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ABSTRAKT

V této bakaldiské praci byl sledovdan obsah enzymu Rubisco u buku lesnitho (Fagus
sylvatica) a smrku ztepilého (Picea abies) pestovanych v podminkdch normdlni (A), tj
350 umol-mol'1 a zvySené (E), tj. 700 umol-mol'1 koncentrace oxidu uhliitého a dile obsah
Rubisco ve stinnych (sh) a slunnych (ex) listech, resp. jehlicich. Obsah enzymu byl stanoven
metodou SDS-PAGE. Vyznamny pokles obsahu Rubisco byl prokdzin v podminkéch E proti
A u stinnych listd buku. V ostatnich pfipadech nebyl pokles tak vyznamny. Pfi srovnani
slunnych a stinnych jehlic se také neprokazal statisticky vyznamny rozdil, avSak ve stinnych
listech buku oproti slunnym byl obsah Rubisco vyznamné nizsi a zvIasté pak v podminkédch
E.

ABSTRACT

In this bachelor’s thesis content of Rubisco in beech (Fagus sylvatica) and Norway spruce
(Picea abies) was studied. The plants were cultivated in conditions with ambient carbon
dioxide concentration (350 umol-mol'l) and elevated carbon dioxide concentration
(700 umol-mol'l). The content of Rubisco in exposed and shaded leaves or needles was
compared. The content of Rubisco was determined by SDS-PAGE method. A significant
decrease in Rubisco content was demonstrated in conditions E versus A in shaded beech
leaves. In other cases, the decrease was not so significant. A comparison of exposed and
shaded needles also did not show a statistically significant difference, but in shaded beech
leaves against exposed leaves Rubisco content was significantly lower, especially in
conditions E.

KLICOVA SLOVA

fotosyntéza, ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa, SDS-PAGE, zvysena
koncentrace oxidu uhlicitého, obsah Rubisco
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1 UVOD

Fotosyntéza je jednou z nejvyznamnéjSich metabolickych drah v Zivé ptirodé. Pomoci
svételné energie se zde oxid uhliCity vdzany ze vzduchu pfeméfiuje na sacharidy, které slouzi
jako zdroj energie pro rizné organismy. NejdualeZitéjsi ilohou je vSak produkce kysliku, jenz
je neodmyslitelnou soucasti naseho Zivota. Kyslik se uvoliiuje z molekuly vody pfi oxidaci,
nikoli z molekuly CO..

Klicovym enzymem fotosyntézy je ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa
(Rubisco). Tento enzym katalyzuje fixaci atmosférického oxidu uhli¢itého do organickych
slouCenin a propojuje tak uhlik vazany v anorganickych slou€enindch s biosférou. Je to
nejrozsitené€jsi protein na Zemi. V rostlindch je pfitomen ve velkém mnoZstvi, vzhledem
k jeho nizké ucCinnosti — z hlediska afinity k substrdtu i rychlosti pfemény substratu. Kromé
CO; je enzym schopen vazat i kyslik. Jeho dvoji funkce je ddna podobnou strukturou obou
molekul, diky niZ se mohou véazat do aktivniho mista enzymu.

Mnoho faktord v soucasnosti zvySuje koncentraci oxidu uhlicitého v atmosféie. Pri vyssi
koncentraci CO, dochazi ke zvySeni rychlosti fotosyntézy, ovS§em pii dlouhodobém pusobeni
zvySené hladiny CO, se u mnoha druha rostlin rychlost snizuje a nastava aklimaéni deprese.
Ve fotosyntetickych tkanich se hromadi sacharidy a dochdzi nejen ke sniZeni fotosyntézy, ale
i ke snizeni mnoZstvi enzymu Rubisco, obsahu dusiku a rozpustnych proteina v listech.

Tato bakaldfskd price se zabyvd stanovenim obsahu enzymu Rubisco u buku lesniho
a smrku ztepilého péstovanych v atmosféfe se zvySenou a normdlni koncentraci CO
elektroforézou v polyakrylamidovém gelu s SDS (SDS-PAGE). Cilem bylo potvrdit nebo
zamitnout hypotézu o aklimaci obsahu Rubisco v podminkdch zvySené koncentrace CO
u smrku ztepilého a buku lesntho a rovnéZ sledovat vliv typu asimilaéniho aparitu
(slunny/stinny) na obsah Rubisco za t&chto podminek.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Fotosyntéza
2.1.1 Zakladni princip fotosyntézy

Fotosyntéza je soubor biochemickych procest, ve kterém dochdzi k pfeméné sveételné
energie na energii chemickou. Jednoduché anorganické slouceniny oxid uhliCity a voda se
pfitom meéni na sacharidy a ty mohou byt vyuZivany jako zdroj energie samotnych rostlin, ale
také jinych organismu, jez se fotosyntetickymi organismy Zzivi. Schopnost fotosyntézy maji
rostliny a sinice a kromé pfemény CO; a vody je s fotosyntézou tzce spjata produkce kysliku.
Veskery kyslik v atmosféte Zeme vznikl prave fotosyntézou [/].

Fotosyntéza je redukcni proces. Uhlik v CO, je voxidovaném stavu a v prubéhu
fotosyntézy je pfevadén na redukovany stav v sacharidech. Potfebné elektrony jsou odebirdny
z molekul vody a pfi oxidaci vody vznika kyslik. Cely proces lze shrnout nasledujici rovnici

[/]:

svétlo

6CO, +12H,025C H,,0, +6 0, +6 H,0 (1)

2.1.1.1 Chloroplasty

Chloroplast (Obr. 1) je mistem, kde celd fotosyntéza probihd. Jde o bunécnou organelu
bohatou na membrény, kterd je rozmanitd co do velikosti i tvaru (nejbéznéjSim tvarem je
elipsoid) [2].

Obr. 1 Schéma struktury chloroplastu. (a) Rez vysekem organely. (b) Misto styku dvou
thylakoidovych membrdn v granu se zakotvenym komplexem chlorofylovych sbéracii svétla
vdzanych na bilkoviny (LHC) (Light-Harvesting Complex) [3].



Prostor obklopeny vnitini membrdnou obsahuje stroma, coZ je koncentrovany roztok
enzymu, v némZ jsou molekuly DNA, RNA a ribosomy. Ve stromatu je ulozena dalsi
soustava membrdn — thylakoidy. Thylakoid je mnohondsobné poskladany, plochy vacek nebo
se také jevi jako soustava terCovitych vacki posklddanych do sloupci. Tyto ttvary se
nazyvaji grana. Chloroplast b&éZn¢ obsahuje 10-100 gran. Reakce zdvislé na svétle probihaji
pravé v thylakoidni membrin€. Reakce nezavislé na svétle probihaji u eukaryotnich
organismu ve stromatu chloroplastt jako cyklicky sled enzymovych reakei [2].

2.1.1.2 Fotosyntetické pigmenty

Existuji tfi kategorie fotosyntetickych pigmentt. Jsou to chlorofyly (porfyriny), fykobiliny
(porfyriny s otevienym tetrapyrrolovym fetézcem) a karotenoidy (isoprenoidy) [4].

v s

Nejdulezitéjsimi fotosyntetickymi pigmenty (fotoreceptory), které absorbuji svételné
zafeni, jsou u eukaryot a sinic chlorofyl a a chlorofyl b (Obr. 2). Tyto latky patii mezi
pyrrolova barviva, jeZ v centru tetrapyrrolového kruhu obsahuji hofe¢naty kation. Po absorpci
fotont elektromagnetického zafeni jsou molekuly chlorofylu pfevedeny do excitovaného
stavu. Mnoho konjugovanych dvojnych vazeb v molekule posouvd absorpéni maximum
k vy$§im vlnovym délkdm. Absorpcni spektrum chlorofylu md dvé maxima, avSak pro

Yev s

Komplementarni barvou k absorbovanému Cervenému zéfeni je zelend [7].

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

CH,—CH;4 HaC

CH
l i 2 (13:0 O

0=cC = I
| c') chlorofyl a o (‘: ) chlorofyl 5

|

OR CH, OR CHa
CH, CH, CHg CH,
fytyl
R= = CH; L

Obr. 2 Chlorofyl a a chlorofyl b 1]

NP4

Univerzalni rozsifeni chlorofylu a u organismua s oxygennim typem fotosyntézy ukazalo,
ze pouze chlorofyl a je vlastnim transformatorem energie ve fotosyntéze, ktery se
bezprostifedné tcastni primarniho fotochemického déje (pfemeéna elektromagnetického zafeni
na energii chemickou) [4].

Ostatni pigmenty zastdvaji pouze pomocnou funkci. Zachycuji dopadajici zafeni a energii

excitovaného stavu pfendsi na chlorofyl a [4].



2.1.2 Svételna faze
2.1.2.1 Pohlceni svétla

Elektromagnetické zateni se $ifi v kvantech (fotonech), jejichZ energie je ddna vztahem

hc
E=hv= 7 (2)
kde h je Planckova konstanta, ¢ rychlost svétla, v frekvence zafeni a 4 jeho vlnova délka.
Cervené svétlo (A = 700nm) md energii 171 kJ/mol fotont. Molekuly maji mnoho
elektronovych kvantovych stavl, které se 1iSi energii. Rozdil energii mezi zakladnim
a vybuzenym stavem elektronu musi pfesn€ odpovidat energii pohlceného fotonu. MnoZstvi
pohlceného svétla je popsano Lambertovym-Beerovym zakonem [2].

Molarni absorpéni koeficienty chlorofyld pfi jejich maximdlni absorpci presahuji
10° dm’molem™ [2] a patii k nejvy$§im zndmym hodnotim u organickych molekul.
Vyznamné rozdily v absorpCnich spektrech chlorofyli jsou zplisobeny malymi rozdily
v jejich struktufe. To m4 vyznam pro jejich funkci.

Vybuzend molekula je schopnd pfeménit excitacni energii rliznymi zpusoby. Mezi
nejdulezitéjsi patii vnitini pfeména, fluorescence, prenos excitonu a fotooxidace. U vnitin{
pfemény jde o pfechod na kinetickou energii tedy teplo. Pri fluorescenci excitovana molekula
vyzaii foton, aby pfesla do zdkladniho stavu. Pfenos excitonu (rezonancni pienos energie) se
uskutecni tehdy, jestlize vybuzend molekula pfendSi svou excitaéni energii na blizkou
molekulu s podobnymi elektronovymi vlastnostmi, kterd je v zdkladnim stavu. Pfenos
excitonu ma vyznam pro soustfedéni svételné energie do fotosyntetickych reakCnich center.
D¢j, ptfi némz se excitovand donorovd molekula (chlorofyl) oxiduje pfenesenim elektronu na

molekulu akceptoru a redukuje ho tim, se nazyva fotooxidace [2].

