Elevated(ex/sh)
20,00
18,00 1570
16,00
14,00 13150
E 12,00
Lo 10,00
£ 800
6,00
4,00
2,00
0,00
exposed shaded

Obr. 19 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve slurmgthnych jehlicich, vztazené na
gramcerstvé hmotnosti, u smrku ztepilého kultivovanéhayySené koncentraci GO/zorky
odebrané 24. 7. 2012, n = 3, chybovédkyevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.

SMRK(24.7.2012) Ambient(ex/sh)
25,00
20,00 17|97
E 15,00 13|73
? 10,00
5,00
0,00
exposed shaded

Obr. 20 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve sluregtihnych jehlicich, vztazené na
gramcerstvé hmotnosti, u smrku ztepilého kultivovanéhagrmalni koncentraci CQ
Vzorky odebrané 24. 7. 2012, n = 3, chyboveKysgyjaduji intervaly spolehlivostif

o =0,05.
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BUK(25.7.2012) Elevated(ex/sh)

35,00

30,00 26767

25,00
2 20,00 18180
X
B 15,00

10,00

5,00

0,00

exposed shaded

Obr. 21 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve slurmgtihnych listech, vztazené na gram
cerstvé hmotnosti, u buku lesniho kultivovanéhayysSené koncentraci GOVzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybovédkyevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.

BUK(25.7.2012) Ambient(ex/sh)
35,00
30,00 27132
25,00 24,14
3 20,00
X
g 15,00
10,00
5,00
0,00
exposed shaded

Obr. 22 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve slurmgtihnych listech, vztazené na gram
cerstvé hmotnosti, u buku lesniho kultivovanéhmprmalni koncentraci C® Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybovédkygevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.
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BUK(25.7.2012) Elevated(ex/sh)
4,00
3,50
3,p0
3,00
2,50
NE 2,00
o 151
1,50
1,00
0,50
0,00
exposed shaded

Obr. 23 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve slurmgthnych listech, vztazené na
jednotkovou plochu listu, u buku lesniho kultivedMam gi zvySené koncentraci GOVzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybovédkyevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.

BUK(25.7.2012) Ambient(ex/sh)
4,00
3,50
2,5

3,00

2,50
E 200 1,74
oo

1,50

1,00

0,50

0,00

exposed shaded

Obr. 24 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve slurmgthnych listech, vztazené na
jednotkovou plochu listu, u buku lesniho kultivadamgi normalni koncentraci C@ Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybovédkyevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.

Zobr.19 a obr. 20 je patrné, Zze u smrku ztepilélebyly zaznamenany statisticky
vyznamneé rozdily v obsahu enzymu Rubisco ve slum@aystinnych jehlicich anitpzvyseneé,
ani @i normalni koncentraci CO Fi zvySené koncentraci GQinil pokles obsahu Rubisco
ve stinnych jehlicich oproti slunnym jehlicim 14 pbi, normalni koncentraci C£24 %.

Z obr. 21-24 Ize Wist, Ze pokud byl obsah Rubisco v listech buku itesrvztazen na
gramcerstvé hmotnosti jako u smrku, mezi slunnymi argtini listy v atmosfée se zvySenou
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koncentraci C@byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil, ayd@iakormalni koncentraci
CGO;, nikoli. Pokles obsahu Rubisco ve stinnych listephoti slunnymginil 30 %, resp. 12 %.
Pokles obsahu Rubisco u stinnychdistproti slunnym byl vyraz$si, jestlize byl obsah
enzymu vztazen na jednotkovou plochu listu. V torpifpad byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil v obsahu Rubisco jaki gvySené, tak § normalni koncentraci C£
pficemz tento rozditinil 50 %, resp. 41 %.

SMRK(24.7.2012) exposed(E/A)
25,00
20,00 17[97
15770
= 15,00
Eﬂ 10,00
5,00
0,00
Elevated Ambient

Obr. 25 Srovnéni obsahu enzymu Rubisco ve slunekiibich, vztazené na graterstvé
hmotnosti, u smrku ztepilého kultivovanétiozpySené a normalni koncentraci €®zorky
odebrané 24. 7. 2012, n = 3, chybovédkyevyjaduiji intervaly spolehlivostif o = 0,05.