VétSina molekul chlorofylu pouze shromazd’uje svétlo, tzn. funguji na principu
svétlosbérné antény. Zde dochdzi k prfenosu excitonu (pfedavéni energie z jedné molekuly na
druhou) aZ do reakcniho centra, kde se energie zachyti. Chlorofyly reakéniho centra maji
0 néco nizsi energii excitovaného stavu [2]. Pfi pfenosu energie ve svétlosbérnych systémech
nedochdzi k separaci naboju. ReakCni centrum obsahuje dvojici molekul chlorofylu
navdzanych na protein, kterd se po pfijeti fotonu excituje. Pouze tato reakce je zdvisld na

svétle.
2.1.2.2 Prenos elektronii se dvéma reakcénimi centry

Rostliny a sinice pouZivaji redukéni ekvivalenty, ziskané oxidaci vody k tvorbé NADPH.
Dil¢imi reakcemi tohoto procesu jsou [2]:

O,+4e¢e +4H" & 2H,0 (3)
NADP' +H" +2 e~ <> NADPH (4)

Fotosyntetizujici bakterie pracuji s jednim fotosystémem, oxygenni typ fotosyntézy
obsahuje dva fotosystémy a tudiZ dvé reak¢ni centra [4].
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Prvni vyrabi silné redukéni ¢inidlo (ferredoxin), které redukuje NADP™. Druhy m4 zase na
starosti produkci silnych oxydans O, z vody. Oba fotosystémy jsou umistény oddélené a jsou
propojeny fetézcem transelektronas.

Ve fotosystému I (PSI) dochazi pfenosem fotont ze svétlosbérnych antén k redistribuci
elektrond molekuly chlorofylu reak¢niho centra a k jeji excitaci. Excitované elektrony se poté
presunou na oxidoreduktasu ferredoxin, vdzany na thylakoidovou membrdnu. Ten pfenese
elektrony na rozpustny ferredoxin. Jeho redukovand forma pak pfedd elektrony na NADP*
prostifednictvim flavoproteinu. Vznikd NADPH [3].

S transportem elektronti je spojen i pienos protont, které jsou piendSeny napiic¢
membranou diky molekuldm hydrofobnich plastochinoni za spoluicasti komplexu
cytochromi b a f [4]. Protony jsou ziskdvany z oxidace vody za soucasného uvolnéni O,.
Vzniklé protony jsou vyuzity v PSI. Pokud je pomé& NADPH k NADP" vysoky a nenf tfeba
vyrdbét dalsi redukovadlo, ptes thylakoidovou membrdnu vznikd protonovy gradient, ktery je
zékladem pro vznik ATP. Nevznikd tedy ani NADPH, ani se neuvolfiuje O,. Tyto procesy
jsou spjaty s fotosystémem II [3].

2.1.2.3 Fotofosforylace

Rozdil pH pies thylakoidni membranu mutze byt az 3,5 jednotek a ma 3 pfiCiny: uvolnéni
4 protoni do thylakoidni dutiny pfi vzniku molekuly O,, komplex cytochroma bs/f
transportuje 4 elektrony a s tim je spojeno pfemisténi 8 protont ze stromatu do thylakoidni
dutiny. Ctyfi protony se ve stromatu véZou pii redukci 2 molekul NADP* na NADPH + H*.
Dohromady se ze stromatu do thylakoidni dutiny pfenese 12 protont. Chloroplastova ATP-
synthasa vytvéii jednu molekulu ATP za kazdé 3 protony vynesené z thylakoidni dutiny [2].

2.1.3 Temnostni faze

Reakce fotosyntézy navazujici na fotochemické procesy svételné faze je mozné shrnout
jednoduchou rovnici [4]:

6 C02 NADPH, ATP C6H1206 (5)
nebo také [5]:

6 CO, +18 ATP+12 NADPH+12 H*
\2 (6)
C,H,0,+12 NADP" +6 H,0+18 ADP +18 P,
Temnostni fdze zahrnuje fadu enzymovych reakci, které vyzaduji ATP a koenzym
NADPH. Produktem je molekula sacharidu vznikla z anorganické slouceniny CO,. Tento déj

se nazyva fixace (asimilace) vzduSného oxidu uhlicitého. Z hlediska spotieby ATP na jeden
mol vdzaného CO; je ze vSech cest fixace CO, tato nejndkladnéjsi [5].

Nazev temnostni faze je zavadéjici, nebot evokuje myslenku, Ze tato Cast fotosyntézy
neprobihd na svétle. Fixace oxidu uhliCitého je vSak sled reakci probihajicich na svétle i ve
tmé tak dlouho, dokud je k dispozici dostatek ATP a NADPH z pfemény svételné energie
prostiednictvim fotosystému [4].
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Metabolickou dréhu, kterou rostliny pretvafeji CO, na sacharidy, objasnili v letech 1946—
1953 Melvin Calvin, James Bassham a Andrew Benson. Jejich experiment byl zaloZen na
pozorovéni, ve kterych meziproduktech fotosyntézy se postupné objevi radioaktivita ze "co,
a vypracovali schéma celé drahy, jeZ je znama pod nazvem Calvinuv cyklus (Obr. 3).

6 ADP (I;HZOPof,'

6 H—C—OH

6 ATP H~C—0H
@ CH,0PO3
ribulosa-1,5-bisfosfat
<|:oo'
(|3H20H 12 H—C—OH
(I)=O Cl: 2.
6 H—C—0H @ @ s
I D-3-fosfoglycerat
H—C—OH
2-

" ribulosa-5-fosfat

12 ADP
N
; 2 c—oP0%
12 ¢=0 O, H

i I N’ CH,OPOZ

y CH,0H ¢
\\ | .
. H—C— 1,3-bisfosfoglycerat
glukosa  dihydroxyacetonfosfat 12 ? OH 12 NADPH %

CH,OPO2 12 NADP®
glyceraldehyd-3-fosfat

Obr. 3 Calvinity cyklus [1]

Tento cyklicky dé&j se sklada ze tii Casti: fixace oxidu uhliCitého v organické formé,
redukce aktivovaného oxidu uhlicitého a regenerace akceptoru CO; [3].

7 w7z

V prvni ¢asti se aktivuje CO, jeho inkorporaci do ribulosa-1,5-bisfosfatu jako karboxyl za
rozpadu vzniklé nestdlé slouCeniny na dvé& tiiuhlikaté molekuly 3-fosfoglycerdtu. Fixace
slouzi k prevedeni energeticky chudé, nereaktivni molekuly na aktivovanou redukovatelnou
formu. Neni to jednoduchy dé&j a k jeho uskutecnéni je zapotiebi zvlastni cukerny fosfét
(ribulosa-1,5-bisfosfat). Jeho molekula po pfijeti oxidu uhli¢itého pifejde na nestabilni
Sestiuhlikaty meziprodukt, ktery se hned $tépi na dvé molekuly 3-fosfoglyceratu [3]. Reakce
je katalyzovdna pomoci enzymu ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy/oxygenasy, kterému se
veénuje dalsi kapitola.

3-fosfoglycerdt se redukuje s NADPH za spotteby 2 ATP pies 1,3-bisfosfoglycerdt na
glyceraldehyd-3-fosfat. Izomeraci tohoto meziproduktu poté vznikd dihydroxyacetonfosfat.
Cist trios piechdzi vngjii chloroplastovou membrdnou do cytosolu buiiky a tam se aldolovou
kondenzaci, katalyzovanou aldolasou, pfeménuji na fruktosa-1,6-bisfosfat. Z ného se pak
v poloze 1 odstépi fosforylové skupiny a izomeraci vznikne glukosa-6-fosfét. Tato reakce je
analogicka biosynthese hexos u heterotrofi. Pouze NADH je nahrazeno NADPH. Z glukosy
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vzniknou rezervni sacharidy, sacharosa a $krob. Cést triosafosfitu se vyuZije na vyrobu lipid
a aminokyselin nezbytnych pro rast rostlin. Béhem jednoho cyklu vznikne z pentosy hexosa
a vyuzije se jeden atom uhliku asimilovaného z CO,. Aby z molekul oxidu uhli¢itého vznikla
hexosa, musi cyklus prob&hnout Sestkrat. Pfi tom se regeneruje Sest molekul ribulosy [3].

Regenerace akceptoru je obricenou regeneracni fazi pentosového cyklu. Dochdzi k ni
procesem zahrnujicim fadu reakci vzdjemnych pfemeén sacharidi — transglykosidacni reakce.
Transketolasa katalysuje prenos glykolaldehydu a glyceraldehydu pomoci thiamindifosfatu
jako kofaktoru z ketos na aldosy a transaldolasa katalyzuje reakce dihydroxyacetonfosfatu
s fosforeCnymi estery aldos [3].

vvvvvv

enzymem je v tomto piipad€ ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa/oxygenasa, kterd katalyzuje
karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu oxidem uhlicitym.

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

V roce 1947 Wildman a Bonner [6] objevili pfi elektroforéze extraktu rostlinnych listt
mohutné zastoupeny protein, ktery pojmenovali Protein frakce I. Na jeho funkci pfisli o par
let pozdéji Calvin a Massini [7], Quayle et al. [8] a Weissbach et al. [9], kdyZ zjistili, Ze tento
protein katalyzuje karboxylaci ribulosa-1,5-bisfosfatu, ¢imz vznikaji dv€ molekuly
3-fosfoglycerdtu. Poté trvalo né€kolik dalSich let, nez byla objevena druhd funkce tohoto
proteinu (Bowes et al. [/0]; Andrews et al. [/]]; Lorimer et al. [/2]). Tou je oxygenace
ribulosa-1,5-bisfosfatu, kdy vznikd molekula fosfoglykolatu a fosfoglyceratu. Enzym dostal
nazev ribulosa-1,5-bisfosfat karboxylasa/oxygenasa (E.C.4.1.1.39) a postupné se pro n¢j
vzila zkratka Rubisco.

Yev s

Fixuje asi 10" tun CO, rogné. Nevyhodou je jeho mald katalytickd dcinnost z hlediska
nasyceni substritem a to vyZaduje obrovskou investici do mnoZstvi enzymu na podporu
piijatelné rychlosti fotosyntézy [5].

2.2.1 Struktura

Existuji dvé analogické formy Rubisco, které se 1i§i svou strukturou. Forma I (Obr. 4) je
haxadekamer LgSg. Vyskytuje se u vySSich rostlin, fas a cyanobakterii. Sklddd se z osmi
velkych podjednotek (L), jeZ maji kazda relativni molekulovou hmotnost 50-55 kDa, a z osmi
malych podjednotek (S) s relativni molekulovou hmotnosti 12—18 kDa [/3]. Kazd4 molekula
m4 ve velkych podjednotkdch osm vazebnych mist pro protilitku a osm vazebnych mist pro
RuBP.
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Obr. 4 Hexadekamer s velkymi podjednotkami zobrazenymi modre a zelené a s malymi
podjednotkami zobrazenymi Zluté. Substrdat RuBP je Cervené. [14]

Velké podjednotky jsou kédovany genomem chloroplasti a dimeruji ,,hlavou k paté*. Jsou
syntetizovany na ribosomech chloroplasti. Malé podjednotky jsou kédovany genomem jadra
a syntetizuji se v cytosolu. Po translaci jsou pieneseny do chloroplastu a za pomoci chaperont
vytvoii s podjednotkami L holoenzym [/5].

Forma II je homodimer L, tvofeny dvéma velkymi podjednotkami. Vyskytuje se
u anaerobnich purpurovych bakterii. Jeji relativni molekulovd hmotnost se pohybuje
vrozmezi 100-110 kDa. Tyto dvé velké podjednotky jsou z30 % [2] homologni

Vv,

s podjednotkami vyssich rostlin.