SMRK(24.7.2012) shaded(E/A)
18,00
16,00
14,00 13/50 13)73
12,00
E 10,00
2
%n 8,00
6,00
4,00
2,00
0,00
Elevated Ambient

Obr. 26 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve stirjeftibich, vztazené na gratBerstvé
hmotnosti, u smrku ztepilého kultivovanéliozpySené a normalni koncentraci £€®zorky
odebrané 24. 7. 2012, n = 3, chybovédkygevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.
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BUK(25.7.2012) exposed(E/A)
35,00
30,00 26]67 27132
25,00
= 20,00
x
g 15,00
10,00
5,00
0,00
Elevated Ambient

Obr. 27 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve slurisfebh, vztazené na gradarstvé
hmotnosti, u buku lesniho kultivovanéliozvySené a normalni koncentraci €®zorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybovédkyevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.

BUK(25.7.2012) shaded(E/A)
30,00
25,00 24714
20,00 18180
=
2 15,00
£
10,00
5,00
0,00
Elevated Ambient

Obr. 28 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve stidisgebh, vztazené na graderstvé
hmotnosti, u buku lesniho kultivovanéliozvySené a normalni koncentraci £€®zorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybovédkyevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.
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BUK(25.7.2012) exposed(E/A)
4,00
3,50
3,p0 2,5
3,00
2,50
% 2,00
1,50
1,00
0,50
0,00
Elevated Ambient

Obr. 29 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve slurisgebh, vztaZzené na jednotkovou
plochu listu, u buku lesniho kultivovaného zvySené a normalni koncentraci €®zorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybovédkygevyjaduji intervaly spolehlivostif « = 0,05.

BUK(25.7.2012) shaded(E/A)
2,00
1,80 Ly4
1,60 1,p1
1,40
1,20
% 1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00
Elevated Ambient

Obr. 30 Srovnani obsahu enzymu Rubisco ve stidisgebh, vztazené na jednotkovou
plochu listu, u buku lesniho kultivovaného zvySené a normalni koncentraci €®zorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybovédkyevyjadu;ji intervaly spolehlivostif « = 0,05.

Obr. 25 a obr. 26 zachycuji obsah enzymu Rubissmnku ztepilého, kde byl porovnavan
rozdil mezi jehlicemi rostoucimi v atmogéése zvySenou a normalni koncentraci,CO
Z vysledki vyplyva, Ze jak u slunnych, tak u stinnych jehtieSlo @i zvySené koncentraci
CO;, k poklesu obsahu Rubisco oproti jehlicim v norm&ancentraci CQ nicmér tyto
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rozdily nejsou statisticky vyznamné a u stinnychligeje rozdil prakticky zanedbatelny.
Poklescinil 13 %, resp. 2 %.

Z obr. 27-30 je patrné, Ze u stinnychdibuku lesniho dosloipzvysené koncentraci GO
k vyrazreéjSimu poklesu obsahu Rubisco nez udlistunnych. Z toho pouze u stinnych iist
byl pokles obsahu Rubisco vztazenéh@erastvou hmotnost statisticky vyznamny. Rozdil byl
22 %. Pokles obsahu Rubisco ve stinnych listagteyySené koncentraci GOrztazeny na
jednotkovou plochu listdinil 13 %. U slunnych list byl rozdil zanedbatelny a jeho hodnota

je cca 2 %.
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5 DISKUSE

Snizeni obsahu Rubisco je podisimy autoti [19, 20, 4] hlavnim znakem aklimace C3
rostlin na zvySenou koncentraci @Nafr. Seneweera et all9] uvadi ve své studii pokles
obsahu Rubiscoipzvysené koncentraci GQu rozvijejich se list o 19 %. Pro aklimaci
obsahu Rubisco existuji &veorie:

Moore et al. 41], Leegood et al.§] a Seneweera a Conro¢d tvrdi, Zze je aklimace
zpisobena specifickou redukci represi expresai ggn Rubisco, ktera je zpréstkovana
hromaanim rozpustnych sachatfidjez potl&uji expresi getarbcSarbcL.

Jini aut@i [19, 43, 44 argumentuji, Ze aklimace obsahu Rubisco jesletkem
nespecifického poklesu obsahu dusiku v listechiskedlku nahromaghi wtSiho mnozstvi
sacharid pii zvySené intenzét fotosyntézy. Pro snizeni koncentrace dusiku jsmn&
vyswtleni, napiklad Zedini dusiku vlivem hromaghi nadbytku sachanid [45], sniZeni
transpirace a tedy i transportu dusiku do mist, pdebiha asimilacedl] a potl&eni
fotorespirace 47]. Krom¢ toho Seneweera et all9 dokazuji, Ze zvySena koncentrace L£LO
omezuje transport dusiku do tist tim ovliviiuje syntézu Rubisco, coz vede k aklimaci. Podle
[19] prispiva k aklimaci i zrychlené starnuti fist

V naSi praci se potido prokazat statisticky vyznamny pokles obsahu Bt
v podminkach zvySené koncentrace uze ve stinnych listech buku. U ostatnich varian
nebyl pokles obsahu Rubisco v E proti A statistieckgnamny.