Vv s

U vysSich rostlin je vramci velké podjednotky sekvence aminokyselin témé&f shodnd.
Kazda velkd podjednotka obsahuje men$i N-termindlni doménu tvofenou péti useky
s B-strukturou a dvéma o-helixy, tzv. o-f tunely. Ddle md vétsi C-termindlni doménu
soudkovitého tvaru, sloZenou z osmi stocenych struktur o/p. Mald podjednotka se skladd ze
Ctyt vlaknovych antiparalelnich B-struktur, které jsou z jedné strany prekryté dvéma o-helixy
[13].

Velké podjednotky obsahuji aktivni a regulani misto. Aktivni misto se nachdzi mezi
N-termindlni doménou jedné a C-termindlni doménou druhé podjednotky. Podjednotky
S zvysuji katalytickou aktivitu Rubisco.

2.2.2 Katalyza

Enzym Rubisco ma dvé funkce. Bud' muaze katalyzovat karboxylaci, tedy navazani CO,,
nebo oxygenaci, kdy dochdzi k vdzani O, na ribulosa-1,5-bisfosfat (RuBP). Tato dvoji funkce
je déna afinitou k obéma molekuldm. Karboxylace je soucasti Calvinova cyklu. K oxygenaci
dochdzi pfi fotorespiraci (tzv. svételné dychdni).
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Obr. 5 Sled katalytickych meziproduktiu zapojenych do karboxylace a oxygenace [5]

Na zaciatku obou reakci se musi RuBP pfeménit na endioldt a pak teprve dojde
k bimolekularni reakci endiolatu s oxidem uhli¢itym nebo s kyslikem (Obr. 5) [16].

Pii karboxylaci se pfechodny meziprodukt 2-karboxyarabinitol-1,5-bisfosfat stabilizuje
vlivem komplexu karbamatu s kovovym iontem Mg2+. Na dal$i meziprodukt se aduje voda,
Stépi se vazba mezi druhym a tfetim uhlikem a vznika jedna molekula 3-fosfoglyceratu. Pak
dojde k protonaci karbaniontu za vzniku dal§i molekuly 3-fosfoglycerdtu. Z molekul
3-fosfoglycerdtu ndsledné vznikaji molekuly glyceraldehyd-3-fosfitu a znich je utvofen
sacharid [5].

Oxygenace probihd za nepfitomnosti redox-aktivnich kovii nebo organickych kofaktora.
Po zaclenéni molekuly kysliku pomoci Rubisco vznikd nestabilni peroxosloucenina
2-peroxy-3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfit. Ve vodném prostiedi se uvolni 3-fosfoglycerit
a 2-fosfoglykoléat. Z fosfoglykolatu se odstépi fosfatova skupina a vznikne glykolét, ktery je
transportovan z chloroplastu do peroxisomu, kde se uskuteCriuji dal$i reakce. Postupnym
navazdnim dvou molekul O, se uvolni molekula CO,. Fotorespirace je energeticky
nevyhodnd, protoZe dojde ke ztrit€ jednoho uhliku v podobé CO, a spotiebuje se jedna
molekula ATP. Timto zpusobem fotorespirace snizuje vytézek fotosyntézy. Jeji rychlost je ale
za normalnich podminek 4 krat mensi nez rychlost karboxylace [15].

Pomeér rychlosti karboxylace ku rychlosti oxygenace pii stejnych rovnovédznych
koncentracich CO; a O, uddva tzv. specifitni faktor Q

vc [02] VC KO
v, [CO,] Vv, K,
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kde v. je rychlost karboxylace, v, je rychlost oxygenace, V. je maximdlni rychlost
karboxylace, K. je rychlostni konstanta karboxylace, K, je rychlostni konstanta oxygenyce
a V, je maximdlni rychlost oxygenace. Pokud se zvysi parcidlni tlak CO,, bude se prednostné

vazat na enzym Rubisco. V dasledku toho se potlaci fotorespirace a zvysi se rychlost
fotosyntézy [15].

2.2.3 Aktivace a inaktivace

2.2.3.1 Aktivni misto
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Obr. 6 Aktivni misto enzymu Rubisco [15]

Aktivni misto enzymu Rubisco je zobrazeno na Obr. 6. N-termindlni doména je tvofena
Glu48, Thr53, Asn53 a Asnlll, vSechny ostatni zbytky jsou umistény v f/a — stocené
doméné priléhajici podjednotky. Na obrdzku je také vidét interpodjednotka solného mustku
mezi Glu48 a Lys329. VétSina zbytkd aktivnich mist je iontovych a poldrnich, jen Met330 je
hydrofobni. Soucasti aktivniho mista je hofec¢naty ion, ktery je dulezity pii aktivaci a katalyze.
Je rozhodujici pro sprdvnou orientaci substritu v aktivhim misté, protoze CABP se vaze
k neaktivovanému enzymu v prevriceném tvaru. NejdaleZitéjsi je Lys191. Jeho
g-aminoskupina je karbamylovana oxidem uhli€itym a vznikly karbamat se stabilizuje pomoci
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Mg**. Na toto karbamylované aktivni misto se vaZe RuBP a na jeho druhy uhlik se vaZe
molekula vzdu$ného CO,. V aktivnim misté jsou také fosfitové ligandy. Ligandy pro P,
fosfat jsou poldrni. Zahrnuji Gly370, Gly393, Gly394, Thr53 a Asn54. P, fosfat je zakotven
v Arg288 a His321 [/5]. Funkce ostatnich zbytkt aktivniho mista nemusi byt urceny
strukturou.

2.2.3.2 Aktivita Rubisco

Aktivita Rubisco zdvisi na konverzi neaktivni formy (E) na aktivni formu (ECM), v4zini
inhibitord CA1P a RuBP na ECM a E a na katalytické tvorbé inhibi¢nich cukrt (bisfosfati)
z meziproduktu endioldtu. Ke karboxylaci RuBP dochdzi pouze senzymem ve formeé
ECM-RuBP. V rostlindch C3 se pfedpoklddd pomér mezi E a ECM asi 1:2, z ¢ehoZ vyplyva
nizka afinita E formy pro CO, a Mg®* [17]. Za normdlnich podminek (pfedpoklad nasyceni
a velkého mnozstvi RuBP) bude rovnovdha ve stromatu posunuta ve prospéch vysoké tvorby
ECM-RuBP.

2.2.3.3 Spontdnni aktivace

inactive active
4 N O

H* H*
O
_t_i_ H 0O _k__ E—H—C’ products

i i E-N-C "
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E-N-
ER f B “O--Mg?*- -RuBP
H O
ECMR E-N=C _ , COz0r Oz
*  'O-Mg*--RuBP

Obr. 7 Aktivace Rubisco karbamylaci 5]

Jak jsem zminila v kapitole o struktufe Rubisco, enzym mé osm vazebnych mist. Pro jejich
schopnost katalyzy je dulezité, aby byl vytvofen komplex s CO, a iontem Mg2+. Soucésti
celého procesu aktivace enzymu je tzv. karbamylace (Obr. 7) [5]. Pii tomto dé&ji molekuly
CO; reaguji s e-aminoskupinou lysinu 201 velké podjednotky. Molekula CO, ucastnici se
aktivacntho procesu je jind neZ molekula CO,, kterd slouZzi jako substrat védzany pfi
karboxylaci. Hofe¢naty ion déle reaguje s karbamdtem koordina¢ni vazbou, a tim karbamat
stabilizuje. Plati, Ze aktivni misto je schopno zpracovat RuBP, pokud se karbamat stabilizuje
kovem. Karbamylace je déj pomaly a proto ur€uje rychlost celého procesu.
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2.2.3.4 Aktivace pomoci aktivasy

Uplné samovolnd aktivace neni in vivo moZna. P¥i¢inou je nedostatena koncentrace CO;
a hofecnatych iontd ve stromatu chloroplasti. Aktivaci enzymu pii fyziologickych
koncentracich CO, usnadnuje aktivasa Rubisco, coz je protein kédovany v jadfe chloroplastu
[15]. Patii do skupiny AAA proteinu (tj. ATPasy spojené s riznymi bunécnymi aktivitami).
Jde o oligomer skladajici se ze 14 &i 16 podjednotek, které spontdnné asociuji. Cim v&&i je
stuperi asociace, tim je vySs$i jeji enzymova aktivita. Pro jeji funkci je dilezita hydrolyza ATP,
RuBP a no¢nfi inhibitor 2-korboxy-D-arabinitol-1-fosfat. Podle Portise [/7] je hydrolyza ATP
Rubisco aktivasou nutnd kvuli obnoveni aktivity inhibovanych forem Rubisco. Regulace
zménami v poméru ATP:ADP je pak prostfedkem, jimz muaZe byt rychle signalizovdno
enzymu Rubisco omezeni sinku, a pokles P; vede k poklesu poméru ATP:ADP v chloroplastu,
ktery snizuje aktivitu Rubisco aktivasy. Na aktivovanou aktivasu se pak muze vdzat Rubisco
a specifickym presunutim fosfatovych zbytkt se Rubisco aktivuje. Aktivasa se soucasné vraci
do neaktivni formy [5].

P1i osvétleni je aktivasa aktivovand veétSim mnozstvim ATP a z aktivniho mista se uvoliuje
RuBP. Enzym poté muizZe projit procesem karbamylace. Vznikly komplex se pak stabilizuje
vazbou RuBP. Pokud je pfitomen RuBP a je dostatek svétla, probihd rychld aktivace Rubisco
prostifednictvim aktivasy. Pokud je vSak tma, aktivasa aktivaci enzymu neovliviiuje [/15].

2.2.3.5 Inaktivace

Rada piirozené se vyskytujicich cukernych fosfaté (Obr. 8), které se vaZou pevnou vazbou
na Rubisco, zptsobuje, Ze aktivni misto karbamylovaného nebo dekarbamylovaného Rubisco
zaujima uzavienou konformaci [ /8], a ma dopad na regulaci Rubisco.

cH,0B) CH,O@) cH,0 (B) cH,O B cH,0(P) cH,0 @)
HO—C—CO0, C=0 HCOH é=o t|:‘=o HO—C—CO,
HCOH CHOH i =0 HOCH tlj =0 HCOH
HCOH HC‘OH H£OH HCOH HcI:OH CH,0 (P)
CH,0H (|3H?O ® a_Ech G (IIHZ() ® L‘Hzo ® CTBP
CA1P RuBP KABP XuBP PDBP

Obr. 8 Struktury prirozené se vyskytujicich inhibitorit enyzmu Rubisco (CAIP —
2-karboxy-D-arabinitol-1-fosfdat, RuBP — ribulosa-1,5-bisfosfdat, KABP —
3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfdt, XuBP — D-xylulosa-1,5-bisfosfdt, PDBP —

D-glycero-2,3-pentodiulosa-1,5-bisfosfdt, CTBP — 2-karboxytetritol- 1,4-bisfosfdt) [ 18]

Dalsi cukerné fosfity a nékteré anorganické anionty také interaguji s katalytickym mistem
in vitro a ovliviiuji karbamylaci. To jsou efektory, které maji pti vySSich koncentracich ve
vztahu k RuBP charakter kompetitivnich inhibitord. Bud’ zvySuji (kladné efektory, napf.
6-fosfoglukondf, NADPH a anorganické orthofosforecnany), nebo sniZuji (negativni efektory,
napft. ribosa-5-fosfat a fruktosa-6-fosfét) rozsah karbamylace pfi koncentraci CO, a Mg2+ pod
bodem nasyceni.

Komplikaci rovnovahy jednoduché karbamylace je fakt, Ze kazdd ze tii hlavnich forem
enzymu je pfedmétem inaktivace vidzdnim cukerného fosfatu. Portis [/7] nazyva tyto tfi
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formy inhibice katalytickd inaktivace, védzani CAIP do aktivované formy Rubisco
a inaktivace pomoci RuBP. VSechny procesy regulace aktivity enzymu jsou zobrazeny na
obr. 9.

= CA1P

Rubisco

Obr. 9 (A) Principy regulace aktivity Rubisco. [E] — dekarbamylovany enzym Rubisco;
[E.I] — dekarbamylovany enzym se substrdtem (RuBP) nebo produktem XuBP vdzanym
v aktivnim misté enzymu, oba jsou inhibitory (I); [E. COz.MgZ+ | — terndrni komplex s aktivnim
mistem,; [E.C OZ.Mg2+.I | —karbamylovany enzym Rubisco s inhibitorem pevné vdzanym
v aktivnim misté (CAIP, PDBP, KABP). (B) Vratnd inhibice prostiednictvim CAIP —
odstranéni zdavislé na svétle a defosforylace, zprostredkované Rubisco aktivasou a CA1P
fosfatasou, CA muZe byt znovu fosforylovdn na CAIP v ndsledujicim obdobi tmy [18].

Prvni inaktivacni proces probihd béhem katalytické reakce a je Casto nazyvén ,.fallover*
(hromadéni produktu se odchyluje od ofekdvaného linearniho Casového pribéhu, kdyz je
RuBP pfidan do plné aktivovaného enzymu — EMC - in vitro). Podle studii je tvorba XuBP
a KABP zodpovédnd za akumulaci neaktivniho enzymu. XuBP (zfejmé i KABP) se pevné
vaze na Rubisco a pomald disociace po jeho vzniku v aktivnim misté muze zpusobovat
pomalou ztritu katalytické aktivity bez poklesu karbamylace. Parry et al. [/8] uvadé&ji, Ze se
XuBP nejen pevné vize na dekarbamylovany enzym Rubisco, ale také se uvoliuje
z katalytického mista a pasobi jako substrat (i kdyz Spatny). Je pomalu karboxylovdn za
vzniku 3-fosfoglyceratu karbamylovanym Rubisco. KABP pravdépodobné vznika rozdélenim
nestabilniho peroxidového meziproduktu z oxygenacni reakce. Katalyticka inaktivace, kter4 je
charakteristickd pro Rubisco vyssich rostlin, je kontinudlni proces, jenZ se musi eliminovat,
aby byla rychlost katalyzy maximélni.

Druhy inaktivaéni proces zahrnuje vytvoreni a pevné vdzdni CAIP do ECM formy
Rubisco (Obr. 9) [17]. Regulace ze strany inaktivace prostfednictvim CAI1P je ale obvykle
omezena svym rozsahem. Mnoho druht rostlin (napf. Spenat, pSenice) obsahuje tak malo
CAIP, Ze nemuze hrat vyznamnou roli. Naopak né€kolik druhd (nejvice studovany je
Phaseolus vulgaris) obsahuje tolik CA1P, Ze na dsvitu témer vSechen enzym existuje jako
ECM-CAI1P. Inaktivaci prostfednictvim CAI1P muiZeme nejsndze pozorovat po nékolika
hodindch tmy a ndsledné€ pifi limitujici intenzité svétla pifed polednem [/7]. V kratkych
Casovych intervalech je jeho tcinek v regulaci sporny.
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Posledni inaktivacni proces je zndzornén na Obr. 9 A vlevo. Zde se RuBP védze na E formu
Rubisco, ke kterému mad mnohem vétsi afinitu neZ k ECM. Tento proces ma vyznam pro
regulaci za nésledujicich podminek. Ve tmé a za neptitomnosti CA1P vétSina Rubisco neni
karbamylovéna a existuje v podob¢ E kvili hodnotam pH, CO, a Mg2+ pod hodnotou optima.
Pfi pfechodu na svétlo se RuBP rychle hromadi. VaZe se na E, vytvaii E-R a blokuje jinak
rychlou konverzi E na ECM [/7]. Tento typ inaktivace se ddle uplatiiuje béhem pfechodu
mezi riznymi intenzitami svétla. Po jeho rychlém poklesu nejdiive RuBP klesne na limitujic{
koncentraci kvuli sniZzené rychlosti regenerace. Pak se opét pomalu vraci zpét ve shodé
s dekarbamylaci enzymu. Za ustdlenych podminek, kdyZ se neméni intenzita svétla, pocCet
neaktivnich mist koreluje s mnoZstvim RuBP védzaného na protein (E-R). Koncentrace RuBP,
ktera dostacuje pro vazbu na E, je nedostate¢nd pro navdzani na ECM. Pfi nedostatku RuBP
proto dochdzi k rychlé pteméné ECM i ECM-R na E-R a v disledku toho po sniZen{ intenzity
svetla poklesne karbamylace a aktivita.

2.2.4 Obsah Rubisco
2.24.1 VyZiva dusikem

Vétsina dusiku v listech je vazana ve fotosyntetickych slozkach chloroplastt. V rostlinach
se priblizn€ 25 % dusiku investuje do samotného enzymu Rubisco [5]. Seneweera et al. [19]
uvadéji rozmezi 15-35 %. Dusik je Casto vzdcnou komoditou, a proto obsah Rubisco v listech
klesa se stafim listt, kdyZ je dusik uvoliiovan do mladych rozvijejicich se listd. V mnoha
studiich byly zkoumdny zmény rychlosti asimilace CO, se staifm listd. Obsah Rubisco
v listech se s rozvijenim listd zvySuje, a pak klesd, jak listy starnou [5]. Zde je obvykle silna
korelace mezi rychlosti asimilace CO, a aktivitou nebo obsahem Rubisco a jinych
fotosyntetickych slozek. Nakano et al. [20] uvadi, Ze aklimace fotosyntézy v listech pfi
zvySeném parcidlnim tlaku CO; je spojena s nespecifikovanym sniZzenim koncentrace dusiku
v listu. Vztah mezi enzymem Rubisco a dusikem v listech je obvykle linearni a 1iSi se mezi
jednotlivymi druhy [5]. Nicméné mechanismus, kterym dostupnost dusiku pusobi na obsah
proteinu Rubisco, je do znané miry nezndmy. Seneweera et al. [/9] piSou, Ze rozdéleni
dusiku do bunécné expanze a zony dozravani (dospivani) muiZe byt kliCem k syntéze
fotosyntetickych proteinti a k aklimaci fotosyntézy v listech pfi zvySeném parcidlnim tlaku
CO,.

2.2.4.2 Stari listu

Podle Seneweery et al. [/9] je koncentrace Rubisco v Cepelich listi také urcena
rovnovdhou mezi syntézou proteinu a jeho degradaci, kterd se méni béhem vyvoje listl.
Napfiiklad v ryzi se koncentrace rychle zvysuje pii expanzi listd a dosahuje maxima, kdyZ je
list pln€ rozvinuty. Zmény v koncentraci Rubisco v pribéhu faze vyvoje listd jsou dobfe
synchronizované s mnozstvim rbcL a rbcS mRNA. V ryZi je velmi mald syntéza Rubisco po
plném vyvinuti listovych Cepeli a koncentrace postupné klesd, jak listy starnou. Stdle vSak
neni zndmo, zda syntéza Rubisco a jeho degradace hraji roli pfi aklimaci fotosyntézy v listech
za zvySeného parcidlniho tlaku COs.

2.2.4.3 Vliv ozareni

Rostliny rostouci ve Spatnych svételnych podminkach maji také nizsi obsah Rubisco nez
rostliny péstované pifi vysokém osvétleni. Chloroplasty zastinénych rostlin vykazuji fadu
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adaptivnich zmén, jako je zvySeny vyvin thylakoidi a zvySené rozdé€leni thylakoidnich
bilkovin do svétlo zachycujicich slozek mimo dosah elektronového transportu meziproduktu,
jako b/f komplex cytochromu a ATPédza [5]. Seemann et al. [2]] zjistili, Ze vztah mezi
dusikem v listech a obsahem Rubisco je nezdvisly na narlstu intenzity zafeni u rodu
Phaseolus a Alocasia. Nicméné kapacita elektronového transportu, kterd je siln€ korelovdna
s obsahem cytochromu b/f, také obvykle souvisi s kapacitou Rubisco a ob€ jsou sniZzeny témef
paralelné pifi nizké intenzité¢ osvétleni [5]. I kdyZ mnoho druhl rostlin sniZuje mnoZstvi
Rubisco pfi nizkém osvétleni, vétSina druha pii nizkém osvétleni nesnizuje obsah Rubisco
dostatecné pro optimdlni rozdéleni dusiku v listech.

Mechanismy, které ovliviiuji mnoZstvi Rubisco, zahrnuji zménu rychlosti genové
transkripce, translaci mRNA, post-translacni regulaci mRNA a fluktuaci proteinu [5].

2.2.4.4 Zvysend koncentrace CO;

Zvyseni parcidlniho tlaku atmosférického oxidu uhli¢itého mize posilit fotosyntézu
v listech C3 rostlin a to mize vést ke zvySenému ristu rostlin a vynosu zrn. Pocéatecni
stimulace fotosyntézy vSak neni obvykle udrZzovana dlouho a klesd, dokud se neustali na nizsi
rychlosti. Tento proces zndmy jako aklimace fotosyntézy na zvySeny parcidlni tlak CO, je
v literatufe Casto zminovdan [5, /8, 19]. Aklimace na zvySenou koncentraci CO; je z velké
Casti pripisovdna sniZené koncentraci dusiku a Rubisco v listech [79].

Nekdy je proces sniZeni rychlosti asimilace spojeny s poklesem mnozZstvi fotosyntetickych
bilkovin nazyvén tzv. ,,down-regulation®. Jednim z vysvétleni tohoto jevu je, Ze zp€tnd vazba
regulace fotosyntézy zpusobuje akumulaci sacharidi ve fotosyntetickych pletivech. To
vyplyva z fady dukaza [5]:

e Sacharidy se Casto hromadi v listech rostlin péstovanych pfi zvySené koncentraci
CO,, coz naznaCuje, Ze schopnost pletiv sinkti vyuZivat nadbytec¢né produkty
fotosyntézy je, pfinejmensim u nekterych druhd, omezena.

e Manipulace s pomérem zdroj/sink bud’ odstranénim plodu, nebo zvySenim sily
sinku odstranénim listd méni rychlost fotosyntézy a mnoZstvi enzymu Rubisco.
Experimenty s odstranénim plodii u s6ji identifikovaly nerozpustnou formu
Rubisco o vysoké molekulové hmotnosti, kterd je spojena s aklimaci fotosyntézy.

e Omezeni transportu sacharidd z listd podvdzanim stonki nebo snizeni aktivity
transportu  sacharosy ve floému v transgennich brambordch zpusobily
fotosyntetickou ,,down-regulation* v€etné snizeni mnozstvi proteinu Rubisco.

e Podobna fotosyntetickd aklimace nastane po zvySeni koncentrace cukri
v jednotlivych listech (feeding experimenty), coZ vyvold represi exprese
fotosyntetickych gent.