Rovrez statisticky nevyznamny byl rozdil v obsahu Rubiscezi slunnymi a stinnymi
jehlicemi u smrku. Naproti tomu vyznagnizSi byl obsah Rubisco ve stinnych listech buku,
piicemz rozdil mezi slunnymi a stinnymi listy byl n&$i v podminkach zvySené koncentrace
CO,. To lze vys¥tlit tak, Ze na poklesu obsahu Rubisco u variantie¥sh) se podili jak
aklimace na zvySenou koncentraci £ @k i mala sila sinku u stinnych fist

Leegood et al.§] zminuji sniZzeni obsahu Rubisco u rostlin rostoucigém@Esim os¥tleni
ve své praci. PiSi, Zze chloroplastchto rostlin vykazuji adaptivni ziny projevujici se
zvySenym vyvinem thylakoida zvySenou podporou &lo zachycujicich slozek. Nate?)
uvadi, Zze i dostatku CQ a nizké oz#&nosti je rychlost fotosyntézy sniZzena nedostete
rychlosti regenerace substratu (RuBP), coZijmym disledkem nedostatku ATP a NADPH,
tzn. nedostataé rychlosti penosu elektrainv systému thylakoidni membréany.
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6 ZAVER
Cilem bakaléské prace bylo vyhodnotit vliv zvySené koncentramadu uhliitého
a expozice (ex/sh) na obsah enzymu Rubisco.

Vzorky lista a jehlic buku lesniho, resp. smrku ztepilého dgbirany na Experimentalni
ekologické stanici Ustavu systémové biologie a ei@ Akademie ¥d CR na Bilém KiZi
v Moravskoslezskych Beskydech. Vjedné mirisfé byla udrzovana koncentrace
CO, 350umol-mol?, co? odpovida normalni koncentraci £@mbient — A), a ve druhé
minisf&e byla koncentrace GQudrzovana na 70@mol-moi* (elevated — E). Vzorky jehlic
(ex i sh) smrku ztepilého byly odebrany 24. 7. 2@B2alel# v A a E. Listy buku lesniho
byly odebrany 25. 7. 2012 také ex i sh par&leli\ a E.

Stanoveni obsahu enzymu Rubisco bylo provedeno doetoSDS-PAGE podle
Damervalové et al.3[7] a Rogerse et al3B] a dale byla metoda upravena podle Floric88h [
a Zachové4qQ.

U smrku ztepilého nebyly zaznamenany zadné stdistvyznamné rozdily obsahu
Rubisco mezi stinnymi a slunnymi jehlicemi, ani yleb pozorovdna aklimace obsahu
Rubisco u varianty E vzhledem k A. Naopak u buksnibo doslo k vyraznému snizeni
obsahu Rubisco ve stinnych listech. N&V pokles obsahu Rubisco byl zaznamenan
u stinnych list rostoucich v podminkach zvySené koncentrace CO
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOL U

A minisféra s normalni koncentraci oxidu ghého
ADP adenosin-5"-difosféat

Arg arginin

Asn asparagin

ATP adenosis-5"-trifosfat

CA 2-karboxy-D-arabinitol

CA1P 2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfat

CABP 2-karboxy-D-arabinitol-1,5-bisfosfat

CE-SDS kapilarni elektroforéza za pouziti SDS

CTBP 2-karboxytetritol-1,4-bisfosfat

DNA 2-deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiothreitol

E minisféra se zvySenou koncentraci oxiduditého
ELISA Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)

Glu glutamin

Gly glycin

His histidin

KABP 3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfat

LHC komplex chlorofylovych shyact swtla (Light-Harvesting Complex)
Lys lysin

Met methionin

MRNA mediatorova RNA

NADH nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosféat

P anorganicky fosfat

PDBP D-glycero-2,3-pentodiulosa-1,5-bisfosfat

PSI fotosystém |

RNA ribonukleova kyselina

RuBP ribulosa-1,5-bisfosfat

Rubisco ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
SDS dodecylsiran sodny

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelpaaziti SDS
TEMED N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin

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