2.3 Vliv zvySené koncentrace CO, na C3 rostliny
2.3.1 ZvySovani koncentrace CO;

V poslednich staletich byla koncentrace oxidu uhliitého v atmosféfe pomeérne stél4.
Béhem pramyslové revoluce v 18. a 19. stoleti v§ak mnozstvi CO, zna¢né vzrostlo. Dal§im
faktorem ovliviujicim koncentraci CO; je likvidace lest, ¢imz dochazi k ruseni ekosystému,

21



které pohlcuji CO,. A v neposledni fadé ke zvySovani hladiny CO, také prispiva i narast
populace aj. SloZeni atmosféry se méni tak rychle, Ze rostliny nejsou schopny pfiméfené
zareagovat prizpusobenim svych vlastnosti.

Piimé ucinky zvySené koncentrace CO; se projevuji zmeénami rychlosti fotosyntézy,
fotorespirace a vodivosti pruduchu [22]. OvSem vedle piimych G¢inka zvySené koncentrace
dochdz{ jeste k vyznamnym interakcim mezi danymi procesy.

2.3.2 Rychlost fotosyntézy

Zvyseni rychlosti fotosyntézy je dusledkem zmén rychlosti karboxylace a inhibice
fotorespirace  zpusobenych zvySenou koncentraci CO, ve vzduchu obklopujicim

fotosyntetické organy [23]. Tyto procesy ovliviiuje zejména dostupnost zafivé energie, coz
ukazuje obrazek nize (Obr. 10):

- |
D50 900
E w 700
3 =0 0
?E) 20 .
= 200
= 10
Q_Z

0 . . i

0 300 600 900 1200 1500 1800
Ozafenost (umol [kvant] m?s™)

Obr. 10 Zavislost rychlosti fotosyntézy na ozdrenosti pri riizné koncentraci
CO; (umol mol™"), kterou uddvaji Cisla u jednotlivych krivek. [22]

Yev s

rychlosti karboxylace, protoZe pfi standardni koncentraci CO, nejsou C3 rostliny timto
substratem saturovdny, a k inhibici oxygenasové aktivity enzymu (fotorespirace), kterd za

standardni koncentrace snizuje rychlosti fotosyntézy o 20-50 % [24]. CO, je kompetitivni
inhibitor oxygenasové aktivity.

Rozdéleni rostlin na typ C3 a C4 [22] je zaloZeno na chemické struktufe prvniho stabilniho
produktu karboxylace pfi fotosyntetické fixaci CO,. U rostlin C3 vznika fosfoglycerit, jenz je
slozen ze tif atomu uhliku, na rozdil od rostlin C4, u kterych vznikd nejdiiv oxalacetat
obsahujici Ctyfi atomy uhliku v molekule. Jeden ze zakladnich rozdili mezi typem C3 a C4
vyplyvd z grafu (Obr. 11). Rostliny C4 jsou pii stdvajici koncentraci CO; substratem

nasyceny, ale naopak rostliny C3 jsou schopny reagovat na dalSi zvySeni koncentrace
zvySenim rychlosti fotosyntézy.
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Obr. 11 Charakteristika zavislosti rychlosti cisté fotosyntézy na koncentraci CO> u rostlin
C3aC4[22]

Podle ndzoru Theobalda et al. [25] je pfi zvySené koncentraci CO, maximdlni rychlost
karboxylace imérnd obsahu enzymu Rubisco a pii nasyceni svétlem je imeérnd k obsahu
tylakoidni ATP-syntasy.

Na rychlost fotosyntézy ma také vliv interakce oxidu uhli¢itého se zménou teploty. Tento

N 4

jev je znazornén na obr. 12. Z grafu lze vycCist, Ze s vyS§i koncentraci CO, se teplotni
optimum posouva k vyS$S§im teplotdm a toto optimum se znacné zuZuje. Ke zvySeni teploty
dochéazi bud’ kvili zvysené absorpci dlouhovlinného zareni vyvolané zvySenou koncentraci
sklenikovych plynt v atmosféfe, nebo kvali poklesu vodivosti praduchi s ndslednym

poklesem rychlosti transpirace [22].
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Obr. 12 Zavislost rychlosti fotosyntézy na teploté pri ozdrenostech, jejichZ hodnoty pro
Jjednotlivé kiivky jsou uvedeny v grafu [22]

2.3.2.1 Aklimace na zvysenou koncentraci CO,

Aklimace je ptizptisobeni rychlosti fyziologickych procesi na zménéné hodnoty nékterého
faktoru vné&jSiho prostiedi [22]. Timto jsou mySleny zmény, ke kterym dochdzi pfi
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dlouhodobém péstovani rostlin pfi zméneénych podminkdch. NejCastéji jde o zvySeni
koncentrace CO,. To znamend, Ze fotosyntetickd charakteristika listt, které se vyvinuly uz
v podminkdch zvySené koncentrace CO,, se lisi od charakteristiky listi rostlin, které byly
pfedtim péstovany pii beZné koncentraci CO, [24]. Nejndpadnéji se aklimace projevuje
postupnym poklesem rychlosti Cisté fotosyntézy. Ddle se sniZuje i obsah dusiku, rozpustnych
bilkovin a Rubisco v listech.

Podle Oostena a Besforda [26] je mozné vysvétlit omezeni aktivit fotosyntetického apardtu
pii péstovani ve zvySené koncentraci CO; tim, Ze pii kultivaci rostlin v béZnych podminkich
odpovida rychlost tvorby asimilati kapacité transportnich drah a aktivité piislu§nych sinku.
Pii péstovani za zvySené koncentrace CO; je rychlost tvorby asimilatd vys$Si nez jejich
transport a vyuZziti v sinku. V cytosolu pak dochdzi ke zvySovdni koncentrace hexos.
Signalem pro pokles exprese fotosyntetickych gentit mohou byt pienaSeCi hexos nebo
hexokinasy fosforylujici hexosy.

Pro aklimaci jsou dva davody. Rostlina neni schopna vyuZit nadbyte¢né asimilaty
a v dusledku toho reguluje pokles aktivity jejich zdroji. Druhym divodem je dostacujici

Vv

mensi mnoZstvi enzymu Rubisco pro fotosyntézu pii vyssi koncentraci CO, [22].
2.3.3 Rychlost fotorespirace

Zékladem fotosyntézy a fotorespirace je schopnost enzymu Rubisco navdzat na jeden
substrat (ribulosa-1,5-bisfosfdt) CO, pfi karboxylaci 1 O, pii oxygenaci. Navizdnim
molekuly O, vznikne fosfoglykolét, coz je poCatkem tzv. glykolatové cesty. Béhem ni se
navdzou dvé molekuly O, a uvolni se jedna molekula CO;. V normélni atmosfére je u C3
rostlin pomér fixace CO,:0; asi 3:1.

Fotorespirace je zpomalena sniZenim koncentrace O, na 5% a méné€ nebo také
dvojnasobnym az trojndsobnym zvysenim koncentrace CO, [22]. Tato zména zpusobuje dva
jevy. S vyssi koncentraci CO; se zaprvé zvysuje rychlost karboxylace a tim i1 celé fotosyntézy.
Zadruhé se zvySuje pomér koncentrace CO,/O,. Tim se sniZuje fotorespirace.

2.3.4 Vodivost pruduchu

Vodivost praduchti je ddna mirou jejich otevienosti, ktera je také ovliviiovdana zménou
koncentrace CO, obklopujici list. U vétSiny rostlin vyvoldvd zvySeni koncentrace CO,
privieni priduchi. Podle pokust Drakeho et al. [24] Cini pramémé sniZzeni vodivosti
pruducht pfi zdvojnasobené koncentraci 20 %.

Pokles vodivosti v§ak neznamend automatické sniZeni rychlosti fotosyntézy. Soucasné se
totiZ zvySuje gradient koncentrace CO; mezi atmosférou a mistem karboxylace, a to
fotosyntézu podporuje.

Dalsim faktorem ovliviiujicim vodivost pruduchtd je sniZend rychlost transpirace (vydej
vody povrchem rostlin), kterd modifikuje jednotlivé slozky energetické bilance listu. To se
pak promita ve zméné teploty listu. Podle Idsoa et al. [27] je zvySeni teploty listd zvySenou
koncentraci CO, piimo umérné poklesu vodivosti praduchi.
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Aklimace vodivosti priduchti béhem dlouhodobé kultivace rostlin pfi zvySené koncentraci
CO, zatim nebyla prokdzana [22]. Na druhou stranu se snizuje hustota pruducht na listech
rostlin dlouhodobé péstovanych pfi vyssi koncentraci COs,.

2.3.5 Rychlost dychani

Gonzdlez-Meler et al. [28] jako jedni z méla prokdzali pfimy vliv zvySené koncentrace
CO;, na dychéni rostlin. ZvySenou koncentraci CO, inhibovali oxidaci externé dodaného
sukcindtu nebo NADH k suspenzi izolovanych mitochondrii. Pfesnéji byla inhibovédna
aktivita sukcindtdehydrogenasy a cytochrom-c-oxidasy. Tim zjistili, Ze Cast inhibi¢niho
ucinku CO; na dychédni je lokalizovdna pfimo v mitochondriich, protoZe zdvojnisobeni
koncentrace sniZilo rychlost piijmu O, mitochondriemi o 10-15 %.

2.3.6 Utinky zvySené koncentrace CO; na dieviny

Pro dfeviny je charakteristickd zejména tvorba jejich sekundarnich pletiv, kterd poskytuje
dostate¢nou pevnost i pii velkych vyskach kment. Jde o velkou investici pfedev§im uhliku do
bunécnych stén. Tyto energetické a materidlni ndklady jsou kompenzoviny dlouhou dobou
Zivota téchto rostlin. To vede k enormni adaptabilité dlouhovékych rostlin.

Zvysend koncentrace CO, ma vliv na produkci biomasy, ale rychlost vyvoje se zvySuje
zejména v pocateCnich fazich. Kvuali tomu je pak obtizné srovndni variant s rdznou
koncentraci CO,, protoZe jsou ve stejném Case srovnavany vyvojove rozdilné rostliny [22].

Na zaklade¢ sledovani tloustky letokruhi u dubu cesminového, které rostly 30 let pobliz
pfirozeného zdroje CO,, ve srovndni se stromy rostoucimi ve standardni atmosfére
Hittenschwiller et al. [29] odvodili, Ze v atmosfére se zvySenou koncentraci CO, muZe dojit
k rychlejsi regeneraci lesnich porosta.

Saxe et al. [30] na zdklad€ fady pokusu tvrdi, Ze zvySend rychlost fotosyntézy v dusledku
zvySené koncentrace CO; zUstava stejnd i pii nékolikaleté kultivaci stromt. Na druhou stranu
vSak byla v nékterych pokusech aklimace prokdzana. Napiiklad Osborne et al. [3/] sledovali
po dobu ctyt let jahodku indickou pfi zvySené koncentraci CO, a prokdzali vyraznou
aklimaci, kterd se projevila pfedev§im snizenym mnoZstvim enzymu Rubisco.

2.4 Metody stanoveni obsahu Rubisco
24.1 SDS-PAGE

SDS-PAGE je jednou z elektromigrac¢nich metod. Zakladnim principem téchto technik je,
ze latky rozpuSténé v elektrolytu a umisténé v elektrickém poli, které nesou ndboj, se
pohybuji konstantni rychlosti imérnou velikosti jejich naboju, anionty k anod¢, kationty ke
katod€. Rychlost zdvisi na ndboji Castic a intenzité elektrického pole [32]:

F.=qE (®)
Opacné pusobi brzdici sila vnitiniho tfeni dana Stokesovym zdkonem:

F, =—6mrv ©)
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kde 7 je viskozita roztoku a r je polomeér iontu.

Gelova elektroforéza patii mezi nejpraktiCt€jSi a nejvykonn€j§i metody déleni
makromolekul. Porézni gely (v tomto ptipadé polyakrylamidovy gel) funguji na principu
sitového efektu a na zdkladé elektroforetické pohyblivosti. Polyakrylamidovy gel je inertni,
mechanicky pevny, prihledny a je mozné pfipravit jej s pfedem uréenymi vlastnostmi, jako je
hustota zesitovani gelu nebo gradient hustoty gelu. Pripravuje se ze dvou monomerd
kopolymeraci (akrylamid a N,N"-methylen-bis(akrylamid)) za pfitomnosti inicidtoru
peroxodisiranu amonného (Obr. 13). Reakce probihd v roztoku pufru. Inicidtor se rozklad4 na
radikdly a ty zahdji polymeracni reakci. Stabilizatorem volnych radikala je tzv. TEMED
(tetramethylethylendiamin). Vznika struktura tvofena otevienymi pory urcité velikosti, v niZ
je kapalina s pufrem. Gel je umistén mezi dvéma sklenénymi deskami. Pfi prichodu bilkovin
gelem se molekuly zachycuji v téchto pérech a pak se déli podle své velikosti.
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Obr. 13 Vznik polyakrylamidu [32]

Velmi ostré zény lze ziskat pfi diskontinudlni elektroforéze, kde se pouzivaji dva gely —
aniont, poté nasleduji zony bilkovin podle elektroforetickych pohyblivosti a posledni zénou je
glycin. Vytvarfi se ostie ohrani¢ené té€sné za sebou nasledujici zony iontt a vznika stupiovity
gradient potencidlu. Samozaostiujici efekt znamend, Ze pokud se néjaky iont zpozdi za svou
zonou, vyssi potencidl ho dostatecné urychli, aby se opét pripojil ke své zong. V délicim gelu
je vys$si pH a meéni se pohyblivost iontti a dochazi k rozdéleni zén od sebe. Pohyb cCela
indikuje nizkomolekulédrni barvivo bromfenolovd modf.
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Obr. 14 Aparatura pro SDS-PAGE [32]

Zkratkou SDS se rozumi elektroforéza v pfitomnosti dodecylsiranu sodného, ktery udili
bilkovindm uniformni ndboj piekryvajici jejich vlastni ndboj. Diky tomu se pak bilkoviny déli
pouze na zdklad€ rozdilnych molekulovych hmotnosti. Nekteré bilkoviny maji navic vice nez
jeden polypeptidovy fetézec a pomoci SDS se porusi nekovalentni interakce mezi
podjednotkami.

Po provedeni samotné elektroforézy nédsleduji dalsi na sebe navazujici kroky. Nejprve je
nutnd fixace a detekce podoby proteinovych pruht na gelu pomoci roztoku Coomassie Blue.
Poté se odbarvuje obarvené pozadi geli. Hotové gely vyhodnocuje specidlni software, jenz
prevede jednotlivé zony na piky. Vzorky se pak porovnavaji s plochou pikt standardu.

SDS-PAGE je nejpouzivanégj$i metodou pro zjisteéni obsahu enzymu Rubisco [33].
24.2 ELISA

Zkratka ELISA pochazi z anglického ,,enzyme-linked immuno-sorbent assay*. Je to citliva
neprecipitacni imunochemickd metoda, kterd je schopnd detekovat nizké koncentrace
antigenu a protilatky [32]. Pro lepsi citlivost stanoveni imunokomplexu antigen-protildtka se
na jeden zimunoreaktanti vdZe vhodnd znacka. V heterogennich imunoanalyzich jsou to
nejcastéji enzymy, které umoznuji bezpecné, citlivé a pomérné jednoduché stanoveni. Mezi
nejCastéji pouzivané enzymy patii peroxidasa a alkalickd fosfatasa. Ty katalyzuji pfeménu
substratu na barevny nebo fluoreskujici produkt, od néhoz se odviji spektrofotometrické nebo
fluorimetrické stanoveni. Koncentrace produktu je dmérnd koncentraci antigenu nebo
protilatky [34].

Jako pevny nosiC se nejCastéji pouzivaji stény jamek mikrotitra¢nich desticek z tvrzeného
polystyrenu. Jsou vhodné pro analyzu vétsiho souboru vzorkd, nikoli pro ojedinélé analyzy.
Nejcitlivejsi provedeni umoZziiuji stanovit mnoZstvi analytu 102 -10" g [32].

Tuto metodu Ize provést jako kompetitivni a nekompetitivni. Pfi nekompetitivni enzymové
imunoalalyze (Obr. 15) nejdiive reaguje protilatka vazand na pevny nosi¢ s antigenem ve
vzorku. AZ se ustavi rovnovahy, systém se promyje a na zachyceny antigen se vaze dal$i
protilatka oznacend enzymem. Po promyti se zmé&fi enzymova aktivita zachycend na pevnou
fazi.
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Obr. 15 Nekompetitivni enzymovd imunoanalyza [32]

Kompetitivni ELISA mé piimé a nepiimé provedeni. Pii pfimé kompetitivni enzymové
imunoanalyze (Obr. 16) protildtka vdzand na pevny nosiC reaguje zdroven s antigenem ze
vzorku a s oznaCenym antigenem, které soutéZi o omezeny pocet vazebnych mist protildtky.
Po ustaveni rovnovahy se systém promyje a zméii se enzymova aktivita zachycend na pevné
fizi. Cim vice antigenu je ve vzorku, tim niZ8i je zjisténd enzymova aktivita. U nepiimé
kompetitivni enzymové imunoanalyzy (Obr. 17) je prvni C4st kompetitivni a dalsi je
nekompetitivni. Antigen vdzany na pevny nosi¢ soutézi s antigenem ve vzorku o omezeny
podet vazebnych mist protilatky, kterd se do systému piiddvé v roztoku. Cim vice antigenu
obsahuje vzorek, tim méné protilitky se navdZe na zakotveny antigen. KdyZ se ustavi
rovnovaha a systém se promyje, mnozstvi navdzané protilitky se zjiStuje v nekompetitivni
fazi. Proti navdzané protildtce se pouZije oznacend protildtka. Vyhodou oproti ptimé metode
je univerzélnost pouZiti oznacené protilétky.
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Y...proﬁlﬁtka ® antigem LA ...antigen znadeny enzymem

Obr. 16 Primd kompetitivni enzymovd imunoanalyza [32]

@ __antigen Y protilatka proti antigenu YE ...protildtka pronanaéemi enzymem

Obr. 17 Neprimd kompetitivni enzymovd imunoanalyza [32]

Metodiev et al. [35] tuto metodu pouZili pro stanoveni obsahu Rubisco z jeCmene.
Protilatky vytvortili prostfednictvim Zivych kraliki a pro oznaceni antigenu byla pouzita
peroxidasa. Absorbance byla méfena pfi vinové délce 492 nm.

2.4.3 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni metoda, kterd probihd v tenkych kapildrach
naplnénych nosnym elektrolytem a ponofenych ob&ma konci do elektrodovych nadobek.
Kapilary mazou byt z kiemene, skla nebo z plastu. Kromé elektroforetického principu se zde
uplatriuje elektroosmoticky tok [34] (spontanni tok kapaliny v kapilafe v disledku naboje na
sténé kapilary).

Tenké kapilary dobfe odvadi teplo, a proto muze byt pouZito vysoké napéti
(100-300 V/cm) [32]. Tim se zkracuje €as, kdy dochédzi k déleni vzorku. Kapildry mohou byt
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naplnény pufrem nebo polymernim gelem. Maly pramér kapilar napomdha tomu, aby
nedochdzelo k rozostfovdni zén. Pfi pouziti gelu se latky mohou separovat stejné€ jako
u SDS-PAGE. Metoda ma vysokou citlivost, proto staci mald mnoZstvi vzorku, a pouziva se
zafizeni s automatickym davkovanim vzorku a vyhodnocovéanim.

Warren et al. [33] pouZili tuto metodu pro stanoveni obsahu Rubisco u Eucalyptus
diversicolor. Extrakt z listd byl srdZen kyselinou trichloroctovou a poté byla provedena
kapilarni elektroforéza pomoci systému Bio-Rad 3000. Separacnim pufrem byl CE-SDS pufr.
Kifemennd kapildra méla primér 50 pm, celkovou délku 24 cm a efektivni délku 19,4 cm.
Meéfeni probihalo pfi teploté 20 °C a konstantnim napéti 15 kV. Detektor byl nastaven na
220 nm. Pti vyhodnocenti je pak plocha piku funkci jak ¢asu migrace, tak koncentrace.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

Vzorky listd buku lesniho a jehlic smrku ztepilého byly odebirdny na Experimentdlni
ekologické stanici Ustavu systémové biologie a ekologie AVCR Bily Ki{Z nachizejici se
v Moravskoslezskych Beskydech. Stanice je poloZend v nadmoiské vySce cca 908 m n. m.
Vroce 1997 zde byly vybudoviny dvé minisféry (Obr. 18) pro sledovéni vlivu zvySené
koncentrace oxidu uhliCitého na rostliny. V jedné minisféfe byly rostliny péstovdny pfi
koncentraci CO, 350 umol-mol'1 (ambient — A) a ve druhé minisféfe byla koncentrace CO,
udrZovédna na 700 umol-mol'1 (elevated — E). V préici byl srovndvdn obsah enzymu Rubisco
ve slunnych (ex) a stinnych (sh) jehlicich smrku ztepilého (Picea abies) a v listech buku
lesniho (Fagus sylvatica) a dile obsah Rubisco v jehlicich resp. listech rostoucich v A a E.
Jehlice smrku ztepilého byly odebrany 24. 7. 2012, a to paralelné ex a sh, A a E. Jehlice byly
odstfizeny od vétvicek, zvazeny (100-130 mg), vloZzeny do mikrozkumavky Eppendorf
a umistény do kapalného dusiku. Do analyzy byly uchovdvédny v hlubokomrazicim boxu pfti
teploté —68 °C. Odbeér listl buku lesniho se uskutecnil 25. 7. 2012, opét paralelné ex a sh, A
a E. Z Cepele listu byla vystfiZzena ¢ast odpovidajici plose 10-20 cm?, tato Gést byla zviZena
a jeji presna plocha byla zméfena na areametru Licor. Dalsi postup byl stejny jako u jehlic
smrku.

Obr. 18 Minisféry Experimentdlni ekologické stanice Akademie véd CR Bily Kii%
v Moravskoslezskych Beskydech [36]
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3.2 Stanoveni obsahu Rubisco metodou SDS-PAGE

Stanoveni bylo provedeno podle metod Damervalové et al. [37] a Rogerse et al. [38]
s upravou podle Floridna [39] a Zachové [40].

3.2.1 Pristroje

Analytické vahy HR-120-EC od firmy HELAGO® CZ Hradec Krélové. Parametry: kapacita
120 g, nejmensi dilek 0,1 mg, atest CMIL

Centrifuga MLW T52.1

Vortex — stuart firmy MERCI s.r.o.

Termoblok TDB-100 firmy BIOSAN, Riga

Aparatura pro elektroforézu Mini-PROTEAN 3 od firmy BIO-RAD

Zdroj Power Pac 300 od firmy BIO-RAD

Tiepacka LT2

3.2.2 Chemikalie

Akrylamid (SERVA)

N, N”-methylenbisakrylamid (SERVA)

TRIS - tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma ALDRICH)
Kyselina chlorovodikova (Penta)

SDS — dodecylsulfat sodny (Sigma ALDRICH)

Peroxodisiran amonny (SERVA)

Bromfenolova modf Na sil (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 modi G 250 — Coomasie Blue (SERVA)

Kyselina octova (Lachema)

Ethanol (Lachema)

Butanol (Lachema)

D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasa izolovand ze Spendtu — standard Rubisco (Sigma
ALDRICH)

3.2.3 Priprava roztoku
3.2.3.1 Roztoky pro pripravu geli

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

Roztok B: V 50 ml vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, po rozpusténi bylo upraveno pH
pomoci koncentrované HCI na pH 8,8, ndsledné byl roztok doplnén vodou na
100 ml. Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.
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Roztok C: V 50 ml vody bylo rozpusténo 18,16 g TRIS, po rozpusténi bylo upraveno pH
pomoci koncentrované HCI na pH 6,8, nasledn€ byl roztok doplnén vodou na
100 ml. Roztok se uchovava pfi teploté 4 °C.

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

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

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

TEMED: komerc¢né€ doddvany roztok
3.2.3.2 Roztoky pufri

Elektrodovy pufr: V 1000 ml bylo rozpusténo 6 g TRIS, 2 g SDS a 18,8 g glycinu. Roztok se
uchovdva pfi teploté 4 °C. Tento roztok se pouziva opakovang.

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

Vzorkovy pufr: Bylo smichdno 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 uchovéva pii teploté 4 °C.

3.2.3.3 Roztoky k vizualizaci bilkovin
Stabilizacni roztok: Bylo smichdno 100 ml methanolu a 400 ml vody.

Barvici roztok: Bylo smichdno 0,5 g Coomasie Blue G 250, 450 ml methanolu, 100 ml
koncentrované kyseliny octové a 450 ml vody.

Odbarvovaci roztok: Bylo smichdano 250 ml methanolu, 100 ml koncentrované kyseliny
octové a 650 ml vody.

3.24 Priprava gelu

Elektroforetickd skla byla nejdfive omyta vodou a poté odmastovacim prostiedkem.
Nésledné byla oplachnuta destilovanou vodou a vyleSténa buni¢inou namocenou v ethanolu.
Skla byla upevnéna do stojanu tak, Ze vetsi sklo bylo vzadu. Spodni hrany skel leZely na
gumové podloZce a tlakem svrchu byla zajiSténa proti vyteCeni gelu. Ke stanoveni byly
pouZzity 5% zaosttovaci gel a 8% separacni gel.

3.2.4.1 Separacni gel

Pomoci automatickych pipet byly do kadinky napipetovany objemy roztokd podle
tabulky 1.
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Tabulka 1 Objemy roztokit k pripravé 8% separacniho gelu

Roztok V [ml]
destilovand voda 4,6
A 2,7
B 1,5
D 0,1
E 0,1
TEMED 0,006

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

3.2.4.2 Zaostiovaci gel

Pomoci automatickych pipet byly do kadinky napipetovany objemy roztokd podle
tabulky 2.

Tabulka 2 Objemy roztokit k pripravé 5% zaostrovaciho gelu

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

Po ztuhnuti separa¢niho gelu byl slit butanol a gel byl promyt destilovanou vodou. Roztok
E a TEMED byl opét pfidavan az pred nalitim. Roztok byl nalit na vrstvu separac¢niho gelu az
po okraj a ihned byl do prostoru mezi skla vloZen elekroforeticky hiebinek. Hrebinek se
odstranuje az pred nanaSenim vzork(l a samotnym stanovenim. Takto pfipraveny gel se muze
uchovdvat v lednici, ale pouze do druhého dne.

3.2.5 Priprava standardu

V mikrozkumavce Eppendorf bylo rozpusténo 0,5 mg D-ribulosa-1,5-bisfosfatkarboxylasy
v 1 ml vzorkového pufru (standard 0,5 mg-ml'l). Smés byla promichdna na Vortexu a 5 minut
vafena v termobloku. Standard byl uchovdn v mrazni¢ce pii teploté¢ —18 °C. Piiprava
standardu probihala stejné jako piiprava vzorki, coz je dilezité pro vypocet.

3.2.6 Priprava vzorku

Vzorek jehlic ¢i listd 100-150 mg byl rozetfen v tieci misce s moiskym piskem. Poté byly
pfidany 2 ml TRIS pufru. Vzorek byl asi 30 sekund homogenizovan. Vyslednd suspenze byla
pfevedena do centrifugacni zkumavky a asi 2 minuty odstfedovdna. Ze ziskaného extraktu
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bylo odpipetovédno 0,5 ml supernatantu do mikrozkumavky Eppendorf a bylo pfiddno 0,5 ml
vzorkového pufru. Tato smés byla promichdna na Vortexu a 5 minut vafena v termobloku. Po
vychladnuti byly vzorky uchovédny v mraznicce pfi teploté —18 °C.

3.2.7 Elektroforéza

Skla s pfipravenym ztuhlym gelem byla vytaZzena ze stojanu a ocCiSténa od zbytku gelu.
Opatrné byl odstranén hiebinek a skla byla vloZena do stojanu pro elektroforézu a to tak, aby
vetsi sklo bylo smérem ven. Do vnitinitho prostoru stojanu byl nalit elektrodovy pufr
a pockalo se, jestli pufr neprotékd. Stojan byl umistén do elektroforetické nadoby a vné&jsi
prostor byl naplnén asi do poloviny elektrodovym pufrem. Pomoci automatické pipety
s dlouho Spickou bylo do prvnich dvou jamek naneseno po 5 pl standardu Rubisco. Do
nasledujicich jamek byly naneseny jednotlivé vzorky o objemu 5 pl. Takto pfipravend
aparatura byla pfipojena ke zdroji, kde bylo nastaveno konstantni napéti 80 V. V prubéhu
analyzy bylo nutné sledovat, zda pufr nevytékd z vnitfniho prostoru, piipadné jej doplnit.
Elektroforéza probihala asi 90-120 minut, aZ ¢elo vzorku dostoupilo asi 1 cm od spodniho
okraje gelu. Kazdy vzorek byl analyzovan trikrét (n = 3).

3.2.8 Vizualizace bilkovin

Po skonceni elekroforézy byla skla vyjmuta ze stojanu a ponofena do misky s destilovanou
vodou, mensim sklem smérem doli. Pomoci $pachtle bylo sejmuto horni sklo a nasledné bylo
vyjmuto i sklo spodni. Voda z misky byla vylita a gel byl pfevrstven stabilizaénim roztokem
a 5 minut stabilizovdn na tfepaCce. Poté byl roztok slit a gel byl pfevrstven barvicim
roztokem, kterym byl barven 30 minut na tfepacce. Po uplynuti této doby byl roztok slit a gel
byl promyt pouZitym odbarvovacim roztokem. Nasledn€ byl gel jest€ odbarvovan Cistym
odbarvovacim roztokem 90 minut na tfepacce. Po sliti odbarvovaciho roztoku byl gel promyt
destilovanou vodou, poloZen na elektroforetické sklo a zabalen do potravinaiské folie, kterd
ho chrani ptred vyschnutim. Hotové gely byly skladovény v lednici pfi teploté 4 °C. Cela
prace byla provadéna v ochrannych vinylovych rukavicich kvili vysoké toxicité akrylamidu.

3.2.9 Vyhodnoceni gela

Hotové gely byly naskenoviny. Kvantifikace velké podjednotky enzymu Rubisco byla
provedena programem FUJIFILM, Science Lab 2006, Multi Gauge, verze 3.X. Z6ny velkych
podjednotek byly prevedeny na piky a integraci byla vypocitdna jejich plocha. Obsah enzymu
Rubisco ve vzorcich byl vypocitan porovnanim plochy zény jednotlivych vzorkii a plochy
zO6ny standardu. ProtoZe pomér velikosti plochy a obsahu je ovlivnén mnoha faktory, bylo
nutné nanést standard Rubisco na kazdy gel.

3.2.10 Priklad vypoctu obsahu enzymu Rubisco
Pro stanoveni byl pouZit standard o koncentraci 0,5 mg-ml'l.

Obsah Rubisco v celkovém objemu extraktu:

o= 90935,57-0,5-8
51620,31

=7,05mg- ml™
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Obsah Rubisco vztazeny na jednotkovou plochu jehlice:

o= 7,05 —2,63g-m>
0,002682 -1000

Obsah Rubisco vztazeny na jednotkovou hmotnost listu:

7,05-1000
c=——

=2742mg-¢g..,
257 2 Crw

3.2.11 Statistické zpracovani vysledku

Ze tii stanovenych hodnot daného vzorku byl vypocten prumér, ktery nasledné slouzil
pro vypocet obsahu Rubisco.

Pro statistické vyhodnoceni bylo nutné vytvofit tzv. chybové dsecky. Z primérné hodnoty
obsahu Rubisco jednotlivych vzorkd, napf. slunnych listd buku lesniho péstovaného v E byla
v programu Microsoft Excel pomoci funkce ,,SMODCH* vypoctena standardni odchylka
(SD). Poté byla standardni odchylka rozsifena pro interval spolehlivosti (IS) 95 % pomoci
funkce ,,CONFIDENCE®. Tyto hodnoty byly dosazoviny do chybovych tsecek.
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4 VYSLEDKY

SMRK(24.7.2012) Elevated(ex/sh)
20,00
18,00 1570
16,00
14,00 1350
E 12,00
o0 10,00
}? 8,00
6,00
4,00
2,00
0,00
exposed shaded

Obr. 19 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych a stinnych jehlicich, vztazené na
gram Cerstvé hmotnosti, u smrku ztepilého kultivovaného pri zvysené koncentraci CO;. Vzorky
odebrané 24. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 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 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych a stinnych jehlicich, vztazené na
gram Cerstvé hmotnosti, u smrku ztepilého kultivovaného pri normdlni koncentraci CO,.
Vzorky odebrané 24. 7. 2012, n = 3, chybové iisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pri

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

35,00

30,00 26767

25,00
2 20,00 18780
X
'é" 15,00

10,00

5,00

0,00

exposed shaded

Obr. 21 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych a stinnych listech, vztaZené na gram
Cerstvé hmotnosti, u buku lesniho kultivovaného pri zvysené koncentraci CO;. Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.

BUK(25.7.2012) Ambient(ex/sh)
35,00
30,00 27132
25,00 24714
2 20,00
=
£ 15,00
10,00
5,00
0,00
exposed shaded

Obr. 22 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych a stinnych listech, vztaZené na gram
Cerstvé hmotnosti, u buku lesniho kultivovaného pri normdlni koncentraci CO,. Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.
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BUK(25.7.2012) Elevated(ex/sh)
4,00
3,50
3,p0
3,00
2,50
E
] 2,00 1,51
1,50
1,00
0,50
0,00
exposed shaded

Obr. 23 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych a stinnych listech, vztaZené na
Jjednotkovou plochu listu, u buku lesniho kultivovaného pri zvysené koncentraci CO,. Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.

BUK(25.7.2012) Ambient(ex/sh)
4,00
3,50
2,p5
3,00
2,50
'% 2,00 1,74
1,50
1,00
0,50
0,00
exposed shaded

Obr. 24 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych a stinnych listech, vztaZené na
Jednotkovou plochu listu, u buku lesniho kultivovaného pri normdlni koncentraci CO,. Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.

Zobr. 19 a obr.20 je patrné, Ze u smrku ztepilého nebyly zaznamendny statisticky
vyznamné rozdily v obsahu enzymu Rubisco ve slunnych a stinnych jehlicich ani pfi zvySené,
ani pfi normélni koncentraci CO,. Pii zvySené koncentraci CO, €inil pokles obsahu Rubisco
ve stinnych jehlicich oproti slunnym jehlicim 14 %, pti normélni koncentraci CO; 24 %.

Z obr. 21-24 lze vycist, Ze pokud byl obsah Rubisco v listech buku lesniho vztazen na
gram Cerstvé hmotnosti jako u smrku, mezi slunnymi a stinnymi listy v atmosféfe se zvySenou
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koncentraci CO; byl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil, avSak pfi normélni koncentraci
CO; nikoli. Pokles obsahu Rubisco ve stinnych listech oproti slunnym ¢inil 30 %, resp. 12 %.

enzymu vztaZen na jednotkovou plochu listu. V tomto piipad€ byl prokdzan statisticky

vyznamny rozdil v obsahu Rubisco jak pfi zvySené, tak pfi normdlni koncentraci COo,
pficemz tento rozdil €inil 50 %, resp. 41 %.

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

Obr. 25 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych jehlicich, vztaZené na gram Cerstvé
hmotnosti, u smrku ztepilého kultivovaného pri zvysSené a normdlni koncentraci CO;. Vzorky
odebrané 24. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii 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
oo
E» 8,00
6,00
4,00
2,00
0,00
Elevated Ambient

Obr. 26 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve stinnych jehlicich, vztaZené na gram Cerstvé
hmotnosti, u smrku ztepilého kultivovaného pri zvysSené a normdlni koncentraci CO;. Vzorky
odebrané 24. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.
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BUK(25.7.2012) exposed(E/A)
35,00
30,00 26]67 27132
25,00
2 20,00
oo
B 15,00
10,00
5,00
0,00
Elevated Ambient

Obr. 27 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych listech, vztaZené na gram Cerstvé
hmotnosti, u buku lesniho kultivovaného pri zvysené a normdlni koncentraci CO;. Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.

BUK(25.7.2012) shaded(E/A)
30,00
25,00 24714
20,00 18]80
=
2 15,00
£
10,00
5,00
0,00
Elevated Ambient

Obr. 28 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve stinnych listech, vztaZené na gram Cerstvé
hmotnosti, u buku lesniho kultivovaného pri zvysené a normdlni koncentraci CO;. Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.
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BUK(25.7.2012) exposed(E/A)
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Obr. 29 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve slunnych listech, vztaZené na jednotkovou
plochu listu, u buku lesniho kultivovaného p¥i zvysené a normdlni koncentraci CO,. Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.

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

Obr. 30 Srovndni obsahu enzymu Rubisco ve stinnych listech, vztaZené na jednotkovou
plochu listu, u buku lesniho kultivovaného p¥i zvysené a normdlni koncentraci CO,. Vzorky
odebrané 25. 7. 2012, n = 3, chybové uisecky vyjadruji intervaly spolehlivosti pii o = 0,05.

Obr. 25 a obr. 26 zachycuji obsah enzymu Rubisco u smrku ztepilého, kde byl porovndvan
rozdil mezi jehlicemi rostoucimi v atmosféfe se zvySenou a normdlni koncentraci COs,.
Z vysledka vyplyva, Ze jak u slunnych, tak u stinnych jehlic doslo pii zvySené koncentraci
CO; k poklesu obsahu Rubisco oproti jehlicim v normélni koncentraci CO;, nicméné tyto
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rozdily nejsou statisticky vyznamné a u stinnych jehlic je rozdil prakticky zanedbatelny.
Pokles €inil 13 %, resp. 2 %.

Z obr. 27-30 je patrné, Ze u stinnych listd buku lesniho doslo pfi zvysené koncentraci CO,
k vyraznéjSimu poklesu obsahu Rubisco nez u listli slunnych. Z toho pouze u stinnych listt
byl pokles obsahu Rubisco vztazeného na Cerstvou hmotnost statisticky vyznamny. Rozdil byl
22 %. Pokles obsahu Rubisco ve stinnych listech pfi zvySené koncentraci CO, vztaZeny na
jednotkovou plochu listu €inil 13 %. U slunnych listd byl rozdil zanedbatelny a jeho hodnota

jecca?2 %.
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S DISKUSE

SniZeni obsahu Rubisco je podle vesiny autort [/9, 20, 41] hlavnim znakem aklimace C3
rostlin na zvySenou koncentraci CO,. Napt. Seneweera et al. [/9] uvadi ve své studii pokles
obsahu Rubisco pfi zvySené koncentraci CO; u rozvijejich se listd o 19 %. Pro aklimaci
obsahu Rubisco existuji dvé teorie:

Moore et al. [47], Leegood et al. [5] a Seneweera a Conroy [42] tvrdi, Ze je aklimace
zpusobena specifickou redukci represi exprese gent pro Rubisco, kterd je zprostfedkovana
hromadénim rozpustnych sacharidd, jeZ potlacuji expresi genti rbcS a rbcL.

Jini autofi [19, 43, 44] argumentuji, Ze aklimace obsahu Rubisco je dusledkem
nespecifického poklesu obsahu dusiku v listech v disledku nahromadéni vétStho mnozstvi
sacharidi pfi zvySené intenzité fotosyntézy. Pro sniZeni koncentrace dusiku jsou rtzna
vysvétleni, napiiklad zfedéni dusiku vlivem hromadéni nadbytku sacharidd [45], sniZeni
transpirace a tedy i transportu dusiku do mist, kde probihd asimilace [46] a potlaceni
fotorespirace [47]. Kromé toho Seneweera et al. [/9] dokazuji, Ze zvySend koncentrace CO,
omezuje transport dusiku do listt a tim ovliviiuje syntézu Rubisco, coZ vede k aklimaci. Podle
[19] prispiva k aklimaci i zrychlené starnuti listd.

Vna$i prici se podafilo prokdzat statisticky vyznamny pokles obsahu Rubisco
v podminkdch zvySené koncentrace CO, pouze ve stinnych listech buku. U ostatnich variant
nebyl pokles obsahu Rubisco v E proti A statisticky vyznamny.

Rovnéz statisticky nevyznamny byl rozdil v obsahu Rubisco mezi slunnymi a stinnymi
jehlicemi u smrku. Naproti tomu vyznamné niZ$i byl obsah Rubisco ve stinnych listech buku,
pficemz rozdil mezi slunnymi a stinnymi listy byl nejvetsi v podminkach zvySené koncentrace
COs. To lze vysvétlit tak, Ze na poklesu obsahu Rubisco u varianty E (ex/sh) se podili jak
aklimace na zvySenou koncentraci CO,, tak i mala sila sinku u stinnych lista.

Leegood et al. [5] zmifiuji sniZeni obsahu Rubisco u rostlin rostoucich pfti niz§im osvétleni
ve své praci. PiSi, Ze chloroplasty té€chto rostlin vykazuji adaptivni zmény projevujici se
zvySenym vyvinem thylakoidd a zvySenou podporou svétlo zachycujicich slozek. Natr [22]
uvadi, Ze pfi dostatku CO; a nizké ozétenosti je rychlost fotosyntézy sniZena nedostateCnou
rychlosti regenerace substratu (RuBP), coz je pifimym disledkem nedostatku ATP a NADPH,
tzn. nedostate¢né rychlosti prenosu elektrond v systému thylakoidni membrany.
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6 ZAVER
Cilem bakaldrské priace bylo vyhodnotit vliv zvySené koncentrace oxidu uhlicitého
a expozice (ex/sh) na obsah enzymu Rubisco.

Vzorky listu a jehlic buku lesniho, resp. smrku ztepilého byly odebirany na Experimentaln{
ekologické stanici Ustavu systémové biologie a ekologie Akademie véd CR na Bilém Kiizi
v Moravskoslezskych  Beskydech. V jedné minisféfe byla udrZovdna koncentrace
CO, 350 umol-mol'l, coZ odpovidd normdlni koncentraci CO, (ambient — A), a ve druhé
minisféfe byla koncentrace CO, udrZovédna na 700 umol-mol'1 (elevated — E). Vzorky jehlic
(ex 1 sh) smrku ztepilého byly odebrany 24.7.2012 paralelné¢ v A a E. Listy buku lesniho
byly odebrany 25. 7. 2012 také ex i sh paralelné v A a E.

Stanoveni obsahu enzymu Rubisco bylo provedeno metodou SDS-PAGE podle
Damervalové et al. [37] a Rogerse et al. [38] a ddle byla metoda upravena podle Floridna [39]
a Zachové [40].

U smrku ztepilého nebyly zaznamendny zadné statisticky vyznamné rozdily obsahu
Rubisco mezi stinnymi a slunnymi jehlicemi, ani nebyla pozorovdna aklimace obsahu
Rubisco u varianty E vzhledem k A. Naopak u buku lesniho doSlo k vyraznému sniZeni
obsahu Rubisco ve stinnych listech. Nejvétsi pokles obsahu Rubisco byl zaznamenan
u stinnych listd rostoucich v podminkéch zvysené koncentrace COs.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

A minisféra s normdlni koncentraci oxidu uhli¢itého
ADP adenosin-5"-difosfét

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 kapildrni elektroforéza za pouziti SDS
CTBP 2-karboxytetritol-1,4-bisfosfét

DNA 2-deoxyribonukleova kyselina

DTT dithiothreitol

E minisféra se zvySenou koncentraci oxidu uhlicitého
ELISA Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay)
Glu glutamin

Gly glycin

His histidin

KABP 3-ketoarabinitol-1,5-bisfosfat

LHC komplex chlorofylovych sbéracu svétla (Light-Harvesting Complex)
Lys lysin

Met methionin

mRNA medidtorovd RNA

NADH nikotinamidadenindinukleotid

NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat

P; anorganicky fosfit

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 gelu za pouZiti SDS
TEMED N,N,N",N"-tetramethylethylendiamin

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

50



